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OZET

INTRAUTERIN BUYUME GERILiGINiN SICAN KARACIGERIi
UZERINDEKI ETKILERI

Nihan BAYINDIR
Doktora Tezi
Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim Dali
Danigman: Prof. Dr. H. Eray BULUT

2019, 102 sayfa

Intrauterin biiyiime geriligi fetiisiin saglikli biiyiime potansiyeline ulasamamas1
olarak tanimlanan patofizyolojik bir siirectir. Insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1
(IGF-1) baslica karaciger tarafindan {iretilen anabolik bir hormondur.
Sekresyonu biiyiime hormonu (GH) tarafindan uyarilir. IGF-1, embriyonik ve
postnatal gelisimde hiicre proliferasyonu, sag kalimi, doku biiyiimesi ve
gelismesi gibi ¢esitli biyolojik aktiviteleri olan anabolik bir hormondur.
Intrauterin biiyiime geriligi olan fetiis ye yeni doganlarda GH/IGF-1 ekseninde
ve IGF-1-PI3K/Akt sinyal yolaginda aksakliklar oldugu bilinmektedir. Bu
caligmada, bilateral uterin arter ligasyonu ile indiiklenen intrauterin biiylime
geriliginin 2., 4., 8. Ve 16. haftalarda sican karacigeri lizerine etkilerinin
arastirilmas1 amacglandi. Bu amacla karaciger dokulart histopatolojik olarak
incelendi. 1GF-1, IGF-1Ra ekspresyonlart immiinohistokimyasal yontem ile
IGF-1, IGF-1Ra, IGFBPI1, p/t-Akt, p/t-PTEN, p/tGSK3a/p protein seviyeleri
Western Blot yontemi ile, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1 ekspresyon seviyeleri rt-
PCR yontemi ile belirlendi ve serum IGF-1 ve GH seviyeleri ELISA yontemi ile
Olciildii. Sonu¢ olarak intrauterin biiyime geriliginin siganda karaciger

morfolojisini etkilemedigi, IGF-1Ra, IGFBP1, p/t-Akt, p/t-PTEN, p/tGSK3a/p



proteinlerinin seviyelerinde ve serum IGF-1 ve GH seviyelerinde degisime yol
actigl, IGF-1, IGF-1Ro, IGFBP1 ekspresyonlarina gen diizeyinde etki etmedigi

belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Intrauterin Biiyiime Geriligi, Bilateral Uterin Arter
Ligasyonu, Karaciger, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, Akt, PTEN, GSK3, GH
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF INTRAUTERINE GROWTH RESTRICTION ON
RAT LIVER

Nihan BAYINDIR
PhD Thesis
Department of Histology-Embryology
Supervisor: Professor H. Eray BULUT

2019, 102 pages

Intrauterine growth restriction is a pathophysiological process that defined as
fetus cannot reach its normal growth potential. Insulin-like growth factor-1 is an
anabolic hormone mainly produced by liver. The secretion of IGF-1 is stimulated
by Growth hormone (GH). IGF-1 has several biological activities, such as cell
proliferation, survival, tissue growth and development in embryonic and
postnatal development. It is known that there are defects in the GH/IGF-1 axis
and IGF-1-PI3K/Akt signaling pathway in intrauterine growth restricted fetus
and neonates. In the present study, we aimed to investigate the effect of
intrauterine growth restriction induced by bilaterally uterine artery ligation on
rat liver at 2, 4, 8 and 16 weeks. For this purpose, liver tissues were examined
histopathologically. Immunolocalization of IGF-1, IGF-1Ra were determined by
immunohistochemical method, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, p/t-Akt, p/t-PTEN,
p/tGSK3a/B protein levels were determined by Western Blot method, IGF-1,
IGF-1Ra, IGFBP1 expression levels were determined by rt-PCR method and
serum IGF-1 and GH levels were measured by ELISA.

Vii



In conclusion, intrauterine growth restriction did not affect liver morphology,
caused changes in IGF-1Ro, IGFBP1, p/t-Akt, p/t-PTEN, p/tGSK3a/f protein
levels and serum IGF-1 and GH levels, and did not affect IGF-1, IGF-1Ra,

IGFBP1 expressions at gene level.

Key Words: Intrauterine Growth Restriction, Bilaterally Uterine Artery
Ligation, Liver, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, Akt, PTEN, GSK3, GH
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1.GIRIS

Intrauterin biiyiime geriligi (JUBG) fetiisiin genetik olarak programlanmis
biiyiime potansiyeline ulasamamasidir (Battaglia & Lubchenco, 1967). IUBG
fetal, neonatal ve erigkin donemde cesitli sorunlara yol acan adaptif fizyolojik
bir stiregtir. Perinatal morbitide ve mortalitenin en 6nemli nedenlerinden biridir
(Regev et al., 2003). Diinya c¢apinda yeni doganlarin %5-10‘unda IUBG
goriilmektedir (Resnik, 2002). IUBG olan fetiis hayati organlar1 koruma altina
almak icin c¢esitli endokrin ve metabolik adaptasyonlar gelistirir. Bu
adaptasyonlarin kalict hale gelmesi ile erigkin donem hastaliklarinin olugumu
arasinda iliski oldugu dusiiniilmektedir (Barker, 1992). IUBG kisa donemde
prematiire dogum, serebral palsi, prematiir retinopatisi gibi ¢esitli sorunlara yol
acarken, uzun donemde metabolik sendrom, tip 2 diyabet, obezite
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi c¢esitli hastaliklarin gelisimleri ile yakindan
iligkilidir (Longo et al., 2013). Fetal doneminde yetersiz beslenme ile eriskin
donem hastaliklarimin  arasindaki iliski Barker, thrifty hipotezi ile
aciklanmaktadir. Bu hipotez ileri yasamda ortaya ¢ikan obezite, tip 2 diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi metabolik bozukluklarin temelinin fetal
donemde yetersiz beslenme kosullarina cevaben gelistirilen adaptasyonlara

dayandigimn ileri siirer (Hales & Barker, 2001).

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1), baslica karaciger olmak iizere gesitli
dokularda tiretilen anabolik bir hormondur (Le Roith, 1997). Hipofizden salinan
Biiyiime Hormonu (Growth Hormon- GH) stimiilasyonu ile sentezlenir (Puche
& Castilla-Cortazar, 2012). IGF-1 molekiilii kanda baglayici proteinler (IGFBP)
ile tasiir ve reseptorii (IGF-1R) ile etkilesip fosfatidilinositol-3kinaz
(PI3K)/Akt sinyal yolagin1 ve Mitojenle Etkilesen Protein (MAP) kinaz sinyal
yolagin1 aktive eder. Bu aktivasyon ile hiicre biiylimesi, sag kalim,
farklilagsmasi, proliferasyonu ve gogl ile ilgili siiregler diizenlenir (Duan,
Bauchat, & Hsieh, 2000; Jones & Clemmons, 1995). Yapilan ¢alismalar IGF-1’
in dokularda ¢ok cesitli etkileri oldugunu ortaya koymustur. Beyinde noral
proliferasyonda, hiicre sag kalimi ve farklilasmasinda (Gomez, 2008),
karacigerde hepatosit proliferasyonunda ve karaciger rejenerasyonunda

(Desbois-Mouthon et al., 2006), immiin sistemin gelismesinde (Walsh, Smith,



& O'Connor, 2002), renal fonksiyonun diizenlenmesinde (Bach, 2012),
kardiyovaskiiler gelisimde (Delafontaine, Song, & Li, 2004), kas biiyiimesinde,

gelismesinde ve rejenerasyonunda (Schiaffino & Mammucari, 2011) rol oynar.

Insanda biiyiime geriligi olan fetiisler dolasimda insiilin, IGF-1, IGF-2 ve
IGFBP-3 seviyelerinin diisiikk, GH ve IGFBP-1 seviyelerinin yliksek olmasi ile
karakterizedir (Fowden, 2003; Tzschoppe et al., 2015). IGF-1’in biiylimeyi
direkt olarak kontrol etmesi, normal viicut gelisiminin esas diizenleyicisi olmasi
ve fetiiste aktivitesinin glikoz destegine bagli olarak regiile edilmesi IGF-1
sinyal yolaginin [IUBG gelisimindeki roliiniin belirlenmesi agisindan 6nemlidir
(D'Ercole etal., 1994). Son yillarda IUBG siirecinde olusan fetal programlamada
GH/IGF aksinda degisimlerin meydana gelmesi iizerine c¢esitli calismalar

yapilmaktadir (Setia & Sridhar, 2009).

Bu ¢alismada bilateral uterin arter ligasyonu yontemi (Janot, Cortes-Dubly,
Rodriguez, & Huynh-Do, 2014; Wigglesworth, 1964) ile intrauterin biiyiime
geriligi olusturulan siganlarda [UBG’ nin postnatal 2., 4., 8. ve 16. haftalarda
karacigerde IGF-1 sinyal yolaginda yer alan bazi molekiiller (IGF-1, IGF-1Ra,
IGFBP1, p/t-Akt, p/t-PTEN, p/tGSK3o/B) tlizerine etkisinin belirlenmesini
amaclamaktayiz. Elde edilecek wverilerin karacigerin biiylimesinde ve
gelisiminde 6nemli rol oynayan IGF-1 sinyal yolaginda yer alan molekiillerin
IUBG’ nin tant ve tedavisinde belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi
konusuna 151k tutacagima ve IUBG’nin molekiiler mekanizmalarini arastiran
literatiire katkida bulunacagina inanmaktayiz. Calismamiz [UBG’nin sican
karacigerinde postnatal gelisimin belirli dénemlerinde IGF-1, IGF-1Raq,
IGFBP1, p-Akt, t-Akt, p-PTEN, t-PTEN, p-GSK3o/p ve t-GSK3a/p protein

seviyelerinin bir arada incelendigi 6zgiin bir ¢alisma niteligindedir.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. Intrauterin Biiyiime Geriligi

Intrauterin biiyiime geriligi (IUBG) fetiisiin biyolojik biiyiime potansiyeline
ulasamamasi olarak tanimlanir. IUBG terimi fetal donemde goriilen yetersiz
beslenme ve gelisim geriliginin klinik 6zelliklerini tasiyan yeni doganlar igin
dogum agirhigmin yiizdesine bakilmaksizin kullanilir (Battaglia & Lubchenco,
1967). Tip literatiiriinde IUBG ve “gebelik yasina gore kiigiik” terimleri siklikla
birbirlerinin yerlerine kullanilsa da aralarinda farklilik vardir. Diisiik dogum
agirlikli bebek tanimi 10. persentilin altindaki yeni doganlar i¢in kullanilir.
IUBG terimi ise dogum agirligindan bagimsiz olarak fetal donemde gelisme
geriligi goriilen bebekler igin kullanilir ve her diisiik dogum agirlikli bebekte
IUBG goriilmez (Sharma, Farahbakhsh, Shastri, & Sharma, 2016; Sharma,
Shastri, Farahbakhsh, & Sharma, 2016). IUBG maternal, plasental, fetal veya
genetik faktorlerin etkisi ile gelisebilir. [IUBG’nin yaklagik olarak 1/3” iiniin
genetik faktorler, 2/3° {inilin fetal cevre kaynakli oldugu tanimlanmistir
(Bernstein & Divon, 1997). IUBG, perinatal morbitide ve mortalitenin 6nemli
nedenlerinden biridir. Ayrica biiylime geriligi ile dogan canlilarda eriskin
dénemde diyabet, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi g¢esitli klinik
bozukluklarin goriilme sikligi artar (Bamfo & Odibo, 2011; Hattersley & Tooke,
1999). IUBG 3 sekilde siniflandirilir:

a. Simetrik IUBG: Gebeligin erken déneminde gergeklesen bir bozukluk
sonucunda olusur. Genellikle genetik bozukluklar ve enfeksiyon
kaynaklidir. Hiicre sayisinda azalma vardir. Bas ¢evresi, karin ¢gevresi ve
femoral uzunlukta orantili bir azalma gergeklesir.

b. Asimetrik IUBG: En sik goriilen neden utero-plasental yetersizliktir. 3.
trimestera kadar normal gelisim gosteren fetiis son trimesterda kilo
kaybeder. Bas ve femur uzunlugu gebelik yasi ile uyumlu olsa da viicut
gelisiminin gerilemesinden dolay1 basin viicuda orani artar.

c. Kangsik IUBG: Daha ¢ok gelismis iilkelerde goriiliir ve hem hiicre

boyutunda hem de hiicre sayisinda azalma gerceklesir. Yeni doganlar



hem asimetrik hem simetrik [TUBG’ nin klinik 6zelliklerini tasirlar
(Sharma, Shastri, & Sharma, 2016).
2.1.1. Epidemiyoloji

IUBG genel popiilasyoda %8 oraninda goriiliirken, sebebi bilinmeyen o6li
dogumlarin yaklasik %52’sinin IUBG ile iliskili oldugu ve IUBG’nin perinatal
mortalite olgularinin %10’undan sorumlu oldugu rapor edilmistir (Hattersley &
Tooke, 1999). Az gelismis ve gelismekte olan tilkelerde gelismis tilkelere oranla
6 kat daha fazla goriiliir. Bu oran evde dogumun fazla oldugu (dogum kayd:
tutulmayan) diisiik ve orta gelirli iilkelerde daha yiiksek olabilir. IUBG siklig1
ilkeler, popiilasyonlar ve irklar arasinda farklilik gosterir ve azalan gebelik yas1

ile birlikte artar (de Onis, Blossner, & Villar, 1998).
2.1.2. Risk Faktorleri

Fetal bliylime maternal, plasental ve fetal faktorleri igeren karmasik bir siirectir
ve ITUBG’ne yol agan faktorler maternal, plasental, fetal, genetik ve hormonal

faktorler olarak Gzetlenebilir.
2.1.2.1.Maternal Faktorler

Annenin yetersiz beslenmesi IUBG gelisiminde 6nemli role sahiptir (Mitchell et
al., 2004). Yetersiz beslenme kosullar1 fetal fizyolojik siiregleri epigenetik
mekanizmalarla degistirebilir. Bu da yalnizca kisa donemdeki biiyiime fenotipini
degistirmekle kalmaz, eriskin donemdeki metabolik siirecleri de olumsuz etkiler
(Devaskar & Chu, 2016). Gelismekte olan iilkelerde gebelikte yetersiz
beslenmenin ve gebelik baslangic kilosunun diisiik olmasinin 1UBG
gelisimindeki rolii ¢ok dnemlidir. Gelismis olan tilkelerde ise [IUBG gelisiminin
en onemli faktori sigara kullanimidir (Black et al., 2013). Sigaranin yani sira
kan dolasimmna etki eden ¢esitli maternal metabolik bozukluklar da
uteroplasental kan akiginda azalmaya, fetiis dolasiminda hipoksiye ve asidoza
neden olur. Ayrica hormon regiilasyonunu da etkileyerek IUBG’ne yol agar. (J.
Miller, Turan, & Baschat, 2008; D. J. Roberts & Post, 2008) Bu bozukluklar
hipertansif hastaliklar, diyabet iliskili vaskiilopati, kronik bobrek hastaliklari,

sistemik lupus eritematozus, antifosfolipid sendromu, orak hiicreli anemi gibi



cesitli hastaliklar1 igerir (Schieve et al., 2002). Annenin toksik aliskanliklar
(alkol, uyusturucu, sigara) ve ilag kullanimi (warfarin, steroidler, antikonviilzan,
anti-metabolit ve folik asit antagonistleri) da IUBG sebeplerindendir (Haddon,
Nesbitt, & Garcia, 1961; Yang et al., 2001). Ayrica maternal stres, enfeksiyonlar
ve parazit istilasinin da (TORCH, sitma, tiiberkiiloz, liriner kanal enfeksiyonlari,
bakteriyel vajinoz) IUBG gelisimi ile iliskili olduklar1 bilinmektedir (Biri et al.,
2007).

2.1.2.2. Plasental Faktorler

Plasenta agirligimin IUBG’nde 6nemli rolii oldugu belirlenmistir. Heinonen ve
arkadaslar1 (Heinonen, Taipale, & Saarikoski, 2001) gebelik yasina gore kiigiik
dogan bebeklerin plasenta agirliklarinin gebelik yasina uygun dogan bebeklerin
plasenta agirliklarina gore %24 oraninda daha kiigliik oldugunu goéstermistir.
Benzer sekilde yapilan baska bir calismada plasentada fonksiyonel doku
kaybinin anne fetiis arasinda oksijen ve besin tasinmasini saglayan villoz yiizey
alan1 ve fetal kapiller yiizey alanini azaltarak [IUBG’ ne yol agtig1 belirlenmistir
(Yu, 1992). Cesitli kronik inflamatuar hastaliklar, ¢oklu gebelik, anormal
uteroplasental damarlanma ve plasenta dekolmani gibi plasentanin 6zellikle
anne ile fetlis arasindaki madde aligverisini saglayan boliimlerini etkileyen
hastaliklar [JUBG gelisiminde 6nemli role sahiptir (Sharma, Shastri, & Sharma,
2016).

2.1.2.3.Fetal Faktorler

IUBG goriilen yeni doganlarin %7-19 ‘u fetal kromozomal anomali (trizomi 13,
18, ve 21, otozomal delesyonlar, halka kromozomu uniparental dizomi)
kaynaklidir (Anandakumar et al., 1996; Snijders, Sherrod, Gosden, &
Nicolaides, 1993; Soong et al., 2009). Bloom Sendromu, Russell-Silver
Sendromu, Cornelia de Lange Sendromu, Fanconi Sendromu, Roberts
Sendromu, Seckel Sendromu gibi ¢esitli genetik sendromlarin da IUBG’ ne yol
actig1 bilinmektedir (Hendrix & Berghella, 2008). Bunlarin yan1 sira trakeo-
Ozofagial fistiil, konjenital kalp hastaliklari, konjenital diyafram hernisi,
omfalosel ve gastrosizis gibi abdominal duvar defektleri, anensefali gibi noral

tip defektleri vb. cesitli konjenital anomaliler de TUBG ile sonuglanabilir



(Balayla & Abenhaim, 2014; Wallenstein et al., 2012). IUBG vakalarmnin %5’ ini
konjenital enfeksiyonlar olusturur. Gelismis iilkelerdeki en yaygin enfeksiyon
sebepleri toksoplazma ve sitomegaloviriis iken gelismekte olan {ilkelerde sitma,
konjenital HIV enfeksiyonu, sfiliz ve rubella sik goriilen enfeksiyonlardir (Khan
& Kazzi, 2000; Steketee, Nahlen, Parise, & Menendez, 2001; Walker, ter Kuile,
Garske, Menendez, & Ghani, 2014). Pankreas agenezi, konjenital pankreatik
beta hiicre agenezi, konjenital lipodistrofi, galaktozemi, Mukolipidozis tip-II,
fetal fenilketoniiri ve gegici neonatal diyabet gibi metabolik hastaliklar da IUBG
gelisimine yol acar (Priyadarshi, Verge, Vandervliet, Mackay, & Bolisetty,
2015).

2.1.2.4. Genetik Faktorler

Protein ve hormonlart kodlayan maternal, plasental ve fetal genlerde
polimorfizm fetal biiyiimeyi etkiler. [IUBG gelisiminde etkili oldugu diisiiniilen

bazi genler sunlardir:

Plasental Genler: Homeobox genleri, Serpina3, Cullin, Sox1, Placental biiyiime
faktorii, trofiblastik miRNAlar, Bcl-2 ve Bax, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1
ve 2, Insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici protein3 (IGFBP3), Epidermal
biiylime faktorii (EGF)

Maternal Genler: Endotelin-1 (ET-1) ve Leptin, Visfatin, Trombofili Genleri

Fetal Genler: Protein S10B, N-terminal paratiroid hormon iligkili protein, IGF-
1, SHOX, Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptdrii (IGF-1R) mutasyonu
(Sharma, Shastri, Farahbakhsh, et al., 2016).

2.1.2.5. Hormonal Faktorler

Cesitli hormonlar fetal dokularda metabolizmayr ve gen ekspresyonlarini
etkileyerek fetal biliylime ve gelisimi yonetir. Endokrin sistem kaynakl
bozukluklar TUBG’ne yol agabilir. Fetal biiylimenin en o6nemli endokrin
diizenleyicisi IGF’dir. IGF ailesi tiiyeleri 1. trimesterdan itibaren cesitli
dokularda ekspresse edilir ve fetal dolasimdaki konsantrasyonlari gebelik
sliresince artar (Gicquel & Le Bouc, 2006; Gluckman & Harding, 1997). Fetal

IGF-1 ekspresyonunun ve sirkiilasyonunun en énemli diizenleyicisi plasentadan



fetiise gegen glikozun miktaridir. Gébek kordonu kanindaki IGF-1 miktari ile
dogum agirliginin korele oldugunu, IGF-1 genindeki delesyonun siddetli [IUBG
ve postnatal biliylime geriligine yol ac¢tifin1 gosteren c¢aligsmalar mevcuttur
(Gluckman, 1997; Woods, Camacho-Hubner, Savage, & Clark, 1996). Insiilin,
Tiroid hormonu, glukokortikoidler ve biiyiime hormonu da fetal donemdeki en
onemli hormonlardandir. Bu hormonlarin salinnminda meydana gelen
aksakliklar fetal biiylimeyi dogrudan etki eder ve IUBG ile iliskilidir. (Sharma,
Shastri, Farahbakhsh, et al., 2016).

2.1.3. Barker (Thrifty) Hipotezi ve Metabolik Programlama

IUBG olan fetiis azalan besin kaynagina kars1 ¢esitli adaptasyonlar gelistirir. Bu
adaptasyonlar fetiisiin hayatta kalabilmek icin kisitli olan besin miktarindan
maksimum derecede yararlanmasini saglar. Her organ ve dokuda farkli sekilde
adaptasyon gelisir ancak bu adaptasyonlarin uzun dénem sonuglari heniiz kesin
olarak bilinmemektedir. Fetiisiin oksidatif metabolizmasinin ana kaynagi
glikozdur (Hay, 2006). IUBG olan fetiis azalmis olan glikozdan olabildigince
yararlanmak i¢in periferal insiilin duyarliligin1 arttirir, kasta protein sentezi i¢in
gerekli insiilin duyarliligini, pankreas gelisimini ve anabolik hormon yapimini
azaltir, hepatik glikoz iiretimini arttirir. Bu adaptasyonlarinin asil amaci kalp ve
beyin gibi hayati organlara glikoz destegini devam ettirebilmektir (Limesand,
Rozance, Smith, & Hay, 2007; Ross, Fennessey, Wilkening, Battaglia, &
Meschia, 1996; Rozance, Limesand, & Hay, 2006; Thorn et al., 2009).
Intrauterin donemde gelisen bu adaptasyonlar kalic1 hale gelirse ileri yasamda
obezite, insiilin direnci ve tip 2 diyabet gibi hastaliklarin olusma potansiyelini
arttirir (McMillen & Robinson, 2005). Barker hipotezi (Thrifty fenotipi, fetal
orijinler hipotezi), eriskin hastaliklarinin kékeninin intrauterin donemde fetiisiin
yetersiz intrauterin ¢evre kosullarina cevaben hayatta kalmak i¢in gelistirdigi
adaptasyonlara dayandigini ileri siirer (Barker, 1992). Barker hipotezine gore
fetiis yetersiz beslenme kosullarinda karaciger, pankreas ve kas gibi insiiline
duyarli dokularda fetal insiilin ve IGF-1 duyarliligini ve salinimini azaltip,
hipotalamus-hipofiz-adrenal (HPA) ekseni upregiile ederek karaciger, pankreas
gibi organlarin zarar gormesi pahasina beyin, kalp ve adrenal bez gibi hayati

organlarin gelisimine dncelik verir. Fetal insiilin sekresyonunun azalmasi ile kan



akimin1 diizenleyebilmek ve biiylime hizin1 degistirmek icin kortizol ve
adrenalin seviyelerini arttirarak fetal ve plasental metabolizmayr hayati
organlarin yararina yonlendirecek sekilde diizenler (Jaquet, Leger, Czernichow,
& Levy-Marchal, 2002). Bu siire¢te olusan degisiklikler “metabolik
programlama (fetal programlama, epigenetik modifikasyon)” olarak
isimlendirilir ve fetal gelisimin ¢ok kritik bir zamaninda gerceklestigi i¢in kalict
hale gelebilir (Barker, 2007). Bu adaptasyonlar ¢esitli genlerin
ekspresyonlarinda degisiklige neden olur ve hem kisa donemde hem de uzun
donemde sonuglar1 vardir. Kisa donemde glikoz metabolizmasi ile ilgili genlerin
ifadesine degisiklik, ndrogelisimin etkilenmesi gibi ¢esitli sorunlara yol agarken,
uzun donemde metabolik sendrom, insiilin direnci ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin meydana gelme riskini arttirir (Barker, 1999; Hattersley & Tooke,
1999; Morsing, Asard, Ley, Stjerngvist, & Marsal, 2011).

2.1.4. Biilyiimeyi Yakalama

IUBG ile dogan canlilar dogumdan kisa bir siire sonra kilo artigin1 hizlandirarak
bliylimeyi yakalama donemine girebilirler. Bu donemde dokularda insiilin
duyarlilig: artar (Beltrand et al., 2009; McMillen et al., 2001). Yapilan ¢aligsmalar
eriskin donemde goriilen metabolik bozukluklarin nedenlerinin sadece fetal
donemdeki adaptasyonlarla ilgili olmadigini, yakalama biiyiimesi donemindeki
adaptasyonlarin da insiilin direnci ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli
metabolik bozukluklar ile iligkili oldugunu ortaya koymustur (Cosmi, Fanelli,
Visentin, Trevisanuto, & Zanardo, 2011; Das & Sysyn, 2004; Martin-Gronert &
Ozanne, 2007).

2.15. Intrauterin Biiyiime Geriliginin Kisa Dénem Sonuglar

IUBG neonatal morbitide ve mortalitenin 6nemli sebeplerinden biridir. Ayrica
global veriler IUBG’nin erken dogum ve sezeryan riskini arttirdigint ve 6lii
dogum vakalarinin en giiglii risk faktorlerinden biri oldugunu gostermektedir (J.
Miller et al., 2008). IUBG ile dogan bebeklerde hipoglisemi, hipotermi,
respiratuar distres sendromu, nekrotizan enterokolit, mekonyum aspirasyon

sendromu, prematiire retinopatisi gibi cesitli sorunlara yol agan metabolik ve



hematolojik bozukluklar goriilir (Hofmeyr, Xu, & Eke, 2014; Longo et al.,
2013).

2.1.6. Intrauterin Biiyiime Geriliginin Uzun Dénem Sonugclar1

Son yillarda fetal biiylime geriliginin canliyr tim yasami boyunca
etkileyebilecek olumsuz etkileri olabilecegine dair kanitlar giderek artmaktadir
(Nicoletto & Rinaldi, 2011). ilk olarak Barker 1920-1930 yillar1 arasinda diisiik
dogum agirligr ile dogan bebeklerde 50-70 yaslart arasinda koroner kalp
hastaliklari, diyabet, hiperinsiilinemi ve hiperkolesterolemi insidansinin yiiksek
oldugunu gézlemlemistir (Barker, Bull, Osmond, & Simmonds, 1990; Barker,
Osmond, Golding, Kuh, & Wadsworth, 1989). Daha sonra yapilan ¢alismalarda
IUBG’nin eriskinlerde tip 2 diyabet, insiilin direnci, hipertansiyon, dislipidemi,
obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve metabolik sendrom gibi ¢esitli kronik
patolojilerle iliskisi oldugu gosterilmistir (Bjarnegard, Morsing, Cinthio, Lanne,
& Brodszki, 2013; Longo et al., 2013). Ingiltere’de baslayan bu gozlem Giiney
Afrika, Hindistan gibi iilkelerde de dogrulanmistir (Kanaka-Gantenbein, 2010).
Bunlarin disinda ITUBG’ nin erigkin donemde bobrek ve akciger gelisiminde
bozukluklara, ndérofizyolojik ve kavramsal eksikliklere de yok actigi

bilinmektedir (S. L. Miller, Huppi, & Mallard, 2016).

2.1.7. Intrauterin Biiyiime Geriliginin Cesitli Doku ve Organlar Uzerine
Etkileri
2.1.7.1. Iskelet Kas1

Insanda IUBG, fetiis ve yeni doganda kas kitlesinin azalmasi ile karakterizedir
(Larciprete et al., 2005; Padoan et al., 2004). Fetiisiin besin destegi azaldiginda
iskelet kasinda hem hiicre boliinmesi hem de protein birikimi downregiile edilir
(Greenwood, Hunt, Hermanson, & Bell, 2000; Greenwood, Slepetis,
Hermanson, & Bell, 1999). Bunun yani sira insiilin duyarliligi da bozulur
(Mericq et al., 2005; Ozanne et al., 2005). Koyunda yapilan ¢alismalarda IUBG
ile dogan yavrularda hipertrofik iskelet kasi biiyiimesinin bozuldugu ve kas
kiitlesinin azaldigi, iskelet kasinda protein sentezi, aminoasit alimi ve
yararlaniminin azaldigi (Greenwood, Hunt, Hermanson, & Bell, 1998;
Greenwood et al., 2000; Hegarty & Allen, 1978; Rozance et al., 2018), glikoz



oksidasyonunun azaldigi (Cadaret et al., 2018), laktat iiretiminin arttig1 (Brown
et al., 2015) gosterilmistir. Yine koyunda maternal besin miktarinin azaltilmasi
ile olusturulan IUBG modelinde yavruda kas fibrillerinin azaldigi, primer ve
sekonder miyogenezin olumsuz yonde etkilendigi belirtilmistir (Costello et al.,
2008; Fahey, Brameld, Parr, & Buttery, 2005; Zhu, Ford, Nathanielsz, & Du,
2004). IUBG glikoz ve yag metabolizmast ile iligkili genlerin ekspresyonlarinda
degisiklige yol agar. Genetik ¢alismalar IUBG olan disi si¢anlarda iskelet
kasinda protein ekspresyonunun azaldigini, koyunlarda ise insiilin sinyal
yolaginda gorevli INSR, IRS1, Akt2 ve GLUT4 molekiillerinin
ekspresyonlarinin ve insiilin duyarliliginin azaldigini gostermistir (De Blasio,
Gatford, Harland, Robinson, & Owens, 2012; Thamotharan et al., 2005). Yates
ve ark. (Yates et al.,, 2012) iskelet kasinda kas hipertrofisinde ve glikoz
oksidasyonunda rol alan adrenerjik reseptorlerin ekspresyonlarinin degistigini

belirtmistir.
2.1.7.2. Yag Dokusu

IUBG ile dogan bebeklerin kas gelisimi zayiftir ve dogumdan sonra hiicre
proliferasyonu gerceklesir. Eger ¢ocukluk doneminde hizla kilo alirlarsa kas
yerine yag dokusu artar ve ileri yasamda orantisiz sekilde yiiksek yag kitlesi
gelisir. Bu da insiilin direnci gelisimi ile ilgili olabilir (Barker et al., 1993).
IUBG’nde fetal adipositler cogalma ve daha fazla yag depolamak i¢in genisleme
kabiliyetlerini arttiran adaptasyonlar gelistirirler (Desai & Ross, 2011). IUBG
olan erkek siganlarda adipogenez ve lipogenezin primer diizenleyicisi olan
peroksizom proliferator aktive edici reseptér gamma (PPARY) ekspresyonunun
artigr  gosterilmistir (Joss-Moore et al., 2010). Ayrica yapilan ¢esitli
caligmalarda yag asidi metabolizmasinda rol alan asetil KoA Karboksilaz-a,
fatty acid synthase (FAS), ATP binding cassette transporterl, resistin ve visfatin
ekspresyonlarinin degistigi belirtilmistir. Yag dokusunda meydana gelen bu
degisikliklerin insiilin direnci ve obezite ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir

(Gargetal., 2013; Yee et al., 2016; Zinkhan, Yu, Callaway, & McKnight, 2018).
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2.1.7.3. Pankreas

IUBG olan fetiislerde glikoz ile uyarilmis insiilin sekresyonu bozulur (Nicolini,
Hubinont, Santolaya, Fisk, & Rodeck, 1990). ileri IUBG olan fetiisler kiigiik,
vaksiilarizasyonu ve B hiicre sayis1 azalmis olan pankreatik adaciklara sahiptir
(Van Assche, De Prins, Aerts, & Verjans, 1977). Pankreatik [ hiicrelerinden
insiilin salinim1 glikoz metabolizmasinin primer diizenleyicisidir ve tiim
anabolik siireglere ve kas biiyliimesine de katkida bulunur. IUBG olan siganlarda
B hiicre kayb1 oldugu rapor edilmistir (Garg et al., 2013). Yapilan bir ¢calismada
IUBG’nin B hiicrelerinin elektron transport zincirinde bozukluga neden
oldugunu ve bunun da reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine, [ hiicre
proliferasyonunda ve fonksiyonunda azalmaya neden oldugu gdsterilmistir
(Simmons, Suponitsky-Kroyter, & Selak, 2005). B hiicresi islev bozuklugu ile
plasental yetersizlik dogru orantilidir. Koyunlarda yapilan ¢alismalarda
IUBG’nin fetiiste B hiicre sayisinda ve intraselliiler insiilin konsantrasyonunda
azalmaya yol actig1 rapor edilmistir (Limesand et al., 2013; Limesand, Rozance,
Zerbe, Hutton, & Hay, 2006).

2.1.7.4. Kalp

Intrauterin c¢evrenin olumsuz yonde degismesi kalbin ve vaskiiler agacin
gelisimini  etkileyerek miyokardin ve damar duvarinin yapisini bozar
(Iruretagoyena et al., 2014; Norman, 2008). IUBG olan hayvanlarda damar
duvarindaki kollajen miktarinin azaldigi (Thompson, Richardson, Gagnon, &
Regnault, 2011), insanlarda aortun intima ve media tabakalarmin kalinliginin
artigr (Cosmi, Visentin, Fanelli, Mautone, & Zanardo, 2009) gosterilmistir.
IUBG olan 6lii doganlarda aortun histolojik incelenmesi sonucunda pre-
aterosklerotik lezyonlarin belirteci olan intima ve media kalinligr artist ile iliskili
inflamasyon isaretleri goriilmiistiir (Lo Vasco et al., 2011). Bununla birlikte yine
insanda yapilan ¢esitli ¢alismalarda ITUBG olan bebeklerde yasamlarinin ilk
birkag giiniinde (Koklu et al., 2006; Sehgal, Doctor, & Menahem, 2013; Skilton,
Evans, Griffiths, Harmer, & Celermajer, 2005; Stergiotou et al., 2014), 6. ve 18.
aylarinda (Cruz-Lemini et al., 2014; Zanardo et al., 2011) aortun intima ve media

tabaka kalinliklarinin saglikli bebeklere oranla fazla oldugu rapor edilmistir. Bu
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veriler [IUBG’nin damar duvarin yapisi ve fonksiyonunda kalict degisikliklere
yol acarak ileri yasamda kardiyovaskiiler hastaliklarin goriilme riskini
arttirabilecegini diisiindiirmektedir (Cohen, Wong, Horne, & Yiallourou, 2016).
IUBG hayvan c¢alismalarinda kardiyomiyositlerin olgunlasma siirecinin
geciktigi (Bubb et al., 2007), sarkomer uzunluklarinin azaldigi ve apopitoz
oraninin arttigi (Tintu et al., 2009) gosterilmistir. Iruretagoyena ve ark.
(Iruretagoyena et al.,, 2014) ileri derece biiylime geriligi olan fetiisleri
postmortem inceleyerek kalpteki kardiyomiyositlerin sarkomer uzunluklarinin
azaldigin1 bunun da sistolik disfonksiyona yol agabilecegini ileri siirmiiglerdir.
Benzer sekilde Takahashi ve ark. (Takahashi, Nishida, Arai, & Kaneda, 1995)
da biiyiime geriligi olan fetiislerde miyokardiyal fibrillerde hipoplazinin
gostergesi olan ince kardiyomiyositlerin varhigmi ve glikojen depolama
kapasitelerinin azaldigin1 gostermislerdir. Kalbin yapisi ve seklinde meydana
gelen degisiklikler kalbin fonksiyonunu olumsuz yonde etkileyebilir. Yapilan
caligmalar biiylime geriligi olan fetiislerde sistolik ve diastolik fonksiyonun
degistigi ve bu degisikliklerin postnatal olarak kalict hale geldigini
gostermektedir (Cruz-Lemini et al., 2016; Czernik, Rhode, Metze, Buhrer, &
Schmitz, 2013; Gurses & Seyhan, 2013; Vijlbrief et al., 2014).

2.1.7.5. Beyin

Kronik fetal hipoksemi veya besin azligi durumunda fetlis beynin oksijen ve
besin desteginden maksimum diizeyde yararlanabilmesi i¢in kardiyak ¢iktiy1
(kardiyak output) yeniden diizenleyerek beyine daha fazla kan gitmesini saglar.
Boylece beyni korumaya alir (Spinillo et al., 2014). Buna ragmen beyin olumsuz
intrauterin sartlardan etkilenir ve ¢esitli ndropatolojik bozukluklar geligir. IUBG
motor ve duyusal ndrogelisimsel bozukluklar, biligsel ve 6grenme bozukluklar
ve serebral palsi ile yakindan iligkilidir (Gagnon, 2003; Guellec et al., 2011; von
Beckerath et al., 2013). IUBG olan yeni doganlarda bas cap1 gebelik yasina
uygun yeni doganlara gore daha kiiciiktiir ve bu 6zellik nérogelisimin zayif
olduguna isaret eden klinik agidan 6nemli bir bulgudur (Gale, O'Callaghan,
Bredow, & Martyn, 2006; Padilla et al., 2011; Tolsa et al., 2004). Yapilan
caligmalar insanda IUBG’nin total beyin hacminde ve kortikal gri madde
hacminde azalma ile iligkili oldugunu gostermektedir (Tolsa et al., 2004). IUBG
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olan bebeklerde yapilan postmortem ¢alismalarda beyinde hiicre sayisinda
(Samuelsen et al., 2007) ve miyelin igeriginde azalma (Chase, Welch, Dabiere,
Vasan, & Butterfield, 1972) oldugu ortaya konulmustur. Bu yapisal anomaliler,
yeni doganda dikkat kapasitende azalma (Samuelsen et al., 2007), 7 aylik
bebeklerde gorsel tanima hafizasinda yasina uygun bebeklere gore zayif olma
(Gotlieb, Biasini, & Bray, 1988), 9-10 yaslarinda yasitlarina gore nérogelisimsel
eksiklikler gosterme (Leitner et al., 2007) gibi ¢esitli davranissal eksikliklerle
paralel seyreder. Okul ¢agindaki ¢ocuklarda yapilan gesitli ¢aligmalarda fetal
geligsme geriligi goriilen ¢ocuklarda saglikli yasitlarina gore kaba ve ince motor
becerilerinde, hafiza ve akademik yeteneklerinde azalma gibi bulgularin yani
sira dikkat eksikligi ve hiperaktivite gibi gesitli noérofizyolojik yetersizliklerin
goriildigi belirtilmistir (Fischi-Gomez et al., 2015; Geva, Eshel, Leitner, Fattal-
Valevski, & Harel, 2006; Geva, Eshel, Leitner, Valevski, & Harel, 2006; Low et
al., 1992).

2.1.7.6. Karaciger

Hemen hemen tiim organlar fetal donemde programlanarak morfolojilerini ve
fonksiyonlarini kalic1 olarak degistirebilirler. Fetal karaciger dolasimdaki kanin
biiylik bir kismini1 almas1 ve metabolik regiilasyonun en 6nemli diizenleyicisi
olmasi1 nedeniyle karacigerin [IUBG’ndeki roliiniin belirlenmesi ¢ok dnemlidir.
Insanda TUBG nde plasental kan akimi azalir. Kan destegi biiyiik oranda beyine
yonlendirilirken fetal karacigerin kan akimi azalir ve bu da fetal biiylime geriligi
olusumu ile iligkilidir (Nathanielsz & Hanson, 2003). Karacigerin metabolik
programlama i¢in 6nemli bir hedef olduguna dair kanitlar mevcuttur (Cianfarani
etal., 2012). Lipid homeostazi1 biiyiik oranda karaciger tarafindan diizenlenir ve
IUBG’nde  karaciger  metabolizmasindaki  adaptasyonlar  metabolik
bozukluklarin gelismesine yol agar (Alisi, Panera, Agostoni, & Nobili, 2011; A.
Roberts, Nava, Bocconi, Salmona, & Nicolini, 1999; Thorn et al., 2009). Yapilan
caligmalar uteroplasental yetersizligin hepatik oksidatif fosforilasyonu azaltip,
karacigere glikoz taginmasimi etkileyerek hepatik enerji tretimi ile ilgili
enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonlarini degistirdigini gostermistir (Lane,
Crawford, Flozak, & Simmons, 1999; Lane, Flozak, Ogata, Bell, & Simmons,
1996; Ogata, Swanson, Collins, & Finley, 1990). Khattabi ve ark. (EI-Khattabi,
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Gregoire, Remacle, & Reusens, 2003) siganda diyet ile olusturulan IUBG’nin
karacigerde hepatosit proliferasyonunu azalttigini belirtmistir. Literatiirdeki bu
veriler intrauterin dénemdeki adaptasyonlarin karacigerin eriskin donemdeKi
fonksiyonel kapasitesinde azalmaya yol acgabilecegine ve performansinin
etkilenebilecegine isaret etmektedir (Burns et al., 1997; Desai et al., 1997; Lane,
Kelley, Gruetzmacher, & Devaskar, 2001).

2.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF)

2.2.1. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Yapisi

Insiilin benzeri bilyiime faktorii (IGF) ailesi iki IGF molekiilii (IGF-1 ve IGF-2),
3 ligand (insiilin, IGF-1, IGF-2), 4 reseptor (insiilin reseptorii, IGF-1R, 1GF-
2R/mannoz-6-fosfat ve hibrid insiilin/IlUG-1R) ve 6 adet baglayic1 proteinden
(IGFBP1-6) olusur (Setia & Sridhar, 2009). IGF sinyal yolagi biiyiimede ve
cesitli hastaliklarin gelisim siireglerinde 6nemli rollere sahiptir. Hem fetal hem
de postnatal biiyiimenin esas diizenleyicisi IGF sinyal yolagidir (Randhawa &
Cohen, 2005). IGF-1 basta karaciger olmak iizere bir¢ok dokuda iiretilen
anabolik bir hormondur ve hipofizden salinan GH stimiilasyonu ile sentezlenir.
IGF- %60 oraninda IGF-2 ile, %50 oraninda proinsiilin ile homoloji gosterir (Le
Roith, 1997). IGF-1 somatomedin olarak da bilinir ve hiicre proliferasyonu
(Perez et al., 2008), hiicre sag kalim1 (Vincent & Feldman, 2002), doku gelisimi
ve biiytimesi, antioksidan (Fowden & Forhead, 2013; Garcia-Fernandez et al.,
2003) aktivitesi vardir. Insiilin ile olan yapisal benzerligi dolaysi ile IGF-1
insiilin reseptoriinii baglayabilir, insiilin antikorlarinin varliginda insiilin benzeri
aktiviteye sahiptir ve ayn1 zamanda siilfasyon faktoriidiir (Daughaday et al.,
1972; Froesch, Buergi, Ramseier, Bally, & Labhart, 1963; Laron, 2001). IGF-2
daha ¢ok fetal donemde ekspresse edilir ve fetal gelisimde rol oynar. IGF’ler
kanda serbest olarak bulunduklarinda yar1 6miirleri ¢ok kisadir (15-20 dk).
Fizyolojik aktivitelerinin ¢ok ¢esitli olmasi nedeniyle 6 adet baglayici proteinle
(IGFBP1-6) ¢ok siki kontrol edilirler. Baglayici proteinler dolasimdaki IGF’ler
icin tastyict proteinler olarak islev goriirler ve IGF’leri proteolitik
degradasyondan koruyarak yarilanma omiirlerini uzatirlar (Jones & Clemmons,
1995). IGF turnovermi, tasinmasini, dokudaki dagilimini diizenleyerek IGF’
lerin fizyolojik konsantrasyonlarmi belirlerler (Hwa, Oh, & Rosenfeld, 1999;
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Jones & Clemmons, 1995). Normal gebelik siirecinde serum IGF-1 ve IGFBP1
seviyesi diizenli olarak artar. Fetal sirkiilasyonda uzayan IGFBP1 seviyesi
IUBG nin belirteclerindendir. Bazi baglayici proteinlerin IGF’leri uzaklastirarak
fetal biiytimeyi kisitladig1 diistiniilmektedir (Hills, English, & Chard, 1996).
Bunlara ilaveten hedef dokularda IGF aktivitesini aktive veya inhibe ederek
hiicre proliferasyonunu, farklilasmasini, hayatta kalmasmni ve gociini
diizenlerler (Firth & Baxter, 2002; Jones & Clemmons, 1995). Ayn1 zamanda
IGF’lerin vaskiiler alandan dokuya tasinmasini kolaylastirirlar. Dolagimdaki
IGF’lerin ¢ogu IGFBP’ler ile kompleks olusturmus sekilde bulunurlar. Bu
kompleks IGF’ler i¢in bir rezervuar gorevi goriir ve IGF-1"in yar1 dmriinii arttirir
(Rajaram, Baylink, & Mohan, 1997). Ek olarak IGFBP’ler hiicre membrani veya
ekstraselliiler matriks ile etkilesimde kalarak lokal IGF-1 seviyesini korurlar
(Firth & Baxter, 2002).

IGF-1 ve IGF-2 hedef hiicre membranlarindaki reseptorlerine baglanarak
aktivite gosterirler. Ug tip IGF reseptdrii vardir: Insiilin, Tip I IGF (IGF-1R) ve
Tip 1l IGF mannoz-6-fosfat (M6F) reseptorii. IGF-1 ve IGF-2 daha ¢ok IGF-1R
ile etkilesimde bulunarak aktivite gosterir (Louvi, Accili, & Efstratiadis, 1997).
IGF-1R, a2p2 heterotetramer yapida bir tirozin kinazdir. Ligandin baglanmasi 3
alt linitesinin intraselliiler domainindeki tirozin kalintilarinin fosforilasyonunu
indiikler ve IGF-1R aktive olur. Aktive olan IGF-1R insiilin reseptor substrat 1
(IRS1) araciligiyla hiicre yasami, biiylimesi ve proliferasyonu ile iligkili olan
PI3K (fosfotidilinozitol-3-kinaz)/Akt sinyal yolagini ve MAP-kinaz sinyal
yolagini aktive eder (Annenkov, 2009; Chitnis, Yuen, Protheroe, Pollak, &
Macaulay, 2008; Puche & Castilla-Cortazar, 2012). IGF tarafindan aktive edilen
sinyal yolaklar1 ¢esitli molekiiller araciligiyla (Bcl-2, BAD, kaspaz-9, p53,...)

hiicrenin hayatta kalmasini saglar (Jones & Clemmons, 1995).
2.2.2. IGF-1’in Sentezi, Salimim ve Aktivitesi

IGF-1 biitlin dokularda ekspresse edilmekle birlikte dolasimdaki IGF-1’in esas
kaynagi karacigerdir (%75) (Ohlsson et al., 2009). IGF-1 sekresyonu hipofizden
saliman Biiylime Hormonu (Growth Hormon-GH) ile stimiile edilirken, GH

salmimi hipotalamustan salinan gonadotropin-salgilatict hormon (GnRH) ile
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uyarilip somatostatin ile inhibe edilir (Puche & Castilla-Cortazar, 2012).
GH/IGF-1 ekseni IGF-1’in kendisi tarafindan negatif feedback mekanizmasi ile
diizenlenir. IGF-1, somatostain ekspresyonunu stimiille ederek GH
ekspresyonunu baskilar (Bertherat, Bluet-Pajot, & Epelbaum, 1995).
Dolasimdaki GH hem serbest olarak, hem de baglayici proteinlere (GHBP) bagl
halde bulunur. Hepatik GH reseptoriiniin aktivasyonu IGF-1 iiretimini ve kana
karismasin1 indiikler. Prenatal IGF-1 ekspresyonu GH bagimsizdir ancak
dogumdan kisa bir siire 6nce GH bagimli hale gelir ve yasam boyu da GH
bagiml kalir. IGF-1 dolasimda serbest halde az miktarda bulunur, daha ¢ok
ozellikle IGFBP3’ e bagh sekildedir. IGFBP3 dolasimdaki IGF-1’in %90’ in1
baglar (Ohlsson et al., 2009). IGF-1 ligand islevi goriir ve hiicre membranindaki
IGF-1R ile etkilesimde bulunur. Bu etkilesim otofosforilasyona neden olur ve
IRS-1, IRS-2 ve Shc gibi adaptdr proteinlerin varligr gereklidir. Bir yandan IRS-
1ve IRS-2’nin IGF1R ile etkilesimi PI3 kinaz1 aktive eder ve PIP, PIP3 e gevrilir.
Akt sinyal yolagi PDK1 ve mTOR kompleksi tarafindan aktive edilir ve GSK3p,
BAD, Bcl-2 gibi sinyal molekiillerin aktivitesi diizenlenir. Diger yandan da ise
MAP/ERK sinyal yolag: aktive olur (Sekil 1) (Martin-Estal, de la Garza, &
Castilla-Cortazar, 2016).

IGF’lerin insiiline benzer sekilde metabolik etkileri vardir. Iskelet ve kas
dokusunda kas biiyiimesini, gelisimini ve rejenerasyonunu kontrol eder (Florini,
Ewton, & Coolican, 1996; Schiaffino & Mammucari, 2011), iskelet kasinda
protein sentezini stimiile eder (Velloso, 2008). IGF-1 karacigerde lokal olarak
hepatosit proliferasyonunu destekler, DNA sentezini hizlandirir ve karaciger
rejenerasyonunu tetikler (Desbois-Mouthon et al., 2006; Skrtic et al., 1997).
Ureme ile ilgili siireglerde de IGF-1’ in o6nemli rolleri vardir. Graniiloza
hiicrelerinin proliferasyonunu, oositin biliylimesini ve steroidogenezi arttirir
(Silva, Figueiredo, & van den Hurk, 2009; Villalpando & Lopez-Olmos, 2003).
IGF-1" in immiin sistemin normal fonksiyonunu devam ettirmesi i¢in de dnemli
bir molekiildiir. Timus gelisiminde (Hadden, Malec, Coto, & Hadden, 1992), T
lenfosit gelisiminde ve olgunlasmasinda (Walsh et al., 2002), B hiicrelerinin
farklilasmasinda (Landreth, Narayanan, & Dorshkind, 1992) rol alir.
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Sekil 1. IGF sinyal yolag: (Martin-Estal et al., 2016)
2.2.3. Intrauterin Biiyiime Geriligi ve IGF-1

Son yillarda TUBG etkisinde ger¢eklesen fetal programlamanin ve bunun uzun
dénem sonuglarmin aydinlatilabilmesi i¢in degisen GH/IGF aksinin ve IGF
sinyal yolagimin incelenmesinin énemli oldugunu diisiindiiren ¢esitli nedenler
vardir. Birincisi IGF ve IGF-baglayici proteinler (IGFBP) fetiiste beslenme ile
dogru orantil1 olarak diizenlenir ve biiyiime geriligi olan fetiis ve yeni doganlarda
GH/IGF aksinda bozukluklar oldugu gériilmiistiir. Ikinci neden eriskin dSnemde
disik dogum agirligi ile iligkili kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve
osteoporoz gibi gesitli hastaliklarin ¢ogunda GH-IGF aksinda ve IGF sinyal
yolagindaki g¢esitli molekiillerde anomaliler oldugu bilinmektedir (Holt, 2002).

Insanda biiyiime geriligi olan bir fetiisiin endokrin ¢evresi dolasimda diisiik
insiilin, IGF-1, IGF-2 ve IGFBP3 seviyeleri ile karakterizedir (de Zegher,
Francois, van Helvoirt, & Van den Berghe, 1997; Giudice et al., 1995).
Konjenital IGF-1 eksikligi veya defekti ile dogan bebeklerde siddetli [UBG,
mental retardasyon, sagirlik, postnatal bliylime geriligi ve mikrosefali gelisimi
oldugu rapor edilmistir (Walenkamp et al., 2006; Woods, Camacho-Hubner,
Barter, Clark, & Savage, 1997; Woods et al., 1996). Gobek kordonundaki IGF-
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1 konsantrasyonunun da dogum agirhigr ile korele oldugu gosterilmistir
(Gluckman, 1997).

Uciincii trimesterm sonunda fetiiste gdbek kordonundaki serum IGFBP1
seviyesinin [IUBG olan bebeklerde saglikli bebeklere oranla 6nemli miktarda
artis oldugu gozlenmistir. Fetal serum IGF-1 seviyesi ile dogum agirlig
arasindaki pozitif korelasyonun aksine, IGFBP1 seviyesi dogum agirlidi ile ters
orantilidir (Verhaeghe et al., 1993). IUBG olan bebekte IGFBP1 seviyesinin
artmast IGF-1" i baglayarak fetusta biiylimeyi inhibe ettigine igaret edebilir.
IUBG olan fetiiste gobek kordonundan elde edilen serumunda IGFBP3’ iin %50

oraninda azaldig1 gosterilmistir (Giudice et al., 1995).

Bu veriler IUBG’nin olusumunda, kisa ve uzun donem etkilerinin ortaya
cikmasinda IGF sinyal yolagimin oOnemli bir modilatér oldugunu

disiindiirmektedir.
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3.  GEREC ve YONTEM
3.1. Kullamlan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismamizda  Bezmialem  Vakif  Universitesi Deney  Hayvanlari
Laboratuvarinda yetistirilen viicut agirhigr yaklasik 200-250 gram arasinda
degisen 4 aylik 40 adet Sprague-Dawley cinsi disi geng sicandan elde edilen 72
adet erkek yavru kullanilmustir. %95 giiven diizeyi %80 power ile yapilan power
analizi sonucunda iki grup aras1 max ortalama fark 0.9, standart sapma 0.9
oldugunda her bir grupta en az 9 adet erkek yavru denegin kullanilmas1 gerektigi
bulunmustur. Hayvanlar deney siiresince standart pellet yem ve ¢cesme suyu ile
beslendiler. Disi ve erkek sicanlar g¢iftlestirilip vajinal plak gorildigi giin
gebeligin 0,5. giinii olarak kabul edilmistir. Deney grubundaki annelerde
gebeligin 19. giiniinde bilateral uterin arter ligasyonu uygulanmigtir. Sham
grubundaki annelere cerrahi islem uygulanmayip sadece gebeligin 19. giiniinde
periton acilip tekrar kapatilmistir. Sham grubu ayni zamanda kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Sham ve deney gruplarindaki hayvanlarin normal dogum
yapmalari beklenmis ve dogan erkek yavrular 2., 4., 8. ve 16. hafta olarak
gruplandirmistir. Her bir grup ig¢in belirtilen haftalarda hayvanlara
intraperitoneal yolla 5 mg/kg ve 80 mg/kg ketamin verilerek anestezi altinda
uygun yontemlerle kalpten kan Ornekleri alinmis ve karaciger dokulari
cikarilmistir. Calisma i¢in Bezmialem Vakif Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulundan 26. 05. 2016 tarih ve 2016/140 Sayili onay belgesi alinmistir (Ek-
1).

Deney Gruplan

Sham-2 (S2): Sham grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele 9
adet alinmis ve sham 2. hafta grubu olusturulmustur. 2 haftanin sonunda deney

sonlandirilmistir.

Sham-4 (S4): sham grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele 9
adet alinmis ve sham 4. hafta grubu olusturulmustur. 4 haftanin sonunda deney

sonlandirilmistir.
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Sham-8 (S8): Sham grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele 9
adet alinmis ve sham 8. hafta grubu olusturulmustur. 8 haftanin sonunda deney

sonlandirilmistir.

Sham-16 (S16): Sham grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele
9 adet alinmis ve sham 16. hafta grubu olusturulmustur. 16 haftanin sonunda

deney sonlandirilmistir.

Deney-2 (D2): Deney grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele
9 adet alinmig ve deney 2. hafta grubu olusturulmustur. 2 haftanin sonunda deney

sonlandirilmustir.

Deney-4 (D4): Deney grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele
9 adet alinmig ve deney 4. hafta grubu olusturulmustur. 4 haftanin sonunda deney

sonlandirilmistir.

Deney-8 (D8): Deney grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan rastgele
9 adet alinmig ve deney 8. hafta grubu olusturulmustur. 8 haftanin sonunda deney

sonlandirilmistir.

Deney-16 (D16): Deney grubundaki annelerden dogan erkek yavrulardan
rastgele 9 adet alinmis ve deney 16. hafta grubu olusturulmustur. 16 haftanin

sonunda deney sonlandirilmigtir.
3.2. Histopatolojik Yontem

Cikarilan karaciger dokularinin bir pargasi %10’luk tamponlanmis notral
formalin igerisinde fikse edildi. Doku takip cihazi igerisinde yogunluklari
giderek artan alkol serilerinden gegirilerek dehidrate edilip, ksilol ile
seffaflastirildi. Daha sonra parafin igerisine gomiilerek elde edilen bloklardan 5
um kalinliginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlerin Hematoksilen-Eozin
yontemi ile boyanarak 11k mikroskobu (Nikon Eclipse 15 151k mikroskobu;
Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan) ile incelenip fotograflanmistir (Nikon
NIS Elements version 4.0 goriintiileme analiz sistemi; Nikon Instruments Inc.,

Tokyo, Japan).

20



3.3. Immiinohistokimyasal Yontem

Parafin bloklardan alinan 5 pm kalinliginda kesitler 1 gece boyunca 37°C’lik
etiivde bekletilmis, deparafinize etmek amaciyla ksilende 3x5 dakika tutulmus,
%100 alkol ve %96’lik alkolde 10 dakika bekletildikten sonra metanol ile
hazirlanmis %3’liikk hidrojen peroksitte 20 dakika bekletilerek endojen enzim
blokaj1 yapilmistir. Once musluk suyunda sonra distile suda yikama isleminden
sonra antijen geri kazanimi icin EDTA (etilen diamin tetra asetik asid) tamponda
20 dakika 200 W mikrodalgaya maruz birakilmistir. Kesitler oda isisinda
sogutulduktan sonra PBS ile 3x5 dakika yikanmistir. Bloklama soliisyonunda
(Histostain-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, Thermo Fisher Scientific) 10
dakika bekletildikten sonra IGF-1 primer antikorunda (1:100, Santa Cruz
Biotechnology) ve IGF-1Ra primer antikorunda (1:100, Santa Cruz
Biotechnology) 1 gece boyunca +4 °C ° de bekletilmistir. Kesitler 3 kere 5’er
dakika PBS’de yikandiktan sonra biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain-
Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, Thermo Fisher Scientific) 20 dakika, PBS ile
yikamadan sonra, streptoavidin peroksidazda (Histostain-Plus 3rd Gen IHC
Detection Kit, Thermo Fisher Scientific) 10 dk tutulup PBS ile yikanmistir. Daha
sonra DAB kromojende (Histostain-Plus 3rd Gen IHC Detection Kit, Thermo
Fisher Scientific) 5 dk bekletilip distile su ile yikama isleminden sonra
Hematoksilen ile 30 saniye boyanmis, yikama islemi yapilmistir. %100 alkol ve
%96 alkolde 30 saniye, ksilende 3 dakika bekletildikten sonra jel (Histomount
Mounting Solution, Thermo Fisher Scientific) ile kapatilmistir. Boyanan kesitler
151k mikroskobu (Nikon Eclipse 15 151k mikroskobu; Nikon Instruments Inc.,
Tokyo, Japan) ile incelenip fotograflanmistir (Nikon NIS Elements version 4.0

goriintiileme analiz sistemi; Nikon Instruments Inc., Tokyo, Japan).

3.4. Western Blot Yontemi

3.4.1. Protein izolasyonu

Deney sirasinda alinan taze karaciger dokular1 -80°C’de saklanmistir. Analiz
oncesi, donmus doku 6rnekleri kiigiik pargalara ayrilip ayni gruptaki 6rnekler bir
araya getirilmis ve lizerlerine 8-10 adet paslanmaz celik boncuklar ve proteaz ve

fosfataz inhibitor karisimi ilave edilmis olan ripa tampon ¢ozeltisi (SC-24948,
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Santa Cruz) eklenerek ornekler homojenize edilmistir. Orneklerin protein
konsantrasyonlart Qubit protein analiz kiti (Q33211, Invitrogen Life
Technologies Corporation), ve Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Invitrogen Life
Technologies Corporation) kullanilarak hesaplanmistir. Protein Olglimii
yapilacak olan 8 farkli grup (S2, S4, S8, S16, D2, D4, D8 ve D16) ve Qubit
cihazinin kalibrasyonunun yapilmasi i¢in kullanilan 3 farkli standart soliisyonu
olmak tizere toplam 11 Ornek i¢in Qubit tampon soliisyonu hazirlanmistir.
Ornekler 3-4 saniye vorteks yapildiktan sonra 15 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda Qubit 3.0 cihaz1 ile &rneklerin protein
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Protein konsantrasyonu belirlenen 8 adet
ornekten her biri i¢in 20 ug protein karisimi 2.5 ml 4X lamelli tampon soliisyonu
(B0007, Thermo Fisher Scientific) ve kalan1 ddH20 olacak sekilde hazirlanan
10 pl protein karisimi 10 dk siiresince 70°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda Ornekler jel elektroforez yapilincaya kadar +4°C buz iizerinde

bekletilmistir.
3.4.2. Jel Elektroforezi ve Protein Transferi

Ornekler ve protein standarti (SeeBlue2 Prestained Standart, Invitrogen by
Thermo Fisher Scientific) dikey jel sistemi (Novex by Life Technologies)
elektroforez  diizeneginde hazir %4-12’lik  Bis-Tris Gradient jeline
(NW04122BOX, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) yiiklenerek yiiriitme
¢ozeltisi (NUPAGE MES SDS Running Buffer, Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific) i¢inde 200 volt' ta yiiriitiilmiistiir. Jel, Iblot transfer stack kullanilarak
PVDF membrana (NP0321BOX, Invitrogen by Thermo Fisher Scientific)
aktartlmistir. Iblot Dry Blotting Sistem (Life Technologies) kullanilarak P3
programinda 7 dakikada transfer iglemi yapilmistir. Aktarmanin gergeklesip
gerceklesmedigini anlamak igin membranlar Ponceu S boyama c¢ozeltisi ile
boyanmistir. Protein bantlar1 gézlendikten sonra membran distile su ile

yikanmustir.
3.4.3. Antikor ile Inkiibasyon ve Gériintiileme

Membrana, TBST (137 mM NaCl, 20 mM Tris, %0.1 Tween-20) icinde

¢cozlilmis %S5’lik siit tozu eklenerek oda sicakliginda 1 saat calkalayicida
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bloklama islemi yapilmistir. Membranlar %5 siit tozu iceren TBST ig¢inde
¢oziinen primer antikorlar 1: 1000 oraninda diliie edilerek (IGF-1, Santa Cruz;
IGF-1Ra, Santa Cruz; IGFBP1, Santa Cruz; p-AKT, Cell Signaling; t-AKT, Cell
Signaling; p-PTEN, Cell Signaling; tPTEN, Cell Signaling; pGSK3-o/p, Cell
Signaling; t-GSK3-0/B, Cell Signaling; B-acti, Cell Signaling) 4°C’de 16 saat
boyunca calkalayicida inkiibe edilmistir. Ertesi giin membranlar 3 kere bes
dakika TBST ile yikanip, 5% siit tozu igeren TBST’de ¢oziinen HRP bagl
sekonder antikorlar (anti-rabbit 1:5000, Advansta; anti-mouse 1:5000,
Advansta) ile 1 saat oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilmistir.
Membranlar 3 kere bes dakika TBST ile yikanmistir. ECL Western goriintiileme
soliisyonu (Western Bright Srius K-12043-D10, Advansta) kullanilarak
membran goriintiileri alinmis, elde edilen jel goriintiileri bilgisayar programi

(Image J; National Institute of Health) ile analiz edilmistir.
3.5. rt-PCR Yontemi
3.5.1. RNA Izolasyonu

Dondurulmus dokular 37°C su banyosunda ¢ozdiiriilmiis ve ardindan tartim
yapilarak 30 mg’lik ornekler hazirlanmistir. Igerisinde bilye bulunan
homojenizasyon tiiplerine 300 pl lizis buffer ve tartilan 30 mg doku 6rnegi
eklenmis, homojenizatorde 20 saniye par¢alanmistir. Elde edilen homojenat yeni
1,5 mI’lik tiipe alinmis ve iizerine 600 pl diliie Proteinaz K (10 pl proteinaz K,
590 pul TE buffer) eklenip vortekslenmistir. Ardindan oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyon gerceklestirilmistir. inkiibasyondan alinan tiip 12000 g’de 10 dakika
santrifiij (Hettich, Melle) edilmistir. Elde edilen siipernatant yeni tlipe alinmis
ve lizerine 450 pl absolut etanol eklenip pipetaj yapilmistir. Kit (GeneJET RNA
Purification Kit, Thermo Scientific) i¢eriginde bulunan filtreli tiip toplama tiipti
igerisine yerlestirilmis ve lizat filtreli tiipe aktarilarak 12000 g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Filtreli tiip tizerine 700 ul yikama tamponu 1 (Wash Buffer
1) eklenip 12000 g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Filtreli tiip lizerine 600 pl
yikama tamponu 2 (Wash Buffer 2) eklenip 12000 g’de 1 dakika santrifiyj
edilmis ve islem tekrarlanmistir. Filtreli tiip yeni bir 1,5 ml’lik eppendorf tiip

igerisine alinmig ve iizerine 100 ul Niikleaz igermeyen su eklenip 12000 g’de 1
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dakika santrifiij edilmis ve total RNA alttaki tiip icerisinde toplanmugtir.
RNA’larin  safligi ve konsantrasyonu spektometrik (Thermo Scientific
Multiskan GO Spektrofotometre) o6lgiimle kontrol edildikten sonra cDNA

doniisiimii yapilana kadar -80°C’de saklanmustir.
3.5.2. Total RNA’dan cDNA Eldesi

Kitin igerigi (qScript cDNA Synthesis Kit, Quanta Bioscience) ve RNA buz
tizerinde ¢ozdiiriilmiis, kisaca vortekslenmis (Stuart, Staffordshire) ve santrifiij
edilmistir. cDNA doniisiimii i¢in gerekli tepkime bilesenleri Tablo 1.1° e gore
hazirlanmistir. Tepkime tiipli vorteklenmis ve 10 saniye santrifiij yapilarak
toplanmistir. Is1 dongii cihazinda (Bio-Rad) sirasiyla 22°C’de 5 dakika, 42°C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan tepkimenin sonlanmasi i¢in 85°C’de 5
dakika inkiibe edilmistir. Elde edilen cDNA’lar rt-PCR islemine kadar -20°C’de

saklanmustir.

Tablo 1.1. cDNA igin kullanilan tepkime bilesenleri

Reaktif Miktar
Total RNA 1 ug
5X gScript reaksiyon mix 4 ul
gScript RT enzim 1 ul

) Toplam miktar 20 pl olacak sekilde
Niikleaz igermeyen su
eklenmistir.

3.5.3. rt-PCR ile Gen ifade Diizeylerinin Belirlenmesi

PCR ana karisimi (SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit, Bioline) Tablo 1.2’ de
verilen miktarlara gore hazirlanmigstir. IGF-1, IGF-1Ra ve IGFBP1 primerlerin
(Sentegen Biotech) dizisi Tablo 1.3’de verilmistir. Housekeeping gen olarak

GADPH kullanilmistir. Hazirlanan reaksiyonlar Tablo 1.4’de verilen kosullarda
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Bio-Rad CFX96 cihazinda gergeklestirilmistir. Elde edilen veriler kat farki

yontemi ile analiz edilmistir.

Tablo 1.2. PCR ana karigimi

Kimyasal Hacim

2x SensiFAST SYBR No-ROX mix 10 ul

10 uM forward primer 0,8 ul
10 uM reverse primer 0,8 ul
cDNA 5ul

dH20 3,4 ul
Toplam hacim 20 ul

Tablo 1.3. Kullanilan primer dizileri

Amplikon Forward Primer Reverse Primer
IGE-1 5'- GCATCTCTTCTACCTGGCGC | 5-CAGGCTTGAGGGGTGCGCAATA -3’
) TG-3
5"
IGF1-Ra
GTAGCTTGCCGCCACTACTACT | GGAGCATCTGAGCAGAAGTAACAGA
-3 -3'
5’-CACTCCATGGGTAGACACACC-3’
IGFBP

ACCTCAAGAAATGGAAGGAGC
C-3
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Tablo 1.4. PCR reaksiyonlari

Dongii Sayisi Sicakhik Zaman

1 95°C 2 dakika
95°C 5 saniye

40 57-59°C 10 saniye
72°C 15 saniye

3.6. ELISA Yontemi

Kalpten alinan kan drnekleri 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde
edileen serum ornekleri -80°C’ de saklanmistir. Analizden bir gece once -20
°C’ye alinmig, analiz sabahinda da +4 °C’ye alinarak kademeli olarak
¢ozdiiriilmistiir. Analiz 6ncesinde tiim orneklere oda sicakliginda 3-4 saniye
vorteks ve spin yapilmis IGF-1 ve GH seviyeleri ELISA kiti (Bioassay
Technology Laboratory) ile kit igerisindeki protokole gore ¢alisilmistir.

3.7. listatistiksel Analiz

[statistiksel analiz SPSS Version 17.0 programi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel analizler icin One-Way ANOVA yéntemi ve Fisher’s Exact testi

kullanilmistir. P<0.05 anlaml1 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada gebeligin 19. giinlinde bilateral uterin arter ligasyonu uygulanarak
IUBG modeli olusturulan siganlardan ve kontrol grubu olarak kullanilan sham
grubu gebe siganlardan dogan erkek yavrularin postnatal 2., 4., 8. ve 16.
haftalarda karaciger dokularinda genel histopatolojik inceleme yapilmis, IGF-1
ve IGF-1Ra molekiillerinin immiinohistokimyasal yontem ile lokalizasyonlari
belirlenmis, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, Akt, PTEN ve GSK3a/B proteinlerinin
western blot yontemi ile analizi gergeklestirilmis, IGF-1, IGF-1Ra ve IGFBP1
molekiillerinin protein ekspresyonlart rt-PCR yontemi ile belirlenmis ve serum
IGF-1 ve GH seviyeleri ELISA yontemi ile 6l¢iilmiistiir. Tiim veriler istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.
4.1. Dogum Agirhiklarmin Karsilagtirilmasi

Caligmamizda 2. haftada sham ve deney gruplari arasinda fark goriilmemistir.
4., 8. ve 16. haftalarda ise deney grubunda sham grubuna oranla dogum
agirhiklariin arttig1 gézlemlenmistir. 4. ve 8. haftalar arasindaki artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur ( *p<0.05, **p<0.01) (Sekil 2).
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Sekil 2. Sham ve deney gruplarina ait dogum agirliklar1 (*p<0.05, **p<0.01)
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Sham gruplarinda (S2, S4, S8 ve S16) (Sekil 3-A,B, C, D) ve deney gruplarinda
(D2, D4, D8 ve D16) (Sekil 4-A, B, C, D) karaciger dokulart normal
histopatolojik goriinimdeydi. D4 grubundaki karaciger dokularinda genel olarak
normal histopatolojik goriiniim olmakla birlikte 2 adet hayvanda az sayida izole

atipik hiicre gruplar1 bulundugu goriildii (Sekil 5-A, B).

Sekil 3. Sham grubu karaciger dokularina ait 151k mikroskobik bulgular. A:S2
grubu, B; S4 grubu, C: S8 Grubu, D: S16 grubu. H-E, 20X.
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Sekil 4. Deney grubu karaciger dokularina ait 151k mikroskobik bulgular. A:D2
grubu, B; D4 grubu, C: D8 Grubu, D: D16 grubu. H-E, 20X.

Sekil 5. D4 grubuna ait karaciger dokularinda izole atipik hiicre gruplar (sar1
ok). H-E, 20X.
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.1. IGF-1 immiinolokalizasyonu

Sham grubunda 2. ve 4. haftalarda alandaki tiim hepatositlerde yogun bir
boyanma oldugu goézlendi (Sekil 6-A, B). Sham grubu 8. ve 16. haftalarda ise
hepatositlerde orta derecede boyanma oldugu, periportal ve perivendz
alanlardaki hepatositlerde boyanmanin yogunlugunun daha fazla oldugu
gozlendi (Sekil 6-C, D). Deney grubunda 2., 4. 8. ve 16. haftalarda tim
hepatositlerde orta yogunlukta boyanma oldugu (Sekil 7-A, B), periportal ve
perivendz alandaki hepatositlerde ise boyanma yogunlugunun daha fazla oldugu
gozlendi (Sekil 7-C, D).

Sekil 6: Sham grubu karaciger dokularinda IGF-1 immiinolokalizasyonu. A:S2
grubu, B; S4 grubu, C: S8 Grubu, D: S16 grubu. 10X.
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Sekil 7: Deney grubu karaciger dokularina IGF-1 immiinolokalizasyonu. A: D2
grubu, B; D4 grubu, C: D8 Grubu, D: D16 grubu. 10X.
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4.3.2. IGF-1Ro Immiinolokalizasyonu

Sham 2. hafta grubunda alandaki tiim hepatositlerde ¢ok yogun bir boyanma
oldugu gozlendi (Sekil 8-A). Sham 4., 8. ve 16. hafta gruplarinda hepatositlerde
zayif boyanma oldugu, periportal ve perivenoz alandaki hepatositerde ¢ok yogun
boyanma oldugu gozlendi (Sekil 8-B, C, D). Deney 2. ve 4. haftalarda
hepatositlerde yogun boyanma goézlenirken (Sekil 9-A, B), 8. ve 16. haftalarda

boyanma yogunlugunun az miktarda periportal ve perivendz oldugu gozlemlendi
(Sekil 9-C, D).

Sekil 8. Sham grubu karaciger dokularinda IGF-1Ro immiinolokalizasyonu.
A:S2 grubu, B; S4 grubu, C: S8 Grubu, D: S16 grubu. 10X.
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Sekil 9. Deney grubu karaciger dokularinda IGF-1Ra immiinolokalizasyonu.
A:D2 grubu, B; D4 grubu, C: D8 Grubu, D: D16 grubu. (A, B 10X; C, D 20X).
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4.4. Western Blot Bulgulari
4.4.1. IGF-1 protein analizi

Deney gruplarinda IGF-1 proteini miktari Western Blot yoOntemi ile
degerlendirilmistir. Protein miktar1 kontrolii B-aktin proteini kullanilarak
yapilmistir. 2. ve 4. haftalarda sham gruplarinda IGF-1 seviyesinin deney
gruplarina oranla istatistiksel olarak anlamli 6lgiide artig oldugu gézlemlenmistir
(p<0.001 S2-D2 ve S4-D4 arasinda). 8. haftada D8 grubunda S8 grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli dl¢lide artis oldugu (p<0.001) gozlemlenmistir. 16.
haftada ise D16 grubunda S16 grubuna oranla az miktarda artis oldugu

gozlemlenmistir fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 10).
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Sekil 10. IGF-1 protein seviyesi. ***p<0.001.
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4.4.2. IGF-1Ra protein analizi

Deney gruplarinda IGF-1Ro proteini miktar1 Western Blot yontemi ile
degerlendirilmistir. Protein miktar1 kontrolii B-aktin proteini kullanilarak
yaptlmistir. S2 ve S4 gruplarinda D2 ve D4 gruplarina oranla IGF-1Ra
seviyesinin azaldig1 gozlemlenmekle birlikte istatistiksel olarak anlamli degildir.
S8 grubunda D8 grubuna gore IGF-1Ra seviyesinde artis gdzlemlenmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli degildir. S16 grubunda D16 grubuna gore IGF-1Ra
seviyesi istatistiksel olarak anlamli seviyede artmistir (p<0.01) (Sekil 11).
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Sekil 11. IGF-1Ra protein seviyesi. **p<0.01.
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4.4.3. IGFBP1 protein analizi

Deney gruplarinda IGFBP1 proteini miktart Western Blot yontemi ile
degerlendirilmistir. Protein miktar1 kontrolii B-aktin proteini kullanilarak
yapilmistir. S2 grubunda D2 grubuna oranla IGFBP1 seviyesi istatistiksel olarak
anlamli 6l¢lide artmistir (p<<0.01). S4 grubunda D4 grubuna gore IGFBP1
seviyesi azalmistir fakat istatistiksel olarak anlamli degildir. S8 grubunda D8
grubuna oranla IGFBP1 seviyesi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azalmistir
(p<0.01). S16 grubunda IGFBP1 seviyesi D16 grubuna gore istatistiksel olarak
artig gozlemlenmistir (p<0.01) (Sekil 12).
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Sekil 12. IGFBPL1 protein seviyesi. **p<0.01.
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4.4.4. Akt protein analizi

Deney gruplarinda p-Akt/t-Akt proteini miktart Western Blot yontemi ile
degerlendirilmistir. S2 grubunda p-Akt/t-Akt protein seviyesi D2 grubu ile
yaklasik olarak aynidir. S4 grubunda D4 grubuna oranla, S8 grubunda DS
grubuna oranla p-Akt/t-Akt protein seviyesi istatistiksel olarak anlamli 6lgiide
artmistir (sirasiyla p<0.05, p<0.001). S16 grubunda p-Akt/t-Akt protein seviyesi

az miktarda azalmis olup istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 13).
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Sekil 13. Akt protein seviyesi. *p<0.05, ***p<0.001.
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4.45. PTEN protein analizi

Deney gruplarinda p-PTEN/t-PTEN proteini miktar1 Western Blot yontemi ile
degerlendirilmistir. S2 ve S4 gruplarin D2 ve D4 gruplarina oranla p-PTEN/t-
PTEN seviyesi istatistiksel olarak anlamli olgiide artmistir (*p<0.05). S8
grubunda p-PTEN/t-PTEN seviyesi D8 grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
oranda azalmigtir (***p<0.001). S16 grubunda p-PTEN/t-PTEN seviyesi D16
grubuna gore az miktarda artis gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak
anlamlilik bulunmamaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14. PTEN protein seviyesi. *p<0.05, ***p<0.001.
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4.4.6. GSK3a/p protein analizi

Deney gruplarinda p-GSK3a/t-GSK3a ve p-GSK3B/t-GSK3p protein miktarlar
Western Blot yontemi ile degerlendirilmistir. p-GSK3a/t-GSK3a protein
seviyesi S2 grubunda D2 grubuna (**p<0.01), S4 grubunda D4 grubuna
(p<0.001), S8 grubunda D8 grubuna oranla (anlamlilik yok) artig
gozlemlenmistir. S16 grubunda ise D16 grubuna gore bir miktar azalma
goriilmiis olup istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir. p-GSK3p/t-GSK3f3
protein seviyesi S2 grubunda D2 grubuna gore artis gostermistir (***p<0.001).
S4 grubunda D4 grubuna gore az miktarda azalma gozlemlenmistir fakat
istatistiksel olarak anlamli degildir. S8 grubunda D8 grubuna oranla artis
gozlemlenmistir (***p<0.001). S16 grubunda D16 grubuna oranla artis
gostermekle birlikte istatistiksel olarak anlamlilik yoktur (Sekil 15).
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Sekil 15. GSKo/B protein seviyesi. **p<0.01, ***p<0.001.
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45. rt-PCR Bulgulan

Calismamizda IGF-1 ekspresyonunun S2 grubunda D2 grubuna oranla 1,54 kat,
S4 grubunda D4 grubuna oranla 2,93 kat, S8 grubunda D8 grubuna oranla 2,19
kat, S16 grubunda D16 grubuna oranla 1,05 kat arttig1 gézlemlenmistir. Veriler
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.

IGF-1Ra ekspresyonunun S2 grubunda D2 grubuna oranla 2,38 kat, S4
grubunda D4 grubuna oranla 2,87 kat, S8 grubunda D8 grubuna oranla 3,14 kat
artt1g1, S16 grubunda D16 grubuna oranla 1,29 kat azaldig1 gozlemlenmistir.
Veriler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamustir.

IGFBP1 ekspresyonunun S2 grubunda D2 grubuna oranla 1,72 kat arttigi, S4
grubunda D4 grubuna oranla 1,13 kat azaldig1, S8 grubunda D8 grubuna oranla
3,57 kat, S16 grubunda D16 grubuna oranla 2,74 kat arttig1 gézlemlenmistir.
Veriler arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamuistir. Gruplar arasindaki

kat farki Sekil 16’de gosterilmistir.

Kat farki

IGF-1 IGF1-Ira IGBP1

iy i

mS2 mS4 mS8 mSle

Sekil 16. IGF-1, IGF-1Ra ve IGFBP1 ekspresyonlarinin gruplar arasi kat

farklari.
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4.6. ELISA Bulgulari
4.6.1. Serum IGF-1 Seviyesi

Deney gruplarinda serum IGF-1 miktarlarn  ELISA  yontemi ile
degerlendirilmistir. S2 grubunda D2 grubuna gore az miktarda bir artis
gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamlilik yoktur. S4 grubunda D4
grubuna gore azalma gozlemlenmistir (*p<0.05). S8 grubunda D8 grubuna gore
artis, S16 grubunda D16 grubuna gore az miktarda azalma gozlemlenmistir fakat

istatistiksel anlamlilik yoktur (Sekil 17).
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Sekil 17. Serum IGF-1 seviyesi. *p<0.05.
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4.6.2. Serum GH Seviyesi

Deney gruplarinda serum GH miktarlar1t ELISA yontemi ile degerlendirilmistir.
S2 grubunda D2 grubuna gore ¢ok az miktarda artis, S4 grubunda D4 grubuna
gore azalma gozlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamlilik yoktur. S8
grubunda D8 grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli oOlgiide artig
gozlemlenmistir (p<0,01). S16 grubunda D16 grubuna gore azalma
gbzlemlenmistir fakat istatistiksel olarak anlamlilik yoktur (Sekil 18).
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Sekil 18. Serum GH seviyesi. **p<0.01
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5. TARTISMA

Intrauterin biiyiime geriligi fetiisiin genetik olarak programlanmis biiyiime
potansiyeline ulasamamasi olarak tanimlanmistir (Brodsky & Christou, 2004).
IUBG neonatal morbitide ve mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir
(Mclintire, Bloom, Casey, & Leveno, 1999). En yaygm ve bilinen nedeni
plasental yetersizlik olmakla birlikte ¢esitli maternal, fetal, plasental, genetik ve
hormonal sebepleri vardir (McMillen et al., 2001; Sharma, Shastri, Farahbakhsh,
etal., 2016). Fetal gevre kosullart optimal sartlarin disina ¢iktiginda fetiis hayatta
kalmak i¢in gesitli adaptasyonlar gelistirir ve thrifty fenotipi ortaya ¢ikar. Thrifty
fenotipine gore fetiis beyin ve kalp gibi hayati organlarin gelisimlerinin devam
etmesi i¢in karaciger, pankreas, bagirsaklar gibi organlarin biiylimelerini azaltir
(Hales & Barker, 1992). Barker (Barker, 1992, 1998) intrauterin donemde
fetiisiin olumsuz ¢evre sartlarina cevaben gelistirdigi adaptasyonlarin kalict hale
gelerek ileri yasamindaki ikincil hastaliklarin (obezite, insiilin direnci, metabolik
sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar vb.) ortaya ¢ikmasina zemin hazirladigi
hipotezini ileri siirmiistiir. Literatiirde deney hayvanlarinda olusturulan
intrauterin biiyiime geriligi modellerinde ve insanda yapilan ¢alismalarda da bu

hipotezi destekleyecek ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur.

IGF-1, hipofizden salinan GH stimiilasyonu ile baslica karacigerde sentezlenen
ve esas olarak biiylime plagindaki kikirdak hiicre proliferasyonunu aktive ederek
longitiidinal biiyiimeyi saglayan bir bitytime faktoriidiir. IGF sinyal yolagi hem
fetal hem de postnatal donemde hemen hemen tiim dokularda protein
dontigiimiinlin  diizenlenmesinde rol oynar ve bir¢ok hiicre tipi tizerinde
mitojenik ve doniistiiriicii etkiye sahiptir (Dupont & Holzenberger, 2003). IGF-
1 insanda Laron sendromu, karaciger sirozu, yaslanma, kardiyovaskiiler ve
norolojik hastaliklar ve intrauterin bliyltime geriligi gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin

olusumu ile iliskilidir.

Bu ¢aligsmada intrauterin biiyiime geriliginin postnatal 2., 4., 8., ve 16. haftalarda
sican karacigerinde IGF-1-PI3K/Akt sinyal yolaginda yer alan baz1 molekiillerin
ekspresyonlari iizerine etkisi incelenmistir. [UBG olan sicanlarda karacigerde

yasamin 2., 4., 8. ve 16. haftalarinda IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, p-Akt, t-Akt, p-
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PTEN, t-PTEN, p-GSK30/p ve t- GSK30/p molekiillerinin ekspresyonlarindaki
degisimin bir arada incelendigi literatiirdeki ilk c¢aligmadir. Ayrica bu tez
kapsaminda elde edilen bulgularin intrauterin biiyliime geriligi siirecinde rol alan
faktorlerin belirlenmesine ve tedavi amacli yeni yontemlerin gelistirilmesine

katk: saglayacag diisiiniilmektedir.

Calismamizda sham ve deney gruplarinin karacigerlerinin normal histolojik
yapida oldugu gozlenmistir. Yalnizca D4 grubunda 2 adet hayvanin
karacigerinde atipik hiicre gruplart bulundugu belirlenmistir. Bu hiicre
gruplarimin  daha detayli olarak incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
Calismamiz kapsaminda elde edilen histopatolojik bulgulara gore intrauterin
biliylime geriliginde protein seviyesinde meydana gelen degisimlerin yasamin

erken ve eriskin donemlerinde karaciger morfolojisine yansimadigi sdylenebilir.

Calismamizda dogum agirlig1 seviyelerinde 2. haftada deney ve sham gruplari
arasinda bir fark gozlenmemistir. 4. haftada ise deney grubunda dogum
agirhiginin arttignr gézlenmistir. Bu artigin intrauterin biiyiime geriligi olan
hayvanlarin postnatal 4. haftada biiylimeyi yakalama donemine girdiklerine
isaret olabilecegini diisiinmekteyiz. D8 ve D16 gruplarinda da bu artisin devam
etmesi biiylime geriligi olan hayvanlarda telafi mekanizmasinin bir sonucu
olarak bliylimenin hizlandigin1 diistindlirmektedir. Yapilan caligmalarda
biiylimeyi yakalama donemindeki kilo artisinin ileri dénemde insiilin direnci,
kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabet ve obezitenin ortaya ¢ikmasi icin bir
risk olusturdugu belirtilmistir (Berends, Fernandez-Twinn, Martin-Gronert,
Cripps, & Ozanne, 2013; Ibanez et al., 2008; Soto et al., 2003). Calismamizda
erigkin dénem olan 16. haftada deney grubunda dogum agirliginin sham grubuna
oranla yiiksek olmasi gbzlemine dayanarak obezite, insiilin direnci ve tip 2
diyabet gibi ¢esitli metabolik hastaliklarin gelisimi agisindan yasamin yaslhilik

donemlerinin de arastirilmasi gerektigi soylenebilir.

Karaciger GH i¢in 6nemli bir hedef organdir ve hepatik IGF-1 {iretiminin baglica
diizenleyicisidir. IGF-1 baslica karacigerde sentezlenir fakat esas etkisini
hepatositlerde degil viicuttaki kemik, kas, beyin gibi diger organ ve dokular

tizerinde gosterir. Baslica karacigerden salinan IGF-1 kana verilerek tiim viicut
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metabolizmasini ve biiyiimesini etkiler (Ohlsson et al., 2009). Calismamizda
IGF-1 immiinolokalizayonu sham 2. ve 4. hafta gruplarinda tiim hiicrelerde
gortliirken, 8. ve 16. haftalarda da periportal ve perivaskiiler alandaki hiicrelerde
daha yogun oldugu goriilmiistiir. Deney grubunda ise 2., 4., 8. ve 16. haftalarda
da periportal ve perivendz alandaki hiicrelerde daha yogun boyanma
gozlenmistir. Periportal alandaki hiicreler oksijen ve besin yoniinden zengin olan
kani ilk alan hiicrelerdir. IGF-1 sentezi insiilin ve glikoz miktar1 ile dogru orantili
olarak arttigindan periportal alandaki hiicrelerde IGF-1 sinyal yolagi
aktivasyonunun gergeklestigi ve boyanma yogunlugunun arttigi diisiintilebilir.
Klasik karaciger lobiiliinde kan akim yonii portal alandan santral vene dogrudur.
Caligmamizda goriilen perivendz alandaki hiicrelerde yogun IGF-1
lokalizasyonunun sebebi hepatositlerde iiretilen IGF-1° in kana salinarak
periferal organlara gonderilmek {iizere perivendz alanlardaki hiicrelerde
toplanmasi olabilir. Sham grubunda goriilen 2. ve 4. haftalarda tiim hiicrelerde,
8. ve 16. haftalarda ise periportal ve perivaskiiler alandaki hiicrelerde daha yogun
IGF-1 lokalizasyonunu baz alip deney grubu ile karsilastirdigimizda deney
grubunda tiim haftalarda perivendz hiicrelerin boyanma yogunlugunun fazla
olmasi IUBG olan canlida hepatositlerde iiretilen IGF-1"in 2. haftadan itibaren
periferal organlara yOnlendirilmek {izere perivendz alandaki hiicrelerde
toplandigini,  bunun da viicut bilylimesini arttirmak amagli bir telafi
mekanizmas1 oldugunu diisiinmekteyiz. Ayrica bu veriler c¢alismamizda
biiylimeyi yakalama doneminin isareti olan dogum agirliginin [IUBG grubunda

sham grubuna oranla artmasi verileri ile uyumludur.

Benzer sekilde Hazel ve ark. (Hazel, Nordgvist, Hall, Nilsson, & Schalling,
1998) diisiik protein diyeti uygulanan si¢anlarda karacigerde IGF-1
ekspresyonunun azaldigini, IGFBP1 ekspresyonunun arttigint ve IGF-1’in
periportal alanda perivenéz alandan daha yogun olarak ekspressse edildigi
gostermislerdir. Normal protein icerikli diyetle beslenen grupta zonlar arasinda
farklilik goriilmezken, yiliksek protein igerikli diyet ile beslenen grupta hem
perivendz hem de periportal alanda IGF-1 ekspresyonunun az miktarda arttigini
gostermislerdir. Karacigerde IGF-1 ekspresyonu insiilin ve glikoz miktar: ile

pozitif olarak diizenlenir (Jones & Clemmons, 1995). Bu bilgi dogrultusunda
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diisiik protein icerikli beslenmenin periportal alanlarda IGF-1 ekspresyonunun
azalmasina, hepatik IGF-1 ekspresyonu azaldigindan periferal organlara
gonderilmek {izere perivendz alandaki hiicrelerde toplanan IGF-1 miktarinin
azalmasina neden oldugu soylenebilir. Yiksek protein igerikli diyet ile
beslenmenin ise glikoz miktarinda artis dolayis1 ile periportal alandaki
hiicrelerde IGF-1 ekspresyonunun artigsina neden oldugu sdylenebilir. [UBG’nde
karacigerin farkli alanlarinda IGF-1 lokalizasyonun degismesinin altinda yatan
mekanizmalarinin belirlenebilmesi i¢in karaciger ve serum insiilin miktarinin
belirlenmesi ve hepatik insiilin lokalizasyonunun incelenmesi gerektigini
diistinmekteyiz. Ayrica periportal ve perivendz alanlardaki IGF-1 boyanma
yogunlugunun daha ¢ok hangi tip hiicre (hepatosit, Kuppfer,...) kaynakl
oldugunun belirlenmesi i¢in es zamanli immiinohistokimyasal boyama
yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz. Calismamizda IGF-1Ra molekiiliiniin
sham 2. hafta grubunda alandaki tiim hepatositlerde ¢ok yogun boyandigi, sham
4., 8. ve 16. hafta gruplarinda hepatositlerde zayif boyandigi, periportal ve
perivendz alandaki hepatositlerde daha yogun boyanma oldugu gézlendi. Deney
2. ve 4. haftalarda hepatositlerde yogun boyanma gozlenirken (Sekil 9-A, B), 8.
ve 16. haftalarda boyanma yogunlugunun az miktarda periportal ve perivendz
alanlarda arttig1 gozlemlendi (Sekil 9-C, D). IGF-1 hiicre membranindaki
reseptoriine baglanarak etkisini gosterir. Dolayist ile IGF-1 lokalizasyonu ve
aktivasyonu olan perivendz ve periportal alanlarda IGF-1 ile es zamanli IGF-

1Ra immiinolokalizasyonu olmasi beklenen bir durumdur.

Calisgmamiz kapsaminda karacigerde IUBG grubunda kontrol grubuna oranla
IGF-1 protein seviyesinin yasamin erken donemi olan 2. ve 4. haftalarda
azaldigi, 8. ve 16. haftalarda ise arttigi gézlemlenmistir. IGF-1 geninde hasar
olusturulan transgenik hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda IGF-1’in fetal biiyiime,
siroz, insiilin direnci, anjiyogenez ve ndrogenezde anahtar role sahip oldugu,
IGF-1 delesyonunun ileri derecede biiyiime geriligine yol actigi ve dogan
yavrularda 6lim oraninin ¢ok yiiksek oldugu rapor edilmistir (Baker, Liu,
Robertson, & Efstratiadis, 1993; Liu, Baker, Perkins, Robertson, & Efstratiadis,
1993; Lopez, Dikkes, Zurakowski, & Villa-Komaroff, 1996; Lopez, Dikkes,
Zurakowski, Villa-Komaroff, & Majzoub, 1999). Muaku ve ark. (Muaku et al.,
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1995) sicanda diyet ile olusturulan IUBG modelinde yeni doganlarda
karacigerde IGF-1 ekspresyonun 6nemli oranda azaldigini gostermislerdir. Yine
koyunda yapilan bir ¢alismada da hipoksi ile indiiklenen IUBG modelinde
fetiislerde karaciger IGF-1 ekspresyonunun azaldigi rapor edilmistir (Gentili,
Morrison, & McMillen, 2009). Bu bulgularin aksine koyunda bilateral uterin
arter embolizasyonu ile indiiklenen IUBG modelinde yavrularda hem sag hem
de sol hepatik lobta IGF-1 ve IGF-1R ekspresyonunun gen diizeyinde arttigi,
gebeligin son doneminde uygulanan IGF-1 tedavisinin iki molekiiliin seviyesini
de 6nemli Slciide azalttigi gosterilmistir (Darp et al., 2010). Intrauterin biiyiime
geriliginin deney hayvanlarinda ve insanda sistemik IGF-1 homeostazini
etkiledigi bilinmektedir. Fakat bu etkinin altinda yatan mekanizmalar heniiz tam
olarak anlasilamamustir. Fu ve arkadaglar1 (Fu et al., 2015) ITUBG’nin epigenetik
mekanizmalarla  hepatik IGF-1 gen  ekspresyonunu  degistirdigini
gostermiglerdir. [TUBG siirecinde IGF-1 protein seviyesinde meydana gelen
degisimlerin altinda yatan nedenlerin aydinlatilabilmesi icin ileri diizey

molekiiler arastirmalara ihtiyag¢ vardir.

IGF-1 molekiilii aktivitesini IGF-1R’line baglh olarak gergeklestirir (LeRoith,
Werner, Beitner-Johnson, & Roberts, 1995). IGF-1R’iinde meydana gelen
mutasyonlarin [UBG’ne yol agtig1 bilinmektedir (Liu et al., 1993). Karacigerde
IGF-1R’iniin baskilanmasi IGF-1 ekspresyonunu indiikler (Laron, 2001).
Calismamizda IGF-1Ra proteinin IGF-1 proteininin tam tersine deney grubunda
2. ve 4. haftalarda arttig1, 8. ve 16. haftalarda ise azaldig1 belirlenmistir. Kalori
alimmnin kisitlandigi durumlarda lokal IGF-1 seviyesinin azaldigi, IGF-1R
seviyesinin arttig1 bilinmektedir (Thissen, Ketelslegers, & Underwood, 1994).
Benzer sekilde Laron sendromu gibi biiyiime ile iliskili bazi hastaliklarda
dolasimda IGF-1 seviyesinin azalmas1 IGF-1R mRNA seviyesinin artigina neden
oldugu bilinmektedir (Eshet et al., 1993). Deney hayvanlarinda yapilan aglik ve
deneysel diyabet caligmalarinda da IGF-1 seviyesinde azalmanin IGF-1R
seviyesinde artis ile seyrettigi rapor edilmistir. (Lowe, Adamo, Werner, Roberts,
& LeRoith, 1989; Werner et al., 1990). Bizim ¢alismamizda karacigerde IGF-
1Ra ve IGF-1 protein seviyelerinin ters orantili seyretmesi literatiir verileri ile

uyumludur.
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Calismamizda IGFBP1 proteininin 2. haftada deney grubunda azaldigi, 4. ve 8.
haftalarda arttig1, 16. haftada ise azaldig1 gozlemlenmistir. Farede IGFBP-1’in
asir1 ekspresse edilmesinin perinatal mortalite veya postnatal biiyiime geriligi ile
sonuglandig1 bilinmektedir (Doublier, Duyckaerts, Seurin, & Binoux, 2000;
Murphy, 2000). Siganda diisiik protein igerikli diyet ile beslenen gebe
hayvanlarm 21,5 giinliik fetiislerinde karacigerde IGFBP1 seviyelerinin azaldig1
belirtilmistir. Bizim bulgularimizda da deney grubunda erken gelisim dénemi
olan 2. Haftada IGBP1 seviyesinin azaldig1 gézlemlenmistir. insanda IUBG olan
fetiisiin dolasiminda insiilin, IGF-1, IGF-2 ve IGFBP3 seviyelerinin azalmasi,
GH ve IGFBP1 seviyelerinin artmasi ile karakterizedir (Han & Carter, 2001;
Setia & Sridhar, 2009; Tzschoppe et al., 2015). Bu veriler ¢alismamizdaki 4. ve
8. haftalarda g6zlemlenen IGFBP1 artis1 ile uyumludur. Calisma kapsaminda 16.
haftada IGFBP1 protein seviyesinin deney grubunda azalmasi, 6nceki haftalarda
deney grubunda artmaya baslayan protein seviyesinin eriskin doneme

ulasildiginda normalize olmasi ile agiklanabilir.

IGF-1 molekiilii IGF-1R ile etkilesimde bulunur ve PI3K/Akt sinyal yolagini
aktive eder (Wang, ljuin, Itoh, & Takenawa, 2011). Akt gesitli mekanizmalar
araciligiyla hiicre metabolizmasini, sag kalimini ve proliferasyonunu diizenleyen
bir molekiildiir. Ayrica PI3K/Akt sinyal yolagmin karaciger rejenerasyon
stirecinde antiapopitotik rolii oldugu bilinmektedir (Murata et al., 2007).
Calismamizda pAKkt/tAkt protein seviyesinin 2. haftada sham ve deney
gruplarinda hemen hemen ayni oldugu, 4. ve 8. haftalarda deney grubunda
azaldig1, 16. haftada ise ¢ok az miktarda arttigi gdzlemlenmistir. Akt’nin
fosforile olmasi ayni zamanda aktive olmasi anlamina geldiginden c¢alisma
bulgularini intrauterin biiylime geriliginin 2. haftada Akt aktivasyonuna etki
etmedigi, 4. ve 8. haftalarda Akt protein aktivasyonunu azaltti1g1, 16. Haftada ise
az miktarda arttirdigi seklinde ifade edebiliriz. Transgenik diyabetik farede
yapilan bir g¢alismada karacigerde Akt fosforilasyonunun azaldigi rapor
edilmistir (Standaert et al., 2004). Farkl1 bir calismada diyet uygulanan farelerde
karacigerde pAkt/tAkt oraninin 9 aylik farelerde 1 aylik farelere oranla arttigi,
21 aylik farede ise tekrar azaldigi gosterilmistir. Diger bir deyisle erigkin
donemde artig gosteren pAkt/tAkt oraninin yaslilik doneminde tekrar azaldigi
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belirtilmistir (Hadem & Sharma, 2016). Bu veriler bizim ¢alismamizda IUBG
grubunda pAkt/tAkt oraninin 4 ve 8. haftalarda azalmasi ile uyumludur. 16.
haftada deney grubunda goézlenen az miktardaki artisin eriskin siganda
pAkt/tAkt oraninin normalize olmasi anlamina gelebilecegini diisiinmekteyiz.
Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda IUBG’nin geng¢ si¢anda hiicre sag
kalimi ve metabolizmasin1 diizenleyen Akt molekiilinii baskilayarak hiicre
metabolizmasin1  olumsuz etkiledigi fakat eriskin donemde molekiil
ekspresyonunun normal seviyeye ulastig1 sdylenebilir. Fakat literatiirde aksini
gosteren calismalar da mevcuttur; Camm ve ark. (Camm et al., 2011) maternal
donemde yetersiz beslenme modelinde 16 haftalik yavruda karaciger Aktl ve
Akt2 protein seviyesinin ve Akt fosforilasyonunun, maternal donemde hipoksi
olusturulan modelde ise yalnizca Akt fosforilasyonunun deney gruplarinda
azaldigimi belirtmistir. [UBG’nde Akt molekiil seviyesinde meydana gelen
degisimlerin aydinlatilabilmesi i¢in olgunluk ve yashilik donemlerindeki

ekspresyonlarinin incelenmesi gerekmektedir.

PTEN timor baskilayici 6zelligi olan bir molekiildiir. Hiicre proliferasyonunu
diizenler ve hiicre gogiinii engeller. Akt fosforilasyonunu, aktivasyonunu veya
inaktivasyonunu inhibe edererek Akt aktivitesini azaltir veya artirir (Leslie &
Downes, 2004). PTEN fosforilasyonu molekiiliin aktivasyonunu ve
stabilizasyonunu saglar (Gericke, Munson, & Ross, 2006). Calismamizda deney
grubunda 2. ve 4. haftalarda pPTENAPTEN oraninin, yani PTEN
aktivasyonunun azaldigi, 8. haftada arttigi, 16. haftada ise az miktarda azaldigi
belirlenmistir. Intrauterin biiyiime geriligi olan canlilar dogumdan kisa bir siire
sonra bir telafi mekanizmasi olarak biliylimeyi yakalama donemine girebilirler.
Calismamizda deney grubunda 2. ve 4. haftalarda PTEN aktivasyonunun
azalmasi yavrularin biiyiimeyi yakalama doneminde olabilecegi ve bu nedenle
hiicre proliferasyonu ve gogiinii inhibe eden PTEN molekiiliiniin baskilandigina
isaret olabilir. 8. haftada ise PTEN aktivitesinin deney grubunda sham grubuna
oranla artmasinin nedeni aslinda sham grubunda 8. haftada ani bir diisls
gozlenmesidir. Deney 2. ve 4. Hafta gruplar ile kiyaslandiginda 8. haftada da
PTEN seviyesinin arttigin1 gormekteyiz. 16. haftada PTEN aktivasyonunun az

miktarda disiisiinlin  molekiil seviyesinin normalize olmasi anlamina
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gelebilecegini diisiinmekteyiz. Intrauterin biiyiime geriligi olan yeni dogan
siganda kas dokusunda PTEN protein seviyesinin arttig1 bilinmektedir (Xing et
al., 2019). Bu veri bizim ¢alismamizdaki 2. ve 4. haftalarda p-PTEN seviyesinin
azalip, tPTEN seviyesi artmasi ile uyumludur. PTEN ekspresyonu artisinin
insiilin direnci ile iligkili oldugu ortaya konulmustur (Li, Qiu, Zhou, Wang, &
Guo, 2017). PTEN her ne kadar yaygin olarak PI3K/Akt sinyal yolag: iizerine
etki etse de molekiiliin Akt’den bagimsiz yolaklar1 da diizenledigi bilinmektedir.
Ornegin yapilan bir ¢calismada PTEN kaybindan sonra Akt’den bagimsiz olarak
JNK sinyal yolaginin aktive oldugu belirtilmistir (Vivanco et al., 2007).
Calismamizda PTEN seviyesi ile Akt seviyesi arasinda bir iliski olmamast
intrauterin biiyiime geriliginde PTEN molekiiliiniin JNK veya baska bir sinyal
yolag1 tizerinden etki gosterdigini diislindiirebilir. Calismamizda karaciger
PTEN seviyesi IGF-1 seviyesi ile pozitif korelasyon gosterirken, IGF-1R
seviyesi ile negatif korelasyon gostermektedir. Verilerimize benzer sekilde
prostat kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismalarda IGF-1R protein seviyesi ile
PTEN protein seviyesi arasinda ters oranti oldugu belirtilmistir (Rochester,
Riedemann, Hellawell, Brewster, & Macaulay, 2005; Zu et al., 2013). Bizim
calismamizdaki IGF-1 ile PTEN seviyesi arasindaki pozitif iliskinin aksine
kolon kanserinde yapilan bir calismada IGF-1 seviyesi artisinin PTEN
aktivitesinin baskilanmasini indiikledigi ve dolayisi ile kanser hiicrelerinin
invazyonunu ve hayatta kalmasini arttirdigi belirtilmistir. Bu da bize intrauterin
bliylime geriliginde PTEN aktivitesinin IGF-1" den farkli bir molekiil iizerinden

kontrol edildigini diislindiirmektedir.

GSK3 glikojen sentezini diizenler ve a ve B olmak {izere 2 adet izoformu vardir
(Rayasam, Tulasi, Sodhi, Davis, & Ray, 2009). GSK3 dinlenme halindeki
hiicrelerde aktiftir ve hiicre aktivasyonu, farklilasmasi ve sag kalimini diizenler
(Kaidanovich-Beilin & Woodgett, 2011). GSK3a ve GSK3 molekiilleri aktive
molekiillerdir ve fosforile olduklarinda aktivasyonlar1 baskilanir (McCubrey et
al., 2014). Calismamizda GSK3a aktivitesi deney grubunda 2., 4. ve 8. haftalarda
sham grubuna oranla azaldigi (fosforilasyonlar1 artmistir), 16. haftada ise az
miktarda arttig1 belirlenmistir. Bu veriler 2., 4. ve 8. haftalarda IUBG olan

canlilarda biiyiimeyi yakalamak i¢in hiicrelerinin dinlenme halinden ¢ikip aktif
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hale gelerek proliferasyona gittiklerini diigsiindiirebilir. 16. haftadaki diisiis ise
artik eriskin doneme ulagan hayvanlarda molekiil seviyesinin normalize oldugu

anlamina gelebilir.

Farede genetik olarak GSK3B delesyonunun embriyonik doénemde siddetli
karaciger dejenerasyonu kaynakli 6liimle sonuglandig1 (Hoeflich et al., 2000) ve
GSK3p aktivitesinin artmasinin karacigerde hepatositlerin TNF a ile indiiklenen
apopitozdan korudugu (Schwabe & Brenner, 2002) rapor edilmistir.
Calismamizda GSK3f aktivitesinin deney grubunda 2. haftada arttig
(fosforilasyonu azalmstir), 4. haftada gecici bir siire azaldigi, 8. haftada arttig:
ve 16. haftada sham grubu ile hemen hemen ayni seviyeye ulasarak normalize
oldugu belirlenmistir. GSK molekiiliiniin genel olarak fosforilasyon ile inaktive
oldugu bilinmesine ragmen farkli inaktivasyon mekanizmalarmin da oldugu
bilinmektedir (Jope & Johnson, 2004). Bu durum calismamizdaki GSK3p
aktivitesinin 4. haftada gegici olarak azalmasinin diginda genel olarak GSK3a
aktivitesi ile ters orantili seyretmesinin ve Akt protein seviyesi ile iligkili
olmamasinin altinda molekiil GSK3 aktivasyonuna fosforilasyondan farkli
mekanizmalarin  etki  ettigini  diislindiirmektedir. Bu  mekanizmanin
aydinlatilabilmesi i¢in ileri diizeyde molekiiler analizlerin yapilmasi gerektigini

diistinmekteyiz.

Caligmamiz kapsaminda rt-PCR yontemi ile belirlenen IGF-1, IGF-1Ra ve
IGFBP1 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis ya da azalma
gdriilmemistir. Intrauterin bilyiime geriliginin bu molekiiller iizerine gen

diizeyinde bir etkisi olmadig1 sdylenebilir.

Calismamizda serum IGF-1 ve GH seviyelerinin benzer sekilde seyrettigi
gozlemlenmistir. IGF-1 ve GH seviyeleri D2 grubunda S2 grubu ile hemen
hemen aynidir. D4 grubunda S4 grubuna oranla arttigi, S8 grubunda D8 grubuna
oranla azaldigi ve D16 grubunda S16 grubuna oranla arttigi belirlenmistir.
Deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda diyet ile indiiklenen [IUBG modelinde
fetiiste ve yeni doganda plazma IGF-1 seviyesinin azaldigr gosterilmistir
(Muaku et al., 1995; Woodall, Breier, Johnston, & Gluckman, 1996). Insanda
yapilan bir ¢alismada IUBG olan fetiiste 2. trimesterde plazma IGF-1 seviyesinin
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azaldigi, GH seviyesinin degismedigi gosterilmistir. Yine aymi ¢aligmada
yasamin ilk 3 ayinda plazma IGF-1 seviyesinin kilo artis1 ile dogru oranda artig
gosterdigi belirtilmistir (Leger, Oury, et al., 1996). Setia ve ark. (Setia, Sridhar,
Bhat, & Chaturvedula, 2007) insanda IUBG olan yeni doganlarda saglikli
bireylere oranla serum GH seviyesinin arttigini rapor etmislerdir. Yine insanda
yapilan bir ¢aligmada IUBG olan yeni doganda serumda IGF-1 seviyesinin
azaldig, GH seviyesinin arttigi, dogum sonrasi 3. Giinde ise GH seviyesinin
degismedigi, IGF-1 seviyesinin azaldig1 rapor edilmistir (Leger, Noel, Limal, &
Czernichow, 1996). Ayrica yapilan ¢alismalar serum IGF-1 seviyesinin kilo
kazanimi ile dogru orantili olarak arttigini gostermektedir. Ancak bizim
calismamizda dogum agirligi ile serum IGF-1 seviyesi karsilastirildiginda boyle
bir bulguya rastlanmamustir. Diger yandan IGF-1 kanda esas olarak IGFBP3 ile
baglanir ve boylece IGF-1 havuzu korunurken, IGFBP1 ile baglanarak
sirkiilasyondan periferal dokulara taginir (Jones & Clemmons, 1995).
Calismamizda TUBG olan hayvanlarda serumda IGF-1 seviyesinin 4. haftada
azalmasinin nedeni IGF-1’in hizla kandan periferal organlara taginmasi olabilir.
Serum IGF-1 seviyesi 8. haftada gegici bir siire azalmakla birlikte 16. haftada
normalize olmustur. Normal sartlar altinda IGF-1 hormonu GH stimiilasyonu ile
sentezlenir ve IGF-1’in dolagimda artmasi GH’1 baskilar. Fakat yapilan bir
calismada karacigerde nonalkolik steatohepatitisin engellenmesinde IGF-1’in
GH’dan bagimsiz rol oynadig belirtilmistir (Nishizawa et al., 2012). Bu veriler
calisgmamizda IUBG siirecinde serum IGF-1 seviyesinin GH’ tan bagimsiz farkli
mekanizmalarin  etkisi ile degisim gosterebilecegi  diisiincesini  akla
getirmektedir. Calismamizdaki serum IGF-1 ve GH seviyesi degisiminin altinda
yatan mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in serum insiilin, IGFBP1 ve IGFBP3
seviyelerinin belirlenmesi ve kemik, kas gibi hedef organlarda IGF-1 seviyesinin

incelenmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiz kapsaminda elde edilen verilere gore intrauterin biiyiime geriliginin
postnatal 4., 8. ve 16 haftalarda dogum agirligini arttirdigini, karaciger
dokusunda gelisimin 2., 4., 8., ve 16. haftalarinda IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1, p-
Akt, t-Akt, p-PTEN, t-PTEN, p-GSKo/f ,t-GSKa/p proteinlerinin seviyelerini
degistirdigi, IGF-1, IGF-1Ra, IGFBP1 molekiillerinin ekspresyonlarina gen
diizeyinde etki etmedigi ve molekiiler diizeydeki degisimlerin karacigere
morfolojik diizeyde yansimadigi sdylenebilir. Elde ettigimiz verilerin IGF-
PI3K/Akt sinyal yolaginda yer alan molekiillerin IUBG siirecinde biyobelirte¢
olarak kullanilip kullanilamayacag1 konusuna 151k tutacagina ve IUBG siirecinde
etki eden molekiiler mekanizmalarin aydinlatilabilmesi icin literatiire katkida
bulunacagina inanmaktayiz. Ek olarak c¢alisma kapsaminda incelenen
molekiillerin yasamin yaslilik donemine tekabiil eden evrelerindeki
degisimlerinin ve serum insiilin, IGFBP1 ve IGFBP3 miktarlarindaki
degisimlerin incelenmesi gerektigini, deney grubu 4. haftada az sayida hayvanda
rastlanan atipik hiicre grubunun belirlenmesi igin ileri diizey arastirmalar
yapilmasi gerektigini, ayrica kemik, kas gibi hedef organlarda IGF-1 sinyal
yolaginda yer alan molekiillerde meydana gelen degisimlerin incelenmesi

gerektigini diistinmekteyiz.
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