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INSAN TROMBOSITLERININ AKTIVASYONUNA iNSULIN ETKiSi

THE EFFECT OF INSULINE ON HUMAN PLATELET
ACTIVATION

Dehen SUR* - Ayfer BAPCUM™**

OZET

Bu calismada, yikanmig, 20-35 yasinda insan trombositleri kullanildi. Insiilinin
tele basina ve trombin aktivasyonu sonucu olusan trombosit depolarizasyonu, agre-
gasyonu ve lizozomal enzim sekresyonu iizerine etkileri incelendi. Insiilinin tek ba-
sina depolarizasyon ve agregasyon iizerine etkisi gériilmedi, ancak trombin akti-
vasyonuna bagl depolarizasyonu ve yiiksek dozda, depolarizasyon yaninda, t{rom-
bosit agregasyonunu da arttirdigi gériildii. Depolarizasyondaki artisin bir «insiilin
esik noktasi»ndan sonra gerceklestigi ve doza bagh olarak insiilinin ilk &nce de-
polarizasyonla ilgili mekanizmay: etkileyip, daha yiiksek dozlarda agregasyonla
ilgili mekanizmay1 etkileyebilecegi goriildii. Stz konusu dozlarda insiilinin lizozo-
mal enzim sekresyonunu etkilemedigi saptandi.

SUMMARY

In this study washed, 20-35 aged human platelets were used. The effect of
insulin, by itself and with thrombin activation, on the depolarisation, aggregation
and lysosomal enzymes secretion was investigated. On the other hand, it was seen
that insulin effected thrombin activated depolarisation and aggregation, It was
figured that the increase in depolarisation becomes possible only after an c«insulin
treshold» has been reached. It was seen that the insulin, dose dependently, effects
first the mechanism related with depolarisation and with higher doses, the mecha-
nism related with aggregation. It was further noticed that at doses studied that
are responsible for an increase in depolarisation and aggregation, insulin had no
effect on lysosomal enzymes secretion dependent on thrombin activation.

* M.U. Eczacihk Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali, N:;cantagx/ISTANBUL
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2 MARMARA UNIVERSITESI ECZACILIK DERGISI

GiRiS

Yerlesmis koroner (1, 2, 3), periferal (4,5,6) ve serebral (7)
hastaliklar: olan kisilerde hiperinsiilinemiye rastlandigl hbildiril-
mektedir. Ayrica atheroskleroza yatkinlik yarattigl bilinen dia-
bet, gliikkoz intolerans, obezite, inaktivite, heperkalorik diyetler ve
baz1 hipertrigliseridemi vakalarinda ortak bir noktanin, plazma-
da yiiksek insiilin seviyelerinin bulundugu bildirilmistir (1,8, 9).
Yapilan cesitli epidemiolojik ¢alismalarda (10, 11, 12) hiperinsile-
nemiden sonra iskemik hastaliklarin geldigi belirtilmistir. Insii-
linin bu tip hastaliklarda plazma kolesterolii, kan basmnci ve kan
glilkozundan bagimsiz bir risk faktord oldugu bildirilmektedir (1,
10, 11). Son yillarda insiilinin atherosklerozda onemli rol oyna-
yan damar dokusu uzerindeki etkileri arastirilmaya baglanmig-
tir (13, 14). Atherosklerozda damar dokusu yaninda trombositler
de onemli rol oynamaktadirlar. Trombosit agregasyonunun ve
trombusun gec atheroskleroz lezyonlarinda komplikasyon yara-
tic1 rolii artik iyice yerlesmis bir olgu olarak kabul edilmektedir.
Atherosklerozun erken safhasinda trombositlerin roli de bir cok
calismada belirtilmektedir (15, 16, 17, 18). Diabetiklerde ve 0zel-
likle damar hastaliklari olan diabetiklerde trombositlerin reakti-
vitesinde artis oldugu bildirilmistir (19, 20, 21). Bilindigi gibi dia-
bet II tipinde plazmada yiliksek instilin seviyeleri bulunurken (1),
insiilin eksikligine bagli I'inci tip diabette de, instlin tedavisinde
gerekli dozun tam anlamiyla saptanamamasl sonucu, yvine yuk-
sek insiilin seviyelerine rastlanmaktadir (22, 23). Ancak bu ca-
lismalar etken coklugu nedeniyle hiperaktivitenin nedenini acik-
lamak acisindan yetersizdir. Bu nedenlerle insiilinin trombositler
{izerindeki ex vivo etkisinin incelenecegi calismalarin, instlinin
neden atherojenik oldugu konusundaki arastirmalara katkida bu-
lunacagy diigiincesiyle biz bu caligmada, insilinin trombositlerin
agregasyon, depolarizasyon ve lizozomal enzim sekresyonu Uze-
rindeki etkileriyle ilgili incelemelerde bulunduk.

MATERYEL VE METOD

Maddeler : Fluoresan prob di-S-C; (3) (3, 3’-diprop_iltiokarbo-
siyanin), apiraz (Boston Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyokimya
Departmani); sigir o - trombini (Parke Davis, saflagtirmasi Bos-
ton Univ., Tip Fak., Biyokimya Dept.); insan insilini, Hepes (4)
(2 hidroksietil)-1-piperazin etanstilfonik asit) (Sigma); Sefaroz
2 B (Pharmatia), diger kimyasal maddeler de istenilen saflikta
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olup Sigma, Pharmatia ve Merck'ten, propilen filtre Bolab’dan
saglandi.

Aletler: Fluorometre (termostat ve karistirici takilmis) (Per-
kin-Elmer 650, IOS), spektrofetometre (termostat takilmis) (Per-
kin Elmer 576) spektrofotometre (Zeiss), santrifiij (HN-S).

Trombositlerin eldesi : 20-35 yasinda saglikli insanlarin ve-
néz kani % 3.8 sodyum sitrat ile karigtirildi (1:9 oraninda). 10
dakika 1300 rpm’de santrifiije edildi, siipernatan kismi almnarak
trombositten zengin plazma (PRP) elde edildi. Trombositler jel-
filtrasyon yontemiyle (24) sefaroz 2B jelinden PRP’'nin gecirilme-
siyle elde edildi. % 0.15 U/l apiraz iceren pH1 7.4’e getirilmis Hepes
tamponu kullanildi. Trombosit stispansiyonunun 1 ml’sindeki bula-
niklik spektrofotometrede (Zeiss) 436 nm’de OD deZeri olarak
okundu. Daha &nce Coulter Counter dlciimleriyle standardize edil-
mis efriden hiicre sayis1 bulundu.

Depolarizasyon &lglimleri : Greenberg-Sepersky S.M. ve Si-
mons E.R.’nin onerdikleri sekilde (25,26) hiicre sayis1 60 x 10°/ml
olarak kullanildi ve fluorometrede eksitasyon 620 nm’ye (slit 6
nm), emisyon 670 nm’ye (slit 6 nm), kagidin yiiriime hizi 20 mm/
dak’ya ayarlandi, kiivet 37°C’ye getirildi. Yalnizea insiilin etki-
sinin incelendigi deneylerde, 1 ml hiicre siispansiyonuna 1,5 mM
fluoresan prob eklenerek, prob hiicre ici ve disinda dengelenin-
ceye kadar beklendi. Insiilin eklendi, 1 dakika inkiibe edildi.
Fluoresans degisikligi izlendi. Insiilinin trombin aktivasyonuna
bagh depolarizasyon etkisinin incelendigi deneylerde yukardaki
gibi davranildi ancak insiilinle 1 dak. inkiibasyondan sonra
0,05 U/60 x 10° tr. trombin eklendi. Kontrolde ise insiilin yerine
Hepes tamponu kullanildi. Depolarizasyon orani izafi fluoresans
degisikligi lizerinden hesaplandi.

AF Fmafoo
X100 = —«—— % 100
F, B,

% Depolarizasyon orani =

F...x« = depolarizasyon sonucu 15 saniyede probun bir miktar
disar1 verilmesiyle meydana gelen fluoresans artisindaki maksi-
mum noktaya kadar olan mesafe (cm).

F. = aktivasyondan once hiicre ici ve diginda prob dengelen-
digindeki mesafe (cm).

Depolarizasyondaki artig, insiilinli deneylerdeki depolarizas-
yon orani ylizdelerinden kontrollerdeki depolarizasyon orani yiiz-
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delerinin cikarilmasiyla elde edildi. Insan kamyla calisildifindan
biliyiik miktarlarda kan temini giic olmaktadir. Depolarizasyonun
oran olarak hesaplanmasi, farkll kanlarla yapilan calismalari ki-
yaslanabilir kilmaktadir (24, 26).

Lizozomal enzim sekresyonu olglileri : Depolarizasyon dene-
yinin bir devami olarak yapilan deney sonucunda elde edildi.
Hem kontrolde hem de insiilinli deneylerde, depolarizasyon dene-
yinde anlatilmis oldugu gibi trombin eklendikten sonra 3 daki-
ka beklendi. % 0.1 Triton X — 100 eklenerek trombosit membran-
lar1 parcalandi. Tiim fluoresan probun hiicre digina c¢ikmasiyla
goriilen fluoresans artigi gozlendi ve diiz bir cizgi elde edinceye
kadar beklendi. Lizozomal enzim sekresyon yiizdesi su sekilde he-
saplandi :

FL - Fclip
% Lizozomal enzim eskresyonu = ————— x 100
th == Fo

F, = Aktivasyondan sonra salgilanan prob miktarina bagh
mesafe (cm).

F., = Aktivasyona bagh depolarizasyonun ardindan olusan en
icerlek noktaya kadar olan mesafe (cm).

F,, = Trombosit membranlarinin Triton X — 100 ile parcalan-
masindan sonraki maksimum fluoresans (cm).

F, = Aktivasyondan o6nce hiicre ici ve disinda prob dengelen-
digindeki mesafe (cm).

Lizozomal enzim sekresyonundaki fark, insiilinli deneydeki
degerden kontroldeki degerin cikarilmasiyla elde edildi.

Agregasyon : 600 x 10°%/ml hiicre ile caligildi. 37°C’de 1 ml
hiicre siispansiyonunun spektrofotometrede 436 nm’de OD degeri
okundu. Daha sonra 0.05 U/60 x 10° tr. trombin eklendi ve yeni-
den OD degeri okundu. Agregasyon, aradaki fark (A OD) olarak
kabul edildi. Farkli kanlardan elde edilen sonuglara t-testi (27)
uygulandi. Insiilinin trombine bagl agregasyona etkisiyle ilgili
dlciimlerde ise, ayni miktar hiicre sayisiyla caligildl, Kontrol ola-
rak yukarda soz edildigi gibi trombin 6ncesi ve sonrasi OD deger-
leri okundu ve agregasyon A OD olarak kabul edildi. Deneyde,
1 ml hiicre siispansiyonunun OD’si okundu, insiilin eklendi, 1 da-
kika inkiibe edildi, OD okundu ve yukarda sozii edilen miktarda
trombin eklendi ve yine OD okundu. Insiilin eklenmeden once
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ve sonraki degerler arasinda (trombin eklemeden) fark goriilme-
diginden, agregasyon trombin Oncesi ve sonrasi arasindaki fark
A OD olarak alindi. Bu deferden kontroldeki deger cikarilarak
agregasyondaki fark (A’ OD) elde edildi. Burada da farkli kan-
lardan elde edilen sonuclar t-testine gore deBerlendirildi (27).

SONUC VE TARTISMA

Spektrofotometre ile yapilan agregasyon élciimlerinde, trom-
bin aktivasyonundan sonra agregasyon, optik dansitede dusls ola-
rak saptanmistir (tab. 1). Bundan sonra insiilinin tek basina ag-
rege edici etkisine bakilmis ancak insiilinin béyle bir etkisi go-
rilmemistir (tab.2). 2500 pU/60 x 10°tr. insiilinle inkiibe edil-
mis trombositier, trombinle aktive edildiklerinde, kontrole kiyas-
la agregasyonda fark saptanmistir (tab.2). Literatiirde iki fark-
1 agrege edici ajanin birbirleriyle sinerjik etkilerinin incelendigi
calismalarda, iki farkll agreganin tek tek agrege edici etkileri
daha azken, birarada kullanildiklarinda agregasyon etkilerinin
arttigi bildirilmistir (28, 29, 30). Bu calisma insiilinin, tek basi-
na agrege edici etkisinin goérlilmemesine karsin, hiicrede trombi-
nin agrege edici etkisini arttirabildigini diistindiirmektedir.

Bir calismada, depolarizasyonun trombin konsantrasyonuna
bagl olarak artis gésterdigi bildirilmektedir (26). Bu calismada,
2500 W U/60 x 10°tr. ile gerceklestirilen depolarizasyon deneyle-
rinde, inslilinin tek basina, agregasyonda oldugu gibi depolari-
zasyonda da bir artisa neden olmadifi (tab.3), ancak insiilinle
inkiibe edilmis trombositler trombinle aktive edildiklerinde, ag-
regasyona paralel olarak, depolarizasyon oraninin da artabildigi
gorilmustiir (tab. 3). Bu'sonug, bu dozdaki insiilinin tipki agre-
gan dozunu arttiriyormus gibi bir etkiye neden olarak depolari-
zasyon oranindaki bir artisa, diger bir deyisle aktivasyondaki (26)
bir artisa neden oldugunu diistindiirmektedir.

Lizozomal enzim sekresyonunun, trombositlerin ancak yiik-
sek trombin dozlarinda aktive edilmeleri halinde gerceklesebildi-
g1 bildirilmistir (31). Bu calismada 2500 U/60 x 10°tr. insiili-
nin neden oldugu trombin aktivasyonundaki artisin aksine lizo-
zomal enzim sekresyonunda artisa neden olmamistir (tab. 3). Bu
sonug, bu orandaki bir aktivasyon artigimnin agregasyonda bir ar-
tis yaratmasina karsin lizozomal enzim sekresyon artisina ne-
den olacak konsantrasyonda olmadigi kanisini yaratmaktadir. Di-
ger bir deyisle bu dozdaki insiilin, agregasyonda artisa neden olur-
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Kan No. Trombin éncesi OD Trombin sonras1 OD Agregasyon AOD Farklarin

(a) (b) (a—Dh) kareleri

1 0.050 0.024 0.026 0.000676
2 0.054 0.026 0.028 0.000784
3 0.060 0.027 0.033 0.001089
4 0.064 0.032 0.032 0.001024
5 0.068 0.032 0.036 0.001296
6 0.050 0.026 0.024 0.000576
7 0.053 0.028 0.025 0.000625
8 0.056 0.027 0.029 0.000841
9 0.038 0.017 0.017 0.000289
T,=0.25 T,=0.0072

’I'éb. 1 - Trombine bagli agregasyon Olclimleri (anlamlillk derecesi,

P < 0.001).
Insiilinle Insiilinin
insiilinle  inkiibasyon neden ol-
inkiibas- + trombin dugu trom-
Kullanilan yondan aktivasyo- bine bagh
insiilin Kontroldeki sonraki nuna bagli agregasyon
miktari agregasyon agregasyon agregasyon artisi (c—0) de-
1U/60x 108 tr. AOD AOD AOD A’ OD  gerlerinin
(a) ()] (c) (c—a) kareleri
0.013 0.00 0.017 0.004
250 0.033 0.00 0.030 —0.003
0.010 0.00 0.012 0.002
0.017 0.00 0.017 0.00
0.013 0.00 0.028 0.015 0.0002
2500 0.033 0.00 0.059 0.026 0.0007
0.010 0.00 0.043 0.033 0.001
0.017 0.00 0.048 0.031 0.001

T,=0.105 T=0.003

Tab. 2-250 |, U/60x10° tr. ve 2500 ,U/60x10°¢ tr. insiilinin egregasyona di-
rekt etkisi ve trombin agregasyonuna etkisi (250 ,U/60x10¢ tr. insiilin
dozunda A’'OD degerleri 0.00 olarak kabul edildi, 250 pJU/thxlo6 tr. in-
siilin dozunda ise bu degerler icin, anlamhilik derecesi 0.001<-P<0.01)
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ken, karst mekanizmay1 yani trombus parcalayici olabilecegi be-
lirtilen (32) lizozomal enzim sekresyonunu arttirmamaktadir.

Yapilan bir caligmada (25) valinomisinin sekresyon reaksi-
vonlarinin olusumunu engellemesine ragmen depolarizasyon ora-
nim etkilemedigi bildirilmekte ve buradan da depolarizasyonun ve
sekresyonun farkli mekanizmalara bagmimlihfi diistinlilmektedir.
Bizim calismamizda, 250 pU/60 x 10°tr. instlinin tek basina
depolarizatsyona etkisi olmadifl saptanmigtir (tab.3). Bu dozda-
ki insiilinin trombin aktivasyonuna bagh depolarizasyona etkisi
incelendiginde, 2500 pU/60 x 10°tr. insiilinin neden oldugu ar-
tigtan diisiik de olsa depolarizasyon oranini arttirdifi gortlmus-
tir (tab. 3). Buna karsilik aym dozdaki insiilinin, agregasyona
neden olmadif1 goriilmistiir (tab. 2). Bu sonug, bu dozdaki insi-
linin depolarizasyon ile ilgili mekanizmay: etkileyip farkli olabi-
lecek agregasyon ile ilgili mekanizmay1 etkilemedigini distindiir-
mektedir. Bu dozdaki insiilin, 2500 1 U/60 x 10° tr. insiilin dozun-
daki sonuclara paralel olarak, lizozomal enzim sekresyonunda ar-
tisa neden olmamaktadir (tab.3).

Yalnizea trombinle yapilan ve trombinin akregasyon uzerin-
deki etkisinin incelendigi bir calismada, trombin etkisinin «in-
siilin esik noktasi»na bagh oldugu bildirilmektedir (32). Calis-
mamizda 25 nU/60 x 10°tr. ve 12 pU/60 x 10°tr. insiilin dozla-
rinin trombin aktivasyonuna hagli depolarizasyon oraninda bir
artisa neden olmadiklar: gortilmiistiir (tab. 3). Bu olgu, insiilinin
trombin aktivasyonuna hagl depolarizasyon oranindaki artiga ne-
den olmas! icin bir «insiilin esik noktasmnin gerektigini diisin-
dirmektedir.

] TESEKKUR : Kendilerine ait depolarizasyon metodunu dgrettikleri ve Boston
Universitesi Tip Fakiiltesi, Biyokimya laboratuvarlarinda c¢aligma yapmaya izin
verdikleri igin Prof. Dr. E.R. Simons’a tegekkiir ederiz.
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