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KISA OZET

Amag: Gas6/Axl yolagi, doku homeostazi, inflamatuar sitokin salinimi, vaskiiler
hastalik, karsinojenez ve glukoz intoleransiyla iligskili metabolik bozukluklarin
diizenlenmesinde rol oynar. Bu calismada Tip 2 Diyabet’te (T2DM) kullanilan
Metformin ve Metformin ile kombine olarak kullanilan Insiilin’in Growth Arrest
Spesifik Protein 6, Axl ve sAxI lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmaistir.

Gereg ve Yontem: Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne basvuran, T2DM tanis1 almus,
metformin tedavisine yeni baslayacak hastalar ve metformine kombine olarak Insiilin
kullanmaya baglayacak hastalar prospektif olarak incelendi. Gruplar; Kontrol grubu
(Kontrol), Prediyabetik grup (PreDM), Metformin grubu (Met), Metformin+Insiilin
grubu (Met+ins) olarak 4 gruba ayrildi. Gruplarin 0. ay ve 6. ay kanlarindan elde edilen
serumlarinda; Gas6, AxI ve sAxl diizeyleri ELISA ydntemine gore belirlendi.

Bulgular: Calismamizda ilag tedavisi almayan gruplarda (Kontrol, PreDM) Gas6, Axl
ve sAxI’nin degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisim goriilmedi. Ancak T2DM
tanist almig, metformin kullanan Met grubunda ve metformin tedavisi yeterli gelmeyip
tedaviye insiilin eklenen Met+Ins grubunda 6.ay Gas6 ve Axl degerlerinde 0. aya gore
istatistiksel olarak anlamli diistis tespit edilirken; sAx] degerlerinde istatistiksel olarak
anlaml degisim goriilmedi.

Sonu¢: T2DM’li hastalarin tedavisinde kullanilan metformin; kan glukoz seviyelerini
diizenlerken cesitli kanser tiirlerinde rol oynadig:i bilinen Gas6/Axl yolagini cesitli
mekanizmalarla inhibe ettigi diisiiniilmektedir. Bu ¢alismanin Gas6/Axl hedeflenerek
gelistirilecek terOpatik yaklagimlarin tasarlanmasinda klinik agidan faydali olacagini
diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Gas6, Axl, sAxl, Tip 2 Diabetes Mellitus
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VARIOUS ANTI-DIABETICS USED
IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES ON GROWTH ARREST SPECIFIC
PROTEIN 6 AND AXL PATH
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ABSTRACT

Objectives: Gas6/Axl signaling to be roles in regulating tissue homeostasis,
inflammatory cytokine release, vascular disease, carcinogenesis and metabolic disorders
associated with glucose intolerance. This research aimed to investigate the effects of
Metformin and Metformin-Insulin combination, which are used in Type 2 Diabetes
(T2DM) treatment on Growth Arrest Specific Protein 6, Axl and sAxl.

Materials and Methods: Patients applied to Erciyes University Faculty of Medicine
who were diagnosed with T2DM, will start metformin treatment and will start using
insulin in combination with metformin are prospectively evaluated. Patients were
divided into 4 groups as the Control group, Prediabetic group, Metformin group,
Metformin + Insulin group. Gas6, Axl and sAxl levels within patients’ serums obtained
from their 0. month and 6. month blood samples were measured according to ELISA
method.

Results: In our study, no statistically significant change was found in the values of
Gas6, Axl and sAxI in the groups who did not receive medication. However, there was a
statistically significant decrease in Gas6 and AxI| values for those diagnosed with
T2DM; the Met group, who were diagnosed with T2DM, using metformin, and Met+Ins
group whose metformin treatment was not sufficient and insulin was added to their
treatment. On the other hand, there was no statistically significant change in sAxI values
for these two group of patients.

Conclusions: While Metformin, used in the treatment of T2DM, is regulating the blood
glucose levels, it is thought to inhibit the Gas6/AxI| pathway with various mechanisms.
We think that this study will be clinically useful in designing therapeutic approaches
targeting Gas6/AxI.

Keywords: Gas6, Axl, sAxl, Tip 2 Diabetes Mellitus
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1.GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM) insiilin sekresyonu, insiilinin etkisi veya her ikisinde defekt
sonucunda olusan hiperglisemi ile karakterize bir grup metabolik hastaliktir. DM,
prevelansi giderek artan ve insan saglhigini ciddi sekilde tehdit eden en 6nemli kronik
hastaliklardan biridir. Hiicre biiylimesi, proliferasyon ve biiyiimenin durmasi kismen
Groth Arrest Specific Protein 6 (Gas6) ve onun Tyro3, Axl, Mer (TAM) reseptorlerine
baglanmasi ile regiile edilir. Axl bir TAM reseptoriidiir ve Gas6’nin ligandidir. Kanser
gelismesinde onemli rol oynar. AxI’in c¢esitli insan kanserlerinde asir1 ekspresyona
ugradigl, invasyon ve metastasla iligkili oldugu belirlenmistir. Axl mn proliferasyon,
migrasyon, apoptozisin inhibisyonu ve terapotik direnci i¢eren onkojenik ozellikleri
sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile gosterilmistir. Reseptdr Tirozin Kinazlara baglanan
sinyal molekiilleri Gas6/AXL, PI3K/AKT/mTOR ¢esitli sinyaller aracilifiyla
aktiflestirilebilir. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolundaki genetik varyasyonlar, diyabet
hastalig1 ile iliskilidir. Bu ¢aligmada, Tip 2 Diyabet hastalarinda kullanilan Metformin
ve Metformin ile kombine olarak kullanilan Insiilin’in Growth Arrest Spesifik Protein 6
(Gas6) ve Axl proteinleri iizerine etkilerinin arastirilmasi ve Gas6/Axl yolagiin Tip 2
Diyabet hastalarinda prognozu degerlendirmek icin potansiyel bir biyobelirte¢ olarak

Oneminin aragtirilmasi planlanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), pankreasin yeterli miktarda insiilin hormonu {iretememesi veya
direttigi insiilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasi durumunda gelisen,
cesitli genetik ve / veya cevresel faktorler tarafindan tetiklenen birgok biyokimyasal ve
klinik bulgu ile seyreden bir metabolizma hastaligidir (lyidir ve Altinova, 2012; Sun ve
ark., 2014)

Diyabetes  Mellitus, hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri gibi  metabolik
komplikasyonlarin yani sira uzun siiregte bobrek yetmezligine neden olan nefropati,
korliige yol acan retinopati, ayakta ampiitasyonla sonuglanan noropati, vaskiiler
hastalik, cinsel fonksiyon bozuklugu, gastrointestinal sistem bozukluklarina yol
acabilen noropati gibi ciddi kronik komplikasyonlara yol agmaktadir (Alberti ve
Zimmet 1998).

DM, insan sagligini ciddi sekilde tehdit eden ve prevelansi giderek artan morbidite ve
mortalite riski yiiksek, en 6nemli kronik hastaliklardan biridir (Malhan ve ark., 2014;
Naghavi ve ark., 2017).

2.1.1 Epidemiyolojisi

Insanlarin yaslanmasiyla birlikte fiziksel aktivitenin azalmasina bagl olarak enerji
tiketimindeki bir azalma, asir1 kilo ve obeziteye neden olmakta ve DM gibi cesitli

kronik hastaliklarin riskini ve patogenezini etkilemektedir(Amine et al. 2003).

Uluslararas1 Diabet Federasyonu (IDF), 2017 yilinda diyabetik hasta sayis1 425 milyon
iken; 2045 yilina kadar bu saymin 629 milyona ¢ikacagini 6ngérmektedir. Ayrica bu
verilere gore yaklasik olarak 4 milyon kisinin (20 ile 79 yas araliginda) diyabet
nedeniyle 6ldiigli tahmin edilmektedir. Diyabet nedeniyle dliimlerin daha ¢ok 60 yas
altindaki kisilerde goriilmiistiir(Cho ve ark., 2018)



Ulkemizde 2010 yilinda diyabet prevalansini saptamak amaciyla, toplum genelinde
yapilan, Tiirk Diabet Epidemiyolojisi Calismasi (TURDEP-II) Tirkiye niifusunda
yaklasik 6,5 milyon diyabet hastasi oldugunu gostermektedir. DM prevalansi, erkeklere
gore kadinlarda daha yiiksek bulunmustur. Ayrica tim popiilasyon birlikte
degerlendirildiginde kirsalda yasayanlar, kentsel bolgede yasayan kisilere gore daha
diisiik bulunmustur (Satman ve ark., 2013).

1998 yilinda yapilan TURDEP-I c¢alismast ile TURDEP-II ¢alismasiyla
karsilastirildiginda; DM’de %90, obezitede %40 ve bozulmus glukoz tolerans testinde
%106 artis oldugu tespit edilmistir (Satman ve ark., 2002; 2013).

2.1.2. DM Etiyolojik Siniflandiriimasi

Dogru tedaviyi belirlemek i¢in, diyabet tiirii énemli bir rol oynar. 2010 yilinda
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) asagidaki siniflandirmayi onermistir (American
Diabetes Association 2010).

Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM): Otoimmiin 3 hiicre yikimi nedeniyle, genellikle

insiilin eksikligine yol agar;

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM): Insiilin direncinin arka planinda siklikla B hiicre

insiilin sekresyonunun giderek azalmasi nedeniyle;

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM): Gebeligin ikinci veya tiglincii trimesterinde

gebelikten Once acikc¢a asilmayan diyabet;

Diger Nedenlere Bagh Spesifik Diyabet Tiirleri, monojenik diabet sendromlar
(yenidogan diyabeti ve genglerin olgunluk baslangich diyabeti), ekzokrin pankreas
hastaliklar1 ve ilag veya kimyasal kaynakli diyabet (HIV/AIDS tedavisinde, nakil

sonrast, glukokortikoid kullanimai,).

2.1.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 Diyabetes Mellitus, pankreas beta hiicrelerinde segici ve ilerleyici sekilde
harabiyete bagli olarak meydana gelen, hasta hayatinin devam i¢in insiilin tedavisinin
zorunlu oldugu, aksi durumda koma, ketoasidoz ve Olimiin goriilebilecegi diyabet

tipidir(Nishida ve ark., 2004).

Hastalarin %90’1n da otoimmun (Tip 1A), %10 kadarinda da immun olaylarin diginda

beta hiicre yikimi nedeniyle mutlak insiilin eksikligi olusur. Tip 1A Diyabetes Mellitus,



HLA(DR3/DR4) ile giiglii birliktelik gosteren otoimmun bir hastaliktir (Salman ve ark.,
2020).

Riskli doku gruplart bulunan genetik yatkin kisilerde; toksinler, viriisler, emosyonel
stres gibi cevresel tetikleyici faktorlerin etkisiyle otoimmunite tetiklenir. Bu sekilde
ilerleyici beta hiicre hasar1 baslar ve beta hiicresinin rezervi %80-%90 azaldiginda
Klinik olarak diyabet belirti ve bulgulari ortaya ¢ikar. Adacik otoantikorlari tan1 anindan

once ve insiilin tedavisine baglamadan dnce saptanabilir (Palmer ve ark., 2011).

Insiilin, GAD65, ICA/IA2 ve ZnT8 gibi baz1 otoantikorlarda pozitiflik orani yiiksektir.
Buna ragmen tip 1A diyabet immunopatogenezinde otoantikorlarin patojenik bir rolii

olduguna dair kanit yoktur (Palmer ve ark., 2011).

Tip 1 Diyabetes Mellitus*un diger bir alt tipi olan Tip 1B Diyabetes Mellitus“da
otoimmun olmayan nedenlerle mutlak insiilin eksikligi olusur. Kanda adacik antikorlar
negatiftir. Tip 1 DM ¢ogunlukla 30 yasindan dnce ortaya ¢ikar. Okul Oncesi, puberte ve
ge¢ adolesan donem olmak tizere 3 pik yaptigi goriilmiistiir. Fakat son 20 yildir daha
gec yaslarda baslayan latent otoimmun diyabet formunun, 15 yas alt1 cocuklarda tip 1

diyabete yakin oranda oldugu bildirilmistir (Salman ve ark., 2020).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarla fenotipik 6zellik olarak insiilin direnci baskin olan,
Tip 2 Diyabete benzeyen, obez / kilolu kisilerde goriilen ‘duble diyabet’, ‘hibrid
diyabet’ veya ‘tip 3 diyabet’ diye isimlendirilen yeni bir tip 1 diyabet ¢esidi

tamimlanmustir (Salman ve ark., 2020).

Tip 1 Diyabetlilerde, Pernisiyoz anemi, Hashimato Tiroidi, Addison ve Graves Hastaligi

gibi diger otoimmiin hastaliklar i¢in de artan bir risk vardir (Verhulst ve ark., 2019).

2.1.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM), diyabetin en sik goriilen formudur. Gelismis
tilkelerde diyabet gelisen yetigkinlerin, %901 Tip 2 Diyabettir (Cho ve ark., 2018).

Tip 2 Diyabetes Mellitus fizyopatolojisinde esas sorun insiilin direnci ve insiilin
sekresyonundaki azalmadir. Tip 2 Diyabette insiilin direncinin ve beta hiicre
disfonksiyonunun patogenezde rolii bilinmesine ragmen hastalik siireci heterojen olup
diger patojenik faktdrleri de igermektedir. Insiilin direnci gelistiginde, postreseptdr

diizeyde hiicre reseptor defekti sonucunda pankreasin iirettigi insiilin kullaniminda



ortaya ¢ikan sorunlar nedeniyle glukoz hiicre i¢ine alinip enerji olarak kullanilamaz,
bunun sonucunda hiicre i¢i hipoglisemi olusur. Ozellikle kas ve yag dokusu gibi
periferik dokularda insiilinin etkisi yetersiz kalir. Insiilin duyarlilig1 etnik koken, yas,
viicut agirlig, fiziksel aktivite ve ilaglar dahil bir¢ok faktorden etkilenebilir (Paolisso ve
ark., 1999; Kahn ve Cooper 2005).

Cogu dokuda insiilin direnci sonucunda, insiiline metabolik talep artis1 olur. Bu durum
hiperglisemi gelisiminden 6nce meydana gelir. Bu sebeple pankreatik beta hiicrelerinin
insiilin hipersekresyonu ile insiilin direncini telafi etti§i normoglisemi dénemi vardir.
Beta hiicrelerindeki bu kompanzasyon donemini beta hiicre yetmezligi donemi izler. En
son slire¢ olarak pankreastan gerektigi kadar insiilin salinamaz ve Diabetes Mellitus

olusur (Kasuga 2006).

Tip 2 Diyabetes Mellitus ¢ogunlukla 30 yasindan sonra goriiliir. Fakat obezite de artis
goriilmesi ile birlikte son 10-15 yilda ¢ocukluk ve adolesan ¢agda goriilen Tip 2 DM
vakalar1 sayica artmaya baslamistir. Tip 2 DM hastalarmin %60-90"1 obezite ile
iliskilendirilmistir (Anderson, Kendall, and Jenkins 2003).

Tip 2 Diyabetes Mellitus gelisiminde viicut kitle indeksinin (VKI) 30 kg/m?* den biiyiik

olmasi en dnemli riski olusturur (Narayan ve ark., 2007).

Tip 2 Diyabetes Mellitus’a yatkinlik olusturan genler bulunmamis olmakla birlikte, Tip
1 DM"“ye gore daha siki bir genetik iliski oldugu diisiiniilmektedir. Tek yumurta
ikizlerinde Tip 2 Diyabetin genetik uyumu %70-90“a kadar varmaktadir. Ebeveyninde
diyabet olan gocuklarda diyabet gelisme riski %40 artmistir (Satman ve ark., 2013).

Tip 2 Diyabetes Mellitus hastalarinin %80"i obez olmakla birlikte yash hastalar zayif
olabilir. Genellikle bu hastalarda santral obezite daha sik goriiliir. Kardiyovaskiiler

hastalik, dislipidemi, hipertansiyon ve polikistik over sendromu gibi hastaliklarla da

birlikte bulunabilir (Amine ve ark., 2003).

Hastalik ¢cogunlukla sinsi baslangiclidir. Cogu hastada baglangigta semptom yok iken;
bazi hastalar ise el, ayaklarda agri ve uyusma, tekrarlayan mantar enfeksiyonlari,
bulanik gérme ve yara iyilesmesinde gecikme sikayetleri ile bagvurabilir. Hastalar,
hastaligin baslangicinda diyabetik ketoasidoza yatkin degildirler, fakat beta hiicre
rezervinin azaldigi ilerleyen donemlerde diyabetik ketoasidoz goriilebilir (Salman ve

ark., 2020).



Kardiyovaskiiler hastalik acisindan diyabet bagimsiz bir risk faktoriidiir. Yapilan bircok
calismada diyabetin koroner kalp hastalig1 riskinde artis ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Diyabetli hastalarda ortaya ¢ikan ateroskleroz daha erken yaslarda ve multisegment
tutulum seklinde goriiliir. Insiilin direncinin; hipertansiyon ve hiperlipidemi gibi kalp
damar hastaliklar i¢in risk faktorii oldugu diisiiniiliirse, hiperglisemi ve sistemik insiilin
direncinin ateroskleroz patogenezinde olan roliinii ayirmak giictiir (Salman ve ark.,
2020).

2.1.2.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), gebelik oncesinde belirgin sekilde diyabeti
olmayan gebelerde, gebeligin ikinci veya ii¢lincii trimesterinde tani alan diyabet olarak

giiniimiizde tanimlanmaktadir.

Gebe kadinlarin yaklasik %6-9*unda diyabet gelismekte olup, bunlarin da %90"“mnin
gestasyonel diyabet oldugu tespit edilmistir. Geng yas grubundaki kadinlarda obezite
oraninin artmasiyla, gebelikte hiperglisemi saptanan bazi kadinlarda, bu durumun tani
konulmamis pregstasyonel diyabet oldugunu diisiindiiriir. Bu kadinlarda, gebeligin
basinda mevcut olan hiperglisemi, organogenezde bozulmaya yol acarak fetusta anomali
goriilme sikligini arttirir. Bundan dolayi diyabet agisindan yiiksek riskli hastalarin, ilk
prenatal muayenede, standart diyabet tani kriterlerine gore degerlendirilmesi Onerilir

(Salman ve ark., 2020).

2.1.2.4. Diger Spesifik Diyabet Tipleri

Diyabetin monogenik kalitim mekanizmasi; insiilin salimnminda defekt ve insiilin
direncine bagl yetersiz cevap gibi mekanizmalar1 igermektedir. Diyabetin monogenik
kalitilan tipinde, ilgili gen aktarimi hastalifin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterli olarak
goriilmektedir. Diger bir ifadeyle, genetik yatkinlig1 olan kisinin diyabet hastasi olup
olmayacaginin belirlenmesinde ¢evresel faktorlerin ¢ok az rol oynadigr distintilmiistiir.
Diyabetin monogenik formlar1 ¢cogunlukla daha genc¢ yasta (20-30 yaslarinda) teshis
edilir. Fakat plazma glukozunda hafif yiikselmeleri olan, asemptomatik hastalarda teshis

hastanin yasaminin sonuna kadar gézden kacabilir (Demarchi ve ark., 2011).

Genglerde goriilen erigkin tipi diyabet formlar1 (MODY), pankreasin beta hiicre
fonksiyon kaybi ile karakterize bir grup monogenik bozuklugu igermektedir. Diyabetli



hastalarin yaklasik olarak %1 ila 2“sini MODY grubu olusturmaktadir (Sun ve Hu.,
2014).

Genglerde goriilen eriskin tipi diyabet formlari, hipergliseminin ¢ogunlukla 25 yasindan
once goriildigi, insiilin sekresyon bozuklugu ile karakterize, otozomal dominant
kalitimla gegen bir diyabet tiiriidiir. Giinlimiizde belirgin genetik etiyolojilerle en az 13
MODY alt tipi tanimlanmigtir. Bu hastalarda otoantikorlar negatiftir. MODY vakalari,
addlesan cagdan sonra tani alan Tip 1 Diyabet ya da daha geng yasta ortaya ¢ikan Tip 2
Diyabet vakalar ile karisabilir. Tip 1 Diyabet ile ayrilamayan MODY vakalarinda
otoantikor bakilarak ayiric1 taniya gidilebilir. MODY hastalarinda asemptomatik aile
bireylerinin erken tam1 almasinda dogru genetik tan1 Onem tasimaktadir

(Thanabalasingham and Owen 2011).

2.1.3. Diabetes Mellitus Tam Kriterleri

Glukoz metabolizmas1 ve diyabetin tan1 ve smiflandirilmasinda bazi degisiklikler
yapilmistir. 1997 yilinda, Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) yeni tam1 ve smiflama
kriterlerini yayimlamis, 1999°da Diinya Saglik Orgiiti (WHO) bu kriterleri kiiciik
revizyonlarla kabul etmistir. 2003 yilinda, bozulmus aglik glukozu (BAG) tanisi i¢in
ADA tarafindan revizyon yapilmistir. Buna karsilik WHO ve Uluslararasi Diyabet
Federasyonu (IDF) tarafindan 2006 yilinda yayimlanan raporda 1999 kriterlerinin

korunmasi benimsenmistir (Unwin, 2006).
2.1.4 Diyabet Takibinde HbA1c’nin Onemi

HbAlc; 6lciimden dnceki, ortalama 8-10 haftalik glukoz diizeylerini gsterir. Olgiimii
icin aglik gerektirmez. Giinliik glukoz degisimleri, HbAlc degerini etkilenmez. Yilda en
az 2-4 defa kontrol edilmelidir (llkova ve ark., 2011). Eritrosit omriinii azaltan
durumlarda; kronik bdbrek yetmezligi, 2-3 ay ic¢inde yapilmis transfiizyon, akut kan
kaybi, kronik anemiler, insanlar arasinda glikolizasyon farkinin olmasi, oral C ve E

vitamini alimlarinda, hemoglobinopatiler, kan transfiizyonu yanlis deger alinabilir.



Diyabet ve glukoz metabolizmasinin bozukluklari igin giincel tani kriterleri Tablo

1’de goriilmektedir.

Tablo 1: Diyabet ve glukoz metabolizmasinin bozukluklari i¢in gilincel tani kriterleri

Asikar DM | lizole BAG | Izole BGT | BAG + BGT YRG
APG (=8 >126 mg/dl 100-125 <100 100-125 -
saat mg/dl mg/di mg/dI
achkta)
OGTT 2.st | >200 mg/dl <140 mg/dI 140-199 140-199 -
PG (75¢ mg/dI mg/dI
glukoz)
Rastgele | >200 mg/dl + - - - -
PG Diyabet
semptomlari
AlC** >%6.5 - - - %5.7-6.4
(>48 (39-47
mmol/mol) mmol/mol)

DM: Diabetes mellitus, APG: Aglik plazma glukozu, 2.st PG: 2. saat plazma glukozu,

OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C: Glikozillenmis hemoglobin Alc, BAG:

Bozulmus aglik glukozu, BGT: Bozulmus glukoz toleransi, YRG: Yiiksek risk grubu

Tiirkiye Endrokronoloji ve Metabolizma Dernegi’nin (TEMD) o6nerileri asagidaki gibi

siralanmigtir(Salman ve ark., 2020).

e Diyabet tanisinda; APG, OGTT 2.st PG, diyabet semptomlart ile birlikte rastgele

PG, A1C degerleri esit seviyede kullanilabilir.

e AIC yontemi kullanilacak ise, standart bir yontemle Ol¢ililmesi, giincel bir

yeterlilik belgesi olan, standart bir yontemle dl¢iilmiis olmasi gereklidir.

e Eritrositin yasam dongiisiinii hizlandiran (yakin donemde kanama veya kan

transflizyonu, eritropoetin tedavisi, gebelik, hemodiyaliz vb.) durumlarda veya

Hemoglobinopati varsa tani testi olarak A1C kullanilmamalidir.




e GDM tanist i¢in, tek asamali 75 g glukozlu OGTT ya da iki asamali 50 ¢
glukozlu 6n tarama testi sonrasinda, 100 g glukozlu 3 saatlik OGTT tani

yontemlerinden birisi kullanilabilir.
2.1.5. Diyabet Semptomlari
Klasik semptomlar

e Agiz kurulugu

e Cabuk yorulma, halsizlik,

e Noktiiri
e Poliiiri

e Polifaji

e Polidipsi

Daha az goriilen semptomlar

e Kasinti

e Sebebi belli kilo kaybi
e Bulanik gérme

e Enfeksiyonlar

e Tekrar eden mantar enfeksiyonlari
2.1.6. Diyabet Tedavisi

Diyabet tedavisinde amag; giin i¢inde kan glukozunun normoglisemik diizeyde
tutularak, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler, akut ve kronik komplikasyonlarin
onlenmesi, diyabete eslik eden baska sorunlarin diizeltilmesiyle diyabetli hastada
mevcut olan yasam kalitesinin yiikseltilmesini saglamaktir. Diyabet tedavisine
baslanmadan Once hastanin antropometrik ve sosyodemografik verileri mutlaka
kaydedilmelidir. Tedavinin baslica ana unsurlari; diyabet egitimi, saglikli beslenme,

fiziksel aktivite, medikal tedavidir.

DM’li hastalarm diyet programi diizenlenirken hasta ile ilgili; yas, cinsiyet, BMI,
biyokimyasal bulgulari, hastanin beslenme aligkanligi, diger hastaliklari, c¢aligma
kosullar1, ekonomik durumu, egitim diizeyi gibi veriler goz onilinde bulundurulmalidir.

Beslenme tedavisi kisiye gore 6zel olarak diizenlenmelidir. Tip 1 DM’li ve Tip 2 DM’li
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hastalarda, tedavide beklenen hedefler biraz farkli olsa da, beslenme tedavisi bileseni

aynidir.

Gestayonel DM’li hastalarda, taniyla birlikte diyetisyen tarafindan onerilen saglikli

beslenme tedavisine baglanmalidir.

Hastanin enerji gereksinimi Viicut Kiitle Indeksi (VKI) ile tanimlanir. Hedeflenen VKI

< 27’ye erisme; 500-1000 kkal/giin eksik enerjili diyetle, 3-6 ayda saglanmalidir.

DM’li hastalarin tedavisine baslamadan once ilk olarak VKI, viicut yag agirlig1, yagsiz
viicut agirligi ve deri kivrim dlgiimleri yapilmalidir. Egzersiz programi diizenlenirken,
mutlaka hastanin fonksiyonel kapasitesi géz oniinde bulundurulmalidir. Fiziksel aktivite
programi belirlenirken; denge ve esneklik degerlendirilmesi, duyu degerlendirilmesi,

kardiyak degerlendirme ve yiirlime parametrelerinin degerlendirilmesi gereklidir.

Egzersizler, haftada en az 3 giin olacak sekilde egzersiz programi diizenlenmelidir.
Baslangicta, 5-10 dakikalik 1sinma-soguma egzersizleri, 15-60 dakika arasinda biiyiik

kas gruplarini igeren, ritmik, dinamik ve aerobik bir aktivite se¢ilmelidir.

Egzersiz sirasinda, bas donmesi, ciddi nefes darligi ya da bulant1 gibi sorunlar ile
karsilagilirsa egzersizler sonlandirilmalidir. Egzersizle birlikte viicut aktivitesinin
artmasi ve viicut 1sisinin artmasi insiilinin etkisini artirir, bu durum hipoglisemiye yol
acabilir. Bu nedenle, egzersiz siiresince kan glukoz diizeyinde herhengi bir diisiis olmasi

durumunda, kan glukozunu hizla yiikseltebilecek yiyecekler bulundurmalidir.

2015 yilinda ADA raporu, DM’li hastalara haftada en az 150 dakika, aerobik fiziksel
aktivite yapilmasini 6nerir. T2DM’1i hastalarda, diizenli olarak 3 ay yiirlime programi
ile fiziksel uygunluk artar, yag orani1 azalir. Ancak; hiperglisemi kontrol altina alinmali,
sekonder problemler minimalize edilmeli, metabolik duruma gore kisiye oOzel

egzersizler verilmelidir.

Diyabetli kisiye hastalik ve tedavi siireci ile ilgili bilgi verilmeli, hangi durumda
hastaneye bagvurmasi gerektigini belirtilmelidir. Konuyla ilgili TEMD o6nerileri kisaca
asagidaki gibi siralanmistir (Salman ve ark., 2020).
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e Sadece oral antidiyabetik ilag ile birlikte bazal insiilin kullanan T2DM’li
hastalarda giinde 1 kez; tibbi beslenme tedavisi ve oral antidiyabetik ilaglarla
izlenen T2DM’lilerde haftada 3-4 kez glukoz 6lgiimii 6nerilmelidir.

e Gebelerde, aclik ve birinci saat tokluk glukoz dl¢iimleri tercih edilmelidir.

e Insiilin  kullanan hastalarda, glukoz Ol¢limii  tedavinin en Onemli
bilesenlerindendir.

e Insiilin kullanan T1DM’li hastalar, T2DM’li hastalar ve GDM’li hastalar giinde
3-4 defa yemek Oncesinde, haftada bir giin gece uyumadan 6nce ve ayda bir giin
02.00-04.00 saatleri arasinda glukoz Olgimii yapilarak mutlaka takibi

yapilamalidir.

2.1.7. Medikal Tedavi

Diyabet tanisi alan kisilerde, beslenme ve egzersiz 6n planda tutulmasi gerekir.
T2DM’de alinan 6nlemler metabolik kontrolii saglamada yetersiz kalacagi i¢cin zamanla
medikal tedaviye ihtiya¢ duyulur ve ¢ogu hasta oral antidiyabetik ilagla tedaviye

baslanir.
Oral antidiyabetik ilaglarin siniflamasi su sekildedir;

e Karbonhidrat emilimini azaltanlar (Glukozidaz inhibitorleri)

e Insiilin duyarliligmn arttiran ilaglar (Metformin, tiazolidinedionlar).

e [Insiilin sekresyonunu arttiran ilaglar (Siilfoniliireler, Meglitinid analoglar1).

e Inkreatin bazli tedaviler (Dipeptidil Peptidaz-4 inhibitdrleri ve glukagon-

likepeptid-1 reseptor angonistleri).
2.1.7.1. Metformin

Metformin, Ortacag Avrupa'sinda bitkisel tipta kullanilan Galega officinalis bitkisinden
elde edilen dogal bir iiriin olan galeginden elde edilmistir. Galegine 1920'lerde
insanlarda glukoz diisiiriicii bir ajan olarak test edilmis ancak ¢ok toksik oldugu
bulunmustur. Yaklasik ayn1 zamanda, galeginin iki sentetik tiirevi olan metformin ve
fenformin ilk olarak sentezlenerek test edilmis ancak 1950'lere kadar klinik kullanima
sunulmamiglardir. 1960'li yillarda guanidine olan ilginin artmasi, biguanid tiirevli
bilesiklerin sentezlenmesine yol acti. Fenformin, diyabetik hastalara verilen ilk biguanid
tiirevi bir bilesiktir fakat laktik asidoza neden olmustur. Biguanid tlirevi olan metformin

ise diyabetik hastalar tarafindan fenformine goére daha 1iyi tolere edilmistir
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(Saravanamuttu and Sudarsanam 2012). 1990'larda Tip 2 diyabetin tedavisi i¢in Gida ve

[lag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanistir.

Metformin ve fenformin, galeginin sentetik tiirevleridir. Kimyasal olarak, galegin (ayni
zamanda izoprenilguanidin olarak da bilinir), guanidinin bir izoprenil tiirevidir,
metformin (dimetilbiguanid) ve fenformin (fenetilbiguanid), iki guanidin molekiilii

iceren biguanidlerdir (Rena, Hardie, and Pearson 2017).

HN
HN N 4 NH,*
e el y_y
i - (2%

Sekil 1: a) Galeginin kimyasal yapisi b) Metforminin kimyasal yapis1 ¢) Fenforminin
kimyasal yapisi.

Metformin, ¢oklu mekanizmalar yoluyla plazma glukozunu azaltan oral bir ilactir.
Metformin, biguanid grubunun temsilcisi olarak kullanilir, antihiperglisemik etkisi
oldugundan hipoglisemi riski yoktur. Dogru kullanildiginda etkili ve giivenlidir. Tipik
olarak giinde bir veya iki kez uygulama i¢in uzatilmis salinimli formiilasyonlar olarak

kullanilabilir (Aggarwal ve ark., 2018).

Metforminin dozajlari; giinde bir veya iki kez 500 mg olarak baslar ve gilinde iki kez

1.000 mg olarak bir hedef doza gore arttirilmalidir(Garber ve ark., 1997).

Metformin kullaniminda gastrointestinal semptomlar yaygin olarak goriiliir. Bu
semptomlar doza bagimlidir ve zamanla veya doz azalmasi ile diizelebilir. Metformin,
eGFR<30 mL min* [1.73 m]? hastalarda kullanilmamalidir ve eGFR<45 mL dk ~ !
[1,73 m] 2 oldugunda doz azaltilmas: diisiiniilmelidir. Metforrmin kullanan hastalarda
eGFR diizeyleri takip edilmelidir (Inzucchi ve ark., 2014).

Akut bobrek hasar1 veya siddetli hastalik durumlarinda nadiren laktik asidoz vakalari
bildirilmistir. Bu nedenle kusma veya dehidratasyon durumunda metformin
kullanilmamalidir. Metformin, serumda vitamin B-12 diistikliigline neden olabilir; bu
yizden ozellikle anemi veya ndropatisi olan hastalarda seviyelerin periyodik olarak

izlenmesi onerilmektedir (Aroda ve ark., 2016).
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Metformin’nin biyoyararlanimi yaklasik %50-60 kadar olup; ince barsaklardan absorbe
edilir. Metforminin plazma diizeyleri, barsaklardan emiliminden sonraki 2. saatte
maksimum seviyeye ulasir ve bir¢ok dokuda plazma diizeyine esdeger olarak dagilir.
Karacigerde, barsak duvarinda, bobrekte ve tlikiiriik bezlerinde en yiiksek
konsantrasyonda bulunur. Metforminin plazmadaki yarilanma omrii 1.5-4.5 saattir.
Metformin suda ¢oziinebildigi icin plazmada proteinlere baglanmaz. Molekiil yapisi
degisime ugramadan 12 saat i¢inde, glomertiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon yoluyla

idrarla atilim1 gergeklesir (Song 2016).

Metforminin avantajlar1 arasinda ytiksek etkinligi, diisiik toksisitesi, az yan etkiye sahip
olmasi, diisiik maliyeti, monoterapi olarak kullanildiginda minimal hipoglisemi riski ve

biraz kilo kayb1 potansiyeli sayilabilir (Griffin, Leaver, and Irving 2017).

Metforminin, HbAlc'nin diisiiriilmesindeki yiiksek etkinligi nedeniyle, iyi bir giivenlik
profili ve diisik maliyeti T2DM’nin tedavisi i¢in ilk basamak ilag olmaya devam

etmektedir.
2.1.7.2. Metforminin Antidiyabetik Etki Mekanizmasi

Metformin, T2DM tedavisinde yaygin kullanilan antidiyabetik bir ilagtir. Metforminin
etki mekanizmasi, glukoz diizeyini diisiirmesine dayanmaktadir. Bu etkisini birkag¢ yolla
gerceklestirmektedir. Bu yollardan biri glukoneojenezin ve glikojenolizin inhibisyonu
yoluyla karacigerden glukoz c¢ikisint azaltmasidir (Inzucchi ve ark., 1998). Ayrica
metformin adipositlerde ve iskelet kasinda insiilin aracili glukoz alimimi disiirerek ve
barsaklardan glukoz emilimini azaltarak etkisini gergeklestirmektedir (Inzucchi ve ark.,
2002).

Metformin, endojen glukoz iiretiminde %25-30'luk bir azalmaya neden olmaktadir
(Kanigiir-Sultuybek ve ark., 1995). Metformin, siilfoniliirelerden farkli olarak, insiilin

salmimini uyarmamaktadir (Hundal ve ark., 2000).

Diyabette oldugu gibi obezitede de serbest yag asitlerinin miktar1 artmaktadir. Bu artis,
karacigerde glukoz iiretiminde artisa neden olur ve ayn1 zamanda insiilin reseptoriinde

duyarsizliga neden olarak, insiilin direncine neden olmaktadir (Paolisso ve ark., 1999).

Metforminin kan glukozunu hipoglisemiye neden olmadan disiirmesine ek olarak

dokulardaki insiilin duyarliligini arttirir, insiilin direncinin kirtlmasina katki saglar.
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Boylece, yagh karaciger hastalifi veya kiloya bagl insiilin direnci olan bireylerde

metformin kullaniminin yararh oldugu bildirilmistir(Viollet ve ark., 2012).

Metforminin etki mekanizmasi, agizdan alinan diger antihiperglisemik ilaglardan
farklidir. Metforminin hiicrenin igindeki Oncelikli molekiiler hedefinin mitokondri
oldugu ifade edilmektedir. Adenozin trifosfat (ATP) sentezinde ve oksidatif
fosforilasyonda 6nemli rolii olan metforminin elektron tagima zincirinde (ETZ) yer alan
Kompleks I ekspresyonunu yavaglattigi icin ATP sentezinin de azaldigi belirtilmistir

(Evan ve ark., 2005) .

Metforminin karacigere alinmasi organik katyon tasiyici-1 (OCT1) tarafindan katalize

edilir (Wang ve ark., 2002).

Pozitif yiiklii olan ilag, plazma zar1 ve mitokondriyal i¢ zardaki zar potansiyelleri
nedeniyle hiicrelerde ve ayrica mitokondride birikir (Owen, Doran, and Halestrap
2000).

Metformin, Kompleks I'i inhibe eder, mitokondriyal ATP iiretimini onler ve boylece
sitoplazmik ADP/ATP ve AMP/ATP oranlarimi artirir (ikincisi adenilat kinaz
reaksiyonunun yer degistirmesiyle); bu degisiklikler AMPK'yi etkinlestirir (Shaw ve
ark., 2005).

Alternatif olarak AMPK, Axin ve endozomal / lizozomal adaptér, MAPK ve mTOR
aktivator 1 gerektiren bir lizozomal mekanizma ile aktive edilebilir (Zhang ve ark.,
2016).

AMP/ATP  oranmindaki artislar  fruktoz-1,6-bisfosfatazi da  inhibe ederek
glukoneogenezin akut inhibisyonuna neden olur, ayn1 zamanda adenilat siklazi inhibe

eder ve CAMP iiretimini azaltir (Miller ve ark., 2013).

AMP ile aktive edilmis protein kinaza (AMPK) baglanir ve enzimde allosterik olarak
degisiklige neden olarak, AMPK aktive edilir (Evans ve ark., 2005).

AMPK’nin aktivasyonuyla, hiicre anabolik evreden katabolik evreye gecer. Aktif
AMPK, Asetil CoA Karboksilaz (ACC)’mn ACC1 ve ACC2 izoformlarini fosforile eder,
yag sentezini inhibe eder ve bunun yerine yag oksidasyonunu tesvik eder, boylece
hepatik lipid depolarini azaltir ve hepatik insiilin duyarliligin artirir (Fullerton ve ark.,
2013).
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AMPK ayrica cAMP'ye 6zgii 3', 5'-siklik fosfodiesteraz 4B'yi fosforile eder ve aktive
eder, boylece cAMP'yi bagka bir mekanizma ile distirtir (Johanns ve ark., 2016).

Karacigerde cAMP'deki glukagon kaynakli artiglar, cCAMP bagimli protein kinaz A'y1
(PKA) aktive ederek, Fosfofruktokinaz 1'in fosforilasyonu ve inaktivasyonu yoluyla
glikolizden glukoneogeneze gecise neden olur. Fosfofruktokinazin allosterik aktivatorii
ve fruktoz-1,6-bifosfataz inhibitorii olan fruktoz-2,6-bifosfatta (F2,6BP) bir azalmaya
neden olur. PKA ayrica glikolitik enzim olan piruvat kinazin karaciger izoformunu
fosforile ederek inaktive eder ve transkripsiyon faktorii yanit elementi baglayici proteini
fosforile eder, boylece PEPCK ve G6Paz gibi glikoneojenik enzimleri kodlayan
genlerin transkripsiyonunu indiikler (Rena, Hardie, and Pearson 2017).

Ayni zamanda, enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynayan AMPK yolagini dolayli
olarak etkileyerek; kolestrol ve lipit biyosentezi gibi diger anabolik faaliyetleri baskilar
(Mazicre ve ark., 1988).

Metforminin kan glukoz seviyesini diisiirme etkisinin yani sira, ¢esitli dokularda lipit
peroksidasyonunu azaltarak antioksidan oOzellik gosterdigi bildirilmistir (Kanigiir-
Sultuybek ve ark., 1995).
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2.1.7.3. Metforminin Molekiiler Hedefleri

Biiyiik calisma gruplariyla prospektif olarak yapilan arastirmalarda, T2DM’nin
pankreas, bobrek, kolon, meme ve prostat gibi dokulari etkileyerek kanser riskini
arttirdig1 bildirilmistir. Bu riskin, artan plazma insiilin seviyesinin biiyiimeyi arttirici
etkisiyle iliskili oldugu bildirilmistir (Ollak ve ark., 2010). Ayrica hem normal hiicreleri
hem de kanser hiicreleri i¢in biiylimeyi diizenlemede ve metabolizmada etkin bir role

sahip olan AMPK araciligiyla olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Jalving ve ark., 2010).

AMPK’nin aktivasyonu, metforminin ETZ’de bulunan Kompleks I’i inhibe ederek,
mitokondriyal ATP {iretimindeki diisiis sonucu gerceklestigi ortaya konulmustur
(Fontaine ve ark., 2000).

Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda, metformini tedavisi alan diyabet hastalarinda
karaciger, pankreas ve rektum kanser riskini azaldigi ifade edilmektedir (Lee ve ark.,
2011).

Bir calismaya gore; metforminin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemesiyle ilgili

iki model 6ne siirtilmistiir (Griss ve ark., 2015).

Birincisi, metforminin karacigerde glikoneogenezi inhibe ederek, insiilin benzeri
biiyiime faktorii-1 (IGF-1) ve sistemik insiilin seviyelerini diisiiriir. Insiilin / IGF-1'e

bagli olarak gelisen tiimor hiicrelerinin biiylimesini baskilar.

Ikincisi, metformin, Kompleks I’i ve oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek tiimor

hiicrelerinin diger metabolik aktivitelerini azaltir (Pollak 2012).

Yapilan bir bagka ¢alismada, metforminin dogrudan kanser hiicrelerindeki ETZ’deki
Kompleks I'1 hedef aldig1 gosterilmis ve Kompleks I seviyesinin diismesi sonucunda da
in vitro ve in vivo olarak kanser hiicrelerinin ekpresyonunun azaldigi bildirilmistir

(Owen, Doran, and Halestrap 2000).

Kanser hiicrelerinde metforminin etkisine yonelik bilinen en yaygin mekanizmasi, hem
AMPK'ya bagimli hem de bagimsiz olarak, mammalian target of rapamycin komplex 1
(mTORC1) inhibisyonudur. Ayrica metforminin ¢esitli kanser hiicrelerinde onkojenik

sinyal yolaklarimi inhibe ettigi bildirilmistir. Ornegin; STAT3, biiyiime faktorii-p (TGF-
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B), Smad2 / Smad3 gibi yolaklarin inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Wahdan-

alaswad ve ark., 2018).

Metforminin antidiyabetik etkisinin yani sira antikanser aktivitesi nedeniyle 6zellikle
son yillarda ilgi gérmektedir. Kanser hiicrelerinin biiyiimesini azaltarak apoptozu ve
hiicre dongiisiinii etkiler. Ayrica ¢esitli kanser hiicre hatlarinda gerekli kemoterapi ilag
dozlarini azalttigini1 ve kemoterapiye duyarliligi arttirdigini bildirilmistir (Zhao ve ark.,
2019).

Yapilan caligmalar, metforminin antitlimoral aktivitesi nedeniyle antikanser ilaglarla
birlikte tedaviye eklendiginde, bu ilaglarin tedavici edici etkilerini arttirabilecegi one

stirilmistiir (Evans ve ark., 2005).

Diyabetli hastalarda yapilan ¢aligmalarda, metforminin bazi tip meme kanserlerinde
sagkalim1 uzattigini ve liglii negatif meme kanseri lizerinde 6nemli bir etkisi olmadigini

one stiriilmustiir (Anisimov ve ark., 2010).

Metforminin; akciger kanseri, kolon kanseri, 6zofagus kanseri, prostat kanseri, meme
kanseri ve melanom gelisimini azalttigi bildirilmistir. Ayrica, metforminin kanser
metastazinda ve kanser kok hiicrelerini hedeflemede 6nemli bir islem olan epitelyal-

mezenkimal gegisi tersine ¢evirmede 6nemli bir rol oynar (Lei ve ark., 2017).
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Sekil 3: Metforminin etki mekanizmalar1 (Wang ve ark., 2017)
2.1.7.4. Insiilin

Insiilin, 1921 yilinda kesfedilmesi ve 1922°de tedavide kullanilmaya baslanmasi, tip 1
diyabetli hastalar basta olmak {izere diyabetlilerin hayatta kalmasin1 ve yasam kalitesini

biiyiik 6l¢iide yiikseltmistir.

Insiilin tedavisi, insiilinin kesfinden bu yana énemini korumaktadir. Her gegen giin
fizyolojik insiilin sekresyon dinamigine daha fazla yaklastiracak, yeni insiilin tedavi
yontemlerinin  gelistirilmesine ve farkli insiilin tiplerinin kesfedilmesine olanak

tanimaktadir.
2.1.7.5. Insiilin Tedavisinin Amaclar

Insiilin tedavisine baslarken iki amag¢ gozetilir; insiilin destegi saglamak veya insiilin

eksikligini replase etmek.
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Insiilin replasmani; TIDM hastalarda veya insiilin rezervi azalmis T2DM hastalarda
uygulanir. Viicudun normal insiilin sekresyonunu taklit etmek amaciyla genellikle

bazalbolus uygulama seklinde tasarlanir.

Bircok hastada insiilin rezervi tikenmis degildir, hatta normal diizeylerde insiilin
tiretimi vardir. Ancak, insiilin direnciyle birlikte eslik eden sorunlar nedeniyle insiilin
destegine ihtiya¢ gelisir. Genellikle bazal insiilin destegiyle tedavi baslar, gerektiginde
ginde 2 dozlu tedaviye geg¢ilir. Bu hastalar, zamanla c¢oklu doz ile tedavinin

yogunlastirilmasina ihtiya¢ duyabilir.
2.1.7.6. Insiilin Endikasyonlar
Asagidaki bazi durumlarda T2DM’li hastalarda insiilin tedavisine gegilmesi Onerilir:

- Insiilin disinda antihiperglisemik ilaglarla hedeflenen glisemik diizeyin kontroliiniin
saglanamamasi [06rn. A1C >%10 (86 mmol/mol) ve/veya glisemi >300 mg/dl olan

kisiler]

-Asikar hipertrigliseridemi, asir1 kilo kaybi ve ketozis gibi insiilin eksikligini

diisiindiiren bulgular

- Polidipsi, poliiiri gibi agir hiperglisemik semptomlar

- Hiperglisemik aciller (hiperozmolar hiperglisemik durum ve diyabetik ketoasidoz)
- Atesli, akut ve sistemik hastaliklar

- Akut miyokard infarktiisti

- Laktasyon ve gebelik

- Cerrahi operasyonlar

- Agir bobrek ve karaciger yetersizligi

- Pankreatektomi, kronik pankreatit gibi pankreas yetersizligi

- Klinik olarak ciddi insiilin rezistansi

- Insiilin dis1 antihiperglisemik ilaglara agir yan etkiler ve alerji
- Diyet ile kontrol altina alinamayan GDM

- Uzun siireli olarak yiiksek doz steroid kullanimi
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2.1.7.7. Insiilinin Etki Mekanizmasi

T2DM’de bozulmus insiilin sekresyonunun diizenlenmesinde, TIDM’de insiilin
replasman tedavisi olarak kullanilan insiilin, optimal glukoz kontrolii saglanmasi ve
glukolipotoksisitenin ortadan kaldirilmasi igin gereklidir. Goreceli ya da mutlak
insiilinopeni olan hastalara yapilan insiilin uygulamasi hem hiperglisemiyi, hem de
instilinopeninin yol ac¢tig1 hipertrigliseridemi, ketoasidoz gibi metabolik bozukluklar: ve

katabolik etkileri 6nler ya da tedavi eder.
Insiilinin baslica etki mekanizmalar1 asagida dzetlenmistir:

e  Glukozun hiicrenin i¢ine girigini saglar.

e Hepatik glukoz ¢ikisini baskilar.

e Hepatik ve periferik insiilin duyarliligin artirir.
e Proteinlerin ve yaglarin yikimini inhibe eder.

e Glikojenin depolanmasini artirir.
2.2. Growth Arrest Spesific Protein 6 (Gas6)

1988 yilinda, Schneider ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada, serum agligi ile biiylimesi
engellenmis embriyonik fare NIH 3T3 fibroblast hiicrelerinde yeni bir gen
kesfedilmistir. Bu caligmada, hiicrelerde biiylime durmasimi upregiile edecek birkag
genden biri olarak tespit edildigi i¢in bu genin adi “Growth Arrest Spesific gene 6”
olarak tanimlanmustir (Schneider and King 1988).

1995 yilinda ise Wi38 hiicre hattinin uygun ortamindan bir Axl uyarict faktor
saflagtirilmis ve N-terminal dizileme yontemiyle bulunan bu molekiil Gas6 olarak

tanimlanmistir (Varnum ve ark., 1995).

678-amino asitli Gas6 proteini, daha sonrasinda K vitaminine bagimli protein ailesine

dahil edilmistir (Hafizi ve ark., 2006).

K vitaminine bagimli protein ailesinin en ¢ok bilinen {iyeleri arasinda koagiilasyon
faktorleri olan protrombin (Faktor II), Faktor VII, Faktor IX, Faktor X ve Protein Z ile
dogal antikoagiilanlar olan Protein S ve Protein C bulunmaktadir. Pihtilasma
mekanizmasi disinda da K vitaminine bagimli proteinler ailesinde yeni kesfedilenler ve

islevleri aydinlatilanlar her gegen giin daha da artmaktadir (Schneider and King 1988).
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Gas6, protein S ile yapisal benzerlik gosterir. Her iki protein de ¢oklu karboksiglutamik
asit kalintis1 (Gla) iceren bir N-terminal bolgesi, bir dongii bolgesi, dort EGF benzeri
tekrar ve bir C-terminal seks hormonu baglayici globulin (SHBG) Iki globiiler laminin
G benzeri (LG) alandan olusmaktadir (Villoutreix ve ark., 1997).

Dinme bélzesi

|

[ 8

. EGFtekrarlan LG Domainleri
Gla Dormaini

SHGE benzeri Domain

Sekil 4. Gas6 ve protein S'nin gematik organizasyonu

Gla bolgesi, K vitaminine bagimli olan ve glutamat kalintilarinin, kofaktér olarak K
vitamini gerektiren bir enzim olan y- glutamil karboksilaz tarafindan endoplazmik

retikulumda post-translasyonel olarak modifiye edildigi bolgedir (Stafford 2005).

Negatif yiikli Gla kalintilari, kendilerini negatif yiikli membran fosfolipitleriyle
uyumlu olarak spesifik bir sekilde koordine edebilen kalsiyum iyonu ile kompleksler

olusturabilir (Perera ve ark., 1997).
Gas6; farede 673 aminoasitten, insanda ise 678 aminoasitten olustugu gosterilmistir.

Gasb6 proteinin amino terminal ucunda, 11 adet Gla kalintist ve hidrofobik sinyal peptid
dizisi bulunmaktadir. Bu bolge K vitaminine bagimli, y-karboksilasyon ile aktive olan
Glutamik asit kalitilari igerir. Gas6 ve Protein S, in vivo olarak apoptotik hiicrelerin
fagositozunda 6nemli role sahip Gla bolgelerine fosfatidilserinin baglamasi 6nemlidir.
Gla bolgesini, 4 tane EGF ve onlar1 da Seks Hormon Baglayict Globulin (SHBG) ile
iliskili olan 2 laminin G bolgesi izler. TAM reseptorlerinin baglanmasi ve aktivasyonu

icin SHBG bolgeleri gereklidir (Kim ve ark., 2011).

Sadece C-terminal globiiler tekrarlarina sahip olarak gelistirilen Gas6 ve ug kisimlari
koparilmis Gas6’nin, reseptorlerin aktivasyonu i¢in yeterli olabildigi yapilan
calismalarda gostermistir. Bu nedenle Gas6’nin, C-terminal bdolgesinin biyolojik
aktivitesinde; N-terminal bdolgesinin  ise  y-karboksilasyonda O6nemli oldugu
bilinmektedir (Fisher ve ark., 2005).



23

Gas6’nin reseptdrii, C-terminalindeki hidrofobik kisim ve kalsiyum baglayici kisim ile
iliskisinde rol oynar. Hidrofobik kisimda meydana gelen ¢esitli mutasyonlar, reseptore
baglanmayi azaltir. Bu yiizden, Gas6’nin reseptor baglayici kismimin LG2 bolgesindeki

hidrofobik kisim oldugu kabul edilir (Fisher ve ark., 2005).

Protein S'nin dongii bolgesi, pihtilagma sistemindeki roliinii diizenlemenin bir yolu olan
trombine duyarli boliinme bdlgelerini igerir. Ancak bu bolgeler Gas6'da mevcut degildir

(Villoutreix 2005).

Protein S ayrica diiz kas hiicrelerinde mitojenik etki gOstermektedir ve aralarindaki
benzerlikten dolayr Gas6’nin da hiicre ¢ogalmasinda etkili oldugu diistiniilmektedir

(Manfioletti ve ark., 1993).

Manfioletti ve ark. nin yaptiklar1 ¢calismada Gas6’nin, hiicre GO fazina girdigi zaman

yaklagik olarak 30 kat arttig1 bildirilmistir (Manfioletti ve ark., 1993).

Gas6, hiicrelerde proliferasyon, yer degistirme, farklilasma ve yapisma dahil olmak

tizere ¢esitli biyolojik siire¢leri diizenlemektedir (Sasaki ve ark., 2006).

Son aragtirmalarda, Gas6/TAM sinyal yolunun aktivasyonunun c¢ok c¢esitli insan
kanserlerinin olusumunda ve ilerlemesinde o6nemli bir rol oynadigi bulunmustur

(Ammoun ve ark., 2014).

Ek olarak, GAS6'nin yukar regiilasyonu, st kanal iirotelyal karsinom, oral skuamoz
hiicreli karsinom, akciger adenokarsinomu ve renal hiicreli karsinom dahil olmak {izere
genellikle daha koti klinik sonuglarla da 6nemli 6lgiide iliskilidir (Hattori ve ark.,
2016).

Gas6, TAM reseptorlerinin (Tyro3, Axl ve Mer) ligandidir. Gas6, TAM reseptorlerine
karboksi ucundan baglanarak otofosforilasyon ile aktivasyonlarini saglar (Angelillo-

scherrer ve ark., 2005).
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Sekil 5: Tam reseptorlerinin aktivasyonu
2.3. Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK) ve TAM (Tyro3, Axl, Mer) Reseptorleri
Tirozin kinazlar iki sinifta incelenmektedir:
1) Reseptor tirozin kinazlar
2) Reseptor olmayan tirozin kinazlar

Reseptor tirozin kinazlar ligand baglayan hiicre dis1 bir domaine ve katalitik hiicre i¢i
bir domaine sahip olan transmembran reseptorlerdir. Stoplazmik uzantilart protein
tirozin kinaz aktivitesi gosterir ve substrati olan proteinleri tirozin kalintilarindan

fosforiller (Lemke ve ark., 2008).

Hiicre dist ligandi ile baglanmasi sonucunda dimerize olur ve aktiflesir. RTK
aktivasyonu, reseptoriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. Fosforilasyon

sonrasinda hiicrede ¢esitli degisikler meydana gelir (Hafizi and Dahlback 2006).
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Insanlarda RTK’lar ekstraseliiler bolgelerindeki ortak aminoasit sekanslarma ya da

yapisal benzerliklerine gore 20 alt grupta incelenmektedir (Rankin ve ark., 2010).

Bu alt gruplardan biri olan TAM reseptorleri (Tyro3, Axl ve Mer) 1991 yilinda
tanimlanmistir (Prasad ve ark., 2006). TAM reseptorleri, hiicre digindaki N-terminal
ucunda 2 adet immunglobulin benzeri bolgeye ve 2 adet fibronektin III benzeri bdlgeye
sahiptir. Bu bolgeler bir transmembran boliim ile sitoplazmik tirozin kinaz bolgesine

baglanir (Douglas K Graham ve ark., 1994; Bryan ve ark., 1991).

TAM ailesinin adi, ti¢ bileseninin (Tyro3, Axl ve Mer) ilk harfinden tiiretilmistir
(Ohashi ve ark., 1995).

Bu reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesinin iiyeleri, birka¢ farkli arastirma grubu
tarafindan bagimsiz olarak tanimlanmistir ve literatlirde ilk zamanlar bir¢ok alternatif
isim altinda goriilmektedir. Bununla birlikte, Tyro3, Axl ve Mer (resmi olarak protein
icin c-Mer veya MerTK, gen i¢in Mertk) NCBI tarafindan tanimlamalari
benimsenmistir. Mer ve Tyro3 i¢in tam uzunluktaki c¢cDNA'larinin izolasyonu
ile bunlarin yapisal olarak diger RTK’lardan farkli oldugu ve bagimsiz RTK ailesinde
yer almasi gerektigi bildirilmistir (Sasaki ve ark., 2006).

TAM'larin ortaya ¢ikisindan kisa siire sonra da TAM’lar1 baglayan ve aktive eden iki
ligand olan Gas6 ve Protein S (Pros1) tanimlanmustir (Stitt ve ark., 1995).

TYRO3 (SKY, TIF, DTK, RSE ve BRT olarak da bilinir), Axl (UFO, TYRO7 ve ARK
olarak da bilinir) ve MER (TYRO12, NYM ve EYK olarak da bilinir), eksprese edilen

reseptor protein tirozin kinazlardir (Lemke ve ark., 2013).

TAM reseptorleri; Tyro3, Axl ve Mer farkli bir reseptdr tirozin kinaz ailesini
olusturmaktadir. Ciinkii bunlar grup olarak embriyonik gelisimde 6nemli bir rol
oynamazlar. Diger RTKlardan farkli olarak TAM ailesinin iiyelerinin sentezi postnatal
donemde artisg gosterir ve eriskin doneme gelindiginde en yliksek seviyeye ulasir. TAM
reseptOrleri merkezi sinir sistemi, lireme sistemi, immiin sistem ve kardiyovaskiiler
sistemde yaygin olarak sentezlenir. TAM reseptOrlerini sentezleyen bir¢ok hiicre
ligandlarin1 da sentezler. TAM'lar ve bunlarin ligandlar1 olan Gas6 ve Protein S
bulunduklar1 dokularda apoptotik hiicrelerin fagositozu igin gereklidir. Bagisiklik
sisteminde, TAM sinyalindeki eksikliklerin insanlarda kronik inflamatuar ve otoimmiin

hastaliklarda etkili oldugu diistiniilmektedir (Lemke ve ark., 2013).
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TAM reseptorlerini kodlayan ¢cDNA’lar, timor hiicrelerinde daha fazla kodlandig:
kanitlanmistir. TAM reseptorlerinden 6zellikle Ax1’in, kanser progresyonu ile iliskili
oldugu da goOsterilmistir. TAM reseptér sinyalizasyonunun; multipl skleroz
etiyolojisinden patogenezinde sorumlu olabilecegine dair bilgiler giin gegtikce
artmaktadir (Binder ve ark., 2011).

TAM reseptorleri olmayan “knock-out” transgenik farelerin iiretildigi bir ¢aligmada,
yenidogan doneminde farelerin fotoreseptorlerinin apoptoza ugradigi; 2-3 aylik
olduklarinda ise bu fotoreseptorleri hi¢ kalmadigi gorilmistir. Aymi farelerin,
dogumdan sonraki 3. haftada germ hiicre sayilarinda azalma belirgindir. Her ne kadar
ayrt olaylar gibi goriinse de bu iki dejeneratif olay, TAM reseptorlerinden yoksun
orneklerde apoptotik hiicre ve membranlarinin fagositozunun diizglin yapilmamasinin

bir sonucudur (Lemke ve ark., 2008).

Gas6 TAM reseptorlerinin tigline de baglanabilir ve otofosforilasyonla reseptor aktive
olur. GAS6’nin TAM reseptorlerine baglanma affinitesi farklidir. Gas6 nin TAM ailesi
reseptorlerine baglanma afinitesi Axl > Tyro3 > Mer seklindedir (Nagata ve ark., 1996).

2.4. Axl reseptorii

flk olarak 1991 yilinda kronik miyeloid 16semi (KML) hastalarinda, sebebi belli
olmayan transforming genin {riinii olarak izole edilmistir. Daha sonra KML ve kronik
miyeloproliferatif bozukluga sahip hastalardan klonlanmistir. Axl ismi Yunanca’da

kontrolsiiz anlamina gelen “anaxelekto” nun kisaltmasidir (Bryan ve ark., 1991).

Insan Axl geni 19. kromozomda bulunmakta ve molekiiler agirlig1 post translasyonel
modifikasyona bagli olarak 100-140 kD arasinda olan bir proteini kodlamaktadir. AxI
proteinin N terminal ucu hiicre diginda yer alirken, tirozin kinaz aktivitesine sahip C
terminal bolgesi hiicre i¢inde yer almaktadir (Korshunov 2012).

Tim tirozin kinazlar gibi Axl da ekstraselliiler bolge, transmembran ve hiicre ici
bolgesinden olusmaktadir. Hematopoezin normal gelisimi sirasinda TAM reseptorleri,
dendritik hiicreler ve makrofajlardaki inflamasyonu azaltir ve apoptotik hiicrelerin ve
membranoz organellerin fagositozunu saglar. Bunun yaninda “Natural Killer” (NK)

hiicrelerin olgunlasmasi i¢in gereklidir (Caraux ve ark., 2006).
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Makrofajlarda, dendritik hiicrelerde, NK hiicreleri, trombositlerde TAM reseptorleri
ekspresyonu olmasina ragmen olgun T ve B lenfositlerde; graniilositlerde bulunmaz

(Brandio ve ark., 2011).

Ancak hematolojik malign vakalarda T ve B lenfositlerde TAM reseptorlerinin

ekspresyonu vardir (Brandao ve ark., 2011).

TAM reseptorleri iiyesi olan Axl, hipokampus, serebellum, monosit, makrofaj,
trombosit, endotelyal hiicre, kalp, iskelet kaslari, karaciger, bobrek ve testisler olmak
tizere bir¢ok organ ve hiicrede eksprese edilen bir proteindir(Angelillo-Scherrer ve ark.,
2001; Graham ve ark., 1994; Neubauer ve ark., 1994)

Ayrica kolon, 6zofagus, meme, akciger, karaciger, tiroid ve astrositoma-glioblastomada
da fazla miktarda ekspresyonunun yapildigi gosterilmistir (Craven ve ark., 1995;
Vajkoczy ve ark., 2006)

Stres altindaki endotelyal hiicrelerde, tiimor anjiyogenezindeki proliferasyon sirasinda
ve hasar sonrasindaki vaskiiler remodelling sathasinda Axl sentezindeki artisi

belirgindir (Hafizi ve ark., 2006).

AxI’in fazla sentezi glioma ve bobrek kanseri igin kotli prognoz gostergesidir (Ekman

ve ark., 2011).

Tiimor hiicrelerinde Axl sinyalizasyonu hiicresel invazyon ve migrasyonunda dnemli
role sahiptir. Diisiik metastatik potansiyele sahip kanser hiicrelerinde Ax1’in sentezinin

artmast sonucunda migrasyon ve invazyon yetenekleri artar (Hafizi and Dahlbdck

2006).

Axl] sinyalizayonunun engellenmesi ile metastatik tiimor hiicrelerinde migrasyonu
azalttigr in vitro olarak gosterilmistir. Axl reseptOriiniin meme ve glioma timor
modellerindeki invazyon ve metastazdaki rolii son yillarda in vivo ¢aligmalarda
gosterilmistir. Normal over epitel hiicrelerinde Axl sentezi hi¢ yokken; over timorlii
olgularin epitel hiicrelerinin %73’linde Axl sentezine rastlanmistir. Bu calisma ile over
timorlerinde Axl reseptdorii normal over epiteline gore anlamli diizeyde fazla

sentezlendigi kanitlanmistir (Rankin ve ark., 2010).
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2.5. Solubl Axl reseptorii

Membrana bagli olarak bulunan reseptorler plazmada c¢oziinmiis olarak bulunan
reseptorlerin liretiminden sorumludur. Bu {iretim reseptoriin transmembran pargasinin
alternatif mRNA splicingi sayesinde reseptdriin plazmaya salinmasi ile gerceklesir.
Coziinmiis halde bulunan reseptorler tam boyuttaki proteinlerden kopan parcalardir ve
bu parcalar, reseptorlerin ligandlarini baglayip hapseder. Boylece hiicreye bagl
reseptore ligandi baglanip aktivitesini gosteremez. Belirli klinik durumlarda olusan bu
baglanma ile ligandlarin aktivitesi engellenerek posttranslasyonel bir modifikasyon

gerceklesir (Hafizi and Dahlbédck 2006).

Membrana bagli Axl, proteoliz sonucunda hiicre zarindan dokiilebilir ve bu nedenle
Axl, proteinin hiicre dis1 bolgesinden olusan ¢oziiniir bir formda (sAxl) dolasimda

bulunur (Budagian ve ark., 2011).

sAxl, Axl reseptoriiniin dolagimdaki ¢6ziinmiis fraksiyonudur ve konsantrasyonu ¢ok
diisiik seviyededir (0,3-0,9 nM). Plazmada sAxl varlig1 farelerde ve insanlarda 65-80
kDa arasindadir. Son zamanlarda yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda; SAXI'in
normalde Gas6'dan fazla oldugu ve Gas6'nin normal insan serumu ve plazmasinda
sAxl'a bagli oldugunu bulunmustur (Ekman ve ark., 2010).

Dolagimda ¢6zlinmiis olarak bulunan Axl ve Mer reseptorleri de Gas6 biyoaktivitesini
bu sekilde engeller (Tsiperson ve ark., 2010).

sAxI’m plazmada diisiik seviyelerde saptanmasi (0,2 nM), plazmada Gas6 ve sAxl’in
kompleks olusturmasi sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir ( Ekman ve ark., 2010).

2.6. TAM reseptorlerinin aktivasyonu

Gas6 tirozin kinaz ailesinden Tyro3, Axl ve Mer reseptorlerine baglanarak sinyal
iletimini baslatir. Yapilan g¢aligmalarda, GAS6’nin reseptorlere baglanabilmesi igin
SHBG bolgesinin gerekli oldugu gosterilmistir. LG bolgesi, hidrofobik bir yiizeye ve i¢
kisminda Ca*? baglayici bolgelere sahiptir (Sasaki ve ark., 2002).

LG1 bolgesi, Gas6 reseptoriiniin immunglobulin 1 ve 2 bolgelerine ¢apraz
baglannasinda major baglanma bolgesidir. K vitaminine bagimli gamma
karboksillenmis Gla bolgesi, onun esas fonksiyonel bolgesidir. K vitaminine bagiml
gamma karboksillenmis Gla bolgesi hiicre hiicre etkilesimlerinde etkili olmaktadir

(Alciato ve ark., 2010).
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2.7. Gas6/AxI Sinyal Yolag

Gas6 tarafindan aktive edilen Axl reseptorii araciligi ile hiicre iginde PI3K, RAS,
mitojen tarafindan aktiflenen protein kinaz-MAPK gibi bir¢ok sinyal yollar1 uyarilir
(Rankin ve ark., 2010).

Axl, potansiyel olarak PI3K / AKT / mTOR, RAS / RAF / MEK / ERK, JAK / STAT ve
NF-xB sinyal yollarindaki efektdr molekiiller araciligiyla hiicre ¢cogalmasini yonlendirir
(Linger ve ark., 2008).

Axl, NF-xB niikleer translokasyonunu diizenleyerek, anti-apoptotik belirte¢lerin
(survivin, BCL-2 ve BCL-XL) ekspresyonunu artirarak ve pro-apoptotik proteinlerin
(BAD ve kaspaz-3) aktivitesini azaltarak hiicre sagkalimini tesvik eder (May ve ark.,
2015; Linger ve ark., 2008)

Gas6/Ax] Sinyal yolagi, PI3K/AKT, MAPK, GSK3, TRAIL gibi sinyal yollarinin
down-regiilasyonuyla ve NFKB, BAD, BCL2, Kaspaz 3 gibi spesifik molekiillerin
aktivasyonuyla, hiicre proliferasyonu, hiicre sagkalimi, invazyon, migrasyon, metastaz,

EMT ve anjiyogenezin diizenlenmesini etkinlestirir.



el Menbran

Sekil 6. Gas6/AxI Sinyal Yolagi (Dihingia ve ark., 2017)
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Axl1 yoluyla sinyallesmesinin, inorganik fosfat, timor nekroz faktorii ve adenoviriis tip 5
E1A proteini dahil olmak {izere ¢oklu pro apoptotik uyaranlara yanit olarak hayatta

kalmanin tesviki i¢in yeterli oldugunu gésteren kanitlar vardir (Shankar ve ark., 2006).

Apoptozdan kacinma, PI3K/Akt yolunun aktivasyonunu takiben birka¢ asagi akis
efektoriin aktivasyonuna dayanir. Oncelikle, S6K’nin aktivasyonunun, ve aym sekilde
bir pro-apoptik Bcl-2 protein aliesinden olan Bad’in fosforilasyonu ve takibindeki
inaktivasyonun da hiicrenin hayatta kalmasini destekledigi gosterilmistir (S Goruppi ve
ark., 1997).

Ayrica, niikleer faktor k-B kinaz alt birimi olan a (IKK-a) inhibitoriiniin Akt giidiimlii
fosforilasyonu, B-hiicreleri inhibitorii alfa'da (IkBo) kappa hafif polipeptit gen
arttirricisinin niikleer faktoriintin fosforilasyonunu ve degradasyonunu tetikler (Sandro
Goruppi ve ark., 1999; S Goruppi ve ark., 1997).

IkBa'nin bozunmasi, aktif B hiicrelerinin (NF-kB) niikleer faktor kappa-hafif-zincir-
artiricisinin kisitlanmasini ortadan kaldirirken ¢ekirdege translokasyonuna ve ardindan
Bcl-2 ve Bcl-xL adli ileri anti-apoptik proteinlerin kisitlanmasina izin verir (Demarchi
ve ark., 2001; (Pérez ve ark., 2017)

Gas6 ile 6n kosullandirmanin, Gas6/Ax] sinyallesmesinin anti-apoptotik ozelliklerini
teyit ederek HUVEC hiicrelerindeki Kaspaz 3’lin aktivasyonunu baskiladigi

goriilmistiir (Hasanbasic ve ark., 2004).

PI3K tarafindan aktive edilen bir bagka potansiyel hayatta kalma yolagi, PI3K
aktivasyonu tarafindan baglatilan bir kaskad igeren c-Jun N-terminal Kinaz (JNK)
yoludur. JNK'nin aktivasyonuna yol agtig1 bilinen PAK p21 aktive kinaz ile bu siire¢
ilerler (Linger ve ark., 2008).

Proliferatif etki Axl sinyalizasyonun bir sonucu olarak bazi hiicre hatlarinda

gozlemlenir, ancak, bu durum hayatta kalma etkisi kadar yaygin gézlemlenmemistir (Y.

W. Fridell ve ark., 1996).

PI3K'nin proliferatif sinyalizasyondaki rolii degiskenlik gdstermektedir, bu durum bazi

caligmalarda gerekliyken digerlerinde ihmal edilebilir (Fridell ve ark., 1996).

Ancak, Ras/ERK yolaginin AxI’in mitojenik kabiliyetinin yonetiminde hayati dneme
sahip bir farktor oldugu ifade edilmistir. Ras, Raf-1, MEK-1 ve ERK dahil olmak tizere

bu yolun ¢esitli bilesenlerinin aktivasyonu, Ax1l/Grb2 etkilesimi yoluyla gergeklesir ve
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mitojenik bir tepki ortaya c¢ikarmak i¢in tiim bu bilesenlerin eszamanli aktivasyonu

gereklidir (Fridell ve ark., 1996).

AxI'in malign hiicrelerin invaziv potansiyelini desteklemedeki rolii, Ax] ekspresyonu ve
invazivlik arasinda pozitif korelasyonu gosteren bir dizi calisma ile belgelenmistir
(Zhang ve ark., 2008). Ayrica, shRNA yoluyla Axl sinyalizasyonunun bozulmasi

deneysel modellerde hiicresel motiliteyi ve invazyonu azaltir (Gjerdrum ve ark., 2010).

AXI, epitelyal hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimi, polarite ve daha hareketli bir
mezankimal fenotipe gegtikleri epitelyal mezankimal ge¢isin (EMT) desteklenmesiyle
hiicresel hareketliligi ve dagilimi artirir. Bu islem genellikle Twist, Snail ve Slug gibi
EMT'yi indiikleyen transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ile iligkilidir. Bu fenotipik
degisikliklerin altinda yatan kesin molekiiler Ozellikler tam olarak karakterize
edilmemesine ragmen, Axl, pozitif 6ze dayali EMT transkripsiyon faktorlerinin
birgogunun hem indiikledigi hem de kendilerinin Axl ekspresyonunu indiikleyebilecegi
igin bir pozitif geri besleme dongiisiine dahil oldugu goériilmektedir (Gjerdrum ve ark.,
2010).

Ilging bir sekilde, mezenkimal hiicrelerde bulunan bir ara filament olan Vimentinin de

Axl ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir (Fridell ve ark., 2011).

Daha ileri ¢aligmalar, Epitel hiicrelerinde ekspresyonu E-kaderin asagi regiile edebildigi
ve N-kaderin, Slug ve Snail’in yukar1 regiilasyonuna yol agabileceginden Axl'in
EMT'nin ilk indiiksiyonunda rol oynayabilecegini gostermistir (Asiedu ve ark., 2014).
Bu, Axl'in EMT sinyalizasyonunun hem uyarilmasi1 hem de siirdiiriilmesi ile ilgili

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Normal bir hiicresel ortamda Axl vaskiiler hasarin onarimu ile iligkilidir. Reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) varlig1 ile birlikte Gas6 ekspresyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
AxI'1 aktive eder, bu da apoptoza ve bu hiicrelerin gbgiine karsi artan dirence yol agar

(Asiedu ve ark., 2014; Melaragno ve ark., 2004)

Neoplastik bir ortamda, AxI asir1 ekspresyonu artmis anjiyogenez ile iligkilendirilmistir.
Tiimor mikro ¢evresi Axl aktivasyonunu artirabilecek ROS acgisindan zengin olmast
sebebiyle bu sasirtict bir durum olmamalidir (Ahmed ve ark., 2015). Sonug olarak,
bir¢ok ¢alisma AxI yikiminin hem in vitro hem de in vivo endotelyal damar olusumunda

azalmaya yol agtigin1 gostermistir.
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Kanserde TAM reseptorleri ve Gas6’ nin rolit TAM reseptdr ailesinden olan Ax1 ve Mer
bir¢ok tiimor hiicresinde ekspresyonu vardir ve onkogenik rolleri belirlenmistir. Proto-
onkogen olan TAM reseptorleri gen amplikasyonu, mutasyon, proteolitik kesim veya

farkli protein ekspresyonu sebebiyle aktive olabilir (McHenry ve ark., 2004).

Solid tiimdrlerde yapilan aragtirmalara bakinca “Pancreatic Ductal Adenocarcinoma”
(PDA) hiicre hatlarinda ve insan PDA 6rneklerinde Ax1 ve Gas6 ekspresyonu genellikle
artmistir. Bu artig ayrica anti-apoptotik etkili ve pankreas kanserinin metastazindan da

sorumludur (Koorstra ve ark., 2009; Wang ve ark., 2011)

Baz1 akciger kanser tiirlerinde ve osteosarkom hiicrelerinde Axl sentezi kanser
hiicrelerinin adezyon yetenegi ile korelasyon gosterir. Adezyon yeteneginin fazla olmasi
timor hiicrelerinin metastatik 6zelliginin de fazla olmasma neden olabilir (Hafizi and

Dahlbiack 2006).

In vitro deneylerde kemoterapiye direng gosteren akut miyeloid losemi (AML)
vakalarinda, kemoterapi Axl ekspresyonunun artmasina ve ila¢ direncinin olugmasina
sebep olmustur. AML vakalarinda, kemoterapik ilag direncinin Gas6/Ax| sinyal

yolagini inaktive ederek iistesinden gelinebilecegi bildirilmistir (Hong ve ark., 2008).
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2.8. Cogalma-Hayatta Kalma ve AxI Iliskisi

AXxI sinyalizasyonun, inorganik fosfat, tiimor nekroz faktorii ve adenoviriis tip 5 E1A
proteini dahil olmak iizere ¢oklu proapoptotik uyaranlara yanit olarak hayatta kalmanin

tesviki i¢in yeterli oldugunu gosteren kanitlar vardir (Tsiperson ve ark., 2010).

Apoptozdan kacinma, PI3K/Akt yolunun aktivasyonunu takiben birka¢ asagi akis
efektoriin aktivasyonuna dayanir. Oncelikle, S6K’nin aktivasyonu, ayni sekilde bir
proapoptik Bcl-2 protein aliesinden olan Bad’in fosforilasyonu sonucunda
inaktivasyonun da hiicrenin hayatta kalmasimi destekledigi gosterilmistir (Korshunov

2012).

Ayrica, niikleer faktor k-B kinaz alt birimi olan a (IKK-a) inhibitoriiniin Akt araciligiyla
fosforilasyonu, B-hiicreleri inhibitorii alfada (IkBo) kappa hafif polipeptit gen
ekpresyonunun artmasi, niikleer faktoriiniin fosforilasyonunu ve degradasyonunu
tetikler. IxkBa'nin bozunmasi, aktif B hiicrelerinin (NF-xB) niikleer faktor kappa-hafif-
zincir-artiricisinin kisitlanmasimi ortadan kaldirirken, ¢ekirdege translokasyonuna ve
ardindan Bcl-2 ve Bcl-xL adli ileri anti-apoptik proteinlerin ekpresyonlarinin

azalmasina neden olur (Demarchi ve ark., 2001).

Gas6/Axl  sinyallesmesinin  anti-apoptotik  ozelliklerini  nedeniyle HUVEC
hiicrelerindeki Kaspase 3’iin aktivasyonunu baskiladigi goriilmiistiir (Hasanbasic ve
ark., 2004).

PI3K tarafindan aktive edilen bir baska potansiyel hayatta kalma yolagi, PI3K
aktivasyonu tarafindan baglatilan bir kaskad igeren c-Jun N-terminal Kinaz (JNK)
yoludur. JNK'nin aktivasyonuna yol actig1 bilinen PAK p21 aktive kinaz ile bu siire¢
ilerler (Sandro Goruppi ve ark., 1999).

Proliferatif etki, Axl sinyalizasyonun bir sonucu olarak bazi hiicre hatlarinda
gozlemlenir, ancak, bu durum hayatta kalma etkisi kadar yaygin gézlemlenmemistir.
PI3K'nin proliferatif sinyalizasyondaki rolii degiskenlik gostermektedir, bu durum bazi

calismalarda gerekliyken digerlerinde ihmal edilebilir (Sandro Goruppi ve ark., 1999).

Ancak, Ras/ERK yolaginin AxI’in mitojenik kabiliyetinin yonetiminde hayati dneme
sahip bir farktor oldugu ifade edilmistir. Ras, Raf-1, MEK-1 ve ERK dahil olmak iizere
bu yolun c¢esitli bilesenlerinin aktivasyonu, Axl/ Grb2 etkilesimi yoluyla gerceklesir ve
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mitojenik bir tepki ortaya c¢ikarmak i¢in tiim bu bilesenlerin eszamanli aktivasyonu

gereklidir (Wang ve ark., 2011).

2.9. Invazyon-Metastaz ve AxI Tligkisi

AxI1'in malign hiicrelerin invaziv potansiyelini desteklemedeki rolii, Ax] ekspresyonu ve
invazivlik arasinda pozitif korelasyonu gosteren bir dizi ¢aligma ile desteklenmistir.
Ayrica, shRNA yoluyla Axl sinyalizasyonunun bozulmasi deneysel modellerde hiicresel

motiliteyi ve invazyonu azaltir (May ve ark., 2015).

AXxI| epitelyal hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimi, polarite ve daha hareketli bir
mezankimal fenotipe gectikleri epitelyal mezankimal gecisin (EMT) desteklenmesiyle
hiicresel hareketliligi ve dagilimi artirir. Bu islem genellikle Twist, Snail ve Slug gibi
EMT'yi indiikleyen transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ile iligkilidir. Bu fenotipik
degisikliklerin altinda yatan kesin molekiiler Ozellikler tam olarak karakterize
edilmemesine ragmen, Axl, pozitif etkiye dayali EMT transkripsiyon faktorlerinin
birgogunun hem indiikledigi hem de kendilerinin Axl ekspresyonunu indiikleyebilecegi

icin bir pozitif geri besleme dongiisiine dahil oldugu goriilmektedir (Gjerdrum ve ark.,
2010).

Ilging bir sekilde, mezenkimal hiicrelerde bulunan bir ara filament olan Vimentinin de
Axl ekspresyonunu upregiile ettigi gosterilmistir. Daha ileri ¢aligmalar, Epitel
hiicrelerinde ekspresyonu E-kaderin asagi regiile edebildigi ve N-kaderin, Slug ve
Snail’in yukari regiilasyonuna yol acabileceginden Axl''n EMT'nin ilk indiiksiyonunda
rol oynayabilecegini gostermistir. Bu, Axl'in EMT sinyalizasyonunun hem uyarilmasi

hem de siirdiiriilmesi ile ilgili olabilecegini diistindiirmektedir (Fridell ve ark., 2011)

2.10. Anjiyogenez ve AxI iliskisi

Normal bir hiicresel ortamda AxI, vaskiiler hasarin onarimu ile iligkilidir. Reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) varlig1 ile birlikte Gas6 ekspresyonu, vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
AxI'1 aktive eder, bu da apoptoza ve bu hiicrelerin gigiine karsi artan dirence yol agar

(Fridell ve ark., 2011).

Neoplastik bir ortamda, AxI’in asir1 ekspresyonu, artmis anjiyogenez ile
iligkilendirilmistir. Timor mikro c¢evresi, Axl aktivasyonunu artirabilecek ROS

acisindan zengin olmasi sebebiyle bu sasirtici bir durum degildir (Ahmed ve ark., 2015).



37

Sonug olarak, bircok c¢alisma Axl yikiminin hem in vitro hem de in vivo endotelyal

damar olusumunda azalmaya yol agtigin1 géstermistir.

Ax]l yikimi sirasinda mRNA ekspresyonundaki degisikliklerin smiflandiriimasi
potansiyel iki asag akis yoluyla tamimlanmistir. Birincisi, genellikle Wnt
sinyalizasyonu yapan Dickkopf ailesinin bir {iyesi olan DKK3’iin asag1 regiile edilmesi
(Untergasser ve ark., 2008). DKK3'in endotel tiip olusumunu diizenler, C57/BL6
melanoma modelinde bu proteinin asir1 ekspresyonunu stabilize ettigi gosterilmistir

(Untergasser ve ark., 2008).

Ikinci yol, anjiopoietin yolunun bir parcasi olan Ang-2'nin yukar: regiilasyonu ile
tanimlanmistir. Ang-2, birlikte endotelyal hiicre sagkalimini destekleyen Ang-1 ve Tie2
etkilesimini inhibe eder. Bu nedenle Axl aktivasyonu, Ang-1 ve Tie2'yi serbest
birakarak Ang-2'nin asagi regiilasyonuna yol agar, bu da anjiyojenik aktivitelerine izin
verir (Li ve ark., 2009).

2.11. Axl'in Kanserdeki Rolii

AxI1'n hiicresel sinyalizasyonunun cesitli yolaklara genis katilim1 ve ¢ok ¢esitli kanser
ozelliklerinde uygulanmasi géz oniine alindiginda, Axl aktivasyonunun farkli kat1 ve
hematopoetik maligniteler arasinda klinik olarak anlamli bir iligki oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica, metastatik hastaliga ilerlemesini ve tedaviye direng gibi fenotipik
olaylar1 etkileme derecesi, hastalar i¢in Sliimciil olabilir ve bu AxI1 klinik ortamda

prognostik olarak 6nemli bir molekiiler marker yapar (Wu ve ark., 2014).

2.11.1. Akciger Kanseri ve Ax| iliskisi

Axl ekspresyonu, insanlarda kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre
hatlarinin, yaklasik %60’inda goriiliir ve asir1 ekspresyonu hiicre gogii ve invazyon

kapasitesi ile dogrudan bagintilidir (Axelrod and Pienta 2014).

Axl'n asag1 akis hedefinin kayb1 yoluyla hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinin
modiile edilmesi, Racl’in hiicre hareketliligini antikanser tedavisine duyarlilikla

iliskilendirmistir (Linger ve ark., 2008).

Elde edilen verilere, Axl ekspresyonunun daha ileri klinik evre olgularinda ve akciger

adenokarsinomunda daha zayif sagkalim ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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109 vakayla ilgili bir calismada, AxI’in asirt ekspresyonun prevelanst Epidermal
Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR) yabani tipli hastalarda %60 ve EGFR-mutant
hastalarda % 50’dir (Wang ve ark., 2011).

Ozellikle, NSCLC'de Axl, erlotinib ve gefitinib’in de dahil oldugu EGFR inhibitérlerine
duyarliligin molekiiler belirleyicisidir ve mekanik kanitlar, Axl ekspresyonunun
indiiksiyonu, Vimentin ve N-kaderin ile pozitif, E-kaderin ekspresyonu ile negatif
korelasyon oldugunu gosterir, bu da Axl inhibisyonunun ila¢ direncini ve EMT'nin

tersine ¢evrilmesini modiile etmek i¢in bir mekanizma oldugunu gosterir (Axelrod and

Pienta 2014).

2.11.2. Meme kanseri ve Axl iliskisi

Gas6 / Axl sinyal yolunun aktivasyonu, meme kanserinde karmagik klinik ¢ikarimlara
sahiptir. Insan meme kanseri hiicre hatlar1 dizilerinin analizi, liiminal ya da bazal A
hiicreleriyle, iicli negatif-bazal B fenotipi kiyaslandiginda onemli seviyede Axl

ekspresyonunun arttigini gostermistir (Zhang ve ark., 2008).

Endokrin duyarli hastalikta, ilk raporlar Gas6'nin progesteron reseptoriiniin
transkripsiyonel regiilasyonu altinda oldugunu ve daha yiiksek bir lenf nodu negatifligi,
daha diisiik dereceli ve daha kiiciik tiimor boyutu da dahil olmak iizere bir dizi uygun

prognostik faktorle iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Villoutreix ve ark., 1997).

Ancak, baska bir calismada, Axl ekpresyonunun Ostrojen reseptdrii pozitifligi, daha
yiiksek proliferasyon indeksi ve daha ileri asama ile pozitif korelasyon gosterdigi, bu da
Axl'in liganddan bagimsiz yukar1 regiilasyonunun ilerleyen ER + malign klonlaria

hayatta kalma avantaji saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Ammoun ve ark., 2014).

Uclii negatif meme kanserinde Axl, EGFR aracili hiicre hareketliligini her iki yolun
birlesik transaktivasyonu yoluyla ¢esitlendirmek i¢in fonksiyonel olarak gereklidir, bu
da hedeflenen yaklasimlarin eksik oldugu reseptor-negatif meme kanserinde AxI
ekspresyonun zenginlestirilmesinin terapétik olarak dikkat g¢ekici oldugunu gosterir
(Fridell ve ark., 1996).

Her-2 pozitif hastalikta AxIl, lapatinib-direng gelisimini etkiler ve Her-2 ile

heterodimerizasyonu sayesinde Her-2 giidiimlii sinyalizasyonun bir kismina aracilik
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eden bir RTK {iyesi olan Her-3’iin ekspresyonunu modiile eder (Anisimov ve ark.,
2010).

Bir meme kanseri hiicre hattinda, Axl ekspresyonu invazivlik ile iliskilendirilmistir ve
sonraki caligmalar hastanin hayatta kalmasini olumsuz yonde etkilenmesinin AxI'dan

bagimsiz oldugunu gostermistir (Anisimov ve ark., 2010).

Diger timor tiplerinden elde edilen bulgulara paralel olarak, Axl ekspresyonu, invazyon
ve daha zayif klinik sonuglar arasindaki baglantinin kanser hiicrelerindeki Ax1’in EMT-

diizenleyici etkilerinden meydana geldigini gostermektedir (Asiedu ve ark., 2014).

Vimentin'in Axl ekspresyonunu dogrudan indiikledigi ve invazivligi arttirdig
gosterilmistir. Son yapilan ¢alismalar, AxI'in meme kanseri kok hiicreleri bolmesinin
kendi kendini yenileme ve kemorezistansini diizenlemede rol oynadigin1 géstermektedir

(Anisimov ve ark., 2010).
2.11.3. Gastrointestinal Maligniteler ve AxI Tliskisi

Axl sinyalizasyonunun anormal aktivitesi, ¢esitli gastrointestinal kanserlerde
gosterilmistir. 223 kolorektal kanser hastasi lizerinde yapilan biiyiik bir ¢alismada, Axl
ve Gas6’nin asir1 ekspresyonu Orneklerin %70’ten fazlasinda oldugu goriilmiistiir. Bu,
kotli diferansiye fenotip, nodal tutulum ve ileri timor evresi ile Gas6 ekspresyonu ile

korelasyon gosterdigi ileri siirtilmiistiir (Korshunov 2012).

Dunne ve arkadaslari, istila edebilen ve kolonize olabilen kolorektal kanser hiicre
hatlarinda Axlekpresyonunun arttigini ileri siirmiiglerdir ve tlimor igindeki daha ytiksek
AxlI mRNA veya protein seviyesininin genel hayatta kalma oranini distirdiigiinii
dogrulamislardir (Dunne ve ark., 2014). Onemli olarak, floropirimidin tedavisinin,
AxI'n yukan regiilasyonu ile tlimor hiicrelerinin invaziv potansiyelini artirabilecegini,
bu hedefin genetik ve farmakolojik inhibisyonu, deneysel modellerde fenotipi tersine

cevirebildigini bildirmislerdir (Dunne ve ark., 2014).

Axl ekspresyonu 6zofagus adenokarsinomunda (EAC) ve skuaméz hiicreli karsinomda
(ESCC) da tanimmlanmistir. AxI’in asir1 ekspresyonu, insan EAC'sinin% 50'sinde
yaygindir ve in vitro olarak sisplatine daha diisiik duyarlilik ile iliskilidir. Son
zamanlarda, AxI'nin gesitli ESCC hiicre hatlarinda asir1 eksprese edildigi bulunmuustur.

Timoriin gogalma, yer degistirme, istila ve biiyiimesi Ax1l’in siRNA ile genetik
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susturulmastyla onlenebilecegini bildirmislerdir. Mekanik olarak, bu 6zellikler NF-«3
yolunda yer alan bir dizi anahtar genin inhibisyonu, glikojen kinaz sentaz 3f
aktivitesinin indiiksiyonu ve EMTmin tersine c¢evrilmesi ile ilgilidir ve Axl
inhibisyonunun kanser terapisinde potansiyel bir rolii oldugu vurgulamaktadir (Hong ve

2013).

Hepatobiliyer malignitelerde Axl i¢in benzer roller belirlenmistir. Hiicre proliferasyonu
ve invazyonunun korunmasinda kilit rol oynayan AxI pozitifligi prevalansi, pankreatik
duktal adenokarsinomlarin (PDAC) %50-70 oraninda goriiliir. Birincil ve metastatik
PDAC hiicre hattinin proteomik profili, Axl yukar: regiilasyonunu metastatik difiizyonu
tetikledigi gosterilmistir (Kim ve ark., 2014).

Hepatoseliiler kanserde, Axl yikimi sadece hiicre gogiinii, istilasin1 ve metastatik
kolonizasyonu azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin hiicre i¢i kinaz
aktivitesinin ana diizenleyicisi olan TGF aracili biiyime baskilanmasina direnme

yetenegini bozdugu bildirilmistir. (Axelrod and Pienta 2014).

Hasta 6rneklerinde Axl ekspresyonu klinik olarak daha yiiksek oranda mikrovaskiiler
invazyon, daha kisa rekiirrenssiz ve genel hayatta kalma ile iligkili oldugu ortaya

konmustur (Gjerdrum ve ark., 2010).

2.11.4. Yumurtalik Kanseri ve AxI Iliskisi

Axl ekspresyonu normal yumurtalik epitelinde bulunmamakla birlikte, metastatik
ilerleme ve yumurtalik kanserinde kétii prognoz ile baglantilidir. Ax1 ekspresyonunun,
timor baskilayict miR-34a'nin ekspresyon seviyeleri yoluyla siki epigenetik diizenleme

altinda oldugu bir hastaliktir (Rankin ve ark., 2010).

Klinik ¢aligmalar, daha yiiksek Gas6 ve Axl immiino etiketlemesinin, integrin B3 ile
iligkili bir adaptor proteini olan pl130Cas ile birlikte ekspresyon yoluyla hastalarin
prognozunu bozdugunu ve bu nedenle hiicre dis1 matriks adezyonu ve invazyonu

icerdigini gostermistir (Rea ve ark., 2015).

2.11.5. Bobrek Kanseri ve Ax| Tliskisi

Renal hiicreli kanserin (RCC) ilerlemesi, Von-Hippel-Lindau (VHL) lokusundaki

kalitsal veya edinsel fonksiyonel kaybi izler ve bu da istenmeyen pro-anjiyojenik
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sinyalizasyonu mimkiin kilar. AxI’1n, hipoksiye bagl faktorler yoluyla dolayli olarak

VHL'nin transkripsiyonel kontrolii altinda oldugu bilinmektedir (Rankin ve ark., 2014).

Son calismalar, Ax1'in antianjiyogenik tedaviye diren¢ kazanmasinda rol oynadigini,
metastatik yayilimi ve hayatta kalimin1 daha da kotiilestirdigini ortaya koymustur (Zhou
ve ark., 2016).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, 18/07/2018 tarihli 2018/370 sayili Erciyes Universitesi Klinik
Arastirmalar1 Etik Kurulu onay1 ile Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi'ne 1 Agustos
2018-1 Mart 2020 tarihleri arasinda basvuran, yeni teshis T2DM hastalar1 ve daha 6nce
T2DM tanist konulmus metformin tedavisi yeterli gelmeyen hastalar prospektif olarak

incelendi.

3.1. Kullanilan Arag ve Gerecler

ELISA okuyucu (BioTek)

Derin Dondurucu (Bosch)

Santrifiij (Beckman Counter)

Vorteks (Heidolph)

3.1.1. Kullanilan Ticari Kitler

1) Gas6 (Human Growth Arrest Specific Gene-6) ELISA Kit (Biont),

2) Human Tyrosine protein kinase receptor UFO (AXL) ELISA Kit (Biont),

3) Human Soluble Tyrosine protein kinase receptor UFO (Soluble AXL) ELISA Kit
(Biont).

3.2. Calismanin Tasarim

Calismaya, FErciyes Universitesi Tip Fakiiltesi’ne basvuran hasta veya hasta

yakinlarindan olusan bireyler dahil edildi.

1. Grup: Kontrol grubu; rutin kontrol amaci ile poliklinige bagvurup herhangi bir
kronik hastalig1 olmayan veya hasta yakinlarindan olusan goniillii bireyler

2. Grup: Prediyabetik grup (preDM); yeni T2DM tanisi alan, ilag kullanmayan,

diyet ve egzersiz Onerilen goniillii bireyler
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3. Grup: Metformin grubu (Met); T2DM tanist alan ve Metformin tedavisi
uygulanacak goniillii bireyler

4. Grup: Metformin+ Insiilin grubu (Met+ins); T2DM tamsi alan, Metformin
tedavisi uygulanan fakat bu tedavi yeterli gelemeyip, metformin ile kombine olarak

Insiiline yeni baglanmis géniillii bireyler
3.3. Hastalarin Degerlendirilmesi
3.3.1. Kontrol Grubundaki Goéniilliilerin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

1. 20-65 yas aras1 kadin ve erkek bireyler

2. VKi’si 18-30 arasinda olan bireyler

3. Diabetes Mellitus hastaligi olmayan bireyler (HbAlc <% 5.7)
4. Alkol ve sigara kullanmayan bireyler

5. Statin grubu ilag kullanmayan bireyler
3.3.2. Hasta Grubundaki Goéniilliillerin Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

1. 20-65 yas arasi1 kadin ve erkek hastalar

2. VKI’si 18-30 arasinda olan hastalar

3. Diyabet siiresi 15 yili gegmeyen hastalar (HbAic > % 5.7)
4. Alkol ve sigara kullanmayan hastalar

5. Statin grubu ila¢ kullanmayan hastalar
3.4. Diyabet tanisi icin kullanilan kriterler

Tiirkiye Diyabet Vakfi'min 2017 yilinda ‘Diyabet Tam1 ve Tedavi Rehberi’nde

belirlenen karar sinirlar1 asagida belirtilmistir.

Karar sinirlar

< %5.7 (39 mmol/mol) Normal,

%5.7 - 6.4 (39 - 46 mmol/mol) Prediyabet,

> 9%6.5 (48 mmol/mol) Diyabet.

3.5. Laboratuvar ¢alismalar1 ve deneysel prosediirler

Calisma rutin tetkik ve tedavi islemleri sirasinda elde edilen materyallerle yapildi ve
ayrica kan alinmadi. Bu calismalar sirasinda hastalara hekimin uygun gordiig rutin

tedavi uygulanmis olup, ekstra ilag¢ verilmedi.
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Calisma gruplarindaki goniillii bireylerin, ¢alisma baslangicinda ve 6 ay sonra rutin
tetkik ve tedavi islemleri sirasinda elde edilen kanlariyla ¢alisma yapildi. Gas6, Axl ve
sAxl diizeyleri ELISA teknigiyle gore belirlendi. Calisma gruplarinda aglik kan glukozu
degerleri ve hastalarin glisemik durumunu daha iyi degerlendirebilmek i¢in HbA;c

degerlerine bakildi.
3.5.1. Gas6, Axl ve sAxI Analizi

Kontrol grubu ve hasta gruplarinda yer alan goniilliilerden alinan kan 6rnekleri 10-12
saatlik aclig1 takiben sabah, jel ayiraghh 13x100 mm’lik vakumlu tiiplere (Vacutainer
SST, Becton Dickinson) alindi. Kan o6rnekleri, 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra Eppendorf tiiplere almip, -80 'C’de ¢alisma giiniine kadar sakland.
Kitlerdeki standart ¢ozeltileri prosediire uygun sekilde diliie edilerek farkh
konsantrasyonlarda standartlar olusturuldu. 96’lik ELISA plag: iizerinde standart, kor ve

ornek kuyucuklari belirlendi.

Gas6 ELISA kiti (Katalog No: YLA1896HU, Biont), Axl ELISA kiti (Katalog No:
YLA3680HU Biont) ve sAxl ELISA kiti (Katalog No: YLA4070HU Biont)
kullanilarak, iiretici protokollerine uygun sekilde ELISA yontemi ile yapildi. Standart
cozeltilerin hazirlanmas: disindaki deney prosediiri Gas6, Axl ve sAxl i¢in ayni

basamaklarla ger¢eklestirildi.

Deney oOncesi serum Ornekleri ve tiim ¢ozeltiler oda sicakligina getirildi. Yikama
tamponu distile su kullanilarak seyreltildi. 96 kuyucuklu ELISA plagmin ilk 6
kuyucuguna standart ¢ozeltileri ve kor c¢ozeltisi ilave edildi. Her bir kuyucuga serum
ornegi eklendi, lizerine Biotin ¢ozeltisi ilave edildi. Numune ve standart eklenmis
kuyucuklara streptavidin HRP ¢ozeltisi eklendi. Plak 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan alinan plagm kuyucuklar1 5 defa yikama tamponu ile yikandi. Her bir
kuyucuga 6nce kromojen A ¢ozeltisi, daha sonra kromojen B ¢ozeltisi eklendi. Plak, 10
dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Her bir kuyucuga stop ¢ozeltisi eklendi ve 450

nm dalga boyunda absorbans1 6l¢iildii.

Human Gas6 ELISA kitinin 6l¢iim araligi: 0.5-200 ng/mL
Calisma i¢i: CV degeri <8%

Calismalar arasinda: CV degeri <10%

Sensitivitesi: 0.25 ng/mL
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Human AxIl ELISA kitinin 6lgiim araligi: 10-3000 ng/L

Calisma i¢i: CV degeri <8%

Calismalar arasinda CV degeri <10%

Sensitivitesi: 5.19 ng/L

Human sAx1 ELISA kitinin 6l¢tim araligi: 0.2-60 pg/mL

Calisma i¢i: CV degeri <€%

Calismalar arasinda: CV degeri <10 %

Sensitivitesi: 0.08 pg/mL

3.5.1.1. Serum Gas6 Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Standart stok soliisyonu (240 ng/ mL) kullanilarak 5 adet standart soliisyonu
hazirlandi.

Standart stok soliisyonundan 120 pL alinip, 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 5 numarali standart soliisyonu (120 ng/mL) hazirlandu.

5 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip, 120 pL standart dilient ile
seyreltilerek 4 numarali standart soliisyonu (60 ng/mL) hazirlandi.

4 numaral standart soliisyonundan 120 pL alinip, 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 3 numarali standart soliisyonu (30 ng/mL) hazirlandi.

3 numaral1 standart soliisyonundan 120 pL alinip, 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 2 numarali standart soliisyonu (15 ng/mL) hazirlandi.

2 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip, 120 uL standart diliient ile

seyreltilerek 1 numarali standart soliisyonu (7,5 ng/mL) hazirlandi.
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Gas6 Standart Grafigi
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Sekil 8. Serum Gas6 Standart Grafigi

3.5.1.2. Serum Axl Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Standart stok soliisyonu (4000 ng/ L) kullanilarak 5 adet standart soliisyonu
hazirlandi.

Standart stok soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 5 numarali standart soliisyonu (2000 ng/L) hazirlandu.

5 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 4 numarali1 standart soliisyonu (1000 ng/L) hazirlandu.

4 numarali standart soliisyonundan 120 pL almip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 3 numarali standart soliisyonu (500 ng/L) hazirlandi.

3 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 2 numarali standart soliisyonu (250 ng/L) hazirlandi.

2 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile

seyreltilerek 1 numarali standart soliisyonu (125 ng/L) hazirlandi.
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Axl Standart Grafigi
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Sekil 9. Serum Axl Standart Grafigi

3.5.1.3. Serum sAxl Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Standart stok sollisyonu (80 pg/ mL) kullanilarak 5 adet standart soliisyonu
hazirlandi.

Standart stok soliisyonundan 120 pL almip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 5 numarali standart soliisyonu (40 pg/mL) hazirlandi.

5 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 4 numaral1 standart soliisyonu (20 pg/mL) hazirlandi.

4 numarali standart soliisyonundan 120 pL almip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 3 numarali standart soliisyonu (10 pg/mL) hazirlandi.

3 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile
seyreltilerek 2 numarali standart soliisyonu (5 pg/mL) hazirlandu.

2 numarali standart soliisyonundan 120 pL alinip 120 pL standart diliient ile

seyreltilerek 1 numarali standart soliisyonu (2.5 pg/mL) hazirlandi.
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sAxl Standart Grafigi
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Sekil 10. Serum sAxI Standart Grafigi

3.6. istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler, IBM SPSS Statistics® 21.0 ve MS-Excel® 2010
kullanilarak istatistiksel analizler gergeklestirildi. Kategorik degiskenler i¢in Pearson'in
Ki-kare testi kullanildi. Sayisal degiskenler, normallik dagilimi Kolmogorov-Smirnov
testi ile kontrol edildikten sonra, bagimli ve bagimsiz drneklemler i¢in uygun olan
(Wilcoxon testi, Kruskal-Wallis H testi veya Mann-Whitney U testi) testlerle
karsilastirildi. Sonuglar ortanca (geyrekler arasi genislik) olarak verildi. iki tarafli p
degerleri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Kruskal-Wallis H ve ki-kare
testlerinden sonra gerekli olan durumlarda post-hoc analiz i¢in p degerinde Bonferonni

diizeltmesi yapildu.



4. BULGULAR

4.1.T2DM’li Gruplarin ve Kontrol Grubunun Demografik Bilgileri

Calismamizda yer alan gruplara ait demografik bilgiler (yas, cinsiyet, viicut kitle

indeksi) Tablo 2°de sunulmustur. Kontrol grubu ve diger gruplardaki kisiler yas ve

cinsiyet bakimindan 6zdesti (Sirastyla p=0.245, p=0.362). Ayrica viicut kiitle indeksi

(VK1) verileri gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gostermedi (p=0.132).

Tablo 2: Calisma gruplarina ait bazi temel bilgiler

Kontrol ~ PreDM Met Met+ins
p-degeri
(n: 21) (n: 22) (n:24) (n:25)
Cinsiyet Hasta sayisi
10/11 8/14 8/16 14/11 0.362
(E/K)
Yas (Yil) Ortanca(CAG) | 49 (10)  53(13) 54(12) 53(18)  0.245
VKIi (kg/m°) |Ortanca(CAG) | 26.1(5.0) 28.3(55) 28.7(55) 26.7(3.8) 0.132

CAG: Ceyrekler aras1 genislik, PreDM: Prediabetik grubu, Met: Metformin grubu, Met+ins:
Metformin+insiilin grubu, E: Erkek K: Kadm VKI: Viicut kitle indeksi. Veriler ortanca (CAG)

olarak verildi. Kruskal-Wallis H ve Pearson ki-kare testleri kullanild1.

4.2.Cahisma Gruplarina Ait Gas6, Axl, sAxl Parametrelerinin 0. ay ve 6. ay

Degerlerinin Karsilastirilmasi

Calisma gruplarina ait Gas6, Axl, sAxl parametrelerinin 0. ay ve 6. ay degerlerinin

karsilastirilmast Tablo 3’te verilmistir. Buna gore ila¢ tedavisi olmayan (Kontrol grubu

ve PreDM grubu) gruplarda Gas6, Axl, sAxI’nin ortalama siralama puanlarinda

istatistiksel olarak anlamli degisim goriilmedi. Ancak T2DM tanis1 almig, diyet ve

egzersiz yeterli olmayip tedaviye metformin eklenen Met grubunda ve metformin

tedavisi yeterli gelmeyip insiilin eklenen Met+ins grubunda Gas6 ve Axl degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli diisiis tespit edilirken; sAx] degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli degisim goriilmedi.
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Calisma gruplarina ait 0. ve 6. aylarda arastirilan parametreler (Gas6, Axl, sAxl)
degerlendirildiginde; gruplar arasinda 0. ayda anlamli bir farklilik goriilmedi. 6. ayda
gruplar arasinda Gas6 ve sAxl parametrelerinde anlamli bir farklilik goriilmezken

sadece Axl degerinde anlamli olarak azalma goriildii.

Tablo 3. Gas6, Axl, sAxl parametrelerinin 0. ay ve 6. aya ait karsilagtirilmasi

Gruplar | Parametreler 0. ay 6.ay p-degeri
Gas6 (ng/mL) 10,854 (15) 9,164 (17) 0.547
Kontrol
(1=13) AxI (ng/mL) 145,139 (207) 160,033 (429) 0.916
n=
sAXxI (pg/mL) 3,056 (4) 3,773 (14) 0.109
Gas6 (ng/mL) 10,598 (7) 9,558 (8) 0.137
PreDM
(n=15) Axl (ng/mL) 162,777 (99) 167,611 (117) 0.380
n=
sAXxI (pg/mL) 4,018 (3) 4,226 (3) 0.581
M Gas6 (ng/mL) 10,786 (5) 7,476 (3) 0.028
et
(1=12) Axl (ng/mL) 147,74 (88) 107,571 (53) 0.003
n=
sAXxI (pg/mL) 3,249 (2) 3,129 (1) 0.424
. Gas6 (ng/mL) 10,675 (2) 8,143 (2) 0.009
Met+Ins
(1=13) AxI (ng/mL) 170,206 (49) 95,003 (43) 0.005
n=
sAXxI (pg/mL) 2,910 (1) 2,592 (1) 0.382
Gas6 (ng/mL) 0.823 0.107 -
p-degeri | Axl (ng/mL) 0.360 0.001°%¢ -
sAXxI (pg/mL) 0.222 0.240 -

CAG: Ceyrekler arasi genislik, PreDM: Prediabetik grubu, Met: Metformin grubu,
Met+ins: Metformin+insiilin grubu Gas6: Growth Arrest Spesifik Protein 6; Axl: AxI;
sAXI: Solubl Axl

Satir karsilastirmalarinda Wilcoxon testi, siitun karsillastirmalarinda Kruskal-Wallis H
testi kullanildi. Kruskal-Wallis H testi sonrasi post-hoc analiz Mann-Whitney U testi ile
yapildi ve Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Anlaml1 sonuglar kalin yazildi.

a: Kontrol grubu ile PreDM grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

b: Kontrol grubu ile Met grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

c: Kontrol grubu ile Met + Ins grubu arasindaki fark icin p <0.05

d: PreDM grubu ile Met grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

e: PreDM grubu ile Met+ins grubu arasindaki fark icin p <0.05

f: Met grubu ile Met+Ins grubu arasindaki fark igin p <0.05
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Grafik 3. Calisma gruplara ait sAxl degerlerinin 0. ay ve 6. ay karsilastirmasi
“Boxplot” grafigi.

4.3.Achik Kan Glukozu ve HbAlc Parametrelerinin 0. ay ve 6. aya Ait Gruplar

Arasi Karsilastirilmasi

Caligsma gruplarma ait 0. ay ve 6. ay aglik kan glukozunun (AKG) gruplar arasindaki
karsilastirilmas1 Tablo 4’te verilmistir. Buna gére Met ve Met+ins gruplarmin 0. ay ve
6. aydaki AKG diizeyleri; kontrol grubu ve PreDM grubunun 0. ay ve 6. aylardaki AKG
degerlerine gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edildi. Ancak 6. ay AKG

diizeyleri ise PreDM ve Met gruplari arasindaki farkin anlamsizlastigi tespit edildi.

Caligsma gruplarinin 0. ay HbAlc diizeyleri karsilastirildiginda; kontrol grubu ile diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunurken; 6. ay HbAlc diizeyleri

incelendiginde ise; Met ve Met+ins gruplar arasindaki farkin anlamsizlastii tespit
edildi.
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Tablo 4. A¢lik Kan Glukozu ve HbAlc parametrelerinin 0. ay ve 6. ay gruplar arasi
karsilastirilmast

Ortanca (CAG)
Kontrol PreDM Met Met+ins p-degeri
(n:21) (n:22) (n: 24) (n: 25)
Aclhik glukozu (mg/dL
ce (mg/dL) 93(13) 98(15) 129(39) 226 (141) <0.001°%¢®
(0. ay)
Aclik glukozu (mg/dL) b
95(12) 102 (14) 113(31) 137(169) <0.001>°°
(6. ay)
HbA1c (%) (0. ay) 54(04) 59(0.1) 7.2(11) 10.0(2.8) <0.001*"°%
HbA1c (%) (6. ay) 5.4 (0.4) 6.0(0.2) 65(0.7) 8.0(2.0) <0.001*"¢¢

CAG: Ceyrekler aras1 genislik, PreDM: Prediabetik grubu Met: Metformin grubu Met+ins:
Metformin+insiilin grubu

Veriler ortanca (CAG) olarak ifade edildi. Coklu grup karsilagtirmasinda Kruskal-Wallis H testi ve
post-hoc analiz igin Mann-Whitney U testi kullanildi. Kruskal-Wallis H testi sonrast post-hoc
analizde Bonferroni diizeltmesi uygulandi. Anlamli sonuglar kalin yazildi.

a: Kontrol grubu ile PreDM grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

b: Kontrol grubu ile Met grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

c: Kontrol grubu ile Met + Ins grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

d: PreDM grubu ile Met grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

e: PreDM grubu ile Met+ins grubu arasindaki fark i¢in p <0.05

f: Met grubu ile Met+ins grubu arasindaki fark icin p <0.05

4.4.Achik Kan Glukozu ve HbAlc diizeylerinin 0. ay ve 6. ay es diizeyli Gas6, Axl

ve sAxI parametreleri ile korelasyonu

Caligsma gruplarinda ait AKG ve HbAlc degerlerinde 6zellikle ilag kullanan gruplarda
(Met grubu ve Met+Ins grubu) anlamli olarak azalma goriildii. Ayrica Gas6 ve Axl
degerlerinde de azalma goriildii. Fakat ¢alisma gruplarina ait 0. ay ve 6. ay AKG ve
HbAIc diizeylerinin es diizeyli Gas6, Axl ve sAxl parametreleri ile anlaml1 korelasyon

gostermedigi tespit edildi (Tablo 5).
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Tablo 5. A¢lik Kan Glukoz ve HbA ¢ diizeylerinin 0. ay ve 6. ay es diizeyli Gas6, Axl

ve sAxI parametreleri ile korelasyonu

Grup Gas6b AxI sAXI
n r p-degeri r p-degeri r p-degeri
AKG |Met+inst 25 0.140 0.078 -0.095 0.650 0.275 0.183
(0. ay)
HbAlc |Met+inst 25 0.291 0.158 -0.308 0.134 -0.013  0.950
(0. ay)
Kontrol 13 0.359 0.228  0.337 0.260 0.519 0.069
AKG |PreDM 15 | -0414 0125 -0.293 0.289 0.104 0.703
(6. ay) |Met 12 0.224 0.484  0.056 0.863 0.392 0.208
Met+ins 13 | -0.527  0.064 -0.253 0.405 0.138 0.654
Kontrol 13 | -0.210 0.491 -0.285 0.345 -0.229  0.451
HbAlc |PreDM 15 0.114 0.687 -0.234 0.400 -0.279  0.314
(6. ay) |Met 12 | -0.359  0.252 -0.085 0.794 0.317 0.316
Met+ins 13 | -0.352 0.239 -0.357 0.231 -0.146  0.635

CAG: Ceyrekler aras1 genislik, PreDM: Prediabetik grubu Met:

Metformin grubu

Met+ins: Metformin+insiilin grubu Gas6: Growth Arrest Spesifik Protein 6; Axl: Axl;
sAXxI: Solubl AxI

7 Dikkat: 0. ayda, Met + Ins grubuna dahil olan hastalar kan analizi sirasinda sadece

metformin kullantyordu.

Spearman’s rho korelasyon analizi uygulandi.

4.5.Gas6, Axl ve sAxl Parametrelerinin Antidiabetik fla¢ Kullanma Durumuna

Gore Es Diizeyli Korelasyonlar:

Calisma gruplarina ait Gas6, Axl ve sAxl parametrelerinin antidiabetik ila¢ kullanma

durumuna gore es diizeyli korelasyonlar: Tablo 6’da verilmistir. Ilag kullanmayan

gruplar incelendiginde Gas6 ile Axl arasinda ileri derecede anlamli yiiksek diizeyde

pozitif korelasyon saptanirken; sAxl ile orta diizeyde istatistiksel olarak anlaml1 pozitif

korelasyon tespit edildi (r: 0.725, p<0.001; r: 0.541, p<0.001; sirasiyla). Axl ve sAxl

arasinda da orta diizeyde pozitif korelasyon oldugu tespit edildi (r:0.597, p<0.001). 6 ay

boyunca metformin kullanan Met grubunda Gas6 ile Axl arasinda anlamli orta diizeyde
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pozitif korelasyon tespit edilirken (r:0.664, p<0.05); metformine kombine olarak Insiilin
kullanan Met+ins grubunda Axl ve sAxl arasinda anlamli orta diizeyde pozitif
korelasyon tespit edildi (r:0.587, p<0.05).

Tablo 6. Gas6, Axl ve sAxl parametrelerinin antidiabetik ila¢ kullanma durumuna goére
es diizeyli korelasyonlari

Gruplar AxI sAxI
n R p-degeri r p-degeri

0. ay (ilagsiz Gas6b 67 0.725 <0.001 0.541 <0.001
gruplar)t AxI - - 0.597 <0.001
0. ay (Met+ins Gas6b o 0.208 0.319 0.170 0.416
grubu)i AxI - - 0.370 0.069
6. ay (Met grubu)i Gasb 1 0.664 0.018 0.371 0.236

AxI - - 0.587 0.045
6. ay Met+Ins grubuT |Gas6 e 0.385 0.194 -0.281 0.353

AxI - - -0.437 0.135

CAG: Ceyrekler aras1 genislik, Met: Metformin grubu Met+ins: Metformin+insiilin grubu
Gas6: Growth Arrest Spesifik Protein 6; Axl: Axl; sAxl: Soluble AxI

tKontrol, prediabetik, Met grubuna dahil edilen hastalar 0. ayda herhangi bir antidiabetik ajan
kullanmiyordu.

I Met + Ins grubundaki hastalar 0. ayda ve Met grubundaki hastalar ise 6. ayda kan analizi
sirasinda sadece metformin kullaniyordu.

T6. ayda Met + Ins grubundaki hastalar ise metformine ek olarak 6 aydir insulin tedavisi
kullantyordu.

Spearman’s rho korelasyon analizi uygulandi. Anlamli sonuglar kalin yazildi.




5.TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, T2DM’li hastalarda kullanilan Metformin ve Metformin ile kombine
olarak kullanilan Insiilin’in Gas6, Axl ve sAxl diizeyleri iizerine etkileri arastirilmstir.
Literatlir calismalar1 incelendiginde Metforminin Gas6/Ax] yolagi iizerine etkisini
arastiran ¢aligmalar genellikle in vitro olarak gerceklestirildigi gorilmiistir.
Yaptigimiz bu c¢alisma klinik olarak yapilan ilk c¢aligmalardandir. Bu c¢alismada
metformin tedavisi alan T2DM’li hastalarda Gas6 ve Axl diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli azalma oldugu tespit edildi.

Diabetes mellituslu hastalar, kansere yatkinlik agisindan yiliksek risk altindadir.
T2DM'deki insiilin direnci ve hiperinsiilineminin, dogrudan veya dolayl olarak malign
dontisimii tesvik ettigi ileri siriilmiistiir (Joshi ve ark., 2015; Morales ve Morris,
2015).

Metformin, T2DM tedavisi i¢in yaygin kullanilan farmakolojik bir ajandir. T2DM'li
hastalarda metformin kullaniminin kanser riskini azalttigin1 gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (Currie ve ark., 2009; DeCensi ve ark., 2010; Kim ve ark., 2018; Morales ve
Morris, 2015).

Diyabetli hastalarda metformin kullanim1 kan glukozunu diizenlerken; basta pankreas
kanseri olmak tiizere, karaciger, akciger, kolorektal ve meme kanseri olgularinda kanser
riskini azalttigin1 gosteren epidemiyolojik calismalar mevcuttur (Gandini ve ark., 2014;
Kim ve ark., 2018; Morales ve Morris, 2015).

Axl, biyolojik siireclerdeki ve tiimor olusumundaki rolii nedeniyle yeni bir biyobelirteg
olarak ortaya ¢cikmistir. Gas6, yliksek baglanma afinitesi ile Axl i¢in bir ligand gorevi
goriir. Gas6, K vitaminine baglanan bir proteindir ve TAM ailesinin reseptor tirozin

kinazlar ile etkilesime girer (Hafizi, 2006).

Gas6/AxI sistemi ¢ok sayida hiicre tipinde eksprese edilir ve bu sistemin farkli iglevleri

vardir; hiicrenin hayatta kalmasi ve proliferasyonu, hiicre adezyonu ve migrasyonu,
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homeostaz ve inflamatuar sitokin saliniminin diizenlenmesine katkida bulunur ve AxI
kanser tedavisinde potansiyel bir hedef haline getirir.(Linger ve ark., 2008);(Nagata ve
ark., 1996)

Gas6/AxI sisteminin enflamasyon, homeostaz, otoimmiin hastalik, sinir sistemi, {ireme
sistemi, vaskiiler sistemler ilizerinde ve kanserde onemli rol oynadigi gosterilmistir

(Gjerdrum ve ark., 2010).

Yapilan galigsmalar, Gas6/TAM sinyal yolagmin T2DM ile iliskili kardiyovaskiiler
hastaliklar, bobrek disfonksiyonu, ampiitasyonlar, sinir hasari, erektil disfonksiyon
gibi komplikasyonlar i¢in patolojik mekanizmalarda rol oynadigini géstermistir (Hafizi
ve Dahlbéck, 2006; Currie ve ark., 2009).

Hung ve ark’lari, T2DM’1i hastalarda plazma Gas6 konsantrasyonu ile degisen glukoz
toleransi Ve insiilin duyarlih@: arasindaki iligkiyi incelemistir. Yaptiklar1 bu galisma,
normal glukoz toleransi (NGT), bozulmus glukoz toleransi1 (IGT) ve T2DM’li olan
yetiskin hastalardan olugsmaktadir. Calismanin sonucunda T2DM’li hastalarin NGT'li
hastalara kiyasla 6nemli dlciide diisiik plazma Gas6 konsantrasyonlarina sahip oldugu
gozlemlenmistir. Elde ettikleri verilere gore plazma Gas6 / TAM sinyalinin T2DM i¢in
onemli bir risk faktorii oldugunu ve Gas6'nin bozulmus glukoz metabolizmasi ve
insiilin direnci i¢in potansiyel bir belirte¢ olarak diisiiniilebilecegini belirtmislerdir

(Hung ve ark., 2010).

Lee ve ark’lari, NGT’li, IGT’li ve T2DM’li bireylerde Gas6é gen polimorfizmi
(c.834+7G>A) ile T2DM patogenezi arasindaki iligskiyi incelemislerdir. Caligma
grubundaki bireyleri ayrica AA, GA ve GG gibi Gas6 genotiplerine gore farkli alt
gruplara ayirmislardir. Yaptiklari ¢alisma sonucunda; AA genotipli deneklerin, GG
genotipli deneklere kiyasla daha yiiksek Gas6 seviyelerine ve daha diisiik glukoz,
HbAlc, HOMA-IR ve trigliserit seviyelerine sahip oldugunu gostermislerdir. Gas6
€.834+7G>A polimorfizminin AA genotipinin T2DM'ye karsi koruyucu bir rolii
olabilecegini bildirmislerdir (Lee ve ark., 2012).

Nagai ve ark., Gas6'nin yiiksek glukoz ile indiiklenebildigini, Akt / mTOR yolaginin,
Gas6 aracili mezanjiyal ve glomeriiler hipertrofide anahtar bir sinyal kaskad1 oldugunu
ve diyabetik nefropatinin gelisiminde Gas6/AxI ve Akt / mTOR yolunun énemli roliinii
ortaya koymuslardir (Nagai ve ark., 2005).
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Yuan ve ark, yiksek glukozun Axl ekspresyonunu disirdiigiinii ve asir1 Axl
ekspresyonunun azalmis anjiyogenez Ve yiliksek glukoz konsantrasyonu altinda
hipoksiye yamit olarak PI3K/Akt/mTOR / p70S6K sinyal yolu araciligiyla HIF - la

ekspresyonunu indiikledigini ileri siirmiislerdir (Pei-Yuan ve ark., 2019).

Hsiao ve ark., asint kilolu ve obez ergenlerde yaglanma ve insiilin direncinin
gelismesinde, dolasimdaki Gas6 ve ¢Oziinlir Axl''n (sAxl) islevini incelemislerdir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda; asir1 kilolu ve obez ergenlerde dolasimdaki Gas6 ve
sAxl diizeylerinin zayif gruba gore anlamli olarak daha yiliksek oldugunu

gostermislerdir (Hsiao ve ark., 2013).

Lee ark. yaptiklar1 diger bir galismada; mikro vaskiiler endotel hiicrelerinde (HMEC-1),
degisen glukoz konsantrasyonlariin Gas6/Ax]l sinyali iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. HMEC-1 hiicrelerinde AxI reseptdriiniin asir1 ekspresyonunun, endotel
disfonksiyonunda ve vaskiiler hiicrelerde 6nemli rol oynayan VEGF ve VEGFR2 gibi
cesitli sinyal molekiillerinin yiiksek glukoz ile indiiklenen Gas6 /AxI/Akt bagiml
aktivitesini arttigini1 bildirmislerdir (Lee ve ark., 2016).

Cavet ve ark. vaskiiler diiz kas hiicrelerinde, degisen glukoz konsantrasyonunun
Gas6/Axl] sinyali tizerinde dnemli bir etkisinin oldugunu gostermislerdir. Diistik glukoz
seviyeleri ile Gas6/AxI’m uyarildigi, kaspaz 3 ekspresyonunun azaldigi,
PI3K/Akt/mTOR yolu etkinlestirilir, bu yolla Gas6/AxI'm anti-apoptotik etki
gostererek hiicre canliliginda artis1 bildirmislerdir (Cavet ve ark., 2008).

Axelrod ve Pienta, AxI’1n, immiin Sistem yanitinda ve kanserde kritik bir rol oynadigini;
AxI’1n genellikle normal dokuya kiyasla hastalik durumunda daha yiiksek seviyelerde
eksprese edildigini, dolayisiyla reseptér ig¢in onkojenik bir roliiniin oldugunu ileri

stirmiiglerdir (Axelrod ve Pienta, 2014).

Yapilan ¢aligmalarda, metforminin mide, 6zefagus, karaciger, prostat, meme ve kolon
kanseri hiicrelerinde mitojenik sinyali baskilayarak proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (Anisimov ve ark., 2010; Fujihara ve ark., 2015; Kato ve ark., 2012;
Kobayashi ve ark., 2013; Miyoshi ve ark., 2014).

Metformin, mammalian target of rapamycin’i (mTOR) inhibe ederek antikanser
aktiviteye sahip oldugu bilinen bir anti-diyabetik ilactir; ancak diger molekiiler

mekanizmalara da dahil olabilir. Glukoz metabolizmas: iizerindeki birincil etkiye ek
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olarak, ¢esitli kanserlerde hiicre proliferasyonu ve tiimor biiylimesi iizerinde antikanser

etkilerinin olabilecegi bildirilmistir (Gotlieb ve ark., 2008).

Metforminin antikanser mekanizmalari, protein sentezi ve hiicre proliferasyonunda
onemli bir rol oynayan rapamisin kompleks I (mTORCI1) aktivitesinin inhibisyonu ile
sonuglanan, AMP ile aktive edilmis protein kinaz1 (AMPK) aktive etme kabiliyetinden
dolay1 olabilecegi bildirilmistir (Xiang ve ark., 2004). Metforminin ayrica, AMPK'dan
bagimsiz olarak mTORCI1'i dogrudan inhibe ettigi ve antiapoptotik sinyallere aracilik
eden epidermal bliylime faktorii reseptoriinii (EGFR) ve Akt / mitojen aktiflestirilmis
protein kinazi (MAPK) hedefledigi bildirilmistr.

Dowling ve ark., metforminin, hiicresel biiyiime ve proliferasyonun ana diizenleyicisi
olan mTOR araciligiyla, translasyonun baslama adimini inhibe ettigini géstermislerdir.
Ayrica, mTOR'u diizenleyen fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) / Akt sinyal yolaginin,
¢ok sayida kanser tiirtinde asir1 aktive oldugu, bu da mTOR aktivitesinde bir artisa yol
acarak biiylime icin gerekli proteinlerin mRNA’smmin artmasina Ve hiicresel
proliferasyonun artmasina neden oldugu bildirilmistir. Metformin aracii AMPK
aktivasyonunun mTOR inhibisyonuna ve translasyonun baslamasinda azalmaya yol
actigimi ve boylece kanser hiicresinin biiylimesinin inhibisyonunda metforminin olasi

bir etki mekanizmasinin oldugunu bildirmislerdir (Dowling ve ark., 2007).

Zakikhani ve ark., metforminin meme kanseri hiicreleri icin AMP kinaza bagli biiyiime

inhibitori oldugunu bildirmislerdir (Zakikhani ve ark., 2006).

Xiang ve ark., prostat kanseri hiicrelerinde AMPK’nin aktive edildigini ve de novo yag
asidi sentezini diizenleyen mTOR'un inhibe edilerek prostat kanseri hiicrelerinin

biiylimesinin engellenebilecegini bildirmislerdir (Xiang ve ark., 2004).

Ota ve ark., metforminin kismen Axl aktivitesini azaltarak I6semi hiicrelerinin
biliylimesini inhibe ettigini; bir Axl inhibitrii olan TP-0903"in biiylimeyi baskilayici
etkisini artirdigini; doksorubisin tarafindan indiiklenen Axl/Akt/mTor sinyal yolunu
bloke ettigini bildirmiglerdir. Losemi hiicrelerine sahip hastalarda Axl ve diger TAM
proteinlerinin yani sira aktive mTOR i¢in metforminin, klinik bir potansiyele sahip
oldugunu ve Axl eksprese eden 16semi hiicrelerine sahip hastalarda yardimci olarak

kullanilabilecegini 6nermislerdir (Ota ve ark., 2009).

Kim ve ark., metforminin Axl ve Tyro3 ekspresyonu, ardindan Erk ve STAT3
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aktivasyonu iizerinde inhibe edici etkilere sahip oldugunu ve bunun hem parental hem
de kemoterapiye direngli over kanseri hiicrelerinde antiproliferatif aktivitesi ile
sonuglandigini gostermislerdir. Axl ve Tyro3 ve / veya bunlarin aktivasyonunun
azalmastyla, over kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu ve kemorezistansini kontrol
etmek i¢in metforminin terapotik hedeflerinden biri oldugunu bildirmislerdir(Kim ve
Lee 2015).

Calismamizda; metformin tedavisi almayan (Kontrol grubu ve PreDM grubu)
gruplarda serum Gas6, Axl, sAx1 degerlerinde 0. ay degerlerine gore 6. ay degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir degisim goriilmedi. Ancak Met grubunda ve Met+ins
grubunda serum Gas6 ve Axl degerlerinde 0. ay degerlerine gore 6. ay degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli diisiis tespit edildi. Bu sonuca gore metformin kullanimi
Gas6/Axl seviyelerini diisiiriirken, Insiilin kullanimiyla bu etkinin siirdiigii

goriilmektedir.

sAxl, Gas6'y1 baglayan; AxI sinyalini ve Gas6'nin neden oldugu mitojenik etkileri
ortadan kaldiran bir "tuzak reseptorii" olarak islev goriir. Calismamizda serum sAxl
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli degisim goriilmedi. Bunun nedeni Gas6, tuzak
reseptorli olarak gorev yapan sAxl’a benzer diizeylerde baglanmasiyla gerceklesmis
olabilir. Buna bagli olarak gruplar arasi parametrelerin degerlendirilmesinde sadece
Axl diizeylerinde anlamli olarak farkliligin nedeni Gas6’nin sAxl’a baglanmasindan

kaynaklanmis olabilir.

RTK!'lerin TAM ailesinin, Tyro3, Axl ve Mer'in, hiicre hayatta kalmasi, proliferasyonu,
apoptozis ve adezyonda kritik roller oynadig bildirilmistir. Bu RTK'lerin ve bunlarin
Gas6 dahil ligandlarinin diizensizlii bir¢ok kanser tiirlinde gosterilmistir. Klinik
olarak, Gas6 ve TAM ekspresyonu kotii prognozu ongoriir. Bu bulgular, Gas6 hedefli

tedavilerin gelistirilmesinde 6nem kazanmaktadir.

Gilintimiizde gittik¢e artan diyabetik olgular ve bu olgularda goriilen kanser siklig1 goz

oniine alindiginda metformin kullaniminin 6nemli oldugu gosterilmistir.

Calismamizin Gas6/Ax] hedeflenerek gelistirilecek antikor, siRNA, miRNA, aptamer
veya farmakolojik ajan gibi terdpatik yaklagimlara faydali olacagini diisiinmekteyiz.

PI3K / Akt / mTOR sinyal yolu, antikanser tedavileri i¢in ana hedeftir.

AMPK aktivasyonu ve mTOR inhibisyonu yoluyla translasyonun inhibisyonu,
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metformin ve potansiyel olarak diger AMPK aktivatorleri tarafindan kanser hiicresi
biiylimesinin azaltilmasina yonelik bir hedef mekanizmayi temsil eder. Ayrica Gas/Axl
etkilesimiyle PI3K-Akt sinyal yolu tizerinden proapoptik protein olan Bad ve kaspaz
3'lin inhibe oldugunda apoptoz da inhibe olur. Metformin kullanimiyla diyabet
hastalarinda Gas6 ve Axl seviyelerindeki azalmayla Gas6/Ax] etkilesimi azalir ve bu

yolun inhibisyonuyla apoptoz sinyalinin aktive olacagini diistinmekteyiz.

Calismamizda serum Gas6 diizeylerini etkileyebilecek durumlar géz oniine alindiginda
gruplar; cinsiyet, yas ve BMI bakimindan 6zdesti. Ayrica T2DM disinda kronik
hastalig1 olan, sigara ve alkol kullanan T2DM’li hastalar ¢aligmaya dahil edilmedi. Bu

durum da 6rneklem sayisinin az olmasina sebep oldu.

Gruplarin kendi iginde Met ve Met+ins grubunda ilag kullanimina bagl olarak Gas6 ve
Axl diizeylerinin azaldigr goriildii. Fakat gruplar arasinda sadece Axl diizeyleri
arasinda bir azalma goriilmesi Orneklem sayisinin az olmasindan ve o6rneklem
grubumuzun bireysel farkliliklarindan (AA, AG, GG polimorfizmi) kaynaklanmig

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Calismamizda, T2DM’li hastalarda metformin kullanimiyla glukoz intoleransi ve
Gas6/Ax] yolaginda meydana gelen/gelebilecek degisikliklerin olast mekanizmalari
aciklanmaya calisilmistir. Calismamiz sonucunda metformin kullanimiyla kan glukoz
seviyeleri diizenlenirken; Gas6/Axl yolaginin inhibe oldugu goriilmistiir. Ayrica
metformin, insiilin direnci, hipertansiyon, hiperlipidemiyi diizenlerken; Gas6/AxI1
yolag1 tizerine olan inhibe edici etkisi ile metforminin pleiotropik etkilerine yenisinin
eklendigini diisiinmekteyiz. Buldugumuz sonuglara dayanarak T2DM’li kisilerde
goriilen ya da goriilebilecek kanser olgularinin azaltmasinda ve daha iyi bir prognoz

icin metformin kullaniminin etkili olabilecegini diistinmekteyiz.

Yapmis oldugumuz ¢alismanin gelecekte yapilacak in vivo c¢alisma ve Klinik
aragtirmalar ile Gas6/Axl yolagini hedefleyen yeni tedavi yontemleri arastirmalarina
151k tutacagi kanaatindeyiz. Gelecekteki g¢alismalar, kanser, metabolik hastaliklar,
norodejenerasyon Ve yasa bagli hastaliklarin tedavisinde metformin igeren

kombinasyon terapilerinin faydasini aragtirmalidir.

Gelecekteki terapotik stratejilerin gelistirilmesi ayrica metforminin AMPK'yi aktive
edip etmedigini ve hiicresel ATP seviyesi araciligiyla mTORC1'i inhibe edip etmedigini

veya hiicresel enerji durumundan bagimsiz olarak ve her iki mekanizmanin farkli hiicre
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tiplerinde bir arada bulunup bulunmadiginin aydinlatilmasindaki ilerlemeye bagl
olacaktir. Bu ¢abalar, mitokondriyal olarak hedeflenmis versiyonlar da dahil olmak
tizere yeni, daha verimli ve spesifik metformin analoglarinin gelistirilmesisi ile

kolaylastirilacaktir.
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