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OZET

Plasenta, anne ile fetiis arasindaki bir¢ok metabolik aktiviteyi diizenleyen bir
organdir. Plasental gelisim trofoblast hiicrelerinin koordineli olarak proliferasyonuna,
differensiyasyonuna ve invazyonuna bagimli olaylar serisidir. Maternal kanda fazla
miktarda glukoz ve glukokortikoidlerin bulunmasi g¢esitli plasental ve fetal
patolojilere yol agmaktadir. Dolagimdaki adiponektin, plasenta dokusu i¢in hedef bir
unsurdur. Ancak adiponektinin, preeklampsi, diyabet ve intrauterin biiylime
geriliginde (IUGR) plasenta ve fetiisi nasil etkiledigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir.

Bu calismada gebeligin 14, 16, 18, 20. giinlerinde kontrol ve IUGR
olusturulan sican plasentalarinda Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2’nin protein ve
mRNA diizeyleri western blot ve RT-PCR yontemiyle belirlendi. Adiponektin
sinyalizasyonu i¢cin AMPK ve eNOS proteinleri western blot yontemiyle calisildi.
Ayrica serum adiponektin diizeyi de ELISA yontemi ile belirlendi.

Western blot sonuglarinda, kontrol gruplarina kiyasla IUGR gruplarinda
adiponektin, AdipoR1 ve AdipoR2 protein miktarlarinda artis tespit edildi. IUGR
gruplarinda kontrol gruplarina gore AMPK fosforilasyonunda 14. giinde anlaml
azalma oldugu belirlendi. eNOS fosforilasyonunda gebeligin 14 ve 18. giinlerinde
IUGR gruplarinda anlamli bir azalma oldugu goézlendi. Deksametazonun sican
plasentasinda ve embriyosunda dnemli diizeyde agirlik kaybina yol agmasinin altinda
adiponektin, AdipoR1 ve AdipoR2 proteinlerinin dolayisiyla AMPK sinyal yolaginin
rolii oldugu sdylenilebilir.

RT-PCR sonuglarinda; adiponektin, AdipoR1 ve AdipoR2 mRNA
diizeylerinin kontrol gruplarina gére IUGR gruplarinda yiikseldigi tespit edildi.

Serum adiponektin diizeylerinin IUGR gruplarinda kontrole gore anlamli bir
azaligin gosterdigi tespit edildi.

Sonug¢ olarak IUGR plasentalarinda, adiponektin ve reseptorleri artig
gostererek plasentanin normal gelisimini saglamak i¢in glukokortikoidlerin aksi
yoniinde etki gosterebilirler. Calisma adiponektinin, glukokortikoidlerin plasental ve
fetal gelisime negatif etkisini kompanse etmeye yonelik fonksiyonlara sahip
olabilecegini vurgulamaktadir.

Anahtar kelimeler: IUGR, Plasenta, Sigan, Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2,
AMPK, eNOS



ABSTRACT

The placenta is a regulator organ for many metabolic activities between
mother and fetus. Placental development is a series of events that depend on the
coordinated action of trophoblast cell proliferation, differentiation and invasion.
Overexposure to maternal glucose and glucocorticoids causes several placental and
fetal pathologies. Circulating adiponectin is a target component for placenta tissue.
But it is not well known that how adiponectin affects placenta and fetus in
preeclampsia (PE), diabetes and intrauterine growth retardation (IUGR).

In this study It was determinated AdipoR1 and AdipoR2 proteins and mRNA
levels in control and IUGR rats placentas at 14, 16, 18, 20. days by western and RT-
PCR techniques. For adiponectin signal transduction, AMPK and eNOS proteins
were measured by western blot technique. Also serum concentrations of adiponectin
were assessed by Elisa method.

In western blot analyzes; it was demonstrated that adiponectin, AdipoR1 and
AdipoR2 protein quantities were increased in IUGR groups than control. AMPK
phosphorylation was significantly decreased in IUGR groups than control at 14. day.
eNOS phosphorylation was significantly decreased in IUGR groups at 14,18. days.
The reason of weight loss in dexametazon injected rat placenta and embryo can be
releated to AdipoR1 and AdipoR2 proteins which are members of AMPK signal
pathway.

In the RT-PCR results, adiponectin, AdipoR1, AdipoR2 mRNA levels were
elevated in IUGR groups compared to control.

It was established that the result of serum adiponectin levels were
significantly diminished in IJUGR group compared to control.

It can be concluded that adiponectin and its receptors upregulated to provide
normal placental growth in IUGR placentas in contrary to glucocorticoids. This study
emphasizes that adiponectin can have lots of functions to eradicate the
glucocorticoids’s adverse effects.

Key words: IUGR, Placenta, Rat, Adiponectin, AdipoR1, AdipoR2, AMPK,
eNOoS,
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Sperm tarafindan dollenen oositin fertilizasyonu sonucunda zigot olusur.
Zigot pespese boliinerek yeni hiicreler olusturmaya baslar. Bu ilk hiicreler viicuttaki
tiim dokulart olusturacak olan kok hiicrelerdir. Kok hiicreler sinirsiz boliiniir ve her
tiirli viicut hiicresine doniisiir. Cesitli asamalardan gecerek embriyo taslagini
olustururlar. Embriyo hizla biiyiir, canlinin organ ve sistemleri gelisir. Gelisen bu
canliya ilk sekiz haftadan sonra fetiis denir. Embriyo, yiiklii miktarda besine ihtiyag
duyar. Besin maddelerini plasentadan saglar. Plasenta, anne ile fetiis arasindaki
bircok metabolik aktiviteyi diizenleyen bir gecis bolgesidir ve gebeligin sonucunu
etkileyen kritik bir organdir. Plasenta, metabolik ve endokrin aktiviteleri heniiz tam
anlamiyla agiklanamamis kompleks bir organ olup 6mrii simirlidir. Fetiisle anne
arasindaki etkilesimler, 6zellesmis feto-maternal yiizeyin gelisimi ile miimkiin hale
gelir. Bu ylizeyin gelisimi plasentasyonun bir parcasidir. Plasentasyon, plasentanin
olusumu ve gelisiminin yanisira organi desteklemek {izere iliskili maternal dokularin
anatomik modifikasyonlarini da igerir [1].

Fetlisiin saglikli gelisebilmesi i¢in, dogru ve tam bir plasental gelisim
gereklidir. Plasental gelisimin normal olmayisi, erken embriyonik Oliimlerin en
biiyiik nedenlerinden birini olusturmaktadir. Plasental gelisimin saglikli olabilmesi,
dogru ve es zamanl bir sekilde proliferasyonun, hiicrelerin differansiyasyonunun ve
invazyonun gergeklesmesine baglidir [2].

Plasentada vaskiiler yatakta ortaya c¢ikacak degisikler intrauterin fetal anoksi
ve beslenme bozukluklarina yol agarak fetiisiin gelisimini olumsuz yonde
etkilemektedir. Ornegin gebelikte goriilen hipertansiyon mekanizmasi tam olarak
aciklanamamig bir yolla hem perinatal mortalite ve morbiditeyi artirmakta, hem de
anne hayatini tehlikeye sokmaktadir. Benzer bicimde maternal diyabet, nedeni belli
olmayan intrauterin gelisme gerilikleri gibi durumlarda plasentada ortaya cikan
hiicresel diizeydeki degisikliklerin pek ¢ogu bilinmemektedir [3]. Saglkli bir
plasental gelisim dogru ve es zamanli bir sekilde proliferasyon ve normal bir
fizyolojik 6lim sekli olan apoptozun ger¢eklesmesi ile miimkiindiir [4].

Insan ve sigan plasentalar1 arasinda fakliliklar olsa da yapisal ve gelisimsel
olarak olduk¢a biiylik benzerlikler gostermektedir. Bu nedenle sican plasentasi
plasental gelisim ¢alismalarinda sik¢a kullanilan bir modeldir [5]. Plasental ve fetal
gelisim lizerinde maternal ¢evrenin olduk¢a biiyiikk etkisi vardir. Plasental
gelisimdeki aksakliklar nedeniyle insanlarda diisiik, preeklampsi ve fetiliste bliylime
geriligi olusmaktadir [6]. Intrauterin biiyiime gerililigi (IUGR), perinatal morbidite
ve noronal gelisimde aksakliklar ile postnatal yasamda diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkili 6nemli bir klinik problemdir. Bu problemin ¢oziimii ig¢in



yontemler gelistirilemedigi gibi altinda yatan patofizyolojik mekanizmalar da heniiz
tam olarak anlasilabilir degildir [7].

Erken dogum riski olan gebeliklerde genel bir uygulama olarak anneye
glukokortikoid tedavisi uygulanmaktadir. Fetiisiin artan glukokortikoid seviyelerine
maruz kalmasi IUGR’a neden olabilir. Deksametazon enjekte edilen siganlarda
plasental ve fetal agirliklarda azalma oldugu gosterilmistir [8].

Birgok hiicrede anti-inflamatuar, anti-anjiyogenik, anti-aterosiklerotik ve anti-
proliferatif etkileri olan adiponektin plasenta tarafindan da iiretilmektedir. Normal ve
bliyiime geriligi olusturulmus siganlarin plasentalarinda adiponektinin etkisi
hakkinda bilinenler sinirlidir. Bu ¢aligmada normal ve biiyiime geriligi olusturulmus
sicanlarin plasentalarinda adiponektin ve adiponektin ile iligkili sinyal iletim
yolaklarinin plasental gelisim iizerine olan rolleri agiklanmaya ¢alisildi.



GENEL BIiLGILER

2.1.  Insan Plasentasinin Gelisimi ve Yapisi

Fertilizasyon ve Implantasyon: Fertilizasyon, spermiyumun ovumu
dollemesi ile gerceklesir ve bu dollenme sonucunda zigot olusur. Fertilizasyondan
yaklasik 1,5 giin sonra da zigot ilk mitoz boliinmesini gerceklestirir ve iki hiicreli
hale gelir. Yeni olusan hiicrelere blastomer denir [9-11].

Zigot, fertilizasyondan sonra yaklasik 3. giinde morula olarak adlandirilan 12-
16 blastomerden olusan dut benzeri bir hiicre kiimesi halini alir. Morulay1 olusturan
blastomerler hiicre yiizey adhezyon molekiillerinin yardimiyla sikica bir araya
gelerek bir hiicre topu olustururlar. Bu evreye sikisma ya da kompaktlasma evresi
denir. Kompaktlagma evresi ile birlikte morulay1r olusturan blastomerler iki hiicre
kiimesine farklilagirlar. Merkezde olanlar ve daha sonra embriyoyu olusturacak
hiicreler, i¢ hiicre kitlesi (embriyoblast) olarak adlandirilir. I¢ hiicre kitlesini distan
cevreleyen dis hiicrelere trofoblast denir ve plasenta trofoblastlardan gelisir [12].
Dista trofoblastlarin icte ise embriyoblastlarin bulundugu bu yapiya Blastosit denir.
Blastosist embriyoblast kutbundan endometriyum’a gédmiilmeye baglar ki bu olaya
implantasyon denir. Implantasyon blastosist’in uterus yiizey epiteline tutunumu,
bazal laminay1 ge¢mesi Ve sonunda uterus stromasina tutunmasi ile sonlanir. Insan
blastosistinin 6 — 7. giinde uterusa implante oldugu goésterilmistir [9-13].

Implantasyonun 3 evresi oldugu bilinmektedir [14]. Ik evre blastosist ile
endometriyum epitelinin apozisyon evresidir. Apozisyon evresinde uterus kavitesine
gelen blastosist, endometriyal yiizeye embriyonik kutuptan yaklasir ve adeta
birbirlerine bakarlar. Trofoblastlar endometriyumun luminal kisminda bulunurlar ve
adhezyon baslar [15]. Endometriyal epitelin ufak c¢ikintilart olan pinopodlar,
blastosistin disin1 olusturan sinsityotrofoblastlar ile birbirlerinin igine gegen tarzda
karsilagir ve birbirlerine yapisirlar (Adhezyon evresi). Adhezyon, siklusun 20-21.
giinlerinde embriyo ile endometriyum arasinda lokal parakrin haberlesme sonucunda
gergeklesir [16]. Adhezyon evresinde blastosistin endometriyuma yapigsmast
sabitlenir. Blastosist-epitel iligskisi saglandiktan sonra invazyon evresi baslar.
Invazyon esnasinda embriyonun trofoblast hiicreleri luminal epitelden ve bazal
laminadan iceri gegerek stromaya girer ve maternal vaskiiler yatagi invaze ederler
[17]. Trofoblastlarin stromayi invaze etmeleri ile es zamanli olarak stromada
desidualizasyon reaksiyonu meydana gelir. Bunun olabilmesi i¢in de
endometriyumun proliferatif ve sekretuvar degisiklikleri zamaninda geg¢irmis olup,
onu invaze eden trofoblastlara bu reaksiyonu verecek durumda olmasi gerekir [18].

Desidualizasyon: Endometriyumda, implantasyon ve gebelik fizyolojisine
yanit olarak meydana gelen degisikliklere desidualizasyon denir. Desidualizasyon,
endometriyal stromal hiicrelerin genislemesi, adeta epiteloid yapi kazanmasi ile
karakterizedir [9, 19]. Menstrual dongiiniin 23. giiniinde desidualizasyon isaretleri



belirgin hale gelir. Implantasyon bélgesi ile iliskisine gore desidua ii¢ tabaka halinde
isimlendirilir [9, 20, 21].

a) Desidua Bazalis: Implantasyon bolgesinde, plasentanin anneye ait bazal plak
boliimiinii olusturur.

b) Desidua Kapsiilaris: Embriyoyu kusatan, embriyonun uterus bosluguna bakan
(abembriyonik kutup tlizerindeki) desiduanin yiizeyel tabakasidir.

¢) Desidua Pariyetalis (desidua vera): implantasyon bdlgesi haricinde geriye kalan
desidua tabakasidir. Baslangicta tipik gebelik mukozasi goriiniimiinde olup 4. aya
kadar 1 cm kalinliga erisir [9, 20].

Trofoblastlarin Farklhilasmasi: Embriyoblasti ¢evreleyen trofoblastlar,
gelisimin 7,5 — 8. giiniinde 2 hiicre grubuna farklilasirlar. Bunlar;

a) Sitotrofoblast denilen tek ¢ekirdekli hiicrelerden olusan i¢ tabaka,

b) Sinsityotrofoblast denilen, hiicre smirlar1 pek belirgin olmayan ¢ok ¢ekirdekli
hiicrelerden olusan bir dis tabakadir [9-11].

Sitotrofoblastlarin farklanmas ile iki farkli hiicre tipi ortaya ¢ikar [19, 22].

Villoz trofoblastlar, plasenta villus agacinin gaz ve madde aligverisinin
yapildig1 bolimiidiir.

Ekstravilloz trofoblastlar, Qgbo¢ ile anne desiduasin1 invaze eder,
endometriyum—miyometriyum sinirin1 gegerek miyometriyumun yiizeyel 1/3 kismina
tutunmay1 saglarlar. Kok ya da tutundurucu villuslari olustururlar [23, 24].

Plasentanin uterus’a basarili bir sekilde tutunmasinin gerceklesmesi igin
ekstravilloz trofoblastlar cesitli gorevleri yerine getirirler. Bunlar spiral arterlerin
sekillenmesi, hipoksiye uyum, ¢ogalma, farklanma, hareket, hiicre dist maddeye
tutunma ve hiicre disi maddenin sindirilmesidir [24].
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Sekil 2.1. Insan plasentasmin termdeki goriiniimii [9].

2.2.  Plasenta Morfolojisi

Plasenta maternal ve fetal olmak {iizere iki kisimdan olusur. Plasenta,
embriyonun anne uterusuna tutunmasi, canlilifinin ve gelisiminin siirdiiriilmesinde
¢ok Onemli bir islev goriir. Ayrica embriyonun beslenmesi, solunumu, bosaltimi ile

gelisiminde gerekli hormonlar: salgilama gibi ¢ok yonlii islevleri de yerine getirir
[25].

Tiim bunlarla beraber plasenta sadece mekanik bir bariyer ya da pasif bir
transport organi degildir; iki yonlii transfer stirecini kontrol eder. Bir yandan fetiise
ulastirilacak olan besinleri modifiye ederken diger taraftan da kendi aktivitelerini
desteklemek i¢in kendi enerji metabolizmasini diizenler [26]. Plasentanin olusumu
yani plasentasyon, fetiisiin ekstraembriyonik dokulari ile anne endometriyal dokulari
arasindaki karmasik bir etkilesim sonucunda olur [25].

Ucgiincii haftanin sonunda anne ile embriyo arasindaki fizyolojik degisimler
icin gerekli olan anatomik diizenlenmeler saglanir. Dordiincli haftanin sonunda
anneyle embriyo arasindaki embriyo gaz degisimi, beslenme ve metabolik artik
iirtinler konusunda kolayliklar saglayan kompleks bir damar agi gelisir. Koryon
villuslari, sekizinci haftanin basina kadar koryon kesesini her tarafindan o6rter. Bu
kese biiylirken koryon villuslari, yakin komsuluk iginde bulundugu desidua
kapsiilaris tarafindan sikistirilir ve kan dolasimi azalir. Bu villuslar daha sonra
dejenere olurlar ve kismen damarsiz bir alan olan diiz koryon’u olustururlar. Bu
villuslar ortadan kalkarken, desidua bazalis ile iligskisi olanlar hizla sayilarimi
arttirirlar, dallanirlar ve genislerler. Bu sacaklanmis koryon kesesi artik koryonik
villus adin1 alir. Fetus biiyiidiikge uterus, koryon kesesi ve plasentada biiyiir. Hacim
olarak biliylimesi ve plasentanin kalinlagmasi, fetiis yaklasik 18. haftaya (20 haftalik
gebelik) ulasincaya kadar hizli bir sekilde devam eder. Tam gelismis bir plasenta,



desiduanin yaklasik %15-30’unu kaplar ve agirligi yaklasik fetiis agirhiginin 1/6’s1
kadardir.

2.3. Plasenta Fonksiyonu

Plasentanin temel gorevi gelismekte olan fetiisiin gereksinim duydugu besin
maddelerini anneden fetiise aktarmak, fetlisiin metabolizma neticesi trettigi atik
tirtinleri annenin dolagimina aktarmak ve yine anne ile fetiis arasinda oksijen ve
karbondioksit alisverisini saglamaktir.

Ilk kez 1559 yilinda Realdus Columbus bu gegici organa "yuvarlak kek"
anlamina gelen plasenta adini1 vermistir. 1796 yilinda oksijenin kesfinden sadece 22
y1l sonra Erasmus Darwin plasentanin gérevinin insanlardaki akciger ve baliklardaki
solungaglar ile benzer oldugunu ileri siirmiistiir. Zannedilenin aksine bebegin kani ile
annenin kani asla birbiriyle temas etmezler. Bebegin kani ile annenin kani arasinda
pek cok tabaka bulunur. Kandaki maddeler bu tabakalar yardimiyla degis tokus
edilir.

Plasenta karmasik bir yapidir sadece gecirgen bir zar degildir. Baz1 maddeler
plasentadan oldugu gibi gecerken bazilar ge¢is sirasinda metabolize olur bazilar ise
hi¢ gegemezler. Ote yandan glukoz ve oksijen gibi baz1 maddelerin bir kism1 gegis
sirasinda plasenta tarafindan kullanilir.

Gaz Transportu, oksijen ve karbondioksit gibi gazlar kismi basinglarindaki
farkliliklar yardimiyla transfer edilirler. Ornegin anne kanindaki oksijen, fetiis
kanindakine gore daha fazla oldugu i¢in dogal olarak annenin kanindan fetal tarafa
dogru gegis gosterir [27].

Besin maddeleri, plasenta ve fetus i¢in temel enerji kaynagi glukozdur.
Glukoz plasentadan kolaylastirilmis diffiizyon ile fetiise tasinir.

Hormon iiretimi, madde aligveriginin yanisira plasenta; ovaryum, uterus,
meme dokusu ve fetiis lizerinde etkili pekgok hormon ve hormon benzeri maddenin
tretiminden de sorumludur.

Steroid hormonlar, plasentada iki ana tiir seks steroidi tretilir. Bunlar
Ostrojen ve progesterondur.

Protein hormonlar, hemen her memelide degisik tiirlerde protein yapisinda
hormonlar ve benzeri maddeler de iiretilir. Bu maddeler hem anne, hem fetiis hem de
plasentanin fizyolojisinde dnemli rol oynarlar. Bunlar; insan koryonik gonadotropin
(hCG), insan koryonik somatomammotropin (hCS), insan koryonik tirotropin (hCT),
insan koryonik adreno-kortikotropin’dir (hRCACTH) [28].



2.4.  Sicanlarda Plasenta Gelisiminin Morfolojik Olarak Incelenmesi

Plasental bozukluklarin molekiiler mekanizmasini acgiklamaya yonelik deney
hayvanlarinda birgok genetik ¢alisma yapilmaktadir. Bu bozukluklar; abortus, uterus
ici biiylime geriligi ve preeklampsiyi i¢ermektedir. Tiirler arasindaki molekiiler
benzerlikleri test etmek amaciyla insan ve si¢an plasentalar1 arasindaki yapisal
farklilik ve benzerlikleri anlamak gerekmektedir [29]. Insan ve sican plasentalari
aralarinda farkliliklar barindirsa da yapisal ve gelisimsel olarak biiyiik benzerlikler
gostermektedir. Bu nedenle sigan plasentasi, plasental gelisim ¢alismalarinda sikca
kullanilan bir modeldir [5].

Plasenta, tiirler arasinda farkliliklar gdsterebilir. Sican ve insan plasentalart,
fetal plasenta/labirentin sekli nedeniyle her iki tiirde de diskoidal olarak
smiflandirilir.  Siganlarda tek, insanlarda ise coklu kotiledon vardir. Insanlarda
kotiledonlar tek bir diske benzeyen saglam bir demet olustururlar. Her iki plasenta
tipi de koryoallantoliktir. Maternal ve fotal yapilar arasindaki tabaka sayisina gore
sican plasentast hemotrikoryal, insan plasentast ise hemomonokoryal olarak
isimlendirilir [30, 31].

Kemirgen ailesinin bir {iyesi olan Rattus norvegicus tiirli siganlarin ortalama
agirliklart 250 gr’dir. Gebelik siireleri genellikle 21 giin olup yavru sayis1 14’e kadar
ulasabilir, ortalama yavru sayisi ise 7’dir [32, 33].

Sicanlarda gebeligin 1-2. giinlerinde embriyo yariklanir ve iki hiicreli olur. 3.
giinde morula ve 4. giin civarinda blastosist evreleri goriiliir. 4. gilinlin sonunda ise
blastosist, trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesine farklilagir. 5. giinde trofoektoderm
tabakasi, trofoektoderm hiicrelerinin i¢ hiicre kitlesine komsuluk yapip
yapmamalarina gore 2 farkli trofoblasta ayrilir: I¢ hiicre kitlesinin {izerinde yer alan
polar trofoblastlar ve blastosist boslugunu cevreleyen mural trofoblastlar (Sekil
2.4.2). Yariklanma boyunca ve morula sathasina kadar blastomerler totipotenttir.
Morulada bir hiicrenin kaderi bulundugu yere gore belirlenir. Distaki hiicreler
trofoblast1 ya da trofektodermi (gelecekte ki plasentay1) ve icteki hiicreler i¢ hiicre
kitlesini (gelecekte ki embriyoyu) olusturur. Zona pellusida gebeligin 5. giintinde
blastosistten kaybolmaya baslar ve blastosist 5. giiniin sonunda uterus liimeninin
antimezometriyal bolgesine implante olur. 6. glinde blastosist bliyiikliigli artar ve
uzar. Implantasyon alanindaki stromal hiicrelerde desidualizasyon goriiliir [34, 35].



Sigan plasentasyonunun erken sathalar

2 hiicreli satha 1-2.giin

Zona pellusida
Zona pellusida Morula sathasi 3.giin

i¢ hiicre kitlesi
Trofoektoderm

Blastosist 4.giin

Polar trofoektoderm

Embriyonik ektoderm

Embriyonik endoderm Blastosist 5.glin

. Mural trofoektoderm

Sekil 2.4.1. Sigan plasenta gelisiminin erken sathalar1 [34].

Implantasyondan sonra i¢ hiicre Kkitlesinin iizerindeki polar trofoblastlar
prolifere olmaya devam ederler ve i¢ hiicre kitlesini blastosdlik kaviteye dogru
iterler. Bu hiicreler apikal olarak go¢ eder ve birbirlerinin iizerine yigilirlar.
Embriyonik 7-8. giinlerde ise ektoplasental kon ve ekstraembriyonik ektodermi
olustururlar. Ektoplasental kon daha sonra da koryoallantoyik plasentanin
spongiyotrofoblast tabakasini olusturur (Sekil 2.4.2) [34-36].

Trofoblast Trofoblast
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[ Primitif endoderm ektoderm Amniyon

Sekil 2.4.2. Sigan plasentasi gelisimi [29].



Sicanlarda plasenta olgun yapisina gebeligin 12. giinlinde ulasir ve hiicresel
Ozelliklerine bagli olarak embriyodan maternal bélgelere dogru 4 kisim halinde

goriiliir (Sekil 2.4.3) [37].

I.  Labirent
Il.  Spongiyotrofoblast tabakasi
I1l.  Trofoblast dev hiicre tabakasi
IV.  Maternal desidual katman

Bu tabakalarin her biri gebeligin farkli giinlerinde gelismeye baslar ve
gelisimlerini tamamlarlar [37-41]. Doku homeostazisi yani yeniden yapim ve
yikimin bir diizen ic¢inde olusu, apoptozis / proliferasyon dengesinin saglikli bir
sekilde siirdiiriilmesine baghdir [42, 43].

miyoetriyum

endqrietriyum

Sekil 2.4.3. Siganlarda term plasentanin genel goriniimii [44].

. Labirent:
Ekstraembriyonik ektodermden gelisir ve fotal ve maternal kisimlar arasinda

besin ve gaz degisimine olanak saglar. Labirent tabakasi gebeligin 9. giiniinde
olugsmaya baglar [39]. Labirent trofoblast tabakasi 3 tabakalidir. 1. tabaka maternal
kan ile dogrudan temasta bulunan sitotrofoblast hiicreleri, 2. ve 3. tabaka ise
sinsityotrofoblastlardan olusur (Sekil 2.4.4) [5]. Labirent tabakasinin hiicresel
ozellikleri gebelik siireci boyunca degiskenlik gosterir [44].
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Sekil 2.4.4. Ug sira halinde diizenlenmis labirent trofoblast hiicreleri [5].

Il.  Spongiyotrofoblast tabakasi:

Ektoplasental kondan koken alir ve plasentanin maternal yilizeyini
siirlandirir. Ayn1 zamanda trofospongiyum olarak da adlandirilir. Bu tabakada fetal
kan damarlar1 bulunmaz [45, 46]. Gebeligin 13. giiniinden sonra glikojen trofoblast
hiicreleri sican plasentasinda gruplar halinde goriilmeye baslar ancak sayilari
gebeligin ilerlemesiyle azalir [47, 48].

I11.  Trofoblast dev hiicre tabakasi:

Maternal desidua ve baglanti zonu arasinda smir olusturan trofoblast dev
hiicreler, endoreduplikasyon sonucu olusan poliploid hiicrelerdir [49]. Trofoblast dev
hiicreleri implantasyon zamaninda invaziv hiicrelere farklilasip, uterus epitel
hiicrelerini fagosite ederler [50]. Annede lokal immiin sistem, ovaryum, metabolizma
ve kan hiicresi iiretimini diizenleyen bazi sitokinler ve hormonlar tiretirler [51].

IV. Maternal desidual katman:
Gebeligin erken donemlerinde endometriyumda sekillenen desidua hiicreleri
katmanidir. Gebeligin sonuna dogru atrofiyeye gider.

Tablo 2.4. Sican plasental gelisiminde goriilen oransal degisimler [39].

12.GUN 20.GUN

Labirint zon %20 Labirint zon %60

Bazal zon %25 Bazal zon %15

Desidua bazalis+subplasental Desidua bazalis+subplasental
bolge+metriyal gland %55 bolge+metriyal gland %25

Siganlarda gelisimin 14. giiniinde sigan plasentasinin 12. giindeki plasentaya
gore oldukga gelismis oldugu belirlenmistir. Labirint tabakasi daha gelismis ve bu
tabakada fetal damarlar igerdikleri eritroblastlar ile ayirt edilmistir. Labirint tabaka
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igerisinde yer yer glikojenik hiicrelerin yer aldigi tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
villuslara ait dallanmalar gozlenmistir. Baglanti zonunda, 12. giinde gézlenmeyen
glikojenik hiicreler oldukca fazla sayida yer almaktadir. Gebeligin 16. giinlinde
labirint tabakanin biliylimeye devam ettigi ve baglanti zonu ile ayni biiylikliige
ulastig1 belirlenmistir. 14. giine kiyasla, baglant1 zonunda gozlenen glikojenik hiicre
yogunlugunda azalma oldugu, maternal desiduada ise 14. giinden ¢ok daha yogun
glikojenik hiicre bulundugu tespit edilmistir. Gebeligin 18. giliniinde kontrol grubuna
ait plasentada labirint tabakasinin biiylimiis oldugu ve plasentanin biiyiik bir kismini
kapladig1 tespit edilmistir. Spongiotrofoblast tabakasi kii¢iilmiis ve glikojenik
hiicreler azalmistir. Gelisimin 20. gilinlinde baglanti zonu olduk¢a kiigiilmiistiir.
Labirint tabakas1 adeta plasentanin tamamini olusturmaktadir. Glikojenik hiicreler
yok denecek kadar azdir

2.5. Insan ve Sican Plasentasi Arasindaki Benzerlikler ve Farklihklar

Fetal Plasenta ve Labirent:

Insan fetal plasentas ile kemirgen labirent tabakasi, fetal ve maternal kanimn
fizyolojik degisimine olanak sagladiklari i¢in fonksiyonel olarak analogtur. Her iki
tirde de bu bolge, fetal yiiziinde ekstraseliiler matriks tarafindan desteklenen bir
trofoblast tabakasi tarafindan sinirlamir ve koryonik plak olarak bilinir. Insan
plasentas1 villoz tiptedir, koryonik villi sayisiz dal ve alt dal igeren bir agaca benzer.
Sican plasentasi ise ana koryonik cikintilarinin dallar1 ¢ok daha fazla birbiriyle
baglantili oldugundan labirent tiptedir [44-53]. Bu farkliligin bir sonucu olarak insan
fetal plasentasinda maternal kanin dolastigi bosluk (intervilloz bosluk) sigan labirent
tabakasindan daha genistir [53, 54].

Bazal Plak ve Spongiyotrofoblast Tabakasi:

Insan bazal plagi ve bunun kemirgen plasentasinda homologu olan baglanti
zonu, fetal plasenta / labirent olusumunun maternal yiiziinii olusturur. Bu yapilarda
fetal kan ve kan damarlar1 yoktur. iki tiirde de bu bolgede sitotrofoblastlar vardir.
Kemirgenlerde baglant1 zonunda iki tip sitotrofoblast vardir, Spongiyotrofoblastlar
ve glikojenik hiicrelerdir. Glikojen hiicrelerinin stoplazmalar1 agiktir, kiimeler teskil
ederler ve glikojen igeren ¢ok sayida vakuolleri vardir. Ilk olarak gebeligin 13.
giinliniin sonunda goriilmeye baslarlar. Gebeligin 16. giiniinde sayilar artar,
gebeligin son doneminde ise sayilar1 olduk¢a azalma gosterir. Fonksiyonlar1 tam
olarak bilinmez [31, 48-51, 53-55].

Ekstravilloz Trofoblastlar ve Dev Hiicreler:

Sigan plasentasinda goriilen dev hiicrelerin insan ekstravilloz trofoblastlariyla
analog oldugu diisiiniilmektedir [56]. insanda iki ya da daha fazla ¢ekirdeklidir ve
mononiikleer ekstravilloz trofoblaslarin birlesmesiyle ya da sitoplazmik boliinme
olmaksizin ¢ekirdek boliinmesiyle olustugu samlir [57]. Insanlarda invazyon islemi
invazif ekstravilloz trofoblast hiicreleri tarafindan gerceklestirilirken, sican
plasentasinda trofoblast dev hiicreleri implantasyona ve invazyona aracilik eder [58].
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Tablo 2.5. Insan ve sigan plasentalarinda trofoblastlarin karsilagtiriimas [31].

Insan | Sican
A. Invaziv ve
Endokrin islevi
olan Trofoblast
Adlandirma Ekstravilloz Trofoblast Dev Hiicreler
Sitotrofoblast
Invaziv olma Evet Evet
Proliferasyon Hayir Hayir

DNA igerigi

Mononiikleer poliploid
(4N-16N)

Mononiikleer poliploid
(100N’ e kadar)

B. Transport ve
Bariyer islevi olan

Trofoblast
Adlandirma Koryonik Villi Labirint
Hemokoryal Evet Evet
Sinsisyotrofoblast yiizeyi Evet Evet
-Hiicre fiizyonu ile olusma | Evet Evet
-Niikleer DNA igerigi Diploid Diploid

Plasental Yatak ve Desidua Bazalis :

Insan desidua bazalisi ve altindaki miyometriyumu plasental yatak olarak
isimlendirilir. Insanda trofoblast invazyonu miyometriyumun 1/3° iine kadar
uzanirken, kemirgenlerde desidua bazaliste kalir. Ancak sicanda miyometriyuma
kadar gectigi ileri siiriilmektedir [59]. Insan plasenta yatagi ve kemirgen desidua
bazalisi maternal arter ve ven igerir. Sonugta, insan plasental yatagi kemirgen
desidua bazalisine analog olabilir (Sekil 2.5.) [60].
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Endovaskiiler trofoblast
dev hiicresi

Intersisyal glikojen

Trofoblast dev

hiicresi
Spongiyotrofoblast
Labirent
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Fetiis kan damarlar)
INSAN Desidua Endovaskiiler
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e o ;
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e ° e °

Sitotrofoblast
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Sekil 2.5. Sigcan ve insan plasentalarinin karsilastirilmasi [31].

2.6. Dolasim Cesitleri

Plasental Dolasim:

Fetiis ve anne dolasiminin karsilagtig1 ¢ok ince bir zar olan plasenta zarinda
(plasenta bariyeri) madde degisimi yapilir ve ¢ok sayida koryon villus dallar1 bu
bolgede genis bir yiizey saglarlar. Anne ve fetiis arasindaki baslica madde
degisiminin yapildig1 yer, ana koryon villuslarindan dogan c¢ok sayidaki koryon
villus dallaridir.

Fetal Plasental Dolasim:

Oksijen igerigi diisiik fetal kan gobek kordonu igindeki iki adet umblikal arter
aracilif1 ile plasentaya ulasir. Gobek kordonu ile plasentanin birlesim yerinde bu
arterler dallara ayrilir.

Maternal Plasental Dolasim:

Desidua bazalisdeki yaklasik 80-100 adet spiral arterden intervilloz bosluga
kan bosalir. Spiral arterden kan akimi pulsatildir. Anne kan basincinin yiiksekligi
nedeniyle fiskirir tarzda akar.

Fetal Dolasim:

O,'den zengin kan plasentadan umbilikal ven ile fetiise ulasir. Plasentadan
gelen kanin yaklagik '%’si hepatik sinilizoidlerden, geri kalan kismi karacigeri by-pass
ederek duktus venosus i¢inden Vena cava inferiora girer. Duktus venosus’taki kan
akist umbilikal vene yakin bir sfinkter ile diizenlenir. Sfinkter gevsediginde
duktustan daha fazla kan; sfinkter kasildiginda ise portal sinus— portal ven—
hepatik siniizoid yoluyla akar. Sfinkter, umbilikal vende vendz akis fazla oldugunda
kalbin agir1 yliklenmesini onler. Vena cava inferior, sag atriuma girer. Vena cava
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inferior araciligiyla alt ekstremitelerden, abdomen ve pelvisten gelen O,’den fakir
kan1 da igerdiginden sag atriuma giren kan, umbilikal vendeki kadar iyi olmasa da
hala O,’den zengindir. Sag atriumdan foramen ovale i¢inden sol atriuma geger ve
burada pulmoner venlerle akcigerden donen O,’den fakir kanla karigir. Sol atriumdan
kan sol ventrikiile geger ve yiikselen aorta ile kalbi terkeder. Vena cava inferior dan
gelen Oy’den zengin kanin birazi sag atriumda kalarak vena cava superior ve koroner
sinlis’ten gelen az O,’li kanla karisir ve sag ventrikiile gelir. Orta diizeyde O3 igeren
bu kan, truncus pulmonalis ile akcigerlere gitmek tizere kalbi terk eder ancak kanin
biiyiik boliimii duktus arteriosus ile aortaya gecer. Inen aortadaki kanm % 40-50’si
umbilikal arterlerle plasentaya temizlenmek icin giderken, kalan kismi1 organlarin ve
viicudun alt yarisinin kan kaynagini saglar.

Fetal Plasental Dolasim:

Oksijenden fakir kan fetiistan umblikal arter araciligi ile plasentaya gelir.
Plasental bariyerden gecerek gerekli metabolitler maternal dolasima verilirken
oksijenden zengin kanin i¢indeki metabolitler plasental bariyeri gecip umblikal ven
araciligiyla fetiise iletilir [61].

2.7.  Intrauterin Biiyiime Geriligi (IUGR)

IUGR perinatal mortalite ve morbidite ile iliskilidir. SGA (Small for
gestational age) terimi biiytime geriligi ile dogan bebekler i¢in kullanilan bir
tanimlamadir. Dogum agirliginda gebelik yasina gore %10 oraninda gerileme olmasi
SGA olarak kabul edilir. Ancak SGA ve IUGR terimleri tam olarak birbirinin yerini
tutmamaktadir. IUGR, sadece fetiisler i¢in kullanilirken SGA yenidoganlar igin de
kullanilmaktadir. TUGR o6nemli bir klinik problemdir. Genel populasyon iginde
prevalans1 %8’dir. Olii dogumlarin %52’si, a¢iklanamayan fetal &liimlerin %72’si,
perinatal mortalitenin %10’u ITUGR ile iliskilidir [62].

Geligmis tilkelerde fetiisiin uterus i¢inde gelisiminin geri kalmas1 % 4-8 kadar
iken gelismekte olan iilkelerde bunun goriilme sikligt % 6-30’dur. IUGR olan
bebeklerin agirligi 2500 gr’dan azdir Neonatal mortalite ve morbidite de dogum
agirhigl, en 6nemli gostergedir [63]. Anne veya fetiisii direkt etkileyen pek ¢ok faktor
IUGR nedeni olabilir. IUGR ile perinatal morbidite ve mortalite arasinda korelasyon
vardir. Bu nedenle IUGR erken tanis1 6nemlidir [64].

Intrauterin biiyiime geriligi sonucunda; perinatal 6liim Veya prematiire
komplikasyonlar1 goriilebilir. IUGR’a bagli olarak erken neonatal donemde
hipoglisemi, hipotermi, hipokalsemi, polistemi, nekrotizan enterokolit, persistan fetal
sirkulasyon ve uzun doénemde nérolojik gelisim bozukluklar1 goriilebilecek
komplikasyonlardir [65, 66].
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Tablo 2.7. IUGR ve Gebelik yasina gére normal (AGA) / yenidoganlarin karsilastirilmasi [66].

IUGR AGA pdegerleri
Annenin Yasi 30.8+6.9 31.2+44.3 NS
Annenin Boyu 16146 167+6 <0.05
Annenin Agirligi 59.4£8.5 60.3+£8.9 NS
Anne BMI (cm/kg) | 22.9+3.1 21.4+£2.5 NS
Gebelik Yasi 265.6+9.7 272.3+£7.1 <0.05
Dogum Sayisi 17/3 9/11 <0.05
Yenidogan Agirlik | 2.37+0.26 3.16+0.26 <0.05
Disi/Erkek Fetus 7/13 8/12 NS
Dogum Tipi 8/12 14/6 <0.05

2.7.1. IUGR Tipleri
IUGR simetrik ve asimetrik olarak karakterize edilir:

1- Simetrik (orantill) tip, hiicre hiperplazisinin hakim oldugu gebeligin
erken doneminde fetal biiylimenin etkilenmesi ile olusur. Biitiin dokularda hiicre
sayisinin azalmasi ile sonuglanir. Fetiisiin agirlik, boy ve bas ¢evresi etkilenir ve
orantili olarak kiigiiktiir. Intrauterin biiyiime geriligi ile dogan infantlarm %20-
30’unda simetrik [UGR vardir. Dogumdan sonra normal diizeye ulagmalar1 pek olasi
degildir [67-69].

Simetrik ITUGR olan infantlarda intrauterin enfeksiyonlar, kromozomal
anormallikler, dismorfik sendromlar ve intrauterin toksinler (alkol) biiylimenin
gecikmesindeki nedenler olarak baslica etkenlerdir [70].

2- Asimetrik (orantisiz) tip, en sik goriilen tiptir. Hiicre hipertrofisi, agirlik
artis1 ve somatik organ biiylimesinin gerceklestigi gebeligin son doneminde fetal
biiyiimenin etkilenmesi ile olusur. Asimetrik biiyiime geriligi olan infantta Once
agirlik daha sonra boy etkilenir. Roélatif olarak normal veya korunmus bas cevresi
vardir [70].

Asimetrik ITUGR olan bebeklerin boyu ve bas g¢evresi normal iken viicut
agirhig, cilt alti yag dokusu, gogiis ve karin gevresi diistiktiir. Organlar gesitli
derecelerde etkilenmesine ragmen beyin ve iskelet biiyiimesi genellikle
etkilenmediginden dogumdan sonra ¢ogunlukla biiyiimeyi yakalarlar [67, 68, 70].

Asimetrik IUGR preeklampsi, kronik hipertansiyon ve uterin anomaliler gibi
maternal medikal durumlar ile birlikte goriiliir [70].

IUGR goézlenen fetiisler ileride metabolik sendrom, hipertansiyon, koroner
kalp yetmezligi, dislipidemi, obezite, zayiflayan glukoz toleransi, Tip 2 diyabet ve
osteoporoz gibi pek ¢ok hastaliga yatkin hale gelmektedir [71].
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Kortikosteroid hormonlar, fetiis ve plasenta gelisimi i¢in gerekli siirecleri
diizenlerler. Glukokortikoidler, maternal immiin yaniti, implantasyonu, trofoblast
bliylimesini, invazyonu, fetiis ve plasenta gelisimini etkilemektedir. Uterus iginde
plasenta ve embriyo/fetiis maternal ya da fetal kaynakli fizyolojik glukokortikoide
maruz kalirlar. Fetiis ve plasentanin uterus i¢i aktif glukokortikoidlerin artan
konsantrasyonlarina maruz kalmalarinda ti¢ mekanizma vardir:

I) Maternal kortizol konsantrasyonlarinin artisi (maternal stres esnasinda
ortaya ¢ikar)

I1) Desidua, plasenta ya da fetiiste kortizol metabolizmasinda artis

IIT) Anneye sentetik glukokortikoidlerin uygulanmasi (erken-dogum riski
olan gebeliklerde genel bir uygulama)

Gebeligin ortalarindan sonlarina dogru fetiisiin artan glukokortikoid
seviyelerine maruz kalmasinin olumsuz etkilere yol acabilecegi ileri siiriilmektedir.
Bu etkiler; IUGR, erken dogum riski, post-natal hipertansiyon, hipotalamus- hipofiz-
adrenal aksta post-natal aktivite artisidir [8].

IUGR goriilen gebeliklerde plasenta agirliklarinda ¢ok net bir azalma
gozlenmektedir. Gobek kordonu normal plasentalarda genellikle merkezi olarak yer
almaktadir ancak ITUGR goriilen plasentalarda siklikla ekzentrik ve membranoz
duruslu olduklar1 gézlenmistir [8]. IUGR goriilen plasentalarda, plasental immaturite,
fetoplasental vaskiilopati ve terminal villus eksikligi gibi ¢esitli patolojiler
goriilmektedir. Bu patolojilerin  yetersiz trofoblast invazyonu, dolayisiyla
uteroplasental  arterlerin  yetersiz  dilatasyonu nedeniyle ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir [20, 72, 73].

Bununla birlikte sitotrofoblastlarda sayisal olarak azalma ve villéz sayisinda
azalma nedeniyle intervilloz aralikta artis goriilmektedir [74-76]. Ayrica villuslarda
materno-fetal degisim yiizeylerinde azalma oldugu bildirilmistir [76].

2.7.2. TUGR fle iliskili Faktorler

Fetal biiyiimeyi etkileyen faktorler:

Fetlis; biliylime ve enerji iiretimi i¢in maddelere gereksinim duyar. Gazlar ve
gidalar plasental zar yoluyla anneden fetiise serbest olarak gegerler. Glukoz biiyiime
ve fetal metabolizma icin temel enerji kaynagidir. Aminoasitlere de ayrica
gereksinim duyulur. Bu maddeler anne kanindan fetiise plasental bariyer araciligiyla
gecerler. Glukoz metabolizmasi igin gereksinim duyulan insiilin, fetal pankreas
tarafindan salgilanir. Plasental bariyerin bu hormona kars1 rélatif gegirgensiz olmasi
nedeniyle fetiise ulasan hicbir maternal insiiline ait belirgin bulgu yoktur. Insiilin,
bliylime hormonu ve bazi kiigiik polipeptidlerin (IGF-1) fetal biiylimeyi stimiile
ettiklerine inanilir. Maternal, fetal ve g¢evresel etkenler gibi birgok faktdr prenatal
bliylimeyi etkileyebilir. Maternal vaskiiler rahatsizlik, uterus i¢i enfeksiyon, sigara
icimi ve alkol tiiketimi gibi hamilelik boyunca devam eden faktorler, IUGR olan
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fetlisler veya SGA bebekler olusmasina yol agarken, maternal beslenme bozuklugu
gibi son trimester sirasinda etkili faktorler siklikla normal uzunluk ve bas
biiyiikliigiine sahip olmalarina ragmen, diisiik dogum agirligi olan fetiisler meydana
getirir. Diisiik kaliteli diyet sonucu meydana gelen ciddi maternal beslenme
bozuklugunun fetal biiylimenin azalmasina neden oldugu bilinmektedir .

Genetik faktorler ve biiyiime geriligi:

Genetik faktorlerin intrauterin biiylime gerilige neden olabildikleri iyice
tanimlanmistir. Bir ailede bu durumun tekrarlayan olgulari ¢ekinik genlerin anormal
bliylimenin nedeni olabilecegini gostermistir. Son yillarda yapisal ve sayisal
kromozomal farkliliklarinda gecikmis fetal biiyiime olgulariyla iliskili oldugu
gosterilmistir. Down sendromlu bebeklerde intrauterin biiyiime geriligi gozlenmis ve
intrauterin biiylime geriligi trizomi 18 sendromlu fetiislarda oldukc¢a karakteristiktir .
Cok sayida genetik ve cevresel faktor IUGR’ne neden olmaktadir. Genetik yapi
intrauterin bilylime potansiyelinde 6nemli rol oynar, ancak uterinal g¢evre fetal
biiylimenin en 6nemli belirleyicisidir [77].

Tablo 2.7.2. Intrauterin bityiime geriligi ile iliskili faktorler [77].

Fetal Nedenler Fetal distres

Cogul gebelik
Eritroblastozis fetalis
Nonimmiin hidrops fetalis
Kromozom anomalileri
Plasental Nedenler Plasental disfonksiyon
Plasenta previa
Abrupsiyo plasenta
Infarktiis timéorler
Plasental tiimorler
Uterinal Nedenler Bikornuat uterus
Serviksin erken dilatasyonu
Maternal Nedenler Hiperemezis gravidarum
Besin aliminin yetersizligi
Madde kullanim1
Preeklampsi

Kronik hastalik
Infeksiyonlar

Diger Nedenler Erken membran riiptiirii
Polihidroamnios
Iatrojenik

Travma

17



2.7.3. IUGR ve Apoptoz

Diisiik dogum agirhigi plasentanin anormal yapisindan kaynaklanabilir.
Normalde plasentanin agirligi fetiisiinki ile orantilidir. Bu nedenle her ikisinin
agirliklarindaki oransal bir azalma fetiisiin IUGR olacagi anlamima gelmez. Ciinkii
kiiciik plasenta fetiistin daha hizli bliylimesine izin vermez. Aslinda aralarinda yakin
boyut iliskisinin olmast olduk¢a dogaldir. Ciinkii plasentanin fonksiyonel
kapasitesinin smir1 fetiisiin ihtiyaclarimi karsilayabilecek diizeye oldukca yakindir
[78].

Plasentanin fonksiyonel alani sendroma bagli olarak preeklempside ve
Ozellikle de hipertansiyonda genelde azalir. Bunun plasentada primer defekt mi
yoksa plasental yatakta sekonder vaskiiler lezyon mu olup olmadigi bilinmez. Bu
nedenle bu ve buna benzer durumlari genelde ifade etmek icin uteroplasental
yetersizlik teriminin kullanilmasi Onerilmistir. Fetal biliylime geriligi olaylarinda
plasentada goriilen {i¢ tip patolojik degisiklige isaret edildi:

1. Ileri olgunlagsma
2. Coklu mikroinfarktiisler

3. Cok sayida damarsiz villus yapisi [78].

Fetal biiyiime genetik ve c¢evresel etkenlere baglidir, ancak plasenta aracidir;
plasenta fonksiyonu iyi ise biiyiime iyidir [79]. Biiylime geriligi, eksojen
(deksametazon) ya da endojen glukokortikoidler vasitasiyla olusmaktadir. Ikincisi,
11 beta-HSD2’nin inhibe edilmesiyle olugsmaktadir [80].

Fetal programlanma mekanizmalari, hipotalamus hipofiz bobrekiistii bezi
isleyisi ve dokudaki glukokortikoid reseptor dagilimiyla ilgilidir [80]. Bu
programlanma organizmanin pek c¢ok sisteminde, gelismenin duyarli donemlerinde
bir faktoriin etkisiyle ortaya ¢ikar ve dmiir boyu kalic1 degisikliklere neden olabilir
[129]. Apoptoz, plasentanin normal gelismesi i¢in gereklidir [81].

Son calismalarda insan plasentasinda hem pro- hem de anti-apoptotik
proteinlerin birlikte bulundugu gosterilmistir [82]. Plasentada apoptozu diizenleyen
mekanizmalardaki bazi anormalliklerin sinsisyotrofoblast  hiicrelerinin
fonksiyonlarmi engelleyerek materno-fetal transport mekanizmasmin bozulmasina
yol a¢t1g1 [83] ve bunun sonunda da TUGR’nin goriildiigii [84] bilinmektedir. insan
gebeliginde apoptoz, daha c¢ok gebeligin 5-7. haftalarinda ve tiglincii trimesterde
gerceklesir [85, 86]. Apoptoz trofoblast hiicrelerinde daha ¢ok goriildiigii halde
endotel ve stromal hiicrelerde daha azdir [81]. IUGR goriilen embriyolarin
plasentalarinda villus dejenerasyonuna da apoptoz neden olmaktadir [81].

Kisacasi, IUGR ile apoptoz arasinda siki bir iligki vardir [81]. Plasental
apoptozu tetikleyen fizyolojik sinyaller hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur [81]. Pek
¢ok c¢alisma prenatal donemde etkili olan faktorlerin, ileri ki yasamda
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kardiyovaskiiler ve metabolik diizensizliklerin 6nemli belirleyicileri oldugunu ortaya
koymustur [80].

Farkli toplumlarda yapilan aragtirmalarla diisiik dogum agirligimmin yetiskin
donemde hipertansiyon, hiperlipidemi, insiilin rezistansi, tip-2 diyabet ve iskemik
kalp hastalig1 6liimlerine yol agtig1 belirlenmistir [87]. Biiyiik plasentali kiigiik bir
bebek normal plasentali biiyiik bir bebege gore, ergin devresinde ii¢ kat daha fazla
hipertansiyon riski tasimaktadir [88]. Dogum 6ncesi glukokortikoide maruz birakilan
kemirgenlerde ve bazi bagka tiirlerde dogum agirhiginin azaldigi, hayat boyunca
siirekli  hipertansiyon, hiperglisemi, hiperinsiilinemi gorildiigii, ayrica bu
hayvanlarda degisik davranislarin ve noroendokrin bozukluklarin olustugu
goriillmiistiir [80].

2.8. Yag Dokusu ve Yag Hiicresi

Yag dokusu, bag dokusunun 6zel bir tipidir ve adiposit olarak adlandirilan
lipit dolu hiicrelerin gevsek olarak baglanmasiyla olusur. Adipoz doku, hiicrelerinin
icerdigi lipid damlaciklarina gbre unilokiiler (beyaz) ve multilokiiler (kahverengi)
yag dokusu olarak siniflandirilir [89]. Beyaz yag dokusu, ihtiyag fazlasi enerjiyi
trigliserit halinde yag hiicresinde depolar ve ihtiya¢ duyuldugunda hizla dolasima
verebilir. Adipoz dokunun enerji depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama,
fiziksel koruma, termogenezis fonksiyonlarina ek olarak; giiniimiizde adipositlerden
ve adipoz doku stromal hiicrelerinden sentezlenen protein yapili molekiillerin
(adipositokinler) sayesinde otokrin, parakrin ve endokrin etkileri oldugu da
gosterilmistir [89]. Adipoz dokunun sadece enerji kaynagi olmamasi, birgok sitokin
ve yag dokusu kaynakli peptidleri salgilama yetenegi olan aktif bir organ olmasi;
yeni metabolik belirte¢lerin  varligim1  arastirmak i¢in ¢alismalara kaynak
olusturmaktadir. Bugiine kadar tanimlanan adipositokinlerin obezite ve metabolik
sendroma katkilar1 6ngoriilmekle birlikte, patogenezdeki karmasik iliskiler ag1 tam
olarak agiklanamamaktadir [90]. Yag dokusu bir endokrin organ olarak da gorev
yapmaktadir [91]. Enerjinin yag hiicresinde depolanmasi ve salgilanmasi hormonal
sinyallerle (insiilin, katekolaminler, glukokortikoitler gibi) kontrol edilir. Yag
hiicresinden RAS proteinleri, leptin, grelin, apelin, A-Fabp, resistin, obestatin,
Timoér nekroz faktor- o (TNF-a), adiponektin, adipsin, interlokin-6 (IL-6),
plazminojen aktivator inhibitér-1 (PAI-1), transforming biiyiime faktorii o (TGF-a),
anjiyotensinojen, asilasyon stimiile edici protein (ASP), insiilin benzeri biiylime
faktorii (IGF-I), visfatin, vaspin, prostaglandin-I, (PG-1), prostaglandin F2-a. (PG-F,-
a) gibi ¢ok sayida protein salgilandig1 saptanmustir (Sekil 2.8.) [91].
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Endokrin Organi Olarak Adipoz Doku
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Sekil 2.8. Endokrin organ olarak adipoz doku [92].

Adipoz doku, metabolizmada, endokrin, immiin ve kardiyavaskiiler sistemde
bir¢cok goreve sahiptir [92].

2.8.1. Adipositokinler

Adipoz doku tarafindan iiretilen hormonlar insan viicudundaki diger birgok
isleyisi etkiledigi gibi onemli olarak lipid ve karbonhidrat metabolizmasini da
etkilemektedirler. Siklikla kabul goren goriis adipoz dokudaki endokrin
disfonksiyonun obezite ve insiilin direnci/ diyabet arasindaki nedensel iliskilerden
birine neden olabilecegi yoniindedir. Her ne kadar mekanizmasi agiklanamamis olsa
da epidemiyolojik c¢aligmalarda obezitenin kanser gelisimi i¢in anlamli bir risk
faktorii oldugu gosterilmistir. Son giinlerde yapilan bir¢ok ¢alismada adipoz doku
tarafindan iretilen hormonlar tiimor stromasinin (=destek doku) ve barindirdig
malign hiicrelerin gelisimini ve proliferasyonunu o6nemli o6l¢iide etkiledigi
belirtilmistir. Caligmalarin ¢ogu leptinin in vitro kosullarda kanser hiicresi gelisimini
potansiyelize ettigini gostermekteyken, adiponektinin zit bir etkiye sahip oldugu
diistiniilmektedir. Adipoz dokunun obezite nedenli endokrin disfonksiyonunun farkl
doku ve organlarda karsinogenez gelisimine dogrudan etkisi olup olmadigina karar
verebilmek i¢in daha fazla arastirmaya gereksinim vardir.
Adipositokinler 3 farkli grupta tanimlanabilirler,

1. Baska organlarda iiretilip adipoz dokuya etkiyen (uyaran) hormonlar
(6rn. TNF-alfa).

2. Esas olarak beyaz adipoz dokuda iiretilen hormonlar ( resistin)

3. Beyaz adipoz dokudaki ¢ogunlugu ya da tamami adipositler tarafindan
tiretilen hormonlar (leptin ve adiponektin).

Adipositokinler fizyolojik gorevlerine gore de smiflandirilmaktadir. Bu
smiflamaya gore adipositokinler iki gruba ayrilabilir: Resistin, TNF-o, IL-6 gibi
“insiilin direncine neden olan faktorler” ve leptin, adiponektin ve son giinlerde
tanimlanan visfatin gibi “insiilin duyarliligini arttiran faktorler” [93].
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Sekil 2.8.1. Adipositin etkileri [94].

Adiposit; enerji homeostazini, dogal bagisiklik sistemini, damarlanmay1 ve
akut faz yanit diizenleyen molekiilleri, lipoprotein metabolizmasini, kanser ve
ekstraselliiler matriks bilesenlerini ciddi sekilde etkilemektedir.

2.8.2. Adipoz Dokudan Sahnan Baz1 Onemli Adipositokinler

Apelin: 1998 yilinda Totemato ve arkadaslari tarafindan tanimlanan apelin,
ilk olarak sigir midesinden izole edildi. Viicudun g¢esitli boliimlerinde endotel
hiicrelerinden firetilen bu peptid, adipoz dokunun yeni bir iiyesidir [95]. Apelin;
bircok bolgeden; genellikle DNA kontroliinde 77 prepropeptid olarak sentezlenir.
Daha sonra apelin-12, apelin- 13, apelin-17 ve apelin-36 gibi farkli sayida
aminoasitlere sahip fragmanlar olusmaktadir [96].

Resistin: Resistin son zamanlarda tanimlanan 12,5 kDa agirliginda bir
adipositokindir. Resistin, fare yag hiicresinden salgilanan, 114 amino asitli ve
sisteinden zengin bir polipeptitdir [97]. Insan resistini ise 108 amino asitli olup cys-
26 da disiilfit kopriileriyle bagli dimerik yapida bir proteindir [98]. Resistin, obezite
ve metabolik sendrom ile baglantilidir. Resistin periferik sinyal molekiilii olarak
glukoz toleransini ve insiilinin hiicrelere etkisini bozar, hiicrelerin glukoz alimim ve
insiiline duyarliligini azaltir, insiilin direnci gelisimine neden olur [99]. Resistin ayni
zamanda Adenozin monofosfat-aktive protein kinaz (AMPK) fosforlanmasini azaltir
[100].

Adiposit Yag Asidi Baglayicr Protein (A-FABP): Yag asidi baglayici
protein (FABP)’ler doymus ve doymamis uzun zincirli yag asitleri, eikosanoidler ve
diger lipidleri yiiksek affiniteyle geri doniisiimlii olarak baglayan sitoplazmik
proteinlerdir [101].

Grelin: Grelin temel olarak mide fundusundan salinan 28 amino asitlik bir
hormondur [102].
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Obestatin: Obestatin rat midesinden izole edilen 23 amino asitli bir peptittir.
Obestatin grelin geni tarafindan kodlanan 117 amino asitli preprogrelin peptidinin
posttranslasyonel modifikasyonu sonucu olusur [103].

Visfatin: Onceleri pre-B-cell enhancing factor 1 (PBEF1) olarak adlandirilan
visfatin 2005 yilinda Fukuhara ve arkadaslari tarafindan adipoz dokudan salgilandigi
gosterilerek visfatin adiyla yeni bir adipositokin olarak tanimlanmistir [93].

Vaspin (Viseral Adipoz Doku-Serin Proteaz inhibitor Derivesi):
Serpinlerin grubunda yer alan, visseral ve subkutan beyaz adipoz dokudan izole
edilen yeni bir adipokindir [61].

Interlokin-6 (I1L-6): IL-6 yaklasik 26 kDa’ luk bir sitokin olup, mononiikleer
fagositler, damar endotel hiicreleri, fibroblastlar ve epitelyum hiicreleri ile bazi
aktive T hiicreleri tarafindan da sentez edilir [104].

Adipsin ve ASP (Asilasyon Stimiile Edici Protein): Adipsin, yag
hiicresinden salgilanan serin amino asidi igeren, insanda kompleman faktor-D olarak
bilinen bir sitokin proteindir. ASP, 14 kDa molekiil agirhiginda, arginin i¢eren serum
proteinidir [104, 105].

Renin Anjiyotensin Sistemi (RAS) Proteinleri: RAS’a ait bir¢ok protein
yag dokusunda iiretilmektedir [104, 106].

Plazminojen Aktivatér Inhibitor-1 (PAI-1): PAI-1 serin proteaz inhibitdr
ailesinin iiyesidir.

TGF-B: TGF-B, degisik hiicreler tarafindan {iretilir, ¢cok sayida hiicrede
biiyime ve hiicre tipinin farklilagmasini saglar. Adezyon, migrasyon, doku
yenilenmesi, yara iyilesmesi gibi hiicresel olaylarda etkindir.

Makrofaj Inhibitér Faktor (MIF): Inflamasyon oncesi siireglerde ve
immiinitenin diizenlenmesinde yer alir.

Metallotionin: Metalotionin adipositlerden salgilanan metal baglayict bir
proteindir [107].

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF): Yaglanma ile birlikte artan
VEGF, endotel hiicrelerin proliferasyonuna sebep olur. Ayrica vaskiilogenez ve
anjiyogenezde rol oynar. VEGF’nin sentezi TNF-a, TGF-B ve IL-1- B ile baslatilir.

Interlokin-1p (IL-1B): Yag dokusu makrofajlarindan salmir. Leptin
sekresyonu, T hiicre aktivasyonu, B hiicre proliferasyonu, sitokin aktivasyonu,
endotel hiicre ve makrofa) aktivasyonu, inflamasyon medyatorlerinin ve akut faz
proteinlerinin ekpresyonunu arttirir. Prostaglandin sentezini arttirir, vaskiiler endotel
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hiicre proliferasyonunu saglar ve hiicre i¢i adezyon molekiili-1 (ICAM-1) ve
vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) gibi adezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirir.

TNF-a: TNF-a eskiden kasektin, sitotoksin, sitotoksik faktor, farklilagmay1
inhibe edici faktér, hemorajik faktor, makrofaj sitotoksik faktér ve nekrosin gibi
isimlerle bilinirdi . TNF-a primer olarak aktive olmus monositler, makrofajlardan ve
daha az bir miktarda aktive olmus T hiicreler, B hiicreler, naturel killer hiicreler, mast
hiicreleri, endotelyal hiicreler, fibroblastlar, keratinositler, mikroglia, astrositler,
kuppfer hiicreleri, diiz kas hiicreleri, sinoviyal ylizeyi doseyen hiicreler ve bazofiller
gibi diger bir¢ok hiicre tipi tarafindan tiretilir [108-115]. TNF-a iiretimi IL-10, TGF-
B, siklosporin A, PGE; deksametazon, pentoksifilin tarafindan inhibe edilir .

TNF-o hem spesifik hem de non spesifik biyolojik cevaplarin medyatoriidiir
ve immiin ile inflamatuar reaksiyon arasinda énemli bir baglantidir. Ancak TNF’ler
iki ucu keskin kili¢ gibidir, bu sitokinlerin kontrolsiiz fazla iiretimi kotii katabolik
etkilere, doku hasarma ve 6liime yol agabilir [111, 115-117].

Diisiik konsantrasyonlarda TNF-a’nin lokal etkisi inflamasyonun lokal
bolgesinde  10kositlerin ~ birikimidir. ~ TNF-o  inflamatuar  16kositlerin
mikroorganizmalar ya da tlimor hiicrelerine karsi savagmalari i¢in aktivasyonunu
saglar. Mononiikleer-fagositler ve diger hiicre tiplerince sitokin sentezini ( IL-1, IL-
6, TNF-a kendisi, CK’lar) uyarir. Ayrica viriislere kars1 interferon benzeri koruyucu
etkisi vardir .

Leptin: Leptin 16 kDa agirliginda sitokinlere benzeyen ve 167 amino asit
iceren protein yapisinda bir hormondur. Viicutta leptinin adipoz dokuda
sentezlenmesinin yani sira, plasenta, gastrik epitel, iskelet kasi, meme ve hipofiz bezi
tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir. Kanda serbest ve proteine bagli olmak tizere
iki formda bulunmaktadir. Leptin’in aktivitesinden serbest formun sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiik
kisminin serbest formda oldugu tespit edilmistir. Leptin’in dolagimdaki yar1 omrii
yaklasik 30 dakikadir ve pulsatif olarak yemeklerden 2-3 saat sonra salgilanir.
Ditirnal bir ritmi vardir ve sabah erken saatlerde pik yaparken, 6gleden sonra en
diisiik diizeylere iner. Leptin iiretiminde viicuttaki adipositlerin buyiikligi ve
yerlesimi etkilidir. Biiylik yag hiicreleri kiiciik yag hiicrelerinden daha fazla oranda
leptin icermektedir. Cilt alt1 yag dokusundan visseral yag dokusuna gore daha fazla
miktarda leptin salgilanmaktadir. Serum diizeyleri kadinlarda erkeklere oranla daha
yiiksektir. Bu durum kadinlarda yag dokusu fazlalig1 ve ciltalti/visseral yag oraninin
daha fazla olmas ile agiklanmaktadir. Leptinin viicuttaki baslica rolii, hipotalamus
tizerine negatif “feedback” etki ile gida alimini, enerji metabolizmasini diizenlemek
ve obezite gelismesini engellemektir. Fizyolojik olarak, sempatik aktiviteyi artirr,
istah1 ve insiilin direncini azaltir. Endotelde nitrik oksit (NO) diizeyini artirir. Leptin
direnci, insiilin direnci ile beraber Peroxisome proliferatdr-aktive edici reseptor
gamma (PPAR-y) ve adiponektin aktivitesinde azalmaya yol agar. Leptin viicutta
interlokin ve TNF-a iiretimini artirmaktadir. Plazma leptin seviyesi yiiksekligi ile
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kardiyovaskiiler olaylarin gelisme riski artar. Leptin eksikligi veya rezistans
durumlart ise insanlarda obezite, diyabet ve infertilite ile sonu¢lanmaktadir [118].

Leptin, Insiilin Direnci ve SGA Illiskisi; leptin, viicut agirhigim
hipotalamustaki doygunluk merkezi ile yag dokusu arasindaki negatif geri bildirim

tizerinden dilizenlerken, besin alimini azaltir, viicut 1sisin1 ve enerji harcanmasini
arttirir [119].

Serum leptin diizeyleri ile viicut agirlig1 ve viicut yag indeksi arasinda siki bir
korelasyon mevcuttur [120]. Viicut yag Kkitlesine oranlandiginda ¢ocuklarda
erigskinlere gore daha yiiksek leptin diizeyleri goze c¢arpmaktadir. Aslinda hafif
diizeyde olan leptin direnci ¢ocukluk doneminde dinamik enerji ihtiyaglart agisindan
faydalidir. SGA’li yenidoganlarda serum leptin diizeyleri, normal agirhiktaki
yenidoganlara gore belirgin derecede diistiktir [121].

IUGR ve SGA’ll yenidoganlarin leptin, adiponektin ve kortizol miktarlar
karsilagtirildiginda, SGA’l1 yenidoganlarin adiponektin ve kortizol miktarlar1 [TUGR’
den daha ytiksektir. IUGR grubunda da leptin diizeyi fazladir (Tablo 2.8.2.)

Tablo 2.8.2. IUGR’de ve SGA’da leptin, adiponektin, kortizol miktarlar1 [122].

Leptin (ng/L) Adiponektin Kortizol (ng/dL)
(mg/L)
IUGR 32.5+.8 5.4+0.9 33.3+3.8
SGA 20.4+2.1 11.8+1.3 33.8+2.7
P degerleri <0.05 <0.05 NS

NS:non-significant

Michael ve arkadaglar1 gebe siganlarda maternal serum seviyelerini 18. giin
civarinda en yiiksege ulastigin1 ve sonra 21. giine kadar azaldigini1 bulmuslardir
[123]. Gelisme donemi esnasinda, serum leptin diizeyleri viicut kitle indeksi ve
cinsiyetten bagimsiz olarak belirgin olarak yiiksek bulunmustur [124].

Benediktsson ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada SGA’l ¢ocuklarda,
serum leptin diizeyleri diisiik saptanmis ve biliylime hormonu tedavisine verdikleri
cevapla dogru orantili olarak serum seviyeleri giderek yiikselmistir [125, 126].
Buradan da anlagilacag iizere serum leptin diizeyi gelisme donemi agisindan iyi bir
belirtectir. Gebelik yasina gore biiyiikk dogan ve intrauterin gelisme geriligi olan
bebekler arasinda leptin diizeylerindeki farklar yag kitlesi ile iligkili olabilecegi gibi,
hem fetal leptini hem de viicut yagini diizenleyen insiilinin de etkisi olabilir [127,
128].

Bazi galigmalar, fetal plazma leptin konsantrasyonun disilerde erkeklerden daha
yiikksek oldugunu ileri stirmiistiir [129, 130]. Ancak zit goriiste calismalar da
mevcuttur [131, 132].
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2.9. Adiponektin

Adiponektin (Acrp30 ve apM1) kan sekeri diizenlenmesi ve yag asidi yikimi
da dahil olmak iizere bir dizi metabolik olayda rol oynayan protein yapisinda bir
hormondur. Adiponektin ozellikle yag dokusundan kana salinir. Adiponektinin
kandaki diizeyi, viicuttaki yag oramiyla ters orantilidir. Adiponektin diizeylerinin
azalmasi, tip 2 diyabet, obezite, ateroskleroz ve alkol ile iliskili olmayan karaciger
yaglanmasi ile iligkilidir.

Adiponektin yag dokusundan salgilanan ve dolasimda en yiiksek diizeyde
bulunan adipokindir. Metabolik sendromda rol oynar. Plazmada 2-30 mg/mL
seviyesinde  bulunur.  Adiponektin  anti-enflamatuar, antiaterosklreotik  ve
antidiyabetonejik bir proteindir. Insiilin, yag hiicrelerinden salmimmini diizenler.
Adiponektinin bilinen en 6nemli gorevi insiilin sensivitesinin diizenlenmesinde
katkida bulunmaktir. Adiponektin globiiler ve kollajen komponentlerden olusur.
Adiponektinin globiiler kismi, dizilimi harig, yapisal olarak TNF-a’ya ¢ok benzer.
Adiponektinin hem kollajen hem de globiiler yapis1 biyolojik olarak aktif kabul edilir
ve 2 seklin benzer aktivite gosterip goOstermedigi ile ilgili tartismalar devam
etmektedir. Adipositler, adiponektinin en onemli kaynagi olmasina ragmen, obez
insanlarda leptin gibi, adiponektin diizeyleri leptin diizeyleri gibi disik ve
anoreksiya nervozali hastalarda yiiksek bulunmustur.

Farelere adiponektin verildiginde kan glukozunun azaldigi ve insulin
direncinin zayifladig1 gériilmistiir. Adiponektinin endotelyal adezyon molekiillerinin
dagiliminda, anti-inflamatuvar siireglerde ve insulin duyarliligi tzerinde etkisi
mevcuttur [133, 134].

Diger taraftan adiponektin, TNF-o liretim ve aktivitesini azaltir. Adiponektin,
endotelyal adhezyon molekiilii olan (ICAM-1) ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
(VCAM-1) aktivitelerini anlamli derecede azaltir. Ayrica adiponektin, resistin ve
visfatin gibi insiilin etkinligini diizenleyen ve beyaz yag dokusundan salgilanan ¢gok
onemli hormonlarinda salgilanmasini diizenler.

Adiponektinin kollajen yapisindaki kismi, kompleman faktor Clq, siirfaktan
protein-A, siirfaktan protein-D, mannoz baglayici protein ile aynmi ailedendir. Bu
ozelliklerinden dolayi bir lipopolisakkaid (LPS) olan endotoksine yiiksek affinite ile
baglanir. Bu etkiden dolay1 endotoksemideki etkinligi, anti-inflamatuar 6zelliginden
¢ok LPS olan iliskisine baglanmstir.

Adiponektinin ii¢ biiyiik oligomerik formu bulunmaktadir; Diisiik-molekiiler
agirlhikli (LMW) trimer, Orta-molekiiler agirlikli (MMW) heksamer ve Yiksek-
molekiiler agirlikli (HMW) 12-18-mer adiponektin (Sekil 2.9) [134, 135].
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Sekil 2.9. Adiponektin formlar1 [136].

2.9.1. Adiponektinin Yapisi ve Gorevleri

Acrp30 ve apM1 olarak da bilinen adiponektin kromozom 3q27 bdolgesinde
lokalizedir, 15,8 kb uzunlugundadir ve 82 single niikleotid poliformizim (SNP)
bulundurur (Sekil 2.9.1.1) [137, 138].

[lk olarak fare adiposit hiicre dizisinden salgilanan 3T3-L1 isimli bir protein
olarak tanimlanmustir. Insan adiponektini bundan 1 yil sonra tanimlandi ve APM1
olarak isimlendirildi (Adipose most abundant gene transcript=Adipoz dokunun
yogun olarak salgiladigi gen transkripti) [139, 140].

Chromosome 3

?B*bp 231 bp
7.33 kb H 402 kb
rs266720 rs822305__rs822306 rs2241766 rs1501200
.. el —. Ja - -
Exon 1 2 3
27—
3q 1.0 kb

Sekil 2.9.1.1. Adiponektin geninin kromozomal lokalizasyonu ve polimorfizminin sematik gésterimi
[138, 141].

Adiponektin molekiiler agirligi 30 kDa olan her ne kadar kahverengi adipoz
dokudaki T37’i hiicrelerinden salindigi bazi arastirmalarda rapor edilse de esas
olarak beyaz adipositlerden salinan bir proteindir [142].

Adiponektin molekiilii 244 amino asitten olusmaktadir; N-ucunda 18
aminoasit uzunlugunda bir sinyal peptidi bulunmaktadir. C-ucunda 22 pargali kiiresel
(=globiiler) bir bolge bulunmaktadir. C-ucunda C1q ile homolog (=benzer) kiiresel
bir bolge bulunmaktadir. Adiponektin reseptdrlerinin yapist yakin bir zamanda
ortaya ¢ikarilmistir ve iki izoformu tanimlanmstir [143].
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Adiponektin’in reseptorleri, Adiponektinin etkileri AdipoR1 ve AdipoR2
olarak adlandirilan iki farkli reseptor iizerinden gergeklesmektedir Adiponektin
reseptorlerinden olan AdipoR1 geni 1p36.13-g41 bolgesinde lokalizedir ve 8 exon
icermektedir (Sekil 2.9.1.2). Yapilan arastirmalarda da viicut kitle indeksi ile iligkisi
oldugu belirlenmistir. Adiponektin ve reseptorleri kolon dokusunda da eksprese
edilmektedir [138]. AdipoR1 pek ¢ok dokuda bulunurken, AdipoR2 primer olarak
hepatik dokularda bulunmaktadir [144].
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Sekil 2.9.1.2. Adiponektin reseptor 1 geninin kromozomal lokalizasyonu ve polimorfizminin
sematik gosterimi [138].

Adiponektin’in gorevleri, Adiponektin, adipoz dokuda yer alan ve
preadipozitlerin diferansiasyonunu diizenleyen ve matiir adipositlerin olusumunu
kolaylastiran 6nemli bir otokrin/parakrin faktordiir. Adiponektin ayrica bir endokrin
faktor olarak da fonksiyon gostererek hedef organlar lizerinde gosterdigi etkiler
yoluyla tiim viicut metabolizmasini etkilemektedir. Adiponektin multimerleri farkl
biyolojik etkiler sergilemekte, 6zellikle yiliksek molekiiler agirlikli multimer faydali
etkilerin (6rnegin daha yiisek insiilin hassasiyeti, azalmis viseral adipoz doku kiitlesi,
azalmis plazma trigliseritleri ve artmus HDL kolesterol diizeyi) ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir. Adiponektin trigliseritten zengin lipoproteinler ve HDL’nin
katabolizmasindan sorumlu anahtar enzimlerin (lipoprotein lipaz ve hepatik lipaz)
seviyelerini ve aktivitelerini etkileyerek plazma lipoprotein diizeylerini
etkilemektedir. Bu sayede adiponektin, plazmadaki aterojenik ve antiaterojenik
lipoproteinlerin dengesini etkileyerek ve kopiik hiicre olusumunda gorev alan
hiicresel islevleri modiile ederek aterosklerozun ortaya ¢ikisini etkilemektedir.
Adiponektin reseptorleri araciligi ile bircok sinyal yolaginda farkli olaylar
gerceklesir. Ornegin, adiponektin bu iki reseptor araciligi ile mitokondrial biyogenez,
glukoz ve yag metabolizmasi, apoptozda etki gostermektedir [136].
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Sekil 2.9.1.3. Adiponektinin gorevleri [136].

Adiponektin enjeksiyonlarinin plazma serbest yag asidi miktarini1 azalttigi
gorilmistiir. Adiponektinin inslilin direncini bir¢ok dokuda diizelttigi de
saptanmugtir. Insiilin direnci gelismis kemirici hayvanlarda intravenéz adiponektin
enjeksiyonlart insililine hassasiyeti diizeltir. Yakin zamanli c¢alismalarda
adiponektinin ozellikle adipoz doku homeostazinda ve metabolik sendrom, tip 2
diyabet ve ateroskleroz gibi hastaliklarin patogenezinde oynadigi rol
vurgulanmaktadir. Adiponektinin bu pleiotropik etkileri onu obezite ile iliskili
durumlara yonelik ¢ekici bir terapotik hedef haline getirmektedir [138, 145].

Adiponektinin simdiye kadar tanimlanmis en oOnemli fonksiyonlar1 anti-
aterojenik, antienflamatuar ve insiilin duyarlilastirict etkileridir. Adiponektin
yetmezliginin ateroskleroz ve insiilin direncinin esas nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu hala ag¢iga ¢ikartilmay1 beklemektedir [146, 147].
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2.9.2. Adiponektinin Hiicre ici Sinyalizasyonu

Yiiksek molekiil agirhikh
Adiponektin

Adiponektin Orta molekiil
agirhkh Adiponektin

Yag asidi nksidasyonu'
Glukoneogenczisl

Yag asidi oksidasyonu t

insiilin rezistans 1

insiilin rezistans 1
Trigliserid miktar 1 Trigliserid miklarnl

Karaciger yaglanmasi 1

Sekil 2.9.2.1. Adiponektinin sinyal yolaklarina etkisi [136] .

Adiponektinin, reseptorleri olan AdipoR1 ve AdipoR2’ye baglanmasi sonucu
adenozin monofosfat-aktive protein kinaz (AMPK), PI3K (Fosfotidilinozitol-3-
Kinaz), P38/P42/P44 MAPK (mitojen ile aktive protein kinaz) ve JUN kinaz yolagini
aktive etmektedir [143, 148, 149].

Adiponektinin bu ii¢ biiylik oligomerik formu reseptor! ve reseptdr 2 aracilig
ile p38 MAPK, AMPK ve PPARa yolaklarini etkileyerek birgok metabolik olaylarda
yer alir [136]. Yag asidi oksidasyonu, Glut4 alimi, glukoz translokasyonu artar.
Insiilin rezistansi, trigliserid, insiilin reseptdr substrat-1 (IRS1) fosforilasyonu azalir.
MAPK' yolaginda; MAP kinazlar, mitojenlerin aktiflestirdigi protein kinaz siiper
ailesinde yer alan protein olan serin/treonin kinazlardir. Okaryotik hiicrelerin
timinde mevcut olan bu proteinler, hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi
aktarilmasinda olduk¢a Onem tasimaktadirlar. Bu sinyal iletimi basamaklari,
embriyogenez, yasama, ¢ogalma, farklilasma ve apoptoz islevlerinin
diizenlenmesinde rol alir [150].

MAP kinazlar dort ana gruba ayrilir;

1. p38 MAP Kinaz ailesi (a,p,y,0),

2. Hiicre dis1 sinyallerle aktive olan kinazlar ( ERK1/2)
3. c-Jun NH2- terminal kinaz ailesi (JNK1/2/3)

4. ERK5 (92)
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MAP kinaz yolu reseptdr aracili uyarmin hiicre igine iletiminden sorumlu bir
kinaz basamagi olarak c¢alisir. MAPKKK’nin (MAP kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirasiyla MAPKK (MAP kinaz kinaz) ve MAPK (MAP
kinaz) aktive olur. MAPK ise diger protein kinazlar1 ve/veya niikleusta
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin biyolojik
cevabi olusur [151-155].

Adiponektin endotelyal hiicrelerde AMPK bagh sinyal mekanizmalariyla
eNOS fosforilasyonuna da katkida bulunur ve eNOS ekspresyonunu aktivitesini
artirmaktadir. Makrofajlarda antiinflamatuar bir sitokin olan IL-10 iiretimini stimiile
ederek matriks metalloproteinaz doku inhibitdrii-1 iiretimini artirir ve bdoylelikle
aterosklerotik plaklarin stabilizasyonunda rol oynar. Copgii reseptor ekspresyonunu
baskilayarak makrofajlarin kopiik hiicresine doniisiimii inhibe eder ve makrofajlarda
intraseliiler kolesterol ester icerigini azaltmaktadir. Ayrica aterosklerotik plaklarda
diiz kas proliferasyonunu baskilamaktadir. Kardiyovaskiiler risk faktorleri ile
arasinda negatif iliski bulunmaktadir. iskelet kasinda insiilin reseptdrlerinin tirozin
fosforilasyonunu arttirir. PPAR-y aktivitesini, insiilin duyarliligini artirir ve insiiline
cevap olarak yiikselir (PPAR-y aktivitesini yansitir). Tiazolidindionlar, plazma
adiponektin seviyesinde artisa sebep olabilmektedir. Glukoz alimi ile diizeyi pozitif
yonde iligkilidir. iskelet kasinda serbest yag asitlerinin beta oksidasyonunu artirir
[156].

A) Glukoz ve Yag Metabolizmasi B) Anti-apoptotik etkiler

Adiponektin

Adiponektin

Mitokondrial
Bivogenezis

Apoptoz ‘

Glukoz ve Yag

Metabolizmasi

o -

Sekil 2.9.2.2. Adiponektinin AdipoR1 ve AdipoR2 araciligi ile intraselliiler
sinyalizasyon yolaklari (A ve B) [157].

Adiponektin tarafindan antiapoptotik etkiler yarimsaat i¢inde regiile edilirken,
glukoz ve yag metabolizmasi birkag dakika iginde regiile edilir. Scherer ve
arkadaglar1 [158] adiponektinin AdipoR1 ve AdipoR2 aracilig: ile hepatik seramid
miktarini diisiirdiigiinii, insiilin duyarliligim gelistirdigini bulmuslardir. iskelet kasi
ve karacigerde adiponektin; AMPK’y1 uyarir ekstraselliiler Ca**un hiicreye
girmesini saglar ve intraselliiler ortamda Ca** artirir. B hiicrelerinde ve karacigerde;
adiponektin seramid miktarini azaltir ve Sifingozinl-fosfat (S1P)’y1 arttirir. Scherer
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ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, adiponektinin S1P’yi artirarak
apoptotik hiicre 6limlerine kars1 koruma sagladigi bulunmustur [158].

2.9.2.1. AMPK

AMPK, AMP ile aktive edilmis protein kinaz’dir ve &nemli bir enerji
sensoriidiir. AMPK; hiicrede enerji azligimin bir gostergesi olan AMP/ATP oram
yiikseldiginde aktiflesen bir enzimdir. Cok sayida proteini fosforilleyerek hiicrede
yag asitlerinin oksidasyonunu arttirici, lipid ve glukoz sentezini inhibe edici etkiler
olusturur. Okaryotik hiicrelerde AMPK kaskad: enerji homeostazini saglamak igin
gelismis sistemlerden biridir. ATP seviyesinin diismesine cevaben AMPK aktive
olur. Metabolik stress beraberinde beslenme yetersizligi, uzun egzersizler, iskemi,
hipoksi, artan AMP/ATP veya ADP/ATP oranlar1 AMPK’nin aktivasyonunu
tetikleyen unsurlardir. Fakat hiicresel sistem; katabolik yollarla ATP {iretimini
baslatir ve anabolik yollarla ATP tiiketimini saglayarak dengeyi korur [159-165].

AMPK’nin protein kinaz aktivitesinin; asetil-KoA karboksilaz (ACC) ve
HMG-Ko0A rediiktaz enzimleri ile iliskili oldugu bildirilmistir. ACC ve HMGR
karaciger sitozolindeki sorumlu kinazlar tarafindan inaktive edilirler ve fosfataz
muamelesi ile reaktive olurlar. Carling’in rat karacigerinde yaptigi caligmada
sorumlu kinazlarm (HMGR kinaz ve ACC kinaz) ayni yapida oldugu belirlendigi
zaman, bu basamaklardaki etkili unsurun AMPK oldugu 1989 yilinda kesin olarak
tanimlanmistir. Klinik ¢alismalar enerji homeostaz eksikliginde insanlarda birgok
hastalik gostermistir (Tip 2 diyabet, obezite ve kanser gibi). Bu enerji
metabolizmasinda anahtar rolii AMPK istlenir [166].

AMPK’nin kalpte, beyinde, iskelet kasinda, karacigerde, pankreatik beta
hiicrelerinde, adipoz doku hiicrelerinde pek ¢ok farkli 6nemli rolleri vardir. Leptin ve
adiponektin; iskelet kasinda AMPK’y1 aktive eder, yag asidi oksidasyonunu stimiile
eder. Iskelet kasinda AMPK’nin leptin aktivasyonu SNS’ye (hipotalamik-sinaptik
sinir sistem aksis) yol agar. Adiponektin; karacigerde de AMPK’y1 aktive eder, yag
asidi oksidasyonunu artirir, glukoneogenezisi ise azaltir. Resistin; AMPK’y1 inhibe
eder. AMPK, B hiicrelerindeki insiilin sekresyonunu durdurur. Insiilin; AMPK
aktivasyonunu iskemide ve hipatalamusta inhibe eder (Sekil 2.9.2.1.1) [167].
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KALP ISKELET KASI

HIPOTALAMUS
iISTAH EGZERSIZ
Y
— ; SNS 1
YAG ASIDI ALIMI VE OKSIDASYON

GLUKOZ ALIMI
GLIKOLIiZ YAG ASIDI ALIMI VE OKSIDASYON
GLUKOZ ALIMI
MIiTOKONDRIAL BIOGENEZIS

lI.EI’TIN i *
ADIPONEKTIN AMPK
Insulin

Resistin ? / \
i B INSULIN
i

YAG AS.IDI SlENTEZI SALINIMI

LiroLiz YAG ASIDI SE =
"ﬁfy

PANKREATIK B
HUCRELER

ADIPOZ
HUCRELER

KARACIGER
Sekil 2.9.2.1.1. AMPK’nin hiicre i¢i enerji homeostasideki rolleri [167].

AMPK’nin Yapist:
Heterotrimerik yapidadir; alfa, beta, gama alt birimlerine sahiptir. ATP’nin
kullanimina ya da tiretilmesine bagli olarak fosforilasyona ugrar (Sekil 2.9.2.1.2.).

LKB1/ CaMKKB
T172
M I IC ot
T17,
N I I a2
Catalytic domain Auto-inhibitory  B/y subunit binding
domain domain
N[ | | - 1IC 1
N[ | | | 1IC B2
Glycogen binding a/y subunit binding
domain domain
AMP/ATP binding domains
Bateman domain 1 Bateman domain 2
N 1
N[ sSB1i [ JcsB2 | [CSB3 [ [CSB4AT]|C Y2,

125

[CSB1 | JcsB2 | [csB3 | [csea []C

Sekil 2.9.2.1.2. AMPK’nin yapisi [168].
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AMPK’nin Regiilasyonu:

AMPK, AMP tarafindan allosterik olarak regiile edilir. Allosterik etkinin
derecesi AMPK kompleksindeki y isoformunun var olmasma baglidir. AMPK’nin
reglilasyonun ilk basamagi; threonin biriminin (Thrl72) fosforilasyonu tarafindan
aktive olmasidir. PP1, PP2A [PPP (fosfoprotein fosfataz ailesi)] ve PP2C [PPM
metal bagimli protein fosfataz ailesi]’nin tyeleri Thr172’yi defosforile ettigi
gosterilmistir. AMP ile regiilasyonda, LKB1 ve CAMKK kinazlar Thrl72 tizerinden
AMPK’y1 fosforile eder. ADP ile regiilasyonda ise ADP Thrl72’yi
defosforilasyonuna kars1 korur fakat AMPK ’ya allosterik etki etmez [169].

v

Kolesterol ACC azahr Gl_ukoz alnpl artar
sentezi azalhr Mitokondrial
l biogenezis artar
Lipid sentezi
azahr
FAO artar

Sekil 2.9.2.1.3. AMPK nin regiilasyonu [169].
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AMPK’nin Etkileri:

a) Hipotalamus ve AMPK etkisi: AMPK aktivitesinin azalmasi ile besin
aliminin azalmasindaki olas1 mekanizma; leptin, insiilin, glukoz ve alfa-lipoik asit
(alfa-LA) hipotalamik AMPK aktivitesini azaltir. Bunun sonucu olarak da ACC
aktivitesi artar. Boylelikle azalmis AMPK aktivitesi besin aliminin azalmasina yol
acar [170].

AMPK ayrica ACC enzimini fosforilasyonla inaktive eder. Fosforlanmis
ACC inaktif olunca, malonil-KoA diizeylerini azaltir. Azalan malonil-KoA uzun
zincirli yag agil-KoA (LCAC)’nin, karnitin palmitoil transferaz-1 (CPT-1) aracilig1
ile mitokondrial beta oksidasyonu arttirir. Hipotalamusta malonil-KoA ve/veya
LCAC diizeylerinin artmasi besin alimini azaltir. Hipotalamik AMPK besin
aliniminin diizenlenmesinde rol oynar. Grelin ve glukoz, AMPK aktivitesini ve besin
alimini artirir (Sekil 2.9.2.1.4.).

ADIPONEKTIN TSR
5N7“ HIPOTALAMUS

EGZERSIZ l Leptin veya Vndiponektin reseptor ’ o-Adrenerjik
———— reseptor-
= ;“m’l’%

* Pi
ACC ———» ACC

ASETIL KOA H MALONIL KOA

YAG ACIL KOA /
-+

Sekil 2.9.2.1.4. AMPK’nin iskelet kasindaki yag asidi oksidasyonu iizerindeki etkisi [167].

b) Iskelet kas1 ve AMPK etkisi: Alfa-Lipoik Asid, hipotalamik AMPK’y1
baskilayarak besin alimini azaltir ve dolayisiyla enerji harcanmasini artirir. Alfa-
Lipoik Asid, yag dokusunda uncoupling proteinl (UCP-1) ekspresyonunu artirarak
ve iskelet kasinda AMPK’y1 aktive ederek enerji harcanmasimi artirir (Sekil
29.2.1.5)) [171].
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Alfa lipoik asit

Hipotalamik
AMPK
l Adipoz dokuda I
UCP-1
Beslenme Enerji tiiketimi

Sekil 2.9.2.1.5. Iskelet kas1 ve AMPK etkisi [171].

c) Adipoz doku ve AMPK etkisi: Adiponektin sistemik enerji dengesinde
cok onemli bir rol oynayan hiicresel enerji durumunun evrimsel korunmus sensorii
olan AMPK yolaginin, aktivasyonunu ve fosforilasyonunu uyarir. Adiponektin
AdipoR1 ve AdipoR2 reseptorlerine baglanarak AMPK’y1 aktive eden giiglii insiilin
duyarlilastirict etkisi bulunan bir adipositokindir (Sekil 2.9.2.1.6.).

Beyaz adipoz doku

SEKRESYON
ADIPONEKTIN

~ P )

/T
PEPCK ! \ ACO UCP2

Gé-fosfataz ¢
¥ SREBP1c oks
Glukeneogenezis | \
i TG miktan
Glukoz hizla |

Sekil 2.9.2.1.6. AdipoR1 ve AdipoR2 reseptorleri ve insiilin duyarliligr [143].

Enerji
tiiketimi

INSULIN DUYARLILIGI
ARTAR

Adiponektin; AMPK’y1 aktive eder, yag asidi oksidasyonunu uyarir, insiilin
duyarliligin1 ve glukoz metabolizmasini artirir. Glukoz kullanimi veya yag asidi
oksidasyonu stimulasyonu, adiponektin tarafindan AMPK’nin aktive olmasiyla
gerceklesir. Yapilan bir ¢alismada [172] adipositlerden farklilasan antidiyabetik
hormon adiponektin’in; glukoz metabolizmasinda, insiilin duyarliligini dogrudan
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dogruya diizenlemek yerine AMPK’y1 aktive ederek rol oynadigi sonucuna
varmiglardir [168].

d) Karaciger ve AMPK etkisi

o —— Adiponektin (jlobiil.e.:
—— .
S -
2

- — -, — iskelet kasi ,—l |

Kkaraciger I“’[llm / .
” ”I AMP : l‘]vhll\?/ ;‘II”;I.I artar bt
" pma i L

EPCK !, G6Pase |

B- AcCCl
1 Oksidasyon? l
3 o DI R B- /
Hlakoncogsneais / \ Oksidasyont
TG miktar1 azahr TG miktar: azahr
IRS-1/IRS-2 fonksiyonu artar IRS-1/IRS-2 fonksiyonu artar
insiilin duyarhihg artar Insiilin duyarhlig artar

Sekil 2.9.2.1.7. Karacigerde AMPK ve adiponektinin etkileri [173].

Beyaz adipoz dokudan salinan uzun zincirli adiponektin, AMPK
aktivasyonunu artirarak karacigerde glukoneogenezisi diigiiriip insiilin direncini ve
tip2 diyabeti diizeltmektedir.

AMPK’y1 aktive etmek ic¢in ¢ok sayida farmokolojik bilesik gelistirilmistir.
AICAR (5-Aminoimidazol-4-karboksiamid-1-B-D-ribofuranosid) 6nemli bir AMPK
aktivatoriidiir. A-769662; AMPK’nin selektif kii¢iik molekiil aktivatoriidiir, direkt
baglanir ve aktive eder. AMPK aktivatorleri, insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinde (HUVEC) hiicre proliferasyonunu ve DNA sentezini engellerler.
AICAR’in antiproliferatif etkisi, adenozin kinaz 5’-iyodotubersidin tarafindan
onlenir [173]. Metformin; oral hipoglisemik etken olarak bilinir ve AMPK’y1 endotel
hiicrelerde aktive eder. Metformin mitokondrial respirasyondaki kompleks I’i inhibe
eder ve bu da AMP/ATP oranimin yiikselmesine neden olur. Antidiyabetik ila¢ olarak
yayginca kullanilan metformin; prostat kanser hiicre biiylimesini inhibe edip
diyabetik hastalarda genel kanser riskini diisiirdiigii gosterilmistir [173]. Insiilin
diisliriicii ilag olan metformin’in ve insiilin duyarliligi diizenleyici adiponektin’in
ortak AMPK vyolu ile prostat kanseri prognozunda obezitenin olumsuz etkilerini
azalttig1 diistinilmektedir.
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AMPK ayrica endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS)’u fosforilasyonuna yol
acar ve eNOS’u aktive eder. Bu da Nitrik oksidin (NO) agiga ¢ikmasi ile sonuglanir.
Endotel hiicre gorevi lizerindeki AMPK’nin birgok etkileri eNOS’un aktivasyonu ile
iligkilidir (Sekil 2.9.2.1.3.5). Endotelden salinan NO; vazodilator etkilidir. Trombosit
agregasyonu, 16kosit adezyonunu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu inhibe ederek
aterogenezi geciktirdiginden dolayr damar sagligi agisindan 6nemlidir [174].

Endotel
hiicre 8lim

Sekil 2.9.2.1.8. AMPK ve eNOS arasindaki iligki [175].

NO; endotele 16kosit yapigsmasini Onler. Endotel hiicrelere oksitosin
uygulanmasiyla nitrik oksit iiretimi artar ve hiicre proliferasyonu gozlenir. AMPK;
endotel hiicreleri, adezyon molekiilleri ve kemokinlerin ekspresyonunu ortaya
cikarir.

AMPK; metabolik streslere, oksidatif ve inflamatuar olaylara kars1 endotel
hiicre canliligini korur. AMPK’nin; endotel hiicre canliligin1 korudugu bilinmesine
ragmen, endotel hiicre proliferasyonunda AMPK’nin rolii sinirhidir [176].

Kelly ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alisma [176] gosterir ki; AMPK,
insan endotel hiicre proliferasyonunda giiglii bir inhibitdriidiir. Insan endotel hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu, AMPK’nin aktivasyonundan sonra gézlemlenmistir.
Endotel hiicrelerin migrasyonunu AMPK nin inhibe ettigini; fakat endotel hiicrelerin
tiip benzeri yapilara farklilagmasini stimiile ettigini bulmuslardir. AMPK; endotel
hiicre bliylimesini bloke eder. eNOS’un bu c¢alismada ve endotel hiicrelerindeki
AMPK’ya etkisi olan baska bir ¢alismadada (Gaskin et al. 2007, 2009; Liu et al.
2011) olumlu etkileri gdzlemlenmistir. ilgili ¢alismalarin artmasiyla AMPK’nin
endotel hiicrelerin migrasyonunu ve proliferasyonunu bloke etmesiyle, kanser,
ateroskleroz ve diyabetik retinopati gibi patalojik rahatsizliklarda 6nemi artmistir
[177, 178].
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2.9.2.2.eNOS

Endotel kaynakli gevseme faktorii olarak tanimlanan NO oksitlenerek nitrit
(NO,) ve nitrat (NO3)’a doniisebilir [179]. NO yar1 6mrii ¢ok kisa olan bir radikaldir
[180]. Asirt ve kontrolsiiz NO sentezi hiicreler igin zararli olmaktadir. NO diisiik
konsantrasyonlarda ¢ok 6nemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir [180, 181].

NO, endotel tarafindan siirekli olarak sentezlenen suda eriyebilir bir gazdir.
NO, eslenmemis elektron 6zellidi ile bir serbest radikaldir [179]. Oldukga toksik ve
renksiz bir gaz olan nitrik oksit, yapi itibari ile serbest radikal oldugundan yar1 dmrii
¢ok kisadir (2-30 sn) [180]. NO, lipofobik 6zelliktedir ve oksijensiz ortamda oldukca
stabildir. NO, bilinen en diigiik molekiil agirlikli biyoaktif hiicre sekresyon iiriiniidiir
[181].

Nitrik oksit olusumu, Nitrik oksit, kalsiyum-kalmodulin bagimli enzim olan
nitrik oksit sentaz tarafindan endotel hiicreleri iginde L-arjinin amino asitinden
devamli olarak sentezlenir [182].

NAWAW
L-arjinin . > Sitritllin+t NO

NOS

Bu reaksiyonu katalizleyen enzim nitrik oksit sentaz (NOS)’ dir. NADPH,
NOS i¢in bir kosubstrattir. Yine flavin mononukleotid (FMN), flavin adenin
diniikleotid (FAD) ve tetrahidrobiyopterin ise kofaktorlerdir [183].

NOS fiziko-kimyasal 6zelliklerine gore iki gruba ayrilir;

1) Yapisal (konstitutiv) nitrik oksit sentaz cNOS: Bu izoformun ayirici
ozelligi, aktivitesinin iyonize olmus kalsiyum (iCa"™)’ye bagimli olmasidir.
Ozellikle damar endotel hiicreleri, lirogenital sistem dokular1, santral periferik
sinir sistemi noronlari, adrenal korteks ve medulla hiicreleri, trombositler ve
barsak interstisyumunda bulunmaktadir. Hiicre i¢i iCa’™ arttiran her tiirlii
etkilesimde, kalsiyumun kalmoduline baglanmasiyla olusan kompleks (Ca*"-
kalmodulin), c¢cNOS’un aktiflesmesini saglar ve NO sentezlenir. c¢cNOS
izoformlar iki kisimda incelenir; nNOS (ndronal) ve eNOS (endotelyal)’dir.

a) nNOS kaynakh NO: Esas olarak sinir sisteminde bulunmakla beraber
diger dokularda da tespit edilmistir. Noronal tip sitozoliktir [184].

b) eNOS kaynakh NO: Diiz kaslarin gevsemesini saglayarak; kan basincini,
kan akis hizin1 ve dolayisiyla kalp kasilmasini regiile eder. Trombositlerin,
adezyon ve agregasyonlarini inhibe eder [185].

2) Uyanilabilir NOS (iNOS): Bu izoformun aktivasyonu igin ortamda iCa™"
bulunmasi gerekmez.
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eNOS endotelde siirekli olarak sentezlenir. Kiiltiirde endotel hiicresi ile
yapilan deneylerde NOS sentezinin bir¢cok faktdr tarafindan artirilip, azaltildig
gosterildi. eNOS sentezini arttiran faktorler shear stres, lizofosfotidilkolin (yag
asidlerinden birini kaybetmis bir fosfolipid), siklik GMP analoglaridir. Diizenli
egzersiz yaptirilan kopeklerde eNOS diizeyi artmustir. eNOS aktivitesini azaltan
faktorler ise TNF-a, okside LDL ve hipoksidir. Bu durumlarda mRNA’nin
posttranskripsiyonel Omriiniin kisalmasi, eNOS sentezinin azalmasinda 6nemli rol
oynar. Ayrica kaveolanin transmembran proteini olan kaveolin de eNOS’1 inhibe
edebilir. Bu inhibisyon kalmodulin-Ca*® kompleksi tarafindan tamamen ortadan
kaldirilir. Aterosklerotik plak {izerindeki endotel hiicrelerinde eNOS sentezinin
azalmadig1 gosterilmistir [186].

Adiponektin, AdipoR1 ve ya AdipoR2 reseptorlerini uyararak AMPK
aktivitesini arttirir, boylece eNOS aktivitesinin de artmasmna yol agar. AMPK ve
eNOS arasinda pozitif bir iligki vardir.

Myatt ve arkadaglart eNOS’u inceleyerek IUGR ve preklamptik
gebeliklerdeki plasental villuslart incelemislerdir. eNOS’un IUGR’de arttigin
bulmuslardir [187, 188].
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MATERYAL ve METODLAR

3.1. Materyaller

Bu calismada yapilan tiim deneyler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Deneylerde kullanilan siganlar,
Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden temin edilmistir.

e Trizol, SuperScript™ III First-Strand Synthesis System, Platinum Tag DNA

polymerase, Lizis tamponu, DNase I, Agaroz, 10 bp DNA standardi,

DNase/RNase free distile su ve Jel yiikleme tamponu Invitrogen’den

Adiponektin Rat ELISA kit’I Abcam’dan

Glisin Sigma’dan

Yagsiz siit tozu, sekonder antikorlar Bio-Rad’dan

Poliklonal Fosfo-eNOS antikoru, Fosfo-AMPKa antikoru Cell Signaling’den,

AdipoR2 (N-16) antikoru Santa Cruz’dan

e Monoklonal AMPK antikoru, eNOS (49G3) antikoru Cell Signaling’den,
AdipoR1 antikoru, Adiponektin antikoru Abcam’dan

e Nitroselilloz membran, kemiliiminesans reaktifi, CL-XPosure Film ve protein
marker Thermo’dan

e Developer ve Fiksatif [llfor’dan saglandi.

e Primerler MWG Biotech firmasi tarafindan sentez edildi.

3.2.  Denekler

Deneyde kullanmilan erkek ve disi siganlar Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlar1 Unitesinden, Akdeniz Universitesi, Deney hayvanlari Etik Kurulu’ndan
onay almarak (23.01.2012, karar no:06). temin edildi. Bu arastirmada Akdeniz
Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde yetistirilen 6-8 haftalik, daha énce hig
deneye girmemis ve ortalama agirliklart 250-300 g olan Rattus norvegicus irki 48
disi ve 4 adet erkek ergin sigan kullanildi. Erkek siganlar deney sonrasinda deney
hayvanlar tlnitesine geri iade edildi. Denekler standart diyet ve musluk suyu ile
beslenerek, iki disiye bir erkek olacak sekilde kafeste bir gece birakildiktan sonra
ertesi sabah deneklerin vajinalarindan vajinal sivilar almip lam'lara vajinal sivi
yaymalar1 (vajinal simir) yapildi. Mikroskopta bakilan simir preparasyonlari ile
sperm tastyan siganlar belirlendi ve bu hayvanlarin gebeligin birinci giinlinde
olduklar1 kabul edildi. Deney modelimizde, kontrol ve deney grubu (IUGR)
mevcuttur. Deneklerle plasental gelisimin gergeklestigi gebeligin degisik gilinlerinde
( gebeligin 14, 18 ve 20. giinlerinde) ¢alisildi. Deney modelimiz; kontrol (24 ) ve
deney (24 ITUGR ?) gruplar1 olmak {izere iki ¢alisma grubundan olusturuldu. Toplam
48 disi denek kullanildi. Gebe disiler gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde eter
anestezisi altinda sakrifiye edildiler.
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3.3. IUGR Modelinin Olusturulmasi

Sicanlarda deksametazonla ITUGR olusturulmasi igin literaturde bildirilen
sekil ve miktarda deksametazon uygulandi (148-150). Gebeligin 10. giiniinde
deksametazon (Dexamethasone acetate Sigma, Katalog No: D1881) enjeksiyonuna
baslandi. 10. giinde enjeksiyona baslanan gruplar 14, 16, 18 ve 20. giinlerde sakrifiye
edildiler. Enjeksiyonun yapildig: ilk giin deney grubundan her hayvana 0,1mL'lik
%10’luk etanol i¢cinde ¢oziilen deksametazon asetat, kilogram basina 100 mikrogram
olacak sekilde boyun bolgesinden subkutan olarak enjekte edildi. 11-20. giinlerde bu
hayvanlara 200 mikrogram/kg olacak sekilde deksametazon verilmeye devam edildi.
Kontrol gruplarina ayn1 miktarlarda serum fizyolojik enjekte edildi.

3.4.  Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol ve IUGR olusturulan
sicanlar eter anestezisi altinda bayiltilip diseke edildikten sonra, plasentalar1 ve
embriyolar: ayri ayr1 alindi ve ayr1 ayri agirliklar 6lgitildii. Plasenta 6rnekleri, PCR
ve Western Blot ¢alismalarinda kullanilmak tizere sivi nitrojene alindi ve muhafaza

edildi.

3.5. Western Blot Teknigi
Western blot, kompleks bir karigim igerisindeki spesifik bir proteinin
molekiiler agirligina gore saptanmast metodudur.

Kullanilan Solusyonlar

Lizis tamponu:

50 mM Tris-HCI, pH7.4
150 mM NaCl

%0.3 Sodyumdeoksikolat
1 mM EGTA

1 mM PMSF

1 mM NazVVO,

1 mM NaF

1 ng/mL Aprotinin

1 ug/mL Leupeptin

1 pg/mL Pepstatin

Yiikleme tamponu:

%20 (v/v) Gliserol

%5 (w/v) SDS

%0.15 (w/v) Bromfenol mavisi
%3 2-Merkaptoetanol

63 mM Tris-HCI, pH 6.8
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10 x Elektroforez tamponu:

30.29 g Tris-HCI, pH 8.7

150.14 g Glisin
10 g SDS

1 L’ye distile su ile tamamlandi.

10 x Transfer tamponu:

60 g Glisin
24.22 g Tris-HCI
1 mg/mL EDTA

2 L’ye distile su ile tamamlandi. Kullanim i¢in 100 mL 10 x transfer tamponu ve 100

mL metanol karistirilip 1 L’ye tamamlandi.

Yikama tamponu (TBS-T):

60.55 g Tris
87.66 g NaCl

1L ye distile su ile tamamlanarak (Tris-buffered saline with Tween)TBS ¢6zeltisi
tamamlandi. Bu ¢6zeltiden 10mL alinip tizerine 90mL distile su ve ImL Tween 20

ekleyerek TBS-T ¢ozeltisi olusturuldu.

Bloklama solusyonu:

%35 (w/v) yagsiz siit tozu yikama solusyonu igerisinde ¢oziildii.

Tablo 3.5. Western blotta kullanilan ayirma jeli ve toplama jeli.

%7.5 Ayirma Jeli | %]12.5 Ayirma Jeli | %5 Ayirma Jeli
Steril su 2000 pL 1320 puL 2340 pL
Ayirma Soliisyonu | 1000 pL 1000 pL 1000 pL
Poliakrilamid 1000 pL 1650 pL 670 puL
TEMED 5uL S5uL 5uL
%10 APS 30 puL 30 pL 30 uL
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Toplama Jeli

Steril su 1155 uL

Toplama Soltisyonu |500 uL

Poliakrilamid 330 uL
TEMED 2.5 uL
%10 APS 15 uL

Doku temini esnasinda kriyotiipler i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-196°C)
muhafaza edilen plasentalardan western blot deneyinde kullanilmak {izere lizatlar
hazirlandi. Plasenta Ornekleri, igerisinde sivi nitrojen bulunan havanda doviilerek
dokularin tamamen par¢alanmasi saglandi. Toz haline gelen plasentalar
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak agirliklar tartildi. 0,2 g doku basimna 600 mikrolitre
lizis tamponu ve 10 mikrolitre proteaz inhibitér kokteyli olacak sekilde hesaplama
yapilarak tiiplere lizis tamponu ve proteaz inhibitér kokteyli konuldu. Tiiplerin
icindeki dokular homojenize edildi ve 15.000 rpm’de 15 dakika +4°C’de santrifiij
edildi. Siipernatantlar alinip pelet kismu atilarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar
-20°C’de muhafaza edildi.

Elde edilen siipernatantlarin protein konsantrasyonlari, standart olarak sigir
serum albumini (BSA) kullanilarak Lowry yontemi ile olgiildii. Esit miktarlarda doku
lizat1 yiikleme tamponu (Laemli tamponu) ile karnigtirthp 95°C’de 10 dakika
kaynatildi ve g¢alisilacak proteininin molekiil agirligina uygun konsantrasyondaki
SDS-poliakrilamid jellere (Tablo 3.5.) yiiklenip elektroforeze tabi tutuldu.
Elektroforez sonrasi jel, plakalardan uzaklastirildi ve transfer sistemine alinarak
nitroselliloz membrana transfer edildi. Transfer sonrasi, membran bloklama
soliisyonu (%5 lik yagsiz siit tozu) icerisinde 1 saat oda 1sisinda bekletildi. Bloklama
asamasindan sonra, Adiponektin (1:500 diliisyon), AdipoR1 (1:1000 diliisyon),
AdipoR2 (1:1000 diliisyon), fosfo-AMPK (1:1000 dilisyon), AMPK (1:1000
diliisyon), fosfo-eNOS (1:1000 diliisyon), ve eNOS (1:1000 diliisyon) antikorlari ile
gece boyu 4°C>de bekletildi. Primer antikor asamasini takiben membran {li¢ defa 20
dakika TBS-T ile oda 1sisinda yikandi. BOylece ortamdaki zayif baglanan veya
baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Yikama asamalarindan sonra, bloklama
soliisyonu icerisinde hazirlanan primer antikor tliriine gore belirlenmis sekonder
antikor ile oda 1s1sinda 2 saat inkiibe edildi ve bu inkiibasyonu takiben TBS-T ile ii¢
defa 20 dakika yikandi. Yikama isleminden sonra, membran bir kemiluminesans
reaktifi ile gelistirildi. Geligtirme islemini takiben membran hiperfilme aktirilip film,
developer solusyonu ile gelistirilip fiksatif solusyonu ile fiksasyon islemine tabi
tutularak spesifik proteinler goriintiilendi. Esit protein konsantrasyonunun tespiti i¢in
nitroselloliiz membran strip islemine tabi tutularak bu kez beta aktin antikoru ile
muamele edildi.
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3.6. Geri (""Revers™) Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PCR)

RT-PCR, RNA’dan tamamlayict DNA (cDNA) sentezi (geri transkripsiyon)
ve cDNA’nin da standart PCR yoluyla ¢ogaltilmasidir. PCR reaksiyonu, spesifik bir
DNA parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir.

DNaz-muamelesi:
RNA (3 pg) 1U RQ1 RNaz-igermeyen DNaz I ile 37°C’de 15 dakika
muamele edildi ve cDNA sentezi i¢in kullanildi.

cDNA sentezi:
cDNA sentezi, Invitrogen’in Superscript III First Strand Synthesis System Kkiti
kullanilarak gergeklestirildi.

DNaz ile muamele edilmis olan 2 ug RNA 6rnegi, 1 uL 50 ng/uL random
hekzamer primerleri, 1uL 10mM dNTP karisimi ile karigtirildi. Toplam hacim
DEPC-ile muamele edilmis su ile 10 pL’ye tamamlandi. Bu karigim 65°°de 5 dakika
inkiibe edildi. Siire sonunda RNA/primer karisimina, 10xRT tamponu, 25mM
MgCl12, 0.1M DTT, RNaseOUT (40 U/uL) ve Superscript III RT (200 U/uL)’den
olusan toplam 10 pL’lik cDNA sentez karisimi ilave edilip yavasga karistirildi. Bu
karigim, 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 50 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon 85°C’de 5
dakika inkiibe edilerek sonlandirildi. Son olarak da bu karigimin tizerine 1 nLL RNase
H ilave edildi ve 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi. Elde edilen cDNA’lar PCR igin
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

PCR

Reaksiyon karisimi:

1 x PCR tamponu

0.2 MM dNTP

1.5 mM MgCl,

10 uM Forward primer
10 uM Reverse primer
1 U Tag-polimeraz

2.5 uL cDNA

Steril distile su

Primerler:

Oligoniikleotid primerler insan sigan Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2 ve
Beta-aktin sekansi temel alinarak gen bankasindan secildi. Internal kontrol olarak
Beta-aktin kullanildi. Kullanilan primerlerin sekanslari, gen numaralar1 ve PCR
sonucu agiga ¢ikan iriiniin fragment biiyiikligi asagidaki tabloda belirtilmektedir
(Tablo 3.6.).
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Tablo 3.6. RT-PCR deneyi i¢in kullanilan oligoniikleotid primerler

Gen Forward primer Reverse primer Uriin
(bp)

Adiponektin 5-ATGGCAGAGATGGCACTCCT-3' 5-GGTGAAGAGAACGGCCTTGT-3' | 389

(Gl: 326633221)

AdipoR1 5-CTACCTGCTACATGGCCACA-3' 5-TGGAGAGGTAGATGAGCCGT-3' | 308

(Gl: 46485455)

AdipoR2 5-TGTATTCTTCCTGTGCCTGG-3' 5-TGAGAGACGATAATGGCTGC-3' | 327

(Gl: 83816890)

Beta-aktin 5-CATGAAGATCCTGACCGAGC-3 5-CAGACAGCACTGTGTTGGCA-3" | 335

(GI: 42475962)

PCR reaksiyonu 50 uL’lik reaksiyon karisiminda ve ‘thermal cycler’da (Bio-
Rad) her bir gen i¢in 6zgiil olarak hazirlanan PCR programinda gerceklestirildi.

Agaroz Jel Elektroforezi:

DNA molekiillerinin agaroz jel iizerinde ayrilmasini saglayarak analiz
edilmesini saglayan bir yontemdir. Ultraviyole (UV) 15181 altinda floresan etki
gosteren etidyum bromiir boyasinin kullanimi ile DNA‘nin jel {izerindeki yeri
belirlenir.

Kullanilan Solusyonlar

1 X Tris Asetat EDTA (TAE) tamponu
40 mM Tris, pH 7.2

20 mM Na-asetat

1 mM EDTA

%1.5 Agaroz soliisyonu: 1.5g agaroz 100mL 1 X TAE igerisinde
¢oziildiikden sonra, mikrodalgada kaynatildi. Jel oda 1sisinda yaklasik SOOC’ye kadar
sogutuldukdan sonra {izerine son konsantrasyonu 0.5ug/mL olacak sekilde etidiyum
bromiir (10mg/mL) ilave edildi.

Jel-yiikleme tamponu
%50 Gliserol

1 x TAE tamponu

%1 Bromfenol mavisi

Jele yiiklemeden once ornekler jel-yiikleme tamponu ile karistirildi. SuL 100
bp DNA standart1 bir kuyucuga yiiklendi. Elektroforez sonucu elde edilen DNA
bantlar1 Bio-Rad Gel-Doc XR cihazinda UV 15181 altinda goriintiilendi.

3.7.  Serum Adiponektin Diizeyleri

Kontrol ve deney gruplarindan kan 6rnekleri alindiktan sonra serumlar ayrildi
ve bunlarda adiponektin diizeyi 6l¢giildii. Serum adiponektin diizeyini 6lgmek igin
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) yontemine dayali "Rat
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Adiponektin kiti" kullanildi. 12.5-200 ng/mL arasinda 5 standart konsantrasyon
aralig1 kullanildi ve rat adiponektin standart egrisi olusturuldu.

3.8. Istatistiksel Analizler

Kontrol ve deney gruplarina ait plasenta ve embriyo agirliklar1 hassas terazi
ile olciildiikten sonra gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup
olmadigimi belirlemek i¢in SigmaStat 3.5 programi kullanilarak Student t-testi
uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Western blot ve RT-PCR deneyleri sonucunda kontrol ve deney gruplarina ait
bantlarin yogunluklar1 Alpha Digi Doc 1000 (Alpha Innotech Corporation, CA,
USA) kullanilarak yapildi. Elde edilen verilere SigmaStat 3.5 programi kullanilarak
Student t-testi uygulandi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup
olmadigi belirlendi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Serum adiponektin diizeyleri igin istatistiksel degerlendirme, Statistical
Package for Social Sciences (SPSS Release 11,5, SPSS inc. Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak yapildi. Parametrik degiskenler i¢in Student t testi kullanildi.
Istatistiksel anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Plasenta Agirhklan

Kontrol ve IUGR gruplarina ait plasentalarin agirliklar 6lgiildii. Ol¢iimlerin
sonucunda Deksametazon enjeksiyonu ile olusturulan IUGR gruplarina ait
plasentalarin, gebeligin tiim giinlerinde kontrol gruplarina kiyasla daha kii¢iik oldugu
belirlendi. IUGR gruplarina ait plasentalarda gézlenen agirlik azaliglar1 16. ve 20.
giinlerde istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edildi (p<0,05) (Sekil 4.1, Tablo
4.1))

Tablo 4.1. 14-20. giinler arasi gruplara ait plasenta agirliklar1 (ortalama = SEM, p degerleri, n
degerleri)

Plasenta Agirliklar: (g), Ortalama + SEM, p degeri, n degeri

Gebelik Giinleri Kontrol Grubu IUGR Grubu

14 0,1730 + 00583 (n=72) 0,1690 £ 00795
(p=0,674) (n=44)

16 0,302 +0,0142 (n=40) 0,235+ 10,0103
(p<0,001) (n=48)

18 0,335 +0,0218 (n=30) 0,324 £ 0,0107
(p=0,637) (n=40)

20 0,534 + 0,0118 (n=48) 0,432 +0,0155
(p<0,001)" (n=47)
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Sekil 4.1. Gebeligin 14-20. giinleri arast kontrol ve IUGR gruplarina ait plasenta agirliklar

(*p<0,05)

4.2. Embriyo Agirhiklar

14. giinden itibaren embriyolarin agirliklar1 degerlendirildiginde kontrol ve
IUGR gruplar arasinda 14 ve 16. giinlerde (sirasiyla p=0,584, p=0,372) istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmazken gebeligin 20. giiniinde (p<0,001) IUGR
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis oldugu belirlendi (Sekil 4.2, Tablo

42).

Tablo 4.2. 14-20. giinler aras1 gruplara ait embriyo agirliklar1 (ortalama £SEM, p degerleri, n

degerleri)

EmbriyoAgirhiklar: (g), Ortalama £ SEM, p degeri, n degeri

Gebelik Giinleri

14

16

18

20

KontrolGrubu IUGR Grubu

0,138 +0,0079
(p=0,584) (n=44)

0,142 +0,00379 (n=72)

0,4 +0,0105
(p= 0,372) (n=48)

0,415 +£0,0131 (n=40)

0,852 +0,0894 (n=30) 0,874 +0,0632

(p<0,001)" (n=40)

2,987 +0,0759

3,581 +0,0457 (n=48) 0
(p<0,001)" (n=47)
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Sekil 4.2. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarina ait embriyo agirliklar:
(* p<0,05)

4.3.  Western Blot Bulgular:

4.3.1. Adiponektin Ekspresyonu

IUGR gruplarina ait plasentalarda giinler arasinda farkli sonuglar elde edildi.
Gebeligin 20. (p=0,231) giiniinde Adiponektin/Beta aktin ekspresyonunda kontrol
grubuna kiyasla bir diisiis gézlenirken 14. (p<0,001)", 16. (p=0,077) ve 18. (p=0,357)
giinlerde artis gozlendi. 16. giin ve 18. giin gruplar arasinda ¢ok belirgin bir fark
yoktu (Sekil 4.3.1.). 14. giin kontrol ve IUGR gruplari arasinda anlamli bir artis
gozlemlendi. Kontrol ve IUGR gruplarma ait Adiponektin/Beta aktin protein
miktarlar Sekil 4.3.1.’de verilmistir.

A

Kontrol IUGR
14 16 18 20 14 16 18 20
Adiponektin @71D2) [
Beta aktin (42kDa) [ S - w— e e e ]|
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Sekil 4.3.1. Gebeligin 14-20. giinleri arasi kontrol ve IUGR gruplarina ait adiponektin protein
ekspresyonlart. A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki adiponektin ve
internal kontrol olarak beta-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar
gosterilmektedir. Sekildeki sonug en az 5 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western
blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun
grafik sekline doniistiiriildii. Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Gilinlere gore
kontrol ve IUGR gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=5).

4.3.2. AdipoR1 Ekspresyonu

AdipoR1 proteinin ekspresyonu incelendiginde gebeligin tiim giinlerinde
kontrol grubuna kiyasla IUGR (Sekil 4.3.2.) gruplarinda artis oldugu gézlendi. Bu
artis istatistiksel olarak anlamli degildi.
ekspresyonu (Sekil 4.3.2.) degerlendirildiginde en fazla artis 14. (p=0,406) ve 16.
(p=0,067) giinlerde gbzlemlenmistir. 18. (p=0,977) ve 20. (p=0,990) giinlerdeki
artiglar daha azdir. Kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR1/Beta aktin bant

yogunluklari (Sekil 4.3.2.)’de verilmistir.

Kontrol

IUGR grubuna ait AdipoR1/Beta aktin

IUGR

14 16 18 20

16

20

adipok1 @3 100 T TR T

Beta aktin (42kDa)

e — ] — — et “—
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Sekil 4.3.2. Gebeligin 14-20. giinleri arasi1 kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR1 protein
ekspresyonlar1. A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR1 ve internal
kontrol olarak beta-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonug en az 5 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
doniistiiriildii. Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve [IUGR
gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=5).

4.3.3. AdipoR2 Ekspresyonu

IUGR gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle birlikte AdipoR2 ekspresyonunda
artis oldugu gozlendi (Sekil 4.3.3.). 18. ve 20. giinlerde, 16. giine nazaran daha fazla
artig tespit edildi (Sekil 4.3.3.). Kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR2
ekspresyonu karsilastirnldiginda 16. (p=0,849), 18. (p=0,023)" ve 20. (p<0,001)"
giinlerde IUGR grubu plasentalarda kontrol grubuna kiyasla bir artis oldugu
belirlendi. Gebeligin 14. (p=0,030)" giiniinde IUGR grubunda AdipoR2
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalis tespit edildi (Sekil 4.3.3.).

Kontrol IUGR
14 16 18 20 14 16 18 20

MR 0 [ e e ]
bt st (440 [ e e e ]
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Sekil 4.3.3. Gebeligin 14-20. giinleri arasi kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR2 protein
ekspresyonlari. A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR2 ve internal
kontrol olarak beta-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonug en az 5 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
doniistiiriildii. Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve IUGR
gruplari arasindaki istatistiksel anlamhilig1 gosterir (p<0.05, n=5).

4.3.4. AMPK’n Fosforilasyonu

Kontrol ve IUGR gruplari arasinda farklilik olmadig tespit edildi. Gebeligin
ilerlemesiyle birlikte fosfo-AMPK ve AMPK ekspresyonunda artis oldugu gézlendi.
16. (p=0,619) ve 18. (p=0,748) giinlerde 14. (p<0,001)" ve 20. (p=0,974) giinlere
gore artig belirlendi (Sekil 4.3.4.). Kontrol ve IUGR gruplarina ait fosfo-
AMPK/AMPK ekspresyonu karsilastirildiginda 14, 16, 20. giinlerde [UGR grubu
plasentalarda kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu belirlendi. Gebeligin 14.
giiniinde TUGR grubunda fosfo-AMPK/AMPK ekspresyonundaki azalma istatiksel
olarak anlamli bulundu.

Kontrol IUGR
14 16 18 20 14 16 18 20

fosfo-AMPK (62kD2) [N )

AMPK (62kDa)
Beta aktin (42kDa)
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Sekil 4.3.4. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarina ait fosfo-AMPK/AMPK
protein ekspresyonlari. A. Kontrol ve TUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki fosfo-
AMPK/AMPK ve internal kontrol olarak beta-aktin proteinlerinin western blot sonucuna
ait bantlar gosterilmektedir. Sekildeki sonug en az 5 tekrardan birini temsil etmektedir. B.
Western blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen
veriler siitun grafik sekline doniistiiriildii. Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *,
Giinlere gore kontrol ve IUGR gruplar1 arasindaki istatistiksel anlamliligi gosterir
(p<0.05, n=5).

4.3.5. eNOS Fosforilasyonu

Kontrol gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle birlikte fosfo-eNOS/eNOS
ekspresyonunda ¢ok fazla bir degisiklik olmadigi goézlendi. Kontrol ve IUGR
gruplarima ait fosfo-eNOS/eNOS ekspresyonu karsilastirildiginda 14. (p=0,002)", 16.
(p=0,063), 18. (p=0,050)" ve 20. (p=0,774) giinlerde IUGR grubu plasentalarda
kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu tespit edildi. [UGR’da 14. (p=0,002)" ve
18. (p=0,050) " giinlerde azalis istatistiksel olarak anlamli bulundu ( Sekil 4.3.5.).

Kontrol IUGR
14 16 18 20 14 16 18 20

fosfo-cNOS (140kpa) [T IS S N R |

eNOS (140kDa) ' e — -
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Sekil 4.3.5. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve IUGR gruplarina ait fosfo-eNOS/eNOS protein
ekspresyonlari. A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki fosfo-eNOS/eNOS ve
internal kontrol olarak beta-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar
gosterilmektedir. Sekildeki sonug en az 5 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western
blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun
grafik sekline doniistiirildii. Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Giinlere gore
kontrol ve IUGR gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=5).

4.4. PCR Bulgular

4.4.1. Adiponektin Ekspresyonu

IUGR  gruplarinda  gebeligin  ilerlemesiyle  birlikte  adiponektin
ekspresyonunda bir artig oldugu gozlendi (Sekil 4.4.1.). Kontrol ve IUGR gruplarina
ait adiponektin ekspresyonu karsilastirildiginda 16. (p=0,190), 18. (p=0,212) ve 20.
(p=0,024)" giinlerde TUGR grubu plasentalarda kontrol grubuna kiyasla bir artis
oldugu tespit edildi. Gebeligin 14. (p=0,002)" giiniinde [IUGR grubunda adiponektin
ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla azalig tespit edildi (Sekil 4.4.1.). IUGR
grubunda tespit edilen bu farklar 14. ve 20. giinlerde istatistiksel olarak anlamliydi.
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Sekil 4.4.1. Gebeligin 14-20. giinleri arast kontrol ve IUGR gruplarma ait adiponektin mRNA
diizeyleri. A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki adiponektin ve internal
kontrol olarak beta-aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin jel
elektroforezinde (%1.5 agaroz jel) gbzlenen bantlart gosterilmektedir. Sekildeki sonug en
az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. RT-PCR sonuglarinin bantlarina ait
yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline donistiiriildii.
Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve IUGR gruplari
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.4.2. AdipoR1 Ekspresyonu

AdipoR1 proteinin ekspresyonu incelendiginde gebeligin tiim giinlerinde
kontrol grubuna kiyasla TUGR (Sekil 4.4.2.) gruplarinda 18. giin hari¢ artis oldugu
gozlendi. Bu artis [IUGR grubunda 16. ve 20. giinlerde istatistiksel olarak anlamli (p
<0,001) iken 14. glinde anlaml degildi (Sekil 4.4.2.).
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Sekil 4.4.2. Gebeligin 14-20. giinleri arasi kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR1 mRNA diizeyleri.
A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR1 mRNA ve internal kontrol
olarak beta-aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin jel
elektroforezinde (%1.5 agaroz jel) gozlenen bantlar1 gosterilmektedir. Sekildeki sonug en
az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. RT-PCR sonuglarinin bantlarina ait
yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline doniistiiriildii.
Sonuglar ortalama + SEM degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve IUGR gruplari
arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.4.3. AdipoR2 Ekspresyonu

Kontrol gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle birlikte AdipoR2 ekspresyonunda
bir azalma oldugu tespit edildi. 18. ve 20. giinlerde 16. giline nazaran bir miktar
yiikselme vardir (Sekil 4.4.3.). Kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR2 ekspresyonu
karsilastirildiginda 16. (p<0,001)", 18. (p=0,001)", 20. (p<0,001)" giinlerde TUGR
grubu plasentalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli artis oldugu belirlendi.
Gebeligin 14 (p<0,001)" IUGR grubunda AdipoR2 ekspresyonunun kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalis tespit edildi (Sekil 4.4.3.).
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Sekil 4.4.3. Gebeligin 14-20. giinleri arasi kontrol ve IUGR gruplarina ait AdipoR2 mRNA diizeyleri.
A. Kontrol ve IUGR gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR2 ve internal kontrol olarak
beta-aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen tiriinlerin jel elektroforezinde
(%1.5 agaroz jel) gozlenen bantlar1 gosterilmektedir. Sekildeki sonug en az 3 tekrardan
birini temsil etmektedir. B. RT-PCR sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi
sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline doniistiirildii. Sonuclar ortalama + SEM.
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve IUGR gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig
gosterir (p<0.05, n=3).

4.5. ELISA Bulgulan

Serum adiponektin diizeylerinde, kontrol ve IUGR gruplarinda kendi
aralarinda ¢ok biiylik degisiklik tespit edildi. Gebeligin ilerlemesiyle birlikte [UGR
gruplar arasinda azahs oldugu gozlendi. Her iki gruplar arasindaki 14. (p<0,001),
16. (p<0,001)", 18. (p<0,001)" ve 20. (p<0,001)" giinlerde istatistikselolarak anlaml
azalmalar tespit edilmistir (Sekil 4.5.). Kontrol ve TUGR gruplarina ait serum
Adiponektin diizeylerindeki azaliglar karsilastirildiginda, IUGR grubundaki 18.
giindeki azalis en fazladir.
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Tablo 4.5. 14-20. giinler aras1 gruplara ait serum Adiponektin miktarlari (ortalama += SEM, p
degerleri)

Serum Adiponektin Diizeyi, Ortalama = SEM, p degeri

Gebelik Giinleri Kontrol Grubu IUGR Grubu

14 44,683 + 0,555 21,2 +0,304
(p<0,001)

16 28,85+ 0,206 15,6 £ 0,338
(p <0,001)

18 26,167 £ 0,309 14,333 + 0*,123
(p<0,001)

20 34,7+ 0,465 15,95 + O,*407
(p<0,001)

50
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Sekil 4.5. Gebeligin 14-20. giinleri arast kontrol ve IUGR gruplarina ait serum Adiponektin diizeyleri
(*p<0,05).
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TARTISMA

Insan embriyo ve fetiis’{iniin uterusdaki gelisimini saglikli tamamlayabilmesi
icin anne ve fetiise ait genetik ve c¢evresel etkenlerin eksiksiz bir uyum ig¢inde
olmalar1 gerekir. Anne ile fetiis arasindaki iliskiyi saglayan, gelismekte olan fetiisiin
tiim gereksinimlerini karsilayacak sekilde diizenlenmis bir yap1 olan plasenta, besin
maddeleri, oksijen, elektrolitler, bliyiime faktorleri gibi insanin olusumunda gerekli
sayisiz maddelerin anne ile fetlis arasindaki aligverisini ve yapimini diizenler.
Fetiis’lin metabolik artiklarinin anne kanina verilerek uzaklastirilmasi da yine
plasentanin islevlerindendir. Plasenta bu islevleri yerine getirerek fetiis’iin sagligi
i¢in anahtar rol oynar [189].

Plasenta, biiyiime hormonlari ve biiyiimeyi diizenleyici hormonlar iireterek
fetal bilyiimeyi diizenler. Ornegin; insan plasental laktojen hormonu plasentanin
sinsisyotrofoblast hiicreleri tarafindan salgilanarak fetiiste insiilin benzeri biiyime
faktorii tretimini uyarir ve fetal dokulara besin ulagimini artirir, boylelikle fetal
biiylimeyi diizenler [190].

Maternal ve fetal yapilardaki gebelige bagli diizenlenmeler trofoblast
hiicrelerinin endokrin fonksiyonu tarafindan organize edilir. Trofoblast hiicreleri

farklilagtikga hormonlari, sitokinleri ve bilyliime faktorlerini salgilama kapasitesi
kazanirlar [191, 192].

Pek ¢ok tiirde oldugu gibi siganlarda da fetiis agirligi plasenta agirligiyla
orantilidir. Maternal yanlis beslenmede ya da plasental kan akisindaki bir
anormallikten dolay1 plasenta boyutu kiigiik kalirsa fetiis de kiiglik kalir. Kiiciik
kalmis ya da fonksiyon bozuklugu gosteren bir plasentanin sonunda kiigiik fetiisler
dogar [3].

Plasentanin iglevlerini bir arada ya da ayri ayri olarak etkileyen fetal,
maternal, ¢evresel ya da bilinmeyen etkenler fetal biiylimeyi ve yeni doganin dogum
kilosunu etkiler [193]. Aym1 zamanda plasentanin yetersiz gelisimi IUGR,
preeklampsi ve diger gebelik patolojilerine sebebiyet verir [7, 27, 194, 195].

IUGR, perinatal morbidite ve ndronal gelisimde aksakliklar ile yetiskinlerde
diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili dnemli bir klinik problemdir. Bu
problemin ¢6ziimii i¢in kesin tedaviler gelistirilemedigi gibi altinda yatan
patofizyolojik mekanizmalar da heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir [7]. Fetiise,
oksijen ve besin saglayan maternal mekanizmalarin normal olmamasi intrauterin
biiyiime geriligine neden olabilir [196].
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Gegtigimiz  yillarda pek ¢ok bulgu, IUGR’in fetlise yetersiz besin
saglanmasina karst bir adaptasyon oldugu seklindedir. Bu fetiislerin neredeyse
tamaminin plazma glukoz miktarlart normale gore daha disiiktir [197, 198].
Maternal glukozun az olmasi fetal hipoglisemi, fetal adaptasyon gibi 6nemli pek gok
sonu¢ dogurur. Fetal hipoglisemi baslangigta maternal/fetal glukoz konsantrasyon
gradiyentini kolaylastirir ve boylece plasentadan fetiise glukoz gecisi saglanir [199].
Ek olarak, hipoglisemi doku glukoz kullanimini siirlarken ayni zamanda insiilin
salinimin1 da sinirlar. Bu, ilk olarak fetal glukoz iiretiminin gerceklesmesine yol agsa
da sonralar1 hipoglisemi ile birleserek artan protein yikimina ve azalan protein
yapimina sebep olur [200]. Fetal hipoglisemi maternal glukoz kaynagindaki bir
diisiise karsilik saglanan besin miktarini artirmak ve fetal besin ihtiyacini azaltmak
icin calisir. Bu kosullarda olusan IUGR fetal hayati idame ettirmek icin basarili bir
adaptasyon olarak goriliir [190].

Intrauterin dénemde fetiisiin beslenmesini engelleyen bir durum karsisinda,
belirlenmis genetik faktorler devreye girerek yasamsal organlarin korunmasini
saglamak tizere periferik glukoz alimini Onlemekte, glukozu yasamsal organlara
yonlendirmektedir. Ancak fetal biiylimenin kritik donemlerinde gergeklesen bu
yeniden programlanma kalici hale gelmekte, ¢evresel faktorlerin besin agisindan asiri
zenginlesmesiyle de koruyucu olan bu mekanizma tersine isleyerek eriskin donemde
insiilin direncine yol agmaktadir [201, 202].

Hem maternal hem de umblikal Ol¢limler gostermistir ki, IUGR goriilen
gebeliklerde, plasental degisim bariyerinin her iki yanindaki kan akimi azalmistir.
IUGR olan fetiislerde belirli amino asitlerde azalma oldugu gézlenmistir. Amino
asitler, glukoz ile birlikte fetal insiilin salinimt1 igin primer uyarandir. [UGR’da ayn1
zamanda serbest yag asitlerinin transportu da azalmistir [7, 203].

Hayvan modellerinde genetik etkenler kontrol edilebildigi icin, gebelik
esnasinda, erken postnatal hayatta ya da ileriki evrelerde, ¢evresel etmenleri deneysel
olarak ¢aligmak miimkiindiir. En sik kullanilan TUGR modelleri, kalori ve protein
kisitlamasi, uteroplasental yetersizligin indiiklenmesi ve fetiisiin asir1 maternal
glukokortikoide maruz birakilmasidir [196].

Gebeligin ortalarindan sonlarma dogru fetiisiin artan glukokortikoid
seviyelerine maruz kalmasinin [UGR’a yol agacagina dair veriler giderek artmaktadir
[204, 205].

Gebeliklerinin ilerleyen donemlerinde koyunlara Betametazon uygulanmasi
IUGR’a neden olmustur [206, 207]. Benzer sekilde gebeligin ikinci yarisinda
sicanlara maternal deksametazon uygulamasi fetal agirlikta % 23 azalma, plasental
agirlikta % 51 azalma ile sonuglanmistir [3].

Bu c¢alismada, gebeligin 10. giinlinden 20. giiniine kadar subkutan olarak
uygulanan deksametazonun sicanlarda intrauterin biiylime geriligi olusturdugunu
gozlemledik. IUGR olusan hayvanlarda plasenta ve embriyo agirliklarinin kontrola
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gore daha az oldugu tespit edildi. Calismamizdan elde ettigimiz verilere gore, 20.
giinde ITUGR grubunun embriyo agirliklar1 kontrol grubuna kiyasla anlamli bir
sekilde diisiik bulundu. Diger taraftan IUGR gruplarina ait plasenta agirliklarinda 16.
ve 20. giinlerde anlamli bir azalma oldugu tespit edildi. Bu bulgularimiz, asir
maternal glukokortikoide maruz kalma sonucu fetal ve plasental agirliklarda azalma
oldugunu belirten calismalarla uyumluluk gostermektedir [3, 4, 208-212]. Gebelik
doneminde plasenta, embriyo ve fetiisiin gelismesinde, oOzellikle hiicresel
proliferasyon, hiicresel maturasyon, diferansiyasyon, glukoz transportu ve glikojen
sentez olaylarinda hiicre i¢i sinyal iletim molekiilleri olan protein kinaz B (PKB,
Akt) ve Ekstraseliiler sinyal regiile edici enzim 1/2 (ERK1/2) proteinlerinin oldukga
onemli oldugu ileri siiriilmektedir [28].

Gilinimiizde sican IUGR modellerinde adiponektin ve adiponektin
reseptorlerinin plasenta dokularindaki ekspresyonlari hala bilinmemektedir. Normal
ve biliylime geriligi olusturulmus sigan plasentalarinda ve embriyolarinda
adiponektinin etkisi hakkinda bilinenler siirlidir. Bu sicanlarin plasentalarinda
adiponektinin ve adiponektin reseptorleri araciligi ile hiicre i¢i sinyal iletim
yolaklarindan AMPK ve eNOS yolaklarinin aktif oldugu ve bu proteinlerin
aktivasyonu yada inaktivasyonu sonucunda plasental ve fetal gelisimde farkli roller
tistlendikleri ileri siiriilmektedir. Bu yilizden de bu ¢alismada adiponektin ile plasental
gelisim iliskisi arastirildi.

Adiponektinin insan plasentas1 tarafindan {retildigi ve sekresyonun
gerceklestirildigi  bilinmektedir [213, 214]. Ayrica adiponektin proteini, bazi
calismalarda insiiline duyarli hormon olarak tanimlanmis ve bircok hiicrede anti
inflamatuar, anti-anjiyogenik, anti-aterosiklerotik ve antiproliferatif etki gosterdigi
belirtilmistir [215-217]. Adiponektinin, reseptorleri olan AdipoR1 ve AdipoR2’ye
baglanmasi sonucu AMPK, Fosfatidilinositol-3-Kinaz (PI3K), P38/P42/P44 (mitojen
aktivasyon protein kinaz) ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK) yolagiminin aktive oldugu
birkag c¢alisgmada da gosterilmistir [143, 148, 149]. Bizim ¢alismamizda da
adiponektin ve adiponektin reseptdr2’nin, [UGR olan sigan plasentalarinda artmis
oldugu tespit edilmistir.

Western blot calismamizdan elde ettigimiz bulgulara gore adiponektin
ekspresyonunda IUGR gruplarina ait plasentalarda 14, 16, 18 ve 20. giinler arasinda
belirgin farklar vardi. Gebeligin 14, 16 ve 18. giinlerinde artis gozlenirken, 20.
giiniinde adiponektin ekspresyonunda kontrol grubuna kiyasla bir diislis gozlendi.
Kontrol ve IUGR gruplarinda 14. giinler arasindaki artis istatistiksel olarak anlaml
idi. Kim ve arkadaglariin fare embriyosunda yaptiklari ¢alismada implantasyondan
once adiponektin ekspresyonunun az, AdipoR1 ve AdipoR2 ekspresyonun fazla
oldugu bulunmustur. Fakat adiponektin ekspresyonun subkutan adipoz dokuda
yiiksek oldugu goriilmistir [218]. Bagley ve arkadaslarmin yapmis olduklari
calismada ise dokosahekzonik asit (DHA) uygulanan disi siganlarda, IUGR’1n adipoz
dokuyu normalize ettigi bulunmus ve adiponektin, AdipoR1, AdipoR2
ekspresyonlarinin arttigi goriilmiistiir. [208]. Bu sonuglara gore deksametazon ve
dokosahekzonik asit’in ayn1 etki yaptigi soylenebilir. Bizim ¢aligmamizda da ITUGR
olan disi siganlarin plasentalarinda adiponektin protein miktarinin artis tespit edildi.

61



Adiponektin miktarinin artmasi ile IUGR olan siganlar iizerinde insiilin duyarliliginin
gelisecegi diisiintilmektedir.

AdipoR1 ekspresyonu incelendiginde ise gebeligin 14 ve 16. giinlerinde
kontrol gruplarina kiyasla IUGR grubu plasentalarinda artis oldugu gozlenmistir.
Ancak bu artiglar istatistiksel olarak anlamli degildir. AdipoR2 ekspresyonunda da
IUGR gruplarn plasentalarinda 16, 18 ve 20. giinlerde yilikselme olmustur. Sadece
IUGR grubunun 18 ve 20. giinlerindeki artis istatiksel olarak anlamlidir. Gebeligin
14. giiniinde kontrol ve IUGR grubu arasinda istatiksel olarak anlamli bir azalis
bulunmustur. Bir ¢alismada; DHA-IUGR si¢an subkutan adipoz dokusunda AdipoR1
protein miktarin1 artmis bulmuslardir. Bu yiizden subkutan ve viseral adipoz
dokunun insiilin direncinin olusmasinda farkli roller aldig1 distiniilebilir. AdipoR1
ve ya AdipoR2’nin artis1 adipoz hiicrelerindeki adiponektinin baglanma kabiliyetini
arttirdigi - disiiniilmektedir [208]. Tam tersi olarak obezitede, AdipoR1 ve
AdipoR2’nin azaldig1 tespit edilmis ve insiilin duyarliliginda azaldigi belirlenmistir.
Bu yiizden AdipoR1 ve AdipoR2’nin glukoz metabolizmasinda ve insiilin
duyarliliginin regulasyonunda ¢ok onemli rollere sahip oldugu sdylenebilir [219].
Insiilin reseptérii (IR) ile yapilan bir ¢alismada, IR miktariin IUGR ve kontrol
gruplarinda benzer oldugu saptanmis, fakat fosfo-IR ve IR1 miktarinin IUGR
gruplarda artmis oldugu bulunmustur [220]. Adiponektinin artmasi ile AdipoR1’e
baglanmasinin kuvvetlendigi ve IR1 miktarinin da dogru orantili olarak arttig
bilinmektedir. Adiponektin insiilin duyarliligi olan bir hormondur.

Adiponektin sinyalizasyonunu ¢alismak i¢in AMPK fosforilasyonunu
inceledigimizde, gebeligin tiim giinlerinde kontrol grubuna kiyasla IUGR gruplarinda
artis oldugunu gozlemledik. Kontrol ve IUGR gruplarinda AMPK fosforilasyonunda
anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda IUGR grubunda AMPK fosforilasyonunda istatiksel olarak anlamli
bir azalma tespit edildi. Sigir hepatositlerinde yapilan bir ¢alismada yiiksek doz
adiponektin uygulandiginda AdipoR1 ve AdipoR2’nin protein ve mMRNA
miktarlarinin  arttigi, AMPK fosforilasyonunda protein miktarinin yiikseldigi
gosterilmistir. Bu da adiponektinin AdipoR1 ve AdipoR2’ye baglanarak trigliserid
miktarini azaltmasi ve AMPK’nin fosforlanmasi ile iliskilendirilebilir [221]. Ding ve
arkadaglariin ¢alismasinda AMPK fosforilasyonun globular adiponektin (gAd)’de
azda olsa yiikseldigini bulmuslardir. Tam uzunluktaki adiponektin (full-length
adiponectin, fAd)’deki sekresyonun, AMPK fosforlanmasi ile artmis olabilecegi
distintilmistiir [222]. Baska bir ¢alismada fosfo-AMPK/AMPK protein miktarinin
kontrol grubuna gore IUGR grubunda artmis oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada
hipotalamik AMPK’nin etkisi arastirilmistir ve bu durumun oreksijenik (istahi
arttiric1) etki ile uyumlu oldugu soylenebilir [223]. Oak ve arkadaslarinin
calismasinda AMPK ve fosfo-AMPK miktarlar1 western blot yontemiyle belirlenmis
ve IUGR grubunda arttig1 goriilmiistiir [224]. Bu artisin glukoz tasiyici protein 4
(Glut4) translokasyonu ile iliskili oldugu diisiiniilebilir. Normalde de AMPK artis1 ile
Glut4’in dogru orantili olarak arttigi bilinmektedir [160]. Calismamizda
kullandigimiz deksametazon gibi Egawa ve arkadaslarinin ¢alismasindaki forskolinin
de AMPK aktivasyonunu indiikledigi bulunmustur [225].
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Adiponektin  sinyalizasyonunu c¢alismak icin eNOS fosforilasyonunu
inceledigimizde, kontrol ve IUGR gruplarinda eNOS fosforilasyonunda ¢ok fazla bir
degisiklik olmadig1 gozlendi. Gebeligin 14 ve 18. giinlerinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda ITUGR grubunda eNOS fosforilasyonunda istatiksel olarak anlamli
bir azalma tespit edildi. Krause ve arkadaslarinin plasentada yapmis olduklari
calismada western blot bulgularina goére eNOS protein miktar1 [UGR grubunda
artt1g1, fosfo-eNOS/eNOS protein miktarmin azaldigr goriilmistiir. Bu artis ve
azalisin arjinaz aktivitesiyle iliskili oldugu disiiniilmektedir [226]. Bizim
calismamizda da IUGR grubunun belirli giinlerinde fosfo-eNOS/eNOS protein
miktarinda azalma tespit edilmistir. Barbara ve arkadaslarinin yaptiklart bir
calismada IUGR plasentalarinda eNOS ekspresyonunun arttigi  bulunmustur.
Aragtirmacilar bu sonucu AMPK’nin miktarinda artma ile iligskilendirmislerdir [227].
Koyun plasentasinda yapilan bir ¢calismada, eNOS protein ekspresyonunun azaldigi
tespit edilmistir [228]. Myatt ve arkadaslar1 ise eNOS un IUGR’l1 bireylerde arttigini
gostermislerdir [229]. eNOS fosforilasyonu ile ilgili birgok farkli yapilmis galisma
vardir.

Calismamizda serum adiponektin diizeyi giinlere gore kiyaslandiginda kontrol
ve IUGR gruplart arasinda azalis gostermektedir. Jing Wang ve arkadaslarinin
yaptiklar1 caligmada serum adiponektin ve resistin diizeyi IUGR’l1 grupta yiiksek
¢ikmistir. Bunu da yenidoganlarin agirliklariyla negatif bir korelasyon olduguna
baglamiglardir [230]. IUGR ve IUGR-DHA disi siganlarda uygulanan bir ¢alismada,
serum adiponektin diizeyi [IUGR’l1 gruptaki disilerde daha diisiik bulunmustur [208].
Yine basgka bir ¢alismada gebelik yasina gore kiigiik (SGA) c¢ocuklarda serum
adiponektin diizeyinin yiiksek ¢ikmasini, ¢ocuklarin yaslar1 ile ters korelasyon
oldugu iligkisine baglamiglardir [231]. Antonini ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada
SGA’l1 gocuklarda adiponektin diizeyi disiiktir [232]. Serum adiponektin miktari
hakkinda birbiriyle ¢elisen c¢alismalar vardir. Bagka bir calismada da maternal
adiponektin plazma konsantrasyonun IUGR’da azaldigi gosterilmistir [233].
Deksamatazon uygulunan siganlarda fetal kapiller damar yogunlugunun azaldigi ve
bunun maternal kan yogunlugunun artmasiyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir [234].
Baska bir ¢aligmada da leptin ve adiponektin konsantrasyonlarinin preeklampsi ve
IUGR grubunda kontrol grubuna gore yliksek ¢iktig1 gozlenmistir. Bu artisin
preeklampside oksidatif stresin ve inflamasyonun rollerini destekledigini ileri
stirmiiglerdir [235]. Fakat hala IUGR’da ile leptin ve adiponektin konsantrasyonlari
ile ilgili galismalar sabit veriler vermemektedir.

RT-PCR bulgularimizda; ITUGR gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle birlikte
adiponektin mMRNA miktarinda bir artis oldugu gozlendi. 18 ve 20. giinlerde en fazla
artig tespit edildi. Gebeligin 14. giininde IUGR grubunda, adiponektin mRNA
miktarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma tespit edildi. IUGR grubunda
tespit edilen bu farklar 14. ve 20. giinlerde istatistiksel olarak anlamliydi. Yapilan bir
calismada da deksamatazon uygulanan siganlarda adiponektin mRNA miktar1 beyaz
adipoz dokuda kontrol gruplarina gore yiiksek ¢ikmistir. [IUGR siganlarda maternal
leptin diizeyi artmis goziikmektedir. Ayrica glukoz 6 fosfataz (G6Pase) ve
fosfoenolpiriivat karboksikinaz (PEPCK) protein ve gen diizeyleri kontrol grubuna
gore IUGR sicanlarda artmistir. Karacigerde adiponektinin AMPK’y1 aktive ederek
G6Pase ve PEPCKyi inhibe ettigi bilinir [236]. DHA-IUGR ile yapilan ¢caligmada da
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subkutan adipoz dokuda adiponektin mRNA miktarinin yiiksek ¢iktigi gosterilmistir
[208].

AdipoR1 mRNA miktar1 incelendiginde; gebeligin tiim giinlerinde kontrol
grubuna kiyasla IUGR gruplarinda 18. giin hari¢ artis oldugu gozlendi. Bu artis
IUGR grubunda 16 ve 20. giinlerde istatistiksel olarak anlamli iken 14. giinde
anlaml1 degildi. Jouko’nun yapmis oldugu calismada da bizim ¢aligmamizla paralel
veriler bulmuslardir. Preeklampsisi olan annelerin plasentalarinda AdipoR1 mRNA
miktarint kontrol gruptaki plasentalardan yiiksek bulmuslardir ve apoptozis oraninin
preeklamptik grupta yiiksek oldugunu gostermislerdir. Boylece plasental apoptozisin
adiponektin ve AdipoR1 tarafindan indiiklendigini ileri siirmiislerdir. Plasental
adipositokinlerin ve reseptorlerin plasental anjiyogenezde o©nemli rol aldigi
diistinilmektedir [237]. Bagley ve arkadaslarmnin yapmis olduklar1 ¢aligmada
IUGR’I1 gruba gore IUGR-DHA grubundaki disi si¢ganlarda AdipoR1 mRNA’nin
arttig1 gosterilmistir [208]. Calismamizda, kontrol gruplarinda gebeligin ilerlemesiyle
birlikte AdipoR2 ekspresyonunda bir azalma oldugu tespit edildi. 18 ve 20. giinlerde
16. giine nazaran bir miktar yiikselme olmustur. Kontrol ve IUGR gruplarina ait
AdipoR2 ekspresyonu karsilastirildiginda 16, 18 ve 20. giinlerde IUGR grubu
plasentalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli artis oldugu belirlendi. Gebeligin 14.
giiniinde IUGR grubunda AdipoR2 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede azaldig: tespit edildi. Bagley’in yaptiklari ¢alismada erkek IUGR si¢anlarda
kahverengi adipoz dokuda AdipoR2 mRNA miktarinin arttigi gézlemlenmistir. Disi
sicanlarda AdipoR2 mRNA miktart degisim goriilmezken DHA-IUGR disi
sicanlarda kahverengi adipoz dokuda arttigi bulunmustur [208]. Boylece IUGR’n
erkek sicanlar iizerinde beyaz adipoz dokuda daha etkili oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak; IUGR, perinatal mortalite ve morbidite riski agisindan énemli
bir obstetrik problemdir. IUGR’l1 fetiiste intrauterin 6liim, norolojik bozukluklar,
konjenital malformasyonlar, hipotermi, hipoglisemi, hipokalsemi, polisitemi,
trombositopeni ve enfeksiyon riski fazladir. Gilinlimiizde, dogum disinda, [IUGR’nin
progresif stirecini durduracak veya geri dondiirecek etkin bir tedavi yoktur. IUGR,
gebelik siirecinde hayati organlarin korunmasi amaciyla olusan dolasgimin yeniden
diizenlenmesiyle ve bir siire sonra da hipoperfiizyona bagli olarak fetal organ
hasariyla sonuclanmaktadir. Daha Once yapilan calismalar incelediginde sigan
plasentasinda adiponektin ve adiponektin reseptdrlerinin ekspresyonlarmna dair
bilgilerin olduk¢a sinirli oldugu goriilmektedir. Mevcut caligmalar PPAR yolagi
tizerinde ve diyabetik sigan modellerinde yogunlasmaktadir. Sicanlarda, TUGR
gelisim siirecinde adiponektin ve adiponektin reseptorleri proteinlerinin rollerini
gosteren calismalar mevcut degildir. Bunun yani sira IUGR sigan plasentalarinda bu
proteinlerinin aktivasyonuna dair veriler olduk¢a azdir. Dolayisiyla bizim
calismamiz, si¢an plasentasinda adiponektin  ve adiponektin reseptorleri
proteinlerinin normal gelisim silirecindeki miktarlari ve ayn1 zamanda agir1 maternal
deksametazona maruziyette bu proteinlerde meydana gelen degisimleri gostermesi
acisindan Onemlidir. Yaptigimiz c¢alismanin sonucglarina gore, asir1 maternal
deksametazona maruz kalma, sican plasentasinda adiponektin ve adiponektin
reseptOrlerinin ekspresyonlarinda artisa neden olmustur. Bu sonuglar goz Oniine
alindiginda IUGR grubu plasentalarda goriilen agirlik azalmalarinin, adiponektin ve
adiponektin reseptorleri araciligi ile AMPK ve eNOS yolaklar ile iliskili oldugu
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sOylenebilir. Calismamizin, IUGR gibi gebelik patalojilerinin onlenmesi amaciyla
adiponektinin plasental gelisim {iizerindeki etki mekanizmasi ile iligkili olarak
yapilacak olan daha ileri caligmalara 151k tutacagi kanisindayiz.
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SONUCLAR

Bu calismada gebeligin 14, 16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol ve IUGR sigan
plasentalarinda Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2, AMPK, eNOS'un protein
miktarlart Western Blot teknigi ile Adiponektin, AdipoR1 ve AdipoR2 mRNA
diizeyleri RT-PCR teknigi ile ve Adiponektin serum diizeyleri ise ELISA yontemi ile
belirlendi ve asagidaki sonuglara varildi:

1.
2.
3.

IUGR grubunda plasenta agirliklarinin kontrol grubundan daha diisiik oldugu,
Embriyo agirliklarinin 20. giinde kontrol grubundan daha diisiik oldugu,
Western blot sonuglarina gore;

-Adiponektin ekspresyonunda 14. giinde IUGR grubu plasentalarda kontrol
grubuna kiyasla artis oldugu,

-AdipoR1 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gdzlenmedigi,

-AdipoR2 ekspresyonunda 18 ve 20. giinlerde IUGR grubu plasentalarda
kontrol grubuna kiyasla artig oldugu,

-AMPK fosforilasyonunda 14. giinde IUGR grubu plasentalarda kontrol
grubuna kiyasla bir azalma oldugu,

-eNOS fosforilasyonunda 14 ve 18. giinlerde IUGR grubu plasentalarda
kontrol grubuna kiyasla bir azalma oldugu,

RT-PCR sonuglarina gore; kontrol grubuna kiyasla IUGR grubunda
adiponektin, AdipoR1 ve AdipoR2 mRNA diizeylerinde artis oldugu
Maternal serum adiponektin diizeylerinde ise, IUGR grubunda kontrol
grubuna kiyasla bir azalma oldugu sonuglarina varildi.
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