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OZET

Plasenta gebelik siiresince maternal ve fetal sirkiilasyon arasinda bir bariyer
olarak gbrev yapan, fetus gelisimi ve biiylimesinde 6nemli rol oynayan bir organdir.
Saglikli bir gebelik, normal plasenta gelisimine baglidir. Gebelik esnasinda fetal
gelisim, plasental gelisim ve anne sagligi i¢in bir¢ok fizyolojik, immiinolojik ve
metabolik adaptasyonlar gerekmektedir. Plasentanin gelisimi, gebeligin devami igin
onemli kriterlerden bir tanesidir. Yeterli plasental gelisimin olmadigt durumlarda
diyabet, intrauterin biiyiime geriligi ve preeklampsi gibi klinik komplikasyonlar
geligebilir.

Anti-diyabetik etkilere sahip olan adiponektinin plasental gelisime etkisi
hakkinda bilinenler sinirlidir. Bu ¢alismada, normal ve streptozocin (STZ) ile diyabet
olusturulmus sicanlarda adiponektin ve plasental gelisim arasindaki iliski arastirildi.
Kontrol ve diyabet gruplarinin plasenta ve embriyo agirliklar1 karsilagtirildiginda,
diyabet grubuna ait plasentalarin gebeligin 18. giiniinden itibaren kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha biiyiik oldugu gozlendi. Kontrol ve
diyabet grubuna ait embriyo agirliklar1 degerlendirildiginde ise, 14, 18 ve 20. giinde
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlendi.

Adiponektin ve reseptorleri olan AdipoR1 ve AdipoR2’nin ekspresyonlari
protein ve gen diizeyinde degerlendirildi. Adiponektin proteininde, gebeligin 16, 18
ve 20. giinlerinde diyabet grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir
azalma tespit edildi. Maternal adiponektin serum diizeyleri de arastirildi ve diyabet
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii.
AdipoR1 ekspresyonlarinda O6nemli bir degisim gozlenmezken, AdipoR2
ekspresyonunda gebeligin 14, 18 ve 20. giininde diyabet grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi.

Diyabette ve plasental gelisimde adiponektinin etkilerini daha ayrintili olarak
ortaya ¢ikarmak igin, adiponektin etki mekanizmasinda rol oynayan PPARa, PPARy
ve RXRa ’nin protein ve mRNA diizeyleri ile PPAR sinyalizasyonunda etkili olan
p38-MAPK’1n protein diizeyleri de arastirildi.

Bulgularimiza gore, gebelik ve diyabet adiponektin ile iligkilidir. Diyabette,
gebelik giinleri arttikga adiponektin miktarinda azalma saptandi. Adiponektindeki
azalmaya bagli olarak adiponektin sinyal yolaginda yer alan PPARa, PPARYy ve
RXRa ’da azalmalar belirlendi. p38 MAPK fosforilasyonunda ise istatiksel olarak
anlaml bir artis gozlendi. Diyabette gozlenen plasental gelisim anormalliklerinde
adiponektinin 6nemli bir role sahip oldugu kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Plasenta, Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2,
PPARa, PPARy, RXRa , p38 MAPK



ABSTRACT

Placenta is an organ which acts as a barrier between maternal and fetal
circulation during pregnancy and plays an important role in fetal development and
growth. A healthy pregnancy is closely associated with normal placental
development. Many physiological, immunological and metabolic adaptations are
necessary for healthy placental/fetal development and maternal health. Placental
development is one of the important criteria during pregnancy. Inadequate placental
development may cause clinical complications such as intrauterine growth
retardation, preeclampsia and diabetes.

There is limited data about placental expression of adiponectin, which has
anti-diabetic effects. In this study, relationship between adiponectin and placental
development was studied in normal and streptozotocine (STZ) induced diabetic rats.
Diabetic rat placentas were bigger than control placentas at gestational day 18 and 20
and diabetic embryos were smaller than control group at gestational day 14, 18 and
20. Results were statistically significant.

Adiponectin and its receptors AdipoR1 and AdipoR2 expression were
eveluated at mMRNA and protein level. Adiponectin expression was significantly
decreased at gestational day 16, 18 and 20 in diabetic group placentas. Maternal
serum adiponectin levels were also eveluated and a significant decrease was
observed in diabetic group blood sera. AdipoR1 expression was similiar between
groups, on the other hand AdipoR2 expression was significantly decresed at
gestational day 14, 18 and 20 in diabetic group placentas.

In order to explain the effects of Adiponectin on placental development and
in diabetic conditions in detail, PPARalpha, PPARgamma, RXRalpha (play roles in
Adiponectin  mechanisms) and p38 MAPK expression (play roles in PPAR
signalization) levels were investigated.

According to our results, pregnancy and diabetes is associated with
adiponectin. A decrease in adiponectin level was determined in diabetes towards
term. Depending on the decresase of adiponectin level, it was observed that
PPARalpha, PPARgamma, RXRalpha (downstream molecules of adiponectin)
expression levels were also decreased. Besides, a significant increase was oberved in
p38 MAPK phosphorylation. In conclusion, we are of opinion that adiponection has
an inportant role in placental development abnormalities in diabetic conditions.

Key Words: Diabetes, Placenta, Adiponectin, AdipoR1, AdipoR2, PPARalpha,
PPARy, RXRalpha, p38 MAPK
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GIRIS

1.1.  Hipotezin Temeli ve Amag

Adipoz doku enerji homeostazini diizenleyen 6nemli bir endokrin organdir ve
serbest yag asitleri, adipsin, leptin, resistin, TNF-o. ve adiponektin gibi biyolojik
olarak aktif bir¢ok iiriiniin sekresyonunu gergeklestirir [1]. Adiponektin, glukoz ve
lipid metabolizmasindaki roliinden dolay1 biiyiik ilgi gormektedir [1, 2]. Baslangicta
adiponektinin sadece adipoz dokuda iiretildigi diisiiniilmesine ragmen yapilan son
caligmalarda adiponektinin osteoblastlar, parankim hiicreleri, miyositler, epiteliyal
hiicreler ve plasenta gibi diger dokularda da mRNA ve protein diizeyinde eksprese
edildigi gosterilmistir [3, 4]. Adiponektin, yapisinda 247 amino asit ve dort bolge
igeren bir proteindir. Bunlar; aminoterminal sinyal sekansi, degisken bolge, kollajen
bolge ve karboksil terminal globiiler bdlgedir [1, 5]. Adiponektin yapisal olarak
kompleman 1q ailesine benzerdir [1, 5-7] ve plazmada LMW (disiik molekiiler
agirlikll), MMW (orta molekiiler agirlikli) ve HMW (yiiksek molekiiler agirliklr)
olmak tizere ii¢ oligomerik formda bulunur [5, 8, 9].

Yapilan ¢aligmalar HMW formunun adiponektinin en aktif formu oldugunu
ve insiilin duyarliliginda 6nemli rolii oldugunu gostermektedir [10]. Plazma
adiponektin seviyesinin obez/diyabetik fareler ve insanlarda azaldigi rapor
edilmektedir [2, 11]. Birgok c¢alisma adiponektin konsantrasyonu ve insiilin
duyarliligi arasinda bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir [1, 5, 7, 12, 13].
Genom analizleri, 3927 kromozomal bdlgenin tip 2 diyabet ile baglantili oldugunu ve
bu bdlgenin ayn1 zamanda adiponektin genini de igerdigini gdostermektedir. Bundan
dolay1 adiponektinin tip 2 diyabet patolojisinde dnemli rol oynadig: diisiiniilmektedir
[2, 14].

Gebelik, anne ve fetus arasinda fonksiyonel ve anatomik etkilesimlerin
gerceklestigi kompleks bir siirectir. Plasentanin gelisimi, gebeligin devami icin
onemli kriterlerden bir tanesidir. Yeterli plasental gelisimin olmadigi durumlarda
diyabet, intrauterin biiyiime geriligi ve preeklampsi gibi klinik komplikasyonlar
geligebilir [15]. Gebelikte goriilen diyabet ilerleyen zamanda hem annede hem de
cocukta Tip 2 diyabet olusma riskini arttirir [16].

Normal gebelik siirecinde pankreasin beta hiicreleri viicudun ihtiyaci olan
insiilini kompanse ederek insiilin direncini Onleyebilir. Diyabetik durumda ise
meydana gelen insiilin direncine, maternal adipositlerin artmast ve plasentadan
insiilin duyarliligini azaltan hormonlarin salgilanmasi neden olabilir [17]. Diyabette



temel olarak hiperglisemi, hiperlipidemi, hiperinsiilinemi ve fetoplasental endoteliyal
disfonksiyon durumlari gézlenmektedir [18].

Adiponektinin anti-diyabetik, anti-aterosklerotik ve anti-inflamatuar etkilerini
adenozin monofosfat-aktive protein kinaz (AMPK), p38-mitojen aktive protein kinaz
(MAPK), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve peroksizom proliferator-aktive reseptor
(PPAR) gibi ¢ok sayida sinyal molekiiliinii aktive ederek gergeklestirir. Bu
sinyallerin aktivasyonu da, adiponektin reseptorleri araciligi ile meydana gelir.
Adiponektinin, adiponektin reseptor (AdipoR) 1 ve 2 olarak bilinen yapisal olarak
iliskili iki adet transmembran reseptorii bulunmaktadir [3, 5, 19].

PPAR’lar niikleer reseptor ailesine ait ligandla aktive olan transkripsiyon
faktorleridirler [20-22]. PPARa, PPARdelta ve PPARYy olmak iizere ii¢ PPAR izotipi
mevcuttur. Bu ii¢ izotip yiiksek derecede homolojiye sahip olmalarina ragmen, doku
dagilimi ve ligand spesifikligi agisindan farklilik gosterirler. Niikleusta PPAR’lar
RXRa ile heterodimer olusturarak bir¢ok genin transkripsiyonunu regiile eder [23].

PPARa 6zellikle yag asidi metabolizmasi ve inflamasyonda rol oynamaktadir
[23]. Beslenme (yagl diyetler), genetik faktorler ya da lipotrofik nedenlerden dolay1
olusan insiilin direnci durumlarinda PPARo’nin aktive olmasi insiilin duyarliliginin
artmasit ile sonuglanmaktadir [24, 25]. Yapilan c¢alismalarda adiponektinin
ekspresyonunun artmasinin PPARa’nin CD36, agil-koenzim A oksidaz gibi hedef
genlerinin transkripsiyonunun artmasi ile sonuglandigi rapor edilmektedir. Bundan
dolayr adiponektinin  PPARa aracilign ile trigliserid miktarmi azalttig:
diistiniilmektedir [2]. PPARy temel olarak adiposit farklilagsmasi ve glukoz
metabolizmasinda yer alir. PPARy lipid sentezi ve lipid depolanmasii iceren
adiposite 0zgii genlerin, insiilin sinyalizasyonunda yer alan genlerin ve adipokin
sekresyonunda rol alan bircok genin transkripsiyonal aktivatorii olarak
davranmaktadir [22, 26]. Ayrica PPARy genel enerji metabolizmasinda ve insiilin
fonksiyonunda etkilidir ve bundan dolayr PPARy insiilin duyarliligi, glukoz ve yag
asidi alimi ile iliskilendirilmektedir. Bu amagla PPARY agonisti olan tiazolidinedion
(TZD) tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [23]. TZD, tip 2
diyabet ile iligkili olan insiilin direnci tedavisinde kullanilmaktadir. PPARYy insiilin
duyarlastirici etkisi olan tiazolidinedion’lerin hedefleri olarak tanimlanmaktadir [26,
27].

Ozet olarak; son zamanlarda yapilan ¢alismalar leptin, resistin ve adiponektin
gibi yeni potansiyel insiilin medyatorleri iizerinde durmaktadir. Fakat bunlarin
gestasyonel dokulardaki ekspresyonlar1 ve diyabet ile iliskileri iizerine yapilan
caligmalar ¢ok az oldugu i¢in bu konuda bilgilerimiz kisithdir. Bu calismada
diyabetik siganlarin plasentalarinda adiponektin ve reseptorlerinin protein ve gen
diizeyinde ekspresyonlar1 degerlendirildi. Adiponektin antidiyabetik, antiaterojenik
ve anti-inflamatuvar fonksiyonlarmi adiponektin sinyal yolaginda bulunan



molekiilleri etkileyerek gergeklestirmektedir. PPARa ve p38 MAPK bu sinyal
yolaginda adiponektin fonksiyonuna eslik etmektedir. Bundan dolay1 ¢alismamizda
diyabette 6nemli biomarkerlar olarak kullanilabilecegini ve adiponektinin biyolojik
fonksiyonunu daha iyi anlayabilmemize yardimeci olacagini disiindiigiimiiz igin
PPARa, PPARy, RXRa ve p38 MAPK ekspresyonlarini degerlendirip tiim bu
parametrelerin diyabette plasental gelisim ile iliskisini arastirdik.



2.1. Plasenta

GENEL BIiLGILER

Plasenta blastosist implantasyonu ile gelismeye baslayan, gebelik siiresince
maternal ve fetal sirkiilasyonu arasinda bir bariyer olarak etki eden, fetus gelisimi ve
bliylimesinde 6nemli rol oynayan ve dogum ile birlikte gorevini tamamlayan
materno-fetal bir organdir [28].

Plasenta koryon kesesinden gelisen fetal kisim ve endometriyumdan koken
alan maternal kisimlardan olusur (Sekil 1). Fetal kisim koryonik plak ve bu plaga
bagli villuslardan meydana gelmektedir. Maternal kisim ise bazal plak ve plasental
septumdan olusur. Maternal kisim; ekstravilloz trofoblast, desidual stromal hiicreler,

dogal oldiirticti (NK) hiicreler gibi maternal immiin hiicreler ve yogun olarak
ekstraselliiler matriks ve fibrinoid igermektedir [29].
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Sekil 1. Term plasentada maternal ve fetal kisimlar [30]

2.1.1. Plasentanmin Fonksiyonlari

Plasenta fetiisiin yasami ve gelisimi i¢in vazgecilmez fonksiyonlara sahiptir.
Plasenta ¢esitli hormonlar1 sentezlemenin yani sira maternal besin ve oksijenin
anneye ulagmasinda ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasinda rol oynamaktadir [31,
32]. Plasentanin basglica fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir;



Gelisim siiresince fetlise oksijen saglamak ve karbondioksidi uzaklastirarak
fetal solunumda gorev almak.

Maternal glukoz (fetiisiin temel enerji kaynagi, kolaylastirilmis difiizyon ile
transportu gergeklesir), aminoasit, yag asidi, mineral ve vitaminlerin
difiizyonuna aracilik etmek.

Gebeligin devami i¢in gerekli endokrin elemanlar1 salgilamak (Plasentadan

sentezlenen hormonlar: insan koryonik gonadotropin (hCG), insan plasental
laktojen (hPL), insan koryonik tirotropin (hCT), insan koryonik
somatomammotropin ~ (hCS), insan  koryonik  adreno-kortikotropin
(hCACTH), progesteron ve Ostrojen.

Bir¢ok immiinolojik goérevi gerceklestirmek (NK hiicreleri ve diger 16kositler
araciligiyla).

Fetiisiin gelisimi i¢in uygun ortam kosullarini saglamak.

Gebeligin devami ve normal fetiis gelisiminin olabilmesi bu islevlerin

gerceklestirilmesine baghidir [33, 34]. Plasentanin en 6énemli fonksiyonlarindan bir

tanesi fetiis ve anne arasinda besin transferini ve atiklarin uzaklastirilmasini

saglamaktir. Bu islem esnasinda anne ve fetiis kani1 karismaz sadece yakin temasda
bulunur (Sekil 2).
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Sekil 2. Plasentada, maternal ve fetal kan komponentleri koryonik villus yiizeyi araciligi ile temas

kurar fakat maternal ve fetal kan asla karigmaz [35].

2.1.2. Canlilarda Gozlenen Plasenta Cesitleri

Gebelik siirecinde bircok gorevi iistlenen plasenta, tiirler arasinda farkliliklar

gostermektedir. Maternal ve fetal dolagimlari birbirinden ayiran materno-




fetal/plasental bariyeri olusturan hiicrelere gore plasenta 3 smifa ayrilabilir
I.Epiteliyokoryal, Il. Endoteliyokoryal ve I1l. Hemokoryal [36].

Epiteliyokoryal tip plasentada, endometriyum blastosist tarafindan
isgal edilmez. Blastosist sadece endometriyuma tutunur, trofoblast
hiicreleri uterus epiteli ile direkt etkisime geger. Koyun ve kecilerde
bu tip plasenta goriiliir.

Daha derin invazyonda blastosist uterus epitelini ve endometriyumu
asindirir.  Fetal ve maternal endotel hiicreleri sadece trofoblast
hiicreleri ile birbirinden ayrilir. Bu durumda endoteliyokoryal tip
plasenta geligir. Endoteliyokoryal plasenta tiim karnivorlarda ve bazi
insektivorlarda gozlenir.

Hemokoryal plasenta tipinde koryon kanla temastadir. Maternal kan
duvarlari invasiv trofoblastlar tarafindan tahrip edilmistir. Trofoblastik
yiizeyler direkt olarak anne kani ile temastadir. Insan ve Sican
plasentast 6rnek verilebilir. Primatlarda ve kemirgenlerde goriilen
hemokoryal tip plasentadir (Sekil 3) [36-38].

Endometriyuma tutunup invaziv olan trofoblastlar, daha sonra maternal

dokuya

bakan komsu trofoblastlarla ile birlikte flizyona ugrayarak

sinsisyotrofoblastlara doniisiir. Bu flizyon sirasinda sinsisyotrofoblastlar boliinme
ozelligini kaybeder. Sinsisyotrofoblastlarin altinda kalan ve maternal doku ile temas
edemeyen kisim ise sitotrofoblastlar olarak adlandirilir [36].
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Sekil 3. Maternofetal bariyere gore plasenta tiplerinin simiflandirilmasi. Plasenta invasiv olma ve

2.1.3.

maternal kan akimina ulasim Ozelliklerine gore tiirler arasinda ¢esitlilik gosterir.
Epiteliyokoriyal plasentalar en az invaziv olan plasenta tiiriidiir ve {i¢ tane maternal doku
tabakasi ile fetus anne kanindan ayrilir. Endoteliyokoryal plasentalar kismen invaziv olma
ozelligine sahiptirler. Sadece anne kan damarina ait endotel ve bazi intersitiyal dokular fetusu
maternal kandan ayirir. Hemokoriyal plasentalar en invaziv olan plasenta cesididir. Fetal
dokular direk olarak anne kanina temas eder [38].

Villus Agacinin Temel Yapisi
Plasentanin bir¢ok metabolik ve endokrin aktivitesi plasenta villuslarinda

gerceklesir. Plasental gelisim siiresince yapisal ve fonksiyonel olarak ozellesmis
farkli tipte villuslar olusur. Biitiin bu farkliliklarina ragmen tiim villuslar baz1 benzer
ozellikleri igerirler. Villuslarin benzer yapilar1 asagida 6zetlenmistir.

Villus igerigini maternal kan damarindan ayiran ve villus yiizeyini kaplayan
sinsisyotrofoblastlar,

Sinsisyotrofoblastlarin altinda yer alan sitotrofoblastlar (bunlar tek ve ya
y1gilmis hiicrelerden olusur)

Sinsisyotrofoblastlar1 ve sitotrofoblastlar1 villus stromasindan ayiran
trofoblastik membran



IV.  Villus stromasinda ¢esitli bag doku hiicreleri, bag doku lifleri ve fetal kan
damarlari bulunur (Sekil 4) [29, 36, 39, 40].
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Sekil 4. 7. ve 28. Haftada plasental villus yapist [30]

2.1.4. Sican Plasentasinin Gelisimi

Fertilizasyondan sonra ilk boliinme 23-24 saat sonra gerceklesir. 6. Giinde
blastosist bliytlikliigli artar ve uzar. Bu esnada implantasyon alanindaki epitalyal
biiyiime tiip benzeri bir yap: kazanir. Implantasyon alanindaki stromal hiicrelerde
desidualizasyon gozlenir. Embriyonun 7-8. giinlerinde, ekstraembriyonik ektoderm
ve ektoplasental kon olusur.

Gelisim 1ilerledik¢e, ekstraembriyonik ektoderm genisleyerek koryonik
epitelyumu olusturur. Embriyonun posterior kisminda mezodermden allantois gelisir
ve gebeligin 9-10. giiniinde koryon ile temas kurar. Bu olay koryoallontoik temas
olarak adlandirilir. Labirint gelisiminde ilk adim koryoallontoik temastir.
Trofoblastlar iliskili olduklar1 kan damarlar1 ile birlikte yogun bir villoz dallanmaya
giderek labirint olarak isimlendirilen sikica paketlenmis yapiy1 olustururlar (Sekil 5).
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Sekil 5. Sigan plasentasinin geligimi [41].

2.1.5. Insan ve Sican Plasentas1 Arasindaki Farklar ve Benzerlikler

Rattus norvegius tiirli siganlarin agirliklart ortalama 250 g’dir. Siganlarda
gebelik siireleri 21 glin ve ortalama yavru sayist 7 iken insanda gebelik stiresi
yaklasik olarak 9 aydir ve bir veya iki yavru meydana gelmektedir. Insanda plasenta
ile fetiis arasinda villus trofoblast tabakasi bulunurken sicanlarda labirint zon
bulunur. Ayrica, insanda uterus-plasenta ara yiiziinde ekstravillus trofoblast hiicreleri
bulunurken si¢anlarda uterus-plasenta ara yiiziinde junctional zon ve invaziv
trofoblast hiicreleri mevcuttur. Sigan ve insan plasentasi arasinda bazi farkliliklar
olsa da benzerlikler mevcuttur. Her ikisi de hemokoriyal plasenta tipindedir [41].
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Sekil 6. insan ve Sican plasenta yapisinin karsilastirilmasi [41].

2.1.6. Plasentadan Besin Transportu

Plasental besin transportundaki degisimler fetal biiyiime ile iliskilidir [42].
Plasental bariyerde bulunan spesifik transport proteinlerin aktivitesi/ekspresyonu,
besin varligi, uteroplasental ve umbilikal kan akimi, plasenta metabolizmasi gibi
birgok faktor, plasentadan transportu etkilemektedir [43, 44].

Oksijen ve karbondioksit gibi yiiksek gecirgenlige sahip molekiillerin
transportu kan akimindaki azalmadan kolaylikla etkilenmektedir [43]. Daha az
gecirgen maddeler hem pasif hem de aktif tasima ile transport edilmektedir. Glukoz
transportu plasentadan kolaylastirilmig difiizyon ile gergeklesir. Net glukoz transferi
fetal-maternal konsantrasyon gradiyentine baglidir [45].

Insan  plasentasindan  besin  gecisini smirlayan  Oncelikli  bariyer
sinsisyotrofoblastlardir [43, 45, 46]. Sinsisyotrofoblastlar iki polarize membran
icermektedir; anneye bakan taraf mikrovilliis plazma membrant (MPM) ve fetal
tarafinda bazal membran (BM) [43]. Sinsisyotrofoblastlarin membraninda besin
transportunu saglayan bir¢ok tasiyici protein mevcuttur. Ayrica sinsisyotrofoblastin
MPM’ninda insiilin reseptdriinii de iceren sayisiz hormon reseptorii mevcuttur.
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Sekil 7. Sinsisyotrofoblast. Sinsisyotrofoblastin bazal plazma membran1 (BM) fetal sirkiilasyona
bakar. Anne kani intervillus bolgede toplanir ve mikrovillis membrant (MPM) ile temas
eder. Maternal kandan amino asidler, glukoz ve yag asidi tasiyici proteinler (FATP ve
GLUTS) ile tasimir. Bu tasiyicilar sinsisyotrofoblastin her iki membraninda eksprese
olmaktadir. Lipid transferi i¢in ekstraselliiler lipaz maternal lipoproteinlerden, yag asitlerini

salar. Intraselliiler yag asidi baglayict proteinler (FABP) yag asitlerinin sinsisyotrofoblast
sitozoline girmesini saglar [43].

Sinsisyotrofoblast membranlari; fetal, maternal ve plasental sinyaller
tarafindan regiile edilen bircok besin transporturunu icermektedir. Plasentayi
etkileyen fetal sinyaller IGF-1l ve PTHrp (paratiroid hormon benzeri iligkili
protein)’dir. Maternal etkiler ise adipokinler, hormonlar ve besinleri igermektedir.
Plasenta bir¢ok molekiilii eksprese eder ve maternal ya da fetal sirkiilasyona salar.
‘““Mammalian target of rapamycin’> (mTOR), “‘Signal Transducer and Activator of
Transcription’” (STAT) ve PPAR gibi ¢esitli hiicre igi sinyallerde plasental besin
transportunu etkilemektedir [43].
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Sekil 8. Plasentanin fonksiyonunu diizenleyen faktorler. Plasenta fonksiyonunu etkileyen fetal
sinyaller IGF-II ve PTHrp’dir. Maternal faktorler; adipokinler, hormonlar ve besin
seviyeleridir. Ayrica plasenta kendiside maternal ve fetal sirkiilasyona katilan birgok molekiil
eksprese etmektedir [43].

2.1.7. Maternofetal Glukoz Transportu

Glukoz, hem plasenta hem de fetus igin baslica enerji kaynagidir. Fetal
glukoz sentezi minimal diizeydedir. Bundan dolay1 fetiis tamamen maternal
dolasimdan gelen glukoza baglidir [43]. Plasentaya glukoz transportu kolaylastirilmig
difiizyon ile saglanmaktadir. Maternofetal glukoz transportunun Oncelikli
regiilatorleri plasentadaki glukoz tasiyici proteinlerin yogunlugudur. Bu tasiyici
proteinler kolaylastirilmis-difiizyon tasiyici ailesinin {iyesi olan GLUT genleridir.
GLUTlar sinsisyotrofoblastlarin mikrovillis membrani ve bazal membraninda
bulunmaktadir. GLUT’lar BM’de MPM’ye gore daha az eksprese olmaktadir [43,
45].

Plasenta dokusunda GLUT1, GLUT3, GLUTS8, GLUT9 ve GLUT10 eksprese
olmaktadir. Ayrica birinci trimester sinsisyotrofoblast hiicreleri insiiline duyarh
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glukoz tasiyicisi olan GLUT4’ii de eksprese etmektedir [43]. Insiilinin glukoz
transportu tizerindeki etkisi tizerine ¢eliskili ifadeler mevcuttur. Bazi ¢alismalar
insiilinin term plasentasinda glukoz alimmi etkilemedigini, bazilarinda ise term
plasentada glukozun alimmi stimiile ettigi rapor edilmistir. Ericsson ve ekibi ise
birinci trimester plasentada insiilinin glukoz alimini stimiile ettigini rapor etmislerdir.
Bunun nedeni insiiline duyarli glukoz tasiyici proteini olan GLUT1 ve 12’nin birinci
trimesterda eksprese olmasi olabilir [47].

2.1.8. Maternofetal Yag Asidi Transportu

Yag asidi spesifik doku ve organlarin gelisimi icin onemlidir. Ornegin
gebeligin ligiincii trimesterinde yag asitleri adipoz doku ve beyinde hizli bir sekilde
birikmeye baslar. Ozellikle uzun zincirli doymamis yag asitleri beyin gelisimi igin
onemlidir [43, 48].

Plasentaya alinan ve fetusa transport edilen yag asitleri maternal dolagimdaki
iki orjinden gelmektedir: esterlesmemis yag asitleri (NEFAs) ve esterlesmis yag
asitleri (trigliseridler) [46]. Anneden fetusa yag asidi transportu maternalden fetale
olusan konsantrasyon gradiyenti ile olmaktadir. Esterlesmemis yag asitleri basit
difiizyon ile lipid tabakasimi gecer. Cok fazla yag asidine ihtiyag¢ duymayan
dokularda basit difiizyon ile yag asitlerinin transportu yeterli olabilir [46]. Uzun
zincirli yag asitlerinin transportunda ise integral membran proteinleri olan FATPs
etkilidir [43]. FATP’leri integral membran proteinleridir ve 6zellikle uzun zincirli
yag asitlerinin hiicre i¢ine transportunda etkilidirler. Sinsisyotrofoblastlarin
sitozoliinde bulunan FATP’leri ise hiicre ig¢inde yag asitlerinin esterlesme, f-
oksidasyon ve fetlise transfer olaylarmin trafigini kontrol etmektedir. Diyabetik
plasentalarda FATP1 ekspresyonu artmakta boylece fetal yag birikimine katkida
bulunmaktadir. FATP1 ekspresyonu PPARYy tarafindan diizenlenmektedir [49, 50].

Maternal lipoproteinlerle tasman trigliseridler, MPM ile etkilesim halinde
olan lipazlarla hidrolizlenip esterlesmemis yag asitlerine doniistiiriiliir. Gebelik
komplikasyonlari, plasental lipoprotein lipazi etkilemektedir. Maternal insiilinden
kaynaklanan asir1 fetal biiylime gibi gebelik komplikasyonlarinda MPM deki LPL
(lipoprotein lipaz) aktivitesi azalmaktadir [43].

2.2.  Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus (DM) insiilin sekresyonundaki defektler, insiilin etkisi
veya her ikisinden kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize olan metabolik bir
hastaliktir [51, 52]. Diyabet gelisiminde genetik ve c¢evresel faktorlerle birlikte rol
almaktadir.

Diinya saglik orgiitii (WHO) insiiline bagimli diyabetes mellitus (IDDM, tipl
diyabet) ve insiiline bagimli olmayan diyabetus mellitus (NIDDM, Tip 2 diyabetus
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mellitus) olmak iizere 2 temel klinik form tanimlamistir [51, 52]. Bunun disinda
gebelikte goriilen diyabet formuda mevcuttur bu gestasyonel diyabet olarak
tanimlanmaktadir.

2.2.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1IDM)

Tip 1 diyabetes mellitus pankreasin insiilin salgilayan adacik beta
hiicrelerinin sellektif olarak harap olmasi sonucunda ortaya ¢ikan ve B-hiicrelerinden
insiilin iiretiminin kayb1 ile karakterize edilen immiin-aracili kronik bir hastaliktir.
Bunun sonucunda da hiperglisemi gozlenir [52-54].

Tipl diyabetes mellitus goriilme siklig1 diinya genelinde her gegen giin
artmaktadir [51, 55]. Yapilan ¢alismalar genetik faktorler, gevresel faktorler ve
otoimmiinite gibi bir¢cok faktoriin tip 1 diyabet etiyolojisinde yer aldigini
gostermektedir [56, 57].

Tip 1 diyabet gelismesinde etkili olan faktorlerden biri de g¢evresel
faktorlerdir. Viral enfeksiyonlar, diyet (inek siitii, nitrozaminler), toksinler ve stres
tip 1 diyabet gelisiminde etkili olan ¢evresel faktorlerdir [52].

Genetik ve cevresel faktorlerin indiiklenmesi ile birlikte olusan otoimmiin
stire¢ ile birlikte pankreas adacik hiicrelerinde devam eden ve yavas yavas ilerleyen
yikimla birlikte insiilin salgilanmasi azalir. Pankreastaki adacik hiicrelerinin %80-
90’ninin harabiyeti sonucunda diyabetin klinik bulgulart ortaya ¢ikar [58].

2.2.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 diyabet en yliksek prevalansa sahip olan diyabet tiiriidiir. Diinya
tizerinde yaklasik olarak 366 milyon insan tip 2 diyabet hastaligina sahiptir [59]. Bu
rakamin 2030 yilinda 400 milyon bireyi bulacagi tahmin edilmektedir [60].

Tip 2 diyabetin gelisiminde pankreas beta hiicrelerinden insiilin saliniminin
yetersiz olmast ya da salinan insiiline periferik dokularda direng gelismesi rol
oynamaktadir [52, 59, 61]. Insiilin direnci, dokularm insiiline yanit vermemesi ya da
pankreatik beta hiicrelerinden yeterli insiilin salgilanmadigi durumlarda ortaya
cikmaktadir. Tip 2 diyabette glukoz toleransi, glukoz metabolizmasi ve insiilin
direnci bozulmaktadir [62].

Tip 2 diyabet aglik ve tokluk hiperglisemi ile karekterize edilir;

I.  Aclik plazma glukozu 126 mg/dL (0,7 mmol/L)’den biiyiik ya da esit
ise

Il.  Ac¢lik durumuna bakilmaksizin plazma glukozu 200 mg/dL (11,1
mmol/L)’den yiiksek ya da esit ise Tip 2 diyabet tanis1 konulur [63].
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1. Son zamanlarda Hemoglobin Alc 6l¢iimiide Tip 2 diyabet tanisinda
kullanilmaktadir [63].

Tip 2 diyabet gelisiminde cevresel (vitamin D eksikligi, glisemik indeksi
yiiksek besinler, doymus yaglar, trans yaglar v.b.) [59, 64-66] ve genetik faktorler
birlikte rol almaktadir. Cevresel ve genetik faktorler ti¢ mekanizma ile Tip 2 diyabet
olusturmaktadir; 1) Pankreastan insiilin salinmasindaki aksakliklar 2) Karacigerde
glukoz iiretiminin artmasi ve 3) Periferik dokularda insiilin direncinin olusmasi.

Tip 2 diyabet ile yapilan caligmalarda hastaligin insiilin eksikliginden ¢ok
insiilin direncinden kaynaklandigi diistiniilmektedir. Tip 2 diyabet hastalif1 igin
gecerli olan bir diger gergek ise zamanla beta hiicrelerinin artik insiilin liretemeyecek
sekilde tiikenmesidir. Bunun nedeni ise kronik hipergliseminin beta hiicrelerinde
6lime yol agmasidir. Bir diger aciklama ise beta hiicrelerinin saglikli bir bireyde
Omiir boyu yetecek olan boliinerek ¢ogalma kapasitesinin asir1 uyari gelmesi ve asir1
tiretim yapmasi sonucunda erkenden kullanip tiikketmesidir [52].

Diyabetli bireylerde karacigerde glukoz tiretimi siirekli olarak yiiksek kalir ve
kan glukozunun yiikselmesine neden olur. Kanda glukoz oraninin siirekli ytiksek
olmasi periferde glukozu alacak olan dokularin insiilin reseptorleri lizerinde toksik
etki yaparak reseptorlerin insiilin hassasiyetini azaltir. Bu olaya ‘glukoz toksisitesi’
denilmektedir. Ayn1 toksite pankreasin beta hiicreleri iizerinde de etkili olarak insiilin
salimimin etkiler ve durumu daha da kétiilestirir. Tip 2 diyabet hastalarinda plazma
glukagon seviyesi yiiksektir ve hiperglisemiye ragmen baskilanamaz. Yiksek
glukagon da hepatik glukoz iiretimini arttirarak diyabet gelisimine katkida bulunur.

Insiilin direnci tip 2 diyabetin esas 6zelligidir. Insiilin duyarliligini etkileyen
temel faktdrlerden bir tanesi de obezitedir. Ozellikle abdominal obezite, tip 2 diyabet
olusmasinda etkilidir [60]. Omental yag dokusundan salgilanan serbest yag asitleri
dolagima katilip karacigere gelir ve karacigerde glukoneogenezi artirarak insiilin
etkisini azaltir. Insiilin direnci bulundugu yere gore prereseptdr, reseptdr ve
postreseptor seklinde siniflandirilabilir.

I.  Prereseptor; pankreas beta hiicrelerinde defektif insiilin salinimu,
glukoz ve insiilinin hedef doku ve organlarinda kan akiminin yeterli
ve uygun olmamasi durumunda ortaya ¢ikar.

[l.  Reseptér diizeyinde; insiilin  reseptdr sayisinda  azalma,

otofosforilasyonda ve tirozin kinaz aktivitesinde bozukluk, insiilin
genindeki farkli mutasyonlar neden olur.
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I1l.  Postreseptor diizeyinde; GLUT4’tin insiilin ile aktivasyonundaki
azalma, glukozun oksidatif ve oksidatif olmayan metabolik yollarinda
rol alan enzimlerin aktivitelerindeki bozukluklar. Ayrica obezitede
adipoz dokudan biiyiik miktarda salgilanan adiposit kaynakli TNF-a
insiilin reseptorlerinin  otofosforilasyonunu azaltarak postreseptor
diizeyde insiilin direnci olusmasina neden olur.

Tip 2 diyabet ya da insiilin direnci olan bireylerin kardiyovaskiiler mortalite
orani bes kat artmaktadir [67]. Tip 2 diyabet tedavisinde yaygin olarak metformin
kullanilir. Metformin sadece diyabet ile ilgili komplikasyonlar1 ve mortaliteyi
azaltmamakta ayn1 zamanda asir1 kilolu bireylerde kilo kaybida saglamaktadir [68].

2.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebelik esnasinda goriilen diyabete gestasyonel diyabet denir. Gestasyonel
diyabet bozulmus glukoz toleransi olarak tanimlanir ve hastalarin %2-%8’inde
gortliir [69]. Birgok faktor gestasyonel diyabette etkili olabilmektedir.

Gestasyonel diyabet yaygin bir patolojik durumdur ve hem annenin hem de
fetlisiin komplikasyonlara duyarli hale gelmesine neden olur. Diyabet ile baglantili
gebelikler; anormal fetal biiytimesi, fetal malformasyonu, plasental disfonksiyon ve
hasar gérmiis utero-plasental kan akimi ile sonug¢lanmaktadir [31]. Anne, gebeligin
erken dénemlerinde diyabete maruz kaldigi zaman fetal kayip, perinatal mortalite ve
dogum defektleri gozlenmistir. Anne gebeligin ilerleyen donemlerinde diyabete
maruz kaldigi zaman ise artan yenidogan agirligi, makrozomi gozlenmistir [70, 71].
Ayrica diyabet, plasental gelisimde, defektlerin olusmasina neden olmaktadir. Daha
once yapilan c¢alismalar, diyabetik plasentalarin, hasar gérmiis trofoblast
farklilasmasin1 da iceren bircok yapisal ve kimyasal anormallikleri igerdigini
gostermistir. Bu plasentalar plasentomegali ve dismaturasyon ile Kkarakterize
edilmektedir. Ayrica, gestasyonel diyabet ve gebelikte kan glukozunun
disregiilasyonu annenin ileriki yasaminda tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik
olusturma riskini artirmaktadir [62, 70].

Hem anne yasimnin hem de gebelik Oncesi viicut kitle indeksinin artmasi,
gebelik diyabeti igin giiglii risk faktorleri olusturmaktadir [70, 72]. Maternal yag
kitlesinin artmasit ve plasentadan salgilanan hormonlar gestasyonel diyabet
olusumunda temel rol oynamaktadir. Ayrica insiilin direnci ile ilgili TNF-a., resistin,
visfatin, adiponektin ve apelin gibi adipokinler de gestasyonel diyabet olusumunda
etkilidir. Gestasyonel diyabette, adiponektin digindaki adipokinlerin seviyesi
artmaktadir [62]. Adiponektinin, insiilin duyarlastirici etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Adiponektin, AMPK aracilig1 ile hepatik glukoz tliretimini azaltir ve
iskelet kasina glukoz alimini stimiile eder [62]. Vitamin D’nin de kotii gebelik
sonuglari ile baglantili oldugu distiniilmektedir. Yiiksek plazma vitamin D; diyabet
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riski yiiksek olan bireylerin diyabet gelistirme riskini diisirmektedir. Dahasi, vitamin
D glukoz homeostazint da etkilemektedir. Gestasyonal diyabetus mellitusta
glukozillenmis hemoglobin diizeyleri ve vitamin D arasinda ters bir baglantinin
oldugu tespit edilmistir [66]. Buna ek olarak, vitamin D eksikligi; gestasyonal
diyabetus mellitus’un olusma riskinin artmasi ile iliskili oldugu rapor edilmektedir
[66].

2.3.  Adiponektin ve Adipoz doku

Insanda, beyaz adipoz doku ve kahverengi adipoz doku olmak iizere iki ¢esit
adipoz doku vardir [73]. Kahverengi yag dokusunun temel fizyolojik fonksiyonu
termogenezi ve viicut 1sisin1 ayarlamaktir [73]. Beyaz adipoz doku tiim viicuda
yayllmis ve kolayca c¢ogalabilme Kkapasitesine sahiptir. Beyaz adipoz doku
heterojendir; bir¢ok hiicre tipi ve biiylik miktarda beyaz adiposit igerir. Beyaz adipoz
dokuda beyaz adipositler; fibroblastlar, endoteliyal hiicreler, immiin hiicreler ve
sinirlerle ¢evrilmistir [74]. Beyaz adipoz doku olusumu mezenkimal kok
hiicrelerinin; anjiyogenez olusurken farkli bolgelerde yigilmalari sonucu meydana
gelir [74]. Adipogenez; kok hiicreden preadipositlerin olusmast ve daha sonra
bunlarin olgun adipositlere farklilagmasini igeren kompleks bir siiregtir.

Adipoz doku, memelilerde birgok fizyolojik fonksiyonlarin gergeklestigi ve
hayatin devamu i¢in gerekli oldugu kabul edilen bir doku olarak kabul edilmektedir.
Buna ek olarak, soguga adaptasyonu regiile etmekte ve ATP iireten bir enerji kaynagi
olarak fonksiyon gdstermektedir [4]. Son yillarda; adipoz dokunun fizyolojik ve
patolojik durumlar altinda immiinolojik ve inflamatuar siirecleri regiile eden
metabolik olarak aktif bir organ olarak fonksiyon gosterdigi kabul edilmektedir [4].
Ozellikle obezite ve obezite ile ilgili hipertansiyon, diyabet gibi durumlarin adipoz
doku iizerinde ¢alisilmasi sonucunda adipoz dokunun endokrin bir organ olarak
fonksiyon gosterdigine dair kanitlar artmistir. Adipoz doku adipokinler olarak
isimlendirilen bircok hormon ve sitokinlerin salgilandigr endokrin olarak aktif bir
organdir (Sekil 9) [4, 5, 73].
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Sekil 9. Adipoz dokudan sekrete edilen iriinlerin ana fizyolojik fonksiyonlar1 [73].

2.3.1. Adiponektin

Adipositlerden salgilanan en onemli hormonlardan biri de adiponektin’dir.
Adiponektin ilk defa 1995 yilinda 3T3-L1 adipositlerde Scherer ve arkadaslar
tarafindan kesfedilmistir [75]. Adiponektin ilk zamanlarda esas olarak adipositlerden
sekrete edildigi disilinlilmiistiir. Ancak son yapilan calismalarda adiponektinin hem
protein hem de mRNA diizeylerinin osteoblastlar, karaciger parankim hiicreleri,
miyositler, epitel hiicreleri, plasenta dokusu gibi diger dokularda da eksperese oldugu
gosterilmistir [4, 76].

Adiponektin ayn1 zamanda Acrp30 (adiposit komplement-iliskili protein 30
kDa), AdipoQ, apM1 veya GBP28 (jelatin-baglayic1 protein 28 kDa), olarak da
bilinmektedir [5, 76, 77]. Adiponektin kollajen-benzeri adipokindir ve antiaterojenik,
anti-diyabetik ve insiilin duyarlastirici etkilere sahiptir [78].

2.3.2. Adiponektinin Yapisi

Adiponektin apM1 geni tarafindan kodlanir [73]. Insan adiponektini 28-30
kDa agirliginda 244 amino asit iceren bir proteindir [4, 73]. Adiponektin yapisal
olarak kompleman 1q’a benzerlik géstermektedir [5, 79, 80].
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Adiponektin, N-terminal ucunda sinyalizasyon peptit bdlgesi ve tiire 6zgil
degisken bolge igerirken ve C-terminal ucunda kollajen-benzeri bolge ile globiiler
bolge igermektedir (Sekil 10) [4, 5, 81, 82].

17aa 28aa 65aa 137aa
n Sinyal Degiskenbdlge | Kollajen-benzeri Globuler c
dizisi (tlire 6zgl) Bolge bolge
Post-translasyonal
modifikasyonlar
r"',, \\“\
- i
4'”’ ' \\
Temel birim LMW izoform HMW izoform
(3 adiponektin molekili) (6 adiponektin molekiilii) (12-18 adiponektin molekli)
90 kDa 180 kDa 360-400 kDa

Sekil 10. Adiponektinin yapisi ve izoformlari. Adiponektin hidroksilasyon ve glukozilasyon gibi post-
translasyonal modifikasyonlara ugrar. Adiponektin molekiilleri adipositlerden trimer (=90
kDa; temel birim), diisiik molekiiler agirlikli hekzamer (~180 kDa, LMW) ve yiiksek
molekiiler agirlikli izoformlar (12—-18-mers; >400 kDa HMW) olarak sekrete edilirler [81].

N-terminal bolgesi diger herhangi bir protein ile benzerlik gostermemektedir
ve tiirler arasinda degisiklik gosterir. Bunun aksine C-terminal bolge kompleman 1q
ile benzer aminoasit sekansina sahiptir. Ayrica C-terminal bolgesi; kollajenVIIl ve
X, mannoz-baglanma proteini, TNF-o (Timor nekrozis faktor o) gibi diger
proteinlerin globiiler bolgelerine benzerlik gostermektedir [83].

Adiponektinin ii¢ biiyiik oligomerik formu bulunmaktadir; diisiik molekiiler
agirhkli (LMW) trimer, orta molekiiler agirlikli (MMW) hekzamer ve yiiksek
molekiiler agirhikli (HMW) 12-18-mer adiponektin [4, 8, 9, 73, 81, 84].
Adiponektinin ayrica globiiler formu da mevcuttur. Globiiler adiponektin,
adiponektin monomerinin proteolitik yikimi sonucunda olugmaktadir [4]. Globiiler
adiponektin trimerler seklinde bulunur.

Trimerik form, adiponektinin dolasimdaki temel formudur. Trimerik form
daha sonra hekzamer ve daha genis komplekslere oligomerize olmak igin; sistein
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kalintisindan (insanda Cys36 ve farede Cys39) disiilfit bagi olusturur ayrica
hidroksilasyon ve glukozilasyon (kollajen bolgesindeki prolin ve lizinden) gibi
posttranslasyonal modifikasyonlarada ugrar (Sekil 11) [4]. Buna ek olarak
adiponektinin trimerik formu l6kosit elastaz tarafindan proteolik yikima ugratilarak
globiiler adiponektine doniistiiriiliip dolasima salinir (Sekil 3).
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Sekil 11. Adiponektinin sentezi, sekresyonu ve sirkiilasyonunun diizenlenmesi [4].

2.3.3. Adiponektinin Post-translasyonal Modifikasyonlar:

Adiponektin dolagimda farkli formlarda bulunan kompleks bir proteindir.
Adiponektinin her bir oligomerik formu farkli hedef dokularda farkli biyolojik
fonksiyonlar1 gerceklestirmektedir. Adiponektinin merkezi roliinii gergeklestiren
oncelikli formlar1 hekzamerik ve trimerik oligomerleridir. HMW oligomer,
adiponektinin insiilin duyarlastirict etkisine aracilik eden major aktif formudur [73,
76]. Tip 2 diyabetli hastalarda adipositlerden oligomer sekresyonu hasar
gordiigiinden, HMW adiponektinin dolasimdaki seviyesi diiser.

Adiponektin oligomerlerinin sentezi post-translasyonal modifikasyonlari
iceren kompleks bir siirectir (Sekil 11). Hiicre icinde oligomerik yapilar stabil
edebilmek i¢in adiponektinin kollajen bdlgesinde yiiksek oranda korunmus olan lizin
kalintilarindan hidroksilasyonu ve glikolizilasyonu gerekmektedir [84]. Ayrica
adiponektin oligomerlerinin sekresyonu, endoplazmik retikulumda bulunan 44 kDa
endoplazmik retikulum proteini (ERp44) ve endoplazmik retikulum oksidorediiktaz
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1-Lo (Erol-La) saperonlari tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir. ERp44,
tiyol aracili bir mekanizma ile adiponektin sekresyonunu inhibe ederek hiicre i¢inde
alikoymaktadir. Bunun aksine Erol-Loa, ERp44 tarafindan tutulan HMW
adiponektinin salinmasini saglar [84, 85]. /n vivo ve in vitro ¢aligmalar adiponektin
sekresyonunun ve ekspresyonunun PPARy ve TZD’ler tarafindan arttirildigini
gostermektedir [76, 86, 87]. PPARy agonisti olan TZD ’ler Erol-La’y1 up-regiile
ederek HMW adiponektin sekresyonunu artirir [84, 88, 89].

2.3.4. Adiponektin Reseptorleri

Adiponektin glukoz metabolizmasini ve insiilin duyarliligini etkiler. Ayrica,
antiinflamatuar ve antiaterojenik o6zellik gosterir [76]. Adiponektin bu etkisini p38
MAPK, AMPK, PPARa ve PPARy gibi bir¢ok sinyal molekiiliinii aktive ederek
gerceklestirmektedir. Bu sinyalizasyon adiponektinin, adiponektin reseptor 1
(AdipoR1) ve adiponektin reseptér 2 (AdipoR2) olarak isimlendirilen reseptorleri
tizerinden ilerlemektedir [4, 90].

AdipoR1 ve AdipoR2 amino asid igerigi bakimindan %67 homoloji
gostermektedir. Her iki reseptor de integral membran proteinleridir. N-terminal
bolgesi hiicre icinde C-terminal bdlgesi ise hiicre disindadir (Sekil 12) [5, 91].
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Sekil 12. Adiponektin reseptorlerinin yapisi. AdipoR1 ve R2 reseptorlerinin her ikisi de 7 trans
membran domaini igermekte ve %67 homoloji gostermektedir [5].

AdipoR1 geni 375 amino asitlik bir protein kodlar ve molekiiler agirligi
yaklagik olarak 42,4 kDa’dur. Adipo R2 geni ise 311 amino asitlik bir protein kodlar
ve molekiiler agirhigr yaklasik olarak 35,4 kDa’dur [77]. Adiponektin reseptorleri
farkli adiponektin multimerlerine kars1 farkli afinitelere sahiptir. AdipoR1 gAd’ne
yiiksek afinite ile baglanirken, AdipoR2 ise gAd ve tam uzunluktaki adiponektin
(full-length adiponektin, fAd) orta diizeyde bir afineteye sahiptir [4, 5, 90, 92].

Adiponektin reseptorleri aracilifi ile PPARa, AMPK ve p38 MAPK
aktivitesini stimiile ederek glukoz alimini ve yag asidi oksidasyonunu arttirir [91, 93,
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94]. PPARa ve AMPK’nin baskilanmasi adiponektin uyarimli yag asidi
oksidasyonunun azalmasina neden olmaktadir. AMPK veya p38 MAPK’in
baskilanmasi ise adiponektin uyarimli glukoz aliminin azalmasi ile sonuglanmaktadir
(Sekil 13). Adiponektin ile tedavi sonrasinda plazma glukoz seviyesi ve
glukoneogenezde yer alan molekiiller azalir. Bu durum ise insiilin duyarliliginin
gelistirir. STZ indiiklii diyabetik farelerin iskelet kasinda AdipoR1 mRNA diizeyleri
artmustir ve insiilin alindiktan sonra normal AdipoR1 diizeyine gelmistir [95].
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Sekil 13. AdipoR1 ve AdipoR2 reseptorleri araciligi ile adiponektin sinyal iletimi. AdipoR1 ve
AdipoR2, globiiller ve oligomerik adiponektin formlar1 igin reseptér fonksiyonu
gostermektedir. Adiponektin bu reseptorleri araciligi ile AMPK, PPARa ve p38 MAPK
aktivitesini uyarir ve biyolojik fonksiyonlarin1 ger¢eklestirir [5].

2.3.5. Adiponektin ve Diyabet

Adiponektin antidiyabetik ve antiaterojenik o6zelliginden dolayr biiytik ilgi
goren adipokinlerden biridir [81]. Adiponektin geni tip 2 diyabet ve metabolik
sendrom ile baglantili olan 3q27 kromozon iizerinde lokalize olmaktadir [5, 76]. Tip
2 diyabette hastaligin ilerleyen asamasinda yiikselen kan glukozuna yanit olarak
pankreatik beta hiicrelerinden sekrete edilen insiilin miktar1 azalir ve insiilin direnci
olusur [96]. Insiilin direncinde iskelet kas1 ve adipoz doku tarafindan glukoz alimi
azalir. Adiponektin; kas, karaciger ve adipoz dokunun insiiline duyarli hiicrelerinde
AdipoR1 ve AdipoR2 araciligi ile lipid ve glukoz metabolizmasini diizenler [96].
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Normal plazma adiponektin konsantrasyonu 5 ve 30 pg/mL arasinda
degigsmektedir. Adiponektinin plazmadaki konsantrasyonu, leptin (insiilin direnci ve
tip 2 diyabet ile ters orantili) konsantrasyonunun 1000 katidir [76]. Adiponektinin
plazma konsantrasyonu viicut kitle indeksi ile negatif koreledir. Obez, insiilin
direncli rodent modellerinde TNF-a ve resistin ekpresyonu yiikselirken, adiponektin
ekspresyonun diistiigii gosterilmistir [97]. Adiponektin konsantrasyonundaki diisiis,
insiilin direnci ve diyabet riskini arttirmaktadir [76, 98-100]. Diisilk plazma
adiponektin seviyesi, insiilin direnci ile iligkili kardiyovaskiiler hastaliklar ve
hipertansiyon gibi durumlarda gozlenmistir [5]. Tip 2 diyabet gelistirilen maymun
modellerinde de plazma adiponektin seviyelerinin distiigii goézlenmistir [101].
Visseral obeziteli insanlarda plazma adiponektin seviyelerinde insiilin direnci ile
korele kismi diisiis kaydedilmistir [102-104].

Plazma adiponektin seviyesi cinsiyete gore de degismektedir. Bayanlarin
dolasimdaki adiponektin seviyesi erkeklerden daha yiiksektir. Bu 0Osterojen ve
androjen konsantrasyon farkindan dolay1 olabilir [76, 105-107]. Soya proteini [108],
balik yagi [109] ve linoleik asid [110] gibi baz1 diyetsel faktorler de dolagimdaki
adiponektin diizeylerini artirmaktadir. Bu yiyecekler ayni zamanda diyabet
olusumuna kars1 da bireyleri korumaktadir. Karbohidrat agirlikli yiyecekler ise
plazma adiponektin diizeylerini diisiirmektedir [111]. Oksidatif stres, adiponektin
ekspresyonunu inhibe etmektedir [112]. Sonug olarak; plazma adiponektin diizeyleri
yas, cinsiyet ve yasam tarzini da igeren bir¢ok faktdrden etkilenmektedir (Sekil 14)

[5].

23
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Sekil 14. Insiilin direnci, metabolik sendrom ve aterosklerozda adiponektinin etkisi. Genetik
(adiponektin geninde SNP 276) veya g¢evresel faktorlerden (sedenter yasam, beslenme sitili
vb.) dolay1 adiponektin seviyesinde azalma meydana gelebilir. Adiponektin seviyesindeki bu
azalma tip2 diyabet, insiilin direnci ve metabolik hastaliklarin olusmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Dahasi adiponektin seviyesindeki azalma direkt olarak ateroskleroz
gelismesinde énemli rol oynamaktadir [5].

2.3.5.1.Adiponektinin Insiilin Duyarlastirici EtKisi

Genetik veya ¢evresel etkilerden dolayr dolagimdaki adiponektin seviyesinde
meydana gelen diislis, diyabet ve metabolik sendromun gelismesine neden
olmaktadir [5, 81]. Adiponektinin, insiilin duyarlastirict etkisinin molekiiler
mekanizmalarinin altinda AMPK ve PPAR’lar bulunmaktadir. Adiponektin, kasta
AMPK’y1 aktive ederek ve asetil-koA karboksilazi inhibe ederek glukoz
transportunu ve yag asidi oksidasyonunu artirir. Adiponektin ayni zamanda
PPARa’y1 aktive ederek karaciger ve iskelet kasinda yag asidi ve enerji tliketimini
artirir. Boylece karaciger ve kasta trigliserid miktar1 azalir ve instilin duyarlilig: artar
[5, 96].

Cok sayida galismada adiponektinin insiilin duyarlastirici roliiniin 6zellikle
HMW formu ile baglantili oldugu gosterterilmistir [76]. Hem diyabetik farelerde
hem de insanlarda TZD gibi insiilin duyarlastirict ilaglarla tedavi sirasinda HMW
adiponektinin total adiponektin miktarina orani insiilin duyarliligi ile pozitif bir
korelasyon gostermistir [5]. Bundan dolay;; HMW adiponektinin insiilin direnci,
metabolik sendrom ve tip2 diyabet i¢in Onemli bir biyomarker olabilecegi
diistintilmektedir [5].

Tip 2 diyabet teavisinde yaygin olarak kullanilan TZD’lerin plazma
adiponektin seviyelerini arttirdig: gosterilmistir [113]. insiilin direncinin TZD’ler
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tarafindan diizeltilmesinin altinda yatan adiponektine bagimli ve bagimsiz yolaklar
seklinde 2 mekanizmanin bulundugu ileri siirlilmistir. TZD’ler adiposit
farklilasmasin1 degistirmeden Adiponektin gen transkripsiyonunun aktivasyonunu
saglayarak adiponektin seviyelerini yiikseltmektedir [114]. Boylece adiponektin
sinyalizasyonunda bulunan AMPK aktivasyonu artar. Aktif AMPK karacigerde
glukoneojenezi diisiirerek insiilin direncini ve tip 2 diyabeti diizeltmektedir. Diger
taraftan adiponektinden bagimsiz olarak TZD’ler adiposit farklilasmasini
indiikleyerek, kiigiik adipositlerin sayisini artirarak [115, 116] ve TNF-a ve resistin
ekspresyonunu diisiirerek, iskelet kasinda insiilin direncini diizeltmektedir [117].

2.4.  Adiponektin Sinyalizasyonu
Adiponektin etkilerini sinyal yolaginda bulunan p38 MAPK ve PPARa
tizerinden gosterir [91, 119, 120].

Adiponektinin yag asidi oksidasyonu stimiile etmesi PPARa {izerinden
gerceklestirilir. PPARo peroksizomal ve mitokondriyal B-oksidasyon da rol alan
genlerin ekspresyonunu regiile eder [121, 122]. p38 MAPK inflamatuar sitokinler
tarafindan uyarilir ve immiin yanitin aktivasyonunda 6nemli rol oynar. p38 MAPK
aktivitesinin artmasi1 PPARo’nin lipid oksidasyonundaki roliine pozitif olarak etki
eder.

2.4.1. MAPK ( Mitojen-Aktive Protein Kinaz) Yolag:

MAP kinazlar en ¢ok calisilan sinyal yolaklarindan biridir. Hiicre ¢cogalmasi,
hiicre farklilasmasi ve hiicre boliinmesi gibi birgok biyolojik siiregte rol oynarlar [67,
123]. Ayrica MAPK’lar inflamatuar sinyalleri hiicre yiizeyinden niikleusa tasiyarak,
immiin aracili inflamatuar yanitta 6nemli gérevler tstlenirler [123].

MAP kinazlar serin/treonin kinaz ailesine aittir [124]. Bu sitoplazmik
proteinler Ozellikle metabolizmayi, biiylimeyi, apoptozisi kontrol eden diger
intraselliiler proeteinleri Serin ve treoninden fosforilasyonunda kilit rol oynarlar [67].
Ayni zamanda MAP kinazlarin kendilerinin aktiviteleri igcin de treonin ve tirozin
kisimlarinin fosforlanmalart gerekmektedir [67, 123]. Bu sinyal yolag: ii¢ tane kinaz
icerir. MAP-kinaz kinaz kinaz (MAPKKK), MAP kinaz kinaz (MAPKK) ve MAPK.
[67]. Bu sinyal kaskatlarindan, sinyalin ge¢mesi sirasiyla MAPKKK, MAPKK ve
MAPK aktivasyonu gerektirir [125, 126]. MAPK aktivitesi, MAPKK tarafindan
aktivasyon lobundan bulunan Thr-X-Tyr dual fosforilasyonu ile stimiile edilir.
MAPKK aktivitesi ise serin/treonin MAPKKK tarafindan regiile edilir (Sekil 15)
[67].
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Sekil 15. MAPK sinyal yolaginin aktivasyonu. Tiim MAPK ’lar {i¢ kademeli sinyal iletim
mekanizmasina sahiptir. Bu sinyal yolaginda MAPK’lar kinaz bélgesinin aktivasyon alt
bolgesinde yer alan korunmus Thr-X-Tyr motiften serin ve treonin fosforilasyonu ile aktive
olurlar. MAPK fosforilasyonu ve aktivasyonu; MAPK/ekstraselliiler sinyal diizenleyici
(ERK)- kinazlar (MEK ya da MKK) tarafindan katalizlenir. MEK’ler ise bir¢ok protein
kinaz ailesi (bunlar toplu olarak MAP3K’lar olarak adlandirlir) tarafindan sirayla
serin/treoninden fosforlanir [127].

MAP kinazlar ilk olarak memeli hiicrelerinde ekstraselliiler sinyal
diizenleyici kinazlar (ERKS) ailesinin iiyesi tanimlanmistir [124, 127]. MAPK ailesi
temel olarak ii¢ grup igerir: ERK, c-Jun amino-terminal kinazlar (JNKs) ve
p38MAPK [125]. Bu serin/treonin kinazlar fosforilasyon kaskadi ile regiile olup ve
birgok uyaran tarafindan aktive olurlar. ERK, mitojenler tarafindan regiile edilir ve
bu yolak 6zellikle hiicre proliferasyonu ve hiicre dongiisii icin énemlidir. pP38MAPK
ve JINK MAPK, UV’den sitokinlere kadar ¢esitli stres uyaranlari tarafindan stimiile
edilir ve apoptoziste rol alirlar (Sekil 16) [128].
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Sekil 16. MAPK sinyal yolagi. MAPK’lar ¢evresel stres (UV, osmotik sok v.b.) , biiylime faktorleri
ve inflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir. INK ve p38 MAPK’1n bu sinyal yolaginda
birgok aktivatorii (MAP2K ve MAP3K ailesinin iiyeleri) tanimlanmistir. Bu sinyal yolaginin
hedefleri arasinda hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda yer alan effektorler ve
transkripsiyon faktorleri bulunur [129].

2.4.1.1. p38 MAPK

p38 MAPK; inflamasyon, hiicre biiylimesi, hiicre farklilagmasi, hiicre
6liimii ve immiin yanitta regiilator olarak fonksiyon gosterir [61, 123, 125, 128, 130].
p38 MAP kinazin; p38 a, B, y ve & olmak {izere dort tane izoformu mevcuttur [61,
123, 126].

p38 MAPK stres sinyalleri, biiyiime faktorleri, inflamatuar sitokinler, UV, 1s1
ve osmatik sok gibi etkenlere yanit olarak aktive olur [61, 125, 131]. p38 MAPK
stresle indiiklendikten sonra sirastyla MAPKKK, MAPKK ve son olarak da MAPK’a
dogru ilerleyen bir fosforilasyon kaskadi baslar [126]. MKK3 ve MKK®6, p38
MAPK’a spesifik MEK’lerdir. Aktive olan p38 bir¢ok transkripsiyon faktoriinii
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aktive eder ve fosforlar. p38 MAPK hedefleri arasinda protein kinazlar ve
transkripsiyon faktorleri bulunur [127].

p38 MAPK’in aktivasyonu ¢ogu zaman hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Buna
ek olarak hiicre boliinmesi sirasinda; hiicre kontrol noktalarinda (checkpoint)
fonksiyon gosterdigine dair yeni ¢aligmalar mevcuttur [125].

p38 MAPK, metabolik homeostazin devami i¢in hayati 6neme sahip bir
enzimdir. Anormal p38 MAPK aktivasyonu, kronik inflamasyon uyarimli insiilin
direncine neden olabilir. Ciinkii p38 MAPK aktivasyonu insiilin, egzersiz ve
adiponektin uyarimli glukoz ve lipid kullanimi i¢in gereklidir [94, 132]

Ayrica p38 MAPK, PPARY’y1 inhibe ederek adipogenezde negatif rol oynar
[91, 93].

2.4.2. PPAR

PPAR’lar ligandla aktive olan ve niikleer reseptér siiper ailesine ait
transkripsiyon faktorleridir [24, 133-136]. Niikleer reseptorler; gelisme, ¢ogalma,
biliylime, kanser, inflamasyon, immiin fonksiyon, metabolizma ve apoptozis gibi
birgok biyolojik siirecte rol oynamaktadir [133]. PPAR ailesi PPARa, PPARp/delta,
PPARyl ve PPARY2 izoformlarini igermektedir [137]. PPAR’lar ilk defa 1990
yilinda kesfedilmistir [138]. PPAR ismi, ilk bulunan PPAR iiyesi olan PPARa’nin
rodent hepatositlerinde peroksizomlarin proliferasyonunu indiikledigi i¢in verilmistir.
Fakat bu fonksiyon diger PPAR izoformlarinda (PPARy ve PPARS) gbzlenmemistir.
PPAR izoformlar1 daha ¢ok yag asidi sentezi, oksidasyonu ve depolanmasinda,
ayrica karbohidrat metabolizmasinda baglica regiilatdrler olarak fonksiyon
gostermektedirler [24, 134, 137, 139].

2.4.2.1. PPAR’larin Yapisi

PPAR’lar steroid ve tiroid hormon reseptorleri gibi diger niikleer reseptorle
benzer yapisal Ozellikleri icerir [24, 133, 134]. PPAR’lar DBD (DNA baglanma
bolgesi)’de bulunan iki ¢inko parmak sayesinde DNA ya baglanir ve LBD (ligand
baglanma bolgesi)’de bulunan ligand baglayici cepler ile ligandina baglanir (Sekil
17) [133, 140].
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Sekil 17. PPAR’larin yapisi. N-terminal bolge (NTD, A/B bolgesi) ligand bagimsiz aktivasyon
fonksiyonu (AF1) igerir. DNA-baglanma bolgesi (DBD, C bolgesi) iki ¢inko parmak
icermektedir bu DNA’ya baglanmay1 saglar. D bolgesi (Hinge region) yiiksek derecede
esnektir. Ligand baglanma bolgesi (LBD, E bolge) ligand bagimli aktivasyon fonksiyonunu
(AF2) igermektedir [133].

PPAR’larin DNA’ya baglanabilmesi i¢in retinoid X reseptor (RXR) ailesinin
tiyeleri ile dimerizasyona ugramasi gerekmektedir [133, 134, 137, 141]. PPARIlar
DNA’da PPREs (PPAR yanit elementleri) olarak isimlendirilen spesifik DNA yanit
elementlerine baglanir (Sekil 18) [24, 134, 141].

Ligand : [ ljD 9-cis-retinoik asid

PPAR

AGGTCANAGGTCA
messssssssssms TCCAGTNTCCAGT

Sekil 18. PPAR-RXR heterodimeri [24].

PPRE’ler AGGTCANAGGTCA sekansini igerir [24, 140]. PPAR’larin
transaktivasyonu, ligand bagimli transaktivasyon fonksiyonu C-terminal bolgede
aktivasyon fonksiyon 2 (AF2) araciligi ile olurken ligand bagimsiz transaktivasyonu
N-terminal bolgeinde aktivasyon fonksiyon 1 (AF1) tarafindan gerceklestirilmektedir
[133, 134].

C-terminal bolgesi ayn1 zamanda RXRa. ile dimerizasyondan ve ko-aktivator
proteinlerinin baglanmasindan sorumludur [24, 134]. PPAR’larin ligand baglayici
cebine ligand baglandigi zaman; LBD’nin C-terminal heliks (heliks 12) agik
pozisyonda Kilitlenir ve hidrofobik bir kavite olugur. Bu hidrofobik kavite birgok ko-
aktivatorde bulunan LXXLL motif ile etkilesime gecer. Boylece bu hidrofobik kavite
araciligi ile histon asetiltransferaz (HAT), histon metiltransferaz (HMT) gibi birgok
ko-aktivator ile LBD direk etkilesime gecer [133]. Agonist yoklugunda ko-aktivator
ve ko-represorler LBD ile etkilesime gecer ve dengeli bir degisim s6z konusudur.
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Agonist varhiginda ise; heliks12 pozisyonunundaki degisim ko-aktivatér-LBD
arasindaki etkilesimi sabitlestirir ve bdylece AF2’deki transaktivasyon artar [133].
Ko-aktivator ve ko-represor arasindaki degisim TBL1 (transdusin B-like 1) ve
TBL1-iliskili proteinl (TBLR1) araciligi ile olmaktadir [133]. Transkripsiyonal
aktivatorler olarak etki etmelerinin yami1 sira PPAR’lar ayn1 zamanda bazi hedef
genlerin ekspresyonunu baskilamaktadirlar [133, 134].

Cok sayida endojen PPAR agonistleri tanimlanmaktadir. Bunlar birgok
doymamis yag asitleri [134], dalli zincirli yag asitleri, okside olmus yag asitleri,
nitro-yag asitleri, eikozanoidler, fosfolipidler ve seratonin metabolitleridir [133, 134,
142]. PPAR’lar genis Y seklindeki ligand baglayici cepleri sayesinde ¢ok sayida
ligand ile etkilesime gegebilir [143]. Bundan dolay1 dogal ve sentetik birgok
ligandlar1 mevcuttur.

2.4.2.2. PPAR’larin Aktivasyonlarinin Diizenlenmesi

PPAR’larin aktivasyonu sadece ligand ile diizenlenmemektedir. Bunun
disinda RXR, PPRE’ler ve koaktivatorlerde PPAR’larin transkripsiyonal aktivitesini
diizenlemektedir (Sekil 19) [140].
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Sekil 19. PPAR’larin gen transkripsiyonu. PPARIar ligand baglayici bolgeinden RXR ile
heterodimerizasyona ugrar ve ardindan DNAdaki spesifik bolgeye (PPREs) baglanir
Bu durum kofaktériin olmasini gerektirmektedir. Sonug olarak da genlerin transkripsiyonu
artar [140].

Bircok protein, koaktivator veya korepresor olarak davranarak niikleer
reseptorlerin transkripsiyon slireglerini baskilar veya baglatir. Bunlar niikleer
reseptorlerin ligand baglayici bolgesi ile etkilesime geger. Ligand ile baglanmamis ve
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heterodimerizasyona ugramis olan niikleer reseptor histon deasetilaz, niikleer
reseptor ko-represor (NCoR) ve retinoid ve tiroid hormon reseptorleri i¢cin gen
suturucu mediyator (SMRT) ile etkilesime gecer [140]. Histonlar deasetilasyona
ugradiklart zaman transkripsiyon inhibe olur.

PPAR’larin transkripsiyonal aktiviteleri fosforilasyon [69], tibikiitinasyon ve
sumolasyon (SUMO ‘Small ubikitin like motif’) mekanizmalar1 ile de regiile
edilmektedir [27].

= PPARy2’nin AF2 bolgesinde 112 pozisyonda bulunan serin amino
asidinden biiylime faktorleri ya da stres uyarimli (p38/jun NH2-
terminal kinaz1/2) fosforilasyonu PPARy’nin transkripsiyonal
aktivitesini baskilamaktadir [134].

= PPARy, AF1 bolgesinde 107. pozisyonda bulunan ve AF2 bolgesinde
395. pozisyonda bulunan lizin amino asidinden sumolasyona ugrar ve
transkripsiyonal aktivitesi diizenlenir. PPARy’nin 107. pozisyondaki
amino asitten sumolasyonu transkripsiyonal aktivitesini baskilar
[134].

» Ayrica PPARy poli-iibikiitinasyona ugrayabilir. Ubikiitinasyondan
sonra PPARy proteozomal degredasyona maruz kalir [134].

2.4.2.3. PPARa

PPARe’ nin Dokulardaki Dagilimi:

PPARa temel olarak yag asidi oksidasyonunun yiiksek oldugu iskelet kasi,
hepatositler, kardiyomiyositler ve bobrek korteksinde eksprese olurlar [24, 135, 137,
144].

PPARa Ligandlan:

PPARa ii¢ izoform i¢inde doymamis yag asitlerine en yiiksek afinitede
baglanan PPAR izoformudur. Doymus yag asitleri doymamis yag asitlerine gore
PPARa igin daha diisiik bir affiniteye sahiptir [24].

PPARa dogal ligandlarina ek olarak sentetik ligandalariyla da etkilesime
gecebilir. Bu sentetik ligandlarmin arasinda klofibrate, fenofibrate ve bezafibrate
bulunmaktadir.

PPARa’nin Lipid Katabolizmasindaki Rolii:

Yag asitlerinin, PPAR’lar icin endojen ligandlar olduklar1 saptandiktan
sonra, lipid homeostazinin molekiiler diizeyde c¢alisilabilecegine dair yeni
yaklagimlar ortaya atilmaya baslandi [135]. Diyetle alinan lipidler, PPARIlarin
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ligandlar1 olarak fonksiyon gosterip tim viicudun lipid homeostazini etkilemektedir
[135]. Hepatik yag asidi oksidasyonunda, peroksizomal oksidasyonda ve
mitokondriyal oksidasyonda yer alan genlerin birgogu PPARa'nin hedefleridir.

Karaciger viicudun ihtiyacina gore enerji kaynaklarinin kullanildigi veya
depo edildigi, metabolik etkilesimlerin gergeklestigi bir organdir. Ag¢lik esnasinda
enerji kaynaklar1 karbohidrattan yaga dogru kayar. Daha once adipositlerde depo
edilmis olan yag asitleri a¢lik durumunda karaciger tarafindan alimir. Burada ya
tekrardan esterlesip trigliserid formuna doniistiiriliip VLDL yapisinda toplanir ya da
B-oksidasyon ile yikilip keton cisimciklerinin olusumunda kullanilir [135].
Karacigerde PPARanin aktivasyonu, FATP ve uzun zincirli agil-koA sentaz
ekspresyonunu indiiklemektedir [24].

Acil-KoA oksidaz gibi birgok kilit enzim peroksizomal -oksidasyon da rol
oynar. Bu enzim aymi zamanda PPARonin direk hedeflerinden biridir [24].
Peroksizomal B-oksidasyon her zaman direk enerji saglamaz fakat uzun zincirli yag
asitlerinin kisalmasini saglar. Boylece; mitokondriyal B-oksidasyon a girebilmeleri
miimkiin olur. PPARanin aktivasyonu, mitokondriyal p-oksidasyon da onemli bir
adim olan ag¢il-KoA dehidrogenazin ekspresyonunu ve keton sentezinde yer alan
hidroksimetilglutaril KoA sentaz ekspresyonunu stimiile eder [24].

Insan ve rodentlerin iskelet kasinda PPARa, piriivat dehidrogenaz kinaz 4
(PDK4) gen ekspresyonunu ve aktivitesini stimiile ettigi daha Once yapilan
calismalarda gosterilmistir. PDK4, piriivat dehidrogenazi fosforileyerek inaktif hale
getiren bir kinazdir. Aktif piruvat dehidrogenaz, piriivati asetil-KoA ya doniistiirerek,
glukoz karbonlarmin oksidasyonunu desteklemektedir. Boylece laktat olusmaz ve
glukoz karbonlarindan hepatik glukoz iiretilebilir. Iskelet kasinda, diyabet ve aglik
yag asidi miktarinin artmasina neden olur ve bu durum PPARonm aktivitesini
indiikler. Aktive olan PPARa PDK4 ekspresyonunu artirir. Sonug olarak PDK4,
priivat dehidrogenazi inaktive eder ve glukoz karbonlart béliinmeye devam eder [24].

Ozellikle kalpte ve karacigerde artmis olan yag asidi oksidasyonu ve direk
olarak PDK4 ekspresyonunu artirarak ya da indirekt olarak keton cisimciklerinin
sentezini artirarak glukoz boliinmesinin  saglanmasi; PPARlarin  ligandlarinin
(fibrateler) lipid disiiriicti etkisini ve bazi durumlarda dokularda lipid birikimini
onleyerek  (lipid oksidasyonunu aktive ederek) insiilin  duyarliliginim
gelistirebilecegini gostermektedir [24].
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2.4.2.4. PPARy

Dokulardaki Dagilima:

PPARy temel olarak kahverengi ve beyaz yag dokusunda eksprese olur [135,
141]. PPARy, aym1 zamanda immiin hiicrelerinde (monosit, makrofaj), kolon
mukozasinda ve plasentada da bulunur [24]. Iskelet kasinda ise yok denecek kadar az
miktardadir.

PPARy Ligandlari:

Linoleik asid, arasidonik asid ve eikosapentatenoik asid PPARy’nin endojen
ligandlaridir. Ayrica 15-deoksi-deltal2-14-PGJ2 (15d-PGJ2) gibi prostoglandinle
ilgili komponentler ve 9-HODE, 13-HODE, 15-HETE gibi okside olmus lipid tiirleri
de PPARy’nin etkili aktivatorleridir [140].

TZD’ler, tip 2 diyabette kan glukoz seviyesini diisiiren ve instilin duyarliligini
gelistiren sentetik PPARy ligandlaridir [69, 136]. TZD’ler tip 2 diyabet ile iliskili
insiilin direnci olan hastalara verilir [145, 146]. TZD’ler insiilin duyarliligini
gelistirerek kan glukoz diizeyini ayarlar [69]. Bunlar troglitazon, siglitazon,
pioglitazon ve rosiglitazon’dur (Sekil 20) [136, 140].
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Sekil 20. PPARy’nin tiazolidinedion (TZD) ailesindeki ligandlari. Pioglitazon ve rosiglitazon oral
antidiabetik ilaclar olarak tip2 diyebet tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir [24].

TZD’ler temel olarak adipoz dokuda, PPARy aktivitesini artirarak insiilin
duyarliligini1 gelistirir. Adipoz dokuda PPARy’ nin aktive olmasi dolasimdaki serbest
yag asidi miktarimin diismesini, lipidin yag dokuda birikmesini saglar. Boylece
karaciger ve kasta lipid birikimi azalir ve adiponektin miktar artar [74].
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PPARy’nin Hedef Genleri:
PPARy’nin hedef genleri arasinda esterlesmemis yag asidi olusturan LPL,
gliserolun adipositlere transporturunu saglayan akuaporin 7 bulunmaktadir [147].

Fonksiyonal Plasenta ve Embriyo Gelisiminde PPARy’min Rolii:

PPARy plasentanin sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinde eksprese
olmaktadir. PPARy aktivasyonu gebelik ve fetal gelisim esnasinda gerekli olan
hormon ve iriinlerin sekresyonu ve iretimini stimiile etmektedir [149]. Ayrica
PPARy, embriyonun endometriyuma tutunmasinda/gelismesinde ve plasental
fonksiyonda 6nemli gorevler istlenir [149]. Bundan dolayi; PPARy fonksiyonel
plasentanin olgunlasmasi i¢in esansiyeldir [150]. PPARy’nin inaktivasyonu plasental
damarlanmanin zarar gérmesine neden olur [149]. Bu durum embriyo olimi ile
sonuglanir. Gebelik kaybi plasenta hiicresinde PPARy eksikligi giderildigi zaman
Onlenebilmektedir. Plasental gelisimdeki benzer anormallikler RXR'/" farelerde
gozlenmistir. Bu durum plesantasyon i¢in PPARy-RXRa heterodimerinin gerekli
oldugunu gostermektedir [31, 149].

PPARy ve Adiposit Biyolojisi:

Adiposit; hormonal sinyallere yanit olarak, kan lipid diizeyinin diizenlendigi
ve lipidin depo edildigi ana bolgedir. PPARy lipid sentezi, depolanmasi ve
transportunda yer alan birgok genin ekspresyonunu kontrol eder [27]. PPARy
adipogenezin major regiilatorlerindendir. PPARy bu dokularda yiiksek miktarda
eksprese olmakta ve fibroblastlarin adipositlere farklilagsmasinda rol oynamaktadir
[135]. Olgun adipositlerdeki PPARYy, tiim viicudun insiilin duyarliligini etkileyebilir
[145, 148].

PPARYy ve Adiponektin Seviyesi Arasindaki iliski:

Adipositlerden, adiponektin sekresyonunu regiile eden major regiilatorlerden
biri de PPARy’dir. Hayvan modellerinde, hastalarda ve hiicre kiiltiiriinde yapilan
caligmalarda PPARy aktivitesindeki degisimin, adiponektin hormon seviyesindeki
degisim ile baglantili oldugu bulunmustur [141, 153].

. Farmakolojik Kamtlar:

Adiponektinin - multimerizasyonunu, sekresyonunu ve ekspresyonunu
diizenleyen major regiilator TZD gibi PPARy agonistleridir [89]. Diyabetik hastalar
TZD ile tedavi edildikten sonra dolasimdaki adiponektin seviyesinin arttigi rapor
edilmistir. TZD’ler bilindigi gibi PPARY igin yiiksek afiniteye sahip ligandlardir [79,
153]. Bundan dolayi, TZD’lerin metabolik etkilerinin ¢ogunu PPARy‘y1 aktive
ederek gerceklestirdikleri kabul edilmektedir. PPARy sentetik ya da dogal
ligandlarina baglandigi zaman transkripsiyonel aktivitesi stimiile edilir (sekil 21)
[88, 134].

34



Nikleus  _ _ Dolagim

i | Sitozol
|
SREBP1-¢ (+), PPARY (+), | &
¢/EBP (+), E47(+), 1d3 (-) | _.—"—
] e g

Y \ \ \ Adiponektin = .-

\U\XJI\U\X geni N TNFa

Transkripsiyon
A mRNA

LOAVATET I
et Translasyon
4 ¥ Endoplazmik Retikulu:\

Sekil 21. TZD’ler, PPARy ve adiponektin arasindaki iligki [88].

Il.  Saperonlar:
PPARy, endoplazmik retikulumda bulunan Erol-Lo ve ERp44 saperonlarini
etkileyerek post-translasyonal modifikasyonlarla adiponektin seviyesini ve
sekresyonunu up-regiile eder.

PPARy adiponektinin post-translasyonunda rol alan endoplazmik retikulum
proteinlerinin  ekspresyonunu arttirr.  PPARy  agonistleri,  ozellikle ER
oksidorediiktaz, Erol-La’nin hiicresel diizeyini onemli derecede artirir [89].
Ekspresyonu artmis olan Erol-Lo adiponektinin yapisindaki disiilfit baglariin
olugmasini saglayarak, HMW adiponektin sekresyona hazir hale getirir. Boylelikle;
Erol-La HMW adiponektinin sekresyonunu artirir (Sekil 22).

PPAR’lar ayrica ERp44 saperonunun ekspresyonunu etkileyerek adiponektin
sekresyonunu etkiler. Adiponektinin 39. pozisyonda bulunan sistein amino asidinin
tiyol grubu ile ERp44 arasinda olusan kovalent bag adiponektini endoplazmik
retikulumda alikoyar [88, 154]. PPARy, ERp44’ iin promotor bdlgesinde PPRE’ye
baglanarak transkripsiyonunu direkt olarak baskilar. Boylece hiicreden daha fazla
adiponektin salinim1 gergeklesir (Sekil 22) [153].
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Nukleus

Sekil 22. Adiponektinin posttranslasyonel modifikasyonunda ERp-44
ve Erol-La molekiilleri [89].
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GEREC VE YONTEM

3.1. Materyaller

Bu calismada yapilan tiim deneyler Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dalinda gergeklestirilmistir. 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 |, Agaroz, 100 bp DNA standardi,
DNase/RNase free distile su ve Jel yiikkleme tamponu Invitrogen’den

e Adiponektin Sican ELISA kit’i Abcam’dan

e Glisin Sigma’dan

e Yagsiz siit tozu, sekonder antikorlar Bio-Rad’dan

e Poliklonal RXRo antikoru, PPARa antikoru, PPARy antikoru, AdipoR2
antikoru ve Santa Cruz’dan

e Monoklonal Adiponektin antikoru, AdipoR1 antikoru, fosfo-p38 MAPK
antikoru ve p-38 MAPK antikoru Cell Signaling’den

¢ Nitroseliiloz 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

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde
yetistirilen 6-8 haftalik, daha once hi¢ deneye girmemis ve ortalama agirliklar1 250-
300 g olan Rattus norvegicus 1rki 48 disi ve 4 adet erkek ergin sigan kullanildi.
Deneyde kullanilan siganlar Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinden,
Akdeniz Universitesi, Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan onay alinarak
(23.01.2012, Karar No:5) temin edildi. Erkek sicanlar deney sonrasinda deney
hayvanlar1 {initesine geri iade edildi. Denekler standart diyet ve musluk suyu ile
beslenerek, iki disiye bir erkek olacak sekilde kafeste bir gece birakildiktan sonra
ertesi sabah disilerin vajinalarindan vajinal sivilar almip lamlara vajinal sivi
yaymalar1 (vajinal smear) yapildi. Mikroskopta bakilan smear preparasyonalar: ile
sperm tasiyan siganlar belirlendi ve bu hayvanlarin gebeligin birinci giiniinde
olduklar1 kabul edildi. Denekler plasental gelisimin gozlendigi gebeligin farklh
giinlerinde (14, 16, 18 ve 20. giinler) kullanildi. Deney modelimiz kontrol (24 disi)
ve deney (24 disi, diyabetik) gruplar1 olmak {izere iki ¢alisma grubundan
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olugmaktadir. Gebe disiler gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde eter anestezisi
altinda sakrifiye edildiler.

3.3.  Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet grubunu olusturacak olan disi si¢anlar gebeliklerinin 7. giiniinde tek
doz 50 mg/kg STZ intraperitonal olarak enjekte edildi. Kan glukoz 6lgtim cihazi
kullanilarak 48 saat sonra kuyruk veninden kan sekerleri 6l¢iildii. Kan sekeri degeri
200 mg/dL’nin iizerinde ¢ikan disiler diyabetik kabul edilerek deneye dahil edildi.
Kontrol gruplarina STZ ile ayn1 miktarda serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi.

3.4. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeliklerinin 14, 16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol ve diyabetik sicanlar
eter anestezisi altinda bayiltilip diseke edildikten sonra, embriyo ve plasentalar ayri
ayrt alindi. Embriyo ve plasenta agirliklar1 ayr1 ayr olgiildi. Alinan plasenta
orneklerinin bir kismi PCR deneyleri i¢in bir kismi ise Western Blot ¢alismalarinda
kullanilmak iizere -80 °C’ye kaldirildi.

3.5.  Western Blot
Western blot, kompleks bir karisim igerisindeki spesifik bir proteinin
molekiiler agirligina gore saptanmasi metodudur.

3.5.1. Kullanilan Soliisyonlar

Lizis tamponu:

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

%0.3 Sodyum deoksikolat
1 mM EGTA

1 mM PMSF

1 mM NazVVO,

1 mM NaF

1 pg/mL Aprotinin

1 pg/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 tamamlanda.

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 10X transfer
tamponu ve 100 mL metanol karistirilip 1 L’ye tamamlandi.

Yikama tamponu (TBS-T):

Once stok 10X TBS (tris-buffered saline) hazirlandi. Bunun i¢in 60,55 ¢
Tris ve 87,66 g NaCl 800 mL distile suda ¢oziildii. pH 7,4’e ayarlandiktan sonra
son hacmi 1000 mL’ye tamamlandi. Kullanmadan 6nce 10X TBS’den 10 mL
alinip hacmi 100 mL’ye tamamlandi ve 1mL %0.05 Tween 20 eklenerek TBS-T
hazirlandi.

Bloklama solusyonu:
%S5 (w/v) yagsiz siit tozu yikama solusyonu icerisinde ¢oziildii.
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Tablo 1. Western blotta kullanilan SDS-poliakrilamid jeller

%7.5 %12.5
AYIRMA JELI SDS-poliakrilamid jel | SDS-poliakrilamid jel
Steril su 2000 pL 1320 pL
Ayirma Soliisyonu 1000 pL 1000 pL
Poliakrilamid (bis-akrilamid) 1000 pL 1650 pL
Tetrametiletilendiamin 5uL 5puL
(TEMED)
%10 Amonyum persiilfat 30 uL 30 pL
(APS)
TOPLAMA JELI % 5 SDS-poliakrilamid jel
Steril su 1155 pL
Toplama Soliisyonu 500 pL
Poliakrilamid (bis-akrilamid) 330 uL
TEMED 2,5 uL
%10 APS 15 L

3.6.  Deneyin Yapilisi

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 déviilerek
dokularin tamamen pargalanmasi saglandi. Toz haline gelen plasentalar
mikrosantrifiij tliplerine alinarak agirliklar tartildi. 0,2 g doku basina 600 mikrolitre
lizis tamponu ve 10 mikrolitre proteaz inhibitdr kokteyli olacak sekilde hesaplama
yapilarak tiiplere lizis tamponu ve proteaz inhibitdr 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.
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Elde edilen siipernatantlarin protein konsantrasyonlari, standart olarak sigir
serum albumini (BSA) kullanilarak Lowry yontemi ile olgiildii [155]. Esit
miktarlarda doku lizat1 yiikkleme tamponu (Laemli tamponu) ile karistirtlip 95°C’de
10 dakika kaynatildi ve g¢alisilacak proteininin molekiil agirligima uygun
konsantrasyondaki SDS-poliakrilamid jellere (tablo 1) yiiklenip elektroforeze tabi
tutuldu. Elektroforez sonrasi jel, plakalardan uzaklastirildi ve transfer sistemine
alinarak nitroselliloz membrana transfer edildi. Transferden sonra membran,
bloklama soliisyonu (%5 lik yagsiz siit tozu) igerisinde 1 saat oda 1sisinda bekletildi.
Bloklama asamasini takiben membran, primer antikor ile gece boyu 4°C’de
bekletildi. Ayr1 ayr1 kullanilan antikorlarin diliisyonlari: Adiponektin (1:500
diliissyon), AdipoR1 (1:1000 diliisyon), AdipoR2 (1:1000 diliisyon), p38 MAPK
(1:1000 diliisyon), fosfo-p38 MAPK (1:1000 diliisyon), PPARa (1:1000 diliisyon),
PPARy (1:1000 diliisyon) ve RXRa (1:1000 diliisyon). Primer antikor agamasini
takiben membran ii¢ defa 20 dakika TBS-T ile oda isisinda yikandi. Bdylece
ortamdaki zayif baglanan veya baglanmamis antikorlar uzaklastirildi. Yikama
asamalarindan sonra membran, bloklama soliisyonu igerisinde hazirlanan primer
antikor tilirtine gore belirlenmis sekonder antikor ile oda 1sisinda 2 saat inkiibe edildi
ve bu inkiibasyonu takiben TBS-T ile {i¢ defa 20 dakika yikandi. Yikama igleminden
sonra, membran kemiluminesans reaktifi (Thermo) ile gelistirildi. Gelistirme islemini
takiben membran hiperfilme aktirilip film, developer solusyonu ile gelistirilip fiksatif
solusyonu ile fiksasyon islemine tabi tutularak spesifik proteinler goriintiilendi. Esit
protein konsantrasyonunun tespiti ig¢in nitroselloliiz membran strip soliisyonu
(Thermo) ile muamele edilerek strip (western blot membranindan primer ve sekonder
antikorlar1 soyma) edildi. Daha sonra p-aktin antikoru ile muamele edildi.

3.7.  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.

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

3.7.2. cDNA Sentezi
cDNA sentezi, invitrogen’in Superscript III First Strand Synthesis System kiti
kullanilarak ger¢eklestirildi.

DNaz ile muamele edilmis olan 2 ug RNA o6rnegi, 1 uL 50 ng/uL random
hekzamer primerleri, 1 pL 10 mM dNTP karisimi ile karistirildi. Toplam hacim
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DEPC-ile muamele edilmis su ile 10 pL’ye tamamlandi. Bu karisim 65°C’de 5
dakika inkiibe edildi. Siire sonunda RNA/primer karisimina, 10XRT (revers
transkripsiyon) tamponu, 25 mM MgCl;, 0.1 M DTT, RNaseOUT (40 U/uL) ve
Superscript III RT (200 U/uL)’den olusan toplam 10 pL’lik cDNA sentez karigimi
ilave edilip yavasca karistirildi. Bu karisim, 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 pL RNase H ilave edildi ve 37°C’de 20 dakika inkiibe
edildi. Elde edilen cDNA’lar PCR igin kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.7.3. 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 sican Adiponektin, AdipoR1, AdipoR2, PPARa,
PPARy; RXRa ve B-aktin sekansi temel alinarak gen bankasindan secildi. Internal

kontrol olarak B-aktin kullanildi. Kullanilan primerlerin sekanslari, gen numaralari
ve PCR sonucu agiga c¢ikan diriiniin fragment biyiikligi asagidaki tabloda
belirtilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. 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' | 398

(GI: 46485455)

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

(Gl: 83816890)

PPARa 5. GCAATGCACTGAACATCGAG-3 5-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3 392

(Gl: 6981381)

PPARy 5-CGTGGAAGCTGTGCAAGAGA-3' 377

5-GCAGCAGGTTGTCTTGGATG-3'

(Gl: 223941861)

RXRa 5-GGAACGAGAATGAGGTGGAG-3' | 5-GAGAAGGAGGCAATCAGCAG-3' | 298

(Gl: 148747359)

B-aktin 5'-CATGAAGATCCTGACCGAGC-3' | 5-CAGACAGCACTGTGTTGGCA-3" | 335

(GI: 42475962)
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PCR reaksiyonu 50 uL’lik reaksiyon karisiminda ve “thermal cycler’da (Bio-
Rad) her bir gen icin 6zgiil olarak hazirlanan PCR programinda gergeklestirildi.

3.7.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiillerinin agaroz jel iizerinde ayrilmasini saglayarak analiz
edilmesini saglayan bir yontemdir. Ultraviyole (UV) 151k altinda floresan etki
gosteren etidyum bromiir boyasinin kullanimi ile DNA’nin jel {izerindeki yeri
belirlenir.

3.7.4.1. Kullanilan Soliisyonlar

1X Tris Asetat EDTA (TAE) tamponu:
40 mM Tris, pH 7,2

20 mM Na-asetat

1 mM EDTA

%1.5 Agaroz soliisyonu: 1,5 g agaroz 100 mL 1 X TAE igerisinde
¢oziildiikden sonra, mikrodalgada kaynatildi. Jel oda 1sisinda yaklasik 50°C’ye kadar
sogutuldukdan sonra {izerine son konsantrasyonu 0,5 ug/mL olacak sekilde etidiyum
bromiir (10 mg/mL) ilave edildi.

Jel-yiikleme tamponu:
%50 Gliserol

1 x TAE tamponu

%31 Bromfenol mavisi

3.7.4.2. Deneyin Yapilisi

Jele yiiklemeden 6nce ornekler jel-yiikleme tamponu ile karistirildi. 5 pl 100
bp DNA standarti bir kuyucuga yiiklendi. Elektroforez sonrasi elde edilen DNA
bantlar1 Bio-Rad Gel-Doc XR cihazinda UV 15181 altinda goriintiilendi.

3.8. Serum Adiponektin Diizeyinin Ol¢iilmesi

Kontrol ve deney gruplarindan kan Ornekleri alindiktan sonra serumlar
ayrildi. Serum Adiponektin diizeyini 6lgmek igin Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA) yontemine dayali "Rat Adiponektin 6l¢tim kiti" kullanildi. 6,25-200
ng/mL arasinda standart konsantrasyon araligi kullanildi ve sigan adiponektin
standart egrisi olusturuldu (Sekil 23).
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Sekil 23. Sican adiponektin standart egrisi.

3.9.  Istatistiksel Analizler

Kontrol ve deney gruplarina ait plasenta ve embriyo agirliklar1 hassas terazi
ile olgiildiikten sonra gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik olup
olmadigint belirlemek igin SigmaStat 3.5 programi kullanilarak Student t-test
uygulandi. p<0,05 olan degerler istatiksel 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) programi kullanilarak yapildi. Elde edilen verilere, SigmaStat 3.5 programu ile
Student t-test uygulandi ve gruplar arasindaki farklar degerlendirildi. p<0,05 olan
degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Spektrofotometrik analiz sonucunda elde edilen ELISA verilerine, SigmaStat

3.5 programu ile Student t-test uygulandi. Gruplar arasindaki farklar degerlendirildi.
p=<0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Plasenta Agirliklar
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Sekil 24. Gebeligin 14-20. Giinleri aras1 kontrol ve diyabet grubuna ait plasenta agirliklar1

Kontrol ve diyabet grubuna ait plasentalarin agirliklart dlgiildii ve gerekli
istatiksel degerlendirmeler yapildi. Diyabet grubuna ait plasentalarin gebeligin 14. ve
16. gilinlerinde kontrol grubuna kiyasla daha kiiciik oldugu ve 18. giinlinden itibaren
ise kontrol grubundan daha biiyiik oldugu gozlendi ve bu sonuglar istatiksel olarak
anlamli bulundu. Plasental agirliklarda gozlenen bu farklar tiim giinlerde istatiksel
olarak anlami1 bulundu (Sekil 24, Tablo 3, *p<0,05).
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Tablo 3. 14-20. Giinler arasi gruplara ait plasenta agirliklari (ortalama + standart hata, p degeri)

Plasenta Agirliklari(g)

Gebelik Giinleri Kontrol grubu Diyabet Grubu
14 0,205 + 0,0119 (n= 44) 0,147 + 0,00777 (p<0,001)* (n= 45)
16 0,400 =+ 0,0104 (n=46) 0,319 + 0,0180 (p<0,001)* (n=42)
18 0,335+ 0,0218 (n=42) 0,383 + 0,0105 (p=0,034)* (n=48)
20 0,530 +0,0198 (n=48) 0,589 + 0,0173 (p =0,034)* (n=40)

(Ortalama * Standart Hata, p degeri)

4.2. Embriyo Agirliklari
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Sekil 25. Gebeligin 14-20. Giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait embriyo agirliklar
(*p<0,05).

Kontrol ve diyabet grubuna ait embriyo agirliklar1 degerlendirildiginde 14, 18
ve 20. glinde kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir azalis gozlendi.

46



Benzer sekilde 16. glinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda bir azalma gozlendi fakat
bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 25, Tablo 4 *p<0,05).

Tablo 4. 14-20. Giinler aras1 gruplara ait embriyo agirliklari (ortalama + standart hata, p degeri)

Embriyo Agirhiklari(g)

Gebelik Giinleri Kontrol grubu Diyabet Grubu
14 0,137 = 0,0099 (n=44) 0,113+ 0,00560 (p =0,039)* (n=45)
16 0,410 + 0,0264 (n=46) 0,401 + 0,0187 (p=0,647) (n=42)
18 1,130 £ 0,0208 (n=42) 0,852 + 0,0894 (p<0,001)* (n=48)
20 3,520 + 0,0769 (n=48) 2,781+ 0,0830 (p<0,001)* (n=40)

(Ortalama * Standart Hata, p degeri)

4.3.  Western Blot Bulgulari
4.3.1. Adiponektin Protein Ekspresyonu

Diyabet grubunda gebeligin artmasiyla birlikte adiponektin ekspresyonunun
azaldig1 gozlendi. Diyabet ve kontrol grubuna ait adiponektin ekspresyonlari
karsilastirildiginda 16 (p<0,001), 18 (p = 0,012) ve 20. (p = 0,002) giinlerde diyabet
grubunda istatiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi. Gebeligin 14. (p =
0,374) giniindeki diyabet grubuna ait plasentalar, kontrol grubu ile kiyaslandig
zaman, adiponektin ekspresyonunda gozlenen azalma, istatiksel olarak anlamli
bulunmadi (Sekil 26).
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Sekil 26. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait adiponektin protein

ekspresyonlari. A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki adiponektin ve internal
kontrol olarak B-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
dontistiiriildi. Sonuglar ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve
diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.3.2. AdipoR1 Protein Ekspresyonu

AdipoR1 protein miktarlar1 degerlendirildiginde gebeligin 14. (p <0,001) ve
(p<0,001) giinlerinde, diyabet grubunda kontrol grubu plasentalarla

karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli bir artis oldugu goézlendi. 18. (p = 0,684)
ve 20. (p = 0,420) giinlerde kontrol ve diyabet grubu arasindaki farklar anlaml bir
degisim gostermedi (Sekil 27).
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Sekil 27. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait AdipoR1 protein
ekspresyonlari. A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR1ve internal
kontrol olarak B-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
dontistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve
diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.3.3. AdipoR2 Protein Ekspresyonu
Diyabet grubunda gebeligin ilerlemesi ile birlikte plasentadaki adiponektin

ekspresyonunda meydana gelen degisimler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
istatiksel olarak anlamli bir degisim gostermedi. Gebeligin 14, 16 ve 20. giinlerinde
diyabet grubunda adiponektin ekspresyonlari kontrol grubundan diisiik bulundu fakat
bu farklar anlamli degildi (Sekil 28).
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Sekil 28. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait AdipoR2 protein
ekspresyonlari. A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR2ve internal
kontrol olarak B-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
dontistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve
diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.3.4. PPARa Protein Ekspresyonu

Kontrol ve diyabet grubuna ait plasentalardaki PPARa ekspresyonu
degerlendirildiginde; gebeligin 14 (p <0,001) ve 18. (p <0,001) giinlerinde diyabet
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma gozlendi. Gebeligin 16. ve 20.
giiniinde kontrol ve diyabet grubundaki PPARa ekspresyonu arasindaki farklar
istatiksel olarak anlamli bulunmad (Sekil 29).
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Sekil 29. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait PPARa protein
ekspresyonlart. A. Kontrol ve diyabet gruplarimda 14-20. giinlerdeki PPARa Ve internal
kontrol olarak p-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonuglarinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
doniistiirildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve

diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.3.5. PPARy Protein Ekspresyonu

Diyabet grubunda gebeligin ilerlemesi ile birlikte PPARy protein
ekspresyonunda azalma oldugu gozlendi. Gebeligin 14, 16, 18 ve 20. giinlerinde
PPARy ekspresyonunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli
bir azalma gozlendi (p<0,001) (Sekil 30).
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Sekil 30. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait PPARy protein

4.3.6.

ekspresyonlart. A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki PPARy ve internal
kontrol olarak p-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonug¢larinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasit sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
doniistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve
diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

RXRa Protein Ekspresyonu
Gebelik giinleri ilerledikge RXRa ekspresyonunun diyabetik plasentalarda

protein diizeyinde azaldigi gozlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda bu azalma
gebeligin 14, 16 ve 20. (p<0,001) giinlerde istatiksel olarak anlamli iken 18. (p =
0,164) giinde meydana gelen azalma istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 31).
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Sekil 31. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait RXRa protein
ekspresyonlart.  A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki RXRa ve internal
kontrol olarak P-aktin proteinlerinin western blot sonucuna ait bantlar gosterilmektedir.
Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil etmektedir. B. Western blot sonug¢larinin
bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde edilen veriler siitun grafik sekline
dontistiiriildii. Sonuglar Ortalama + Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve
diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

4.3.7. p38 MAPK Fosforilasyonu

Kontrol ve diyabet grubu karsilagtirildiginda, diyabet grubunda p38 MAPK
fosforilasyonunun arttig1 gézlendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda gebeligin 14-
20. (p<0,001) giinleri arasinda diyabetik grupta p38 MAPK fosforilasyonunda
meydana gelen artis istatiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 32).
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Sekil 32. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait fosfo-p38 MAPK ve p38

4.4,

44.1.

MAPK protein ekspresyonlari. A. Kontrol ve diyabet gruplarinda 14-20. giinlerdeki fosfo-
p38 MAPK, p-38 MAPK ve internal kontrol olarak B-aktin proteinlerinin western blot
sonucuna ait bantlar gosterilmektedir. Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil
etmektedir. B. Western blot sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde
edilen veriler siitun grafik sekline doniistiiriildii. Sonuglar Ortalama + Standart Hata
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig1
gosterir (p<0.05, n=3).

PCR Bulgular

Adiponektin mRNA Ekspresyonu
Gebeligin  14-20. giinleri arasinda plasentada Adiponektin  mRNA

ekspresyonlar1 degerlendirildiginde 14 ve 18. (p <0,001) giinlerde kontrol grubuna
kiyasla anlamli bir azalma oldugu gozlendi. Gebeligin 16. (p <0,001) giiniinde
plasentadaki adiponektin mRNA ekspresyonunda kontrol grubuna gore istatiksel
olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edildi. Gebeligin 20. (p = 0,178) giiniinde
Adiponektin mRNA diizeyinde meydana gelen degisim istatiksel olarak anlamli
bulunmadi (Sekil 33).
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Sekil 33. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait adiponektin mRNA
diizeyleri. A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki adiponektin ve internal kontrol
olarak B-aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen iriinlerin 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 donistiiriildii. Sonuglar Ortalama +
Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplar1 arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).
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4.4.2. AdipoR1 mRNA Ekspresyonu
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Sekil 34. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait AdipoR1 mRNA diizeyleri.
A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR1 ve internal kontrol olarak (-
aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen tiriinlerin jel elektroforezinde (%1,5
agaroz jel) gbzlenen 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 donistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig1
gosterir (p<0.05, n=3).

Gebeligin ilerleyen giinlerinde kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda AdipoR1
mRNA diizeyinde meydana gelen degisimler anlamli bulunmamistir. Gebeligin 14-
20. giinleri arasinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda diyabet grubunda AdipoR1
mRNA ekspresyonlart diisiik bulundu fakat bu azalma istatiksel olarak anlamli
degildi (Sekil 34).
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4.4.3. AdipoR2 mRNA Ekspresyonu
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Sekil 35. Gebeligin 14-20. giinleri arasi kontrol ve diyabet gruplarina ait AdipoR2 mRNA diizeyleri.
A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki AdipoR2 ve internal kontrol olarak (-
aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen tiriinlerin jel elektroforezinde (%1,5
agaroz jel) gbzlenen bantlar1 gosterilmektedir. Sekildeki sonug en az 3 tekrardan birini temsil
etmektedir. B. RT-PCR sonuglarmin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde
edilen veriler siitun grafik sekline donistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig
gosterir (p<0.05, n=3).

Gebeligin 14-20. giinleri arasinda AdipoR2 mRNA ekspresyonunda azalma
oldugu tespit edildi. Gebeligin 14,18 ve 20. (p<0,001) giinlerinde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda diyabetik grupta meydana gelen azalma istatiksel olarak anlamli
bulundu. Gebeligin 16. (p = 0,169) giiniinde diyabet ve kontrol plasenta dokusundaki
mRNA ekspresyonlar1 arasindaki degisim istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil
35).
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4.4.4. PPARa mRNA Ekspresyonu
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Sekil 36. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait PPARa mRNA diizeyleri.

A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki PPARa ve internal kontrol olarak p-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 doniistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig
gosterir (p<0.05, n=3).

Gebeligin  14-20. giinleri arasindaki plasentalarda PPARa mMRNA

ekspresyonu  degerlendirildiginde, diyabet grubunda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma gozlendi (p <0,001) (Sekil 36).
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4.4.5. PPARy mRNA Ekspresyonu
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Sekil 37. Gebeligin 14-20. giinleri arast kontrol ve diyabet gruplarma ait PPARy mMRNA

diizeyleri. A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki PPARy ve internal kontrol
olarak B-aktin genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen iriinlerin 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 =+
Standart Hata degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplari arasindaki istatistiksel
anlamlilig1 gosterir (p<0.05, n=3).

Gebeligin ilerlemesi ile diyabetik plasenta dokusunda PPARy mRNA

ekspresyonunun azaldigi tespit edildi. Bu azalma diyabet ve kontrol grubu
kiyaslandiginda gebeligin 14. ve 20. giliniinde anlamli bulunurken, gebeligin 16 ve
18. giinlerindeki azalma, istatiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 37).
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4.4.6. RXRa mRNA Ekspresyonu
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Sekil 38. Gebeligin 14-20. giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplaria ait RXRa mRNA diizeyleri.

A. Kontrol ve deney gruplarinda 14-20. giinlerdeki RXRo Ve internal kontrol olarak B-aktin
genlerinin RT-PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin jel elektroforezinde (%1,5 agaroz
jel) gozlenen bantlar1 gosterilmektedir. Sekildeki sonu¢ en az 3 tekrardan birini temsil
etmektedir. B. RT-PCR sonuglarinin bantlarina ait yogunluklarin taranmasi sonucu elde
edilen veriler siitun grafik sekline donistiiriildi. Sonuglar Ortalama + Standart Hata
degerleridir. *, Giinlere gore kontrol ve diyabet gruplari arasindaki istatistiksel anlamlilig
gosterir (p<0.05, n=3).

Diyabetik plasenta dokusunda RXRa mRNA ekspresyonlar1 kontrol grubu
ile karsilastirildigi zaman diyabetik grupta gebelik giiniine bagl olarak artma ve
azalma gozlendi. Bu artis gebeligin 16. gliniinde anlamli iken 18 ve 20. giinlerinde
meydana gelen degisim ise istatiksel olarak anlamli degildi. 14. glindeki azalma ise
istatiksel olarak anlamliyd: (Sekil 38).
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4.5. Serum Adiponektin ELISA Sonuglari

Gebeligin ilerlemesi ile birlikte diyabetik grupta serum Adiponektin
diizeyinin distiigi tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda diyabetik grupta
gebeligin 14-20. giinleri arasinda serum Adiponektin diizeyindeki diisiis istatiksel
olarak anlamli bulundu (Sekil 39, Tablo 5).
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Sekil 39. Gebeligin 14-20. Giinleri aras1 kontrol ve diyabet gruplarina ait serum Adiponektin diizeyi.

Tablo 5. Gebeligin 14-20.giinler aras1 gruplara ait serum Adiponektin diizeyleri (Ortalama +
Standart Hata, p degerleri

Serum adiponektin
diizeyi (ng/mL)

Gebelik Giinleri Kontrol grubu Diyabet Grubu
14 35,243 + 0,468 18,805+ 0,530 (p<0,001)*
16 28,868 + 0,258 15,214+ 0,322 (p<0,001)*
18 27,701+ 0,383 13,551+ 0,604 (p<0,001)*
20 32,847 + 0,889 10,830+ 0,562 (p<0,001)*

(Ortalama * Standart Hata, p degeri)
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TARTISMA

Adiponektin, apM1 geni tarafindan iretilir [73] ve dolasimda farkli formlarda
bulunur. Adiponektinin plazmadaki konsantrasyonu 5 ve 30 pg/mL arasinda
degismektedir [76]. Leptin ve TNF-a gibi adipokinlerin aksine plazma adiponektin
seviyesi viicut kitle indeksi, intraabdominal yag ve insiilin rezistansi belirtileri ile ters
orantili  olarak  degismektedir.  Adiponektin  konsantrasyonundaki  disiis
hiperinsiilinemi ve insiilin rezistans: gelisimi ile iliskilendirilmektedir [79]. Genom
analizleri, insanda diyabete duyarli lokusun ayni zamanda adiponektin gen bolgesi
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu gen, adipoz dokuda yiiksek miktarda islevseldir ve
adiposit  biyolojisinde Onemli goérevler istlenir. Adiponektin, yag asidi
oksidasyonunu stimiile eder, plazma trigliserid miktarin1 disiiriir ve insiilin
duyarliligmmi artirarak glukoz metabolizmasini olumlu yonde etkiler. Bdylece
adiponektin diyabet olusum riskini diistiriir. Adiponektin anti-diyabetik etkilerinin
altinda yatan mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Adiponektin sinyal
yolaginda, PPARa, p38 MAPK, AdipoR1 ve AdipoR2 adiponektin etkilerine aracilik
eden proteinlerdir. Ayrica PPARy ve PPARa hem adiponektinin biyolojik etkilerine
yardimctr olmakta hem de sekresyonunu etkilemektedir. Calismamizda tim bu
proteinlerin diyabetik si¢anlarin plasenta dokusundaki ekspresyonlar: ve adiponektin
arasindaki iliski degerlendirildi.

Gebelik anne ve fetiis arasinda fonksiyonel ve anatomik etkilesimlerin
gerceklestigi komples bir siirectir. Bu siirecte, saglikli bir gebelik i¢in Onemli
kriterlerden biri plasentanin gelisimidir. Yeterli plasental gelisimin olmadigi
durumlarda diyabet, intrauterin biiylime geriligi ve preeklampsi gibi klinik
komplikasyonlar gelisebilir [15]. Son yapilan ¢aligmalar diyabet ve insiilin direnci ile
ilgili yeni medyatorler iizerinde durmaktadir. Adiponektin diyabet patolojisinde
insiilin duyarlastirict etkilere sahiptir. Adiponektinin, hem insanlarin hem de
hayvanlarin insiiline duyarli dokularinda glukoz ve lipid metabolizmasin
diizenleyerek bu etkisini gosterdigi kabul edilmektedir. Diyabetik durumlarda
adiponektin disregiile olmaktadir [151]. Bundan dolay1 yapilan c¢aligmalar
adiponektinin tip 2 diyabet tanisinda tedavi edici bir ara¢ olarak kullanilabilecegini
rapor etmektedir [156]. Diyabetik durumda adiponektinin  plasentadaki
ekspresyonlar1 hakkindaki bilgiler smirlidir. Bu ¢alismada diyabetik si¢anlarin
plasenta dokularinda gebeligin 14-20. giinler arasinda kontrol grubuna gore
adiponektinin protein miktarinin diisiik oldugu tespit edildi. Ayrica maternal kandan
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elde edilen serumlarda da benzer sekilde adiponektin miktarinin disiik oldugu
gosterildi.

Diyabette, maternal glukoz, plasental bariyeri geger ve fetal pankreastan
instilin  salimimina neden olarak hiperinsiilinemiye neden olur [157]. Glukoz
miktarin1 diisiirmek diyabetin olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilir. Adiponektin
AMPK aracilig1 ile iskelet kasmna glukoz alimini stimiile eder ve hepatik glukoz
tiretimini azaltir [158]. Tip 1 diyabet hastalarinda yapilan g¢alismalarda yiiksek
adiponektin konsantrasyonunun diisiik plazma glukoz seviyesi ile iliskili odugu rapor
edilmektedir [156]. Bu durum diyabet olusumu ve diisiik adiponektin seviyesi
arasinda bir iliski oldugu diislincesini desteklemektedir. Adiponektin, diyabet ve
plasenta gelisimi arasindaki iligskiyi aydinlatmak igin g¢alismamizda adiponektin
sinyalizasyonuna aracilik eden reseptorlerin diyabetik plasenta dokusundaki
ekspresyonlar1 degerlendirildi.  Adiponektin reseptorlerinin sigan plasentasinda
eksprese oldugunu ve diyabetik sicanlarin plasenta dokusunda AdipoR1 ve AdipoR2
MRNA ekspresyonunun kontrol grubuna gére diisiik oldugu tespit edildi.

Diyabetik sicanlarda yag miktar1 azalmaktadir, bunun sonucu olarak
adipositlerden sekrete edilen adiponektin miktar1 azalmis olabilir. Ciinki
adiponektinin sekresyonunun gergeklestigi temel yer adiposit hiicreleridir. Ayrica,
siganlar STZ’ye maruz birakildiklar1 zaman hiperglisemi olusur ve insiilin,
adiponektin ve resistin eksikligi gozlenmektedir [158]. Bu ¢alismada diyabet modeli
STZ kullanarak gergeklestirildi. STZ’ye maruz kalan si¢anlarin insiilin direncine
sahip oldugu kabul edilmektedir. Bundan dolay1 tip 2 diyabete benzerdir. Yapilan
caligmalarda tip 2 diyabet hastalarinda adiponektin konsantrasyonunun iki kat
azaldig1 fakat tip 1 diyabet hastalarinda ise adiponektin konsantrasyonunun arttigi
rapor edilmektedir [158].

Bunlara ek olarak; PPARa ve PPARy’nin lipid ve karbohidrat metabolizmasi
tizerinde etkili oldugu ve adiponektin sekresyonunu etkiledigi bilinmektedir.
Diyabette adiponektin seviyesinin disiikligiinde bir diger etken de PPAR’lar
olabilir. Bu iki izoformun hem mRNA hem de protein ekspresyonlart diyabetik
sicanlarin plasentalarinda degerlendirildi.

PPAR’lar ligandla aktive olan transkripsiyon faktorleridirler. Metabolizmada
yer alan bir¢ok genin ekspresyonunu regiile ederler, inflamatuar ve plasental gelisim
stireglerinde rol alirlar [159, 160]. PPARy ve PPARa lipid metabolizmasinda ve
adiposit fonksiyonunda onemli gorevler iistlenir. PPARy adipogenezde ve olgun
adiposidin yasamimi devam ettirmesinde, yag asidi aliminda ve depolanmasinda
gorev alir [159, 161]. Ayrica PPARy adipositlerden sekrete edilen ve insiilin
duyarlastirici etkilere sahip olan adiponektin sekresyonunu da olumlu yonde etkiler.
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PPARYy, adiponektinin postranslasyonal modifikasyonunda  ve
transkripsiyonunda yer alan gerekli genlerin ekspresyonunu regiile eder. PPARYy
adiponektinin  post-translasyonal modifikasyonlarin1i endoplazmik retikulumda
bulunan saperonlar1 iizerinden gergeklestirir. ERp44 saperonu adiponektin ile
kovalent olarak baglanarak endoplazmik retikulum iginde alikoyar [88, 154]. PPARYy
ERp44’ iin promotor bolgesinde PPRE’ye baglanarak transkripsiyonunu direkt
olarak baskilar. Boylece hiicreden daha fazla adiponektin salinimi gergeklesir [162].
Antidiyabetik ilaglar olan TZD’ler ile tedavi sonrasinda ve PPARy ekspresyonunun
arttig1 durumlarda ERp44 transkripsiyonu down regiile olur ve bu durum adiponektin
sekresyonunu artirir. Dolayistyla TZD’lerin anti-diyabetik etkisini PPARy’y1 aktive
edip adiponektin sekresyonunu artirrak gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. PPARYy
agonistleri ayn1 zamanda endoplazmik retikulumda bulunan endoplazmik retikulum
oksidorediiktaz 1-La (Erol-La) saperonunun hiicresel diizeyini 6nemli derecede
artirir. Erol-Lo, HMW adiponektinin sekresyonunu artirir [89]. HMW adiponektin,
adiponektinin diyabet ile iligkili formudur. Erol-La adiponektinin yapisindaki
disiilfit baglarinin olusmasini saglamaktadir. Béylece HMW adiponektin sekresyona
hazir hale gelir. Sekrete edilen HMW adiponektin insiilin duyarlastirict olarak
davranarak diyabetik durumu iyilestirir. HMW adiponektin yag asidi oksidasyonunu
stimiile eder, enerji dengesini diizenler, hepatik glikoneogenezi baskilar ve insiilin
duyarliligin1 artirir.  Diyabetik kosullarda PPARy’nin ekspresyonu dolayisiyla
adiponektin ekspresyonu diiser. Bu c¢alismada diyabetik plasenta dokusundaki
PPARYy protein ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla istatiksel olarak anlamli bir
sekilde azaldig: tespit edildi.

PPARYy, poliansatiire yag asitleri ve prostoglandin D2 metabolitleri tarafindan
aktive edilir [163] . Diyabette lipid metabolizmasinda degisimler meydana gelir ve
olusan iriinlerin degisir. Lipid metabolizmasinda meydana gelen degisimler PPARy
aktivasyonu olumsuz yonde ektileyerek adiponektin ekspresyonunu azaltmis olabilir.

Diyabette, maternal sirkiilasyondaki asir1 glukoz ve lipid, intrauterin dokulara
ulagir ve inflamasyona neden olarak embriyonik, fetal ve plasental gelisime zarar
verir. PPAR’lar regiilator sinyal yolaklarini uyararak maternal diyabet indiklii
intrauterin gelisim hasarmin ortadan kaldirilmasina yardimer olur [159]. Hem
PPARa hem de PPARYy trofoblast hiicrelerinde eksprese olur ve plasental gelisimde
onemli gorevler istlenir. Ayrica PPARy, insiilin metabolizmasi, trofoblast
farklilasmasi ve anti-inflamatuar siireglerde de 6nemli roller oynar [164]. PPARys1
olmayan farelerde trofoblast farklilasmasi hasar goriir ve plasental damarlanma
degisir. Trofoblast farklilagsmasindaki gorevine ek olarak PPARy spongiotrofoblast
tabakasmin kalinligin1 ve trofoblast olgunlagmasini da diizenlemektedir [165].
PPARYy’s1 olmayan (mutasyon veya farkli nedenlerden dolayi) farelerin gebeligin 9.5
giiniinde anormal plasenta gelisiminden dolay1 6ldiikleri gézlenmistir [166]. Embriyo
oliimlerine plasentada meydana gelen gelisimsel defektlerin sonucunda ortaya ¢ikan
embriyo gelisim defektleri neden olmaktadir [167]. Yapilan ¢alismalarda PPAR’larin
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gebeligin devami i¢in Onemli roller iistlenebilecegi vurgulanmaktadir [168-171].
PPARy plasentanin sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinde eksprese
olmaktadir. Bu da plasental besin transferinde PPARy’nin 6nemli oldugunu
gostermektedir. Ayrica, PPARy aktivasyonu gebelik ve fetal gelisim esnasinda
gerekli olan hormon ve iriinlerin sekresyonu ve {iretimini stimiile eder [149],
embriyonun endometriyuma tutunmasinda/gelismesinde ve plasental fonksiyonda
onemli gorevler tstlenir [149]. Bundan dolayi; PPARy fonksiyonel plasentanin
olgunlasmasi igin esansiyeldir [150]. Bu ¢alismada STZ ile indiiklenmis diyabetik
sicanlarin bazilarinda embriyolar 6lii bulundu ve bazilarinda ise bir veya iki embriyo
mevcuttu. Ayrica bazi siganlarda hem embriyonik hemde plasental gelisimde
defektler gozlendi. Siganlarin normal gebeliklerinde tek seferde Ortalama 7-8
embriyo olusmaktadir. Diyabetik si¢anlarin embriyo sayisinda meydana gelen
azalmanin nedeni PPARa, PPARy ve adiponektin ekspresyonunda meydana gelen
degisimler olabilir. Diyabetik sican plasentalarinda PPARy ekspresyonu
degerlendirildiginde hem protein hem de mRNA diizeyinde ekspresyonlarinin
kontrol grubuna gore diisiik oldugu tespit edildi.

PPAR’lar implantasyon, trofoblast farklilasmasi, plasenta, fetal ve
embriyonel gelisimde oOnemli gorevler {stlenir. Dolayisiyla PPAR’larin
sinyalizasyonunda veya eckspresyonundaki degisimler gebelik komplikasyonlarina
yol acar [172]. Normal bir gebelik siireci i¢in gerekli olan diger bir PPAR izoformu
da PPARa’dir. PPARa izoformu fetal ve plasental lipid metabolizmasinda 6nemli rol
oynar. PPARa de novo lipid sentezini azaltarak ve lipid katabolizmasini artirarak
lipid konsantrasyonunu azaltir. Maternal diyabette PPARa sinyalizasyonu bozulur
[173]. Bununla tutarli olarak diyabetik si¢anlarin plasenta ve fetiislerinde lipid
metabolizmasi hasar goriir [69]. Lipid metabolizmasinda meydana gelen diyabet
indiiklii degisimler hem anne hem de fetiisiin yasamini olumsuz yonden etkiler.
Gebelik oncesi ve gebelik diyabeti makrozomi, plasentomegali ve bir¢ok perinatal
hastalik riskini arttirmaktadir [18, 174]. Ayrica hem gebelik 6ncesi diyabet hem de
gebelik sonrasi diyabet yetiskinin daha sonra tip 2 diyabet olusturma riskini arttirir.
Yapilan calismalar tip 2 diyabet hastalarin plasentalarinda PPARa ve PPARy
konsantrasyonlarimin distiigiinii rapor etmektedir [160]. Ayrica, genetik ¢aligmalar
PPARy’nin ligand baglayici bolgesinde meydana gelen mutasyonlarin insanlarda tip
2 diyabet ve insiilin direnci ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmistir [27, 175]. Bu
calismada diyabetik sicanlarin plasentalarinda PPARy ve PPARa’nin hem protein
hemde mRNA ekspresyonlarinin azaldig tespit edildi.

Ozetle; Adiponektin lipid ve karbohidrat metabolizmasini etkileyerek diyabet
olusum riskini diistirir. Adiponektin bu etkisini PPARa ve PPARy iizerinden
gerceklestiriyor  olabilir.  Bu iki PPAR izoformu lipid ve Kkarbohidrat
metabolizmasinda 6nemli gorevler iistlenir. PPARa 6zellikle lipid metabolizmasi
tizerinde olumlu etkiler gostererek diyabetik durumu iyilestirir. PPARY ise insiilin

65



duyarliligr yiiksek olan kiiciik adipositlerin olusmasin1 saglar. Ayrica diyabet
tedavisinde kullanilan TZD’ler sentetik PPARy ligandlaridir [176]. TZD’ler PPARYy
tizerinden fonksiyon gdsterip adiponektinin transkripsiyonunu artirir. Bu ¢alismada
STZ ile indiiklenmis diyabetik si¢anlarin plasenta dokusunda PPARa, PPARy ve
adiponektinin hem mRNA hem de protein diizeyinde ekspresyonlar1 kontrol grubuna
kiyasla diisiik bulundu. Benzer sekilde adiponektinin serum konsantrasyonu da
kontrol grubundan diisiik bulundu. Ayrica bu ¢alismada plasental gelisimde defektler
gozlendi. Diyabetik plasental gelisim anormalliklerinde bu proteinlerin
ekspresyonlarinda diislis gozlenmistir. Adiponektin, diyabette plasental gelisim
anormallikleri ile iligkili olabilir. Bu mekanizmanin daha iyi aydinlatilabilmesi igin
daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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SONUCLAR

Bu ¢aligmada gebeligin 14, 16, 18 ve 20. giinlerindeki kontrol ve diyabetik
sigan plasentalarinda adiponektin, AdipoR1, AdipoR2, PPARa, PPARy ve RXRa
protein miktarlart Western Blot teknigi ile mRNA miktarlar1 ise RT-PCR teknigi ile
belirlendi. p38 MAPK fosforilasyonu western blot teknigi ile ve serum adiponektin
diizeyleri ELISA yontemi ile belirlendi ve asagidaki sonuglara varildi:

1) Diyabet grubunda plasenta agirliklarinin kontrol grubundan daha biiyiik
oldugu,

2) Diyabetik grupta embriyo agirliklarinin kontrol grubundan diisiik oldugu,

3) Kontrol grubuna kiyasla diyabetik grupta adiponektin, AdipoR1,
AdipoR2, PPARa, PPARy ve RXRa’nin hem mRNA hem de protein
miktarlarinin diistiigi,

4) Kontrol grubuna kiyasla p38 MAPK fosforilasyonunun diyabetik grupta
yiikseldigi,

5) Serum adiponektin diizeyinin diyabetik grupta azaldigi sonuglarina
varildi.
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