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OZET

Amacg: Plasenta, besin maddelerinin ve gazlarin, anne-fetiis dolagim sisteminin
diizenleyicisidir. Plasental transport fonksiyonlarindaki degisiklikler, gelismekte olan
fetiis tizerindeki GDM metabolik anormalliklerinin etkisini degistirebilmektedir.
Gebeligin {gilincli trimesterinde, onemli miktardaki adiponektin eksikligi, plasenta
aracili GDM komplikasyonlariyla iligskilendirilmektedir. Plasental ekspresyonlariyla
karekterize olan miRNA’larin, GDM tanisinda, yeni ve etkili biyomarkerlar olarak
onemli roli oldugu disiiniilmektedir. Calismamizda, ti¢lincii trimesterdeki, plasenta
miR-223 ekspresyonu ve serum adiponektin seviyesi arasindaki iligkiyi degerlendirmeyi
hedeflemekteyiz.

Yontem: Bu caligmada, plasenta dokusu ve serum, ii¢lincli trimester gebelerden elde
edildi. Adiponektinin maternal serum konsantrasyonu ve miR-223"{in plasental numune
ekspresyonu oOl¢iildii. mMiRNA-223 ekspresyonu, plasenta dokularinda Real-time PCR ile
adiponektin diizeyleri ise ELISA yéntemiyle degerlendirildi.

Bulgular: Real-time PCR bulgularma goére, GDM grubu, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, plasentadaki miR-223 ekpresyonu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde azalma belirlendi. ELISA sonuglarina goére, kontrol grubuyla karsilastirilan
GDM grubundaki serum adiponektin miktarinin azaldigi, ancak gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadigi gézlendi.

Sonug: Sonug olarak, miR-223’{in, GDM’nin tan1 ve tedavisiyle iligkili olarak yeni bir
biyomarker olabilecegi diistiniilmektedir. Son literatiir ¢alismalarinda, maternal, fetal ve
plasental stiregleri regiile ettigi belirtilen adiponektinin, GDM’li plasentalardaki miR-
223 ekspresyonuna olan katkisin1 anlamak icin daha ¢ok kanita ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Gestasyonel diyabet, plasenta, mikroRNA-223, adiponektin



ABSTRACT

Objective: The placenta is regulator of materno-fetal transport of nutrients and gases.
Alterations in placental transport functions can modify the impact of metabolic
abnormalities of GDM on the developing fetus. Severe adiponectin deficiency in the
third trimester of pregnancy has been associated with risks of placenta-mediated
complications of GDM. Placental expressions of characterized miRNAs is thought to
play an important role in the diagnosis of GDM as novel and effective biomarkers. We
aimed to estimated the association between third-trimester miR-223 expressions of

placenta and adiponectin levels of serum.

Method: This study included placental tissue and serum was obtained from third
trimester pregnancies. Maternal serum concentrations of adiponectin and placental
sample expressions of miR-223 were measured. Expressions of miR-223 in the placenta
were evaluated Real-time PCR and levels of adiponectin was determined by ELISA
method.

Results: According to the findings of Real-time PCR, expression of miR-223 decreased
in the statistically significant range in GDM group compared to control group in
placenta. According to the findings of ELISA, expression of adiponectin decreased in
GDM group compared to control group in serum, but there was not statistically

significant difference between other groups.

Conclusion: To conclude, miR-223 is considered to be a novel biomarker related to
diagnosis and treatment of GDM. Given the abundant, recent literature, it is now
increasingly clear that adiponectin also known as in the regulation of maternal, fetal and
placental process may potentially contribute to better expression of miR-223 on

placenta, with further evidence needed to clarify its true in this with GDM.

Key words: Gestationel diabetes mellitus, placenta, microRNA-223, adiponectin
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Gestasyonel diyabet (GDM), gebelik sirasinda meydana gelen, B hiicrelerinin genetik
defektleri, insiilin etkisinde genetik defektler, endokrinopatiler, enfeksiyonlar ve
ilaglarin Kullanimi sonucu ortaya ¢ikabilen hiperglisemik metabolik hastaliktir (ADA,
2014). Gebelik doneminde olusan GDM, dogumdan sonra kaybolsa da GDM’li
kadinlarin %30’u 7-10 yil igerisinde diyabet ve bozulmus glukoz intoleransi tanisi
almaktadir. GDM’de erken dogum, perinatal mortalite, fetal makrozomi, polisitemi,
sarilik, hidroamniyoz, kardiyomiyopati, ilk trimesterde hipoglisemi ve gebeligin ikinci

yarisinda hiperglisemi riski artar.

Anne ile fetiis arasindaki metabolik aktiviteyi diizenleyen plasenta, plasental ve fetal
gelisimi olumsuz olarak etkileyen intrauterin kosullara maruz kaldiginda, GDM
gelisimine neden oldugu, hatta plasentada anatomik ve fizyolojik bazi degisikliklerin
ortaya ¢iktigi gortlir (Gauster ve ark., 2012). Calismalar, gebelik ve/veya emzirme
donemindeki beslenme bozukluklarinin, ileri donemde bazi metabolik hastaliklara olan
duyarliligi artirdigint gosterir. Ancak bunun altinda yatan mekanizmalar ¢ok agik
degildir. Son yillarda epigenetigin, fetiisiin dengesiz beslenmesi ve glukoz
metabolizmasi bozukluklarinin 6nemli bir molekiiler temeli olabilecegi {izerinde durulur.
Temel mekanizma; beslenmenin, fetiisteki gelisme ve metabolizma ile iliskili bazi
genlerin epigenetik modifikasyonlarini regiile edebilecegi tizerine kurulmustur (Ma ve

ark., 2015; Maccani ve Marsit, 2009).

Gen  ekspresyonunun  post-transkripsiyonel  diizenleyicileri olan  mikroRNA
(miRNA)’larin beslenme ve metabolik hastaliklarin fetal epigenetik programlanmasinin
kritik modiilatorleri oldugu dusiiniilir (Ma ve ark., 2015). miRNA’lar, yaklasik 20-22
niikleotid uzunlugunda protein kodlamayan RNA molekiilleridir. Hedef genin
mRNA’lara diisiik 0Ozgilliikte baglanmasina, mRNA yikimmna ve translasyonel
inhibisyona neden olabilecegi icin MiRNA’lar gen ifadesinin kontroliinde 6nemli rollere

sahiptir. miRNA’lar; hiicre biliylimesi ve proliferasyon, farklilagma, organogenez,



metabolizma, immiinite gibi biyolojik siireclerde ve kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve diyabet gibi hastaliklarda 6nemli rollere sahiptir (Moreno-Moya ve ark., 2014;
Tétreault ve De Guire, 2013). Insan plasentasi, gebelik sirasinda dinamik olarak degisen
spesifik bir miRNA ekspresyon paternine sahiptir. Bu miRNA’lar, trofoblast hiicre
farklilagsmasi, proliferasyon, ve invazyon/migrasyon gibi siireglerin diizenlenmesinde
gorevlidir. Bu siireclerdeki, preeklampsi, intrauterin biiyiime geriligi ve GDM gibi
bozukluklar gebelik ile iliskili hastaliklara yol agmaktadir. Maternal sirkiilasyon i¢inde
olduklarindan, plasental miRNA’larin, gebelik ile iliskili hastaliklarin tanisinda faydali
olabilecegi diisliniilmektedir. Cok sayida dnemli hiicresel siirecin regiilasyonunda rol
oynayan miR-223, diyabet, obezite, ve kolesterol transportu gibi metabolizma-iligkili
hastaliklarda 6nem kazanmaktadir.GDM’li gebelik sonucu dogan yenidoganlar i¢in
metabolik komplikasyonlar, endotelyal/vaskiiler disfonksiyon ile iliskilidir ve bu da ileri
donemde obezite, hipertansiyon, tip 2 diyabet ve metabolik sendroma yol agar (Gabbay-
Benziv ve Baschat, 2015).

Leptin, adiponektin, resistin, adipokinler olarak bilinen adipositlerden tiireyen sinyal
molekiillerinin gebelik ile iliskili hastaliklardaki rolleri tizerine ¢alismalar yapilmaktadir
(Briana ve Malamitsi-Puchner, 2010; Retnakaran ve Retnakaran, 2012). Adiponektin,
28-30 kilo Dalton (kDa) molekiiler agirliginda kollajen benzeri bir plazma proteinidir.
Adiponektin’in baslangicta sadece adipoz dokuda firetildigi diisiiniilmesine ragmen son
yillarda yapilan galismalarda; insan ve fare osteoblastlari, karaciger parankim hiicreleri,
miyositler, epitelyal hiicreler ve plasenta dokusu gibi diger dokularda da mRNA ve
protein diizeylerinde eksprese edildigi gosterilmistir. Insan adiponektin geni kromozom
3927°de olup, bu bolgenin metabolik sendrom ve tip 2 diyabetle de iligkili oldugu
bulunmustur. Cok sayida calisma, GDM’de adiponektin konsantrasyonlarinda azalma
oldugunu gostermistir. Azalmis adiponektin konsantrasyonlarinin, gebeligin birinci ve
ikinci trimestrinde artmis GDM riski ile iligkili oldugunu gosteren ¢aligsmalar mevcuttur

(Fasshauer ve ark., 2014).

Calismamizda, miR-223’tin GDM’li plasentadaki ekspresyonunun ve adiponektin olan
iligkisinin degerlendirilmesi sonucu elde ettigimiz bulgularla, gebelik patolojilerinin

aydinlatilmasi iizerine yapilan ¢alismalara yeni bir katki yapacagimizi diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabete Giris

Diyabet, insiilin salinimi (ve) veya insiilin etkisinin azlig1 ile ortaya ¢ikan, karbohidrat,
yag ve protein metabolizmasinda anormalliklere neden olan, hiperglisemiyle iliskili
kronik metabolik bir hastaliktir (ADA, 2014). Diyabetin, farkli patolojik siirecleri vardir.
Insiilin salintmim saglayan pankreas B hiicrelerinin, otoimmiin saldirtya ugramasiyla,
insiilin salininminin tamamen veya kismen yok olmasi dnemli patolojik siireclerden
biridir. Bu patolojik siiregler, diyabetin en belirgin 6zelligi olan hiperglisemiyi meydana

getirimektedir (Bonner-Weir, 2000; Finegood ve ark., 1995).

Hiperglisemik kosullar, poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, gérmede bulaniklik, yaralarin gec
iyilesmesi, polifaji gibi anormalikler olusturur. Hiperglisemi, ketoasidoz ve ketoasidoz
olmayan, hiperosmolar sendroma neden olur. Bu durum, ilerlemis diyabeti olan
vakalarda rastlanir ve hayati 6nemi bulunmaktadir (Mallick ve ark., 2007). Diyabetin
hayati 6nem tasimayan, ancak retinopati, nefropati, noropati, gérme kaybi-bulaniklik,
sekstiel, gastrointestinal ve kardiyovaskiiler bozukluklar gibi yasam kalitesini diisliren

komplikasyonlar1 vardir (Ajani ve ark., 2000).

Diyabet, diinya ¢apinda, morbidite ve mortalite agisindan en Onemli bir saglik
problemlerinden biri olarak goriilmektedir. 2013 yilinda yapilan ¢alismada, literatiir
taramasinda 219 iilke belirlendi. Toplanan veri sonucu, 381.8 milyon diyabet hastasi
yetiskinin oldugu ve 2035 yilinda, istatistiksel olarak 591.9 milyona ulasacag: belirlendi
(Atlas, 2013).

2.2. Diyabetin Tam Kriterleri

Diyabet tanisinda, poliiiri, polifaji, polidipsi, istem dis1 kilo kaybi, halsizlik gibi
semptomlar degerlendirilmektedir. Hastada bu bulgular varsa, kandaki glukoz
konsantrasyonuna  bakilmaktadir.  Arastiricilar,  ilk  olarak  kan  glukoz
konsantrasyonlarini, aglik kan glukozu (FPG) ve Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)
olarak belirlemislerdir. Epidemiyolojik caligmalarda, retinopati ile FPG arasinda gii¢lii

korelasyon vardir (ADA, 2014). Gozlemsel ¢aligmalarda, her populasyon i¢in diyabetin



mikro semptomlari degerlendirildiginde, FPG ile retinopati arasindaki korelesyon
yetersiz kalmaktadir (Sabanayagam ve ark., 2009; Van Leiden ve ark., 2003). Bu
sebeple, son 2-3 aylik kan glukoz konsantrasyonunun bilgisini veren, glikozillenmis
hemoglobin Alc (HbAlc) testi, kan glukozu konsantrasyonlar1 i¢in belirleyici tam
kriteri olmaya baslamistir (ADA, 2014; Kahn, 2003). Diyabetin, kandaki glukoz
konsantrasyonunun degerlendirildigi tan1 testleri, aglik kan glukozu, tokluk/random kan
glukozu, OGTT, HbA1c testidir (ADA, 2015; Diabetes ve Panel, 2010).

2.2.1. Aclhik Kan Glukozu (FPG)

Kan 6rnegi, hastadan en az sekiz saatlik aglik sonrasi alinir. Hasta bu siirecte kalori
almamalidir. Kan glukozu degeri, o anlik bir degerdir. Test sonucu, 100 mg/dL (5.6
mmol/L’nin altinda olmalidir. Bu deger, 100 mg/dL (5.6 mmol/L) ile 125 mg/dL (6.9
mmol/L) arasinda ise, hastanin aglik kan glukozu 126mg/dL (7.0 mmol/L)’nin iizerinde

ise, diyabet tanisi konur.

2.2.2. Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT)

Bu testin yapilabilmesi i¢in, hasta en az sekiz saatlik a¢ olmalidir. Hasta bu siirecte
kalori almamalidir. Oral glukoz tolerans testi yapilacak hastadan aclik kan glukozu igin
kan 6rnegi alinir. Hastaya, 75 g suda ¢ozlinmiis olan glukoz igirilir. Bunu takiben, 1. ve
2. saatlerde tekrar kan 6rnegi alinirak, hastanin kan glukozu degerlerine bakilir. 2. saat
kan glukoz degerleri, 140 mg/dL (7.8 mmol/L) ile 199 mg/dL (11.0 mmol/L) arasinda
ise bozulmus glukoz toleransi vardir. Bu deger, 140 mg/dL (7.8 mmol/L)’ nin iizerinde

ise kesin diyabet tanis1 konur.

2.2.3. Glikozillenmis Hemoglobin Alc (HbAlc)

OGTT, aclik kan glukozu ve tokluk kan glukozu testleri anlik kan glukozu
konsantrasyonu bilgisi verirken, HbAlc son ii¢ ayda seyreden kan glukoz
konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Bu sebeple, HbA1c degeri 6lgiilen bir hasta
icin aglik veya tokluk kan glukozu bakilmasi zorunlu degildir. Hastaya diyabet tanisi
konulabilmesi i¢in; HbAlc > 6.5% olmas1 ve 140 mg/dL (7.8 mmol/l) ile 199 mg/dL
(11.0 mmol/l) (48 mmol/mol) degerleri arasinda olmasi1 beklenmektedir (Bonner-Weir,
2000).



2.2.4. Tokluk/Random Kan Glukozu

Klasik diyabet semptomlar1 veya komplikasyonlar1 goriilen hastada, hastalig1 teyit etmek
icin istenmektedir. Tokluk kan glukozu degeri, 200 mg/dL(11.1 mmol/L)’nin iizerinde
olan hastalara diyabet tanis1 konumaktadir. Bu hastalara kesin tani i¢in, HbAlc¢ testi de

istenir (ADA, 2014; Kahn, 2003).

2.3. Diyabetin Siniflandirilmasi
Diyabet, Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’ne gore, tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, diger
spesifik tipler ve GDM olmak iizere 4 gruba ayrilir (Kahn, 2003).

2.3.1. Tip 1 Diyabet

Cocukluk caginda ortaya ¢ikan, kronik otoimmiin bir hastaliktir. Cocuklarin, %70-
90’inda goriiliir. Tip 1 diyabet, genellikle, otoantikorlarin pankreas [ hiicrelerine
saldiristyla olusan, otoimmiin harabiyetle karekterizedir. Bu sebeple, insiilin saliniminin
tamamen veya kismi olarak azalmasi sonucu hiperglisemi olusur. Kesfedilen ilk
otoantikor, glutamik asit dekarboksilaz karsiti antikor (anti-GADA)’dur ve hedefleri
insiilindir. 65 kDa molekiil agirliginda oldugu igin GAD65 olarak da bilinir. Literatiirde,
tip 1 diyabet hastalarimin kiiciik bir kisminda, immiin yanit ve otoantikorlara baglh
olmaksizin hastaligin genetik bir alt yapist oldugu bilinmektedir; ancak genel olarak
otoimmiiniteyle iligkili oldugu kabul edilmektedir (Group, 2004; Ziegler ve ark., 1999).

2.3.2. Tip 2 Diyabet

Diyabet hastalarinin %90-95°1 tip 2 diyabet grubuna dahildir (ADA, 2014). Tip 2
diyabetin spesifik etiyolojik sebebi, tam anlamiyla aydinlatilmamistir, ancak bu konuda
hala calismalar devam etmektedir. Hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda, obezite veya asiri
kilo durumu s6z konusudur. Tip 2 diyabet i¢in, pankreas B hiicrelerindeki otoimmiin bir
harabiyet s6z konusu degildir. Insiilin direnci olusan ve (veya) insiilin salmiminin
eksikligiyle meydana gelen, hiperglisemiyle karekterize bir hastaliktir. Hastalarda genel
olarak, obezite veya asir1 kiloya yatkinlik vardir (ADA, 2014; Petersen ve ark., 2012).

Tip 2 diyabet, ‘insiiline bagli olmayan diyabet veya erigskin donem diyabeti olarak da

bilinir. Asirt kilolu veya obez olan hastalarin ¢ogunlugunda artmis yag orani kapasitesi



insiilin direncini tetiklemektedir. Tip 2 diyabet hastalarinda, genetik yatkinliklari

olmasina ragmen, obezite daha baskin bir etken olarak goriilmektedir (Olefsky, 2009).

2.3.3. Diger Spesifik Tip Diyabet

Diger spesifik tip diyabet, pankreas [ hiicrelerindeki genetik defektler, insiilin
etkisindeki genetik defektler, ekzokrin pankreas hastaliklari, endokrinopatiler,
enfeksiyonlar vb. sebeplerle ortaya ¢ikmaktadir (ADA, 2015). Pankreas 3 hiicrelerindeki
genetik defektler, insiilin sekresyonunun bozulmasina neden olur. Bu diyabet tipinde

meydana gelen hiperglisemi, insiilin sekresyonunun azalmasiyla iligkilidir.

Genglerde Goriilen Eriskin Tipi Diyabet (MODY), diger spesifik tip diyabet grubuna
dahildir. Genellikle 25 yasindan kiigiik bireylerde goriiliir. Otozomal dominant kalitim
nedeniyle meydana gelir. MODY’nin iki formu bulunur. En yaygm formu, hepatosit
niikleer faktér (HNF)-la’daki mutasyon sonucu olusan MODY’dir. HNF-1a, 12.
kromozomda bulunan, karaciger transkripsiyon faktoridiir. Diger formu ise, 7p
kromozomunda lokalize olan glukokinaz genindeki mutasyonla olusmaktadir. Bu
mutasyon, glukozun, glukoz-6-fosfata doniistimiinii engeller. Plazmadaki glukoz miktari
artar ve gerekli insiilin sekresyonu yapilamadigi i¢in hiperglisemi olusu goriilmektedir

(Bonner-Weir, 2000).

Insiilin sekresyonunu etkileyen genetik defektler, insiilin reseptdriinde meydana gelen

mutasyonlart igerir.

Ekzokrin pankreas hastaliklar1 olan pankreatit, pankreatektomi, pankreas kanseri,
diyabet gelisimini tetiklemektedir. Etki mekanizmasi genel olarak, pankreastaki [

hiicrelerinin azalmasi veya tamamen yok olmasi seklindedir.

Endokrinopatiler, bazi hormonlarla iliskilidir. Insiilin hormonuna zt etkili olarak
calistiklart icin hiperglisemi gelisir. Hiperglisemiye neden olan hormonlar, biiylime

hormonu, kortizol, epinefrin, glukagondur. Bunlarin asir1 salgilamasi, insiilini baskilar.

Baz1 genetik sendromlarla iliskili hastaliklar, insiilin hormonun baskilanmasina neden

olur. Bunlar, akromegali, Cushing Sendromu, glukaganom gibi hastaliklardir.


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/pankreatektomi

Enfeksiyonlarda, pankreas B hiicrelerini azalmasi, insiilinin yeterince veya tamamen
salinamamasi sonucu diyabet semptomlar1 artar. Diyabete neden olan ajanlar, konjenital

rubella, sitomegalovirus gibi viriislerdir (ADA, 2015).

2.3.4. Gestasyonel Diyabet (GDM)

Sadece gebelik sirasinda ortaya ¢ikan, insiilin etkisindeki veya B hiicrelerindeki genetik
defektler nedeniyle meydana gelen, hipergliseminin goriildiigli, metabolik bir hastaliktir
(Barbour ve ark., 2007). Kontrol grubu kadinlarinda goriilen risk faktorleri, gestasyonel
diyabetli kadinlara gore olduk¢a azdir. Bu risk faktorlerinden hayati 6nem tasiyanlar,
makrozomi, neonatal hipoglisemi ve sezaryan dogumdur (Ajani ve ark., 2000; Wendland
ve ark., 2012; Wong ve ark., 2013). istatiksel calismalar, gestasyonel diyabetli kadinlar,
dogumu takiben 5-10 yil igerisinde tip 2 diyabete tanis1 kondugunu gosterir (Bellamy ve
ark., 2009). GDM’li annelerin bebeklerinde ise, glukoz intoleransi, obezite ve insiilin

direnci gelisir (Dabelea ve ark., 2008; Pettitt ve ark., 1983).

Artan dogum sayisi, ilerlemis anne yasi, diyabet hikayesi, beyaz 1k, obezite, asir1 kilo,
standardin iizerindeki viicut kitle indeksi (BMI) gestasyonel diyabet riskini artiran
belirgin kriterlerdir (Ferraro ve ark., 2012; Hinkle ve ark., 2012; Hunsberger ve ark.,
2010).

Gestasyonel diyabette, pankreasin B hiicrelerindeki genetik defektler ii¢ nedenle olur. Ilk
neden olan faktorde, pankreas P hiicre harabiyeti ve otoimmiin hasar ciddi derecede
fazladir. Bu sebeple, insiilin salinimi olduk¢a azdir ve hastalar genellikle insiilin
takviyesi alir (Catalano ve ark., 1990). Gebe kadinlarin %10’dan daha az bir kisminda
goriiliir. Ikinci nedende, monojenik formlardan olan MODY de oldugu gibi genetik
varyasyonlarla geckektedir. Gebelikte, degisen hormonlar, beslenme tarzi vb. faktorler,
genetik alt yapiy1 tetiklendigi igin hiperglisemi meydana gelir. Bu sebeple, istatistiksel
calismalar, GDM oranmin diinya ¢apinda artisinin, genetik agidan degerlendirilmesi
gereken 6nemli bir konu oldugunu gosterir (Catalano ve ark., 1999; Chen ve ark., 2000;
Weng ve ark., 2002). Sonuncusunda, obezite ve insiilin direncine bagl olarak meydana
gelen B hiicre harabiyeti s6z konusudur. Gebelik oncesi, tip 2 diyabet riski fazla olan

kadinlarda goriiliir. Populasyondaki kadinlarin, BMI, kilo indeksi artisi, insiilin direncini


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/sitomegalovirus

tetikler. Gebelik sirasinda, hiperglisemi olusturan her neden, GDM riski olusturmaktadir
(Homko ve ark., 2001; Saisho ve ark., 2010).

Hiperglisemi ve Koti Gebelik Sonuglari (HAPO) c¢alismasi ile son yillarda
epidemiyolojik olarak farkli kdkenlerden gelen 25.000 gebe kadin taranmistir. HAPO,
gebeligin  24-28.  haftalarinda  olan  kadimnlarda,  glisemik  fonksiyonlari
degerlendirmislerdir. Anne ve fetiis i¢in, en 6nemli donemin 24. ve 28. hafta araliginda
oldugunu, bebegin neonatal yasamini bu siirecte gecirdigi glisemik fonksiyonlarin,
obezite, insiilin direnci, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi komplikasyonlara yatkinlhigiyla
iliskili oldugunu belirlemislerdir (Group, 2008).

Gebe kadimlarm, aclik kan glukozunda normal degerler goriildiigiinde, diisiik risk
grubuna dahilse OGTT yapilmaz. Yiiksek risk grubunda olan gebelerde, 24-28. haftada

bir basamakli ya da iki basamakl1 testle degerlendirilir.

Gestasyonel diyabetin tanisi, pek ¢cok tarama ve tani testi ile yapilir. Uluslararasi Diyabet
ve Gebelik Caligma Gruplari Birligi (IADPSG)’e gore, 24-28 haftalik gebe kadinlara, 50
g glukoz yiiklemesi yapilir. Tablo 2.1°de belirtilen degerlerin iizerinde olmasi, kesin
GDM tamsidir. Bu degerler, Diinya Saglhk Orgiitii (WHO), ADA tarafindan da kabul
edilen kriterlere sahiptir. Ulusal Saglik Enstitlisii (NIH) ne gore, iki basamakli tarama ile
OGTT yapilmahdir. NIH’e gore, ilk olarak 24-28 haftalik gebe kadinlara, 50 g glukoz
yiiklemesi yapilir. Ik taramada, herhangi bir zaman diliminde 50 g glukoz yiiklemesi
yapilir.1. saatte, tablo 2.1°de belirtilen degerin, kan glukoz degeri, 140 mg/dL (7.8
mmol/L)’nin {izerinde ise ikinci taramaya gegilir. Ikinci taramada, 100 g glukoz
yiikklemesi yapilir. Tablo 2.1°de gosterildigi gibi aglik, 1., saat, 2., saat ve 3. saat kan
glukozu degerlerine bakilir. Sirasiyla, 95mg/dL (5.3 mmol/L), 180 mg/dL (10.0 mmol/L,
155 mg/dL (8.6 mmol/L), 140 mg/dL (7.8 mmol/L)’nin iizerinde kan glukoz degerleri
cikmasi durumunda, gestasyonel diyabet tanis1 konulmaktadir. Bu test i¢in 8-14 saatlik
aclik ve en az 3 giin 150 g karbohidrat alimi gerekmektedir. Tablo 2.1°de belirtilen
degerlerin iizerinde olmasi, kesin GDM tanmisidir. Bu degerler, WHO ve ADA tarafinda
da kabul edilen kriterlere sahiptir (ADA, 2015).



Tablo 2.1. Gestasyonel diyabetin tani kriterleri (ADA, 2015)

Tek Asamal Test Aglik K.an 1.saat 2.saat 3.saat
Sekeri
92 mg/dL 180 mg/dL 153 mg/dL
50 g Glukoz (5.1 mmol/L) (10.0 mmol/L) (8.5 mmol/L) i
Iki Asamah Test Aglik K.an 1 saat 2 saat 3.saat
Sekeri
140 mg/dL
50 g Glukoz } - ;
(7.8 mmol/L)
95 mg/dL 180 mg/dL 155 mg/dl 140 mg/dL
100 g Glukoz (5.3 mmol/L) (20.0 mmol/L) 8.6 mmol/L) (7.8 mmol/L)
2.4. Plasenta

Plasenta, fetiisiin beslenmesi, gaz aligverisi, immiin koruma ve hormonal sinyal
iletiminde gorevlidir. Fetiisiin normal biiyiimesi ve gelismesi igin gebelik sirasinda
olusan fetal bir organdir. Oksijen, su, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar ve
aminoasitlerin, fetiise gecisini saglar. Karbondioksit, lire ve diger atik metabolitlerin
fetlisten anneye ileterek atilmasinda gorevlidir. Bu iletim sekillerine, maternal

sirkiilasyon ve fetal sirkiilasyon ismi verilir.

Plasentanin implantasyonu olduk¢a spesifiktir. Implantasyonda en ©6nemli gorev,
trofoblastlara diigmektedir. Trofoblastlar, immiin mekanizmayla iliskili, blastokistten
koken alan bir doku grubudur. Implantasyondan sonra, villsz ve ekstravilloz yapilara
doniismektedir. Plasenta vaskiilarizasyonu 21. giinde baslar ve dogum sonlana kadar
farklilasma ve gelisme devam eder. Gebeligin ilk siirecinde, proliferasyon ve farklilagsma
olaylari, trofoblastlarda vill6z and ekstravilloz yapilarin olugsmasina neden olmakta,
bebekle birlikte plasentanin da gelistigi, farklilastigi goriilmektedir (Gauster ve ark.,
2012; Myatt, 2006).
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Sekil 2.1. Plasentanin morfolojisi (Schoenwolf, 2008)

2.4.1. Plasenta ve GDM

Gebelik siirecinde, kotii intrauterin kosullarina sahip olan kadinlarda, fetal ve maternal
sirkiilasyondaki, besin, oksijen, karbondioksit, hormonal degisiklikler meydana gelir.
Intrauterin  kosullarin  bebek i¢in 6nemi, neonatal dénemde, metabolik ve

kardiyovaskiiler hastaliklara yatkinligiyla iliskilidir (Vambergue ve Fajardy, 2011).

[Ik trimesterde, glukoz toleransi azalir. Plazma hacmi artar. Term donemde,
fetoplasental glukoz kapasitesi ve hepatik glukoz iiretimi artar. Annede, insiilin direnci
olusmaya baslar. Ilk trimesterden, term doneme kadar olan siiregte, meydana gelen bu
degisikliklerin mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, annedeki insiilin
direnci, bebege asir1 miktarda glukoz transferine neden olur. Gebe annede, kan
glukozunu dengelemek amaciyla insiilin iiretmek icin, pankreas B hiicre kitlesini artirir
(Catalano ve ark., 1990; Lain ve Catalano, 2007; Reece ve ark., 2009; Robitaille ve
Grant, 2008). Plasentadaki bu degisiklikler, diyabetik bir mikrogevre olusturdugundan,
annenin kan glukoz konsantrasyonu hiperglisemik bir profil cizmektedir. Glukoz
metabolizmasi disinda, lipid ve amino asit metabolizmasinda da degisiklikler meydana

gelmektedir. Bu degisikliklerden hiperinsiilinemi ve dislipidemi en karekterize olaylar
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arasinda bulunmaktadir. Gebelik doneminde, hiperglisemik kan glukozuna sahip
kadinlara gestasyonel diyabet tanist konur. Hiperglisemik kan glukoz konsantrasyonu,
karbohidrat, lipid ve amino asit metabolizmasiyla iliskili genlerin ekspresyonunu
degistirir (Radaelli ve ark., 2003). Gebelikteki hiperglisemi, yaygin olarak gebelik
oncesine dayanir. Degisen hormon diizeyleri, diyabetik yiyeceklerle beslenme
aligkanliklarinin devam etmesiyle, gebelik sirasinda gestasyonel diyabet meydana gelir

(ADA, 2014).
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Sekil 2.2. Plasentada fetal ve maternal dolasim (Murray, 2012)

Gestasyonel diyabetli annelerin, leptin, adiponektin, insiilin, TNF-o konsantrasyonlari,
normal gebelere gore farklidir. Bozulan karbohidrat metabolizmasi, karbohidratlarla
iligkili hormonlarin, sitokinlerin ve genlerin isleyisi degisir (Kirwan ve ark., 2002).
Gestasyonel diyabetli annelerin, hiperglisemik kan konsantrasyonlari, bebege geger.
Bebeklerin hiperglisemi maruziyeti, insiilin direnci, mezenkimal kok hiicrelerinin adipoz
doku yoniinde farklilagsmasina neden olur. Uzun siireli sonuglar1 degerlendirildiginde,
bebekler ileriki yaslarda, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, tip 2 diyabet gibi
komplikasyonlarla karsilagir. GDM grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda, diyabetik
plasentalarda, tromboz, hematoma veya kalsifikasyonlar goriilmiistiir (Salge ve ark.,
2012).
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalara gore, genetik alt yapinin degismedigi ancak genlerin

P

isleyisinin degistigi ve bunun nedenin de epigenetik mekanizmalar oldugu goriilmiistiir
(Loscalzo ve Handy, 2014).
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Sekil 2.3. Gestasyonel diyabet ile epigenetik mekanizmalarin iligkisi (Estampador ve Franks, 2014)

2.5. Gestasyonel Diyabet ve Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu, RNA interferans
olarak ii¢ gruba ayrilir (Loscalzo ve Handy, 2014). Histon modifikasyonlari, metil, asetil
gibi gruplarin, ilgili enzimlerle kromatinde bulunan amino asitlere baglanmasiyla
meydana gelir. Bu sebeple, kromatinde yap1 ve fonksiyon degisiklerinin meydana
geldigi modifikasyonlar epigenetik mekanizmalardir. Histon-histon veya histon-DNA
arasindaki etkilesimlerde rol alarak kromatin yapisini degistirirler (Strahl ve Allis,
2000). En g¢ok goriilen, onemli histon modifikasonlar1 asetilasyon, metilasyon,

fosforilasyon, ubikutinasyondur (Bannister ve Kouzarides, 2011).
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DNA metilasyonlari, sitozin fosfo guanin (CpG) adaciklart ismi verilen bolgelerde
meydana gelir. DNA metiltransferazlar (DNMT) ile, CpG adaciklarindaki sitozinlerin,
5’ucuna metil gruplar1 baglanir. Transkripsiyonu baskiladigindan, ilgili genin
ekspresyonu azalmaktadir (Okano ve ark., 1998). Gestasyonel diyabetli anneler ile
kiyaslandiginda, kontrol grubu plasentalarinda, DNA metilasyonlarinin ¢ok daha az
oldugu goriilmiistiir. Gestasyonel diyabetli annelerin, yiiksek glukoz konsantrasyonuna
sahip hiperglisemik kan konsantrasyonunun, karbohidrat metabolizmasina iliskin
genlerin ekspresyonunu degistirdigi goriilmiistiir (EI Hajj ve ark., 2013; Lowe Jr ve ark.,
2016).

RNA interferans, ¢ift zincirli RNA’nin (dsRNA) hiicreye girdigi zaman komplementer
MRNA dizisinin par¢alanmasidir ve bunun sonucunda kodlanmayalar RNA’lar meydana
geldigi mekanizmadir. Bu kodlanmayan RNA’lara, kiiciikk interferans RNA (siRNA),
miRNA’lar denilmektedir. Mekanizmaya, transkripsiyon sonrast gen susturma
mekanizmasi adi verilmistir (Agrawal ve ark., 2003; Kusenda ve ark., 2006). Mesajc1
RNA (mRNA) molekiilii, diziye 6zgii yikima ugrar ya da translasyona giremez. insan
genomunu, viriis kalitim materyaline (DNA veya RNA), transpozonlara karsi korur. Bu
sekilde, hiicresel savunmada rol almasindan dolayi, dogal metabolik siiregte de rolii

vardir (Zhao ve ark., 2015).
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Sekil 2.4. Epigenetik mekanizmalar (Yang ve ark., 2016)

2.6. miRNA

miRNA’lar, kiiclik, protein kodlanmayan, 18-22 niikleotid uzunlugunda molekiillerdir.
Intronlar tarafindan, bazen de belirli spesifik genler tarafindan kodlanir. miRNA'lar,
spesifik hedef proteinlerin ekspresyonunu, mRNA degradasyonu saglayarak veya
onlarin translasyonunu engelleyerek diizenler. MiRNA, mRNA'in kodlanmayan 3’
bolgesini (3UTR) hedef alir. Insan genomunun iigte birini veya ikisinde fonksiyonel olan
molekdillerdir (Lewis ve ark., 2005). Biiyiime, proliferasyon, farklilasma, sinyal iletimi,
apoptoz, metabolizma gibi 6nemli fonksiyonlar1 vardir (Kloosterman ve Plasterk, 2006).
Bir ¢alisma, miRNA’larin mRNA regiilasyonunu, hedef mRNA’larin translasyonunu
engelleyerek gerceklestirdigi, mRNA degradasyonunun az miktarda gorildigiini
savunur (Lewis ve ark., 2005). Farkli bir ¢alisma grubu, memeli miRNA’larinin, mRNA
degradasyonu aracilifiyla protein seviyelerinde azalma meydana getirdigini savunur
(Chen ve ark., 2004). Yapilan ¢alismalar dogrultusunda, tiim insan dokularinda, miRNA
ekspresyonlarinin oldugu tespit edilmistir. Belirli mekanizmalarin disinda, genel olarak,
posttranskripsiyonel diizenleyiciler sinifina dahil edilir (Chen ve ark., 2000; Lewis ve
ark., 2005).
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2.6.1. miRNA Mekanizmasi
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Sekil 2.5. miRNA mekanizmasi (Inui ve ark., 2010)

Cift zincirli RNA’nin ilgili bolgesi bulunur ve miRNA transkripsiyon asamasina gegilir.
RNA polimeraz II tarafindan, énciil miRNA’lar transkript edilir. Onciil miRNA’larin
iceriginde, en az bir tane hairpin yapist bulunur. Bunlar, RNAaz III ailesinden olan

Drosha endoniikleazlarimin taninmasini saglar. Drosha ile ayni isleve sahip
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DGCRS’lerde niikleusta gorevlidir. Exportin 5 molekiilii, 6nciil miRNA’y1 aktif hale
getirir. Sitoplazmada, DGCRS yerine, Drosha gorev alir. Drosha da, 6nciil miRNA’y1
tanir. Dicer, 6nciil miRNA’y1 pargalara ayirir. Biyolojik kosullarda, iki zincirden biri
secilir, digeri uzaklastirilarak pargalanir. Olgunlasan miRNA, RNA-indiiklenmis
susturma kompleksi (RISC) ile birlesir. miRNA, RISC’in, hedef mRNA'y1 tanimasina
izin verir. RISC igindeki endoniikleazlar, mRNA’y1 degrade eder. Bu iki mekanizma ile
olur. ilki, CCR-siz molekiil ile deadenilasyon araciliiyla, poli A kuyrugu cikarilir ve
mRNA degrade olur. Ikincisi, 6karyotik baslama faktdrii 4E (EIF4E) bloke edilir (Inui
ve ark., 2010).

2.6.2. miRNA’larin Klinik Onemi

Gelisme, biiylime, farklilasma ve metabolizmay1 diizenleme gibi 6nemli biyolojik
stiregleri diizenler. Memeli genomunda, yaklasik olarak 2200 tane miRNA vardir.
miRNA’lar biiyiime, gelisme ve farklilagma kontroliine sahip oldugundan, kanser
tedavisinde 6nemli bir belirtegtir. miRNA'larin az veya fazla ekspresyonu, apoptoza
veya protoonkogenlerin aktivasyonuna sahip olabilir. miR-21, miR-155, miR-23 ve
miR-191’in fazla ekspresyonu meme kanserine neden olurken, miR-205, miR- 145,
miR-10b, ve miR-125b’nin ekspresyonunun az olmasi da meme kanserine neden
olmaktadir. miR-21’in asir1 ekspresyonu, hem meme hem de kolon kanserine sebep
olabilmektedir. Her siire¢ i¢in, miRNA’lar farkli gorevler iistlenir (Ardekani ve Naeini,
2010).

miRNA’lar, kanser disinda (Urbich ve ark., 2008), kardiyovaskiiler, inflamatuar,
norogelisimsel hastaliklar i¢in belirtegtir (Miska ve ark., 2004). Alzheimer (Cogswell ve
ark., 2008)gibi yasam kalitesini diisiiren hastaliklarla iliskisi oldugu kesfedildi, ancak
temel mekanizmalari tam olarak aydinlatilamadi. Diyabet patogenezininin rolinii
aragtirmak amaciyla tip 1 diyabet ve tip 2 diyabet hayvan modeli olusturuldugunda,
pankreas 3 hiicreleri, karaciger, adipoz doku ve iskelet kaslarinda miR-146a, miR- 21,
miR-29a (Guay ve ark., 2011), miR-34a, miR-222 ve miR-375 ekspresyonlarinin arttigi
goriildii (Herrera ve ark., 2010).
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2.6.3. miRNA ve Plasenta

Plasentada ¢ok miktarda bulunan miRNA’larin, plasentanin patofizyolojisinde,
gelisiminde ve biyolojik fonksiyonlarinda énemli rollerinin oldugu bilinmektedir (Barad
ve ark., 2004). Primat plasentasina 6zgli miRNA’lar, 19. kromozomun 19q13.41 lokalize
olmaktadir. Genel olarak kromozom 19 miRNA kiimelenmesi (cluster) (C19MC) olarak
bilinir (Barad ve ark., 2004). CI9MC miRNA’lar1, plasenta, testis, embriyonik kok
hiicreler ve bazi1 timorlerde belirlenmistir (Luo ve ark., 2009). Gebelik siiresince,
C19MC, miRNA’larin plasentanin trofoblast hiicrelerinde ekspresyonlarinin yiiksek
oldugu goézlenmistir. Plasentada, 14. kromozom miRNA kiimelenmesi (C14MC)‘nin
ekspresyonu yiiksektir ve en ¢ok term dénemde artis1 goriilmiistiir. Insanlara dzgiidiir,
sadece plasentada ekpresyonu goriilmez, tiim dokular i¢in ekspresyonu s6z konusudur

(Morales-Prieto ve ark., 2013).

2.7. miR-223

miR-223, ilk kez hemotoloji ¢alismalar1 sirasinda kesfedilmistir. miR-223’iin en 6nemli
rolii, hematopoetik hiicrelerin farklilasmasini  diizenlemesidir. Kemik iliginde
ekspresyonlar1 yiiksektir. Hematopoetik kok hiicre, kemik iligi, akyuvar ve lenfosit

hiicrelerin gelisimini etkilemektedir (Johnnidis ve ark., 2008).

X kromozomunun @12 lokusundan bulunan gen tarafindan kodlanir. mMIiRNA,
hematopoetik sistem ¢alismalari sirasinda kesfedilmistir. miR-223"{in ekspresyonu, PU.1
faktorli, CCAAT kuvventlendirici baglayici protein- o ve  (C/EBP-a ve - ), niikleer
faktor 1-A (NFI-A) gibi transkripsiyon faktorleriyle diizenlenmektedir. PU.1 faktorti,
osteoklast farklilasmasinda ve miR-223 promoter bolgesinin i¢indeki iki ayr1 bdlgenin
birbirine baglanmasinda gorevlidir. PU.1 ekspresyonu, makrofaj koloni stimiile edici
faktor (MCSF) ve niikleer kappa B ligandi reseptor aktivatorii (RANKL) tarafindan
indiiklenir. PU.1, miRNA ekspresyonunu aktive eden miR-223 promoterina baglanarak,
osteoklastlara 6zgii mRNA'lar1 hedefleyerek osteoklastogenezi indiikler (Chen ve ark.,
2004; Kapinas ve Delany, 2011). C/EBP-a, miR-223 ekspresyonunu artiran miR-223
promoterina baglanarak, graniilosit farklilagmasini indiiklemekte (Fazi ve ark., 2005),
NFI-A ise graniilosit ve osteoklast farklilasmasini engellemektedir (Chen ve ark., 2004;
Fazi ve ark., 2005).
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mMiR-223’{in immiin sistemin homeostasisinde ve gelisiminde 6nemli bir roli oldugu
bilinmektedir. Kanserin bir¢ok tipinde, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklarda, diger
patolojik siireglerde de, miR-223’lin iligkili oldugu gosterilmistir (Johnnidis ve ark.,
2008).

2.8. Gestasyonel Diyabet ve miR-223

Preeklampsi, intrauterin biiylime geriligi gibi gebelik patolojilerinde plasenta-spesifik
miRNA’lar1 arastiran ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur (Pillar ve ark., 2015). Ancak, GDM
gelisiminin  regiilasyonunda miRNA’larin  rollinii arastiran ¢alisma c¢ok azdir.
Preeklamptik gebeliklerden saglanan plasentalarda ¢ok sayida miRNA’nin ekspresyon
profilleri ¢alisilmis ve miR-223’tin plasentadaki ekspresyonu ve preeklampsideki
downregiilasyonu gosterilmistir (Choi ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2009). Cok sayida
onemli hiicresel siirecin regiilasyonunda rol oynayan miR-223, ilk olarak graniilosit ve
makrofaj farklilasmasinda bildirilmistir (Johnnidis ve ark., 2008). miR-223,
osteoklastogenez (Kapinas ve Delany, 2011) ve insan embriyonik kok hiicrelerinin
farklilasmasinda da rol oynamaktadir (Yu ve ark., 2013). miR-223’iin lipoprotein ve
kolesterol mekanizmasindaki c¢ok sayida genin post-transkripsiyonel regiilasyonunu
koordine ederek sistemik kolesterol regiilasyonunda kritik bir role sahip oldugu
gosterilmistir (Vickers ve ark., 2014). Kalpte miR-223’lin upregiile oldugu ve asir1
ekspresyonu sonucu ise GLUT4’lin posttranskripsiyonel upregiilasyonu yoluyla
kardiyomiyositlere PI3K-bagimsiz glukoz alimimi arttirdign goriilmiistiir (Lu ve ark.,
2010). miR-223’lin obezite iliskili kronik hastaliklarin patogenezi ile iligkili adipoz doku
inflamasyonunun diizenlenmesinde énemli bir role sahip oldugu gésterilmistir (Zhuang
ve ark., 2012). Obez hastalarda yapilan bir ¢alismada miR-223 diizeylerinin belirgin
derecede diisiik oldugu ve bu miRNA’nin obezitedeki metabolik degisiklikler igin

biyomarker olarak kullanilabilecegi one siiriilmektedir (Kilic ve ark., 2015).

GDM’li gebelik sonucu dogan yenidoganlar igin metabolik komplikasyonlar,
endotelyal/vaskiiler disfonksiyon ile iliskilidir ve bu da ileri donemde obezite,
hipertansiyon, tip 2 diyabet ve metabolik sendroma yol agmaktadir. Bu
komplikasyonlarin bazilari, diyabetik annenin metabolik ortami sonucu olusan bozulmusg

plasental yapi ve fonksiyonu ile iliskilidir (Gabbay-Benziv ve Baschat, 2015). Son

18



yillarda leptin, adiponektin, resistin ve proinflamatuar sitokinleri igeren ve adipokinler
olarak bilinen adipositlerden-tireyen sinyal molekiillerinin gebelik ile iligkili
hastaliklardaki rolleri {izerine ¢aligmalar yapilmaktadir (Briana ve Malamitsi-Puchner,
2010; Retnakaran ve Retnakaran, 2012).

2.9. Sitokinler

Sitokinler, diisiik molekiil agirlikli, parakrin ve otokrin etki gosterebilen, proinflamatuar,
inflamasyon, immiin sistem, onkojenik gibi siireglerde regiilator rolii olan molekiillerdir
(Feldmann ve Maini, 2003). Interferon, interldkin, kemokin ailesi, mezenkimal biiyiime

faktorii, timor nekroz faktor ailesi ve adipokin seklinde gruplara ayrilmaktadir (Gordon,
2007).

2.9.1. interferonlar

Metabolizma, hiicre sagkalimi, proliferasyon, dogustan ve sonradan kazanilmis immiin
cevapta rolii olan sitokinlerdir. Tiim hiicre tiplerinde iiretilmektedir (Rusinova ve ark.,
2013). Sadece konak hiicrelerde replikasyonunu gergeklestiren viriislerin, ¢ogalmasini
engellemek amaciyla adaptif immiin yanit olusmasinda sitokinlerin rolii oldugu

bilinmektedir (Kotenko, 2011).

Farkli hiicre tipleri, gen lokuslari, primer protein sekanslari, reseptor farkliliklari
nedeniyle, interferon I, IT ve III olmak tizere ti¢ farkli ligandi1 bulunur (Gonzalez-Navajas
ve ark., 2012; Huang ve ark., 2007; YOUNG, 1996). Tip 1 interferonlar, hem viriis hem
de bakteri enfeksiyonlarma immiin cevap verir (Kotenko, 2011). Insanlarda, tip I
interferonlarin, fonksiyonel olan 13 tane a ve 1 tane  olmak iizere 14 tane interferon
¢esidi bulunur. Tip I ve III interferonlar1 IL-10 ailesine yapisal olarak benzer (Diaz ve
ark., 1994). Bu interferonlarin sinyal reseptorleri, uzun intrasitoplazmik domain (ICD)
R1 ve kisa ICD R2 olmak {izere 2 zincirli transmembran glikoprotein yapisindan
olusmaktadir. JAK1 sinyal yolagini kullanan bu interferonlar, R1 ve R2 subiinitelerini,
baglanma bolgesi olarak kullanmaktadirlar. Sinyal kaskadlarinin aktive olmasiyla, JAK1

sinyal yolagi aktivitesi gergeklesmektedir (Langer ve ark., 2004).
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2.9.2. interlokinler

Hiicrelerde, inflamasyon, proliferasyon, migrasyon, adhezyon, biliylime ve gelisimde
gorevlidir. 4-15 kDa agirliginda (Fina ve Pallone, 2008), hiicresel mesaj iletim agiyla
baglantil1, glikoprotein veya protein yapidaki molekiillerdir. Ozellikle immiin sistem
hiicrelerinin farklilagmasi, aktivasyonu, homeostasisinde ve gelisiminde goérev alirlar
(Koss ve ark., 2000). Mitoz bdliinme, biiylime, farklilasma, migrasyon ve apoptoz
olaylari, interlokin reseptorlerinin hedef hiicrelere baglanarak, ikincil mesaj ve sinyal

transdiiksiyonunun baslamasi igin sinyal olusmasinda gorevlidirler (Akdis ve ark.,

2011).

Interlokin-1’in, organizmada, en ¢ok iiretildigi hiicreler, makrofajlar, keratinositler,
endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, dendritik hiicreler, fibroblastlar ve notrofillerdir.
IL-1 hemen her hiicrede iiretilir (AKira ve ark., 1993; Dinarello ve Bufler, 2013; Nold ve
ark., 2010; Sharma ve ark., 2008). Mikroorganizmalarda, LPS, muramil dipeptid gibi

uyarict molekiillerin varliginda, IL-1 iiretimi artirilmaktadir (Sharma ve ark., 2008).

Interldkin-6, otokrin ve parakrin etkisi oldugu bilinen bir sitokindir (Borsellino ve ark.,
1995; Van Snick, 1990). T lenfosit, monosit, makrofaj, fibroblast, endotel hiicre, mast
hiicresi, hepatositler, noronal hiicrelerde {retilir (Klein ve ark., 1989).T ve B
lenfositlerinin biiylime ve farklilasmasini saglar (Hirano ve ark., 1985). Obezite, tip 2
diyabet, insiilin duyarlilig1, glukoz intoleransi gibi metabolik siireclerde ve hastaliklarda,
TNF-o ile baglantili olarak artar. Adipoz dokuda iiretimi ve dolasimdaki miktari,
obezite, bozulmus glukoz tolerans ve insiilin direnci durumlarinda artar (Stirrat ve
Reynolds, 2014). Hepatik C-reaktif protein iiretiminin 6nemli bir diizenleyicisidir (lde
ve ark., 2003). Plazma IL-6 diizeyleri tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik (KVH)
gelisimi agisindan prediktif bir 6zellik gosterir (Mauricio ve ark., 1992).

Yapilan ¢aligmalarda obez annelerde, portal yolla karacigere ulasarak hepatik trigliserit
olusumunu ve sekresyonunu arttirir, hipertrigliseridemiye sebep olur. Yag dokusunun
LPL aktivitesini ve enerji depolamasii azaltir. Obezitede plazma IL-6 miktari
artmaktadir. Insiiline direngli periferik dokular, pankreasi daha fazla insiilin salgilatmaya

zorlar; siirekli olarak insulin iretimi de insiilin direnci gelisimine yol agar. Benzer
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komplikasyonlar TNF-a’da da goriildiigiinden, metabolizmada, TNF-a ile interlokin-6

mekanizmasinin ortak noktalar: bulunmaktadir (Stirrat ve Reynolds, 2014).

2.9.3. Kemokinler

Kemokinler, inflamasyon, homeostaz, anjiyogenez, lokositler ile kok hiicrelere
kemotaksi yaptirmak gibi gdrevleri bulunmaktadir. Lokositlerin migrasyonunu
diizenlerler (Rot ve ark., 1996; Watson ve Arkinstall, 1994). Coklu domainleri vardir.
Diisiik molekiil agirlikli, protein yapida olan sitokinlerdir. Kemokin genleri spesifik
lokuslarda bulunur. IL-1 ve TNF-a ikincil proinflamatuarlardir. CXC ve CC olmak
tizere iki tane subfamilyas1 bulunmaktadir. CXC kemokinlerinin tiim iiyelerinde, ilk iki
sisteminin arasinda bir adet aminoasit bulunmakta, CC kemokinlerinde ise ilk sistein

birbirine bitisik durumda bulunmaktadir (Murphy, 1994).

2.9.4. Mezenkimal Biiyiime Faktorleri

Mezenkimal biiytime faktorleri, hiicre sinyal iletimi, proliferasyon, farklilasma, cogalma
gibi biyolojik siireglerde gorevlidir. Otokrin veya parakrin etki gdsteren sitokinledir.
Fibroblast biiytiime faktori (FGF) mitojenik faktdr ailesi olup, fonksiyonel olarak
mezenkimal ve sinir ektoderm kokenli hiicrelerde caligmaktadir. Hepatosit biiyiime
faktorii (HGF), hepatosit hiicreleri basta olmak tiizere farkli hiicre tiplerinde iiretilir.
Hepatositlerde endotel hiicre gogalmasini saglar (Aguilar ve ark., 2009; DaniSovi¢ ve
ark., 2012; Patterson ve Padgett, 2000; Yano ve ark., 2008).

2.9.5. Tiimor Bilyiime Faktorler

Timor bitylime faktori- B (TGF-B), trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, bobrek
gibi farkli dokulardan sentezlenir. TGF-p, hiicrelerin gelismesini, ¢ogalmasini ve birgok
farkl1 hiicre tipinin gelisiminin bloke edilmesini diizenler. TGF-f reseptorii tip I ve tip Il
alt birimlerden olusur (Massagué, 1998; Patterson ve Padgett, 2000). Makrofajlar
tarafindan kendi iiretimini otokrin yolla diizenler. Monositleri uyararak FGF, PDGF,
Insiilin benzeri biiyiime faktdrii (IGF-1), TNF-o (Massagué, 1998) gibi biiyiime
faktorlerinin salinmasini saglar. Tiim hiicrelerin TGF-f igin reseptorii vardir. Hiicrelerin
gerekli metabolik, kimyasal ve immiinite siire¢lerinde, TGF-B araciligi ile sinyal
almaktadirlar. Bunlar Smad protein ailesini uyaran, serin tirozin kinazlardir. TGF-f’nin
hiicre yiizeyindeki tip II reseptore baglanmasi tip I reseptoriin fosforlanmasina neden
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olur. Boylece tip I reseptor Smad 2 ve 3 proteinini fosforlayarak, aktive edebilecek
duruma getirmektedir. Aktive olan Smad 2 ve Smad 3, Smad 4 ile heterodimerler
olusturur ve niikleusa giderler. Smad kompleksi, ko-aktivatorler, ko-represorler ve diger

transkripsiyon faktorleriyle birlikte gen ekspresyonunu regiile eder (Shi ve Massagué,
2003).

2.9.6. Tiimor Nekroz Faktorleri (TNF)

TNF’nin, apoptotik hiicre 6liimii, inflamasyon, tiimor gelisimi ve viral replikasyonun
baskilanmasi siirecinde, hiicrelerdeki ekspresyonu artar.17 kDa agirhiginda bir
molekiildiir. 157 amino asitten meydana gelir. Proinflamatuvar bir sitokindir (Miiller ve
ark., 1987). Aktif makrofajlar, T hiicrelerinden transmembran prekiirsor proteini
seklinde dretilir. Prekiirsor protein, TNF-a ve timdr biliyime faktorleri (TACE)
tarafindan parcalanir. TACE, metalloproteaz o6zellige sahip bir enzimdir ve TNF- a,

olusumunu saglar (Bemelmans ve ark., 1996).

Uc¢ TNF monomeri bir araya gelerek trimerik TNF’yi olusturur. Trimerik TNF iki
reseptorden birine, TNFR1 veya TNFR2’ye baglanarak aktif hala geger (Faustman ve
Davis, 2010). TNF-a, inflamatuvar sitokinleri (IL-1 beta, 1L-6, IL-8) uyararak kemokin
olusumunu tetikler. Endotel adezyon molekiillerinin, aktif hale gegmesini saglar. TNF-
a’nin fonksiyonel 6zelligi, inflamatuar reaksiyonlara iliskin olaylarin baslamasini ve

stirdiiriilmesini saglamaktir (Flynn ve ark., 1995; Roach ve ark., 2002).

2.9.7. Adipokinler

Adipoz doku, metabolik aktivitesi yiliksek, karmagik yapida, adiposit denilen hiicrelerden
meydana gelen bir dokudur. Metabolizmada enerji, lipid deposu ve hormonal diizeni
saglar (Ahima ve Flier, 2000). Adipoz dokunun, temel elemani olan adipositlerden
adipokin denilen, adipoz doku kaynakli sitokinler salinir. Bunlardan en 6nemlileri,
adiponektin ve leptindir. Resistin ve IL-6 gibi adipoz dokudaki stromal hiicreler

tarafindan salinan sitokinler de yine adipokinler sinifina dahil olmaktadirlar (Hardie ve

ark., 1997).
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Leptin

Adipoz doku kitlesinin orantili bir sekilde artisin1 saglayan, adipoz doku hiicreleri
tarafindan tretilen bir sitokindir. Merkezi hipotalamus yolaginda, besin ve enefji
dengesinin homeostasisinde, iireme sisteminde sinyal yolaklarinda gérev alir. Pankreasin
B hiicrelerinden insiilin iiretimini diizenler. Insiilin direnci olan kisilerde, adiponektin,
IL-6 ile TNF-a konsantrasyon seviyelerinde azalma goriiliir (Lea ve ark., 2000; Lee ve
ark., 1996).

Gebelikte, kotii intrauterin kosullar, bebegin neonatal hayatini etkilemektedir. Ciinkii,
annenin maternal dolagimindaki kat1 ve sivi besin maddeleri, fetal dolasimla bebege
aktarilmaktadir. Annedeki, artmis insulin direncinin, fetoplasental dolasimla bebege
gecer. Insiilin direncin artis1, proinflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a miktarimi
artirmaktadir. Bu sitokinler fetiise de gegmektedir. Bu, iki proinflamatuar sitokinin artist,
fetiisteki leptin ve adiponektin seviyesini disiirmektedir. Bu iki sitokin grubu zit etkili
olarak galismaktadir ve fetiisteki adipoz doku lipolizini artirmaktadir. Yani fetiisiin, ileri
donemde obeziteye yatkinligi artmaktadir (Stirrat ve Reynolds, 2014). Leptin, gebelik
siirecinde, insililin direncinin artma potansiyeline karsin, hem anne hem fetiis

sirkiilasyonundaki glukoz konsantrasyonunu diizenlemek amaciyla, plasentadan iiretilir

(Lea ve ark., 2000).
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Sekil 2.6. Gebelikte, insiilin direncinin ile fetiise etkileri (Stirrat ve Reynolds, 2014)

Plasentadaki leptin ekspresyonu, koryonik villuslarda, koryon levede ve amniyonda
yiiksektir. insan leptin mMRNA‘s1 ve proteini, villoz vaskiiler endotelyal hiicrelerde
lokalize olur. Bu hiicrelerin fetal dolagimla direkt olarak baglantis1 vardir. Leptinin uzun
ve kisa reseptor (Ob-R) izoformlari, plasentada bulunur. Plasenta fonksiyonunda otokrin
veya parakrin etki  gostermektedirler.  Plasentanin  maternal  ylizeyindeki
sinsityotrofoblastlarda lokalize olur (Lea ve ark., 2000; Lee ve ark., 1996). Plasenta, ilk
trimestera gore ikinci ve {igiincii trimesterda, leptinin maternal sirkiilasyonundaki 6nemli

bir kaynagidir (Lee ve ark., 1996).

Plasenta, hem leptin hem de onun reseptdrlerini eksprese etmektedir. Ustelik son
caligmalarda, plasentada rezistinin de insanlarda iiretildigi rapor edilmistir. Leptinden
farkl1 olarak, rezistinin serum ve plasenta seviyesi, gebelik siirecinde artar. Bu

korelasyonlar, gebeligin ikinci doneminde insiilin duyarligin1 azaltir. Bu durum, fetiis
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gelisimi i¢in olduk¢a olumlu bir katkidir (Lea ve ark., 2000; Lee ve ark., 1996;
Lonngvist ve ark., 1995).

Adiponektin

Adiponektin ortalama 28-30 kDa agirhiginda protein yapida bir sitokindir. Protein
iceriginde ortalama 247 amino asit bulunur. Adiponektin, AdipoQ geninde kodlanir. Bu
gen, 3. kromozomda bulunur ve lokasyonu 3g27°dir. Adiponektin geni, 3 ekzon igerir ve
16 kb zincire sahiptir. Genom kaynakli linkaj ¢alismalari, 3q27 lokusunun diyabet ile
iliskisini gdstermektedir (Vionnet ve ark., 2000). Insiilin duyarli, anti-inflamatuar,
antiaterojenik bir adipokin olarak bilinir. Adiponektin, iki monomerden olusur. Bunlar,
globiiler domainden olusan C terminali ve kollajen domainden olusan N terminalidir
(Scherer ve ark., 1995). Molekiil agirlig: diisiik olarak {tiretildiginde, plazmada monomer
veya trimer yapida olur. Yiiksek molekiil agirliginda iiretildiginde, plazmada kompleks
yapida bulunur. Adiponektin insan plazmasinda 2-10 pg/ml kadar bulunur (Takahashi ve
ark., 2000). Total plazma proteinlerine gore orant 0.01% ‘dir (Masuzaki ve ark., 1998).

1 17 45 110 247
NH2 [+ - COOH

Post translasyonel
modifikasyonlar

Yiiksek molekiil
agirhikl

T W 8

Sekil 2. 7. Adiponektinin yapis1 (Fu ve ark., 2016)

Trimer Hekzamer

Adiponektin reseptorii (AdipoR)1 ve AdipoR2 olmak iizere iki tane reseptorii vardir
(Scherer ve ark., 1995). AdipoR1, kas hiicrelerinde, AdipoR2 ise karaciger hiicrelerde
cok miktarda sentezlenir. Adiponektin reseptorleri, AMP aktive eden protein kinaz
(AMPK), fosfoinozitid 3 kinaz (PIK3), P38/P42/P44, mitojen aktive edici protein kinaz
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(MAPK) ve JUN kinaz gibi sinyal yolaklari ile uyarilir (Scherer ve ark., 1995; Ye ve
Scherer, 2013). Adiponektin, adrenerjik aktiviteyi, glukokortikoidleri, TNF- o, dibiitiril
cAMP iretimini engeller. Adiponektinin adipoz dokudaki ekspresyonu, plazmadaki
seviyesini artirmakta ve karaciger glukoz iiretimi engellenmesiyle birlikte glukoz
tolerans1 gelismektedir. Adiponektin, adrenerjik aktiviteyi, glukokortikoidleri, TNF-a,
dibiitiril ¢cAMP {retimini engeller. Adiponektinin adipoz dokudaki ekspresyonu,
plazmadaki seviyesini artirmakta ve karaciger glukoz tiretimi engellenmesiyle glukoz
tolerans1 gelismektedir. Metabolizmadaki sentezlenen adiponektin miktarindaki azalis,
insiilin duyarligini tetiklemekte, karaciger glukoz tiretimini azaltmakta, insiilin iiretimini
ise artirmaktadir. Glukoneogenez enzimleri olan fosfoenolpiirivat karboksikinaz
(PEPCK), glukoz-6-fosfotaz (G6Paz) ve yag asidi oksidasyonunu azaltmaktadir.
Adiponektin, karacigerde, CD36 ekspresyonundaki azalmayla yag asidi oksidasyonunu
artirdigl, yag asidi akigini ve karaciger trigliseridlerini azalttigi bilinmesine ragmen,
AMPK, asetil CoA Kkarboksilaz, p38, MAPK ve PPAR-o’nin glukoz ve lipid
metabolizmasindaki rolii tam olarak kesinlestirilmemistir (Rasouli ve Kern, 2008;
RYAN ve ENNS, 1988).
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Sekil 2.8 Adiponektin reseptdrlerinin sinyalizasyonu (Reverchon ve ark., 2014)

Diisiik adiponektin serum seviyesi, tip 2 diyabet, insiilin direnci, obezite, hipertansiyon,
ventrikiiler hipertropiyle yiiksek oranda korelasyona sahip oldugu bilinmektedir (Rasouli
ve Kern, 2008).

Gebelikte, hormon, sitokin, inflamatuar diizenleyiciler degismektedir. Normal gebelikte,
bu degiskenler insiilin direncini olusturmaktadir (Barbour ve ark., 2002). Gebe
kadinlarin, beyaz yag dokusundaki, mRNA adiponektin diizeylerine bakildiginda %60
oranla azaldig1 goriismiistiir. Plazmadaki adiponektin konsantrasyonunun ve mRNA'nin,
adipoz doku oraniyla negatif korelasyonu oldugu goriilmiistiir. Adiponektin sekresyonu
ve mMRNA adiponektin seviyesi beyaz yag dokudaki, zayif kadinlarda da dahil gebelik
stirecinde azaldigi bilinmektedir (Barbour ve ark., 2007). Adiponektin, term plasentada
sinsityotrofoblastlardan sentezlemektedir (Kiihl, 1991). Plasenta hiicrelerinde iiretilen
sitokinlerin, tipi ve yeri, onlarin plasental, maternal veya fetal sinyaller olup
olmadiklarina bakilarak belirlendiginden, gebelikte annede goriilen, GDM veya obezite
varhiginda, plasenta fonksiyonunun dis kontrolii sitokinlerin degisimiyle takip

edilebilmektedir. TNF-a, leptin ve rezistinin, GDM’li annelerde insiilin duyarligin
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artirdigi yoniinde bir goriis bulunmaktadir (Gepts, 1965). Normal ve GDM hastasi
annelerin, maternal konsanrasyonlar1 kiyaslandiginda, adiponektinin azaldigi dolayisiyla
insulin direncinin artmis oldugu yoniinde bulgular vardir (Horvath ve ark., 2010;
Vandorsten ve ark., 2012).

Inflamatuar sitokinler;

TNF a, IL-6
Insiilin direnci
Adiponektin ¢
transkripsiyonu

Hiperinsiilinemi

«

Adiponektin seviyesi
GDM

Insiilin duyarlig ‘

Sekil 2.9. Gestasyonel diyabet ile adiponektin iliskisi (Miehle ve ark., 2012)

28



3. GEREC ve YONTEM

Bu tez projesinde yapilan tiim deneyler, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyokimya Anabilim Dali’nda gerceklestirildi. Deneylerde kullanilan, hasta serum ve

plasenta numuneleri Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum

Anabilim Dali’ndaki gebe kadinlardan temin edildi.

3.1. Kullanilan Geregler

RNAlater stabilizasyon soliisyonu (Ambion/AM7021), plasenta dokularini
muhafaza etmek i¢in kullanildu.

mirVana miRNA izolasyon kiti (igerisinde fenol ilaveli ve 40 kullanimlik)
(Life Tech/AM1560) miRNA izolasyonu ve cDNA sentezi i¢in kullanildu.
TagMan mikroRNA revers transkripsiyon Kkiti (Thermo/4366596) (200
reaksiyonluk) Real-time PCR ve miRNA analizi igin kullanildu.

TagMan mikroRNA primeri hsa-miR-223-5p, 002098 (Thermo/4427975)
Real-time PCR ve miRNA analizi i¢in kullanildi.

TagMan mikroRNA primeri RNU6B, 001093 (Thermo/4427975) Real-
time PCR ve miRNA analizi i¢in kullanildi.

TagMan karisim soliisyonu II (Thermo/4440040) (Igerisinde UNG yok)
Real-time PCR ve miRNA analizi i¢in kullanilmistir.

MicroAmp optik yapiskan film (Thermo/4360954) (25 film) Real-time
PCR ve miRNA analizi i¢in kullanilmistir.

MicroAmp 96 kuyucuklu optik okuma aparati (Thermo/4346906) (20 tane)
Real-time PCR ve miRNA analizi i¢in kullanilmistir.

Insan adiponektin ELISA kiti (Abcam/ab99968)

3.2. Numuneler

Deneylerde kullanilan serum ve plasenta numuneleri, Akdeniz Universitesi Tip

Fakiiltesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan 26.08.2015 tarihli, 138 karar no ile

onay alinarak temin edildi.
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Bu calismada, gebe kadinlarin term donem plasentalart ve kanlar1 kullanildi. Gebe
kadinlarin plasentalar1 ve kanlari, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar
ve Dogum Anabilim Dali’ndan temin edildi. Kontrol grubu i¢in 10 tane, gestasyonel

diyabet i¢in 10 tane ve toplam 20 tane doku ve kan 6rnegi ile ¢alisildi.

3.2.1. Doku Temini

Dogumdan sonra, term donem plasenta ve kan numuneleri alindi. Ameliyathaneden
alinan numuneler, +4°C sicaklikta muhafaza edilerek laboratuvara tasindi. Plasenta
numuneleri, steril bistliri araciligl ile kiigiik parcalara ayrildi. Steril distile su ile
muamele edilerek, plasentalar kanindan arindirildi. Kesilen plasenta numuneler, steril
tiiplere alindi. Her numune, RNAlater soliisyonu ile muamele edildi. RNAlater soliisyon
miktari, numunenin yaklasik 5 hacim fazlasi oraninda hesaplandi. RNAlater soliisyonu
ve plasenta, heterojen karisimlari, +4°C'de bir gece bekletildi. Bir gece bekletilen

numunelerden, RNAlater uzaklastirildi. Numuneler, miRNA izolasyonu yapilana kadar,

-80°C’de, muhafaza edildi.

3.2.2. Serum Temini

Gebe kadinlarin kan numuneleri, dogum sirasinda, agilan damar yolundan, temin edildi.
Kanlar, biyokimya tiiplerine alindi. Kanin stabilitesini korumak ve pihtilasmasini
engellemek amaciyla, +4°C sicaklikta muhafaza edilerek laboratuvara getirildi. Kan, oda
sicakliginda, 5300 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilerek serumu alindi. Serum, ELISA
kitinde kullanilincaya kadar, -80°C’de muhafaza edildi.
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3.3. miR-223’iin Hedef Geninin Belirlenmesi
miR-223 i¢in, adiponektinin hedef gen oldugunun belirlenmesi, TargetScan ve miRanda

biyoinformatik analiz sitelerinden gerceklestirildi.

| I Target mRNA I I |

You are
currenthy
searching:

Homo sapiens | View target sites of conserved miRNAs with good mirSVR scores ¥ ]

ADIPOQ Selected miRNAs: |
AK312868
NM_004797 You may add additional miRNAs to the box above.

miRNA Stats: _(.:J

Homo

sapiens: 1100

Mus musculus: 3' accccauaaaCUGUUUGACUGu 5' hsa-miR-223
nz (A ERERR N

Rattus 202:5' aacaugaccaGAU-RACUGACu 3' ADIPOQ
norvegicus:

387

Drosophila Mouseover a miRNA mature name to see the miRNA/ADIPOQ alignment.
melanogaster:

185

Caenorhabditis

elegans: 233

mirSVR score:  -0.3464
PhastCons score: 0.5749

[75 ]
Query Targat | 1 UCACCACUAACUCAGAGCCUCCUCCAGGLCAAACAGCCCCAAAGUCAAUUAAAGGCUUUCAGUACGGUUAGGAAG 75
Sites:

Displayed 75 UUGAUUAUUAUUUAGUUGGAGGCCUUUAGAUAUUALUCAUUCAUUUACUCAUUCAUUUAUUCAUUCAUUCAUCGA 1gp
miRNAs

ordered by

sum of

mirSVR miR-223

scores: 151 GUAACUUUAAAAAAALCAUAUGCUAUGUUCCCAGUCCUGGGEEAGCUUCACARACAUGACCAGAUAACUGACUAGA 5g

hsa-miR-653
2748

;:a;:ar;:l?:‘i—f[iﬂ- 225 AAGAAGUAGUUGACAGUGCUAULUUGUGCCCACUGUCUCUCCUGAUGCUCAUAUCAAUCCUAUAAGGCACAGGGA 35

hsa-miR-326
389 2703
hsa-miR-129- 3g1 ACAAGCAUUCUCCUGUUUUUACAGAUUGUAUCCUGAGGCUGAGAGAGUUAAGUGAAUGUCUAAGGUCACACAGUA 37g
Sp 1583
hsa-miR-590-
3p 2742 3726

hsa-miR-411 . .
3137 miR-2@8c miR-326

hsa-miR-223 miR-2@8b miR-33@-5p

202 376 UUAAGUGACAGUGCUAGAAAUCAAACCCAGAGCUGUGGACUUUGUUCACUAGACUGUGCCCUUUUAUAGAGGUAC 455
hsa-miR-200b

356

gzas—miR—ZDDc 451 AUGUUCUCUUUGGAGUGUUGEUAGGUGUCUGUUUCCCACCUCACCUGAGAGCCAVUGAAUUUGCCUUCCUCAUGA gag
hsa-miR-429

357

hsa-miR-320a 525 AUUAAAACCUCCCCCAAGCAGAGCUUCCUCAGAGAAAGUGGEUUCUAUGAUGACGUCCUGUCUUGGAAGGACUACY gpg
2998
hsa-miR-320b
2998
hsa-miR-320c
3003
hsa-miR-320d
3004 g76 CCAACUCCAUCUCUAAGUGCCGAACUCAUCCCUGUUCCUCAAGGCCACCUGGCCAGGAGCUUCUCUGAUGUGAUA Jog
hsa-miR-27a

1344

T;aq;miR—Z?b 751 UCCACULUUUUUUUUUUUGAGAUGGAGUCUCACUCUGUCACCCAGGCUGGEAGUACAGUGACACGACCUCGGCUCA gog
hsa-miR-333-

Sp 1917

hsa-miR-371-

miR-429

o1 ACUCAAUGGCCCCUGCACUACUCUACUUCCUCUUACCUAUGUCCCUUCUCAUGCCUUUCCCUCCAACGGGEAARG 575

Sekil 3.1. miR-223"{in, adiponektin genindeki hedef bélgesi (miRanda, http://www.microrna.org)
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3.4. Total RNA Izolasyonu

Yikama Soliisyvonlarinin Hazirlanmasi

Protokoliin, son asamalarinda yikama islemi i¢in, miRNA yikama soliisyonu 1 ve

miRNA yikama soliisyonu 2/3 hazirlandi. miRNA yikama soliisyonu 1 {izerine, 21 mL

%100 etanol eklendi. miRNA yikama sollisyonu 2/3iizerine, 40 mL %2100 etanol

eklendi. Hazirlana yikama soliisyonlari, oda sicakliginda bekletildi.

Protokoliin son asamalarinda kullanilacak olan, %2100 etanol oda

sicakligina getirildi.

Deney Protokolii

Her plasenta numunesi, -80°C bekledigi i¢in oda sicakligina getirildi.
RNAlater soliisyonununun fazlasi,steril bez araciligiyla numuneden
uzaklastirildi.

Numuneler, fiziksel olarak kolay par¢alamak amaciyla, sivi nitrojenle
muamele edilip, havanda ezildi.

Dokularin 0,1 g‘1 hassas terazide tartildi ve deneyde bu miktar kullanildi.
Doku iizerine, 1 mLliziz/baglama tamponu eklendi, Magna Lyser cihazinda
par¢alanmasi saglandi (Kit igeriginde belirtilen, 1:10 agirlik/hacim
prosediiriine uygun olarak, 0.1 g i¢in 1 liziz/baglama tamponu kullanildz).
Doku lizatina, 30 pL  miRNA homojenize edici soliisyon eklenip,
vortekslendi (Kit igeriginde belirtilen, 1/10 hacim prosederiine uygun
olarak, 300 pl doku lizatina 30 pnL. miRNA homojenize edici soliisyon
kullanildi).

Yeni lizat, 10 dakika buzda (+4°C ) bekletildi.

Lizatlarin tizerine, 300 pL asit-fenol: kloroform eklendi, tiip alt dist edildi.
Sonrasinda 1dakika vortekslendi (Kit igeriginde belirtilen, baslangi¢ lizati
miktar1 kadar eklenildi).

Lizat, oda sicakliginda 5 dakika, 10000 g hizinda santrifiij edildi. Olusan
akoz faz ile organik faz birbirinden ayrildi.

Akoz faz, yeni ve temiz tliplere aktarildi ve hacimleri not edildi.
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Izolasyon sonunda kullanilacak olan eliisyon tamponu, 95°C’de, 5 dakika
1s1tilda.

Ako6z fazin tizerine, akéz fazin 1.25 hacminde olacak sekilde %100 etanol
eklenip, vortekslendi (Kit igeriginde belirtilen, akéz fazin 1.25 hacmi
olacak sekilde %100 etanol eklendi.)

Her numune ig¢in, filtre kolonlari, toplama tiiplerine yerlestirildi.

700 ul hacimde lizat, kolonlara aktarildi. Tiipler, 15 saniye, 10000 g‘de
santrifiijlendi. Tiipiin altinda kalan filtrat, temiz bir tiipe aktarildi.

Filtrat tizerine, 2/3 hacimde %100 etanol eklenip alt iist edilerek karistirildi
(Kit igeriginde belirtilen, 400 pL lizat igin, 266 pL %2100 etanol
eklenildi).

700 puL lizat, kolona aktarilip, 15 saniye, 10000 g‘de cevrildi. Kolonun
altinda kalan filtrat uzaklagtirildu.

700 pL miRNA yikama soliisyonu 1, kolon {izerine eklenip, 10 saniye
santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan filtrat uzaklastirildi.

500 uL miRNA yikama soliisyonu 2/3, kolon iizerine eklenip, 10 saniye
santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan filtrat uzaklastirildi.

Son islem 2 kez tekrar edilerek yapildi.

Filtratlar uzaklastirildiktan sonra, filtre kolonu ve toplama kolonu 1 dakika
bos sekilde santrifiijlendi.

100 pl, onceden 1sitilmis olan eliisyon tamponu her numune iizerine
eklendi.

Maksimum hizda 30 saniye ¢evrildi.

Izole edilen miRNA‘lar, cDNA sentezi i¢in -20°C’de muhafaza edildi.

3.5. Total RNA Konsantrasyonlariin ve Safliklarinin Hesaplanmasi
Total RNA izolasyonlari, 1:100 oraninda diliie edildi. Elde edilen total RNA’nin

konsantrasyonu ve safliklar1 spektrofotometrik olarak 260 nm ve 280 nm dalga boyunda

Ol¢iilerek degerlendirildi.
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Total RNA Saflik Degerleri;

A260/A280 dalga boyunda, 1.8 ile 2.1 arasinda olmalidir.

Total RNA Konsantrasyonlari;

Konsantrasyon = (pug/mL) =40 X A260 seklinde hesaplanmaistir.

3.6. Total RNA Jel Analizi

10X TBE (Tris/ Borat/EDTA) Tamponu Hazirlama

Tablo 3.1. 10X TBE tamponu hazirlama

Konsantrasyon Bilesik 1 Litre i¢in
09 M Tris 109 g
0.9M Borik asit 559
20 mM 0.5MEDTA 40 mL

Tablo 3.1.‘de verilen bilesikler 850 mL‘de ¢ozdiiriildii. Soliisyonun son hacmi, 1L‘ye

tamamlandi.

8 M Ure ile %15 Poliakrilamid Jel Hazirlama

Tablo 3.2. 8M iire ile %15°lik poliakrilmad jel hazirlama

Bilesik Miktar

Ure 729
10X TBE 1.5mL
%40Akrilamid:Bisakrilamid 5.6 mL

15 mL distile su eklenmistir ve hizlica karistirilmistir.

%10Amonyum persiilfat (APS)

75 uL

TEMED (N,N,N',N' Tetrametiletilendiamin)

15 uL

APS ve TEMED c¢ok hizli dondugu i¢in, kopiirtiilmeden dikkatli karigtirildi.
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9015’lik Poliakrilamid Jeli Yiiriitme ve Goriintiileme

1-2 ug RNA ile aym hacimde Gel Loading Buffer II karistirilip, 95°C’de
kaynatildi.

%15’lik jel, dikey elektroforezde donmaya birakildi.

Numuneler, jelin kuyucuklarina yiiklendi ve 45 miliamper (mA)’de
yiriitildd.

Prosediire uygun olarak, bromofenol mavisi, jelin alt ylizeyine gelinceye

kadar yiirtitildi.

3.7. Tagman Total RNA cDNA Protokolii
e Her 15 pL Rervers Transkriptaz i¢in 10 ng Total RNA kullanildi. Protokol

dahilinde, enzimlerin aktivitesinin degismemesi igin, buz (+4°C) {izerinde

calisildu.

Tablo 3.3. Tagman miRNA cDNA sentezi igin karisim hazirlama

Bilesik Miktar
100 mM dNTPler 0.15 uL
MultiScribe reverse transkriptaz, 50 U/uL 1.0 uL
10X revers transkriptaz tamponu 1.5 ul
RNaz inhibitérii, 20U/pL 0.19 uL
Niikleaz igermeyen distile su 4.16 pL
Toplam 7 uL

Yukarida belirtilen bilesiklerden 7 uL’lik bir karigim hazirlandi.

Karigim vortekslendi.

Her 15 pL Rervers Transkriptaz i¢in;

7 puL karisim (0.15 pL MultiScribe reverse transkriptaz, 1 pL 10X revers
transkriptaz tamponu, 0.19 pLL RNaz inhibitorii 20U/uL, 4.16 pL niikleaz
icermeyen distile su ile hazirlandi).

5 uL miRNA eklendi.

3 uL 5X RT primer ile karistirilarak yeni bir karigim elde edildi.
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e Son karisim 5 dakika buzda bekledikten sonra termal dongli asamasina

gecildi.

Termal Dongii Asamasi

cDNA sentezi icin hazirlanan karigimlar, Tablo 3.5 ile gosterilen sicakliklar ve

siirelerine gore termal dongli cihaz1 ayarlandi.

yerlestirildi.

Tablo 3.4. Termal dongii sicakliklar ve siireleri

Hazirlanan numuneler, cihaza

Basamak Sicakhik Siire

1. 16 °C 30 dakika
2 42 °C 30 dakika
3. 85°C 5 dakika
4 4°C 0

Tagman 2X PCR Karisim Protokolii

miR-23 ve RNU ekspresyonlari i¢in PCR karigimi,

hazirlandi.

Tablo 3.5. miR-223 ve RNU igin PCR reaksiyonu hazirlama

her numune i¢in asagidaki gibi

Bilesik Miktar
TagMan miRNA primeri (20 1.0 uL
Revers transkripsiyon reaksiyon
1.33 uL
tirtinii (minimum 1:15 dilisyon)
TagMan 2 X PCR karigimi 10.0 pL
Niikleaz igermeyen distile su 7.67 uL
Toplam 20 uL
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Tablo 3.6.°da verilen bilesikler, belirtilen miktarlar Glgiisiinde karisim hazirlandi ve

Real-Time PCR asamasina gegildi.

Real- time PCR Cihazinin Protokolii
Tablo 3.6. Real-time PCR Cihazinin Protokolii

Basamak Sicakhk Siire

1. 95°C 10 dakika
2. 95°C 15 saniye
<, 60 °C 1 dakika

miRNA ekspresyonlariyla iliskin veriler, delta-delta CT metodu ile analiz edilip, Step
One Plus Real-Time PCR System (Thermo Scientific) Software ile kantitatif olarak

hesaplanmustir.

3.8. Insan Adiponektin ELISA Kit Protokolii

Deneyler, oda sicakliginda yapilmistir.

ELISA Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

1X Yikama Tamponu Hazirlama

1:10 dilisyon yapildi. 30 mL 10X stok soliisyon, 270 mL distile su ile karistirilarak
kullanildi.

1X ELiSA Tamponu Hazirlama

1:100 dilisyon yapildi. 20 mL 10X stok soliisyon, 180 mL distile su ile karistirilarak
kullanildi.

1X Primer Antikoru Hazirlama

1:1000 dilisyon yapildi. 10 mL 10X primer antikorstok soliisyonu ile10 mL 1X ELISA

tamponu karistirildi. Soliisyon stabil olmadigi i¢in kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.
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1X HRP Soliisyonu Hazirlama

1:100 dilisyon yapildi. 100 mL 100X HRP stok soliisyonu ile 10 mL 1X ELISA

tamponu karistirildi. Soliisyon stabil olmadigi i¢in kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Standartlarin Hazirlanmasi

300 p.L 300 p 300 p 300 uL 300 L 300 pl. 300 pL

T

64 ng 32ng 16 ng ng 0,5ng 0

Stok Std 1 Std2 Std 3 Std4 Std 5 Std6 Std7 Kor

Sekil 3.2. ELISA standartlarmin hazirlanmasi

Adiponektin standart (Std) soliisyonu 1 mL distile su ile ¢oziildii. Yavas¢a karigtirilip,

kullamadan once en az 15 dakika kadar bekletildi. Standart iizerine 64

nanogram/mililitre (ng/mL) yazild1.

e 7 tane standart tiipiine sirasiyla 32, 16,8, 4, 2, 1, 0.5 yazild1 ve bir tane kor tiip

eklendi. Toplam 8 tiip oldu. Ayni bu sekilde bir seri tiip daha yazildi.
e Her tiipe 1X ELISA tamponu eklendi.

e Standart tiiplerden birincisine 300 pL adiponektin standart soliisyonu eklendi.

Toplamda 300 uL1X ELISA ve 300 pL adiponektin standart soliisyonu olmak

tizere 600 pL karisim elde edildi. Bu karisim vortekslenip, 300 pL’si 2. standart

tiipline eklendi.
e Islem birinci ve ikinci tiiplerde oldugu gibi sirastyla devam edildi.

e Enson 0.5 ng/mL olan tiipte 600 pL karigim kaldi.
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ELIiSA Protokolii

e 100 pL serum ve hazirlanan standartlar kuyucuklara eklendi. 1 saat, 37°C‘de
inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltilip, 3 kez 1X yikama tamponu ile
kuyucuklar temizlendi.

e 100 pL primer antikor eklenip, 1 saat, 37 °C‘de inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltilip, 3 kez 1X yikama tamponu ile
kuyucuklar temizlendi.

e 100 puL 1X HRP doliisyonu eklenip, 1 saat, 37°C’de inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra kuyucuklar bosaltilip, 5 kez 1X yikama tamponu ile
kuyucuklar temizlendi

e 100 pL TMB Subsrat soliisyonu eklenip, 20 dakika, oda sicakliginda
kuyucuklarda koyu renk (mavi) goriiliinceye kadar inkiibe edildi.

e 100 pL Stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

e Spektrofotometrede, 450 nm dalga boyu secilerek konsantrasyonlar okutuldu.

3.9. Istatiksel Analizler

[statistiksel analiz igin IBM SPSS Statistics 20 Programi kullanildi. Kontrol ve
gestasyonel diyabetik gruplar i¢in normalite testleri uygulandi. SPSS programinda,
hastalarin biyokimyasal ve demografik paremetreleri, Real-time PCR ve ELISA
sonuglart igin Paired Samples T Testi kullanildi. **p<0.01, * p<0.05 olan degerler

anlamli  kabul  edildi.  Sonuglar  ortalama + SEM  olarak  verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve GDM Gruplarimin Demografik ve Biyokimyasal Paremetreleri

Kontrol ve GDM grubu term dénem gebe kadinlarin yaslari, aglik kan glukozu, HbAlc,
HDL, LDL, VLDL, total kolesterol ve trigliseritleri degerlerinin istatistiksel olarak
karsilastirildi. Sonuglar ortalama = SEM olarak verildi. **p<0,001 degerleri istatistiksel

olarak anlamli bulundu.

Tablo 4.1. Kontrol ve GDM gruplarinin biyokimyasal ve demografik parametlerinin karsilastiriimasi

Kontrol (n=10) GDM (n=10) p
Yas (y1l) 29,0+1 35,810+0,83 p<0,001
FPG (mg/dL) 79,21+1,6 92,3942,21 p<0,001
HbAlc (%) 4,73£0,21 5,65+0,11 p<0,001
HDL (mg/dL) 44.,04+1,42 36,60+2,1 p<0,018
LDL (mg/dL) 86,8+3,8 162,0+7,04 p<0,001
VLDL (mg/dL) 8,7+0,2 7,3+0,31 p<0,001
Total Kolesterol 172,0£8,31 232,1+6,72 p<0,001
(mg/dL)
Trigliserit (mg/dL.) 135,8+2,12 211,53+8,01 p<0,001

Tabloda yas degerleri y1l, HbAlc degerleri yilizde ( %) ve FPG, HDL, LDL, VLDL, total

kolesterol ve trigliserit degerleri mg/dL cinsinden verildi.
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4.2. Total RNA izolasyonlarim Jelde Gériintiileme
Term donem plasentalardan elde edilen total RNAizolasyonu jelde goriintiilendi. Bulgu

olarak, total RNA, 5s rRNA ve 5.8 rRNA bantlar1 tespit edildi.

| Kontrol ‘ | GDM l

Ty —

Sekil.4.1. Total RNA’nin izolasyonlarini jelde goriintiileme

4.3. PCR Bulgular

PCR bulgularinda term dénemde alinan kontrol grubu plasentalart ile kontrol grubu ile
GDM grubu plasentalar1 karsilastirildi. Sonuglar ortalama = SEM olarak verildi.miR-223
ekspresyonu,kontrol grubu ile karsilastirildiginda, GDM grubunda istatistiksel olarak
anlaml bir sekilde azaldig1 belirlendi (p<0.04).
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Sekil 4.2, Kontol ve GDM grubu term donem plasentalarda,miR-223’lin ekspresyonlarinin

karsilastirilmasi *(p<0,05). Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir.
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4.4. ELISA Bulgular

ELISA bulgularinda term dénemde alinan kontrol grubu serumlar1 ile GDM grubu
serumlar1 karsilastirildi. Sonuglar ortalama + SEM olarak verilmistir. Kontrol grubu ile
GDM grubu karsilastirildiginda, GDM grubunun Kkontrol grubuna goére azaldigi

belirlendi, ancak p<0.07 bulundugu igin istatiksel olarak anlamli bulunmadi.
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Sekil 4.3. Kontol ve GDM grubu term donem Serumlarda adiponektin konsantrasyonlariin
karsilastirilmas1 *(p<0,05). Sonuglar ortalama + SEM olarak verildi.
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5. TARTISMA

Gebelikte, intrauterin kosullar altindaki fetiisiin, besin maddelerinin ve gazlarin
aligverigini saglayarak, atik maddelerin uzaklastirilmasini diizenleyen organ plasentadir
(Gauster ve ark., 2012; Myatt, 2006). Fetal bir organ olan plasentadaki besin akisi,
vaskiiler gelisimi saglar. Anjiyogenez ve vaskiilogenezi etkileyen fetal, plasental ve
utero-plasental dolasimlar, fetiis ve anne i¢in oldukca 6nemli olaylardir. Bu olaylardaki
malformasyonlar, intrauterin biiylime geriligi, preeklamsi ve diyabet gibi metabolik
hastaliklara neden olur (Catalano ve ark., 1999). Gestasyonel diyabetli kadinlarin
plasentalari, gebeligin ikici yarisinda, morfolojik olarak incelendiginde, villuslarinda
anjiyogenez ve vaskiilerizasyonun asir1 artis gosterdigi tespit edilmistir (Vonnahme ve

Ford, 2004).

Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda goriilen, pankreas [ hiicreleri ve insiilin
salinmmiyla iligkili genetik defektlerin meydana geldigi maternal ve fetal
komplikasyonlarla karekterize, metabolik bir hastaliktir (ADA, 2015).Bu hastaligin
Oonemi, bebegin ileriki yasaminda goriilen komplikasyonlardan kag¢inmaktir. Bu
komplikasyonlar, obezite, tip 2 diyabet, insiilin direnci, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi

yasam kalitesini diigiiren hastaliklardir (ADA, 2015; Barbour ve ark., 2002).

Kiigiik, protein kodlanmayan, 18-22 niikleotid uzunlugunda post-transkripsiyonel
regiilatorler olan miRNA molekiillerinin, metabolizmada bir¢ok biyolojik faaliyette rolii
bulunmaktadir (Lewis ve ark., 2005). Pankreas gelisimi ve insiilin saliniminin
diizenlenmesinde rolii olan bu molekiillerin, diyabet patogenezini yonettigi
bilinmektedir. miRNA'lar, kanser, tip 2 diyabet, otoimmiin, kardiyovaskiiler, nérolojik
hastaliklarin taramalarinda, farkli ekspresyonlariyla dikkat ¢eken molekiillerdir (Bartel,
2009). Guay ve ark., in vivo ve in vitro kosullarda tip 1 ve tip 2 diyabet hayvan modeli
olustururak, insiilin iireten hiicrelerde ve insiilinin hedef dokularinda, belirli miRNA
profillerini incelemislerdir. Insiilin iliskili hedef dokular olan pankreas, karaciger, adipoz
dokuda farkli ekspresyonlar gosteren miRNA’lar1 belirlemislerdir. Calismalarinda,
pankreas 3 hiicreleri, karaciger, adipoz doku ve iskelet kasinda miR-146a, miR-21, miR-
29a, miR-34a, miR-222 ve miR-375 gibi miRNA’larin farkli sekilde ekspresyon
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gosterdigini bulmuglardir. Ileriki donemlerde, miRNA’larin tip 1 ve tip 2 diyabetin
prognozunda 6nemli biyobelirtegler arasinda oldugunu diisiinmektedirler (Guay ve ark.,
2011). Zhao ve ark., GDM igin hedef gordiikleri miR-29a, miR-222 ve miR-132’yi,
kontrol ve GDM gruplarindan alman serumlardaki ekspresyonlarii karsilastiklarinda,
bu iki grup arasinda belirgin ekspresyon farkliliklar1 oldugunu gérmiislerdir (Zhao ve
ark., 2011).

Calismamizdaki, kontrol ve GDM gruplarini kesin bir sekilde belirlemek amaciyla,
gruplarda bulunan gebe kadinlardan temin edilen serumlarda FPG, LDL, VLDL, total
kolesterol ve trigliserit degerlerinde kiyaslama yapilmistir. HDL disindaki tiim
paremetrelerde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. HDL’de ise
kontrol gruplarinda bir artis s6z konusudur. Dos Santos ve ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmada,
GDM’li  gebelerde trigliserittHDL  kolesteroliin ~ plazmadaki  logaritmasini
kiyasladiklarinda, kontrol grubuna gore bir azalma oldugunu gérmiislerdir (dos Santos-
Weiss ve ark., 2013). Sarkar ve ark. yaptigi ¢alismada, HbA 1c, total kolesterol, trigliserit
ve LDL paremetreleri, kontrol grubunda gestasyonel diyabetli gruba gore azalmistir
(Sarkar ve ark., 2006). Calismamizdaki gebe kadinlarin yaslari kiyaslandiginda, GDM’li
grupta yas oraninin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol ve GDM grubu olan bir
calismada, GDM grubunun yas oraninin fazla oldugu bulunmustur (Huo ve ark., 2015).

Caligmamizda, kontrol grubu ile gestasyonel diyabetli kadmnlarin term doénem
plasentalarindaki miR-223 ekspresyon diizeyleri arastirildi. Gestasyonel diyabet
grubunda, kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli bir azalmanin oldugu tespit
edildi (p<0.04). Bir ¢aligmada, metabolik, inflamatuar ve anti-anjiyogenik yolaklarin,
epigenetik regiilasyonlar ile degistigi disiiniilen miRNA’larin  ekspresyonlar
degerlendirimistir. Tip 2 diyabetli serumlarin, mikroarray ve Real-time QPCR
sonuglarinda, miR-20b, miR-21, miR-24, miR-15a, miR-126, miR-191, miR-197, miR-
223, miR-320, miR-486 ckspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Zampetaki ve ark.,
2010). Ratlarda yapilan bir ¢alismada, miR-223’iin kalp kasi hiicrelerinde, GLUT4
ekpresyonunu azaltarak glukoz metabolizmasini diizenledigi belirlenmistir (Lu ve ark.,
2010). Zampetaki ve ark., diyabet prevalansini, miR-20b, miR-21, miR-24, miR-15a,

miR-126, miR-191, miR-197, miR-223, miR-320 ve miR-486’y1 Real-time qPCR’daki
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ekpresyonlarint  degerlendirdiklerinde, calistiklart miRNA’larin  ekspresyonlarinda
azalma gormislerdir (Zampetaki ve ark., 2010). Yapilan ¢aligmalar, genellikle tip 2
diyabet lizerine olsa da, calismamizda ve diger c¢alismalarda elde edilen sonuglar
dogrultusunda, aynmi paterne sahip olan GDM’nin term donem diyabetik insan
plasentasindaki miR-223 ekspresyonundaki azalmanin, GDM nedeniyle olabilecegi

yoniindedir.

Adipoz dokudan, leptin, adiponektin, resistin gibi proinflamatuar sitokinler
salgilanmaktadir (Ahima ve Flier, 2000; Hardie ve ark., 1997; Zampetaki ve ark., 2010).
Adiponektin, 28-30 kDa agirliginda, 247 aminoasit igeren Adipoq proteinini ekprese
eden bir sitokindir. AdipoQ geninden kodlanan adiponektinin, metabolizmada iki tane
reseptorii  bulunur.Bunlar, AdipoR1 ve AdipoR2’dir (Scherer ve ark., 1995).
Adiponektin, AMPK ve PPAR’larin aktivasyonu araciligiyla, lipid ve glukoz
metabolizmasini diizenleyerek, enerji metabolizmasini dengede tutar (Zampetaki ve ark.,
2010). Adiponektin azalisi, obezite, insiilin direnci, glukoz intoleransi, dislipidemi,
aterosklerozis gibi olaylar ile iliskilidir. Diyabetin erken dénem patogenezinde, adipoz
dokudan salinan adiponektinin azalmasiyla insiilin duyarliligiin  da azaldig
goriilmektedir (Yamauchi ve ark., 2002). Bu olaylar zinciri, annenin BMI ve insiilin
duyarlilig: ile negatifbir korelasyon olusturmaktadir (Retnakaran ve ark., 2005).GDM’li
kadinlarda, adiponektin konsantrasyonu diismektedir. Gebelikte, hipoadiponektemi,
pankreas P hiicrelerinin azalmasina neden olur (Mastorakos ve ark., 2007). Bhograj ve
ekibinin yaptig1 bir calismada, gebelikte laktojen, prolaktin ve biiyiime hormonlarinin, 3
hiicrelerinin ~ proliferasyonunu etkiledigini gostermislerdir. Serum adiponektinin
azaliginin, plasentada insulin stimuli eden amino asit tasinmasmi engellediginden
fetiisteki bliylimenin degistigini savunmaktadirlar. Ayrica diisiik adiponektin seviyesinin
de, pankreas B hiicrelerinin fonksiyonunu degistirdigini gostermislerdir (Bhograj ve ark.,
2016).

Calismamizda, kontrol grubu ile gestasyonel diyabetli kadinlarin serumlarindaki
adiponektin konsantrasyonlar1 karsilastirildi. Elde ettigimiz bulgulara gore, term donem
gebe kadinlardan elde edilen gestasyonel diyabetik serumlarda bir azalmanin oldugu

tespit edildi. Ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p<0,07). Li
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ve ark., GDM ile ilgili yaptig1 bir calismada, adipoz dokudaki adiponektin mRNA
ekspresyonlarinin baskilandigi ve insiilin duyarliginin arttigi yoniinde bulgular elde
etmislerdir (Li ve ark., 2017). Yapilan galismalar, gestasyonel diyabetli serumlardaki
adiponektin konsantrasyonlarinin, kontrol grubuna gore azaldigimi gdstermektedir.
Bizim ¢alismamizda da gestasyonel diyabetli serumlardaki konsantrasyonlarin azaldigi
goriildii. Ancak, bulgular istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir, bunun nedeninin ise
calisilan gruplardaki numune sayisinin (n=10) az olmasindan dolay1r oldugunu

diisiinmekteyiz.

Zhuang ve ark., obezite ile iliskili adipoz doku inflamasyonu iliskin yaptig1 bir
calismada, miR-223’1in adipoz dokudaki makrofaj polarizasyonunu negatif olarak regiile
ettigini ve insulin duyarhigina katkisi oldugunu bulmuslardir (Zhuang ve ark., 2012).
Adipoz doku inflamasyonuna iliskin bagka bir ¢alismada ise, adiponektin ile adipoz
doku miRNA’lar degerlendirildiginde, miR-95 ile pozitif bir korelasyon bulurken, miR-
181a ile negative bir korelasyon bulduklarini gostermislerdir (Ge ve ark., 2012).

Daha fazla sayida numune ve ileri ¢alismalar sonrasinda, adiponektin ve miR-223
arasindaki korelasyon incelendiginde, bu parametrelerin GDM prognozu i¢in yeni ve

efektif biyomarkerlar olacagi konusunda etkili sonuglara ulasilacagi kanisindayiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, kontrol ve gestasyonel diyabetli gebe kadinlardan temin edilen plasenta
ve serum numuneleri kullanildi. Kontrol grubu ile gestasyonel diyabetli gruplar arasinda

miR-223 ekspresyonu ve adiponektin konsantrasyonlar1 degerlendirildi.

Calismamizda, kontrol grubu gebe kadinlarda, gestasyonel diyabetli gebe kadinlar
kiyaslandiginda, gestasyonel diyabetli gebelerin ilerlemis yasa sahip oldugunu, HDL
kolesteroliin, GDM grubunda daha diisiik oldugu, FPG, LDL,VLDL, total kolesterol ve
trigliseritin, GDM grubunda daha yiiksek oranda oldugunu gérdiik. Sonuglar istatiksel
olarak anlamli bulundu. Yapilan diger calismalarla kiyasladigimizda, adiponektin
konsantrasyonu 6lgmek ve miR-223 ekspresyonunu degerlendirmek icin, kontrol ve

GDM gruplari arasinda dogru kiyaslamalar yapilacag: diistintildii.

Gestasyonel diyabetli gebelerin plasentalarinda, miR-223’lin ekspresyonunun kontrol
grubuna gore azaldig1 ve istatiksel olarak anlamli oldugu goriildii. Gestasyonel diyabetli
gebelerin serumlarinda, adiponektin konsantrasyonunun kontrol grubuna gore azaldigi,
ancak istatiksek olarak anlamli olmadigi sonuglarina varildi. Bu sonucun, numune
sayisinin az olmasindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. Bu sebeple de, kontrol ve
GDM grubu gebe kadin sayisinin artirilmasi ile daha anlamli sonuglara ulagabilecegimiz
kanisindayiz. ilerleyen ¢alismalarda, miR-223"{in GDM’li plasentadaki ekspresyonunun
ve adiponektin olan iligkisinindegerlendirilmesi sonucu elde ettigimiz bulgularin gebelik
patolojilerinin aydinlatilmasi1 {izerine yapilancaligmalara yeni bir Kkatki yapacagi

distiniilmektedir.

GDM’de, adiponektin konsantrasyonu ve miR-223 ekspresyonu ile elde ettigimiz
sonuglarin, daha ileri diizeyde yapilacak c¢alismalar sonrasinda, GDM’de miR-223 ve
adiponektinin  Onemli biyomarkerlar olma potansiyeline sahip olabilecegini

diistindiirmektedir.
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AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Katilimel / Goniilliiniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla ilgili Bilgiler:

Arastirmanin Adi:
Gestasyonel diyabette mikroRNA-223"iin plasentadaki ekspresyonunun

degerlendirilmesi

Arastirmanin I¢erigi:
Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda siklikla rastlanan maternal ve fetal
komplikasyonlarla iliskili metabolik bir bozukluktur. Anne ile fetiis arasindaki bir¢cok
metabolik aktiviteyi diizenleyen bir gegis bdlgesi olan plasentanin, GDM’in
patogenezinde Onemli bir role sahip oldugu disinilmektedir. MikroRNA
(miRNA)’larin beslenme ve metabolik hastaliklarin fetal epigenetik programlanmasinin
kritik modiilatérleri oldugu diisiiniilmektedir. insan plasentasi, gebelik sirasinda dinamik
olarak degisen spesifik bir miRNA ekspresyon paternine sahiptir. Onemli gebelik
patolojilerinden olan GDM ve miRNA’lar arasindaki baglantiy1 arastiran ¢ok az sayida
calisma mevcuttur. Plasentada ¢cok sayida miRNA’nin ekspresyon profilleri ¢alisiimis ve
birgok hiicresel siirecin regiilasyonunda rol oynayan miR- 223’lin plasentadaki
ekspresyonu gosterilmistir. Biyoinformatik analizler adiponektinin, miR-223’lin hedef
genlerinden biri oldugunu gostermektedir. Onemli bir adipokin olan adiponektin’in
maternal, fetal ve plasental siiregleri direkt olarak etkileyebilecegi diistiniilmektedir.
Maternal adiponektin fetal biiylimeyi azaltir ve bu adipokinin azalmis konsantrasyonlari
GDM-iligkili  makrozomide rol oynayabilir.  Ancak, adiponektinin GDM
patofizyolojisindeki rolii tam olarak agiklanamamistir. Bu ¢alismada, miR-223{in
GDM’li hastalarin plasentalarindaki ekspresyonu arastirilacaktir. Ayn1 zamanda GDM’li
hastalarin serum adiponektin diizeyleri ELISA yontemi ile belirlenecek ve elde edilecek
sonuglara gore metabolizma-iligkili hastaliklarin regiilasyonunda 6nemli olan bu iki

molekiiliin iliskisi degerlendirilecektir.
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Arastirmanin Amaci:

Bu c¢alismada, miR-223’iin GDM’li hastalarin plasentalarindaki ekspresyonu
arastirilacaktir. Ayn1 zamanda GDM’li hastalarin serum adiponektin diizeyleri ELISA
yontemi ile belirlenecek ve elde edilecek sonuglara gore metabolizmailigkili hastaliklarin

regililasyonunda 6nemli olan bu iki molekiiliin iliskisi degerlendirilecektir.

a. Arastirmanin Nedeni:

( ) Bilimsel arastirma
(X) Tez ¢alismasi

b. Arastirmanin Ongériilen Siiresi: Satin alma islemleri tamamlandiktan sonra 1

Cc. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilhhmey/Goniillii Sayisi: 20
d. Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:

-Plasenta numunelerinden miRNA izolasyonu

-Plasentalarda arastirilacak miR-223’e 6zgiil tasarlanan primerlerle
ilgili genlerin amplifikasyonu (PCR ydntemi ile)

-Serumda adiponektin tayin

2. Goniilliiniin/Katihmeimin  Uygulama Sirasinda Karsilasabileceg@i Riskler ve

Rahatsizliklar:

Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida
belirtilen riskleri ve rahatsizliklar: getirebileceginin bilincindeyim: Diger kan alma
islemlerinde oldugu gibi kan alinan yerde kizarma, sisme ve agri olusabilir. Bunun
disinda girisimsel bir islem yapilmayacagi i¢in herhangi bir risk veya zarar
yoktur.Plasenta, gebenin dogumu bittikten sonra alindig: i¢in proje kapsaminda invaziv

veya cerrahi bir islem yapilmadigi i¢in gebeye ve bebege zarar1 yoktur.
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3. Goéniilliller/Katiimeilar I¢in Arastirmadan Beklenen Yarar:GDM hastalari icin

miR-223"{in biyomarker olarak kullanilmas1

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmasi:

5. Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile
haklarim konusunda bilgi almak icin asagida belirtilen kisiyle baglanti kurmam

yeterli olacaktir.

Adi- Soyadi: Dog.Dr. Dijle KIPMEN KORGUN Telefon: 05334933221

Adi-Soyadi: Ars. Gor. Segiin DOGRU Telefon:05069329213

Zararlarin Karsillanmasi:

Bu calismaya katildigim icin zarar gorecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin
sorumlu arastirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagh olarak
gelisebilecek her tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars1 giivencede oldugum,
masraflarimin Dog. Dr. Dijle KIPMEN KORGUN tarafindan Kkarsilanacag bana
bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler i¢in benden ya da bagli bulundugum sosyal

giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

7. Goniilliiliik, Cahismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,

Cahsmadan Cikarilma:

a) Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin gonillii olarak

katiliyorum.

b) Arastirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.
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€) Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, higbir gerekce gostermeksizin

istedigim anda bu ¢alismadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

8. Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen kurulus, ¢alisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle ya da arastirma
prosediiriine bagh olarak onaymimi almadan beni cahisma kapsamindan

cikarabilir.
9. Gizlilik:

Calisma siiresince tutulan biitiin kayitlar ve dosya bilgileri gerektiginde,
..................................................... firmas1 ve yoneticilerine ulastirilacaktir. Bu
calismadan elde edilen bilgiler, verilere gereksinimi olan o6teki iilkelerin
hiikiimetlerine ve ilgili birimlerine iletilebilir. Cahsmanin sonuclar1 bilimsel
toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim kesin

olarak gizli tutulacaktir.
10. Calismaya Katilma Onayu:

Yukarida yer alan ve arastirmadan Once goniilliiye / katilimciya verilmesi gereken
bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da
bana okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak
aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu
cevaplar aldim. Calismaya katilmadigim ya da katildiktan sonra cekildigim durumda,
hicbir yasal hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, séz konusu arastirmaya

higbir baski ve zorlama olmaksizin goniilli olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.
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Goniilliiniin / katihmcinin Adi- Soyada:

Yas ve Cinsiyeti:
Imzas::

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyada:

Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin

Adi- Soyadi: Dog. Dr. Dijle KIPMEN KORGUN
imzas:

Tarih:

Adi-Soyadi: Ars. Gor. Segiin DOGRU

Imzas::

Tarih:
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Onam alma islemine basindan sonuna kadar tamkhk eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadi:Dog¢.Dr. Mehmet SAKINCI

Imzas::

Gorevi:

Tarih:
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Segiin Uyrugu T.C.
Soyadi Dogru Tel no 05069329213
Dogum tarihi | 23.02.1991 e-posta segundogru@hotmail.com
Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yih
Lise Antalya Gazi Anadolu Lisesi 2009
Lisans Akdeniz Universitesi/ Fen Fakiiltesi/ Biyoloji 2013
Yiiksek Lisans
Doktora
is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (yil-y1l)
Yabanci Dilleri Sinav tiirii Puam
Ingilizce YDS 62.5

Proje Deneyimi

Proje Adi Destekleyen kurum Siire (Yil-Yil)
Normal ve diyabetik
maternal l6kositlerde
CX3CR1 ekspresyonu TUBITAK 2016
dagilimmin akim sitometri
ve western blot

yontemleriyle belirlenmesi

Burslar-Odiiller:

Yaynlar ve Bildiriler:
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