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OZET

PLASENTA TROFOBLAST HUCRE SERILERINDE PKR KiNAZ
AKTIVASYONUNUN OKSIDATIF STRES UZERINE ETKISI

Karayel R. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022

Amag¢: Calismada plasenta trofoblast hiicrelerine poly(I:C) ve LPS wverilerek PKR
aktivasyonunu uyarabilme kapasitelerinin olup olmadig1 amag¢lanmistir. Plasenta trofoblast
hiicrelerinde gergeklesen PKR aktivasyonunun oksidatif stres tizerindeki etkilerinin olup
olmadig1 ve PKR aktivasyonu ile oksidatif stres arasindaki baglantinin tespitinin yapilmasi
amaglanmistir. PKR aktivasyonundan dolayr meydana gelen ROS degisimlerine uygulanan

antioksidan maddelerin ROS degisimlerini olan etkisinin tespit edilmesi amaglanmustir.

Metot: Ik asamada hiicre kiiltiirii yontemi ile plasental bewo hiicre hatlar1 gogaltildi.
Calismada 6 farkli grupluk petri kabinda hiicreler olusturuldu. Ik grup kontrol grubu olarak
ayrildi. Dordiincii grup, besinci grup ve altinci gruba 50 ul/ml poly(1:C) ve 500 ng/ml LPS
verilerek 24 saat inkiibasyona birakildi. Plasenta trofoblast hiicrelerindeki PKR
aktivasyonunun tespiti i¢in western blot teknigi uygulandi. Hiicrelerde PKR aktivasyonu
sonucun da gerceklesen oksidatif stres belirtecleri ELISA yontemi ile tespit edildi. ikinci
asamada gruplara antioksidan madde olarak askorbik asit ve glutatyon uyguland:. Ikinci
gruba 100 uM askorbik asit verildi. Ugiincii gruba 24 uM glutatyon verildi. Besinci ve
altinc1 gruplara 100 uM askorbik asit ve 24 uM glutatyon verilerek 24 saat inkiibasyona
birakildi. Antioksidan maddeler verilerek oksidatif stres parametrelerindeki degisimler
ELISA yontemi ile tespit edildi. Hiicrelerdeki ROS’ ta meydana degisimler akis sitometresi

ile dlciildii.

Bulgular: Ik asamada hiicrelere uygulanan poly(I:C) ve LPS’nin PKR aktivasyonunu
gerceklestigi western blot analizinde tespit edildi. PKR aktivasyonuna bagl olarak oksidatif

stres belirteclerinde anlamli degisimler meydana geldi. Gruplara uyguladigimiz antioksidan

Xi



maddeler oksidatif stres belirte¢ degisimlerini etkiledi. PKR aktivasyonu ROS u arttirirken

antioksidan maddeler ROS u azaltt1.

Sonug¢: PKR aktivasyonu oksidatif stresi arttirdi. Uygulanan antioksidan maddeler oksidatif
stresi azaltirken PKR aktivasyonun etkilerini de azaltti. Calismada PKR aktivasyonu ile
oksidatif stresin baglantili oldugu ve hiicrelerdeki oksidatif stresin PKR aktivasyonuyla ile

gerceklestigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: PKR Aktivasyonu, Oksidatif Stres, ROS, Askorbik Asit, Glutatyon
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ABSTRACT

THE EFFECT OF PKR KINASE ACTIVATION ON OXIiDATIVE STRESS
RESPONSE iN PLACENTAL TROPHOBLAST CELL

Karayel R. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Medical
Biology Program, Master Thesis, Aydin, 2022

Objective: In this study, it was aimed whether they have the capacity to stimulate PKR
activation by giving poly(l:C) and LPS to placental trophoblast cells. It is aimed to
determine whether PKR activation in placental trophoblast cells has effects on oxidative
stress and to determine the connection between PKR activation and oxidative stress. It is
aimed to determine the effect of antioxidant substances applied on ROS changes due to
PKR activation on ROS changes.

Method: In the first stage, placental bewo cell lines were propagated by cell culture
method.In the study, cells were created in petri dishes of 6 different groups. The first group
was assigned as the control group. The fourth group, the fifth group and the sixth group
were given 50 pl/ml poly(I:C) and 500 ng/ml LPS and incubated for 24 hours. Western blot
technique was applied to detect PKR activation in placental trophoblast cells. Oxidative
stress markers that occur as a result of PKR activation in cells were determined by ELISA
method. In the second stage, ascorbic acid and glutathione were applied to the groups as
antioxidant substances. The second group was given 100 uM ascorbic acid. The third group
was given 24 uM glutathione. Fifth and sixth groups were given 100 uM ascorbic acid and
24 uM glutathione and incubated for 24 hours. Changes in oxidative stress parameters were
determined by ELISA method by giving antioxidant substances. Changes in ROS in cells
were measured by flow cytometry.

Results: It was determined in western blot analysis that PKR activation of poly(l:C) and
LPS applied to the cells in the first stage occurred. Significant changes occurred in oxidative

stress markers depending on PKR activation. The antioxidant substances we applied to the

Xiii



groups affected the oxidative stress marker changes. While PKR activation increased ROS,
antioxidant substances decreased ROS.

Conclusion: PKR activation increased oxidative stress. While the applied antioxidant
substances reduced oxidative stress, they also reduced the effects of PKR activation. The
study showed that oxidative stress is associated with PKR activation and that oxidative
stress in cells occurs with PKR activation.

Keywords: PKR Activation, Oxidative Stress, ROS, Ascorbic Acid, Glutathione
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1. GIRIS

Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda kendiliginden olusan ve hiperglisemi
zemininde gelismekte olan bir komplikasyondur (Cho, ve digerleri, 2018). GDM’de artan
anne yasi, obezite, yanlis beslenme tercihleri, insililin direnci birer risk faktoriini
olusturmaktadir. GDM’nin fetal ve maternal etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler toplum
sagligt ve gelecek nesiller igin birer tehdit olusturmaktadir. GDM’de yasam tarzi
degisiklikleri, diyet ve insiilin tedavisi disinda farkli tedavi segenekleri bulunmamaktadir.
Bunun i¢in GDM patofizyolojisi i¢in gerekli molekiiler belirteglerin iyi bir sekilde
aragtirtlmasi gerekmektedir (Cho, ve digerleri, 2018).

Plasentay1 olusturan sinsityotrofoblast hiicreleri gebeligin basarili bir sekilde devam
etmesi i¢in 6nemli hiicre kiimeleridir. Bu hiicreler den peptitlerin sentezi ve bazi énemli
sitokinlerin salinimi gibi ¢esitli onemli fonksiyonlar1 bulunmaktadir. Bu fonksiyonlarindan
dolay1 bu hiicrelerde ¢ok fazla miktarda endoplazmik retikulum gibi énemli hiicre elemani
bulunmaktadir. Endoplazmik retikulum yanlis katlanmis proteinlerin kontroliinii i¢in 6nemli
bir organeldir. Yanlis katlanmis proteinleri PKR benzeri PERK yolunu kullanarak mRNA
transkripsiyonunu durdurarak yanls katlanmis protein {iretimini azaltmaktadir. Interferon
indiiklii ¢ift sarmal RNA ya bagl protein kinaz (PKR) viral enfeksiyonlar sonucunda aktif
olarak inflamatuar yolaklar1 baglatir. PKR aktivasyonu sonucunda diyabet, obezite ve
metabolik sendrom gibi hastaliklarin olugsmaya baslamasinda etkili oldugu diisiintilmiistiir

(Burton, 2017).

Serbest radikaller bir¢ok elementten tiretilebilir, ancak biyolojik sistemlerde en 6nemli
olan oksijen ve azot icerenlerdir. Fizyolojik kosullar altinda, en yaygin oksijensiz radikal
siiperoksit anyonudur (O?) ve mitokondri ana kaynak olarak kabul edilir. Solunum zincirinin
enzimleri boyunca elektron transferi tamamen verimli degildir ve elektronlarin, 6zellikle I
ve III komplekslerinden molekiiler oksijene sizmasi, O? olusumuna neden olur. Benzer
sekilde, stiperoksit, endoplazmik retikulum (ER) i¢indeki daha kisa elektron tasima
zincirinden elektronlarin sizmasiyla da {iretilebilir. Protein katlama sirasinda disiilfid
baglarmin olusumu oksidatif bir islemdir ve yaklasik 25% O? hiicreler i¢inde ER icinde
olusturulur. Bu, yliksek salgi c¢ikisli hiicrelerde artabilir ve ayrica yanlis katlanmig



proteinleri tekrar katlama girisimleri gergeklestiginde ER stresi kosullar1 altinda da olabilir

(Hubel, 1999).

ROS pek cok hiicre islemini aktive edebildigi i¢in oksidatif stresin tek basina ortaya
ctkmasi sasirtic1 degildir, ancak genellikle diger hiicre stres formlar1 da eslik eder. Ca*
salivermesinin aracilik ettigi ROS, mitokondriyal ve ER fonksiyonu arasinda yakin
etkilesimler meydana gelir. Iki stres arasinda, oksidatif ve ER stresinde, UPR bir
homeostatik mekanizma oldugu i¢in ikincisinin diisiik seviyelerde tespit edilmesi
muhtemeldir, oysa yaygin olarak kullanilan oksidatif stres markorleri hiicre hasarini yansitir

(Myatt, 2010).

Oksidatif stres antioksidanlar ve oksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi sonucunda
ortaya ¢ikan bir durumdur. Antioksidanlar olusan hidrojen peroksit gibi 6nemli radikalleri
hiicrede yakalayarak etkisiz hala getirebilmektedir. Glutatyon ve askorbik asit endojen

kaynakl1 antioksidanlar olarak gorev yapmaktadirlar.

Glutatyon (GSH); glutamik asit sistein ve glisinden olusan, intraseliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan
olan glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiirip hiicreleri endojen ve

ekzojen kaynakl oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir (Davies, 2007).

Askorbik asit (vitamin C) ve a-tokoferol (vitamin E) membrani oksidatif hasara kari
koruyabilen 6nemli antioksidanlardir. Askorbik asit tokoferoksil radikalini indirgeyerek
tokoferoliin radikal temizleme aktivitesini diizenlerken, askorbik asitin redoks durumu hiicre

ici GSH tarafindan kontrol edilmektedir (Bisby, 1995)

Tim bu bilimsel verilerden yola c¢ikarak biz c¢alismamizda plasenta trofoblast
hiicrelerinde meydana gelen oksidatif hasarin uyardigimiz PKR aktivasyonu ile iliskisini
ortaya koyacagiz. Oksidatif hasarin yliksek oldugu hiicre serilerine C vitamini ve glutatyon
ekleyip mevcut hasarin azalip azalmadigmi Olgegiz. PKR aktivasyonu sonucunda

antioksidan maddeleri ekleyip oksidatif hasar1 baskilamay1 gerceklestirecegiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabet Tanimm

Diyabet pankreastan yeterli insiilin salgilanmamasi veya salgilanan insiilinin viicut
tarafindan kullanilamamas1 sonucunda olusan ve halk arasinda seker hastalig1 olarak bilinen
ve etkileri dmiir boyu siiren bir hastaliktir. Son yillarda diyabetten etkilenen niifus hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde artmaktadir. Uluslararasi Diyabet Federasyonu
(IDF) yakin zamanda diinya capinda 425 milyon kisinin diyabetten etkilendigini tahmin
etmektedir. Bunlarin %80'1 diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasamakta ve biiyiik bir kismi
Asya-Pasifik bolgesinde yasamaktadir. 2013'te Cin'de iilke capinda yiiriitiilen bir ankette, 18
yasindan biiyiik yetiskinlerin %11,6'sinda diyabet tespit edilmistir bu da dokuz Cinli
yetiskinden biri etkilemistir (Chan, 2004).

2.1.1. Karaciger Glikoz Metabolizmasi

Bagirsaklardaki emilimden elde edilen karbonhidratlar baslangigta hepatositler
tarafindan islenirken, diyet yag asitleri enterositler ig¢inde triagilgliseroller olusturur ve kan
dolasimina dahil olan silomikronlar olarak birlestirilerek lenf dolasimina ulasir ve sonunda
karacigere artik silomikronlar olarak ulasmaktadir. Saglikli bireylerde karaciger, tokluk
sonrast donemde baslica glikoz kullanimmin yeridir. Periferik dokulara gore glikoz
tilketimine hepatik katki, farkli ¢aligmalarda, alinan glikozun iigte birinden %50-60"na
kadar degisken bulunmustur (Ferrannine, ve digerleri, 1985). Iskelet kas1 ve insiiline duyarl
olmayan dokular (agirlikli olarak beyin) dahil olmak iizere periferik glikoz alimu,
yemeklerden sonra toplam glikoz atilimimin geri kalanini olusturmaktadir. Kullanilmak
tizere glikoz hepatosit icine girer ve glikoz 6-fosfata fosforile edilir. Glikoz 6-fosfat,
glikojen sentezi, heksozamin yolu, pentoz fosfat yolu ve oksidatif yollar dahil olmak iizere
bir dizi metabolik yolu izleyebilir. Fazla glikoz karacigerde yag asitlerini sentezlemek i¢in

kullanilir. Glikoz kullanimina ek olarak, insan karacigeri, daha 6nce depolanmis glikojenden



(glikojenoliz) veya alanin, laktat ve gliserol gibi Onciilerden glikoz {reterek

(glukoneogenez) sistemik dolagima glikoz salmaktadir.

2.1.2. Hepatositler Araciigi ile Glikozun Tasinmasi

Insan hepatositlerine glikoz girisinin, glikozun pasif (enerjiden bagimsiz) bir
tasinmasini calistiran glikoz tasiyicilart araciligiyla gerceklestirildigi diistiniilmektedir ve
genellikle glikoz tasiyicisi-2'nin (¢Oziiniir tasiyict aile 2, tiye A2, SLC2A2 veya GLUT?2)
oldugu kabul edilmektedir. GLUT?2, hiicrelerin i¢ine ve disina iki yonli glikoz akislarina
izin veren kolaylastiric1 bir glikoz tagiyicidir. GLUT2 mRNA’s1 insan karacigeri, bobrek,
pankreas PB-hiicreleri ve ince bagirsakta (jejunum) eksprese edilmektedir (Fukumoto, H.;
Seino, S.; Imura, H., 1998). Tasiyict muhtemelen bagirsak ve bobrek epitel hiicrelerinin
bazolateral membraninda eksprese edilir, burada apikal membrana yerlestirilmis sodyum-
glikoz yardimer tastyicistyla birlikte galisarak bagirsak limeninden veya bobrek tiibiiler
stvisindan glikozun emilimini kolaylastirmaktadir(Takeda J ve digerleri, 1993). Karaciger
tarafindan glikoz alimi, hepatositler i¢inde hepatik glikoz taginmasinin birincil belirleyicisi
olan hiperinsiilinemiden ziyade hiperglisemi oldugundan insiilinden etkilenmemektedir

(Adkins, ve digerleri, 2003).

GLUT?2'yi kodlayan insan geni ( SLC2A2 ) 3g26.1-q26.3 kromozomu bdolgesinde yer
almaktadir.(Fukumoto ve digerleri,1988). Varsayilan GLUT2 sekansi, GLUT2
diizenlemesinde O6nemli olabilecek, asparjine baglh glikosilasyon icin {ic olasi bdlgeye
sahiptir . SLC2A2 geninin transkripsiyonu ve dolayistyla GLUT2'nin ekspresyonu, HNF4a,
HNF1la ve HNF1p dahil olmak iizere baz1 hepatosit niikleer faktorleri (HNF'ler) tarafindan
diizenlenmektedir (Ban, ve digerleri, 2002).

Glikoz konsantrasyonu insiilinden bagimsiz olarak GLUT?2 aracilig1 ile pankreas beta
hiicrelerine alinmaktadir. Hiicre igine alinan glikoz glikokinaz tarafindan glikoz-6-fosfata
fosforile olmaktadir. Bu fosforilasyon sonucunda metabolik siirecler baslar ve ATP {iretimi
artmaktadir. Artan ATP den dolayr membran depolarizasyonu ile K iyonlarinin birikimi
arttirmaktadir. Tkinci olarak ise Ca*? kanallarmm aktive ederek hiicre i¢inde Ca*? iyonlariin
artmasina ve bunun sonucu olarak vezikiillerden insiilin salgilanmasina yol

acmaktadir.(Sekil.1)



@) ) @) e
® ¢ o060
® @
O
GLIKOZ
cab Caz;
iNSULiNVI'ZiKUL
@ ® @
Y Cah
o 2
- ] Y Ca? Ca
iNSULIN ca

Sekil 1. Insiilin salgilanmas1 GLUT? aracilig1 ile (Swiderska, ve digerleri, 2018).

Karacigerde, GLUT2 kan dolagimina glikoz salinimini kolaylastirirken, pankreasta
GLUT2, glikoz aracili insiilin salgilanmasina katki saglamaktadir. SLC2A2 genindeki
mutasyonlar, yetersiz insiilin sekresyonu nedeniyle Fanconi-Bickel hastaligina ve neonatal
diyabetes mellitusa neden olabilmektedir. Benzer sekilde, GLUT2 ekspresyonunu azaltan
HNF'leri kodlayan genlerdeki mutasyonlar da benzer klinik fenotiplere neden olmaktadir

(Ban, ve digerleri, 2002).

2.1.3. Diyabet simiflandirilmasi

Dort tip siniflandirma bulunmaktadir. Bunlar tip 1 diyabet , tip 2 diyabet , gestasyonel
diyabet ve 6zel diyabet tiirleridir. (Sekil.2)



Diger Tiirler

Gestasyonel Diyabet

Sekil 2. Diyabet tiirlerinin siniflandirilmas1 (Diyabetes Care, Amerikan
Dernegi,2013).

2.1.4. Diyabet Komplikasyonlari

immiin sistem kaynakli

Nedeni bilinmeyen

insilin direnci

insiilin sekresyon yetersizligi

1.Beta hiicre fonksiyonun genetik kusurlari
-MODY 3 kromozom 12, HNF 1-a
-MODY 2 kromozom 20, HNF 4-a
-MODY 1 kromozom 7, glukokinaz
-Diger MODY Formalari MODY 4, MODY 7 gibi
- Gegici yeni dogan diyabeti

- Kalici yeni dogan diyabeti

2. insiilin etkisindeki genetik kusurlar
- A tipi insilin direnci

- Lipoatrofik diyabet

- Cucelik ve digerleri

3.Ekzokrin pankreas hastaliklari

- Pankreatit

-Neoplazi

-Travma ve digerleri

4.Endokrino patiler

-Cushing sendromu

- Agromegali ve digerleri

Siniflandirma Patogenez

Tip 1 Diyabet
Tip 2 Diyabet

Diyabet

Diyabet hastaligi bobrekleri, gozleri, sinir sistemi ve dolagim sistemini etkileyen

kompleks hastaliklar1 da beraberinde getirmektedir.(Sekil3)
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Sekil 3. Diyabet sebepleri ve komplikasyonlar1 (Skyler, ve digerleri, 2017).

2.1.5. Tip 1 Diyabet Tanim

Tip 1 diyabetin genellikle, dogrudan bagisiklik aracili degilse bile , bagisiklikla
iliskilendirilen, insiilin iireten pankreas [ hiicrelerinin bagisiklik hiicreleri tarafindan yok
edilmesiyle tetiklendigi diisiiniilmektedir (Todd, 2010). Tarihsel olarak, tip 1 diyabet biiyiik
Olctlide ¢ocuklarda ve ergenlerde bir hastalik olarak kabul edilmistir. Ancak bu goriis son on
yilda degismis ve bu nedenle semptomatik baslangic yast artik kisitlayici bir 6zellik kabul
edilmemektedir. Yiiksek hiperglisemi ile birlikte polidipsi, polifaji ve poliiiri (hastaligin
baslangiciyla iliskili klasik semptom {icliisii), ¢ocuklarda ve ergenlerde ve daha az Slgiide

yetigkinlerde tanisal ayirict 6zellikler olmaya devam etmektedir (Leslie, 2010).



2.1.6.1. Tip 1 Diyabet Epidemiyolojisi

Tip 1 diyabet her yasta teshis edilebilmesine ragmen ¢ocukluk caginin en sik goriilen
kronik hastaliklarindan birisi olarak yer almaktadir. Prezantasyondaki pikler 5-7 yaslar
arasinda ve puberte veya buna yakin bir zamanda meydana gelmektedir (Harjutsalo,
Sjoberg, & Tuomilehto, 2008). Otoimmiin bozukluklarin ¢ogu kadinlari orantisiz bir sekilde
etkilerken, tip 1 diyabet erkeklerde biraz daha yaygindir (Ostman, ve digerleri, 2008). Tip 1
diyabet insidans1 mevsimsel degisikliklere ve dogum ayma gore degisiklik gostermektedir.
Sonbahar ve kis aylarinda daha fazla vaka teshis edilmekte ve ilkbaharda dogmak, daha
yiiksek tip 1 diyabet olma sansi ile iligskilendirilmistir (Kahn, ve digerleri, 2009).Tip 1
diyabetle iligkili otoimmiinitenin gelisimi (yani adacik otoantikorlarinin olusumu),
semptomatik tip 1 diyabetin baslangicindan aylar veya yillar 6nce de bir miktar mevsimsel
uyum gostermektedir. Bu kavramlar, tip 1 diyabette patojenik siirecleri baglatan veya

stirdiiren bir ¢evresel ajan icin teorik bir rolii desteklemektedir (Kukko, ve digerleri, 2005).
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Sekil 4. 0-14 yas arasi ¢ocuklarda cografi bolgelere ve zamana gore tip 1 diyabet insidansi

(Atkinson, Eisenbarth, & Michels, 2014)



2.1.6.2. Tip 1 Diyabet Patofizyolojisi

Tip 1 diyabetin patogenezi, pankreas B-hiicresi ile dogustan gelen ve adaptif bagisiklik
sistemleri arasindaki karmasik bir etkilesimden kaynaklanmaktadir (Hull, CM.; Peakman ,
M.; Tree, T., 2017). Birkag viral enfeksiyon, tip 1 diyabet ile iliskilidir ve enteroviriis en stk
iliskili enfeksiyonlardan birisi olarak kabul edilmektedir. Enteroviral major kapsid proteini
(VP1) yeni baslangi¢h tip 1 diyabetli kisilerden alinan pankreas adacik hiicrelerinde, siif 1
major histolojik uyumluluk kompleksinin hiper ekspresyonu ile birlikte tespit edilmistir

(Krogvold, ve digerleri, 2015).

Tip 1 diyabetin gelisiminin, B-hiicre peptitlerinin antijen sunan hiicre (APC'ler)
tarafindan uyarilmasiyla baslatildig1 diistiniilmektedir. Bu otoantijenleri tagiyan APC'ler,
otoreaktif CD4+ T lenfositleri ile etkilesime girdikleri pankreas lenf diiglimlerine gog¢ eder
ve bu da otoreaktif CD8+T hiicrelerinin aktivasyonuna aracilik etmektedir. Bu aktive
edilmis CD8+ T hiicreleri, adaciga geri doner ve major histo-uyumluluk kompleksi sinif I
yiizey molekiilleri tizerinde immiinojenik 6z antijenleri eksprese eden B hiicrelerini lizis
etmektedir. P-hiicre yikimi, dogustan gelen bagisiklik hiicrelerinden proinflamatuar
sitokinlerin ve reaktif oksijen tiirlerinin salinmasiyla daha da siddetlenmektedir. Tiim bu
slireg, otoimmiiniteyi etkin bir sekilde baskilamayan diizenleyici T lenfositlerindeki
kusurlarla desteklenmektedir. Pankreatik lenf diigiimii i¢indeki aktive edilmis T hiicreleri
ayrica B lenfositlerini B-hiicre proteinlerine karsi otoantikorlar iiretmesi i¢in uyarmaktadir.
Bu otoantikorlar dolagimda o6lgiilebilir ve tip 1 diyabetin tanimlayic1 bir biyolojik belirtect
olarak kabul edilmektedir (DiMeglio, 2018).(sekil.5)
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Sekil 5. Tip 1 diyabetin immiinopatogenezi (DiMeglio, 2018).

B-hiicre anormallikleri tip 1 diyabet patogenezine katkisi oldugu diisiiniilmekte ve bu
da B-hiicre yikilmasma yol agmaktadir. B-hiicresi HLA siif I asir1 ekspresyonu, tip 1
diyabetli kadavra dondrlerinden alinan pankreas bdoliimlerinde yaygin oldugu
gozlemlenmistir. Bu asir1 ekspresyon, sitotoksik T lenfositleri i¢in bir hedef sinyali olarak
etki etmektedir (Kharroubi, AT.; Darwish, HM., 2015). Bununla birlikte, bu sinyalin birincil
bir B-hiicre defekti mi yoksa bir uyarana (6rn. viral enfeksiyon) bir yanit m1 oldugu heniiz
bilinmemektedir. Ek olarak, hizlandirilmis B-hiicre 6liimii ile baglantili artan B-hiicre
endoplazmik retikulum stresine iligkin kanitlar da mevcuttur (Marhfour, ve digerleri, 2012).
B hiicrelerindeki endoplazmik retikulum stresi, mRNA eklemesindeki degisiklikler ve

protein translasyonu ve katlanmasindaki hatalarla da iliskilendirilmistir.
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2.1.7. Tip 2 Diyabet

Insiiline bagimli olmayan pankreasin beta hiicrelerinde insiilin duyarsizlig1 sonucunda
meydana gelen diyabetin bir ¢esididir. Tim diyabet formlarmin %90’lik kismini tip 2
diyabet olusturmaktadir (Kharroubi, AT.; Darwish, HM., 2015). Obezite , sedanter yasam
formu , beslenme yanlishiklar1 gibi 6zellikler insiilin direncini olusturmaktadir. Insiilin
direnci tip 2 diyabetin en Onemli metabolik siireclerinin basinda gelmektedir. Cevresel

kosullar genetik yatkinlik ise diger kosullarin az bir kisminda yer almaktadir.

2.1.8. insiilin Direnci

Insiilin direnci, organizmanin bir hiicresinin , dokusunun veya viicudunun normal
insiilin seviyelerine yeterince yanit verememesi durumudur. Bu da insiilinin glikoz ve lipit
homeostazin1 koruma islevini engellemektedir (Mlinar, 2007). Insiilinin normoglisemi
saglayamamasi, B hiicrelerinden insiilin sekresyonunu daha da artiran kompansatuar
hiperinsiilinemiye yol a¢gmaktadir. Uzun siire insiilin salgilanmas1 pankreas B-hiicrelerini
tiiketir ve apoptoza yol agmaktadir. Insiilin direnci ayrica karacigerde glukoneogenezi tesvik
etmekte, kaslarda glikoz alimini bozmakta ve yag dokularinda lipolizi indiiklemektedir.
Yaygin genetik kusurlar, insiilin reseptorlerinin, glikoz tasiyicilarimin ve insiilin sinyal
iletiminde yer alan sinyal proteinlerinin mutasyonlarint ve polimorfizmini igermektedir.
Insiilin direncinin edinilmis nedenleri arasinda obezite, fiziksel hareketsizlik, ileri glikasyon
son trilinleri (AGE), asir1 serbest yag asitleri (FFA), psikolojik stres, sigara, alkol alim1 veya
bazi ilaglar yer almaktadir (Hotamisligil, 2006).(sekil.6) Tiim bu faktorler, sabit diisiik
dereceli inflamatuar kosullarla baglantili olmaktadir. Interlokin-1 beta (IL-1B), interldkin-6
(IL-6), timor nekroz faktorii-o (TNF-a) veya FFA'larin siirekli yiikselmesi, inflamatuar ve
anti-inflamatuar sitokinler arasindaki salgi dengesini bozmaktadir. Bu, katlanmamis
proteinin birikmesine neden olarak katlanmamis protein yanitinin (UPR) aktivasyonuna,
endoplazmik retikulum stresinin (ER stresi) indiiklenmesine ve insiilin duyarlilifini daha da

bozan oksidatif strese yol agmaktadir (Khalid, 2021).
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Sekil 6. Insiilin direnci gelisme sebepleri (Akash, 2013).

2.1.8.1. Insiilin Direnci Molekiiler Yollar

Insiilin salgilanmasi1 ve insiilin duyarliligi, saghkli bireylerde plazma glikozunun
homeostatik  konsantrasyonlarmi  korumak ic¢in pankreas [-hiicreleri tarafindan
diizenlenmektedir. Normal fizyolojik kosullar sirasinda, B-hiicreleri ve insiiline duyarli
dokular arasinda, karaciger, iskelet kas1 ve yag dokusunun talebine yanit olarak B-hiicreleri
tarafindan artan insiilin gereksinimi ile pozitif bir geriye yanit dongiisii bulunmaktadir (Cerf,
2013). B-hiicrelerinden gelen insiilin yanitinin biiyiikliigii, insiiline yanit veren dokularin
duyarlihgina bagli olarak degismektedir (Butler, 2003). Insiilin direnci ile PB-hiicre
disfonksiyonu arasindaki yakin, oldukca karmasik baglanti, tip 2 diyabetin patogenezini
tetiklemede onemli rollere sahiptir. Insiiline direncli durumda dglisemiyi siirdiirmek ve
insiilin talebini telafi etmek i¢in B hiicrelerinin tiikkenmesi, durumun patogenezi igin kritik

oneme sahip oldugu disiiniilmistiir (Cerf, 2013).

Hem kemirgenlerde hem de insanlarda, FFA'lar, pankreas B-hiicrelerinden G-protein
bagl reseptorlerin aktivasyonuna kadar, 6zellikle GPR40'a kadar glikoz ile uyarilan insiilin

sekresyonu i¢in ¢ok dnemli bir durumda yer almaktadir (Oh , 2018). Lipotoksisite ve yliksek
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FFA'lar ile karakterize edilen insiiline direngli faz sirasinda, B-hiicrelerinde glikoz aracili
insiilin sekresyonunun asir1 uyarilmasi, artmis [-hiicre sinyali ve oksidatif stres ile
sonug¢lanmakta, bu da beta hiicrelerinin metabolik tiikenmesine yol agmaktadir (Bergman,
2002). Glikoz, yiiksek FFA'lar ile birlikte B-hiicrelerinin IRS2 ekspresyonunu artirarak f-
hiicre kiitlesinde bir artisa yol agmakta; bu, insiilin direnci i¢in bir diizeltici mekanizma
olarak pankreas [-hiicrelerinin neogenezi, proliferasyonu ve hayatta kalmasi ile
iliskilendirilmistir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan hiperinsiilinemi, B-hiicre disfonksiyonuna
yol agmaktadir (Itoh, ve digerleri, 2003). Proinsiilin ve insiilin split iiriinlerinin total
imminreaktif insiiline gore orani, saglikli bireylere kiyasla B-hiicre disfonksiyonlarini
yansitan tip 2 diyabet seker hastalarinda artmaktadir. Pankreas adaciklarinda adacik amiloid
polipeptidi (IAPP) veya amilin birikimi, B-hiicre disfonksiyonunda yer alan diger patolojik
mekanizmalardandir. TAPP birikimi, agirlikli olarak [-hiicreleri olmak iizere pankreas
adacik hiicre kiitlesinde ilerleyici bir diisiise neden olmaktadir. Son zamanlarda, gelismis
glikasyon son iiriinleri (RAGE) i¢in reseptor ekspresyonundaki artisin, IAPP'in baskiladigi
B-hiicre proteotoksitesine katkida bulundugu tespit edilmistir, ¢iinkii RAGE, IAPP toksik
ara maddelerine baglanarak bilinen oksidatif stres, inflamasyon ve apoptozu tetiklemektedir.
IAPP ile indiiklenen B-hiicresi patogenezinde yukari regiile etmektedir (Abedini, 2018).
Ligandlarin yani AGE ve IAPP toksik ara maddelerinin birikmesi ve baglanmasi, RAGE
ekspresyonunu yukari regiile etmekte ve RAGE aracili hiicre i¢i sinyali iletmekte, bu da

adacik iltihabina ve B-hiicre apoptozuna yol agmaktadir.

IRS, insiilin etkisinin kritik bir aracist ve insiilin sinyal yolunun hem pozitif hem de
negatif diizenlenmesi i¢in ana bolgesi olarak bilinmektedir. IRS ailesinde, insiilin reseptorii
ve hiicre i¢i sinyal kaskad1 arasinda baglanma proteinleri olarak islev goéren iki ana protein
IRS1 ve IRS2 bulunmaktadir (Rabiee, 2018). Morbid obez ve insiiline direngli kisilerde
IRS1'in belirgin sekilde daha diisiik ekspresyonu gézlemlenmektedir (Sharma, ve digerleri,
2021). IRS1'e bagli insiilin sinyal iletimi, tiim viicut metabolizmasini siirdiirmek i¢in 6nemli
bir rolii olan iskelet kasinda IRS2'ye gore baskin durumda yer almaktadir. Insiilin aracili
IRS tirozin fosforilasyonu, insiilin sinyal iletiminde anahtar ara madde durumunda ve
inslilin direnci baskilayicilar1 i¢in ana hedef olarak hizmet etmektedir (Frangois Tanti,
2009). IRS tarafindan insiilin/IGF-1 sinyallemesinin diizenlenmesi, serin/treonin
kalintilarinda fosforilasyonu, fosfataz tarafindan defosforilasyonu ve ubikuitin-proteazom

yoluyla bozulmay1 icermektedir
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IRS'nin tirozin fosforilasyonunu takiben, Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) 6énemli bir
efektor molekiildiir. PI3K, diger sinyal proteinleri ile etkilesime girmesini saglayan serin
kinaz aktivitesine sahip bir heterodimer olarak rol oynamaktadir (Wang J. , ve digerleri,
2017). PI3K, insiilin ve biiyiime faktorleri tarafindan aktive edilen hiicre dis1 sinyallerin
hiicre i¢i faaliyetlere doniistiiriilmesinde anahtar bir diizenleyici boliimde yer almaktadir
(Wisessaowapak C, 2021). PIP2'nin PIP3'e doniisiimii, insiilin sinyal transdiiksiyonunu
uyaran Akt'nin fosforilasyonundan sorumlu olan PDK1'in alinmasi ig¢in ¢ok 6nemli bir
durumdur. p85 monomeri ve p85-p110 heterodimerinin dengeli ekspresyon seviyesi, PI3K
aktivasyonunun kritik bir 6zelligi olarak yer almaktadir. Insiilin direnci, p85a monomerinin
ekspresyonu, p85-p110 heterodimer ile rekabet ettigi ve IRS1'i sekrese ettigi ve PIP3
bozulmasindan sorumlu inhibitor proteinlerini aldigi i¢in arttifinda insiilin direncine aracilik
etmektedir. p85a, PIK3R1 tarafindan kodlanmaktadir. PI3KR1'deki mutasyonlar, azalmis
PI3K sinyali ve artan tip 2 seker hastalig riski ile iliskilendirilmistir. Gelismis p85 alt birim
ekspresyonu ve IRS serin fosforilasyonunun birlesik sonucu, klinik insiilin direnci

gelistirmek i¢in yeterli olmaktadir. (Goncalves, 2018)

Serin/treonin protein kinaz Akt (protein kinaz B veya PKB )olarak da bilinmekte olup,
AGC protein kinaz ailesinin bir iiyesi olarak yer almaktadir. Akt, {ic homolog izoformdan
olusmakta bunlar Aktl, Akt2 ve Akt3 formlaridir . Ug izoform, yapisal benzerlikleri
paylagmaktadir ancak ¢esitli hedefe 6zel roller sergilemektedirler (Gao, 2014). Akt'nin tim
izoformlar1 arasinda, Akt2, insiilin aracili glikoz alim1 ve lipit metabolizmasinda en énemli
rol alan formudur. Akt yoluyla mTORCL1 aktivasyonu, lipolizi baskilamakta ve sterol
diizenleyici element baglayici protein (SREBP) substratin1 diizenleyerek lipit biyosentezini
desteklemektedir. Akt, lipojenik ve glukoneojenik gen ekspresyonunun, dzellikle FoxO1 ve
FoxO3'lin diizenlenmesinde yer alan ¢atal uglu kutu transkripsiyon faktorii (FoxO)
proteinlerini etkilesime sokmakta ve fosforile etmektedir. Akt, FoxOl'in niikleustan
translokasyonu yoluyla transkripsiyonel aktivitesini azaltmakta, boylece glikoz seviyelerini
diistirmektedir (Manning, 2017). Akt, insiilin ile uyarilan glikoz alimi, glikojen ve protein
sentezi tizerindeki etkisiyle hiicre hayatta kalmasinda ve biiylimesinde ¢ok onemli bir rol
oynamaktadir. Calismalar, IP6K 1" silinmis fare fenotipinin, vahsi tipine kiyasla gelismis
Akt aktivitesi, siirekli insiilin duyarlilig1 ve obeziteye kars1 direng gosterdigini gostermistir
(Zhu, ve digerleri, 2016). Diizensiz inositol metabolizmas1 Akt inhibisyonuna yol agmakta
ve hiperglisemi ve insiilin direnci ile iliskilendirilmektedir. Aktl veya Akt2 izoformunun

yikilmasinin veya tlikenmesinin glikoz intoleransina, insiilin direncine ve diyabet benzeri
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semptomlara neden oldugu hem insan hem de hayvan aragtirmalarindan agikca
gosterilmistir. PI3K/Akt/AS160 sinyallesmesindeki herhangi bir kusur sonunda insiiline

duyarl dokularda glikoz alimin1 azaltarak ve insiilin direncine yol agtig1 diisiiniilmektedir.

Akt'nin insiilin-IRS aracili aktivasyonu, sirasiyla iki temel bileseni fosforile eden
mTORC1'in dolayli aktivasyonu ile sonuglanmaktadir. Fosforilasyon iizerine, 4EBP1'in
elF4E'den ayrilmasi, elF4E'min protein sentezine yol agan 5 ' bagliga bagli mRNA
translasyonunu tesvik etmesine izin vermektedir. S6K1'in mTORCI tarafindan aktivasyonu
sadece mMRNA biyogenezinde ve translasyon baslangicinda bir artisa yol agmaz, ayni
zamanda IRS'nin serin/treonin fosforilasyonu yoluyla insiilin sinyallemesinin negatif geri
besleme diizenlemesinde rol oynamaktadir, bu da sonugta IRS tilkenmesine yol agmaktadir
(Liang, 2019). Asir1 beslenme veya obezite durumunda oldugu gibi mTORCI1'in
aktivasyonu, IRS bozulmasi yoluyla negatif bir geri besleme dongiisii yoluyla insiilin
direncine yol agmaktadir. S6K1 eksikligi olan farelerde yiiriitiilen bir ¢alisma, farelerin
yiiksek yagli diyet (HFD) kosullar1 altinda insiilin direncine kars1 korundugunu gdstermistir;
bu, IRSI'in serin fosforilasyonu yoluyla S6Kl1'den negatif diizenlemenin kaybinda
belirginlesmistir. mTOR yolu, hiicresel biiylime ve proliferasyonun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Diyete bagli obezite ve insiilin direncinin baglica nedeni, serin
kalintilarinda IRS1'in fosforilasyonu yoluyla negatif geri besleme diizenlemesi yoluyla
insiilin sinyalini asagi regiile eden mTOR'un asir1 aktivasyonun bir sonucu olarak yer

almaktadir (Robert A Saxton, 2017).

AMPK, azaltilmis FAO yoluyla akut proinflamatuar yanitlarin inhibitorii oldugu i¢in
genellikle viicuttaki insiilin duyarliliginin artmas1 ve insiilin direncinin azalmasi ile
iligskilendirilmistir. Hem kemirgenlerde hem de insanlarda AMPK diizensizligi ile insiilin
direnci arasinda yakin bir baglanti kurulmustur. AMPK, insiilinden bagimsiz bir mekanizma
yoluyla kasilmaya neden olan GLUT4 translokasyonuna ve glikoz alimina aracilik
etmektedir. Hiicresel enerji sensorii Sirtuinl ve AMPK birbirini etkilemektedir. AMPK,
Sirtuin 1'den Once gelir ve her ikisi de insiilin direncine, oksidatif strese, ER streslerine ve
inflamasyona kars1 adaptif yanitlarin sorumlulari durumunda yer almaktadir (Ruderman , ve
digerleri, 2010). AMPK, egzersiz ve kalori kisitlamasi ile aktive edilebilmekte ve aksine,
yiiksek glikoz maruziyetine yanit olarak asag regiile edilebilmektedir. AGE, RAGE aracili
bir AMPK asagi regiilasyonu yoluyla iskelet kasinda glikoz alim bozuklugunu
indiiklemektedir . AGE reseptorii 1 (AGER1), Sirtuin 1 ve AMPK arasinda pozitif bir

etkilesim vardir. Kombine etkileri, AGE'yi bloke etmekten, birbirlerinin ifadesini
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stirdirmekten ve redoks dengesizliginin zararl etkilerine karsit bir kalkan saglamaktan
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Bu nedenle, AMPK ve Sirtuin 1 aktivasyonu, insiiline
direngli bir durumda glikoz homeostazini siirdiirmek igin etkili oldugu disiiniilmiistiir

(Mackenzie, 2014).

Insiilin hedef dokularmda eksprese edilen TLR4, insiilin direnci ve inflamasyonun
gelismesinde aktif bir rol oynamaktadir. TLR4, proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu
diizenleyerek ve proinflamatuar kinaz JNK, IKK ve p38'i aktive ederek obezite sirasinda
metabolik inflamasyonu ve insiilin direncini tetiklemektedir. Bu kinazlar, insiilin reseptor
substratinin (IRS) serin rezidiileri iizerindeki inhibitor fosforilasyonu yoluyla, insiilin sinyal
iletimini bozmaktadirlar (Benomar, 2019). Yapilan ¢aligmalar, TLR4'lin lipit kaynakli
inflamatuar yolaklar1 insiilin etkisinin antagonizmine baglayan seramid biyosentezinin

yukarisinda yer aldigin1 ortaya koymaktadir.

KC yoluyla insiilin direncini indiikleyen JNK ve IKK'nin aktivasyonu, aktive edilmis
inflamatuar sinyal yollarinin bir sonucu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. JNK'nin insiilin
direncini ve tip 2 diyabeti indiiklemede merkezi bir rolii oldugunu destekleyen veriler
bulunmaktadir. Yiiksek yagl bir diyete maruz birakilan JNK1 nakavt fareler, diyete bagh
obeziteye karst uzun vadeli metabolik koruma saglamakta ve normal bir yasam siiresi ile
belirgin sekilde iyilestirilmis insiilin duyarliligi sergilemektedirler (Becattini, ve digerleri,
2016). JNK'nin insiilin sinyallesmesine dogrudan katilimi, IRS1'in insiilin reseptori ile
etkilesimini engelleyen ve onun tirozin fosforilasyonunu kisitlayan Ser 307'deki IRS1

tizerindeki JNK fosforilasyon bolgesi araciligiyla gerceklesmektedir.

IR, pankreas adaciklarinin B-hiicrelerinden insiilin iliretiminin artmasina neden
olmakta ve sonug¢ olarak viicutta hiperinsiilinemi olugmaktadir. Toll benzeri reseptorler
(TLR'ler), IR'nin ve komorbiditelerinin 6nemli modiilatorleridir. Kronik inflamasyon ,
insiilin sinyal yollarinin temel bilesenlerinin normal isleyisine dogrudan miidahale eden
c¢esitli sinyal yollarinin aktive edildigi ¢esitli insiilin direnci durumlarinda ¢ok 6nemli bir rol
oynamaktadir. Cesitli yollar arasinda TLR'lerin aktivasyonu, iltithaplanma olusumu i¢in ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Iki ana TLR tiirii vardir, bunlar TLR2 ve TLR4 tiir. TLR4,
pankreas adaciklari, beyin, karaciger iskelet kas1 ve yag dokularinin B-hiicrelerinde eksprese
edilen bir hiicre dis1 hiicre yiizeyi reseptorii olarak bilinmektedir (Kim, 2010). Normal
kosullarda, TLR4, bu dokulardaki insiilin duyarliligin1 diizenlemektedir, ancak TLR4'in
aktivasyonu, ¢esitli proinflamatuar mediatorlerin ve ROS'un aktivasyonu yoluyla insiilin

etkisini dogrudan azaltmaktadir, dolayli olarak cesitli sinyalizasyon basamaklarini
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indiikleyerek cesitli proinflamatuar mediatorlerin aktivasyonunu liretir ve transkripsiyonel
faktorler 6zellikle MyD88, TIRAP, TRIF, IKK'ler ve JNK'ler, sonucta IR gelisimine yol
acan dogustan gelen bagisiklik tepkilerinin aktivasyonuna neden olmaktadirlar (Kim, 2010).
Lipopolisakkarit (LPS) ve onun endotoksik kisminin TLR4'{n potansiyel aktivatorleri
oldugu bilinmektedir( Akash MSH ve digerleri,2013). LPS, oligosakaritler ve agillenmis
doymus yag asitlerinden (SFA) olusmaktadir. LPS'nin yan1 sira, SFA'larin da TLR4'liin
aktivatorii oldugu bilinmektedir. TLR4'lin ekspresyonu ve sinyalizasyonu esas olarak
adiponektinler tarafindan diizenlenmektedir. Birka¢ calisma, adiponektinin, AMPK, IL-10
ve hemeoksijenaz-1'in katilimi yoluyla LPS'min indiikledigi TLR4 aktivasyonunu
engelleyebilecegini gostermektedir (Yamaguchi, 2005).
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Sekil 7. Insiilin sinyalinin diizenlenmesindeki molekiiler yollar (Khalid, 2021).

Reaktif oksijen tiirlerinin asir1 tretimi, dogrudan IKK/NF-kB, JNK yollarini
uyarmakta ve mitokondri kaynakli stres tepkileri yoluyla hiicrenin yapisina zarar
vermektedir. Mitokondriyal bozulmalarin etkisi, mitokondriyal biyogenez peroksizom
proliferatorii ile aktive olan reseptor-gama koaktivatorii lamin (PGC-la) temel
diizenleyicisinin asag1 regiilasyonuna yol agarak ve mitokondriyal apoptoz duyarliligini
arttirmaktadir (Wang D. , ve digerleri, 2020). FFA'larin kronik yiikselmesi, protein kinaz C,
IKK/NF-kB, JNK vyollar, ER stresi, redoks dengesizliginin aktivasyonu yoluyla

iltihaplanma ile baglantili olmaktadir ve hiicre ic¢i sinyallesmede diizensizlik ile
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sonuclanmakta olup bu da insiilin direncinin patolojik durumuna yol agmaktadir (Xu, ve

digerleri, 2003).

2.1.9. Gestasyonel Diyabet Tanimi

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), karbonhidrat intoleransi, hiperglisemi,
periferik insiilin direnci, yetersiz insiilin sekresyonu veya aktivitesi, endotel disfonksiyonu
ve disiik dereceli inflamasyon ile karakterize, siklikla 24-28. gebelik haftalar1 arasinda

goriilen gegici bir durumdur (Practice Guideline, 2018).

2.1.9.1. Gestasyonel Diyabet Epidemiyolojisi

Gestasyonel diyabet prevelansi, diinya ¢apinda degismekte olup %1 ile %30 arasinda
degisiklik gostermektedir. 2005 ve 2018 yillarin1 kapsayan GDM prevelansim1 bolgesel
olarak gdsteren kapsamli bir ¢alisma yapilmistir. Prevelans: en yiiksek tilkeler dogu ve bazi
kuzey afrika iilkeleridir. En diisiik ve en genis GDM prevelansi ise Avrupa yer almaktadir

(Zhu Y. , 2016).

2.1.9.2. Gestasyonel Diyabet Risk Faktorleri

Epidemiyolojik ¢alismalar, ileri anne yasi, etnik koken, onceki gestasyonel diyabet
Oykiisii ve ailede tip 2 diabetes mellitus (T2DM) 6ykiisii gibi bir dizi GDM risk faktoriinii

tanimlamistir.

2.1.9.3. Gestasyonel Diyabet Patofizyolojisi

GDM patofizyolojisinde ilk olarak maternal insiilin direnci akla gelmektedir. Fakat

sonraki yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar inflamasyon, plasental ve entodel disfonksiyonel
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bozukluklarinda GDM patolojisinde yer almasi gerektigini desteklemektedir. Bunlarin
disinda endoplazmik retikulum stresi de GDM patolojisini olusturan inflamasyon , insiilin
direnci gibi  bozukluklar1 olusturdugu i¢in GDM patolojisinde degerlendirilmesi

gerekmektedir.

2.1.9.3.1. Maternal insiilin Direnci

Insiilin direnci GDM patogenezindeki ilk degisikliklerden birisidir. Insiilin, bilinen iki
reseptor izoformu aracilifiyla etki etmektedir: insiilin reseptorii A (IR-A) ve insiilin
reseptorii B (IR-B). Bunlar, insiiline baglanan hiicre dis1 bir a-alt biriminden ve insiilin
reseptorli substratr 1'e (IRS-1) baglanan bir hiicre i¢i B-alt biriminden olusan heterodimer
reseptorleridir. Her iki izoform da ayni INS geninin transkriptleridir. Bununla birlikte, IR-A
urini, ekson 11'in alternatif eklenmesinin bir sonucu olarak a-alt biriminin C-terminalinde
36 nikleotitlik bir diziden yoksundur. Buna karsilik, IR-B, INS geninin tam
transkripsiyonunun sonucudur. Insiilinin IR-A'ya afinitesi IR-B'ye gore daha yiiksektir. Ek
olarak, IR-A, Ras-Raf-mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) kademesini aktive
ederken, IR-B, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve protein kinaz B (Akt) sinyalini aktive
etmektedir (Westermeier , ve digerleri, 2016). Transgenik fare ¢alismasinda IRS-1 serin
fosforilasyonun instilin direncinin gelismesinde rol oynayabilecegini

gostermektedir(Sekil.8).
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Sekil 8. Gestasyonel diyabet insiilin direnci olusumu (Sobrevia , ve digerleri, 2016).

2.1.9.3.2. inflamasyon

Proinflamatuar sitokinlerin artmasi erken gebeliklerde meydana geldigi ve bunu
liclincli trimesterde insiilin direncinin izledigi belirtilmistir. Bu nedenle proinflamatuar
sitokinlerin insiilin direncinin gelisiminde rol oynadigi disiiniilmektedir. GDM’de
dolasimdaki yiiksek diizeydeki sitokinler TNF-a ve IL-6 ve diisiik seviyelerdeki anti-
inflamatuar sitokinler 1L-10 ve IL-4 belirlenmistir. In vitro caligmalarda GDM ‘li yag
dokusunun normal gebelerin yog dokusuna kiyasla farkli inflamatuar profilde oldugu
gosterilmistir. Adipoz doku GDM patolojisinde énemli bir rol oynamaktadir. Adiponektin
ifadesi GDM’li yag dokusunda artmis iken normal gebeliklerde normal seviyededir (Lappas
, 2005).

Plasental sitokin iretiminin gebeligin siirdiiriilmesi i¢in kritik oldugu iyi
bilinmektedir. Sinsityotrofoblastlar ve Hofbauer hiicrelerinin, implantasyondan doguma
kadar gebeligin cesitli asamalarinda gerekli olan sitokinleri salgiladiklar1 bilinmektedir.
Plasentanin obezite ve GDM'li kadinlarda inflamasyona aracilik etmede aktif rol oynadig
One siirtiilmistiir. Obeziteye kars1 adaptif bir yanitta plasentanin yapist ve islevi degisebilir
ve plasenta bu gebeliklerde bir hedef ve inflamatuar sitokin kaynagi olarak hareket
etmektedir. Obez kadimlarin IL-1, TNF-o ve IL-6 mRNA ekspresyonunda bir artis ile

20



karakterize edilen plasental makrofajlarin sayisinda 2-3 kat artig bildirilmistir (Lappas ,
2005).
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Sekil 9. Gestasyonel diyabet anne ve fetiis etkileri (Sobrevia , ve digerleri, 2016).

2.1.9.3.3. Plasental ve Endotel Disfonksiyon

Plasenta anne ve fetiis arasindaki besin aligverisini gergeklestiren 6nemli bir organdir.
Fetiis glikozu plasenta araciligi ile maternal dolagimdaki glikozu kullanmaktadir. Bunun i¢in
maternal insiilin dokular1 glikoz alimini azaltarak bu glikozun fetiise transferine izin
vermektedir. Plasentada GLUT1 izoformu sinsityotrofoblast hiicrelerinde lokalize durumda
yer almaktadir ve maternal dolasimdaki glikozu kullanmada etkili oldugu diisiintilmektedir.
Diger yandan GLUT3 izoformu plasenta endotel hiicrelerinde lokalizedir ve fetiise glikoz
transferinde gorevli oldugu diisliniilmektedir. GDM’li plasenta trofoblast hiicrelerinde
GLUTI1 ekspresyonu artmakta ve bu da glikoz aliminin artmasina yol agmaktadir. Diger
yandan GLUT3 ekspresyonu da artmaktadir. Trofoblastlarda goriilen bu glikoz artiglari
proinflamatuar yollar1 da aktive edebilmektedir. Plasenta disfonksiyonuda artan glikoz
ihtiyacina bagli olarak GLUT3 ekspresyonundaki artisin inflamatuar siireci baslattig

bununda plasenta disfonksiyonu etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Endotel disfonksiyonu vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon arasindaki bir dengesizlik
durumudur. Normal gebelikte periferik vaskiiler diren¢ azalirken uteroplasental kan akisini
artiran vazodilatasyon ile karakterizedir. Fakat GDM’de plasentaya kan akisini kontrol eden
arterlerde endotel disfonksiyon etkilenmistir. GDM plasentasinda bozulan disfonksiyonda
oksidatif stres belirtegleri ile nitrik oksit diizeylerinde artis gézlemlenmistir (Casanello,
2007). GDM’li gebelerin yag dokusundaki vaskiiler adezyon molekiilii olan VCAM-1 ve
hiicre aras1 adezyon molekiili 1-CAM gibi endotel disfonksiyon belirtecleri arttigi

gozlemlenmistir (Mordwinkin, ve digerleri, 2013).

2.2. Endoplazmik Retikulum

2.2.1. Tanimi

Endoplazmik retikulum (ER), ilk olarak tavuk fibroblast benzeri hiicrelerde elektron
mikroskobu kullanilarak goriintiilenen ve 'sitoplazma boyunca uzanan hassas bir dantel isi'
olarak tanimlanan hiicresel bir organeldir ( Porter, 1945). ER, sitoplazmanin biiyiik bir
alanin1 kaplayan uzun tiibiiller ve diizlestirilmis disklerden olusan membrandz bir ag olarak
goriinmektedir. Bu zar, ER liimenini ¢evreler ve molekiillerin sitoplazmaya ve

sitoplazmadan transferine izin vermektedir ( Porter, 1945).

2.2.2. Yapis1 ve Islevi

ER sitozole bakan zarin iizerinde ribozom bulundurup bulunmamasina gore graniillii
endoplazmik retikulum ve graniilsiiz endoplazmik retikulum olarak ikiye ayrilmaktadir.ER
diger organellerle temas halindedir. Uzerindeki zar1 kivrim seklinde ve birbirine uzanarak

niikleus zarmin iizerinde yer alir.

ER, bircok farkli hiicresel islevde yer almaktadir. Bir protein sentez fabrikasi gorevi
goriir, kalsiyumun depolanmasina ve diizenlenmesine, lipitlerin sentezine ve depolanmasina
ve glikoz metabolizmasina katkida bulunmaktadir ( Alberts, 2002). Yanlis katlanmig

proteinler potansiyel olarak hiicre fonksiyonuna zararlidir ve bu nedenle siki bir sekilde
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kontrol edilmektedir. Protein yanlis katlanmasi siirekli olarak gergeklesse de olumsuz igsel
ve cevresel kosullar sirasinda siddetlenebilmektedir. ER, yanlis katlanmis proteinleri
diizeltmek veya son olarak yanlis katlanmigsa hiicre tarafindan atilmak i¢in ek firsatlar
oldugundan emin olmak igin kalite kontrol sistemleri gelistirmistir. Terminal olarak yanlis
katlanmis salg1 proteinleri, ER ile iligkili bozunma (ERAD) olarak adlandirilan bir siirecle
elimine edilmektedir (Meusser, 2005). Proteinler 6nce ER'de yerlesik luminal ve
transmembran proteinleri tarafindan taninir, ardindan dislocon ve sitozolik AAA+ ATPase
p97 adli bir kanal tarafindan sitozole retrotranslokasyon yapilir (Hebert , 2010). N- glianaz
tarafindan deglikozile edilmis ve ubikuitin-proteazom yolu yoluyla parcalanmay1
hedeflemistir. ER ayrica membran iiretimi, lipit damlaciklari/vezikiil olusumu ve enerji
depolamasi i¢in yag birikiminde 6nemli roller oynar. Lipit sentezi, membran arayiizlerinde
ve organel temas bolgelerinde lokalizedir ve lipit damlaciklari/vezikiiller, diizenlenmis bir
sekilde tasinmaktadir. ER, degisen hiicresel lipit konsantrasyonlarina uyum saglamak igin
membran yapisini dinamik olarak degistirmektedir. ER, kolesterol homeostazini saglayan
kolesterol sensorlerinin sterol diizenleyici element baglayici protein ailesini igermektedir.
Bu bdlme ayrica hiicre zart lipit bilesenlerinin, yani steroller, sfingolipidler ve
fosfolipidlerin sentezini katalize eden enzimlere de igerisinde bulundurmaktadir. Yagl agil-
CoA ve diasilgliserollerden bu lipitlerin sentezi , mevalonat/izoprenoit yolunun hiz
siirlayict enzimi olan 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A rediiktazi da barindiran ER
zarinda gerc¢eklesmektedir (Yen, 2008). Sterol ve izoprenoid onciileri tiretebilmektedir (Jo,
2010). ER membran lokalize enzimler tarafindan yapilan Onciiler daha sonra yapisal
lipitlere, sterollere, steroid hormonlarina, safra asitlerine, dolikollere, prenil dondrlerine ve
hiicre metabolizmasi i¢in temel islevlere sahip sayisiz izoprenoid tiire doniistiiriilmektedir.
ER'de sentezlenen proteinlerin ve lipitlerin ¢ogu, ¢cogunlukla salgi yolu yoluyla meydana
gelen diger hiicresel yapilara tagimmaktadirlar. Sabit anabolik akis1 siirdiirmek igin,
tasinmanin siki bir sekilde diizenlenmesi gerekir ve salgilamadaki kusurlar ER i¢in ciddi
yapisal ve islevsel sonuglara yol agabilmektedir. Bu tagima siirecinin merkezinde, onlari
sekillendiren ve kaplayan protein ailesinden admi alan ER COPII tasima vezikiillerinin
tiretilmesi yer almaktadir (Barlowe , ve digerleri, 1994). COPII vezikiil tasinmasina ek
olarak, lipit disa aktariminin birka¢ baska mekanizmasi da tanimlanmistir. Cesitli lipidler,
vezikiiller olmayan mekanizmalarla taginabilir; 6rnegin, biiyiik lipoprotein yiikiiniin ER'den
prekilomikron tagima vezikiilleri olarak adlandirilan bagka bir vezikiil tipinde tagindig1 veya
lipid damlaciklarinda biriktigi gosterilmistir. Ca*2 gen ekspresyonu, protein sentezi, hiicre

proliferasyonu, farklilagsmasi, metabolizma veya apoptozda temel bir rol oynayan bir¢ok
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hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyal aglarinda ikincil bir haberci olarak yer alir ( Clapham, 2007).
ER, Ca*? depolamasi i¢in ana hiicresel bolme olarak, Ca*? seviyelerinin diizenlenmesinde

¢ok onemli bir rol oynar ve karsilikli olarak bircok ER islevi Ca*?

ya bagimh bir sekilde
kontrol edilmektedir, bdylece tiim hiicrenin kalsiyum homeostazin1 diizenlenmektedir
(Meldolesi, 1998). Sonug olarak hem ER hem de sitozolik Ca*? ER'in sitoplazmadan ¢ok
daha yiiksek fizyolojik intraluminal Ca*? konsantrasyonunu ve oksitleyici redoks
potansiyelini muhafaza etmesi i¢in konsantrasyonlarin diizenlenmesi gerekmektedir. Bu
seviyeleri modiile etmek icin ER, zarin her iki tarafinda Ca*? konsantrasyonunu kontrol
eden bir dizi mekanizma kullanir : (a) ER zar sitozolden liimene tasima i¢in ATP'ye
bagimli Ca*? pompalari; (b) Serbest Ca™ y1 aymrmak icin ER luminal Ca*? baglayic

saperonlar ; ve (c) Ca*?

nin diizenlenmis salinimi icin ER membran kanallar sitozole girer.
Bu mekanizmalar, ER ile PM ve mitokondri gibi diger organeller arasindaki siki bir iletisim

ile kolaylastirilir ve bdylece hiicre ihtiyaglarini desteklemektedir.

2.2.3. Endoplazmik Retikulum Stresi

ER stresine yanit olarak hiicreler, protein sentezini azaltarak, katlanmamis/yanlis
katlanmig proteinleri temizleyerek ve ER'in kapasitesini artirarak hiicrelerin stresle basa
¢ikmasina yardimci olan katlanmamis protein yaniti (UPR) adi verilen uyarlanabilir bir

sinyal yolunu tetikler.

UPR, ER'de bulunan ii¢ sinyal déniistiiriiciiniin uyarilmasiyla baslatilan birbirine bagl
sinyal yollarindan olusan karmasik bir agdan olusmaktadir. ER't kapsayan baslica
transmembran proteinleri olan bu sensorler, her biri fizyolojik kosullar altinda ER saperon
BiP tarafindan baglanan, monomerik, aktif olmayan durumlarda kilitlenen IRE1a, PERK ve
ATF6a' proteinleridir (Ruiz, 2017). ER stresinin artmasiyla bu baglanmalar bozulur ve ii¢
protein aktif duruma ge¢mektedir. Aktive edilmis IRE1a, oligomerizasyondadir ve RNAaz
aktivitesinin gerceklestirilmesini kolaylastirmak i¢in kinaz aktivitesi nedeniyle kendi basina
otofosforile edilmektedir. IREla, X-box baglayici protein 1 (XBP1) mRNA'nin 26
niikleotidlik bir intronunu 06zel olarak birlestirmektedir. Eklenen mRNA, gii¢li bir
transkripsiyon faktorii olan ve daha sonra ER protein kontrolii ve ERAD yolunun
diizenlenmesinden sorumlu ilgili genlerin transkripsiyonunu baslatmak icin c¢ekirdege

transloke edilen spesifik bir protein olan XBP1s'e ¢evrilmektedir (Maurel , 2014). IREla'ya
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benzer sekilde, PERK, ER stresi sirasinda oligomerizasyon ve otofosforilasyona
ugramaktadir. Aktive edilmis PERK, anormal ER geri kazanimi i¢in protein sentezinin
gecici olarak agagi reglilasyonunu saglamaktadir. ATF4 ayrica hiicre 6liimii indiiksiyonunda
yer alan CAAT/arttiric1 baglayici protein (C/EBP) homolog proteininin (CHOP)
ekspresyonunu da indiiklemektedir. DNA hasar geni 34'lin (GADD34), elF2a'nin
fosforilasyonunu indiikleyerek PERK sinyalinin olusmasini etkileyebilmektedir (Novoa,
2001).

Aktive edilmis ATF6a, Golgi'de yerlesik iki proteaz, site-1 ve site-2 proteazlari (S1P
ve S2P) tarafindan ayrilarak Golgi aygitina tasinmaktadir. ATF60, IREa ve PERK
sinyallesmesinde yer alan UPR gen ekspresyonunu (XBP1 ve ATF4 dahil) tesvik etmek i¢in
cekirdege yer degistiren bir transkripsiyon faktorlii gorevi gormektedir (Yamamoto, ve
digerleri, 2007).

Serbest birakilan ER sensorleri, ER homeostazini eski haline getirmek icin UPR'yi
aktive etmektedir. Boylece hiicre biiyiimesini ve hayatta kalmasini saglayabilmektedir.
Adaptif yanitlar, protein katlama homeostazini yeniden saglamada basarisiz olursa, UPR
sinyali devam eder ve nihayetinde apoptozu destekleyen “terminal UPR” adi verilen
alternatif sinyalleme programlarina doniismektektedir. Artan kanitlar, UPR'nin, antioksidan
yanit, otofaji, apoptoz veya ferroptoz, vb. dahil olmak iizere birgok 6nemli hiicresel siireci
iceren hiicre Oliimii veya hayatta kalma belirlemesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadigini
gostermistir. Esas olarak disiilfidin bir yan iiriinii olarak iiretilen ROS bag olusumu, ER
liimenindeki stres sensorleri tarafindan algilanabilir ve UPR sinyal yolunu modiile edebilir.
Bu nedenle, ER/redoks sinyal yolunun entegre durumu, hiicrenin durumunu ve kaderini
belirlemek i¢in hiicrelerin ¢evreleriyle basa ¢ikma yeteneginin 6nemli ve karmasik bir
ozelligini gostermistir

PERK, elF2a'y1 fosforile etmektedir, boylece protein translasyonunu baskilamaktadir.
Bu durum ATF4 translasyonunu uyarmaktadir . ATF4 ise daha sonra bir bZIP
transkripsiyon faktorii olan CHOP'un transkripsiyonunu desteklemektedir . CHOP, hem
anti-apoptotik protein Bcl-2'yi asagi regiile ederek hem de proapoptotik proteinler BIM ve
PUMA'y1 transkripsiyonel olarak yukari regiile ederek apoptozu indiikleyebilmektedir. Bu
nedenle, bu pro-apoptotik proteinler, sitokrom c¢ salimimmini indiikleyerek ve kaspaz

kaskadin aktif hale getirmektedir (Galehdar , ve digerleri, 2010).
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Sekil 10. UPR yolu (Zhang , ve digerleri, 2019).

ER stresi ile apoptozun redoks regiilasyonu arasindaki en dogrudan iliski, birgok ROS
formunun ER protein katlanmasini bozabilmesi ve ER stresini indiikleyebilmesidir. ROS'un
en yaygin formu olan (H202) gibi, UPR'yi apoptoza neden olacak sekilde uyarabilmektedir.
Farelerde GPx7 kaybi, oksidatif stresin neden oldugu doku hasarina ve apoptoza, artan
tiimoér olusumuna neden olmaktadir. Onemli bir ROS kaynagi olarak ER'de disiilfid bag
olusumunun rolii géz oniline alindiginda, ER'de protein yanlis katlanmasi1 oksidatif strese
katkida bulunabilmektedir. ER protein katlanmasinin mikro c¢evresi ciddi sekilde
bozuldugunda, bos bir distilfid bagi olusumu ve azalmasi dongiisii, biiyiik miktarda ROS
iireterek ve sonunda apoptoza yol agan ER GSH seviyelerini agsag1 yonde azaltarak oksidatif
strese yol acabilmektedir. ERO1a, Ca*? aktive eden ER'den inositol-1,4,5-trifosfat reseptorii
(IP 3 R ) aracili Ca* gegisine neden olur ve sitozolde kinaz CaMKII'yi algilayarak, Fas ve
mitokondriyal membran gecirgenlik gecisi dahil proapoptotik yollarn aktivasyonuna yol
acmaktadir (Chang, ve digerleri, 2013). CaMKII ayrica NADPH oksidaz alt birimi NOX2'yi
oksidatif strese neden olmak iizere indiiklemektedir, bu da ER stresi sirasinda pozitif bir

ileri besleme dongiisii olarak PKR'ye bagli CHOP indiiksiyonu ile sonuglanir.(sekil.10)
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Sekil 11. ER stresi durumunda apoptoz redoks modeli (Zhang , ve digerleri, 2019).

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi
sonucunda meydana gelen bir durumdur. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), bir veya daha fazla
eslesmemis elektrona sahip molekiilleri igeren serbest radikaller veya eslesmemis
elektronlarim paylasan iki serbest radikal molekiiliinden iiretilen radikal olmayan tiirler

olarak isimlendirilmistir.

Siiperoksit anyonlar1 (O?), hidroksil radikalleri (OH) ve hidrojen peroksit (H202 )
fizyolojik olarak onemli ROS’ lar olarak bilinmektedirler. Siiperoksit anyonlari, ¢oklu
hiicresel stiregler tarafindan iiretilir ve bunlarin {iretimi, diger oksidan molekiillerin
olusumuna yol agmaktadir. Siiperoksit dismutaz (SOD) O?yi azaltir ve H202'ye, bu da
demir Kkatalizli Fenton reaksiyonu yoluyla hidroksil radikallerine (OH) ve suya
doniistiiriilmektedir. Hidroksil radikalleri, hipoklor6z asit, peroksinitrit ve peroksil
radikalleri dahil olmak tizere ek toksik pro-oksidanlarin olusumunu dogrudan veya dolayh

olarak indiiklemektedir (Bae, 2011).
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2.4. Nitrozatif Stres

Nitrik oksit(NO), l-arginin oksidasyonunu ve I-sitriiline katalize eden Nitrik Oksit
Sentetazlarin (NOS) etkisi altinda 1 -arginin‘'den sentezlenmektedir (Knowles, 1994). Farkli
genler tarafindan kodlanan en az 3 NOS proteini bulunmaktadir. Beynin belirli néronlarinda
yapisal olarak ifade edilen noéron kokenli nitrik oksit (NNOS); ekspresyonu tipik olarak
inflamatuar hastalik durumlar1 sirasinda indiiklenen indiiklenebilir nitrik oksit (INOS); ve
yapisal NOS olarak da bilinen endotel NOS (eNOS) tan olusmaktadir. NOS, rediiktaz
aktivitesine sahip bir alan igeren ve oksidaz aktivitesine sahip bir alan i¢eren homodimerik
kompleks tarafindan olusturulan bir enzimdir. NO {iretimi iki reaksiyonun birbirini takip
etmesinden kaynaklanmaktadir. Hiicre i¢i O? {iretimi arttiginda, NO da onunla reaksiyona
girerek ONOO’yu olusturmaktadir. Bu, proteinleri ve lipitleri nitrasyon yoluyla
degistirebilen gii¢lii bir oksidan enzimdir. Ek olarak, peroksinitrit, BH4'ii oksitler ve bu da
inaktif molekiil BH2 ile sonug¢lanmaktadir (Laursen, 2001). BH4'lin yoklugunda, eNOS bir
homodimerik formdan monomerik bir forma gecer ve boylece baglanmaz duruma
gelmektedir. Bu serbest konformasyonda, NO sentezlemez, bunun yerine O? iiretilmektedir.
NO seviyesinin azalmasina bagh olarak vazodilatasyon kaybi ve O? olusumuyla oksidatif
streste artis meydana gelmektedir. Sonug olarak, eNOS aktivitesinin diizenlenmesindeki
herhangi bir islev bozuklugunun derin metabolik sonuglari olusabilmektedir. eNOS
aktivitesinin kontrolii, Caveolin (CAV1) ile inhibitor etkilesimi, translasyon sonrasi
modifikasyonlar1 (miristoilasyon, palmitoilasyon ve fosforilasyon), hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerindeki artiglara uyarici tepkileri iceren karmagsik bir diizenleyici mekanizmalari

icermektedir.

2.4. PKR

2.4.1. Tamim ve Yapisi

Protein kinaz R (PKR), insanlarda EIF2AK2 geni tarafindan kodlanan bir serin-

treonin kinazdir.551 amino asit uzunlugunda 2 .kromozom iizerinde yer almaktadir ( Feng,
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1992). mRNA translasyonu, transkripsiyonel kontrol, apoptozun diizenlenmesi ve

proliferasyon gibi 6nemli hiicre i¢i diizenlemelerde gorev almaktadir (Garcia , 2007).

2.4.2. PKR Aktivasyonu

PKR promotoriinde en iyi tarif edilen transkripsiyonel motif, tip I IFN'ye yanit olarak
kopyalanmasina izin veren bir IFN ile uyarilan yanit elemani (ISRE) iken cok sayida
transkripsiyon faktorii, baglayicilar olarak tanimlanmistir (Kuhen , 1997). EIF2AK2 geninin
promotor bolgesi ENCODE projesi baglaminda CHIP-Seq analizleri ile tanimlanan 92 farkl
faktor olarak belirlenmistir (Rouillard, 2016). Bu durum, bir interferon uyarilmis gen (ISG)
olarak PKR kavramimi desteklerken, ayni zamanda farkli transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonunu igeren hiicresel programlarda PKR ekspresyonunun modiilasyonuna da izin
vermektedir. PKR'nin aktivasyonu, biyokimyasal ve genetik analizlere dayali olarak en
onemlisi homodimerizasyonu olan bir dizi konformasyonel degisiklikle sonuglanmaktadir.
Homodimerizasyonunun bir sonucu olarak, PKR, Ser242, Thr255, Thr258, Ser83, Thr88,
Thr89, Thr90, Thr446 ve Thr451 dahil olmak {izere bir¢ok serin ve treonin bodlgesinde
otofosforile edilmektedir. Son ikisi, yani Thr 446 ve Thr 451 bolgeleri, PKR aktivasyonu
sirasinda tutarli bir sekilde fosforile edilir, bu da homodimerizasyonunun daha fazla

stabilizasyonu ve artan katalitik aktivite ile sonuglanir (Hugon, 2009).

Protein sentezinin bu sekilde bloke edilmesi, viral replikasyonun azalmasi veya
onlenmesi ile sonuglanir ve apoptoza neden olabilmektedir. PKR ayrica FADD/kaspaz-
8/kaspaz-3 ve kaspaz-9 APAF yollarinin aktivasyonu ile elF2a fosforilasyonundan bagimsiz

olarak apoptozu indiikleyebilmektedir (Garcia , 2007).
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Sekil 12. PKR aktivasyonu (Garcia , 2007).

AAA

PKR, 1s1 soku proteinleri, biiyiime faktorleri (6rnegin, PDGF) ve heparin gibi diger
faktorler tarafindan da aktive edilebilmektedir (Li S. , 2006). PKR ayrica viral olmayan
patojenler bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), sitokinler (6rnegin, TNF-a, IL-1, IFN-y)
kalsiyum, tunikamisin, arsenit, tapsigargin, ya da H ile reaktif oksijen tiirleri, yanlis
katlanmig protein cevap stresi sonucundaki endoplazmik retikulum stresi PKR

aktivasyonunu uyarmaktadir (Garcia , 2007).

2.4.3. PKR Metabolizma Iliskisi

PKR, goriinlise gore viicuttaki metabolizmaya dahil olur ve elF2a'nin artan
fosforilasyonu, obezite ve diyabetle iligkili insiilin direncinin bir o6zelligi oldugu
diistilmiistiir