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III. KISALTMALAR ve SIMGELER

ADA: Amerikan Diyabet Birligi

ADP: Adenozin difosfat

AHO: Akan Hiicre Olger

APC: Aktive protein C

ATP: Adenozin trifosfat

CRP: C-reaktif protein

DM: Diabetes mellitus

DSO: Diinya saglik orgiitii

EGF: Epidermal biiylime faktorii

ELISA: Enzim-bagl immiinsorbent 6l¢iim

ERBB: Epidermal biiyiime faktor reseptorleri

ERK: Hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz

FBS: Fetal sigir serumu

FITC: Fluoresin izotiyosiyanat

FNIII: Fibronektin I11

Gas6: “Growth arrest spesific protein”- 6

GFR: Glomeriil filtrasyon hiz1

Gla: y-karboksiglutamik asit

HbA1lc: Hemoglobin Alc

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein (High density lipoprotein)
IDDM: Insiiline bagiml1 diabetes mellitus (Insulin Dependent Diabetes Mellitus)
IFNs: Interferon tip 1

Ig: Immunglobulin

KLL: Kronik lenfositik 16semili

KLM: Kronik miyeloid 16semi

LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein (Low density lipoprotein)
LG: Laminin G

MGP: Matriks Gla Proteini

MS: Multipl skleroz

NCBI: National Center for Biotechnology Information
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NIDDM: Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus
diyabetes mellitus)

PAR -1 reseptor: Proteaz-Aktivasyon Reseptor 1
PDGF: Trombosit kaynakl: biiyiime faktorii
PI3K: Fosfatidilinositol-3 hidroksi kinaz

PLG: Aclik kan sekeri

PRGP1: Prolince zengin Gla Proteini 1

PRGP2: Prolince zengin Gla Proteini 2

PRP: Trombositten zengin plazma

PS: Fosfatidilserine

PLG: Plazma glukozu

PTK: Protein Trozin Kinaz

RPE: Retinal pigment epitelyal

RTK: Tirozin Kinaz Reseptor

RT-PZR: Gergcek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
SFLLRN: Trombin reseptor aktivasyon peptidi
SHBG: Steroid hormonu baglayan globulin
TAM: Tyro-3 (Sky), Axl ve Mer

TLR: “Toll”-benzeri reseptor

TNF: Tiimor nekroz faktor

Tulpl: “Tubby-like protein” 1

TURDEP: Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojisi
VDKH: Vaskiiler diiz kas hiicreleri

(Noninsulin-dependent
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a) aktive olmamis trombosit x 10,000; b) sekil olarak degismis ve psédopod
olusturmus trombosit x 5,000; c) yayilmis trombosit x 3,000.

Sekil 3: K vitamininin Kimyasal yapisi: A) Filokinon; B) Menakinon (K2 vitamini);
C) menadion (K3 vitamini).

Sekil 4. Protrombin molekiiliiniin sematik olarak goriintiilenmesi.

Sekil 5. Gas6 ve protein S’in yapisi.
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reseptorler.
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Sekil 16. Saghkli gruptan bir olguya ait ADP ile aktive edilmis trombositlerdeki
ylizey reseptor Olgltimleri: a) ADP kontrol (hi¢ antikor icermiyor), b) Axl, c) Tyro3
(Sky), d) Mer.

Sekil 17. Tip 2 diyabetik gruptan bir olguya ait aktive edilmemis trombositlerdeki
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Sekil 18. Tip 2 diyabetik gruptan bir olguya ait ADP ile aktive edilmis
trombositlerdeki yiizey reseptor olglimleri: a) ADP kontrol (hi¢ antikor igermiyor),
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trombosit ylizeyindeki TAM reseptor sayilari.
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Sekil 24. Kontrol ve hasta grubunda AxI reseptor sayilari, a) aktivasyon dncesi, b)
aktivasyon sonrasi.

Sekil 25. Kontrol ve hasta grubunda Tyro3 (Sky) reseptor sayilari, a) aktivasyon
oncesi, b) aktivasyon sonrasi.

Sekil 26. Kontrol ve hasta grubunda Mer reseptor sayilari, a) aktivasyon oncesi, b)

aktivasyon sonrasi.
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1. OZET

Immunite/enflamasyonun diizenlenmesinde Gas6 nin rolii 6nem kazanmaktadir.
Bu sistemlerin tip-2-diyabet patogeneziyle iliskisi vardir. Gas6/TAM yolagnin
diyabet ve komplikasyonlariyla iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tezin amaci,
tip-2-diyabetli hastalarin trombositlerinde TAM [Tyro3 (Sky), Axl, Mer]| yiizey
reseptor sayilarini belirlemek ve kontrol-grupla karsilastirmaktir. Akan hiicre dlger
yontemiyle belirlenen reseptdr sayilari: Saglikli grupta (n=21) Tyro3 (Sky)
=9,308+4,261, Axl i¢cin Median=8,378 (25. persantil=6,145-75. persantil=10,624),
Mer i¢in Median=8,539 (6,339-9,737); Diyabetik gurupta (n=24) Tyro3 (Sky) i¢cin
Median=6,312 (5,251-9,983), Axl i¢in Median=6,902 (6,051-13,982), Mer ig¢in
Median=7,338 (5,708-8,908) olarak bulundu. Saglkli grupta ADP-aktivasyonuyla
Tyro3 (Sky) ve Mer sayilar1 artarken (p=0.004 ve p=0.033), Axl’de anlamli bir
degisim gorilmedi (p=0.243). ADP aktivasyonu, diyabetik grupta reseptor
sayilarimda anlamli bir degisime yol agmad1 (p>0.05), (p=0.935, Axl; p=0.149, Sky;
p=0.088, Mer). Diyabetik ve kontrol grubun ADP-aktivasyonu 6ncesi ve sonrasinda
trombosit reseptor sayilari birbiriyle karsilastirildiginda, ti¢ tiir reseptérde de anlamli
farkin olmadig1 goriildii (p>0.05). Diyabetik grubun bazi biyokimyasal test
sonuclartyla, TAM reseptor sayilari1 arasinda korelasyon saptandi: Serum CRP
seviyesiyle, aktivasyon sonrasindaki Mer reseptor sayisi arasinda negatif bir
korelasyon (r=-0.518); serum CRP seviyesiyle, aktivasyon oncesi Tyro3 (Sky)
reseptor sayist arasinda negatif bir korelasyon (r=-0.654); achk glukozuyla,
aktivasyon sonrasi Axl reseptdr sayisi arasinda pozitif bir korelasyon bulundu
(r=0.855). Trombositler endotel hiicreler, 10kositler ve eritrositlerle siirekli etkilesim
halindedir. Bu yiizden onlardaki degisiklikler, tiim damar sistemini etkileyebilir.
Gas6/TAM yolagimin, diabetin mikro- ve makro-anjiopati komplikasyonlarinda rolii

olabilir. Kapsamli temel bilim ve klinik arastirmalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Gas6, TAM reseptorleri, tip-2 diabet, trombosit
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2. SUMMARY

Quantification of TAM Receptors on Platelet Surface in Patients with Diabetes
Mellitus

Several reports revealed that the Gas6 has been involved in the regulation of
immunity/inflammation, which is related to the pathogenesis of type 2 diabetes. It
seems like that Gas6/TAM system represents an important mechanism for diabetes
mellitus and its complications. The objective of this thesis is quantification of TAM
receptors (Tyro3, Axl, Mer) on platelet surface in patients with type 2 diabetes and
compare the results with the control. TAM receptors were quantified by flow
cytometry. The following results were found in resting platelets: Tyro3 (Sky)
=9,308+4,261, Axl Median=8,378 (25. percentiles=6,145-75. percentiles=10,624),
Mer Median=8,539 (6,339-9,737) in healthy controls (n=21); Tyro3 (Sky)
Median=6,312  (5,251-9,983), Axl Median=6,902  (6,051-13,982), Mer
Median=7,338 (5,708-8,908) in diabetic group (n=24). In the control group, the
receptors Tyro3 (Sky) and Mer increased significantly after activation of platelets
with ADP (p=0.004 and p=0.033, respectively) but Axl (p=0.243). In diabetic group,
activation of platelets with ADP did not cause any significant increase in all three
type of receptors (p>0.05), (p=0.935, Axl; p=0.149, Sky; p=0.088, Mer). When
diabetic group compared with the control in respect to Tyro3 (Sky), Axl and Mer,
there were no significant difference for resting platelets but also after activation with
ADP (p>0.05). In diabetic patients, an inverse correlation was observed between
serum CRP and the receptor Mer on activated platelets (r=-0.518), and also Tyro3
(Sky) (r=-0.654) on resting platelets. A correlation was observed between fasting
plasma levels and the receptor Axl on activated platelets from diabetic patients
(r=0.855). There are interactions among platelets, endothelial cells, erythrocytes, and
leukocytes. Any problem with platelets may affect the homeostasis of the vessel
system. Gas6/TAM signaling may play a potential role in the pathogenesis of micro-

and macro-complications of type 2 diabetes.

Key words: Gas6, platelet, TAM receptors, type2-diabetes
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3. GIRIS VE AMAC

Diyabetli hastalarin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler dolasimi normal degildir
ve bu komplikasyonlar trombosit fonksiyon bozukluguyla iliskilidir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlar; retinopati, nefropati ve ndropati olmak {izere ii¢ ana baslik altinda
toplanabilir. Makrovaskiiler komplikasyonlar ise koroner arter hastaligi,
serebrovaskiiler olaylar ve periferik vaskiiler hastaliklar olup, daha ¢ok lipid
metabolizmast ve pihtilasma mekanizmasindaki bozukluklar sonucunda meydana
gelmektedirler.

Mikro ve makro anjiopati gibi komplikasyonlar sebebiyle diyabetiklerde
trombotik ve aterosklerotik bozukluklarm goriilme sikligi ¢ok yliksektir. Endotel
hiicre hasari, fibrinolitik sistemde bozulma, eritrosit deformabilite 6zelliginin
azalmasi, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun artmasi, tromboz siirecine
katkida bulunan olaylardir. Diyabetik hastalara ait trombositlerde, spontan ve
stimiilan ajanlar varli§inda adezyon ve agregasyon artmustir. Diabetes mellituslu
hastalarin dolasiminda aktive olmus sekilde dolasan trombosit sayisinin normalden
fazla oldugu ve bu nedenle tromboza daha fazla egilimli oldugu 6ne siiriilmektedir.
Bu durumun anjiopati gelismesinde rol oynadigy, ileri siirtilmiistiir.

Gas6 (Growth arrest specific-6) proteini, K-vitaminine bagimli protein ailesinin
bir liyesidir ve bir reseptor ligandidir. Tirozin kinaz reseptor ailesi liyelerinden Tyro-
3 (Sky), Axl ve Mer’ in (TAM) ligandidir. K vitaminine bagimli diger bir protein
olan protein S ile biiyiikk bir yapisal benzerlige sahip olmasmna ragmen, Gas6
antikoagiilan 6zellik gdstermez. TAM reseptdrlerinin yoklugunda, farelerde tromboz
gelisiminin inhibe edildigi ¢esitli caligmalarda gdsterilmis; bu durum trombosit
agregasyon ve sekresyon bozuklugu ile iliskilendirilmistir. TAM reseptorlerinin pihti
stabilizasyonuyla ilgili olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir. Gas6 reseptorlerinin
hangi tip hiicrelerde ne miktarda olduguna dair bilgiler yetersizdir. Fizyolojik etki
mekanizmasi heniiz aydinlatilmamaistir.

Enflamasyon, koagiilopati, kanser, otoimmun hastaliklar, diyabetik vaskiiler ve
renal hastaliklarla Gas6 ve TAM reseptorlerinin iligkili oldugu bildirilmistir. Son
yillarda yapilan bazi deneysel hayvan ve temel bilim ¢aligmalari, diyabetik bobrek ve
damar hastaliklarinin patogenezinde Gas6 ve reseptorlerinin rolii olabilecegini

diistindiirmektedir.
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Heniiz Gas6 ve TAM reseptorlerinin klinik dnemiyle ilgili bilgiler ¢ok azdir.
Ayrica diyabetik hastalara ait ¢esitli biyokimyasal parametrelerin, bu sistemle iliskisi
olup olmadig1 bilinmemektedir. Gas6 geni susturulmus farelerde diyabetik nefropati
gelismesinin daha az oldugu goriilmiistiir. Ayrica uzak dogu iilkelerinde uzun siiredir
nefropati tedavisinde kumadin kullanilmastir.

Biitiin bu bilgiler Gas6/TAM sistemi diyabet ve komplikasyonlariyla oraninda
bir iligki olabilecegine isaret etmektedir. Bu tezin amaci, diabetes mellituslu
hastalarin trombosit ylizeyindeki TAM reseptorlerinin her birinin (Tyro-3, Axl ve
Mer) sayismi Olgmektir. Bu amacla, aktive olmamis ve aktive edilmis trombosit
ylizeyindeki TAM reseptorleri akim sitometri yontemiyle kantitatif olarak 6lgtilmesi
planlanmistir. Normal saglikli kisiler ve diyabetik olgulardan alinan kan 6rneklerinde
trombosit izolasyonunu takiben, her bir reseptore 6zgiin antikorlar kullanilarak akan

hiicre Olcerle reseptor sayilar1 belirlenecektir.

16



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgisi, insiilin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan kronik hiperglisemiyle karakterize bir metabolik
hastaliktir. Diyabetteki karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozukluklarinin
temeli; insiilinin hedef hiicrelerdeki yetersiz etkisine dayanir (1). Pankreas insiilin
sekresyonundaki yetersizlik, insiilin etkisizligi veya insiilin molekiiliindeki yapisal
bozukluklar bu hastaligin temelini olusturmaktadir. Hastaligin seyri sirasinda
mikrovaskiiler, makrovaskiiler ve noropatik komplikasyonlar gelisebilmektedir.

Bilinen en eski hastaliklardan olan DM, en biiyiik halk sagligi sorunlarindan
biridir. 1k olarak Kapadokyali Arateus, ¢ok idrar yapan ve kilo kaybeden insanlar
sifonlu ficiya benzeterek hastaliga “Diabetes” adin1 vermis ve klinik bulgularla tani
koymustur. 7. yiizyilda Misirly, Hintli ve Cinlilerce idrarm sekerli oldugu tadilmis ve
“Lemadhumeha” balli idrar tanimlamasi yapilmustir. 11. yiizyilda ibn-i Sina,
kaynatilan idrardaki tortuda bal tadini belirlemistir. Daha sonra 16. ylizyilda Thomas
Willi idrarda seker tayini yapmis ve Claude Bernard kan sekeri Ol¢limiinii
gerceklestirmistir. 1800’ yillarda Fehling idrarda kantitatif glukoz metodunu
gelistirmis ve aseton tayini yapilmaya baslanmistir. 1900°1i yillarda ise hastaligin
nedeniyle ilgili pek ¢ok bilgi edinilmistir. Halen immunolojik ve genetik ¢caligmalarla
yeni bilgiler kazanilirken, hastaligin 6nlenebilmesi yoniindeki ¢aligmalar devam
etmektedir. Yaygin ve sik goriilen endokrin ve metabolik bir hastalik olan DM
komplikasyonlari, gelismis toplumlarda 6nde gelen 6lim nedenlerinden biridir (2).
Heniiz bu komplikasyonlarin molekiiler mekanizmasi bilinmemektedir.

Tirkiye’ye baktigimizda, Eylil 1997-Mart 1998 tarihleri arasinda 24,788 kisi
gerceklestirilen TURDEP (Tirkiye Diyabet Epidemiyolojisi) c¢alismasinin
sonuclarina gore:

o Ulkemizde tip 2 diyabet prevelanst %7.2, bozulmus glukoz toleransi
(IGT) prevelansi ise % 6.7 olarak bulunmustur.

o Bu oranlara dayanarak 2000 yili niifus sayimina gore iilkemizde 2.6
milyonun tizerinde tip 2 diyabetli ve 1.8 milyon civarinda IGT’li bireyin yasadigi

hesaplanmistir.
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o Ulkemizde yasayan diyabetlilerin %32’sinin hastaliginmn farkinda

olmadiklar1 da ortaya ¢ikmustir (3).

4.1.1. Simiflandirma

Ilk kez 1979°da Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Diyabet Veri Grubu
(National Diabetes Data Group) tarafindan DM un siniflamasi yapildi ve daha sonra
da 1985 yilinda Diinya Saglk Orgiitii (DSO) tarafindan diyabetin genis bir
simiflandirilmasi yapildi. Juvenil DM yerine bu duruma daha uygun olan “insiiline
bagimli diabetes mellitus” (Insulin Dependent Diabetes Mellitus, IDDM) veya tip 1
DM tanimlamasi kullanilmaya baslandi. Daha siklikla eriskin yasta ortaya ¢ikan
diyabet “insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus” (Noninsulin Dependent
Diabetes Mellitus, NIDDM) veya tip 2 DM olarak isimlendirildi. Insiilin direncinin
agirlikli olarak rol aldigi tip 2 DM, siklikla erigkin yaslarda ortaya g¢ikmasina
ragmen, son yillarda goriilen dengesiz beslenme ve obeziteyle birlikte, ¢cocuklarda
giderek artan oranlarda goriilmeye baslamistir (4, 5, 6).

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan 1997 yilinda Onerilen yeni
siniflama, insiiline bagimli olan ve insiiline bagimli olmayan diyabet yerine tip 1 ve
tip 2 diyabet terminolojisini ortaya atmistir (7, 8, 9,). 2007 yilinda gézden gecirilen
smiflandirmada, insiiline bagimli ve insiiline bagimli olmayan diyabet terimlerini
kaldirmig ve sirasiyla tip 1 ve tip 2 diyabet isimleri verilmistir. Diger bir degisiklik
anormal glukoz toleransi ve potansiyel glukoz tolerans anormalligi kategorilerinin
kaldirilmasidir (10).

2011 ADA kriterlerine gore diyabet tanisi, aglikta en az 2 defa ardisik olarak
Olgiilen vendz plazma 6rnegindeki glukoz diizeyinin >126 mg/dL olmasi ile konur.
Aclik veya tokluk durumuna bakilmaksizin giliniin herhangi bir zamaninda 6l¢iilen
vendz plazma Orneginde glukoz diizeyinin >200 mg/dL olmasi ve beraberinde
poliiiri, polidipsi ve ac¢iklanamayan kilo kaybi1 gibi diyabet semptomlarmnin varlig ile
de diyabet tanis1 konulabilir (11). Artik Hemoglobin Alc’nin (HbA1C)%6,5 den
yiiksek olmasi da diyabet tani kriterleri arasinda yer almistir. HbA1C’nin NGSP
(National Glycohemoglobin Standardization Program) onayli ve DCCT (The
Diabetes Control and Complications Trial) metoduna gore standardize edilmis bir

yontem kullanilarak 6l¢iilmiis olmasi gerekmektedir.
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Tablo 1: 2011 ADA Diyabet tan1 kriterleri (11).

HbAIC > %6,5

NGSP onayli ve DCCT metoduna gore standardize

edilmis bir yontem kullanilarak 6l¢iilmelidir.

Veya

Aclik glukozu > Aclik, test Oncesinde en az 8 saat hig¢ kalori
126 mg/dl (7,0 mmol/1) almmamasi olarak tanimlanmistir.

Veya

OGTT de 2-saatlik plazma
glukozu >

200 mg/dl (11,1 mmol/1)

Test, suda ¢oziinmiis 75 g anhidr glukoz
esdegerinde bir glukoz yiiklemesi kullamilarak WHO
tarafindan tarif edildigi sekilde uygulanmalidir.

Veya

Rastgele plazma glukozu >

200 mg/dl (11,1 mmol/1)

Hiperglisemi veya hiperglisemik krizin klasik

semptomlarina sahip bir hasta olmasi.

Tablo 2. Diabetes Mellitusun Etiyolojik Smiflamasi (10).

I-Tip 1 diyabet (B hiicre yikimi, genellikle mutlak insiilin eksikligine yol acan)

A-immun aracili

B- idiyopatik

II-Tip 2 diyabet(Asir1 insiilin direnciyle beraber rolatif insiilin eksikligi veya agir
insiilin salg1 bozukluguyla beraber insiilin direnci)

HI-Diger spesifik tipler

A- B hiicre fonksiyonunda genetik defekt
1-Kromozom 12, HNF-1 (MODY 3) 2-Kromozom 7, glukokinaz (MODY 2)
3-Kromozom 20, HNF-4 (MODY 1) 4-Kromozom 13, insiilin promoter faktor-1

(IPF-1;MODY 4)

5-Kromozom 17, HNF-1 (MODY 5) 6-Kromozom 2, NeuroD1 (MODY6)

7-Mitokondriyal DNA

B- Insiilin etkisinde genetik defekt

1-Tip A insiilin rezistansi

2-Leprechaunizm

3-Rabson-Mendenhall sendromu 4-Lipoatrofik diyabet
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C- Ekzokrin pankreas hastaliklari
1-Pankreatit

3-Neoplazm

5-Hemakromatozis

D- Endokrinopati
1-Akromegali
3-Glukagonoma
5-Hipertiroidizm
7-Aldesteronoma

E-ilac yada kimyasallara bagh
1-Vacor

3-Nikotinik asit

5-Tiroid hormonu
7-B-adrenerjik agonistler
9-Dilantin

F- Enfeksiyonlar
1-Konjenital rubella

G-Immun aracili diyabetin nadir formlar

1-“Stiff-man” sendromu

2-Travma/pankreatektomi
4-Kistik fibrosis
6-Fibrokalkiiloz pankreas

2-Cushing sendromu
4-Feokromasitoma
6-Somatostatinoma

2-Pentamidin
4-Glukokortikoidler
6-Diazoksit
8-Tiazidler

10- Interferon

2-Sitomegalovirus

2-Anti-insiilin reseptdr antikorlari

H- Diyabetle bazen birlikteligi olan genetik sendromlar

1-Down sendromu

3-Turner sendromu

5-Friedreich ataksisi
7-Laurence-Moon-Biedl sendromu
9- Porfiria

2-Klinefelter sendromu
4-Wolfram sendromu
6-Huntington koresi
8-Miyotonik distrofi
10-Prader-Willi sendromu

IV-Gestasyonel diyabet mellitus (GDM)

4.1.1.1. Tip 1 diabetes mellitus

Tip 1 DM daha cok cocuklarda ve geng eriskinlerde goriilmektedir. Pankreasta
bulunan ve insiilin iireten beta hiicrelerinin idiyopatik olarak otoimmiin bir siireg
sonunda zedelenmesiyle olusmaktadir. Olgularda mutlak ya da goéreceli bir insiilin
yetersizligi oldugundan, insiilin hormonunun 6miir boyu disaridan alinma zorunlugu

vardir (12, 13, 14).

4.1.1.2. Tip 2 diabetes mellitus

Tip 2 diyabetes mellitus gelisiminde;
- Pankreas B hiicresinin fonksiyon bozuklugu,
dokulardaki insiilin

- Insiilin direnci, insiilin duyarhliginda azalma,

reseptorlerinde direng sonucunda glukoz metabolizma bozuklugu,
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- Hepatik glukoz iiretim artis1
gibi ii¢ ana metabolik bozukluk sorumlu tutulmaktadr (15, 16, 17, 18).

Insiilin direnci bir multisistem hastalik olup genetik ve c¢evresel faktdrlerin
etkisiyle obezite, fiziksel ve ruhsal stres, gebelik, 40 yas ilizerinde olma ve ilag
tedavisi hastaligin olusumunda etkili olan risk etmenleri arasindadir (15, 16, 19).
Insiilin iiretimi, insiilinin reseptdre baglanmasi ve intraselliiler sinyal iletimini
kapsayan insiilin sinyal yolagi basamaklarindan herhangi birisinde meydana gelen
hiicresel anormallikler, insiilin direncine yol agabilir. Ayrica bozulmus insiilin
fonksiyonu iskelet kasi, yag dokusu ve karaciger gibi pek ¢ok dokuda da kendini
belli eder (20).

Tip 2 diyabet hastalarinda yiliksek tansiyon ve protrombotik olaylar en belirgin
sorundur. Bu da koagiilasyon sisteminin aktivasyonunda artisa sebep olur. Bu yiizden
trombosit adezyonu ve agresyonunda artis gozlenmektedir (21, 22, 23). Protrombotik
olaylar, yakin zamanda metabolik sendrom olarak kabul edilmistir. Metabolik
sendromlu insanlarda koagiilasyon faktdr modelleri, tromboza tesvik veya trombolizi
geciktirici olarak belirtilmistir. Protrombotik durumda, fibrinojen seviyeleri artmus;
plazminojen aktivatdor inhibitorii artmis ve trombosit fonksiyonlar1 farkl
anormallikler gdstermektedir (19). Bu artan prokoagiilan aktivitenin, nefropati ve
retinopatinin ortaya ¢ikmasimna katkida bulundugu sanilmaktadir (26). Diyabetli
hastalarin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler dolagimi normal degildir ve bu
komplikasyonlar trombosit fonksiyon bozukluguyla iliskilidir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlar; retinopati, nefropati ve ndropati olmak {iizere ii¢ ana baslik altinda
toplanabilir (25, 26). Makrovaskiiler komplikasyonlar ise koroner arter hastaligi,
serebrovaskiiler olaylar ve periferik vaskiiler hastaliklar olup, daha ¢ok lipid
metabolizmast ve pihtilasma mekanizmasindaki bozukluklar sonucunda meydana
gelmektedirler (25).

Tip 2 diyabetin morbidite ve mortalitesinde, hemostatik sistemin énemli bir rol
oynadig1 ¢esitli calismalarla gdsterilmistir (27). Fibrin, piht1 olusumuna ve trombosit
agregasyonuna katkida bulunmakta ve fibronejen seviyeleri diyabette artmaktadir.
Fibrinolitik aktivitenin de tip 2 diyabetlilerde diisiik oldugu belirtilmistir. Bundan

dolay1 plazminojen aktivator inhibitor seviyeleri artmis, plazminojenden plazmin
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olusumu inhibe edilmistir (19). Komplikasyonlarda damar i¢inde trombin lretimi
artar ve fibrinolitik potansiyel azalir (28, 29).

Diyabetik hastalarm  kan dolasimindaki aktive olmus sekilde dolasan
trombositlerin, piht1 olusumu ve anjiopatiye neden oldugu One siiriilmektedir.
Endotel hiicre hasari, fibrinolitik sistemde bozulma, eritrosit deformabilite
ozelliginin azalmasi, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun artmasi, tromboz
siirecine katkida bulunan olaylardir. Diyabetlilerden elde edilen trombositlerde,
spontan ve stimiilan ajanlar varliginda adezyon ve agregasyonda artis gorilmiistiir
(30, 31). Bu nedenle diyabetli hastalarin damar hastaliklarinin gelismesinde

trombositlerin 6nemli bir rolii vardir (19).

4.2. Trombositler
4.2.1. Trombosit morfolojisi

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden {iretilen ¢ekirdeksiz
hiicrelerdir (32). Ilk kez 1860’da Zimmerman, sonra da 1865’de Manschultz
tarafindan tanimlanmistir. Kan pihtilasmasindaki rolii ise 1878’de Zimmerman ve
Haryan tarafindan ortaya konmustur. Ik &nceleri hiicre pargalari olarak
tanimlanmasina ragmen daha sonra aktif hiicreler oldugu ve megakaryositler
tarafindan yapildig: ilk kez 1882°de Bizzazereo tarafindan belirtilmistir (33, 34).

Trombositler 7+4.8 pm’ hacmindedir. Pihti olusumuna katilip tiiketilmedigi
zaman; ortalama yasam siiresi 7-10 giindlir. Bu hiicreler protein ve yag asitleri
sentezleme yetenegine sahiptir. Adezyon (yapisma), sekresyon (salgilama) ve
agregasyon (kiimelesme) fonksiyonlarmna sahiptir (35). Onceleri trombositlerin
primer olarak sadece piht1 olusumuyla ilgili oldugu disiiniiliyordu. Ancak simdi
hemostaz reaksiyonlarinda daha kritik rol oynadiklarmadair deliller giderek
giliclenmektedir (36). Trombositler, piiriizlii ylizeylere temas ettiklerinde psdédopod
olusturur, tist liste birikebilir ve iceriklerini ortama saliverirler. Aktivasyon sirasinda
yap1 ve goriiniimlerini degistirirler. Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde,
aktive olmamis trombositlerin genellikle disk seklinde oldugu goriilebilir (Sekil 2a).

Trombosit yiizeyine plazmada bulunan bazi proteinler de baglanabilir.
Bunlardan bazilar1 koagiilasyon faktorleri olan fibrinojen, F VII ve F [X’dur. Ayrica

trombosit ylizeyinde glikoprotein yapisindaki reseptorler, lipoproteinler ve
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fosfolipidler bulunur (36, 37). Trombositlerin sitoplazmik matriksi bir membranla
cevrilidir ve gesitli organellere sahiptir. Trombositler mitokondri, alfa graniil, yogun
graniil, vakuol, vezikiil, mikrotiibiil, mikrofilament, glikojen ve lipid inkliizyonlari,

endoplazmik retikulum, golgi kompleksi ve ribozomlar igerirler (38) (Sekil 1).

Acik
Kanalikiler

Sistem
(OCS)

_Periferal Bolge

Mitokondri

Yogun Tibiiler

( A Y
Yogun _— — Sistem (DTS)

Grantiller

Glikojen ~Mikrotiibiiler Sistem

7 o/
Graniilleri @ Graniller

" Hiicre iskeleti

Sekil 1. Trombosit hiicre yapisi (www.platelet-research.org. Erisim tarihi: 2009).

Elektron mikroskobunda sitoplazma 3 bolge olarak goriiliir (Sekil 1).

1. Periferik bolge: Bu bolge, dis kabuk, unit membran ve submembran alanini

kapsar. Hiicrede uyarana yanit vermek i¢in gerekli kimyasal etkilesimler ve hiicre-
hiicre adezyonu i¢in uygun ortam olusturur (39, 40, 41).

2. Sol jel bolgesi (Hyalomer): Bu bdlgede mikrotiibiiller, mikrofilamanlar,

yogun tiibiiler sistem bulunur. Mikrotiibiil ve mikrofilamanlarin yer aldig1 fibroz
elemanlardan olusan, organelden fakir, ancak bir iki graniil igeren sol-jel bdlgesi,

“hyaloplazma” admi da alir (42, 43, 44).

3. Organel bodlgesi (Graniilomer): Tiim  trombosit  organelleri

megakaryositlerdeki ana yapilarmi korur (36). Trombositlerde iki tip graniiliin varligi
bilinmektedir: Bunlar yogun graniiller ve a-graniillerdir. Yogun graniillerde baslica
serotonin, ADP (Adenin difosfat) ve ATP (Adenin trifosfat) depolanir. En ¢ok a-
graniiller vardir ve cesitli lizozomal enzimleri igerir. Trombosit o- graniilleri

megakaryositlerdekinden daha biiyiik olabilir (42, 45).
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Trombositlerin, hemostaz disinda organizma i¢in yararli diger bazi etkileri
olabilecegi de diisiiniilmektedir. Virlis ile enfekte hiicrelerin ve bakteriler gibi kana
gecen yabanci organizmalarin ¢evresinin kusatilarak toksik etkilerinin engellenmesi
ve fagositoz i¢cin elverisli hale getirilmesi buna 6rnek olarak verilebilir. Diger
taraftan trombosit agregasyonu bazi kosullarda organizma i¢in zararli da olabilir.
Ornegin, damar iginde kan akimmi engelleyen piht1 olusumu tikanmis damarlarmn

besledigi dokularda 6liime yol agabilir (46).

4.2.2. Trombosit fonksiyonlar

Trombositler, hemostaz ve tromboz siirecinde temel rol oynar: Kanin normal
damar bitinliginii saglayarak birbirlerini ve diger hiicreleri etkilemeden kan
damarlar1 i¢inde dolasirlar ve hasar durumunda kanamayi Onleyerek katkida
bulunurlar. Ek olarak, trombositler dogal immiin savunma ve inflamatuvar cevabin
diizenlenmesi i¢in 6zellesmis hiicrelerdir.

Damar duvar1 hasarlandiginda, trombositler aciga c¢ikan subendotelyal matrikse
toplanir; olusturulan hemostatik tikacla, damar duvarindaki sizint1 engellenir (47,

48). Trombositler hemostatik siirece, adezyon (yapisma) fonksiyonuyla katilir.

4.2.2.1. Trombosit adezyonu

Dinlenme durumundaki trombositler, diskoid yapidadir ve diizglin bir yiizeye
sahiptir. Trombositlerin aktivasyonuna yol agan maddeler, agonist olarak adlandirilir.
Her bir agonist, trombositteki spesifik reseptorlere tutunarak trombosit i¢indeki seri
reaksiyonlar1 tetikler.

Endotelde meydana gelen hasar bolgesinde hemostatik tika¢ olusturmak icin
trombositler iki spesifik proteinle etkileserek subendotelyal materyale tutunur:
Kollajen ve vonWillebrand faktér (vVWF) (49). Trombosit ylizey reseptorii GPIb
(glikoprotein Ib) ile subendoteldeki komponentler (genellikle kollajen lifler) arasinda
baglant1 (koprii) olusur. Yani trombosit subendotele baglanir. Kollajen trombositi
uyararak trombosit aktivasyonunu baglatir (50). Trombosit adezyonu iki fazda
gerceklesir: Baglangigtaki kontakt fazda trombosit damar duvarma kiiciik bir

membran parcast veya psddopodlar yoluyla baglanir. Bunu takip eden yayilma
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fazinda ise trombosit, subendotelyal dokuya genis bir membran alaniyla daha sik1 bir

sekilde baglanir (51).

T
Plaicleifigsearch Laboratc

-

Sekil 2. Trombosit adezyonunun farkli asamalarinin elektron mikroskop goriintiileri. a) aktive
olmamis trombosit x 10,000; b) sekil olarak degismis ve psddopod olusturmus trombosit x 5,000; c)
yayilmig trombosit x 3,000 (www.platelet-research.org. Erigim tarihi: 22 Subat ).

4.2.2.2. Trombosit agregasyonu

Agonistler, kalsiyum ve fibrinojen gereklidir. (Az miktarda fibrinojen)
Uyarilmamis trombositlere trombosit agregasyonunda baglanabilir. Ancak agonistler
eklendiginde, zamana bagl sekilde baglanmada artis gozlenir. Eger sistem kalsiyum
yoniinden fakirse, uyarilmig trombositlere fibrinojen baglanmaz. Sonucta agonistlerin
rolii fibrinojen reseptorlerini uyarmakdir. Bu olaylar serisi, trombosit agregasyonun
fibrinojen-bagimli yolunu tanimlamaktadir. Trombosit agonistlerinin tetikledigi ortak
olay, reseptorlere baglanmay1 saglamaktadir (49).

Aragidonik asitten sentezlenen Tromboksan A2 (TxA2), yogun graniillerden
sekrete edilen ADP ve Ca™ ile alfa graniillerden sekrete edilen adeziv proteinler, geri

doniisiimsiiz trombosit agregatlarinin olusumuna neden olur. Fibrinojen, fibronektin,
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trombospondin ve vonWillebrand faktoriin (vVWF), trombosit yiizeyinde yiiksek

konsantrasyonlardaki varligi, alfa graniillerin sekresyonunu uyarir (33, 50, 51).

4.2.2.3. Trombosit sekresyonu

Trombositin bir diger 6nemli fonksiyonu, c¢esitli maddeleri ortama salivermesidir
yani sekresyon 6zelligidir. Bu maddeler piht1 yapisini degistirebilir; koagiilasyonu
regiile eder; hiicre adezyonu, damar duvarmdaki hiicre gelisiminin diizenlenmesine
katkida bulunur. a graniiller, yogun graniiller ve lizozomlardan olusan sekretuvar
organellerin igeriklerini sekrete etmesi, hasarli damar bdlgesindeki diger hiicreleri
aktive eder ve hiicresel adezyonu artirir (52, 53). Bu maddeler ya trombositlerde
onceden olusmus depo graniillerden ya da membran fosfolipidlerinden agiga ¢ikarak
sekrete edilir (49). Trombosit kiimelesmesi sirasinda graniillerin merkezde
toplanmasi, sekresyon yanitinin gerceklesebilmesi igin gereklidir (50).

Trombositler, hiicre mitozu, kollajen yapimmin artmasi, hasarli bolgeye diger
hiicrelerin go¢li, damarsal i¢ biiylimenin baslatilmasi ve hiicre farklilasmasini
saglayan Onemli biliylime faktorlerine sahiptir. Trombosit konsantrasyonunun
artmastyla, yara yerinin hizli ve daha kolay iyilesmesi saglanir. Bu sekilde
trombositler piht1 olusumunda, sonrasinda, yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar ve
bliylime faktorleri salgilayarak yara iyilesmesini baglatir ve desteklerler (54). K
vitaminine bagimli pihtilasma faktorlerinin, aktive olmus trombosit ylizeyine

baglanmasiyla pihtilagsma reaksiyonlarinin gergeklestigi bilinmektedir.

4.3. K Vitamini

K vitamini biyokimyaci Henrik Von Dam tarafindan 1929’da tesadiif sonucu
bulunmustur. Yagdan fakir diyetle beslenen tavuklarda deri alt1 ve kas igi
kanamalarmim, daha once bilinmeyen yagda erir bir madde eksikligi yiiziinden
olabilecegini ileri siirdii. Yesil yaprakli bitkiler ve tohumlarin, kanamay1 onledigini
gozlemledi ve eksik olan bu vitamine “Koagulationsvitamin” kelimesinin basg
harfini isim olarak verdi (55).

K vitamini, biyokimyasal yapis1 2-Metil-1,4-naftokinon grubu iceren ve poli
izoprenoid bir zincirle substitiie edilmis olan ¢esitli naftokinon tiirevleridir (56). K

vitamini ii¢ formda bulunur, bunlardan ikisi dogal birisi sentetiktir.
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1. K1 vitamini (fitonadion, fillokinon) 2-Metil-3-fitil-1,4-naftakinon kimyasal
yapisina sahip olan, oncelikle yiyeceklerden alinan ve alindigi formuyla dolasima
katilan K vitamin tiiriidiir (Sekil 3A) (57).

2. K2 vitamini (menakinon) naftokinonun ii¢lincli pozisyonunda multi izopren
iiniteleriyle birgok vitaminleri kapsar. Bu gruptaki vitaminler MK-n olarak ifade
edilir; (n) alifatik yan zincirdeki izoprenoid kalintilarinin sayisini belirtir. 13 grup
idantifiye edilmistir. In vitro en etkin sekli MK-4 olarak bildirilmistir. Fermente
edilmis yiyeceklerde ve bagirsaklarda bulunur. Bagirsak mikrofloras: tarafindan
sentez edilmektedir (Sekil 3B) (58, 59, 60, 61, 62, 63, 64).

3. K3 vitamini (menadion): 2-Metil-1,4-naftokinon yagda ¢6ziinen sentetik
olarak iiretilen en basit yapili K vitamini tiirevidir. Bu vitaminden tiireyen menadion
sodyum bisiilfitle menadiol sodyum disiilfat ve menadion sodyum difosfat suda
¢Oziinen K vitaminti tiirevidir (Sekil 3C) (57). Bu vitamin dogal degil sentetiktir.

Dogal besin maddelerinde bulunan K vitaminlerinin barsaktan emilimini safra
tuzlar1 ve yaglar kolaylastirir. Barsak hiicrelerine gecen K vitamini silomikronlar
aracilifiyla lenf sistemine, oradan da kana geger. Menadion suda ¢oziinen bir K

vitamini oldugu i¢in emilimi safra ve yaglara bagli degildir (32).

_ CH3
S T e o

I I
CHpyCH=C —(CHzpCHCHCHz)3-H

CH=
I

|
(CH>CH=C — CH2)},-H

CHs

Sekil 3. K vitamininin kimyasal yapisi: A) Fillokinon; B) Menakinon (K2 vitamini); C) menadion (K3
vitamini) (58).
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K vitamini yagda eriyen esansiyal bir vitamindir ve tek bir enzimatik
reaksiyonda gorev alir. Bu reaksiyon, K vitaminine bagimli proteinlerin biyosentezi
sirasinda glutamik asidin, y-karboksiglutamik aside (Gla) doniistiigli reaksiyondur
(55). Bu doOniisiim, karaciger hiicrelerinin endoplazmik  retikulumunda
posttranslasyonel modifikasyonla olur: Glutamat kalintisindaki gama-hidrojeni
yerine, karboksil grubunun baglanmasiyla y-karboksiglutamik asit (Gla) kalintilar:
olusur. 11k olarak 1974 de protrombinde kesfedilmistir (58, 59, 60, 65, 66, 67).

Gla, kalsiyum iyonlarin1 baglayarak proteinin ii¢ boyutlu yapismin degismesine
sebep olur. Bu sayede koagiilasyon proteinleri negatif yiiklii membranlara, 6zellikle
fosfatidil serine baglanabilir. Aktive olmus trombositlerde membran degisiklikleri
olur, reseptorlerin sayr ve konumu farklilagir (68, 69, 70, 71, 72) ). K vitamini
eksikliginde Gla proteinlerinin posttranslasyonel karboksilasyonu bozulur. Bu
defektif Gla proteinlerine PIVKA (Proteins Induced by Vitamin K Absence) veya
deskarboksi proteinler adi verilir. Ornegin K vitamini eksikliginde olusan
protrombine PIVKA-II veya des-gamma-karboksi-protrombin adi verilir. Defektin
siddetine gore bu proteinler kalsiyum iyonlarini baglamada yetersiz kalir (73, 74). K
vitaminine bagimli proteinleri plazmadan izole etmek i¢in iki degerli katyonlara olan
ilgisinden faydalanilir (75, 76, 77, 78, 79, 80, 81).

Kan koagulasyon ve antikoagulasyon zincir reaksiyonunda yer alan K
vitaminine bagimli plazma proteinlerinin bazi yapisal 6zellikleri ortaktir (82, 83) ve
cogu serin proteazdir. Bu proteinler yapisal olarak tripsin-kimotripsin ailesine
benzemesine ragmen, molekiil biiyilikliikkleri bu ailedeki proteinlerin 2 katidir.
Yapisal bolgeleri, tripsin benzeri bolgelerden farklidir; membran etkilesimi veya
protein kompleks olusumundan sorumludur. Membran yiizeylerin ve kalsiyum
iyonlarinin varliginda, faktor VII ve faktdor V gibi kofaktorler tarafindan kan
pthtilasma proteazlarinin enzim aktivitesi arttirilmaktadir (84). Protrombin, faktor
VII, faktor IX, faktor X karacigerde sentezlendigi icin, karaciger bozuklugunda
aktiviteleri azalir (85).

K vitamini, koagiilasyonda onemli bir rol oynar. Osteokalsin ve matriks Gla
proteinleriyle birlikte protrombin (faktor II), faktdr VII, faktér IX ve faktor X
sentezinde gerekli olan bir kofaktordiir. K vitamininin diger onemli bir roli

antikoagiilan olarak islev goren protein C ve protein S’nin sentezinde gérev almasidir

28



(86). K vitaminine ait reaksiyonlar warfarin, kumarin gibi antikoagiilanlar tarafindan
inhibe olur (87).

Koagiilasyon proteinleri disinda; kemik, kikirdak, akciger, bobrek ve baska
dokularda da K vitaminine bagimli proteinler izole edilmistir (59, 60, 61, 88, 89).
Growth arrest-specific protein 6 (Gas6) bunlardan birisidir. Ayrica sinyal iletiminde
PRGP1-4 (prolince-zengin Gla proteinleri 1, 2, 3 ve 4) iin de islevi oldugu
gozlenmistir (66).

Tablo 3. K vitaminine bagiml1 proteinler (90).

KOAGULASYON SiSTEMi DiGER PROTEIiNLER
PROTEINLERI

Protrombin Osteokalsin

Faktor VII Matriks Gla proteini

Faktor IX Gla Rich Protein (GRP)

Faktor X Nefrokalsin

Protein C Prolince zengin Gla Proteini 1 (PRGP 1)
Protein S Prolince zengin Gla Proteini 2 (PRGP 2)
Protein Z Plak Gla Proteini

Gas 6 (growth arrest spesific- 6)
“Conantokin” G

“Conantokin” T

K vitamini karboksilaz enzimi

Periositin

4.3.1. K vitaminine bagimh pihtilasma proteinleri
4.3.1.1. Protrombin ( faktor II)

Protrombin 68.700 molekiil agirliginda bir plazma proteinidir. Normal olarak
konsantrasyonu 15 mg/dL’dir (91, 92). Tek bir polipeptitten olusan glukoprotein
yapidaki protrombinin biyolojik 6mrii 68 saattir. Karacigerin parankim hiicrelerinde
sentezlenir. Tek zincir halindeki protrombin molekiiliinde iki boliim vardwr. Gla
tastyan “Pro” ve “ trombine doniisen kisim = pretrombin 2 ” dir. Glikoprotein yapili

oldugu i¢cin molekiilde seker birimleri de igerir.
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[Imige benzeyen 2 “kringle” bdlgesi vardir. Bu iki bdlgenin tersiyer yapilari
birbirine ¢ok benzemesine ragmen primer yapilar1 ¢ok farklidir. Fragman 1’in NH,-
terminal ucundaki yaklasik 40 aminoasitlik dizi ayr1 bir bolge olusturur. Buna Gla
bolgesi denir. 10 tane Gla icerir ve bunlarin 6 tanesi ¢ift olarak yerlesmistir. Bu
sekildeki yerlesim diger K vitaminine bagimli proteinlerde de goriilmektedir (Sekil 4)

(33, 93).

< PROTROMBIN R
CHO CHO CHO

Ala--- (Gla)10 I | +---ile----His--Asp--Asp--Ser -------- [

) Fragmentl Fragment2 e A > < B >

Pretrombin

\ 4

P
al

Sekil 4. Protrombin molekiiliiniin sematik olarak goriintiilenmesi (32).

4.3.1.2. Faktor VII

Faktor VII bir proenzim olup, koagiilasyonun ekstrensek yolunda doku faktorii
ile birlikte fonksiyon gosteren tek zincirli molekiildiir. Tek zincirli molekiiliin NH,-
terminal kism1 10 Gla icerir ve 63. pozisyonda [B-hidroksiaspartik asit yer alir.
Molekiil agirlig1 68,000 olan glikoproteinin yarilanma siiresi 4-6 saattir (32, 79, 80 ).
Faktor VII kalsiyum varliginda reaksiyona girer. Faktor XII ve plazmin tarafindan
aktif hale getirilerek doku tromboplastiniyle birlesir ve ekstrensek sistemi olusturur.

Faktor IX ve faktor X u aktive eder (32).

4.3.1.3. Faktor IX

Faktor 1X, 72,000 molekiil agirlikli, tek bir zincirden olusan bir glikoproteindir.
Plamazdaki konsantrasyonu 10 mg/mL kadardir. Bu da diger pihtilasma faktorleri
gibi kanda proenzim olarak bulunur. Faktor IX yilizey aktivasyon faktorlerinin
etkisiyle kalsiyum iyonun varliginda aktiflesir ve faktor [Xa’ya doniisiir (32). NH,-
terminal kismmda 12 Gla icerir. Insanda 415 amino asite sahiptir ve cesitli
karbonhidrat baglama bdlgeleri vardir. Ayrica 64. kalintida B-hidroksiaspartik asit
bulunur. Molekiil yapis1 protrombin, faktor VII, X ve protein C’ye ¢ok benzer (94).
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4.3.1.4. Faktor X

Faktor X molekiil agirligr 55,000 olan bir glikoproteindir. Diger koagiilasyon
faktorlerinden farkli olarak polipeptid zincirinden meydana gelmistir. Plazma
konsantrasyonu 12 pg/mL’dir (32). Disiilfit bagiyla kovalent olarak bagh, bir agir
zincir bir hafif zincirden olusmaktadir (95). Hafif zincirde 11 Gla’ya sahiptir (96).
Hem ekstrensek hem intrensek sistem kompleksinin substratidir ve kompleksin
kesistigi noktada aktiflesir (32). Birkag saniye i¢inde protrombini trombine parcalar

ve pihtilagsma islemi devam eder.

4.3.1.5. Protein C

Protein C, ilk kez 1960°da antikoagiilan etkisi tanimlanan bir proteindir.
“Autoprotrombin II-Antikogiilant” adi ile ilk defa diinya literatiiriine Ulutin,
Mammen ve Seegers tarafindan duyurulmustur (32).

Trombin genellikle prokoagiilasyon aktiviteye sahip kabul edilmekle birlikte;
bazi onemli homeostatik antikoagiilan etkilere de sahip olan ¢ok fonksiyonlu bir
proteindir. Ana gorevlerinden biri endotel yilizey proteini olan trombomoduline
baglanmaktir (97). Trombomodulin ile trombin birleserek auto —II-A’y1 aktif hale
getirir. Auto-II-A da faktor V ve faktor VIII aktif hale getirir. 1975 yilinda ilk defa
Emekli ve Ulutin tarafindan autotrombin II-A’nin deney hayvanlarinda yaygin damar
ic1 pihtilagsmasini 6nleyici etkisi gosterilmistir.

1976 yilinda Stenfle yapmis oldugu bir caligmada; koagiilasyon sisteminde
Protein C adiyla yeni bir antikoagiilan maddeyi diinyaya duyurmustur. Seegers bu
protein fraksiyonlarimi incelediginde autoprotrombin II-Antikoagiilant ve protein
C’nin ayn1 molekiil oldugunu gostermistir (32).

Karacigerde sentez edilir. Trombin trombodulin kompleksi endotelyal protein C
reseptor varliginda protein C’yi aktive ederek; aktive protein C’ye (APC)
doniistiirtir. APC, faktdor Va ve faktor VIIIa’yr selektif olarak proteolize ugratir.
APC’nin faktor V ve faktor VIII’e spesifik bu etkisi i¢in protein S ile kompleks
olusturmas1 ve uygun bir fosfolipid ylizeyin olmasi gerekir (98, 99). APC
antitrombotik bir serin proteazdwr. APC, faktér Va ve VIIla’y1 inaktive etmek
suretiyle faktor Xa ve trombin olusumunu inhibe eder. APC’nin dolasimdaki yar1

omrii 20 dakika olup, ¢esitli proteaz inhibitorleri (baslica protein C inhibitdr) ile
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yikilir ve nétrolize edilir (100). Protein C dolasimda inaktif formda bulunur ve aktive

oldugunda antikoagiilan, antiinflamatuar ve fibrinolitik 6zellikler gosterir (97, 101).

4.3.1.6. Protein S

Bir glikoproteindir. Karacigerde, endotel hiicrelerinde, megakaryositlerde,
testisin leyding hiicrelerinde ve osteoblastlarda sentezlenir. Plazma diizeyi 20-25
mg/L olup, plazmada 2 sekilde bulunur; % 60’1 diizenleyici bir protein “C4b-
baglayic1 protein” e bagh olarak ve %401 plazmada serbest halde. Protein S’nin
sadece serbest olan formu; faktor Va ve VIlla’nin yikiminda APC i¢in kofaktor
olarak gorev yapar (98, 99, 100, 101, 102). Protein S C4b baglayic1 proteinle
kompleks olusturdugunda, APC’nin kofaktorii olarak fonksiyon yapamaz (103).

Protein S, APC ile katalizlenen faktér Va’nin inaktivasyonunu faktér Xa
varliginda saglar (30). Ayrica protein S, faktor Xa aktivitesiyle inhibe olabilir (104).
Protein C ve protein S’nin C terminal bolgesi serbesttir. Bu iki protein N terminal
uclar1 ile endotel hiicresi reseptorlerine baglanir. Bu proteinlerin hiicre membranina
baglanmas1 Gla bolgeleri araciligiyla olmaktadir (32). Protein S (ProS) ~60
aminoasitlik bir “Gla bolgesi’ne sahiptir. Gla bolgesiyle negatif yiikli
fosfatidilserine baglanir (105).

Protein S, K vitaminine bagimli bir protein olan Gas6 proteiniyle benzer
yapidadir. Her ikisi de tirozin kinaz reseptor ailesinden olan TAM (Tyro3, Axl, Mer)
reseptorlerine baglanabilir. Protein S’nin retina epitelyumunda hem Mer hem de
Tyro3 reseptorlerine baglanabildigi gdézlenmistir. Protein S giiclii bir mitojenik
aktiviteye sahiptir ve iskemik/hipoksik hasarlarda noéronlar1 korudugu One
stirtilmiistiir. Ayrica Protein S, hepatositlerin yani sira vaskiiler endotel hiicrelerde de
sentezlenir. Ancak vaskiiler endotel hiicrelerdeki rolii heniliz kesin olarak

bilinmemektedir (105).
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4.3.2. K vitaminine bagimh diger proteinler
4.3.2.1. Matriks gla proteini (MGP)

MGP proteini K vitaminine bagimli ve genis bir doku dagilimina sahip hiicre
dis1 matriks proteinidir. Endoplazmik retikulumda, posttranslasyonal degisime ugrar
( Price ve ark. 1983; Price ve Williamson 1985, 2008) (107). ilk kez 1983 yilinda
sigir kemigi ekstraktindan izole edilen MGP, daha sonra sigan (1986), insan (1988),
fare (1991), kopek baligr (1994) ve tavukta (1998) hem protein hem de mRNA
diizeyinde tespit edilmistir (108). 84 aminoasitten olusmakta ve molekiiler agirligi
10kDa biiyiikliigiindedir. Yapisinda 19 aminoasitlik, zarlar aras1 bolgede bir ileti
peptidi, gama-karboksilaz tanima bolgesi, Gla bolgesi, 11 aminoasitlik islevi
bilinmeyen bir bdlgesi daha vardir (109). Glutamik asit birimlerinin 5 tanesi, K
vitamini ve bikarbonat iyonlarini gerektiren bir reaksiyonla, gama-karboksilasyona
ugrayarak y-karboksiglutamik asite dontisiir (110, 111). Gla bdlgesi hidroksipatit i¢cin
yiiksek baglanma afinitesine sahiptir. MGP hem yiiksek afiniteyle kalsiyum baglar
hem de doku organizasyonuna katilir (110). Gelismekte olan kemik ve kikirdak
dokularda yiiksek diizeyde sentezlenir ve hiicre disi matriksin kalsifikasyonunu
diizenler (112, 113).

En cok akciger ve kalpte sentezlenmekle beraber kemik ve bobreklerde de
sentezi yapilmaktadir (114). MGP proteinin varligi yumusak dokularda kireclenmeye
kars1 giiclii bir inhibitérdiir (110). MGP proteini kireglenme riski olan yerlerde;
kalsiyum tuzu cevresinde; kikirdak ve vaskiiler dokularda tespit edilmistir (109).
MGP mutasyonunda yumusak doku kalsifikasyonuyla karakterize Keutel Sendromu

adi1 verilen bir hastalik olusur.

4.3.2.2. Gla rich protein (GRP)

Yakin zamanda mersin baliginin ( Acipencer naccarii) yetiskin tiirlerinde K
vitaminine bagimli yeni bir protein bulunmus ve bu proteine zengin Gla kalintilari
icermesinden dolay1 Gla Rich Protein (GRP) (Viegas ve ark. 2008) ad1 verilmistir.
GRP proteini omurgalilarin tiim taksonomik gruplariyla ortologdur ve evrim boyunca
son derecede iyi korunmustur. Bu proteinin kalsiyum baglama kapasitesi yiiksektir

(115). GRP’nin insanlarda sentezi yapilip yapilmadigi arastirilmis ve cesitli
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yontemlerle protein birikimi ve lokalizasyonu tespit edilmistir. Mersin baligindaki
GRP esas olarak kikirdak dokularla iligkili olmasina ragmen, insan ve siganda deri ve
vaskiiler sistemde de sentezlendigi gosterilmistir (66, 116).

Mersin balig1 ve insan GRP’si %78 benzerlik gostermektedir. GRP, mersin
balig1 kikirdaginda; sican iskeleti, kikirdak ve kemiklerinde sentezlenmektedir.
Mersin baliginda 16 Gla, memelilerde 15 Gla kalintis1 bulunmaktadir (Viegas ve ark.
2008) (115). Molekiil agirligr 21.5 kDa biiyiikliigiindedir (66). Bununla birlikte
GRP’nin in vitro ve in vivo ¢alismalarda mineral olusumunda etkili, giiglii bir
yumusak doku kalsifikasyon modiilatérii oldugu diisiiniilmektedir. Insan ve

siganlarda yumusak dokularda biriktigi gosterilmistir (116).

4.3.2.3. Gas6 ( Growth Arrest-Specific Protein 6 )

Ik defa 1993 yilinda adindan séz edilen Gas6 geni, 1995°te floresan in situ
hibridizasyonuyla insan 13q34 kromozomunda kesfedildi. Protein S ile %44 liikk bir
benzerlik gostermektedir. Ama koagiilasyon reaksiyonlarinda bir rolii yoktur (117).
Bir plazma proteini olan Gas6, 75kDa biiyiikliigiindedir. Trombosit a- graniillerini de
iceren bircok dokuda bulunmaktadir (118, 119, 120).

Gas6, N terminalinde 11-12 glutamik asit kalintis1 igeren bir Gla bolgesine
sahiptir (118, 119). Gla bolgesi disinda, dort ardisik epidermal biiyiime faktor (EGF)
benzeri bolgeler, 2 globular laminin G (LG) benzeri birimden olusan streoid hormon

baglayici globulin (SHGB) ve biiyiik bir karboksi terminal bolgesi vardir (117).

MNHZ — CHOO

GLAa e 2% LG
(SHBG)

Sekil5. Gas6 ve protein S’nin yapisi (121).
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SHBG bolgesi, Gas6 reseptorii olan AxI’in baglanma bolgesidir (121).
Gas6’daki Gla-bolgelerinin, hiicre-hiicre etkilesimleri veya fosfolipid membranlara
baglanmada rol oynadig1 sanilmaktadir (119).

Gas6’nin  esas sentez yeri, karaciger degildir. Ekspresyonu ilk Once
fibroblastlarda saptanmis, daha sonra endotelyal hiicreler, vaskiiler diiz kas
hiicreleri, kemik 1iligi hiicreleri, perisitler, kilcal damar duvarm, miyeloid progenitor
hiicrelerde ve en ¢ok makrofajlar, graniilositler ve dendritik hiicreleri igceren immiin
sistem hiicrelerinde tiretildigi goriilmiistiir (120, 123, 124).

Gas6’nin  hiicre gocli, adezyonu, biliyiimesi; yasammnin devami, lokosit
sekestrasyonu ve migrasyonu, trombosit agregasyonu, hematopoez, cogalma,
apoptoz ve fagositoza kadar genis bir alanda fonksiyon gordiigiine dair yaymlar
vardir (120, 125). Gas6 hiicrede mitojenik aktivite gostermekte ve ayrica hiicrenin S
fazina girisini koordine etmektedir (117). Mitojenik etkisi yaralanma, enflamasyon
ve tamir mekanizmalariyla iligkili olarak ilk defa mezankimal hiicre kiiltlirtinde
aciklanmustir (122, 125). Gas6, reseptor tirozin kinaz ailesinden Axl, Tyro3 (Sky) ve
Mer reseptorlerinin ligandidir ve fonksiyonlarmi  bu reseptorler aracilifiyla
gerceklestirmektedir.

Gas6’nin insan trombositlerindeki ekspresyonu tartigmalidir. Ancak yapilan bazi
calismalarla insan ve fare plazmasinda Gas6 proteini saptanmistir (126). Anabilim
Dalimizda yapilan bazi ¢calismalarda Gas6’ya ait mRNA’larin, hem insan (127) hem
de fare (128) trombositlerinde var oldugu gdsterildi: Insan megakaryosit ve
trombositlerinde Gas6 varligini belirlemek icin ilk olarak bu hiicrelerde Gas6 geninin
ekspresyonu incelendi. Gas6 icin 338 baz c¢iftlik (bg) bdlgenin amplifikasyonu
yapildi. Bu bulgu, insan Gas6 geninin trombosit ve megakaryositlerde
ekspresyonunun yapildigini ortaya koymaktadir (127). Fare trombositlerinde RT-
PZR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu) reaksiyonlari sonucunda Gas6
genine ait 400 bg’lik bdlge amplifikasyonuyapildi. Bu bulguyla Gas6 mRNA’smin
var oldugunu anlasildi (128). Gas6’nin, trombosit agregasyonu ve aktivasyonunun
diizenlenmesine katildig1 gosterilmistir (129). Fare modellerinde, Gas6 proteinin hem
ADP hem de a-2- adrenerjik reseptor fonksiyonlarmi etkileyerek trombosit
agregasyonunu arttirdigi gosterilmistir (130). Gas6’nin trombosit degraniilasyon ve

agregasyon cevabinin reseptor aracili oldugu diisiiniilmektedir. Trombosit yiizeyinde
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yer alan bir ya da daha ¢ok transmembran reseptdriiniin uyarilmasiyla, trombositler
aktive olur. Gas6 geninden yoksun birakilmis farelerin trombozdan korundugu
disiiniilmektedir (129). Gas6 reseptorlerinin - yoklugunda, birincil trombosit
agregasyonunun gerceklestigi goriilmiistiir. Fakat trombosit graniil sekresyonu ve
azalan sinyaller araciligiyla trombosit agregatlarinin stabilizasyonu bozulmustur
(131).

Gas6’nin hiicrelerde rol oynadig: diisiiniilen bazi fonksiyonlari:

e NIH/3T3 hiicrelerini apoptozdan korudugu goriilmiistiir (132).

e [-katenin stabilizasyonu ve memeli hiicrelerinde T-hiicre transkripsiyonel
aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (133).

e Gas6’nim, G-proteinine bagl reseptor agonistleri, trombin ve anjiotensin — II
icin bir biiylime-engelleyici faktdr oldugu; vaskiiler endotel hiicrelerde eksprese
edildigi ve in vitro endotelyal hiicreleri aktive etmek i¢in graniilosit adezyonunu
inhibe ettigi disiiniilmektedir (134).

e L okosit ve endotel hiicreleri; inflamasyon ve yara iyilesme periyodunda Gas6

ve reseptorlerini ekprese eder (123).

Cesitli bobrek hastaliklarinda mesangial hiicrelerde artis olmaktadir. Bu hiicrelerin
cogalmasinda ¢esitli biiytime faktorleri etkili olmaktadir: trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktori, interlokin-6 (118). Eritroblastlarda da,
Gas6 giclii bir hayatta kalma faktoriidiir ve eritropoetinin etkilerini artirmaktadir
(124). Gas6, endotel hiicreleri tarafindan {Uretilmektedir (125). Gas6’nin
fonksiyonlar1 hakkinda son yillarda ¢ok sayida arastirma yayinlanmistir. Bu

yayinlardan birgogu Uras F tarafindan ¢ok detayl1 olarak 2006’da derlenmistir (135).

4.4. TAM (Tyro-3, Axl, Mer) Reseptorleri
4.4.1. Tirozin kinaz reseptorleri (RTK)

Genel olarak protein yapisina sahip olan membran reseptorleri, hiicre dist bir
ligand etki bolgesi, en az bir transmemban segmenti ve hiicre i¢i bir katalitik
bolgeden (enzimden) olusur. Enzimatik aktiviteye sahip olan reseptorler alt1 sinifta

incelenebilir: Tirozin kinaz reseptorleri (RTK), tirozin-kinazla-iligkili reseptorler,
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reseptor-benzeri fosfatazlar, serin/treonin kinaz reseptorleri, guanil siklaz reseptorleri
ve histidin-kinaz— iligkili reseptorler (136).

Tirozin kinaz reseptorleri transmembran proteinlerdir. Bu grupta insiilin;
epidermal vaskiiler endotelyal bliylime faktorleri gibi pek ¢ok alt iye bulunmaktadir.
Bu ylizey reseptorleri, enzimatik aktiviteye sahip olup substrat proteinlerdeki tirozin
kalintilarini fosforiller. Tirozin kinaz reseptorleri, sitoplazmik bolgede aktivasyondan
sorumlu bir bolgeye sahiptir. Tirozin kinaz reseptdrlerinin hiicre dis1 kismina
ligandin baglanmasiyla, sitoplazmik tarafta yer alan tirozin kalintilar1 fosforilasyona
ugrar. Bu reseptorler arasinda hiicre membraninda bulunan reseptorlerden G-
proteinleri ve sinyal ileten enzimler yer alir (137).

Insan genomunda 1000 civarinda protein kinaz geni tespit edildi. Bunlarm
yaklagik 100’0 protein tirozin kinazlara aittir. Bunlarm 58’1 reseptor tipidir (138).
RTK’da hiicre dis1 ligand baglaci bolgeler, bir transmembran bdlge (139, 140) ve bir
sitoplazmik kinaz bolgesi ile alt familyalarinda farkli olan 20 yapisal smif vardir

(138).
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Sekil 6. Sitokin reseptorleri. a) Tirozin kinaz reseptorleri (RTK); b) Tip 1/ Tip Il reseptorler (141).

bB.

Hiicrenin dinlenme evresinde RTK larin inaktif ve aktif formlar1 denge halindedir.
Bu reseptorler biiyiime faktorlerine baglandiktan sonra aktif hale geger ve
sitoplazmadaki hedef proteinlerle etkileserek sinyal iletimini gerceklestirir. Ligandin
baglanmasini takiben, reseptor kendi kendini fosforile eder ve RTK aktivasyonu baslar.
Ikinci asamada ise, bu fosforile bélgelere ¢esitli adaptdr proteinler baglanir ve uyarmin
hiicre igine iletilmesi saglanir (142). Enzim ligandla baglanarak aktive oldugu zaman,
adenozin- 5°- trifosfat (ATP) grubundan kinaz bolgelesindeki se¢ilmis bazi tirozin
kalintilarina, bir fosfat transfer olur. Bdylece reseptorde meydana gelen

otofosforilasyon, reseptor aktivitesini arttirir; bu fosforlanan bolgelere ¢esitli adaptor
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proteinler baglanirlar ve uyarinin hiicre i¢ine iletilmesi saglanir. Adaptdr proteinlerin
ortak yapisal 6zelligi, Src Homology 2 (SH2) bdlgesine sahip olmasidir. Bu
proteinler SH2 bdlgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile sitoplazmadaki
efektor proteinler arasinda koprii gorevi yapar. Fosfataz aktivitesine sahip olan
spesifik proteinler, RTK aktivasyonunun sonlandirilmasimdan sorumludur. Fizyolojik
kosullarda, sinyal iletimi tersinir 6zellik tasir ve RTK aracili iletim kontrol altinda
tutulur (139, 143). Kinaz bolgelerinin aktivasyonu ve sinyalizasyon akisi sirasinda
reseptorii olusturan iki ayr1 zincir, ligandin baglanmasini takiben dimerize olur (139,
140).

RTK’lar proto-onkogenlerin gelismesinde ve kanser metastazinda biiyiik bir
oneme sahiptir (144). Karsinogenez siirecinde silirekli ve kontrolsiiz bir RTK
aktivitesi s6z konusudur. Bu yiizden tiimor gelismesi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynarlar. Mutasyon, delesyon ya da amplifikasyonlarla protein kinazlarin
ekspresyonunu kisitlayict sartlar ortadan kaldirildiginda, tiimér gelisimi hizla ilerler.
Kanser hiicrelerinde hayatta kalma, hareketlilik ve yayillmanimn yani sira anjiyongenez
ve kemoterapiye direng gelisir. 1980’lerden bu yana protein kinazlar, kanser tedavi
stratejisi gelistirmede onemli bir yer tutmaktadir (145).

RTK ailesine mensup olan epidermal biiylime faktor reseptdrleri (ERBB) ve
efrin (ephrin) reseptorleri hakkinda nisbeten daha kapsamli bilgiye sahibiz. Ancak
bu ailenin son tespit edilen reseptorleri olan TAM reseptorleri hakkindaki bilgiler

heniiz yetersizdir (146).

4.4.2. Tyro3 (Sky), Axl, Mer (TAM) reseptorlerinin yapisi

Tirozin kinaz reseptdr (RTK) ailesine ait li¢ reseptor Tyro3 (Sky), Axl, Mer
(TAM) 1991 de klonlanmistir (147). Insan genomundaki 58 RTK dan iigii, TAM
reseptorlerine aittir ve omurgalilara 6zgiidiir (148). Onceleri TAM reseptérlerine
simdikinden farkli isimler verilmisti. Fakat NCBI (National Center for
Biotechnology Information) resmi isimlendirmesiyle Tyro3 (Sky), Axl, Mer olarak
adlandirilmislardir (149). Baslangicta, klonlanmis TAM proteinlerinin tek basina
oldugu saniliyordu ve 1995 yilina kadar ligandlar1 bilinmiyordu (150). Bir dizi
biyokimyasal ve hiicre Kkiiltiir deneyleriyle, Gas6 ve Protein S’nin TAM

reseptorleriyle yakmdan iligkili iki protein oldugu ve onlarmn ligandi oldugu tespit
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edildi (149). TAM reseptorlerinin ekspresyonu gelisim sirasinda azken; dogumdan
yetigkinlige kadar gegen silirede diger tirozin kinaz reseptorlerinde oldugu gibi
fazladir (150).

TAM reseptorleriyle onun ligandlar1 olan Gas6 ve protoein S’nin Ciona
intestinalis ve Ciona savignyi gibi urokordatlarim genomunda evrim gegirdigine dair
kanitlar bulunmustur (151). Bu sekilde; sitokinler ve onlarin reseptorlerinde sinif 1
ve smif 2’nin ortaya ciktig1 diisiiniilmektedir (152, 153). Fizyolojik ve fiziksel
gelisimi goz Oniine alindiginda, TAM reseptorleri ve sitokinlerin birlikte evrimlesmis
olabilecegi sanilmaktadir. Omurgalilarda TAM reseptorleri ve ligand cifti vardir.
Ciona da ise reseptor araciligiyla ya da reseptor olmaksizin Gas6 dogrudan apoptotik
hiicreye baglanir. Ayrica Ciona TAM agonistleri olan Gas6 ve Protein S, iki hiicre
arasinda fiziksel koprii vazifesi goriir. Ligandlarin C-terminal SHBG bdlgeleri, TAM
reseptorlerine baglanmada; N-terminal Gla bolgeleri ise plazma membranlarindaki
fosfatidilserine baglamada gorev alir (151).

TAM reseptorlerinin  yapisinda; hiicre dist  bolgede iki N-terminal
immunoglobulin bolgesi ve iki fibronektin tip-III benzeri bolge bulunur (150, 154)
(Sekil 7). Diger tirozin kinazlarda oldugu gibi TAM reseptorleri de dimer olarak
fonksiyoneldir. Ayrica reseptorlerin hem hetero- hem de homo-dimer formlar1
oldugu  bilinmektedir.  Reseptoriin  liganda  baglanmasinda  N-terminal
immunoglobulin benzeri bdlge etkilidir (150). Ligand baglayict bdlgeyi,
transmembran bolgesi ve sitoplazmik hiicre i¢i protein tirozin kinaz (PTK)
fosforilasyon bolgeleri takip eder (150, 154). Intraseliiler kistmdaki karboksi terminal
bolgede KW(I/L)A(I/L)ES dizisi son derece korunmustur (155).
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Sekil 7. a) TAM reseptor ailesinin ortak yapisi; b) Protein S ve Gas6’nin ortak bdlgelerinin yapisi: N-
terminal Gla bdlgesi, dort epidermal biiylime faktorii (EGF) benzeri bolge ve iki laminin - G (LG)
bolgesi (150).

Bu reseptorler Gas6 ve protein S baglaninca aktive olurlar (156).
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Sekil 8. iki immunglobulin bélgesi araciligiyla LG1 bélgelerine ligand baglanir (150).
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TAM reseptorleri Gas6’nin yaygin oldugu dokularda g¢oktur. Tirozin aracili
otofosforilasyonla, ii¢ reseptor Gas6’ya baglanabilir ve aktive olur. Afinite sirasi
AxI> Tyro3 >> Mer seklindedir (157). Hiicre membran ylizeyindeki fosfolipidler
negatif yliklidiir ve Gas6 fosfatidilserine (PS) baglanabilir (150).

TAM’m ikinci ligand1 Protein S dir. Gas6 ile ayni yapisal bolgelere sahiptir ve
%44’liik bir benzerlik gostermektedir. Protein S’ nin %60°1 karacigerde sentezlenir ve
C4b baglayict proteinle kompleks olusturur. Dolasimdaki seviyeleri Gas6 dan 1000
kat fazladir. Protein S konsantrasyonu plazmada 30 pg/ mL iken, Gas6’nin normal

seviyesi 20-50 ng/ml arasindadir ve saglikli bireyler arasinda biiyiik fark vardir (157,
158, 159, 160) (Sekil 9). Gasb6 seviyesiyle ilgili olarak anabilim dalimizda yapilan

bir calismada, yetiskin plazmasinda ortalama Gas6 konsantrasyonu 9.1+4.5 ng/ml
olarak bulundu. Kadinlarda ortalama 9.9+4.69 ng/ml iken, erkeklerde bu deger
8.2844.2 ng/ml olarak saptand1 (161).
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Sekil 9. K vitaminine bagimli Protein S ve Gas6 ligandlarinin Axl, Tyro3 (Sky) ve Mer reseptorlerine
baglanmasi (162).

Her iic TAM reseptorii, farkli afiniteleri (Axl >>Mer>Sky) ve sinyalleri
aracilifiyla Gas6’ya baglandigini soylemistik. Caberoy ve ark. 2010 yilinda TAM
reseptorlerine baglanabilen iki yeni ligand kesfettiklerini bildirdiler: tuppy ve Tulpl
(Tubby- like protein 1) proteinleri. Bu proteinler RPE (retinal pigment epitelyal)

41



hiicrelerin ve makrofajin fagositozunu kolaylastirmaktadir. Koprii molekiil
gorevindedir. Her iki proteinde klasik sinyal peptidin swa dis1 salgilandigi
gosterilmistir  (163). Reseptorlere ligand olarak baglandiginda  fagositoz
sinyaliyazyonu baglatir. Tulpl TAM’m ii¢ reseptoriine de baglanir. Ama tubby
yalnizca Mer’e baglanir. Tulpl ve tubby agirlikli olarak ndral dokularin ve

fotoreseptorlerin hiicre iginde eksprese edilir (164).
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Sekil 10. TAM ligand- reseptor 6zgiilligii (165).

4.4.3. TAM reseptorlerinin hiicre ve dokulardaki rolii

TAM reseptorleri, Gas6 ve Protein S immiin, vaskiiler, tireme, merkezi sinir
sistemi ve hematopoetik dokular olmak {izere cesitli memeli dokularinda sentezlenir
(149, 166, 167 ). Hiicresel siireglerde 6nemli rolleri vardir: Hiicrenin hayatta kalmasi,
farklilasmas1 ve proliferasyonu; sinyal yolaklarinda ileti, immunomodiilasyon,
fagositoz, migrasyon, hematopoez, trombosit agregasyonu (150, 157, 168) ve piht1
stabilizasyonu (112, 169, 170). Eritropoezde, kanser gelisim ve ilerlemesinde de yer
almaktadir. Ayrica osteoklastik fonksiyon diizenlenmesinde de etkilidir (171, 172).

TAM reseptorlerinin, fagositik hiicrelerle baglant1 sagladigina dair bulgular
vardir. Apoptotik hiicrelerin fagositozu swrasinda Gas6 ve Protein S’nin Gla
bolgelerinin, membrandaki fosfatidilserine baglanmasi 6nemli bir 6zelliktir. Gas6 nin
yapisinda bulunan SHGB bolgesi, TAM reseptorlerinin - baglanmasinda ve
aktivasyonunda gereklidir (156, 158, 173). TAM reseptorleri geni yok edilmis
hayvanlarda fagositik fonksiyonun bozuldugu bildirilmistir (173, 174).
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Ters trankripsiyon-polimeraz zincir reaksiyon (PZR) analiziyle insan
trombositlerinde bu reseptorlerin varligi incelenmistir (169). Farelerde trombosite
bagimli piht1 olusumunda Gas6’nin rolii oldugu 6ne stiriildii. Bir baska caligmada
Gas6 reseptorlerinin her birinin trombosit aktivasyonuna bireysel katkisi, insanlarda
in vitro, farelerde in vivo olarak incelendi (131). insan trombositlerinin ADP ve
PAR-1 reseptor peptidi (Proteaz-Aktivasyon Reseptor 1), SFLLRN (trombin reseptor
aktivasyon peptidi) ile aktivasyonunda Tyro3 (Sky) ve Mer’in diizenleyici oldugu
bildirilmistir. AxI bu agonistlerle aktive edilen trombosit cevabini arttirmistir. Ayni
calismada Gas6 ya da Tyro3 (Sky) antikorlarmin varhiginda tromboz olusumunun
farelerde azaldig1 goriildii. Farede Gas6 ya da Tyro3 (Sky) aktivasyonu inhibe
edildiginde, kanamada artis olmamistir. Degraniilasyon ve agregasyon yanitinin
Gasb6 reseptorleriyle arttigi goriilmiistiir.

Gas6/Protein  S—-TAM reseptorleri trombosit fonksiyon sisteminin farkli
bilesenleriyle birlikte ¢alisir. Hayvan modelleri kullanilarak ateroskleroz olusumu ve
inflamasyon gelisimiyle iligkisi olabilecegi 6ne stiriilmiistiir (159, 167).

TAM reseptorlerinin sinir, tireme ve vaskiiler sistem yaninda immiin sistemde de
onemli bir role sahip olabilecegi bildirilmistir. Yapilan birgok calisma, TAM
reseptorlerinin  immiin yanit i¢in Onemini desteklemektedir. TAM genlerinde
meydana gelen ciddi mutasyonlar incelenmis ve bunlarm immiin sistemi yakindan
etkiledigi gézlenmistir: Lemke G. ve ark. (2001) mutant farelerle yaptiklar1 deneyde,
dogumdan yaklasik 3 hafta sonra periferal lenfoid organlarda TAM’1n yiiksek oranda
artmaya basladigini; 6 ay sonra bu farelerin dalak ve lenf modiillerinin yabanil tip
farelerden 10 kat daha bliyiik oldugunu goézlemledi. Sonugta ii¢lii mutant farelerin
tim dokularinda hem miyeloid hem de lenfoid popiilasyonun artmasi nedeniyle
lenfosit kolonileri gézlemlendi. Sasirtict sekilde, TAM eksik farelerde, otoimmiin
hastaliklara yatkinlk gozlemlendi: Periferik lenfoid organlarin biiyiimesine ek
olarak, klinik otoimmiin belirtiler; eklem sisligi, cilt lezyonlari, kanama ve bobrek
glomeriiliinde 1gG birikmesi gibi klinik bulgular goriildii. Humoral bulgular:
Dolasimda birden fazla oto-antikor mevcudiyeti, ¢ift sarmal DNA, plazma membran
fosofolipitleri ve kollajen (175).

TAM reseptorleri dentritik hiicreler ve makrofajlarin inflamasyonunu inhibe

eder; apoptotik hiicre ve membranli organallerin apoptozunu siddetlendirir; “naturel
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killer” hiicrelerin olgunlagsmasini uyarir (176). Bu olaylarm her birt TAM reseptorii
ve sitokin sinyalizasyon sistemi arasindaki iliskiye dayanir. Bunun 6nemi onceleri
hi¢ bilinmiyordu. Giliniimiizde ise iizerinde aktif olarak calisilan bir arastirma
alanidir. TAM reseptor sinyalizasyonunun, proinflamatuvar sitokinler—tiimor nekroz
faktor (TNF), interlokin—6 (II-6), 11-12 ve interferon tip 1(IFNs) gibi proinflamtuvar
sitokinlerin TRL (Toll- like receptor) aracili iiretimini inhibe ettigi bulunmustur.

Gas6, Protein S ve TAM reseptorlerinin, tiimorler arasi dokular ve
makrofajlardaki yerlesiminin spesifik rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Ozefagus,
gogiis, akciger, karaciger ve astrositoma, glioblastoma, glioma, prostat, mide, tiroid,
kolerektal, yumurtalik ve kronik lenfoid- miyeloid 16semi gibi kanser tiplerinde rolii
bulunmaktadir (168, 177, 178, 179).

Retinada, gbziin arkasindaki spesifik biiyiik epitel hiicrelerinde Tyro3 (Sky) ve
Mer reseptorleri eksprese edilir (180, 181). Bu reseptorlerin fonksiyonlar1 dis
segmentteki fotoreseptorlerin  fagositozu acisindan Onemlidir (181). TAM
reseptorlerinden yoksun birakilmis farelerde, fotoreseptorler dejenere olmus
sekildedir (182). Daha sonralar1 insanda, farede ve sicanlarda, sadece Mer geninde
meydana gelen mutasyonlarm bile bu sonucu olusturdugu gozlenmistir (181).

Son yapilan ¢aligmalarda, viriislerin hiicreye girisinde TAM reseptorlerinin roli
oldugu ortaya cikmustir. Viriisiin hiicre i¢ine girmesi, belirli hiicre yilizey
reseptorlerinin kodlanmis viral zarf proteinlerine baglanmasiyla olur. Gas6 birden
fazla viral zarf proteinlerinde ve “psddo” tiplerinde dogal enfektviteyi arttirir. Gas6
virlis- hedef hiicre arasinda baglayici, virion- zarf arasinda Axl reseptoriiyle koprii
gorevi goriir. Apoptotik hiicrelerin fagositik boslugunda da Gas6’nin koprii olarak
etki yaptig1 bilinir. Vaccinia viriis replikasyonun, Gas 6 yoluyla apoptoz taklidi
yaparak hiicre i¢cine girdigi rapor edilmistir. Boylece Gas6 psddo tip lentiviral ve
vaccina virlis enfektivitesini arttirir. Kisaca Gas6 hedef hiicrelerle viriis arasinda bir
koprii gorevi yapar. TAM reseptorlerinden Axl reseptorii hedef hiicrelerin yiizeyinde
ekprese edilir. Zarfli viriisler insan Gas6 Gla bolgelerinde fosfatidilserin baglayicidir
(183).

Makrofajlar bir dizi yiizey reseptorii sayesinde apoptotik hiicreleri tanir. Bunlar
arasinda TAM kinazlar, 6zellikle Mer, apoptotik hiicre klirensinde 6nemli bir rol

oynar (184).

44



4.4.4. Axl reseptorii

Axl reseporii ilk defa 1988 yilinda kronik miyeloid 16semili 2 hastada kimligi
belirsiz bir gen olarak tespit edildi. Axl ismi Yunancada “kontrolsiiz” anlamina gelen
“anexelekto” dan tiiretilmistir (177). Axl; UFO,Tyro7 ve Ark (Janssen ve ark., 1991;
Lai ve Lemke, 1991; O’Bryan ve ark., 1991; Rescigno ve ark., 1991) isimleriyle de
adlandirilmistir (150, 148). 894 aminoasitten olusur ve 98 kDa molekiil
agirhigindadir (155, 185). Axl 19q13.2 kromozomda yer alir, 20 ekzonu vardir. KML
(kronik miyeleoid 16semi) ve kronik miyopoliferatif hastalikda klonlanmistir (177).
AxI reseptorii homofilik 6zellik gostermektedir ve son giinlerde yapilan ¢alismalarda
Axl ve Tyro3 (Sky)’lin heterodimer olabilece§i de gézlemlenmistir (150, 156). Axl
ve Tyro3 (Sky) benzer genomik yapida, ayni sayida ekzon ve boyuta sahiptir (186).
Bu genomik benzerlige ragmen Axl ve Mer en benzer tirozin kinaz aminoasit
dizimine sahiptir (138, 187).

Hiicre dis1 alanda alti N- bagl glikozilasyon bdlgesi igerir. AxI’in iki sekli
vardr. Post translasyonel modifikasyona bagli olarak bunlarin boyutlar1 ve
molekiiler agirliklar: farklhidir. AxI reseptoriiniin hiicre dis1 bolgede iki Ig bdlge ve iki
fibronektin(FN) III bolgesi vardir (155, 188, 189, 190). Bircok calismada LG
bolgelerinin ara buluculuk yaptig1 gosterilmistir. Ozellikle, Gas6/Axl kompleksinin
fonksiyonel sinyal yapisi incelendiginde, 2 heterotetramer reseptor molekiilii ve 2
ligand molekiiliiniin sirkiiler sekilde bulundugu goriilmiistiir (150).

Axl sinyalizasyon akisinda biiylime faktorii aracili protein, fosfatidilinositol-3
hidroksi kinaz (PI3K), RAT sarkoma (RATS) ve hiicre dis1 sinyal diizenleyici
kinazlar (ERK) yer alir (177). Protein S’ in AxIl reseptoriiyle ligand olarak iliskisi
olmadig1 belirtilmistir (141).

Gas6/AxI’in 6nemli hiicre fonksiyonlar1 arasinda hiicre adezyonu, biiylime,
hiicre sag kalimi, migrasyon, ¢ogalma, fagositoz ve apoptoz inhibisyonunun yer
aldig1 bildirilmistir. Son bilgiler, Ax] ailesinin fagositoz ve makrofaj aktivasyonunda
merkezi diizenleyici oldugunu gostermektedir (166, 191, 192). Makrofaj ve dendritik
hiicrelerde, en belirgin olarak Axl ve Mer ekspresyonu gergeklesmektedir (193).
Noral hiicrelerin migrasyonu, hayatta kalmasi ve gen ekspresyonunu da

etkilemektedir (194). Immun yanit1 bastirma, sitokin sekresyonunu diizenleme,
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apoptotik hiicre kalintilarim1 temizleme, oligodendritler, néronlar ve mikroglia
hiicrelerinde rol aldig1 bildirilmistir.

Gas6/Ax], hiicre 1i¢i sinyalleri uyararak trombosit agregasyonu ve
graniilasyonunda diizenleyici bir etki gostermistir (119). Konishi ve ark. (2004)
Gas6/Axl sinyalizasyonun, yaralanmalarda biyolojik bir sinyal olusturdugunu
gozlemlemistir (150). Gas6/Axl sinyal yolu, diiz kas hiicreleri ve NIH/3T3
fibroblastlarinda antiapoptotik ve mitojenik cevap olusturmaktadir.

AxIl, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VDKH) dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tipinde
ekprese edilir (195, 196) Diyabetik ve vaskiiler hastaliklarin gelisiminde AxI’in rolii
oldugu gosterilmistir. Diyabetik sican bobrek glomeriiliinde Gas6/Axl ekspresyonu
yiiksektir. Ayrica Gas6’siz farelere ve Gas6 aktivasyonu inhibe edilmis farelere
warfarin uygulandiginda diyabetik nefropatinin daha hafif oldugu goériilmustiir (197).
Bunlar, diyabetin vaskiiler —komplikasyonlarmda AxI’in rolii oldugunu
diistindiirmektedir. VDKH’de glukozun, Gas6/Axl sinyali iizerinde gii¢lii bir etki
yaptig1 gozlenmistir. Ayrica Gas6/Axl, yiiksek glukoz sevilerinde goce neden
olmustur. Oysa diisiik glukoz seviyelerinde, Gas6/Axl aracili hiicre sag kalimini
artmistir. Boylece glukozun, Axl sinyalinin degisiminde rolii oldugu goriilmiistiir.
Gas6-Ax1’in diyabetle iliskili renal ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarda dnemli bir
patojenik etki gdsterdigi sanilmaktadir (110). Miyeloid kokenli hiicrelerde AxI
reseptoriiniin yapisal gen olarak asir1 ve siirekli ekspresyonu saglandiginda, insiiline
bagimli olmayan diabetes mellitus gelismesine sebep olmustur (198).

Kronik lenfositik 16semili (KLL) hasta plazmalarinda fosforile Axl reseptoriine
rastlanmigtir. Bu Axl reseptorleri, muhtemelen losemi B hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalarda KLL-B hiicrelerinde fosforile Axl ve Axl
olarak bulundugu bildirilmistir. Ancak aktivasyonu en fazla olan, fosforile AxI’dir.
Axl aktivasyonu KLL- B hiicrelerinde sag kalimi etkiler ( 145).

Axl ve KML iliskisinden sonra, baska hastaliklarla iliskisi de yaymlanmistir:
Multiple skleroz (MS) gibi demiyelinizasyonu hastaliklar1 bunlardan biridir. AxI
yetiskin sinir sisteminde diisiik seviyelerde ifade edilmektedir (199, 198). Santral
sinir sisteminde hem Axl hem de Mer reseptoriiniin sentezi; Tyro3 (Sky) den daha
azdir (150). Ayrica Axl reseptOriiniin, adipoz lizerinde hem in vitro hem in vivo

olarak biiyiik bir etkisi vardir (200).
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4.4.5. Tyro3 (Sky) reseptorii

Tyro3 (Sky), transmembran yapida tirozin kinaz reseptorler alt familyasindandir.
Ohashi ve ark. tarafindan AxI’e homolog oldugu bulunmus ve Tyro3 (Sky) olarak
adlandirilmistir (201). Etk2, Dtk, Brt, Rse, Sky ve Tif olarak farkli isimlerle
adlandirilmistir (Lai ve Lemke, 1991; Biesecker ve arkadaglari 1993; Dai ve
arkadaslar1 1994; Mark ve arkadaslar1 1994; Ohashi ve arkadaslar1 1994; Crosier ve
arkadaslar1 1996) (166). 890 aminoasitten olusur ve molekiiler agirligi 97kDa’dur.

Hiicre dis1 alanda iki Ig bolgesi ve iki FNIII bolgesi igerir (202). Pierce ve ark.
(2008) Axl ve Tyro 3 (Sky) reseptorlerinin heterodimer yapida oldugunu ve AxI-
Tyro3 (Sky)’iin plazmadaki seviyelerinin diisiik oldugunu bildirmistir (150, 203).
Lemke ve Rothlin (2008) Axl ve Tyro3 (Sky)’iin hem hetero hem de homodimer
yapida oldugunu sdylemis fakat ispatlayamamislardir (150).

Yapisal olarak birbirine benzer olan Protein S ile Gas6, Tyro3 (Sky)’iin
ligandidir  (166). Onceleri insanda Protein S/Tyro3 (Sky) aktivitesi tam
tanimlanamazken, sonraki caligmalarda insanlarda Protein S’nin Tyro3 (Sky)
reseptoriinii aktiflestirdigi goriilmiistiir. Ancak, yakin zamanda hem Mer hem Tyro3
(Sky) reseptorlerinin Protein S ligandiyla aktive oldugu bulunmustur (150). Ayrica,
farelerde Gas6/Tyro3 (Sky) sinyalizasyonu piht1 olusum riskini azaltmistir. Bu
aktivasyon bloke edildiginde, kanamada da artisa meyil olmamistir (119).

Tyro3 (Sky)’iin ndral dokulardaki sentezi, Axl ya da Mer den daha fazladir.
Tyro3 (Sky) ekspresyonu ayrica kemik osteoklastlari, yumurtaliklar, testis, gogiis,
akciger, bobrek ve retinada da gerceklesir. Insanda hematopoetik hiicreler,
monositler, makrofajlar ve trombositlerde de bulunmaktadir (186). Ozellikle serebral
korteks, hipokampiis ve serebelluma bagli bazi amigdaloid ¢ekirdeklerde Tyro3
(Sky) seviyeleri fazladir (166). Kemirgen sinir sistemi i¢inde Tyro3(Sky) beyin
dokusunda cok fazla eksprese edilir (150). Bu {i¢ reseptoriin sertoli hiicrelerinde de

sentezlendigi gosterilmistir (166).

4.4.6. Mer reseptorii

Mer reseptorii ilk olarak tavuk retroviriis RLP30’dan izole edildi v-ryk adi
verildi. Sonra embriyonik tavuk beyninde klonlanmasiyla adi c-eyk olarak

degistirildi. Daha sonra insan B- lenfositlerinde eksprese edildigi saptaninca, c-Mer
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olarak adi degistirildi (177). Tyrol2, Eyk ve Nyk gibi farklh isimlerle de
adlandirilmistir (Lai ve Lemke, 1991; Jia ve ark., 1992; Jia ve Hanafusa, 1994; Ling
and Kung, 1995) (204). Mer 2q14.1 kromozomda yer alir, 19 ekzonu bulunmaktadir
(161). 999 aminoasitten olusur ve molekiil agirlig1 yaklasik 110 kDa’dir.

Hiicre dis1 alanda 1ki Ig bolgesi ve iki FNIII bolgesi icermektedir (205). Mer’in
ekspresyonu hematopoetik monositler, makrofajlar, dentritik hiicreler, “naturel
killer” hiicreler, megakaryositler, trombositler ve b lenfositlerde gerceklesir (169,
177, 192, 203, 206, 207, 208). Plazmadaki Mer’in, apoptotik hiicrelerin ve trombosit
agregasyonun makrofaj klerensini engelledigi gosterilmistir (203). Orginal olarak
16semi B ve T hiicrelerinde tespit edildikten sonra “mantle” hiicreli lenfoma, mide
kanseri, hipofiz adenomu, melanoma, prostat kanseri ve gogiis kanserinde de tespit
edildi.

Mer sinyalizasyon akisinda biiyiime faktorii aracili protein, PI3K, RATS ve
ERK vardir. Sinyalizasyon akis yolunda esas hedef, hiicre tipi ve dokunun mikro
cevresidir (177).

Onceleri Mer igin baslica ligandin Gas6’nin olduguna inaniliyor ve Protein S’in
Mer icin ligand oldugu bilinmiyordu (191). Sonradan Protein S’nin Mer’in
aktivasyonunda rol aldig1 anlasildi. Son ¢aligmalarda Gas6’ nin, Axl, Tyro3 (Sky) ve
Mer i¢in heterofilik ligand oldugu bildirildi (125). Protein S’ nin hem makrofajlarla
apoptotik hiicre fagositozu hem de makrofajda Mer otofosforilasyonunu tesvik etme
yeteneginde oldugu gosterildi (149).

Gelismis insan trombositlerinde Tyro3 (Sky) ve Mer’in Gas6 ile etkilestigi
goriildi (119). Gergek zamanli PZR ve “Western blot” metotlar1 kullanilarak Mer
reseptOriiniin fare ve insan tormbositlerinde eksprese edildigi bulundu. Gas6/ Mer
aktivasyonunun, in vitro trombosit fonksiyonunun diizenlenmesine ve in vivo
trombosite bagimli trombozla iliskili oldugu yaymlandi (125).

Mer reseptorii apoptotik hiicre fagazitozunun Onemli bir aracidir (191).
Apoptotik hiicrelerin yok edilmesini, aktin iskelet hiicre bilesenlerinin harekete
gecmesini ve yeniden yapilandirilmasini saglar. Makrofaj ve denritik hiicrelerde
TAM reseptorlerinden Axl ve Mer’in ifadesi daha belirgindir (148). Mer, makrofaj
ve dentritik hiicre sitokin tirlinlerinin diizenleyicisidir. Apoptotik hiicrelerin islevsel

fagositozunda, Gas6’nin Mer i¢in tek ligand oldugu goézlenmistir. Makrofaj
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fagositozundaki Gas6 ya bagli rol, Mer’in immiin cevapta biiyiik bir 6neme sahip
oldugunu diisiindiirmektedir. Immiin sistemdeki Mer ekspresyon modeli ve
inflamatuvar cevaptaki fonksiyonu son zamanlarda ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Fakat
immiin sistemde yer alan organlardaki Mer’in ekspresyon durumu heniiz tam olarak

anlasilamamistir (191).

4.5. Akan Hiicre Olger ( Flow Cytometry)

Akan hiicre dlcerde (AHO), ¢esitli hiicreler siispansiyon halinde bir akis kanali
boyunca tek tek lazer 1s181yla aydinlatilmis bir bolmeden gegerken olusan sinyaller
analiz edilir. Olusan sinyaller, hiicrenin biiyiiklilk, graniilarite gibi fiziksel
ozellikleriyle ilgilidir. Hiicreye baglanan c¢esitli boyalar kullanilir (209, www.uni-
greifwald.de/immutecah/meth, erisim tarihi: 2011). AHO cihaz1 baslica akis (s1v1)
sistemi, 151k kaynagi (lazer 1smi), filtreler, sinyal dedektdrleri; bilgisayar ve yazilim

programlar1 ve ayirma mekanizmasi (cell sorting) bilesenlerinden olugsmaktadir.
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Akici sistem bir merkezi kanaldan olusur ve 6rnek buradan cihaza verilir. Boyali
hiicreler borudan tek tek akarak lazer 1sinindan gecirilir ve hiicreler 151k sacilimi ile
fluorosan 1s1ma verir. Merkezdeki 6rnegi iceren sivi (laminar akinti) ve ¢evreleyen
sivi (sheath fluid) birbirine karismadan ilerlemektedir. Isik kaynagi olarak AHO
cthazinda ksenon ve kseneon civa lambalar kullanilabilirse de siklikla farkli tip
lazerlere ek olarak argon (438nm) ve helyum ( 633 nm) lazer kaynagi da kullanilir.

AHO sol tarafinda bulunan lazerden ¢ikan 1sm lazerle aynm ydnde diimdiiz
giderek bu kanaldan tek sira halinde gecgen hiicrelere ¢arpar ve foton enerjisi agiga
cikar. Etrafa yayilan ismnlar "forward scatter chanel” (FSC) denilen bir lens
yardimiyla toplanir. FSC dedektorii hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verir. Uyarilan
1518a yaklasik 90° aciyla yayilan 15181 Olgiilmesiyle ise "side scatter channel” (SSC)
olarak adlandirilir. SSC partikiillerin graniiler icerikleri, i¢ yapist hakkinda bilgi
verir. Antikorlar aracilifiyla antijeni gostermek i¢in kullanilan renkli maddelere
fluorokrom maddeler (floresan antikor) denir (211, 212). Floresan filtreler ve
detektorler yardimiyla bunlarin siddeti 6lciiliir.

AHO yardimiyla hiicre ya da partikiiliin immunfenotipi, DNA igerigi, enzim
aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli, canlilig1 gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi
edinilebilir. AHO en ¢ok hematoloji alaninda kullanilir:

* Losemik hiicrelerin immunfenotiplemesi,

* Hiicrenin DNA igeriginin ve hiicre dongiisiiniin analizi,

* Hematopoetik kok hiicrelerin sayilmasi ve alt gruplariin belirlenmesi,

* Hiicre canliliginin tespit edilmesi, apoptoz ile ilgili arastirmalar,

* Coklu ilag¢ direncinin tespit edilmesi,

* Hiicresel immun yanitin belirlenmesi,

* Trombosit ¢calismalart (213).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Cahsma gruplan

Bu c¢alisma igin Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Klinik
Aragtirmalar On Degerlendirme Komisyonundan onay alinmustir. Bu tezde iki
calisma grubu vardir: Tip 2 Diyabetik grup ve saglikli kontrol grup. Calismaya dahil
olan kisilerin her biri bilgilendirilmis ve onay1 alinmistir. Hastalar ve saglikl kisiler
kan verdikleri giinden en az bir hafta 6ncesinde aspirin ve benzeri herhangi bir
antikoagiilan ilag almamist1.

Kontrol grubu 21 saglikli ve goniillii kisiden olugsmustur. Bu kisilerin aclik kan
glukoz diizeyleri 100 mg/dL’nin altindadir. Diyabetik grup Yeditepe Universite
Hastanesi Endokrinoloji Boliimiinde takip edilen 24 Tip 2 diabetes mellituslu erigkin
hastadan olusmustur. Yrd. Do¢. Dr. Hasan Aydm tarafindan Tip 2 diabet mellitus
tanist konmus ve izlenmekte olan hastalardan, rutin kontrol amaciyla alinmis kan
orneklerinin bir kismi bu ¢alismada kullanilmastir.

-Diyabetli gruba dahil edilme kriterleri: Tip 2 diabet mellitus tanis1 almis olmak.

-Diyabetli ve kontrol gruptan hari¢ tutulma kriterleri: Bir hafta iginde

antikoagiilan ila¢ kullanmig olmak.

5.2. Kan Ornekleri

Hastalardan ve kontrol grubundan 1:9 oraninda sitrath tiiplere (mavi kapakli) en
az 2x2 mL vendz kan 6rnegi alindi. A¢lik kan 6rnegi olmasi tercih edildi. Alinan kan

orneklerinde derhal trombosit izolasyonu yapildi.
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5.3. Kimyasal Maddeler

Marka
Apiraz Sigma
Fetal Sigir Serumu (FBS) Hyclone
Fosfat tamponlu salin (PBS) Hyclone
Adenozin difostat (ADP) Chrono-PAR
Insan AxI proteinine kars1 monoklonal antikor (Fare) R&D

Insan Tyro3(Sky) proteinine kars1 monoklonal antikor (Fare) ~R&D

Insan Mer proteinine kars1 monoklonal antikor (Fare) R&D
Sekonder antikor -Floresan etiketli Fare Ig (Keci) Santa Cruz

Biotechnology
FITC- Isaretli insan CD 41’e kars1 antikor BioLegend
QIFI kit FITC Konjuge Kantitasyon Kalibrasyon Kiti Dako

5.4. Cihaz ve Geregler

Cihaz ve gerecler Marka
Akan hiicre dlger Beckman Culter Cytomics FC 500
Santrifiij Hettich Zentrifugen Rotina 38

5.5. Trombosit izolasyonu

Cozeltiler
- %1’lik PBS i¢inde hazirlanmis, %?2’lik FBS ¢ozeltisi,

- Apiraz ¢ozeltisi: Orijinal ambalajinda liyofilize halde bulunan apiraz, 500
U/mL konsantrasyonda olacak sekilde suyla sulandirildi. Sonra 10 pL’lik bolimlere
ayrilarak -20°C’de saklandi. Bu stok ¢ozeltiden 1/100 oraninda distile su ile
seyreltilerek calisma ¢ozeltisi hazirlandi (10 pL stok apiraz ¢ozeltisi + 990 pL distile
su). Bu ¢ozelti + 4°C’de saklandi.

Yontem

- Hastalardan veya saglikli kontrol gruptan 1:9 oraninda alinan sitrath vendz kan
ornegi, 1100 rpm (210 x g) de 10 dakika santrifiij edildi. Eritrosit ve lokositler
coktlrildi.
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- Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma-PRP) 5 mL’lik santrifiij
tiibiine aktarild1.

- PRP iizerine 10 pL/mL olacak sekilde apiraz calisma ¢ozeltisi eklendi ve 37°C
15 dakika inkiibasyona birakildu.

- Inkiibasyondan alinan érnek, 10 adet falkon tiipiine 100’er pL olacak sekilde
dagitildi. Her bir tiibe 1 mL %2 FBS iceren PBS ¢ozeltisi eklendi ve daha sonra hafif
sekilde vorteks karistiricida karistirildi. 3000 rpm (1570 x g) de 5 dakika santrifiij
edilerek iist faz uzaklastirildi. Daha sonra ¢okeltiyi olusturan trombositler iizerine 1
mL %2 FBS iceren PBS c¢ozeltisi eklenerek siispansiyon hazirlandi. Santrifiij
edildikten sonra iist faz tekrar atildi. Boylece tek bir olguya ait trombosit ¢okeltisini

iceren 10 ayr1 tiip hazirlanmis oldu (Sekil 12).

5.6. Akan Hiicre Olger Yontemiyle Reseptorlerin Analizi

Cozeltiler
- Stok Sekonder antikor-Floresan etiketli Fare Ig (Keci) antikor ¢ozeltisi:

Orijinal amblajinda sivi halde bulunan GAM-FITC sekonder antikor ¢dzeltisi, mikro
PCR tiiplerine 5’er uL olarak ayrildi ve + 4°C saklandi. Her ¢alisma giintinde bunlar
distile su ile 1:10 oraninda seyreltildi ve taze olarak kullanildi.

- Insan Axl proteinine karsi farede iiretilen monoklonal antikor cdzeltisi:
Orjjinal ambalajinda 500 pg/mL konsantrasyonda sivi halde bulunan antikor
cozeltisinden, 100’er uL mikro PCR tiiplerine ayrildi ve - 20°C’de saklandi.

- Insan Tyro3 (Sky) proteinine kars1 farede iiretilen monoklonal antikor ¢dzeltisi:
Orjjinal ambalajinda 500 pg/mL konsantrasyonda sivi halde bulunan antikor
cozeltisinden 100’er uL mikro PCR tiiplerine ayrildi ve - 20°C’de saklandi.

- Insan Mer proteinine karsi farede iiretilen monoklonal antikor ¢ozletisi:
Orjjinal ambalajinda 500 pg/mL konsantrasyonda sivi halde bulunan antikor
cozeltisinden 100’er uL mikro PCR tiiplerine ayrildi ve - 20°C’de sakland:.

- FITC- Isaretli insan CD 41°e kars1 antikor ¢dzeltisi: Orijinal ambalajida sivi
halde bulunan antikor ¢ozeltisi seyreltilmeksizin kullanildi.

- ADP: Orijinal olarak her bir kiigiik sisede liyofilize halde bulunan 2,5 mg ADP
iizerine, 5 mL serum fizyolojikle eklendi. 10 dakika bekletildi, karistirildi ve sonra

50°ser pL’lik boliimlere ayrilarak - 20°C’de saklandi.
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g a8 a8 a8 g a8 a8 a8 a8 a8
*T T T T T T T T T T
+ + + + + + + + +

GAM Anti Anti Anti Anti ADP ADP ADP ADP
FITC CD41 Axl Sky Mer + + +

+ + + Anti Anti Anti

GAM GAM GAM Axl Sky Mer
FITC FITC FITC + + +

GAM GAM GAM
FITC FITC  FITC

Sekil 12. Akan hiicre 8lgerde analize hazirlanan tiipler
(*Trombositler)
Yo6ntem

Akan hiicre dlgerde (AHO) analiz edilmek iizere sekilde goriilen 10 tiipte
asagidaki islemler yapildi.

1. Tiip: Bu tiibe 400 pL FBS iceren PBS c¢ozelti eklenerek siispanse edildi. Hig
bir antikor ilavesi yapilmadi. Akan hiicre dlgerde Sl¢iim yapilincaya kadar +4°C’de
saklandi. Bu siire hi¢bir zaman 1 saati gegmedi.

Asagidaki 2., 3., 4., 5. ve 6. tiiplerde bulunan trombositler iizerine, aktive edici
higbir reaktif eklenmedi. 7., 8., 9. ve 10. tiiplerde bulunan trombositler 6nce ADP ile
aktive edildi sonra tiiplere farkli antikorlar eklendi:

2. Tiip: 5 uL GAM- FITC sekonder antikor ¢ozeltisi,

3. Tiip: 10 uL FITC- Isaretli insan CD 41’e kars1 antikor,

4. Tiip: 20 uL Insan Axl proteinine karsi fareden elde edilen monoklonal antikor
cozeltisi,

5. Tiip: 20 pL Insan Tyro3 (Sky) proteinine karsi fareden elde edilen
monoklonal antikor ¢ozeltisi,

6. Tiip: 20 uL Insan Mer proteinine kars1 fareden elde edilen monoklonal antikor

¢Ozeltisi.
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Yukardaki tiipler hafifce karistirildi ve oda sicakliginda 15 dakika karanlikta
inkiibasyona birakildi.

7., 8., 9. ve 10. tiiplerdeki trombositlerin lizerine 6nce 500’er uL FBS iceren
PBS ¢ozeltisi eklendi. Daha sonra 5 pl. ADP eklenerek 15 dakika 37°C su
banyosunda inkiibe edildi. Boylece trombositler aktive edilmis oldu.

-Inkiibasyon sonrasi 2.-10. tiiplere 1 mL FBS iceren PBS c¢ozeltisi eklenip
karsitirild: ve 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildu.

2. tiipte bulunan trombosit ¢Okeltisi tizerine 1 mL FBS iceren FBS c¢ozeltisi
eklenerek siispanse edildi. Bir kere daha 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi ve {ist
faz atildi. 400 pL FBS iceren PBS ¢ozeltisi eklendi ve AHO’de okunmak iizere
+4°C’ye kaldirild.

Sonra sadece 3. ve 7. tiiplere 400’er uL FBS igceren PBS ¢ozeltisi eklendi ve
AHO’de okunmak iizere +4°C’ye kaldirild1.

4., 5. ve 6. tiiplere 5’er uL GAM- FITC antikor ¢ozeltisi; 8. tliipe 20 uL Axl; 9.
tiipe 20 uL Sky; 10. tiipe 20 uL Mer antikor ¢ozeltisi eklendi. Bu tiiplerin her biri
hafif¢e karistirildi ve karanlikta oda sicaklhiginda 15 dakika inkiibe edildi. Sonra
bunlar 1 mL FBS iceren PBS ¢o6zeltisiyle yikandi. 3000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Sonra yikama islemi 4., 5. ve 6. tiipler i¢cin bir kez daha tekrarlandi. Tiiplere
400 puL FBS igeren PBS c¢ozeltisi eklendi ve AHO’de okunmak iizere +4°C’ye
kaldirild.

8., 9. ve 10. tiiplerde bulunan trombosit ¢okeltisi tizerine 5’er pL. GAM- FITC
antikor ¢ozeltisi eklendi. Hafif¢e karistirildi ve oda sicakliginda karanlikta 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras: tiiplere 1 mL FBS igeren PBS ¢ozeltisiyle yikand1
ve 3000 rpm de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atildi. Sonra yikama islemi bir kez
daha tekrarlandi. Cokelti iizerine 400 pL FBS iceren PBS c¢ozeltisi eklenerek
trombositler siispanse edildi.

1.-10. Tiplerin hepsi akan hiicre dlcerde analiz edildi. 1. tiip trombosit kapisi
almmak i¢cin kullanildi. 3. tiip CD41 antikoru igerdigi i¢in trombositlerin
spesifikligini belirlemede kullanildi. 2. tiipte primer antikor bulunmadig1 ve sadece
sekonder antikor bulundugu i¢in negatif kontrol olarak kullanildi. 7. tiip sadece ADP
iceriyordu.

Her bir tiibiin i¢indeki reaktifler tablo 4’de 6zetlenmistir.
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Tablo 4. 1- 10 tiiplerde bulunan antikorlarin gosterimi

1 2 3 4 5 6. 7 8 9 10
Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip Tiip
*T + + + + + + + + + +
GAM- - + - + + + - + + +
FITC
Anti- - - + - - - - - - -
CD41
ADP - - - - - - + + + +
Anti- - - - + - - - + - -
AXL
Anti- - - - - + - - - + -
SKY
Anti- - - - - - + - - - +
MER
*Trombosit

5.7. Antikorlarin Optimizasyon ve Titrasyonu

Tyro3 (Sky) , Axl ve Mer antikor diliisyon oranlarini optimize etmek i¢in antikor
titrasyonu yapildi. Tyro3 (Sky) , Axl ve Mer reseptor antikorlarmmin stok
cozeltilerinden (500 pg/mL) bir dizi diliisyon yapildi: 100 pg/mL, 80 pg/mL, 40
pg/mL, 30 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL. Tyro3 (Sky) i¢in 30 pg/mL, Axl i¢in 10
pg/mL ve Mer i¢in 10 pg/mL olacak sekilde optimum antikor konsantrasyonlari
secildi.

5.8. QIFIKit’le Reseptor Sayillarimin Hesaplanmasi

e Testin prensibi:

QIFIkit, immunofloresans Ol¢lim esasma dayanarak hiicre ylizey antijenlerinin
akan hiicre Olgerle kantitatif taymninde kullanilwr. QIFI kitin i¢inde “set-up”
boncuklari, kalibrasyon boncuklar1 ve FITC konjugat: vardir. Boncuklara 5 farkli
oranda antikor baglanmistir. Bu boncuklarin her biri yaklagik 10 pm capmdadir.
Boncuklara baglanmis monoklonal antikorlarin, molekiil sayisma oran1 1,800—
530,000 arasindadir. Bu boncuklar monoklonal antikorlarla isaretlenmis hiicreleri
taklit eder sekilde dizayn edilmistir. Boncuklarin antikor baglama kapasiteleriyle,
trombositlerin antikor baglama kapasiteleri birbiriyle karsilastirilarak, trombosit

basina diisen ortalama reseptor sayisi hesaplanmistir.
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e Antijen baglama kapasitesinin Olciilmesi:

Antikor Baglama Kapasitesi (ABC): Her bir hiicrenin bagladigi primer
monoklonal antikor sayisi, bilinen konsantrasyonda floresan baglama kapasitesi olan
mikroboncuklar araciligiyla hesaplanmistir.

Bir 6rnek iizerinden sdyle anlatilabilir: FITC bagli CD41-antikoruyla elde edilen
pozitiflik degerinin ortalama kanal sayis1 10; 10 degerine en yakin boncuk grubu
(10,000 antikor baglama bolgesi olan) icin elde edilen deger 12 ise hesaplama icin
dogru orant1 kullanilir: Ortalama kanal degeri 12 olan boncuklarda 10,000 antikor
baglama bdlgesi varsa, ortalama kanal sayis1 10 olan CD41 i¢in kag antikor baglama
bolgesi (reseptorii) vardir? Buna gore sonug 8,333 baglanma bolgesidir.

AHO’de kullandigimiz QIFI kit yardimiyla saghkli kontrol ve diyabetik
olgulardaki trombosit reseptorlerinin antikor baglama kapasiteleriyle TAM reseptor

sayilar1 hesaplandi.

Cozeltiler
- %1’lik PBS i¢inde hazirlanmis olan %2’lik FBS ¢ozeltisi

- FITC konjugat1 calisma ¢ozeltisi: Kit i¢cinde orijinal amblajinda sivi haldedir.
Her seferinde %1°lik PBS ile 1:50 diliie edilerek kullanildi.
Yontem

- Sitrath tiipe alinan kan 6rnegi 1100 rpm de 10 dakika sanrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi elde edilen PRP den 100’er pL tiiplere dagitildi.

8 8 i

Trombosit T + Anti- CD41 Set-up Kalibrasyon
FITC FITC FITC

Sekil 13. 1.-4. tiiplerde bulunan reaktifler

57



- Bu tiiplerden 1. ve 2. tiibe 1 mL FBS iceren PBS c¢ozeltisi eklendi ve
karstirildi. 150 x g de 5 dakika santrifiij edildi. Santriftij sonrasi iist fazlar atildi. Bu
islem bir kere daha tekrarland:.

- Trombosit ¢okeltisi tizerine sekil 13°de goriilen ve iginde sadece trombosit
bulunan 1. tiibe 400 pL. FBS iceren PBS eklendi ve +4°C’ye kaldirildi. 2. tiibe 20
pL Anti- CD41 antikoru eklendi. 30 dakika +4°C’de karanlikta inkiibasyona
kaldirild.

- Yikama islemi; inkiibasyon sonras1 2. tiibe 3 mL FBS iceren PBS ¢ozeltisi
eklendi ve yavasga vorteks karistiricida karistirildi. 300 x g de 5 dakika santrifiyj
edildi. Santrifiij sonrasi iist faz 50 pL kalacak sekilde aspire edildi.

- Yikama iglemi bir kere daha tekrarlandi.

- FITC konjugat1 ¢alisma ¢ozeltisinden 100 pL alarak (2. tiibe) eklendi ve
+4°C’de 45 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.

- Inkiibasyon sonras1 3 mL FBS iceren PBS eklenerek yikandi ve yikama islemi
iki kere tekrarland1. Ust fazlar atildi. Son olarak 2. tiibe 400 uL FBS igeren PBS
¢ozeltisi eklendi ve AHO’de inceleninceye kadar +4°C’de sakland.

3. ve 4. tiipler:

- 3. tiipe 100 pL “set-up” boncuklari, 4. tiipe 100 pL kalibrasyon boncuklari
eklendi ve iki kere yikama islemi uyguland1. Ust faz atilds.

- Diliie edilen FITC konjugat, her bir tiibe (3. ve 4. tiiplere) 100’er pL eklendi ve
+4°C’de 45 dakika karanlikta inkiibasyona kaldirildi.

- Daha once 1. ve 2. tiiplere uygulandigi sekilde 3. ve 4. tiiplere de yikama islemi
iki kere uyguland1. Sonra 400 uL FBS iceren PBS¢ozeltisi eklendi. Tiiplerin AHO’
de analizi yapild.

5.9, istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada istatistiksel analizler SPSS 11.5 (statistical packages for social
sciences) paket programi ile yapilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici
istatistiksel yOntemlerin (ortalama, standart sapma) yani siwra, ikili gruplarin
karsilagtrmasinda Mann-Whitney U testi ve Shapiro-Wilk testi kullanilmastir.

Sonuglarm istatistiksel anlamlilig1 i¢in p < 0.05 diizeyi esas alinmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Trombosit Spesifikliginin Belirlenmesi

AHO cihazinda analiz ettigimiz trombosit kapisindaki hiicrelerin gercekten
trombosit olup olmadigmi incelemek icin CD41 antikoru kullanildi Sekil 14’de
hiicre biiyiikligli ve graniiletesine gore secilen trombosit kapisindaki hiicrelerin,

CD41 yoniinden zengin oldugu goriilmektedir.

0 = 4
= &
W -
E ' —=
m"-;
T
e
PFLT C41-FITC
F5 Log
a b
Region Number % Total % Gated X mean Region Number % Total % Gated X mean
ALL 99686  99.69 100.00 0.285 ALL 38844 91.43 100.00  38.2
B 9 00.1 0.01 4.07 B 34252 80.63 94.7 433

Sekil 14. a) Hiicre biiyiikliigii ve graniiletesine gore segilen trombosit kapisi, b) CD41 pozitifligi.

Bilindigi gibi CD41 ylizey antijeni trombisitlere spesifiktir. Birde
megakaryositlerde bulunur. Megakaryositler kemik iligi hiicreleridir. Boyutlar1
trombositten ¢ok kiigiiktiir. Bu bulgu bize AHO’de segilen hiicre grubunun

trombositlerden olustugunu kanitlamaktadir.

6.2. Trombosit Yiizeyindeki TAM Reseptor Sayilarn

Bilindigi gibi TAM reseptorleri Tyro3 (Sky) , Axl ve Mer olmak {izere ii¢
cesittir. Trombosit yiizeyindeki bu reseptdrlerin her birinin miktarmi 6lgmek icin

AHO analizleri yapildi. Once kandan trombositler izole edildi, yikand1 ve gesitli
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spesifik antikorlar eklenerek materyal metod bdliimiinde detaylar1 anlatildig: sekilde
bir dizi deney yapildi. Olgiim ydntemlerinin optimizasyonu i¢in dnce antikor
titrasyonlar1 gerceklestirildi.

Saghikli gruptan bu reseptdr Olclimleriyle 1ilgili olarak elde edilen
histogramlardan bir tanesi 6rnek alinarak sekil 15°de goriilmektedir. (Trombositler

aktive edilmeden 6nce).

(F1)[A] PLTGASRESZ2 28 03 2011 004.LMD : FL1 Log - ADC (F1MA] PLTGASRESZ 28 03 2011 006.LMD : FL1 Log - ADC

107 10° 10

AXL-FITC

a b

Region Number % Total % Gated X mean Region Number % Total % Gated X mean
ALL 89208  89.21  100.0 0.607 ALL 86595 86.59 100.00 0.49
B 431 0.43 0.48 4.08 B 237 0.24 0.27 8.24

{F1)[A] PLTGASRESZ2 28 03 2011 005.LMD : FL1 Log - ADC

107 10° 10

MER-FITC

C

Region Number % Total % Gated X mean
ALL 88743 88.74  100.00  0.64
B 853 0.85 0.96 5.01

Sekil 15. Saglikli gruptan bir olguya ait aktive edilmemis trombositlerdeki ylizey reseptor dlgtimleri:
a) Axl, b) Tyro3 (Sky), c) Mer.

Sekil 15°deki bulgular aktive edilmemis trombositlere ait bulgulardir. Ayni
olgunun ADP’yle aktive edilmis trombosit yiizeyindeki reseptorlere ait histogramlar

sekil 16°de goriilmektedir.
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(F1)[A] PLTGASRESZ 28 03 2011 008.LMD : FL1 Log - ADC (F1)A] PLTGASRESZ 28 03 2011 010.LMD : FL1 Log - ADC

107 10% 10

a b
Region Number % Total % Gated X mean  Region Number 9% Total % Gated X mean
ALL 88250 8825 100.00 042 ALL 89669  89.67 100.00 0.826
B 28 0.03 0.03 2.92 B 3917 3.92 4.37 7.75
(F1[A] PLTGASRES2 28 03 2011 012.LMD : FL1 Log - ADC (F1)[A] PLTGASRES2 28 03 2011 011.LMD : FL1 Log - ADC
| °
c d

Region Number % Total % Gated X mean Region Number % Total % Gated X mean
ALL 69192 69.19  100.00 2.23 ALL 86722 86.72 100.00 1.56
B 11447 1145 16.54 9.73 B 14039  14.04 16.19 10.6

Sekil 16. Saglikli gruptan bir olguya ait ADP ile aktive edilmis trombositlerdeki ylizey reseptdr
olgtimleri: a) ADP kontrol (hi¢ antikor icermiyor), b) Axl, c) Tyro3 (Sky), d) Mer.

Kontrol grubuna ait AHO den elde edilen ortalama kanal sayis1 (X mean) tablo

5’de goriilmektedir.
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Tablo 5. Kontrol grubuna ait AHO’den elde edilen ortalama kanal sayis1 (X mean)

Trombosit yiizeyindeki TAM reseptorlerine ait
Ortalama kanal sayis1 (X mean)

Aktive olmamis trombositler ADP ile aktive olmus trombositler

*K/E| Axl | Sky |  Mer Axl | Sky Mer
1 K 15 21.9 50.4 25.5 25.8 46.2
2 K 4.98 32.9 16.1 59.4 20.4 18.2
3 K 4.43 4.8 5.9 5.0 4.1 4.3
4 K 4.0 3.5 3.5 6.7 16.8 7.2
5 K 4.1 3.8 4.3 3.7 4.6 3.9
6 K 5.1 5.2 4.8 3.2 5.7 3.5
7 E 6.8 6.7 7.0 3.5 10.6 5.8
8 K 4.8 8.2 5.1 7.7 9.7 10.6
9 E 4.2 3.7 3.8 3.1 10.4 15.2
10 K 17.4 9.2 16.9 14.2 4.9 18.0
11 K 53 2.5 3.1 4.7 6.6 3.6
12 K 15.2 2.5 2.4 11.0 7.8 10.9
13 K 3.0 3.0 33 33 3.1 3.2
14 K 2.9 34 3.0 33 3.0 3.2
15 K 2.4 2.4 2.5 2.7 2.6 2.6
16 K 3.2 3.2 33 3.0 3.2 3.1
17 K 6.9 5.2 3.0 6.3 7.5 6.8
18 K 4.9 5.2 4.6 8.8 9.4 6.0
19 K 5.2 8.0 4.3 6.6 9.6 9.0
20 E 7.4 7.3 6.8 4.5 7.0 4.4
21 E 3.3 4.1 4.2 3.9 5.1 3.8

* K/E: Kadin/ Erkek

Aktive olmamis trombosit reseptor Olgiimleriyle ilgili olarak Tip 2 diyabetik
gruptan bir olguya ait histogramlar sekil 17°de goriilmektedir.
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(FLATUULZUT1HE-TU.US 2011 UUSLRMU S FL Log - AbC (F1)[A] 007.2011.H3-10.08.2011 D05.LMD : FL1 Log - ADC

PLT AXL GAM-FITC PLT SKY GAM-FITC

a b

Region Number % Total % Gated X mean Region Number % Total % Gated X mean
ALL 85115 85.11 100.00  0.685 ALL 85010 8501 100.00 0.661
B 1927 1.93 2.26 4.99 B 1542 1.54 1.81 4.43

(F1)[A] 007.2011.H3-10.08.2011 006.LMD : FL1 Log - ADC

PLT MER GAM-FITC

C

Region Number % Total % Gated X mean
ALL 85062 85.06  100.00  0.792
B 3477 348 4.09 5.71

Sekil 17. Tip 2 diyabetik gruptan bir olguya ait aktive edilmemis trombositlerdeki yiizey reseptor
ol¢timleri: a) Axl, b) Tyro3 (Sky), ¢) Mer.

Sekil 17°deki bulgular aktive edilmemis trombositlere ait bulgulardi. Ayni
olgunun ADP’yle aktive edilmis trombosit yiizeyindeki reseptorlere ait histogramlar

sekil 18’de goriilmektedir.
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(F1)[A] 007.2011.H3-10.08.2011 007.LMD : FL1 Log - ADC

PLT ADPFITC

a

Region Number % Total % Gated X mean
ALL 92181 92.18 100.00 0.559
B 874 0.87 0.95 2.14

(F1)[A] 007.2011.H3-10.08.2011 009.LMD : FL1 Log - ADC

10" 10 10

PLT ADP SKY GAM FITC

C

Region Number % Total % Gated X mean
ALL 93542 93.54 100.00  0.688
B 1484 1.48 1.59 6.77

(F1)A] 007.2011.H3-10.08.2011 008.LMD : FL1 Log - ADC

102 10

PLT AXL ADP GAM-FITC

b
Region Number % Total % Gated X mean
ALL 92310 92.31 100.00  0.655
B 1254 1.25 1.36 5.16

{F1)[A] 007.2011.H3-10.08.2011 010.LMD : FL 1 Log - ADC

PLT ADP MER. GAMFITC

d
Region Number % Total % Gated X mean
ALL 92515 92.52  100.00 0.656
B 1515 1.51 1.64 4.92

107 10° 10

Sekil 18. Tip 2 diyabetik gruptan bir olguya ait ADP ile aktive edilmis trombositlerdeki yilizey
reseptor dlgiimleri: a) ADP kontrol (hig antikor igermiyor), b) Axl, ¢) Tyro3 (Sky), d) Mer.

Diyabetik gruba ait AHO den elde edilen ortalama kanal sayis1 (X mean) tablo

6’da goriilmektedir.
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Tablo 6. Diyabetik gruba ait AHO’den elde edilen ortalama kanal say1s1 (X mean)

Trombosit yiizeyindeki TAM reseptorlerinin

Ortalama kanal sayis1 (X mean)

AKktive olmamis trombositler

ADP ile aktive olmus trombositler

*K/E Axl | Sky | Mer Axl | Sky | Mer
1 E 55.0 74.6 82.0 94.1 53.8 90.5
2 E 92.6 49.7 27.7 80.7 38.1 64.2
3 K 33.1 14.0 13.7 19.3 59.7 23.0
4 E 4.9 4.4 5.7 5.2 6.8 4.9
5 E 4.4 7.8 5.5 6.4 9.1 8.4
6 E 5.5 4.9 4.8 53 4.3 4.6
7 K 4.8 4.7 4.9 4.4 4.5 4.3
8 E 4.5 3.6 5.1 5.7 4.2 3.7
9 E 6.2 4.2 4.8 5.8 2.8 53
10 K 5.2 3.7 3.9 4.7 4.0 3.9
11 K 16.7 17.9 14.5 16.2 19.8 18.1
12 K 4.6 4.4 4.2 4.5 4.5 5.2
13 E 3.9 3.9 4.3 4.5 5.0 4.9
14 E 4.3 4.0 4.0 6.0 6.7 12.0
15 K 3.2 3.4 3.6 3.2 3.2 3.2
16 E 4.0 4.1 3.9 3.6 3.7 3.5
17 E 3.8 4.2 3.9 23.5 19.5 23.6
18 E 5.4 5.7 5.5 5.6 6.3 5.1
19 K 4.7 4.9 4.6 4.4 3.8 4.0
20 K 4.1 3.8 4.3 3.7 4.6 3.9
21 K 4.6 8.7 4.7 11.2 6.3 16.6
22 K 13.6 13.0 9.17 5.0 7.0 4.63
23 K 13.3 3.0 4.1 4.1 4.5 5.1
24 E 3.4 3.5 3.9 6.9 6.6 7.4

* K/E: Kadin/ Erkek

QIFI kit yardimiyla saglikli kontrol ve diyabetik olgulardaki trombosit ylizey

reseptdrlerinin miktar1 hesaplandi. Kalibrasyon boncuklar1 icin AHO’de elde edilen

histogramlar sekil 19°da goriilmektedir. Buradan elde edilen ortalama kanal sayilar1

kullanilarak 6nce antikor baglama kapasitesi hesaplandi.
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AF MG T icabite 22 1,00, 11 0020 R C FLY Log - ADG

58

= rll'll"lr

ALL

T ae e e
FS FL1 Log
Region Number % Total % Gated X mean
69293  69.29 100.0 80.7
11192 11.19 16.15 1.28
12132 12.13 17.51 5.64
15016  15.02 21.67 25.3
17177  17.18 24.79 85.4
12746  12.75 18.39 255

CACT T

Sekil 19. QIFI kit kurulum ve kalibrasyonuyla elde edilen grafik. (FS: “forward scatter”, SS: “side

scatter”).

Iki ayr1 gruba ait hesaplanan trombosit yiizey reseptor sayilari tablo 7 ve tablo

8’de gortilmektedir.
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Tablo 7. Kontrol grup i¢in hesaplanan trombosit yiizey reseptor sayilari.

Trombosit yiizeyindeki TAM reseptor sayilari
(Reseptor sayisi/trombosit)
Aktive olmamis trombositler ADP ile aktive olmus trombositler
Axl Sky Mer Axl Sky Mer
1 K 11,907 11,848 10,266 20,211 20,348 24,291
2 K 6,908 12,973 12,780 32,256 16,089 28,708
3 K 6,145 6,658 9,379 13,844 10,142 17,769
4 K 5,576 9,764 9,626 10.738 26,672 22,976
5 K 8,378 7,649 8,661 7,447 9,349 7,872
6 K 10,401 10,664 9,774 6,455 11,595 7,062
7 E 13,720 13,639 14,226 7,103 21,450 11,818
8 K 6,253 6,435 6,658 6,435 6,380 7,589
9 E 8,560 7,406 7,589 6,253 21,046 30,172
10 K 34,539 18,698 33,547 56,923 9,936 35,730
11 K 10,624 3,370 6,233 9,430 13,315 7,325
12 K 30,172 3,383 3,221 22,260 15,764 22,057
13 K 6,071 6,010 6,739 6,597 6,354 6,415
14 K 4,812 6,880 6,071 6,698 6,152 6,496
15 K 3,235 3,262 3,329 9,118 3,492 3,519
16 K 6,415 6,536 6,658 5,990 6,415 6,192
17 K 13,922 10,503 6,071 12,749 15,197 13,700
18 K 9,713 10,563 9,329 17,868 18,961 12,202
19 K 10,422 16,270 8,782 13,255 19,386 18,212
20 E 14,995 14,671 13,801 9,066 14,165 8,985
21 E 6,617 8,277 8,418 7,811 10,341 7,690

K: Kadin; E: Erkek

- 20000 _ /. Aktive olmamig
E = B .ADP ile aktive
olmu
E 20000 == s
-
H
=
& 10000 | T
=
=
-
=3
[T
H
© -
axl Sky Mer

Sekil 20. Saglikli grupta aktive edilmemis ve ADP ile aktive edilmis trombosit yiizeyindeki TAM
reseptor sayilari. (** p=0.004; p<0.05, *p=0.033; p<0.05)
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Sekil 20°de saglikli gruba ait (n=21) trombosit reseptor sayilar1 goriilmektedir:
Aktivasyon oOncesi Tyro3 (Sky)=9,308+4,261, Axl icin Median=8,378 (25.
persantil=6,145-75. persantil=10,624), Mer i¢in Median=8,539 (6,339-9,737)’dir.
Aktivasyon sonrast Tyro3 (Sky)=13,478+6,222, Axl i¢in Median=9,117 (6,647-
15,856), Mer i¢in Median=11,817 (7,193-22,516) degerleri bulundu.

Aktive olmus ve aktive olmamis trombosit yiizey reseptor sayilarni
karsilagtirmak igin istatistiksel analiz yapildi (Sekil 21). Tyro3 (Sky) i¢in; Shapiro-
Wilk testi uygulandi (6rnek sayist <30) ve p>0.05 kuralina goére normal dagilim
gosterdigi i¢in analizleri Paired Samples testi ile yapildi. p=0.004 olup p<0.05,
aktivasyon sonrasinda Tyro3 (Sky) reseptor sayisinda, aktivasyon Oncesine gore
anlaml bir fark bulundu.

Axl, Mer i¢in; Shapiro-Wilk testi uygulandi (6rnek sayist <30) p<0.05 kuralina
gore normal dagilim gostermedigi i¢in ortalamalarin  karsilastirilmasinda
nonparametrik test olan Wilcoxon testi yapildi. Axl i¢in p=0.243 (p>0.05) Mer i¢in
p=0.033 (p<0.05) bulunmustur. Aktivasyon sonrasinda Axl reseptor sayilarinda,
aktivasyon oncesine gore anlamli bir fark bulunamamisken, Mer reseptor sayisinda

aktivasyon oncesine gore anlamli bir fark bulunmustur.

<S4 o000

S 0000 =

ﬁ;i;ﬁ;;

Axl dnce Slov once nwier ance
Al sonra Sk sonra

Reseptir saves trombost

Mier sonra

Sekil 21. Kontrol grubunda aktivasyon oncesi ve sonrasinda trombosit yilizey reseptor sayilari.
Once: Aktivasyon oncesi. Sonra: ADP ile aktivasyon sonrasi.
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Tablo 8. Diyabetik grup i¢in hesaplanan trombosit yiizey reseptor sayilari.

Trombosit yiizeyindeki TAM reseptor sayilari
(Reseptor sayisi/ trombosit)
AKktive olmamis trombositler ADP-Aktive olmus trombositler
*K/E Axl Sky Mer Axl Sky Mer
1 E 89,628 121,568 137,909 158,259 87,672 152,205
2 E 155,736 78,396 43,693 134,882 60,098 104,620
3 K 52,211 22,227 21,750 30,641 97,287 36,280
4 E 6,922 6,145 9,124 8,245 10,818 6,825
5 E 6,076 12,463 8,772 10,242 14,557 13,406
6 E 8,708 6,769 6,589 8,517 6,006 6,436
7 K 6,617 6,478 6,783 6,104 6,256 5,909
8 E 6,298 4212 8,117 9,108 5,854 4,376
9 E 9,843 5,868 6,603 8,133 4,506 8,533
10 K 7,269 4,318 4,635 6,534 5,507 4,565
11 K 26,513 28,418 23,021 25,720 31,435 28,736
12 K 6,409 6,090 5,757 6,298 6,187 8,277
13 E 4,506 4,565 6,090 6,284 8,021 6,853
14 E 5,979 5,479 5,563 9,619 10,738 19,174
15 K 3,718 3,941 4,235 3,812 3,800 3,741
16 E 5,563 5,660 5,271 4,938 5,174 4,813
17 E 5,313 3,928 5,438 37,068 30,759 37,226
18 E 8,692 9,156 8,836 8,884 10,115 8,165
19 K 6,561 6,839 6,339 6,048 5,230 5,549
20 K 28,584 8,560 8,358 9,309 8,499 9,916
21 K 9,309 17,403 9,511 22,664 12,749 32,951
22 K 26,996 26,056 19,629 9,916 13,963 9,309
23 K 26,401 6,071 8,297 8,094 9,106 10,118
24 E 6,880 7,083 7,892 13,963 13,356 14,975
*K: Kadn; E: Erkek
'E 30000 - —.Aktive olmamis
£ B ADP ile aktive
g olmus
b 200004
]
E IJ-‘ i i
~. 100004
2
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Axl Sky Mer

Sekil 22. Tip 2 Diyabetik grupta aktive edilmemis ve ADP ile aktive edilmis trombosit yiizeyindeki
TAM reseptor sayilart.

Sekil 22’de Tip 2 diyabetik gruba ait (n=24) trombosit reseptor sayilari
goriilmektedir. Aktivasyon Oncesi Tyro3 (Sky) i¢in Median=6,312 (5,251-9,983),
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Axl i¢cin Median=6,902 (6,051-13,982), Mer icin Median=7,338 (5,708-8,908).
Aktivasyon sonrasmda Tyro3 (Sky) icin Median=8,499 (5,680-13,052), Axl i¢in
Median=8,700 (6,294-11,172), Mer i¢cin Median=8,405 (5,819-16,024) degerleri
bulundu.

Aktive olmus ve aktive olmamis trombosit yiizey reseptdr sayilarini
karsilastirmak i¢in istatistiksel analiz yapildi (Sekil 23). Axl, Mer ve Tyro3 (Sky)
icin Shapiro-Wilk testi uygulandiginda (6rnek sayist <30) p<0.05, normal dagilim
gostermemistir. Bunun i¢in ortalamalarin karsilastirilmasinda nonparametrik test
olan Wilcoxon testi yapildi. Axl i¢in p=0.935, Tyro3 (Sky) i¢in p=0.149, Mer i¢in
p=0.088 degerleri bulunmustur. Bu sonuglara gore, aktivasyon sonrasindaki Axl,
Tyro3 (Sky) ve Mer reseptor sayilar ile aktivasyon Oncesindeki reseptor sayilari

arasinda anlamli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 23. Tip 2 diyabetik grupta aktivasyon dncesi ve sonrasinda trombosit yiizey reseptor saylari.
Once: Aktivasyon oncesi. Sonra: ADP ile aktivasyon sonrasi

Diyabetik gruptaki reseptor sayilar1 cinsiyete gore istatistiksel olarak
karsilagtirildt (Tablo 9). Axl, Mer ve Tyro3 (Sky) i¢cin Shapiro-Wilk testi
uygulandiginda (6rnek sayis1 <30) p<0.05, normal dagilim gostermemistir. Bunun
icin ortalamalarin karsilastirilmasinda nonparametrik test olan Mann-Whitney Testi
yapildi. Diyabetik gruptaki reseptor sayilarinda kadin-erkek arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05).
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Tablo 9. Diyabetik grubun cinsiyete gore istatiksel karsilastiriimasi

Kadin Erkek p degeri
Reseptor sayist/ trombosit Reseptor sayist/ trombosit
*Akt Oncesi
Median 9,309 6,880 0.259
(25.persantil- (6,561-26,996) (5,770-9,275)
75.persantil)
Axl * Akt sonrasi
Median 8,094 9,107 0.284
(25.persantil- (6,103-22,664) (8,189-25,515)
75.persantil)
*Akt Oncesi
Median 6,838 6,145
(25.persantil- (6,070-22,226) (5,022-10,809) 0.505
75.persantil)
Sky
* Akt sonrasi
Ortalama+ SD 8,499 10,737
Min-max (5,507-13,962) (5,930-22,657) 0.622
*Akt Oncesi
Median 8,296 7,892 0.931
(25.persantil- (5,756—19,629) (5,826-8,980)
75.persantil)
Mer
* Akt sonrasi
Median 9,308 8,532 0.582
(25.persantil- (5,548-28,736) (6,630-28,200)
75.persantil)

* Akt: Aktivasyon

Diyabetik gruptaki reseptor sayilari
karsilastirildi (Sekil 24, 25, 26 ve tablo 10). Axl, Mer ve Tyro3 (Sky) i¢cin Shapiro-

kontrol grubuyla istatistiksel olarak

Wilk testi uygulandiginda (6rnek sayis1 <30) p<0.05, normal dagilim géstermemistir.

Bunun i¢in ortalamalarm karsilastirilmasinda nonparametrik test olan Mann-

Whitney Testi yapildi. Kontrol grup ve hasta grup arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir.
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Tablo 10. Kontrol ve hasta grubuna ait trombosit yiizey reseptor sayilarmin istatiksel olarak

kargilastirilmas.
Kontrol Hasta p degeri
Reseptor sayisi/ trombosit Reseptor sayisi/ trombosit
*Akt dncesi
Median 8,378 6,902
(25.persantil- (6,145-10,624) (6,051-13,982) 0.946
75.persantil)
Axl * Akt sonrasi
Median 9,117 8,700
(25.persantil- (6,647-15,856) (6,294-11,172) 0.909
75.persantil)
*Akt dncesi
Median Ortalama+SD= 6,312
(25.persantil- 9,308+4,261 (5,251-9,983) 0.554
75.persantil) Min-Max=
3,262-18,698
Sky
* Akt sonrasi
Median Ortalama+SD= 8,499
(25.persantil- 13,478+6,222 (5,680-13,052) 0.237
75.persantil) Min-Max=
3,492-26,672
*Akt dncesi
Median 8,539 7,338
(25.persantil- (6,339-9,737) (5,708-8,908) 0.554
75.persantil)
Mer | *Akt sonrasi
Median 11,817 8,405
(25.persantil- (7,193-22,516) (5,819-16,024) 0.733
75.persantil)

* Akt: Aktivasyon
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Sekil 24. Kontrol ve hasta grubunda AxI reseptor sayilari, a) aktivasyon dncesi, b) aktivasyon sonras.
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6.3. Diyabetik Grupta Biyokimyasal Parametrelerle Reseptor Sayilarinin Ilis
dosyalarindan alinarak elde edildi. Bu parametrelerin her biriyle reseptor sayilari

arasindaki iliski istatistiksel olarak incelendi.
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Hasta grubunun TAM reseptorlerinin aktivasyon oncesi- aktivasyon sonucuna ve
biyokimyasal test sonuglarina goére Spearman’s korelasyon testi yapilmistir. Bu

korelasyona gore:

Tablo 12. Diyabetik grubtaki reseptdrlerle CRP ve PLG arasindaki korelasyon.

CRP PLG

Tyro (Sky) p=0.008 p=0.951
Aktivasyon Oncesi r=-0.654 r=0.14

Mer p=0.048 p=0.318

Aktivasyon Sonrasi r=-0.518 r=0.229

Axl p=0.383 p=0.000

Aktivasyon sonrasi r=-0.243 r=0.855

CRP: C-reaktif protein; PLG: Aglik kan glukozu

Diyabetik hasta grubunun bazi biyokimyasal test sonuglariyla, aktivasyon 6ncesi
ve aktivasyon sonrasindaki TAM reseptor sayilariyla korelasyon oldugu saptandi:
Serum CRP seviyesiyle, aktivasyon sonrasindaki Mer reseptOr sayisi arasinda negatif
bir korelasyon (r=-0.518); serum CRP seviyesiyle, aktivasyon oncesi Tyro3 (Sky)
reseptor sayist arasinda negatif bir korelasyon (r=-0.654); achk glukozuyla,
aktivasyon sonrasi Axl reseptdr sayisi arasinda pozitif bir korelasyon bulundu

(korelasyon kat say1s1=0.855).
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7. TARTISMA

Enflamasyon, koagiilopati, kanser, otoimmun hastaliklar, diyabetik vaskiiler ve
renal hastaliklarla Gas6 ve TAM reseptorlerinin iligkili oldugu bildirilmistir (186).
Bilindigi gibi diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar1 bir¢cok
hastaliga sebep olmaktadir. Mikrovaskiiler komplikasyonlar1 retinopati, nefropati ve
noropatiye yol agarken, makrovaskiiler komplikasyonlar1 koroner kalp hastaligi,
periferik damar hastalifi ve serebrovaskiiler bozukluklara yol agmaktadir. Son
yillarda yapilan bazi deneysel hayvan ve temel bilim ¢aligsmalari, diyabetik bobrek ve
damar hastaliklarinin patogenezinde Gas6 ve reseptorlerinin rolii olabilecegini
disiindiirmektedir (197, 213, 214). Diyabetik sicanlarin glomeriillerinde, Gas6/TAM
ekspresyonunun arttig1 ve bunun mezanjial ve glomeriiler hipertrofiye sebep oldugu
bildirilmistir (197). Gas6 ve onun reseptori olan AxI’in mezangial hiicre
proliferasyonunu indiikleyerek, diyabetik nefropatinin erken evre patojenezinde
anahtar rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir. Diiz kas hiicrelerinde (VKDH)
Gas6/TAM sisteminin, diisiik glukoz seviyesinde hiicrenin hayatta kalma siiresini
arttirdig1; buna karsilik yiikksek glukoz seviyesinde hiicre gogiinii arttirdigr gorildii
(215). Diyabetik hastalarda VKDH gociliniin daha fazla oldugu ve diyabette,
aterosklerotik lezyonlarda VKDH yigilmasinin daha siddetli oldugu bilinmektedir
(213). Biitiin bu temel bilim arastirma sonuglari, Gas6 ve TAM reseptorlerinin
diyabetin renal ve kardiovaskiiler komplikasyonlarinin meydana gelmesinde rolii
olabilecegini isaret etmektedir. Heniliz Gas6 ve TAM reseptorlerinin klinik 6nemiyle
ilgili bilgiler ¢ok azdir. Ayrica diyabetik hastalara ait ¢esitli biyokimyasal
parametrelerin, bu sistemle iliskisi olup olmadigi bilinmemektedir.

Dr. Ahmet Riza Uras danismanlhi§inda anabilim dalimizla ortak yiiriitiilen bir
tipta uzmanlik tez ¢alismasinda Dr. Aybala Erek, diyabetik nefropatili hastalardaki
plazma Gas6 seviyesiyle mikroalbuminiiri arasinda bir iligki olup olmadigini arastirdi
(214). Bu caligmaya 32 mikroalbuminiirili diyabetik hasta, 34 mikroalbuminiirisi
olmayan diyabetik hasta ve 34 saglikli kisi kontrol grubu olarak dahil edildi. Plazma
Gas6 seviyeleri ELISA yontemiyle &lciildii. Ug¢ grup arasinda Gas6 agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir fark bulundu (p=0.035). Albuminiirili diyabetik hasta
grubunda plazma Gas6 seviyeleri (23.5+10.1 ng/ml), albuminiiri olmayan diyabetik
hasta grubuna (18.5+6.6 ng/ml) gore istatiksel anlamli olarak daha yiiksekti. Ayrica
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Gas6 ve albliminiiri arasmda anlamli pozitif bir korelasyon bulundu (p=0.003).
Albiiminiiri ve CRP: albiiminiiri ve fibrinojen; albiiminiiri ve HbA1C arasinda pozitif
bir korelasyon bulundu (p<0.05).

Diinyada ve iilkemizde plazma Gas6 seviyesi i¢in su ana kadar yapilmis
kapsamli bir referans deger belirleme calismasi yoktu. Bu konuda Zeynep Karaca,
Fikriye Uras’m damigmanliginda bir lisansiistii tezi hazirladi (161). Calismaya 18-60
yas araliginda saghikli ve goniilli 249 kisi (126 kadin ve 123 erkek) dahil edildi.
Optimizasyon ve validasyonunu yaptigimiz bir ELISA metodunu Gas6 6l¢timii i¢in
kullandik. IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) ve CLSI’in
(Clinical and Laboratory Standards Institute) Onerilerine gére parametrik olmayan
yontemle, plazma Gas6 proteininin referans araligmi belirledik. Kadin ve erkek
arasinda anlamli fark olmaksizin, yetiskin insan plazmasinda Gas6 referans araligini,
%90 gliven araliginda; alt sinir (2.5 persantil)=2.39 ng/ml (1.12-3.08) ve {ist smir
(97.5 persantil)=18.93 ng/ml (17.99-22.47) olmak iizere belirledik. Bugiine kadar
iilkemizde ilk defa yapilmis olan bu tezle, Tiirkiye’ye ait ilk plazma referans aralik
degerlerini belirledik.

Baz1 caligmalar Gas6 ve TAM yolunun, VKDH c¢ogalmasiyla karakterize
ateroskleroz gibi hastaliklarda rolii olabilecegini diisiindiiriiyor. 2008 yilinda Cavet
ve arkadaslari, farkl glukoz konsantrasyonlarmin VKDH’deki Axl sinyali {izerine
etkilerini incelediler ve glukozun, Axl sinyalini degistirdigini gozlemlediler (215).

2010 yilinda Hung Y-J. ve arkadaslari, tip 2 diyabetik hastalarda plazma gas6
seviyesini Olctiiler (216): Calisma grubu 100 tip 2 diyabetli hasta; 82 bozuk glukoz
toleransl olgu; 96 normal olgudan meydana geliyordu. Plazma gas6 seviyesinin, tip
2 diyabetli hastalarda istatiksel anlamli olarak normalden daha diisiik oldugunu
bildirdiler. Ayrica bu degerler tiimor nekroz faktér (TNF)-alfa, interlokin (IL)-6 ve
“vaskiiler hiicre adezyon molekiili” (VCAM)-1 seviyeleriyle de ters orantiliydi.
Gas6 seviyesi yiikseldikge, tip 2 diyabet riskinin azaldigin1 hesapladilar: TNF-alfa,
IL-6, hsC-reaktif protein (CRP), E-selektin, “intercellular adhesion molecule-1" ve
VCAM-1 seviyeleri de dahil ederek riski yeniden hesapladiklarinda, bu iliskinin daha
da giicli oldugunu gordiiler. Bu bulgulari, Gas6/TAM yolunun tip 2 diyabet,
enflamasyon ve endotel disfonksiyonuyla iliskili oldugu ve bu olaylarin

patojenezinde Onemli bir rol oynayabilecegi seklinde yorumladilar. Hipotezleri
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suydu: Hiperglisemi Gas6/TAM yolu sinyalini azaltiyor; bunun sonucunda da
Gas6/TAM yolu ve insiilin sinyali arasindaki iletisimle, nitrik oksit ve endotelin-1
iiretiminde denge bozuluyordu.

2009 yilinda Devaraj ve arkadaslar1 34 tip 1 diyabetik hastada yaptiklar1 bir
calismada plazma gas6 seviyesini ELISA yoOntemiyle dlgtiiller (217). “Toll-like
receptor” 2 (TLR2) ve TLR4 seviyelerini, akim sitometresiyle monositlerde dl¢tiiler.
TLR4 seviyesi diyabetiklerde anlamli olarak yiiksek bulunurken, gas6 seviyesinde
normale gore anlaml bir fark bulmadilar.

Anabilim dalimizda yapilan iki tez ¢aligmasindaysa, fare ve insan
trombositlerinde Gas6 proteini ve reseptorlerinin varligini, mRNA ve protein
seviyesinde arastirildi (127, 128). Deney hayvani olarak kullandigimiz 25 adet,
spesifik patojen icermeyen, 8-10 haftalik, 25-30 gr agirhigindaki Balb-C k1
disi/erkek fare trombositlerinde Gas6 ve TAM reseptorlerine ait mRNA varligmni
arastirmak i¢in trombositlerden total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra, RT-PZR
(Revers transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu) ile Gas6 ve reseptorlerine ait
primerler varliginda mRNA 6l¢timleri yapildi. GAS6 genine ait 400 bg’lik bolge ile
Mer genine ait 238 bg¢’lik bolgenin amplifikasyonu, fare trombositlerinde GAS6 ve
Mer mRNA’sinin var oldugunu gdsterdi. Buna karsm farkli dongii ve sicakliklarda
yapilan RT-PZR reaksiyonlarinda, Tyro3 (Sky) ve AxIl’a ait mRNA varlig:
saptanamadi. Ozetle, fare trombositlerinde Gas6 ile TAM reseptorlerinden sadece
Mer’i kodlayan mRNA’larin var oldugu goriildii. ELISA’yla yapilan dlglimlerde ise
Gas6, Axl ve Tyro3 (Sky) protein seviyelerinin, dlgiilebilir sinirlarm altinda oldugu
tespit edildi. Mer seviyesini farede 6lgmek i¢in heniiz ticari kit olmadigimdan onun
seviyesi belirlenemedi.

Kronik hafif bir enflamasyon ve immun sistem aktivasyonunun tip 2 diyabet
patogeneziyle yakindan iligkili olduguna dair yaymlar vardir (218). 2001 yilinda Lu
Q ve Lemke G, dendritik hiicreler ve makrofajlardaki enflamatuvar cevabin
Gas6/TAM sinyaliyle inhibe oldugunu gosterdiler. Bu bulgular, immunite ve
enflamasyonun diizenlenmesinde Gas6’nin bir rolii olabilecegini gdstermektedir
(175). Ug TAM reseptor geni de susturulmus farelerde Gas6 seviyesinin diisiik;

monosit ve makrofajlarin hiperaktivasyona sahip; monositlerin, lipopolisakkarid
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uyarisina TNF-alfa ve IL-6’nm asir1 sekresyonuyla reaksiyon verdigi yaymlandi
(219).

Kurohara ve arkadaslarinin obez olmayan farelerde yaptiklar1 bir arastirmada
diisiik doz warfarinin, siklofosfamidle olusturulan diyabet insidansini azalttigini
bildirdiler (220). Bilindigi gibi warfarin K vitaminine bagimli proteinlerin
posttranslasyonal modifikasyonunu durdurarak, onlarin normal fizyolojik aktivite
gostermelerini Onlemektedir. Gas6 da bir K vitaminine bagimli protein olarak bu
durumdan etkilenir. Bu yiizden Gas6 nin Tip 1 diyabeti 6nlemede immunmodiilatér
olabilecegini 6ne siirdiiler.

Tip 2 diyabetik hastalarda Gas6 ¢.834 + 7G>A polimorfizminin, disiik
kardiovaskiiler hastalik riskle paralel oldugu rapor edildi (221). Bu polimorfizme
sahip olan tip 2 diyabetiklerde, glukoz seviyesinin daha diisiik ve plazma gas6
seviyesinin daha yiiksek oldugu goézlendi. Bu polimorfizmin, tip 2 diyabetten
koruyucu etkisi olabilecegi one siiriildii. Bu ¢alismada ayrica su sonuglar elde edildi:
Genel olarak, bu polimorfizmi tasisin veya tasimasin, tip 2 diyabetiklerdeki plazma
gas6 seviyesi normal gruptan daha diistiktii.

1999 yilinda Augustine ve arkadaslari, stirekli sekilde Axl iireten transgenik
farelerde hematopoetik malinite gelismedigini ama siirpriz bir sekilde noninsulin-
dependent diyabetes mellitus (NIDDM) gelistigini yaymladilar (198). Axl
ekspresyonu, miyeloid hiicrelerde 16semi olusmasina ya da ilerlemesine yol
acmamist. Ektopik Axl ekspresyonunun, TNF-alfa iiretimindeki endojen
modiilasyonu indirekt olarak etkileyerek NIDDM fenotipine yol agtigini diistindiiler.

2009°da Jiang ve arkadaslari, plazma Gas6 seviyesinin kardiovaskiiler
hastaliklarla, 6zellikle de akut koroner sendromla iligkili oldugunu saptadilar (222).
Prospektif bulgular, endotel disfonksiyonuyla ateroskleroz iliskisini gostermektedir,
endotel disfonksiyonu aterosklerozda 6nemli bir basamaktir (223). Endotelyal
disfonksiyonu hipertansiyon, ateroskleroz, ve koroner kalp hastaliklarin1 kapsayan
kardiovaskiiler hastaliklar1 etkiler (224). Endotel hiicreleri, 16kositler, trombositler ve
eritrositler gibi damar i¢cindeki diger biitiin hiicrelerle etkilesim icindedir. Bu ylizden
trombosit ve lokositlerdeki patolojik degisiklikler, endoteli de etkilemektedir. Son
zamanlarda yapilan iki ¢alisma insanlarda Gas6’nin endotel hiicreleri ve lokositlerde

sentezlendigini gosteriyor (225, 226).
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Trombosit aktivasyonu ve agregasyonu kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelismesinde 6nemli bir rol oynar. Klinik ve patolojik ¢aligmalarda, kanda aktive
olmus trombositler ve trombositlerin hiperaktivitesi; akut miyokard enfarktiisii,
hiperlipoproteinemi ve diabetes mellitus gibi kardiyovaskiiler olaylarla yakindan
iliskili oldugu bildirilmistir. Trombosit aktivasyonu trombosit yiizeyinde bulunan bir
ya da daha fazla transmembran reseptOriiniin stimiilasyonu ile sonuglanan ve
trombosit i¢i sinyal yollarinin katilimiyla diizenlenen hemostatik bir mekanizmadir.
Trombosit aktivasyonu ve trombus gelisimiyle Gas6’nin rolii oldugu c¢esitli
calismalarda gosterilmis ve Gas6 trombosit fonksiyonun potansiyel bir mediatorii
olarak tanimlanmustir (169). Fare ve insan trombositlerinde Gas6 proteininin var olup
olmadig1 konusunda birbiriyle celiskili yaymlar bulunmaktadir. Baz1 yayinlar, insan
trombositlerinde Gas6’nin var olmadigini bildirirken, bazilar1 da var oldugu
yoniindeydi. Gas6’nin  trombosit aktivasyon ve agregasyondaki roliiniin
belirlenmesinin ardindan hangi Gas6/reseptér veya reseptorlerinin bu olayda rol
oynadig1 da arastirilmaya baslandi. Chen ve ark (2004) insan ve fare trombositlerinde
Gas6’nin ve Gas6 reseptorlerinden sadece Mer’de bulundugunu RT-PZR ile
gostermisler ve Mer geni tasimayan fare trombositlerinin kollagen ve U46619
agonistlerinin diisiik dozlarmma cevap vermediklerini gostermislerdir. Buna karsin
ADP’ye cevabin Mer geni tasiyan fare trombositleriyle benzer oldugunu ortaya
koymusglardir (125). Angelillo-Scherer ve ark (2005) ise, Gas6 ve her f{i¢
reseptoriiniin  de fare ve insan trombositlerinde bulundugunu RT-PZR ile
gostermisler ve her {i¢ reseptoriin eksikliginde farelerin trombozdan korundugunu ve
trombositlerin agregasyonlarinin bozuldugunu belirlemislerdir. Gas6 geni tagimayan
farelerin trombosit agregatlarinin normal trombosit agregatlarma gore oldukca
gevsek paketlendigi, az sayida kontakt noktalar1 bulundugu ve tamamen degraniile
olmamis trombositlerden olustugu da bu caligmada dikkat ¢ceken 6nemli noktalardir
(170).

Cosemans ve ark (2010) TAM reseptorlerinin trombosit aktivasyonundaki
roliinii belirlemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada ADP aktivasyonunu takiben Gas6 ve
TAM reseptor cevabindaki degisikliklerin fosfatidilinositol 3-kinaz ve integrin
Gpllb/IIIa (glikoprotein IIb/I11a) sinyalleri araciligiyla tetiklendigini gostermislerdir

(227). Biz c¢alismamizda Gas6 reseptorlerinin trombosit sinyal yolaklariyla olan
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etkisinden ziyade TAM reseptdor ekspresyonun aktivasyona bagli olusan
degisiklikleri inceledik. Trombosit aktivasyonu ve buna bagl reseptor
degisikliklerinin belirlendigi ¢aligmalarda c¢esitli aktivasyon belirtecleri, agonistlere
kars1 agregasyon cevabi ve trombositten sekrete edilen iirlin miktar1 farkli
yontemlerle belirlenmistir. Bu belirtecler arastirmalarda farkli sonuglar vermelerine
ragmen testler yetersiz kalip hassas sonuclar elde edilemeyebilmektedir. Trombosit
antikorlartyla ilgili yapilan ¢alismalarda kantitatif AHO kullanilmasi daha spesifik ve
daha net sonuglar elde etmemize yardimci olur. Kantitatif olmayan AHO verileri
spesifik antikorlar1 taniyan hiicrelerin yiizdeleriyle ifade edilirler. Bu parametreler
oldukca bagimsizdir ve aktivasyon oncesi ve sonrasi reseptor ifadelerinin minimal
degiskenligini yansitmazlar. Bu nedenle ¢alismamizda “latex” standart boncuklar
kullanilarak trombosit ylizeyindeki TAM reseptor sayilarini belirlemeyi tercih ettik.
Sonuglarimiza gore: Akan hiicre dlger yontemiyle saglikli gruba ait aktive olmamis
trombosit yiizeyindeki TAM reseptor sayilary; Tyro3 (Sky)=9,308+4,261, Axl icin
Median=8,378 (25. persantil=6,145-75. persantil=10,624), Mer i¢in Median=8,539
(6,339-9,737)’dir. Aktivasyon sonrasi Tyro3 (Sky)=13,478+6,222, Axl icin
Median=9,117 (6,647-15,856), Mer i¢cin Median=11,817 (7,193-22,516) bulundu.
Diyabetik gruba ait aktive olmamis trombosit yiizeyindeki TAM reseptor sayilari:
Tyro3 (Sky) icin Median=6,312 (5,251-9,983), Axl i¢in Median=6,902 (6,051-
13,982), Mer i¢cin Median=7,338 (5,708-8,908). Aktivasyon sonrasinda Tyro3 (Sky)
icin Median=8,499 (5,680-13,052), Axl i¢in Median=8,700 (6,294-11,172), Mer i¢in
Median=8,405 (5,819-16,024) bulundu. Goriildiigii gibi saglikli grupta Tyro3 (Sky)
reseptorii aktive olmamis trombosit yiizeyinde en ¢ok; Mer ise en diigiiktiir.
Diyabetik grupta Axl aktive olmamis trombosit ylizeyinde en fazladir. Saglikli gruba
ait aktivasyon Oncesi ve sonrasi (ADP ile) trombosit yiizey reseptor sayilari
karsilastirildiginda, Tyro3 (Sky) ve Mer reseptor sayilarmnin aktivasyon sonrasinda
istatistiksel anlamli olarak artmis oldugu goriildi (swrasiyla, p=0.004 ve p=0.033).
Axl’da aktivasyona bagli istatisteksel anlamli bir artis saptanmadi (p=0.243)
(p>0.05). Diabetik grupta ise her ii¢ reseptor sayisinda, ADP ile aktivasyon Oncesi
ve sonrasinda istatistiksel anlamli bir fark gézlenmedi (p>0.05) (Axl i¢in p=0.935,
Tyro3 (Sky) i¢in p=0.149, Mer i¢cin p=0.088). Kontrol grup ve diabetik gruba ait

aktivasyon oOncesi ve aktivasyon sonrasindaki trombosit ylizey reseptor sayilari
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karsilastirildiginda, istatistiksel anlamli bir farkin olmadigi goriildii (Her biri i¢in
p>0.05). Ayrica diyabetik hasta grubunun bazi biyokimyasal test sonuclariyla,
aktivasyon Oncesi ve aktivasyon sonrasindaki TAM reseptor sayilartyla korelasyon
oldugu saptandi: Serum CRP seviyesiyle, aktivasyon sonrasindaki Mer reseptor
sayis1 arasinda negatif bir korelasyon (r=-0.518); serum CRP seviyesiyle, aktivasyon
oncesi Tyro3 (Sky) reseptor sayis1 arasinda negatif bir korelasyon (r=-0.654); aclik
glukozuyla, aktivasyon sonrasi Axl reseptdr sayisi arasinda pozitif bir korelasyon
bulundu (korelasyon kat sayis1i=0.855).

AHO ve diger ydntemlerle aktivasyon sonras1 TAM reseptor ifadelerinin
degisimini gosteren cesitli ¢calismalarda genelde aktivasyona bagl artiglar gdzlenmis
ve boylece bu reseptorlerin trombosit aktivasyonuyla yakindan iligkili olabilecegi
bildirilmistir. Gould ve ark (2005) insan trombositlerinde her ii¢ reseptoriin de
bulundugunu akim sitometresiyle belirlenmis; Tyro3 (Sky) ve Mer reseptorlerinin
bloke edilmesi trombosit aktivasyonunu inhibe ederken, Axl reseptdriiniin
blokasyonu ise bu cevabi arttirmistir (119). Elektron mikroskobu kullanilarak yapilan
diger bir calismada, trombosit yiizeyinde TAM reseptor ifadesinin ve Gas6
baglanmasmin ADP aktivasyonuna bagl olarak arttig1 ve Gpllb/Illa reseptoriiniinde
bu mekanizmada yer aldig1 belirlenmistir. Bu ve benzer calismalarda elde edilen
bulgular reseptorlerde aktivasyona bagli total artislar olabilecegini gostermesine
ragmen kantitatif veriler degildir (227). Ayn1 zamanda trombosit yiizeyinde bulunan
diger reseptor sayilarmin belirlendigi ¢esitli calismalarda bulunmaktadir. Ancak
Gas6/TAM reseptor sayilarinin belirlendigi bir caligmaya literatiirde rastlamadik.
Bulgularimiz 151gmmda trombosit yiizeyindeki TAM reseptorlerini kantitatif olarak
belirlemis olduk (68, 228). Boylece bu calismanin saglikli ve diyabetli olgulardaki
Gas6/TAM reseptorleri, trombositlerdeki kantitasyonuyla ilgili literatiire katki
saglayacabilecegi inancindayiz.

Imkanlarimizin kisith olmasi nedeniyle epinefrin, trombin ve kollagen ile
aktivasyondan sonra reseptor sayilarinin nasil degistigini inceleyemedik. Ancak yeni
bir projede bu arastirmaya devam edilecektir. Ayrica trombositlerdeki bu reseptorleri
uyaran esas ligand Gas6 mi yoksa protein S midir? Bu sorunun cevabini da heniiz
bilmiyoruz. Ileride gerceklestirilecek kapsamli arastrmalar bu konuya agiklik

getirecektir.
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10. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Hiisniye Soyadi Dagdeviren
Dogum Yeri Artova Dogum Tarihi 15.05.85
Uyrugu T.C Tel
E-mail husniye.dagdeviren@hotmail.com
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Doktora/Uzmanhk

Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Biyokimya (ECZ)
Yiiksek Lisans Programi 2012
Lisans Canakkale Onsekiz Mart Universitesi 2008
Lise Cemberlitag Anadolu Lisesi 2002

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
Yabanc Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce Orta Orta Orta
* Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin
Yabanei Dil Smav Notu
KPDS |UDS IELTS TOEFL IBT TOEFL PBT | TOEFL CBT |FCE CAE CPE
49

#Basarllmls birden fazla sinav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir

# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil Smavi; UDS: Universitelerarast Kurul Yabanci Dil Swavi; IELTS:

International English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-
Based Test TOEFL PBT: Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English

as a Foreign Language-Computer-Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced

English; CPE: Certificate of Proficiency in English

Sayisal

Esit Agirhk

Sozel

LES Puam
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(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Mikrosoft word, Excel, Power Point

Iyi

*Cok 1y1, 1y1, orta, zayif olarak degerlendirin
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