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VKi : Viicut kitle indeksine

WBC : Beyaz kan hiicresi
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OZET

GESTASYONEL DIiYABETTE MIiTOKONDRIYAL DiSFONKSiYONUN
ARASTIRILMASI

Kola¢ U.K. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2021.

Amac: Calismada ilk olarak gestasyonel diyabetli (GDM) kadinlarin plasentalarinda,
flizyon belirteglerinin ve mitokondriyal katlanmamig protein cevabindan (mtUPR) sorumlu
belirteglerin ekspresyonlarinin, saglikli plasentalar (kontrol) ve dogumdan 6nce diyabete
sahip (Pre-DM) kadinlarin plasentalar: ile karsilastirilmasi amacglandi. Daha sonra yiiksek
glukoz ortamindaki plasenta trofoblast hiicrelerinde fisyonun kimyasal olarak
inhibisyonunun,  mitokondri  fonksiyonlarina, apoptoza, otofajiye, inflamazom

ekspresyonlarina Ve insiilin sinyallemesi tizerine etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Ik asamada, kontrol (n=17), GDM (n=20) ve Pre-DM (n=10)
gruplarindaki plasentalarda fiizyon dinamikleri ve mitokondriyal biyogenezde gorevli
MRNA ekspresyonlar1 gPCR ile karsilastirildi. Sonra bu gruplarda viicut Kitle indekslerine
gore bir alt gruplandirma yapilarak gruplar “obez ve zayif” olarak tekrar ayrildi. Bu
gruplarda yine fiizyon dinamikleri ve mitokondriyal biyogenezde gorevli mRNA
ekspresyonlart qPCR ile saptandi. Ardindan fiizyon belirtegleri ile mtUPR’ de gorevli
protein ekspresyonlar1 western blot ile tespit edildi. ikinci asamada trofoblast hiicreleri
normal (5mM) ve yiiksek glukoz (25mM) ortaminda 24 saat ve 48 saat kiiltiire edildi. Bu
uygulamada hiicrelerdeki fisyon ve fiizyon belirtegleri western blot ile saptandi. Ardindan
hiicrelere fisyon inhibitorleri mdivi-1, dynasore ve P-110 iki farkli dozda uygulanarak
fisyonun inhibe edilmesi saglandi. Fisyon inhibisyonuyla birlikte insiilin sinyali ve otofaji
yolunda goriilen degisiklikler western blot ile saptandi. Daha sonra gPCR ile fiizyon
belirtegleri, mitokondriyal antioksidan enzim kapasiteleri, otofajide, apoptozda ve mtUPR’

de gorevli mRNA ekspresyonlar1 ile inflamazom mRNA ekspresyonlar: tespit edildi.
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Akabinde hiicrelere canlilik testi uygulandi. Son olarak akis sitometrisiyle mitokondri

potansiyeli ve hiicredeki reaktif oksijen tiirevleri (ROS) durumlar1 belirlendi.

Bulgular: Ilk kissmda GDM ve Pre-DM gruplarida kontrol grubuna kiyasla fiizyon
belirteglerinde anlamli bir azalma tespit edildi. Obez ve zayif olarak ayrilan alt gruplarda
obezitenin flizyon lizerine etkisi vardi. Fakat hastalar obez olsun ya da olmasin diyabet,
mitokondri fiizyonunun, mitokondri biyogenezinin ve mtUPR cevabinin azalmasina neden
oldu. Ikinci kistmda yiiksek glukoz ortaminda trofoblast hiicrelerinde fisyon anlamli olarak
artarken fiizyon azaldi. Bu artis inhibitorlerle bloke edildiginde insiilin sinyalinde bir
diizelme saptandi. Ayrica mitokondriyal fisyonun engellenmesi ROS’ un anlamli derecede
azalmasii ve mitokondriyal antioksidan enzim mRNA ekspresyonlarinin artmasini sagladi.
mtUPR’ de gorevli protein ekspresyonlar: fisyonun inhibe edilmesine yanit olarak anlamli
derecede azaldi. Dahasi fisyon inbisiyonu hiicrelerde apoptozun oniine gegilmesine katkida
bulunurken, inflamazom MRNA ekspresyonlarini anlamli derecede azaltti. Son olarak
yiiksek glukoz nedeniyle diisen mitokondri potansiyeli, fisyonun inhibisyonuyla anlamli

derecede artti.

Sonu¢: GDM ve Pre-DM plasentada mitokondri fiizyonunda ve biyogenezinde bir azalmaya
yol agmaktadir. Obezite bu azalmaya katkida bulunurken diyabet etkeni bu azalmanin ana
nedenidir. Benzer sekilde fiizyon ve mtUPR protein seviyeleri GDM ve Pre-DM
plasentalarinda azalmistir. Trofoblast hiicrelerinde fisyonun inhibe edilmesini saglayan
kimyasallar, hamilelikte goriilen diyabet tablolarinda potansiyel terapotikler olarak; basta
mitokondri fonksiyonunda iyilesmeye olanak saglamis, insiilin sinyalini diizenlemis,

apoptozun, otofajinin ve inflamazom ekspresyonlarinin oniine gegilmesini saglamistir.

Anahtar kelimeler: Gestasyonel Diyabet, Mitokondriyal Disfonksiyon, Mitokondri

Dinamikleri.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF MITOCHONDRIAL DYSFUNCTION ON GESTATIONAL
DIABETES

Kola¢ U.K. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Medical
Biology Programme, Doctorate Thesis, Aydin, 2021.

Objective: In this study, the expressions of fusion markers and markers responsible for
mitochondrial unfolded protein response (mtUPR) in the placentas of women with
gestational diabetes (GDM) were compared with those of healthy placentas (control) and
placentas of women with pregestational diabetes (Pre-DM). After, the effects of chemical
inhibition of fission in placental trophoblast cells in high glucose environment on
mitochondrial functions, apoptosis, autophagy, inflammasome expressions and insulin

signaling were investigated.

Material and Methods: In the first stage, MRNAs involved in mitochondrial biogenesis
and fusion dynamics in placentas of the control (n=17), GDM (n=20) and Pre-DM (n=10)
groups were compared with qPCR analyses. According to body mass indexes groups were
then divided into “obese and lean” subgroups again. In these subgroups, mRNA expressions
of fusion dynamics and mitochondrial biogenesis were determined by qPCR. Protein
expressions involved in fusion and mtUPR were detected by western blot. Following stage
of the study, trophoblast cells were cultured in normal (5mM) and high glucose (25mM)
media for 24 hours and 48 hours. Fission and fusion proteins in cells were then detected by
western blot. Fission inhibitors mdivi-1, dynasore and P-110 were applied to the cells in two
different doses to inhibit the fission. Changes in insulin signaling and autophagy pathway
with inhibition of fission were detected by western blot. mMRNA expressions involved in
autophagy, apoptosis and mtUPR and inflammasome were detected by qPCR. The MTT cell
viability test was then permormed. Finally, mitochondrial potential and reactive oxygen

derivatives (ROS) status in the cell were determined by flow cytometry.
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Results: A significant decrease in fusion markers was detected in the GDM and Pre-DM
groups compared to the control group. Obesity had an effect on fusion in obese and lean
subgroups. But whether the patients were obese or not, diabetes resulted in decreased
mitochondrial fusion, mitochondrial biogenesis, and mtUPR response. An improvement in
insulin signal was detected by blocking the increased fission due to high glucose. In
addition, inhibition of mitochondrial fission significantly decreased ROS and increased
mitochondrial antioxidant enzyme mRNA expressions. Protein expressions involved in
MtUPR were significantly reduced in response to inhibition of fission. Moreover, fission
inhibition contributed to the prevention of apoptosis in cells, while significantly reducing
their inflammasome mMRNA expression. Finally, the mitochondrial potential, which was

reduced due to high glucose, was significantly increased by inhibition of fission.

Conclusion: GDM and Pre-DM cause a decrease in mitochondrial fusion and biogenesis in
the placenta. While obesity contributes to this decrease, diabetes is the main reason.
Similarly, fusion and mtUPR protein levels were decreased in GDM and Pre-DM placentas.
Chemicals that inhibit fission in trophoblast cells as potential therapeutics in gestational
diabetes, allowed improvement in mitochondrial function, regulated insulin signaling, and

prevented apoptosis, autophagy and inflammasome expressions.

Keywords: Gestational Diabetes, Mitochondrial Dysfunction, Mitochondrial Dynamics.
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1. GIRIS

Gebelik sirasinda baslayan veya ilk kez fark edilen herhangi bir derecedeki glukoz
intolerans: olarak tanimlanan gestasyonel diabetes mellitus (GDM), gebeligin en yaygin
tibbi komplikasyonlarindan biridir (Association, 2014; Federation, 2015). GDM, hem
annelerde hem de g¢ocuklarda olumsuz gebelik sonuglariyla iliskilidir. Maternal riskler
arasinda daha yiiksek preeklampsi ve sezaryen dogum prevalansi gosterilebilir (Ehrenberg
ve digerleri, 2004; Yogev ve digerleri, 2004). Ayrica annelerin % 50" sinde dogumdan
sonraki bes ila on yil iginde tip 2 diabetes mellitus (T2DM) gelistigi goriilmistiir (Bellamy
ve digerleri, 2009). Yenidoganlar artmis bir makrozomi, neonatal hipoglisemi,
hiperbilirubinemi ve omuz distosisi riski altindadir. Ayrica c¢ocukluk ve erken
yetigkinliklerinde daha yiiksek obezite, T2DM ve otizm spektrum bozukluklari prevalansina

sahiptirler (Hillier ve digerleri, 2007; Metzger ve digerleri, 2008).

Hamile kadinlarda gergeklesen kisa ve uzun siireli olumsuz sonuglar ile fetiisiin
yetiskin yasamina uzanan bazi uzun siireli kronik hastaliklarin, kismen intrauterin yasam
sirasinda meydana gelen siireglerle belirlendigine dair kanitlar son yillarda artmaktadir.
Plasenta “intrauterin yasamin glnliigii” olarak tamimlanmistir ve burada gerceklesen
islemlerin birgok yoniinii aydinlatma potansiyeline sahiptir (Redline, 2008). Plasental stres;
fetal biiyiime kisitlamasi, preeklampsi, hamilelikte goriilen diyabet tablolar1 ve gesitli
kanserler de olmak tizere birgok gebelik komplikasyonunun patofizyolojisine katilmustir.
Baslangigta, hiicresel boyutta oksidatif strese odaklanilsa da son zamanlarda mitokondriyal
disfonksiyon ve endoplazmik retikulumda (ER) meydana gelen stresin plasental

hastaliklarin olusumunda etkili oldugu bildirilmistir (Burton ve digerleri, 2017).

Mitokondriler, 6karyotik hiicrelerde ATP firetimleri sayesinde ana enerji kaynagi
olarak bilinirler. Sinsityotrofoblast hiicrelerinin mitokondrileri, steroid hormonlarinin sentez
yeri olmasinin yaninda kolesteroliin taginmasinda ve metabolizmasinda rol oynayan énemli
fonksiyonlara sahiptirler (Martinez ve digerleri, 2015). Ayrica mitokondrilerin,
morfolojileriyle islevlerini degistiren, siirekli fisyon (bdlinme) ile fiizyona (birlesme)
ugrayan Ve retikiiler bir ag olusturan oldukc¢a dinamik organeller oldugu bilinmektedir
(Chan, 2006a). Bir¢ok metabolik hastalikta, preeklampside ve bozulmus plasental perfiizyon
gibi patolojik durumlarda; artmis oksidatif stres (Hubel, 1999; Myatt, 2010), mitokondri



membran potansiyel kaybi1 (Holland ve digerleri, 2017), mitokondriyal fisyon ve fiizyon
dinamiklerinde bozulmalar (Bach ve digerleri, 2005; Soriano ve digerleri, 2006; J. Yu ve
digerleri, 2016) ile hiicresel senesens ve apoptoz yolaklarinin tetiklenmesi (Aires ve dos
Santos, 2015) daha once belirtilmistir. Gergeklesen tiim bu defektler mitokondrilerin
islevlerini yerine getirememesine neden olmaktadir ve mitokondriyal disfonksiyonun

belirtegleri olarak gosterilmektedir.

Mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesi, mitokondriyal fiizyon ile fisyon arasinda
bir denge saglayan ve dinaminlerle iligkili farkli GTPaz’ lar1 igeren karmasik bir siirectir. Bu
dengede gergeklesecek herhangi bir degisiklik; oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon
ve metabolik bozulmalara yol agmaktadir. Sonugta insiilin direnci ile T2DM gibi
mitokondriye bagli hastaliklarin gelisimini tesvik etmektedir (Rovira-Llopis ve digerleri,
2017). Memeli hiicrelerindeki mitokondriyal flizyon (ya da birlesme); mitofusin 1,
mitofusin 2 (MFN1 ve MFN2) ve optik atrofi 1 (OPAL) proteinleri ile kontrol edilmektedir.
Bunlar, mitokondriyal zarlarda bulunan dinaminle iliskili proteinlerdir ve mitokondri fiizyon
dinamigi i¢in gerekli olan GTPaz aktivitesini gostermektedirler. OPAL i¢ mitokondri
membraninin fiizyonunu diizenler ve Krista yapisinin korunmasinda gorev almaktadir.
MFN1 ve MFNZ2 ise dis mitokondriyal membran fiizyonunda gorev yapmakatdir (Legros ve
digerleri, 2002). Ote yandan mitokondriyal fisyon (béliinme) yiiksek oranda korunmus olan
iki GTPaz proteini tarafindan diizenlenmektdir. Bu proteinler de dis membranda bulunan
mitokondriyal fisyon 1 proteini (FIS1) ve sitozolde bulunan dinamin benzeri protein 1
(DRP1)’ dir (Reddy, 2014). Hiicrede ATP iiretimi, fiizyon ile iiretilen mitokondriyal aglar
tarafindan kontrol edilmektedir. Bu yol, yiiksek Oz konsantrasyonlu alanlardan diisiik
konsantrasyona sahip bolgelere membran potansiyelinin iletilmesiyle gergeklestirilir
(Westermann, 2010). Boylece enerjinin hiicre igerisinde dagilmasina izin verilir. Bu fiizyon
oncesi durum, achk, kalori kisitlamasi, egzersiz ve akut stres nedeniyle diisen enerji
verimliligini arttirma gereksinimlerinden dogmakla birlikte, bu durumun tersi, hiicreler
obezite veya T2DM gibi fazla besin kaynagina maruz kaldiginda ortaya ¢ikmaktadir (Liesa
ve Shirihai, 2013).

Yapmis oldugumuz ¢alismada ilk 6nce, GDM tanis1 koyulmus kadinlarin, gebelikten
once diyabete sahip olan (Pre-DM) kadinlarin ve herhangi bir metabolik hastaligi olmayan
(kontrol) kadinlarin plasentalarinda mitokondriyal fiizyon belirteglerinin ve mitokondriyal
protein katlanmasina gorevli belirteglerin ekspresyonlar1 incelendi. Daha sonra plasenta

trofoblast hiicrelerinde yiiksek glukoz uygulamasinin mitokondriyal dinamiklerde meydana



getirdigi degisiklikler arastirildi. Ayrica li¢ adet fisyon inhibitoriiniin glukotoksisite
altindaki trofoblast hiicrelerinde; mitokondriyal antioksidan savunma sistemi, mitokondriyal
protein katlanma mekanizmasi, mitokondriyal potansiyel, mitofaji, apoptoz, inflamasyon ve
insiilin sinyallemesi tizerine etkisi saptanarak hamilelikte ortaya ¢ikan diyabet tablolarinda

potansiyel olabilecek bu terapétik ajanlar karsilastirilarak incelendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), dogrudan insiilin direnci, yetersiz insiilin sekresyonu veya
asir1 glukagon sekresyonundan kaynaklanan ve hiperglisemi ile karakterize bir grup
fizyolojik disfonksiyondur (Blair, 2016). Hastalik muhtemelen insanoglunun bildigi en eski
hastaliklardan biridir. ilk olarak yaklasik 3000 yil &nce bir Misir el yazmasinda bildirilmis
olup kilo kaybina ilaveten poliiiri ile karakterize edilmistir (Ahmed, 2002; Kaul ve digerleri,
2013). Bununla birlikte, diabetes mellitus terimini ilk kullanan kisi Yunan Doktor
Aertaeus'dur. Yunanca’ da diyabetes “arasindan/i¢cinden ge¢mek, niifuz etmek” anlamina
gelir ve mellitus, “bal” i¢in Latince bir kelimedir (tatliliga atifta bulunur). Diyabet, uzun
stireli hastaliklar ile erken 6liimlerin 6nemli bir nedenidir ve yaklasik 10 saniyede 1 6liimle
yilda HIV-AIDS'ten daha fazla yasam aldig: iddia edilmektedir (Kaul ve digerleri, 2013).
Diinya ¢apinda sanayilesmenin ortaya ¢ikmasi ve obezitenin sasirtici yiikselisiyle diyabet,
kiiresel bir salgin olarak kendini gostermistir. Diinyanin farkli yerlerinde biiytik olgiide
degisiklik gosteren veri toplama standartlar1 ve yontemlerinden 6tiirii dogru bir prevelans
Ol¢iisiine ulasmak ¢ok zor olsa da, yetiskinlerde 1995'te % 4 olan diyabet prevalansinin
2025'e kadar % 6,4'e gelmesi ongoriilmekteydi (King ve digerleri, 1998). Fakat bu
Ongoriiniin ¢ok tizerinde olan prevelans degerleri son ¢alismalarda bildirilmistir. Orta Dogu
ve Kuzey Afrika yetiskinlerde % 10,9 luk bir prevelansa sahipken carpict bicimde Bati
Pasifik bolgesi % 37,5’ luk degeriyle en yiiksek yetiskin teshisine ve en yiiksek prevelansa
sahip iilkelerin bulundugu yer olarak dikkat ¢ekmektedir (Kharroubi ve Darwish, 2015).

Karbonhidratlar, lipidler ve proteinlerdeki metabolik anormallikler, insiilinin bir
anabolik hormon olarak 6neminden kaynaklanmaktadir. Hedef dokularin, 6zellikle iskelet
kaslarinin, yag dokusunun ve az olgiide karacigerin diisiik insiilin seviyelerine ve/veya
insiilin  direncine hiicresel oOlglide verdigi cevaplar bu metabolik anormalliklerden
sorumludur. Hiicreler tiim bu defektlere insiilin reseptorleri, sinyal iletim sistemi ve efektor
enzimler yoluyla yanit verir. Semptomlarin ciddiyeti, diyabetin tiiriine ve siiresine baglidir.
Diyabet hastalarinin bir kismi, hastaligin ilk yillarinda 6zellikle T2DM’li olanlar

asemptomatiktir. Digerleri belirgin hiperglisemiden ve mutlak insiilin eksikligi olan



cocuklar ise politiri, polidipsi, polifaji, kilo kayb1 ve bulanik gérmeden muzdarip olabilir.
Kontrolsiiz diyabet, ketoasidoz veya nadiren nonketotik hiperozmolar sendrom nedeniyle
uyusukluga, komaya ve tedavi edilmezse 6liime neden olabilir (Association, 2014; Craig ve
digerleri, 2014; Galtier, 2010).

Kandaki glukoz seviyelerinin diizenlenmesi, negatif bir geri besleme dongiisiiyle,
insiilin ile glukagon salinim1 kontroliindedir. Kandaki glukoz seviyeleri yiiksek oldugunda,
pankreastaki langerhans adaciklarinin B hiicreleri, disiilfit kopriileriyle birbirine baglanan iki
zincirden (A ve B) olusan 51 amino asitli bir polipeptit olan insiilini serbest birakmak igin
tetiklenir. Insiilin, pro-hormon déniistiiriiciileri ve ekso-proteaz karboksipeptidaz tarafindan
pro-insiilinden sentezlenir. Bu enzimlerin etkisi insiilin ve C-peptid tiretmektedir (Pessin ve
Saltiel, 2000). Insiilin, disiilfit baglartyla baglanan iki o alt biriminden (hiicre dis1) ve iki B
alt biriminden (zar igi) olusan tirozin kinaz insiilin reseptdriine baglanir. Insiilinin tirozin
Kinaz insiilin reseptoriiniin B alt birimine baglanmasi, B alt biriminin otofosforilasyonunu
tesvik eder. Insiilin karacigere fazla glukozu depolanmak iizere glikojene déniistiirmesi igin
sinyal verir. Ayn1 zamanda viicuttaki diger hiicreleri (adipoz / iskelet kas1 hiicreleri) glukoz
tastyicist 4’tin (GLUT4) hiicre yiizeyine tasinmasiyla daha fazla glukoz almalari igin
tetikler. Bu, dolasimdaki glukoz konsantrasyonlarinin normal seviyelere getirilmesine
yardimer Olmaktadir. Kandaki glukoz konsantrasyonu diisikk oldugunda, pankreasin a
hiicreleri glukagon salgilamak i¢in uyarilir. Glukagon, homeostazi saglamak igin depolanan
glikojenin kana salinan glukoza doniistiiriilmesi i¢in karacigere isaret eder. Diyabette, tip 1
diabetes mellitusta (T1DM) goriildigi gibi insiilin sentezinde veya salgilanmasinda
anormallik ve pankreas kanalinda darlik ya da T2DM ve belirli sekonder diyabet
durumlarinda oldugu gibi, insiiline direng gelisimi veya bunun normalalti iiretimi vardir
(Kaul ve digerleri, 2013).

2.2. Diyabetin Stmflandirilmasi

Diyabetin siniflandirilmasinin tedavi stratejileri i¢in ¢ikarimlari olmasina ragmen ¢ogu
hasta, 6zellikle geng yetiskinler tek bir sinifa kolayca dahil edilememektedir (Association,
2014; Stone ve digerleri, 2010; Thunander ve digerleri, 2012). Bu sebeple baslangicta
smiflandirilanlarin % 10" u tekrar teshis gerektirebilir (Cakan ve digerleri, 2012). 1997'de
Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) tarafindan tip 1, tip 2, diger tipler ve gestasyonel



diabetes mellitus (GDM) olarak onerilen klasik diyabet siniflandirmasi, hala en ¢ok kabul
edilen siiflandirmadir (Association, 2014). DM' nin uzun siireli hiperglisemiye yol agan bir
grup hastalik i¢in kullanilan genis bir terim oldugu gézden kagmamalidir. Farkli diyabet
tirlerinin gelisme mekanizmalarindaki farklilik, bunlarin siniflandirmasinin  temelini

olusturur (Kaul ve digerleri, 2013).

Daha once insiiline bagimli diyabet veya gen¢ baslangicli diyabet olarak bilinen
T1DM, hiicrelerin aktive CD4*" ve CD8" T hiicreleri ve pankreas adaciklarina sizan
makrofajlar tarafindan yok edilmesini kapsayan bir otoimmiin bozukluktur (Phillips ve
digerleri, 2009). TIDM' nin baslangicit genellikle ¢ocuklukta ve erken yetiskinlikte (<35
yas) ortaya cikar. Genetik ve c¢evresel faktorlerin bu diyabetin yatkinhigina katkida
bulundugu bilinmektedir (Kaul ve digerleri, 2013). Genetik caligmalar, kromozom 6'daki
HLA (insan 16kosit antijeni) geninin T1IDM ile yakindan iliskili oldugunu gostermistir.
HLA proteinleri, bagisiklik sisteminin viicudun normal hiicrelerini yabanci enfeksiy6z ve
enfeksiyoz olmayan ajanlardan ayirt etmesine yardimer olan hiicre yiizeylerinde bulunur.
T1DM'de, HLA proteinlerindeki goriilen anomaliler hiicrelere karsi bir otoimmiin
reaksiyona yol acar. HLA ¢evresindeki bagka bir gen olan DR, T1DM'de 6nemli bir rol
oynamaktadir (Gorodezky ve digerleri, 2006). T1IDM' yi tetiklemede belirli viriislerin
sorumlu olabilecegini gosteren kanitlar da mevcuttur (Jun ve Yoon, 2004). Bazi hastalar,
otoimmiiniteyi igermeyen idiyopatik diyabet adi verilen baska bir TIDM formunu
stirdiirmektedir. Otoimmiin TIDM' den daha az yaygin olmakla birlikte Afrika ve Asya
popiilasyonlarinda bulunmaktdir. Etiyoloji ve patogenez tam olarak anlasilamamuistir, ancak
hastalar insiilin tretiminden yoksundur ve [ hiicrelerine karsi antikor yoklugunda
ketoasidoza egilimlidir (Harris ve digerleri, 1998). Fulminant tip 1 diabetes mellitus, B
hiicrelerinin son derece hizli ve neredeyse tamamen yikiminin meydana geldigi TIDM 'nin
bagka bir alt tipidir (Kaul ve digerleri, 2013).

T2DM, insiilin direncine ek olarak yetersiz insiilin sentezi ve salgilanmasi ile
karakterizedir. Normalde yasamin dordiincii on yilindan sonra teshis edilir ve diinya
capindaki tiim diyabetlerin yaklasik % 90" mi olusturur. T2DM goériilme sikhigi ve
prevalansinin yasla birlikte arttigi bulunmustur (Tierna Jr ve digerleri, 2002). T2DM
hastalarinin ¢ogu, insiilin sekresyonunun devam ettigi ve insiilin azalmasinin nadiren
meydana geldigi insiiline bagiml1 olmayan tiptedir. Insiiline bagimli olmayisi, TIDM’den
ayiran en biyiik farklardan biridir. Diger farkliliklar, T2DM hastalarinin ¢ogunda

ketoasidozun olmamasi ve B hiicrelerinin otoimmiin yikiminin meydana gelmemesidir



(Kharroubi ve Darwish, 2015). Diyabete ek olarak, insiilin direncinin obezite, nefropati,
esansiyel hipertansiyon, dislipidemi, yumurtalik hiperandrojenizm, erken adrenars, alkole
bagli olmayan yaglh karaciger hastaligi ve sistemik inflamasyonu igeren bir¢ok belirtisi
vardir (Kraemer ve Ginsberg, 2014). T2DM, obezite ile birlikte olan ve obezite olmaksizin
gerceklesen diyabet olmak tizere iki alt gruba ayrilir. Obez T2DM hastalari, hiicre
reseptorlerindeki degisiklikler nedeniyle genellikle endojen insiiline direng gelistirir ve bu,

abdominal yag dagilimi ile iliskilidir (Kaul ve digerleri, 2013).

T2DM’nin birgok 6zelligine sahip bazi hastalar, adacik hiicresi otoantikorlarinin veya
glutamat dekarboksilaz 65 (GADG65)' e kars1 otoantikorlarin varligi dahil olmak tizere bazi
T1DM ozelliklere sahiptir ve bu durum yetiskinlerde gizli otoimmiin diyabet (LADA) adi

verilen ayr1 bir diyabet tiirii olarak siniflandirilir (Pozzilli ve Di Mario, 2001).

Genglerde goriilen erigkin tipi diyabet (MODY), monojenik tipte bir diyabettir.
Diyabetli hastalarin ¢ok kiigiik bir ylizdesini temsil eder ve genellikle hastanin hayatinin
ikinci on yilinda teshis edilir. Alt MODY formunun gelisimi, hepatosit niikleer faktor 4o
(HNF-4a), glukokinaz geni (MODY 2) HNF-1a, insiilin promoter faktor-1 (IPF-1), HNF-
ve NEUROD?1 dahil olmak tizere bir dizi gendeki mutasyonla baglantilidir (Fajans ve
digerleri, 2001). Diger ikincil diyabet tiirleri pankreatit, Cushing sendromu, Klinefelter
sendromu ve hipertiroidizm tarafindan indiiklenmektedir. Tiazid diiiretik, p-bloker,
kalsinorin, proteaz inhibitorleri ve atipik antipsikotik ilaglar gibi bazi ilaglar ve kimyasallar

da sekonder diyabete neden olabilir (Kaul ve digerleri, 2013).

2.2.1. Gestasyonel Diyabet

GDM, ilk kez gebelik sirasinda fark edilen degisken siddette glukoz intoleransi olarak
tanimlanir ve tim gebeliklerin % 20’ ye kadar etkileyebilen en yaygin gebelik
komplikasyonudur (Ferrara ve digerleri, 2002; Group, 2008). Yerli Avustralyalilar (Ishak &
Petocz 2003) ve ana vatan1 Cin veya Hindistan olan kadinlarda, Kafkas kokenli olanlara
kiyasla yayginlik daha fazladir (Ishak ve digerleri, 2003). Son on yilda yayinlanan verilerin
yakin tarihli bir incelemesi, en yiiksek yaygmligin % 13 liik bir ortalama prevalansla Orta
Dogu ve Kuzey Afrika' da, en diisiik olanin ise % 5,8' lik bir medyan prevalansla Avrupa'da

oldugunu gostermistir (Zhu ve Zhang, 2016).



GDM c¢ok faktorlii bir hastaliktir. Risk faktorleri arasinda ailede T2DM, GDM
(Solomon ve digerleri, 1997) ve polikistik over sendromu oykiisii olmasi bulunur (Lo ve
digerleri, 2006). Ayrica GDM prevalansi, diinya ¢apinda artan obezite salgin1 (Solomon ve
digerleri, 1997) ve gelismis tilkelerdeki daha yasli anne olma egilimi ile artmaktadir (Wolf
ve digerleri, 2004). Annenin hem hamilelik 6ncesi kilosu (Chu ve digerleri, 2007) hem de
hamilelikte aldig1 kilo GDM ile giiclii bir korelasyona sahiptir (Hedderson ve digerleri,
2010).

Anne ve ¢ocuk i¢cin GDM ile iliskili birgok kisa ve uzun vadeli komplikasyon vardir
(Dabelea ve digerleri, 2000). Kisa vadede, GDM'li kadinlar, gebeligin neden oldugu
hipertansiyon ve hatta agir vakalarda preeklampsi acisindan daha biiyiik bir risk altindadir
(Group, 2008). Geg gebelik sirasinda hiperglisemi, makrozomi (veya gebelik yasina gore
biiyiik) ile iligkilidir (Langer ve digerleri, 2005). Makrozomik olmayan bebekler, uterusta
metabolik disfonksiyonun gostergesi olarak fazla yagli olma egilimindedir (Catalano,
Thomas, ve digerleri, 2003). Diger neonatal komplikasyonlar arasinda hipoglisemi,
hiperbilirubinemi, hipokalsemi ve bebek polisitemisi bulunur (Langer ve digerleri, 2005).
Hem anne hem de bebekte uzun vadeli komplikasyonlar arasinda ise T2DM (C. Kim ve
digerleri, 2007), obezite (Catalano ve digerleri 2003a), kardiyovaskiiler hastaliklar
(Catalano, Kirwan, ve digerleri, 2003) ve hayatin sonraki donemlerinde bazi kanserlerin
gelisimi yer almaktadir (Perrin ve digerleri, 2007). Ek olarak, aglik plazma glukoz
konsantrasyonlar: normal araliga donse de, annenin sonraki hamileligi sirasinda tekrarlayan
GDM goriilmesi daha olasidir (Bottalico, 2007). Popiilasyona ve kullanilan tani Kriterlerine
bagli olarak, GDM' li kadinlarda bir yildan sonra T2DM gelisme riski % 3 ila 38’ dir (Lee
ve digerleri, 2007).

Biyokimyasal testlerde gebe kadinlarin se¢imi, testin nasil yapilmasi gerektigi ve
tanisal olarak kabul edilmecek glisemik esiklerin belirlenmesi konusunda bir¢ok farkli
uluslararas1 protokol kullanilmaktadir (Health ve Excellence, 2014). Amerikan Diyabet
Dernegi (ADA) kilavuzu, 100 g oral glukoz tolerans testi i¢in verilen kararlarin, Carpenter
ve Coustan esiklerine gore GDM teshisi konulmus kadinlarin risk profillerine uymasi
gerektigini 2011 yilina kadar tavsiye etmistir. Uluslararas1 Diyabet ve Gebelik Calisma
Grubu (IADPSG) rehberligi, ilk prenatal vizitinde rastgele veya aglik plazma glukoz testi ile
onceden diyabet teshisi konulmamis tim kadinlar i¢in 24—28. haftalarda 75 g oral glukoz
tolerans testi énermektedir (Diabetes ve Panel, 2010). Ulkemizde de GDM teshisi igin



“Diabetes Mellitus ve Komplikasyonlarinin Tani1, Tedavi ve Izlem Kilavuzu” na gére hem

tek asamali hem de ¢ift asamali tan1 yontemleri kullanilmaktadir (Tablo 1).

Tablo 1. Gestasyonel diyabet tan1 kriterleri.

iki asamal test APG 1. PG 2.PG 3.PG
(mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl) | (mg/dl)
ilk agama 50 g glukozlu test - >140 - -

100 g glukozlu OGTT (tan1 i¢in en az

ikinci > > > >
Tkinci asama 2 patolojik deger gereklidir) 295 2180 | 2155 | 2140
Tek agsamal test
IADPSG 75 g glukozlu OGTT (tam i¢in en az 592 5180 5153

kriterleri 2 patolojik deger gereklidir)

APG, Aglik plazma glukoz; PG, plazma glukoz; OGTT, oral glukoz tolerans testi;
IADPSG, Uluslararasi Diyabet ve Gebelik Calisma Grubu.

2.2.1.1. GDM’ nin Patofizyolojisi

GDM patofizyolojisinin; periferal maternal insiilin direnci, inflamasyon, plasental ve

endotel disfonksiyon dahil olmak tizere birkag farkli 6zelligi vardir.

2.2.1.1.1. Maternal insiilin Direnci

Normal hamilelik sirasinda, gelismekte olan fetiisiin artan enerji taleplerini karsilamak
icin dolasimdaki yag asitleri ve glukoz seviyeleri yiikselerek, insiilin duyarliliginda agamali
bir diisiis olur (Binder ve digerleri, 2015). Progresif insiilin direnci, gebeligin ikinci
trimesterinin basinda ortaya ¢ikabilir ve tigiincii trimesterde glukoz kullaniminin viicut Kitle
indeksine (VKI)’ ye bagh olarak % 40-60 oraninda azaldigi gosterilmistir (Catalano ve
digerleri, 1991). Boylamsal c¢aligmalar, anne depolarmin yag birikimini azalttigini,
dolagimdaki leptin diizeylerindeki degisikliklere duyarsiz oldugunu (Highman ve digerleri,
1998), ge¢ gebelikte ise lipid ve glukoz metabolizmasinin engellendigini gostermistir
(Herrera, 2000). Plazma dis1 yag asitleri 6zellikle hamileligin sonlarinda anneye ait

tamamlayict enerji kaynagi haline geldiginden, gebelik ayrica hipertrigliseridemiye de



neden olmaktadir (Brizzi ve digerleri, 1999; Silliman ve digerleri, 1994). Bununla birlikte,
pankreas B-hiicreleri, daha fazla insiilin tiretmek icin hipertrofi ve hiperplazi ile kompanse
edildiginden 6glisemi elde edilir (Van Assche ve digerleri, 1978). Biiyliyen fetiis i¢in glukoz
ve amino asit tedarik edilmesine oncelik verilmektedir (Barbour ve digerleri, 2004).

GDM’ de B hiicre fonksiyonu % 30-70 oraninda azalir, bu da hiicrelerinin insiilin
direncindeki artis1 telafi edemedigini ve bunun da GDM gelisimiyle sonuglandigin
gostermektedir (Lain ve Catalano, 2007; Xiang ve digerleri, 2018). GDM ile iliskili insiilin
direnci, yag dokusu ve iskelet kasinda hatali insiilin sinyallemesi nedeniyle yaklasik % 56
oraninda artar (Catalano ve digerleri, 1991).

GDM hastalar1, normal glukoz toleranst (NGT) olan hamile kadinlara kiyasla, yag
dokusu ve iskelet kasinda daha diisiik insiilin reseptorii (IR) -p ekspresyonu ve azalmis
insiilin reseptorii substratt (IRS) -1' in tirozin fosforilasyonu sergilemektedir. Bununla
birlikte, GDM' li kadinlar daha biiyiikk oranda serin fosforile IRS-1 ifade etmektedir
(Barbour ve digerleri, 2004; Shao ve digerleri, 2002). IRS-1" in serin rezidiisiindeki
fosforilasyon, fosfoinozitid 3-kinaza (PI3K) baglanma kabiliyetini bozar ve IR- ' nin
tirozin kinaz aktivitesini inhibe eder (Aguirre ve digerleri, 2002) (Sekil 1). Gebelikte insiilin
direncinden sorumlu kesin mekanizma heniiz tam olarak a¢iklanamamuastir. Bununla birlikte,
gebelik hormonlariin ve sitokinlerin zamansal degisikliklerinin metabolizmadaki degisimle
iligkili oldugu diistiniilmektedir. Progesteron diizeyindeki artisin maternal karbonhidrat
metabolizmasi tizerinde etkisi oldugu one siiriilmiistiir (Branisteanu ve Mathieu, 2003).
Benzer sekilde, insan plasental biiyiime hormonu da iskelet kasinda insiilin direncini
tetikleyebilir (Barbour ve digerleri, 2004). Bununla birlikte, Catalano ve ark., NGT hamile
kadinlar ile GDM' li kadmlarin plazma progesteron seviyeleri arasinda hicbir farklilik
olmadigini gostermistir (Catalano ve digerleri, 2002). Ote yandan, insan plasental laktojen
diizeyinin normal hamile kontrollere gore benzer, diisiik veya yiiksek oldugu bildirilmis
olup GDM gebeliklerinde insan plasental laktojen profilinde farkliliklarin mevcut oldugu

kanisina varilmistir (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).
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TNFa, IL-6, IL-1B @ nsuin Glukoz

Adiponektin ' instlin o
GLUT4

Pro-inflamatuar Reseptorii (IR)

? reseptor

.#.

Sekil 1. Insiilin sinyali (AMPK, 5' adenozin monofosfat ile aktive edilen protein kinaz;
PKC, protein kinaz C; IkK, Ik kinaz; PIP2/3, fosfatidil inozitol di/tri-fosfat) (Plows
ve digerleri, 2018).

2.2.1.1.2. Inflamasyon

Giderek artan "omik™ temelli kanitlar, GDM' nin plasental gen profilinde biiyiik
degisiklikler ortaya g¢ikardigin1 gostermektedir (Binder ve digerleri, 2015; Radaelli ve
digerleri, 2006; Y. H. Zhao ve digerleri, 2011). Onceki ¢alismalarin sonuglari, gebelik
sirasindaki orta dereceli inflamasyonun insiilin direnci ve GDM ile iliskili oldugunu
gostermistir  (Wolf ve digerleri, 2004). Erken gebelikte proinflamatuar sitokinlerin
sekresyon artiginin meydana geldigi ve bunu, ti¢iincii trimesterde insiilin direncinin izledigi
kaydedilmistir. Bu da proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin insiilin direncinin
gelisiminde rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir (Abell ve digerleri, 2015). VKI’ den
bagimsiz olarak GDM' de dolasimda artmig pro-inflamatuar sitokin tiimor nekroz faktor alfa
(TNF-a) ve interlokin (IL)-6 seviyeleri ile azalmig anti-inflamatuar sitokin seviyeleri 1L-10

ve IL-4 tanimlanmistir (Atégbo ve digerleri, 2006).

Ozellikle in vitro c¢alismalar, maternal yag dokusu, maternal iskelet kasi ve
plasentanin NGT gebeliklere kiyasla GDM' de farkli bir inflamatuar profile katkida
bulunabilecegini gostermistir. Yag dokusu, GDM patofizyolojisinde anahtar rol oynadig
diistiniilen karmagik bir aktif endokrin dokudur. Artan yag dokusu derinligi, GDM riski ile
onemli Olgiide iliskili bulunmustur. GDM gebeliklerinden izole edilen adipositler, NGT

adipositlerine kiyasla artmis hiicre boyutu sergilemistir. Bu daha biiyiik adiposit boyutu,

11



artmig serum glukozu ile 6nemli olglide iliskili olarak saptanmistir (Rojas-Rodriguez ve
digerleri, 2015). Dahasi1 leptin ekspresyonundaki artisin, GDM gebeliklerinde yag asidi
aliminin ve taginmasimin anormal ekspresyonuna ve diizenlenmesine neden olduguna dair
kanitlar elde edilmistir (Martha Lappas, 2014a). Son olarak, GDM gebeliklerinden alinan
yag dokusu, NGT gebeliklerine kiyasla artmis IL-6 ve IL-8 gen ekspresyonu sergilemistir
(Bari ve digerleri, 2014, Kleiblova ve digerleri, 2010).

Benzer sekilde iskelet kasinda TNF-a ile diger sitokinlerin; IL-6, IL-8 ve monosit
kemotaktik proteininin  (MCP-1) ekspresyonunu ve salgilanmasimi  destekledigi
bilinmektedir (Martha Lappas, 2014a). Bu pro-inflamatuar aracilar ayrica insiilin sinyal
yoluna miidahale edebilmekte ve boylece iskelet kasinda insilin  direncini

indiikleyebilmektedir (Rieusset ve digerleri, 2004).

Plasentanin Dbir inflamasyon kaynagi oldugu genis ¢apta gosterilmistir. Cesitli
calismalarda, NGT plasentalarina kiyasla GDM plasentalarinda leptin konsantrasyonlarinin
arttig1 gosterilmis, TNF-a sinyal yolagi genlerinin yani sira IL-1 reseptor ve IL-8 reseptor
genlerinin de yukan regiile edildigi bulunmustur (Martha Lappas ve digerleri, 2005a;
Radaelli ve digerleri, 2003). Buna ek olarak, GDM gebeliklerinde, erken gebelikte artmis
serum makrofajik belirte¢ (SCD163) (Ueland ve ark. 2019) ve yine makrofajik belirtegler
CD14 * ve CD68 * 'min artmig plasental ekspresyonu gosterilmistir. Tiim bunlara eslik eden
artmig TNF-a ve IL-6 mRNA ekspresyonu sergilendigi saptanmistir (Mrizak ve digerleri,
2014; J. Yu ve digerleri, 2013). Onemli olarak, bu pro-inflamatuar sitokinlerin, plasentada
IL-8 ve MCP-1 kemokinlerinin ekspresyonunu ve salgilanmasini tesvik ettigi bilinmektedir
(M Lappas ve digerleri, 2006).

2.2.1.1.3. Plasental Disfonksiyon

Plasenta, anneden fetiise besin aktariminin ana bolgesidir. Kayda deger bir fetal
glukoneogenez olmaksizin (Kalhan ve Parimi, 2000) fetiis, plasenta yoluyla maternal
dolasimdan glukoz elde eder. Bunu saglamak igin, maternal durum insiiline direngli hale
gelir ve maternal insiilinin hedef dokular1 tarafindan glukoz alimini azaltilir. Bunun yerine
plasental alim ve glukoz tasiyicilar1 (GLUT'lar) araciligiyla fetiise glukoz transferine izin
verilir. Ote yandan, GLUT-3 izoformu, plasental endotel hiicrelerinde lokalizedir ve fetiise
glukoz transferinde rol oynadig: disiinilmektedir (llisley, 2000). Bazal membran (glukoz
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iletimi), maternal-fetal transferi gosteren mikrovilloz membran (glukoz alimi) ile
karsilastirildiginda daha fazla sayida GLUT-1 ifade etmektedir (Sekil 2) (T. Jansson ve
digerleri, 1993). GDM, bozulmus plasental glukoz metabolizmasi, amino asit taginmasi ve
lipid konsantrasyonlari ile iliskilidir (T. Jansson ve digerleri, 2002; Osmond ve digerleri,
2001; Segura ve digerleri, 2017). Sonu¢ olarak, GDM’ li trofoblastlar, GLUT-1
ekspresyonunda iki kat artis ve trofoblast bazal membraninin glukoz aliminda % 40 artis
sergilemektedir (Gaither ve digerleri, 1999). GLUT-1 ekspresyonunda gozlemlenen bu
degisiklikler, potansiyel olarak maternal dolasimdan bazal membrana glukoz alimim
artirabilmektedir. Ote yandan, GLUT-3' iin mRNA ekspresyonu GDM’ li plasentada artmus
olarak saptanmistir (Dekker Nitert ve digerleri, 2014). GLUT-3' iin glukoz i¢in daha yiiksek
afinitesi ve endotel hiicrelerinde lokalizasyonu g6z oniine alindiginda, GDM' de artan
GLUT-3 ekspresyonunun fetiisiin asir1  biiyiimesinin nedenlerinden biri olabilecegi
diistiniilmektedir (Hay Jr, 2006).

Mikrovillus
membran

Bazal membran

Glukoz

Taban membran

Fetal
kapiler

Glukoz
3,6 mM

Villus arasi
alan

Sekil 2. Plasental membran yapilar1 ve glukoz tastyicilar: (T. Jansson ve digerleri, 2009).

Hiperglisemik kosullarin insan trofoblastlarinda bir proinflamatuar yaniti uyardig
kaydedildiginden, trofoblast glukoz aliminda gézlemlenen bu artisin, plasentada daha fazla
inflamasyon olusumuna katkida bulunabilecegi diisiincesi olusmustur (Heim ve digerleri,
2018). Metabolitlerin tetikledigi metabolik inflamasyon, sistemik insiilin direncinin
gelismesine neden olmaktadir (Gregor ve Hotamisligil, 2011). Plasental TNF-a' nin asiri

ekspresyonunun, artmig fetal adipozite ile iliskili oldugu saptanmistir (Radaelli ve digerleri,
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2003). Fetal yaglanmanin yani sira, fetiise artan glukoz transferi, fetal hiperglisemiye ve
fetal hiperinsiilinemiye neden olmaktadir (Diaz ve digerleri, 2017). Bazal membran GLUT-
1 ekspresyonu, insiilin benzeri biiylime faktorii 1 (IGF1) tarafindan diizenlendiginden, fetal
hiperglisemi, bazal membran GLUT-1 ekspresyonunu bir geribildirim dongiisii seklinde

diizenleyebilen fetal IGF1 sekresyonunu indiikleyebilir (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).

Plasentada IR ekspresyonu mevcuttur ve dagilimi gebelik siirecinde degisir. IR,
hamileligin erken doneminde mikrovilloz membranda bulunabilirken, ekspresyonu esas
olarak endotelde lokalizedir (Desoye ve digerleri, 1994). Insiilinin IR’ ye baglanmasi,
reseptoriin spesifik sitoplazmik tirozin kalintilar1 tizerindeki otofosforilasyonunu aktive
etmekte ve bu da asag1 yonde sinyal akisini saglamaktadir (Pessin ve Saltiel, 2000). GDM
plasentasinin incelenmesi, IR “down-stream” molekiilii protein kinaz B (AKT) 'nin azalms
fosforilasyonuyla birlikte IR ekspresyonunun azaldigin1 gostermistir (Y. Li ve digerleri,
2016).

Artmis oksidatif stres, mitokondriyal hasar ve ER stresi GDM’deki plasental
disfonksiyon gelisimine katkida bulunmaktadir (Martha Lappas, Hiden, ve digerleri, 2011;
Yung ve digerleri, 2016).

Leptinin, GDM plasentasindaki reseptorii ile birlikte asir1 eksprese edildigi
bulunmustur ve insan trofoblast hiicreleri tizerinde anti-apoptotik etkiler gosterdigi
saptanmustir (Pérez-Pérez ve digerleri, 2013). Bu nedenle, GDM' deki hiperleptinemi,
trofoblast apoptozunu baskilayarak plasentanin asir1 biiylimesine neden olabilir (Kautzky-
Willer ve digerleri, 2001). Aslinda, daha yiiksek plasental agirlik, GDM' de daha diisiik
trofoblast apoptozisi ile 6nemli 6l¢iide iliskilendirilmistir, bu nedenle besin transferi i¢in

mevcut ylizey alanini arttirmaktadir (Magee ve digerleri, 2014).

2.2.1.1.4. Endoteliyal Hiicre Disfonksiyonu

Normal gebelik, periferik vaskiiler direnci azaltan ve utero-plasental kan akisinda
artisa neden olan vazodilatasyon ile karakterizedir. Bununla birlikte GDM' de, plasentaya
kan akisim1 kontrol eden arterlerde (uterin arterler) ve ayrica sistemik vaskiiler direncin
kontrol edilmesinde rol oynayan arterlerde (mezenterik arterler) endotel fonksiyonu bozulur
(Mrizak ve digerleri, 2014). GDM hamileligi sirasinda endotel disfonksiyonu, dogum
sonrast kardiyolojik metabolizma bozukluguyla iligkili olabilir (Gobl ve digerleri, 2014).
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GDM’ li plasenta, endotelden tiiretilmis reaktif oksijen ve nitrojen tiirevleri (ROS ve NOS)
gibi endotel disfonksiyonunun temel belirteglerinde o6nemli artislar sergilemektedir
(Casanello ve digerleri, 2007). Hiicre adezyon molekiilleri, vaskiiler hiicre adezyon proteini
1 (VCAM)-1 ve hiicreler arasi adezyon molekilii (ICAM)-1 gibi endotelyal hiicre
disfonksiyonu belirtecleri, maternal obezite ve GDM’ ye bagli olarak omental adipoz
dokusunda artmaktadir (Martha Lappas, 2014c). Ozellikle, endotel disfonksiyonundaki
degisiklikler inflamatuar durumla iliskilidir (Mrizak ve digerleri, 2014).

2.2.1.2. GDM’ de Bozulan Molekiiler Yolaklar

GDM' nin anne ve fetiis tizerindeki klinik sonuglarini belgeleyen kapsamli literatiir
mevcut olmakla birlikte, GDM patogenezinin molekiiler temeli agisindan daha az bilgi
vardir. GDM' nin gelismesinde rol oynayan birka¢ anahtar yolak, T2DM patofizyolojisi ile
paylasilmaktadir (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).

Niikleer faktor kappa B (NF-«kB) sinyal yolu, bagisiklik ve inflamasyon tepkileri igin
gen ekspresyonunda yer alan ana ve merkezi yolaklardan biridir. inflamasyonun insiilin
direncini indiiklemede anahtar bir rol oynadigi disiiniildiigiinde, NF-xB yolaginin
aktivasyonu diyabetik patofizyolojilerde rol oynar (Hundal ve digerleri, 2002). GDM
plasentalarinda artmig NF-«B mMRNA ekspresyonu bildirilmistir (Feng ve digerleri, 2016).
GDM gebeliklerinde yag dokusunda veya iskelet kasinda ekspresyonu heniiz
degerlendirilmemekle birlikte, NF-xB sezaryen doneminde hamile kadinlardan elde edilen
bu dokulardaki inflamasyonun diizenlenmesi igin kilit bir faktér olmaya devam etmektedir
(Martha Lappas ve digerleri, 2005b).

Toll benzeri reseptorler (TLR' ler), patojenle iligkili molekiiler modeller (PAMP' lar)
olarak bilinen patojenik mikroorganizmalarin korunmus bilesenlerini tanimaktan sorumlu
anahtar yiizey molekiilleridir. Bu nedenle, inflamatuar dogal bagisiklik tepkisini tetiklemede
onemli bir rol oynarlar (Vasselon ve Detmers, 2002). Bugiine kadar, insanlarda 10
fonksiyonel TLR (TLR1-10) tanimlanmistir. Calismalar insan plasentasinda, ¢cogu TLR' nin
fonksiyonel olarak aktif oldugunu gostermistir. Tiim TLR’ ler plasenta tarafindan eksprese
edilmektedir (Tangeras ve digerleri, 2014). GDM, plasentada artmis TLR4 ve miyeloid
farklilasma faktorii 88 (MYD88) mRNA ekspresyonu ile iligkili bulunmustur (Feng ve
digerleri, 2016; Mrizak ve digerleri, 2014). Plasentadaki bu artisin nedeni bilinmemekle
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birlikte doymus yag asitleri ve oksitlenmis kolesterol metabolitleri (oksisteroller), insan
birincil trofoblastlarinda TLR4 ile indiiklenen inflamasyonu artirmaktadir (Yang ve
digerleri, 2015). Diger bir ¢calismada, ikinci trimesterde GDM' de yiikselmis TLR2 ve TLR4
MRNA ekspresyonu saptanmustir (Kuzmicki ve digerleri, 2013).

Niikleotid baglayici oligomerizasyon alani igeren 1 ve 2 (NOD1 ve NOD2), hiicrenin
sitoplazmasina sizan ¢ok sayida mikrop veya mikrobiyal bilesenin algilanmasinda rol
oynayan hiicre i¢i tanima reseptdrleridir (Franchi ve digerleri, 2009). NOD1 ve NOD2' nin
inflamasyon ve insiilin direncinde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (Winzer ve
digerleri, 2004; R. Zhou ve digerleri, 2011). GDM' li kadinlardan elde edilen subkutan ve
omental yag dokusunda NOD1 ekspresyonunun, VKI’ ne uyumlu olarak NGT kadinlara
kiyasla arttig1 gosterilmistir (Martha Lappas, 2014c).

Peroksizom proliferator ile aktive edilen reseptorler (PPAR' lar), retinoid X reseptorii
(RXR) ile heterodimerize olan ve hedef genlerin promotérlerinde peroksizom proliferator
cevap elemanlarna (PPRE) baglanan transkripsiyon faktorleridir (Ganss, 2017). PPAR' lar
(PPARa, PPARP/S, PPARYy) inflamasyon, adipogenez, oksidatif stres, insiilin sinyali ve
glukoz metabolizmasinda rol oynayan genlerin ekspresyonunu diizenler (McCarthy ve
digerleri, 2013). GDM' li kadinlardan alinan maternal adipoz doku, plasenta ve plasental
hiicrelerde (sinsityotrofoblastlar ve ekstravilloz trofoblastlarda) PPARy ekspresyonunun
normal hamile dokularindakine gére daha diisiik oldugu saptanmistir (Catalano ve digerleri,
2002; Knabl ve digerleri, 2014). Ayrica, GDM' li kadinlardan alinan plasentalarda azalmis
PPARa ve RXRa ekspresyonlari da tespit edilmistir (Holdsworth-Carson ve digerleri,
2010). Diizensiz PPAR ekspresyonunun GDM' nin bir nedeni veya sonucu olup olmadigi
acik olmasa da, PPAR' larin GDM' nin 6nlenmesi veya tedavisi i¢in potansiyel terapotik

hedefler olabilecegi diisiincesi hakimdir (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).

Memelilerde doku dagilimi, hiicre altt lokalizasyonu ve substrat ozgilliigi
bakimindan farklilik gésteren yedi sirtuin (SIRT1-7) tanimlanmistir (Michishita ve digerleri,
2005). SIRT' ler ya NAD™ bagimli histon deasetilaz (SIRT1, 2, 3 ve 5) ya da monoribosil-
transferaz (SIRT4 ve 6) aktivitesine sahip olup, stres uyaricilarina veya yaslanmaya yanit
olarak belirli genlerin transkripsiyonuna katkida bulunmaktadirlar (Nguyen-Ngo ve
digerleri, 2019). Bununla birlikte, SIRT1 ve GDM' nin rolii tizerine sinirli sayida ¢alisma
vardir. Plasental SIRT1 ekspresyonundaki azalmanin sebebi tam olarak agikliga
kavusurulamamistir. Ancak bakteriyel endotoksin lipopolisakkarit (LPS), pro-inflamatuar

sitokinler TNF-a ve IL-1p ve oksidatif stresin insan plasentasinda SIRT1 ekspresyonunu
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azalttig1 gosterilmistir (Martha Lappas, Mitton, ve digerleri, 2011). Ayrica ilging bir sekilde,
GDM' li kadinlarda, normal glukoz toleransi olan kadinlara kiyasla 16kosit SIRT1 mRNA
ekspresyonu yiikselmistir (Wojcik ve digerleri, 2014). GDM ve obez hamile kadinlar,
azalmis mitokondriyal superoksit dismutaz (MnSOD) aktivitesiyle karakterize olan
antioksidan savunmada defektler gostermektedir (Boyle ve digerleri, 2013). SIRT3,
MnSOD enzimatik aktivitesinin aktivasyonundan sorumlu olan insan iskelet kasindaki
birincil mitokondriyal deasetilazdir (Tao ve digerleri, 2010). Ozellikle, obez olmayan
hamile kadinlara kiyasla obez normal glukoz toleransli kadinlarin ve obez GDM’ i
kadinlarin, iskelet kaslarinda mitokondriyal SIRT3 mRNA ifadesi ve aktivitesi dnemli

6l¢iide azalmis olarak saptanmustir (Boyle ve digerleri, 2013).

PI3K yolagi, degisken besin mevcudiyetine sahip ortamlarda hayatta kalmak igin
gerekli birgok mekanizmadan biridir. PI3K kinaz ailesi i¢inde, her biri yukar1 ve asagi
regiilasyona farkli duyarlilik gésteren, rapamisinin mekanistik hedef kompleksi (MTORC) 1
ve mMTORC2 olmak tizere iki protein kompleksi vardir (Laplante ve Sabatini, 2012). mTOR
yolagi, enerji kullanilabilirligi igin gevresel faktorlere birincil yanit verir ve bu da onu hiicre
cogalmasi ve biiyiimesi dahil olmak tizere yiiksek enerji tiiketen siireglerin ¢ok 6nemli bir
diizenleyicisi haline getirir (Populo ve digerleri, 2012). Trofoblast hiicrelerinde yapilan bir
calismada, mTOR proteininin, 6zellikle L-amino asit tasiyicis1 yoluyla plasental epitelde
amino asit transferini diizenledigi bulunmustur (Roos ve digerleri, 2007). Insiilin, leptin ve
IGF-1 gibi maternal hormonlar, plasental besin tasiyicilarinin aracilaridir (Karl, 1995; Karl
ve digerleri, 1992). Buna gore, obez NGT gebeliklerinde, gebeligin sonlarinda aglik insiilini
ve leptin diizeyinin yiikseldigi ve gebelik oncesi VKI ile pozitif korelasyon gdsteren ikinci
trimester insiilin konsantrasyonlar1 saptanmistir (Clausen ve digerleri, 2005, Ramsay ve
digerleri, 2002). Bunlardan baska yiiksek dogum agirliginin, mTOR sinyal yolunun yani sira
plasental insiilin ve IGF-1 yolaklar1 ile pozitif korelasyon gosterdigi, ayn1 zamanda 5'-
adenozin monofosfat (AMP)- ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) fosforilasyonu ile
ters orantilt oldugu bildirilmistir (N. Jansson ve digerleri, 2013). Sati ve ark., normal ve
GDM plasentalarda mTOR yolunun ekspresyonunu karsilastirmigtir. NGT gebelerde
plasental villusun sinsitiyotrofoblast hiicrelerinde sitoplazma ig¢inde immiinoreaktif mMTOR
ve ayrica p-MTOR gosterilmistir.  Bununla birlikte, GDM plasentalarinin  stromal
hiicrelerinde ribozomal protein p-p70S6K' nin ekspresyonu artmistir. mTOR sinyal
yolaginin “down-stream” bileseni olarak p-p70S6K asir1 ekspresyonu, mTOR' un GDM
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plasentas: tarafindan sergilenen patolojide bir rol oynadigin1 gostermektedir (Sati ve
digerleri, 2016).

Glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), glukozun glikojene depolanmasinda rol oynayan bir
serin/treonin protein kinazdir (Woodgett, 1990). GSK3' {in obez T2DM’ li bireylerin ve
obez hayvanlarin iskelet kasinda asir1 ekspresyonu, insiilin direnci ile iliskilidir. Ornegin,
T2DM’ de insiilin direncinin erken gelisimi glikojen sentezinin bozulmasiyla gosterildigi
gibi, artan GSK3 aktivitesi ile de iliskilidir (Eldar-Finkelman ve digerleri, 1999). Ilging bir
sekilde, GSK3 a / B' nin bastirilmasi, TNF-a ve IL-1B dahil olmak iizere pro-enflamatuar
uyaranlarda azalmis bir inflamasyon oriintiisii gostermistir (Martin ve digerleri, 2005). Ek
olarak, GSK3 inhibisyonunun, LPS veya IL-1p ile uyarilan adipoz doku ve iskelet kasinda
pro-inflamatuar mediyatorlerin (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 ve MCP-1) ekspresyonunu ve
salgilanmasin1 6nemli dlglide azalttigi gosterilmistir (Martha Lappas, 2014b).

Inflamazom, IL-1p' y1 6ncii formundan salgilanmis aktif formuna isleyen ¢ok alt
birimli biiyiik bir protein kompleksidir. Gebe yag dokusunda, TLR' ler ve pro-inflamatuar
sitokin sinyal yolaklari, inflamazom yoluyla IL-1B salgilanmasinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, inflamazomun aktivasyonu, IL-1f tiretimini 6nemli
oOlglide artirirken ayn1 zamanda hamile iskelet kasi ve yag dokusunda AMPK aktivitesini
azaltmaktadir. Sonug olarak, insiilin aracili glukoz alimi ve insiilin sinyal yolunun (yani
IRS-1, IR-B ve GLUT-4) aktivasyonu, bazal kosullara kiyasla 6nemli &l¢iide bozulur. Bu
nedenle, GDM' Ili kadmlarin adipoz dokusunda artmis inflamazom aktivasyonu
sergiledikleri bulgusu bu konuda daha ¢ok caligmaya ihtiyag duyuldugunun gostergesidir
(Martha Lappas, 2014a).

ER stresi, ER limeninde hatali katlanmig proteinlerin birikmesi ile karakterize edilir.
Obezite ve diyabet dahil olmak iizere bir dizi metabolik hastalik ile iliskilidir (Hotamisligil,
2010; Ozcan ve digerleri, 2004). Cevresel toksinler, inflamasyon ve viral enfeksiyon dahil
olmak iizere ¢esitli endojen ve eksojen hiicresel saldirilarin protein katlama ortamini
bozdugu ve boylece katlanmamig protein cevabini (UPR) aktive ettigi gosterilmistir. UPR'
ye, her biri birbiri tarafindan aktive edilebilen ti¢ farkli kol aracilik eder; inositol gerektiren
enzim 1 (IREL), aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) veya pankreatik endoplazmik
retikulum kinaz (PERK). Bu sinyalleme proteinleri araciligiyla UPR, protein translasyonunu
inhibe eder, hatali katlanmis proteinleri ortadan kaldirir ve ER protein katlama kapasitesini
artirarak ER stresini hafifletir (Nakagawa ve digerleri, 2000). ER stresinin periferik insiilin

direnci, obezite ve T2DM’ de merkezi bir rol oynadigin1 gdsteren kanitlar vardir (Ozcan ve
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digerleri, 2004). GDM' li ve maternal obezitesi olan kadinlarin yag dokusu ve iskelet
kasinda ER stresinin 6nemli 6l¢iide arttigi bildirilmistir (Liong ve Lappas, 2015). Son
calismalar, GDM gebelikleri ile iliskili inflamasyonun yayilmasinda ER stres sinyal yolunun
IRE1 kolunun énemli oldugunu vurgulamistir. Ornegin, ER stres belirtecleri ATF6 veya
IREla' nin ER stres inhibitorii TUDCA veya siRNA ile susturulmasinin, gebe iskelet
kasinda TLR’ ler (TLR3, TLR4) veya sitokinler (IL-1p) tarafindan indiiklenen inflamasyonu
onemli 6l¢iide ortadan kaldirdig: tespit edilmistir (Liong ve Lappas, 2016). Ayrica in vivo
calismalar, ER stres inhibitorlerinin diyabetik farelerde inflamazom aktivasyonunu
zayiflattigin1 da gostermistir (Fang ve digerleri, 2013). Son olarak, ATF6 veya IREla
inhibisyonunun, iskelet kasinda insiilin sinyal yolunu ve insiilin aracili glukoz alimini da

eski haline getirdigi saptanmistir (Liong ve Lappas, 2016).

Bir dizi sinyal yolu GDM' nin patofizyolojisinde rol oynamaktadir. T2DM
arastirmalarindan yola ¢ikarak bu yolaklarin birbirleriyle ve birlikte etkilesim gosterdigini
sOylemek mimkiindiir. Ne yazik Ki, bu yollarin GDM gelisimine katkida bulunmak igin
hiyerarsik bir sekilde hareket ettigini gosteren hicbir kanit bulunmamaktadir. Steril
inflamatuar sonuclarin, plasenta, adipoz doku ve iskelet kasinda cesitli sinyal yollariin
ekspresyonunu ve/veya aktivitesini diizensizlestirdigi yapilan g¢alismalarla gosterilmistir
(Sekil 3) (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).
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Sekil 3. GDM’ nin steril inflamasyon molekiiler modeli (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).
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2.3. Mitokondri Yapisi ve Fonksiyonu

Mitokondri, ilkel 6karyotik hiicrelerle ve aerobik bakterilerin simbiyozundan olusmus
cift zarli bir organeldir. Kendi genomlarimi (MtDNA), RNA ve proteinlerini sentezleyen
mekanizmalar1 igeren mitokondri, niikleer genom ve diger organellerle uyum igerisinde
calismaktadir. Metabolik homeostaz i¢in gerekli olan temel biyokimyasal islevleri yerine
getirmekle birlikte hiicre 6liimii ile hayatta kalmasinin arabulucusudur (Holland ve digerleri,
2017).

Mitokondrinin biyokimyasi, son 50 yildir yogun arastirma konusu olmustur. Bu
organeller igerisinde sekerler ve uzun zincirli yag asitleri pargalanmakta, adenozin difosfat
(ADP) tekrar adenozin trifosfata (ATP) dondstiiriilmekte, steroidler, lipitler
sentezlenmektedir. Mitokondrilerde atasal DNA kopyalanmakta, transkribe edilmekte ve
proteinler, insan yasami i¢in gerekli olan diger bir¢cok reaksiyonla birlikte
doniistiriilmektedir. Yapisal bir perspektiften bakildiginda mitokondri; dis zar, zarlar arasi
bosluk, i¢ zar ve matriksten olusan dort farkli bolmeyi ayiran iki zar igerdiginden diger
organellerden farklilik sergilemektedir. Cogunlukla bu organelin biyokimyasi, hiicresiz ve
izole edilmis sistemlerde arastirilmistir. Bu da bizim mitokondriyi, yasam i¢in gereken
enerjiyi saglamak i¢in yorulmadan calisan hiicrede yalmiz bir komponent olarak hayal
etmemize yol agmistir. Gegtigimiz 20 yilda, yeni yaklagimlar, hiicresel sinyallere yanit
olarak dinamik mitokondriyal fonksiyon ve davraniglarin incelenmesine izin verdiginden bu
goriis degismistir (Chan, 2006b; McBride ve digerleri, 2006).

Her mitokondri, maternal olarak kalitilan ve niikleoidler adi verilen niikleoprotein
yapilarinda paketlenmis 800 ila 1000 mtDNA kopyas: igermektedir. Niikleoidler
mitokondriyal matriks boyunca dagilmis olsalar da genellikle oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) sistemini tasiyan krista yakininda bulunurlar. Dis ve i¢ mitokondriyal zarlar
arasinda kiigiik bir zarlar arasi bosluk bulunmaktadir. Dis mitokondriyal membran ve
intermembran bosluk, i¢ mitokondriyal membrandan nispeten daha gegirgendir. Buna
karsilik, i¢ zar daha kisith bir gecirgenlige sahiptir. Elektron tasima zinciri (ETS) ve ATP
{iretimi siirecine dahil olan enzimleri igerir. I¢ zar, mitokondriyal matriksi ¢evreler; burada
trikarboksilik asit (TCA) dongiisii tarafindan tretilen elektronlar, ATP {iretimi i¢in ETS
tarafindan alinir. Ic membranda iiretilen bir elektrokimyasal gradiyent, OXPHOS siirecini
yonlendirir (Sherratt, 1991).
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Okaryotlarda mitokondri, iki ana adim kullanarak besinlerin oksidatif metabolizmasi

yoluyla ATP formunda enerji iiretir:

1) Glikoliz, TCA dongiisii veya yag asitlerinin-oksidasyonu sirasinda {iretilen
Nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) veya flavin adenin diniikleotit (FADH2)" nin

oksidasyonu ve

2) ATP' yi olusturmak igin gergeklestirilen oksidatif fosforilasyon (Bhatti ve digerleri,
2017).

Yaslanma ve diger bircok metabolik hastaliktaki patofizyolojik degisikliklerin, artan
ROS iiretimi, azalmig OXPHOS (ATP iiretimi) ile mitokondri membran potansiyeli kaybi
ve antioksidan savunma sisteminin yetersiz kalmasi g@ibi bozulmus mitokondriyal
fonksiyonlarla baglantili oldugu takdir edilmektedir. Ayrica azalmis mitokondriyal
biyogenez, mitokondriyal fisyon ile fiizyon dinamiklerinde meydana gelen bozukluklar ve
disfonksiyonel mitokondriyi ortadan kaldiran bir siire¢ olan mitofajinin inhibisyonunun yine
norodejencratif ve metabolik hastaliklarin olusmasinda etkili oldugu son yillarda 6ne
stiriilmektedir (Sekil 4) (Bhatti ve digerleri, 2017; Chistiakov ve digerleri, 2014).
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Sekil 4. Mitokondriyal regiilasyon modeli (Holland ve digerleri, 2017).
2.4. Plasenta ve Trofoblast Mitokondriyal Fonksiyonu

Diinya Saghk Orgiiti'nin  temel saglik  o6nceliklerinden  biri,  gebelik
komplikasyonlarinin nedenlerini anlamak ve diinya ¢apinda 6liim vakalarini azaltmak igin

etkili saglik politikalar1 olusturmaktir (Say ve Chou, 2018). Gebelik ve dogum sirasinda
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anne ve fetiis sagligi i¢in meydana gelebilecek dogrudan sonuglarin yani sira, hamilelik
komplikasyonlarmin da uzun vadede anne ve ¢ocugunun saghgi iizerinde onemli etkileri
vardir. Daha once de belirtildigi gibi GDM ve preeklampsi gibi gebelik komplikasyonlari
gelistiren kadimlarin, normal gebelik gegiren kadinlara kiyasla yasamlarmin ilerleyen
donemlerinde metabolik ve kardiyovaskiiler bozukluklar gelistirme olasiligi daha yiiksektir
(Neiger, 2017).

Anne ve fetiis arasindaki islevsel ara faz olarak plasenta, hamileligin sonucunu
belirleyen maternal-fetal iletisime aracilik etmede merkezi bir rol oynamaktadir. Plasenta,
maternal dolagimdan besin ile oksijen saglayarak, fetal atik iriinleri ¢ikararak ve fetusu
maternal inflamatuar yanitlardan koruyarak fetal biiylimeyi desteklemektedir (Lopez-Tello
ve digerleri, 2019). Ek olarak, plasenta gebelik ortamindaki degisiklikleri algilayabilir ve
bunlara yanit verebilir ve fetal biiyiimeyi optimize etmek icin maternal fizyolojiyi degistiren
hormonlar1 salgilayabilir (Sandovici ve digerleri, 2012). Bu roller g6z 6niine alindiginda,
gebelik sirasinda gelisen plasental disfonksiyonun, anne ve ¢ocugun saglhigini olumsuz
yonde etkileyen preeklampsi, fetal biiyiime kisitlamasi ve GDM gibi yukarida belirtilen
gebelik komplikasyonlariyla baglantili olmasi sasirtict degildir (Desforges ve Sibley, 2009).

Insan plasentasmin sinsityotrofoblast hiicreleri, basarili bir hamileligin siirdiiriilmesi
ve fetiisiin normal biiyiimesi i¢in gerekli olan birgok islevi gergeklestiren olduk¢a dinamik
hiicrelerdir (Burton ve digerleri, 2017). Bu fonksiyonlar arasinda aminoasitlerin aktif
tasinmasi, iyon pompalanmasi, steroid ve peptid hormon sentezi ile ¢ok ¢esitli biiylime
faktorleri ve sitokinlerin salgilanmasi bulunur. Bu sebeple sinsityotrofoblast hiicreleri, ¢ok
sayida mitokondri ve bir miktar diiz ER ile donatilmistir (C.-Y. Cheng ve digerleri, 2010).
Bu organellere olan ihtiyaglar, gebeligin asamasina, maternal ve fetal isaretlere yanit olarak
degisir. Mitokondriler uyarlanabilir tepkiler verebilmelidir ve rolleri goz 6niine alindiginda,
dahil olduklar1 sinyalleme yollar1 hiicresel homeostazin siirdiiriilme merkezleridir (Burton
ve digerleri, 2017).

Cok cekirdekli sinsityotrofoblast, temel mononiikleer sitotrofoblastlarin fiizyonuyla
olusturulur (Sekil 5). Sinsityotrofoblasta farklilasma sirasinda mitokondri, steroidogenez
i¢in oldukga 6zellesmis goriinmektedir (Holland ve digerleri, 2017). Steroidogenez, dis ve i¢
zarlarin birbirine yakin oldugu coklu protein sistemlerini igeren mitokondriyal temas
bolgelerini gerektirir. Diger steroidojenik dokularda (6rn. adrenal bezler ve gonadlar),
kolesteroliin hiicre i¢i mitokondriye tasinmasi, mitokondriyal sterol tasiyici protein

steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR) araciligiyla diizenlenmektedir (Miller, 2013).
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Ek olarak, mitokondriyal 1s1 soku proteini (HSP) HSP60' in plasentada STARD3 ile iligkili
oldugu ve steroidogeneze katilabildigi gosterilmistir (Sekil 6). HSP, strese karsi hiicresel
yanitta, genellikle saperonlar olarak bilinen islevlere sahiptir; ancak, HSP ek rollere sahip
olabilir. HSP60, cesitli otoimmiin durumlarda ve aterosklerozda artmis serum kolesterolii ile
iliskilidir, bu da HSP60' 1n kolesterol tasinmasinda bir role sahip olabilecegini
gostermektedir (Foteinos ve Xu, 2009; Olvera-Sanchez ve digerleri, 2011). Ayrica
mitokondrinin  sitotrofoblastlarin ~ sinsityotrofoblasta farklilasmasinda dogrudan rol
oynadigma dair kanitlar da bulunmaktadir. Primer villiis sitotrofoblastlarda, mitokondriyal
solunum zincirinin inhibisyonu, hiicre fiizyonunda ve hormon iiretiminde (insan koryonik

gonadotropin ve leptin) bir azalmaya yol agmaktadir (Poidatz ve digerleri, 2015).

Sinsityotrofoblast Sitotrofoblast

Sekil 5. Sinsityotrofoblast ve sitotrofoblast mitokondrileri (elektron mikroskobu

goriintiilerinden uyarlanmistir) (Holland ve digerleri, 2017).
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2.5. Mitokondriyal Hasar Sinyalleri

2.5.1. Mitokondri ve Oksidatif Stres

Elektron sizintisi, OXPHOS' un elektron transfer adimlar1 sirasinda meydana gelir ve
trofoblastlar da dahil olmak iizere tiim hiicrelerde ROS {iretiminin ana kaynagi olarak
hizmet eder. ROS, 6nemli hiicre i¢i sinyal molekiilleridir, ancak fazla iiretildiginde
mitokondriyal solunum verimini bozabilir. Ayrica hiicresel bilesenlerin hasarina ve hiicre
oliim yollarinin aktivasyonuna yol agabilir (Osellame ve digerleri, 2012). Oksidatif solunum
sirasinda, oksijenin yaklasik % 1-2' si siiperoksit radikallerine doniisiir. Bu aktif radikal,
SOD' lar tarafindan katalize edilen bir reaksiyon sirasinda H202' ye doniistiiriilmektedir. Bu
adim, H202' nin mitokondriden sitozole yayilmasina ve burada katalaz ile suya
indirgenmesine izin verir (Alfonso-Prieto ve digerleri, 2009). Alternatif olarak H20z,
elektron vericileri olarak glutatyon (GSH) veya NADPH kullanilarak peroksidaz veya
peroksiredoksin ile suya donistiiriilebilir. Ayrica glutatyon peroksidaz-1 (GPx-1, mtGPx)
tim hiicre tiplerinin sitoplazma ve mitokondrilerinde bulunan o6nemli bir hiicre igi
antioksidan enzimdir. Bir selenoprotein ve glutatyon kullanarak peroksitleri indirgeyici bir
sekilde inaktive etmektedir (Handy ve digerleri, 2009). Tioredoksin sistemi mitokondriyal
proteinleri ROS aracili hasara kars1 savunmada 6nemli roller oynamaktadir. Kompleks | ve
I1l, i¢ membranin hem matriks hem de zarlar arasi taraflarinda siiperoksit iireten ana
bolgelerdir. Kompleks II' ye 6zgii substrat olan siiksinat, kompleks I'e bagli siiperoksit
tiretimini tesvik edebilirken, ubiquinone kompleks 11" te siiperoksit tiretimine neden olan bir
redoks rolii oynamaktadir (Sekil 6) (Ott ve digerleri, 2007).
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Sekil 6. Klasik elektron tasima sistemi ve i¢ membranda kolesteroliin O2 ile progesterona
doniisimii (CI-V, ETC kompleksleri; P450scc, kolesterol yan zincir pargalama
enzimi, 3 HSD, 3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz) (Lu ve Sferruzzi-Perri, 2021).

Mitokondri ROS aracili hasara karsi savunmasizdir. Bu hasar, mitokondriyal solunum
disfonksiyonuna yol acan ETC ekspresyonunu ve translasyonunu bozan mtDNA
modifikasyonunu igermektedir. Ayrica ROS, sirasiyla pro-apoptotik proteinler tarafindan
dis membranda olusturulan mitokondriyal gecirgenlik ile porlar yoluyla Ca*? disa akisini1 ve
sitokrom c salinimini tetikleyebilmekte dolayisiyla hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Ott ve
digerleri, 2007).

Gebeligin kendisi, oksidatif stresin artmasi ile karakterizedir. Bu durum genellikle
rahatsizliklarda daha da siddetlenmektedir. Artmis plasental oksidatif stres; preeklampsi,
intrauterin biiylime kisitlamasi, maternal diyabet ve maternal obezite dahil olmak iizere
bir¢cok gebelik patolojisinin bir 6zelligidir (Gupta ve digerleri, 2005). Maternal diyabet ve /
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veya obeziteden etkilenen plasentalar, yiiksek glukoz ve yag asidi seviyelerinin yani sira
inflamatuar aracilar da dahil olmak {izere bir dizi etkene maruz kalmaktadir (Desoye ve
Hauguel-de Mouzon, 2007).

2.5.2. Mitokondri ve Apoptoz

Ca*2 sinyali, hiicre proliferasyonu ve 6liimii gibi harici sinyallere yanit olarak hiicresel
aktiviteleri diizenlemek icin en onemli mekanizmalardan biridir. Sitosolik Ca*
diizenlemesinde bir¢ok organel yer alsa da ER, hiicre i¢i Ca*? igin birincil depolama yeridir.
ER ve mitokondri arasindaki yakin etkilesim ve mitokondriyal zarlarda ifade edilen Ca*?
tastyicilarinin bollugu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallere gore enerji metabolizmasini ve
hiicre kaderini diizenlemede Ca*? sinyalinin kritik bir roliinii gostermektedir (Contreras ve
digerleri, 2010). Apoptoz, normal hiicresel fonksiyonlar: siirdiirmek igin hasarli hiicrelerin
yok edilmesine izin veren ¢ok 6nemli bir siiregtir. Apoptoz, sirasiyla hiicre disi 6liim
sinyallerine veya hiicre i¢i streslere yanit olarak digsal veya igsel olarak meydana
gelmektedir. Her iki yol da hiicre tahribatina yol agan down-stream kirpilma kademelerini
baglatan kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. Oksidatif stres gibi gevresel
etmenler, mitokondriyal gecirgen porlarin  (MPTP) acilmasimi tetikleyerek Ca*2
homeostazin1 bozmakta ve hiicre 6liimiinde bir karar adimi olan mitokondriyal gecirgenlikte
artmaya yol agmaktadir. ETC' den iiretilen ROS, mitokondriyal biitiinliik tizerinde 6ldiiriicti
etkilere neden olan lipid peroksidasyonuna ve sitokrom ¢’ nin salinmasina neden olmaktadir.
Normal kosullar altinda, sitokrom ¢, membranlar arasi alanin i¢ membran tarafina bagh
kalmaktadir. Oksitlendiginde, sitokrom ¢ i¢ membrandan ayrilir ve pro- ve anti-apoptotik B-
hiicre lenfoma 2 (BCL-2) ailesi proteinleri tarafindan diizenlenen gegirgenlik kazanmig dis
membran araciligiyla sitozole salinmaktadir (Ott ve digerleri, 2007). Sitosolik pro-apoptotik
BCL-2-iligkili X (BAX) ve mitokondriyal protein BCL-2-homolog-antagonisti (BAK)
oligomerizasyonu, oliim sinyalleri tizerine dis membranda mitokondriyal dis zar
gecirgenliginin artmasimi ve sitokrom ¢ salimmini tetiklemektedir. Sitokrom c sitozole
girdikten sonra kaspaz 9' u toplayan ve aktive eden apoptozom adi verilen bir multiprotein
kompleksinin olusumunu baglatir. Aktive edilmis kaspaz 9, daha sonra apoptozu yiiriitmek

i¢in bir “down-stream” kaspaz yolagini tetikler (Osellame ve digerleri, 2012).
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Mitokondrinin apoptozdaki rolii birgok dokuda iyi karakterize edilmis olmasina
ragmen, sinsitiyotrofoblastta apoptozun ilerleyisi tam olarak anlasilamamustir.
Sinsityotrofoblastlar, hiicre sinirlarindan yoksundur ve siirekli kontrolsiiz hiicre 6limii
tehlikesi nedeniyle apoptozun tek ¢ekirdekli hiicrelerde oldugu gibi sinsityumda
ilerleyemeyecegi 6ne siiriilmiistiir (Burton ve digerleri, 2017). Apoptozun karakteristigi olan
mitokondri sismesi, izole preeklamptik plasental mitokondride bildirilmis ve plasenta
mitokondrisinin benzer morfolojik degisiklikleri GDM vakalarinda bulunmustur (Meng ve
digerleri, 2015; Shi ve digerleri, 2013).

2.5.3. Mitokondriyal Biyogenez

Mitokondriyal biyogenez, hem niikleer hem de mitokondriyal genomlarin katkisiyla
mitokondrilerin sayisim1 ve boyutunu koruyan bir siirectir. Fiziksel egzersiz, diyet
kisitlamalari, sicaklik ve kas miyogenezi dahil olmak iizere fizyolojik uyaranlarin aracilik
ettigi mitokondriyal biyogenezin diizenlenmesinde birkag transkripsiyon faktorii rol
oynamaktadir. Biyogenezin ana koaktivatorii PPAR-y koaktivator-1a ve p (PGC-1a/pB);
niikleer solunum faktorleri (NRF-1 ve NRF-2), mitokondriyal transkripsiyon faktorii A
(TFAM), ayrilma proteinleri (UCP2), PPAR' lar, tiroid hormonu, glukokortikoid, 6strojen
ve ostrojen ile ilgili reseptorler (ERR) a,y gibi birgok transkripsiyon faktorii ve protein
mitokondriyal biyogenez siirecini diizenlemektedir (Brown ve digerleri, 2010; Ventura-
Clapier ve digerleri, 2008). NRF-1, NRF-2 ve TFAM, ana mitokondriyal enzimlerin ve
mMtDNA sentezinin transkripsiyonu {izerine goérev yapmaktadir. Bu transkripsiyon
faktorlerinin yani sira, metabolik sensorler olarak goriilen iki 6nemli enzim olan AMPK ve
SIRT1 mitokondriyal biyogenezin diizenleyicileri arasinda yer almaktadir. PGC-1a ayni
zamanda siklik adenozin mono fosfat (CAMP) sinyal yolu araciligiyla gerceklesen enerji
metabolizmasinda rol oynamakta ve mitokondriyal islevi diizenleyen UCP2 ekspresyonunu
da indiiklemektedir. UCP2, mitokondriyal membran potansiyelini azaltarak ROS iiretimini
azaltirken, proton gradiyentini dagitan ve ATP olusumundan substrat oksidasyonunu ayiran

zarlar arasi bir proteindir (Brand ve digerleri, 2004).

Preeklampsi dahil olmak iizere plasenta yetmezligine bagli gebelik patolojileri,
maternal diyabet ve obezite mitokondriyal igerikteki degisikliklerle iliskilidir. Ayrica,
maternal dolasimdaki mtDNA seviyeleri, plasental patolojilerde artabilir ve bu materyalin
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plasentadan kaynaklandigi diistiniilmektedir (Williams ve digerleri, 2013). Normal fetal
biiylimeyi siirdiirme girisiminde artmis ya da azalmig mitokondriyal biyogenez meydana
gelebilmektedir. Etkisi besinsel olarak bozulmus ortamlarda enerji ¢ikigini artirmak igin
telafi edici bir yanit olup olmadigina baglidir (Cetin ve Alvino, 2009; Mando ve digerleri,
2014). T2DM’ de PGC-la ve hedef genlerinin ekspresyonlar1 azalmaktadir ve bunlar,
mitokondriyal ATP iiretme kabiliyetinin bozulmasi ve ETS ile artan ROS iiretimiyle
iliskilidir (Groop, 2003).

2.5.4. Mitokondriyal Katlanmams Protein Yamti (mtUPR)

mtUPR ile ilgili yapilan ¢aligmalar, mitokondriyal protein alimi ve dongiisiiniin
efektifliginin, hiicrenin mitokondriyal fonksiyonunun Kkritik bir belirteci oldugunu
gostermistir. Mitokondriyal matriks, yeni import proteinlerin ve ayrica mtDNA tarafindan
kodlanan 13 polipeptidin bazilarinin katlanmasiyla ilgili kendi molekiiler saperon sistemini
igerir (Haynes ve digerleri, 2013). Hem dis hem de i¢ membranda, protein translokazlar,
oncii protein translokasyonunu ve/veya zarlara entegrasyonunu miimkiin kilar.
Mitokondriyal matrikste yer alan evrimsel siiregte korunmus olan saperonlar HSP70 ve
HSP60/10° dur (Ryan ve Hoogenraad, 2007). Ayrica protein olgunlasmasi ve mitokondriyal
kalite kontrolii igin gerekli olan ek saperonlar ve proteazlar arasinda; kazeinolitik
mitokondriyal matriks peptidaz proteolitik alt birimi (ClpP), HSP40 (DnaJ) ve HSP78
bulunur (Martinus ve digerleri, 1995).

mtDNA' dan yoksun hiicrelerin  kullanildigi  deneyler (etidyum  bromiir
uygulamasiyla), bir memelinin mitokondriyal spesifik stres tepkisi igin ilk kanit1 saglamustir.
Muhtemelen oksijenli solunum kompleksi diizeneginin bozulmasi ve mitokondriyal
matrikste dogru alt birimlere ayrilamayan veya uygun komplekse birlestirilemeyen yeni
yapilmig protein birimlerinin birikmesi nedeniyle bir HSP60 ve HSP10 indiiksiyonu
gozlenmistir (Martinus ve digerleri, 1996). Siirekli olarak, mitokondriyal matrikste
kiimelenmeye egilimli kesilmis bir proteinin asirt  ekspresyonu (kesik ornitin
transkarbamilaz), ER ile iliskili saperonlar indiiklenmediginden mitokondriye &zgii bir
sekilde HSP60, HSP10 ve mitokondriyal proteaz ClpP ekspresyonunu arttirmistir (Q. Zhao
ve digerleri, 2002). Daha sonraki c¢alismalar, mitokondriyal matriksteki protein
agregasyonunun, transkripsiyon faktéric C/EBPB homolog protein (CHOP) ve onun
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kofaktorii C/EBPP' nin, ¢c-Jun N-terminal kinaz (JNK) 2 ve transkripsiyon faktorii aktivator
protein 1 (AP1) aracili transkripsiyonel aktivasyonuyla sonuglandigi bir model 6nermistir
(Horibe ve Hoogenraad, 2007; Q. Zhao ve digerleri, 2002). CHOP, hem ER iliskili UPR
hem de mtUPR ile baglantili goriinmektedir (Sekil 7). Transkripsiyonel aktivasyon igin iKi
adet bitisik ancak farkli eleman belirlenmis olup UPR yollarindan herhangi birine yanit

olarak Chop geninin ayr1 olarak indiiklendigi gosterilmistir (Aldridge ve digerleri, 2007).

ClpP, GLUT4 ve GLUTT!’ i aktive ederek glukoz metabolizmasini diizenlemektedir.
ClpP™ farelerde achik glukozu ve insiilinin, yabanil tip farelere kiyasla azaldigi tespit
edilmistir (Becker ve digerleri, 2018). Ayrica bir dizi ¢alisma, T2DM hastalarinda sistemik
dolasimda yiiksek HSP60 proteini seviyeleri gostermistir (Yuan ve digerleri, 2011). HSP60’
n steroidogenezdeki ve diyabette gergeklesen inflamasyondaki (Zhong ve digerleri, 2017)
rolii de goz oOniline alindiginda plasental mtUPR’ nin metabolik hastaliklardaki etkisinin

arastirilmasi1 onem arz etmektedir.

®

‘ CPN60 (HSP60)

Sekil 7. mtUPR sinyali (Rath ve Haller, 2012) (PKR, Protein Kinaz R).

2.5.5. Mitofaji

Mitofaji, hasarli, islevsel olmayan mitokondriyi pargalayan 6zel bir otofaji seklidir ve
boylelikle fonksiyonel bir mitokondriyal popiilasyonun korunmasini saglar. Mitofaji, aglik,

1s1k hasari, hipoksi, ROS firetimi ile indiiklenen mitokondriyal depolarizasyon dahil olmak
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tizere bir¢cok kosul altinda indiiklenebilmektedir (I. Kim ve digerleri, 2007; Kurihara ve
digerleri, 2012; Matsuda ve digerleri, 2010).

Mayada otofaji icin mitokondrinin segici olarak hedeflenmesinde, otofaji iligkili
protein (ATG32), kargo adaptor proteini (ATG11) gorev alirken, memelilerde ise retikiilosit
farklilasmasinda, Nip3 benzeri protein X (NIX, BNIP3Il olarak da bilinir) gibi ¢esitli
faktorler yer almaktadir (Youle ve Narendra, 2011). NIX, dis membranda lokalizedir.
Memeli ATG8 ortologu mitokondrinin sitozole bakan yiiziinde, mikrotiibiille iligkili
proteinler 1A/1B hafif zincir 3B (LC3)' it ve LC3 homologu GABA reseptorii ile iliskili
proteini (GABARAP) baglayan bir motif icermektedir (Schwarten ve digerleri, 2009). Ek
olarak, PINK1-PARK2 yolu, memelilerde hasarli mitokondrinin ortadan kaldirilmasindan
sorumludur. Mitokondriyal hasar meydana geldiginde, PTEN-indiikli kinaz 1 (PINK1),
ubiquitin ligazlar PARK2/PARKIN' i o6zellikle hasarli mitokondriye biriktirir, toplar ve
boylece mitofajiyi baslatir (Geisler ve digerleri, 2010). Aktive edilmis PARKIN daha sonra
voltaj bagli anyon kanali 1 (VDAC1), mitofusin (MFN1) ve MFN2 dahil mitokondriyal
proteinleri ubikitinler (Tanaka, 2010). Bu ubikuitinlenmis mitokondri, ubikuitin baglama
domaini yoluyla p62 ve histon deasetilaz 6 (HDACG6)' ya baglanir ve periniikleer bolgede
kiimelenmek iizere mikrotiibiiller boyunca tasinir (Okatsu ve digerleri, 2010). p62 daha
sonra LC3 araciligiyla otofagozomal membranlari toplayarak lizozomda mitokondriyal

temizlenmeye yol acar (Geisler ve digerleri, 2010).

Tanimlanan ilk memeli otofaji proteini olan BECLIN1 (BECNL1), otofajide merkezi
bir rol oynamaktadir. BECN1' in otofaji i¢in zorunlu bir protein oldugu disiiniilmektedir.
Yapilan galismalar BECN1 varyantlarinin esas olarak mitokondrinin dis zari ile iliskili
oldugunu ve PINK1 i¢in giiglii bir baglanma afinitesine sahip oldugunu goéstermistir, bu da
BECNL1 varyantinin PINK1 ile etkilesim yoluyla mitofajiyi baslattigini diisiindiirmektedir
(B. Cheng ve digerleri, 2015).

Mitofaji, biiytik mitokondriyi daha kii¢iik yavru mitokondrilere ayiran bir stire¢ olan
mitokondriyal fisyon yakindan iliskilidir. Esas olarak dinamin ile ilgili protein 1 (DRP1)
tarafindan kontrol edilen mitokondriyal fisyon olaylari, mitokondrinin hasarli boliimlerini
ayirir ve mitofaji ile bunlarin uzaklastirilmasini kolaylastirir (Twig, Elorza, ve digerleri,
2008). Mitofaji dokularin fonksiyonlarinin tam olarak saglanmasi ve biitiinliigiin
gerceklestirilmesi igin sarttir (Tong ve digerleri, 2019). Fakat hiicresel ve gevresel etmenlere
bagli olarak hiicresel bilesenlerin asiri bozunmasi yoluyla hiicre 6liimiinii tesvik edebilecegi

unutulmamalidir (Levine ve Yuan, 2005).

30



2.5.6. Mitokondriyal Dinamikler

Fizyolojik kosullar sirasinda mitokondri, hiicresel enerji taleplerine uyum saglamak
icin morfolojik degisikliklere ugramaktadir. Bu degisiklikler, hiicreler iginde yeterli
mitokondri dagilimina izin veren mitokondriyal fiizyon (birlesme) ve fisyon (boliinme)
dongiileri yoluyla siirekli meydana gelmektedir. Bu nedenle mitokondriler, statik organeller
degildir. Fizyolojik uyaranlara bagli olarak sekillerini ve yerlerini degistirmektedirler.
Mitokondriyal fisyon, kiigiik bireysel mitokondriler iretirken, birbirine bagl biiyik
mitokondri aglar1 fiizyon yoluyla iiretilir. Mitokondrinin morfolojisi, farkli hiicre tipleri
arasinda biiyiik 6l¢tide degisir; 6rnegin hepatositler kiiciik kiiresel veya oval mitokondriye
sahipken, fibroblast mitokondrileri uzun filamentler seklindedir (Westermann, 2010; Youle
ve Van Der Bliek, 2012).

Dinamin ile ilgili birkag GTPaz, mitokondriyal fiizyon/fisyon islemlerinin temel
mekanizmasini olusturmaktadir. Mitofusin (MFN) 1 ve 2, dis mitokondriyal membran
fizyonundan sorumludur. MFN21 proteinleri, iki karsit mitokondriyi HR2 alanlar
araciligryla baglayarak inter-mitokondriyal olarak etkilesime girebilmektedirler (Galloway
ve Yoon, 2013). MFN2 proteinleri kendi aralarinda etkilesime girerken ayni zamanda
mitokondriyal fiizyonu desteklemek i¢cin MFN1 ile de heterooligomerize olmaktadir
(Detmer ve Chan, 2007). MFN2 ayrica Ca*? sinyallemesi icin gerekli olan ER ve mitokondri
arasindaki fiziksel etkilesime de katilmaktadir (De Brito ve Scorrano, 2008). Mitofusinler
dis membran fiizyonuna aracilik ederken, i¢ mitokondriyal membranin flizyonu,
mitokondriyal Kkrista yapisinin korunmasinda da rol alan optik atrofi 1 (OPAL) proteini
tarafindan gergeklestirilmektedir (Otera ve Mihara, 2011). Ote yandan, fisyon proteinleri
arasinda DRP1 ve fisyon proteini 1 (FIS1) bulunmaktadir. DRP1 molekiilleri, mitokondriyal
zarlar1 GTP' ye bagh bir sekilde daraltmak icin halka benzeri bir yap1 i¢inde toplanirken,
FIS1 dis membrana sabitlenmekte ve DRP1' in sitozolik alani araciligiyla toplanmasina
aracilik etmektedir (Yoon ve digerleri, 2011). DRP1' in toplanmasina aracilik eden diger dis
membran proteinleri mitokondriyal fisyon faktorii (MFF), mitokondriyal dinamik proteinleri
49 (MiD49) ve 51 kDa (MiD51) dir (Sekil 8). MiD49 ve 51, FIS1 veya MFF yoklugunda

fisyona aracilik etmek igin yeterli olmaktadir (Loson ve digerleri, 2013).
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Sekil 8. Mitokondriyal fiizyon ve fisyonun regiilasyonu (Rovira-Llopis ve digerleri, 2017).

Fiizyon ve fisyon siirecleri; mitokondriyal solunum aktivitesi, mtDNA dagilima,
apoptoz, hiicre hayatta kalmasi veya kalsiyum sinyali gibi 6nemli hiicresel fonksiyonlarin
stirdiiriilmesi ig¢in gereklidir. Yapilan birgok calisma, mitokondriyal dinamiklerin glukoz
metabolizmasinda, insiilin sinyalinin diizenlenmesinde dolayisiyla obezite ve T2DM
gelisiminde 6nemli roliinii vurgulamaktadir (L. Wang ve digerleri, 2015). Son kanutlar,
karacigerdeki DRP1 veya MFN1' in genetik ablasyonunun fareleri yiiksek yagl diyetin
neden oldugu obezite ve insiilin direncine karsi korudugunu gostermektedir (L. Wang ve
digerleri, 2015). T2DM esnasinda B-hiicrelerinde mitokondri fiizyon ve fisyon siireglerinin
stirekli olarak degistigi, hiperglisemi ile artmis palmitat seviyelerinin flizyonu azalttig1 ve
mitokondriyal oksijen tiiketimini engelledigini gostermistir (Cerqueira ve digerleri, 2016).
Yine T2DM’ nin, iskelet kasindaki mitokondriyal fonksiyon bozukluguna bagli olarak
azalmig bir MFN2 ekspresyonu ile iliskili oldugu saptanmustir (Zorzano ve digerleri, 2009).
Baska bir ¢alismada ise T2DM’ li hastalarin 16kositlerinde anlamli derecede azalmis bir
mitokondriyal fiizyon kapasitesi ve artmig bir fisyon oriintiisii bildirmistir (Diaz-Morales ve
digerleri, 2016). Ayrica insiilin direnci olan hastalarda yapilan diger ¢alismalar egzersizin,
yag oksidasyonu ve insiilin duyarliliginda bir iyilesmenin yani1 sira DRP1'de bir azalmayi ve
MFNL1 ile MFN2 ekspresyonunda bir artis1 tesvik ettigini saptamistir (Fealy ve digerleri,
2014). Tim bunlarin yaninda obezitede oldugu gibi asir1 besin ortamina maruz kalmanin

mitokondriyal fisyonu arttirdigi ve verimsiz solunum ile ilgili olan mitokondriyal fiizyonu

32



azalttigi gosterilmistir (Wai ve Langer, 2016). Baska bir ¢alisma, FIS1' in pankreas P
hiicrelerinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu dogrulamistir. Arastiricilar, hem glukozla
uyarilan insiilin sekresyonunun hem de mitokondriyal dinamiklerin, bu fisyon proteininin
belirli ekspresyon seviyelerini iiretmek i¢in agik¢a uyarlandigini bulmuslardir (Schultz ve
digerleri, 2016).

Mitofaji diizenlemesinin 6nemi, hasarli bir mitokondri saglikli olanla birlestiginde,
sonucun daha biiyiik ve saglikli bir organel degil, daha ziyade yiiksek miktarda ROS
salgilayarak hasar1 artirabilecek daha hasarli bir mitokondri olusturmasi gergegine
dayanmaktadir (Dorn ve Kitsis, 2015). Bu baglamda mitokondriyal fisyon merkezi bir rol
oynar. Ciinkii mitofajiden 6nce kapsiil olusumu igin yonetilebilir biiyiiklikkte bireysel
mitokondriyal fragmanlar olusturan mitokondriyal bolinme gerekmektedir (Youle ve
Narendra, 2011). Bu profisyon durumuna ulasmak igin, fiizyon proteinleri MFN1 ve MFN2,
mitofajinin indiiksiyonu sirasinda ubikitin proteazom sistemi tarafindan yikilirken, OPAL,
dis membran ¢inko metalloproteazi OMAL ve AAA proteazlari tarafindan bozunmaktadir
(Stotland ve Gottlieb, 2015).

Mitokondriyal dinamikler, hiperglisemik kosullar altinda yogun ROS iiretimi ile
iliskilidir (Gerber ve Rutter, 2017). Aslinda, yiiksek glukoz seviyeleri ROS iiretimi ile
parcalanmay1 tetiklemekte ve ROS konsantrasyonlar1 azaldiginda mitokondriler
aktivitelerini geri kazanmaktadir. Yu ve ark. yaptiklar ¢alismada yiiksek glukoz ortaminda,
mitokondrinin morfolojik degisikliklerinin ROS iiretiminde nedensel bir faktdr oldugunu
gostermistir.  Bdylece mitokondriyal —dinamiklerin, mitokondriyal aktivitenin ana
diizenleyicisi olarak anahtar rolleri vurgulanmistir (T. Yu ve digerleri, 2006). Ayrica,
anormal glukoz homeostazinin her zaman bir neden olmayabilecegini, daha ziyade degisen
mitokondriyal dinamiklerin bir sonucu olabilecegini, ¢esitli ¢alismalarin 6nerdigi gibi not
etmek onemli géziikmektedir (Quirds ve digerleri, 2012; Sebastian ve digerleri, 2012; L.
Wang ve digerleri, 2015).

Siganlarda maternal diyetin neden oldugu obezite, sirasiyla PGC-1a ve MFN1 / 2
dahil olmak iizere genlerin azalmis ekspresyonunu gosterdigi gibi, risk altindaki
mitokondriyal biyogenez ve fiizyon ile baglantilidir. Bunlar plasental yetmezlik ile uyumlu

olarak saptanmistir (Borengasser ve digerleri, 2014).

Mitokondriyal dinamiklerin diizenlenmesi, mitokondriyal fiizyon ile fisyon arasinda

bir denge saglayan ve dinaminlerle iliskili farkli GTPazlar1 igeren karmasik bir sitirectir. Bu
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dengede gergeklesecek herhangi bir degisiklik; oksidatif stres, mitokondriyal disfonksiyon
ve metabolik bozulmalara yol agabilir. Sonugta insiilin direnci ile T2DM gibi mitokondriye

bagli hastaliklarin gelisimini tesvik edebilir (Rovira-Llopis ve digerleri, 2017).

2.5.6.1. Mitokondriyal Dinamiklerin Hedeflenmesi “Fisyon inhibitérleri”

Akut stres, aglik gibi artan enerji talepleri ve azalmis kaynaklar ile ilgili gesitli
fizyolojik kosullar, ATP sentezi ve mitokondriyal fiizyonu destekler. Aksine azalan enerji
ihtiyaci ve artan kaynaklarin olusturdugu kosullar, dinamikleri mitokondriyal fisyon yoniine
¢cekmektedir (Liesa ve Shirihai, 2013). Yasam tarz1 degisikligi obezite ve T2DM’ li
hastalarda en temel tedavi olmasina ragmen, mitokondriyal biyogenez ile fiizyon ve fisyon
dinamikleri dahil mitokondri kalite kontrollerini hedefleyen farmakolojik miidahaleler,
degisik farmasdtiklerin  gelistirilmesinde umut verici bir alandir (Sekil 9) (Wada ve
Nakatsuka, 2016). Mitokondriyal fiizyon, fisyon ve mitofajiye yonelik bilesiklerin
gelistirilmesine duyulan ilgi son yillarda katlanarak artmis ve bu hedeflerin birgok hastaligin

tedavisi i¢in 6nemi vurgulanmistir (H. F. Jheng ve digerleri, 2015).
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Sekil 9. Mitokondriyal biyogenez, mitofaji ve dinamiklerin genel semasi ile bu
mekanizmalarin hedeflenmesi (TZD, Tiazolidindion; SRT1720, SIRT1 aktivatorii;
S3,15-okzosibiramilakton) (Wada ve Nakatsuka, 2016).

Mitokondriyal boliinme inhibitérii-1 (mdivi-1), maya ve memeli hiicrelerinde DRP1'
in bir araya gelmesini ve GTPaz aktivitesini seg¢ici olarak inhibe ederek mitokondriyal
fragmantasyonu durdurmaktadir (Cassidy-Stone ve digerleri, 2008). Mdivi-1’ nin HelLa
hiicrelerinde sitokrom ¢ salinimini bloke ederek apoptozu inhibe ettigi ve iskemi durumunda
bobrek hasarini ve miyokard enfarktiistinii iyilestirebildigi saptanmistir (Ong ve digerleri,
2010). Baska bir ¢alisma, mdivi-1' in, DRP1' i inhibe ederek palmitik asit tarafindan
indiiklenen mitokondriyal hasar1 ve ROS {iretimini tersine ¢evirebilecegini gostermistir (H.-
F. Jheng ve digerleri, 2012). Mdivi-1 ayrica insiilin direnci kosullarinda insiilin duyarliligini
artirabilmektedir. Baz1 yazarlar, mdivi-1' in diyabetik farelerde mitokondriyal pargalanmayn,
oksidatif stresi, inflamasyonu, aterosklerozu azalttigii ve endotel fonksiyonunu
iyilestirdigini tespit etmistir (Q. Wang ve digerleri, 2017). Bununla birlikte, diger

calismalar, bu bilesik ile uzun siireli tedavinin mitokondriyal islevi inhibe edebilecegini
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gostermistir (Kim ve digerleri, 2013). Yirmi dort saatten fazla mdivi-1 ile tedavinin
mitokondriyal kiitleyi azalttigi, apoptozu indiikledigi ve miyojenik farklilasma sirasinda
vaskiiler hiicre biyoenerjetiklerini ve hiicre proliferasyonunu azalttigi gosterilmistir (Salabei
ve Hill, 2013). Hiicre boliinmesi tizerindeki inhibitor etkisi nedeniyle, mdivi-1, kanser igin
bir tedavi olma potansiyeline isaret ederek, kanser hiicrelerinde hiicre 6limiinii tetikleme

kapasitesine sahiptir (J. Wang ve digerleri, 2015).

Dinaminin GTPaz aktivitesine miidahale eden baska bir bilesik, dinamine bagl
endositik yollar1 inhibe eden kiigiik bir molekiil olan “dynasore” dur (Macia ve digerleri,
2006). Aslinda, dynasore, DRP1 bir dinamin benzeri protein oldugu igin mitokondriyal
boliinmeyi engellemektedir. Oksidatif stresi ile mitokondriyal fisyonu 6nledigi ve iskemi /
reperfiizyon kosullari altinda kardiyomiyosit sagkalimini artirdigi tespit edilmistir. Ayrica
oksidatif stres kosullar1 altinda mitokondriyal fonksiyonu, morfolojiyi ve ATP seviyelerini
koruyarak kardiyak lusitropiye kars1 koruma saglayabilmektedir (Gao ve digerleri, 2013).

Sitozolik DRP1, mitokondriyal fisyon olayinda mitokondriye baglanmak i¢in MFF ve
FIS1 gibi adaptorlere ihtiyac duymaktadir. “P110”, DRP1 enzim aktivitesini azaltan ve
noronlarda DRP1 / FIS1 etkilesimlerini bloke edebilen kiiciik bir peptid inhibitoriidiir. P110
ayrica norit kaybini azaltarak Parkinson hastaliginda noroprotektif etkiler de gostermistir
(Qi ve digerleri, 2013). Dahasi, beyin iskemi / reperfiizyon hasarimin bir modelinde, DRP1
ve p53 arasindaki etkilesimi engelledigi, boylece beyin enfarktiisiinii ve mitokondri ile
iligkili nekrozu azalttigi gosterilmistir (Guo ve digerleri, 2014). Bunlarda baska DRP1
Thr595 fosforilasyonunu ve mitokondriyal disfonksiyonu azalttigi ayrica otofajiyi inhibe
ettigi de tespit edilmistir (Su ve Qi, 2013). Baska bir ¢alismada, arastiricilar, p53 ve NF-xB
yollar1 arasindaki c¢apraz etkilesimin mitokondriyal fisyon aracili hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesinde rol oynadigini gosterdi ve DRP1 aracili mitokondriyal fisyonunun hiicre
dongiisii ilerlemesinde ve kanser hiicresi proliferasyonunda kritik bir rol oynadigi sonucuna
vardi (Zhan ve digerleri, 2016). Ozetle, P110’ un norodejeneratif hastaliklarda ve kanserde
mitokondriyal hasar iizerinde faydali etkiler gostermistir. Fakat metabolik hastaliklar

tizerindeki etkileri aragtirilmay1 beklemektedir.

36



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar
Calismada kullanilan cihaz listesi:
e Hassas terazi (Shimadzu)
e Sicak su banyosu (Memmert)
e Inkiibator (Nuaire)
e Hiicre sayim cihaz1 (Invitrogen countess)
e Is1 blogu (Lab companion)
e Ultra saf su cihazi (Millipore)
e Vorteks (Isolab)
e -80° C buz dolab1 (Nuaire)
e -20° C buz dolab1 (Samsung)
¢ pH metre (Mettler toledo)
e S1vi1 azot tanki (-196 °C)
e Hiicre kiiltiir kabini (Labronco)
e Distile su cihazi (Niive)
e Buz cihazi (Ugur buzal 60)
e Santrifiij (Hettich zentrifugen)
¢ Sogutmali santrifiij (Eppendorf centrifuge 5415 R)
e Otoklav (Hirayama)

e Nanodrop (Nabi)



e Orbital galkalayici (IKA KS 130)

e Plate okuyucu (Epoch)

e UV goriintileme cihazi (G:Box Syngene)

e Invert mikroskop (Olympus CK40)

e Western blot seti (yiiriitme, transfer tanki, gii¢ kaynagi, Biorad, Criterion)
¢ Boncuklu homojenizator

e Real-Time PCR (Thermo Fischer Step One Plus)

e Pipet seti (10 ul, 100 ul, 1000 ul, Eppendorf)

e Muse hiicre analizorii (Guava)

3.1.2. Kimyasal Maddeler, Primerler ve Antikorlar

Calismada kullanilan kimyasal listesi:
e BeWo hiicre hattt (ECACC, Acc No: 86082803)
e DMEM high glucose, DMEM no glucose besi yeri (Capricorn)
e Ham’s F-12 besi yeri (Sigma)
e Fetal sigir serumu (FBS, 500 ml, Sigma)
e L-Glutamin soliisyonu (200 mM, 100 ml, Capricorn)
e Penisilin/Streptomisin (100 ml, Capricorn)
e 10 cm’ lik petri kab1 (Biologix)
e Tek kullanimlik steril pipet (5ml, 10 ml, Biologix)
e Pastor pipeti (VWR)
e Sodyum pirtivat (Gibco)
e Tripsin-EDTA (% 0,05, Capricorn)

e Dulbecco®s PBS (1x, Sigma)
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¢ 6 well plate (Biologix)

e 10 ml siringa (BD-Luer-LokTM Tip)

e 15 ml’ lik falkon (Isolab)

e 50 ml’ lik steril falkon (Isolab)

e Cryotube (Isolab)

e 1,5 mI’lik vial (Tarsons)

e Enjektor filtresi (Isolab)

e Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck)

e Etanol (Merck)

e RNase i¢cermeyen su (GeneAll)

¢ RIPA lizis tamponu (ABT)

e Doku lizis tamponu (ProteinEx, GeneAll)
e 1 ml’ lik steril enjektor (Beybi)

e Protein kuantifikasyon Kiti (Bradford testi, Abcam)
e Proteaz ve fosfataz inhibitorii (100x, MedChem Express)
e Tripan mavisi (Invitrogen)

e Tris Hidroklorid (Sigma)

e Sodyum Kloriir (Merck Millipore Emsure)
e Tris Base (Nzytech)

e Glisin (Nzytech)

® Yagsiz siit tozu (Pmar)

e 3-Merkaptoetanol (Merck Millipore)

e Metanol (Merck Millipore)

e SDS-PAGE yiikleme boyasi (5%, Nzytech)

e SDS-PAGE jeli (Biorad, Criterion midi)
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e Whatman Kagidi (Filtre kagidi, Whatman)
e Hiicre sayim slayti (CountessTM)

e SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (BioShop)
¢ Nitro seluloz membran (Santa Cruz)

e Tween 20 (Sigma)

e MTT testi kiti (Biotum)

e Protein marker (SeeBlue Plus2)

e ECL (Biorad)

¢ RiboEXx trizol (GeneAll)

e CDNA sentez kiti (WizScript)

e qPCR mastermix (SYBR) (WizPure)

e Opal, Pgcla, Pgclf, Minl, Mfn2, Akting forward / reverse primerleri (Sentebiolab)

e Drpl, Fisl, Sod2, Gpx1, ClpP, Hsp60, Beclinl, Bcl2, Bax, NIrp3 forward / reverse
primerleri (ABT)

e Anti-Rabbit IgG-HRP sekonder antikor (Elabscience)
e Tubulin antikoru (Elabscience)

e HSP60, pIRS1(s323), pAKT(s473), MFN2 primer antikoru (Bioassay technology
lab.)

e MFN1, pDRP1, CLPP, LC3a/b, AKT, IRS, FIS1 primer antikoru (FineTest)
e Mdivi-1 (Kat. no: A14316, Adooq), Dynasore (Kat. no: A12726, Adooq)
e P110 (Kat. no: 6897, Tocris)

e Muse MitoPotential Kit (Kat. no: MCH100110), Muse Oxidative Stress Kit (Kat. no:
MCH100111) (Luminex Guava)
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3.2. Yontem

3.2.1. Hasta Se¢imi ve Plasenta Dokularinin Toplanmasi

Calisma Aydi Adnan Menderes Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu onay: ile yapilmistir (Tarih: 02/08/2019, Belge no: E.8554, Protokol no:
2019/20, Aydm, TURKIYE). Plasental doku &rnekleri Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’ nde gerceklesen sezaryen dogumlardan

belirtilen etik ilkelere uygun olarak alinmustir.
Gebe kadinlar ti¢ ana gruba ayrilmistir:
e Herhangi bir metabolik hastahg olmayan kontrol grubu (n = 17),
e Gebelik oncesi diyabet tamis1 almis Pre-DM grubu (n = 10)

e Gebelik sirasinda glukoz intolerans1 nedeniyle GDM tams1 alan kadnlar (n =
20).

Gebelik 6ncesi dénemde yapilan boy / kilo &lgiimlerine gore, obez (VKI > 30 kg / m?)
ve zayif gebeler (VKI < 25 kg / m?) olmak iizere bu ana gruplar arasinda iki alt grup daha

olusturulmustur. Bu durumda gruplar ve her gruptaki 6rnek sayisi su sekilde olmustur:
e Kontrol zayif (n=9), Kontrol obez (n=8)
e Pre-DM zayif (n=5), Pre-DM obez (n=5)
e GDM zayif (n=10), Pre-DM (n=10).

Amerikan Diyabet Birligi kriterlerine goére hamile kadinlara yaklasik 28. haftada 2
saatlik 75 g OGTT uygulanmistir. GDM, olgiilen ii¢ glukoz seviyesinden ikisi esit veya
bliyiik oldugunda teshis edilmistir:

e Aclik kan sekeri > 92 mg / dl,
e 1. saat>180 mg/dl ve
e 2. saat>153 mg/dl.

Pre-DM' li hastalar, ilk trimesterde glikolize hemoglobin (HbA1c) degerlerine gore
belirlenmistir. Kronik hastaligi olan (T2DM harig), kardiyovaskiiler hastaliklara sahip olan
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veya onceden kanser oykiisii olan kadinlar ¢alismaya dahil edilmemistir. Ayrica ¢alisma
grubundaki hamile kadinlarin higbirinde herhangi bir otoimmiin hastalik veya diger kronik
rahatsizliklar  (preeklampsi, koryoamnionitis, akut fetal distres, wvaskiiler / renal
komplikasyonlar gibi) da yoktur.

Aspartat aminotransferaz (AST) ile alanin transaminaz (ALT) karaciger enzim
seviyeleri 6l¢iilmiis ve her katilimcr igin gebeligin {igiincii trimesterinde beyaz kan hiicresi
(WBC) sayis1 degerlendirilmistir. Ayrica tiim gruplardaki gebelerin amniyotik sivi
indeksleri (ASI) belirlenmistir. Son olarak yeni doganlarin dogum agirliklar dlglilmiis ve
APGAR skorlama testi yapilmustir.

Plasenta doku ornekleri, tekil gebeliklerden sezaryen dogum sirasinda alinmustir.
Dogumdan hemen sonra fetal tarafin orta bolgesinden eksize edilmis, desidual ve amniyotik
membran kisimlar1 ekarte edilmistir. Dokular daha sonra PBS ile yikanmig ve calisma

baslayana dek -80 °C' de tutulmustur.

3.2.2. Hiicre Kiiltiirii ve Inhibitorlerin Uygulanmasi

3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirii Optimizasyonu

Calismada insan plasental trofoblast hiicreleri kullanilmistir (BeWo). Hiicrelerin
optimum besiyeri Ham’s F12’ tir. Tiim biiyiime ortamini hazirlamak igin, ortama % 10" luk
bir nihai konsantrasyonda FBS, ayrica % 1 penisilin / streptomisin, % 1 sodyum piruvat ile
% 1 glutamin ilave edilmistir. Donuk halde satin alinan hiicreler, 10 cm ¢apindaki petrilerde
10 ml yukarida tarif edilen besi yeri igerisine alinarak; 37 °C’ de ve % 5 CO:2
konsantrasyonu olan inkiibatérde ¢ogalmalar1 saglanmistir. Uygulamalar optimize olana
kadar iki giinde bir besi yerleri taze besi yeriyle degistirilmis ve mikroskop altinda
biiytimeleri takip edilmistir. Hiicre yogunluklar1 4-5 milyona (yaklasik % 60-70) ulastiginda
besi yeri atilarak PBS ile yikandiktan sonra 5 dk Tripsin-EDTA soliisyonuna maruz
birakilmis ve petrilerden kaldirilmistir (Resim 1). Kaldirilan hiicreler besi yeri igerisinde 5
dk 1200 rpm’ de santrifiij edilerek ¢okmeleri saglanmigtir. Daha sonra hiicreler
yogunluklarina gore 10 ml’ lik taze besi yeri igerisinde yeni petrilere pasajlanmistir. Deney

i¢in kullanilmayan hiicre peletleri ileriki ¢alismalarda kullanilmak {izere dondurma besi yeri
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(% 20 FBS, % 10 DMSO ve % 70 FBS i¢cermeyen besi yeri) i¢erisinde kademeli olarak 6nce
5 dk buz tizerinde, 20 dk -20 °C’ de ve 1 gece -80 °C’ de tutulduktan sonra sivi azota

alinarak saklanmustir.

Resim 1. Inverted mikroskop altinda BeWo hiicreleri.

Kiiltiir optimizasyonu saglandiktan sonra hiicreler yiiksek glukoz uygulamasinin ne
kadar siire ile gergeklestirilecegini saptamak, uygulamanin hiicreler tizerindeki sitotoksik
etkilerini belirlemek ve fisyon ile fiizyon belirteglerinin in vitro sartlarda durumunu tespit
etmek amaciyla 5,5 mM glukoz (normal glukoz) iceren DMEM (% 10 FBS, % 1 penisilin /
streptomisin, % 1 sodyum piruvat ve % 1 glutamin) besi yerinde alti kuyucuklu hiicre
plakalarina ekilmistir. Daha onceki ¢alismamizda oldugu gibi 24 saat sonra hiicreler 2 saat
boyunca glukoz i¢cermeyen besi yeri (DMEM) ile inkiibe edilmistir (Yalcin ve digerleri,
2020). Ardindan bir grup hiicre 25 mM” lik yiiksek glukoz iceren DMEM ile 24 ve 48 saat;
diger grup hiicre ise normal glukoz ortaminda (5,5 mM) 24 ve 48 saat inkiibasyona tabi
tutulmustur. Yiiksek glukoz uygulamasinin 48 saatte daha uygun olduguna karar verilmis ve

deneyin ileriki kisimlar1 bu sekilde stirdiiriilmiistiir.
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3.2.2.2. inhibitérlerin Uygulanmasi

Kirk sekiz saatlik glukoz uygulamasindan sonra normal (5,5 mM) ve hiperglisemik
(25 mM) ortamda 6 kuyucuklu hiicre plakalarinda inkiibe edilen hiicrelere; 50 uM ve 100
uM’ lik 2 farkli dozda mdivi-1, DMSO igerisinde ¢oziilerek 3 saat uygulanmustir (Bordt ve
digerleri, 2017; Wappler ve digerleri, 2013). Ayn1 sekilde normal ve hiperglisemik ortamda
inkiibe edilen hiicrelere 50 uM ve 100 uM’ lik iki farkli dozda dynasore, DMSO igerisinde
¢oziilerek 3 saat uygulanmistir (Chung ve digerleri, 2009; Girard ve digerleri, 2011). Son
olarak hiicrelere 0,5 uM ve 1 uM dozlarinda P-110, DMSO igerisinde ¢oziilerek 24 saat
uygulanmistir (Joshi ve digerleri, 2018). Bu uygulamalardan sonra deney gruplar1 Sekil 10’

daki gibi olmustur.
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uygulanmasi

Normal glukoz 5,5
mmol/l ve hiperglukoz
25 mmol/l ortaminda

yetistirilen hiicrelere
fizyoninhibitdrlerinin

bl

Normal glukoz (5,5
mmol/I) grubu

N

Hiperglukoz (25
mmol/1) grubu

DMSO grubu DMSO grubu
( N 4
50 UM 100 uM 50 uM 100 uM
mdivi-1 mdivi-1 mdivi-1 mdivi-1
L grubu grubu ) L grubu grubu
(" soum 100 M 50 uM 100 uM
dynasore dynasore dynasore dynasore
L grubu grubu ) 9 grubu grubu
‘g ™ N
0,5 UM P- 1M P-110 0,5 UM P- 1uM P-110
110 grubu grubu 110 grubu grubu
\ VAN J/ .

Sekil 10. Deney gruplari.

3.2.3. Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Testi

MTT testi hiicrenin mitokondrilere bagli metabolik aktivitesinin belirlenmesi ve
dolayistyla hiicre canliliginin kontrolii amaciyla yapilan kolorimetrik bir uygulamadir. Bu
kolorimetrik deney, sar1 bir tetrazolyum tuzu olan MTT" nin metabolik olarak aktif hiicreler
tarafindan mor formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir. Canli hiicreler, MTT'

yi formazana indirgeyen NAD(P)H' ye bagimli oksidorediiktaz enzimlerini icermektedirler.
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Her kuyuya yiiklenecek hiicre sayisi hiicre sayim cihazinin protokoliine uygun olarak

yapilmistir.

e Hiicreler 10 cm’ lik petrilerden tripsinizasyon islemiyle kaldirilip falkon tiiplerine

aktarilmistir.

e Soliisyondaki hiicrelerden 50 pl alinarak tizerine 50 pl tripan mavisi eklenip
karistirilmistir. Ardindan 10 pl hiicre soliisyonu Ve tripan mavisi karigimi hiicre sayim

lamina yiiklenmis ti¢ tekrarli olarak hiicre sayim cihazinda 6l¢iim yapilmistir.

e Deney sistemi sekilde verilen gruplar1 kapsayacak bigimde 96 kuyucuklu plakalarda
kuyu basmma 5000 hiicre olacak sekilde, her grupta ii¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

e Tiim gruplara ilgili dozda inhibitor ve glukoz isleminin uygulanmasinin ardindan her

kuyuya 5 ul MTT soliisyonu aktarilmis ve 1,5 saat inkiibe edilmistir.

e Ardindan plakalarin tabanindaki tetrazolyum tuzlarina zarar vermeyecek sekilde besi

yerleri kaldirilmis ve her kuyucuga 200 ul DMSO eklenmistir.

e Son olarak kuyucuklarin absorbanslart 570 nm’ de ve referans olarak da 630 nm’ de

Olctilmiistiir.

3.2.4. Protein Izolasyonu

3.2.4.1. Dokulardan Protein izolasyonu

e Plasental dokular buz iizerinde, goriniir bag dokusunu ve kalsiyum birikintilerini

gidermek igin kiit olarak kesilmistir.

e Her doku yaklasik 100 mg olacak sekilde tartilmisg ve 1,5 ml ‘lik boncuklu santrifiij

tiiplerine aktarilmistir.

e Tiiplere % 1 fosfataz ve % 1 proteaz inhibitor kokteyli igeren 1 ml ProteinEx
(GeneAll) homojenizasyon tamponu eklenmistir.

e Dokular boncuklu tiipler yardimiyla tampon igerisinde 30 sn. yiiksek devirde

homojenizatérde homojenize edilmistir.
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e Ardindan 6rnekler 5 dk buzda inkiibe edilmistir.

e Daha sonra 4 °C’ de 16000 g’ de 10 dk santrifiij edilmis ve supernatant kismi temiz

tiiplere aktarilmistir.

e Ornekler dondurma-¢ézme isleminden kaginmak igin esit hacimlerde olacak sekilde

tiiplere paylastirilmis ve -80 °C’ de deney yapilana kadar muhafaza edilmistir.

3.2.4.2. Hiicrelerden Protein izolasyonu

e Alt1 kuyucuklu plakalarda islem uygulanan hiicreler iizerinden besi yeri ¢ekilmistir.

e Ardindan hiicreler, ¢ekilen besi yerine esit hacimli (2 ml) soguk PBS ile iki kez

yikanmis PBS uzaklagtirilmastir.

e 4 °C’ de saklanan ve igeriginde % 1 fosfataz ve % 1 proteaz inhibitor kokteyli igeren
RIPA tampon stogundan her kuyuya 350-500 ul (5 x 10° hiicre basmna 1 ml)

eklenmistir.

e Plakalar tabanlar1 tamamen kaplanana kadar hafifce calkalanmis ve 15 dk buz

tizerinde inkiibe edilmistir.

e Hiicre kaziyict yardimiyla lizatlar plakalardan kaldirilmis ve pipetaj yapilarak

homojenligi saglanmistir.

e Lizatlar 1,5 ml’ lik santrifiij tiiplerine aktarilarak 20 dk -80 °C’ de ve ardindan 20 dk

buz {izerinde bekletilmistir (islem ti¢ kez uygulanmistir).

e Lizatlar 4 °C’ de, 14000 g’ de 15 dk boyunca santrifiij edilmis ve supernatant

kisimlar1 temiz tiiplere aktarilmustir.

e Ornekler dondurma-¢dzme isleminden kacinmak icin esit hacimlerde olacak sekilde

tiiplere paylastirilmis ve —80 °C’ de deney yapilana kadar muhafaza edilmistir.
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3.2.5. Protein Miktar1 Tayini

Proteinler izole edildikten sonra doku homojenatlart 1:10 oraninda ve hiicre lizatlar
1:5 oraninda sulandirilarak protein miktar1 6l¢timii islemine gecilmistir. Protein standardinin
olusturulmasi i¢in kullanilan BSA konsantrasyonlar1 kit protokoliine (Abcam Bradford

Assay Kit, ab102535) uygun olarak Tablo 2’ de verildigi gibi hazirlanmistir.

Tablo 2. Bradford i¢in kullanilan standart konsantrasyonlari.

BSA standart (ul) H20 (ul) Konsantrasyon (ug/ul)
0 50 0
5 45 100
10 40 200
15 35 300
20 30 400
25 25 500

e Calisma soliisyonu (5x) distile su ile 1:5 oraninda sulandirilarak deneyde
kullanilmak tizere 1x konsantrasyona getirilmistir. Hazirlanan g¢alisma soliisyonu test

yapilmadan once oda sicakliginda tutulmustur.

¢ 96’ lik plakalarda standart ve 6rnek kuyularina (ii¢ tekrarli olacak sekilde) 100 ul

calisma soliisyonu aktarilmistir.

e Ardindan her kuyucuga ilgili 10 ul standart ve 10 ul 6rnek eklenmis ve dikkatlice

karistirilmastir.
e Plaka 5 dk oda sicakliginda calkalanarak inkiibe edilmistir.

e Daha sonra plaka okuyucuda 595 nm’ de absorbans degerleri okunmustur.

48



600

y = 1408,8x - 31,282
>0 R?>=0,9628 ¢

400 /
300 .

200 /

100 /

0 T T T 1
K 0.1 02 03 0.4
-100

Absorbans

Protein pg/pnl

Sekil 11. Standart grafik.

Orneklerdeki protein konsantrasyonlar1 standart grafige uygun olarak hesaplanmistir
(Sekil 11).

3.2.6. Western Blot

Kullanilan Tampon ¢ozeltiler:

e TBS (Tris-Buffered Salline-1 It); 6,05 gr Tris-HCI ve 8,76 gr NaCl 1 It dH20
igerisinde ¢ozdiirilmistiir (pH 7,6).
e Yikama Tamponu (TBS + %0,1 Tween20); 100 ml TBS ¢ozeltisine 100 ul Tween20

eklenerek karistirilmistir.

e Transfer Tamponu; 3,03 gr Tris-Base, 14,4 gr glisin, 200 ml metanol ve 2 ml %10
SDS 1 L dH20 igerisinde ¢ozdirilmiistiir.

e 10X Yiriitme Tamponu; 30,3 gr Tris-Base, 144 gr glisin ve 10 gr SDS 1 It dH20’ da
¢Ozdiirilmiistiir.
¢ Bloklama Soliisyonu (% 5 Siit tozu + TBS) i¢in; gerekli miktarda bloklama soliisyonu

her seferinde % 5 siit tozu igerecek sekilde TBS ile hazirlanmustir.

e Strip Tamponu; 200 ml % 10 SDS, 62,5 ml 1 M Tris (pH: 6,7) ile dH20 ile 1 It ‘ye
tamamlanmistir. Strip asamasindan once 50 ml strip tamponu igerisine 350 ul B-

merkaptoethanol eklenmistir.
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Western Blot protokolii:

e Ornekler jele yiiklenmek iizere her kuyuda 50 pg protein ve toplamda 30 pl hacimde
olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun igin 5x’ lik yiikleme tamponundan 6 pl ve 24 ul
ornek + lizat tamponu 6rneklerin igerdikleri protein konsantrasyonlarina gore 1,5 ml’
lik santrifiyj tiiplerine alinmistir. Tiim malzemeler dondurucudan gikarildiktan sonra

kisa bir santrifiij islemine tabi tutulmustur.
e Tiipler 5 dk 95 °C’ de inkiibe edilmistir.

e Ardindan jel kuyucuklarma marker (5 ul) ve 6rnekler (30 ul) yiiklenmistir ve 1,5 saat
kadar 90 V’ ta yiiriitiilmiistiir.

e Ornekler vyiiriitiildiikten sonra transfer tamponu igerisinde transfer sandvici
hazirlanmistir (asagidan yukariya; siinger, whatman kagidi, jel, membran, whatman

kagidi, siinger) ve transfer tankinda 2 saat 70 V’ ta transfer gergeklestirilmistir.

e Transferden sonra membran, bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.

e Bloklamanin ardindan membran, bloklama soliisyonu igerisinde 1:1000

konsantrasyonda primer antikor ile gece boyunca 4 °C’ de inkiibe edilmistir.
e Ardindan membran yikama tamponu ile 3 kere 5 dk yikanmustir.

e Yikama islemini takiben membran 2 saat oda sicakliginda bloklama soliisyonu

igerisinde 1:5000 konsantrasyonda sekonder antikor ile muamele edilmistir.
e Daha sonra tekrar yikama tamponu ile 3 kere 10 dk yikanmustir.

e Yikamanin ardindan membran 1 ml ECL ile 2 dk muamele edilmis ve goriintiilleme

cihazinda goriintli alinmistir.

e Goriintiilemeden sonra membran strip soliisyonu ile 1,5 saat oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.
e Strip islemini takiben membran ii¢ kere 5 dk yikama tamponu ile yikanmastir.

e Tekrar bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmis ve bloklama
soliisyonu igerisinde B-Tubulin (1:5000) ya da diger bir primer antikorla (1:1000)

gece boyu muamele edilerek basamaklar tekrar edilmistir.
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e Elde edilen bant goriintiilleri ImageJ (NIH, USA) programui ile analiz edilmis ve
miktarlar1 belirlenmistir. Bantlar, her grup icin B-Tubulin' e gére normalize edilmis ve

kat degisiklikleri hesaplanmuistir.

3.2.7. RNA izolasyonu

e Plasenta dokularindan ~100 mg tartilarak 1,5 ml’ lik boncuklu tiiplere alinmistir.
Daha sonra iizerlerine 1 ml RIiboEX soliisyonu eklenerek yiiksek devirde

homojenizatoérde 30 sn. homojenize edilmistir.

e Hiicreler i¢in ~5 X 10° hiicre iceren 10 cm’ lik petrilerden besiyeri c¢ekilmis ve
ardindan 1 ml RiboEX soliisyonu eklenmistir. Hiicre lizati birkag kez pipetten

gecirilerek karistirilmistir.
e Hem doku 6rnekleri hem de hiicre lizatlar1 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

e Ardindan 4 °C’ de 12000 g’ de 10 dk santrifiij edilmis ve supernatant kismi temiz

tiiplere aktarilmistir.

¢ 0,2 ml kloroform tiiplere eklenmis ve 15 sn vortekslenmistir. Daha sonra 2 dk oda

sicakliginda tutulmustur.

e Inkiibasyonu takiben tiipler 4 °C’ de 12000 g’ de 15 dk santrifiijlenmis sonrasinda

olusan 3 fazdan istteki sivi faz temiz tiiplere aktarilmistir.

e Bu islemi takiben tiiplere 0,5 ml izopropanol eklenmis ve 4-5 kez yavasga

karigtirilmastir.

e Karisim 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir (RNA miktariin arttirtlmast igin -
20 °C’ de gece boyu da bekletilebilir).

e Daha sonra tiipler 4 °C’ de 12000 g’ de 10 dk santrifiij edilmis ve supernatant

kisimlar1 atilmistir.
e Ardindan 1 ml % 75’ lik etanol ilave edilerek RNA pelleti yikanmistir.

e 4 °C’ de 7500 g’ de 5 dk santrifiij edilmis ve sonrasinda etanol dikkatlice pelete zarar

vermeden uzaklastirilmistir. Tiim etanoliin ugmasi i¢in tiipler bekletilmistir.
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e Son olarak RNA peletleri, 50 ul dietil pirokarbonat (DEPC, RNAaz igermeyen) igeren
suda 56 °C’ de 10 dk bekletilerek ¢oziilmiistiir.

e RNA ornekleri ileriki asamalar i¢in -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.8. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

e izole edilen RNA 6rneklerinin miktarlart nanodrop araciligiyla belirlenmis ve cDNA

sentezi i¢in her 6érnekten 100 ng / ul RNA olacak sekilde hacimler hesaplanmustir.

e CDNA sentezi i¢in WizScript kiti kullanilmigtir. Toplamda 10 pl master mix i¢in

gerekli malzemeler hazirlanmistir;

o 10x Reaksiyon tamponu 2 ul

o0 20X dNTP karistmi 1 pl

o Random hekzamer primer 2 ul

o Revers transkriptaz 1 ul

o RNAA&z inhibitér 0,5 pl

o RNAaz icermeyen su 3,5 ul.

e Master miks buz iizerine alinmis ve yavasca karistirtlmistir.

e Master miksten 10 pl mikro santrifiij tiiplerine aktarilmustir. Uzerine 10 ul RNA

ornekleri eklenmis ve karistirilmistir.

e Hava kabarcig1 kalmamasi i¢in kisa bir santrifiijleme yapilmistir ve tiipler buz iizerine

alinmustir.
e Revers transkripsiyon islemi i¢in PCR cihazinda asagidaki asamalar uygulanmistir:
0 10dk 25 °C
0 120 dk 37 °C
o5dk85°C
0x4°C

e cDNA sentezinin ardindan 6rnekler — 80 °C’ de saklanmustir.
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3.2.9. Real Time PCR

RT-PCR reaksiyonu WizPure qPCR Kiti ile gergeklestirilmistir.

e Kit igerisindeki reaktifler oda sicakliginda ¢6ziilmiis, santrifiij edilmis ve buz tlizerine

koyulmustur.

e Primerler diretici firma tarafindan belirtilen hacimlerde niikleaz igermeyen su ile

¢oziilerek 100 uM konsantrasyonluk stoklar hazirlanmistir. Reaksiyonda kullanilan

primerlerin baz dizileri Tablo 3’ te verilmistir.

Tablo 3. Deneyde kullanilan primer baz dizileri.

Gen Forward (5'-3") Reverse (5'-3")
Mfnl CCTGTTTCTCCACTGAAGCAC CCTCACCAATGATGGAAAGC
Mfn2 ACACATGGCTGAGGTGAATG CGTCCAGAACCTGTTCTTCTG
Opal GGATTGTGCCTGACATTGTG AAGGCTTTCAACAATCTTGTCA
Pgclo. | GACTGGCGTCATTCAGGAG TCAGGAAGATCTGGGCAAAG
Pgclfp | AGCTCTCCTCCTTCTTCCTCA TGGGAGAGGTCAAGTTCTGG
p-aktin | AACTGGGACGACATGGAGAA GAAGGTCTCAAACATGATCTGG
Drpl CAGTGTGCCAAAGGCAGTAA GATGAGTCTCCCGGATTTCA
Fisl CTTGCTGTGTCCAAGTCCAA GCTGAAGGACGAATCTCAGG
Sod?2 AAGGGAGATGTTACAGCCCAGATA TCCAGAAAATGCTATGATT
Gpxl GGGACTACACCCAGATGAA TCTCTTCGTTCTTGGCGTTC
ClpP GCCAAGCACACCAAACAGA GGACCAGAACCTTGTCTAAG
Hsp60 | CACCGTAAGCCTTTGGTCAT CTTGACTGCCACAACCTGAA
Beclinl | GGCTGAGAGACTGGATCAGG CTGCGTCTGGGCATAACG
Bcl-2 CATGTGTGTGGAGAGCGTCAA GCCGGTTCAGG TACTCAGTCA
Bax TCGCCCTTTTCTACTTTGCC AGTCTCACCCAACCACCCT
Nrlp3 GTGTTTCGAATCCCACTGTG TCTGCTTCTCACGTACTTTCTG

e 20 ul reaksiyon kondisyonlar1 100 pl strip tiiplerde su sekilde gergeklestirilmistir;

o gPCR SYBR master mix 10 ul

o ROX bovyasi 0,4 ul

o 10 uM forward primer 0,5 ul

o 10 uM reverse primer 0,5 ul

o cDNA 5 ul

o RNAaz icermeyen su 3.6 ul.
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e Tiim reaktifler hazirlandiktan sonra yavasca karigtirllmig ve hizli bigimde santrifiij

edilmigtir.

e Karisimlar RT-PCR cihazina alinmigs ve PCR sartlart Tablo 4’ teki gibi
gerceklestirilmistir.

Tablo 4. PCR reaksiyon sartlari.

Sicakhik Zaman Dongii
95 °C 5dk 1
95 °C 15 sn. 40
60 °C 20 sn. 40
72°C 30 sn. 40

Reaksiyonda belirlenen dongii esik (CT) degerleri S-aktin' e gére normalize edilmis ve
Thermo Fisher Scientific Step One Plus Real-Time PCR cihazi ile 2 “2A¢T formiiliine gore

goreceli ifadeleri belirlenmistir. Her numune, ii¢ kopya halinde galisilmistir.

3.2.10. Mitokondriyal Potansiyelin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki mitokondri potansiyeli Muse MitoPotential Kit (Part Numarast:
MCH100110) ile Muse Cell Analyzer’ da belirlenmistir. Bu protokol apoptozun erken bir
isareti olarak kabul edilen mitokondriyal potansiyeldeki degisiklik ve hiicresel plazma zari
gecirgenligi veya hiicre 6limii olmak tizere iki 6nemli hiicre sagligi parametresinin es

zamanli olarak belirlenmesine olanak saglamaktadir.

Yiiksek membran potansiyeli, bozulmamis mitokondrinin i¢ zar1 iginde yiiksek
floresan ile sonuglanan MitoPotantial boya (katyonik ve lipofilik bir boyadir) birikimini
tetiklemektedir. Depolarize mitokondrili hiicreler, floresanda bir azalma gostermektedir. Bir
oli hiicre belirteci olan (7-AAD), hiicre zar1 yapisal biitiinliigiiniin ve hiicre 6liimiiniin bir
gostergesi olarak da kullanilmaktadir. Canli, saglikli hiicrelerin yani sira erken apoptotik
hiicrelerin de ayrilmasini saglamaktadir. Olii hiicreler bu nedenle artan floresan yogunluk

gostermektedir.
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Deney sonunda dort grup hiicre profili belirlenmektedir:

e Depolarize mitokondriyal membrana sahip canli hiicreler: MitoPotantial (-) ve 7-AAD
)
e Saglam mitokondriyal membrana sahip canli hiicreler: MitoPotantial (+) ve 7-AAD (-

)

e Depolarize mitokondriyal membrana sahip 6lii hiicreler: MitoPotantial (+) ve 7-AAD
(+)
e Saglam mitokondriyal membrana sahip 6li hiicreler: MitoPotantial (-) ve 7-AAD (+).

Deney protokolii Kit icerigine uygun olarak gerceklestirilmistir. Tiim deney gruplar1 6
kuyulu hiicre plaklarinda olusturulmustur. Hiicreler her kuyuda 5 x 10° hiicre / 1 ml olacak
sekilde kiiltiire edilmistir. Hiicrelere gruplara uygun sekilde ilgili uygulamalar yapilmistir

(yiiksek / normal glukoz ortami ve inhibitér uygulamalari).

eDeneye baslamadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina alinmis ve ¢oziinmeleri

saglanmustir.

e MitoPotantial ¢alisma soliisyonu; MitoPotential boyasi ve 1x assay tamponu ile
1:1000 oraninda karistirtlarak hazirlanmistir. Deneyde 20 6rneklik ¢alisma soliisyonu; 5 ul
MitoPotential boyas1 ile 1998 ul assay tamponu karistirilarak olusturulmustur. Hazirlanan

calisma soliisyonu oda sicakliginda ve karanlik ortamda tutulmustur.

e Hiicrelerin tizerinden besi yeri ¢ekilmis sonra tripsinizasyon islemi ile kuyulardan

kaldirilmistir.

e Kaldirilan hiicreler ile gekilen besi yeri (61i hiicreleri icermektedir) falkonlara alinmis

ve 5 dk 1200 rpm’ de santrifiij edilerek ¢oktiirtilmiistiir.

e Hiicre peletleri 100 pl 1x assay tamponunda cozilerek 1,5 ml’ lik tiiplere

aktarilmistir.

e Tiiplere 95 ul MitoPotantial ¢alisma soliisyonu eklenmis ve yavasca vortekslenerek

kanistirilmastir.
e Tiipler 37 °C’ de 20 dk inkiibe edilmistir.
e Daha sonra tiiplere 5 ul 7-AAD reaktifi eklenerek tekrar yavasca vortekslenmistir.

e Ardindan hiicreler 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

55



e Son olarak hiicre popiilasyon yiizdeleri Muse Cell Analyzer ile belirlenmis ve cihazin

paket programinda analizleri gergeklestirilmistir.

3.2.11. Oksidatif Stresin Belirlenmesi

Hiicrelerdeki oksidatif stres Muse Oksidatif Stres Kiti (Part numarasi: MCH100111)
ile belirlenmistir. Kit siiperoksit radikallerinin hiicre i¢i tespitine dayali olarak oksidatif
strese maruz kalan hiicrelerin sayisini ve yiizdesini ayni anda tespit etmektedir. Muse
oksidatif stres reaktifi, hiicresel popiilasyonlarda ROS’ lar1 tespit etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan iyi karakterize edilmis bir reaktif olan dihidroethidium (DHE) igermektedir.
Reaktif hiicre gecirgendir. DHE, uzun siire siiperoksit anyonlar ile reaksiyona girdiginde
oksidasyona ugrayarak DNA' ya baglanan florofor etidyum bromiirii veya DNA ile birlesen

yapisal olarak benzer bir tiriinii kirmizi floresan 1simaya ugratir.
Protokol sonunda;
¢ ROS (-) canli hiicreler,
e ROS (+) sergileyen hiicreler akis sitometrisi ile olarak saptanmaktadir.

Deney protokolii Kit icerigine uygun olarak gerceklestirilmistir. Tiim deney gruplar1 6
kuyulu hiicre plaklarinda olusturulmustur. Hiicreler her kuyuda 5 x 10° hiicre / 1 ml olacak
sekilde kiiltiire edilmistir. Hiicrelere gruplara uygun sekilde ilgili uygulamalar yapilmistir

(yliksek / normal glukoz ortami ve inhibitdr uygulamalart).

Deneye baslamadan once tiim reaktifler oda sicakligina alinmis ve ¢oziinmeleri

saglanmstir.

e Muse Oksidatif Stres Reaktifi stok soliisyonu 1x assay tamponun ile 1:100 oraninda

seyreltilmistir (1 pl reaktif, 99 ul assay tamponu).

e Daha sonra seyreltilen reaktif oda sicakliginda karanlik ortamda 1:80 oraninda tekrar

1x assay tamponu ile seyreltilip ¢alisma soliisyonu hazirlanmustir.

e Hiicrelerin tizerinden besi yeri ¢ekilmis sonra tripsinizasyon islemi ile kuyulardan

kaldirilmastir.

e Kaldirilan hiicreler ile gekilen besi yeri (6lii hiicreleri igermektedir) falkonlara alinmis

ve 5 dk 1200 rpm’ de santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir.
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e Hiicre peletleri (5 x 105) 100 ul 1x assay tamponunda ¢oziilmistir (son
konsantrasyon 5 x 106 hiicre / ml).

e Coziilen hiicrelerden 10 pl alinip 1,5 ml’ lik tiiplere aktarilmustir.
e Her tiipe 190 pl calisma soliisyonu eklenmis Ve tiipler yavasca vortekslenmistir.
e Daha sonra tiipler 37 °C’ de 30 dk inkiibe edilmistir.

e Son olarak hiicre popiilasyon yiizdeleri Muse Cell Analyzer ile belirlenmis ve cihazin

paket programinda analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Siirekli veriler Ortalama + Standart Sapma veya Ortalama + Standart Hata olarak
verilmistir (her boliimde ayrintili olarak anlatilmistir). Kategorik veriler ise yiizde (%)
olarak ifade edilmistir. Verilerin normal dagilima uygunlugunun arastirilmasinda Shapiro
Wilk testinden yararlanilmistir. Normal dagilim gosteren gruplarin karsilastirilmasinda grup
sayis1 ¢ ve tizerinde olan durumlar i¢in tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
kullanilmigtir. Normal dagilima uygunluk géstermeyen gruplarin karsilagtirilmasinda grup
sayis1 ti¢ ve lizerinde olan durumlar igin Kruskal-Wallis H testi kullanilmistir. Analizlerin
uygulanmasinda IBM SPSS Statistics 21.0 (SPSS Statistics for Windows, Version 21.0.
Armonk, NY: IBM Corp. IBM Corp. Released 2013. IBM SPSS Statistics) programindan

yararlanilmustir. Istatistiksel anlamlilik icin p < 0,05 degeri kriter kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Karakteristik Ozellikleri ve Biyokimyasal Degerlendirmeler

Calismaya dahil edilen kadinlarin yaslar1 ortalama + standart sapma olarak verilmis
olup, zayif kontrol grubunda 30,8 + 3,93, zayif Pre-DM grubunda 33,0 + 3,94, zayif GDM
grubunda 33,9 + 4,82, obez kontrol grubunda 32,1 + 3,27, obez Pre-DM grubunda 33,8 +
4,66 ve obez GDM grubunda 34,3 + 4,30 yildir. Yas degiskeni hamilelikte diyabet vakalar
goriilme sikligin1 degistiren bir faktor oldugundan gruplar arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir fark yoktur (Tablo 5).

Calismaya alinan hamile kadinlarin demografik verileri Tablo 6' da verilmistir. Tiim
gruplarda (kontrol, Pre-DM ve GDM) gebeler VKI degerlerine gore obez ve zayif olmak

tizere iki alt gruba ayrilmistir.

Tablo 5. Hamile kadinlarin yaslarinin ¢oklu karsilastirma analizi.

Ya Zayf Obez
d€;kﬁ Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
rontrol 0,931 0,501 0,985 0788 | 0461
Zayt | TTO2M 0999 | 0999 | 1,000 | 0993
GDM 0,946 1,000 1,000
n=10
Kontrol - 0,081 0,882
n=8
Obez | FrebM ; 1,000
n=5
GDM
n=10




Tablo 6. Hastalarin klinik karakteristik ozellikleri.

Zayf Obez
Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10

Yas (y1l) 30,8 +£3,93 33,0+£3,94 33,9+4,82 32,1+3,27 33,8+ 4,66 34,3+4,30
Hamilelik éncesi VKIi (kg / m?) 23,6 + 2,01 23,7+ 1,311 23,1+ 1,141 32,0+ 2,77%** 32,7 + 2,55%** 33,6 &+ 4,55%**
Dogum haftasi 37,4+0,88 37,0+£0,71 379+0,74 37,1+0,99 38,0+0 379+0,74
75 g OGTT (hamileligin ~28. haftas)
Achik (mg/dl) 82,6 +7,04 - 101,7 £ 12,80*** 89,8 +10,80 - 102 £ 6,17***
1. saat (mg/ dl) 128 + 9,64 - 190 + 7,40*** 129 + 15,70 - 193 + 5,85***
2. saat (mg / dI) 108 + 9,50 - 159 + 5,03*** 107 + 12,90 - 165 + 4,63***
1. trimester HbALc (%) 4,68+ 0,36 o?é%if* 4,94+ 0,58 4,84 +0,37 7,20 = 0,49%** 4,99 + 0,46
('3)(631’85 /'f)a” Hiicresi 90674191 | 1008+201 | 1043+113 9,58 + 1,98 9,54+ 0,730 9,71 + 2,203
Egrtr:)""pa””m Amniyotik Swvt Indeksi (ASI) 044+255 | 10,0+4,00 11,5+ 3,92 975+ 271 13,0+ 3.46 12,4+ 438
Dogum Agirhig (g) 2810 + 464 3470 + 526 3210 + 444 3210 + 441 3590 + 446* 3370 + 393
Apgar (1 dk) 8,33+ 0,86 8,20+0,83 7,70+0,82 8,25+ 0,46 7,80+ 0,83 7,90+0,73
Apgar (5 dk) 9,00 + 0,71 9,20 + 0,83 8,80 + 0,78 9,25 + 0,46 8,80 + 0,83 8,90 + 0,73
Gravida 2,56 +1,24 2,80+ 1,64 250+1,72 2,63+1,41 3,20 + 2,28 3,70+ 1,70
Parite 1,22 £1,20 1,60 +£0,89 1,20+ 1,03 1,38 £ 0,92 1,40 +£ 0,89 2,10+1,20
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Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmis olup, ***p < 0,001, *p < 0,05

zayif kontrole gére, ' p < 0,01 obez kontrole gore anlamli farklar1 gdstermektedir.

Calismaya dahil edilen kadinlarin hamilelik 6ncesi VKI’ leri ortalama + standart
sapma olarak verilmis olup, zayif kontrol grubunda 23,6 + 2,01, zayif Pre-DM grubunda
23,7 £ 1,31, zayif GDM grubunda 23,1 + 1,14, obez kontrol grubunda 32,0 + 2,77, obez
Pre-DM grubunda 32,7 + 2,55 ve obez GDM grubunda 33,6 + 4,55 kg / m?’ dir. Tiim obez
gruplarla zayif gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir. Gruplar arasinda

yapilan ¢oklu karsilastirma analizi sonucu Tablo 7’ de verilmistir.

Tablo 7. Hamile kadmlarin viicut Kitle indeksi (VKI) degerlerinin ¢oklu karsilastirma

analizi.
VKi Zayf Obez

deserleri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
pdeg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
K%itgm' 1,000 0,995 <0,001 <0,001 <0,001
zaps | M 0980 | 0002 | 0002 | <0,001
GDM 0,002 0003 | <0001

n=10
Kontrol ; 0,999 0,881

n=8
Obez | Pre:bM - 0,994

n=5

GDM

n=10

Calismaya dahil edilen kadinlarin dogum haftalar1 ortalama + standart sapma olarak
verilmis olup, zayif kontrol grubunda 37,4 + 0,88, zayif Pre-DM grubunda 37,0 + 0,71,
zayif GDM grubunda 37,9 + 0,74, obez kontrol grubunda 37,1 + 0,99, obez Pre-DM
grubunda 38,0 £+ 0 ve obez GDM grubunda 37,9 + 0,74 haftadir. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak herhangi bir fark yoktur.

Calismaya dahil edilen kadinlarin 75 g OGTT degerleri ortalama + standart sapma
olarak verilmis olup Pre-DM grubuna test uygulanmamistir. Buna gore aclik kan sekeri
degerleri zayif kontrol grubunda 82,6 + 7,04, zayif GDM grubunda 102 + 12,80, obez
kontrol grubunda 89,8 + 10,80 ve obez GDM grubunda 102 + 6,17 mg / dI’ dir. 1. saat kan
sekeri degerleri zayif kontrol grubunda 128 + 9,64, zayif GDM grubunda 190 + 7,40, obez
kontrol grubunda 129 + 15,70 ve obez GDM grubunda 193 + 5,85 mg / dI’ dir. 2. saat kan
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sekeri degerleri ise zayif kontrol grubunda 108 + 9,50, zayif GDM grubunda 159 + 5,03,
obez kontrol grubunda 107 + 12,90 ve obez GDM grubunda 165 + 4,63 mg / dl olarak tespit
edilmistir. Zayif GDM ve obez GDM grubu degerleri, zayif kontrol ve obez kontrol

grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (Tablo 8-10).

Tablo 8. Hamile kadmlarin 75 g OGTT aglik kan sekeri (AKS) seviyelerinin g¢oklu

karsilastirma analizi.

Zayif Obez

d?}i rSleri Kontrol GDM Kontrol GDM
pdeg n=9 n=10 n=8 n=10
Kontrol ; <0,001 0,525 <0,001

Zayf n=9
G_DM - 0,048 1,000

n=10
Korltrol i 0,049

Obez n=8

GDM i
n=10

Tablo 9. Hamile kadinlarin 75 g OGTT 1. saat kan sekeri seviyelerinin ¢oklu karsilagtirma

analizi.
Zayif Obez
L szztgiIiT Kontrol GDM Kontrol GDM
P deg n=9 n=10 n=8 n=10
Korltrol ) <0,001 1,000 <0,001
Zayif n=s
G_DM - <0,001 0,981
n=10
Korltrol - <0,001
Obez L
GDM -
n=10
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Tablo 10. Hamile kadinlarin 75 g OGTT 2. saat kan sekeri seviyelerinin ¢oklu karsilagtirma

analizi.
Zayif Obez

2. Szzt,gi;-r Kontrol GDM Kontrol GDM
p deg n=9 n=10 n=8 n=10
Korltrol ) <0,001 0,999 <0,001

Zayf n=9
GDM R <0,001 0,557

n=10
Korltrol <0,001

Obez n=g

GDM -
n=10

Calismaya dahil edilen kadinlarin HbAlc degerleri ortalama + standart sapma olarak
% cinsinden verilmis olup, zayif kontrol grubunda 4,68 + 0,36, zay1f Pre-DM grubunda 6,96
+ 0,30, zay1f GDM grubunda 4,94 + 0,58, obez kontrol grubunda 4,84 + 0,37, obez Pre-DM
grubunda 7,20 + 0,49 ve obez GDM grubunda 4,99 + 0,46’ dir. Zayif Pre-DM ve obez Pre-

DM grubu degerleri diger tiim gruplardan anlamli derecede fazladir. Fakat bu iki grup

arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark yoktur (Tablo 11).

Tablo 11. Hamile kadinlarin HbAlc degerlerinin ¢oklu karsilastirma analizi.

HbALC Zayf Obez
deserleri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
K%T;O' <0,001 | 0,802 0977 | <0001 | 0,663
Zayt | TTO2M <0001 | <0001 | 0958 | <0001
GDM 0,997 <0,001 1,000
n=10
Kontrol - <0,001 0,979
n=8
Obez | FrebM ; <0,001
n=5
GDM
n=10

Amniyotik stvi hacmi, fetal sagligi degerlendirmek i¢in kullanilan 6zel bir ultrason
tirti olan fetal biyofiziksel profilin bir parcasidir. Biyofiziksel profil, her biri ultrason

baslatildiktan sonra 30 dakika i¢inde goriilmesi gereken dort sonografik bilesene sahiptir:

e Fetal solunum (en az 30 sn boyunca fetal diyaframin siirekli hareketi),
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o Fetal hareket (fetal govdenin veya uzuvlarin en az {i¢ ayr1 hareketi),

e Fetal tonus (fleksiyona geri donen veya fetal elin acilip kapanmasiyla birlikte bir fetal

uzvun en az bir aktif uzantisi),
e Amniyotik stvi hacmi (en az 2 cm'lik tek derin cep).

Normal bir amniyotik sivi indeksi, standart degerlendirme yontemi kullanilarak 5 cm
ila 25 cm olarak belirlenir. Indeks, 5 cm' den az1 oligohidramnios, 25 cm' den biiyiik ise

polihidramnios olarak kabul edilir (Lord ve Kole, 2017).

Calismaya dahil edilen kadinlarin intrapartum amniyotik sivi indeksi ortalama +
standart sapma olarak verilmis olup, zayif kontrol grubunda 9,44 + 2,55, zayif Pre-DM
grubunda 10,0 + 4,00, zay1f GDM grubunda 11,5 + 3,92, obez kontrol grubunda 9,75 + 2,71,
obez Pre-DM grubunda 13,0 + 3,46 ve obez GDM grubunda 12,4 + 4,38 cm’ dir. Gruplar

arasinda herhangi bir istatistiksel fark bulunmamaktadir (Tablo 12).

Tablo 12. Hamile kadnlarin intrapartum amniyotik sivi indeksi (ASI) degerlerinin ¢oklu

karsilastirma analizi.

AS| Zayf Obez
deserleri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
pdes n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
rontrol 1000 | 0,810 1,000 0609 | 0,480
Zayif Prrf':[;'v' 0,972 1,000 0,770 0,823
GDM 0,905 0972 0,993
n=10
Kontrol - 0,609 0,629
n=8
Obez | FrebM - 1,000
n=5
GDM
n=10

Calismaya dahil edilen kadinlarin gravida ve parite degerleri ortalama + standart
sapma olarak verilmis olup, zayif kontrol grubunda 2,56 + 1,24, zayif Pre-DM grubunda
2,80 £ 1,64, zayif GDM grubunda 2,50 + 1,72, obez kontrol grubunda 2,63 + 1,41, obez
Pre-DM grubunda 3,20 + 2,28 ve obez GDM grubunda 3,70 + 1,70’ dir. Parite degerleri
zayif kontrol grubunda 1,22 + 1,20, zayif Pre-DM grubunda 1,60 + 0,89, zayif GDM
grubunda 1,20 + 1,03, obez kontrol grubunda 1,38 + 0,92, obez Pre-DM grubunda 1,40 +
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0,89 ve obez GDM grubunda 2,10 + 1,20 dir. Her iki degisken igin de gruplar arasinda
herhangi bir fark yoktur.

Calismaya dahil edilen kadmlarin bebek agirliklar: ortalama + standart sapma olarak
verilmis olup, zayif kontrol grubunda 2810 + 464, zayif Pre-DM grubunda 3470 + 526,
zayif GDM grubunda 3210 + 444, obez kontrol grubunda 3210 + 441, obez Pre-DM
grubunda 3590 + 446 ve obez GDM grubunda 3370 + 393 g’ dir. Obez Pre-DM grubu
dogum agirliklar1 zayif kontrol grubundakilerden anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(Tablo 13).

Tablo 13. Yeni doganlarin dogum agirliklar1 degerlerinin ¢oklu karsilastirma analizi.

Yeni dogan agirhiklar Zayif Obez
°§e,eri'ri‘ ' " Kontrol | PreDM | GDM Kontrol | Pre-DM | GDM
pdeg n=9 n=5 n=10 n=s8 n=5 n=10
K‘:]T;O' 0,111 0,413 0,465 0,035 0,098
Zayif Prrf':[;'\" 0,884 0,906 0,998 0,998
GDM 1,000 0,608 0,964
n=10
Kontrol - 0656 | 0,974
n=8
Obez | ""eOM . 0,936
n=5
GDM
n=10

Apgar skoru, 1952 yilinda Virginia APGAR tarafindan dogumda ilgilenilmeye ve acil

resiisitasyona  ihtiyag  duyanlarin  belirlenmesi  amaciyla yenidoganin  sagligini

degerlendirmek i¢in gelistirilmistir. Bu puanlar hayatin 1. ve 5. dakikalarinda
belirlenmektedir. Skorlarmay1 belirleyen kriterler; nefes alma c¢abasi, kalp atis hizi, kas
tonusu, refleksler ve ten rengi olarak belirlenmistir. Her kategori O ile 2 arasinda
degerlendirilmektedir. Normal bir Apgar skoru 7 ve 10 arasindadir ve yenidoganin iyi ila
miikkemmel durumda oldugu anlamina gelmektedir. Genellikle sadece dogum sonrasi rutin
bakim gerektirir. Puanlar1 4 ile 6 arasinda olan bebekler iyi durumdadir ve bazi 6nlemler
gerektirebilir. Apgar puani 4' {in altinda olanlar kotii durumda olup acil tibbi miidahaleye

ihtiya¢ duymaktadirlar (Finster ve digerleri, 2005).

Calismaya dahil edilen kadinlarin bebeklerinin 1. dk Apgar skorlari ortalama +

standart sapma olarak verilmis olup, zayif kontrol grubunda 8,33 + 0,86, zayif Pre-DM
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grubunda 8,20 + 0,83, zay1f GDM grubunda 7,70 + 0,82, obez kontrol grubunda 8,25 + 0,46,
obez Pre-DM grubunda 7,80 + 0,83 ve obez GDM grubunda 7,90 + 0,73’ diir. 5. dk Apgar
skorlart ise 9,00 + 0,71, zayif Pre-DM grubunda 9,20 + 0,83, zayi1f GDM grubunda 8,80 +
0,78, obez kontrol grubunda 9,25 + 0,46, obez Pre-DM grubunda 8,80 + 0,83 ve obez GDM
grubunda 78,90 + 0,73 olarak tespit edilmistir. Iki zaman diliminde yapilan skorlamada

gruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark saptanmamustir.

4.1.2. Hastalarin Karaciger Enzim Seviyeleri

Calismaya dahil edilen kadinlarin karaciger enzimleri; aspartat aminotransferaz (AST)
ve alanin aminotransferaz (ALT) seviyeleri ortalama + standart hata olarak verilmistir. AST
seviyeleri zayif kontrol grubunda 13,33 + 1,23, zayif Pre-DM grubunda 14,20 + 0,34, zayif
GDM grubunda 16,0 + 1,72, obez kontrol grubunda 15,63 + 1,72, obez Pre-DM grubunda
16,80 + 0,86 ve obez GDM grubunda 19,70 + 1,93 U / L olarak tespit edilmistir. *p < 0,05

zay1f kontrole gére, T p < 0,05 obez kontrole gore anlamli farklar1 gdstermektedir.

251

AST (UIL)
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| | | | 1
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Sekil 12. Hamile kadinlarin AST seviyeleri.
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Tablo 14. Hamile kadinlarin AST seviyelerinin karsilastirmali analizi.

AST seviyeleri Zand Obez
de”er)l/eri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
ontrol 0,999 0,812 0,911 0765 | 0,041
Zay | TTOOM 0980 | 0994 | 0949 | 0281
GDM 1,000 1,000 0,493
n=10
Kontrol - 0,998 0,451
n=8
Obez | "rebM - 0,864
n=5
GDM
n=10

Obez GDM grubu AST seviyeleri zay1if kontrol grubuna gore anlamli derecede ytiksek
olarak tespit edilmistir (p < 0,05) (Sekil 12, Tablo 14).

ALT seviyeleri ise zayif kontrol grubunda 12,78 + 1,23, zay1f Pre-DM grubunda 15,20
+ 1,15, zay1f GDM grubunda 15,17 + 1,87, obez kontrol grubunda 13,13 + 1,07, obez Pre-
DM grubunda 15,60 + 1,28 ve obez GDM grubunda 18,00 = 0,99 U / L olarak tespit
edilmistir. Obez GDM grubu ALT seviyeleri zayif kontrol ve obez kontrol gruplarindan
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p < 0,05) (Sekil 13, Tablo 15).

25+

N
o
1

ALT (UIL)
| 1 1 1
. H

Sekil 13. Hamile kadinlarin ALT seviyeleri.
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Tablo 15. Hamile kadinlarin ALT seviyelerinin karsilastirmali analizi.

ALT seviyeleri Zand Obez
de”er)l/eri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
ontrol 0,879 0,773 1,000 0793 | 0,045
Zay | TTOOM 1000 | 0939 | 1000 | 0786
GDM 0,882 1,000 0,602
n=10
Kontrol - 0,879 0,048
n=8
Obez | "rebM - 0875
n=5
GDM
n=10

4.2. Plasenta Dokusu mRNA Ekspresyonlari

4.2.1. Kombine Gruplarda mRNA Ekspresyonlari

Gruplarin plasenta dokularinda saptanan MRNA ekspresyonlar1 S-aktine gore
normalize edilmis, kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde verilmistir.
Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde kontrol grubuna gore
anlaml farklar ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 olacak sekilde gosterilmistir.

Tespit edilen Mfnl ekspresyonlari kontrol grubunda 1 + 0,051, GDM grubunda 0,156
+ 0,012 ve Pre-DM grubunda 0,259 + 0,045’ tir. GDM ve Pre-DM grubu goreceli Mfnl
ekspresyonlar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk ¢ikmustir. Pre-
DM ve GDM gruplari arasinda ise fark yoktur (Sekil 14, Tablo 16).
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Sekil 14. Plasenta dokularinda Mfnl ekspresyonlart.

Tablo 16. Mfnl ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

Mfnl Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=17) (n=20) (n=10)
Kontrol - <0,001 <0,001
GDM - 0,212
Pre-DM -

Tespit edilen Mfn2 ekspresyonlari ise kontrol grubunda 1 + 0,053, GDM grubunda
0,248 + 0,030 ve Pre-DM grubunda 0,333 + 0,062’ tir. Ayn1 sekilde GDM ve Pre-DM grubu
goreceli Mfn2 ekspresyonlar1 kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

¢ikmistir. Pre-DM ve GDM gruplari arasinda ise fark yoktur (Sekil 15, Tablo 17).

1.5+

Mfn2/B-aktin

Sekil 15. Plasenta dokularinda Mfn2 ekspresyonlart.
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Tablo 17. Mfn2 ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

Mfn2

Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=17) (n=20) (n=10)
Kontrol - <0,001 <0,001
GDM - 0,461
Pre-DM

Plasenta dokularinda saptanan goéreceli Opal mRNA ekspresyonlari, kontrol grubunda
1 + 0,066, GDM grubunda 0,348 + 0,035 ve Pre-DM grubunda 0,474 + 0,072’ tir. Ay

sekildle GDM ve Pre-DM grubu goreceli Opal ekspresyonlar1 kontrol grubundan

istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ¢ikmistir. Pre-DM ve GDM gruplari arasinda ise
fark yoktur (Sekil 16, Tablo 18).

1.5

Opa1/3-aktin

*k%k

Sekil 16. Plasenta dokularinda Opal ekspresyonlari.

Tablo 18. Opal ekspresyonlar1 ¢oklu karsilastirma analizi.

Opal Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=17) (n=20) (n=10)
Kontrol - <0,001 <0,001
GDM - 0,314
Pre-DM

Plasenta dokularinda saptanan Pgcl/a mMRNA ekspresyonlari, kontrol grubunda 1 +
0,067, GDM grubunda 0,388 + 0,042 ve Pre-DM grubunda 0,585 + 0,048’ tir. Fiizyon

belirteglerine benzer bicimde GDM ve Pre-DM grubu goreceli Pgcla ekspresyonlart kontrol

69




grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ¢ikmistir. Pre-DM ve GDM gruplari
arasinda ise fark yoktur (Sekil 17, Tablo 19).

Pgclp mRNA ekspresyonlart ise kontrol grubunda 1 + 0,102, GDM grubunda 0,615 +
0,093 ve Pre-DM grubunda 0,702 + 0,097 tir. GDM grubu ile kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmustur. Fakat Pre-DM ile kontrol grubu arasinda ve Pre-DM ile GDM

grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Sekil 18, Tablo 20).
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Sekil 17. Plasenta dokularinda Pgc/lo ekspresyonlari.

Tablo 19. Pgcla ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

Pgcla Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=17) (n=20) (n=10)
Kontrol - <0,001 <0,001
GDM - 0,065
Pre-DM -
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Sekil 18. Plasenta dokularinda Pgcif ekspresyonlari.

Tablo 20. Pgclp ekspresyonlart ¢coklu karsilastirma analizi.

Pgclp Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=17) (n=20) (n=10)
Kontrol - 0,015 0,162
GDM - 0,841
Pre-DM -

4.2.2. Alt Gruplarda mRNA Ekspresyonlari

Alt gruplarin plasenta dokularinda saptanan mMRNA ekspresyonlar1 S-aktine gore
normalize edilmis, zayif kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde verilmistir.
Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar ***p <
0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 zay1f kontrol grubuna gore, *p < 0,001, p < 0,01, p < 0,05
obez kontrol grubuna gore gosterilmistir. **p < 0,001, *p < 0,01, *p < 0,05 zay1f kontrol ile
obez kontrol karsilastirilmas1 igin ve ’p < 0,05 zayif Pre-DM ile obez Pre-DM

karsilastirilmasi i¢in kullanilmustir.

Plasenta goreceli Mfnl ekspresyonlar1 zayif kontrol grubunda 1 + 0,032, zayif Pre-
DM grubunda 0,286 + 0,073, zayif GDM grubunda 0,185 + 0,021, obez kontrol grubunda
0,753 + 0,063, obez Pre-DM grubunda 0,171 + 0,012 ve obez GDM grubunda 0,091 + 0,018
olarak saptanmustir. Zayif kontrol grubu Mfnl ekspresyonlar1 zayif Pre-DM ve zayif GDM
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksektir. Obez kontrol grubunda zayif kontrole gore

anlaml bir diistis saptanmistir. Ayrica obez kontrol grubu ekspresyonlari, obez Pre-DM ve
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obez GDM grubundan istatistiksel a¢idan anlamli diizeyde daha yiiksek olarak tespit
edilmistir (Sekil 19, Tablo 21).
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Sekil 19. Alt grup plasenta dokularinda Mfn1 ekspresyonlari.

Tablo 21. Alt grup plasenta dokularinda Mfnl ekspresyonlarinin karsilagtirmali analizi.

Mfnl Zayf Obez
deserleri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
p deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
K%itgo' <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zayif Prs':[;'\" 0,539 <0,001 0,554 0,025
GDM <0,001 1,000 0,401
n=10
Kontrol ; <0001 | <0001
n=8
Obez | FrebM - 0,763
n=5
GDM
n=10

Plasenta goreceli Mfn2 ekspresyonlar1 zayif kontrol grubunda 1 + 0,044, zayif Pre-
DM grubunda 0,348 + 0,077, zayif GDM grubunda 0,263 + 0,034, obez kontrol grubunda
0,706 + 0,032, obez Pre-DM grubunda 0,225 + 0,073 ve obez GDM grubunda 0,164 + 0,033
olarak saptanmistir. Mfn1l ile benzer sekilde, zayif kontrol grubu Mfn2 ekspresyonlar zayif
Pre-DM ve zayif GDM gruplarindan anlamli olarak daha yiiksektir. Obez kontrol grubunda
bir Ayrica obez kontrol grubu

zayif kontrole goére anlamli diisis saptanmustir.
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ekspresyonlari, obez Pre-DM ve obez GDM grubundan istatistiksel agidan anlamli diizeyde
daha yiiksek olarak tespit edilmistir (Sekil 20, Tablo 22).
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Sekil 20. Alt grup plasenta dokularinda Mfn2 ekspresyonlart.

Tablo 22. Alt grup plasenta dokularinda Mfn2 ekspresyonlarinin karsilagtirmali analizi.

Min2 Zayif Obez
deserleri Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
rontrol <0001 | <0001 | <0001 | <0001 | <0001
Zayif prrf':[?)'\" 0812 | <0001 | 0,622 0,096
GDM <0,001 0,093 0,484
n=10
Kontrol - <0001 | <0,001
n=8
Obez | PrebDM - 0,046
n=5
GDM
n=10

Plasenta goreceli Opal ekspresyonlar1 zayif kontrol grubunda 1 + 0,084, zayif Pre-
DM grubunda 0,517 + 0,093, zayif GDM grubunda 0,390 + 0,044, obez kontrol grubunda
0,790 + 0,070, obez Pre-DM grubunda 0,337 + 0,079 ve obez GDM grubunda 0,237 + 0,032
olarak saptanmigtir. Diger fiizyon belirtecleriyle benzer sekilde, zayif kontrol grubu Opal
ekspresyonlar1 zayif Pre-DM ve zayif GDM gruplarindan anlamli olarak daha yiiksektir.
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Obez kontrol grubunda zayif kontrole gére anlamli bir diistis saptanmustir (Sekil 21, Tablo
23).
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Sekil 21. Alt grup plasenta dokularinda Opal ekspresyonlart.

Tablo 23. Alt grup plasenta dokularinda Opal ekspresyonlarinin karsilagtirmali analizi.

Opal Zayf Obez
(kiﬂwi Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
p deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
K%itgo' <0,001 <0,001 0,193 <0,001 <0,001
zapg | POV 0801 | 0113 | 0630 | 0076
GDM <0,001 0,095 0,424
n=10
Kontrol ; <0001 | <0001
n=8
Obez | Pre:bM - 0,913
n=5
GDM
n=10

Plasenta goreceli Pgclo ekspresyonlari zayif kontrol grubunda 1 + 0,079, zayif Pre-
DM grubunda 0,573 + 0,025, zayif GDM grubunda 0,424 + 0,048, obez kontrol grubunda
0,703 + 0,038, obez Pre-DM grubunda 0,433 + 0,069 ve obez GDM grubunda 0,244 + 0,036
olarak saptanmistir. Zayif kontrol grubu Pgcla ekspresyonlari zayif Pre-DM ve zayif GDM
gruplarindan anlamli olarak daha yiiksektir. Obez kontrol grubunda zayif kontrole gore

anlaml bir diistis saptanmustir. Ayrica obez kontrol grubu ekspresyonlari, obez Pre-DM ve
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obez GDM grubundan istatistiksel a¢idan anlamli diizeyde daha yiiksek olarak tespit
edilmistir. Dahas1 obez GDM ekspresyonlar1 obez Pre-DM ekspresyonlarindan anlamli

derece diisiik bulunmustur (Sekil 22, Tablo 24).
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Sekil 22. Alt grup plasenta dokularinda Pgclo ekspresyonlart.

Tablo 24. Alt grup plasenta dokularinda Pgcla ekspresyonlarinin karsilastirmali analizi.

Pocl Zayf Obez
dggiﬁ Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
pdeg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
K%itgo' 0,001 <0,001 0,004 <0,001 <0,001
Zayif Prs':[;'\" 0,504 0,685 0,706 0,005
GbM 0,006 1,000 0118
n=10
Kontrol ; 0042 | <0001
n=8
Obez | FrebM - 0,048
n=5
GDM
n=10

Plasenta goreceli Pgclf ekspresyonlart zayif kontrol grubunda 1 + 0,120, zayif Pre-
DM grubunda 0,734 + 0,125, zayif GDM grubunda 0,608 + 0,164, obez kontrol grubunda
0,889 + 0,162, obez Pre-DM grubunda 0,597 + 0,141 ve obez GDM grubunda 0,558 + 0,078
olarak saptanmigtir. Gruplar arasinda anlamli fark tespit edilmemistir (Sekil 23, Tablo 25).
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Sekil 23. Alt grup plasenta dokularinda Pgclf ekspresyonlari.

Tablo 25. Alt grup plasenta dokularinda Pgc1f ekspresyonlarinin karsilastirmali analizi.

Pocl Zayf Obez
dgziﬁ Kontrol Pre-DM GDM Kontrol Pre-DM GDM
b deg n=9 n=5 n=10 n=8 n=5 n=10
rontrol - 0824 | 0265 | 0992 | 0446 | 0,159
zapg | POV : 0991 | 0981 | 0993 | 0962
GDM : 0,653 1,000 1,000
n=10
Kontrol ; 0,776 0,485
n=8
Obez | PrebM ; 1,000
n=5
GDM ]
n=10

4.3. Plasenta Dokusu Protein Ekspresyonlari

Gruplarin plasenta dokularinda saptanan protein ekspresyonlari B-Tubuline gore
normalize edilmis, kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde verilmistir.
Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar kontrol

grubuna gore, ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 olacak sekilde gosterilmistir.

Tespit edilen MFN1 ekspresyonlar1 kontrol grubunda 1 + 0,133, GDM grubunda
0,476 + 0,052 ve Pre-DM grubunda 0,659 =+ 0,065’ tir. GDM grubu MFNL1 ekspresyonlari
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kontrol grubundan anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir. Pre-DM ile GDM ve Pre-

DM ile kontrol gruplar1 arasinda fark yoktur (Sekil 24, Tablo 26).

Kontrol GDM Pre-DM
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Sekil 24. Plasenta dokularinda MFN1 ekspresyonlart.

Tablo 26. MFNL1 ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

MFN1 Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=10) (n=10) (n=10)
Kontrol - 0,004 0,052
GDM - 0,361
Pre-DM -

Tespit edilen MFN2 ekspresyonlar1 kontrol grubunda 1 + 0,103, GDM grubunda
0,402 + 0,041 ve Pre-DM grubunda 0,735 + 0,109 dur. GDM grubu MFN2 ekspresyonlari

kontrol grubundan anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir. Pre-DM ile GDM ve Pre-

DM ile kontrol gruplar arasinda fark yoktur (Sekil 25, Tablo 27).
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Sekil 25. Plasenta dokularinda MFN2 ekspresyonlart.

Tablo 27. MFN2 ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

MFN2 Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=10) (n=10) (n=10)
Kontrol - <0,001 0,136
GDM - 0,055
Pre-DM -

Tespit edilen HSP60 ekspresyonlart kontrol grubunda 1 + 0,147, GDM grubunda
0,352 + 0,051 ve Pre-DM grubunda 0,568 + 0,122’ dir. GDM grubu HSP60 ekspresyonlari
kontrol grubundan anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir. Ayrica Pre-DM grubunda da
kontrol grubuna gore anlamli derecede daha diisiik HSP60 ekspresyonlari belirlenmistir.
Fakat Pre-DM ile GDM gruplari arasinda herhangi bir fark yoktur (Sekil 26, Tablo 28).
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Sekil 26. Plasenta dokularinda HSP60 ekspresyonlart.

Tablo 28. HSP60 ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

HSP60 Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=10) (n=10) (n=10)
Kontrol - 0,005 0,048
GDM - 0,404
Pre-DM -

Tespit edilen CLPP ekspresyonlar1 kontrol grubunda 1 + 0,137, GDM grubunda 0,307
+ 0,051 ve Pre-DM grubunda 0,523 + 0,104’ tir. GDM grubu CLPP ekspresyonlar1 kontrol
grubundan anlaml derecede diisiik olarak saptanmstir. Ayrica Pre-DM grubunda da kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha diisiik CLPP ekspresyonlar1 belirlenmistir. Fakat Pre-

DM ile GDM gruplar arasinda herhangi bir fark yoktur (Sekil 27, Tablo 29).
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Sekil 27. Plasenta dokularinda CLPP ekspresyonlart.

Tablo 29. CLPP ekspresyonlari ¢oklu karsilastirma analizi.

CLPP Kontrol GDM Pre-DM
p degerleri (n=10) (n=10) (n=10)
Kontrol - <0,001 0,008
GDM - 0,342
Pre-DM -

4.4. Trofoblast Hiicrelerinde Protein Ekspresyonlari

4.4.1. Yiiksek Glukoz Uygulamasinin Fiizyon ve Fisyon Proteinlerine Etkisi

Trofoblast hiicrelerinde 24 ve 48 saatlik 5,5 mM / 25 mM glukoz uygulamasi sonucu
saptanan flizyon ve fisyon proteinlerinin ekspresyonlart B-Tubuline goére normalize
edilmistir. Gruplar; 24 saat 5,5 mM glukoz, 24 saat 25 mM glukoz, 48 saat 5,5 mM glukoz
ve 48 saat 25 mM glukoz olarak verilmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak
sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05; 24 saat 5,5
mM glukoz grubuna gore ve Tp < 0,001, p < 0,01, fp < 0,05 ise 48 saat 5,5 MM glukoz

grubuna gore olacak sekilde gosterilmistir.
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Hiicrelerde tespit edilen goreceli MFN1 ekspresyonlar1 24 saatlik gruplardan; 5,5 mM
glukoz grubunda 1,372 + 0,029 ve 25 mM glukoz grubunda 1,009 + 0,033’tiir. 48 saatlik
gruplardan; 5,5 mM glukoz grubunda 1,218 + 0,025 ve 25 mM glukoz grubunda 0,555 +
0,026 dir. 24 saatlik uygulamada 25 mM grubu, 5,5 mM grubundan anlamli derecede
distiktir (p = 0,0013). 48 saatlik uygulamada ise 25 mM grubu MFN1 ekspresyonlar1 da
ayni sekilde 5,5 mM grubundan anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir (p < 0,001;
Sekil 28 a).

MFN2 ekspresyonlari ise 24 saatlik gruplardan; 5,5 mM glukoz grubunda 1,344 +
0,014 ve 25 mM glukoz grubunda 0,728 + 0,018’ dir. 48 saatlik gruplardan; 5,5 mM glukoz
grubunda 1,259 + 0,028 ve 25 mM glukoz grubunda ise 0,656 + 0,037’ dir. 24 saatlik
uygulamada 25 mM grubu, 5,5 mM grubundan anlamli derecede disiiktiir (p < 0,001). 48
saatlik uygulamada ise 25 mM grubu MFN2 ekspresyonlart da ayni sekilde 5,5 mM
grubundan anlamli derecede diisiik olarak saptanmistir (p < 0,001; Sekil 28 b).

p-DRP1 ekspresyonlar1 24 saatlik gruplardan; 5,5 mM glukoz grubunda 0,804 + 0,045
ve 25 mM glukoz grubunda 1,177 £+ 0,029 dur. 48 saatlik gruplardan; 5,5 mM glukoz
grubunda 0,668 + 0,029 ve 25 mM glukoz grubunda ise 1,170 £+ 0,016’ dir. 24 saatlik
uygulamada 25 mM grubu, 5,5 mM grubundan anlamli derecede yiiksektir (p = 0,0041). 48
saatlik uygulamada ise 25 mM grubu aym sekilde 5,5 mM grubundan anlamli derecede

yiiksek olarak saptanmustir (p < 0,001; Sekil 28 c).

Son olarak FIS1 ekspresyonlar1 24 saatlik gruplardan; 5,5 mM glukoz grubunda 0,856
+ 0,027 ve 25 mM glukoz grubunda 1,070 + 0,031 dir. 48 saatlik gruplardan; 5,5 mM
glukoz grubunda 0,667 + 0,028 ve ve 25 mM glukoz grubunda ise 1,349 + 0,029’ dur. 24
saatlik uygulamada 25 mM grubu, 5,5 mM grubundan anlamli derecede yiiksektir (p =
0,0072). 48 saatlik uygulamada ise 25 mM grubu ayn1 sekilde 5,5 mM grubundan anlamli
derecede yiiksek olarak saptanmistir (p < 0,001; Sekil 28 d).

Sonuglar deneyin kalan kismmin 48 saat yiiksek glukoz uygulamasiyla

gerceklestirilmesinin daha uygun oldugunu gostermistir.
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Sekil 28. Yiiksek glukoz uygulamasinin flizyon ve fisyon proteinlerine etkisi.
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4.4.2. Fisyon Inhibitorlerinin Fisyon Proteinlerine Etkisi

48 saatlik normal / yiiksek (5,5 mM / 25 mM) glukoz ortaminda tutulan trofoblast
hiicrelerine fisyon inhibit6rlerinin uygulanmasi sonucu olusan fisyon protein ekspresyonlari

B-Tubuline gére normalize edilmistir.
Gruplar, 48 saat normal ve yiiksek glukoz ortaminda inkiibe edilen hiicrelerde:
e DMSO (Kontrol, K),
e 50 uM ve 100 uM mdivi-1 uygulanan,
e 50 uM ve 100 uM dynasore uygulanan,
¢ 0,5 uM ve 1 uM p-110 uygulanan olarak belirlenmistir.

Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar ***p
< 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 normal glukoz (5,5 mM) kontrol grubuna kars1, "7'p < 0,001,
"p < 0,01, p < 0,05 ise yiiksek glukoz (25 mM) kontrol grubuna kars: olacak sekilde

gosterilmistir.

Tespit edilen goreceli p-DRP1 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K
grubunda 1,279 + 0,057, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,876 + 0,081, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,402 + 0,045, 50 uM dynasore grubunda 1,128 + 0,069, 100 uM dynasore
grubunda 0,604 + 0,027, 0,5 uM p-110 grubunda 0,625 + 0,056 ve 1 uM p-110 grubunda
0,153 + 0,015” tir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 2,364 + 0,133, 50 uM mdivi-1
grubunda 1,588 + 0,131, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,562 + 0,058, 50 uM dynasore 1,405 +
0,116, 100 uM dynasore 0,441 + 0,028, 0,5 uM p-110 grubunda 1,738 + 0,109 ve 1 uM p-
110 grubunda 0,647 + 0,055 olarak belirlenmistir (Sekil 29).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 50 uM mdivi-1 grubunda p-DRP1 ekspresyonu
K grubuna gore anlamli derecede diismiistiir (p = 0,009). Ayn1 sekilde 100 uM mdivi-1
grubunda da K grubuna goére anlamli bir diistis saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz
gruplarindan; 50 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p
= 0,006). Benzer olarak 100 uM mdivi-1 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bi¢imde dusiiktiir (p < 0,001).

Normal glukoz ortaminda 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir

fark yoktur. 100 uM dynasore grubunda ise K grubundan anlaml: olarak daha diisiik bir p-
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DRP1 ekspresyonu saptanmustir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan; 50 uM dynasore
grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p = 0,0015). Benzer olarak 100
uM dynasore grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiiktiir (p <
0,001).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 0,5 uM p-110 grubunda p-DRP1 ekspresyonu
K grubuna gore anlamli derecede diismistiir (p < 0,001). Aynmi sekilde 1 pM p-110
grubunda da K grubuna gore anlamli bir diisiis saptanmigtir (p < 0,001). Yiiksek glukoz
gruplarindan; 0,5 uM p-110 grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p
= 0,012). Benzer olarak 1 uM p-110 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
bigimde diisiiktiir (p < 0,001).

Tespit edilen goreceli FIS1 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,687 + 0,090, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,771 + 0,065, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,176 +
0,016, 50 uM dynasore grubunda 1,379 + 0,061, 100 uM dynasore grubunda 0,287 + 0,039,
0,5 uM p-110 grubunda 1,113 = 0,092 ve 1 uM p-110 grubunda 0,184 + 0,009’ dur. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 2,364 + 0,133, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,037 + 0,073,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,256 + 0,030, 50 uM dynasore grubunda 1,485 + 0,096, 100 uM
dynasore grubunda 0,333 + 0,030, 0,5 uM p-110 grubunda 1,473 + 0,087 ve 1 uM p-110
grubunda 1,171 + 0,052 olarak belirlenmistir (Sekil 29).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 50 uM mdivi-1 grubunda FIS1 ekspresyonu K
grubuna gore anlamli derecede diismiistiir (p < 0,001). Aymi sekilde 100 uM mdivi-1
grubunda da K grubuna gore anlamli bir diisiis saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz
gruplarindan; 50 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p
< 0,001). Benzer olarak 100 uM mdivi-1 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml1 bigimde diistiktiir (p < 0,001).

Normal glukoz ortaminda 50 uM dynasore grubu, K grubundan FIS1 ekspresyonu
bakimindan daha diistiktiir (p = 0,040). 100 uM dynasore grubunda da K grubundan anlamli
olarak daha diisiik bir FIS1 ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz
gruplarindan; 50 uM dynasore grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir
(p = 0,002). Benzer olarak 100 uM dynasore grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli bi¢gimde dustiktiir (p < 0,001).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 0,5 uM p-110 grubunda FIS1 ekspresyonu K
grubuna gore anlamli derecede diismiistiir (p = 0,004). Ayn1 sekilde 1 uM p-110 grubunda
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da K grubuna gore anlamli bir diistis saptanmustir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan;
0,5 uM p-110 grubunda K grubuna gore anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p = 0,020).
Benzer olarak 1 uM p-110 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde

diisiiktiir (p < 0,001).
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Sekil 29. Fisyon inhibitorlerinin fisyon proteinlerine etkisi.
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4.4.3. Fisyon Inhibitorlerinin Insiilin Sinyal Proteinlerine Etkisi

48 saatlik normal / yiiksek glukoz ortaminda tutulan trofoblast hiicrelerine fisyon
inhibitorlerinin uygulanmasi sonucu olusan insiilin sinyali belirteglerinden p-IRS1 (s323),
IRS1’ e ve B-Tubuline gore ayrica p-AKT (s473) ise AKT’ ye ve B-Tubuline gére normalize
edilmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar
***n < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 normal glukoz kontrol grubuna kars1, 7'p < 0,001, "p
< 0,01, p < 0,05 ise yiiksek glukoz kontrol grubuna kars1 olacak sekilde gdsterilmistir.

Tespit edilen p-IRS1/IRS1 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
0,699 + 0,127, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,586 + 0,058, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,314 +
0,011, 50 uM dynasore grubunda 0,542 + 0,078, 100 uM dynasore grubunda 0,250 + 0,005,
0,5 uM p-110 grubunda 0,478 + 0,016 ve 1 uM p-110 grubunda 0,332 + 0,033’ tiir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,300 + 0,075, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,006 + 0,025,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,223 + 0,051, 50 uM dynasore grubunda 0,912 + 0,083, 100 uM
dynasore grubunda 0,218 + 0,073, 0,5 uM p-110 grubunda 0,897 + 0,037 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,229 + 0,062 olarak belirlenmistir (Sekil 30).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 50 uM mdivi-1 grubu p-IRS1 ekspresyonu ile
K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamustir. 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna
gore anlamli bir diisiis saptanmistir (p = 0,035). Yiiksek glukoz gruplarindan; 50 pM mdivi-
1 grubunda K grubuna goére anlamli bir diistis tespit edilmistir (p = 0,021). Benzer olarak
100 uM mdivi-1 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiiktiir (p <
0,001).

Normal glukoz ortaminda 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. 100 uM dynasore grubunda K grubundan anlamli olarak daha diistik
bir p-IRS1 ekspresyonu saptanmistir (p = 0,024). Yiiksek glukoz gruplarindan; 50 uM
dynasore grubunda K grubuna gore anlamli bir diistis tespit edilmistir (p = 0,029). Benzer
olarak 100 uM dynasore grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde
disiiktiir (p < 0,001).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 0,5 uM p-110 grubu p-IRS1 ekspresyonu ile K
grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. 1 pM p-110 grubunda K grubuna gore
anlaml bir disiis saptanmistir (p = 0,034). Yiiksek glukoz gruplarindan; 0,5 uM p-110
grubunda K grubuna goére anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p = 0,007). Benzer olarak 1
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uM p-110 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bi¢gimde disiiktiir (p <
0,001).

Tespit edilen p-IRS1/B-Tubulin ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K
grubunda 0,504 + 0,014, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,246 + 0,012, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,175 + 0,029, 50 uM dynasore grubunda 0,573 + 0,053, 100 uM dynasore
grubunda 0,228 + 0,019, 0,5 uM p-110 grubunda 0,289 + 0,032 ve 1 uM p-110 grubunda
0,247 + 0,021’ dir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 1,266 + 0,123, 50 uM mdivi-1
grubunda 0,586 + 0,006, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,284 + 0,076, 50 uM dynasore
grubunda 1,425 + 0,225, 100 uM dynasore grubunda 0,257 + 0,085, 0,5 uM p-110 grubunda
1,366 + 0,054 ve 1 uM p-110 grubunda ise 0,424 + 0,115 olarak belirlenmistir (Sekil 30).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 50 uM mdivi-1 grubu p-IRS1 ekspresyonu K
grubundan anlamli derecede diisiiktiir (p < 0,001). 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna
gore anlamli bir diisiis saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan; 50 pM mdivi-
1 grubunda K grubuna goére anlamli bir diistis tespit edilmistir (p = 0,002). Benzer olarak
100 uM mdivi-1 grubu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiiktiir (p <
0,001).

Normal glukoz ortaminda 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. 100 uM dynasore grubunda K grubundan anlamli olarak daha diisiik
bir p-IRS1 ekspresyonu saptanmistir (p = 0,002). Yiiksek glukoz gruplarindan; 50 uM
dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark yoktur. 100 uM dynasore grubu K
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde diisiiktiir (p = 0,009).

Normal glukoz uygulanan gruplardan; 0,5 uM p-110 grubu p-IRS1 ekspresyonu K
grubundan anlamli derecede diisiiktiir (p = 0,0017). 1 uM p-110 grubunda K grubuna gore
anlamli bir disiis saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan; 0,5 uM p-110
grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark yoktur. 1 uM p-110 grubunda ise K grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bi¢imde diistiktiir (p = 0,0028).

Tespit edilen p-AKT/AKT ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan normal glukoz
gruplarindan K grubunda 1,353 + 0,101, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,098 + 0,114, 100 uM
mdivi-1 grubunda 1,118 + 0,051, 50 uM dynasore grubunda 0,982 + 0,051, 100 uM
dynasore grubunda 1,428 + 0,058, 0,5 uM p-110 grubunda 1,160 + 0,057 ve 1 uM p-110
grubunda 1,309 + 0,100 diir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 0,523 + 0,041, 50
uM mdivi-1 grubunda 0,563 + 0,049, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,879 + 0,066, 50 uM
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dynasore grubunda 0,494 + 0,088, 100 uM dynasore grubunda 0,881 + 0,070, 0,5 uM p-110
grubunda 0,454 + 0,068 ve 1 uM p-110 grubunda ise 0,559 + 0,045 olarak belirlenmistir
(Sekil 30).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM mdivi-1 ve K grubu ile 100 uM
mdivi-1 grubunda aralarinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamustir. Yiiksek
glukoz gruplarindan 100 uM mdivi-1 grubu p-AKT ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli
derecede artmustir (p = 0,007).

Dynasore uygulanan gruplarda ise bulunan tek anlamli fark yiiksek glukoz K ile
yiiksek glukoz 100 uM dynasore grubundadir (p = 0,025).

P-110 uygulanan gruplarda anlamli bir fark tespit edilememistir.

Tespit edilen p-AKT/B-Tubulin ekspresyonlart normal glukoz gruplarindan K
grubunda 1,049 + 0,154, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,887 + 0,091, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,898 + 0,060, 50 uM dynasore grubunda 0,844 + 0,029, 100 uM dynasore
grubunda 1,092 + 0,096, 0,5 uM p-110 grubunda 0,819 + 0,051 ve 1 uM p-110 grubunda
0,951 + 0,032’ dir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 0,569 + 0,072, 50 uM mdivi-1
grubunda 0,485 + 0,022, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,225 + 0,202, 50 uM dynasore
grubunda 0,695 + 0,020, 100 uM dynasore grubunda 0,722 + 0,030, 0,5 uM p-110 grubunda
0,638 + 0,037 ve 1 uM p-110 grubunda ise 1,012 + 0,083 olarak belirlenmistir (Sekil 30).

Mdivi-1 uygulanan gruplarda, yiiksek glukoz 100 uM mdivi-1 grubu p-AKT
ekspresyonu, yiiksek glukoz K grubundan anlamli derecede yiiksektir (p = 0,023).

Dynasore uygulanan gruplar arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir.

P-110 uygulanan gruplarda ise yiiksek glukoz 1 uM p-110 grubunda yiiksek glukoz K
grubuna gore artmig bir p-AKT ekspresyonu saptanmistir (p = 0,008).
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Sekil 30. Fisyon inhibitorlerinin insiilin sinyali proteinlerine etkisi (insiilin uygulanmayan

gruplar).
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Sekil 30. Fisyon inhibitorlerinin insiilin sinyali proteinlerine etkisi (insiilin uygulanmayan

gruplar) (Devamu).

Ayni belirtegler i¢in deney, inhibitér uygulamasinin ardindan tiim gruplara 20 dk 100
NM insiilin uygulanarak tekrarlanmistir. Insiilin uygulanan gruplarda belirtecler ayni
sekilde; p-IRS1 (s323), IRS1’ e ve B-Tubuline gore ayrica p-AKT (s473) ise AKT’ ye ve f3-
Tubuline gore normalize edilmistir. Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur.
Sekillerde anlamli farklar ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 normal glukoz kontrol
grubuna kars1, fp < 0,001, "p < 0,01, Tp < 0,05 ise yiiksek glukoz kontrol grubuna karst

olacak sekilde gosterilmistir.

Tespit edilen p-IRS1/IRS1 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,408 + 0,175, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,981 + 0,027, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,234 +
0,035, 50 uM dynasore grubunda 0,926 + 0,116, 100 uM dynasore grubunda 0,715 + 0,021,
0,5 uM p-110 grubunda 0,498 + 0,025 ve 1 uM p-110 grubunda 0,185 + 0,021° dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,974 + 0,102, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,345 + 0,032,
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100 uM mdivi-1 grubunda 0,557 + 0,043, 50 uM dynasore grubunda 1,605 + 0,103, 100 uM
dynasore grubunda 0,629 + 0,029, 0,5 uM p-110 grubunda 1,113 + 0,103 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,798 + 0,055 olarak belirlenmistir (Sekil 31).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM mdivi-1 grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Fakat 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna goére p-IRS1 ekspresyonu
anlamli derecede azalmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu,
K grubundan diisiik olarak tespit edilmistir (p = 0,0014). Aynmi sekilde 100 uM mdivi-1
grubunda da K grubuna gore azalmis bir p-IRS1 ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM dynasore grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Fakat 100 uM dynasore grubunda K grubuna gore p-IRS1 ekspresyonu
anlamli derecede azalmstir (p = 0,016). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 pM dynasore grubu
ile K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. Fakat 100 uM dynasore

grubunda K grubuna gore azalmis bir p-IRS1 ekspresyonu saptanmustir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubunda K grubuna goére azalmis bir p-
IRS1 ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,002). Ayni sekilde 1 uM p-110 grubunda da p-IRS1
ekspresyonu K grubundan distiktiir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110
grubu, K grubundan diisiik olarak tespit edilmistir (p = 0,0012). Benzer sekilde 1 uM p-110
grubunda da p-IRS1 ekspresyonu K grubundan distiktiir (p < 0,001).

Tespit edilen p-IRS1/B-Tubulin ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K
grubunda 1,417 + 0,055, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,805 + 0,093, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,232 + 0,043, 50 uM dynasore grubunda 0,601 + 0,048, 100 uM dynasore
grubunda 0,691 + 0,042, 0,5 uM p-110 grubunda 0,629 + 0,067 ve 1 uM p-110 grubunda
0,195 + 0,034” tiir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 1,925 + 0,126, 50 uM mdivi-1
grubunda 1,817 + 0,158, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,989 + 0,084, 50 uM dynasore
grubunda 1,871 + 0,124, 100 uM dynasore grubunda 0,694 + 0,081, 0,5 uM p-110 grubunda
0,744 + 0,034 ve 1 uM p-110 grubunda ise 0,722 + 0,033 olarak belirlenmistir (Sekil 31).

Normal glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu K grubundan anlamli derecede
diisiiktiir (p = 0,0017). Benzer bigimde 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore p-IRS1
ekspresyonu anlamli derecede azalmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM
mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir.
Tersine, 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore azalmis bir p-IRS1 ekspresyonu
saptanmustir (p = 0,005).
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Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubunda K grubundan anlamli
derecede diisiik p-IRS1 ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001). Ayni sekilde 100 uM
dynasore grubu K grubuna goére anlamli derecede disiiktiir (p < 0,001). Yiiksek glukoz
gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur. Fakat 100 uM dynasore grubunda K grubuna gore azalmis bir p-IRS1 ekspresyonu
saptanmustir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubunda K grubuna goére azalmis bir p-
IRS1 ekspresyonu belirlenmistir (p < 0,001). Ayni1 sekilde 1 uM p-110 grubunda da p-IRS1
ekspresyonu K grubundan disiiktiir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110
grubu, K grubundan diisiik olarak tespit edilmistir (p < 0,001). Benzer sekilde 1 uM p-110
grubunda da p-IRS1 ekspresyonu K grubundan diisiiktiir (p < 0,001).

Tespit edilen p-AKT/AKT ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
0,859 + 0,041, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,000 + 0,079, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,040 +
0,071, 50 uM dynasore grubunda 0,815 + 0,092, 100 uM dynasore grubunda 2,728 + 0,108,
0,5 uM p-110 grubunda 1,857 + 0,128 ve 1 uM p-110 grubunda 2,634 + 0,299’ dur. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 0,251 + 0,024, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,976 + 0,170,
100 uM mdivi-1 grubunda 1,410 + 0,060, 50 uM dynasore grubunda 0,373 + 0,031, 100 uM
dynasore grubunda 0,701 + 0,041, 0,5 uM p-110 grubunda 0,225 + 0,014 ve 1 uM p-110
grubunda ise 1,209 + 0,074 olarak belirlenmistir (Sekil 31).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM mdivi-1 grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Benzer sekilde K grubu ile 100 uM mdivi-1 grubu arasinda da
herhangi bir fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarinda ise 50 uM mdivi-1 grubu K grubundan
anlamli derecede fazladir (p = 0,006). Aymi sekilde 100 uM mdivi-1 grubu p-AKT
eskpresyonu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde artmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM dynasore grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Fakat 100 uM dynasore grubunda K grubuna gore artmis bir p-AKT
ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu
ile K grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. Fakat 100 uM dynasore

grubunda K grubuna gore artmus bir p-AKT ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu K grubundan anlamli derecede
yiiksektir (p = 0,022). Benzer sekilde 1 uM p-110 grubunda da p-AKT ekspresyonu K
grubuna gore anlamli derecede artmistir (p = 0,0014). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM
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p-110 grubu ile K grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Aksine 1 uM p-110 grubunda p-
AKT ekspresyonu K grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p < 0,001).

Tespit edilen p-AKT/B-Tubulin ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K
grubunda 0,541 + 0,044, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,974 + 0,015, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,986 + 0,031, 50 uM dynasore grubunda 0,659 + 0,026, 100 uM dynasore
grubunda 1,894 + 0,088, 0,5 uM p-110 grubunda 0,918 + 0,036 ve 1 uM p-110 grubunda
1,872 + 0,080’ dir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 0,135 + 0,011, 50 pM mdivi-1
grubunda 0,961 + 0,090, 100 uM mdivi-1 grubunda 2,465 + 0,137, 50 uM dynasore
grubunda 0,638 + 0,075, 100 uM dynasore grubunda 1,562 + 0,055, 0,5 uM p-110 grubunda
0,416 + 0,036 ve 1 uM p-110 grubunda ise 1,445 + 0,072 olarak belirlenmistir (Sekil 31).

Normal glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu K grubundan anlamli derecede
yiiksektir (p < 0,001). Benzer bigimde 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore p-AKT
ekspresyonu anlamli derecede artmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarinda ise 50 uM
mdivi-1 grubu K grubundan anlamli derecede fazladir (p = 0,002). Aymi sekilde 100 uM
mdivi-1 grubu p-AKT eskpresyonu da K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigimde

artmustir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan K grubu ile 50 uM dynasore grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Fakat 100 uM dynasore grubunda K grubuna gore artmis bir p-AKT
ekspresyonu saptanmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu
K grubundan anlamli derecede fazladir (p = 0,0015). Aymi sekilde 100 uM dynasore
grubunda da K grubuna gore artmis bir p-AKT ekspresyonu saptanmustir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 pM p-110 grubu K grubundan anlamli derecede
yiiksektir (p = 0,008). Benzer sekilde 1 uM p-110 grubunda da p-AKT ekspresyonu K
grubuna gore anlamli derecede artmustir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-
110 grubu K grubundan anlamli derecede yiiksektir (p = 0,013). Ayn1 sekilde 1 uM p-110
grubunda p-AKT ekspresyonu K grubuna gore anlamli derecede yiiksektir (p < 0,001).
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Sekil 31. Fisyon inhibitorlerinin insiilin sinyali proteinlerine etkisi (insiilin uygulanan

gruplar).
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Sekil 31. Fisyon inhibitorlerinin insiilin sinyali proteinlerine etkisi (insiilin uygulanan

gruplar) (Devamu).

4.4.4. Fisyon Inhibitorlerinin Otofaji Proteinlerine Etkisi

48 saatlik normal / yiiksek glukoz ortaminda tutulan trofoblast hiicrelerine fisyon
inhibitorlerinin uygulanmasi sonucu olusan otofaji belirte¢lerinden BECLIN1, B-Tubuline
gore normalize edilmistir. Ayrica LC3-11 / LC3-l oranlari her grup igin belirlenmistir.
Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar ***p <
0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 normal glukoz kontrol grubuna karsi, 7p < 0,001, *'p < 0,01,
p < 0,05 ise yiiksek glukoz kontrol grubuna kars: olacak sekilde gosterilmistir.

Tespit edilen LC3 11 / LC3 | ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
0,829 + 0,048, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,825 + 0,077, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,777 +
0,052, 50 uM dynasore grubunda 0,799 + 0,041, 100 uM dynasore grubunda 0,758 + 0,041,
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0,5 uM p-110 grubunda 0,774 + 0,099 ve 1 uM p-110 grubunda 0,689 + 0,053 tiir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,061 + 0,084, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,009 + 0,101,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,701 + 0,058, 50 uM dynasore grubunda 0,960 + 0,095, 100 uM
dynasore grubunda 0,788 + 0,019, 0,5 uM p-110 grubunda 0,842 + 0,023 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,727 + 0,029 olarak belirlenmistir (Sekil 32).

Mdivi-1 uygulanan gruplarda K gruplaria gore, hem normal hem de yiiksek glukoz
ortaminda LC3 Il ekspresyonlarinda mdivi-1 dozu arttikca bir azalma oldugu fakat bu

azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmustir.

Ayni sekilde dynasore uygulanan gruplarda da hem normal glukoz hem de yiiksek
glukoz gruplarinda dynasore dozu arttik¢a LC3 Il ekspresyonunda bir azalma oldugu fakat

bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

P-110 uygulanan gruplarda normal glukoz ortaminda K grubuna gore anlami bir fark
tespit edilmemistir. Fakat yiikksek glukoz grubu 1 pM p-110 grubunda K grubuna gore
anlamli olarak azalmis bir LC3 1l ekspresyonu saptanmustir (p = 0,0105).

Tespit edilen BECLIN1 / B-Tubulin ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K
grubunda 1,221 + 0,059, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,417 + 0,068, 100 uM mdivi-1
grubunda 0,301 + 0,067, 50 uM dynasore grubunda 0,995 + 0,052, 100 uM dynasore
grubunda 0,558 + 0,056, 0,5 uM p-110 grubunda 0,961 + 0,030 ve 1 uM p-110 grubunda
0,139 £ 0,026’ dir. Yiiksek glukoz gruplarindan K grubunda 2,161 + 0,052, 50 uM mdivi-1
grubunda 1,226 + 0,065, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,336 + 0,035, 50 uM dynasore
grubunda 1,586 + 0,069, 100 uM dynasore grubunda 0,478 + 0,048, 0,5 uM p-110 grubunda
2,129 + 0,085 ve 1 uM p-110 grubunda ise 0,628 + 0,072 olarak belirlenmistir (Sekil 32).

Normal glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu, K grubundan anlamli derecede
diisiiktiir (p < 0,001). Benzer bicimde 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gére BECLIN1
ekspresyonu anlamli derecede azalmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarinda da ayni
sekilde 50 uM ve 100 uM mdivi-1 gruplart K grubundan anlamli derecede diisiiktiir (p <
0,001).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Fakat 100 uM dynasore grubu BECLIN1 ekspresyonu, K grubundan
anlamli derecede disiiktir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 pM dynasore
grubunda K grubuna goére azalmis bir BECLIN1 ekspresyonu tespit edilmistir (p = 0,001).
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Ayni sekilde 100 uM dynasore grubunda da K grubuna kiyasla daha diisiik olarak
belirlenmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 pM p-110 grubu, K grubundan anlamli derecede
diisiiktiir (p < 0,010). Benzer bigimde 1 uM p-110 grubunda K grubuna gére BECLIN1
ekspresyonu anlamli derecede azalmistir (p < 0,001). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM
p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir. Aksine 1 uM p-110
grubunda K grubuna gore diisiik bir BECLIN1 ekspresyonu saptanmustir (p < 0,001).

97



5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz

Mdivil  Dynasore P110 Mdivil  Dynasore P110
(uM) (uM) (uM) (uM) (uM) (uM)
K 50 100 50 100 oO5 1 K 50 100 50 100 05 1
LC3-1 L T .
T - g o e ot W
e | M 0 e S G e g DR SN TS
Beclinl | » o pa— -- o q v s g 4
“Tubuli -
R ——— i
Mdivi-1 Dynasore P-110
1.5+ 1.5+ 1.5+
8 1.0 8 8 1.0
=1 4 <l t
= o P
O 0.5 o O 0.5
= ' 4
0.0- 0.0-
S S ¥
S & S
“ 9 o &
5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz 5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz 5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz
Mdivi-1 Dynasore P-110
2.5 29" 2.5
£ £ £
S 2.0 S 2.0 S 2.0+
e o 7t o
= = =
Q'_ 1.5 tt @'_ 1.5 m'_ 1.5
Z 1.0 Z 1.0 Z 1.0 .
*xk =B tt
&.I) 0.5+ ok Tt (l.i], 0.5+ 8 0.5+
m m m kK
0.0~ 0.0- 0.0-
€§8s c§s R €§8§ c88
S S S S L & "

5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz

5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz

Sekil 32. Fisyon inhibitorlerinin otofaji proteinlerine etkisi.

4.5. Trofoblast Hiicrelerinde mRNA Ekspresyonlari

5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz

Trofoblast hiicrelerinde saptanan mRNA ekspresyonlar1 S-aktine gore normalize

edilmis, normal glukoz kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde verilmistir.
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Degerler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. Sekillerde anlamli farklar ***p <
0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 normal glukoz kontrol grubuna kars1, 7p < 0,001, 'p < 0,01,

p < 0,05 ise yiiksek glukoz kontrol grubuna kars: olacak sekilde gosterilmistir.

4.5.1. Fisyon Inhibitérlerinin Fiizyon Belirtecleri mMRNA Ekspresyonlarina Etkisi

Trofoblast goreceli Mfnl ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,121, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,377 + 0,168, 100 uM mdivi-1 grubunda 2,153 +
0,194, 50 uM dynasore grubunda 1,241 + 0,158, 100 uM dynasore grubunda 2,084 + 0,201,
0,5 uM p-110 grubunda 1,414 + 0,043 ve 1 uM p-110 grubunda 2,015 + 0,109’ dur. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 0,377 + 0,041, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,581 + 0,058,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,846 + 0,099, 50 uM dynasore grubunda 0,565 + 0,076, 100 uM
dynasore grubunda 0,760 + 0,049, 0,5 uM p-110 grubunda 0,590 + 0,071 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,755 + 0,072 olarak belirlenmistir (Sekil 33).

Normal glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore artmig bir Mfnl
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,006). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu
ile K grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir. Fakat 100 uM mdivi-1 grubu
Mfnl ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede artmistir (p = 0,008).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 100 uM dynasore grubunda K grubuna goére artmis bir Mfnl
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,008). Yiiksek glukoz gruplarinda aym sekilde 50 uM
dynasore ile K grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir. Fakat 100 uM dynasore
grubu Mfn1l ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,003).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 1 uM p-110 grubunda K grubuna goére artmus bir Mfnl
ekspresyonu belirlenmistir (p < 0,001).Yiiksek glukoz gruplarinda ayni sekilde 0,5 uM p-
110 ile K grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir. Fakat 1 uM p-110 grubu
Mfn1 ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,013).
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Sekil 33. Fisyon inhibitorlerinin Mfnl mMRNA ekspresyonlarina etkisi.

Trofoblast goreceli Mfn2 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,140, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,262 + 0,055, 100 uM mdivi-1 grubunda 2,167 +
0,292, 50 uM dynasore grubunda 1,229 + 0,236, 100 uM dynasore grubunda 1,873 + 0,518,
0,5 uM p-110 grubunda 1,731 + 0,396 ve 1 uM p-110 grubunda 2,145 + 0,089’ dur. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 0,494 + 0,054, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,628 + 0,010,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,976 + 0,037, 50 uM dynasore grubunda 0,637 + 0,082, 100 uM
dynasore grubunda 0,849 + 0,065, 0,5 uM p-110 grubunda 0,762 + 0,020 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,896 + 0,038 olarak belirlenmistir (Sekil 34).

Normal glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore artmig bir Mfn2
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,011). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu
ile K grubu arasinda herhangi bir fark tespit edilmemistir. Fakat 100 uM mdivi-1 grubu
Mfn2 ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede artmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Ayn1 sekilde 100 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda da herhangi
bir fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda
herhangi bir fark tespit edilmemistir. Fakat 100 uM dynasore grubu Mfn2 ekspresyonlar1 K

grubuna gore anlamli derecede artmistir (p = 0,024).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 1 puM p-110 grubunda K grubuna gore artmus bir Mfn2
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,039). Yiiksek glukoz gruplarinda Mfn2 ekspresyonu hem
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0,5 uM p-110 grubunda (p = 0,007) hem de 1 uM p-110 grubunda K grubuna gore anlamli
derecede artmustir (p < 0,001).
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Sekil 34. Fisyon inhibitorlerinin Mfn2 mMRNA ekspresyonlarina etkisi.

Trofoblast goreceli Opal ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,190, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,122 + 0,204, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,760 +
0,178, 50 uM dynasore grubunda 1,147 + 0,034, 100 uM dynasore grubunda 1,689 + 0,068,
0,5 uM p-110 grubunda 1,079 + 0,057 ve 1 uM p-110 grubunda 1,721 + 0,282’ dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 0,615 + 0,067, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,782 + 0,012,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,932 + 0,109, 50 uM dynasore grubunda 0,792 + 0,895, 100 uM
dynasore grubunda 0,102 + 0,041, 0,5 uM p-110 grubunda 0,827 + 0,037 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,948 + 0,039 olarak belirlenmistir (Sekil 35).

Normal glukoz gruplarindan hem 50 uM mdivi-1 grubu hem de 100 uM mdivi-1
grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Yiiksek glukoz gruplarindan

hem 50 uM mdivi-1 grubu hem de 100 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda da anlamli
bir fark yoktur.

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 100 uM dynasore grubunda K grubuna goére artmis bir Opal
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,014). Yiiksek glukoz gruplarindan hem 50 uM dynasore
grubu hem de 100 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda da anlamli bir fark yoktur.

Normal glukoz gruplarindan hem 0,5 uM p-110 grubu hem de 1 uM p-110 grubu ile
K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamustir. Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-
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110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 1 uM p-110

grubu Opal ekspresyonlari ise K grubuna gore anlamli derecede fazladir (p = 0,007).
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Sekil 35. Fisyon inhibitérlerinin Opal mRNA ekspresyonlarina etkisi.
4.5.2. Fisyon Inhibitérlerinin mtUPR Belirtecleri NRNA Ekspresyonlarina Etkisi

Trofoblast goreceli Hsp60 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,136, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,740 + 0,124, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,401 +
0,054, 50 uM dynasore grubunda 0,861 + 0,071, 100 uM dynasore grubunda 0,583 + 0,060,
0,5 uM p-110 grubunda 0,708 + 0,066 ve 1 uM p-110 grubunda 0,461 + 0,025’ dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 2,148 + 0,091, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,419 + 0,082,
100 uM mdivi-1 grubunda 1,000 + 0,075, 50 uM dynasore grubunda 1,394 + 0,160, 100 uM
dynasore grubunda 1,105 + 0,093, 0,5 uM p-110 grubunda 1,262 + 0,116 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,908 + 0,113 olarak belirlenmistir (Sekil 36).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamigtir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore azalmis bir Hsp60
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,020). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1
grubunda K grubuna gore anlamli derecede diisiik bir Hsp60 ekspresyonu vardir (p = 0,002).
Ayni sekilde 100 uM mdivi-1 grubu Hsp60 ekspresyonlart da K grubuna goére anlamli

derecede azalmistir (p < 0,001).
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Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 100 uM dynasore grubunda K grubuna goére azalmig bir Hsp60
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,048). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore
grubunda K grubuna gore anlamli derecede diisiik bir Hsp60 ekspresyonu vardir (p = 0,010).
Aymni sekilde 100 uM dynasore grubu Hsp60 ekspresyonlart da K grubuna gére anlamli

derecede azalmistir (p = 0,002).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 1 uM p-110 grubunda K grubuna goére azalmis bir Hsp60
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,012). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubunda
K grubuna gore anlamli derecede diisiik bir Hsp60 ekspresyonu vardir (p = 0,002). Ayni
sekilde 1 uM p-110 grubu Hsp60 ekspresyonlar1 da K grubuna gore anlamli derecede

azalmustir (p < 0,001).
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Sekil 36. Fisyon inhibitorlerinin HSp60 mMRNA ekspresyonlarina etkisi.

Trofoblast goreceli ClpP ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,077, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,715 + 0,076, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,552 +
0,090, 50 uM dynasore grubunda 0,728 + 0,032, 100 uM dynasore grubunda 0,624 + 0,030,
0,5 uM p-110 grubunda 0,687 = 0,043 ve 1 uM p-110 grubunda 0,500 + 0,034” diir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,818 + 0,082, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,262 + 0,084,
100 uM mdivi-1 grubunda 1,010 + 0,076, 50 uM dynasore grubunda 1,203 + 0,069, 100 uM
dynasore grubunda 1,070 + 0,051, 0,5 uM p-110 grubunda 1,122 + 0,102 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,993 + 0,079 olarak belirlenmistir (Sekil 37).
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Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubunda K grubuna gore azalmis bir ClpP
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,019). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1
grubunda K grubuna gore anlamli derecede diistik bir CIpP ekspresyonu vardir (p = 0,007).
Ayni sekilde 100 uM mdivi-1 grubu ClpP ekspresyonlar1 da K grubuna gore anlamli
derecede azalmistir (p = 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu K grubundan anlamli derecede
diisiiktiir (p = 0,022). Benzer bigimde 100 uM dynasore grubunda K grubuna gore azalmis
bir ClpP ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,005). Yiksek glukoz gruplarindan 50 pM
dynasore grubunda K grubuna gore anlamli derecede diisiik bir ClpP ekspresyonu vardir (p
= 0,002). Aym sekilde 100 uM dynasore grubu ClpP ekspresyonlar1 da K grubuna gore

anlamli derecede azalmistir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu grubu K grubundan anlamli
derecede diisiiktiir (p = 0,016). Benzer bigimde 1 pM p-110 grubunda K grubuna gore
azalmis bir ClpP ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,0016). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5
uM p-110 grubunda K grubuna gore anlamli derecede diisiik bir ClpP ekspresyonu vardir (p
= 0,003). Ayn1 sekilde 1 uM p-110 grubu ClpP ekspresyonlar1 da K grubuna gére anlamli
derecede azalmistir (p = 0,0014).
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Sekil 37. Fisyon inhibitorlerinin CIpP mRNA ekspresyonlarina etkisi.
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45.3. Fisyon [Inhibitérlerinin Mitokondriyal Antioksidan Enzim mRNA
Ekspresyonlarma Etkisi

Trofoblast goreceli MnSod ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,107, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,173 = 0,070, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,210 +
0,062, 50 uM dynasore grubunda 1,090 + 0,059, 100 uM dynasore grubunda 1,109 + 0,098,
0,5 uM p-110 grubunda 1,054 + 0,092 ve 1 uM p-110 grubunda 1,173 + 0,105’ dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,329 + 0,065, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,420 + 0,146,
100 uM mdivi-1 grubunda 2,009 + 0,149, 50 uM dynasore grubunda 1,284 + 0,131, 100 uM
dynasore grubunda 1,822 + 0,082, 0,5 uM p-110 grubunda 1,504 + 0,095 ve 1 uM p-110
grubunda ise 1,942 + 0,079 olarak belirlenmistir (Sekil 38).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Ayni sekilde 100 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda da anlamli
bir fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda da
herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 100 uM mdivi-1 grubu MnSod ekspresyonlari
ise K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,020).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Ayni sekilde 100 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda da anlaml
bir fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda da
herhangi bir anlaml1 fark tespit edilmemistir. 100 uM dynasore grubu MnSod ekspresyonlari
ise K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,027).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Ayni sekilde 1 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda da anlamli bir
fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda da
herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 1 uM p-110 grubu MnSod ekspresyonlari ise K

grubuna goére anlamli derecede artmistir (p = 0,004).
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Sekil 38. Fisyon inhibitorlerinin MnSod mRNA ekspresyonlarina etkisi.

Trofoblast goreceli Gpx1 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,089, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,261 + 0,062, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,419 +
0,075, 50 uM dynasore grubunda 1,225 + 0,045, 100 uM dynasore grubunda 1,557 + 0,082,
0,5 uM p-110 grubunda 1,387 + 0,090 ve 1 uM p-110 grubunda 1,576 + 0,077’ dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,640 + 0,063, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,668 + 0,098,
100 uM mdivi-1 grubunda 2,166 + 0,086, 50 uM dynasore grubunda 1,659 + 0,074, 100 uM
dynasore grubunda 1,829 + 0,090, 0,5 uM p-110 grubunda 1,679 + 0,085 ve 1 uM p-110
grubunda ise 1,974 + 0,079 olarak belirlenmistir (Sekil 39).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamugtir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubu Gpx1 ekspresyonlari K grubuna gore
anlamli derecede artmistir (p = 0,019). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu
ile K grubu arasinda da herhangi bir anlaml fark tespit edilmemistir. 100 uM mdivi-1 grubu

Gpx1 ekspresyonlari ise K grubuna gore anlamli derecede artmistir (p = 0,010).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. 100 uM dynasore grubunda ise K grubuna goére artmis bir Gpx1
ekspresyonu belirlenmistir (p = 0,004). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu
ile K grubu arasinda da herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. Aym sekilde 100 uM

dynasore grubu ile K grubu arasinda da herhangi bir anlamli fark yoktur.

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu Gpx1 ekspresyonu K grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p = 0,043). Ayni1 sekilde 1 uM p-110 grubunda da K grubuna
gore anlamli bir artig belirlenmistir (p = 0,007). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110
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grubu ile K grubu arasinda da herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 1 uM p-110
grubu Gpx1 ekspresyonlar1 ise K grubuna gore anlamli derecede artmistir (p = 0,049).
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Sekil 39. Fisyon inhibitorlerinin Gpx1 mRNA ekspresyonlarina etkisi.

4.5.4. Fisyon Inhibitérlerinin Apoptoz Belirtecleri MRNA Ekspresyonlarina EtKisi

Trofoblast goreceli Bcl2 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,078, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,156 + 0,070, 100 uM mdivi-1 grubunda 1,391 +
0,110, 50 uM dynasore grubunda 1,127 + 0,090, 100 uM dynasore grubunda 1,355 + 0,086,
0,5 uM p-110 grubunda 1,083 + 0,067 ve 1 uM p-110 grubunda 1,372 + 0,083’ tiir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 0,566 + 0,069, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,853 + 0,059,
100 uM mdivi-1 grubunda 1,060 + 0,081, 50 uM dynasore grubunda 0,810 + 0,058, 100 uM
dynasore grubunda 1,005 + 0,073, 0,5 uM p-110 grubunda 0,801 + 0,037 ve 1 uM p-110
grubunda ise 1,031 + 0,092 olarak belirlenmistir (Sekil 40).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamugtir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubu Bcl2 ekspresyonlar1 K grubuna gore
anlaml derecede artmistir (p = 0,046). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu
ile K grubu arasinda da herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 100 uM mdivi-1 grubu

Bcl2 ekspresyonlari ise K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,006).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Ayni sekilde 100 uM dynasore grubunda da K grubuna gére anlaml
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bir fark yoktur. Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda da
herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. Fakat 100 uM dynasore grubu Bcl2

ekspresyonlari ise K grubuna gore anlamli derecede artmustir (p = 0,009).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamistir. Aksine 1 uM p-110 grubu Bcl2 ekspresyonlar1 K grubuna gére anlamli
derecede artmustir (p = 0,032). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu
arasinda da herhangi bir anlamli fark tespit edilmemistir. 1 uM p-110 grubu Bcl2

ekspresyonlari ise K grubuna goére anlamli derecede artmistir (p = 0,008).
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Sekil 40. Fisyon inhibitérlerinin Bcl2 mMRNA ekspresyonlarina etkisi.

Trofoblast goreceli Bax ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda 1,000
+ 0,077, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,828 + 0,036, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,694 + 0,082,
50 uM dynasore grubunda 0,867 + 0,066, 100 uM dynasore grubunda 0,745 + 0,078, 0,5
uM p-110 grubunda 0,864 + 0,059 ve 1 uM p-110 grubunda 0,720 + 0,055’ tir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,743 + 0,106, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,178 + 0,072,
100 uM mdivi-1 grubunda 0,884 + 0,093, 50 uM dynasore grubunda 1,293 + 0,072, 100 uM
dynasore grubunda 0,966 + 0,102, 0,5 uM p-110 grubunda 1,163 + 0,072 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,905 + 0,063 olarak belirlenmistir (Sekil 41).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamigtir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubu Bax ekspresyonlar1 K grubuna gore
anlamli derecede azalmistir (p = 0,045). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 pM mdivi-1
grubunda, K grubundan anlamli derecede diisiik olarak belirlenmistir (p = 0,011). Aym
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sekilde 100 uM mdivi-1 grubu Bax ekspresyonlari1 ise K grubuna gore anlamli derecede
azalmustir (p = 0,0014).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda ve 100 uM
dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Yiiksek glukoz
gruplarindan 50 uM dynasore grubunda, K grubundan anlamli derecede diisiik olarak
belirlenmistir (p = 0,035). Ayn1 sekilde 100 uM dynasore grubu Bax ekspresyonlari ise K
grubuna gore anlamli derecede azalmistir (p = 0,002).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 pM p-110 grubu ile K grubu arasinda ve 1 uM p-110
grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Yiiksek glukoz gruplarindan
0,5 uM p-110 grubunda, K grubundan anlamli derecede diistik olarak belirlenmistir (p =
0,006). Ayn1 sekilde 1 uM p-110 grubunda Bax ekspresyonlari ise K grubuna gore anlamli

derecede azalmistir (p < 0,001).
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Sekil 41. Fisyon inhibitérlerinin Bax mMRNA ekspresyonlarina etkisi.

4.5.5. Fisyon Inhibitorlerinin Beclinl mRNA Ekspresyonuna EtKisi

Trofoblast goreceli Beclinl ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,117, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,644 + 0,044, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,378 +
0,072, 50 uM dynasore grubunda 0,715 + 0,095, 100 uM dynasore grubunda 0,544 + 0,117,
0,5 uM p-110 grubunda 0,657 + 0,058 ve 1 uM p-110 grubunda 0,478 + 0,070’ dir. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 1,511 + 0,086, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,220 + 0,153,
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100 uM mdivi-1 grubunda 0,902 + 0,103, 50 uM dynasore grubunda 1,331 + 0,087, 100 uM
dynasore grubunda 0,989 + 0,085, 0,5 uM p-110 grubunda 1,197 + 0,132 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,950 + 0,071 olarak belirlenmistir (Sekil 42).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 100 uM mdivi-1 grubu Beclinl ekspresyonlar1 K grubuna gore
anlaml derecede azalmistir (p = 0,004). Yiiksek glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu
ile K grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Fakat 100 uM mdivi-1 grubunda tespit edilen

Beclinlekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede disiiktiir (p = 0,024).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda ve 100 uM
dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamustir. Yiiksek glukoz
gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda anlamli bir fark yoktur. Aksine

100 puM dynasore grubu Beclinl ekspresyonlar1 ise K grubuna gore anlamli derecede

azalmistir (p = 0,012).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 uM p-110 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir
fark saptanmamustir. Aksine 1 uM p-110 grubu grubu Beclinl ekspresyonlart K grubuna
gore anlamli derecede azalmistir (p = 0,012). Yiiksek glukoz gruplarindan 0,5 puM p-110
grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark yoktur. Fakat 1 uM p-110 grubu grubu Beclinl

ekspresyonlar1 K grubuna gore anlamli derecede diisiiktiir (p = 0,017).

Mdivi-1 Dynasore P-110
2.0+ 2.0 2.0
S 1.5+ S 1.54 S 1.5+
£ £ £
© fp + © .
3 T Q_Q [
= 1.0 = 1.0 = 1.0
g £ S
S ) S
w [ [
Q 0.5 Q 0.5+ Q 0.5+
0.0- 0.0- 0.0-
8§ <88 T EREE X T EBEY X
@ & LR s LS NS N
5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz 5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz 5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz

Sekil 42. Fisyon inhibitorlerinin Beclinl mRNA ekspresyonlarina etkisi.
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4.5.6. Fisyon Inhibitorlerinin NIrp3 Inflamazom mRNA Ekspresyonuna Etkisi

Trofoblast goreceli NIrp3 ekspresyonlari, normal glukoz gruplarindan K grubunda
1,000 + 0,117, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,784 + 0,119, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,542 +
0,106, 50 uM dynasore grubunda 0,854 + 0,112, 100 uM dynasore grubunda 0,635 + 0,092,
0,5 uM p-110 grubunda 0,870 = 0,080 ve 1 uM p-110 grubunda 0,678 + 0,139’ dur. Yiiksek
glukoz gruplarindan K grubunda 2,789 + 0,180, 50 uM mdivi-1 grubunda 1,768 + 0,106,
100 uM mdivi-1 grubunda 1,063 + 0,131, 50 uM dynasore grubunda 1,800 + 0,182, 100 uM
dynasore grubunda 1,299 + 0,143, 0,5 uM p-110 grubunda 1,566 + 0,175 ve 1 uM p-110
grubunda ise 1,188 + 0,102 olarak belirlenmistir (Sekil 43).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda ve 100 uM
mdivi-1 grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Yiiksek glukoz
gruplarindan 50 pM mdivi-1 grubu K grubundan anlamli bi¢imde azdir (p = 0,005). Ayn
sekilde 100 uM mdivi-1 grubunda tespit edilen NIrp3 ekspresyonlari da K grubuna gore
anlamli derecede diistiktiir (p < 0,001).

Normal glukoz gruplarindan 50 uM dynasore grubu ile K grubu arasinda ve 100 uM
dynasore grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamustir. Yiiksek glukoz
gruplarindan 50 uM dynasore grubu K grubundan anlaml bi¢gimde azdir (p = 0,014). Aym
sekilde 100 uM dynasore grubu NIrp3 ekspresyonlart da K grubuna gore anlamli derecede
azalmistir (p = 0,002).

Normal glukoz gruplarindan 0,5 pM p-110 grubu ile K grubu arasinda ve 1 uM p-110
grubu ile K grubu arasinda herhangi bir fark saptanmamistir. Yiiksek glukoz gruplarindan
0,5 uM p-110 grubu K grubundan anlamli bigimde azdir (p = 0,003). Ayni sekilde 1 uM p-
110 grubu Nlrp3 ekspresyonlari da K grubuna gore anlamli derecede azalmistir (p < 0,001).
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Sekil 43. Fisyon inhibitorlerinin NIrp3 mRNA ekspresyonlarina etkisi.

4.6. Fisyon Inhibitérlerinin Hiicre Canhhgina EtKisi

Gruplardaki absorbans degerleri ortalama + standart hata olarak sunulmustur.
Saptanan absorbans degerleri normal glukoz gruplarindan K grubunda 0,523 + 0,021, 50
uM mdivi-1 grubunda 0,478 + 0,041, 100 uM mdivi-1 grubunda 0,505 + 0,044, 50 uM
dynasore grubunda 0,515 + 0,048, 100 uM dynasore grubunda 0,535 + 0,025, 0,5 uM p-110
grubunda 0,525 + 0,065 ve 1 uM p-110 grubunda 0,536 + 0,046 dur. Yiiksek glukoz
gruplarindan K grubunda 0,425 + 0,015, 50 uM mdivi-1 grubunda 0,482 + 0,023, 100 uM
mdivi-1 grubunda 0,501 + 0,015, 50 uM dynasore grubunda 0,496 + 0,049, 100 uM
dynasore grubunda 0,498 + 0,063, 0,5 uM p-110 grubunda 0,483 + 0,021 ve 1 uM p-110
grubunda ise 0,514 + 0,082 olarak belirlenmistir (Sekil 44).

Yiksek glukoz K grubunda absorbans degerleri normal glukoz K grubuna gore

anlaml1 derecede azalmustir (T test, p = 0,024). Fakat diger gruplar arasinda herhangi bir

anlamli fark saptanmamustir.
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Sekil 44. Fisyon inhibitorlerinin hiicre canliliklarina etkisi.

4.7. Fisyon Inhibitérlerinin Mitokondri Potansiyeline EtKisi

Gruplardaki hiicre sagligi profilleri “ % ortalama + standart hata ” olarak verilmis

olup, saptanan degerler Tablo 30’ da gosterilmistir. Sekil 45, hiicrelerde goriilen dort ayri

profilin nokta grafigini gostermektedir. Gruplardaki total depolarize olmus hiicreler kontrole
gore karsilagtirillmigtir. Sekillerde anlamli farklar ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05
normal glukoz kontrol grubuna kars1, ¥"p < 0,001, "p < 0,01, 'p < 0,05 ise yiiksek glukoz

kontrol grubuna kars1 olacak sekilde gosterilmistir.

Normal glukoz kontrol grubu total depolarize hiicre orani, mdivi-1 (p = 0,0015),

dynasore (p = 0,012) ve p-110 gruplarindan (p = 0,007) anlamli derecede yiiksek olarak

saptanmustir. Yiiksek glukoz kontrol grubu total depolarize hiicre orani ise aynmi sekilde
mdivi-1 (p < 0,001), dynasore (p < 0,001) ve p-110 gruplarindan (p < 0,001) anlamlh
derecede yiiksektir (Sekil 45).
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Tablo 30. Gruplardaki hiicre sagligi profili.

5,5 MM Glukoz 25 mM Glukoz
Kontrol Mdivi-1 Dynasore P-110 Kontrol Mdivi-1 Dynasore P-110
Canh 91,98 +1,17 94,56 + 0,70 90,36 + 1,04 96,51 +£ 0,74 46,60 £ 1,72 88,06 +1,11 74,84 + 1,65 73,97 £ 2,03
Canh Depolarize 2,96 £ 0,44 0,89 +0,21 1,30 +0,21 1,41 +0,41 33,22 +£1,04 2,95+ 0,45 8,15+ 1,34 9,58 + 0,86
Olii 4,37 + 0,67 4,33+ 0,60 7,98 +0,93 1,96 + 0,46 18,73+ 1,63 8,14 + 0,64 16,23 + 0,75 16,87 + 2,08
Olii Depolarize 0,68 £ 0,27 0,21 +0,07 0,34 +0,11 0,10+ 0,06 143+0,21 0,83+0,37 0,76 + 0,37 0,43 +0,30
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Sekil 45. Fisyon inhibitorlerinin mitokondri membran potansiyeline etkisi.

4.8. Fisyon Inhibitorlerinin Oksidatif Stres Uzerine Etkisi

Gruplardaki ROS profilleri “ % ortalama + standart hata ” olarak verilmis olup,

saptanan degerler Tablo 31’ da gosterilmistir. Sekil 46, hiicrelerde goriilen ROS profili

grafigini ve gruplarin kontrol grubuna gore karsilastirilmasini gostermektedir.
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Tablo 31. Gruplardaki hiicre ROS profilleri.

5,5 mM Glukoz 25 mM Glukoz
Kontrol Mdivi-1 Dynasore P-110 Kontrol Mdivi-1 Dynasore P-110
ROS (+) 6,05+ 0,98 2,95+0,63 5,95+0,79 2,34 +£0,73 30,88 + 1,67 7,07 = 0,96 17,32+ 0,94 9,20+ 1,03
ROS (-) 93,95 + 0,98 97,05 + 0,63 94,05+ 0,79 97,66 £ 0,73 69,12 + 1,67 92,93 + 0,96 82,68 +£ 0,94 90,79 + 1,03
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Sekil 46. Fisyon inhibitorlerinin ROS profillerine etkisi.

Normal glukoz kontrol grubu ROS (+) oranlar1 p-110 grubu oranlarindan anlamli
derecede yiiksektir (p = 0,017). Diger gruplarla kontrol grubu arasinda herhangi bir fark
saptanmamustir. Yiiksek glukoz kontrol grubu ROS (+) oranlari tiim inhibitor gruplarindan
anlaml1 derecede yiiksek olarak tespit edilmistir (p < 0,001).
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin ilk asamasinda GDM' nin plasenta dokusunda olusturdugu
mitokondriyal fonksiyon {izerindeki zararli etkileri, 6zellikle mitokondriyal dinamikler
cergevesinden belirlenmistir. Daha da onemlisi, diyabetik kadinlarda kusurlu maternal
glisemik kontroliin zararl etkilerinin dnceden diyabeti olan (Pre-DM) kadinlar ile gebelik
sirasinda diyabet gelisen (GDM) kadinlar arasinda Karsilastirilabilir olup olmadigi analiz

edilmistir.

Daha once bildirildigi gibi (Chen ve digerleri, 2018), diyabetik kadinlarin plasental
dokusunda mitokondriyal flizyonla ilgili MFN2 ekspresyonlar1 biiyiik 6l¢iide azalmaktadir.
Bu da gebelikle iliskili diyabetin plasental hiicrelerdeki kusurlu mitokondriyal fonksiyonla
baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonuglarimiz, gebelik sirasinda diyabet gelisen
gebe kadinlarda benzer bir etkinin gdzlendigini dogrulamustir. ilging bir sekilde, diyabetin
zararl etkisinin GDM hastalarinda Pre-DM kadinlara kiyasla daha belirgin olmasi, bu
hastaliklarin patofizyolojisi veya mekanizmalar1 arasinda tanimlanamayan farkliliklar
olabilecegini diisiindiirmektedir. Obezitenin gozlemlerimize etkisini belirlemek icin gebelik
baslamadan &nce hastalarin VKI' lerini inceledik. Mitokondriyal disfonksiyon, hastalarin
obezite durumu ne olursa olsun Pre-DM ile karsilastirildiginda GDM grubunda siirekli
olarak daha siddetliydi. Bu da gruplar arasinda go6zlenen farkin obeziteden

kaynaklanmadigini diistindiirmektedir.

Maternal glisemik kontroliin plasental anormalliklere ne 6lgiide katkida bulundugu
heniiz belirlenmemistir. Maternal glukoz seviyeleri iyi kontrol edildiginde, diyabetten
etkilenen kadinlarin  plasentalari, 151tk mikroskobu degerlendirmelerinde  normal
goriinmektedir (Mayhew ve Jairam, 2000; Mooney ve digerleri, 2009). Bununla birlikte,
birgok ¢alisma Pre-GDM’ li ve GDM' li kadinlarda histopatolojik plasental anormallikleri
tamimlamigtir (Daskalakis ve digerleri, 2008; Teasdale, 1981). Fakat maternal diyabet ile
iligkili plasental anormallikler ikna edici bir sekilde bildirilememistir. Bunun nedenleri,
orneklem biiytikliigiindeki ve calismalarda kullanilan popiilasyonlar arasindaki farkliliklar
(Teasdale, 1983), gebelik sirasinda glisemik kontroliin olusup olusmadigi (Boyd ve
digerleri, 1986), calisma metodolojisindeki farkliliklar (Higgins ve digerleri, 2011; Taricco

ve digerleri, 2003) ve dogum oncesi bakim Kalitesindeki degisikliklerdir (Beauharnais ve
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digerleri, 2012; Bentley-Lewis ve digerleri, 2014). Ayrica, genis kohort ¢alismalari, GDM
ve Pre-GDM' li hastalarin diyabeti olmayan kadinlara kiyasla artan bir olumsuz sonug
modeline ve daha yiiksek mortalite ile morbidite oranlarina sahip oldugunu gostermistir.
Olii dogum oranlarinda da biiyiik farkliliklar vardir (Shand ve digerleri, 2008). Dahasi
maternal diyabetli kadinlarin ¢ocuklarinda makrozomi ve hipoglisemi riskinin oldukga
yiiksek oldugu bildirilmistir. Preeklampsi gibi komplikasyonlarin goriilme sikligmin da
arttig1 vurgulanmistir (EI Mallah ve digerleri, 1997). Tum bunlara ek olarak, ileri yaslarda
anne olmanin GDM prevalansi ile iligkili oldugu daha 6nce ortaya konmustur (Lao ve
digerleri, 2006). Calismamizda gruplar, anne yaslari arasinda fark olmayacak sekilde
belirlenmistir. Aym1 zamanda demografik verilere gore ¢alismaya dahil edilen gebelerin

parite ve gravida durumlari arasinda herhangi bir farklilik tespit edilmemistir.

Obezite, gebeliklerde olumsuz sonuglarla iligkili baska bir risk faktoriidiir (Dennedy
ve Dunne, 2010; Wahabi ve digerleri, 2014). Obezitenin gebelikte GDM insidansini artiran
bir faktdr oldugu ve VKI > 30 olan kadinlarda postpartum donemde T2DM gelisme riski ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Glazer ve digerleri, 2004; Sheiner ve digerleri, 2004). Maternal
obezite ve GDM arasindaki bu zararli geribildirim durumunun olumsuz sonuglar1 daha 6nce
gosterilmistir (Sheiner ve digerleri, 2004; Wahabi ve digerleri, 2014). Sonuglarimiz,
mitokondriyal fonksiyonlar igin gerceklesen degisimlerin ilk etmen olarak obeziteden
kaynaklanmadigin1 gosterse de obezitenin tiim gebelerde diyabetin zararli etkilerini

arttirdigini dogrulamistir.

Hamilelikten once diyabeti olan kadinlarda HbAlc seviyeleri siirekli olarak
izlenmektedir. Ancak GDM tanis1 i¢in belirlenen HbAlc diizeyleri halen tartismalidir
(Capula ve digerleri, 2013). HbAlc testi daha az zararli olsa da OGTT' nin GDM tanisinda
HbAlc analizine gore daha duyarli oldugu bildirilmistir (Claesson ve digerleri, 2017). Daha
once yapilan calismalarda tglincii trimesterde belirlenen HbAlc diizeylerinin GDM
tanisinda kullanilabilecegi 6ne siiriilmiis ve gebelik sonrasi diyabet gelisiminin de bir
gostergesi olabilecegi saptanmistir (Megia ve digerleri, 2012; Picon ve digerleri, 2012). Bu
nedenle calismamizda birinci trimesterdeki HbAlc diizeylerinin Pre-DM gebeleri, GDM ve
kontrol grubundakilerden ayiracagini 6ngordiik. Sonuglarimiz da beklentilerimizi karsilamis
ve GDM' li kadinlarin ilk trimester HbAlc diizeylerinin kontrole gore farkli olmadigini, Pre-
DM gebe kadinlarinkinin ise diger iki gruptan anlamli derecede yiiksek oldugunu

gostermistir.
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Calismalar, fetal glukoz intoleransin1 tetikleyen maternal hipergliseminin
sonuglarindan birinin, artmig ASI oldugunu gostermistir (Vink ve digerleri, 2006). Bunun
nedeni, bir¢cok caligmada gore yiiksek glukoz seviyelerine ek olarak artan idrara ¢ikma
nedeniyle gergeklesen poliiiri olarak bildirilmistir (Dashe ve digerleri, 2000; Yasuhi ve
digerleri, 1994). Bizim bulgularimizda Pre-DM ve GDM' li kadinlarda elde edilen ASI
degerleri kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasina ragmen (6zellikle obez Pre-DM ve

obez GDM gruplarinda) gruplar arasinda anlamli bir fark yoktur.

Yapilan bir ¢ok ¢aligma, maternal diyabetin dogum agirliginda artisa neden oldugunu
gostermistir (Boney ve digerleri, 2005; Gillman ve digerleri, 2003; Schaefer-Graf ve
digerleri, 2005). Ayrica VKI' si yiiksek olan annelerin ¢ocuklarinda, ergenlikte gozlenen
obezite ve metabolik sendrom riskinin arttig1 vurgulanmistir (Schaefer-Graf ve digerleri,
2005). Calisgmamizdan elde edilen bulgulara goére obez Pre-DM grubunda dogum agirliklari,
zayif kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksektir. Ancak gebelerin VKI degerleri ile

dogum agirliklar arasinda iliski bulunamamustir.

GDM ve karaciger enzimleri (AST ve ALT) arasindaki baglanti oldukc¢a geliskilidir.
Birgok arastirmaci, maternal diyabet ile yiiksek karaciger enzim seviyeleri arasinda herhangi
bir iliski bulamamistir (Tan ve digerleri, 2012; White ve digerleri, 2017; W. Zhao ve
digerleri, 2020). Aksine, Erdogan ve ark. GDM' li kadinlarin AST ve ALT diizeylerinin
kontrol grubundakilere gore anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermistir (Erdogan ve
digerleri, 2014). Karaciger yaglanmasindaki hasarin belirtegleri olan bu enzimlerin 6zellikle
obezite ile iliskili oldugu bilinen bir gergektir. Hamileliklerinde GDM ge¢irmis kadinlar
tizerinde yapilan Onceki bir ¢alismada, AST ve ALT diizeyleri, alkolik yagli karaciger
hastaligr olan ve olmayan kadinlarda 6nemli 6l¢iide farkli bulunmustur (Foghsgaard ve
digerleri, 2017). Biz de ¢alismamizda GDM ve Pre-DM (6zellikle obez) olan kadmlarin
AST ve ALT diizeylerinin daha yiiksek oldugunu gézlemledik. Ancak asil etki, kadinlarda
hem maternal diyabet hem de obezite birlikte var oldugunda daha yiiksektir. Obez GDM
grubundaki ALT diizeylerinin obez kontrol grubundakilerden anlamli farkli olmasit GDM’

nin ALT diizeylerini arttirdigina dair kanit saglamistir.

Hamilelikte go6zlenen birgok metabolik hastaligin, preeklampsi gibi patolojik
durumlarin ve plasental disfonksiyon tablolarinin, hiicresel senesens ve apoptoz yolaklarini
tetikledigi (Aires ve dos Santos, 2015) ve oksidatif streste artis meydana getirdigi
gosterilmistir (Hubel, 1999; Myatt, 2010). Ayrica meydana gelen plasental bozukluklarin

mitokondriyal membran potansiyelinde kayiplara (Holland ve digerleri, 2017), fisyon ve
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fiizyon dinamiklerinde bozulmalara neden oldugu saptanmustir (Bach ve digerleri, 2003;
Soriano ve digerleri, 2006; J. Yu ve digerleri, 2016). Tiim bu kusurlar mitokondrilerin
calisamamasina neden olmakta ve mitokondriyal disfonksiyonun belirtegleri olarak
gosterilmektedir. Bu baglamda yapilan c¢alismalarda, fiizyon proteinlerinin genetik
ablasyonunun farelerde glukoz homeostazin1 degistirdigi, insiilin direncini ve obezite riskini
arttirdigr gosterilmistir (Quir6s ve digerleri, 2012; Sebastian ve digerleri, 2012). Ayrica P
hiicrelerinin mitokondriyal fiizyon ve fisyon siireglerinin T2DM sirasinda siirekli degistigi
saptanmustir. Bu baglamda hiperglisemi ve artan palmitat seviyelerinin fiizyonu azalttig1 ve
mitokondriyal oksijen tiiketimini engelledigi tespit edilmistir (Cerqueira ve digerleri, 2016;
Molina ve digerleri, 2009). Ek olarak, T2DM' nin, iskelet kasindaki mitokondriyal
disfonksiyon nedeniyle azalmis bir MFN2 ekspresyonu ile iliskili oldugu bulunmustur
(Liesa ve Shirihai, 2013). Baska bir ¢alisma, T2DM' |li hastalarin 16kositlerinde 6nemli
oOl¢iide azalmig bir mitokondriyal fiizyon kapasitesi ve artan bir fisyon oriintiisti bildirmistir
(Diaz-Morales ve digerleri, 2016). Ayrica, egzersizin, insiilin direnci olan hastalarda yag
oksidasyonu ve insiilin duyarliliginda bir iyilesmenin yani sira fisyon proteini DRP1
fosforilasyonunda bir azalma ile MFN1 ve MFN2 ekspresyonunda bir artisa yol actigi tespit
edilmistir (Fealy ve digerleri, 2014). Calismamizda, GDM' li ve Pre-DM' |i kadinlarda
plasental mitokondriyal flizyon kapasitesinin 6nemli Olglide azaldigini saptadik.
Mitokondriyal biyogenezde rol oynayan ve hiicre enerji metabolizmasinin kontroliine
katilan bir transkripsiyonel diizenleyici olan PGCla ekspresyonlart da maternal diyabette
(hem Pre-GDM hem de GDM) azalmustir.

Memeli hiicrelerinde mitokondri ve ¢ekirdek kodlu proteinlerin stokiyometrisi
degistiginde mtUPR, mitokondriyal protein birikimini en aza indirerek hem CIpP hem de 1s1
sok proteini HSP60’ 1n pozitif regiilasyonunu saglamaktadir (Haynes ve digerleri, 2013;
Houtkooper ve digerleri, 2013). Daha 6nce yapilan bir ¢alisma, CIpP ekspresyonundaki
azalmanin mitokondriyal morfolojiyi degistirdigini, mtUPR indiiksiyonunu azalttigin1 ve
mitokondriyal fisyon proteinlerinin ekspresyon seviyesini dolayli olarak degistirdigini
gostermistir (Deepa ve digerleri, 2016). Yine kardiyomiyositlerle yapilan bir arastirma,
yiksek glukozun miR-1/miR-206 araciligiyla HSP60 ve IGFl ekspresyonularini
diistirdiiginii gostermistir. Yolak mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) {izerinden
yiriimekte ve PI3K/AKT aktivasyonunu da engellemektedir (Shan ve digerleri, 2010).
Mitokondriyal stres ve mtUPR ile ilgili proteinleri analiz ettigimizde, GDM ve Pre-DM’ li

kadinlarla kontrol grubu arasindaki fark dogrulanmistir. Bu da mitokondriyal strese verilen
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cevabin maternal diyebetli plasental dokularda yeterince karsilanamadig1 goriistinii akillara
getirmistir. Verilerimiz azalmig mitokondriyal fiizyon belirteglerinin mitokondriyal islev
bozuklugu ve strese bagli olabilecegini, ancak mitokondriyal morfoloji ve stres
belirteglerinin plasental dokularin immiinohistokimyasal analizi ile daha fazla analiz

edilmesi gerektigini gostermektedir.

Calismanin ikinci boliimiinde, ilk boliimde elde edilen veriler 1s1ginda bozulmus
mitokondri dinamiklerinin tekrar dengeye gelmesini saglamak amaciyla gelistirilecek
terapdtik hedeflerden biri olarak gebelik diyabeti olgularinda mitokondri fisyonunun inhibe
edilebilecegi diisiincesinden yola ¢ikilmistir. Bu boliimde, plasenta trofoblast hiicreleri
yiiksek glukoz (25 mM) ortaminda tutulmus ve bir gebelik diyabeti modeli olusturulmustur.
Daha sonra hiicrelere fisyon inhibitorleri uygulanmis ve hiicrelerdeki insiilin sinyal
molekiillerinin, apoptoz ve otofaji belirte¢lerinin, mitokondriyal antioksidan enzim
ekspresyonlar1 ile mtUPR belirteglerinin  durumu ve son olarak da inflamazom
ekspresyonlari saptanmistir. Ayrica hiicre canlilik testi yapilmis, hiicrelerdeki mitokondriyal

potansiyel ve oksidaif stresin durumu belirlenmistir.

Mitokondriler, hiicrenin "enerji santrali” roliine ek olarak, mitokondriyal biyogenezin
indiiklenmesi yoluyla da enerji dengesinin diizenlenmesinde gorev yapmaktadir. Kalori
kisitlamas: ve egzersiz, sirastyla NAD*/ NADH ve AMP / ATP oranlarinda artisa neden
olmaktadir. Niikleotid olarak NAD™ gerektiren SIRT 1/3, bir ko-substrattir ve deasetilasyon
yoluyla PGC-1a’ y1 aktive etmektedir. AMP / ATP oranindaki artis, dogrudan AMP ile
aktive olan AMPK” yi aktive etmekte ve ayrica PGC-l a fosforilasyonunu indiiklemektedir.
Fosforile ve deasetile olmus PGC-1a, NRF, PPAR ve 6strojen iliskili transkripsiyon faktori
(ERR) gibi transkripsiyon faktorleri yoluyla ¢ekirdek tarafindan kodlanmis genlerin aktive
olmasint saglamaktadir. Bu transkripsiyon faktorleri, mtDNA  transkripsiyonunu,
translasyonunu ve replikasyonunu, OXPHOS alt birimlerinin tretimini, TCA dongiisii
enzimlerini ve yag asidi oksidasyon enzimlerini aktive etmektedir (Wada ve Nakatsuka,
2016). Diyabetli hastalarda hiperglisemi, NADH ve piruvat iireten hiicre ic¢i glukoz
oksidasyonunu indiiklemekte ve mitokondriye piruvatin akisini arttirmaktadir. Piruvat, ic
zarla iliskili enzim kompleksleri tarafindan olusturulan mitokondriyal ETS boyunca akan
elektron vericileri NADH ve FADH2' yi iretmek igin TCA dongiisii tarafindan
oksitlenmektedir. Yiiksek glukoz kosullar1 altinda elektrokimyasal potansiyel farki ¢ok
yiiksekse, ROS ‘un kompleks I' de ve ubikinon ile kompleks 11l arasindaki arayiizde yiiksek
miktarda tretildigi gosterilmistir (Nishikawa ve digerleri, 2000). Mitokondrinin kalite
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kontrolii, mitokondriyal fonksiyonun siirdiiriilmesi i¢in kritik dneme sahiptir ve mitokondri
disfonksiyonu diyabet ve obezite gelisiminde Kritik rol oynamaktadir. Mitokondri, dinamik
yapilarinda yiiksek plastisiteye sahip olan, siirekli fiizyon ve fisyon siireclerinden gecen
retikiiler organellerdir; bu plastisite, mitokondrinin kalite kontrolii i¢in 6énemlidir (Ni ve
digerleri, 2015).

Yiiksek glukoz maruziyetinin dokularda ve yiiksek glukoz uygulamasinin ise
hiicrelerde mitokondri dinamiklerini etkiledigi birgok c¢alismada gosterilmistir. Kiiltiire
edilmis pankreatik B hiicre hattinda yiiksek seviyelerde glukoz ve palmitatin mitokondriyal
flizyonu durdurdugu ve hiicrelerde solunum fonksiyonunu azalttigi saptanmistir (Cerqueira
ve digerleri, 2016). Yapilan baska bir calismada, reperfiizyon sirasinda yiiksek glukoz
uygulamasinin farelerde fiizyon proteinleri OPA1 ve MFN2’ de bir diisiise ve fisyon
proteinleri DPR1 ve FIS1’ de ise bir artisa neden oldugu tespit edilmistir (Kumari ve
digerleri, 2012). Hiperglisemi nedenli kardiyovaskiiler hastaliklarin incelendigi bir
calismada ise mitokondriyal tiibiillerin fisyon aracili pargalanmasinin, hiperglisemik
kosullarda artan mitokondriyal ROS iiretimi ve kardiyovaskiiler hiicre hasar1 ile nedensel
olarak iligkili oldugu sonucuna varilmistir (T. Yu ve digerleri, 2008). Ayrica yiiksek
glukozun HepG2 hiicrelerinde mitokondri kaynakli ROS iiretiminin artmasmin yaninda
fisyon belirteglerinde bir yiikselme ve mitokondri fiizyonunda ise bir disiis gosterdigi
belirlenmistir (Xu ve digerleri, 2015). Artan veriler, mitokondriyal parcalanma artis1 ile
karakterize edilen mitokondriyal fisyonun diyabetik durumda arttigini gostermektedir
(Shenouda ve digerleri, 2011; Q. Wang ve digerleri, 2017). Bununla ilgili yapilan bir
caligsma, insan gobek kordonu hiicrelerinde bir diyabet terap6tigi olan vildagliptinin yiiksek
glukoz kaynakli DRP1 fosforilasyonunu ve FIS1 ekspresyonunu inhibe ettigini ayrica
DRP1’ in hiicre i¢i konumunu smirlandirarak (mitokondriye translokasyonunu
engelleyerek) endotel mitokondri disfonksiyonunun oniine gegildigini gostermistir (H. Liu
ve digerleri, 2019). Literatiirle uyumlu olarak ¢alismamizda, yiiksek glukoz uygulamasinin
hem 24 hem de 48 saatte, MFN1 ve MFN2 protein ekspresyonlarinda bir disiis
gerceklestirirken, DRP1 fosforilasyonuyla FIS1 ekspresyonununda ise bir artisa neden

oldugu saptanmuistir.

Mitokondriyal fiizyon ve fisyon arasindaki hassas denge, besin stresi ve simiile
edilmis iskemi dahil olmak tizere g¢esitli stres tepkileriyle bozulabilmektdir. Ayrica,
dengesiz mitokondriyal dinamiklerin iyilestirilmesi, hiicresel hasar1 ve hastalik siddetlerini

azaltarak, mitokondriyal dinamiklerin noron, kalp, bobrek ve B hiicre hastaliklarinin
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patogenezindeki 6nemini vurgulamaktadir (H.-F. Jheng ve digerleri, 2012). Kalite kontrolii,
mitokondriyal dinamikler tarafindan yiiriitiilen tek gorev olmayabilir (Chan, 2012). Son
calismalar, mitokondriyal dinamiklerin hiicredeki enerji talebi ve besin kaynagi arasindaki
dengenin saglanmasinda kritik rol oynadigini gostermektedir (Liesa ve Shirihai, 2013).
Mitokondriyal dinamikler, mitokondriyal disfonksiyon ile T2DM patogenezinde yer alan
insiilin direnci arasinda bir koprii olarak onerilmektedir (Lin ve digerleri, 2018). Bu konuda
yapilan c¢alismalarin bir tanesi ozellikle bu baglantinin agiga ¢ikarilmasinda onemlidir.
Calismada MFN1 ve MFN2’ nin asir1 ekspresyonunun mtROS iiretiminin azalmasini ve IRS
ile AKT fosforilasyonunun artmasimi sagladigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda fisyon
inhibitéri mdivi-1” in de ayni etkileri gosterdigi saptanmustir (Lin ve digerleri, 2018). Diger
bir calisgma da obez farelerde mdivi-1 uygulamasiyla bozulan insiilin sinyalinde diizelme
sagladigin1 gostermistir (H.-F. Jheng ve digerleri, 2012). Bizim c¢alismamizda trofoblast
hiicrelerinde yiiksek glukoz kaynakli insiilin direncinin fisyon inhibitorleri ile hafifletildigi
saptamustir. Literatiirle de uyumlu olarak yiiksek glukoz kaynakli mitokondiyal dinamiklerin
fisyon tarafina ¢ekilmesi, artan ROS miktarimin da etkisiyle inhibe edici IRS
fosforilasyonunu arttirmis ve aktive edici AKT fosforilasyonunu azaltmigtir. Bu degisim
fisyonun inhibe edilmesiyle hem insiilin uygulanan gruplarda hem de uygulanmayan
gruplarda normal diizeylere ¢ekilmistir. Beklendigi gibi insiilin uygulanmayan gruplarda
normal glukoz uygulanmasinda AKT fosforilasyonu gerceklesmemistir. Kontrol grubu ile
inhibitor uygulanan gruplar arasinda herhangi bir fark yoktur. Sasirtici sekilde yiiksek
glukoz gruplarinda yiiksek doz inihibitér uygulamasinin AKT fosforilasyonunu
(PAKT/AKT igin yiiksek doz mdivi-1 ve dynasore gruplarinda, pAKT/B-Tubulin igin ise
yiiksek doz mdivi-1 ile P-110 gruplarinda) kontrol grubuna gore anlamli derecede arttirdig
saptanmigtir. Bu durum akillara fisyon dinamikleriyle AKT sinyalinin mekanistik olarak
baglantili oldugu goriisiinii akla getirmektedir. Ayn1 durum IRS1 ifadelerinde daha bariz bir
sekilde gozlenmistir. Hem normal glukoz hem de yiiksek glukoz ortaminda inhibitor
uygulamalarinin, hiicreler insiilinle uyarilmamasina ragmen inhibe edivi IRS1
fosforilasyonunda diisiise neden oldugu saptanmistir. Bu durum IRS1/AKT sinyalinin
trofoblast hiicrelerinde mitokondri fisyonu ile kontrol edildigini géstermektedir. Bu goriisiin
desteklenmesinde yapilacak ileri mekanistik calismalara ihtiyag oldugu asikardir. Insiilin
uygulanan hiicrelerde ise durum daha beklendigi gibi olmustur ve bulgular hem pIRS1/IRS1
ve pIRS1/B-Tubulin ekspresyonlarinda hem de p-AKT/AKT ve p-AKT/B-Tubulin

ekspresyonlarinda oldukga paraleldir. Inhibitér dozunun artmasi insiilin sinyalinde daha
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kuvvetli bir diizelme saglamistir. Mitokondriyal dinamikler ile insiilin sinyali arasinda

baglant1 oldugu yoniinde kurdugumuz hipotezi desteklemistir.

Fiizyon, hiicresel aglar boyunca metabolitlerin, proteinin ve DNA'nin yayilmasina izin
vererek mitokondriyal fonksiyona fayda saglayabilirken, fisyonun fonksiyonel faydasi o
kadar sezgisel degildir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, mitokondrideki dinamikleri izleyen
calismalar, iki olayin eslestigini ve hatta fiizyonun fisyona neden oldugunu gostermistir.
Ortalama olarak, her mitokondri, her saat ~ 5 fiizyon : fisyon dongiisiine girmektedir. Tek
fiizyon ve fisyon dongiisii sirasinda yapilan Aym Ol¢iimleri gostermistir Ki fisyonun esit
olmayan depolarize yavru mitokondri tiretmesi sonrasi, bu yavrunun bir sonraki fiizyona
dahil olma olasiligi oldukga diisiiktiir. Aksine otofajiye yonlendirilme ihtimali de fazladir
(Twig, Hyde, ve digerleri, 2008). Yapilan ¢alismalar FIS1' in siRNA ile susturulmasinin
veya baskin bir negatif DRP1 izoformunun (DRP1K38A) asir1 ekspresyonunun,
mitokondriyal otofajiyi azalttigin1 géstermistir (I. Kim ve digerleri, 2007; Twig, Elorza, ve
digerleri, 2008). Diger bir ¢calismada hFisl'in asir1 ekspresyonunun, mitokondriyal otofaji ile
tutarli olarak mitokondriyal (ancak ER degil) kiitleyi segici olarak azalttig: tespit edilmistir
(Frieden ve digerleri, 2004). Ayrica baska bir ¢alismada ise DRP1'in asir1 ekspresyonunun,
cesitli  proapoptotik uyaranlar altinda mitokondriyal eliminasyonu kolaylastirdigi
saptanmustir (Arnoult ve digerleri, 2005). Bu ¢alismada literatiirle uyumlu olarak mitokondri
fisyonunun inhibe edilmesiyle, yiiksek glukoza bagli olarak artan otofaji belirtegleri
ekspresyonlarinin hem protein hem de mRNA diizeyinde diistiigii goriilmiistiir (BECLIN1’
de). LC3 1 / LC3 Il ekspresyonlarinin yiiksek glukoz uygulamasina bagli olarak arttigi
saptanmis bu sonu¢ BECLIN1’ de saptanan ile paraleldir. Inhibitér uygulamalarinda doza
gore ekspresyon diisiisleri saptanmig fakat yiiksek glukoz uygulanan gruplardan yiiksek doz
P-110 hari¢ diger inhibitdr ve uygulamalar anlamli olarak etkili goriillmemektedir. Otofaji
belirteglerinin benzer uygulamalarda kullanimlart konusunda tartismalar stirmektedir.
Otofaji gibi dinamik stireglerin 6zellikle vezikiil olusumunda etkili proteinler ile
belirlenmesi konusundaki zorluklar, bu olusumlarin hiicre igerisinde olduk¢a hizli bir
doniistim potansiyeline sahip olmasindan ileri gelmektedir. Bu tip zorluklarin birkag
belirtecin ayn1 anda kullanimasiyla ¢oziilmesi olast oldugundan LC3 1 / LC3 II
ekspresyonlarinda daha siddetsiz goriilen etki BECLIN1 ekspresyonlarinin deneye dahil

edilmesiyle ¢oziilmeye calisilmistir.

mtUPR' nin aktivasyonu nispeten yogun c¢evresel stresle uyarilmaktadir. Yiiksek

glukoz ve yiiksek yag, mitokondride katlanmamis ve hatali katlanmig proteinlerin artmasina
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ve birikmesine neden olabilmekte, bu da mtUPR' yi aktive eden mito-niikleer protein
dengesizligine neden olmaktadir (Wu ve digerleri, 2019). CLPP, glukoz metabolizmasi
stirecinde de yer alir. CLPP' nin yikilmasi, CLPP eksikligi olan farelerin farkli dokularinda
bozulan glukoz metabolizmasinin diizelmesine yol agmaktadir. GLUT4' {in artan
ekspresyonu sayesinde meydana gelen bu iyilesme AMPK' nin aktivasyonu ile
iligskilendirilebilir (Kurth-Kraczek ve digerleri, 1999). Yapilan bir ¢alisma mitokondriyal
dinamiklerle CLPP ekspresyonlar1 arasindaki baglantiy1 aydinlatmasi agisindan 6nemlidir.
Bu arastirmada yiiksek glukoz araciligiyla artan mitokondriyal fisyonun, CLPP’ nin siRNA
aracilgryla susturulmasi sonrasi anlaml olarak yiikseldigi gosterilmistir (Wu ve digerleri,
2019). Yapilan bagka bir arastirmada, insan HelLa hiicrelerinin mitokondriyal inhibitérlerin
(hidrojen peroksit ve yiiksek glukoz gibi) varliginda biyiitildigii zaman, protein
seviyesinde 6nemli bir HSP60 artis1 oldugunu gosteren kanitlar belgelenmistir (Hall ve
Martinus, 2013). Biz de ¢alismamizda yiiksek glukozun trofoblast hiicrelerinde CLPP ve
HSP60 seviyelerini arttirdigin1 gosterdik. Ayrica fisyonun inhibe edilmesinin bu artan

MtUPR belirteclerinde anlamli bir diisiise neden oldugunu tespit ettik.

ATP iretim siirecinde, mitokondriyal solunum zinciri yoluyla elektron transferi,
ka¢inilmaz olarak ROS iretimi ile iliskilidir. ROS ig¢in ¢esitli fizyolojik roller
tamimlanmustir. Ancak antioksidan savunmadan fazla iiretilen ROS zararlidir. DNA, lipidler,
proteinler ve organellerde hasar olusturmaktadir (Goldstein ve digerleri, 2005).
Hiperglisemi, mitokondriyal ve mitokondriyal olmayan seviyelerde artan ROS diretimi
yoluyla gii¢lii bir oksidatif stres indiikleyicisidir ve oksidatif stres tarafindan aktive edilen
yollar, diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde 6nemli bir role sahiptir. Ek olarak asiri
mitokondriyal ROS iiretiminin, ¢ogu raporda akut ve kronik olarak kas insiilin direncine
neden oldugu gosterilmistir (Anderson ve digerleri, 2009; Sivitz ve Yorek, 2010). Ayrica
artan mitokondriyal fisyonun, karaciger ve kas hiicrelerinde hipergliseminin neden oldugu
asirt ROS tiretimine nedensel olarak dahil oldugu gosterilmistir (T. Yu ve digerleri, 2006).
Boylece degisen mitokondriyal dinamikler ve diyabetik oksidatif stres arasinda nedensel bir
baglanti oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢alismada, DRP1' in negatif bir mutanti
yoluyla mitokondriyal fisyonun inhibisyonunun, diyabetik oksidatif stres tizerinde olumlu
etkiler gosterdigini bildirmistir. Caligmadaki in vitro modelde ise hepatositlerde fisyonun
inhibe edilmesiyle, mitokondriyal membran boyunca proton sizintisinin azalmasi,
dolayisiyla ATP sentaz aktivitesinden bagimsiz olarak mitokondriyal membran

potansiyelinin dagilimi gosterilmistir (Galloway ve digerleri, 2012). Bunlarin disinda,
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diyabetik farelerde miyokardiyal hasarin 6nlenmesine yonelik yapilan bir arastirmada
mdivi-1 uygulamasinin MnSOD ekspresyonlarini artirirdigina dair kanitlar elde edilmistir
(Ding ve digerleri, 2017). Bu c¢alismada yiiksek glukoz maruziyetinin, trofoblast
hiicrelerinde artan ROS’ la paralel olarak mitokondri antioksidan enzim mMRNA
ekspresyonlarinda bir artisa sebep oldugu gosterilmistir. Fisyonun inhibe edilmesinin ise bu
artisa daha fazla katkida bulundugu ve 6zellikle yiikksek doz inhibitor uygulanan gruplarda
anlaml1 bir enzim ekspresyon regiilasyonu oldugu saptanmistir. Ayni sekilde akis sitometrisi
analizleri de yiiksek glukoz uygulanan grupta anlamli olarak artmis bir ROS profili

sergilendigini gostermistir. Artan ROS profili fisyonun inhibe edilmesiyle hafifletilmistir.

Apoptoz ile mitokondri dinamikleri arasindaki siki bag bir¢ok ¢alismada arastirilmis
ve bir¢cok deney modeliyle agikliga kavusturulmustur. Apoptozun indiiklenmesi iizerine, dig
mitokondri membrani, DRP1" in sitozolden mitokondriye translokasyonu ile par¢alanmakta
ve burada tercihen organel bolinme bolgesine lokalize olmaktadir (Frank ve digerleri,
2001). DRP1, apoptoz sirasinda BAX / BAK kaynakli sitokrom ¢ salinmmini daha da
ilerletmektedir (Clerc ve digerleri, 2014). Bu konuda yapilan bir ¢alisma mitokondriyal
fisyon sirasinda, UV 1ginlamasi gibi apoptotik uyaranlarin Ser (637) tizerindeki sitoplazmik
ve mitokondriyal DRP1 fosforilasyonunda bir azalmaya neden oldugunu bildirmistir. Ayrica
DRP1 ile MFF arasindaki etkilesim artarken, DRP1 ve MiD51 arasindaki etkilesimin
azaldig1 gosterilmistir (Zhang ve digerleri, 2016). Mitokondriyal flizyon ve krista yeniden
sekillenmesinde rol alan OPA1 asir1 eksprese oldugunda asiri sitokrom ¢ saliminin 6niine
gecildigine dair kanitlar sunulmustur. Ayrica, OPA1’ nin susturulmasi veya mitokondriyal
fiizyonun inhibisyonu dolayisiyla mitokondriyal agin pargalanmasi hiicre Oliimiinii
tetiklemektedir (Alavi ve Fuhrmann, 2013). MFN1 ve MFN2, sitokrom ¢ salinimini, BAX
translokasyonunu  ve  apoptotik  uyaranlarin  neden  oldugu oligomerizasyonu
engellemektedir. Buna bagli olarak BAX ve BAK da MFN1 ve MFN2 dahil diger dis
membran proteinlerinin de fonksiyonel aktivitesi yoluyla uzun mitokondrilerin fizyolojik
fizyonu igin gereklidir (Sugioka ve digerleri, 2004). Bu g¢alismada yiiksek glukoz
uygulamasinin trofoblast hiicrelerinde apoptozu uyarici etkisi gosterilmistir. Literatiirle de
uyumlu olarak fisyonun baskilanmasinin antiapoptotik Bcl-2 mRNA ekspresyonlarinda
ozellikle yiiksek doz inhibitor uygulanan gruplarda anlamli bir artisa ve pro-apoptotik Bax

ekspresyonlarinda ise anlamli bir azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir.

Regiile edilmemis NLRP3 inflamazom aktivasyonunun kronik inflamatuar veya

metabolik bozukluklarin patogenezine katkida bulundugu bilimesine ragmen, NLRP3
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inflamazom sinyallemesinin baslatilmasinda veya giiglendirilmesinde altta yatan mekanizma
tam olarak anlasilamamuistir. NLRP3 aktivasyonunun diizenleyicisi olarak mitokondriler
dikkat ¢ekmektedir fakat inflamazom yolag: icin mitokondriyal dinamiklerin rolii hakkinda
cok az sey bilinmektedir (Park ve digerleri, 2015). Ayrica, son ¢alismalar, mtROS iiretimi,
MtDNA' nin sitozolik salimmi ve mitokondriyal membran potansiyelinin diismesi gibi
mitokondriyal hasar gostergelerinin, NLRP3 aktivasyonunu tetiklemek i¢in ¢ok Onemli
ortak faktorler oldugunu one siirmektedir (Nakahira ve digerleri, 2011; R. Zhou ve digerleri,
2011). Bu konuda yapilan bir arastirma, RNA viral enfeksiyonunun, DRP1' i fosforile eden
mitokondriyal fisyona ve ardindan NLRP3’ iin aktivasyonuna yol agtigin1 gostermistir (X.
Wang ve digerleri, 2014). Yakin zamanda yapilan ¢alismalardan biri, sepsis modelinde
mdivi-1’nin NLRP3 aracili piroptoz yolunun aktivasyonunu azaltigin1 ve mitokondriyal
fonksiyonu iyilestirdigini bildirmistir (R. Liu ve digerleri, 2020). Yine baska bir ¢alismada
mdivi-1 tedavisinin, mitokondri hasarmi ve ROS olusumunu azalttigi, NLRP3
inflamasyonunu inhibe ettigi, beyin 6demi ve noérolojik defisitleri iyilestirdigi saptanmistir
(K. Zhou ve digerleri, 2017). Son olarak mdivi-1’ nin, atopik dermatit benzeri inflamasyon
altinda Kkeratinositlerde NLRP3, kaspaz-1, IL-1p ve IL-18" in ekspresyonlarini azalttig1 ve
piropitozu inhibe ettigi tespit edilmistir (L. Li ve digerleri, 2021). Bu ¢alismada yiiksek
glukozun tetikledigi NIrp3 mRNA ekspresyonlarinin 6zellikle yiiksek glukoz gruplarinda
fisyon inhibitorleriyle (hem diisik hem yiiksek dozda) anlamli olarak disiirildigi

saptanmigtir.

128



6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alisma, gebelik doneminde diyabet gelisiminin 6nlenmesi, hem annenin
saglikli bir hamilelik gegirmesi hem de fetiisiin maruz kaldigi yogun glukoz toksisitesinin
indirgenmesi agisindan Onem teskil etmektedir. Calismanin ilk asamasinda gebelik
diyabetine sahip olan farkli gruplarin (GDM ve Pre-DM) plasenta dokulari; mitokondriyal
dinamikler, mitokondriyal biyogenez ve mtUPR belirtegleri agisindan degerlendirilmis ve
bu gruplarin patofizyolojik durumunda paylasilmayan hiicresel etkiler olabilecegine dair
kanitlar elde edilmistir. Pre-DM hastalarina gére GDM’ de goriilen bu artmis etki, hastaligin
gelisiminin ani olmasina ve Pre-DM hastalarinin gebelik siirecine daha kontrollii olarak
girmesinin bir gostergesi olmasina baglanabilir. Bilindigi gibi mitokondriyal dinamiklerin
dengeleri hiicresel sartlara bagli olarak siirekli degismektedir. GDM teshisi koyulmus
kadinlar genellikle diyet uygulamasi ile hamileliklerini siirdiirmektedir ve az bir kismi
insiilin tedavisi gérmektedir. GDM’ li olan ve &zellikle obez olan alt gruba dahil kadinlarin
verilen diyet ve/veya insiilin tedavisini uygulama konusunda ne derece etkili olduklari
goreceli olabilmektedir. Yapilan ¢aligma daha kontrollii olarak diyet ve ilag programlar
takip edilerek tekrarlanabilir. Ayrica plasenta dokularinda goriilen mitokondriyal
disfonksiyonun belirtegleri farkli uygulamalar (immiinohistokimyasal analizler vs.)
kullanilarak da ileriki siireclerde genisletilebilir. Calismanin ikinci boliimiinde trofoblast
hiicreleri yiiksek glukoz ortaminda yetistirilmis ve deneyin ilk asamasinda yiiksek glukozun
24 ve 48 saatlik uygulamasinin fiizyon ve fisyon belirtegleri tizerindeki etkisi incelenmistir.
Beklendigi gibi ytiksek glukoz, her iki saat uygulamada da fiizyon proteinleri (MFN1 ve
MFN2) eksprsyonlarinda bir diisiis ve fisyon proteinleri (p-DRP1 ve FIS1)
ekspresyonlarinda ise bir artis saptanmistir. Calismaya 48 saatlik yiiksek glukoz
uygulamasiyla devam edilmistir. Daha sonra hiicrelere fisyon inhibitdrleri uygulanarak
fisyon proteinlerinin ekspresyonlari tayin edilmistir. Hem p-DRP1 hem de FIS1 inhibitorler
tarafindan inhibe edilmistir. Bu uygulama sonrasi inhibitorlerin, insiilin sinyal yolagindaki
IRS1, p-IRS1, AKT ve p-AKT proteinlerine olan etkisi incelenmistir. Bu deney sonunda
inhibitorlerin, IRS1 inhibisyonuna neden olan fosforilasyonu azalttigi ve AKT
aktivasyonunu saglayan fosforilasyonu ise arttirdigi tespit edilmistir. Bu sonug, fisyonun
inhibisyonunun  trofoblast hiicrelerinde  bozulan insiilin  sinyalinin  diizelmesini

saglayabilecegi yoniindeki gorlisimiizii desteklemistir. Ardindan fisyonun otofaji
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belirtegleriyle ilgisinin kuruldugu deney gerceklestirilmis ve literatiirle de uyumlu olarak
fisyonun inhibe edilmesinin, par¢alanmig mitokondrilerin azalmasiyla hiicrede otofaji
sinyalini  hafiflettigini gosterilmistir. Glukotoksisite kaynaklt ROS, mitokondriyal
dinamikler fisyon tarafinda kaydiginda artma egilimi géstermektedir. Trofobast hiicrelerinde
fisyonunun inhibe edilmesi yiiksek glukoz uygulmasiyla artan ROS ile paralel olarak
mitokondriyal antioksidan enzim mMRNA ekspresyonlariin daha fazla artmasina neden
olmustur. Diger bir deneyimizde ise fisyon inhibitorleri, yiiksek glukoz uygulamasiyla artan
mMtUPR belirteglerinin anlamli derecede azalmasina neden olmus ve mitokondrilerdeki hatali
katlanmig protein stresinin hafifletilmesine yardimci olmustur. Apoptozun mitokondri
fisyonu ile iligkisi bir ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Mitokondrilerin par¢alanmasi sitokrom
¢’ nin salinimina neden olmakta, membran potansiyelini diisiirmekte ve ROS’ un artmasiyla
sonuglanmaktadir. Calismamizda fisyonun inhibisyonu, trofoblast hiicrelerinde apoptozun
Oniine gegilmesine yardimct olmustur. Ayni sekilde yiiksek glukoz ve artan ROS nedeniyle
piropitozla sonuglanan inflamazom aktivitesi fisyonun inhibe edilmesiyle azaltilmustir. Steril
inflamasyonun metabolik hastaliklardaki rolii g6z oniine alindiginda bu konuda yapilacak

ileri caligmalar 6nem kazanmaktadir.

Calisma ilerleyen siiregte ¢esitli goriintiileme teknikleriyle zengilestirilebilir. Elektron
mikroskobuyla mitokondrilerin hiicrelerdeki durumu goériintiilenebilir. Floresan boyalarla
mitokondriler boyanabilir ve mitokondri dinamiklerine katilan proteinlerin lokalizasyonu
konfokal mikroskop analizlerinde gosterilebilir. Ayrica mitokondri dinamiklerine katilan
proteinlerin diger proteinlerle olan iliskisinin immiinopresipitasyon deneyleriyle acgikliga

kavusturulabilecegi 6nerilerimiz arasinda yer almaktadir.

Calismamiz gebelik diyabetinde mitokondriyal fonksiyonlarin aydinlatildigi ender
calismalardan birisidir. Mitokondriyal fisyonun engellemesi i¢in kullanilan kimyasallar,
metabolik hastaliklara karsi gelistirilebilecek yeni potansiyel terapdtiklerin etkilerinin

aydinlatilmas1 agisindan énemlidir.
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