Glikoosi pidurdav toime
trombotsuutide agregatsiooni
inhibeerimisele COXi inhibiitorite ja

L-arginiiniga in vitro

Vilja Mardla?, Ebe Rooks?, Gennadi Kobzar?, Nigulas Samel*

Veresuhkru korge taseme puhul on tiheldatud kalduvust trombotsiiiitide agregatsioo-
nile ning trombotsiiiitide agregatsiooni parssivad ravimid, kaasa arvatud aspiriin, pole
piisavalt tohusad trombitekke pidurdamisel. Veregliikoosi korge tase voib olla iiheks
aspiriiniresistentsust pohjustavaks teguriks. To6 eesmirk oli uurida tsiiklooksiigenaasi
(COX) inhibiitorite ja L-arginiini toimet trombotsiiiitide agregatsioonile diabeedihai-
getel ja tervetel liihiajalisel gliikoosiga inkubeerimisel in vitro. Uuringust selgus, et
gliikoos parsib COXi inhibiitorite ja L-arginiini mdju trombotsiiiitide agregatsioonile.
Uuringu tulemused néitavad, et glitkoos mojutab kaht inhibitoorset biokeemilist rada
trombotsiitidis: nii COXi kui ka L-arginiini NO-rada.

Aspiriin atsetiiilib péérdumatult ensiitimi
tstiklookstigenaas (COX) aktiivtsentris oleva
seriini hiidrokstitilrithma, blokeerides tromb-
oksaan A, (TxA,) produtseerimist trombo-
tstititide poolt, mis omakorda viib trombo-
tstititide agregatsiooni inhibeerimiseni. Le
Guyader jt (1) nditasid, et veregliitkoosi korge
taseme korral ei pidurda aspiriin trombide
teket. Sellist aspiriiniresistentsust voivad
pohjustada mitmed tegurid. Nende hulka
kuuluvad mittekiillaldane COX-1 enstitimi
inhibeerimine, trombotsiilitide retseptorite
geneetiline polimorfism, trombotsiiiitide
aktiveerimine COX-1 enslitimi alternatiivsete
radade kaudu, COX-2 enstiimi indutseerimine,
trombotstilitidest soltumatu TxA2 produkt-
sioon ning suur gliikoosisisaldus veres (2-4).

TOO EESMARGID

A. Hinnata in vitro COXi inhibiitorite aspiriini
jaindometatsiini moju tervete isikute verest
eemaldatud trombotsiiiitide agregatsioonile
gliikoosi erineva sisalduse korral trombo-
tstititidega plasmas voi suspensioonis.

B. Hinnata in vitro aspiriini méju diabee-
dihaigete verest eemaldatud trombotstititide
agregatsioonile.

C. Hinnata in vitro L-arginiini ja naat-
riumnitroprussiidi méju nii diabeedihaigete
kui ka tervete isikute verest eemaldatud
trombotsiititide agregatsioonile.

MATERJALID JA MEETODID

Uuritavad

Uuringus osalesid terved vabatahtlikud (15
meest ja 12 naist) ja diabeedihaiged (4 meest
ja 1 naine). Uuritavate vanus oli 22-67 aastat,
keskmine vanus (45,7 + 2,5). Diabeedihaigetel
(2. tulipi suhkurtobi 4 patsienti; 1. tiilipi
suhkurtébi 1 patsient) oli gliikoosi kontsent-
ratsioon veres vahemikus 11,2-14,9 mmol/1
(keskmine vaartus 13 + 0,7 mmol/1). Gliikoosi
kontsentratsioon veres tervetel oli vahemikus
4,5-6,8 mmol/l (keskmine vdirtus 5,6 +
0,2 mmol/1). Uuritavad ei olnud tarvitanud
aspiriini ega teisi pdletikuvastaseid aineid
vdahemalt 10 pdeva enne verevdtmist. Uurin-
guks oli olemas Tallinna meditsiiniuuringute
eetikakomitee luba (nr 249; 18.04.2013).

Trombotsiiiitide eraldamine

Trombotsiilidirikas plasma (PRP) saadi tsit-
raadiga veenivere toatemperatuuril tsentri-
fuugimisel (10 min 160 x g). Pestud trom-
botsiititide suspensioon (WP) valmistati,
kasutades meetodit (6), kus tarvitati EDTAd
ja indometatsiini, et kaitsta trombotsiiiite
aktivatsiooni eest pesemisprotseduuri ajal.
Lithidalt, 12 mM EDTAd ja 14 yM indome-
tatsiini (16ppkontsentratsioonis) lisati 4 ml
PRP-le ning tsentrifuugiti (10 min 600 x g).
Trombotsiilitide tombuke resuspendeeriti
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Tyrode kaltsiumivabas modifitseeritud
lahuses, mis sisaldas 12 mM EDTAd ja
14 pM indometatsiini, ning retsentrifuugiti
(10 min 600 x g). Trombotsiltide kogum
resuspendeeriti Tyrode modifitseeritud
lahuses, mis sisaldas NaCl 136,9; KCI 2,68;
MgCl, 1,05; NaHCO, 11,0; NaH,PO, 0,42; HEPES
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Joonis 1. Gliikoosi suurenevate kontsentratsioonide pidurdav toime

aspiriini inhibeerivale efektile adenosiindifosfaadist (ADP) indutseeritud
agregatsioonile 5 doonori trombotsiilidirikkas plasmas (PRP). PRPd
inkubeeriti 15 min gliikkoosiga (11; 16,5; 22; 28 mM) enne aspiriini (0,2 mM)
lisamist. Aspiriin lisati 1 min enne ADPd. ADP esile kutsutud agregatsioon on
voetud 100 protsendiks. Vertikaaljooned naitavad standardhalvet (SD).
***p<0,01vs.55mM;#p<0,05vs.11,0 mM; § p < 0,05 vs. 16,5 mM.
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Joonis 2. Aspiriini inhibeeriv efekt adenosiindifosfaadist (ADPst)
indutseeritud agregatsioonile 5 terve isiku trombotsiiidirikkas plasmas (PRP)
ilma gliikoosita ja gliikoosi juuresolekul (valged tulbad). PRPd inkubeeriti 15
min gliikoosiga enne aspiriini (0,2 mM) lisamist. Gliikoosikontsentratsioon
tervete PRPs on parast gliikoosi lisamist 13 mM. Aspiriini lisati 1 min

enne ADPd. ADP esile kutsutud agregatsioon on véetud 100 protsendiks.
Trombotsiiiitide agregatsioon gliikoosi juuresolekul on 81 + 8,0% ja ilma

gliikoosita 58,6 * 5,4%.

Veregliikoosi pidurdav toime aspiriini inhibeerivale efektile ADPst
indutseeritud agregatsioonis 5 diabeedihaige PRPs (hall tulp). Keskmine
veregliikoosi kontsentratsioon diabeedihaigete PRPs on 13 + 0,7 mM.

Aspiriini lisati 1 min enne ADPd. Trombotsiiiitide agregatsioon on 99,2 + 0,8%.
Andmed on esitatud aritmeetilise keskmise ja standardhalbega (SD).

*k*k

p < 0,001 vs. aspiriin; ### p < 0,001 vs. glilkoos + aspiriin (diabeedihaiged).

15,0 mM ning mille pH oli 7,4. Fibrinogeeni
(400 pg/ml) ja CaCl, (0,9 mM) (I6ppkont-
sentratsioonis) lisati suspensioonile enne
agregatsiooni moodtmist. Trombotstiite
loendati Swelabi rakuanaliisaatoriga ja nende
arvviidi proovis 250 x 10° rakuni liitri kohta.

Trombotsiiiitide agrgatsiooni
maaramine

Trombotsiititide agregatsiooni moddeti
Chrono-logi agregomeetriga. Agregatsiooni
ulatust hinnati PRPs ja WPs fotomeetrilise
meetodiga. Agregatsiooni kiivett sisaldas
0,25 ml PRPd v6i WPd, mida hoiti 37 °C
juures ja segati teflonkattega segajaga. Agre-
gatsiooni indutseeriti adenosiindifosfaadiga
ADP. Submaksimaalne agregatsiooni ampli-
tuud voeti tulemuste vdljendamisel 100 prot-
sendiks ning trombotsiilitide agregatsiooni
inhibitsiooni madrati, inkubeerides PRPd
voi WPd COXi inhibiitorite ja L-arginiiniga.
Glikoosi lisati 15 min enne COXi inhibiito-
reid, L-arginiini ja naatriumnitroprussiidi
(SNP). COXi inhibiitoreid, L-arginiini ja SNPd
lisati 1 min enne ADP lisamist. Tulemused
esitati aritmeetilise keskmise ja standardhal-
bega (SD). Statistiline analiiiis tehti t-testiga
voi variatsioonianaliitisiga (ANOVA).

TULEMUSED

Diabeedihaigete verest eemaldatud trombo-
tstititidel ilmnes vahene spontaanne agregat-
sioon, tervete inimeste verest eemaldatud
trombotsiilitide spontaanne agregatsioon
puudus Sminutilise jdlgimisperioodi viltel.

Joonisel 1 on nididatud, et trombotsiiii-
tide inkubeerimine gliikoosiga pidurdab
aspiriini inhibeerivat toimet trombotsiiiitide
agregatsioonile. Efekt soltub gliitkoosi kont-
sentratsioonist trombotsiitidirikkas plasmas.
Joonisel 2 on ndha aspiriini agregatsiooni
inhibeeriv toime ka diabeedihaigete verest
eemaldatud trombotsiiiitidele.

Gliikoos pidurdab samuti péorduva
toimega COXi inhibiitori indometatsiini
pérssivat toimet trombotsiiiitide agregat-
sioonile (vt joonis 3). Samasugune gliitkoosi
moju aspiriini trombotstiitide agregatsiooni
pidurdavale toimele ilmnes ka testis vereplas-
mast eemaldatud pestud trombotsiiiitidel
(vt joonis 4). Kontrolltestid néditasid, et
gliikoos otseselt ei mojuta trombotsttitide
agregatsiooni trombotsiitidirikkas plasmas
ega pestud trombotsiititide suspensioonis.

L-arginiin pdrsib trombotsiititide agre-
gatsiooni teise mehhanismiga kui COXi
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ensiiimi inhibiitorid. Gliikkoos pidurdab
L-arginiini trombotstiiitide agregatsiooni
inhibeerivat moju nii tervete isikute kui
ka diabeedihaigete trombotsiitidirikkas
plasmas (vt joonis 5). L-arginiini toimet
uuriti koosmojus prostatsiikliini stinteetilise
analoogi iloprostiga, gliikoos viimase moju
agregatsioonile ei mojutanud.

SNP trombotsiiiitide agregatsiooni inhi-
beeriv toime ei erine tervete isikute ja
diabeedihaigete veres (vt joonis 6). Gliikoos
ei mojuta SNP efekti.

ARUTELU

Kirjanduses on rohkesti andmeid, et vere-
suhkru kdrge tase voib koronaar- ja diabeedi-
haigetel vihendada aspiriini trombotstiitide
agregatsiooni pdrssivat toimet (1, 8-10).
Oleme varasemas uuringus ndidanud, et
aortokronaarse Sunteerimise jirel ei parsi
aspiriin enamikul koronaarhaigetel trom-
botstilitide agregatsiooni, kuid mdjusad on
teised COXi inhibiitorid: nimesuliid, parat-
setamool, metamisool (11). Meie uuringu
tulemused néditavad, et gliikoos ei parsi mitte
ainult aspiriini, vaid ka pddrduva toimega
COXi inhibiitori indometatsiini toimet
trombotsiiiitidele (vt joonis 3).

Aspiriini trombotsiititide agregatsiooni
pidurdava toime vdhenemine gliikoosikesk-
konnas voib olla tingitud vdiksema efektiivsu-
sega atsetiililimisest trombotsiiiitidel. Watala
jt vdidavad, et trombotsiiiitide pikaajaline
mojutamine glikoosiga pdhjustab nende
mitteenstimaatilist gliikeerimist ja takistab
seetOttu aspiriini toimet. Glitkeerimine on aga
pikaajaline protsess. Gliikkoosi mdju aspiriini
toimele ei pruugi olla seotud ainult gliikeerimi-
sega, kuna gliikoos toimib juba trombotsiititide
ltihiajalisel mojutamisel 15 minuti jooksul (vt
joonis 1, 4). Gliikoosi efekt aspiriini antiagre-
gatiivsele toimele trombotsiititidel voib lisaks
gliikoosi metabolismi produktidest s6ltuda
ka erinevate valkude mitteensiimaatilisest
glikeerimisest veresuhkru kdrge taseme
korral, mis voib omakorda pohjustada aspirii-
niresistentsust diabeedihaigetel (12).

Uuringust selgus, et diabeedihaigete
veres oli gliikoosi pidurdav toime aspiriini
efektile suurem kui tervete isikute vere lithi-
ajalisel gliikoosiga mojutamisel (vt joonis 2).
Seda erinevust vdib pdhjustada trombotsiii-
tide pikaajaline kokkupuude diabeedihaigetel
suurte gliikoosikontsentratsioonidega, mis
viib COXi ensiitimi atsetiitilimise efektiivsuse
vahenemiseni.
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Joonis 3. Trombotsiiitide adenosiindifosfaadist (ADPst) indutseeritud
agregatsiooni inhibeerimine indometatsiiniga tervete isikute
trombotsiilidirikkas plasmas (PRP) gliikoosi (22 mM) juuresolekul ja ilma

gliikoosita. PRPd inkubeeriti 15 min gliikoosiga enne indometatsiini (0,08 mM)

lisamist. Indometatsiini lisati 1 min enne ADPd. ADP esile kutsutud
agregatsioon on voetud 100 protsendiks. Trombotsiilitide agregatsioon
indometatsiiniga ilma gliikoosita on 76 * 6,2% ja gliikoosiga 99 + 0,9%.
Andmed on esitatud aritmeetilise keskmise ja standardhalbega (SD).
***p < 0,001 vs. indometatsiin.
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Joonis 4. Trombotsiiitide adenosiindifosfaadist (ADPst) indutseeritud
agregatsiooni inhibeerimine aspiriiniga tervete isikute pestud
trombotsiiitide suspensioonis (WP) gliikoosi juuresolekul (22 mM) ja ilma
gliikoosita. WPd inkubeeriti 15 min gliikoosiga enne aspiriini (0,2 mM)
lisamist. Aspiriini lisati 1 min enne ADPd. ADP indutseeritud agregatsioon
on voetud 100 protsendiks. Trombotsiiiitide agregatsioon ilma gliikoosita
on 51,5 £ 1,3% ja gliikoosiga 97,7 + 2,6%. Andmed on esitatud aritmeetilise
keskmise ja standardhéalbega (SD).

***p < 0,001 vs. aspiriin.

Lisaks COXi ensiitimile mojutab glitkoos
ka L-arginiini NO-rada. Seda kinnitavad
katsed L-arginiiniga (vt joonis 5). Diabee-
dihaigetel oli L-arginiini antiagregatiivne
toime ndrgem kui tervetel sarnase lisatud
gliikoosi kontsentratsiooni (13 mM) juures.
See voib olla tingitud gliikoosi pikaajalisest
kokkupuutest trombotsiilitidega diabeedihai-
getel. Diabeetikute veres on aktiviseerunud
ka vabade radikaalide produktsioon, mis
voib mojutada trombotsiititide NO-rada

EestiArst 2014; 93(5):263-267

265



(13). L-arginiinist tekkiv NO inhibeerib
trombotsiititide agregatsiooni tsiiklilise
guanosiinmonofosfaadist (cGMP) séltuva
ja séltumatu raja kaudu (14).
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Joonis 5. L-arginiini inhibeeriv efekt adenosiindifosfaadist (ADP)
indutseeritud agregatsioonile tervete isikute trombotsiitdirikkas plasmas
(PRP) (valged tulbad). PRPd inkubeeriti 15 min gliikoosiga enne L-arginiini
(0,8 mM) lisamist. Arginiini ja iloprosti lisati 1 min enne ADPd. Gliikoosi
kontsentratsioon tervete PRPs on parast gliikoosi lisamist

13 mM. lloprosti lisati lavikontsentratsioonis 0,02 nM, mis trombotsiitide
agregatsiooni ei inhibeeri. Trombotsiilitide agregatsioon L-arginiiniga
gliikoosi juuresolekul on 75,7 + 2,2% ja ilma gliikoosita 34 + 12,1%.
Veregliikoosi pidurdav toime L-arginiini inhibeerivale efektile ADPst
indutseeritud agregatsioonis diabeedihaigete PRPs (hall tulp). Keskmine
veregliikoosi kontsentratsioon diabeedihaigete PRPs on 13 + 0,7

mM. L-arginiini ja iloprosti lisati 1 min enne ADPd. Trombotsiiitide
agregatsioon L-arginiini juuresolekul on 99,5 + 1,0%. Andmed on esitatud
aritmeetilise keskmise ja standardhéalbega (SD).

***p < 0,001 vs. L-arginiin; ### p < 0,001 vs. gliikoos + L-arginiin
(diabeedihaiged).
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Joonis 6. Trombotsiiitide adenosiindifosfaadist (ADPst) indutseeritud
agregatsiooni inhibeerimine naatriumnitroprussiidiga (SNP) 4 doonori
trombotsiiidirikkas plasmas (PRP) gliikoosi (13 mM) juuresolekul jailma
gliikoosita (valged tulbad). PRPd inkubeeriti 15 min glilkoosiga enne SNP

(8 uM) lisamist. SNPd lisati 1 min enne ADPd. ADP pdhjustatud agregatsioon
on voetud 100 protsendiks. Trombotsiiitide agregatsioon SNP juuresolekul
onilma gliikoosita 48 * 4,6% ja gliikoosiga 47,3 + 7,3%.

Trombotsiiiitide ADPst indutseeritud agregatsiooni inhibeerimine 4
diabeedihaige PRPs (hall tulp). Veregliikoosi keskmine kontsentratsioon
diabeedihaigetel on 13 + 0,7 mM. SNPd lisati 1 min enne ADPd.
Trombotsiiiitide agregatsioon SNPga on 49,0 + 7,0%. Andmed on esitatud
aritmeetilise keskmise ja standardhéalbega (SD). Vaartused statistiliselt
oluliselt ei erine (p > 0,05).

Uuringust selgus, et gliikoos mdjutab
L-arginiini efekti ADPst indutseeritud
agregatsioonile (vt joonis 5), kuid ei mdjuta
NO-doonori naatriumnitroprussiidi (SNP)
efekti (vt joonis 6). Erinevus vdib olla
tingitud sellest, kas tegemist on cGMP-st
sdltuva rajaga voi mitte. Nimelt suurendab
L-arginiin cGMP-taset trombotsiitidis, SNP
toimib osaliselt ka cGMP-st s6ltumatu raja
kaudu. On teada, et aspiriin atsettiiilib lisaks
COXi ensiitimile ka NOS3 ensiitimi (5, 15).
NOS enstitimi aktiivsus on tihedalt seotud
COXi enstitimi funktsioneerimisega. Uurimus
nditab, et gliikoos mdjutab kaht inhibitoorset
rada trombotstitdis: nii COXi kui ka L-argi-
niini NO-rada. Gliikoosi toimemehhanism
aspiriiniresistentsuse korral pole veel paris
selge, kuna gliikoos voib samal ajal moéjutada
erinevaid biokeemilisi radu trombotsiiiitides.

Tang jt (16) esitasid hiipoteesi, et hiiper-
gliikeemia puhul aktiveeritakse vereliista-
kuid aldolaasreduktaasi raja kaudu, mis viib
hapniku vabade radikaalide suurenenud
produktsioonini, mis omakorda suurendab
trombotsiilitides TxA2 vabanemist. Aspiriin
ei suuda sellisel juhul enam pérssida TxA,
teket ja trombitekkeoht suureneb. COXi ja NO
radades voivad samuti olulist rolli midngida
hapniku vabad radikaalid. Seega vdivad vabad
radikaalid osaleda ka gliikoosi pidurdavas
efektis COXi inhibiitoritele ja L-arginiinile.

JARELDUSED

Uuringu tulemused néitavad, et gliikoos
viahendab COXi inhibiitorite aspiriini ja
indometatsiini trombotsiiilitide agregat-
siooni pidurdavat toimet in vitro. Pikaajaline
trombotsiiiitide kokkupuude gliikoosiga
diabeedihaigetel parsib rohkem aspiriini
toimet kui lihiajaline gliikoosiga kokku-
puude katsetingimustes. Gliikoos mdjutab
ka L-arginiini trombotsiiiitide agregatsiooni
inhibeerivat toimet. Gliikoos ei mdjuta aga
SNP toimet trombotsiititide agregatsioonile
diabeedihaigetel ning see nditab SNP-tiitipi
NO-doonorite voimalikku tahendust aspiriini-
resistentsuse kujunemises diabeedihaigetel.

TANUAVALDUS

T66d on rahastanud Haridus- ja Teadusministeerium (sihtfinant-
seerimine nr SF0140010s08). Taname Pohja-EestiRegionaalhaigla
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SUMMARY

Glucose impairs inhibition of
platelet aggregation by COX
inhibitors and L-arginine

Vilja Mardla?, Ebe Rooks?, Gennadi Kobzar?,
Nigulas Samel*

BACKGROUND. Hyperglycaemia has been
found to cause increased platelet activity
and, as a result, antiplatelet drugs, including
aspirin, suppress thrombi formation insuf-
ficiently. High blood glucose concentration
might be one of the possible factors that
cause aspirin resistance. Aspirin treatment
reduces cardiovascular events incompletely
in patients suffering from diabetes.

AIM. The main purpose of this study was to
analyse the effect of glucose on the effect of
COX inhibitors and L-arginine in platelets
of healthy subjects and patients suffering
from diabetes mellitus.

METHODS. Citrated venous blood was
collected from healthy volunteers and from
patients suffering from diabetes. Platelet-
rich plasma (PRP) was obtained after the
centrifugation of citrated blood at 160 x g
for 10 min at room temperature. The suspen-
sion of washed platelets (WP) was prepared
as described previously using EDTA and
indomethacin to protect the platelets from
activation during the washing procedure.
The platelets were counted in a Swelab cell
counter and adjusted to a final concentra-
tion of 250 x 10° cells/L. Platelet aggregation
was measured by a photometric method in
a Chrono-Log aggregometer.

RESULTS. In healthy subjects, glucose added
in PRP for 15 min impaired the aspirin
inhibition of platelet aggregation induced
by ADP in a concentration-dependent way.
A similar effect was observed with another
COX inhibitor, indomethacin, instead of
aspirin. Also, glucose impaired L-arginine
inhibition of platelet aggregation. Blood
plasma was found to be not responsible for
the effect of glucose on platelets. In the PRP
of healthy subjects with normal concentra-
tion of glucose (5.6 mM), aspirin (0.2 mM)
inhibited ADP-induced platelet aggregation

by 41 + 5 % while with 13 mM of glucose
the inhibition was only 19 + 8 %. In patients
suffering from diabetes, with 13 mM of
glucose in blood, the same concentration of
aspirin added in vitro in PRP had no notice-
able effect on platelet aggregation. Glucose
did not impair the inhibition of ADP-induced
aggregation by sodium nitroprusside in the
PRP of either healthy subjects or diabetic
patients.

CONCLUSION. Glucose attenuates the effect of
COX inhibitors and L-arginine on platelets.
The results suggest that glucose impaired
platelet aggregation inhibition through
COX and L-arginine:NO pathway. Long-term
exposure of glucose to platelets in diabetic
patients has a stronger impeding effect
on platelet inhibition caused by aspirin
compared with short-term exposure of
glucose in experimental conditions.
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