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OZET

GESTASYONEL DiYABETTE PLASENTA DOKULARINDA iNSULIN
DIRENCI VE INFLAMASYONUN BELIiRLENMESI

Bayrak E., Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Bu ¢alismanin amaci GDM’li kadinlardan alinan plasenta 6rneklerinde inflamasyon
ve insilin direnci ile iligkili biyomarkdrlerin hamilelik 6ncesi diyabet tanis1 almig hamile

kadinlardan alinan plasenta 6rneklerindeki seviyesinin kiyaslanmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma, etik kurul onay1 alindiktan sonra Aydin Adnan Menderes
Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi'ne gelen hamile kadinlardan alian plasenta doku
ornekleri ile gerceklestirildi. Gestasyonel diyabetli kadinlardan (GDM grubu)(n:10), glukoz
intoleransi olmayan gebelerden (kontrol grubu) (n: 12) ve hamilelik 6ncesi diyabet tanisi almis
kadmlardan (Pre-DM grubu)(n:10) plasenta ornekleriyle 3 grup belirlendi. Plasenta
dokularinda inflamasyon diizeyini belirlemek igin IL-1p, IL-6, TNF-a sitokinleri ve NF-kB
sinyal yolu g-PCR ve ELISA analizleri kullanilarak analiz edildi. ELISA analizinde,
kullanilan standartlar (IL-1pB, IL-6, TNF-a ve NF-kB) ile trofoblast hiicrelerinde (Swan71)
inflamasyon ortami olusturuldu. LPS+Pol I:C ve kontrol grubu da dahil olmak iizere 6 gruba
insiilin verilerek insiilin sinyal yolu indiiklendi. Daha sonra insiilin sinyal yolaginda 6nemli
rol oynayan IRS-1, Akt, p-Akt ve p-IRS-1 protein ekspresyon seviyelerine bakildi. Ardindan
her grupta sinyalin ne kadar aktive oldugu Western blot ile analiz edildi. Veriler tek yonlii
ANOVA testi kullanilarak degerlendirildi.

Bulgu: Caligmadaki veri sonuglarma gére plasenta dokularinda mRNA diizeyinde IL-1p, IL-
6, TNF-a ve NF-kB seviyeleri kiyaslandiginda kontrol, GDM ve Pre-DM gruplarinin
hicbirinde anlamli bir fark gozlemlenmemistir. Ancak bu durum ELISA analizi ile
incelendiginde IL-1pB, IL-6, TNF-a ve NF-xB seviyeleri gruplar arasinda farkli diizeyde
oldugu tespit edilmistir. IL-1p seviyesi, GDM grubunda ve Pre-DM grubunda kontrol gruba
gore; IL-6 ve TNF-a seviyesi, GDM grubunun diger iki gruba gore; NF-kB seviyesi GDM
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grubu kontrole gore ve Pre-DM grubuna gore anlamli bir sekilde artis gosterdigi sonucu elde
edildi. Inflamasyon ortami olusturulan trofoblast hiicrelerinde Akt fosforillenmesi TNF-a
grubunda daha fazla gorildu. IRS-1 fosforillenmesi ise kontrole kiyasla en fazla TNF-a ve
NF-kB grubunda elde edildi.

Sonug: Plasenta dokusunda GDM inflamasyonunun, Pre-DM grubuna gore gorece arttigi
g6zlemlendi. Bu artis mRNA diizeyinde gorilmedi ancak protein seviyesinde kontrol ve Pre-
DM grubuna gore artti. Bu durum inflamasyona neden olan etkenin maternal dokulardan
gelen sitokinler oldugunu disiindiirmektedir. Diyabette insiilin direncinin neden oldugu
inflamasyonun sonucunda salgilanan sitokinlerin, maternal dokudan plasentaya gecerek

buradaki sitokin seviyesinde artisa neden oldugu sonucuna ulasilabilir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Gestasyonel Diyabet, Inflamasyon, Instilin Direnci, Plasenta.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF INSULIN RESISTANCE AND INFLAMMATION IN THE
PLACENTAL TISSUE DURING GESTATIONAL DIABETES MELLITUS

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

Objective: The aim of this study was to compare the levels of biomarkers associated with
inflammation and insulin resistance in placental samples from women with GDM and in

placenta samples from pregnant women who were previously diagnosed with diabetes.

Material and Methods: The study was carried out with placenta tissue samples taken from
pregnant women who came to Aydin Adnan Menderes University Training and Research
Hospital after the approval of the ethics committee. Three groups were determined with
placenta samples from women with gestational diabetes (GDM group) (n:10), pregnant
women without glucose intolerance (control group) (n:12), and women diagnosed with
diabetes before pregnancy (Pre-DM group) (n:10). IL-1p, IL-6, TNF-a cytokines and NF-kB
signaling pathway were analyzed using q-PCR and ELISA analyzes to determine the level of
inflammation in placental tissues. Inflammation environment was created in trophoblast cells
(Swan71) with the standards (IL-1pB, IL-6, TNF-a and NF-kB) used in ELISA analysis. Insulin
signaling pathway was induced by administering insulin to 6 groups, including LPS+Pol I:.C
and control group. Then, IRS-1, Akt, p-Akt and p-IRS-1 protein expression levels, which play
an important role in the insulin signaling pathway, were examined. Then, how much the signal
was activated in each group was analyzed by Western blot. Data were evaluated using one-
way ANOVA test.

Results: According to the data results in the study, no significant difference was observed in
any of the control, GDM and Pre-DM groups when the mRNA levels of IL-1p, IL-6, TNF-a
and NF-kB levels were compared in placental tissues. However, when analyzed by ELISA,
IL-1B, IL-6, TNF-a and NF-kB protein levels were found to be at different levels between the
groups. IL-1p level in the GDM group and Pre-DM group compared to the control group; IL-
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6 and TNF-a levels were found in the GDM group compared to the other two groups; It was
concluded that NF-kB level increased significantly in the GDM group compared to the control
and Pre-DM group. Akt phosphorylation in trophoblast cells in which an environment of
inflammation was created was more common in the TNF-a group. IRS-1 phosphorylation was
the highest in TNF-a and NF-kB groups compared to the control.

Conclusion: It was observed that GDM inflammation in the placental tissue increased relative
to the Pre-DM group. This increase was not seen in the mRNA level, but increased in the
protein level compared to the control and Pre-DM groups. This suggests that the factor
causing inflammation is caused by cytokines from maternal tissues. It can be concluded that
the cytokines secreted as a result of inflammation caused by insulin resistance in diabetes pass
from the maternal tissue to the placenta and cause an increase in the cytokine level there.

Keywords: Diabetes, Gestational Diabetes, Inflamation, Insulin Resistance, Placenta.
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1. GIRIS

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), ciddi risk ve olumsuz saglik etkileri nedeniyle
aragtirmalarda 6nemli ilgi gérmektedir. GDM, ilk olarak gebeligin ikinci trimesterinde veya
ucuinct trimesterinde kendini gosteren bir diyabet turudir. En yaygin metabolik hastaliktir ve
gebelik sirasinda kadinlarin %25 kadarini etkileyebilir. Hamilelik, hem hamile kadinlar1 hem
de dogmamis ¢ocuklarmin uzun vadeli sagligini etkileyen hassas bir donemdir (Choudhury

& Devi Rajeswari, 2021).

Hamilelik sirasinda, metabolik durum onemli 6lgiide degisir. Bu dénemin énemli
sonuglaridan biri instlin etkisinin ve duyarliliginin degismesidir. Bu etki, gebeligin ikinci
yarisinda insiilin direnci ve bunun sonucunda ortaya cikan hiperglisemi nedeniyle artar

(Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

GDM ile komplike olan gebeliklerde, dolasimdaki artan inflamatuvar molekdllerin bir
sonucu olarak metabolik ve inflamatuvar yolaklarda diizensizlik vardir (Siddiqui ve digerleri,
2019). GDM'de maternal immiin toleransin yani sira plasental inflamasyon dengesi bozulur
ve asir1 insiilin direnci meydana gelebilir. Salgilanan inflamatuvar sitokinlerin neden oldugu
inflamasyonun, GDM'de artan insiilin direnciyle baglantili olduguna inanilmaktadir (Sharma

ve digerleri, 2022).

Pro-inflamatuar (TNF-a ve IL-6) ve anti-inflamatuvar belirteclerin (IL-4 ve 1L-10)
anormal salgilanmasi ile insiilin direnci arasinda gesitli caligmalarda bir iliski kurulmustur.
Arastirmacilardan bazilari, GDM'den etkilenen kadinlarda artan TNF-a ve IL-6 duzeylerini
ve azalan IL-10 dizeylerini dogrulamistir. TNF-o 'nin ayrica beta fonksiyonunu ve insiilin
sinyallemesini bozdugu da rapor edilmistir, bu da GDM gelisiminin bir nedeni olarak
atfedilebilmektedir (Siddiqui ve digerleri, 2019).

IL-6, inflamasyonda asir1 derecede eksprese edilir. Esas olarak plasenta Uretimine
bagli olarak hamilelikte IL-6'daki artig, gebelige baglh insiilin direnci ile iligkilendirilmistir.
Bazi caligmalarda, IL-6 konsantrasyonu, viicut yag yiizdesi, BMI, insiilin duyarlilig1 ve
hamilelik swrasinda ve dogumdan sonra plazma glukoz seviyeleri ile pozitif korelasyon

gostermistir (Abell ve digerleri, 2015).



GDM ayrica daha yiksek oranda IRS-1 serin fosforilasyonunu sergilemektedir. IRS-
1'in serin fosforilasyonu, fosfoinositid 3 kinaza (PI3K) baglanma yetenegini bozmakta ve IR-

p'nin tirozin kinaz aktivitesini inhibe etmektedir (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).

Protein kinaz B (AKT), kritik bir sinyal iletim aract olarak diyabetik
komplikasyonlarin gelisiminde Onemli bir isleve sahiptir (Zhang ve digerleri, 2019).
Fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)-protein kinaz B/Akt (Akt) ve mitojenle aktive olan protein
kinaz (MAPK) sinyal yollari, insiilin sinyali bozuk oldugunda islevini yerine getiremez, bu
da hiicrelerin metabolizmasini ve normal fizyolojik yaniti bozmaktadir (Villalobos ve

digerleri, 2019).

Calismada GDM’li kadmlardaki plasenta dokusunda GDM iliski biyomarkorlerin
tespiti yapilarak GDM tanisindaki:

. GDM’li kadinlarin plasentalarinda insiilin sinyallemesini géstermek
I. GDM’li kadinlarda inflamasyon biyo-belirteclerinin analiz etmek

I1l.  GDM’li ve daha 6nceden diyabet tanis1 konulmus kadinlarda hem insiilin

sinyallenmesi hem de inflamasyon belirteglerinin karsilastirmak.

Calismamizda GDM’li kadinlardan alinan plasenta Orneklerinde inflamasyon ve
instlin direnci ile iliskili biyomarkorlerin daha oOnceden diyabet tanisi almis hamile
kadmlardan alinan plasenta seviyesinin kiyaslanmasi gergeklestirildi. Elde edilen verilerle
birlikte gruplar arasindaki degisimlerin sonucunda maternal dolasimdaki sitokinlerin
plasentaya tasinmasi ile mi, yoksa plasentada var olan sitokinlerin mi bu duruma neden

oldugu tartigildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), insulin sekresyonundaki yetersizlik veya biyolojik
fonksiyonundaki problemlerden kaynaklanan ve yiiksek kan sekeri seviyeleri ile karakterize
edilen bir hastaliktir (Guthrie ve digerleri, 2004; Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

Onceleri tek bir hastalik olarak degerlendirilmesinin yani sira, DM nin bugiin ¢esitli
heterojen hastaliklari igerdigi ve daha genis bir hastalik yelpazesine yol agtigi bilinmektedir
(Choudhury & Devi Rajeswari, 2021). DM birgok genetik, epigenetik ve patofizyolojik
anormallikleri, farkli komplikasyon profilleri ve enfeksiyonlar, besinler, egzersiz rejimleri ve

bagirsak mikrobiyomu gibi ¢oklu ¢evresel etkileri olan bir sendromdur (Hoogwerf, 2020).

DM dinyada en sik goriilen metabolik hastaliklardan biridir. DM, diinya
popiilasyonunda artan morbidite ve O6liim oranlar1 nedeniyle kanser ve kardiyovaskuler
hastaliklardan sonra gelmektedir (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021). Uluslararasi Diyabet
Federasyonu (IDF) tahminlerine gore, 2017 yilinda diinya ¢apinda 425 milyondan fazla kisiye
diyabet teshisi konulmustur ve bu sayinin 2045 yilina kadar 629 milyona ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Choudhury & Devi Rajeswari, 2021).

2.1.1. Diabetes Mellitus Tipleri

Amerika Diyabet Birligi (ADA) tarafindan 2021 yilinda belirtilen rapora gore, DM'nin
dort farkli bigimi vardir:

(1) Tip 1 Diyabetus Mellitus (T1DM), B-hiicre yikimina neden olan otoimmin bir
hastalik, yetiskinlikteki latent otoimmiin diyabet dahil olmak {izere genellikle insiilin

yetmezligine yol agmaktadir;

(2) Tip 2 Diyabetus Mellitus (T2DM), genellikle insiilin direncinden kaynaklanan 3-

hiicresi tarafindan salgilanan insiilin miktarinin yetersiz olmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir;



(3) Spesifik tip olan Monogenik Diyabet Sendromlar1 (MODY), pankreatik ekzokrin
hastaliklar1 ve kimyasal maddeler nedeniyle veya organ nakli sonrast yenidogan diyabeti ve

olgunluk baslangicli diyabet gibi diger nedenlerin basinda gelen diyabettir;

(4) Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), hamileligin 6zellikle ikinci veya tigiincii

trimesterida tanis1 konulan diyabet tiiriidiir (Amerikan Diyabet Dernegi, 2021).

DM, aclik sirasindaki plazma glikoz seviyesi veya 75-gr glikoz kullanilarak
gerceklestirilen oral glikoz tolerans testinin (OGTT) ardindan iki saatlik plazma glikoz
seviyesi gibi plazma glikoz kriterleri veya A1C kriterleri kullanilarak belirlenebilmektedir.
Bu testler DM teshisi icin uygundur, ancak her insanda DM'yi her zaman tespit

edememektedir (Amerikan Diyabet Dernegi, 2021).

2.1.2. Karbonhidrat Metabolizmasi

Vicuda alman besinler, sindirildikten sonra bagirsak sistemi yoluyla kan dolasimi
tarafindan absorbe edilir. Alinan besinlerin bir kismi hemen kullanilirken, ¢ogunlugu
karbonhidratlar ve lipidler basta olmak tizere daha sonra kullanilmak icin saklanir (Guthrie
ve digerleri, 2004). Yag, ihtiya¢ halinde kullanilmak icin yag hiicrelerinde depolanir.
Karbonhidrat, 6zellikle beyinde daha sonra kullanilmak {izere, karaciger ve kas hiicrelerinde

glikojen olarak depolanir (Guthrie ve digerleri, 2004).

Memeli hiicrelerde glikoz tasinmasi metabolizma i¢in gerekli bir durumdur. Taginma
islemi kolaylastirilmis difiizyon ile glikoz tasiyicilar araciligiyla meydana gelir. Bu tasinma
baz1 hiicre tiplerinde, kas dokusunda, kalpte, beyaz ve kahverengi adipoz dokuda insilin ile
uyarilir. Glikoz tasinmasinda insiilin aksiyonu insiilin reseptériine (IR) baglanmasiyla
gerceklesir. Glikoz tasinmasinda goérevli bes tip glikoz tasiyr vardir: GLUT1, GLUT2,
GLUT3, GLUT4 ve GLUTS5. GLUT1 ve GLUT4 insiiline duyarli dokularda bir arada
bulunur. GLUT4, GLUTl'den ¢ok daha fazladw. GLUTI, ¢ogunlukla bazal glikoz
tasinmasinda rol oynar. Bu nedenle, bazal durumda GLUT1, plazma zarinda bulunan ana
tastyicidir ve GLUT4 ¢ogunlukla hiicre igerisindedir. Insiilin stimiilasyonundan sonra
GLUT4 ve ayrica GLUT1 (ancak c¢ok daha az olgiide) hiicre ylizeyine tasinir

(Assimacopoulos-Jeannet ve digerleri, 1991).



Glikoz, pankreas [-hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmasinin  birincil
diizenleyicisidir ve bir dizi olay: tetikler. Insiilinin islevi, iskelet kas1 ve yag dokusu gibi
insiilin hedef dokularinda glikoz alimini uyararak kan glikoz seviyelerini homeostatik bir
aralikta tutmay1 saglar (Rachdaoui, 2020). insiilin, kan glukoz seviyesinin etkisi altinda f-
hiicreleri tarafindan olusturulur. Uretilen insiilin, hicre yiizeyinde bulunan bir protein olan iR
ile hiicresel diizeyde etkilesime girmesiyle her biri ayr1 bir enzim tarafindan gergeklestirilen
bir dizi hiicre ici suireci tetikler (Guthrie ve digerleri, 2004). Insiilinin, IR’lerine baglanmasi,
insiilinin fizyolojik etkilerine aracilik eder (Artung ve digerleri, 2016). Biyolojik etkilerine,
en az iki ek varyanti, IR-A ve IR-B insiilin reseptdrlerinin aktivasyonu aracilik eder. IR-A'nin
instllin igin afinitesi, IR-B ile karsilastirildiginda daha yiiksektir ve bu varyantlarm
aktivasyonu, p-alt birim otofosforilasyonunun aktivasyonu ile sonuglanr. IR
otofosforilasyonu, insiilin reseptor substratlarinin (IRS'ler) devreye girmesine ve aktivator

fosforilasyonuna neden olur (Pardo ve digerleri, 2019).

Insiilin, GLUT4 {izerinden etki gdsterir. Insiilinin IR ile etkilesimi sonucunda GLUT4,
hlcre yuzeyine gecerek, glikoz ve protein gibi daha biylik molekulli besinlerin hiicreye

girmesine olanak saglar (Guthrie ve digerleri, 2004). Boylece homeostatik denge diizenlenir.

2.1.3. Diabetes Mellitusun Komplikasyonlari

Diyabet komplikasyonlarmm gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalar1
aydmlatmaya yonelik ¢ok sayida ¢alisma olmasina ragmen, bunlarin kesin patofizyolojisi tam
olarak anlasilamamustir. Ancak ana mekanizmalardan biri oksidatif strestir. Oksidatif stres,
serbest radikal olusum hiz1 antioksidan savunma sistemlerini astiginda gelismekte ve bu da
serbest radikallerin toksik etkilerine neden olmaktadir. Serbest radikal tdrleri biyolojik
homeostazda Onemli fizyolojik bilesenlerdir, ancak tretimleri vicudun antioksidan
kapasitesinden daha fazla ve asir1 arttiginda oksidatif stres ortaya ¢ikmaktadir (Yaribeygi ve
digerleri, 2020).

DM, artan reaktif oksijen tirleri olusumuna bagl artan oksidatif stres ile iliskili bir
durumdur ve altta yatan ana neden hiperglisemidir. Ayrica proinflamatuvar bir ortam, sitokin
sinyallemesinden dolayr ROS olusumunu uyarmaktadir (Gauster ve digerleri, 2017).
Oksidatif stres, patofizyolojik molekiiler mekanizmalar1 indiikleyen ve insiilin direncine ve

DM'ye yol acan bir dizi zararli yolu baglatan, insiilin direnci gelisiminin yani sira diyabet



komplikasyonlar1 i¢in 6nemli bir olaydir (Yaribeygi ve digerleri, 2020).

Makrovaskiler, mikrovaskiiler ve norolojik komplikasyonlar olmak Uzere (g
diyabetik komplikasyon mevcuttur. Ancak yiiksek kan sekeri seviyeleri tim bu
komplikasyonlarda ortak bir nedendir (Guthrie ve digerleri, 2004).

Hamilelik donemindeki komplikasyonlar ise maternal diyabete yanit olarak meydana
gelen fonksiyonel degisiklikleri, azalmis yag asidi oksidasyonunu, bozulmus mitokondriyal
fonksiyonu ve artan reaktif oksijen tirlerinin Gretimini igerir. Plasentada ise anormal plasental
fonksiyon, besin transferini etkileyebilir ve fetal dolagima salinan biyoaktif molekiillerin
olusumunu degistirebilir (Jiang ve digerleri, 2017). GDM gebeligindeki plasentalar, normal
gebeliklerdeki plasentalardan daha biiyiik ve daha agirdir. GDM'de dogum agirlig1 ve plasenta
agirhgr normal gebeliklere gore daha yiiksektir. Bu nedenle GDM durumunda, biylyen
fetUstin artan beslenme gereksinimlerine yanit vermek i¢in plasentanin etkinligini korumak
icin biydr (Carrasco-Wong ve digerleri, 2020). Plasentanin merkez bolgesinin kalinligi ve
plasenta kotiledonlarinin sayis1 da normal gebeliklerdeki plasentalara kiyasla GDM'de daha
yuksektir. Hiperglisemi, kotiledonlarda arteriyel vaskiler dirence yol acan bir faktor
oldugundan, plasentanin biiylimesi, fetiise uygun besin taginmasini saglayan gelisimi
sirasinda adaptif bir yanit olabilir (Carrasco-Wong ve digerleri, 2020). Sonucta fetal
blylmeyi etkiler ve yavrular1 daha sonraki yasamda metabolik hastaliga yatkin hale getirir

(Jiang ve digerleri, 2017).

GDM'de hiperglisemi, endotel hiicrelerine zarar verebilir ve bu da hipertansiyon ile
iliskili vaskiiler fonksiyon bozukluguna neden olabilir. Bu nedenle GDM'nin gebelikte ve
dogum sonras1 donemde hipertansiyon insidansini arttirdigi one siiriilmiistiir. Hem diyabet
hem de hipertansiyon, diinya ¢apinda gebeliklerin %3 ila %5'ini etkileyen ve yiiksek tansiyon
ve protein {irisi ile karakterize edilen bir hastalik olan preeklampsinin gelisimi icin risk
faktorleridir (Alejandro ve digerleri, 2020). Gebelikte hiperglisemi genellikle dogumdan
sonra diizelse de, GDM hastalarinda gebelikten sonra da devam eden uzamis insiilin direnci
ve B-hucre disfonksiyonu da gozlenebilir (Alejandro ve digerleri, 2020). Bu nedenle, énceden
teshis edilmis GDM'si olan kadinlarim yasamlarinin ilerleyen donemlerinde %50 gibi yiiksek
bir riskle Tip 2 Diyabet (T2D) gelistirme riski daha yiiksektir (Alejandro ve digerleri, 2020).
Asirt besin depolama, dogumda yenidogan boyutunda bir artiga veya makrozomiye neden
olur. GDM gebeliklerinin %15 ila %45'i makrozomik bebeklerle sonuglanir, yag kiitlesinin
biiyiik kismu fetiistin karin ve omuzlarinda yogunlasarak omuz distosisi ve dogum travmasi

riskini artirir. Hamilelik sirasinda hipertansiyon ve obezite gibi diger risk faktorleriyle



birlesen GDM'nin varligi, diinya ¢apinda yaklasik %10,6'ya ulasan bir prevalans olan erken
dogum ve 610 doguma da yol agabilir (Alejandro ve digerleri, 2020).

2.1.4. Insiilinin Fizyolojik Rolii-Insiilin Direnci

Insiilin, karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmasi, iyon ve amino asit tasinmast,
hiicre boliinme dongiisii, ¢ogalmasi ve farklilasma, nitrik oksit (NO) tiretimi tizerinde ¢esitli
etkileri olan bir hormondur (Mancusi ve digerleri, 2020). Insiilinin birincil islevi, hedef
dokularda D-glukoz, aminoasitler ve lipidler gibi metabolik substratlarin metabolizmasini

dizenlemektir (Pardo ve digerleri, 2019; Artung ve digerleri, 2016).

Hiicreler, plazma hiicre zarinda eksprese edilen insiilin reseptorlerinin aktivasyonunu
takiben insiiline yanit verir. Bu da hiicre ici hiicre sinyallemesinde hiicre metabolizmasinin

aktivasyonu ile sonuglanan modifikasyonlara yol acar (Villalobos ve digerleri, 2019).

Spesifik bir hormon konsantrasyonuna beklenenden daha zayif bir fizyolojik tepki
olarak karakterize edilen insiilin direnci, glukoz metabolizmasi {izerinde yeterli insiilin
etkisinin olmamasi1 durumudur (Mancusi ve digerleri, 2020). Hucrelerin insuline etkili bir
sekilde yanit veremedikleri ve dolayisiyla optimalin altinda bir glikoz alimiyla sonug¢lanan bir
patolojidir (Yaribeygi ve digerleri, 2020). Insiilin direnci, viicudun periferal hiicrelerinde
(oncelikli olarak kas ve yag hiicrelerinde) ve karacigerde olugsmaktadir. Yaslanma, sedanter
yasam ve obezite gibi ¢evresel faktorlerin yani swra genetik faktor kaynakli da ortaya
¢ikmaktadir (Guthrie R ve Guthrie D, 2004).

Insiiline direncli durumlarda insiiline kars1 hiicresel duyarlilik azalir ve instlin sinyal
yolunun aktivasyonu igin daha yiiksek insiilin konsantrasyonlar1 gerekmektedir (Artunc ve
digerleri, 2016; Rachdaoui, 2020). Hiperinsiilinemi, hiperglisemi, inflamasyon, lipid fazlaligi,
mitokondriyal disfonksiyon ve endoplazmik retikulum (ER) stresi insilin direncine katkida
bulunan faktorlerdendir. Protein fosfatazlarin hiperaktivasyonu, artan adaptdor protein
ekspresyonu ve insulin sinyal molekillerinin artan O-N-asetilglukozamin modifikasyonu,

insiilin direncinin geligimi ile baglantilidir (Artung ve digerleri, 2016).

Iskelet kas1, yag dokusu ve karaciger gibi periferik dokulardaki insiilin direnci obezite
ile karakterize nedenlerdir (Rachdaoui, 2020). Ayn1 zamanda, DM'nin ve bunun sonuglarinin
altinda yatan birincil molekiiler yolaklardan biri ve ayn1 zamanda inflamatuvar yanitin da bir

nedenidir (Yaribeygi ve digerleri, 2020).



Plasenta, fetal glikoz degisimindeki dengeyi saglamak i¢in maternal insiilin direncini
ve hepatik glukoz tiretimini arttiran hormonlar salgilar (Baeyens ve digerleri, 2016). Kortizol,
ostrojen, progesteron, insan plasental buytume faktori (hPG), insan plasental laktojeni (hPL)
gibi plasental hormonlar hamilelik sirasinda insiilin direncinin gelismesine aracilik eden
hormonlardir (Choudhury ve digerleri, 2021; Samra ve digerleri, 2022). Plasental hormonlara
bagli olarak insiilin direncinde ilerleyici bir artis vardir (Sweeting ve digerleri, 2022). Boylece
maternal dolasimdaki glukoz seviyelerini yiikselterek glikoz dengesini korur (Baeyens ve
digerleri, 2016).

Bununla birlikte, GDM'li kadmnlarm plasentalarinda leptin ve reseptorleri kontrollere
kiyasla daha yiiksek bir ifade edilir. Bunun sonucunda sinyal molekiillerinin aracilik ettigi
protein sentezi daha ¢ok aktive edilir. Daha ylksek plasental protein sentezi, GDM'deki

plasenta ve fetal biiylimedeki artis1 kismen agiklar (Arroyo-Jousse ve digerleri, 2020).

2.1.4.1. Protein Kinaz B (PKB/AKT)

Protein Kinaz B (PKB/AKT), glikoz metabolizmasmin diizenlenmesinde yer alir
(Lungkaphin ve digerleri, 2014). Ayn1 zamanda Akt, fosfatidilinositol 3-kinaz/protein kinaz
B (PI3K/Akt) yolaginda 6nemli bir rol oynar. PI3K'nin aktivasyonu, Akt't Thr308 ve Ser473
gibi kinaz bolgelerinde p- Akt'a fosforile eder ve daha sonra asagi akis ile ilgili sinyal yollarini

fosforile eder. Boylece hicresel fonksiyonlar module edilir (Li ve digerleri, 2017).

Insiilin sinyal zinciri, insiilinin reseptdriine baglanmasiyla baslatilir ve insiilin
reseptori substrat (IRS) proteinini aktive eder (Lungkaphin ve digerleri, 2014). Aktive
edilmis IRS'ler, PI3K ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ile ilgili iki 6nemli
hiicre i¢i sinyal yolunun substratlarin1 fosforile eder (Gotacki ve digerleri, 2022). PI-3K,
glikoz tastyici tip 4'lin (GLUT4) insiilinle uyarilan hiicre i¢i translokasyonundaki ana rolii
nedeniyle metabolik aktiviteden sorumluyken; MAPK insulinin mitojenik etkisinden
sorumludur. Aktive edilmis PI3K, fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3) tretmek icin hiicre
zarmin fosfolipidleri tizerinde hareket eder (Gotacki ve digerleri, 2022). PI3K aktivasyonu
PKB/AKT gibi asagi akis sinyal molekiillerinin aktivasyonunu indiikler (Lungkaphin ve
digerleri, 2014). Bu reaksiyonlar sonucunda GLUT4 vesikillerinin hlicre ylizeyine gecmesine
aracilik eder. Bu durum GLUT4’un glikoz ve protein gibi daha biiyiik molekiillii besinlerin

hiicreye girmesine olanak saglar.
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Sekil 1. PI3K/AKT sinyal yolu (Samra ve digerleri, 2022'den uyarlanmistir).

Insiilinle uyarilan glikoz kullaniminin yaklasik %90'1 iskelet kasinda meydana gelir
ve glikoz metabolizmasimin ve enerji homeostazinin diizenlenmesinde énemli bir rol oynar.
Insiilin, PI3K/AKT sinyal yolu araciligiyla glikoz tasmmmasmi, glikojen sentezini ve protein

sentezini tesvik ederek iskelet kas1 metabolizmasini diizenler (Huang ve digerleri, 2018).

PI3K/AKT yolunun aktivasyonu, pankreas B hiicrelerinden insiilin sekresyonunu
destekler. AKT'nin pankreatik [ hiicrelerinde asir1 ekspresyonu ve konstitiitif aktivasyonu, 3
hiicre kiitlesinde, proliferasyonunda ve hiicre boyutunda bir artisa neden olur (Huang ve
digerleri, 2018). Boylece PI3BK/AKT sinyalini bozarak instlin direncine neden olur ve insilin
direnci PI3K/AKT sinyalini daha da siddetlendirerek bir kisir dongii olusturur. Son olarak,
kisir dongii obeziteye ve DM’ye yol agabilir.

2.1.4.2. insiilin Reseptor Substrat1 1 (IRS1)

Insiilin reseptdr substrat (IRS) proteinleri, insiilin sinyallesmesinde merkezi bir rol
oynar (Schmitz-Peiffer & Whitehead, 2003). Dort tiyesi vardir: IRS1, IRS2, IRS3, IRS4.
Memeli hiicrelerinde her biri benzer bir yapiy1 paylasir. IRS1 oncelikle iskelet kas1 ve yagda
islev goriir, IRS2 ise karacigerde baskin role sahiptir. Bir¢ok iskele proteini gibi, IRS1 de
ayrik modiiler alanlar igerir. Bunlarmn en iyi karakterize edilenleri, IRS1'i aktif IRye bagladig1



gorulen N-terminalindeki PleckstrinHomology (PH) ve Fosfotirozin Baglama (PTB)
alanlaridir. IRS1'in C-terminal bdlgesi, dogrudan IR tarafindan fosforile edilen bir dizi

konsensds tirozin fosforilasyon motifi igerir (Schmitz-Peiffer & Whitehead, 2003).
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Sekil 2. Insiilin sinyal yollar1 (Schmitz-Peiffer & Whitehead, 2003'den uyarlanmistir).

Insiilin sinyali, IR otofosforilasyonu ve aktivasyonu ile sonuglanan, hiicre yiizeyinde
transmembran tirozin kinaz reseptdriine baglandiginda baslar. Aktive edilmis IR, proteinlerin
IRS ailesi, Shc, APS,CAP ve c-Cbl dahil olmak (zere bircok adaptor/iskele molekilind
fosforile eder. Spesifik motifler icindeki bu proteinlerin tirozil fosforilasyonu, asagi akis
efektdrlerini toplamaya hizmet eder. Grb2/SOS kompleksinin tirozin fosforile edilmis Shc'ye
alimy, transkripsiyonu destekleyen MAPK kaskadinin aktivasyonuna yol acar. IRS1'in (veya
IRS-2) fosforilasyonu, protein fosfataz SHP2, adaptor protein Nck ve lipid kinaz, PI13K gibi
efektorlerin toplanmasma yol acar. PI3K'nin aktivasyonu, plazma zarinin i¢ yaprak¢iginda
PIP3 olusumuna yol agarak, fosfoinositide bagimli protein kinaz-1/2 (PDK1/2), atipik
PKC'ler (aPKCz ve aPKCi/l) ve Akt dahil olmak (zere serin/treonin (Ser/Thr) kinazlarin
toplanmas1 ve aktivasyonu ile sonuclanir. Memeli rapamisin hedefi (mTOR) ve Glikojen
Sentaz Kinaz-3b (GSK3b) dahil olmak iizere asag1 akis substratlarinin fosforilasyonu, artan
protein ve glikojen sentezini tesvik eder. Akt, aPKC ve TC10'un aktivasyonunun timu,
GLUT4"in hiicre i¢i bir bdlmeden hiicre i¢ine artan glukoz taginmasini kolaylastirdigi plazma

zarma maksimum insiilinle uyarilmis translokasyonu ic¢in gereklidir (Schmitz-Peiffer &
Whitehead, 2003).

10



Kalic1 hiperinsiilinemi durumunda, IR ekspresyonu azalir ve IR kinaz aktivitesinin
inhibe edilmesine neden olur (Reinehr ve digerleri, 2018; Rachdaoui, 2020). Ayn1 zamanda
IRS1 ve IRS2’nin tirozin fosforilasyonunun inhibe edilmesi gibi hiicre ici sinyalizasyon
basamaklarmin degistirilmesi gibi ¢esitli mekanizmalar yoluyla periferik insiilin direncine
katkida bulunur (Reinehr ve digerleri, 2018; Rachdaoui, 2020). GDM'li kadinlar daha biiyiik
oranda serin fosforile edilmis IRS1 sergiler. IRS1'in serin fosforilasyonu, PI3K baglanma

yetenegini bozar ve tirozin kinazi inhibe eder (Nguyen-Ngo ve digerleri, 2019).

2.1.5. inflamasyon

T2DM ile ilgili yapilan c¢aligmalarda, T2DM gelisiminden Once inflamasyon
belirteclerinde artis oldugu tespit edilmistir. Bu artis inflamasyonun T2DM tanisindan dnce
instlin direnci ile birlikte ortaya ¢iktigini disiindiirmektedir (King, 2008). Son yillarda,
inflamatuvar sistemin diyabet patogenezindeki rolii giderek daha fazla arastirilmaktadir.
Inflamatuvar profilde birkac hiicre tipi tarafindan eksprese edilen bir grup protein olan
sitokinler, immin mediatorleri ve diizenleyiciler olarak islev goriirler (Xiao ve digerleri,
2014). Insiilin direnci, timor nekroz faktori-a (TNF-a) ve interleukin-6 (IL-6) gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin anormal salgilanmasi ve interleukin-4 (IL-4) ve interleukin-10 (IL-
10) gibi anti-inflamatuvar mediatorlerin {iretiminin azalmasi ile iliskilendirilir (Xiao ve
digerleri, 2014). DM ve insulin direnci etiyolojisinin diisiik dereceli kronik inflamasyon

icerdigine dair kanitlar artmaktadir (Yaribeygi ve digerleri, 2020).

Inflamasyon, endoplazmik retikulum (ER) stresinin metabolik homeostazi olumsuz
etkiledigi baskin mekanizmadir. NUkleer Faktor Kappa B (NF-xB), c-Jun N-terminal kinazlar
(JNK) ve apoptoz sinyal yollarmin aktivasyonunu igerir. Endoplazmik retikulum (ER)
stresine yanit olarak, katlanmamis protein yanit1 (UPR) ile ilgili ti¢ yolak aktive edilir. Bu
yolaklardan ikisi, protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici
transkripsiyon faktorli 6 (ATF6) tarafindan yonetilir. Bu aktivasyon, NF-kB sinyal yolunu
uyararak IRS1 fosforilasyonu araciligiyla instilin aksiyonunun inhibisyonuna neden olur.
Inositol gerektiren enzim 1 (IRE1)’in aracilik ettigi yolak ise JNK sinyal yolunun

aktivasyonuna neden olur (Zatterale ve digerleri, 2020).

Dolagimdaki inflamatuvar sitokinler, g¢esitli mekanizmalarla B-hiicre fonksiyonunu

etkiler. Ornegin, TNF-a, IL-1B ve interferon-gama (IFN-y) gibi inflamatuvar sitokinler, -

11



hicre kalsiyum regulasyonunu ve ardindan insiilin salimimimi bozar. Adacik amiloid
polipeptidi, adacik hiicrelerinde IL-1p iretimini arttirir. Pro-inflamatuvar sitokin IL-1p,
T2DM'de adacik iltihabinin ana diizenleyicisidir. IL-1p, artan apoptoz yoluyla B-hicre
yetmezligine dnemli bir katkida bulunur. Genel olarak, dogal ve adaptif bagisiklik hiicreleri

ile insiilin direnci ve B-hiicre fonksiyonu arasinda karmasik bir etkilesim vardir.

2.1.5.1. Tumor Nekroz Faktor Alfa (TNF-a)

Tumor Nekroz Faktori-o (TNF-a), bir metalloproteinaz tarafindan pargalanan bir
transmembran proteindir. TNF-a, pro-inflamatuvar bir sitokindir. Insiilin reseptdrii substrati
1 (IRS-1), instlinin bir instilin reseptoru ile etkilesimini durduran TNF-a tarafindan fosforile
edilir (Reinehr ve digerleri 2018). TNF-a, yag dokusu monositleri ve makrofajlar tarafindan
iiretilerek insiilin direncine yol agmaktadir (Abell ve digerleri, 2015). TNF-a ayrica yag
dokusunda hormona duyarli lipazin aktivitesini de artirarak serbest yag asidinin dolasima
salintmini artirmaktadir (Reinehr ve digerleri, 2018). Viseral yag dokusu TNF-a Uretiminin
derecesi, yetigskinlerde hem insiilin direnci hem de obezite ile olumlu sekilde artar (Reinehr

ve digerleri, 2018).

1990'larda yapilan TNF-a caligsmalar1 ilk olarak inflamasyon ve IR arasindaki iliskiyi
ortaya ¢ikardi. TNF-a, adiposit lipolizini artirarak ve IRS-1'in (insiilin reseptorii substrati-1)
serin/treonin fosforilasyonunu artirarak insiilin direncine neden olan, yag dokusundan
turetilen bir pro-inflamatuvar sitokindir (Chen ve digerleri, 2015). IKKS/NF-xB yolu da dahil
olmak Uzere birkag sinyal yolu, insilin direnci patogenezinde yer alir. TNF-a'nin adenozin
monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK) yolunu aktive ederek hem visseral hem de
subkutan adipositlerde glukoz alimmi artirabildigi, JNK1/2'yi aktive ederek visseral
adipositlerde insiilin direncini tetikledigi bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2015). Bununla
birlikte, IR"yi tedavi etmek icin TNF sinyalini bloke etmeyi amaclayan TNF-a siiper aile Gyesi
STWEAK (¢0ziiniir tiimor nekroz faktorii benzeri zayif apoptoz indiikleyicisi) gibi terapilerle
ilgili galigmalar, TNF-a 'in insulin direncinde rol oynadigini gostermistir (Chen ve digerleri,
2015).
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2.1.5.2. interlokin-1 Beta (I1L-1p)

IL-18 geni tarafindan pro-inflamatuvar sitokin olan IL-1f Uretilir (Liu ve digerleri,
2020). IL-1p salgilanmasi inflamasyon aktivitesi ile diizenlenir (Chen ve digerleri, 2015).
Artan IL-1f protein seviyelerinin inflamatuvar yanit1 artirir, nitrik oksit (NO) olusturarak
pankreas beta hiicrelerinde hasara neden olur ve pankreas adaciklarinda insiilin salinimini
bloke eder (Liu ve digerleri, 2020).

IL-1p, periferik dokularda ve makrofajlarda insilin sinyalini bozarak instlin direncine
katkida bulunur, bu da beta hiicrelerinin insiilin duyarlilignin azalmasina ve olasi insiilin
sekresyonunun bozulmasina yol acar. Endotel hiicreleri ve monositler gibi ¢esitli hiicrelerde

IL-1p seviyeleri hiperglisemi sirasinda artar (Chen ve digerleri, 2015).

IL-18, obezitenin neden oldugu inflamasyonun gii¢lii bir aracisidir ve T2D'nin
patogenezinde yer alir. Hipergliseminin pankreas beta hiicreleri tizerinde olumsuz sonuclara
aracilik eder (Zatterale ve digerleri, 2020). IL-18 ayrica T2DM inflamasyonunun neden
oldugu organ disfonksiyonunun baslatilmasinda ve stirdiiriilmesinde hayati bir rol oynar. IL-
15, sistemik inflamasyonu artirabilir ve makrofajlar gibi baslica insiilin hedefli hiicrelerde

instlin etkisini inhibe edebilir (Chen ve digerleri, 2015).

2.1.5.3. Interlokin-6 (1L-6)

IL-6, pro-inflamatuvar bir sitokindir (Reinehr ve digerleri, 2018). IL-6, Ozellikle
adipoz doku olmak tizere bircok doku tarafindan salgilanir. GLUT4 ve IRS-1 ekspresyonunu
azaltarak insulin direncine neden olur. Bu etkiler, Janus kinaz-sinyal doniistiiriiciistiniin ve
transkripsiyon aktivatorunin (JAK-STAT) sinyal yolunun aktivasyonu ve sitokin sinyal 3
baskilayicisinin (SOCS3) ekspresyonunun artmastyla ortaya ¢ikar. IL-6 ayrica PI3K yolunu
bloke eder, glikojen sentezini bozar ve instlin direncini indiikler. Insan iskelet kasindaki
instlin direncinin, sinyal donistiiriicli ve transkripsiyon aktivatorii 3 (STAT3)'0 aktive ederek
toll benzeri reseptor-4 (TLR-4) gen ekspresyonunu indikleyen IL-6 stimiilasyonu ile iligkili

oldugu 6ne siirtilmiistiir (Chen ve digerleri, 2015).

IL-6, bozulmus insiilin sinyallesmesine yol agarak hem karaciger hem de adipoz

dokuda insiilinle uyarilan tirozin fosforilasyonunun inhibisyonunu tesvik eder. Ancak iskelet
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kasi tizerindeki IL-6 etkisi i¢in ¢eliskili sonuglar bildirilmistir (Zatterale ve digerleri, 2020).
IL-6, plazma membraninda GLUT4 translokasyonunu artirir. Ayrica, murin iskelet kasi
hicrelerinde IL-6'nin, JNK aktivasyonu yoluyla insiilin ile uyarilan glikoz alimini

azaltabildigini gosterilmistir (Zatterale ve digerleri, 2020).

IL-6'nin maternal plazma seviyeleri, GDM ile pozitif iliskilidir. Boylamsal ¢aligmalar,
normal bir hamilelik boyunca bu seviyelerin ilerlemesinde heterojenlik oldugunu
gostermistir. Calismalar, 1L-6 seviyelerinin GDM'nin patofizyolojik durumunun bir yan
irlinii olmaktan ziyade, ileriye doniik olarak GDM gelisimini tahmin edip etmedigini heniiz

belirlememistir (Rodrigo & Glastras, 2018).

2.1.5.4. Nukleer Faktor Kappa B Yolag: (NF-kB)

Nukleer Faktor Kappa B (NF-xB), p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 ve p52/p100 gibi
Rel ailesi proteinlerinden olusan bir transkripsiyon faktoriidiir (Chen ve digerleri, 2015).
Normal kosullarda IkB proteinlerine bagli olarak sitoplazmada tutulur (Samra ve digerleri,
2022). I1kB, NF-kB'nin niikleer lokalizasyonunu engeller. Obez bireylerde oldugu gibi ¢esitli
patojenik uyaranlarla stimulasyondan sonra, iki alt birim (IKKa ve IKKp) iceren IKK
kompleksi aktive olur ve bu, IkBa'in Ser32 ve 36'da fosforilasyonunu tetikler. NF-xB'nin
niikleer lokalizasyon sekansini a¢iga ¢ikarir ve ¢ekirdege translokasyonunu ve TNF-a, IL-18
ve IL-6 gibi enflamatuar aracilar1 kodlayan hedef genlerin yukar1 regiilasyonunu tetikler
(Chen ve digerleri, 2015). Adipositlerdeki IKKp eksikligi, serbest yag asidi-(FFA-) ile
indiklenen TNF-a ve IL-6 ekspresyonunu tamamen onlerken, IKKp aktivasyonu, leptin ve
adiponektin gibi anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe eder (Chen ve digerleri,
2015).

Bununla birlikte, rezistin, TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi pro-inflamatuvar sitokinler, artan
lipid birikimi nedeniyle plasenta ve adipositler tarafindan iretildiginde, IkB-o'nin inhibe
edilmesi indiklenir. Sonug olarak, NF-xB aktive edilir. Inflamasyon ve insiilin direncini
kodlayan genlerin transkripsiyonunda yer aldig1 c¢ekirdege dogru yer degistirir (Samra ve

digerleri, 2022).
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2.2. Hamilelikte Maternal Metabolik Degisiklikler

Hamilelik, viicudun tiim sistemik uyum mekanizmalarinin degistigi ve ylksek
diizeyde strese maruz kaldig1 fizyolojik bir durumdur (Pardo ve digerleri, 2019). Hamileligin
ilk dénemlerinde, pankreas B-hucrelerinde hem hipertrofi hem de hiperplazi meydana
gelmekte ve bu hiicreler diyetle alinan glikoz alimini dengelemek icin insiilin seviyelerini
yaklagik olarak % 60 oraninda yiikseltir (Lizarraga ve digerleri, 2021; Lorenzo ve digerleri,
2019). Bunun sonucunda maternal dokular insiiline karsi giderek duyarsiz hale gelir
(Kampmann ve digerleri, 2019). Hamilelik sirasinda meydana gelen insiilin direnci, maternal
glikoz kullanimmni smirlayan ve bdylece gelismekte olan fetiisiin yeterli miktarda besin
ithtiyacin1 glikoz olarak almasini saglayan evrimsel bir siirectir (Kampmann ve digerleri,
2019; Pardo ve digerleri, 2019). Fetal ve plasental gelisime yardimci olmak i¢in bu siireg
hamilelik boyunca degisir (Lizarraga ve digerleri, 2021). Gebelik sirasinda gelisen maternal
insiilin direncinin derecesi, anneden fetiise glikoz gegisinin derecesi ile iligkilidir (Kampmann
ve digerleri, 2019). Hamile olmayan kadinlara kiyasla karaciger, kas ve yag hiicrelerinde
insiilin duyarlilig1 ikinci trimesterin sonunda azalmaya baglar ve tiglincii trimesterde % 45-

70'e diiger (Lizarraga ve digerleri, 2021).

Hamileligin ilerleyen donemlerinde ise maternal yag depolar1 azalirken, serbest yag
asidi seviyeleri yikselir (Vejrazkova ve digerleri, 2014) ve glikoz metabolizmasi hamilelik

oncesi seviyelere gore %40-60 oraninda bozulur (McElwain ve digerleri, 2021).

Fetlisiin biiyiimesi ve gelismesi, anneden fetiise plasenta boyunca besin akisiyla
gerceklesir. Fetiise glikoz iletimi, fetal ve maternal dolasim arasindaki konsantrasyon
gradyanina baglidir (Baeyens ve digerleri, 2016). Biylyen fetls, maternal glikozun artan bir
fraksiyonunu plasentaya yonlendirir ve bdylece maternal dolasimdaki glikozu diisiirdir.
Plasenta, fetal glikoz degisimindeki dengeyi saglamak i¢in maternal insiilin direncini ve
hepatik glukoz iiretimini arttiran hormonlar salgilar. Boylece maternal dolasimdaki glukoz

seviyelerini yikselterek glikoz dengesini korur (Baeyens ve digerleri, 2016).

Annedeki insilin direnci, annenin enerji icin karbonhidratlar yerine lipitleri
kullanmasina ve ayrica karbonhidratlar1 fetiis tarafindan kullanimima neden olur. Fetiis,
hamilelik siiresi boyunca enerji gereksinimini bu 6zellik sayesinde saglar (Lizarraga ve

digerleri, 2021). Bu adaptif siirecler insiilin talebindeki artis1 telafi edemediginde, maternal
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kan glukoz seviyeleri yiikselir ve bu da GDM gelisimine neden olur (Lorenzo ve digerleri,
2019)

2.2.1.Hamilelikte Diyabet : Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

GDM, gebelik sirasinda ortaya ¢ikan glikoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir
(Choudhury ve digerleri, 2021). Hamile bir kadinda GDM'nin ilk 6rnegi 1824'te Alman
arastirmacilar tarafindan belgelenmistir. Hamileligin 20-24. haftalarindaki diyabet
semptomlarmin en erken tanimi ise Lambie tarafindan 1926'da bildirilmistir. 1957 ve John
O'Sullivan'm tarafindan 1961 ve 1964 tarihli makalelerinde daha fazla vurgulanarak dikkat

¢ekmistir (Choudhury ve digerleri, 2021).

GDM, gestasyonun ikinci yarisinda gériilen insiilin sekresyonundan sorumlu pankreas
beta hiicre disfonksiyonu sonucu ilerleyici insulin direnciyle karakterize edilen klinik bir
durumdur (Succurro ve digerleri, 2021). Metabolik ve iireme komplikasyonlar1 nedeniyle

onemli bir kiiresel saglik sorunudur (Choudhury ve digerleri, 2021).

GDM, bircok genetik varyasyonun diyet ve ¢evresel degiskenlerle etkilesimi ile ortaya
¢ikan poligenik bir hastaliktir (Lorenzo ve digerleri. 2019). GDM'yi etkileyen ¢esitli faktorler
vardir. Obezite, ailede diyabet dykiisii bulunmasi, 25 yasin lizerinde olmak, dnceki hamilelik
sliresinin uzun olmasi, polikistik over sendromu (PKOS) gibi nedenler GDM igin risk
faktorleridir. Ayrica Afrika- Amerikali, Asya-Amerikali, Amerikan Kizilderili, Hispanik veya
Latino bolgeleri ve Pasifik Adalar1 gibi bdlgelerde daha yaygin goriilmektedir (Choudhury ve
digerleri, 2021). Altta yatan etiyoloji ve mekanizmalarinin tam olarak tespit edilememesinden

dolay1 kesin tan1 gelistirmek oldukca zor olmaktadir (Lorenzo ve digerleri, 2019).
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Sekil 3. 2005-2018'de kiiresel GDM prevalanst (Mclntyre ve digerleri, 2019°de

uyarlanmistir)

Amerikan Diyabet Dernegi tarafindan 2021 yilinda GDM, asagida gosterildigi gibi bir

adim ve iki adim stratejisi ile teshis edilmektedir:
Tek adimlr strateji;

24-28 haftalik gebelikte heniiz diyabet teshisi konmamis bir kadindan alinan plazma
glikozu ile 75 g OGTT (oral glikoz tolerans testi) acken ve 1 ve 2 saatte Olcilir. En az 8
saatlik gece aghiginin ardindan sabah OGTT testi uygulanmaktadir. Plazma glikoz

sonuglarmdan herhangi biri,
- A¢ kalma durumu : 92 mg/dL (5,1 mmol/L)
- Bir saat : 180 mg/dL (10.0 mmol/L)
- Iki saat : 153 mg/dL (8,5 mmol/L)
yukaridaki kriterlere esit veya daha yiiksek oldugunda, GDM teshisi konulmaktadir.
Iki adimli strateji;

Adim 1°de heniiz diyabet tanis1 almamis kadinlarda hamileligin 24-28. haftalarinda
tokluk durumunda 50 g glikoz yiikleme testi (GLT) yapilmaktadir. Plazma glikozu 1 saatte
Olctlmektedir. Yuklemeden 1 saat sonra belirlenen plazma glikoz seviyesi 130, 135 veya 140

mg/dL'den (sirasiyla 7,2, 7,5 veya 7,8 mmol/L) yiiksek ise 100 g OGTT'ye gecilmektedir.
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Adim 2’de ise hastanin aglik durumunda 100 g OGTT testi uygulanmaktadir.
Asagidaki dort plazma glukoz degerinden en az ikisi, aclikta ve OGTT swrasinda 1, 2 ve 3

saatte Ol¢lilmektedir. Glikoz sonuclari:
- A¢ kalma durumu : 95 mg/dL (5.3 mmol/L)
- Bir saat: 180 mg/dL (10.0 mmol/L)
- Tki saat: 155 mg/dL (8,6 mmol/L)
- Ug saat : 140 mg/dL (7,8 mmol/L)

yukaridaki kriterlere esit veya bundan daha biiyiik oldugunda, GDM teshisi konulmaktadir
(ADA, 2021).

Diinya ¢apinda GDM prevalans1 %5 ile %25.5 arasinda degigsmektedir ve ik, etnik
koken, yas, viicut kompozisyonu ile tarama ve tanmi kriterlerine baghdir (Choudhury ve
digerleri, 2021). Bu sadece gegici bir durum degil, ayn1 zamanda tip 2 diyabetes mellitus,
hipertansiyon ve aterosklerotik hastalik i¢in de yiksek risk faktorudir (Zhang ve digerleri,
2021).

Diyabete benzer sekilde, GDM gelisimi, b-hiicre disfonksiyonu, insiilin direnci, yag
dokusu disfonksiyonu, glukoneogenez, bagirsak mikrobiyotasi disbiyozu ve oksidatif stres
dahil olmak Uzere bircok mekanizmayla iliskilidir. Bu karmasiklik nedeniyle, hastaligin

patogenezine iliskin bilgiler siirli kalmaktadir (Lu & Hu, 2022).

GDM'li kadmlarm, hamilelik sirasinda normoglisemili kadinlara gore tip 2 diyabet
(T2DM) gelistirme riski yedi kat ve kardiyovaskiiler hastalik (KVH) gelistirme riski iki kat
daha fazladir (Succurro ve digerleri, 2021). Diinya ¢apindaki gebeliklerin yaklasik ylizde 9
ila 25'i GDM'den etkilenmektedir. Oranlar, arasgtirma demografisine ve teshis kriterlerine gore

degismektedir (Alejandro ve digerleri, 2020).

Obezite, asir1 besin ve enerjiye maruz kalmaktan kaynaklanan kronik diisiik dereceli
bir inflamasyon durumudur (Rodrigo & Glastras, 2018). Bu pro-inflamatuvar ortam, degisen
cesitli adipokin, kemokin ve sitokin seviyeleri ile kendini gosterdigi gibi, yag dokusu,
karaciger ve pankreas i¢indeki metabolik hiicresel siiregleri de degistirmektedir (Rodrigo &
Glastras, 2018). Obezitedeki pro-inflamatuvar sitokinlerin ayrica hamilelikle iliskili insiilin
duyarlhiligimi da azalttig1 bilinmektedir (Lizarraga ve digerleri, 2021). Yetiskinlerde goriilen
diyabet i¢in bir risk faktorii olan obezite, GDM prevalansindaki artisla da iliskilendirilmistir
(Gaither ve digerleri, 1999).
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Hamileligin ilk {i¢ aymnda insiilin {iretimi, artan pankreas beta-hticre hacmi ve yuksek
hormon duyarhiliginin bir sonucu olarak kademeli olarak artmaktadir (Valencia-Ortega ve
digerleri, 2021). GDM'de maternal yag ve iskelet kasi dokularindaki hatali insiilin sinyal
yolaklar1 nedeniyle insiilin direnci artmaktadir (Samra ve digerleri, 2022). Insiilin direnci ve
hepatik glukoz iiretimi diizeyi i¢in beta hiicre kompanzasyonu yetersiz oldugunda GDM

gelismektedir (Abell ve digerleri, 2015).

GDM'nin patofizyolojisi halen ¢aligiliyor olmasina ragmen, hiperglisemiye yol agan
iki anahtar yolla ayirt edilir: pankreas hiicre yetmezligi ve kotiilesen insiilin direnci. Gebeligin
son doneminde instlin direnci en ylksek diizeyde oldugunda, GDM gelisen kadinlarda buna

uyum saglayan hiicrelerin yanitinda bir eksiklik vardir (Valencia-Ortega ve digerleri, 2021).

Inflamatuar belirtecler, ¢cogunlukla, GDM'li kadinlarda gebelik sirasmnda GDM'li
olmayan kadmlara kiyasla yiikselir (Ryan, 2018). GDM ile komplike olan gebeliklerde,
dolasimdaki artan inflamatuvar molekillerin bir sonucu olarak metabolik ve inflamatuvar
yolaklarda diizensizlik vardir (Siddiqui ve digerleri, 2019). GDM'de, dolasimdaki pro-
inflamatuvar sitokinlerde (IL-1, IL-6, TNF-a ve leptin) artis ve anti-inflamatuvar
molekillerde (IL-4, IL-10 ve adiponektin) azalma gergeklesmektedir ((Ryan, 2018; Lorenzo
ve digerleri, 2019; Samra ve digerleri, 2022). Leptinin kendisi, diisiik dereceli bir

inflamatuvar duruma yol agan TNF-a tiretimini artirmaktadir (Siddiqui ve digerleri, 2019).

TNF-a'nin ayrica normal glukoz toleransi olan hamile kadinlarda ve gestasyonel
diyabetli kadinlarda insiilin duyarlilig1 ile ters orantili oldugu bulunmustur (Kampmann ve
digerleri, 2019). TNF- a'nin, insiilin reseptorii substrati- (IRS-) 1'in serin fosforilasyonunu
artrrarak ve insiilin reseptorii (IR) tirozin kinaz aktivitesini azaltarak insiilin sinyallemesinin
bozulmasi yoluyla insiilin direncine katkida bulundugu gosterilmistir. Boylece, insiilin
direncini indiiklemek veya alevlendirmek igin plasenta ve iskelet kasinda TNF-a
iiretilebilmektedir. Bununla birlikte, daha sonraki ¢aligmasinda saglikli hamile kadinlarda
TNF-a ile insiilin direnci arasindaki bir iliski dogrulanamadi. Ancak Catalano, TNF-a 'nin
gebelikte insiilin direncinin gelisiminde Onemli bir rol oynadigmni desteklemektedir

(Kampmann ve digerleri, 2019).

Insiilin direncinin GDM'nin ana nedenlerinden biri oldugu bildirildiginden; anormal
sitokin diizeylerinin GDM ile iligkili olabilecegi varsayilabilmektedir (Siddiqui ve digerleri,
2019).
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2.3. Plasenta

Maternal doku ve fetiis arasinda yer alan plasenta, intrauterin yasami siirdiiren gegici
bir organdir (Carrasco-Wong ve digerleri, 2019). Bu organ endokrin, imminolojik ve
beslenme gorevlerini yerine getirerek fetal blytimeyi destekler (Carrasco-Wong ve digerlert,
2020). Plasenta, maternal ve fetal alanlar arasindaki bolgeyi kapsamaktadir ve fizyolojik bir

bariyer olarak gorev yapar (Sharma ve digerleri, 2022).

2.3.1. Plasentanin Fizyolojik Yapisi

Trofoblasta farklilasan fetal trofektoderm ve villoz ¢ekirdekte fibroblastlara,
endotelyal hicrelere ve makrofajlara yol acan ekstraembriyonik mezoderm, insan
plasentasmin Onciileridir. Fetal kan damarlarmi igeren ve sinsityotrofoblast tarafindan
kaplanan ve dolayisiyla spiral arterlerden intervilloz alana giren anne kanma dogrudan maruz
kalan trofoblast villéz agaci, insan plasentasinin fonksiyonel birimidir. Insan plasentasinda ii¢
cesit trofoblast hiicresi bulunur: sitotrofoblastlar, ekstravilloz trofoblastlar ve

sinsityotrofoblastlar (Kelly ve digerleri, 2020).
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Sekil 4. insan plasentasinim bariyeri (Kelly ve digerleri, 2020'den uyarlanmistir).
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Plasentanin, fetal gelisimi desteklemek i¢in beslenme, endokrin ve immiinolojik
islevleri vardir. Dollenme ve zigot olusumundan sonra embriyo, blastomer olusumunu igeren
seri hiicresel boliinmeler asamasina girer. Sonraki hiicre boliinmelerini takiben, iki hiicre
tipinden olusan blastosist olusur; i¢ zonda bulunan i¢ hiicre kiitlesi blastosist ve embriyonun
gelisecegi ve trofoblast hiicreleri en dis katmanda konumlandirilmistir. Embriyo
implantasyonu sirasinda, trofoblast hiicreleri desidualize stromaya girer ve c¢ogalr.
Trofoblast, iki hiicre tabakasindan olusur, i¢ tabakay1 olusturan sitotrofoblast (CTB) ve anne
kanityla dogrudan temas halinde olan ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerin bir tabakasi olan
sinsityotrofoblast (STB). Trofoblastin altinda yatan ekstra embriyonik mezoderm, fetal
makrofajlar (Hofbauer hiicreleri) ve endotelyal hiicreler tarafindan olusturulan kilcal
damarlardir. Bu tabakalar, besinlerin maternalden fetal dolasima transferini diizenleyen
birkac villozde organize edilen maternal-fetal bariyeri olusturur (Carrasco-Wong ve digerleri,
2019).

2.3.2. Gestasyonel Diabetes Mellitusta Plasenta

Plasenta hamilelikte insiilin direncinin gelismesinde ¢ok Onemli bir rol oynar.
Plasenta, maternal ve fetal ortamlar arasindaki plasental yap1 ve islevdeki degisiklikler fetal
bliylime ve gelismeyi etkiler. Anne ve fetlis arasindaki glikoz degisimi, fetal biiyiime ve

gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir (Kampmann ve digerleri, 2019).

GDM'nin bir sonucu olarak plasenta gesitli sekillerde degisebilir. Morfolojik olarak,

plasentada ¢esitli anormallikler gozlenir. GDM plasentalart:
(1) daha yiiksek plasenta agirliklari,
(2) villoz fibrinoid nekroz gibi dejeneratif lezyonlarin varlig,
(3) korangiosis gibi vaskuler lezyonlar,
(4) villoz immatdurite ve
(5) niikleus varligina gore kronik fetal hipoksi gosterir (Lizarraga ve digerleri, 2021).

Normal gebeliklerle karsilastirildiginda, GDM gebeliklerin dogum agirliklar1 ve
plasenta agirliklar1 daha fazladir. Normal gebeliklerdeki plasentalara kiyasla, GDM'li

plasentalar da merkezde daha kalindir ve daha fazla kotiledon igerir. Plasentanin biiylimesi,
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fetlise uygun bir besin taginmasini saglamak i¢in gelisimi sirasinda adaptif bir yanit olabilir,
cunki hiperglisemi kotiledonlarda arteriyel vaskiler dirence neden olan bir faktordir.
Plasentanin merkez bdlgesinin kalinligi ve plasenta kotiledonlarinin sayis1 da normal
gebeliklerdeki plasentalarla karsilastirildiginda GDM'de daha yiiksektir (Carrasco-Wong ve
digerleri, 2019).

Plasenta, GMD'nin eslik ettigi inflamasyona katkida bulunur. Yag dokularmin
plasenta ile etkileserek inflamasyona ve insiilin direncine neden olabilecegi 6ne siiriilmiistiir
(Samra ve digerleri, 2022). Her iki doku tipi de ylksek diizeyde IL-6, IL-8, TNF-a, resistin
ve leptin sergiler. Kanitlar, [L-6 ve TNF-a'nin, leptinin kendisi IL-6 ve TNF-a diizeylerini
yiikselttigi i¢cin inflamasyonu gii¢clendiren leptini yukari dogru diizenledigini gdstermistir
(Samra ve digerleri, 2022). Sonucta plasentadaki pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar
sitokin dengesi GDM ‘de bozulur. (Munro ve digerleri, 2021)

Anti-
Inflamatuvarlar
L4, IL-6, IL-10,
IL-13, TGF-B

Hamilelik

Erken Dogum

Enfeksiyon

Precklampsi

Intrauterin biiyiime kisitlanmasi
GDM

Sekil 5. Gebelik komplikasyonlarindaki pro- ve anti-inflamatuvar sitokin dengesizligi

(Munro ve digerleri, 2021°den uyarlanmustir).

2.4. Hamilelik Immiinolojisi

Plasenta, anne ve fetiis arasinda arayiiz gorevi goriir. Hamile kadinlarda zaten var olan
immun-metabolik agmn karmagikligmi artiran TNF-a, leptin ve resistin dahil olmak {izere
cesitli sitokinler salgilar (Siddiqui ve digerleri, 2019). Saglikli bir hamilelikte, plasenta
ucunct trimesterde TNF-a iiretir, ancak diizensiz dagilimi nedeniyle biiyiik kismi annenin kan

dolagimina salmir. Termde, az miktarda IL-1a ve TNF-o plasentadan gecer. Ancak IL-6nin
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daha kolay gectigi goriiliir (Ingvorsen ve digerleri, 2015). Kortizol ve TNF-a gebeligin

sonlarinda yiikselir ve insiilin duyarlilig1 diiser (Lizarraga ve digerleri, 2021).

Saglikli bir hamilelikte, hamile olmayan saglikli kadinlara kiyasla kontrollii hafif
sistemik inflamasyon vardir (Munro ve digerleri, 2021). Bu siire boyunca, dogustan gelen
bagisiklik sisteminin hiicreleri, TNF-a, IL-6 ve IL-1p gibi yiiksek pro-inflamatuvar sitokin
seviyeleri ile aktiflestirilmis fenotipler sergiler. Hamilelik boyunca uygun bir pro- ve anti-

inflamatuvar sitokin dengesinin siirdiiriilmesi gereklidir (Munro ve digerleri, 2021).

Hamilelik sirasinda plasenta, insiilin duyarliliginin azalmasia katkida bulunur. Pro-
inflamatuvar sitokinler ve plasental biiyiime hormonu (PGH) bu siirece katk1 saglamaktadir.
Pro-inflamatuvar sitokinlerin ayrica gebelikle iligkili insiilin duyarhihigmni distirdigi

bilinmektedir (Lizarraga ve digerleri, 2021).

2.4.1. Gestasyonel Diabetes Mellitus'ta Inflamasyon

Hamilelik boyunca uygun bir pro- ve anti-inflamatuvar sitokin dengesinin
stirdiiriilmesi gereklidir (Munro ve digerleri, 2021). Sitokinler GDM'de kronik inflamatuar
stire¢ riskini arttirdig1 varsayilan inflamatuvar aracilardir (Liu ve digerleri, 2020). Son
kanitlar, GDM'nin yalnizca artan insiilin direnci ve glukoz intoleransi sorunu degil, ayni
zamanda disik dereceli sistemik ve plasental inflamasyon durumu oldugunu
diistindiirmektedir (Sharma ve digerleri, 2022). Salgilanan inflamatuvar sitokinlerin neden
oldugu inflamasyon, GDM'de artan insiilin direnciyle baglantili olduguna inanilmaktadir

(Sharma ve digerleri, 2022).

IL-1B, Nod benzeri reseptor proteini 3 (NLRP3) tarafindan iiretilen GDM sirasinda
maternal IR'nin baglatilmasinda 6nemli inflamatuvar sitokindir. Sonu¢ olarak, NLRP3
inflamatuvarinin aktivasyonu, yiiksek IL-1p iiretimine aracilik etmekte ve bdylece maternal
instlin direncini baglatmaktadir. Bdylece anormal glukoz metabolizmasia neden olmaktadir

(Wu ve digerleri, 2021).

TNF-a, dogrudan GDM'ye neden olabilen beta hiicre ve insiilin sinyallesmesini bozar.
Ayrica, GDM'de hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres ve inflamatuvar degisiklikler,
daha yiiksek TNF-a ve IL-6 seviyeleriyle iliskilidir (Abell ve digerleri, 2015). TNF-a'nin

ayrica normal glukoz toleransi olan hamile kadinlarda ve gestasyonel diyabetli kadinlarda
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insiilin duyarliligi ile ters orantili oldugu bulunmustur. TNF-o’nin, IRS-1'in serin
fosforilasyonunu artirarak ve IR tirozin kinaz aktivitesini azaltarak instlin sinyallemesinin
bozulmasi yoluyla insiilin direncine katkida bulundugu gosterilmistir (Kampmann ve
digerleri, 2019). Boylece, insiilin direncini indiiklemek i¢in plasenta ve iskelet kasinda TNF-
a Uretilebilir. Sonraki ¢alismalarda, saglikli hamile kadinlarda TNF-a ile insiilin direnci
arasindaki bir iligki dogrulanamadi, oysa Catalano, TNF-a'nin gestasyonel diyabetli
kadinlarda insiilin direncinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadigini gostermistir (Kampmann

ve digerleri, 2019).

2.5. Hamilelik Hormonlar1 ve GDM

Hamilelik doneminde hiicre ¢ogalmasi, strese tepki, hiicreler arasi iletisim gibi
hicresel fizyolojik strecleri, B-hlicre adaptasyonun regilasyonu ve ayrica lipit metabolizmasi
ve elektron tasinmasi gibi metabolik siiregler hormonlar araciligiyla diizenlenir. Bu adaptif
yanitlarin ¢ogu, laktojenler, biiyiime hormonu, Ostrojen, progesteron gibi hamilelik
hormonlar1 ve hepatik biiylime faktorleri ve serotonin gibi hormonlar tarafindan diizenlenir

(Pretorius & Huang, 2022).

Hamilelige 6zgl hormonlar , insan koryonik gonadotropin (hCG), insan plasental
laktojeni (hPL) ve insan plasental blyime hormonudur (hPGH). Prolaktin, dstradiol ve
kortizol gibi hormonlar hamilelik sirasinda anne dolasiminda artmaktadir (Kampmann ve
digerleri, 2019). Hamilelik déneminde anne viicudunun yani sira plasentadan da hormon

salimin1 gergeklesir.

2.5.1. Maternal Hormonlar

Hamilelik sirasinda insiilin duyarhiligindaki degisiklikler ile kortizol, leptin, insan
koryonik gonadotropin (HCG), prolaktin, dstrojen, progesteron ve hPL'nin plazma seviyeleri
arasinda baglantilar gdzlenmistir (Kampmann ve digerleri, 2019). Insiilin direncine, agirlikl
olarak biiylime hormonu, kortikotropin salgilatici hormon, insan plasenta laktojeni, prolaktin,

Ostrojen ve progesteron gibi hormonlar neden olmaktadir (Sweeting ve digerleri, 2022).
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Ayrica, hamile olmayan bireylere HPL, progesteron veya glukokortikoidlerin
uygulanmasi, insiilin etkisinin korelmesi ile tutarli olan metabolik degisiklikleri
(hiperinsulinemi, hipoglisemi olmadan) indiklemektedir. Leptin, kortizol, HPL, insan
koryonik gonadotropin, 0Ostradiol, progesteron ve pro-laktin gebelik ©Oncesinden gec
gestasyona kadar insiilin duyarlihiginda 6nemli bir degisime neden olmaktadir (Lain &
Catalano, 2007).

Leptin, annede tokluk ve enerji homeostazini modiile eden bir hormondur. Ayni
zamanda fetiisiin canliligmi siirdiirmeye calisan cevreye yanit veren plasenta tarafindan
uretilmektedir (Pérez-Pérez ve digerleri, 2020). Plasental leptinin anne Uzerindeki etkileri,
anne yagmin mobilizasyonu gibi enerji dengesinde endokrin aracili degisikliklere katkida
bulunabilir, bu da gebelik ve GDM baslangic1 ile iliskili insiilin direncini daha da
kotiilestirebilmektedir (Pérez-Pérez ve digerleri, 2020). Gebe olmayan durumda, leptin
periferik insiilin duyarliligini arttirir, B-hiicre fonksiyonunu iyilestirir ve tokluk sinyali olarak
besin alimini baskilar (Stern ve digerleri, 2021). Bununla birlikte, hamilelik, leptinin etkisini
baskilayan ve hatta insiilin direncini ve glukoz toleransinin bozulmasina neden olabilen leptin
duyarsizligr ile iligkilidir. Plazma leptin konsantrasyonlar1 hamilelik sirasinda hamile
olmayan duruma gore iki kat daha yiiksektir ve 28. gebelik haftasinda en yiiksek degerlere
ulasir (Stern ve digerleri, 2021).

2.5.2. Plasental Hormonlar

Plasenta gecici ve oldukca gii¢lii bir endokrin organdiwr. Hamilelik doneminde
gelisiminde bir dizi fizyolojik degisiklik meydana gelir. Bunlar, insan plasental biiylime
hormonu (hPGH), insilin benzeri blyime faktéri-1 (IGF-1), insan-plasental laktojen (HPL),
blyliime hormonu salan hormon (GHRH), adrenokortikotropin (ACTH), estradiol ve
progesterondur (P4) (Kampmann ve digerleri, 2019-Swiatkowska-Stodulska ve digerleri,
2022). Hamilelikte ¢ok sayida plasental ve plasental olmayan hormonlar arasinda karmagik
bir etkilesim olur. Bunlardan en 6nemlisi Ostrojenler ve P4’dur. P4, saglikli bir hamileligi

siirdiirmek igin en onemli kabul edilebilir (Swiatkowska-Stodulska ve digerleri, 2022).

Hamilelik sirasinda annenin dolasimina girerek daha yiksek konsantrasyonlarda
bulunan hormonlar arasinda prolaktin, 6strojen ve kortizol bulunur (Kampmann ve digerleri,

2019). Bu hormonlarin insiilin etkisi lizerindeki etkisini destekleyen kanitlar, hamilelik
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sirasinda insiilin direnci ile fetal-plasental birimin eszamanli biiyiimesi artan plasental hormon
konsantrasyonlar1 arasindaki bir paralellik oldugunu o6ne siirmektedir (Lain & Catalano,
2007). Kortizol, dstrojen, progesteron, insan plasental buytime faktori (hPG), insan plasental
laktojeni (hPL) gibi plasental hormonlarin hamilelik sirasinda insiilin direncinin gelismesine

aracilik ettigi diistiniilmektedir (Choudhury ve digerleri, 2021; Samra ve digerleri, 2022).

Onemli kanitlar, maternal yag dokusundan ziyade plasentanm, maternal leptin
diizeylerinin yiikselmesine 6nemli 6l¢iide katkida bulundugunu gostermektedir. Hiicresel
dizeyde, plasental leptin sinsityotrofoblastlarda ve fetal vaskuler endotelyal hiicrelerde
eksprese edilir. Insan plasentalar: ile ilgili in vitro calismalara gore, toplam plasental leptinin
yaklagik 9%95'1 anne dolasimmna salinr. Bu bakimdan plasenta, maternal leptin
duyarsizliginda 6nemli role sahiptir. Plasenta veya anne kaynakli leptin, plasental leptin

reseptorlerini baglayarak hCG tiretimini de indiikleyebilir (Stern ve digerleri, 2021).

Plasental hormonlara bagli olarak instlin direncinde ilerleyici bir artig vardir
(Sweeting ve digerleri, 2022). Dolayistyla hamilelikle ilgili insiilin direnci yalnizca tek bir

hormonun etkisinde olan bir durum degildir (Kampmann ve digerleri, 2019).
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3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

3. GEREC VE YONTEM

Tablo 1. Calismada kullanilan cihazlarn listesi.

Cihaz Ad1 Model

Hassas terazi Shimadzu, Japonya

Su Banyosu Memmert, Almanya
Inkiibator Nuaire, USA

Is1 blogu Allsheng,Cin

Vorteks Velp Scientifica, italya
-80°C Buzdolabu Nuaire, USA

-20°C Buzdolabi Samsung, Tiirkiye

pH Metre Mettler toledo,USA

Sivi nitrojen tanki (-196°C)

Distile su cihaz1

Buz makinasi
Santrif(j

Sogutmali santrifij
Otoklav

NanoDrop

Orbital galkalayict
Plate okuyucu

uv

Dikey jel elektroforezi
Homaojenizatér makinesi
g-PCR

Pipet (10, 100, 200, 1000°luk)

3.1.2. Biyolojik Materyal

Nve, Turkiye

Ugur buzalL60, Turkiye
Nve, Turkiye

Nve, Turkiye

Hirayama, Japonya

Nabi, Kore

IKA KS 130,

Epoch,USA

G:Box Syngene, UK
BioRad, USA

Tehtnica Millmix 20, Slovenya
Bio-Rad CFX Maestro, USA
Eppendorf, USA

Aydin Adnan Menderes Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan gestasyonel diabetes mellitus (GDM)
tanili, hamilelik dncesi diyabet tanili (Pre-DM) hastalar ve normal glikoz toleransina sahip
kadinlar belirlendi. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali'nda gergeklestirilen sezaryen

dogum sonrasi plasenta dokular1 temin edildi. Kadnlar ¢caligmaya, Aydin Adnan Menderes
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Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’nun 17.03.2021 tarihli, 2021/57 Protokol no’lu

ve 4 Karar no’lu izniyle dahil edildi.

3.1.3. Kimyasal Maddeler, Kitler, Enzimler, Reaktifler ve Laboratuvar Gerecleri

Tablo 2. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin, primerlerin, Kitlerin, enzimlerin,

reaktiflerin ve laboratuvar gereglerinin listesi.

Adi Marka
DNA markori GeneDirex, Misir
Dulbecco’s PBS (1x) Sigma, USA

Falcon (15 mL, 50 mL)
Siringa

Vial

Etanol

RNase icermeyen su

RIPA lizis tamponu

RNA izolasyon Kiti

Doku lizis tamponu (ProtinEx)
BCA protein analiz kiti
Proteaz/fosfataz inhibitori
Homaojenizator

Real-Time PCR

Pipet (2.5,10,100,1000°1ik)
Pipet ucu (10,100,1000°1ik)
Cam boncuk

DNA yiikleme boyasi

gPCR SYBR-Green MasterMix
cDNA sentez Kiti

Isolab, Tirkiye

BD-Luer-LokTM Tip, Kanada
Tarsons, Misir

Merck, Almanya

GeneAll Biotechnology, Kore
A.B.T. Laboratory Industry
GeneAll Biotechnology, Kore
GeneAll Biotechnology, Kore
Thermo Scientific, USA

A.B.T. Laboratory Industry, Turkiye
Tehtnica Millmix 20, Slovenya
Bio-Rad CFX Maestro,USA
Eppendorf, Almanya

Aegene, Tirkiye

Sigma Aldrich,USA

GeneAll Biotechnology, Kore
A.B.T. Laboratory Industry, Turkiye
A.B.T. Laboratory Industry, Turkiye
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3.1.4. Tamponlar

Tablo 3. Calismada Western blot igin kullanilan tamponlar.

Tamponlar Bilesenler

. . 6.05 gr Tris-HCI ve 8.76 gr NaCl 1 It dH,0 icinde ¢ozdirilerek
Ui ErEe) S5l e (1) VEnmee pH=7.6 olacak sekilde hazirlanmistir.
Gerekli miktarda yikama tamponu TBS ve 0.1% Tween20 orani
olacak sekilde hazirlanmustir.
14.4 gr glisin, 3.03 gr Tris-Baz, 200 ml metanol ve 2 ml SDS
(%10) 1 It dH20 i¢inde ¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir.
144 gr glisin, 30.3 gr Tris-Baz ve 10 gr SDS 1 It dH,0 iginde
¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.
200 mL SDS (%10), 62.5 mL IM Tris (pH=6.7) dH20 ile
Strip Tampon tamamlanarak dHO ile ¢oziilmiistiir. Styirma adimindan 6nce, 50
mL strip tamponuna 350 ul B-merkaptoetanol ilave edildi.
Gerekli miktarda bloklama tamponu %5 st tozu igeren TBS
tamponu ile hazirlanmustir.
Gerekli miktarda BSA bloklama sollisyonu, %3 BSA iceren TBS
tamponu ile hazirlanmustir.

Yikama Tamponu
Transfer Tamponu

10X Yiritme Buffer

Bloklama Tamponu

BSA Tamponu

3.1.5. Antikorlar

Tablo 4. Calismada kullanilan antikorlarin listesi.

Antikor Oran Tard Kaynak
. Elabscience (Cat No: E-AB-
IRS-1 1:1000 Tavsan 66979)
. BT Lab (Cat No: BT-
p-IRS-1 1:1000 Tavsan PHS00881)
AKT 1:1000 Tavsan BT Lab Cat No: BT-AP00334)
. BT Lab (Cat No: BT-
p-AKT(S473) 1:1000 Tavsan PHS00864)
B -tubulin 1:1000 Tavsan BT Lab (Cat No: BT-PH09778)
Sekonder Antikor  1:5000 Tavsan BT Lab (Cat No: AS00010)
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3.1.6. Primerler

Tablo 5. Calismada kullanilan primerler.

Gen Reverse primer / Forward primer T™M (°C) Baz Cifti (bp)
IL-1p 5-GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG-3 57.06 22
5'-CCACAGACCTTCCAGGAGAATG-3 56.70 22
IL-6 5-TTCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG-3 56.70 22
5'-AGACAGCCACTCACCTCTTCAG-3 56.70 22
TNF-a 5-ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC-3' 56.70 22
5-CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG-3 56.70 22
NF-kB 5-TCTGCTCCTGAGCATTGACGTC-3' 56.70 22
5'-GCAGCACTACTTCTTGACCACC-3' 56.70 °C 22
Actb 5-CAAGGTCTCAAACATGATCT-3 52.97 °C 22
5-AACTGGGACGACATGGAGA-3' 51.78 °C 20
3.2. YOontem

3.2.1. Hasta Secimi ve Plasenta Dokularimin Hazirlanmasi

Calisma Aydm Adnan Menderes Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu onay1 ile yapilmistir (Tarih: 17/03/2021, Belge no: E.16928,
Protokol no: 2021/57, Aydin, TURKIYE). Plasental doku drnekleri Aydin Adnan Menderes
Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’ nde gerceklesen sezaryen

dogumlardan belirtilen etik ilkelere uygun olarak alinmustir.
Gebe kadinlar ii¢ ana gruba ayrilmistir:
[1 Herhangi bir metabolik hastaligi olmayan kontrol grubu (n = 12),
[1 Gebelik 6ncesi diyabet tanis1 almig Pre-DM grubu (n = 10)
[1 Gebelik sirasinda glukoz intoleransi nedeniyle GDM tanisi alan kadmlar (n = 10).

GDM tanist ADA’nin Kriterlerine gore gerceklestirilmistir. Hastalara hamileligin
yaklagik 28. haftasinda 2 saatlik 75 gr OGTT uygulanarak uygulanan testin ardindan;

- kandaki aglik glikoz konsantrasyonu > 92 mg/d],
- kandaki 1 saatlik glikoz konsantrasyonu > 180 mg/dl ve

- kandaki 2 saatlik glikoz konsantrasyonu > 153 mg/dl
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yukaridaki i¢ glikoz konsantrasyonundan herhangi ikisinin uymas: kosuluyla GDM

tanis1 konuldu.

Daha 6nceden diyabeti olan kadinlar, ilk trimesterdeki glikozile hemoglobin (HbAlc)
degerlerine gore diyabet tanisi konuldu. T2DM hari¢ herhangi bir kronik hastaligi olan,
onceden kanser Oykusl, kardiyovaskiiler hastaligi olan kadmlar g¢alismaya alinmadi.
Calismaya dahil edilen hamilelerde otoimmiin hastalik veya akut fetal distres,
koryoamniyonit, preeklampsi veya vaskiler/renal komplikasyonlar gibi diger kronik

rahatsizliklar mevcut degildir.

Beyaz kan hiicresi (WBC) sayilar1 her hasta i¢in gebeligin 3. trimesterinde
degerlendirildi. Alanin transaminaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST) karaciger
enzim duzeyleri 6lcllmiistir. Calismaya alinan hamilelerin amniyotik sivi indeksi (ASI)

degerlendirildi. Bebeklerin dogum agirliklar1 6lgiilerek APGAR skor testi uygulandi.

Sezaryen dogumla alinan plasenta dokularmin hepsi tekil gebeliktir. Plasenta dokular1
dogumdan hemen sonra fetal tarafin orta bolgesinden eksize edildi, desidual ve amniyotik
membran kisimlar1 ekarte edilerek alindi. PBS ile yikanarak deneysel ¢alisma gergeklesene
kadar -80°C'de muhafaza edildi.

3.2.1.1. Hiicre Hatlarimin Pasajlanmasi

Swan 71 hucreleri, deneylerden dénce % 60-70 konfluansa ulastiklarinda pasajlanmak
icin besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 5 ml PBS (1X) ile yikandiktan sonra PBS
uzaklastirildi. Hicrelere 1 ml Tripsin-EDTA (% 0.05) eklendi ve 3 dakika boyunca 37°C'de
inkiibe edildi. Herbir petri icin total hacmi 10 ml olmak lzere hiicreler 2 farkli petri kabina
ekildi.

3.2.1.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

% 70-80 konfluansa ulasan hiicrelerin besiyeri, ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 5 ml
PBS (1X) ile yikandiktan sonra PBS ¢ekildi. 1 ml Tripsin-EDTA (% 0.05) eklendi ve 3 dakika
boyunca 37°C'de inkiibe edildi. Tripsin ortamdan uzaklastirilarak hiicrelere, %70 DMEM-

31



yuksek glikoz, %20 FBS ve %10 DMSO iceren 2 ml dondurma besiyeri eklendi ve dondurma
tuplerine konuldu. Hiicreler sirasiyla buz tizerinde 10 dakika, -20°C'de 20 dakika, gece

boyunca -80°C'de ve ardindan siv1 nitrojende muhafaza edildi.

3.2.1.3. Hucrelerin Cozulmesi

Dondurulmus hiicreler sivi nitrojenden alindi. Hucreler inkibatére (37°C'de)
yerlestirildi. Coziildiikten sonra 10 ml Petri kaplarma aktarilmistir ve 9 ml besiyeri verildi.

Hiicreler inkiibatore yerlestirildi. Ertesi guin, eski besiyeri tazesiyle degistirildi.

3.2.1.4. SWANT71 Hucrelerinin Sitokinlerle Muamelesi

ELISA analizinde kullanilan IL-6, TNF-a, NF-xB ve IL-1B antikor standartlar1 ile
plasenta hiicrelerinde diyabet modeli olusturuldu. Bunun i¢in kontrol, 1L-6, TNF-a, NF-xB ,
IL-1B ve LPS+Pol I:.C grubu olmak tizere 7 grup belirlendi ve herbir grup icin % 70
konfluansa sahip SWANT71 hiicreleri ile deney dizayni olusturuldu. 10 ml besiyeri icindeki
hicrelere 1 ml IL-6, TNF-0, NF-xB ve IL-1p sitokinleri eklendi. Pozitif kontrol olarak ise
literatlrle uyumlu olarak belirlenen konsantrasyonlarda LPS+Pol I:C eklendi. 24 saat 37°C'de
inkibe edildi. Ardindan 10 mmolar insulin ¢ozeltisi eklenerek 30 dakika 37°C'de bekletildi.

Daha sonra Western Blot analizi i¢in protein izolasyon islemi gergeklestirildi.

3.2.2. Hiicrelerden Protein izolasyonu

% 70 konfluansa ulagsan petri kaplarindaki hucreler besiyerinden arindirildi.
Hicrelerin tzeri 5 ml PBS ile yikanmis ve ortamdan uzaklastirildi. 1 ml tripsin eklenerek
37°C'de 3 dakika bekletildi. Daha sonra 1 ml PBS eklenerek 16.000 x g'de 4 °C' de 10 dakika
santriftj edildi. Supernatant uzaklastirildi. Pelet Uzerine igeriginde % 1 fosfataz ve % 1
proteaz inhibitor kokteyli bulunan 1 ml RIPA tampon ¢6zeltisi eklendi ve pipetaj yapild.
80°C kaldirilarak 4 kez dondur-¢6z islemi uygulandi. Bu uygulamanm ardindan 16.000 x g'de
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4 °C' de 10 dakika santrifujlendi. Stpernatant taze bir ependorfa aktarildi. Elde edilen protein,
deneyler gerceklesene kadar -80 °C' de muhafaza edildi.

3.2.3. Proteinin Kantitatif Analizi

Proteinler izole edildikten sonra hiicre lizatlar1 1:5 oraninda seyreltildi. Proteinin
kantitatif analizi, BCA analizi ile 6l¢uldi. Protein standardinin hazirlanmasi i¢in kullanilan
BSA konsantrasyonlari, Tablo 3'te verilen kit protokoliine (Sigma BCA analiz kiti ) uygun

olarak hazirlandi.

Tablo 6. BCA protein testinin standart soliisyonu.

Standart Su miktari BSA Miktar: (uL) BSA Konsantrasyonu (ng/mL)

A 0 Stoktan 300 uL 2000

B 125 Stoktan 375 puL. 1500

C 325 Stoktan 325 pulL 1000

D 175 B’den 175 pL 750

E 325 C’den 325 pL 500

F 325 E’den 325 ulL 250

G 325 F’den 325 puLb 125

H 400 G’den 100 pL 25

| 400 0 0=Blank

96-kuyucuklu mikroplakada her standart ve konsantrasyonu bilinmeyen proteinler 25
uL eklenerek pipetaj yapildi. Hiicreler 1:6 oraninda seyreltildi. Her kuyucuga 200 uL BCA
calisma reaktifi eklendi ve ardindan galkalayicida 30 saniye karistirildi. Mikroplakanin tizeri
kapatilarak 30 dakika boyunca 37°'de inkibe edildi. Plaka oda sicakligina geldikten sonra
absorbansi 562 nm'de plaka okuyucuda 6lgiildi.
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Sekil 6. BCA analizinin standart grafigi

Orneklerdeki protein konsantrasyonlar: standart grafige gore hesaplandu.

3.2.4. Western Blot Analizi

Ornekler her kuyuya 100 pg protein ile jele yiiklenmek iizere hazirlandi. Toplam 30
Ml kuyu hacmi icin, 6rneklerin protein konsantrasyonlarina gére 6 ul 5x yiukleme tamponu ve
24 ul oOrnek+lizat tamponu 1.5 ml'lik santrifiij tiiplerine alindi. Tim materyaller
dondurucudan ¢ikarildiktan sonra kisa bir santrifiij islemi uygulandi. Tupler 95 °C' de 5
dakika inkibe edildi. 5 pl protein markorii ve 30 ul numune daha sonra jel kuyularma
yuklendi. Proteinler 90 V'ta ylritildu. Yiritme isleminden sonra transfer tamponunda
transfer sandvi¢i hazirlandi ve 2 saat boyunca 70 V'ta transferi gerceklestirildi. Transfer
basamagindan sonra membran blokaj soliisyonu ile oda sicakliginda 1 saat bekletildi. Bloke
etme adimindan sonra membran, blokaj soliisyonunda 1:1000 konsantrasyonda primer antikor
ile 4 °C'de 16 saat inkiibe edildi. Membran daha sonra yikama tamponu ile 5 dakika boyunca
i¢ kez yikandi. Yikama igleminin ardindan, membran, oda sicakhiginda 2 saat siireyle bloke
etme ¢ozeltisine 1:5000 konsantrasyonda sekonder antikor ile muamele edildi. Daha sonra
tekrar yitkama tamponu ile ii¢ kez 10 dakika yikandi. Yikandiktan sonra, luminol arttiric
soliisyon ve peroksit reaktifi 1:1 oraninda karistirilarak western ECL substrat1 (Bio-Rad)
kullanildi. Protein bandi 2 dakika sonra goriintiilendi. Gorsellestirmeden sonra membran, oda
sicakhiginda 1 saat 30 dakika boyunca strip soliisyonu ile inkiibe edildi. Strip isleminin
ardindan membran yikama tamponu ile 3 kez 5 dakika yikandi. 1 saat oda sicakliginda bloke
etme cozeltisi ile inkube edildi ve bloklama ¢6zeltisi i¢inde gece boyunca B-Tubulin (1:5000)

veya bagka bir birincil antikor (1:1000) ile isleme tabi tutuldu ve adimlar tekrarlandi. Protein
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bantlar1 ImageJ (NIH, USA) programu ile analiz edilerek miktarlar1 belirlendi. Her grup igin

bantlar, referans proteinine gore normallestirilmis ve ekspresyon degisimleri hesaplandi.

3.2.5. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu Hybrid-R™ RNA izolasyon kiti (GeneAll) ile elde edildi. ~100 mg
hacimdeki plasental doku ve ~1 x 10" hiicre, 1:1 hacimde cam boncuk ile 1 mL RiboEX iginde
homojenlestirildi. Homojenat oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra 12.000 x g'de
4 °C'de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant taze tiipe alinds. 1 ml RiboEx™ bagina 200 ul
kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca kuvvetlice calkalandi. Ornek oda sicakliginda 2
dakika inkube edildi. 12.000 x g'de 15 dakika 4 °C'de santrifiijlendi ve sulu faz yeni tiipe
aktarildi. Orneklere 1 hacim Buffer RBI eklendi ve alt iist edilerek iyice karistirildi. Karisim
bir mini kolon tipi F'ye aktarildi ve oda sicakliginda > 10.000 x g'de 30 saniye santrifiijlendi.
Mini stituna Tampon SWI eklendi. Ornekler, oda sicakligida 30 saniye boyunca > 10.000 x
g'de santriftjlendi. 500 pl RNW Tamponu mini kolona eklenmis ve > 10.000 x g'de oda
sicakhiginda 30 saniye santriflijlendi. Bundan sonra, kalan ytkama tamponunu ¢ikarmak igin
oda sicakliginda ilave 1 dakika boyunca > 10.000 x g'de santrifiijlendi ve mini kolonu yeni
1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Kolona 50 pl Nikleaz icermeyen su. 2 dk bekletildi.
Ornekler oda sicakhiginda 2 dakika > 10.000 x g santrifiijlendi.

3.2.6. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA 6rneklerinin safliklar1 ve konsantrasyonlari nanodrop ile belirlendi.
260 nm ve 280 nm absorbans degerleri dikkate alinarak 260/280 oranini ~2.0 olan RNA
ornekleri kullanildi. cDNA sentezi igin her 6rnekten 100 ng/pl RNA olarak hesaplandi. Her

ornek icin Tablo 8 ‘de gosterilen miktarda bilesenler A.B.T. TM CDNA sentez kiti kullanilrak
10 pl cDNA sentez reaksiyonu hazirland.

Tablo 7. cDNA sentezi i¢in kullanilan bilesenleri.

cDNA reaksiyon bilesenleri (10 pL) Hacim (uL)
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Reaksiyon tamponu (10x) 2
dNTP (2mM) 1
Random hexamer ( 50 pM ) 2
Reverse transcriptaz enzimi (200 U/uL) 1
RNAase inhibitor 0,5
RNAase icermeyen su 3.5

Karigim buz iizerine yerlestirilip hafifce karigtirildi. 10 pl ana karisim mikro santrifiij
tiiplerine aktarildi. 10 pl RNA ornekleri eklendi ve pipetaj yapildi. Daha sonra santrifuj

edilerek buz tizerine yerlestirildi.

Tablo 8. cDNA sentezinin reaksiyon kosulu.

Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongu
1 25 10 dk 1
2 37 120 sn 1
3 85 5 dk 1
4 4 0 1

cDNA sentez reaksiyonu gergeklestirildikten sonra ornekler —80 °C’ye alinarak

muhafaza edildi.

3.2.7. Ger¢ek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (g-PCR)

g-PCR reaksiyonu icin A.B.T. TM 2X SYBR-Green MasterMix Kiti kullanildi. Kit

icerisindeki reaktifler oda sicakliginda ¢oziilerek buz {lizerine yerlestirildi. 100 pl
konsantrasyona sahip primerler belirtilen hacimde niikleaz icermeyen su kullanilarak 10 uM

konsantrasyona getirildi.

Her 6rnek 20 pl hacim olacak sekilde reaksiyon Tablo 10'daki bilesenler kullanilarak
96 kuyucuklu plakada gergeklestirildi.

Tablo 9. g-PCR reaksiyon bilesenleri.
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g-PCR reaksiyon bilesenleri (20 pl) Hacim (pL)

g-PCR SYBR-Green MasterMix 10
ROX boya 0.4
10 pM primer (forward) 0.5
10 pM primer (reverse) 0.5
cDNA 5

RNAase icermeyen su 3.6

Tiim reaktifler hazirlandiktan sonra hafifge karistirilip hizli bir sekilde santrifiij edildi.
96 kuyucuklu plakadaki reaksiyon Bio-Rad CFS Maestro q-PCR'ye yerlestirilerek PCR
reaksiyonu Tablo 11°de gosterildigi gibi gerceklestirildi.

Tablo 10. g-PCR reaksiyonu.

Sicaklik (°C) Zaman Dongu
95 5 dk 1
95 15sn 50
55 20 sn 50
72 30sn 50

Reaksiyondaki dongii esik (CT) degerleri, referans gene (B-aktin) gére normalize

o —AACT «

edilerek ye formuliine gore belirlendi. Her grup triplike olarak gerceklestirildi.

3.2.8. ELISA Analizi

Plasental dokusu homojenize edilmeden 6nce fazla kan soguk PBS (pH=7.4) ile
uzaklastirildi. Miktar1 100 mg olarak tartilan doku, 1 ml PBS i¢inde doku/cam boncuk orani

1:1 olacak sekilde cam boncuklar yardimiyla homojenize edildi.
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Sekil 7. Plasental doku proteininin standart grafigi.

2500

ELISA testi BT LAB ELISA test kiti ile yapildi. Tiim reaktifler, standart soltisyonlar

ve plasenta dokular1 hazirlandi. Reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

Deney, oda sicakliginda gergeklestirildi.

Tablo 11. ELISA analizi i¢in kullanilan antikorlarin standart konsantrasyonlari.

Antikor

Standart Konsantrasyon

IL-1p

IL-6

TNF-a

NF-xB

No.5 4000 pg/ml
No.4 2000 pg/ml
No.3 1000 pg/ml
No.2 500 pg/ml
No.1 250 pg/ml
No.5 320 ng/l
No.4 160 ng/l
No.3 80 ng/l
No.2 40 ng/l
No.1 20 ng/l
No.5 480 ng/l
No.4 240 ng/l
No.3 120 ng/l
No.2 60 ng/l
No.1 30 ng/l
No.5 6 ng/ml
No.4 3 ng/ml
No.3 1,5 ng/ml
No.2 0,75 ng/ml
No.1 0,375 ng/ml
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Sekil 8. ELISA analizinde kullanilan IL-1p antikorunun standart egri grafigi
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Sekil 9. ELISA analizinde kullanilan IL-6 ELISA antikorunun standart egri grafigi.
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Sekil 10. ELISA analizinde kullanilan TNF-o antikorunun standart egri grafigi.
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Sekil 11. ELISA analizinde kullanilan NF-kB antikorunun standart egri grafigi.

ELISA analizi, listte yer alan standart egri grafiklerine gore yapildi.

Her standart kuyucuga 50 pl hacminde standart soliisyonu eklendi. Kuyucuklara 40 pl
hacimde ornekler ve 6rneklerin bulundugu kuyulara da 10 pl IL-1p antikoru, ardindan blank
kuyucuk hari¢ 6rneklerin bulundugu kuyulara ve standart kuyulara 50 pl streptavidin-HRP
eklendi. Her bir kuyucuk homojen duruma getirilerek, (izeri kapatildi ve 60 dakika 37 °C'de

inklbe edildi. 60 dakikanin ardindan plaka 5 kez 300 pl yikama tamponu ile yikandi. Her
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kuyucuga 50 ul substrat A ve 50 pl substrat B eklendi. Plaka yeni bir kapatici ile kaplanarak
37 °C'deki karanlikta ortamda 10 dakika inkiibe edildi. Standart ve 6rnekleri iceren kuyuya
50 ul stop soliisyonu eklendi. Standartlarin ve numunelerin optik yogunluk (OD) degeri, 10
dakika iginde 450 nm’de absorbans degerleri bir mikroplaka okuyucu kullanilarak belirlendi.

IL-6, TNF-a ve NF-kB antikorlarinin ELISA analizi i¢in IL-1p ELISA analizinde
uygulanan protokol, antikor ¢esidi degistirilerek gergeklestirildi.

3.2.9. istatiksel Analiz

Siirekli degiskenler ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Normal dagilima
uygunluk Shapiro Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilan gruplardaki verilerin
karsilastirilmasit One way ANOVA ile gergeklestirildi. Analizler Graphpad Prism (versiyon
9.4.0) yardimiyla yapildi. Anlamlhilik P degerleri “*”: p<0,05, “**”: p<0,01, “***”: p<0,001

olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol, GDM ve Pre-DM Gruplarindaki Hamile Kadinlarin Karakteristik
Ozellikleri

Calismaya dahil edilen kontrol (n=12), GDM (n=10) ve Pre-DM (n=10) gruplarindaki
kadmlarin yas ortalamalari, amniyotik sivi indeksleri, AST ve ALT degerleri, beyaz kan
hiicreleri (WBC), hemoglobin AIC (HbAlc) degerleri, 75 g OGTT-28.hafta aclik kan
sekerleri (AKS), 1 saat kan sekerleri, 2 saat kan sekerleri, bebek kilolari, Apgar 1 dk ve Apgar
5 dk sonuglar1 Tablo 12°de verildi. Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmis olup,
anlamlilik *p < 0,05dir.

Tablo 12. Gruplardaki hamile kadmlarm/bebeklerin karakteristik ¢zellikleri

IL-1p p degeri Kontrol (n=12) GDM Pre-DM (n=10)
(n=10)
Yas 32,1741,09 33,40+1,29 32,83+1,13
Amaiyorik siv 10,08+0,74 11,50+1,22 11,83+1,37
AST (U/L) 15,00+1,30 15,50+0,61 16,92+1,30
ALT (U/L) 13,17+0,98 15,40+0,81 16,89+1,50
WBC (x10%L) 10,07+0,44 9,81+0,45 9,45+0,56
HbAlc (%0) 4,82+0,10 7,0+£0,12* 4,99+0,13
759 OGTT ~
28. hafta
AKS (mg/dl) 86,08+2,85 98,33+2,17*
1 saat (mg/dl) 123,10+2,4 191,80+1,80*
2 saat (mg/dl) 103,6+2,45 162,0+1,53*
Bebek Kilo (g) 3106+127,4 3532+146,8 3248+119,7
Apgar 1 dk 8,333+0,188 8,000+0,258 7,833+0,241
Apgar 5 dk 9,167+0,166 9,000+0,258 8,917+0,228
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4.2. Plasental Dokulardaki inflamasyonun ELISA Analizi ile Belirlenmesi

Plasenta dokularinda inflamasyonun tespiti igin IL-1B, IL-6, TNF-a ve NF-xB
belirtecleri belirlendi. Gruplardaki plasenta dokularindan protein izole edilerek ELISA analizi
gerceklestirildi. Protein dlzeyleri, kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde
verildi. Degerler ortalama + standart hata olarak verilmis olup sekillerde kontrol grubuna gore
anlamli farklar ***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 olacak sekilde gosterildi.
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Sekil 12. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun IL-1f seviyelerinin ELISA

sonucu.

Tablo 13. Gruplardaki hastalarin IL-1f seviyelerinin p degerlerinin karsilastirma analizi.

IL-1p p degeri Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0.0012 0.0137
GDM 0.7465
Pre-DM
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Hamile kadmlarm plasenta drneginde IL-1fB protein ekspresyonu kontrol grubunda
0.22+0.02, GDM grubunda 0.48+0.05 ve Pre-DM'de 0.43%0.06 olarak belirlendi. GDM grubu
ile kontrol grubu arasinda anlamli fark bulundu. GDM ve Pre-DM arasinda anlamli bir fark
bulunamadi. Kontrol grubuna kiyasla pre-DM grubunda 6énemli 6lglide daha yuksek IL-1B
seviyesi tespit edildi (Sekil 12, Tablo 13).
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Sekil 13. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun IL-6 seviyelerinin ELISA sonucu.

Tablo 14. Gruplardaki hastalarin IL-6 seviyelerinin p degerlerinin karsilastirma analizi.

IL-6 p degeri Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol grup 0.0004 0.6937
GDM grubu 0.0031

Pre-DM grubu

Hamile kadnlarin plasenta 6rneginde IL-6 protein ekspresyonu kontrol grubunda
0.00097+0.00011, GDM grubunda 0.0019+0.00019 ve Pre-DM'de 0.0011+0.0 olarak
belirlendi. GDM grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli olarak daha yiiksek bir IL-6 dlzeyi
bulundu. Pre-DM grubuna kiyasla GDM grubunda anlamli bir IL-6 seviyesi tespit edildi.
Kontrol grubu ile Pre-DM grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 13, Tablo
14).
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Sekil 14. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun TNF-a seviyelerinin ELISA

sonucu.

Tablo 15. Gruplardaki hastalarin TNF-a seviyelerinin p degerlerinin karsilagtirma analizi.

TNF-a Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0.0013 0.73

GDM 0.0057
Pre-DM

Hamile kadinlarin plasenta 6rneginde TNF-a protein ekspresyonu kontrol grubunda
0.26+0.02, GDM grubunda 0.56+0.064 ve Pre-DM'de 0.31+0.048 olarak belirlendi. GDM
grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli diizeyde TNF-a seviyesi bulundu. Pre-DM grubuna
kiyasla GDM grubunda anlaml diizeyde TNF-o seviyesi tespit edildi. Kontrol grubu ile Pre-
DM grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (Sekil 14, Tablo 15).
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Sekil 15. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun NF-kB seviyelerinin ELISA

Sonucu.

Tablo 16. Gruplardaki protein 6rneklerinin NF-xB seviyelerinin p degerlerinin karsilastirma

analizi.
NF-xB Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0.0045 0.7981
GDM 0.0257
Pre-DM

Hamile kadmnlarin plasenta 6rneginde NF-kB protein ekspresyonu kontrol grubunda
0,0006+4,185e-005, GDM grubunda 0,0016+0,0011 ve Pre-DM'de 0,00093+0,00013 olarak
belirlendi. GDM grubu ile kontrol grubu arasinda anlaml diizeyde NF-«xB seviyesi bulundu.
Pre-DM grubuna kiyasla GDM grubunda anlaml diizeyde NF-«B seviyesi saptandi. Kontrol
grubu ile Pre-DM grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilemedi (Sekil 15, Tablo 16).

4.2. Plasental Dokularindaki Inflamasyonun q-PCR Analizi ile Belirlenmesi
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Plasenta dokularinda inflamasyonun tespiti i¢in IL-1B, IL-6, TNF-a ve NF-xB
belirtegleri belirlendi. Gruplardaki plasenta dokularindan RNA izole edilerek q-PCR analizi
gergeklestirildi. Gruplarmn plasenta dokularinda saptanan mRNA ekspresyonlar1 $-aktine gore
normalize edildi, kontrol grubuna gore goreceli kat degisimleri seklinde verildi. Degerler
ortalama + standart hata olarak verilmis olup sekillerde kontrol grubuna gore anlamli farklar

***p < 0,001, **p < 0,01, *p < 0,05 olacak sekilde gosterildi.
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Sekil 16. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun IL-1p mRNA seviyelerinin q-
PCR sonuglart.

Tablo 17. Gruplardaki protein érneklerinin IL-1p m-RNA seviyelerinin p degerlerinin

karsilastirma analizi.

IL-1p Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0,9860 0.9416

GDM 0.8399
Pre-DM
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Hamile kadinlarin plasenta 6rneginde IL-18 m-RNA duzeyi kontrol grubunda
0.188+0.036, GDM grubunda 0.1759+0.0344 ve Pre-DM'de 0.2069+0.0443 olarak belirlendi.
Kontrol grubu ile GDM, kontrol ve Pre-DM veya GDM ve Pre-DM arasinda anlamli bir fark

tespit edilemedi (Sekil 16, Tablo 17).
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Sekil 17. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun IL-6 mRNA seviyelerinin g-PCR

sonugclar.

Tablo 18. Gruplardaki protein drneklerinin IL-6 m-RNA seviyelerinin p degerlerinin
karsilastirma analizi.
IL-1p Kontrol GDM Pre-DM

0.8649 0.9873
0.778

Kontrol grup
GDM grubu
Pre-DM grubu

Hamile kadinlarin plasenta Orneginde IL-6 m-RNA duzeyi kontrol grubunda
0.0494+0.0052, GDM grubunda 0.0461+0.0040 ve Pre-DM'de 0.0510+0.0061 olarak
belirlendi. Kontrol grubu ile GDM, kontrol ve Pre-DM veya GDM ve Pre-DM arasinda

anlamli bir fark tespit edilemedi (Sekil 17, Tablo 18).
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Sekil 18. Kontrol, GDM ve Pre-DM'deki plasenta dokusunun TNF-a mRNA seviyelerinin g-
PCR sonuglar1.

Tablo 19. Gruplardaki protein 6rneklerinin TNF-a m-RNA seviyelerinin p degerlerinin

karsilastirma analizi.

TNF-a Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0.9556 0.9670
GDM 0.8569
Pre-DM

Hamile kadmlarin plasenta 6rneginde TNF-oo m-RNA duzeyi kontrol grubunda
0.0168+0.0019, GDM grubunda 0.0160+0.0016 ve Pre-DM'de 0.0176+0.0025 olarak
belirlendi. Kontrol grubu ile GDM, kontrol ve Pre-DM veya GDM ve Pre-DM (p=ns) arasinda
anlamli bir fark tespit edilemedi (Sekil 18, Tablo 19).
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Sekil 19. Kontrol, GDM ve Pre-DM'de plasenta dokusunun NF-kxB mRNA seviyelerinin q-
PCR sonuglar1.

Tablo 20. Gruplardaki protein 6rneklerinin NF-kB mRNA seviyelerinin p degerlerinin

karsilastirma analizi.

IL-1p Kontrol GDM Pre-DM
Kontrol 0.8429 0.9644
GDM 0.6825
Pre-DM

Hamile kadmlarin plasenta 6rneginde NF-kxB m-RNA diizeyi kontrol grubunda
0,0741+0,0081, GDM grubunda 0,0681+0,0072 ve Pre-DM'de 0,0770+0,0076 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu ile GDM, kontrol ile Pre-DM ve GDM ile Pre-DM (p=ns)

arasimnda anlamli bir fark bulunamamustir (Sekil 19, Tablo 20).
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4.3. inflamasyon Ortamm Olusturularak Insiilin Yolag Indiiklenen Plasenta
Hucrelerinde p-AKT ve p-IRS-1 Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

Trofoblast hucrelerine IL-6, IL-1B, TNF-a, NF-«B sitokinleri verilerek inflamasyon
ortami olusturuldu. Hiicrelere pozitif kontrol olarak literatiirle uyumlu olarak LPS+Pol I:C
uygulandi. Kontrol, IL-6, IL-1B, TNF-a, NF-kB ve LPS+Pol I:C olarak alt1 grup trofblast
hiicrelerine 20 dk insulin verilerek sonucunda glikoz metabolizmasinda 6nemli rol oyanayan
AKT, p-AKT, IRS-1, p-IRS-1 ekspresyonlarina western blot analizi ile bakildi. Her bir
gruptaki protein ekspresyonlar1 -Tubuline gore normalize edildi. Kontrol grubu kullanilarak

goreceli ekspresyon degisimleri gosterildi.

- - +
Kontrol  IL-6  IL-1B TNaF NF-  LPS+Pol

xB I.C

AKT “’?““g“m ~ 60

p-AKT

IRS

p-IRS ~180
Tubulin ~ 50

Resim 1. Sitokinlere maruz kalan SWAN71 hiicrelerinin p-AKT/AKT ve p-IRS-1/IRS-1

ekpresyon seviyelerinin membran gérintisu.
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Sekil 20. Sitokinlere maruz kalan SWANT71 hiicrelerinin p-AKT/AKT ve p-IRS-1/IRS-1

ekpresyon seviyeleri Western Blot analizi sonucu.

Inflamasyon ortami olusturulan trofoblast hiicrelerinde pAkt/Akt ekspresyon

seviyesi LPS-Pol (I:C) grubunda daha fazla géruldu. pIRS-1/IRS-1 ekspresyon seviyesinde

gruplar arasinda anlamli bir degisiklik olmamustir (Sekil 20).

52



5. TARTISMA

Anormal glukoz metabolizmasi ile karakterize bir durum olan DM, hem insiilin
direnci hem de insiilin sekresyonunun bozulmasi ile ortaya ¢ikar. Insiilin sekresyonunun
bozulmasini takip eden insiilin direnci, kronik inflamasyonun bir sonucudur (Liu ve digerlert,
2020). GDM, diyabet turlerinden biridir. Yapilan ¢alismalara gore, kronik inflamatuvar
reaksiyonlar ile GDM gelisimi arasinda dogrudan bir baglant1 vardir. Patofizyolojik sireg
hem insiilin direncine hem de insiilin sekresyonunun modifikasyonuna katkida bulunur (Liu
ve digerleri, 2020). Kronik inflamasyonun insulin direnci gibi pankreas inflamatuvar
bozukluklarinin gelisiminde rolii vardir. GDM hastalarinda ve normal hamile kadinlarda
kalic1 inflamasyonun molekiiler temelleri heniiz tam olarak anlasilamamistir. GDM’deki
kronik inflamatuvar siire¢ i¢in risk faktorleri oldugu diisiiniilen inflamatuvar aracilardan biri

sitokinlerdir (Liu ve digerleri, 2020).

Calismamizda kontrol (n=12), GDM (n=10) ve Pre-DM (n=10) olarak ¢ grup
belirlendi. Belirlenen gruplardaki hamile kadinlardan plasenta drnekleri toplandi. Gruplardaki
her bir kadindan alinan plasenta 6rneginde inflamasyon ve insilin direnci ile iliskili
belirteglere bakildi. Gestasyonel diyabete sahip ve Onceden diyabet tanisi olan hamile
kadinlarin plasenta 6rneklerindeki inflamasyon ve insiilin direnci belirteclerinin kiyaslanmasi
kontrol grubu olarak belirlenen ve glikoz intoleransina sahip olmayan hamile kadinlarin

plasenta 6rnekleriyle karsilastirildi.

IL-6, inflamasyon durumunda asir1 eksprese edilir. Esas olarak plasenta tiretimine
bagl olarak hamilelikte IL-6'daki artig, gebelige bagl insiilin direnci ile iliskilendirilmistir.
IL-6, dogumda GDM'li kadinlarda upregiile edilir. Baz1 ¢aligmalarda, IL-6 konsantrasyonu,
viicut yag ylizdesi, BMI, insiilin duyarliligi ve hamilelik sirasinda ve dogumdan sonra plazma
glukoz seviyeleri ile pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir. GDM'nin 6nemli bir tahmincisi
oldugu 6ne siirtilmiistiir (Abell ve digerleri, 2015). Sonug¢larimizda ELISA analizi ile bakilan
IL-6 sitokini GDM grubunun plasenta 6rneklerinde literatiirle uyumlu olarak anlamli
derecede arttig1 bulundu (Sekil 14, Tablo 13). Ancak gruplar arasinda qPCR ile bakilan IL-6
MRNA diizeyinde bir fark gzlemlenmedi (Sekil 19, Tablo 18).

IL-1p salgilanmasi inflamasyon aktivitesi ile diizenlenir. IL-18 periferik dokularda ve

makrofajlarda insiilin sinyalini bozarak insiilin direci gelisimine katkida bulunur, bu da (-
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hiicrelerinin insiilin duyarliliginda azalmaya ve olasi insiilin sekresyonunda bozulmaya yol
acar. IL-1p sistemik inflamasyonu artirabilir. Ayrica GDM’de gorilen inflamasyonda artan
sitokinlerden biridir (Chen ve digerleri, 2015). Sonug¢larimizda ELISA analizi ile bakilan IL-
1B sitokini GDM grubunun plasenta 6rneklerinde istatiksel olarak anlamli derecede arttigi
ancak Pre-DM ile arasinda bir anlamli fark olmadig1 gosterildi (Sekil 14, Tablo 13). Ancak
gruplar arasinda qPCR ile bakilan IL-1 mMRNA dizeyinde bir fark gozlemlenmedi (Sekil 18,
Tablo 17).

Hamilelik boyunca, plasenta insiilin duyarliliginin azalmasina katkida bulunur. Pro-
inflamatuvar sitokinler ve plasental biiyime hormonu (PGH) bu duruma katki saglar
(Lizarraga ve digerleri, 2021). TNF-a plasenta tarafindan iretilir ve anne kanindaki TNF-a
seviyeleri ile instilin duyarhilig1 arasindaki iliski terstir (Lizarraga ve digerleri, 2021).
Sonuglarimizda ELISA analizi ile bakilan TNF-a sitokini GDM ve Pre-DM grubunun
plasenta drneklerinde istatiksel olarak anlamli derecede arttigi gosterildi (Sekil 14, Tablo 13).
Ancak gruplar arasinda qPCR ile bakilan TNF-o mRNA diizeyinde bir fark gézlemlenmedi
(Sekil 20, Tablo 19).

NF-kB, sitoplazmada inhibitér bir protein olan 1kB-a tarafindan baglanir ve onu
etkisiz hale getirir. Bununla birlikte, artan lipid birikimine bagli olarak plasenta veya
adipositler tarafindan resistin, TNF-a, IL-6 ve IL-1B gibi pro-inflamatuvar sitokinler
uretildiginde, IxBa'nin degradasyonu uyarilir. Sonug olarak, NF-xB aktive olur. Inflamasyon
ve insiilin direnci ile iliskili kodlanan genlerin transkripsiyonunda yer alir. GDM’nin
inflamatuvar ortammda NF-xB arttigi goOsterilmistir. (Samra ve digerleri, 2022).
Sonuglarimizda ELISA analizi ile bakilan NF-xB sitokini GDM grubunun plasenta
orneklerinde istatiksel olarak anlamli derecede arttigi gosterildi (Sekil 14, Tablo 13). Ancak
gruplar arasinda qPCR ile bakilan NF-kB mRNA diizeyinde bir fark gozlemlenmedi (Sekil
21, Tablo 20).

AKT, glikoz ve lipid metabolizmasini1 diizenler (Huang ve digerleri, 2018). IRS-1,
insiilin sinyallesmesinde 6nemli bir rol oynayar (Schmitz-Peiffer & Whitehead, 2003).
Aragtirmalarda, AKT veya IRS adaptor proteinlerinin diisiiriilmesinin insiilin kaynakl glikoz
alimini agikga azalttigi bulundu. Her iki protein de insiilin direngli ve DM’li kisilerde islevi
bozulmus bir proteindir (Schmitz-Peiffer & Whitehead, 2003) Ayrica salgilanan inflamatuvar
sitokinlerin neden oldugu inflamasyonun, GDM'de artan insiilin direnci ile baglantili
olduguna inanilmaktadir (Huang ve digerleri, 2018). Calismamizda trofoblast hicrelerinde

IL-1B, IL-6, TNF-a ve NF-kB sitokinleriyle inflamasyon ortami olusturuldu. Plasenta
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hicrelerinde Akt ve IRS-1 proteinlerinin ekspresyonlarma bakildi. Akt fosforillenmesinin
ekspresyon seviyesi LPS-Pol (1:C) grubunda daha fazla goriildi. Gruplar arasinda IRS-1 serin
fosforillenmesinin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik olmamustir. Inflamasyon
ortaminin insiilin sinyal yolunu baskilayacagi Ongoriiliyordu. Ancak inflamatuvar
sitokinlerle olusturulan inflamasyon ortaminda insiilin sinyal yolaginda beklenenden farkl
bir sonu¢ elde edildi. Sitokinlerin kombine olarak verilmesi diyabetik kosulda varolan

inflamasyonu anlamamiz agisindan faydali olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Gestasyonel diyabet yalnizca hamilelik sirasinda gorulir. GDM, anne ve bebek igin
kisa ve uzun vadeli ciddi saglik sorunlarina neden olur. Maternal insiilin direnci, diisiik
dereceli inflamasyon ve endotel hiicre disfonksiyonu, GDM ile komplike olan gebeliklerin t¢
temel 6zelligidir. Yapilan ¢aligmalarla birlikte plasentada, anne yag dokusu ve iskelet kasinda
insiilin direnci, inflamasyon ve endotel hiicre disfonksiyonu gibi sorunlar1 igerdigi

bulunmustur.

Calismamizda kontrol grubu, GDM ve Pre-DM plasenta 6rneklerinde inflamasyon
markorlerine bakilmigtir. IL-1B , IL-6, TNF-a ve NF-xB olarak belirlenen inflamasyon
markorlerinde protein diizeyi ve m-RNA diizeyi birbiriyle uyumsuzdur. ELISA testi ile elde
edilen sitokin seviyeleri kontrol grubuna gérece GDM grubunda farklilik gostermistir. Ancak
gruplar arasinda IL-1B , IL-6, TNF-a ve NF-kB’nin m-RNA dizeyinde istatiksel olarak
anlamli bir deger bulunamamistir. Bu sonug¢larin maternal sitokinlerin, plasentaya

transferinden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Bununla birlikte ¢alismadaki inflamasyon ve insiilin direnci iliskili belirteglere hamile
kadindan alman serumdan bakilmasi daha etkili sonuglara ulasilmasma katki saglayabilir.

Ayni zamanda bu belirteglerin varligina bebekten alinan kandan bakilarak da ulasilabilir.

Inflamasyon, cesitli sitokinler ve molekiiler yollar araciligiyla insiilin direncinin
gelisiminde 6nemli bir rol oynar. Plasenta secici ve gecirgen bir yizeye sahip oldugundan
icerdigi sitokinlerin ve hormonlarin maternal bolgeyle arasinda gecisi gerceklesebilir. Bu
nedenle, insulin direncini dnlemek igin inflamasyon uygun midahalelerle hedeflenmelidir.
Plasentadan kaynakli inflamasyonun o6nlenebilmesi icin anti-inflamatuvar ilaglarin

kullanilmas1 dogum kontrolii i¢in elzem olabilir.

Spesifik faktorler ve sinyal yolaklari genellikle birbiriyle iliskilidir. Ornegin,
IKKBINF-kB sinyalinin aktivasyonu, TNF-a ve IL-1f gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasmi artirabilir ve bu da IKKB/NF-xB sinyalini uyarabilir. Bu nedenle,
inflamasyonla iligkili insiilin direncini analiz eden ¢alismalar swrasinda hem sitokinlerin
dalgalanmas1 hem de ilgili sinyal yolaklarmin durumu dikkate alinmalidir. Enflamasyonla

iliskili insulin direnci ile ilgili giincel ¢alismalarin ¢ogu hayvanlar iizerinde

56



gerceklestirilmektedir ve bu da klinikte insilin direncinin iyilestirici bir etkisini géstermek
icin bu yontemleri insanlara uygulamayi zorlastirmaktadir. Inflamasyonu insilin direncine
baglayan mekanizmalar tam olarak anlasilamadigi i¢in, bunlarn iliskisini detaylandirmak i¢in

iyi tasarlanmis ek klinik ve laboratuvar ¢aligmalar1 gerekmektedir.

PI3K/AKT sinyal yolu, hiicre cogalmasini, farklilasmasini, metabolizmasini ve hiicre
iskeletinin yeniden duzenlenmesini diizenleyerek apoptoz ve kanser hicresinin hayatta
kalmasina yol agar. Asir1 ekspresyon ve mutasyon gibi nedenlerle PISBK/AKT regiilasyonu
bozuldugunda obezite, DM ve kanser gibi hastaliklar ortaya ¢ikar. Bu noktada PI3K'nin
farmakolojik inhibisyonu, hastaliklarin olumsuz etkilerini tersine ¢evirebilen etkili ve giivenli
bir anti-obezite ve anti-kanser miidahalesi olabilir. PI3K/AKT sinyalinin ve asagi akis
molekilinin manipllasyonu, obezite ve DM tedavisi i¢in umut vaat eden terapotik hedefler

olabilir.

GDM, tiim diinyada hamile kadnlar1 etkileyen ciddi bir saglik sorunudur. Bu ayni
zamanda fetiisii de etkileyebilir ve yetiskinlikte saglik profilini belirleyebilir. Bu nedenle
GDM’nin fetiis ve annede patofizyolojik etkilerinin dnlenmesi veya indirgenmesi ¢ok

onemlidir.
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