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1. ÖZET 

       Trombosit aktivasyonu ve agregasyonunda meydana gelen değişiklikler 

kardiyovasküler hastalıkların gelişiminde önemli rol oynar. Trombositler, 

hiperglisemik hasar için önemli bir hedeftir, fakat hasarın altında yatan 

mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. Bu çalışmada in vitro şartlarda yüksek 

glukoz düzeyine maruz kalan trombositlerde meydana gelen değişiklerde oksidatif/ 

nitrozatif stresin ve apoptotik olayların rolü araştırılmıştır. 

       Çalışmamızda dinlenme halinde veya kollajenle aktive trombositler fizyolojik 

glukoz konsantrasyonu olarak 5 mM, patofizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak 

25 mM glukozla inkübe edildi. Ayrıca antioksidan kuersetin reaktif oksijen türlerinin 

rolünü (ROT) araştırmak amacıyla kullanıldı.  Apoptoz göstergesi olarak, hücre içi 

kalsiyum düzeyleri, kaspaz-3 aktivasyonu, mitokondriyal apoptoz göstergeleri olarak 

sitozolik sitokrom-c, Bax ve Bcl-2 protein düzeyleri ölçüldü. ROT, lipit 

peroksidasyonu (LPO), nitrik oksit (NO), nitrotrozin (NT) düzeyleri, ileri 

glikozilasyon ürünleri (AGE) düzeylerindeki değişiklikler ve trombosit agregasyonu 

incelendi. 

       Yüksek glukozun dinlenme halindeki ve aktive trombositlerde NO üretimini ve 

NT düzeylerini artırarak nitrozatif strese neden olduğu görüldü (p<0.05).Yine yüksek 

glukozun özellikle aktive trombositlerde ROT, LPO ve AGE düzeylerinde de artışa 

sebep olduğu görüldü (p<0.05). Yüksek glukoz dinlenme halindeki trombositlerde 

apoptozu uyarmazken aktive trombositlerde kalsiyum salınımı, kaspaz-3 aktivasyonu 

artışına ve Bcl-2 protein düzeylerinde azalmaya neden oldu.  Ancak Bax ve 

sitokrom-c düzeyinde değişikliğe neden olmadı. Kuersetinle  yüksek glukoz kaynaklı 

trombosit agregasyonundaki ve oksidatif/nitrozatif stres düzeylerinde artışın 

baskılandığı gözlendi. Kuersetin kalsiyum salınımındaki artışı, kaspaz- 3 ve Bcl-2 

düzeylerindeki değişiklikleri de önledi.  

       Sonuç olarak, yüksek glukoz özellikle aktive trombositlerde oksidatif/nitrozatif 

stres artışına ve muhtemelen ölüm reseptörleri yoluyla trombosit apoptozuna neden 

olmaktadır. Bu etkilerde kollajen aktivasyonu sonucu artan ROT  rol oynamaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Yüksek glukoz, Trombosit, Apoptoz, Kollajen, Nitrozatif stres.  
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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. 
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3.GİRİŞ VE AMAÇ 

       Yaygın ve sık görülen endokrin ve metabolik bir hastalık olan diabetes mellitus 

(DM), kontrol altına alınmadığında vücuttaki tüm sistemleri etkileyen  morbilite ve 

mortalite nedenlerinden birini oluşturmaktadır (1).  

       Ateroskleroz ve mikrovasküler hastalık DM’la ilişkili morbilite ve mortaliteye 

katkıda bulunur (2). DM için tipik olan vasküler inflamasyon,  hiperglisemi ile 

ilişkili endotel disfonksiyonu, bozulmuş fibrinolizis, anormal trombosit 

fonksiyonunun yanında artmış koagülasyon faktörleri aterosklerozun gelişimine ve 

trombotik göstergelerin artışına katkıda bulunur. Diyabette değişen trombosit 

fonksiyonu mikrotrombus oluşumunu ilerleterek diyabetin vasküler 

komplikasyonlarını geliştirir.  Hiperglisemi trombosit fonksiyonlarını uyararak ve 

tromboksan A2 (Tx A2) gibi proagregan maddelerin açığa çıkmasına neden olur.  Tip 

2 diyabetli hastalarda hem in vivo hem de in vitro olarak trombositlerin aktif 

durumda olduğu gösterilmiştir (3). Diyabetik hastalarda kan akımına yeni genç 

trombosit girişinin fazla olduğu ve kana salınan trombositlerin fonksiyonel 

kapasiteleri artmış olan iri trombositlerden oluştuğu gösterilmiştir.  Büyük, yoğun 

trombositler, küçük olanlardan daha aktiftir, daha fazla granül içerirler trombotik 

potansiyelleri daha fazladır (4). 

       Diyabette yüksek glukoza bağlı olarak trombosit membranının biyofiziki 

değişimi, trombosit hipersensitivitesi ve hiperfonksiyonunun ana belirleyicilerinden 

biridir. Bu değişim şiddetli Ca+² mobilizasyonu, artmış tromboksan sentezi ve 

salınımı gibi çeşitli metabolik bozuklukların da sorumlusu olabilir (5). DM’lularda 

metabolik kontrol ile ilişkili olarak trombosit membran proteinlerinin enzimatik 

olmayan glikolizasyonu ile protein yapı ve dizilimi, membran lipid dinamikleri ve 

membran akışkanlığı değişir (6,7). Glukozun trombositler üzerindeki etkisinin 

süperoksit veya H₂O₂ ‘in ortamda bulunmasıyla daha güçlü olarak meydana geldiği 

gözlenmiştir. Trombositler agonistlerle aktive olduğunda kendileri serbest radikal 

üretebilirler. Açığa çıkan radikaller hücrede farklı sinyal yolaklarını harekete 

geçirebilirler. Ayrıca aktive trombositler endotel hücreleri ve lökositler gibi 

hücrelerle etkileşebilirler onlarda da oksidatif reaksiyonları tetikleyebilirler (8). Daha 

önceki hiperlipidemili kişilerin trombositleri ile yaptığımız çalışmada bazı şartlarda 
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trombosit aktivasyonu ile birlikte artan lipid peroksidasyonunun trombositlerde 

apoptozu tetikleyebildiğini göstermiştik (9,10). Trombositlerde olabilecek oksidatif 

ve apoptotik değişiklikler trombosit fonksiyonlarını etkileyerek kardiyovasküler 

hastalıkların patogenezinde önemli rol oynayabilmektedir. Hipergliseminin trombosit 

fonksiyonlarına etkisini daha iyi incelemek için in vitro çalışmalar yapılmıştır. Ancak 

bu çalışmalar trombosit konsantrelerinin uzun süre depolanması üzerine 

yoğunlaşmıştır. Literatürde akut yüksek glukoz düzeylerinin trombositlerde  

nitrozatif stres ve apoptozla ilişkisini ve bunların hiperglisemi durumundaki 

trombosit fonksiyonlarındaki değişikliklerle ilişkisini araştıran bir çalışma 

bulunmamaktadır. 

       Bu çalışmada amacımız yüksek glukoz konsatrasyonlarında kollajen varlığında 

trombositlerde meydana gelen oksidatif (ROT oluşumu, LPO düzeyleri), nitrozatif 

(NO, nitrotirozin oluşumu,) ve apoptotik değişiklikleri ( kaspaz 3, Bcl2, Bax) ve 

buna neden olan muhtemel mekanizmaları dinlenme halinde ve aktive trombositlerde 

araştırmaktır.  Ayrıca bu değişikliklerde  reaktif oksijen türlerinin katkısını da 

incelenmek amacıyla antioksidan olarak  kuersetinin etksi de incelenmiştir. 
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4.GENEL BİLGİLER 

4.1. Diabetes Mellitus Tanımı, Epidemiyolojisi ve Tanısı 

 

4.1.1.Diabetes Mellitus ‘un Tanımı  

Diabetes eski Yunanca’da “sifon”  anlamına gelir ve aşırı idrar yapımını 

anlatır. Mellitus ise yine Yunanca’da “bal”  anlamına gelen “mel” kelimesinden 

geliştirilmiştir (11). 

       Genel anlamıyla Diabetes Mellitus (DM) , hiperglisemi ile karakterize edilen, 

karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmalarının bozukluğu ile seyreden, kronik ve 

progresif bir hastalıktır. Seyri sırasında mikrovasküler, makrovasküler ve nöropatik 

komplikasyonlar gelişebilmektedir. Pankreas insülin sekresyonunun mutlak ya da  

rölatif yetersizliği veya insülin etkisizliği, insülin molekülündeki yapısal bozukluklar 

sonucunda oluşan bu hastalık etyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen 

özelliktedir ve bir sendromdur (2). 

       Bugünkü bilgilerimize göre çok farklı çeşitleri bulunan en yaygın metabolizma 

hastalığıdır. DM’nin çeşitli tiplerinin oluşmasında genetik, çevresel faktörler ve 

hayat tarzının rolü olduğu bilinmektedir. DM’de kan glukoz düzeyinin yüksek 

kalmasında; insülinin kana salınımında azalma, kan glukozunun kullanımında azalma 

ve glukoz yapımında artma gibi faktörler sebep olabilir. DM’de vücutta, yüksek 

düzeyde glukoz ihtiva eden bir kan kompozisyonu dolaştığı için öncelikle kalp ve 

damarlar başta olmak üzere belki de tüm hücreleri ilgilendiren fizyopatolojik 

değişiklikler olmaktadır. Bu da en başta kişinin kendisine ve sonra da topluma 

önemli bir yük teşkil etmektedir (12) . 

4.1.2.Sınıflama 

 

       Diyabetin etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha iyi anlaşılmasıyla, hastalığın 

sınıflaması da sürekli yenilenmektedir (Tablo 1.). Gerçi DM’un tüm tiplerinde temel 

özellik hiperglisemi olmakla birlikte, hiperglisemiye neden olan fizyopatolojik 

mekanizma farklıdır (12). 

       Hiperglisemi, kanda glukoz seviyesinin 180 mg/dl seviyesinin üstüne çıkmasıyla  

ifade edilen bir terimdir (Şekil 1.). Devamlı yüksek olan kan glukozu, vücut yeterli 
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insülin salgılayamadığında veya insülin uygun bir şekilde kullanılamadığı zaman 

olabilmektedir (9). 

 

Şekil 1. Normoglisemi ve hiperglisemi  (10) 

       Hiperglisemi başlıca  ikiye ayrılabilir. Bunlar; 

a) Açlık Hiperglisemisi: En az 8 saat yemek yemeyen bir kişideki yüksek glukoz 

seviyesidir, 

b) Tokluk Hiperglisemisi: Bir kişi yemek yedikten sonraki 1 veya 2 saat sonra 

görülen yüksek glukoz seviyesidir (13). 

       Tokluk hiperglisemisi, açlık glukoz yükselmesinden 4–7 yıl önce ortaya çıkar ve 

bu diyabet için erken işaretlerden biridir (14). Tokluk hiperglisemisi artık sadece 

diyabetik hastalar için değil aynı zamanda tüm toplumun da kardiyovasküler 

hastalıklar için bir risk faktörü olarak tanımlanmaktadır (15). 

       Diabetes Mellitus için kabul gören geniş kapsamlı ilk sınıflama 1980’de WHO 

tarafından yayınlanmıştır ve 1985’ de yenilenmiştir.  2003’de Amerikan Diyabet 

Cemiyeti (ADA) ’ nin yayınladığı kılavuza (16) göre diyabet 4 klinik sınıfa 

ayrılmıştır (Tablo 1) : 
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Tablo 1.  DM’nin  Sınıflandırılması (16) 

 

1) TİP I DM (β-hücre harabiyeti olup, genellikle mutlak insülin eksikliği vardır) 

   A)İmmün tip 

   B)İdiyopatik tip 

2) TİP II  DM :insülin direnci ve nispi insülin eksikliği veya insülin sekresyon 

defekti ve insülin rezistansı olabilir. 

3) Diğer spesifik DM  tipleri 

   A- Beta hücre fonksiyonunda genetik defekt  

   B-İnsülin etkisinde genetik defekt  

   C- Ekzokrin pankreas hastalıkları  

   D- Endokrinopati  

   E-İlaç ya da kimyasallara bağlı  

   F- Enfeksiyonlar  

   G-İmmun aracılı diyabetin nadir formları  

   H- Diyabetle bazen birlikteliği olan genetik sendromlar 

4)Gestayonel DM : Gebelik esnasında ortaya çıkan ve daha önce herhangi bir 

glukoz tolerans bozukluğu tespit edilmemiş olanlardaki glukoz intoleransına denir. 

 

4.1.2.1.Tip I DM  

 

A) İmmün tip 

 

       Önceden insüline bağımlı diabetes mellitus (IDDM), tip I DM  veya juvenil 

başlangıçlı diyabet olarak da ifade edilen bu diyabet formu, tüm diyabetlilerin %5-

10’unu oluşturur ve pankreatik β hücrelerinin hücresel aracılıklı otoimmun yıkımı 

sonucu gelişir. Diyabetin bu formunda β hücre yıkımının  hızı oldukça değişkendir; 

bazı bireylerde hızlı iken (özellikle infantlar ve çocuklarda) bazılarında ise yavaştır 

(özellikle erişkinlerde). Bazı hastalar (özellikle çocuklar ve adölesanlar) hastalığın 

ilk ortaya çıkışında ketoasidozla başvurabilirler. Diğer bireyler hafif açlık 

hiperglisemisinden, infeksiyon ve diğer streslerin varlığında hızla ciddi hiperglisemi 

ve/veya ketoasidoza kadar değişen bir klinik spektrum içinde yerleşirler. 
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       İmmun aracılıklı diyabet sıklıkla çocukluk ve adölesan dönemde ortaya çıksa da, 

her yaşta görülebilir. β-hücrelerinin otoimmun destrüksiyonunun birden fazla genetik  

predispozisyonu vardır ve halen çok az aydınlatılmış çevresel faktörlerle ilişkilidir.                 

Bu tip diyabetli hastalar nadiren obez olsalar da, obezitenin varlığı tanıyla uyuşmaz 

değildir. Bu hastalar ayrıca çeşitli otoimmun hastalıklara eğilimlidirler (Graves, 

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

 

B) İdiyopatik tip 

       Tip 1 diyabetin bazı formlarının nedeni bilinmemektedir. Bu hastaların 

bazılarında kalıcı insülinopeni ve ketoasidoza eğilim mevcuttur, ancak 

otoimmuniteye ait kanıt yoktur. Tip1 diabetes mellitusluların küçük bir kısmı bu 

gruba girer ve bunların çoğu Afrika ve Asya kökenlidir. Bu tip diyabete sahip 

bireyler ciddi ketoasidoz epizodları geçirirler ve ataklar arasında değişen derecelerde 

insülin yetersizliği gösterirler. Bu tip diabetes mellitus güçlü bir şekilde kalıtsaldır, 

β-hücre otoimmunitesinin immunolojik kanıtları yoktur (16,17,18). 

 

 

4.1.2.2.Tip II DM   

        Daha önce insüline bağımlı olmayan diyabet (NIDDM), tip II diyabet veya 

erişkin başlangıçlı diyabet olarak isimlendirilen ve diyabetlilerin %90-95‟ ini 

kapsayan bu diyabet formu, insülin rezistansı ve genellikle mutlak dan ziyade relatif 

insülin eksikliğine sahip bireyleri içerir. En azından başlangıçta ve sıklıkla hayatları 

boyunca bu bireyler yaşamak için insülin tedavisine ihtiyaç duymazlar. Bu diyabet 

formunun pek çok muhtemel farklı nedeni vardır. Spesifik etyolojileri bilinmese de, 

beta hücrelerinin otoimmun destrüksiyonu burada söz konusu değildir (16,19) 

        Bu tip diyabeti olan bireyler sıklıkla obezdir ve obezite çeşitli derecelerde 

insülin direncine yol açar. Vücut ağırlığı kriterine göre obez bulunmayan hastalar 

abdominal bölgede yoğunlaşmış artmış vücut yağ oranına sahip olabilirler (16,19). 

        Bu tip diyabette ketoasidoz nadiren görülür, görülürse infeksiyon gibi bir başka 

hastalığın yarattığı stresle ilişkilidir. Bu diyabet formu sıklıkla yıllarca tanısı 

konmadan ilerler, çünkü hiperglisemi tedrici olarak gelişir ve erken evrelerde hastada 

diyabet semptomları oluşturabilecek derecede şiddetli değildir. Bununla beraber 

hastalarda mikro ve makrovasküler komplikasyonların görülme riski artmıştır 
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(16,19). Bu tip diyabeti olan hastalar normal veya yüksek insülin düzeylerine sahip 

olabilirler ve beta hücre fonksiyonları normal olan hastalarda yüksek glukoz 

seviyeleri yüksek insülin düzeylerine yol açabilir. Bu hastalarda insülin sekresyonu 

defektiftir ve insülin rezistansını kompanse edemez. İnsülin rezistansı kilo verilmesi 

ve/veya hipergliseminin farmakolojik tedavisi ile düzelebilir, fakat nadiren normale 

döner. Bu tip diyabetin görülme riski yaş, obezite ve fiziksel inaktivite ile artar  

(16,19). 

 

4.1.3.Diabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi 

 

       Diabetes Mellitus, günümüzün en önemli sağlık problemlerinden biridir. Tüm 

dünyada çok sayıda insanı etkilemektedir (20) ve birçok ülkede ölüme neden olan ilk 

5 hastalık içerisinde yer almaktadır. Üstelik DM’ ye ölüm raporları  içerisinde yer 

verilemediğinden mortaliteye etkisi daha az hesaplanmaktadır (21). 

        Diabetes Mellitus, bütün toplumlarda ve ırklarda görülen bir hastalıktır. 2000 

yılında yapılan bir analizde dünyada 141.9 milyon tip 2 DM’ lu hasta olduğu ifade 

edilmiştir ki, bu rakam erişkin dünya nüfusunun %3.8’ ine karşılık  gelmektedir (22). 

Tüm DM vakalarının %85’ini oluşturan tip 2 DM’ un prevalansının batı dünyasında 

tüm erişkinlerin %10-15’ ini oluşturduğu tahmin edilmektedir. 2002’ de yapılan bir 

çalışmada ABD’ nde tüm yaş  gruplarında diyabet prevalansı %6.3 tür (18.2 milyon 

kişi) ve her yıl 1.3 milyon yeni vaka saptanmaktadır (23). Populasyonlardaki 

büyüme, sağlıksız beslenme, obezite ve fiziksel inaktivite prevalanslarında artışlar, 

yaşlanma ve kentleşme nedeniyle diyabetli hasta sayısı daha hızlı artmaktadır. 

Uluslararası Diyabet Federasyonu tarafından, 2025’ de dünyada tip 2 DM’ li hasta 

sayısının tahminen 334 milyona yükseleceği bildirilmiştir (22). 

 

4.1.4.Tanı Kriterleri 

 

       Son 10 yılda diyabet tanı ve sınıflamasında glukoz metabolizmasındaki diğer 

bozuklukları da kapsayacak şekilde değişiklikler yapılmıştır. Önce 1997 yılında 

Amerikan Diyabet Birliği(ADA) yeni tanı ve sınıflama kriterleri yayınlamış, 

ardından 1999 yılında Dünya Sağlık Örgütü(WHO) yayınlanan kriterleri küçük 

revizyonlarla kabul etmiştir. 2003 yılında ADA, bozulmuş açlık glisemisi(IFG) 

tanımını ekleyerek diyabet tanımında revizyona gitmiştir. WHO ve Uluslararası 
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Diyabet Federasyonu(IDF) ise 2006 yılındaki raporlarında 1999 kriterlerinin 

korunmasını benimser iken; ADA ve Avrupa Diyabet Çalışma Birliği (EASD) 2007 

yılındaki son konsensus raporunda 2003 yılındaki düzenlemenin değişmemesi 

gerektiğini savunmaktadır. Günümüzde diyabet tanımlaması için geçerli olan bu 

düzenlemedir (24). 

 

Tablo 2. DM’nin  Tanı Kriterleri (24) 

 

Diabetes Mellitus 

Açlık plazma glukozu  

(en az 8 saatlik açlık)
1 

                     ≥126mg/dl 

Raslantısal  

Plazma glukozu+diyabet semptomları
2 

                     ≥ 200mg/dl 

Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) 

2.saat  plazma glukozu
3 

                     ≥ 200mg/dl 

HbA1c
4 

                     ≥ %6,5 

1. ) Kan glukozu ölçümünde referans yöntem olarak venöz plazmada glukoz oksidaz  yöntemi 

kullanılmalıdır. 

2. ) Rastlantısal plazma glukozu, gıda alımına bağlı olmaksızın günün herhangi birsaatinde ölçülebilir. 

3.) OGTT, 75 g oral glukoz alımı ile yapılmalıdır. Plazma glukoz ölçümüne göre tam kan glukoz 

ölçümü %11, kapiller glukoz ölçümü %7, serum glukoz değeri %5 civarında daha düşük bulunur. 

4.) HbA1c, ancak uluslararası standardize edilmiş yöntemlerle ölçüm yapıldığında tanı testi olarak 

kullanılabilir. Ülkemizde henüz HbA1C ölçüm testleri standardize edilemediği için tek başına tanı 

testi olarak kullanımı önerilmez. 

 

4.1.5. DM  ve Hiperglisemi Komplikasyonları 

 

Tablo 3. DM’nin  komplikasyonları (25,26) 

Akut  

Komplikasyonlar 

Kronik 

Komplikasyonlar 

        Mikrovasküler        Makrovasküler 

 Ketoasidoz 

  Hipoglisemi 

 Kilo kaybı ve kilo 

alımı 

 İnsülin alerjisi 

 Enfeksiyona eğilim 

 Retinopati 

 Nefropati 

 Nöropati 

 Aterosklerozis 

 Hipertansiyon 

 Miyokardiyal 

hastalıklar 
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A) Hiperglisemi ve Damar Hareketleri 

       Kısa dönemde hiperglisemi Tip 2 diyabetik hastalarda hipertansiyona katkıda 

bulunmayabilir. Fakat hiperglisemi uzun dönemde endotel aracılı damar 

gevşemesiyle sonuçlanan endotel üzerindeki zararlı tesirlerden dolayı damar 

rijiditisinde artmaya, fibronektin ve kollajen IV ün aşırı ekspresyonuna, kas hücre 

hiperplazisine ve damar dokusunun yeniden yapılanmasına sebep olabildiği 

bildirilmiştir. Bu etkilerde uzun dönemde hem nefropatiye hem de hipertansiyona 

sebep olabilmektedir (27,28).  

       Akut hipergliseminin endotel fonksiyonu üzerine etkileri in vitro ve in vivo 

hayvan deneylerinde araştırılmıştır. Williams ve arkadaşları in vivo olarak sağlıklı ve 

diyabetik olmayan bireylerde akut hipergliseminin endotel bağımlı vazodilatasyonu 

azalttığını göstermişlerdir (29). Tesfamariam ve arkadaşları tavşan aort halkalarının 

in vitro olarak glukoz içeren çözeltilerle inkübasyon ile aort halkalarının asetilkoline 

(ACh) olan endotel bağımlı gevşemelerde önemli derecede azalma olduğunu 

gözlemlemişlerdir (30). 

       Yüksek glukoz konsantrasyonlarına maruz kalma endotel hücrelerinin novo 

diaçil gliserol üretimini uyarabilir ve protein kinaz C (PKC)’nin aktivasyonuna 

neden olarak vazokonstriktör prostanoitlerin üretilmesini artırarak gevşemesinin  

bozulmasına neden olabileceği bildirilmiştir (27,31,32). ACh aracılı damar 

gevşemelerine endotel aracılı gevşeme faktörlerinin salınımı aracılık etmektedir (33). 

 

B) Diyabette Kardiyovasküler ve Periferik Arter Hastalıkları   

       Diyabet, kardiyovasküler sistemi çeşitli yollardan etkileyebilmekte ve diyabette 

en sık olarak aterosklerotik damar hastalığı gözlenmektedir. Diyabete bağlı 

nöropatilerin kardiyovasküler sistemi etkilemesi sonucunda ise, senkop, aritmiler, ani 

ölüm ve perioperatif risk artışı gibi durumlar oluşabilmektedir. Diyabet, kesin olarak 

koroner ateroskleroz gelişimi için, ciddi ve bağımsız bir risk faktörüdür. Diyabetik 

hastalarda, morbidite ve mortalitenin en önemli nedeni aterosklerotik kalp hastalığıdır 

(34,35) . 
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       Diyabetiklerde biriken bu verilerin yanı sıra diyabeti olmayan fakat bozuk açlık 

hiperglisemisi, bozuk glukoz toleransı veya her ikisi birden olan kişilerde de 

diyabetin ortaya çıkmasını beklemeden kardiyovasküler riskin aşikar bir şekilde 

arttığı gösterilmiştir. Amerikan Diyabet Vakfı’nın 1997 yılında diyabet tanısında öne 

sürdüğü kriterler hastaları hiperglisemi riskinden korumak için erken tanı konması ve 

özellikle de KVH riskinin hafif glisemik ortamda da artabileceğinin gösterilmesi 

sonucu gerekli bir adım olarak değerlendirilmekte ve hiperglisemi düzeyinin daha 

aşağılara çekilme düşüncesi giderek güçlenmektedir (36). 

       Hipergliseminin vasküler sistem üzerinde etkilerini açıklamak için çeşitli teoriler 

öne sürülmüştür. Son yıllarda vasküler patolojilerde damar endotelinin de önemli rol 

oynadığı ortaya çıkmıştır. Özellikle hipergliseminin endotel üzerindeki etkileri KVH 

oluş mekanizmalarını açıklamak bakımından önemlidir. Tokluk durumundaki birçok 

değişim damar endotelini etkileyebilir. Hipergliseminin endotel üzerinde yaptığı 

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

 

4.1.6. Diyabet ve Hemostaz 

       Hemostaz, damar duvarındaki yaralanmayı takiben pıhtı oluşumu ve doku tamiri 

ile sonuçlanan süreçleri içerir. Damar endotel hücreleri, trombositler, von Willebrand 

faktör (vWF), doku  faktörü, pıhtılaşma proteinleri, fibrinolitik sistem, antikoagülan 

proteinler hemostaz  sisteminin elemanlarını oluştururlar. Bir damar hasarı 

olduğunda çözünür olmayan trombosit ve fibrin tıkacı oluşarak kan kaybı önlenir ve 

ardından da damar bütünlüğü  tekrar sağlanır (38,39). 

       Genel olarak diyabetiklerde ve özellikle tip 2 diyabetiklerde tromboz durumu 

gözlemlenir. Başta fibrinojen olmak üzere birçok koagülasyon faktörü artmıştır. 

Trombositlerin adezyon ve agregasyonu artmıştır. Fibrinolitik aktivite azalmıştır 

(40,41). 

      Diyabet ve hemostaz ilişkileri üzerinde özellikle durulması, diyabetiklerde 

ateroskleroz gelişiminin non-diyabetiklere göre belirgin olarak yüksek bulunması 

sebebiyledir. Diyabetiklerde ateroskleroz gelişiminin daha erken yaşlarda görülmesi 

ve sıklığındaki fazlalık, Aterogenez oluşumunda trombosit adezyon ve 

agregasyonundaki artışı ve fibrinolizde azalıştan kaynaklandığı düşünülmektedir 

(38,42). 
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      Tip 2 diyabetiklerde faktör VII düzeyleri, doku faktörü (TF, tissue factor) ve Von 

Willebrand faktörü non diyabetiklere göre daha artmış olduğu bilinmektedir 

(40,41,42). Damar hasarını izleyen ilk saniyeler içinde trombositler endotel altında 

bulunan kollajen fibrillerine kollajen reseptörleri ile yapışır. Bu reseptörler 

glikoprotein (Gp) Ia/IIa ve Gp VI olup integrin ailesinin üyeleridirler. Kollajene 

bağlanan GpVI, reseptörü üzerinden trombositleri aktive eden sinyal gönderir. 

Trombositlerin kollajen ile olan bu bağlantısı, yapışkan özellikte bir protein olan von 

Willebrand faktörü  ile sağlam hale getirilir (43). 

       Doku faktörü ise bir membran proteinidir. Damar çeperinde daha belirgin olarak 

bulunur. Kana TF salınması faktör VII‟ yi aktifleştirir (faktör VII a). Bu faktörün de 

diyabetiklerde artmış olduğunu bilinmektedir. Aktifleşmiş faktor VIIa, kan 

pıhtılaşmasının eksojen yan yolunu başlatır. Doku faktörü ile faktör VII‟ nin 

oluşturduğu kompleks (kompleks TF/VIIa) FIX ve faktör X aktive eder. Aktifleşmiş 

FIX, FX aktifleşmesini güçlendirir. FXa ise prothrombin‟ i (FIIa) trombine 

dönüştürür (Trombin=FactorII) Trombin, fibrinojen‟ i fibrin‟ e dönüştürür. 

Trombin, ayrıca faktör XIII‟ ün etkinleştiricisidir. Aktifleşmiş FXIII iki fibrin 

molekülünün “D domain” bölümünün birbiriyle bağ oluşturmasını sağlar. Böylece 

pıhtı sağlamlaşır ve stabilize olur. Trombin molekülleri oluşmaya başladıkları erken 

dönemde bile, kendi oluşumlarını arttıracak şartları sağlarlar. Bu, trombin 

molekülünün V ve VIII kofaktörleri ve faktör XI aktive edişiyle mümkün olur. Bu üç 

faktör de trombositlerde bulunur. Aktifleşmiş FXI (FXIa) FIX‟ u aktive ederek 

(endojen yan yol) trombin oluşumunu arttırır. Trombosit agregasyonunda görev 

alacak yeni trombositleri devreye sokar (38). 

 

4.2.Trombositler 

       Trombositler ilk kez 1842 yılında, Dona, Gerber ve Addison tarafından kanda, 

eritrositler ve lökositlerin yanında küçük yuvarlak partiküller olarak tanımlanmıştır.        

Trombositlerin kanın ayrı, şekilli bir elemanı olduğunu ise 1882 yılında Bizarro 

bildirmiştir (44). 
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Şekil 2. Trombositlerin genel görünümü 

 

      1906 yılında Wright trombositlerin kemik iliğinde bulunan megakaryosit denen 

hücrelerden parçalanarak oluştuğunu bildirmiştir. Daha sonra yapılan florasan 

antikor tekniği ile megakaryositler ve trombositlerin aynı antijenik yapıda olduğunun 

gösterilmesi ve mikrosinematografi tekniği ile megakaryositlerin izlenerek trombosit 

oluşumunun gözlenmesi ile trombositlerin kökeninin megakaryositler olduğu 

kesinlik kazanmıştır (45,46,47,48). 

 

4.2.1.Trombosit Üretimi  

       Trombositler megakaryositlerin fragmantasyonu ile oluşan, çekirdeksiz, oval ya 

da bikonveks disk biçiminde nükleus içermeyen sitoplazma parçacıklarıdır. Uzun 

çapı 2-4 μm ve ortalama yaşam süresi 7-10 gündür. Yaşlandıkça yapıları değişir, 

boyut olarak küçülürler dansiteleri azalır. Ve yaşlanan trombositler bir süre sonunda 

retiküloendotelyal sistem tarafından dolaşımdan temizlenirler.  Her mikrolitre 

periferik tam kanda yaklaşık olarak 150.000-450.000 trombosit bulunur (49,50). 
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Şekil 3. Trombosit üretimi 

 

       Megakaryosit sitoplazmasının trombositlere dönüşümü, megakaryositlerin ince 

uzantılar oluşturmasıyla başlar. Bir çok boğum yapan bu uzantılara proptrombosit  

adı verilir. Kan akımının etkisiyle protrombositlerin boğum bölgelerinden kopmalar 

meydana gelir ve serbest hale geçen trombositler kan dolaşımına katılır (şekil 4.) 

(51). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

       

 

 

                 Şekil 4.  Trombositlerin megakaryositlerden oluşumu 
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        Kemik iliğinde ve akciğerlerde megakaryosit sitoplazmasının bölünmesiyle 

2000- 7000 trombosit oluşmaktadır (52,53). 

       Memelilerde bulunan trombositler çekirdek ihtiva etmez. Trombositlerin içinde 

tüm aminoasitler bulunur. Trombositlerin çekirdeği olmadığı halde bu aminoasitleri 

kullanarak protein sentezleyebilir (43). Protein sentezinin mitokondriyal nükleik 

asitler (mRNA) sayesinde gerçekleştiği düşünülmektedir (43,54,55,56). 

       Trombositler hemostaz, tromboz ve koagülasyonda çok önemli görevleri olan 

hücrelerdir (57).  

4.2.2.Trombosit Yapısı 

       Basit görünen trombositlerin fonksiyonları karmaşıktır. Dinlenme evresindeki 

trombositlerin fizyolojik fonksiyonu, anatomik olarak dört bölgeye ayrılarak çok iyi 

anlaşılmıştır. 

 

 

 
                                                       

Şekil 5. Trombosit yapısı (58) 

 

 

1.Periferik Bölge  

       Bu bölge daha çok trombositlerin uyaranlara karşı oluşturduğu kimyasal 

etkileşimler ve adezyonda rol oynar. Dış kabuk, ünit membran ve sub membran 

bölümlerinden oluşur. Dış kabuğun yapısında bulunan glikoproteinler trombositlerin 
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adezyon ve agregasyonunda rol oynayan çeşitli hücreler için reseptör görevi görürler. 

Ünit membran daha çok trombosit iç ortamının korunması, trombosit adezyonu ve 

kontraksiyonda görev alan fosfolipitten zengin bir yapıdır.(41,42) Submembran ise 

aktin ve myozin içeren mikroflamanlar ve mikrotübüllerden oluşan yapısından dolayı 

disk şeklinin korunması, pseudopot oluşumu, pıhtı retraksiyonunda görev alır 

(59,60,61) 

2.Sol Jel Bölgesi 

       Organelden fakir fibröz yapıda olan, mikrotübül ve mikroflamanlardan oluşan bu 

bölgede iki kanal sistemi bulunur. Elektron dense tübüler sistem hücre şeklinin 

korunmasında ve kalsiyum deposu olarak, açık kanal sistemi ise trombosit sekresyon 

reaksiyonlarında rol oynar (59,60,61,62,63). 

 

 

Şekil 6.  Sol jel bölgesi 

 

3. Organel Bölgesi 

       Bu bölge farklı bir bölge olarak çok iyi ayırt edilebilen bir yer değildir ancak 

sitoplazma boyunca dağılmış depo granülleri, yoğun cisimcikleri, peroksizomları, 

lizozomları ve mitokondrileri içerir. Aslında bu bölge belli başlı metabolik işlemlerle 

ilgilidir ve aynı zamanda yaygın değişkenlik gösteren proteinler, kalsiyum, serotonin, 

adenin nükleotidi ve enzimler için bir depo yeri gibi rol alır (64,65). 
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4.Membran Sistemi 

       Membran sistemi dördüncü ve son bölgeyi oluşturur. Plazma membranı aynı 

zamanda trombosit icindeki derinlere giden çok sayıda kıvrımlar içerir. 

 Membran sistemini 5 grup altında inceleyebiliriz: 

 

 1.Trombosit Hücre zarı 

 

a)Plazma Membranı: Çift katlı glikoprotein ve fosfolipitten oluşur. Hücre 

membranında glikoprotein yapısında dışardan gelen uyarıları hücre içine ileten 

adhezyon reseptörleri vardır. Bilinen kan hücreleri içinde trombosit membranı, en 

düşük yüzey alanda en yüksek reseptör dansitesine sahiptir. Membran yapısında 

ayrıca mukopolisakkaritler, Mg
+2

 bağımlı ATP'az, yüzey ilişkili kanaliküler sistem 

ve submembran tübüler sistem bulunur. Karbonhidrat kompleksi ise glukoz, 

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

 

  b)Glikokaliks: Hücre tipine göre değişen miktarda olan oligosakkaridler değişik                    

yoğunluk ve kalınlıkta glikokaliks isimli bir tabaka oluştururlar. Oligosakkarid 

zincirleri aynı zamanda spesifik moleküller için reseptör işlevi görmektedirler (66,69). 

 

2. Açık Kanaliküler Sistem 

       Açık kanaliküler sistem, trombosit yüzey alanını genişletmek amacıyla vakuoller 

şeklinde yüzey membranının invajinasyonu ile oluşan kompleks bir ağ 

oluşturmaktadır. Granüllerin içerdikleri maddeler kanaliküler sistem aracılığıyla dış 

ortama salınmaktadırlar. Aynı zamanda aktivasyon sırasında trombositlerdeki 

psödopodların oluşumunu ve yayılmasını sağlayan plazma membranının bir deposu 

olarak işlev görmektedirler (66,67,70,71). 

 

3. Trombosit Granüllerleri 

       Trombositlerin mitokondrileri , endoplazmik retikulumları ve glikojen depoları 

vardır.Ayrıca trombositler kendileri için karakteristik olan 4 çeşit depo granülleri 

içerirler (72). 
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       Trombositlerin agonistler tarafından uyarılmasını takiben granüller yüzey ile 

bağlantılı kanaliküler sistem ile birleşerek içeriklerini dolaşıma verirler. Bu 

granüller: 

Tablo 4.  Önemli Trombosit Granülleri 

 

 

Lizozom 

 

 

Asit Hidrolazlar 

β-N Asetilglikozaminidaz 

β-N-Asetilgalaktozaminidaz 

β-Glukoronidaz 

β-Galaktozidaz 

α-Arabinozidaz 

 

α-Granül 

Koagülasyon 

Faktörleri 

Faktör V 

Fibrinojen 

Trombosit Spesifik 

Proteinleri 

β-Tromoboglobulin 

PF4 

Yoğun (Dense ) Granül  ATP, ADP, PPi, Ca, 

Serotonin 

Peroksizom  Katalaz 

 

4. Yoğun Tübüler Sistem 

       Bu sistem, elektron-yoğun materyal varlığından dolayı bu adı almıştır. Selektif 

olarak divalent katyonları bağlar. Yoğun tübüler sistem ayrıca trombosit 

siklooksijenaz ve prostaglandinlerin sentez yeridir. Bu sistem kalsiyum depolanması 

ve mobilizasyonunda rol oynar. Ayrıca peroksidaz aktivitesi göstermektedir ve bu 

enzim trombositik seri için bir işaret olarak kullanılmaktadır (67,70). 

 

4.2.3.Trombosit Fonksiyonları 

       Normal koşullar altında trombositler diğer trombositlerle ya da damar endoteli 

ile etkileşmeden serbestce kan damarında dolaşırlar. Endotelde zedelenme olması 

durumunda pıhtı oluşumuna neden olan bir olaylar zinciri tetiklenir. Bu olaylar dizisi 

karmaşık birçok biyokimyasal ve hücresel süreçlerin olduğu dört genel kategoriye 

bölünerek açıklanmıştır: adezyon, aktivasyon, agregasyon ve sekresyon (73). 

1.Adezyon 

       Hemostazda oluşan ilk adımlar trombosit adezyonu, damar duvarının hasarı ve 

subendotelyal matriksin lokal cevabı ile başlatılır. Hasarlı bölgenin trombositlerle 

kaplanması, integrin adı verilen spesifik trombosit membran glikoproteinleri aracılığı 

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

 

Reseptör Ligand Aktive 
 

GP la/lla  

GP lc/lla  

GP lc’/lla  

GP llb/llla  

Vitronektin reseptör  

GP Ib/IX 

GP V  

GP IV  

GMP – 140 

Kolajen 

Fibronektin 

Laminin 

Fb, WF, Vn, Fn 

Vn, vWF, Fn, Adhezyon 

vWF, trombin 

 

TSP,kolajen 

Adezyon 

Adezyon 

Adezyon 

Agregasyon, Adezyon 

Adezyon 

Adezyon 

Trombin substrat 

Adezyon 

Trombosit-lökosit 

etkileşimi 

Fb: Fibrinojen Fn: Fibronektin Vn: Vitronektin 

TSP: Trombospondin vWF: von Willebrand Faktör β:Beta grupları 

 

       Endotel bütünlüğü bozulduğu zaman trombositler subendotelyal yapılara 

(kollajen, fibronektin, laminin, fibrinojen) adezyon reseptörleri ile bağlanırlar. Kan 

akımının yavaş olduğu bölgelerde GP Ia/IIa, GP IV reseptörü ile kollajene direkt 

adezyon gösterirler. Arteriyollerde ve mikrosirkülasyonda olduğu gibi kan akımının 

hızlı olduğu bölgelerde trombositlerin subendotelyal bölgedeki adezif proteinlere 

bağlanabilmesi için yine bu bölgedeki vWF’üne ve buna özgü bir reseptör olan 

trombosit glikoprotein GP-Ib/IX kompleksine gereksinim vardır. Trombosit 

glikoprotein GP Ib-V-IX kompleksi arteriyel hasar sonrası normal yara iyileşmesi 

durumunda trombositlerin adezif protein vWF'e yapışmasına aracılık ederler. Bazı 

adezyon proteinleri subendotelyal matriks yapısında bulunmaları haricinde trombosit 

sekresyon granüllerinde ve/veya plazmada da bulunurlar. Mesela vWF ve fibronektin 

her üç lokalizasyonda bulunurlarken, trombospondin yalnızca trombosit 

granüllerinde görülür. Adezyona aracılık eden GP lb-V-IX sistemi için trombosit 

aktivasyonuna ihtiyaç yoktur. Trombospondin ve kalsiyum da adezyonda rol oynar 

(74, 75). 

       Özetle trombositlerin subendotelyal matriks komponentlerine adezyonunda 

vWF, subendotelyal yüzey ile trombosit membranındaki GP Ib-IX  arasında bir 
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köprü görevi görür. Fibronektin, kollajen, vitronektin, trombospondin gibi matriks 

adezyon moleküllerine adezyon da spesifik trombosit membran glikoproteinleri 

aracılığı ile olmaktadır (76,77). 

 

 

                                            Şekil 7. Trombosit adezyonu 

 

2.Aktivasyon  

       Aktivasyon çok çesitli biyokimyasal ve mekanik uyarılarla tetiklenebilir. Bu 

biyokimyasal agonistlerin çoğu, damar duvarına yapışmış olan trombositler 

tarafından üretilir ya da salgılanır (78,79). 

      Trombosit aktivasyonunun üç aşamada gerçekleştiği kabul edilir: 

1) Uyarı: Genellikle agonistlerin ortaya çıkmasına yol açarak trombosit 

aktivasyonuna neden olan bir olay vardır. Agonistlerin trombositlere bağlanması bu 

hücrenin aktivasyonunu başlatır. 

2) Hücre içindeki ikincil mesajcıların uyarıyı iletmeleri. 

3) Cevap: Trombosit iskelet yapısının değişmesi (trombositin şekil değiştirmesi), 

trombositlerin fibrinojen aracılığı ile yapışıp küme oluşturmaları ve granül 

sekresyonudur (80). 

 

       Trombosit aktivayonunu sağlayan en önemli agonistler tabloda verilmiştir: 
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Tablo 6.  Trombosit Aktivasyon Agonistleri ve Reseptörleri 

Agonist Reseptör 

Trombin  PAR- 1 

PAR- 4 

ADP P2Y1 

P2Y12 

Kollajen GPIb  

GPIIb/IIIa  

GPIa/IIa  

GPVI  

Epinefrin Alfa 2- adrenerjik reseptör 

Tromboksan A2 TPα 

TPβ 

PAR: Proteaz tarafından aktive edilen reseptör, GP: Glikoprotein 

 

       Trombosit aktivasyonunu başlatan agonistler zayıf ve güçlü olarak 

sınıflandırılırlar. Güçlü agonistler (kollajen, trombin vb.) agregasyonun engellendiği 

şartlarda dahi granül sekresyonunu uyarabilirler. Zayıf agonistler (ADP, epinefrin 

vb.) ise yalnız başlarına granül sekresyonunu uyaramazlar; ancak agregasyonu 

uyarabilirler. Agregasyon neticesinde sekresyon gercekleşebilir (80). 

       Trombosit agonist reseptörleri çoğunlukla transmembran uzantıları da olan 

plazma membran proteinleridir. Tam anlamıyla karakterize edilebilen reseptorlerin 

çoğu "G proteinleri ile ilişkili olan reseptörler" gurubundandır. Bu reseptörlerin ortak 

ozellikleri yedi adet transmembran kıvrımı olan tek bir polipeptid yapısında olmaları 

ve oluşturdukları uyarıyı ikincil mesajcılara ileten, G proteinleri olarak adlandırılan 

adaptor proteinler kullanmalarıdır (80). 

       Sırasıyla G proteini tarafından tetiklenen birbirini takip eden iki tane hücre içi 

uyarılma yolu vardır. Fosfoinozit hidroliz yolu, G proteini tarafından PKC ’nin 

aktivasyonu ile başlar. Fosfatidilinositol–4–5-bifosfat (PIP2) iki ikincil mesajcıya 

parçalanır (inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) ve diacilgliserol) (78). IP3 yoğun tübüler 

sistemden kalsiyum salınmasını uyarır. Bu olay fizyolojik trombosit cevaplarından 

sorumlu hücre içi enzimlerin aktivasyonu için gereklidir (79). 
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       Sitoplazmada serbest kalsiyum düzeyinin artısıyla ikinci hücre içi uyarılma yolu 

olan eikozanoid yol aktive olur. Kalsiyum düzeyinin artışı ile uyarılan sitoplazmik 

fosfolipaz A2 yoğun tübüler sistem membranından ve belki de sitoplazma zarından 

araşidonik asit ayrılmasını sağlar. Araşidonik asit sitoplazmada başlıca TxA2’ye 

metabolize edilir. Hücre dışına salınan TxA2, civardaki trombositleri de uyararak 

trombosit aktivasyonunun amplifiye olmasını sağlar (80). 

 

 

                                               Şekil 8. Trombosit Aktivasyonu 

 

 

3.Agregasyon 

       Trombositin agregasyonu için öncelikle aktivasyonu gereklidir. Trombosit 

agregasyonu, adezyondan sonra bölgeye gelen trombositlerin hemostatik tıkaç 

oluşturmaları için fibrin bağları ile birbirlerine birleşmeleridir.(67,77) 
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                   Şekil 9.  Trombosit aktivasyonu ve şekil değişikliği 

 

       Trombosit aktivasyonu ile GPIIb/IIIa, konformasyonal bir değişime uğrar. Bunu 

genelde protein ligandlarıyla, kısmen de fibrinojenle uygun bir bağlanma yapabilmek 

için yapar. GPIIb/IIIa, αIIb, β3 alt birimlerini içerir. α-alt birimi bir ağır zincir ve bir 

hafif zincir içerir. Ağır zincir tamamen hücre dışındayken hafif zincir trombosit 

membran açıklıklarında bulunur ve kısa bir hücre dışı domainle sonlanır (80). 

GPIIb/IIIa- fibrinojen kompleksinin elektron mikroskopi çalısmalarında 

GPIIb/IIIa’nın globüler baş bölgesi fibrinojen molekülünün distal ucu ile etkileşim 

halinde olduğu ve kuyrukların fibrojen molekülüne 90˚’lik açı yapacak şekilde 

lateral olarak uzatılmış halde olduğu görülmüştür. Dolayısı ile GPIIb/IIIa, bir 

fibrinojen molekülünün ucuna doğru bağlanırken, kuyruklar zıt yöne doğru yönelir, 

bu da yakın trombositlerin arasında “köprü” oluşturmaya imkan sağlar (81). İki 

trombosit arasına fibrinojen köprüsünün kurulmasıyla bir trombosit mikroagregatı 

oluşur. 
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Şekil 10.  Trombosit agregasyonu 

 

4.Sekresyon 

       Trombositler adezyon ve agregasyonla birlikte granül içeriklerini kanaliküler 

sistem ile ortama salarlar ve ilk olarak yoğun granüller boşaltılır, sonra α-granül 

içerikleri ortama salınırlar .Hücrenin bu esnada çapı artar ama bütünlüğü bozulmaz 

ve fonksiyonlarına devam edebilir. Trombin ve kollajen başta olmak üzere, çok 

sayıda madde sekresyonu başlatabilir. Sekresyon sırasında, salınan maddeler 

agregasyonun artmasına neden olurlar. Bu olaylar yara iyileşmesine, prokoagülan 

aktivitenin oluşmasına ve hasarlı bölgede trombin oluşumuna yol açarlar. Oluşan 

trombosit agregatları arasında fibrin meydana gelmesi ve daha ileri safhalarda, 

fibroblastların işe karışması ile pıhtı sabitleşir. Trombosit fonksiyonlarının 

normalden daha aktif şekilde oluşması, aterosklerozda olduğu gibi, hiperadezyon, 

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

       Kollajen subendotelyumun en trombojenik bileşenidir. Damar hasarını takiben 

trombositlerin toplanması ve tromboz oluşumuna katkı sağladığı bilinmektedir (83). 

       Damar duvarında hasar oluşması ile endotel altından açığa çıkan kollajen ile 

trombositlerin teması, trombositlerde bir şekil değişikliği, agregasyon ve sekresyon 

reaksiyonu ile sonuçlanır (84).  

       Endotel altından çıkan kollajen fibrilleri hemen kollajen reseptörleri olan (Gp) 

Ia/IIa ve Gp VI’e yapışır. Kollajene bağlanan GpVI, Fc reseptörü üzerinden 

trombositleri aktive eden sinyal gönderir. Trombositlerin kollajen ile olan bu 

bağlantısı, yapışkan özellikte bir protein olan vWF ile sağlam hale getirilir ve 

böylece damar lümeni içinde var olan yüksek makas kuvvetlerine rağmen damar 

duvarına bağlı halde kalabilir. vWF bu görevini bir trombosit reseptörü olan Gp 

Ib/IX ile kollajen lifleri arasında köprü oluşturarak yapar. Yapışmış ve aktive olmuş 

trombosit içindeki granüllerden bazı maddeleri dışa salar ki bunlar: adenozin 

difosfat, faktör Va, trombospondin, vWF, fibronektin, fibrinojen, heparinaz ve 

TXA2’dir. Diğer hücrelerde de olduğu gibi, trombosit aktivasyonu ve sekresyonu 

siklik nükleotid düzeyindeki değişikliklerle, kalsiyumun hücre içine girmesiyle, 

membran fosfolipidlerinin hidrolizi ve hücre içinde önemli bazı proteinlerin 

fosforilasyonu ile düzenlenir.      Trombosit membranında yer alan iki enzim olan 

fosfolipaz C ve fosfolipaz A2, trombositlere bağlanan, kollajen ile aktive olur. Bu 

enzimler araşidonik asitten iki önemli membran fosfolipidinin salınmasını katalize 

ederler. Bunlar fosfotidilinozitol ve fosfatidilkolindir. Fosfolipaz C’nin 

fosfatidilinozitole etkisi sonucu oluşan inozitol trifosfat kalsiyum depolama 

organelleri üzerindeki reseptörlerle etkileşir, iyonize kalsiyumu harekete geçirir ve 

sitoplasmadaki yoğunluğunu artırır. Trombosit aktivasyonunda rol alan birçok süreç 

kalsiyuma bağımlıdır. Prostaglandin metabolizması ile ilgili olarak, araşidonik 

asitten siklooksijenaz enzimi etkisiyle TXA2 oluşur. Bu maddenin plazmada yarı 

ömrü 2 dakikadır ve etkisiz bir şekile (TXB2) dönüşür. TXA2 güçlü bir 

vazokonstriktördür ve yoğun granüllerden Ca
+2

 harekete geçirerek salınım 

reaksiyonunu stimüle eder. Aktivasyondan sonra trombositler granüllerinde bulunan 

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

       Diabetes Mellitus’taki aktive olmuş trombositler trombüs oluşumu ve 

anjiopatiye neden olmaktadırlar. Başlıca endotel hücre hasarı, fibrinolitik sistemde 

aksama ve pıhtılaşma ile ilgili proteinlerdeki değişiklikler, eritrosit deformabilite 

özeliğinin azalması, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun artması olarak 

sayılabilir. 

       Diyabetlilerden elde edilen trombositlerde spontan ve stimülan ajanlar ile yüksek 

yapışma ve abartılı agregasyon görülmüştür, meydana gelen bu değişikliklerin çeşitli 

nedenleri vardır (90,91,92). 

 Bunlar, 

 Trombosit yüzeyindeki glikoprotein reseptörlerinin değişimi 

  Trombosit yüzeyindeki glikoprotein reseptörlerinin agonist ve adezi 

proteinlere bağlanmasında artış 

  Trombosit yüzeylerinde bulunan ve adhezyonu sağlayan protein reseptörleri 

ile glikoproteinlerin iletişim bozuklukları 

  Fibrinojene bağlanmada artış  

  Membran akışkanlığında azalma 

 Trombosit metabolizmasında bozulma 

 Trombosit içi sinyal iletim yollarında meydana gelen değişikliklerdir. 

 

       Diyabette trombosit membranının biyofiziki değişimi, trombosit 

hipersensitivitesi ve hiperfonksiyonunun ana belirleyicilerinden biridir. Bu değişim 

şiddetli Ca
+2

 mobilizasyonu, artmış tromboksan sentezi ve salınımı gibi çeşitli 

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

 Trombosit şekli    

 Trombosit volümü  

 Trombosit sürveyi  

 Trombosit adezyonu  

 Trombosit agregasyonu  

 Trombosit enzimleri Fosfolipaz A2 

 Trombosit glikoproteinleri 

Moleküler ağırlık  

 Trombosit-lökosit-endotel hücre 

etkileşimi  

 Trombosit sekresyonu 

 Trombositlerin akışkanlığı  

 Trombosit metabolizmasında  

 Trombosit membran akışkanlığı 

 Trombositlerde Ca
+2

 mobilizasyonu 

 Membran proteinlerindeki non-

enzimatik glikolizasyon  

 Diskoid ve sferoid şekildedir 

 Artmıştır 

 Normal veya azalmıştır. 

 Artmıştır 

 Artmıştır 

 Artmıştır 

 

 Artmıştır 

 Artmıştır 

 

 Artmıştır 

 Değişmiştir 

 Bozulma olur. 

 Azalmıştır 

 Artmıştır 

 Artmıştır 

 

 

 

       Trombosit aktivasyonu ile membran reseptörleri ve intramembranöz G proteini 

uyarılır sonrasında inositol IP3 ve 1,2 diaçilgliserol (DAG) oluşur. Bunlar ikincil 

uyarıcı fonksiyonu görürler. IP3, Ca
+2

 salınımını sağlayarak, Ca
+2

 bağımlı enzimlerin 

aktive olmasına neden olurlar. DAG’un artması protein kinaz aktivasyonunu 

sağlayarak trombosit yüzeyindeki CD41/CD61 kompleksinde yapısal değişikliğe yol 

açarak bu kompleks üzerindeki fibrinojen reseptörünün ortaya çıkmasını sağlar. 

Bunu takiben serumda bulunan fibrinojen molekülleri trombosit membranında 

CD41/CD61’e bağlanarak trombosit agregasyonunun oluşmasını sağlar (91,95). 

       Trombositler damar intimasındaki düz kas hücrelerinin göçünü ve 

proliferasyonunu uyaran "trombosit kaynaklı büyüme faktörü" (PDGF)'yi salgılarlar. 

PDGF hem kemotaktik, hem mitojendir ve özellikle monositler üzerinde 

kemotaksiktir. 
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       Trombositlerde bol miktarda bulunan trombosit faktör-4, β-tromboglobulin ve 

siklooksijenaz siklusu ürünleri de monositler üzerine kemotaksik etkilidirler (95,96). 

       Diyabetlilerde metabolik kontrol ile alakalı olarak trombosit membran 

proteinlerinin enzimatik olmayan glikolizasyonu ile protein yapı ve dizilimi, 

membran lipid dinamikleri ve membran akışkanlığı değişir. Aktive trombositler 

endotel hücreleri ve lökositler gibi hücrelerle etkileşebilirler. Araşidonat yolunun 

aktivasyonu ile artmış TxA2 oluşumu, artmış fosfoinozitid döngüsü ve buna bağlı 

olarak artmış Ca
+2

 serbestleşmesi gerçekleşir. Tromboksan A2, damar düz kasının 

kasılmasını ve trombosit agregasyonunu başlatır ve aynı anda prostasiklinin (PGI2) 

etkisini de antagonize eder (90,95). 

       Diyabetli hastalardaki trombosit hipersensitivitesine bağlı olarak; dolaşımdaki 

trombositler daha sık epizotlarda granül boşalımına uğrarlar (92). Diyabetik 

hastalardan izole edilen trombositlerin vazodilatasyona aracılık edemedikleri ve 

bunda, diyabetiklerde azalmış NO sentezinin de rolü olduğu düşünülmektedir (97). 

       Kısaca, diyabetlilerde; trombosit aktivasyonu sonucu trombositlerin 

hiperagregasyonu ve hiperadhezyonuna uğraması, trombojenik prostaglandin 

değerlerinin artmış sentezi, kan vizkositesinde artışa yol açan plazma protein 

anomalileri, hızlanmış fibrinojen tüketimi, anti-trombin III’ün azalması, vWF ve 

fibrinojenin artması, fibrinolizisin azalması, kapiller bazal membran kalınlaşması, 

kapiller endotel hücre harabiyeti ve proliferasyonu mikrosirkülasyonda tıkanmalara 

ve hipoksiye neden olur. Oluşan mikrovasküler tıkanıklık ve doku iskemisi diyabetik 

komplikasyonların ortaya çıkmasına neden olur (98).  

 

4.3. Oksidatif Stres ve Nitrozatif Stres  

       Organizmada serbest radikallerin oluşum hızı ile bunların ortadan kaldırılma hızı 

bir denge içerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandırılır. Oksidatif 

denge sağlandığı sürece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu 

radikallerin oluşum hızında artma ya da ortadan kaldırılma hızında bir düşme bu 

dengenin bozulmasına neden olur. ‘Oksidatif Stres’ olarak adlandırılan bu durum 

özetle: serbest radikal oluşumu ile antioksidan savunma mekanizması arasındaki 

ciddi dengesizliği göstermekte olup, sonuçta doku hasarına yol açmaktadır (99). 
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4.3.1.Serbest Radikaller  

       Serbest radikaller, son yörüngelerinde paylaşılmamış elektron içeren molekül ya 

da atomlardır (100). Elektronların bu dizilimi karasız olduğundan radikaller hızlı bir 

şekilde diğer moleküllerle veya radikallerle reaksiyona girerek kararlı bir 

konfigürasyon oluşturmaya çalışırlar. Bu reaksiyonlar sonucunda oluşan en etkili 

serbest radikaller reaktif oksijen türleri (ROT)’dir (101,102,103). 

Serbest radikaller üç şekilde oluşurlar: 

1.Kovalent bağ taşıyan normal bir molekülün homolitik yıkımı sonucu oluşurlar 

(Bölünme sonrası her bir parçada ortak elektronlardan biri kalır). 

2. Normal bir molekülden tek bir elektronun kaybı ya da bir molekülün heterolitik 

olarak bölünmesi ile oluşurlar. Heterolitik bölünmede kovalent bağı oluşturan her 

iki elektron, atomlardan birisinde kalır. 

3. Normal bir moleküle tek bir elektronun eklenmesi ile oluşurlar (104).  

       Bu bileşikler organizmada normal metabolik yolların işleyişi sırasında 

oluşabildiği gibi, dış etkenlerin etkisiyle de oluşmaktadır. Çok kısa yaşam süreli, 

ancak yapılarındaki dengesizlik nedeniyle çok reaktif olan serbest radikaller, tüm 

hücre bileşenleri ile etkileşebilme özelliği göstermektedir ve yararlı biyomoleküllerin 

fonksiyonlarını yitirmesine neden olmaktadır. 

      Başlıca serbest radikal kaynaklarını şu şekilde sınıflandırabiliriz: 

Tablo 8 .  Serbest Radikal Kaynakları  

Endojen Kaynaklı      Eksojen Kaynaklı 

* Mitokondrial elektron transport zinciri 

* Endoplazmik retikulum 

* Redoks döngüsü 

* Araşidonik asit metabolizması 

* Fagositik hücreler (monosit ve 

makrofajlar vs.) 

ve endotelyal hücrelerdeki oksidatif 

reaksiyonlar. 

* Ksantin Oksidaz, NADPH Oksidaz vs. 

enzimler. 

* Otooksidasyon reaksiyonları. 

* Diyet faktörleri 

* Çevresel faktörler (hava kirliliği) 

* İlaçlar, ksenobiyotikler 

*Zararlı ışınlar (x-ray, U.V.) 
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       Oksidatif strese yol açan en önemli serbest radikaller şunlardır: 

1.Süperoksid Radikali: Süperoksit radikali moleküler oksijenin indirgenmesinde 

ara basamaktır ve oluştuğu yerden fazla uzağa diffüze olamaz. Bu radikalin 

moleküler düzeyde önemli özelliği, sekonder olarak ürettiği radikallerdir. Doğal 

oksijen molekülünün başka bir molekülden elektron almış hali olan O
2

⎯ ⋅ 

mitokondriyal elektron transfer zincirinde redükte nikotinamid adenin dinükleotid 

(NADH)’ın okside nikotinamid adenin dinükleotid (NAD
+

)’a okside olması ile 

üretilir. 

 

 

       

           Şekil 11.  Süperoksid oluşumu 

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

vermez. Asıl önemli olan, H
2
O

2 
kaynağı ve geçiş metal iyonlarının indirgeyicisi 

olmasıdır (105,106) 

       Azalmış süperoksid düzeyleri, bakteriyal enfeksiyonlara artmış bir yatkınlığa yol 

açabilir. Artmış süperoksid düzeyleri ise süperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile 

hidrojen peroksid (H
2
O

2
) ve oksijene dönüştürülerek azaltılır (105,106,107). 

       Süperoksidin aşırı yükselmiş glukoz tarafından bozulduğu durumlarda 

gerçekleşir. Bu da diyabetin komplikasyonlarına neden olur. ATP sentezi inhibe 

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

 

2. Hidrojen Peroksid (H₂O₂): Doğal oksijen molekülü başka bir molekülden iki 

elektron almışsa peroksid oluşur. Peroksid molekülü iki H molekülü ile birleşirse 

H
2
O

2 
oluşur. H

2
O

2 
süperoksidin SOD ile dismutasyonu sonucu veya spontan olarak 

ta üretilebilmektedir. H
2
O

2 
aslında radikal değildir. Ancak üretildiği bölgede kalan 
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süperoksidin aksine membranları geçen, sitozole diffüze olan ve uzun ömürlü bir 

oksidan olarak bilinir. 

 

 

       Hidrojen peroksid başka bir şekilde de serbest Fe
+2 

veya diğer geçiş metallerinin 

varlığında fenton reaksiyonu sonucu, süperoksid radikalinin varlığında Haber-Weiss 

reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil 

radikali oluşturmak üzere kolaylıkla yıkılabilir. Bu da doku hipoksisi ve endotel 

hasarına yol açabilen vazodilasyon kayıbna neden olur (105,108). 

 

 

 

  Şekil 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 birleşmesinden oluşur. Gamma 

radyasyona maruz kalan dokularda da hidroksil radikali oluşabilir. Alınan enerji 

hücre suyu tarafından absorbe edilir ve sudaki oksijen-hidrojen kovalent bağının 

parçalanmasına neden olur. Böylece hidrojen ve oksijen üzerinde dış orbitalde tek 

elektron kalır ve 2 radikal oluşur. Hidroksilin yarılanma ömrü çok kısadır ve pek çok 

molekülden H atomu çıkarılmasını sağlar (105,107,108,109).  

H-OH ⎯→ H
. 

+ 
.

OH 
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                                               Şekil 13.  Hidroksil radikali 

 

4.Nitrik oksid (NO): NO, nitrik oksid sentaz (NOS) olarak bilinen enzimler ile L- 

arjininden sentezlenir. NO sentezlenirken NOS dışında moleküler oksijen ve dört 

tane kofaktöre (FMN, FAD,Hem, BH₄) ihtiyaç duyar ( 110,111,112,113). 

 

                        NADPH,NADP,NOS 

L-Arjinin + O₂          Sitrulin + NO 

                          FMN,FAD,Hem,BH₄ 
 

 

       Vasküler tonun regülasyonunda guanilat siklazı aktive eden NO major rol oynar. 

Oksijen bağlanan bölgeye kompetetif bağlanarak direkt olarak sitokrom oksidazın 

inhibisyonu ile hücresel solunumu düzenler. NO bazı durumlarda bir antioksidan gibi 

davranır ve lipid peroksidasyonundan korur. Bununla birlikte süperoksid 

düzeylerinin arttığı durumlarda süperoksidle reaksiyona girer ve bir prooksidan olan 

peroksinitrit oluşturur (114). 
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4.3.2.Lipit Peroksidasyonu   

       Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller tarafından başlatılan ve membran 

yapısındaki doymamış yağ asitlerinin oksidasyonunu içeren kimyasal bir olaydır 

(115,116). 

       Lipid peroksidasyonu tüm hücrelerde ve dokularda normalde düşük düzeylerde 

meydana gelir. Lipid peroksidasyonunu hipoksi, hiperoksi, bakır ve demir toksisitesi 

ve antioksidan yetersizlikleri stimüle eder. Lipid peroksidasyonuna en duyarlı 

bileşikler membran fosfolipidlerinin yapısında bulunan doymamış uzun zincirli yağ 

asitleri, araşidonik asit ve dokosaheksoenoik asittir. 

1. Başlangıç 

       Primer bir serbest radikalin, özellikle OH˙ ve O2˙¯ ‘nin doymamış yağ asidinin 

yan zincirindeki metilen karbonundan bir hidrojen atomu çıkarması ile başlar ve lipid 

radikalleri (L˙) oluşur. Lipid radikalleri O2 ile reaksiyona girerek lipid peroksit 

radikallerini (LO2˙) oluşturur. 

 

 

 

 

2.İlerleme 

       LO2˙ çevredeki bir doymamış yağ asidi molekülünden bir hidrojen atomu alarak 

başka bir lipid radikali tepkimesi gerçekleşir ve kendisi lipid hidroperokside 

indirgenir. 

 

 

 

3.Sonlanma 

       Ya iki L˙’nin birbiriyle tepkimeye girerek tahrip olması ile ya da L˙’nin bir 

antioksidan ile tepkimeye girmesi ile gerçekleşir. 
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       Lipid peroksidasyonu; lipid hidroperoksitlerin, doymamış yağ asidi aldehitleri, 

alkanlar, epoksi yağ asitleri, hidroksi yağ asitleri gibi ürünlere yıkılması ile 

sonlanır.Lipid peroksidasyonuna bağlı doku yıkımını ölçmek için kullanılan 

yöntemler, lipid hidroperoksitlerin konjuge dienler ve peroksi radikaller gibi 

öncüllerin ölçümü ve lipid hidroperoksitlerin ölçümü, alkanlar ve aldehitler gibi 

yıkım ürünlerinin ölçümü, floresan schiff-base bileşikleri gibi ikincil ürünlerin 

ölçümü olabilir (115,116,117). 

       Malondialdehit (MDA) bu yıkım ürünlerinden biridir. MDA biyolojik 

materyallerde serbest formda ya da doku içerikleriyle kompleks oluşturmuş olarak 

bulunur. MDA lipidlerde çapraz bağlanmaya sebep olur. MDA aynı zamanda 

karsinojenik ve mutajenik olarak da bilinmektedir. 

 

 

                                      Şekil 14. MDA’ nın Oluşumu 
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4.3.3.Antioksidan Savunma Sistemi  

       Oksidanları inaktif hale getiren maddelere “antioksidanlar” denir. Normal 

sağlıklı kişilerde serbest radikaller/antioksidanlar denge halindedir. 

       Antioksidanlar 4 farklı mekanizma ile oksidanları etkisizleştirirler 

(107,108,118,119).  

1. Scavenging (temizleme) etkisi: Oksidanları zayıf bir moleküle çevirme şeklinde 

olan bu etki enzimler tarafından yapılır.  

2. Quencher (baskılama) etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale 

getirme şeklinde olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafından yapılır.  

3. Onarma etkisi: lipit, protein ve DNA gibi yapılarda oluşmakta olan biyolojik 

moleküler hasarı rejenere ederler. 

4. Zincir koparma etkisi: Oksidanları bağlayarak fonksiyonlarını engelleyen ağır 

metaller şeklinde olan bu etki hemoglobin, seruloplazmin ve E vitamini 

tarafından yapılır (120,121,122,123) 

Antioksidan mekanizmaları kabaca; aşağıdaki tabloda  gruplandırabiliriz. 

Tablo 9. Antioksidanların Sınıflandırılması 

 

 

 

 

 

 

ENDOJEN 

KAYNAKLI 

ANTİOKSİ- 

DANLAR 

 

ENZİM  OLAN 

ENDOJEN KAYNAKLI 

ANTİOKSİDANLAR 

1. Süperoksit dismutaz (SOD).  

2)Glutatyon peroksidaz (GSH-Px). 

 3) Glutatyon S -Transferazlar  (GST). 

 4) Katalaz (CAT). 

 5) Mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemi.  

6) Hidroperoksidaz. 

 

ENZİM OLMAYAN 

ENDOJEN KAYNAKLI 

ANTİOKSİDANLAR 

1) Melatonin.  

2) Seruloplazmin.  

3) Transferrin.  

4) Miyoglobin.  

5) Hemoglobin.  

6) Ferritin.  

7) Bilirubin.  

8) Glutatyon. 

 9) Sistein.  

10) Metiyonin.  

11) Albumin 

  1) α-tokoferol (vitamin E). 
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EKZOJEN 

KAYNAKLI 

ANTİOKSİ- 

DANLAR 

VİTAMİN EKZOJEN 

ANTİOKSİDAN 

 2) β-karoten.  

3) Askorbik asit (vitamin C). 

 4)Folik asit (folat). 

 

İLAÇ OLARAK 

KULLANILAN 

EKSOJEN 

ANTİOKSİDAN 

1) Ksantin oksidaz inhibitörleri  

2) NADPH oksidaz inhibitörleri  

3)Rekombinant süperoksit dismutaz.  

4)Nonenzimatik serbest radikal toplayıcılar  

5) Nötrofil adezyon inhibitörleri. 

 6) Sitokinler (TNF ve IL-1). 

GIDALARDAKİ 

EKSOJEN 

ANTİOKSİDAN 

1. Butylated hydroxytoluene (BHT).  

2) Butylated hydroxyanisole (BHA).  

3) Sodium benzoate.  

4) Ethoxyquin 

 5) Propylgalate 

6)Kuersetin 

 

 

 

4.3.3.1.Kuersetin  

       Suda eser miktarda çözülebilen bioflavonoidler sınıfına ait kuersetin (3,3’,4’,5,7 

pentahidroksiflavon) ,yenebilir meyve ve sebzeler dahil bir çok bitkide 

bulunmaktadır. 

 

 

                         Şekil 15.  Kuersetin molekülünün açık formülü 
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       Kırmızı şarap, greyfurt, soğan, elma, siyah çay, ve az miktarlarda yapraklı yeşil 

sebzelerde ve fasulyede bulunur. Kuersetin bağışıklık hücrelerinde histaminin açığa 

çıkmasının engellenmesine yardımcı olur. 

       Kuersetin sebze ve meyvelerde bulunan bir bitkisel maddedir. En önemli görevi; 

metabolizmayı hızlandırmaktır. Elma, soğan, ahududu, yaban mersini, kırmızı yaban 

mersini, kiraz, brokoli ve lifleri olan yeşillikler iyi birer kuersetin kaynağıdır. 

Kuersetin, antioksidan özellikleri olan bir bitki pigmentidir. Bu pigment, kötü 

kolesterolün okside olmasını önleyebilir ve hücrelerin kansere dönüşmesini 

geciktirebilir. Ayrıca “quercetin” adlı madde çok güçlü bir antioksidan olup 

kolesterolü düşürmekte, kalp hastalıkları ve akciğer kanseri riskini azaltmaktadır.  

       Kuersetin’in bir antioksidan madde olduğu ve akciğerleri ve solunum yollarını 

sigara ve kirli havanın etkilerinden korumaya yardımcı olduğu saptanmıştır.                  

Kuersetin alerji ve astım tedavisi için de genellikle tavsiye edilmektedir. Japonya’da 

yürütülen bir çalışmada kuersetin alımının artmasıyla plazma total kolesterol ve 

LDL-kolesterol konsantrasyonlarının azaldığı görülmüştür. Finlandiya’daki bir başka 

çalışmada ise kuersetin’den zengin elma ve soğan tüketimi arttığında koroner 

mortalite azalmış olarak bulunmuştur (124). 

       Yine sıçanlarda yapılan deneylerde kuersetinin in vitro olarak düşük yoğunluklu 

lipoprotein oksidasyonunu önlediği görülmüştür (125,126). Trombositlerle yapılan 

çalışmalarda ise artmış kuersetin miktarlarının in vitro koşullarda  trombositlerde 

agregasyonu engellediği görülmüştür (127,128,129). Trombosit agregasyonunu 

engelleme mekanizması olarak tüm hücrelerde hem fosfoinositol-3 kinazın 

aktivasyonunu baskılayarak hem de GPVI üzerinden doğrudan agregasyonu 

engellendiği bilinmektedir (130,131). 

 

4.3.4.Diyabet ve Oksidatif Stres 

        Diyabetes Mellitus, mutlak veya fonksiyonel insülin yetersizliği sonucu ortaya 

çıkan, karbonhidrat metabolizması başta olmak üzere yağ ve protein 

metabolizmasında da bozuklukla seyreden bir endokrin ve metabolizma hastalığıdır 

(90,92) 
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        Diyabet ve diyabet komplikasyonlarının reaktif oksijen türleri ile olan ilişkisini 

gösteren çalışmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasındaki 

değişikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve 

iskemi-reperfüzyon sonucu oluşan doku hasarının serbest radikal üretimini arttırdığı 

(132) ve antioksidan savunma sistemini değiştirdiği vurgulanmaktadır 

(133,134,135,136) 

        Oksidatif strese en duyarlı yapılardan biri olduğu da bilinen beta hücrelerinde 

gözlenen hasarın hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandığı düşünülmektedir 

(137). 

        Hidrojen peroksidin, yüksek reaktiviteye sahip bir ROS ürünü olan OH
. 

radikaline dönüşmesi sonrası insülin reseptör sinyal sistemi üzerinde etkili olduğu ve 

insülin tarafından reseptör aracılığı ile düzenlenen sinyal transdüksiyon yollarında 

anahtar bir rol oynayabileceği görüşü araştırmacıların savları arasında bulunmaktadır 

(138). Glikasyon aracılı serbest radikal üretiminin insülinin gen transkripsiyonunu 

azalttığını ve beta hücre apoptozuna yol açtığını gösteren çalışmaların bulguları bu 

görüşü destekler niteliktedir (138,139). 

Hiperglisemi Aracılı ROS üretimi başlıca üç mekanizma ile açıklanmaktadır (140). 

 

1.Glukozun Oto-oksidasyonu ve Süperoksit Üretimi 

 

       Bir geçiş elementinin varlığında glukoz, reaktif ketoaldehitlere ve süperoksit 

anyonuna çevrilir. Reaksiyonlar zinciri, superoksit radikalinin hidrojen peroksit 

üzerinden son derece reaktif olan hidroksil radikali oluşturması ile sonuçlanır. Hücre 

içi glukoz oksidasyonu NADH’nın açığa çıkmasına yol açar. NADH solunum 

zincirinde oksidatif fosforilasyon yolu ile ATP üretimi için gerekli enerjiyi sağlamak 

üzere kullanılır. Solunum zincirindeki bu reaksiyon sırasında süperoksit radikali 

açığa çıkar. Yüksek glukoz konsantrasyonu varlığında bu yolla süperoksit radikal 

üretimi artar. Mitokondri solunum zinciri başlıca hücre içi ROS üretim kaynağıdır. 

Normal solunum zinciri olayları sırasında sürekli olarak süperoksit radikali oluştuğu 

düşünülmektedir. Son yıllarda yapılan çalışmalar, diyabetteki patolojilerin 

birçoğunun artmış mitokondriyal ROS üretimi ile ilgili olduğunu göstermektedir 

(141,142,143). 
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2.Proteinlerin Glikozilasyonu ve AGE (ilerlemiş glikozilasyon son ürünleri) 

Oluşumu 

 

       Proteinler yüksek glukoz konsantrasyonları ile karşılaştıklarında, glukoz bir 

enzimin aracılığına gereksinim duymadan proteine bağlanarak kontrolsüz 

glikozilasyon reaksiyonlarına neden olur. Glikozilasyona uğramış protein, moleküler 

oksijene bir elektron vererek serbest oksijen radikali oluşumuna neden olur (144). 

Glukoz ve proteinlerin amino grupları arasında kendiliğinden gelişen enzimatik 

olmayan glikozilasyon reaksiyonları yoluyla önce Shiff bazları, sonrasında daha 

stabil olan Amadori ürünleri oluşur. Amadori ürünlerinin oluşumundan sonra ileri 

glikozilasyon son ürünleri (AGE) meydana gelir (145). AGE’ler, endotelin-1 

aracılığıyla vazokonstriksiyonu arttırarak endotel hasarına yol açtığı gibi, kompleks 

biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal üretebilme kapasitesine de sahiptirler. 

      Araştırmalar AGE’lerin, reseptör aracılı mekanizma ile serbest radikal üretimini 

uyarmasının yanı sıra, artmış serbest radikallerin de hücre içi AGE oluşumunu 

arttırdığını göstermektedir (146). Yapılan çalışmalarda AGE ve serbest radikallerin, 

protein kinaz C (PKC)’yi aktive ettiği gösterilmiştir. Aktive olan PKC’nin, vasküler 

kan akımını, damar permeabilitesini, hücre dışı matriks bileşenlerini ve hücre 

büyümesini etkileyerek vasküler komplikasyonların patogenezinde rol aldığı öne 

sürülmektedir (147,148,149 ). 

 

3.Poliol Yol 

       Yüksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol üretimine neden olur. Bu 

yoldaki aldoz redüktaz enzim aktivitesi için NADPH kullanıldığından hücre içi 

NADPH tüketilir. Okside glutatyonun redükte forma çevrilebilmesi ve nitrik oksit 

(NO) sentezi için NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olması ve 

sonuçta NADPH’ın yokluğu hücrenin antioksidan kapasitesinin sınırlanması 

anlamına gelmektedir (150). Redükte glutatyonun ve vazodilatasyonda görev yapan 

NO sentezinin azalması diyabetin vasküler komplikasyonlarının ortaya çıkışında rol 

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

 

4.4. Apoptoz ( Programlı Hücre Ölümü) 

       Canlılığın temel karakterlerinden birisi olan ölüm gerek hücre bazında gerekse 

organizma bazında sıkça rastlanılan bir olaydır. Çünkü organizma sürekli bir denge 

halindedir ve yeni hücreler sentez edilirken, varolan hücrelerin bir kısmı da  hücre 

ölümü  ile ortadan kaldırılmakta ve böylece denge korunmaktadır.(153,154) 

     Ökaryotik hücrelerde şimdiye kadar analiz edilmiş morfolojik ve fiyolojik  iki 

ölüm tipi belirlenmiştir: 

1.Apoptoz(programlı hücre ölümü ) 

2. Nekroz(fizyolojik hücre ölümü ) 

 

      Hücrelerde normal gelişim sırasında meydana gelen ölüm olarak 1842 yılında 

Vogt tarafından tanımlanmıştır (155). Apoptozis terimi ise  ilk kez 1972 yılında Kerr 

ve arkadaşları tarafından kullanılmıştır (156). Kerr, fizyolojik olarak ölen hücrelerin 

çekirdeklerinde yoğunlaşmış kromatin parçalarını gözlemlemiş ve organellerin iyi 

korunduğunu fark ederek bu olayı büzüşme nekrozu olarak adlandırmıştır. Köken 

olarak "apo-TOE-sis" 'den gelmektedir ve eski Yunanca'da "sonbaharda yaprak 
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dökümü" anlamına gelmektedir (157). Wyllie, 1980 yılında deneysel apoptozu, 

glukokortikoidlere maruz bırakılan olgunlaşmamış timus hücrelerinde 

gerçekleştirmiş ve apoptotik hücre DNA'sının elektroforetik jel ayrımını yaparak, 

hücrede DNA bütünlüğünün kalmadığını, apoptotik hücre için karakteristik olan 

merdiven tarzında DNA bantlarının oluştuğunu göstermiştir (158). 1993 yılında 

Cohen yüksek dozda kullanılan steroidlerin timus hücreleri üzerine etkilerini 

incelemiş ve timus hücrelerinin direkt olarak apoptozisi seçmediğini, hücre ölümüne 

neden olacak genleri oluşturarak hücreleri apoptozise yönlendirdiğini bildirmiştir 

(159). Böylece apoptozun genler tarafindan düzenlenen bir hücre ölümü olduğu 

ortaya çıkmıştır (160). 

       Apoptoz  embriyonik dönemde,  kemik iliğinde kan üretiminin dengede 

tutulması için 5.10¹¹ kan hücresinin uzaklaştırılması, menstruasyon sırasında 

endometriyumun fonksiyonel tabakasının dökülmesi, menstruel siklus sonunda 

korpus luteumun involüsyonu ve bazı patolojik fonkisyonlarda görülür. Patolojik 

fonksiyonlardan Diyabet, Parkinson hastalığı, Alzheimer hastalığı, bağışıklık sistemi 

hastalıkları, folliküler atrezi, viral enfeksiyonlar, tümör oluşumu, AIDS, 

aterosklerozis, miyokard infarktüsü, organ transplantasyonları, oksidatif stres, 

alkolizm, X ışınları ve radyasyon canlıda apoptoza neden olan en önemli faktörlerdir 

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

 

4.4.1.Apoptozda Morfolojik Değişiklikler 

       Apoptozda ana morfolojik olay, nukleusun yoğunlaşması (kondensasyon) ve 

daha sonra parçalara ayrılmasıdır (166). Apoptozda meydana gelen değişiklikleri şu 

şekilde sıralayabiliriz: 

1. Yüzey Organellerinin Kaybı 

       Apoptozise uğrayan hücrenin komşu hücrelerle bağları kesilir. Hücre 

yüzeyindeki mikrovillusler ve diğer hücrelerle yaptıkları özel bağlar ortadan kalkar, 

hücre yüzeyi yuvarlaklaşır (167,168). (Şekil 17). 

 

2. Hücre Büzülmesi 

      Apoptotik hücre komşu hücreye göre daha küçük ve sitoplazması daha yoğundur. 

Endoplazmik retikulum dışında diğer hücre organelleri yapılarını korur (180). 
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Sitoplazma yoğunluğu arttığı için organeller kalabalık görünür. Hücre zarı sağlam 

olduğundan  bir inflamatuar reaksiyon gözlenmez (168,169,170) (Şekil 17). 

 

3. Kromatin Yoğunlaşması 

       Önemli yapısal değişiklik çekirdekten başlayarak izlenir. Çekirdek apoptoziste 

odak noktasıdır. Hücreden hücreye değişmekle birlikte genellikle çekirdek büzüşür 

(167,169). Kromatin çok yoğun bir hale gelir ve parçalar halinde bir araya toplanır. 

Çekirdek porları seçilemez. Çekirdek şekli düzensizleşir ve ileri evrede kücük 

çekirdek parçalarına bölünür. Çekirdekçik genişler ve granülleri kaba granüller 

halinde dağılır (160,168,170) (Şekil 17). 

 

4. Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Oluşması 

        Hücrede önce yüzeye doğru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazıları 

sitoplazma parçacıkları içeren ve sıkı biçimde paketlenmiş organellerden oluşan zarla 

sarılı apoptotik cisimlere dönüşür (160,167) (Şekil 17). Apoptozis için morfolojik 

değişimler hücre büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, hücre membran 

tomurcuklanması olurken fosfotidilserin açığa çıkar. Sağlıklı hücrelerde plazma 

membranının içinde bulunan fosfotidilserin apoptotik hücrelerde plazma 

membranının dış yüzünde bulunur ve fagositik hücreler için sinyal görevi görür (170) 

(Şekil 17). 

 

                                  Şekil 17.  Apoptoz  oluşum mekanizması 



44 
 

        Apoptozisin en önemli özgün yönü (“hallmark”ı) DNA’nın internukleozomal 

bölgelerden yaklaşık 180-200 baz çifti veya bunun katları boyutunda DNA parçaları 

oluşturacak şekilde parçalanmasıdır. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven 

görüntüsü imajının “ladder pattern” ortaya çıkmasına neden olur. Ama bu durum 

hücre tipine bağlı olarak değişebilir ya da sadece yaklaşık 50 kilo bazçifti (kbp) 

boyutunda bir DNA fragmentasyonu da görülebilir. DNA fragmentasyonu apoptozun 

en önemli işaretidir (160,169). 

 

4.4.2. Apoptozun Düzenlenmesi 

       Genel olarak apoptozun düzenlenmesinde kalsiyum, seramid, Bcl-2 ailesi gibi 

moleküller, p53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve mitokondriler rol oynar. 

Apoptotik süreç boyunca hücre içine sürekli kalsiyum girişi olur. Kalsiyum iyonları; 

endonükleaz, proteaz ve transglutaminaz aktivasyonunda, gen regülasyonunda ve 

hücre iskeleti organizasyonunda rol alır. 

 

1.Bcl-2 Ailesi 

      Bir hücrenin apoptoza eğilimli olup olmaması Bcl-2 ailesi genlerinin heterodimer 

ya da homodimer formuna bağlıdır. Bcl-2 ailesi proteinlerinin etki yeri mitokondridir 

(171,172). 

Bcl-2 ailesi birbirine zıt 2 gruptan oluşur; 

 

 Proapoptotik üyeler 

 Antiapoptotik üyeler 

Tablo10.  Proapoptotik ve Apoptotik Üyeler 

Proapoptotik Üyeler Antiapoptotik  Üyeler 

Bad 

Bax 

Bid 

Bcl-Xs 

Bak 

Bim 

Bcl-2 

Bcl-XL 

Mcl-1 
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A) Antiapoptotik  Üyeler 

       Bu proteinler de mitokondri dış membranında, endoplazmik retikülumde ve 

çekirdek zarında yer alırlar. Por oluşumunu sağlayıp iyon transportunu düzenlerler. 

Özellikle hücredeki Ca
+2

 oranını kontrol ederler. Ayrıca kaspazların öncü formlarıyla 

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

 

Bcl-2; mitokondri membran dışında, endoplazmik retikulum ve nükleer 

membranlarda bulunur. Antioksidan yolda mitokondriden sitokrom-c salınımını 

engellemede rol oynar (174). 

 

Bcl-xl; mitokondri membran dışında lokalizedir. Bcl-xl ve Bcl-2 beraberce 

mitokondri membran gecirgenliğini korurlar. Proapoptotik proteinleri (Bax ve Bad) 

inhibe ederek apoptozisi engeller (175). Bcl-xl kaspaz aktivasyonunu, Apaf-1 

üzerinden önler (170, 174,176). 

 

 

Şekil 18. Bazı Antiapoptotik ve Proapoptotik  Üyeler 
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B) Proapoptotik  Üyeler 

       Hücrede proapoptotik proteinler fazla ise hücre apoptoza eğilimlidir. Bu 

proteinler sitozolde yer alırlar. Sitokrom-c ve AIF (Apoptoz indükleyici faktör) 

salınımını artırarak apoptozu indüklerler. 

Bax, Bad ve Bid; Sağlıklı hücrede bax sitozolde bulunur. Apoptotik uyarı ile 

sitozolik Bax mitokondriye yönelir ve çeşitli değişimler sonucunda Bax’ın 

hidrofobik C terminal ucu açığa çıkar ve sitokrom-c salınımına neden olur. Kalpain 

tarafından bax salınımı uyarılarak sitokrom-c açığa çıkar (177,178). 

       Bad, sağlıklı hücrelerde mitokondri membranının dış zarında bulunur. Apoptoz 

sırasında Bax değişime uğrar ve N terminal uç açığa çıkarken Bcl-xl Bad’dan ayrılır 

(178,179). Bid, Bcl-2’yi inaktive etmek veya Bax’ı aktiflemek üzere mitokondriye 

yönelir (174). Endojen Bid’in yarısı sitozolde erir. Diğer yarısı ise hücre içi 

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

 

2.p53 

       Apoptozu düzenleyen bir diğer gen, tümor baskılayıcı p-53 genidir. Hipoksi ve 

serbest radikal oluşumu p-53 aracılı DNA onarımı ve apoptozu başlatır (182). DNA 

hasarı oluştuğu zaman S fazına gecişi bloke eder. DNA tamiri için zaman kazanılır, 

eğer tamir mümkün değilse hasarlanmış hücreler apoptozla yok edilir (177,183,184). 

 

 

3. c-myc: 

       Bir transkripsiyon düzenleyici faktor olan c-myc proteini, ortamda bazı 

faktörlerin bulunmasına bağlı olarak hücrenin proliferasyonuna ve apoptoza 

uğramasına neden olur (185). c-myc protoonkogeni bir hücrenin büyümesini 

programlar. Eğer hücrede hem c-myc hem de uygun büyüme faktörleri yoksa 

büyüme durur, her ikisi de yeterli ise çoğalma olur, c-myc olduğu halde büyüme 

faktörleri yoksa apoptoz görülür (185,186). 

 

4. Fas (APO-1 veya CD95) 

       24 üyeli TNF reseptör ailesinin en iyi tanımlanmış üyesidir. Bağışıklık 

sisteminde hücre ölümünü kontrol eden Fas hücre reseptörü sitotoksik T hücreleri ve 

doğal öldürücü hücreleri üzerinde bulunur. 43 kDa molekül ağırlığındaki Fas proteini 
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hücre yüzeyinde kendi reseptörüne bağlanır ve reseptör trimerizasyonunu sağlar. 

Aktive olmuş reseptörler FADD reseptör molekülü ile birleşir. Bu şekilde; Fas 

reseptörünün karboksil ucuna (C) yakın 80 aminoasitlik bölgenin uyarılmasıyla 

prokaspazlar aktive olur ve apoptoz başlar. Fas ve TNF alfa dışında TRAİL ve 

TRAİL reseptörleri de benzer yolla apoptozu uyarabilir (173). 

 

 

     Şekil 19. FAS proteinlerinin çalışma mekanizması 

 

5.Kaspazlar 

       Kaspazlar, sistein proteazlardır ve aspartik asitten sonraki peptid bağını kırarlar. 

Hücrede inaktiftirler, ancak proteolitik olarak birbirlerini aktifleştirirler. 

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

 

I- Başlatıcı kaspazlar; (Kaspaz 2,8,9,10), 

II- Efektör kaspazlar (Kaspaz 3,6,7), 

III- İnflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1,4,5,11,12,13,14). 

       DNA tamiri ve replikasyonu için gerekli enzimleri inaktive ederler. Hücre 

iskeleti proteinlerini keserek hücre zarının tomurcuklanmasına neden 

olurlar(171,172,173).  Apoptoz aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir süre 

sonra DNA da tek iplikte bir çentikle başlayan çok karakteristik ve geri dönüşsüz bir 

parçalanma görülür. 
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6.Sitokrom c 

       Elektron transport zincirine ve oksidatif fosforilasyona katılır. Sağlıklı 

hücrelerde sitokrom c, mitokondride membranlar arası boşlukta yer alır (187). 

Sitotoksik ilaçlar, gelişme faktörü eksikliği, reaktif oksijen türleri ve DNA hasarı gibi 

değişik hücresel stresler sitokrom c’nin salınmasını harekete geçirir. Sitokrom c’nin 

salınması, Bcl-2 aile üyeleri ile düzenlenir (188). 

 

4.4.3. Apoptoz’da Hücre İçi Sinyal İletim ve Metabolik Değişimler 

      Apoptotik sinyal iletimi ile ilgili bugüne kadar elde edilen bilgiler, hücre içi diğer 

sinyallerin iletiminden sorumlu olan bazı molekül ve enzimlerin, apoptozdaki sinyal 

iletiminde de rolleri olduğunu göstermektedir (169,189). 

     Hücre içi sinyal iletiminde yaygın olarak kullanılan Ca
+2

 apoptoziste de rol oynar. 

Hücre içindeki Ca
+2

 iyonlarının miktarındaki artış hücreyi apoptoza gotürmektedir 

(180). Sitoplazmadaki Ca
+2

 iyonu miktarındaki hafif artış, c-myc, c-fos, ısı şok 

proteinlerini harekete geçirir ve hücrenin apoptoza gitmesine neden olur. Ca
+2 

adenilat siklazları aktive ve inhibe etme yeteneğine sahiptir (190,191). c-AMP ve 

protein kinazlar üzerinden sinyal iletimini etkiler. Hücre içi c-AMP 

konsantrasyonundaki artışın çeşitli hücre tiplerinde apoptozisi uyardığı bildirilmiştir. 

Ca
+2

'dan bağımsız olarak da apoptoz olabileceği gösterilmiştir (191). Sitoplazmada 

artan Ca
+2

, inaktif durumdaki Ca
+2

 bağımlı proteazları ve nükleazları aktifleştirerek 

sitoplazmik proteinlerin parçalanmasına ve apoptoza özgü internükleozomal DNA 

kırıklarına neden olur (192). Ca
+2

 iyonu, inaktif durumdaki endonükleaz, proteaz, 

transglutamaz, fosfolipaz gibi latent enzimleri aktive ederek apoptoza neden olur 

(193).  
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                     Şekil 20. Apoptoz esnasında Ca
+2

 iyonunun rolü(194) 

 

4.4.4. Apoptoz Mekanizması 

      Apoptozun indüklenmesinde iki prototip sinyal yolunun rol aldığı 

bilinmektedir.(195) 

 

1. Mitokondri/Sitokrom-C aracılı apoptoz oluşturulması (İnstrinsik yolu) 

2. Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri ile Tetiklenme 

(Ekstrinsik yolu) 

           a- Direkt mekanizma 

           b- Dolaylı mekanizma 

 

4.4.4.1.Mitokondri/Sitokrom-c aracılı apoptozis oluşturulması: 

      Mitokondri normal şartlar altında ATP oluşturmak üzere sitokrom-c ihtiva eder. 

Mitokondrial stres durumlarında serbestlenen sitokrom-c apoptotik hücre ölümünde 

kaspaz-3 aktivasyonu için önemli rol teşkil eder (170,181,196,197). 

      Mitokondriden salınan sitokrom c, sitozolik protein Apaf-1’e bağlanır (198,199). 

Apaf-1, C. elegans CED-4’ün memeli homologudur. Sitokrom c, Apaf-1’e bağlanır 

ve onu aktive eder. Ardından ATP’nin katılmasıyla apoptozom adı verilen bir 

kompleks oluşur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz 9’un aktif kaspaz 9’a 

dönüşmesine ve diğer efektör kaspazların aktivasyonuna yol açar. dATP ve  sitokrom 
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c’nin Apaf-1’e bağlanması bu inhibitör etkiyi ortadan kaldırır. Sonuçta kaspaz 9 

aktive olur ve kaspaz kaskadını başlatır.  

 

Şekil 21. Kaspaz Kaskadı 

 

 

       Kaspaz 9, prokaspaz 3’ü 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 diğer sonlandırıcı kaspazları (prokaspaz-6 ve prokaspaz-2) 

bölmeye ve aktive etmeye devam eder (198,199,200,201). Kaspaz 6, prokaspaz-8 ve 

prokaspaz-10’u bölmeye ve aktive etmeye devam eder. Böylece dönüşümsüz hücre 

intiharına yol açan kaspaz kaskadı başlar (198). 
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            Şekil 22.  kaspaz kaskad aktivasyonu (202) 

 

       Hücre içi sinyallerle apoptotik uyarı alınmasından sonra proapoptotik 

proteinlerden Bid; bir antiapoptotik protein olan Bcl-2‘yi inaktive eder, Bax ve Bak’ı 

aktifleştirir. Aktifleşen Bax ve Bak mitokondri membranında por oluşumunu 

indükleyip zar potansiyelini değiştirir. Böylelikle mitokondri membranındaki 

porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase), 

Endo-G (Endonukleaz-G), Ca
+2

 ve AIF (Apoptoz indükleyici faktör) salınımını 

uyarır. Sitokrom-C, oksidatif fosforilasyon için elektron taşır. SMAC, IAF (İnhibitör 

apoptotik faktör)’ü inhibe eder ve apoptozu hızlandırır. IAF’nin ortamda bulunması 

ise kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonunu engeller. AIF, çekirdeğe transloke olur ve 

parçalara ayırır. ENDO-G de DNA’yı parçalar (171,172,202). 

       Mitokondriyal porlardan salınan sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive 

eden faktör) ve ATP’nin katılmasıyla sitozolde Apoptozom denen bir kompleks 

oluşturur (183,184,214). Apoptozom kaspaz- 9’u keserek aktifleştirir. Kaspaz-9 da 

prokaspaz-3’ü aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de ICAD (İnaktif kaspaz 

aktive edici DNaz)‘ı inaktifleştirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’ı 

serbestleştirir. CAD ise çekirdekte kromatin yoğunlaşmasına ve DNA’nın 

nukleozomal alt birimler halinde fragmante olmasına neden olur (1871,201,202). 
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           Şekil 23.  Mitokondri/Sitokrom-c  aracılı apoptoz oluşturulması 

 

4.4.4.2.Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri ile 

Tetiklenme: 

       Hücre yüzeyindeki ölüm reseptörlerine (Fas, TNFR, DR5) ölüm sinyallerinin 

(FasL, TNF-alfa, TRAİL) bağlanmasıyla reseptörler trimerik yapı kazanır. Bu 

şekilde trimerik yapı kazanan reseptör; adaptör molekülleri ve prokaspazla birleşerek 

DISC (Death inducing singnaling complex) adı verilen yapıyı oluşturur. Bu 

birleşmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kısa kolları kesilerek 

aktif kaspaz-8’in oluşması sağlanır. Aktif kaspaz-8 doğrudan ve dolaylı olmak üzere 

2 yolla kaspaz-3’ü aktive eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’ü aktive eder ya da Bid’i 

keserek dolaylı olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra 

kaspaz-3’ü 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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Şekil 24.  Hücre yüzeyindeki reseptörlere bağlanan ölüm aktivatörleri ile 

Tetiklenme: 

 

       Ekstrinsik yollardan biriside sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hücre zarı yapı 

taşlarından biridir. Radyasyon, kemoterapi, ölüm reseptörleri ile aktive olan 

sfingomyelinaz, sfingomyelini seramid’e dönüştürür. Seramid ise seramidaz ile 

sfingozine dönüşür. Sfingozin de Bid yapımını artırarak apoptozu tetikler ( 196). 

Ayrıca patojenle enfekte hücreler ve tümör hücrelerinin ortadan kaldırılmasında 

etkili bir diğer yol ise Granzim-Perforin sistemidir. Perforinler ve Granzim B birer 

serin proteaz’dır. Sitotoksik T lenfositler ve doğal öldürücü  hücrelerin sitoplazmik 

salgı granülleri içinde bulunurlar. Sitotoksik T lenfositler hedef hücreye 

bağlandığında perforinler salınır. Perforinler hedef hücre üzerinde dairesel bir por 

oluştururlar. Bu perforin poru hücre içine Ca
+2

 girişini artırır. Vezikülden Granzim 

B’nin serbest kalmasını sağlar. Granzim B de kaspaz aktivasyonunun ardından DNA 

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

       Nekrozun karakteristik özelliği ölümün hücre grubunda ortaya çıkmasıdır ve 

nekrozun en yaygın nedeni oksijen yetersizliği anlamına gelen hipoksi’dir. Bununla 

birlikte arsenik, siyanid, insektisitler gibi toksik maddeler ve ağır metaller de nekroza 

neden olabilir (200). Nekroza neden olan olaylar, hücre ve organel parçalanmasına 

yol açan membran geçirgenliğinin artmasında ve bunun sonucunda da sitoplazmanın 

ve çekirdek içeriğinin hücreler arasındaki boşluğa salınmasında rol oynar 

(173,188,199). Hücre ölümünü takiben hücre içeriğinin hücreler arası boşluğa 

salınması yangı (enflamasyon, iltihaplanma) olayına sebep olur. Bu olayın 

karakteristik özelliği makrofaj ve nötrofillerin nekrotik dokuya göç etmesidir. Göç 

eden bu hücreler nekrotik dokuyu fagosite eder. Bu nedenle enflamasyon nekrozun 

önemli bir işaretidir. 

 

Tablo11.  Apoptoz ile Nekroz arasındaki Farklılıklar 

FARKLILIKLAR APOPTOZ NEKROZ 

 

MORFOLOJİK 

 

1.Hücre zarında apoptozda 

veziküller oluşur. 

2.Zarda tomurcuklanmalar 

görülür ancak zar bütünlüğü 

bozulmaz. 

3.Apoptozda sitoplazmada 

büzülme ve çekirdek 

yoğunlaşması görülür. 

4.Apoptozda hücre daha ufak 

parçalara bölünerek son bulur. 

5.Apoptozu başlatan Bcl-2 gen 

ailesinin ürettiği por oluşturan 

proteinlerin etkisiyle organel 

bütünlüğü korunur,ancak 

delikli bir yapıya kavuşur. 

1.Hücre zarında vezikül 

oluşumu yoktur. 

2.Zar bütünlüğü bozulur. 

3.Sitoplazma ve mitokondride 

şişme olur. 

4.Nekrozda tamamen hücre 

parçalanması olur. 

5.Nekrozda organeller 

bozulur. 

BİYOKİMYASAL 

 

1.Apoptozda enzimatik olaylar 

mevcuttur. 

2.Apoptoz enerji gerektiren 

1.İyon dengesi bozulur. 

2. Enerjiye ihtiyaç duymaz  

3.Nekroz sırasında DNA’nın 
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aktif bir olgudur ve +4˚C de 

gerçekleşmez. 

3.Apoptoz mitokondri 

tarafından sitoplazmaya bir çok 

faktör salınımı mevcuttur. 

4.Apoptoz da zar asimetrisinde 

değişiklikler olur.Bu da 

hücrenin fagosite edilmesini 

sağlar. 

rastgele sindirimi mevcuttur. 

4.Nekroz sırasında nonspesifik 

zar parçalanması olur. 

FİZİKSEL 

 

1.apoptozda tek tek hücreler 

hasarlanır. 

2.Hem fizyolojik hem patolojik 

uyaranlarla başlar. 

3.Apoptoza uğrayan hücre 

kemotaktik madde salgılamaz, 

komşu epitel hücreleri yada 

makrofajlar aracılığı ile 

fagosite edilir. 

4. Apoptozda inflamatuar 

cevap yoktur. 

1.Nekroz bütün hücre 

gruplarını etkiler. 

2.Patolojik uyaranlarla başlar. 

3.Nekroza uğrayan hücre, 

etrafa yaydığı kemotaktik 

maddelerle gelen makrofajlar 

tarafından fagosite edilir. 

 

4.4.6. Trombosit ve Apoptoz İlişkisi 

       Trombosit oluşumundaki olaylarda megakaryositler, hücre iskeletinin yeniden 

düzenlenmesi, membran yoğunlaşması ve büzüşmesini içeren apoptozla ilgili bazı 

özellikler gösterir. Bu benzerliklerden dolayı apoptozun protrombosit oluşumunda ve 

trombosit salınımında bir mekanizma olup olmadığını belirlemeye yönelik ek 

araştırmalar yapılmıştır. Apoptoz ya da programlanmış hücre ölümü, yaşlanan 

megakaryositlerdeki çekirdek yıkımından sorumludur (203). 

      Hem proapoptotik hem de antiapoptotik çok sayıda apoptotik faktör 

megakaryositlerde tanımlanmıştır (204). Bcl–2 ve Bcl-xL gibi apoptoz inhibitor edici 

proteinler ilk önce megakaryositlerde ifade edilir. Megakaryositlerde aşırı ifade 

oldukları zaman her iki faktör protrombosit oluşumunu engeller. Bcl–2 olgun kan 

trombositlerinde, Bcl-xL ise yaslanmış megakaryositlerde bulunmaz (205). 
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      Programlı hücre ölümüne yol açan enzimlerden kaspazlar ve NO içeren 

proapoptotik faktorler de megakarysitlerde ifade olmaktadır. Bulgular kaspazların 

trombosit toplanmasında güçlü bir rolu olduğunu gostermiştir. Kaspaz 3 ve 9 olgun 

megakaryositlerde aktiftir ve bu kaspazların inhibisyonu protrombosit oluşumunu 

engeller  (206). 

 

Şekil 25. Trombositlerin elektron mikroskobunda apoptoz görüntüsü 

 

      Trombositler çekirdeksiz olarak bilinen, trombosit oluşumu dışında in vitro ve in 

vivo koşullarda apoptoza uğradığı bilinen hücrelerdir (207,208). Yapılan 

çalışmalarda çekirdeğin olmaması apoptozu engellemediği ve trombositlerde de bir 

çok apoptotik belirtecin bulunduğu gösterilmiştir. 

      Trombositlerde çekirdek ve nükleer DNA olmamasına karşılık bol miktarda 

mitokondri bulunur. Mitokondri bulundurması apoptotik aşamaların çeşitli 

basamaklarını gerçekleştirdiğinin işaretidir. 

      İn vitro ortamlarda 5-6 gün sonra trombositler biyolojik aktivitelerini ve yaşama 

kabiliyetlerini kaybederek, apoptozun morfolojik işaretlerini sergilerler. 

Trombositlerde apoptoz genellikle instrinsik mitokondriyal yolak üzerinden 

karakterize edilir. Bu yolak mitokondri membran potansiyelinde değişiklik, 

membranda kabarcıkların oluşması ve daha sonra mikropartiküllerin meydana 

gelmesi şeklinde görülmektedir. 
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Şekil 26. Trombositlerde apoptoz mekanizması 

 

       Mitokondrinin transmembran potansiyelindeki (ΔΨm) azalma proapototik 

moleküllerin oluşması üzerinde etkilidir. Mitokondri transmembran potansiyeli 

mitokondrinin membranının iç ve dışı arasında iyon değişimi üzerinde farklılık 

yaratır. Potansiyelde azalma olduğu zaman mitokondrinin permiabilitesi bozularak 

geçiş porları açılır. Mitokondri transmembran potansiyelindeki bu değişikler 

fosfotidilserinin hücre dışına çıkışını da içeren sitokrom c gibi diğer trombosit 

apoptozunun göstergelerinin salınımına ve kaspazların aktivasyonuna sebep olurlar 

(209). 
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5.GEREÇ VE YÖNTEM 

5.1.Kullanılan Kimyasal Maddeler 

       Tez çalışması sırasında başlıca aşağıdaki kimyasal maddeler kullanıldı. 

Çalışmalar boyunca bütün kademelerde deiyonize veya bidistile su kullanıldı.  

Kollajen Chrono-log 

Albümin (sığır) (BSA) %98 SIGMA 

Asetik Asit Merck 

CaCl2 Merck 

Comasie Brillant Blue FLUKA ( İngiltere) 

Dihidrorodamin Santa Cruz 

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

Butanol SIGMA ALDRICH (Almanya) 

Fosforik Asit MERCK (Almanya) 

Glukoz MERCK (Almanya) 

HCl MERCK (Almanya)  

HEPES Multicell, Wisent Inc 

Sitokrom c Ölçüm Kiti Bioscience,(BMS263) 

Hücre İçi Kalsiyum Kiti Bioquest,(Cat.No. 36308) 

Kaspaz  3 Ölçüm Kiti Invitrogen (Cat.No.630217) 

AGE ELİSA Kiti Cell Biolabs,(STA 317) 

KCl MERCK 

K2HPO4 MERCK 

KH2PO4 MERCK (Almanya)  

KI MERCK 

Kuersetin SIGMA ALDRICH (Almanya) 

Metafosforik Asit MERCK 

MgCl2 MERCK 
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NaCl                                                 Lachema 

NaHCO3 MERCK 

NaH2PO4 MERCK 

Na2HPO412H2O MERCK 

NaH2PO42H2O MERCK 

NaOH MERCK (Almanya)  

Nitrit Oksit Ölçüm Kiti Calbiochem (Cat.No. 482650)  

Nitrotirozin Ölçüm Kiti Cell Biolabs, (STA303) 

TBA (Tiyobarbitürik asit) MERCK (Almanya) 

TCA (Trikloroasetikasit) MERCK (Almanya) 

Primer Antikorlar ( β-Aktin, Bcl-2, Bax) Santa Cruz 

Sekonder Antikorlar (anti-goat IgG1, anti-rabbit 

IgG) 

Santa Cruz 

 

5.2.Kullanılan Cihaz ve Aletler 

Buzdolabı Arçelik 

Derin dondurucu -20˚C Bosh 

Derin dondurucu -80˚C Metler Toledo MP 220  

Elektronik terazi Sartorius 

ELISA Yıkayıcı Thermo Helios UVG(İngiltere) 

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

Etüv Binder (Almanya) 

Fluorometre  Promega 
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Magnetik karıştırıcı Ika-Werk (Almanya) 

Otomatik pipetler 10µl,100 µl,200 µl,1000 µl,5000 µl 

pH metre Metler Toledo 

Santrifüj Hettich Universal 

Sıcak su banyosu Memmert (Almanya) 

Vorteks Ika MS2 Minishaker 

Agrogometre Chrono-log  

Elektroforez Tankı Biorad 

Yarı Kuru Transfer Sistemi  Biorad 

Güç tankı Biorad 

Mikro plaka okuyucusu Epoch( BİOTEK) 

Sonikatör Bandelin  

Nanodrop Epoch( BİOTEK) 

 

5.3.Olguların Seçimi 

       Çalışmamızda yaşları 19-25 arası değişen sağlıklı gönüllülerden (n:7) alınan 

kanlardan elde edilen trombositler kullanıldı. Kan alımınından 10 gün önce olguların 

trombosit fonksiyonlarını etkileyebilecek herhangi bir antiagregan ilaç 

kullanmamaları sağlandı. Çalışma için Marmara üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma 

Etik kurulundan 28.03.2013 tarihi  ve 09.2013.0054 protokol numarası ile etik izin 

alındı. 
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5.4. Trombositlerin İzolasyonu ve Yıkanması  

       Trombositten zengin plazma (PRP) elde etmek için sağlıklı 7 kişiden alınan 15 

ml venöz kan 1:9 oranında  asit sitrat dekstroz (ACD; 85mM sodyum sitrat, 78 mM 

sitrik asit and  5 mM D-glukoz)  içeren tüplere alındı. Tüpler oda sıcaklığında 10 

dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonunda 

tüplerin üst kısmında oluşan trombositten zengin plazma (PRP), pipetle alınarak 

ependorf tüplere aktarıldı. PRP 5.000 rpm’de 10 dakika +22ºC‘de santrifüj edilerek 

üst faz ortamdan uzaklaştırıldı ve çöken trombositler HEPES (145 mM NaCl, 10 mM 

HEPES,  5 mM  D-glucose, 5mM KCl, 1 mM MgSO4, pH 7.4) tamponu ile süspanse 

edildi ve tekrar santrifüj edilerek  yıkandı. 

 

5.5. Trombositlerde Yapılan İnkübasyonlar  

       Çalışma için fizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak literatürlerde incelenerek 5 

mM, patofizyolojik glukoz konsantrasyonu olarak 25 mM glukoz  seçildi. 

Trombositler  HEPES tamponu ile (145 mM NaCl, 10 mM HEPES,  5 mM  D-

glucose, 5mM KCl, 1 mM MgSO4 pH: 7.4) süspande edilerek 1’er ml’lik trombosit 

süspansiyonları hazırlandı. Daha sonra aşağıdaki gibi inkübasyonlar yapıldı. 37 °C 

de  45 dakika inkübasyon sonrası trombositler  çöktürüldü. Bir kez yıkanıp 

ultrasonikatör ile patlatılarak  ölçümler  için bu lizatlar kullanıldı. Trombositleri 

aktive etmek için kollajen (4 µg/ml) kullanıldı. Antioksidan olarak kuersetin içeren 

tüplere 10 µM kuersetin inkübasyondan 5 dakika önce ilave edildi. Trombositlerle 

yapılan inkübasyonlar aşağıda verilmiştir: 
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Dinlenme halinde: Kollajen ile aktive: 

1. 5mM glukoz  

2. 25mM glukoz  

3. 5mMglukoz+ kuersetin  

4. 25mM glukoz+kuersetin 

1. 5mM glukoz + kollajen 

2. 25mM glukoz + kollajen 

3.5mM glukoz+kollajen+kuersetin  

 4. 25mM glukoz + kollajen +kuersetin  

 

5.6. Lipit Peroksidasyon (LPO) Tayini 

      Trombosit membran LPO düzeyleri Beuge ve Aust’un metoduna göre (210) tayin 

edildi. Bu metot, lipit peroksidasyonu yıkım ürünlerinin asidik ortamda 

tiyobarbitürik asitle (TBA) ısıtılması sonucu oluşan pembe renkli kompleksin 532 

nm dalga boyunda verdiği absorbansının spektrofotometrik olarak ölçülmesi 

prensibine dayanır. 

Çözeltilerin Hazırlanması: 

 TBA çözeltisi:  %0,375g TBA ve %15 ‘lik  trikloro asetikasit (TCA) içeren 

çözelti, 0,25 N HCl ile hazırlandı. 

 Standart Hazırlanması: Standart olarak TEP (1,1,3,3 tetraetoksipropan) 

kullanıdı. TEP çözeltisinden 25 µl alınarak 50 ml distile suda çözüldü. 

Çözelti üzerine 0,1 ml 1N’lik HCl ilave edilerek hacmi 100 ml’ye distile su 

ile tamamlandı. Bu hazırlanan stok standart solüsyonu kullanım zamanına 

kadar +4˚C’ de buzdolabında karanlıkta saklandı. Stoktan seyreltmeler 

yapılarak 1-10nmol/ml standart çözeltiler hazırlandı. 
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 Deneyin Yapılışı: 

 

       Hazırlanan tüpler 100˚C ‘de su banyosunda 15 dakika bekletildi. Tüpler 

soğuduktan sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. Pembe renkli üst faz 

alınarak oluşan rengin absorbansı 532 nm dalga boyunda okundu. Örneklerin lipid 

peroksidasyon düzeyleri molar absorbsiyon katsayısı (1,56x10⁵ M
-
¹ cm

-
¹) 

kullanılarak hesaplandı ve MDA eşdeğeri olarak nmol/mg protein şeklinde ifade 

edildi. 

5.7.ROT Tayini 

       Trombositlerde ROT ölçümü Dihidrorodamin 123 (DHR-123) kullanılarak 

ölçülmüştür. DHR-123 normalde floresan saçma özelliğine sahip değildir. 

Membrandan diffüze olarak kolayca geçer ve hücre içinde ROT varlığında Rodamine 

dönüşerek yüksek düzeyde yeşil floresan özellik gösterirr.  

 

Deneyin Yapılışı : 

     Trombositler yüksek glukoz ve kuersetin ile inkübe edilir  ve  inkübasyonun son 

10 dakikasında inkübasyon ortamına 10 µM  konsantrasyonda DHR-123 ilave edildi. 

İnkübasyona devam edildi. inkübasyon sonunda trombositler santrifüj edildi. bir kez 

tampon ile yıkandı. Tamponda süspande edilerek trombosit içinde oluşan Rodamin 

düzeyleri spektroflorometrede (eksitasyon/emisyon: 500nm/536nm) ölçülürek   

floresan yoğunluk  belirlendi. Sonuçlar RFU(relative fluorescence units) /mg protein 

olarak ifade edildi. 

 

 

 Kör Örnek Standart 

Distile Su 0,5 ml - - 

Standart - - 0,5 ml 

Trombosit 

süspansiyonu 
- 0,5 ml - 

TBA çözeltisi 1 ml 1 ml 1 ml 
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5.8. Glikozilasyon (AGE) Düzeylerinin Tayini 

       Trombosit AGE düzeylerinin tayininde ELİSA kit kullanılmıştır. Anti-AGE 

poliklonal antikor bağlı olan kuyucuklar üzerine standart ve protein içeren örnekler 

emdirilir. Bunu takiben HRP konjugat sekonder antikor bağlanır. 450 nm’de 

mikroplaka okuyucunda absorbanslar okunur. 

 

Kit İçindeki Çözeltiler: 

 96 kuyucuklu antikor kaplı  mikroplaka 

 Anti –AGE antikor (1000X) 

 Sekonder antikor (1000X) 

 Örnek seyreltme çözeltisi 

 Yıkama tamponu (10X) 

 Substrat çözeltisi 

 Durdurucu çözelti 

 İndirgenmiş BSA standart (1mg/ml) 

 AGE-BSA standart (1mg/ml) 

 

Çözeltilerin Hazırlanışı: 

 PBS çözeltisi (1X) : 0,145M NaCl ve 0,01 M fosfat tamponu kullanılarak 

10mM’lık PBS pH 7,4 olacak şekilde hazırlandı. 

 Yıkama solüsyonu (1X): 100 ml 10X yıkama solüsyonuna 900 ml deiyonize 

su eklenerek 1X yıkama çözeltisi hazırlandı. 

 Anti-AGE antikor ve Sekonder antikor: 1:1000 oranında örnek seyreltme 

tamponu ile seyreltilerek hazırlandı. 

Deneyin Yapılışı: 

 Standartlar kit önersine göre hazırlandı.  

 100 µL (10µg/mL) protein örnekleri ve AGE-BSA standartları kuyucuklara 

yüklendi ve 37˚C de 2 saat inkübe edildi. 

 Kuyucuklar 2 kez 250 µl PBS ile yıkandı fazla PBS kurutma kağıtıyla alındı. 

 200µl örnek seyreltme solüsyonu her bir kuyucuğa eklendi ve oda 

sıcaklığında 1-2 saat karıştırıcıda bekletildi. 
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 Kuyucuklar 3 kez 250 µl yıkama çözeltisiyle yıkandı. 

 Her bir kuyucuğa 100 µl seyreltilmiş anti-AGE antikor eklendi ve oda 

sıcaklığında karıştırıcıda bekletildi. 

 Kuyucuklar yıkama tamponuyla 3 kez yıkandı. 

 Yıkamadan sonra 100µl seyreltilmiş sekonder antikor eklendi oda 

sıcaklığında 1 saat karıştırıcıda bekletildi. 

 5 kez yıkama çözeltisiyle yıkandı. 

 Oda sıcaklığındaki substrat solüsyonundan 100µl tüm kuyucuklara eklendi ve 

yine oda sıcaklığında 2- 30 dakika bekletildi. 

 Renk istediğimiz seviyeye geldiğinde 100µl reaksiyon durdurucu çözelti 

eklendi  

 450nm de mikroplaka okuyucusunda okuma yapıldı. 

      Sonuçlar standart grafik kullanılarak µg/mg protein cinsinden hesaplandı.  

 

Şekil 27.  AGE-BSA standart grafiği 

 

 

5.9. Nitrik Oksit (NO) Düzeylerinin Ölçümü 

       Biyolojik sıvılarda NO hızla metabolitlerine (nitrit ve nitrata) dönüştüğünden 

NO düzeyleri metabolitlerinin konsantrasyonları üzerinden ölçülebilmektedir. NO 

metabolitlerinin ölçümü için kolorimetrik kit kullanıldı. Yöntemde ilk olarak nitratın 

y = 0,6036x0,5189 
R² = 0,9975 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

0 2 4 6 8 10

4
5

0
 n

m
  

AGE-BSA (µg/ml) 



66 
 

nitrite indirgenmesi için nitrat redüktaz ve NADH kullanılır.  Daha sonra nitrit 

düzeyleri Griess çözeltisi (211) kullanarak ölçülür.   

 

                    

                                         Şekil 28.  NO Metabolitleri  tayini  

 

Kullanılan Çözeltiler: 

 Nitrat Redüktaz 

 Nitrat Redüktaz tamponu 

 NADH 

 Nitrat Standardı 

 Renk Solüsyonu 1 

 Renk Solüsyonu 2 

Çözeltilerin Hazırlanması: 

 Nitrat Standardının Hazırlanması: Kit içerisinde hazır olarak bulunan  nitrat 

standardı +4 ˚C ‘de muhafaza edildi. Farklı  konsatrasyonlarda seyreltmeler 

yapılarak standart hazırlandı. 

 Nitrat Redüktaz (NR): Nitrat Redüktaz, 1ml Nitrat Redüktaz tamponu ilave 

edilerek 20 dakika aralıklarla (0., 10.,20. Dakikalarda) karıştırılarak 1U/µl 

olacak şekilde hazırlandı. 

 NADH: 2mM‘lık NADH çözeltisi deiyonize su kullanılarak hazırlandı.  

 NO ölçümünde deiyonize su kullanıldı. 
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Deneyin Yapılışı: 

 Standartlar kitin önerdiği şekilde hazırlandı. Deney 96 kuyucuklu mikro 

plakalarda yapıldı. Her bir kuyucuğa 85 µl örnek ve 85 µl standart çözeltileri 

konuldu. Sonra tüm kuyucuklara 10’ar µl Nitrat Redüktaz ve 2mM NADH  

20 dakika oda sıcaklığında ilave edilerek karanlıkta bekletildi. 50 µl renk 

reaktifi 1, ardından da renk reaktifi 2 konularak 5 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. Örneklerin absorbansları 540 nm’de mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak belirlendi. Sonuçlar nitrit standart grafiği kullanılarak belirlendi 

ve µmol/mg protein olarak ifade edildi. 

 

 

                                              Şekil 29.  Nitrit standart grafiği.  

 

5.10. Nitrotirozin (NT) Düzeylerinin Tayini  

 

       NT düzeylerinin tayini için ELISA kit kullanıldı. Antijen –Antikor reaksiyonuna 

dayanan bu testte monoklonal antikorlarla kaplı mikro kuyucuklara varsa örnekteki 

antijenler bağlanır. Daha sonra bu antijen antikor kompleksine sırasıyla anti 

nitrotrozin antikoru ve bunu takiben HRP konjugatlı sekonder antikor eklenir.  Son 

olarak reaksiyon durdurucu çözelti konularak reaksiyon sonlandırılır. Mikroplaka  

okuyucusunda 540 nm’de absorbanslar okunur. 
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Kit İçindeki Çözeltiler: 

 Nitrotrozin kaplı 96’lık mikroplaka 

 Anti-Nitrotrozin Antikor 

 Sekonder Antikor 

 Örnek seyreltme tamponu 

 Yıkama Tamponu (10X) 

 Substrat çözeltisi 

 Durdurucu çözelti 

 Nitrat-BSA standartı (1mg/ml) 

 

Çözeltilerin Hazırlanışı: 

 Yıkama çözeltisinin hazırlanışı 1X: 10X yoğunluktaki 100 ml yıkama 

çözeltisine 900 ml deiyonize su eklenerek 1X yıkama çözeltisi elde edildi. 

 Anti-Nitrotrozin Antikor ve Sekonder Antikor hazırlanışı: Örnek seyreltme 

çözeltisi kullanarak 1:1000 oranında seyreltme yapılarak hazırlandı. 

 

Deneyin Yapılışı: 

  Standarlar kit önerisine göre hazırlandı.  

 Antikorla kaplı olan mikroplaka kuyucuklarına 50 µL örnek ve 50 µL 

standart yüklendi ve oda sıcaklığında 10 dakika karıştırıcı da bekletildi. 

  Örnek ve standartlar üzerine 50 µL seyreltilmiş anti-nitrotrozin antikoru 

eklendi yine oda sıcaklığında 1 saat karıştırıcıda bekletildi. 

 Antikorla bekletme işleminden sonra her bir kuyucuk 250 µL yıkama 

çözeltisiyle 3 kez yıkama yapıldı 

 Hafif kurulama işleminden sonra 100 µL seyreltilmiş sekonder antikor 

eklendi ve oda sıcaklığında 1 saat karıştırıcıda bekletildi. 

 Sekonder antikordan sonra tekrar yıkama çözeltisiyle 3 kez yıkandı. 

 Son olarak 100 µL substrat çözeltisi eklendi ve oda sıcaklığında karıştırıcıda 

2-30 dk arasında bekletildi. 

 Reaksiyonu sonlandırmak amacıyla 100 µL reaksiyon durdurucu çözelti 

eklendi. 
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 450 nm‘de mikroplaka okuyucuda absorbanslar okundu. 

       Sonuçlar uygun standartın absorbansı kullanılarak nmol/mg protein olarak 

hesaplandı. 

 

5.11.Sitokrom c Düzeyi Tayini 

      Sitokrom-c düzeylerinin ölçümünde ELİSA kit kullanıldı. Antijen–antikor 

reaksiyonuna dayanan bu test sitokrom-c düzeylerinin nicel olarak belirlenmesi 

esasına dayanır. Antikorla kaplı olan mikro kuyucuklara varsa numunedeki antijen 

bağlanır ve sırasıyla enzimle işaretli konjugat bunu tanıyan sekonder bir antikor 

substrat ve durdurucu çözelti eklenir. Mikroplaka okuyucusunla 450 nm de 

absorbansları okunur.   

 Kit İçeriği 

 Monoklonal antikor bağlı 96 kuyucuklu mikroplaka 

 Biotin bağlı birincil antikor  

 Streptavidin –HRP konjugat   

 Sitokrom c standart çözeltisi 

 Seyreltme  çözeltisi 20X 

 Yıkama çözeltisi 20X 

 Substrat 

 Reaksiyon durdurucu çözelti 

Çözeltilerin Hazırlanması: 

 Yıkama çözeltisi (1X): 50ml 20X yıkama çözeltisi son hacmi 1000ml olan  

distile su içerisinde çözülerek hazırlandı. 

 Seyreltme  çözeltisi (1X): 5 ml 20X örnek tamponu son hacmi 100 ml olan 

distile su içinde çözülerek hazırlandı. 

 Biotin bağlı konjugat: 1: 100 oranında seyreltme çözeltisiyle kullanılmadan 

30 dakika önce hazırlandı. 

 Streptavidin-HRP : 1:200 oranında seyreltme çözeltisi kullanarak hazırlandı. 
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Deneyin Yapılışı: 

 Standartlar kit önerisine göre hazırlandı.  

  Deney aşağıdaki şekilde yürütüldü. Sonuçlar ng/mg protein olarak ifade 

edildi. 

 Kör Standart Numune 

Örnek - - 100µl 

Standart  100µl  

Seyreltme 

Solüsyonu 

100µl   

Biotin bağlı 

Birincil Antikor 

 

50 µl 50 µl 50 µl 

2 Saat Oda sıcaklığında inkübasyon yapıldı. 

İnkübasyon sonrası 3 kez yıkama tamponu ile yıkama yapıldı 

 

Streptavidin- HRP 
 

100 µl 100 µl 100 µl 

1 Saat Oda sıcaklığında inkübasyon yapıldı. 

İnkübasyon sonrası 3 kez yıkama tamponu ile yıkama yapıldı 

 

Substrat 100 µl 100 µl 100 µl 

10 dakika oda sıcaklığında karanlıkta bekletildi. 

Durdurucu 

Solüsyon 

100 µl 100 µl 100 µl 

2-8˚C soğukta bekletildi. 

ELİSA okuyucu da 450nm’de absorbansları okundu. 

 

 



71 
 

  

Şekil 30.  Sitokrom-c standart grafiği 

5.12.Hücre İçi Kalsiyum Düzeyinin Tayini 

Kit Prensibi: 

       Hücre içi kalsiyum düzeylerinin tayini için ticari kit kullanıldı. Yöntem floresan 

temelli reaktif olan Flo-8 NW’nin  kalsiyum yoluyla G proteini ile bağlanmış 

reseptör ihtiva eden hücrelerin membranına çapraz olarak bağlanmasıyla başlar. Bu 

floresan reaktif büyük ölçüde kalsiyum bağlanması üzerine geliştirilmiştir. Hücreler 

agonist ile uyarıldığında Flo-8 NW reseptöründe artış meydana gelmesi hücre içi 

kalsiyum salımının arttığını göstermektedir. 

Kit İçeriği: 

 Komponent A: Fluo-8 NW 

 Komponent B: 10X pluronik F127 

 Komponent C: HHBS (20mM HEPES) 

Çözeltilerin Hazırlanması: 

 Çalışma tamponu (1X): 9 ml komponent C ve 1 ml komponent B alındı ve 

1X çalışma tamponu hazırlandı. 

 Boya çözeltisinin hazırlanışı: 10 ml çalışma tamponu içerisinde 10µl Fluo-

8NW boya çözüldü. 
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Deneyin Yapılışı: 

       Trombositler çalışma tamponunda (250 µl) süspande edildiler. Yukarıda 

trombosit inkübasyonlarında bahsedildiği gibi glukoz ve kuersetin ilave edildikten 

sonra en son boya çözeltisi ilave edilerek 45 dakika inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrası trombositler bir kez yıkandı. Tekar tamponda süspanse edeilerek 

200 µl alınarak mikrokuyucuklara kondu ve Ek/Em 490/525 nm dalga boylarında 

spektroflorometre kullanılarak hücre içi kalsiyum değerleri ölçüldü.  Sonuçlar 

RFU/mg protein şeklinde ifade edildi. 

5.13. Kaspaz -3 Düzeylerinin Ölçülmesi 

      Kaspaz-3 akitivitesi tayini için  kolorimetrik kit kullanıldı. Yöntem, kaspaz-3’ün 

substratı olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVDpNA) 

kromofor p-nitroanilinin (pNA) serbestleşmesinin spektrofotometrik olarak ölçümü 

esasına dayanmaktadır.   

 

Kit İçerisindeki Çözeltiler: 

 Hücre patlatma solüsyonu 

 2X Reaksiyon tamponu 

 4mM Substrat 

 Örnek Seyreltme Tamponu 

  1M Dihiotreitol (DTT) 

Deneyin Yapılışı: 

 Öncelikle hücre patlatma tamponu, örneklerle inkübe edildi. Daha sonra 

karışım 10.000g ‘de 5 dakika santrifüj edildi. 

 Elde edilen süpernatant konsantrasyonu 50-200 µg protein içerecek şekilde 

kuyucuklara yerleştirilir. 

 Her bir kuyucuğa  50 µl  2X reaksiyon tamponu (10 µl 1M DTT ve 1ml 2x 

reaksiyon tamponu eklenerek 10mM’lık reaksiyon tamponu hazırlandı.) 

eklendi. 

 Son konsantrasyonu 200 µM olan substrattan her bir kuyucuğa 5 µl eklendi 

ve 37˚C de 2 saat karanlıkta inkübe edildi. 
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 Reaksiyon sonunda serbestleşen pNA’nın absorbansı mikroplaka okuyucusu 

kullanılarak 405 nm’de ölçüldü.  

 

      Sonuçlar 1 saatlik inkübasyon sonucu açığa çıkan mg protein başına kat artışı 

olarak ifade edildi. 

5.14. Trombositlerde Bax ve Bcl-2 Protein Düzeylerinin Western Blot Yöntemi        

ile Belirlenmesi 

 

Hazırlanan Çözeltiler: 

 4X yığınlama jeli çözeltisi: 0,5M Tris, %0,4SDS, pH:6,8 

 4X ayırma jeli çözeltisi: 1,5M Tris ,%0,4 SDS, pH:8,8 

 %30 Akrilamit-bis çözeltisi 

 %10 Amonyum persülfat çözeltisi(APS) 

 %10 SDS çözeltisi 

 TEMED 

 2X örnek yükle tamponu: %4 SDS,%20 gliserol,%10 β merkapto etanol, 

%0,004 bromfenol mavisi ve 0,125M Tris HCL,pH:6,8 

 Elektroforez yürütme çözeltisi: 5mM Tris, 38,4mM Glisin, %0,1 SDS 

 Transfer  çözeltisi:5mM Tris, 38,4 mM Glisin,%15 Metanol 

 Ponceau S çözeltisi:0,5gr Ponceau S ,%0,1 asetik asit içinde çözülür. 

 Bloklama çözeltisi:%3 yağsız süt tozu 

 TBS çözeltisi: 20mMTris, 154mM NaCl 

 TBST çözeltisi: 20mMTris, 154mM NaCl,%0,1 Tween 20 

 Primer antikor (1:500) : β-aktin (sc 47778), Bax (sc-493), Bcl-2 (sc-7382) 

 Sekonder antikor (1:1000): Biotin bağlı anti-mouse IgG1, Biotin bağlı anti-

rabbit IgG, (SA-AP konjugatlı) 

 Görüntüleme solüsyonu 
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Deneyin Yapılışı: 

Trombosit pelletleri hücre patlatma tamponu kullanılarak buz içerisinde 

ultrasonikatörde patlatıldı. 12.000xg de 4°C de santrifüj edilerek üst fazda Western 

Blot çalışmaları kullanıldı. 

Tablo 12. Yığınlama ve Ayırma Jelinin Hazırlanışı 

MADDE %4’lük Yığınlama Jeli %10’luk Ayırma Jeli 

4X yığınlama çözeltisi 0,625ml - 

4X ayırma çözeltisi - 1,25ml 

%30 Akrlamit-bis 0,335ml 1,65ml 

%10 SDS 100µl 100µl 

Distile su 1,55ml 2,05ml 

APS 25 µl 50 µl 

TEMED 5 µl 10 µl 

        Jeller hazırlanıp camlar arasında polimerleşmesi sağlandıktan sonra tanka 

yerleştirildi. İçerdikleri protein miktarları tespit edilen örnekler 1:1 oranında  

hazırlanan örnek yükleme tamponu ile 5 dakika 95°C  kaynatıldı. Her kuyucuğa 25 

µg/ml oranında protein içeren numuneler yüklendi. Bir kuyuya da 5 µl standart 

yüklendi. Elektroforezde numuneler ilk önce 180V, 1 saat yürütüldü. Elektrofez 

sonrasında jeldeki proteinlerin membrana geçmesi için yarı kuru sistemle 

immunoblotting yapıldı. Nitro selüloz membran transfer çözeltisi ile ıslatılmış 

blotlama kağıdının üzerine yerleştirildi. Membran üzerine jel dikkatlice 

yerleştirilerek blotlama işlemi 10V’ da 1 saat gerçekleştirildi. Proteinlerin 

nitrosellüloz membrana transferinden sonra, Ponceau S boyaması yapılarak 

proteinlerin membrana transfer olup olmadığı kontrol edildi. Ardından membran 2 

saat süre ile oda ısında % 3’lik yağsız süt tozu ile bloklandı. Membran, TBS-T ile 3 

defa 10 dakika yıkanarak primer antikor ile 4°C’de gece boyu inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında TBS-T ile 3 kez 10 dakika yıkandı. Membran, sekonder 

antikorla oda sıcaklığında karıştırıcı üzerinde 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon 

sonrasında TBS-T ile 3 kez 10 dakika yıkandı. Ardından kemilüminesans substrat 

içeren çözelti ile  5 dakika karanlıkta inkübe edildi. Sonra görüntü alınarak 

dansitometrik analiz yapıldı. Western Blot sonuçlari  β- aktine oranlanarak ifade 

edildi. 
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5.15.  Protein Tayini  

       Örneklerin protein içerikleri Warburg-Christian (280/260 nm absorbsiyonu) 

yöntemine göre (212) nanodrop kullanılarak belirlendi.   

 

5.16. Trombosit Agregasyon Çalışmaları 

       Trombosit aggregasyon çalışmaları için ayrı inkübasyonlar yapıldı. Agregasyon 

çalışmaları için yıkanmış trombosit yerine PRP kullanıldı. Trombosit agregasyonu 

“Chrono-log platelet agregometre” cihazı  kullanılarak optik yöntemle ölçüldü. Bu 

amaçla Sağlıklı 19-25 yaş arası gönüllü kişilerden 10 ml sitratlı kan (1:9) alındı. Kan 

örnekleri iki saat içinde değerlendirildi. 1100 rpm’de  5-8 dakika santrifüj edilen 

kandan PRP, 3500 devirde 10 dakika santrifüj edilerek de trombositten fakir plazma 

(PPP) elde edildi. 

        İlk olarak cihazın PPP  ve PRP kullanılarak cihazın kalibrasyonu yapıldı. 

Agonist (kollajen) PRP’ye ilave edildi. PRP içine kollajen konduğunda süspanse 

trombositler hızla aggrege olmaya başlar ve plazma içerisinde gittikçe büyüyen 

agregatlar oluşur. Optik geçirgenlik gittikçe azalır, oluşan yoğunluk artışı bir eğri 

gösterir. Bu eğriler kullanılarak sonuçlar değerlendirilir. Kontrol tüpünü takiben 25 

mM glukoz, 25mM glukoz+kuersetin tüpleri hazırlanarak 5 dakikalık inkübasyon 

sonrası trombosit aggregasyonu izlendi. Ayrıca kollajen ilave edilmeden de  25mM 

glukoz, 25mM glukoz+kuersetin  ilave edilerek de trombosit agregasyonu takip 

edildi. Trombosit agregasyon değerleri % agregasyon olarak ifade edildi. 
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5.17. İstatistiksel Analiz: 

      İstatistik analiz yönteminin seçimi ve uygunluğunun tesbiti için değişkenlerin 

normal dağılımlarının sağlanıp sağlanmadığı öncelikle araştırıldı ve Graphpad Prism 

4 istatistik programı analiz için kullanıldı.  

      İstatistiksel analizde gruplar arasındaki farkın karşılaştırılması için nonparametrik 

Wilcoxon Matched Pairs Test kullanıldı. Analizlerde 0.05’in altında p değeri 

istatistiksel  olarak anlamlı kabul edildi. Dinlenme halindeki trombosit deney gruplar 

kendi içinde ve aktive trombosit aktive trombosit deney grupları kendi içinde 

istatistiksel olarak analiz edilmiştir. Dinlenme hali ve aktive trombosit grupları 

birbirleriyle karşılaştırılmamıştır. 
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6.BULGULAR 

6.1.Yüksek Glukozun  Trombosit Agregasyonuna Etkisi  

      Agregasyon çalışmaları için gönüllülerden alınan kanlardan elde edilen PRP 

kullanıldı. PRP içeren tüplere 5mM ve yüksek glukoz düzeyi olarak belirlediğimiz 

25mM glukoz ilave edildi ve trombositler 5 dakika  inkübasyona bırakıldı. Daha 

sonra kollajenle uyarılmış trombositlerde  % agregasyon düzeyleri incelendi. 

      Tablo 13.  Yüksek glukozun  trombosit aggregasyonuna etkisi 

Gruplar 

(n=6) 

% Agregasyon 

Ort ±SD 

Glukoz (5mM) 38.7± 2.9 

Glukoz (25mM) 41.9± 2.2* 

Glukoz (5mM)+ Kuersetin  35.3± 4.9 

Glukoz (25mM)+Kuersetin 34.3 ±3.46
+
 

* p<0,05 glukoz(5mM)’e göre,     
+
p<0,05  glukoz(25mM)’ a göre 

     Tabloda da görüldüğü gibi kollajenle uyarılmış trombositlerde 25mM glukozlu 

inkübasyon 5mM glukoza göre trombosit aggregasyonunda anlamlı artışa (p<0,05)  

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

artan trombosit agregasyonunu baskıladı(p<0,05).   
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Şekil 31.  Kollajenle uyarılmış trombositlerde % agregasyon düzeyleri  

 

6.2.Yüksek Glukozun trombositlerde ROT düzeylerine etkisi   

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

inkübasyonu kontrol grubuna göre ROT düzeylerinde anlamlı bir değişikliğe neden 

olmadı. Ancak kuersetin ilavesi ROT düzeylerini 5mM ve 25mM glukoz 

inkübasyonlarında anlamlı olarak azalttı (p<0,05). Kollajen ile aktive trombositlerde 

ise 25mM glukoz ile inkübasyon trombosit ROT düzeylerini 5mM glukoza göre 

anlamlı olarak artırırken (p<0,05),  antioksidan etkili kuersetin hem kontrol hem de  

25mM glukoz konsantrasyonlarındaki  ROT düzeylerinin anlamlı olarak  azalmasına 

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

Gruplar 

(n=7) 

ROT (RFU/mgprotein ) 

Ort ±SD 

Dinlenme Halinde  

Glukoz (5mM) 6565±1390 

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 
+
 

*, #
p<0,05 Glukoz(5mM)’e göre,    

 +
 p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 

 

Şekil 32.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde ROT düzeyleri 

 

 6.3.Yüksek Glukozun trombositlerde LPO düzeylerine etkisi   

      Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkübasyonu kontrol 

grubuna göre LPO düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden olurken 

(p<0,01), kuersetin ilavesi LPO düzeylerini 25mM glukoz düzeylerine göre  anlamlı 
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bir değişme olmadı. Kollajen ile aktivasyon sonrası da 25mM glukoz ile trombosit 

LPO  düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0,001).  Kuersetin ilavesi 

5mM ve 25mM glukoz konsantrasyonunundaki  LPO düzeylerinin anlamlı olarak  

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

Tablo 15.  Trombosit LPO düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

LPO (nmol/mg protein) 

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 göre,    * p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 

 

 

Şekil 33. Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde LPO düzeyleri 
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6.4.Yüksek Glukozun trombositlerde AGE  düzeylerine etkisi   

      Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkübasyonu kontrol 

grubuna göre AGE düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden olurken 

(p<0,05), kuersetin ilavesi AGE düzeylerini 25mM glukoz düzeylerine göre  anlamlı 

olarak azalttı.(p<0,05). Kollajen ile aktivasyon sonrası da  25mM glukoz ile 

trombosit AGE  düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0,05).  

Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda AGE düzeylerinin anlamlı olarak 

azalmasına neden oldu.(p<0,05). 

Tablo 16. Trombosit AGE düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

AGE (µg/mg protein) 

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 göre,      
+
 p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 
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Şekil 34.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde AGE düzeyleri. 

6.5.Yüksek Glukozun trombositlerde NO  düzeylerine etkisi   

        Tabloda görüldüğü gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile 

inkübasyonu kontrol grubuna göre NO düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadı, kuersetin ilavesi NO düzeylerini 25mM glukoz 

düzeylerine göre  anlamlı olarak değiştirmedi. Ancak 5mM glukozla inkübe edilen 

trombositlerde kuersetin NO üretiminde anlamlı artışa neden oldu (p<0,05). Kollajen 

ile aktivasyon sonrası da  25mM glukoz ile trombosit NO  düzeyleri 5mM glukoza 

göre anlamlı olarak arttı (p<0,05).  Kuersetin ilavesi hem 5mM hem de 25mM 

glukoz konsantrasyonlarındaki NO düzeylerinin anlamlı olarak artışına  neden 

oldu.(p<0,05). 

                                 Tablo 17.  Trombosit NO düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

NO (µmol/mg protein) 

Ort ±SD 

Dinlenme Halinde  

Glukoz (5mM) 9,77±1,90 

Glukoz (25mM) 10,42±2,08 

Glukoz (5mM)+ Kuersetin  12,22±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 göre,     
+ 

p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 

 

Şekil 35.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde NO düzeyleri 

 

6.6.Yüksek Glukozun trombositlerde Nitrotirozin (NT)   düzeylerine etkisi   

      Tablo 18 görüldüğü gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile 

inkübasyonu kontrol grubuna göre NT düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

artışa neden olurken (p<0,05), kuersetin ilavesi NT düzeylerini 25mM glukoz 

düzeylerine göre  anlamlı olarak azalttı. Kollajen ile aktivasyon sonrası da  25mM 

glukoz ile trombosit NT  düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0,05).  

Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonunda NT düzeylerinin anlamlı olarak  

azalmasına  neden oldu (p<0,05). 

                  Tablo 18. Trombosit Nitrotirozin  düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Nitrotirozin 

(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 172,24±54,43 
+
 

 ,
b
 p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 

 

 

Şekil 36.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde NT düzeyleri 

 

 6.7.Yüksek Glukozun trombositlerde hücre içi kalsiyum düzeylerine etkisi   

     Tabloda görüldüğü gibi dinlenme halindeki trombositlerin 5mM ve 25mM glukoz 

ile inkübasyonlarında hücre içi kalsiyum düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişiklik görülmemiştir. Kollajen ile aktivasyon sonucu trombositlerde 25mM 

glukoz ile inkübasyonda kontrol grubuna göre anlamlı bir artışa rastlanmaktadır. 

(p<0,05). Kuersetin ilavesi ise 25mM glukoz konsantrasyonunda anlamlı bir 

azalmaya neden oldu (p<0,05). 
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Tablo 17. Trombosit Ca
2+

  düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Ca
2+

 (RFU/mg protein) 

Ort ±SD 

Dinlenme Halinde  

Glukoz (5mM) 3395±821 

Glukoz (25mM) 3301±972 

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
+
 

*p<0,05 Glukoz(5mM)’e göre,     
+
p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 

 

 

Şekil 37.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde hücre içi 

kalsiyum düzeyleri 
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6.8.Yüksek Glukozun trombositlerde kaspaz-3 aktivitesine etkisi   

       Dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile inkübasyonu kontrol 

grubuna göre kaspaz 3 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden 

olmazken, kuersetin ilavesi de kaspaz-3 düzeylerini 25mM glukoz düzeylerine göre  

anlamlı olarak değiştrimedi. Kollajen ile aktivasyon sonrası da  25mM glukoz ile 

trombosit kaspaz-3  düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak arttı (p<0,05).  

Kuersetin ilavesi 25mM glukoz konsantrasyonlarındaki  kaspaz-3 düzeylerinin 

anlamlı olarak  azalmasına  neden oldu (p<0,05). 

 

Tablo 20. Trombosit kaspaz-3  düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Kaspaz-3 (kat artışı) 

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 göre,    
+
 p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 
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Şekil 38.  Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde kaspaz-3 

düzeyleri 

6.9.Yüksek Glukozun trombositlerde sitozolik sitokrom c düzeylerine etkisi   

      Tablo 21’de görüldüğü gibi dinlenme halindeki ve aktive trombositlerin 25mM 

glukoz ile inkübasyonu kontrol grubuna göre sitozolik sitokrom c düzeylerinde 

istatistiksel olarak anlamlı bir değişikliğe neden olmadı, kuersetin ilavesi de sitozolik 

sitokrom c düzeylerini de anlamlı olarak etkilemedi. 

Tablo 21. Trombosit sitokrom c düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Sitokrom c (ng/ml protein) 

(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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Şekil 39. Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde Sitokrom-c  

düzeyleri 

6.10.Yüksek Glukozun trombositlerde Bcl-2 düzeylerine etkisi   

      Trombosit inkübasyonları sonucu elde edilen bir örneğe ait Western Blot bantları 

aşağıda resimde görülmektedir. Bantların Bcl-2/β-aktin oranı analiz sonuçları tabloda  

gösterilmiştir. 

Tablo 22. Trombosit Bcl-2 düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Bcl-2/ β- aktin 

(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 göre,     
a,
 p<0,05 Glukoz(25mM)’e göre 



89 
 

      Tablo 22’de  görüldüğü gibi dinlenme halindeki trombositlerin 25mM glukoz ile 

inkübasyonu kontrol grubuna göre Bcl-2 düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadı, kuersetin ilavesi de Bcl-2  düzeylerini de anlamlı olarak 

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

düzeyleri 5mM glukoza göre anlamlı olarak azaldı. (p<0,05).  Kuersetin ilavesi 

25mM glukoz konsantrasyonda  Bcl-2 düzeylerinin anlamlı olarak  artışına  neden 

oldu.(p<0,05). 

 

Şekil 40. Bir örneğe ait β-aktin , Bcl-2 Western Blot görüntüleri (1-Glukoz (5 mM), 2- 

Glukoz (25mM), 3- Glukoz (5mM)+ Kuersetin 4- Glukoz (25mM)+Kuersetin)   

 

 

Şekil 41. Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde Bcl-2 / β - aktin 

düzeyleri 
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6.11.Yüksek Glukozun trombositlerde Bax düzeylerine etkisi   

       Trombosit inkübasyonları sonucu elde edilen seçilmiş örneğe ait Western Blot 

görüntüleri  aşağıda görülmektedir. Bantların Bax/β-aktin oranı analiz sonuçları 

tabloda  gösterilmiştir. Dinlenme halindekive aktive trombositlerin 25mM glukoz ile 

inkübasyonu kontrol grubuna göre Bax düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 

değişikliğe neden olmadı, kuersetin ilavesi de Bax  düzeylerini de anlamlı olarak 

etkilemedi.  

 

Tablo 23. Trombosit Bax düzeyleri  

Gruplar 

(n=7) 

Bax/ β - aktin 

(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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Şekil 42. Bir örneğe ait β-aktin, Bax Western Blot görüntüleri (1-Glukoz (5 mM), 2- 

Glukoz (25mM), 3- Glukoz (5mM)+ Kuersetin 4- Glukoz (25mM)+Kuersetin)   

 

 

 

Şekil 43. Dinlenme halinde  ve kollajenle uyarılmış trombositlerde Bax / β - aktin 

düzeyleri 
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7.TARTIŞMA VE SONUÇ 

        DM, hiperglisemi ile karakterize edilen, karbonhidrat, protein ve lipit 

metabolizmalarının bozukluğu ile seyreden, kronik ve ilerleyici bir hastalıktır (2). 

DM’li hastalarda hiperglisemi ile ilişkili olarak kan hücrelerinde yapısal, fonksiyonel 

ve sayısal değişiklikler meydana geldiği gösterilmiştir (213,214).  DM’li hastalarda 

özellikle son yirmi yılda tekniğin de ilerlemesi sayesinde trombositlerde de meydana 

gelen değişiklikleri araştıran birçok çalışma yapılmıştır. Glukoz verilen hastalarda 

trombosit yapışkanlığının arttığının gösterilmesi ile DM’li hastaların trombositlerinin 

stimülan ajanlara karşı hassas olduğu ve sağlıklı insanlara göre trombosit 

aktivasyonunun arttığı tespit edilmiştir.(215,216) 

      Trombosit aktivasyonunun artması, sebebi ne olursa olsun birçok doku ve organa 

zarar vermektedir. Trombosit aktivasyonu sonucu; trombosit adezyon, agregasyon ve 

sekresyonunda artış ve tromboz oluşumu, sitotoksik reaktif oksijen radikallerinin 

oluşumu, trombosit ve endotel kaynaklı büyüme faktörlerinin artmış salınımı, 

endotelyal disfonksiyon ve vasküler düz kas proliferasyonu gerçekleşebilir (217). 

        Bu çalışmada yüksek glukozun trombositlerde oksidatif/nitrozatif strese ve 

özellikle mitokondriyal apoptoza etkisi dinlenme halinde ve aktive trombositlerde 

incelenmiştir. İnkübasyon süresi trombositlerin in vitro şartlarda yaşam süreleri 

dikkate alınarak 45 dakika olarak belirlenmiştir.  Ayrıca ROT’ların oksidatif stres ve 

apoptoz oluşumundaki rolünü belirleyebilmek için de güçlü bir antioksidan olan 

(süperoksit radikal baskılayıcısı) kuersetin kullanılmıştır. Çalışmamızda trombosit 

aktivasyon ajanı olarak ise kollajen kullanılmıştır. Kollajen, subendotelyumun en 

trombojenik bileşenidir (218).  Damar hasarını takiben trombosit aktivasyonunu 

uyarmakta ve alt bir tabaka oluşturulmasını sağlamaktadır (219,220).  Kollajen,  

GPVI ve integrin α₂β₁ reseptörlerini uyararak trombosit aktivasyonunu sağlar (221). 

       Kanda uzun süreli hiperglisemi ile seyreden DM’nin, trombositlerin 

aktivasyonuna neden olduğu bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda diyabetik hastaların 

diyabet olmayan hastalara göre trombositlerinde farklılıklar olduğu gözlenmiştir 

(222). Diyabetik hastalarda kontrol grubuyla yapılmış karşılaştırmalı çalışmalarda 

trombosit ortalama çapının arttığı gösterilmiştir (223,224,225). Ortalama trombosit 
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hacminin, trombosit fonksiyon ve aktivasyon göstergesi olması yanında, trombosit 

hiperaktivayonu artmış TxA2 ve/veya azalmış prostasiklin düzeyine de yol 

açmaktadır (226). Büyük trombositler daha reaktiftirler, daha fazla protrombotik 

faktör üretirler ve daha kolay yapışırlar (227).  Bu trombositlerden salgılanan artmış 

TxA2 hem bir vazokonstriktördür hem de trombosit agregasyonunu kolaylaştıran bir 

maddedir (228) . 

       Çalışmamızda yüksek glukozun trombosit aggregasyonuna olan etkisi yıkanmış 

trombositler yerine PRP’de çalışılmıştır. Yapılan diğer çalışmalara paralel olarak 

yüksek glukozun trombosit agregasyonunu artırdığı gözlenmiştir (215,216). 

Kuersetin bu artışı inhibe etmektedir. 

        Hipergliseminin,  kolajen ile birlikte insan trombositlerinde mitokondriyal ROT 

(mROT) üretimini arttırdığı da bilinmektedir. Hiperglisemi kaynaklı mROT üretimi 

artışının trombositlerin agregasyonuna neden olduğu gösterilmiştir. Bu çalışmalarda 

diyabetik hastalarda araşidonat yolunun aktive olduğu ve TxA₂ düzeyinde de artış 

olduğu gösterilmiştir (229,230,231,232). Bizim çalışmamızda da yüksek glukoz 

konsantrasyonlarında trombositlerde ROT üretiminin arttığı gözlenmiştir. Bu artış 

özellikle aktive trombositlerde belirgindir.   Yine yapılan çalışmalarda (231,232) 

bizim çalışmamızda da görüldüğü üzere kuersetin, hiperglisemi durumunda ve 

kollajenle uyarılmış trombositlerde agregasyonu ve ROT oluşumunu  inhibe 

etmektedir. Yüksek glikozun hücrelerde serbest radikal oluşturan kaynaklardan biri 

olan ve trombositlerde de bulunan NADPH oksidaz enzimini aktive ederek enzim 

kaynaklı süperoksit anyonu ve H₂O₂ gibi maddelerin salımına ve ROT üretimine yol 

açtığı gösterilmiştir (232). Hiperglisemik sıçanlarda yapılan deneylerde kuersetinin 

NADPH oksidaz enziminin aktivitesini azalttığı ve endotel disfonksiyonu önlediği 

gösterilmiştir (232,233,234,235). 

        Yüksek glukoz varlığında proteinler nonenzimatik olarak glikozillenerek ileri 

glikozilasyon ürünlerini (AGE) oluşturabilirler. AGE’ler, endotelin-1 aracılığıyla 

vazokonstriksiyonu arttırarak endotel hasarına yol açtığı gibi, kompleks 

biyokimyasal mekanizmalarla serbest radikal üretebilme kapasitesine de sahiptirler.  

AGE’ler, reseptör aracılı mekanizma ile serbest radikal üretimini uyarabildikleri gibi,  

artmış serbest radikallerde hücre içi AGE oluşumuna katkıda bulunabilirler (236). 
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Giardino ve arkadaşları (19), hücre içi AGE oluşumu ile lipid peroksidasyonu 

arasında sıkı bir ilişki olduğunu,  lipid peroksidasyonunun önlenmesi ile AGE 

oluşumunun da önlendiğini bildirmişlerdir. Yapılan çalışmalarda AGE ve serbest 

radikallerin, PKC’yi aktive ettiği gösterilmiştir. Aktive olan PKC’nin, vasküler kan 

akımını, damar geçirgenliğini, hücre dışı matriks bileşenlerini ve hücre büyümesini 

etkileyerek vasküler komplikasyonların patogenezinde rol aldığını öne sürmektedir 

(237,238,239,240,241).  Mitokondriyal ROT üretimi  ile artan glikoproteinler  hücre 

fonksiyonlarını  zıt yönde etkileyebildikleri gibi  AGE ürünleri reseptörlerini 

(RAGE) aktive de edebilirler. RAGE aktivasyonunun da  ezimatik süperoksit 

üretimini artırdığını gösterilmiştir.  Artmış süperoksit anyon üretimi heksozamin 

yolunu aktive eder ki bu yolda protein kinaz aktivasyonu ile  NOS aktivasyonunu 

bozabilmektedir (242).  

       Diyabetik kişilerin trombosit proteinlerinin non enzimatik olarak glikozillenmesi 

sonucu   trombosit membran akışkanlığının azaldığı ve agonistlere karşı daha hassas 

oldukları bildirilmektedir (147,148,149). Çalışmamızda in vitro olarak glukozla 

trombositlerin inkübasyonu kontrol grubuna göre dinlenme ve aktive haldeki 

trombositlerde AGE düzeylerinin artışına neden olmuştur.  Kuersetin  ise daha önce 

yapılan çalışmada da (243) gösterildiği gibi  AGE ürünlerini  anlamlı olarak 

azaltmıştır. Kuersetin tarafından AGE oluşumunun baskılanması AGE oluşumunda 

ROT’lerinin rolünün olduğunun göstergesidir. AGE oluşumunda özellikle süperoksit 

radikalinin etkili olduğu ve glikolitik enzim gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenazı 

(GAPDH) inhibe ederek glikozilasyonu artırdığı bildirilmektedir (244).  

      Çalışmamızda yüksek glukozun dinlenme ve aktive haldeki trombositlerde ROT 

üretimine ve AGE ürünleri oluşumu etkisi yanında lipit peroksidasyonu üzerine 

etkisi de incelenmiştir. Trombosit membranı yüksek düzeyde doymamış yağ asitleri 

içerir ve bu nedenle hücresel komponentleri peroksidasyona açıktır. ROT’lar 

tarafından lipid peroksidasyonunun indüklenmesi hücrelerde yapısal fonksiyonel 

değişikliklere ve hücresel yaşlanmaya neden olabilmektedir (244).  Giardino ve ark.  

(237) çalışmalarına paralel olarak bizim çalışmamızda da ROT ve AGE üretimi 

yanında özellikle aktive trombositlerde LPO ‘nun arttığı gözlenmiştir. Bu artış aktive 

trombositlerde  kuersetin ile baskılanmıştır. 
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      Hipergliseminin endotel kaynaklı NO’in biyoyaralanımını azalttığı gösterilmiştir.  

Benzer şekilde diabetik kişilerde endotel  bağımlı vazodilatasyonun da azaldığı 

bildirilmektedir. Hipergliseminin endotel hücrelerinde mitokondriyal elektron 

tarnsport zinciri aracılığıyla ROT üretimini artırarak peroksinitrit üretimi üzerinden 

NO’i inaktive ettiği gösterilmiştir (242).  

      Trombosit kaynaklı NO’nun potansiyel önemi klinik çalışmalarla gösterilmiştir. 

Freedman ve arkadaşları akut koroner sendromlu kişilerin kontrollere göre daha az 

NO ürettiğini göstermişlerdir (246). İkeda ve arkadaşları  trombosit NOS aktivitesi 

ve koroner risk faktörleri arasında (total kolesterol, LDL kolesterol ve arterial kan 

basıncı) ters korelasyon  olduğunu bildirmişlerdir (247). Diyabetik kişilerin 

trombositlerinde bazal NO (cNOS kaynaklı) salınımının azaldığı bildirilmektedir 

(248).  Bu azalmada diyabetik kişilerde armış homosistein düzeylerinin rolünün 

olabileceği bir in vitro çalışmayla gösterilmiştir (249).  Yine  invitro yapılan bir 

çalışmada doz bağımlı olarak yüksek glukoz konsantrasyonlarında trombositlerde 

NO üretiminin arttığı gösterilmiştir (250). Biz 25 mmol/L konsantrasyonda glukozun 

trombositlerde NO üretiminde anlamlı değişikliğe neden olmadığını buna karşın 

kollajen aktivasyon sonrası  anlamlı olarak trombosit NO  üretiminin artış 

gösterdiğini gözlemledik. Çalışmamızda dinlenme halinde ve aktive trombosit 

grupları birbirleriyle istatistiksel olarak karşılaştırılmamış her grup kendi içinde 

karşılaştırılmıştır. Ancak dinlenme halinde 5 mmol/l glukoz konsantrasyonunda NO 

üretiminin 10,42±2,08 iken aktive trombositlerde 15,26±8,10 düzeyine çıktığı 

gözlenmiştir. Aktive trombositlerde yüksek glukoz düzeylerinde (dinlenme halinde 

değil)  NO üretiminin artırması yüksek glukozun kollajenin NO üretimi üzerine olan 

etkisini daha da kuvvetlendirdiğinin göstergesidir. Kollajen ve trombinin trombosit 

NO düzeylerinde artışlara neden olduğu gösterilmiştir (251).    

       İnsan trombositlerinde yapılan iki ayrı çalışmada yüksek glukoz ve kolajenle 

aktivasyon sonucu trombositlerde iNOS protein ekspresyonlarının arttığı 

gösterilmiştir. (252,253). Biz çalışmamızda  NOS  izoenzimlerinin protein 

ekspresyonlarını araştırmadık. Ancak agregasyon çalışmaları sırasında elde ettiğimiz 

bulgular artan NO üretiminin trombosit aggregasyonu baskılamadığı yani NO 

biyoyararlanımın azaldığını göstermektedir.  Bu nedenle  NO artışınının iNOS 
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kaynaklı olabileceğini düşünmekteyiz. Aşırı NO üretimi (özellikle iNOS kaynaklı) 

peroksinitrit oluşumuna neden olabilmektedir. NO ortamda aşırı miktarda süperoksit 

radikali bulunduğunda hızla onunla reaksiyona girerek peroksinitrit oluşturur. 

Peroksinitrit artışı hücrelerde nitrozatif stres göstergesi olarak kabul edilmektedir. 

Peroksinitrit ölçümü için (proteinlerde bulunan tirozin gruplarını nitroladığı için) 

nitrotirozin düzeyleri ölçülmektedir. Peroksinitrit kolaylıkla trombosit 

membranından diffüze olabilmektedirler (254),  sitozolik ve membran proteinlerini 

nitrolayabilmektedir. Ancak  dinlenme  halinde  küçük miktarlarda nitrolanmış 

proteinler varken özellikle kollajen ile uyarım sonucu nitrolanmış trombosit proteini 

miktarı artmaktadır. (254) Trombositler agrege ve aktive olduklarında peroksinitrit 

oluşumu için gerekli olan  süperoksit radikali üretimi de artar (254). Çalışmamızda 

yüksek glukoz aktive trombositlerde NO üretiminin artırmasının yanında 

peroksinitrit oluşumu göstergesi olan nitrotrozin düzeylerinde hem dinlenme hem de 

aktive trombositlerde de artışa neden oldu. Literatürde yüksek glukoz düzeyleri ile 

trombosit nitrozatif stresi arasındaki ilişkiyi araştıran bir çalışma yoktur.  

Görüşümüze göre peroksinitrit oluşumu için gerekli olan süperoksit radikali de 

yüksek glukoz etkisi ile fazla miktarda trombositlerde oluştuğu için nitrotrozin 

düzeylerinde artış gözlemledik. Glukozun nitrotrozin düzeylerinde artışa neden 

olması açığa çıkan NO ‘in  hızla süperoksit radikali ile reaksiyona girmesi ve 

proteinleri nitrolamasından dolayı olabilir. Trombosit fonksiyonları üzerinde 

peroksinitritin etkisi üzerine yapılan diğer çalışmalarda trombositlerin hazırlanış 

şekline göre peroksinitritin etkisinin değişebildiği gösterilmiştir. Yıkanmış 

trombositlerde aggregasyona neden olabilirken PRP’de aggregasyonun 

inhibisyonuna neden olabileceği bildirilmektedir (255). 

       Antioksidan olarak kullandığımız kuersetin  normal glukoz ve yüksek glukoz 

düzeylerinde trombosit NO üretiminin artmasına neden oldu. Bu konuda literatürde 

yapılmış bir çalışma bulunmamaktadır.  Polifernollerin trombosit aggregasyonunu 

inhibe ettiği  ve bu inhibisyonda NO’in rolünün olduğu bildirilmektedir (256).  

Pignatelli ve arkadaşları  çalışmalarında 7µg/ml kollajen ile aktive trombositlerde 

NO üretimi  değişen konsantrasyonlarda kuersetin, kateşin, ve kuersetin kateşinin  

NO üretimine etkisini araştırmışlardır (257). Ancak çalışmalarında yüksek glukoz 

düzeylerini kullanmamışlardır.  Kuersetinin kateşin ile birlikte trombositlerle 30 
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dakika inkübasyonununun trombosit NO üretimini artırdığını ve süperoksit 

oluşumunu engellediğini bildirmişlerdir. Biz trombosit kollajeni yüksek 

konsantrasyonda ( 4 µg/ml) konsantrasyonda kullanmayarak glukozun neden olacağı 

etkileri baskılamasını önlemeye çalıştık. Daha önce bahsettiğimiz gibi NT oluşumu 

için ROS’lara ihtiyaç vardır.  Kuersetinin özellikle NADPH oksidaz enzimini 

baskılayarak süperoksit radikali oluşumunu engellediği bilinmektedir  (257).  

Çalışmamızda kuersetinin NO düzeylerinde artışa neden olmasına karşın normal ve 

yüksek glukoz düzeylerinde trombositlerde NT oluşumunun azalmasına neden oldu. 

Bu azalmanın nedeni de süperoksit radikali üretiminin kuersetin tarafından 

baskılanmasıdır.  

       Hipergliseminin hücreler  üzerine etkisini araştıran çalışmalar özellikle 

hipergliseminin hücrelerde mitokondriyal disfonksiyona neden olduğunu 

göstermektedir. (258,259). Anükleer hücreler olmalarına karşın apoptoz için gösterge 

sayılan değişiklikler trombositlerde de (fosfoditil translokasyonu, membran 

polarizasyonu ve kaspaz aktivasyonu gibi) gözlemlenmiştir. Genel olarak içsel 

apoptozun kontrol edilmesinde mitokondrinin temel rol oynadığı bilinmektedir ve 

mitokondri membranındaki değişikliklere bağlı olarak bir takım apoptotik molekül-

lerin salınması da gerçekleşir. Öncelikle mitokondri membran porlarının 

permeabilitesi bozulur.  Porlardan su ve 1.5 kDa  büyüklüğündeki moleküllerin 

geçişi başlar. Açılan porlar ile mitokondriyal matriksin şişmesi ve mitokondri iç 

membran potansiyelinde (ΔΨm) depolarizasyon meydana gelir. Sitokrom-c, apoptoz 

indükleyici faktör (Apaf-1), kaspaz-9, kaspaz-3 gibi birçok apoptotik uyarıcının 

salınımı gerçekleşir. Bununla birlikte apoptoz regülatör protein ailesi olan Bcl-2 

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

       Yapılan çalışmalarda hipergliseminin sitokrom c ile eşlik eden mitokondriyal 

parçalanmaya neden olduğu görülmüştür (263,264). Mitokondri işleyişindeki 

bozulma apoptozun erken ve kesin göstergesidir. Mitokondrial apoptoz göstergesi 

sayılan sitokrom c nin sitozole salınması, membran iç kısmında bulunan 

antiapoptotik protein olan Bcl-2 protein ekspresyonu  ve  diğer bir apoptoz belirteci 

olan  Bax düzeylerinin yükselmesi içsel apoptozun izlenmesindeki temel 

göstergelerdir ( 261,262). 
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       Mitokondriyal fonksiyonun bozulması apoptozun en erken göstergesi olarak  

değerlendirilmektedir (263,264,265). Bu nedenle çalışmamızda özellikle kollagenle 

aktive trombositlerde mitokondriyal apoptoz göstergeleri olan sitozolik sitokrom c, 

Bcl-2  ve Bax ve kalsiyum düzeyleri incelenmiştir.   

Trombositler güçlü agonistlerle (kollajen ve trombin gibi)  uyarılma sonucu, veya 

trombosit konsantrelerinde saklanmaları esnasında apoptoza uğradıkları 

gösterilmiştir  (266). 

       Fibroblast ve nötrofillerde yapılan çalışmalarda 5mM glukoza göre  30 mM’lık  

glukoz ile inkübe edilen hücrelerde apoptozun daha kolay gerçekleştiği bildirilmiştir 

(267,268).  Buna karşın EAhy 926 endotel hücrelerinde yapılan bir çalışmada  ise 

yüksek glukoz ile kültür ortamında 24 saat  kalan hücrelerde ilave bir stres kaynağı 

olmadan (H2O2, TNF-alfa)  tek başına apoptozu indüklemediğini göstermiştir (269).   

       Kısa dönem trombositlerin yüksek glukozla inkübasyonunun apoptoz 

göstergeleri üzerine etkisini inceleyen çalışma literatürde yoktur. Ancak trombosit 

konsantrelerinde zamana bağlı olarak yüksek glukozun etkisi incelenmiştir.  Amorini 

ve arkadaşlarının çalışmalarına göre glukoz (13.75, 27.5 ve  55 mM) doz bağımlı 

olarak trombosit konsantelerinde hücre canlılığını ve apoptotik gösterge sayılan 

mitokondriyal membran potansiyelinin kaybına neden olur  (270). 

 

       Hücrenin yaşamında kalsiyum da önemli bir regülatör olmakla birlikte hem 

hücre içinde hem de hücre dışında kalsiyumun aşırı artışı bazı reseptörlerin 

aktivasyonuna neden olarak ölümcül mekanizmanın başlamasını veya tetiklenmesini 

sağlar (235). Daha spesifik olarak endoplazmik retikulumdan kalsiyumun salınımı ve 

membrandan kalsiyum giriş çıkışının artışı apoptojenik olarak  isimlendirilir.  Hatta 

hücre içinde kalsiyumun aşırı artışının apoptoz yerine hücreyi nekroza götürdüğü de 

düşünülmektedir (264) . Trombositlerde akut yüksek glukozun kalsiyum salınımına 

etksinin  incelendiği çalışmada kollajenle aktive trombositlerde  45 mM glukoz ile 3 

dakika inkübasyonu sonrası  kalsiyum salınımında anlamlı farklılık gözlenmezken 24 

saat inkübasyon sonrası kalsiyum salınımında anlamlı artışlar gözlenmiştir (271).         

Çalışmamızda  trombositlerin  25 mmol/L  glukoz ile 45 dakika inkübe edilmişlerdir. 

Bu süre sonunda kollajenle aktive edilmeyen gruplarda anlamlı bir farklılık 

gözlenmezken  kollajenle aktivasyon sonrası trombosit içi kalsiyum düzeylerinin  
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yüksek glukoz ile anlamlı olarak artış gösterdiği ve bu artışın kuersetin ile 

baskılandığı gözlenmiştir. Kalsiyum düzeyindeki değişikliklere karşın  çalışmamızda 

tüm gruplarda sitozolik sitokrom-c düzeylerinde anlamlı farklılıklar gözlenmemiştir.                       

       Trombositlerde dinlenme halinde herhangi bir ajan kullanılmadan Bcl-2 ve Bax 

proteinlerinin varlığının belirlenmesi tartışmalıdır. Trombositlerin 2 saat agonist 

ilave edilmeden bekletilmesi ve antihumoral aktiviteye sahip ABT-737 ve ABT-263  

ile inkübasyonu sonucu Bcl-2 proteini Western Blot ile belirlenemezken (272), 

Vanags ve arkadaşları agonist ile uyarılmayan trombositlerde  Bcl-2, Bax ve p53 

mRNA ekspresyonunun,  varlığını göstermişlerdir.  İyonomisin ile stimulasyon 

sonrası Bcl-2/Bax protein oranlarında azalma olduğunu akım sitometresi kullanılarak 

göstermişlerdir (273). Bir diğer çalışmada 15 dakika ve 30 dakika trombin ile 

uyarılması sonrasında  Bcl-2 ve Bax proteinleri  Western Blot ile belirlenmiştir (274) 

. PC12 hücrelerinde  13.5 mg/ml glukoz ile 72 saat hücre kültürü sonrası Bax/Bcl-2 

oranının anlamlı olarak arttığı gözlenmiştir. (275).  

       Çalışmamızda dinlenme halinde ve aktive trombositlerde  sitozolik Bcl-2 ve Bax 

proteinleri western blot ile belirlenebilmiştir. Yüksek glukoz konsantrasyonlarında 

dinlenme halindeki trombositlerde Bcl-2 protein düzeylerinde anlamlı farklılık 

gözlenmezken,  aktive trombositlerde yüksek glukozun Bcl-2 protein düzeyini 

normal glukoz düzeyine göre düşük ancak anlamlı olarak azalttığı gözlenmiştir.  

Kuersetin glukozun bu etkisini baskılamıştır.  Buna karşın Bax  protein düzeyleri her 

iki grupta da yüksek glukoz düzeylerinden etkilenmemiştir. Sağlıklı hücrelerde Bax 

sitozolde bulunur. Apoptotik uyarı ile sitozolik Bax mitokondriye yönelir ve 

sitokrom-c salınımına neden olur (174,177). Bizim çalışmamızda Bax artışı 

görülmemesi yanında sitozolik sitokrom c düzeyinde de anlamlı artış olmaması artan 

Bcl-2 düzeyindeki azalmanın Bax ve sitokrom-c salınımı için yeterli olmadığını 

düşündürdü. Bunun için daha uzun süreli inkübasyonlar  gerekli olabilir.  Sitozolik 

kalsiyum ve Bcl-2 düzeylerinde artış ise yüksek glukozun mitokondriyal ROT 

üretimi artışına neden olması ile gelişen mitokondriyal membran değişiklikleri ve 

hasarı kaynaklı olabilir.    

       Kaspaz-3 aktivasyonunun artışı apoptozun önemli göstergelerinden biridir ve 

mitokondriyal apoptoz yolu ile ölüm reseptörleri yolu kaskadlarının birleştiği ortak 

noktada yer alır (171,173,199).  Çalışmamızda kaspaz-3 düzeyleri protein düzeyinde 
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değil aktivite üzerinden değerlendirilmiştir.  Dinlenme halinde, gruplar arasında 

anlamlı fark gözlenmezken aktive trombositlerde yüksek glukozun kaspaz-3 

aktivasyonunda artışa neden olduğu gözlenmiştir.  Trombosit konsantrelerinde 

yapılan çalışmalar da genellikle  kaspaz 3 aktivasyonunun  depolanmanın 4-7. ile 11-

14. günlerinde gerçekleştiği bildirilmektedir (276). Ancak güçlü agonistlerle uyarım 

trombosit kaspaz-3 aktivasyonunda artışlara neden olmaktadır. Trombin ile 

aktivasyon sonrası kaspaz-3 aktivitesinin arttığı gösterilmiştir (274). Daha önce 

yaptığımız çalışmalarda 20 µM konsantrasyonda ADP’ninde kaspaz-3 

aktivasyonunda artışa neden olabildiğini gözlemledik (277). Mitokondriyal apoptoz 

göstergelerinde belirgin değişiklik gözlemememize karşın kaspaz-3 düzeylerindeki 

artış bizi yüksek glukoz ilişkili  apoptozun ölüm reseptörleri yolu ile indüklendiği 

kanısına ulaştırdı.  

       Trombositler aktive olduklarında veya bazı ajanlarla muamele edildiğinde 

çevreye bazı sitokinlerinlerin salınımına neden olabilmektedirler (278). TNF-alfa 

bunlardan biridir.  Mitokondriyal apoptoz göstergelerinde artış olmamasına karşın 

kaspaz-3 aktivisindeki artış trombositlerin kendi ürettiği TNF-alfa’nın ölüm 

reseptörleri yoluyla apoptozu indüklemesi (171) kaynaklı olabilir. Daha önce 

yaptığımız bir çalışmada TNF-alfa’nin trombositlerde kaspaz-3 düzeylerinde artışa 

neden olduğunu gözledik ( 279).  

      Kuersetin yüksek glukoz varlığında trombosit kaspaz -3 düzeylerinde azalmaya 

neden olarak antiapoptotik etki gösterdi. Literatürde trombosit kaspaz -3 düzeylerine 

kuersetinin etkisini inceleyen çalışma bulunmamaktadır. Ancak endotel hücrelerinde 

yapılan çalışmada H2O2 tarafından uyarılan apoptozu kuersetinin p38 MAPK-ilişkili 

sinyalleri bloke ettiği ve endotel kaspaz-3 aktivasyonunu engellediği gösterilmiştir 

(280). 

       Çalışmamızda antioksidan olarak kullanılan kuersetinin  kanser hücrelerinde 

apoptozu artrırken (281,282)  kuersetin  ve kuersetin metabolitlerinin yüksek 

glukozla uyarılan hücrelerde apoptozu trombosit dışında bazı hücrelerde   baskıladığı 

gösterilmiştir (283,280). Bu çalışmamızda  ilk kez  kuersetinin trombositlerde yüksek 

glukoz kaynaklı kaspaz-3 aktivasyonu artışını  ve kalsiyum salınımını  azaltırken 

Bcl-2 düzeylerini  anlamlı olarak artırdığını göstermekteyiz. 
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Sonuç olarak;   

1.  Yüksek glukoz kollajen uyarımlı trombosit agregasyonu artırır. 

2. Yüksek glukoz trombositlerde ROT üretiminde, LPO  ve AGE düzeylerinde artışa 

neden olarak oksidatif stresi tetikler.  Bu etki aktive trombositlerde çok daha 

belirgindir. 

3.Yüksek glukoz aktive trombositlerde NO üretimini artırırken hem aktive hem de 

dinlenme halinde trombositlerde nitrotirozin düzeylerinde artışa neden olarak 

nitrozatif stresi tetikler.   

4. Dinlenme halindeki trombositlerde yüksek glukoz apoptozu uyarmazken aktive 

trombositlerde  kalsiyum salınımı, kaspaz-3 aktivasyonu, Bcl-2 protein düzeylerinde 

artış gibi bazı apoptotik göstergelerde artışlara neden olduğu gözlenmiştir.  Ancak 

deney şartlarımızda aktive trombositlerde yüksek glukozla gözlenen apoptotik 

değişimler değerlendirildiğinde; apoptozun mitokondriyal apoptozdan çok ölüm 

reseptörleri yoluyla gerçekleştirdiğini  düşündürmektedir.  

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

apoptoz göstergelerindeki artışta rol oynamaktadır.  

6. Kuersetin ROT’leri üretimini baskılayarak yüksek glukoz kaynaklı trombosit 

agregasyonundaki artışını ve orijinal bulgu olarak trombosilerde oksidatif/nitrosatif 

stres artışını ve apoptozu baskılamaktadır. Kuersetinin  bu antitrombosit etkileri ile 

akut koroner hastalığı olan diyabetik kişilerin tedavisinde yarar sağlayabilir.  
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