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IV.OZET

DIYABETIN VASKULER KOMPLIKASYONLARININ, GOBEK KORDONU
VE FETAL MEMBRANLARDA AKUAPORIN 9 PROTEINI ILE ILISKIiSI
Dr. Selin KENAN
Uzmanlik Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani, Dr. Ogr Uyesi Nuray BOSTANCIERI
Haziran 2020 79 sayfa

Diyabetes Mellitus(DM), insiilin hormon eksikligi veya insiilin etkisindeki defektler
sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol acan kronik
hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir. DM, uzun dénemde ise progresif gelisen
spesifik komplikasyonlara yol agar ve bunlar hastaliga bagli morbidite ve erken mortalitenin
en 6nemli nedenleridir. Gebelikte ise DM en sik goriilen metabolik bozukluktur.Gebelik
oncesinde baslayip, nefropati, retinopati gibi kronik komplikasyon gelismis bir gebe ile
gebeligi sirasinda diyabet hastaligi olusmus bir gebenin, bebeklerinin farkli klinik tablo
sergiledigi goriilmiistiir.

Gobek kordonu ve fetal membranlar akuaporin proteini agisindan zengin dokulardir.
Calismamizda daha onceden diyabet hastasi olup, vaskiiler komplikasyon olarak nefropati
gelismis (VK-PGDM) 6 gebe, gebeligi sirasinda diyabet tanisi almis (GDM) 6 gebe ve
herhangibir hastaligi bulunmayan (KONTROL) 6 gebeden dogum sonrasi alman gdobek
kordonlar1 ve fetal membranlar kullanildi. Dokular 1s1k mikroskobik inceleme igin
Hematoksilen-Eozin (H-E) ile, immiinohistokimyasal degerlendirme i¢in Anti akuaporin 9
antikoru ile boyand1 ve gorsel olarak karsilastirildi. Daha sonra ayni dokularin -80 °C’ de
muhafaza edilen kismindan Kantitatif Gergek-Zamanli (Real-Time) PCR (gPCR) yapilarak
akuaporin 9 mRNA ac¢undan kantitatif karsilagtirmasi yapildi.

Calismamizin sonucunda GDM ve VK-PGDM grubunda gébek kordonlarinda AQP-9
ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilirken; fetal membranlarda

AQP-9 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad.

Anahtar Kelimeler: Gobek kordonu, amniyon membrani, koryon membrani, gestasyonel

diyabet, akuaporin



V. ABSTRACT

THE RELATIONSHIP OF VASCULAR COMPLICATIONS OF DIABETES
WITH THE AQUAPORIN 9 PROTEIN IN UMBILICAL CORD AND FETAL
MEMBRANES
MD. Selin KENAN
Thesis for specialization, Department of Histology and Embriology

Supervisors, Asis. Prof. Dr. Nuray Bostancieri
June 2020, 79 pages

DM is a chronic hyperglycemic group of metabolism diseases that lead to disorders in
carbohydrate, protein and fat metabolism as a result of insulin hormone deficiency or insulin
effect defects. DM leads to specific complications that develop progressively in the long term,
and these are the most important causes of disease-related morbidity and early mortality. It has
been observed that a pregnant woman who developed a chronic complication such as
nephropathy and retinopathy before pregnancy, and a pregnant woman with diabetes during her
pregnancy displayed different clinical pictures.

The umbilical cord and fetal membranes are tissues rich in aquaporin protein. In our study,
umbilical cords and fetal membranes taken from 6 pregnants who had diabetes and who had
nephropathy (VK-PGDM) as a vascular complication, diagnosed with diabetes during
pregnancy (GDM) and 6 pregnant women without any disease (CONTROL) were used. Tissues
were stained with Hematoxylin-Eosin (H-E) for light microscopic examination, and with Anti-
aquaporin 9 antibody for immunohistochemical evaluation and visually compared. Then,
quantitative real-time (real-time) PCR (qPCR) was performed from the part of the same tissues

preserved at -80°C and quantitative comparison of the aquaporin 9 mRNA angle was made.

As a result of our study, while a statistically significant decrease in AQP-9 expressions in
umbilical cords was detected in GDM and VK-PGDM group; There was no statistically

significant difference between the groups in terms of AQP-9 expression in fetal membranes

Keywords: Umbilical cord, amniotic membrane, chorionic membrane, gestational diabetes,

aquaporin 9
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1.GIRIS VE AMAC

Akuaporinler plazma membranlarinda suyun hizli ve yogun gecisi i¢in 6zellesmis
proteinlerdir. Hemen hemen viicutta tiim dokularda bulunan Akuaporinlerin 13 alt tipi
tanimlanmuistir ve bu alt tiplerden 5 tanesinin (AQP 1, 3, 4, 8 ve 9) insan plasenta ve fetal

membranlarinda bulundugu tespit edilmistir.

Tiirk Diyabet Cemiyeti verilerine gore toplumumuzda DM prevalansi oldukga
yiiksektir(%13.7) ve goriilme siklig1 giderek arttig i¢in biiyiik 6nem arz
etmektedir. DM uzun dénemde, anormal damar olusmu ile karakterize vaskiilopati
meydana getirmektedir. Diyabetik gebeler White siniflamasinda; Gestasyonel
Diyabet (GDM), Pregestasyonel Diyabet (PGDM) olarak ayrilmig, PGDM’li gebeler ise

vaskiiler komplikasyon varligi ve sayisina gore alt siniflara ayrilmistir(1).

Yapilan literatiir taramasinda fetal membranlarda AQP-9 diizeyinin gestasyonel
diyabetik gebelerde, idiyopatik koryoamniyonitte, preeklamsi olgularinda artmis
ekspresyonu kantitatif olarak gosterilmistir. Yine bagka bir ¢alismada plasenta ve gobek
kordonunda preeklamptik hastalarda AQP-9 ekspresyonunun artig1 gosterilmistir.
Literatiirde gestasyonel diyabetes mellitus ve normal gebelerin gobek kordonunda AQP-9
miktarini kargilagtiran bir ¢caligsmaya, dahasi vaskiiler komplikasyon gelistirmis
pregestasyonel diyabetli hastalarin gébek kordonu ve fetal membranlarinda AQP-9 miktarini

degerlendiren bir calismaya rastlanmamastir.

Calismamizin hipotezine gore diyabetle olusan hiperglisemiye bagli olarak metabolik
degisiklikler ve hipoperfiizyon sonucunda gobek kordonu ve fetal membranlarda AQP-9
miktarlarimin degisiklik gosterecegi ve bu degisikligin GDM ve PGDM gruplarinda farkl
olacag diisiiniilmektedir.

Bu hipotez gercevesinde ¢alismamizin amaci; daha dnceden diyabeti olan ve
vaskiiler komplikasyon gelistirmis (VK-PGDM) (White D, F, R, H siifi) gebeler,
gestasyonel diyabeti olan gebeler (GDM) ve herhangi bir kronik hastaligi bulunmayan

normal gebelerden (K) alinan gébek kordonu ve fetal membranlar1 kullanilarak;

1. Vaskiiler komplikasyon gelismis gebelerde gobek kordonu ve fetal membranlarin
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histomorfolojik yapisini inceleyerek, normal gebelerin ve GDM’li gebelerin gébek kordonu

ve fetal membranlari ile karsilastirmasini yapmak

2. Ayni gruplarda gobek kordonu ve fetal membranlarda; immiinohistokimyasal olarak
human AQP-9 antikoru kullanilarak boyamalari yapilip; gorsel olarak gruplar arasi yapisal

farklilik olup olmadigini gostermek

3.Gruplar arasi farklilik olup olmadiginin kantitatif olarak reverse transkripsiyon kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qQPCR) yontemiyle es zamanli olarak gosterilmesi

amagclanmistir



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Gobek kordonu

2.1.1.Anatomisi

Gobek kordonu fetusu plasentaya baglayan, fetusun su, besin ve oksijen ihtiyacini
karsilayan temel yapidir(2). Ortalama 50-60 cm uzunlugunda, 1.5-2 cm ¢apinda ve
termde yaklasik 40 gram agirhigindadir. Uzunlugu amniyotik sivi volimii ve fetal
mobiliteyle dogru orantilidir(3). Fetal insersiyon bolgesinden plasentaya kadar olan
toplam uzunlugu boyunca sarmal seklinde bir yapiya sahiptir. Bu sarmal DNA sarmalina
benzer yapida olup helikal 6zellige sahiptir ve nasil olustugu net olarak bilinmemektedir.
Ancak fetal hareket, embriyonun pasif hareketleri, fetal hemodinamik etkiler, umbilikal
arter duvarinmn muskuler yapisindan kaynaklandigi sanilmaktadir(4). Gobek kordonu
disaridan amniyon zari ile sarili olup, igerisinde 2 arter, 1 ven ve bu damarlari ¢evreleyen

jeloz yapida Wharton jolesi bulunur. Bu nedenle yar1 seffaf goriiniimlii bir yapiya sahiptir

ve oldukga esnektir(5,6).

Resim1. Sarmal yapida gobek kordonu ve i¢inde vaskiiler yapilar
2.1.2 Histolojisi

Gobek kordonunun epitelyal ortiisii, embriyonun erken gelismesi sirasinda kordonu
kapsayan amniyotik epitelden tiirer. Tek/cok katli yassi-kiibik epitel yapisindadir(7).

Altinda kalan stromaya subamniyotik stroma adi verilir, stromanin bu boliimiinde az



sayida stroma hiicresi, dagiik ve ince kollajen lif demetleriyle (tip I, 111 ve VI kollajen)
birlikte bol miktarda hiicreler arasi sivi igeren bir ortamda bulunur. Subamnion
tabakasiin altinda insan gobek kordonunun biiylik boliimiinii olusturan ve damarlarin
¢evresinde kalin bir koruyucu manto yapisi olusturan Wharton jeli adinda miikdz bag
dokusu yapis1 (gobek kordonu ve fetal organlarda) bulunur. Yapisinda kapillerler,
lenfatikler ve sinir lifleri bulunmaz. Bazi 6zel boyalarla kordonun plasentaya yakin
ucunda kiicik otonomik sinir liflerinin bulunabilece§i gosterilmistir. Wharton jeli
deoksijene kan ve metabolik atik liriinlerini fetustan plasentaya tasiyan iki umbilikal arter
ve oksijenli ve beslenme agisindan zengin kani plasentadan fetusa tasiyan umbilikal veni
sarar. Ayrica Wharton jeli, biiylime faktorleri gibi baz1 bilesiklerin depolanmasi icin de
onemli bir rol oynar. Wharton Jolesinin ana hiicreleri myofibroblastlardir.
Miyofibroblast; aktin, kas-dis1 miyozin, vimentin ve desmin igerigi ile umbilikal kan
akimini diizenleyebilecek kontraktil 6zelliktedir. Alfa diiz kas aktin, perivaskiiler alanda
ve amnion zarina yakin hiicrelerde daha gok sentezlenirken, intervaskiiler alanda daha az
bulunur. Myofibroblastlarin ve ekstraselliiller matriks proteinlerinin, gebelik donemlerine
gore ve stromanin farkli bolgelerinde dagilimlarina gore degisiklik gosterdikleri, boylece
gobek kordonunun turgorunu diizenlemede etkili oldugu anlasilmistir(8,9).

Umbilikal arterler histolojik olarak internal elastik laminasi olmayan ¢ift katl
muskuler duvardan olusur. Umbilikal ven ise ince duvarli ve liimeni genistir. Internal
elastik laminaya sahip tek katli diizensiz sirkiiler tipte kas tabakasindan olusur. Vaskiiler
yapilar fetiisiin beslenmesi i¢in gerekli olan bir¢ok makromolekiil (kollajen, elastin,
proteoglikanlar ve glikoproteinler) icerir. Gobek kordonu plasentanin fetal yiizeyine
ulastiginda, kan damarlari koryonik villuslara giren birgok dallara boliinmiistiir. Koryonik
villuslarda arteriokapiller venoz sistemi olustururlar ve oksijenli kan, fetusa, koryonik
vililerdeki veniiller ve venler yoluyla geri doner. Bunlar gobek kordonunda umbilikal

veni olusturmak i¢in birlesir.

2.2.Fetal membranlar

Fetal membranlar; insanda amniyotik ve koryonik membranlardan olugur. Amniyon
zar1, vaskiilarizasyonu ve inervasyonu olmayan bir bag dokusu tabakasi ve amniyon s1visi
ile dogrudan temas halinde olan tek katli bir epitelyum tabakasindan olusur(10). Bu

epitelyum ekstraembriyonik ektoderm kaynaklidir; kollajen tip IV, laminin, fibronektin



ve nidojenden zengin kalin bir bazal membrana sahiptir. Ekstraembriyonik mezodermden
koken alan bag dokusundan olusan kisim ise kollajen tip I ve III i igeren ii¢ tabakaya
boliinmiistiir: i¢ aseliiler kompakt tabaka, gevsek fibroblast tabaka ve dis slingerimsi

tabaka. Amniyon ve koryon zar1 dis siingerimsi tabaka sayesinde kiint diseksiyon yoluyla

kolaylikla ayrilabilir(11,12).

Koryonik membran ise 3 tabakaya ayrilmistir: Intermediate zon ekstraembriyonik
kolom kalintisin1 temsil eder ve kalinligi degiskendir, koryonu amniyondan ayiran
bolgedir. Vaskiiler kollajendz i¢ tabaka ekstraembriyonik mezodermden koken alir.
Vaskiiler kollajendz dis tabaka desidua kapsiillaris igeren maternal orijinli dis tabakadir.

Bu 2 tabakanin arasinda trofoblastik hiicreler bulunur.(13)
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Resim 2: Hematoksilen — Eozin ile boyanmis fetal membranlar
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Resim 3: Plasenta, gobek kordonu, amniyon, koryon membrani ve villus yapilarimin sematik

gosterimi

2.3.Gobek Kordonu Ve Fetal Membranlarin Embriyolojisi

Embriyonik gelisimin 9.giiniinde anembriyonik kutuptaki hipoblast hiicreleri
farklanarak sitotrofoblastlarin i¢ yliziinii doseyen ekzokdlomik membrani (hauser
membrani) olustururlar. Bu membran hipoblastla birlikte ekzos6lomik boslugu (pirimitif
yolk sac) ¢evreler. Embriyonik gelisimin 11 ve 12. Giinlerinde embriyo uterusa tamamen
implante olmus ve implantasyon bdolgesindeki hasar fibrin tikaciyla kapatilmis
durumdadir. Bu esnada sitotrofoblastlarin i¢ yiiziiyle ekzosdlomik boslugun dis yiizii
arasinda yeni bir hiicre toplulugu olusur. Yolk sac hiicrelerinden kdken akan bu hiicreler
ekstraembriyonik mezoderm adli bag dokusu yapisini olustururlar. Daha sonra iginde
bliylik bosluklar olusur; bu bosluklara ekstraembriyonik kélom ya da koryon boslugu
denir. Koryon boslugu amniyon ve pirimitif yolk sac 1 gevreler..Koryon boslugiunun iyice
genislemesiyle sitotrofoblastlarin i¢ yliziinii ddseyen ekstraembriyonik mezoderm koryon
plagi adinmi alir ve ekstraembriyonik boslugun koryon boslugunu katettigi tek bolge
baglanti sapinda kalir. Bu kisim daha sonra kan damarlarinin olusumuyla gobek
kordonuna dontisiir. Amniyonun dis mezenkimal katmani daha sonra korionamnion veya
fetal membranlar1 olusturacak olan koryonun i¢ mezenkimal katmani ile birlesir. ki

katmanin dogumda birbirinden ayrilmasi genellikle zordur(14).
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Resim 4: Embriyolojik gelisimin 12. Giiniinde ekstraembriyonik mezodermin olusmasi
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Resim 5: Koryon boslugunun giderek genislemesiyle baglanti sapinin olusumu

Gobek kordonu konsepsiyondan sonraki 28. giinde gelisir ve fetuslarin %95’inde 9
haftada gelisimi tamamlanir. Gobek kordonunun gelisimi, erken embriyoyu ¢evreleyen ve
baglanti sap1 ile koryona bagl kalan ekstraembriyonik kdlom-koryon boslugunun olusumu
ile baglar. Gelisimin 5.haftasinda amniyonla embriyonik ektodermin birlesim yerinde

bulunan pirimitif gébek halkas1 ( amniyoektodermal birlesim) igerisinden 3 yap1 geger:



1) Baglanti sapi; allantois ve 2 arter 1 venden olusan umbilikal damarlar
2) Yolk kesesi sap1 (vitellin kanal) ve beraberindeki vitellin damarlar

3) Intra ve ekstraembriyonik bosluklar1 birbirine baglayan kanal

Daha fazla embriyonik gelisme ile baglanti sap1 ventrale dogru yer degistirirken,
vitelliis kesesini orta barsaga baglayan vitello-intestinal kanal ise kaudale dogru yer
degistirir. Embriyo biiyiidilkge amniyon kesesi koryon boslugundan daha hizlhi
genisleyerek koryon boslugunun kiigiilmesine neden olur(15). Biiyliyen amniyon kesesi
ince bir koryon bosluguyla sarilmis olan vitello-intestinal kanal ve vitelliis kesesi
kalintisina da basi1 yapar. 3. Ayin sonunda amniyon iyice genisleyerek koryonik plakla
birlesir, koryon boslugu yok olur, ardindan vitelliis kesesi biizliserek zamanla yok olur.
Yine 3. Ay sonlarinda barsak halkalar1 karin bosluguna geri déner(16). Allantois,
vitellin kanal ve bu kanala ait damarlarin da kaybolmasiyla gobek kordonu wharton jolesi

ile gevrili umbilikal damarlardan olusan bir yap1 olarak kalir (13,17,18) .
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Resim 6: Amniyon kesesinin genislemesiyle gobek kordonunun sekillenmesi
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Resim 7: Amniyon, koryon ve desidua parietalisin flizyonunun sematizasyonu

2.4.Diyabetes mellitus
2.4.1. Tanim ve siniflandirma

Diabetes eski Yunanca‘da sifon anlamma gelir ve asir1 idrar yapimini anlatir.
Mellitus ise yine Yunanca‘da bal anlamina gelen mel kelimesinden gelistirilmistir. DM,
instilin hormon eksikligi veya insiilin etkisindeki defektler sonucu karbonhidrat, protein
ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik hiperglisemik bir grup

metabolizma hastaligidir.

Bir hastaya bir tiir diyabet diyebilmek ¢ogu zaman tani1 aninda mevcut olan kosullara
baglidir ve birgok diyabetik hastay1 belli bir smifa dahil etmek kolay degildir. Ornegin;
gestasyonel diyabet olan bir kisi dogumdan sonra da hiperglisemik olmaya devam
edebilir ve tip 2 diyabete sahip olabilir. Ayn1 sekilde yiiksek dozda ekzojen steroid
alimina bagl diyabet olan bir kisi glukokortikoidler kesildikten sonra normoglisemik hale
gelebilir. Amerikan Diyabet Cemiyeti’nin (American Diabetes Assosiation, ADA)

yaptig1 etiyolojik siniflamaya gore baslica 4 grup vardir.(19,20)



1- Tip 1 DM (genellikle mutlak insiilin eksikligine yol agan otoimmiin beta hiicre
yikimi nedeniyle)

2- Tip 2 DM (genellikle insiilin direnci zemininde, beta hiicrelerindeki insiilin
sekresyonunun progressif kaybina bagli)

3- Gestasyonel DM (gebelik dncesi normal olup gebeligin 2. veya 3. trimesterinda tanisi
konan diyabet)

4- Diger nedenlere bagli olarak gelisen spesifik diyabet tipleri;

e Monogenik diyabet sendromlar1 (neonatal diyabet ve MODY gibi)

e Ekzokrin pankreas hastaliklari (kistik fibrozis ve kronik pankreatit gibi)

e llaglara veya kimyasal ajanlara bagh gelisen diyabet (glukokortikoid kullanimu,

HIV/AIDS tedavisi sonrasi veya organ transplantasyonu sonrasi kullanilan

immiinsiipresif ajanlara bagl)

Tip 1 ve tip 2 DM, klinik prezentasyon ve hastalik progresyonunun 6nemli 6l¢iide
degisebilecegi heterojen hastaliklardir. Smiflandirma, tedavinin belirlenmesi agisindan
cok Onemlidir; ancak bazi kisiler tam1 aninda tip 1 veya tip 2 DM olarak
siniflandirilamazlar. Tip 2 DM’ nin sadece yetiskinlerde ve tip 1 DM’ nin sadece
cocuklarda gelistigi yoniindeki geleneksel paradigmalar artik dogru degildir; ¢iinkii her
iki hastalik da her iki yas grubunda goriilebilir. Tip 1 DM’ li cocuklar, genellikle poliiiri,
polidipsi gibi semptomlar ve hastalarin yaklasik tigte birini etkileyen diyabetik ketoasidoz
ile prezente olurlar (20). Tip 1 DM baslangici, erigskinlerde daha degisken olup ¢cocuklarda
goriilen klasik semptomlarla birlikte olmayabilir. Ozellikle baz1 etnik gruplardaki tip 2
diyabetik hastalar bazen baslangicta diyabetik ketoasidoz ile bagsvurabilirler (21).
Baslangicta tiim yas gruplarinda diyabet tipini ayirt etmede zorluklar goriilebilmesine
ragmen, dogru teshis zaman i¢inde belirgin hale gelir. Hem tip 1 hem de tip 2 DM’ de
cesitli genetik ve ¢evresel faktorler, klinik olarak hipergliseminin ortaya ¢iktig1 beta hiicre
kitlesinin ve/veya fonksiyonunun progressif kaybina neden olabilir. Hiperglisemi
meydana geldiginde progresyon oranlar farkli olmasina ragmen her tiir diyabet hastasi

ayni kronik komplikasyonlari gelistirme riski altindadir.(21)

2.4.2.Diyabet Semptomlar: ve Tam Kriterleri



Hastalarin biiylik cogunlugu asemptomatiktir ve hiperglisemi rutin bakilan laboratuvar

incelemesinde tespit edilmektedir. Genel semptomlar:

e Poliiiri

e Polidipsi

e Polifaji ve istahsizlik
e Noktiri

e Agiz kurulugu

e Bulanik gorme

e Aciklanamayan kilo kaybi

Tablo 1: Diyabetes mellitus tani kriterleri (22)

Asikar DM izole IFG** izole IGT IFG + IGT DM riski yiiksek

APG =126 mg/dL 100-125 mg/dL < 100 mg/dL 100-125 mg/dL -
(= 8 saat aclikta)
OGTT 2. st. PG > 200 mg/dL <140 mg/dL  140-199 mg/dL  140-199 mg/dL -
(75 g glukoz ile)
Rastgele PG > 200 mg/dL

+ Diyabet semptomlari - - - -
A1CH** > %6.5

(= 48 mmol/mol) - - - %5.7-6.4

(39-46 mmol/mol)

* Glisemi ven6z plazmada glukoz oksidaz yontemiyle mg/dL olarak 6lciiliir.
** 2006 yili DSO/IDF raporunda normal APG kesim noktasinin 110 mg/dL ve IFG: 110-125 mg/dL olarak korunmasi benimsenmistir.
*** Standardize yontemlerle olctilmelidir.
DM: Diabetes mellitus, APG: Aclik plazma glukozu, 2. st PG: Ikinci saat tokluk plazma glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, A1C:
Glikozillenmis hemoglobin A, , IFG: Bozulmus aclik glukozu (Impaired Fasting Glucose), IGT: Bozulmus glukoz toleransi (Impaired Glu-
cose Tolerance), DSO: Diinya Saglik Orgiiti, IDF: Uluslararasi Diyabet Federasyonu.

Tabloda, 8 saat aglik sonras1 6l¢iilen glukoz degeri; Aclik Plazma Glukozu
(APG); hastaya verilecek 75 g’lik oral glukoz sonrasi bakilan plazma glukoz seviyesi

testleri ise OGTT olarak ifade edilmektedir.

- APG’nin 126 mg/dl,

- OGTT de 2. saatte dl¢iilen plazma glukozonun 200 mg/dl,

- Rastgele bakilan plazma glukozunun 200 mg/dl,

- Glikozillenmis hemoglobini ifade eden HbA1C nin ise % 6.5 (> 48

mmol/mol) ve iizerinde olmasi
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seklinde dort yontemden herhangi biri ile asikar diyabet tanisi konulabilmektedir.
Tabloda verilen izole Bozulmus Aclik Glukozu (BAG) ve Izole Bozulmus Glukoz
Tolerans1 (BGT) gibi (plazma glukozunun ara degerlerde kaldigi 6lgtimlerde)

durumlarda ikinci bir testle tanty1 dogrulamak gerekmektedir.

2.4.3.Diyabetin Komplikasyonlari

Diyabetin komplikasyonlar1 genel olarak akut ve kronik komplikasyonlar olmak

tizere 2 ye ayrilir. Akut komplikasyonlar:

e Diyabetik ketoasidoz (DKA)
e Hiperozmolar hiperglisemik durum (HHD)
e Laktik asidoz (LA)

e Hipoglisemi

DM, uzun donemde ise progresif gelisen spesifik komplikasyonlara yol acar ve bunlar
hastaliga bagli morbidite ve erken mortalitenin en 6nemli nedenleridir. Diyabetin kronik

komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler olarak siniflandirilabilir.(23)

Mikrovaskiiler komplikasyonlar:
e Sinir sistemi harabiyeti (ndropati)
e Renal sistem harabiyeti (nefropati)

e 0z harabiyeti (retinopati)

Makrovaskiiler komplikasyonlar:
e Kardiovaskiiler hastalik,
e Felg

e Periferal vaskiler hastaliklardir.

2.5.Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)

2.5.1.GDM patogenezi
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Normal gebelik, plasental hormonlara bagli olarak 6zellikle ikinci trimesterde insiilin
duyarhiliginin ~ bozulmasindan dolayr  “’diyabetojenik  bir  durum’  olarak
yorumlanabilir(24). Gebelikte viicudun enerji ihtiyact artmustir. Bebegin gelisimi igin
gerekli enerjiyi saglamak icin daha fazla glukoza gereksinim duyulur. Bu nedenle
gebeligin ilk aylarinda aclik kan sekeri normale gore diisiik diizeydedir. Postprandiyal
glukoz diizeyleri ise uzun siire yliksek kalmaktadir. Bunun sebebi insiiline olan periferik
direncin artmasidir(25). Gebe kaninda yiiksek miktarda bulunan lipoproteinler,
trigliseritler ve serbest yag asitleri de hiperglisemiye katkida bulunurlar(26). ilk trimester,
maternal protein, glikojen, yag depolar1 ve glikoneogenezin arttig1 anabolik bir evredir.
Ostrojen insiilin direncine karsi koruyucu bir etki gosterirken, progesteron insiilin
direncini arttirir. Gebeligin erken donemlerinde maternal yiliksek insiilin diizeyleri
lipogenezi arttirir, lipolizi ise baskilar. Gebelikte insiilin reseptorlerinde azalma yoktur.
Ikinci trimester basinda yiikselmeye baslayan insan Plasental Laktojen (hPL), Insiilin
Reseptor Substrat-1 (IRS-1) fosforilasyonunda azalmaya ve bundan dolayi belirgin
insiilin direncine yol agar. hPL’nin yani sira, gebelik ilerledik¢e anne kanindaki miktarlari
artan prolaktin, kortizol ve leptin gibi insiilin antagonisti hormonlarin da etkisi ile insiilin
duyarliligi azalir. S6z konusu hormonlar ve progesteron, insiiline duyarli hiicrelerin
glukoz alimin1 bozarak etki gosterirler ve gebeligin diyabetojen bir durum olmasindan
sorumlu ana hormonlardir. Plasental hormonlarin anne kan glukoz homeostazisi
tizerindeki etkilerinden dolayt GDM belirgin olarak tigiincii trimesterde gebeleri etkiler.
Normal bir gebelikte iigiincli trimesterde insiilin duyarliiginda % 44“liikk bir azalma
saptanmistir. Non-Diyabetik gebelerde instilin direncindeki bu artis, insiilin iretimindeki
artis ile rahatlikla dengeler. Normal kosullar altinda yeterli insiilin salgilayabilen fakat
gebeligin artan insiilin rezistansini karsilayamayan gebelerde ise gestasyonel diyabet
meydana gelir(27,28).

Gestasyonel Diyabetes Mellitus kisa ve uzun vadede onemli maternal ve fetal
komplikasyonlarla iliskilendirilmistir. GDM, organogenez tamamlandiktan sonra ortaya
¢ikan bir problem oldugundan dolay1 konjenital anomali goriilmesi beklenmez. Annenin
kan sekeri diizeyleri fetal komplikasyonlar i¢in belirleyicidir. Diyabetik gebelerin
bebeklerinde makrozomi, polisitemi, hipoglisemi, hiperbilirubinemi, hipokalsemi,
Respiratuvar Distress Sendromu (RDS) gibi neonatal morbiditeler, normal gebelere gore
daha sik rastlanir. Bu risk artis1 gebelik dncesinde diyabeti olan gebelerde (Pregestasyonel

diyabet, PGDM) ise daha fazladir.(29-33)
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2.5.2.GDM tanisi1

Klinikte GDM tanisi i¢in tek asamali veya iki agamal1 yaklagimlar kullanilmaktadir.
Tarama ve tan1 yOntemlerinin tiim gebelere mi yoksa sadece riskli gebelere mi
uygulanmasi gerektigi, bu testlerin tek ya da iki asamali olmas1 ve tanisal esik degerler
konularinda bir fikir birligi bulunmaz(34).2013 yilinda yaymlanan WHO raporunda,
GDM tanist i¢in AKS: 92-125 mg/dL veya OGTT 2. saat kan sekeri: 153-199 mg/dL

kriterlerinden birinin bulunmasinin GDM tanisi igin yeterli oldugu vurgulanmustir.

Tiirk endokrinoloji ve metabolizma dernegi’nin 2019 kilavuzunda da GDM tek

asamal1 ve iki asamali tan1 algoritmasi tablodaki gibidir(23).

Tablo 2: GDM tani algoritmasi(22)

Gebeligin 24.-28. haftasinda tiim gebeler taramaya alinmalidir.
{GDM risk fakiGrieri varsa |. timesterde tarama yapiimali, normal ise dider trimesterierde de yeniden incelenmeli)

5 E

| iki agamah yaklagim | | Tek agamah yaklagim |

—— = L
50 g glukoz ile én tarama testi Y -
{giinin herhangi bir saatinde yapilabilir) I 75 g glukozlu, 2 stlik OGTT I

'

L v ¢ APG 292 mgidl, 1.stPG 2180 mg/dl,
2 st PG =153 mg/dl
1stPG 1stPG= 1.st PG |
=140 mag/dl 140-179 mg/dl =180 mg/dl l l
3 stlik OGTT yaksek ize
A # L J
| Mormal™ | =2 defer cDM
APG =95 mag/dl / yiksek ise [
1.st PG =180 mg/dl
2 st PG =155 mg/dl
1 deder Gebelikte
3.st =140 il — -
- \ yiksek ise BGT

SEKIL 1.2 TEMD iki asamali ve tek asamali gestasyonel diyabet taramasi ve tanisi

IGDM risk faktorleri varsa 3. trimesterde yeniden incelenmeli. GDOM: Gestasyonel diabetes mellitus, PG: Plazma glukozu, 0GTT: Oral
glukoz tolerans testi, APG: Aclik plazma glukozu, BGT: Bozulmus glukoz toleransi.

2.6.Gebelikte DM

Gebeligin en sik goriilen metabolik bozuklugu olan DM tiim gebelerin yaklasik % 5-

6’sinda goriiliir. Bunun % 90’11 GDM, % 10’unu pregestasyonel DM olusturur. Bunlarin
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da %81 tip 2 DM ve % 2 ‘si tip 1 DM’ dur. Pregestasyonel Diyabetes Mellitus (PGDM)
gebelik Oncesi baglamis asikar diyabettir. Erken gebelik haftasinda rutin kontrollerde
aclik hiperglisemisi saptanmasinin GDM’dan c¢ok asikar diyabete bagh gelistigi
distintiliir. GDM, biitiin dogumlardaki komplikasyonlarin %3-5’inden sorumludur(35).
Diyabeti olan gebelerde fetal ve maternal riski belirlemek i¢in ilk siniflandirma 1949
yilinda Priscilla White tarafindan gelistirilmistir. Bu siniflama; diyabetin siiresi, baslangic
yast ve eslik eden komplikasyonlara gore yapilir. White siiflamasi tan1 yasinin geng
olmas1 ve diyabetin uzun siireli olmas1 durumlarinda, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlarin artmasina ve bu komplikasyonlarin maternal ve fetal sonuglar

etkilemesine dayanir(1)(36).

Tablo 3: White siniflamasi(22)

Grup | Sinef

Gestasyonel diyabet

Al Herhangi bir yas ve surede, yalniz diyetle regule

Az Herhangi bir yas ve surede, diyet + insulin ile tedavi edilen

Pregestasyonel diyabet

B Diyabet tamisindaki yasi 220 yil ve diyabet suresi <10 wil, komplikasyonsuz

c Diyabet tanizindaki yasi veya diyabet suresi: 10-1% yil, komplikasyonsuz

D Diyabet tanizindaki yasi <10yl veya diyabet suresi 220yl

F Herhangi bir yas ve siireds, insulin tedavisinde, nefropati [>500 mg/gun protein| var.
R Herhangi bir yas ve sirede, insilin fedavisinde, proliferatif retinopati var

RF Herhangi bir yas ve sirede, insilin tedavisinde; R ve F sinifindaki ozelliklerin bir arada bulunmas:
H Klinik olarak tespit edilmig aterosklerotik kalp hastali

T Renal transplantasyon oykisu

2.6.1.Diyabetin Gobek Kordonu ve Fetal Membranlar Uzerine Etkileri

Maternal diyabette, plasentaya, gébek kordonuna, embriyoya zarar veren karmasik
ve ¢ok faktorlii siire¢lerde hem maternal ortam hem de genetik arka plan 6nemlidir. Bu
dokularin diyabetten etkilenmesi diger dokular gibi annenin diyabetinin siiresi, bu siire
zarfinda siki takip ve tedavi edilip edilmemesi ve vaskiiler komplikasyon derecesiyle
yakindan iliskilidir. Genel olarak diyabetli anne bebeklerinin gobek kordon caplari
makrozomik fetiislerde daha biiyiik, WJ miktar1 da artmis olarak goriilmiistiir. Fetal
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membranlarda ise GDM iizerinden yapilan c¢aligmalarda villus lumeninin artmasi ve
sinsityal nodiillerin varligr ile yiiksek villus yogunlugu ile karakterize koryonik
villuslarda immatiirite, ayrica terminal villuslarda stromal 6dem, koranjiozis(villoz

hipervaskiilarite), ¢cekirdekli eritrositler (n-RBC), gozlenmistir(37-40).

1 Pre-Gestasyonel DM — Uzun Suireli Etki

1 GDM - Kisa Sureli Etki

v

implantasyon

Proliferasyon

‘ ¢ Plasental %) ‘

BT T TRl

Gestasyonel Yas

Resim 8: GDM — PGDM kisa-uzun siireli plasental etkiler

2.7.Akuaporinler
2.7.1.Akuaporinlerin Kesfi

Hiicreler ¢ift kath lipit tabaka, proteinler ve oligosakkaritlerden olusan hiicre zari
(plazmalemma) ile dis ortamdan ayrilir. Hiicre zar1, hiicrenin yapisal biitiinligiinii saglar
ve hiicreyle dis ortam arasindaki madde alisverisini kontrol eder. Tiim canlilarda en fazla
bulunan ve canlilik i¢in vazge¢ilmez bir molekiil olan suyun hiicre zarindan gegisi, hiicre
hacminin ve sitoplazma osmolaritesinin diizenlenmesini saglar. Molekiiler diizeyde ise su
birgok dnemli molekiiliin konfigiirasyonunda ve metabolik siireclerde yer alir. Suyun zar
boyunca hareketi uzun yillardir arastirmacilarin ilgi odagir olmustur. Su gibi kiigiik ve
notral molekiiller, hiicre zarini pasif difiizyon ile gegebilir. Ancak suyun hizli ve yogun
gecisi, bu is igin Ozellesmis kanallar yardimiyla olmaktadir. Bu kanallara akuaporin adi
verilmektedir.(41) Yiiksek gradient olan bolgede su gegisi transmembran pasif transport

yolu ile gerceklesir ve ozmotik kuvvetin yiiksek olmasindan dolay1 yeterli olabilir. Buna
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kars1 ozmotik fark kiiciikse pasif transport tek basina yetmez olur ve gereken gegisi

akuaporinler saglar.(42)

Ilk olarak Benga ve ark. 1985°de insan eritrositlerinin zarinda su kanal proteinlerini
kesfetmisler ve bunu 1986’da yayimlamislardir. 1991 yilinda Smith ve Agre eritrosit
zarinda Rh antijeniyle birlikte ‘Channel-forming Integral Protein 28’ adli su kanalini
tanimlamiglardir (43). Preston ve Agre’nin de i¢inde bulundugu grup, 1992 yilinda
Xenopus oositleri iizerinde ‘Channel-forming Integral Protein 28’in su kanali
olabilecegini gostermislerdir(44). 1993 yilinda Fushimi ve ark. renal toplayici tiibiilde su
kanalinin bir bagska formunu tanimlamislardir. Ayn1 y1l Agre ve ark. ‘Channel-forming
Integral Protein 28’in adin1 AQP1 olarak degistirmislerdir. AQP1 kanalindan bir saniyede
yaklasik 3x10° su molekiilii gok hizli bir sekilde gecmektedir. Cesitli ¢alismalariyla
zarlardan su geg¢isinin molekiiler temelini aydinlatmasi1 nedeniyle Peter Agre 2003 yilinda

Nobel Kimya 6diiliinii almaya hak kazanmistir(45) .
2.7.2.Akuaporinlerin Yapisal Ozellikleri ve Islevi

1994 yilinin baslarinda 6nerilen kum saati modeline gére su kanallar1 asparajin-
prolin-alanin (NPA) boélgeleri igerir ve zar1 6 kez geger. Kanal proteininin hem amino
hem karboksi ucu sitozolik yiizdedir ve A, C ve E bolgeleri dis ylizde, B ve D bolgeleri
ise sitoplazmik yiizeyde doniis yapar. NPA bolgelerindeki B ve E doniisleri bitisik
konuma getirilerek kum saatinin merkezinde sinirlandirilmis bir alan olusturulur ve NPA
tekrar bolgesinin yanindaki su akis1 tek sira halinde gergeklesir. Kanal altinda, su gibi
kiiciik molekiillerin gegisine izin veren, 6zellikli bir bogaz bdlgesi bulunur. Bogazi
meydana getiren yan zincirler fenilalanin, histidin, sistein ve argininden meydana gelir.
Hem suyun hizli gecisini saglayan hem de yalmiz suyu geciren bu kanallarda bu
olagantistii selektif gecirgenligin sebebi, akuaporinlerin dért monomere sahip olmasi ve
tek basina su molekiillerinin gecgisine izin veren her monomerin 2-3 A° capinda
transmembran poruna sahip olmasidir. Kanal proteinlerinde monomer ve por sayist
kanaldan kanala degiskenlik gosterir. Ornegin; potasyum kanali akuaporin gibi dort
monomere sahiptir ancak bu dort monomer yalniz bir por olusturur. Anyon kanallar
pentamerik yapida ve tek pora sahiptir. Klor kanali ise her monomerde pora sahip olan

iki alt tiniteden medyama gelmektedir. Su kanallarindan su ve diger soliitlerin gegisi
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konsantrasyon farkina gore yiiriitilen pasif tasima mekanizmasinin bir tipi olan

kolaylastirilmis diftizyon ile olur(46,47).

extracellular

extracellular

Size
Restriction

1804 N @
2 Electrostatic

L J
Repulsion
192 A Rios

{5

Water Dipole | _—
Reorientation| ©°

AbNm
®

intracellular

intracellular

Resim 9: Lipid zarda yer alan akuaporin kanal yapisi (kum saati modeli)

2.7.3.Akuaporinlerin Simiflandirilmasi

Memelilerin tiim hiicre tiplerinde 13 akuaporin (AQP) tiiriinden (AQP0-12)
bahsedilmekle birlikte 14 AQP oldugunu sdyleyen yayinlar da mevcuttur ve bunlar
hemen hemen viicudun her dokusunda bulunurlar(48). AQP ailesinden 0, 1, 2, 4, 5, 6 ve
8 sadece su kanali olarak islev goriirler. AQP3, 7, 9, 10 ise gliseroliin de gegisini
sagladiklar i¢in akuagliseroporinler olarak adlandirilirlar. Son zamanlarda tanimlanan
AQP11 ve AQP12 ise siiperakuaporin olarak adlandirilirlar. Sitoplazma yerlesimlidir ve

fonksiyonlar1 heniiz tam olarak anlagilmamustir.

AQPO: Sadece goz lensinde bulunur. AQPO0’1n insan hastaliklariyla iligkisi, konjenital
katarakt1 olan biiyiik ailelerde yapilan genetik baglanti analizleriyle gosterilmistir. Insan
AQPO0’1 klonlanarak xenopus oositleri ile yapilan ¢alismalarda mutant genin
ifadelenmesinde bir sorun olmadig1 ancak proteinin plazma zardaki hareketinin kusurlu

oldugu goriilmiistiir.(31)

AQP1: Bobreklerde vasa rektanin inen kolunda, tubuler liimenden interstisyuma biiyiik
madde gecis yollarinda ve damar bosluklarinda tanimlanmistir. Ayrica AQP1, damar

aglarinda 6nemli salgi rolleri olan epitellerde (beyin omurilik s1visi), goziin boliimlerinde
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pigment igermeyen epitellerde ve akcigerdeki bronslar dahil bir ¢ok organin kilcal damar

epitellerinde gosterilmistir(42).

AQP2: Vazopressin ile iliskili olup vazopressin miktar1 artinca AQP2’nin su gegirgenligi
azalmaktadir. Ayn1 zamanda AQP2’nin bobrekteki miktari belirtilenin altinda oldugunda
potasyum diisiikliigli ve nocturnal enuresis (gece idrarmni tutamama), iistiinde ise kalp

yetmezligi, uygunsuz ADH sendromu gibi hastaliklar goriilebilir.(49)

AQP3: Su ve gliserol gecisinin yapildig1 bobrek, hava kanallari, deri ve gdzde bulunan
aquaporindir. Insanlarda eritrositlerde bulunurken bdceklerin sindirim yolunda ve
beyinde yer alir. Mikrobik diinyada ¢ok c¢esidi vardir. Bitkiler en genis yelpazeyi

sunmaktadir.

AQP4: Glial hiicrelerde, bez epitelinde, akcigerlerde, retinada, c¢izgili kas
sarkolemmasinda, midede, subaraknoid astroglial hiicrelerinin i¢inde, kilcal damar ve
toplardamar duvarlarinda, vasopressin salgilayan noronlarin etrafindaki glial lamelae’nin
icinde bulunan, supraoptik ¢ekirdek iceren osmosensory kisimlarda bulunur(50).
Beyindeki glial hiicrelerde bulunmasina ragmen noéronlarda bulunmaz. Suyun AQP4
sayesinde kan beyin bariyerini astig1 diisiiniilmektedir. AQP4'iin beyin hiicrelerindeki
etkinligi de vasopressin tarafindan uyarilir. AQP4 geninde okuma hatast meydana

geldiginde hiponatremik beyin 6demi ve iskemik beyin hasari gelisir(51).

AQP5: Lakrimal ve mukozal bezlerin apikal zarinda ifade edildigi gibi alveollerde de
yaygin olarak goriiliir. Bu yayginlik kolinerjik uyarana cevap olarak artan bronkospazma
sebep olur. AQP5 goz yilizeyindeki korneal epitelde hidrasyon ve seffaflik saglar ve
korneal yara iyilesmesinde gorevlidir. Glandular sivi salinimi i¢in sinirlandirict rolii olan
AQP5, insan, sigan ve farenin ter bezlerinin apikal ylizeyinde fazlaca ifade edilir. Fazla

terleme bu sayede Onlenir.

AQPG6: AQP2 ve AQP5’e benzemesine ragmen fonksiyonel farkliliklar igeren AQP6’lar

minimum diizeyde su gegirgenligi gosterir.

AQP7: Proksimal tubulde bulunmustur. Bu bdlgede yag metabolizmasina etki ettigi
diisiiniiliir. Iginde AQP7’nin de bulundugu aquagliseroporinlerin aglik halinde gliserol
tasiyicist  olarak gorevleri ¢ok Onemlidir. AQP7 adipoz dokuda trigliseritlerin

indirgenmesi sonucu olusan gliserol i¢in ¢ikis olustururak su ve gliserol gegisini saglar.
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AQP8: Sindirim sistemi boyunca gesitli yerlerde, testislerde ve kalpte bulunur.

AQP9: Karaciger, testis, beyin ve beyaz kan hiicrelerinde bulunan AQP9 gliserol ve su
gibi kiigiik yiiksiiz yapilarin gecis kanallaridir. Hepatositlerde AQP-9 bir gliserol kanali
ve trenin diffuziyonunu arttiran proteindir. Karacigerde gliserol aglik dénemindeki
glukoneogeneze katilir. Gergekten 4 giinliikk agliktan sonra AQP-9’un ekspresyonunda
belirli yiikselme izlenmekte, tekrar beslenme sonrasi diizeyi diigmektedir.

AQP-9’un beyin metabolizmasina bir metabolit kanali olarak katildigi One
stiriilmiistiir. Asidik ortamda laktik asite olan gegirgenlik artar ve beyin iskemisi sirasinda
olusan laktik asidoz, AQP-9’un asir1 miktarda olan laktik asiti astrositlerden
uzaklagtirllmasini hizlandirir. Sonug¢ olarak, iskemi sirasinda AQP-9 ekstraselliiler
boslugu laktat ve gliserolden temizlemektedir. Reperfiizyon doneminde AQP-9 astrositler
ve ndronlar arasindaki laktik asit transportunu kolaylastirarak, laktik asitin enerji substrati
olarak kullanilmasini saglar. Beyindeki AQP-9 fonksiyonu ile ilgili bu hipotez hala
spekiilatiftir(52,53).

Benzer sekilde, preeklampsi gibi, yiizeyel implantasyona bagl gelisen fetomaternal
hipoksi ile karakterize olan plasental patolojilerinde, AQP-9’un enerji dengesine dahil
oldugu distintilmektedir(54).

Ayrica fetal membranlarda ve plasental sinsityotrofoblastlarda bol miktarda
bulunur.(54-57).

Akuaporin 9 kanallarinin iire diffuziyonunda olan rolii de 6nemlidir. Plasentada A
tipi “iire tastyic1” (UT-A) bulundugu tespit edilmistir. AQP-9 UT-A’nin fonksiyonunu
tamamlay1p, lire ”uptake” ve plasentadan elimine edilmesini saglar(58).

AQP11: AQPI11in bobrekte ve karacigerde ifade edildigi bilinmektedir ama tam olarak
gorevleri anlagilamamistir.
AQP12: Pankreasta ifadelenen AQP12’nin hangi yap1 ve maddelere gegirgen oldugu

bilinmemektedir.
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Resim 10: Akuaporinlerin viicutta lokalizasyonlari

2.7.4.Gobek Kordonu Ve Fetal Membranlarda Akuaporinler

Akuaporinlerin fetal gelisim siirecinde de 6nemli gorevleri vardir. Plasenta ve fetal
membranlar arasinda sivi aligverisi, deri keratinizasyonundan Once amniyotik sivi
olusumu, normal beyin gelisiminde serebrospinal sivi olusumu ve akciger gelisimi
esnasinda sivi sekresyonu bunlardan bazilaridir. Implantasyon &ncesinde blastosist
gelisim sathasinda blastosdl kavitesi, etrafini ¢evreleyen trofoektoderm epiteli tarafindan
salinan sivi ile doludur. Akuaporin 3 ve 8, trofoektodermin basolateral membraninda,
akuaporin 9 ise apikal membraninda baskin olarak bulunmaktadir. Gelisimin ilerleyen
basamaklarinda trofoektoderm, korion ve plesantay1 meydana getirir. insan plasenta ve
fetal membranlarinda bugline kadar 5 AQP (AQP 1, 3, 4, 8 ve 9) tespit
edilmistir(59)(55)(60). Gebeligin ilk trimesterinde plasental villiislarin dis ve i¢ tabaka
sinsityotrofoblastlarinda yiiksek diizeyde AQP 4 izlenmistir(51,61).  Akuaporinler

sadece fizyolojik degil, ¢cok sayida patolojik durumda da rol oynar. Fetiisiin, annenin kan
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dolasimindan transplasental gecis yoluyla temin edilen su ihtiyaci, gebelik haftasi
ilerledik¢e artmaktadir. Gebelik ilerledikge, plasental su akimi artisinin akuaporinler

araciligi ile karsilanabilecegi, AQP 1, 3, 8 ve 9’un amniotik s1vi regiilasyonunda belirgin

bir rol oynayabilecekleri diisiiniilmektedir(55).

Tablo 4: Gobek kordonu ve fetal membranlarda akuaporinlerin lokalizasyonlari

Lokalizasyon
Akuaporin Koryon Amniotik Plasental Trofoblast
membranlar damarlar
AQP 1 + + + -
AQP 3 + + - +
AQP 4 - - - +
AQP 8 + + - +
AQP-9 + + - +

AQP-9’un normal ve preeklamptik plasentalarda olan fonksiyonel aktivitesi ve
miktar1 aragtirilmis ve preeklamptik plasentada AQP-9’un miktarinin arttidi,
fonksiyonunun azaldig1 gosterilmistir(62). Immiinohistokimyasal ydntem AQP9’un
preeklamptik plasentalarda sadece apikal bolgede degil, bazal bolgede ve sitoplazmada
da yerlestigini gostermektedir. Preeklamptik plasentalarda AQP-9’un su ve mannitol
transportu i¢in fonksiyonelligi azalmistir. Yapilan bir deneysel ¢alismada, koyunlarin
plasentalarinda, fetal zarlarda ve umbilikal kordda AQP-9 ekspresyonu plasental dokuda
ve umbilikal kordda saptamayip, fetal zarlarda ekspresyonunun oldugu saptanmistir.
Bagka bir ¢aligmada ise koryon,amniyon ve plasentada AQP9 ekspresyonu gosterilmis
ancak gobek kordonunda gosterilememistir.Hatta AQP9 mRNA ekspresyonunun
koryonda daha yiiksek, amniyonda daha diisiik oldugu gosterilmistir. (56). Baska bir
caligmada gestasyonel diyabette trofoblastik hiicrelerde ve fetal membranlarda aquaporin
9 seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigi gosterilmistir(63). Insiilin, hCG( human
coryonic gonadotropin), cAMP ve CFTR’nin akuaporinlerin molekiiler ve fonksiyonel
ifadesinin diizenlenmesinde rol oynadigi bulunmustur(55) . Yapilan literatiir taramasi
bize gosteriyor ki akuaporinin amniyon miktarma olan baskin etkisi géz Oniinde
bulundurularak calismalar preeklamsi, oligo-polihidroamniyoz ve plasenta iizerinde

yogunlastirilmis, vaskiiler komplikasyon gelismis pregestasyonel diyabet ve bunun gébek
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kordonu ve fetal membranlar {izerindeki akuaporin miktarlar: lizerindeki etkisi lizerinde
calisma yapilmamistir(62). Akuaporinlerin diyabette vaskiilopatiye bagli sayica ya da
fonksiyonel olarak azalmasi ya da artmasi gebelikte komplikasyonlara ya da bebek
tizerinde olumsuz etkilere sebep olabilir. Bu olumsuz etkilerin tanimlanmasi da tedavi ve
Onlemler agisindan yol gosterici olacaktir. Bu nedenle amacimiz bu etkilesimi

arastirmaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda kullanilan gobek kordonlar1 ve fetal membranlar Gaziantep Cengiz
Gokeek Kadin Dogum ve Cocuk Hastaliklar1 Hastanesi’nde dogum yapan, gebeliginden
Once diyabet hastalig1 olan ve vaskiiler komplikasyon olarak nefropatisi tespit edilen 6
gebe, gestasyonel diyabeti olan 6 gebe ve herhangi bir hastaligi bulunmayan 6 gebe olmak
tizere toplam 18 kisiden alinmistir. Calismamiz i¢in gii¢ analizi yapilmistir ve buna gore
2 grup arasinda 0,70 lik farkin (%10-%80) istatistiksel olarak anlamli bulunmasi i¢in
gerekli minimum 6rnek genisligi her grupta 6 kisi olarak belirlenmistir .((a=0,05), Testin
giicii=(1-p=0,80)

Pregestasyonel diyabeti olan gebelerden White Siniflamasina gore F sinifi olan
gebeler calismaya alinmistir. F sinifi renal hastaligi olan gebe kadinlarin %5-10’unu
tanimlar. Son yapilan White siniflamasina gore, bu grup gebeligin ilk 20 haftasinda
azalmis kreatin klirensi ve/veya 24 saatte en az 400 mg proteiniirisi olan hastalari igerir.
Calismamizda; gebelerden 24 saatlik idrar toplanarak, protein degeri dl¢iilmiis ve 24
saatlik idrarda en az 400 mg proteiniirisi olan gebeler ¢calismamiza dahil edilmistir.

Anne adayimin bilgilendirilmis goniillii olur formunu okuyup onaylamasini
takiben dogum sonrasi gobek kordonu plasentaya en yakin yerinden 10 cm olacak
sekilde kesildi ve amniyokoryonik membranlar gobek kordonunun insertio kisminin
etrafinda plasentanin fetal kismui iizerinden diseke edildi. Alinan dokular PBS ile
yikanarak bir kism1 PCR i¢in kullanilmak {izere -80 derecede muhafaza edildi. Dokularin
kalan kismi ise formaldehite alindi. Alinan dokularla birlikte gobek kordonunun bebekte
kalan kismu ile plasental kisminin toplaminin boyu ve agirligt hesaplandi. Plasenta agirlig
tartildi, bebek kilosu, boyu odlgiilerek kayit edildi. Daha sonra alinan gébek kordonu
parcalar1 Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Ileri Diizey Egitim ve Arastirma

Laboratuvar1 (IDEAL)’na getirilerek 6n islem asamalarina gegildi.

3.1.Revers Transkripsiyon ve Kantitatif Gercek-Zamanh (Real-Time) PCR

Calismasi



23

Revers transkripsiyon ve real time PCR ¢alismalar1 Gaziantep Universitesi Tip
Fakiiltesi IDEAL laboratuvarinda yapildi. -80’de beklemekte olan dokulardan her bir
hastanin gobek kordonu ve fetal membranlar1 50 mg olacak sekilde tartildi, yuvarlak
tabanli 2 ml lik ependorflara alindi. Her bir gobek kordonu ve fetal membranin tizerine
ayri ayr1 500 er pL niikleozol (Macherey — Nagel LOT:1511/0001) eklendi. Buz blogunun
tizerine alinarak T25 digital ULTRA TURRAX (IKA) homojenizatorde homojenize
edildi. Homojenizasyonun ardindan, Macherey — Nagel NucleoSpin RNA/protein
izolasyon Kkiti ( LOT: 1805/001 ) modifiye edilmis protokolle RNA saflastirma

basamaklar1 uygulandi.

3.1.1.Doku homojenizasyon protokolii

1. Doku pargalar1 2 mL’lik yuvarlak tabanl tiiplere alindi.
2. Doku pargasinin iizerine 500 pL niikleozol (lizis soliisyonu) eklendi.

3. Igerisinde doku ve lizis soliisyonu bulunan tiip buz icerisinde iken homojenizatdr probu

tiiplin i¢ine girecek sekilde homojenizator yiliksekligi ayarlandi.

4. Homojenizatdriin maksimum hizinda 30’ar saniyelik ii¢ tekrar ile homojenizasyon

islemi gerceklestirildi.

5. Homojenat iizerine 200 pL. RNAaz free water ¢ozeltisi eklendi. Karisim 15 saniye

vortekslenerek oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Lizat oda sicakliginda 10350 rpm’de 15 dakika santrifiijlendi. Siipernatant baska bir tiipe
aktarildi.

3.1.2.Dokudan saflastirma kolonu kullanilarak RNA izolasyon protokolii

1. Siipernatanta 600 uL %70 etanol eklendi.

2. Etanol eklenmesinin ardindan olusabilecek goriiniir ¢okeltilerin dagilmasi igin tiip ¢ok

hafif vortekslendi.

3. Saflagtirma kolonuna 6rnegin 650 plL’si aktarildi.
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4. 0°C 8450 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde biriken sivi

uzaklagtirild1 ve saflastirma kolonu ayni toplama tiipii igerisine yeniden takildi.
5. Tiim 6rnek islenene kadar adim 3 ve 4 tekrarlandi.

6. Saflastirma kolonu yeni bir 2 mL’lik toplama tiipline takildi. Kolon tlizerine 700 uL
RA3 yikama tamponu eklendi.30 saniye 8450 rpm’de santrifiijlendi. Toplama tiiplinde

biriken s1vi uzaklastirildi.

7. Saflagtirma kolonuna, 350 uLL RA3 yikama tamponu eklendi.2 dakika 8450 rpm’de
santrifiijlendi. Toplama tiipiinde biriken sivi uzaklastirildi ve saflagtirma kolonu 1.5

mL’lik bir toplama tiipiine yerlestirildi.

8. Kolonda kalan etanolii uzaklastirmak i¢in kapagi acik bir bicimde oda 1s1sinda 3 dakika
inkiibe edildi.

9. 60 uL RNaz icermeyen su saflastirma kolonunun merkezine eklendi. Saflastirma

kolonu 1 dakika 9900 rpm’de santrifiij edildi.

Resim 11: Dokudan saflastirma kolonu kullanilarak izole edilen RNA’lar

3.1.3.RNA ol¢iimii
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Toplama tiipiine aktarilmis olan RNA’nin miktar ve kalitesini belirlemek ig¢in
spektrofotometrik yontem kullanildi. Multiskan® GO (Thermo Scientific) mikro-hacim
spektrofotometrede izole edilen RNA’larin saflik derecesi ve konsantrasyonlar

belirlendi. Elde edilen RNA’lar -20°C’de saklanda.

SN 8i0-01113

g
=
2
3

Resim 12: Mikro-hacim spektrofotometre cihazinda 6lgtim igin kullanilan plate ve mikro-

hacim spektrofotometre cihazi

3.1.4.RNA’dan komplementer DNA (cDNA) eldesi

Izole edilen RNA nin cDNAya cevrilmesi igin A.B.T.™ cDNA Synthesis Kit with
RNase Inh. (High Capacity) kullamldi. islemler kit protokoliiniin nerdigi sekilde
uygulandi.

3.1.5.Revers transkripsiyon kit protokolii

1. Buz iizerinde kalip RNA ve kit bilesenleri ¢ozdiiriildii.

2. Tablo 5’e gore revers transkripsiyon ana karisimi buz tizerinde hazirlandi.

Tablo 5: Revers transkripsiyon ana karigimi igerigi

20 uL cDNA Karigimi i¢in Voliim
2uL

10X Reaction Buffer

1ulL
dN P mix (2.5 mM each)

2 uL
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Random hexamer (50 uM)

luL
Reverse Transcriptase (200 U/ul)

0,5 uL
RNase Inhibitor

3,5uL
RNase free Water

10 puL
RNA Template

3. Tek bir reaksiyon i¢in hacim 20 pL’ye ayarlandi. 10 pL RT ana karigiminin iizerine 10

pL RNA o6rnegi eklendi. Karistirmak icin iki defa asag1 yukar1 pipetaj yapildi ve tiipiin

kapag1 kapatildu.

4. Hava kabarciklarini yok etmek ve igerigi dondiirmek i¢in tiip kisaca santrifjlendi.

5. Tablo 6’ya gore termal dongiileyici protokolii uygulandi.

Tablo 6: Termal dongiileyici protokolii

Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik(°C) 25 37 85 4
Zaman (dakika) 10 120 ) 0




Resim 13: Izole edilen RNA dan elde edilen cDNA

3.1.6.Kantitatif Gercek Zamanh (Real Time gPCR ) PCR analizi

Real time PCR reaksiyonu, DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun
es zamanli olarak takibine olanak saglar. Bu amagla; Akuaporin 9 proteininin ekspresyon
analizi i¢in RT> SYBR Green gPCR Master Mix (Qiagen, LOT: 76301612) kullanildi.

Tablo 7: gPCR kit bilesenleri

Bilesen

Hacim (ul)

RT. SYBR Green gPCR Master Mix

2x 1,35 puL

qPCR 6n karisiminin hazirlanmasi

1. Ana karisim hazirlanirken kullanilacak tiim bilesenlerin buz {izerinde erimesi beklendi.

Coziilmeden sonra bilesenler kisaca santrifiijlendi.
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2. qPCR islemi i¢in cDNA hari¢ Tablo 8’de verilen bilesenler eklenerek, reaksiyon ana

karisimi1 hazirlandi.

Tablo 8: qPCR karigimi

Bilesen Hacim (pl)
SYBR green 12,5
Forward + Reverse primer 1

RNase free water 6,5

cDNA 1

Hazirlanan karisim 20 pl olacak sekilde uygun tiipe aktarildi ve her d6rnege ait 1 pl
cDNA, gPCR o6n karisimi iceren tiiplere eklendi. Bilesenler buz iizerinde yavasca
karistirildi ve Rotor Gene Q (QIAGEN) (Resim 14) cihazna yiiklendi. Bilgisayarda
uygun reaksiyon kosullar1 ayarlanarak (Tablo 9) cihaz galistirildi.



Resim 14: gPCR cihaz1 ve bagli oldugu bilgisayar sistemi

Resim 15: Real time PCR isleminin ger¢eklesecegi cDNA tiipleri

29
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Tablo 9: qPCR islemini gergeklestirmek igin cihaz protokolii

Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayis1
Baslangig 95 10 dk 40
denatiirasyonu

Denatiirasyon 94 15 sn 40

Baglanma 60 60 dk 40

RealTime PCR sonrasinda elde edilen Ct degerleri (threshold cycle) i¢in Excel
tablosu yapildi. Bu Excel tablosun yiiklendigi GeneGlobe Veri Analizi Merkezinde,
kontrol ve kat degisim kriteri olarak ACTB ( beta aktin ) referans geni kullanild1 ve ham
veri normalizasyonu ile AACT yontemine dayali ger¢ek zamanli PCR verileri analiz
edildi.

3.2.Histopatolojik Inceleme

3.2.1.Is1k mikroskobu icin dokularin hazirlanmasi

Gobek kordonuve fetal membranlar % 10'luk formaldehit ¢ozeltisi i¢inde fikse
edildi. Fikse olup sertlesen dokulardan enine olacak sekilde yaklasik 0,5 cm’lik parcalar
alinarak kasetlere koyulduktan sonra kodlandi. Doku takip islemleri manuel olarak Tablo
10’daki protokole gerceklestirildi. Takip islemi tamamlanan dokular parafin bloklara

gomiildii.

Tablo 10: Isik mikroskobik doku takip protokolii

Islem ve Kimyasal Siiresi
Akan su 1 gece
%060’11k Alkol 30 dakika

%70’lik Alkol 30 dakika
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%80’lik Alkol 30 dakika
%9011k Alkol 30 dakika
%100’lik Alkol 1 saat
%100’lik Alkol 1 saat
Ksilen + Alkol 1 saat
Ksilen | 30 dakika
Ksilen Il 30 dakika
Parafin | 1 saat
Parafin Il 1 saat
Gomme

3.2.2 Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmalari

Leica RM 2245 mikrotomunda parafin bloklardan 4-5um kalinliginda kesitler alindu.
Alnan kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra Hematoksilen-Eozin / H-E

boyamasi uygulandi.

Tablol1l: Hematoksilen-Eozin / H-E boya protokolii

ISLEM VE KIMYASAL SURESI

ISLEM VE KIMYASAL SURESI

Ksilen 30dk-1sa
Azalan alkol serileri (%100, %90, %80, | 3’er dk
%70)

Distile su 3dk
Hematoksilen 20 dk.
Akar gesme suyu 15 dk
Distile su 2 dk.

Eozin 5dk
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Distile su calkala Distile su calkala

Artan alkol serileri (%90, %96, %100). 2’ser dk

Ksilen 1sa

Kapatma Kapatma

3.2.3. Gébek Kordonu Capi ve Damar Duvar Kalinhiklarimin Olciilmesi

Gobek kordonu damar duvar kalinliklart ImageJ 1.51K Analiz Programi
yardimi ile Leica DM 750 151k mikroskobu ile incelenerek olgtildii. Her grupta 10x ve
4x’lik biiylitmelerde, her bir damar duvarinin kalinlig1 4 farkli yerden 6lg¢iiliip
ortalamalar1 alinarak kayit edildi.

Gobek kordonu ¢ap1 ve damar ¢aplari ise 4x’lik biiylitmede goriilen her bir
alan1 0,5 cm olarak hesaplayip en genis ¢ap ve en dar ¢apin ortalamasi alinarak,
Olctimleri kayit edildi. Damar liimen ¢aplar1 da yine ayn1 yontemle, en genis ve en dar

caplarin ortalama oSlg¢iileri alinarak hesaplandi.

3.2.4.Gébek Kordonu ve Metal Membranlarin immiinohistokimyasal incelenmesi

Gobek kordonu ve fetal membranlarda akuaporin 9 proteini varliini
immiinohistokimyasal olarak gostermek i¢in anti akuaporin 9 antikoru kullanilda.

Bloklanmis dokulardan Leica RM 2245 (Almanya) mikrotomunda 4-5 pm
kalinliginda kesitler alinarak pozitif sarjli lamlara yerlestirildi ve bir gece 60 °C etiivde
bekletildi. Immiinohistokimyasal incelemenin diger basamaklari su sekilde

uygulanmaistir:

1. Lamlar deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat ksilende bekletildikten sonra azalan

alkol serilerinden gecirildi ve rehidrate etmek icin distile suda birka¢ dakika
bekletildi.

2. Dokularin iizerine, %3 Hidrojen Peroksit (H202:) ¢ozeltisi damlatilarak 15 dk
bekletildi.

3. Dokularin etrafi PAP Pen ile ¢ercevelendi.

4. 2x5 dk PBS ile yikama yapildi.
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5. Antijen kurtarma asamasi i¢in lamlar tripsin damlatilarak oda 1sisinda 10 dk

bekletildi.

6. 4x5 dk PBS ile yikama yapildi. O esnada -20°C’ de bekleyen primer antikor
hazirlandi.

7. Dokular oda 1sisinda 4 dk protein blokta birakildi.

8. Dokular 1/500 oraninda diliie edilmis primer antikorla oda 1sisinda 2 saat sicak su
dolu kiivette inkiibe edildi.

9. 4x5 dk PBS ile yikama yapildi.

10. Dokulara 10 dk biyotinlenmis sekonder antikor uygulamasi yapildi.
11. 4x5 dk PBS ile yikama yapildi.

12. 10 dakika straptavidin peroksidaz uygulamasi yapildi
13. 4x5 dk PBS ile yikama yapildi.

14. Dokular 1-2 dk taze olarak hazirlanmig DAB kromojen (kahverengi renk goriilene
kadar) ile boyandi.
15. 1 kere PBS ile yikama yapildu.

16. 2x5 dk distile sudan gegirildi.

17. 5 dk Mayer’s Hematoksilende bekletildi.

18. Lamlar 6nce musluk suyu,sonra distile sudan gegirilerek yikandi,artan alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildi.

19. 30 dk ksilende bekletildikten sonra ksilen bazli kapatma maddesiyle kapatma
yapildi.

3.3.Istatistiksel degerlendirme

Calismadan elde edilen AQP-9 degerlerinin gruplara gére normal dagilim testi
Kolmogorov-smirnov ve Shapiro Wilk testleri ile yapilmistir. Verilerin gruplara gore
normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir (p>0,05). AQP9 degerlerini ¢alisma gruplarina
gore karsilastirmak icin tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. Buna ek olarak AQP-9
degerlerinin gébek kordonu ve fetal membran gruplarina gore karsilastirmada bagimsiz
orneklem t testi kullanilmigtir. Analizler SPSS 22.0 programi yardimiyla

gerceklestirilmistir. P<0,05 anlamlilik seviyesi secilmistir.
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BULGULAR

4.1. Demografik veriler

Calismamizda gebelerin ve bebeklerin demografik verileri karsilastirmalarinda, her
grupta gebelerin ortalama yas1 ve gebelikte aldigi kilo agisindan gruplar aras1 anlamli bir
farklilik bulunmamustir. (p=0,175, p=0,386). Bebeklerin dogum agirligi, GK agirligi ve
uzunlugu, plasenta agirliklar1 bakimindan gruplar aras1 anlamli farklilik bulunmamaistir

(p=0,621, p=0,113, p=0,608).

Tablo 12: Calisma hastalarinin demografik 6zellikleri

GDM PGDM KONTROL

Yas 33 34,7 29,8
Hb(gram/dL) 11,57 12,54 11,64
HbA1C(%) 54 6,8 51
Gebelikte kilo artisi(kilogram)| 11,7 7,7 10,1
Bebek Dogum Agirhgi(gr) 3351 3184 3281
GK Agirhgi(gr) 61 56,8 43,2
GK Uzunlugu(cm) 62,7 57,2 49,8
Plasenta Agirhgi(gr) 657,8 619,2 604,2
Dogum Haftasi 37,8 37 38,4

GDM Grubu; Gestasyonel diyabetli annelerden dogan bebeklerinin GK ¢aplari kontrol
grubu ile karsilastirildiginda artis tespit edilmis, fakat bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir (p=0,191). GK ¢aplarinin VK-PGDM ile karsilastirilmasinda ise anlaml
bir artig tespit edilmistir (p=0,008). GDM’li gebelerin AKS, HbAIlc’lerinin
karsilastirilmasinda ise kontrol grubu ile bir farklilik bulunmazken (p=0,707, p=0,483),
VK-PGDM ile karsilastirilmasinda ise anlamli bir farklilik tespit edilmistir (Tablo 12,
Tablo 13) (p=0,002, p=0,001).
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PGDM Grubu; Pregestasyonel Diyabeti olup vaskiiler komplikasyon gelistirmis
gebelerin AKS ve HbAlc’leri kontrol ve GDM grubu ile karsilastirinca anlamli olarak
farklilik tespit edilmistir (p=0,001, p=0,002). Bu annelerin bebeklerinin GK ¢aplarinda
ise; kontrol grubu ile fark bulunmazken, GDM’li grup ile karsilagtirilmasinda anlamli bir

azalma tespit edilmistir (p=0,191, p=0,008).

Tablo 13: Demografik verilerin gruplar arasi karsilagtirmasi

N Ortalama+ SD P
GDM 6 33,00 + 4,83
VK-PGDM 6 34,71 £ 6,70
Yast K 6 2085 3.18 0.175
Total 18 32,52+ 5,26
GDM 6 100,71 + 40,51
Aglik kan VK-PGDM 6 194,28 £ 68.02
sekeri(mg/dI) K 6 90,57 % 33,69 0,002
Total 18 128,52 + 67,15
GDM 6 5,41 £0,69
HbALoe) | LKPCDM 6 6,85 = 0,81 0,001+
K 6 5,16+ 0,36 :
Total 18 5,81 £0,98
GDM 6 11,71 £2,92
Gebelikte Aldig VK-PGDM 6 7,78 £7,97 0.386
Kilo(kilogram)* K 6 10,92 + 4,24 ’
Total 18 10,14 £ 5,48
GDM 6 3351,42 + 406,42
Bebek Dogum P 6 3184,28 + 326,37 0621
Agirhg K 6  [3281,42+ 366,67 ’
(gn)* Total 18  [3239,04 + 358,42
GDM 6 61,00+ 21,19
6K Agirhs (ar)* VK-PGDM 6 56,85+ 11,95 0199
girhig (gr) K 6 4328 + 13,03 '
Total 18 53,71 £ 16,99
GDM 6 62,71 = 10,16
VK-PGDM 6 57,28 + 17,78
GK Uzunlugu (cm)¥ K 6 49.85 + 10,54 0,113
Total 18 56,61 +13,72
GDM 6 657,85 + 87,31
Plasenta Aglrllgl VK-PGDM 6 619,28 + 114,39 0608
(gn* K 6 604,28 £ 103,17 '
Total 18 627,14 £ 99,70
GDM 6 1,31 £027
GK cap1 (cm)* :éK PGDM g ]ff)138150(32)162 0,027**
Total 18 1,17+0,20

+Kruskal Wallis testi *ANOVA testi, **p<0,05
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Tablo 14: AKS, HbAlc ve GK caplar1 agisindan gruplar arasi karsilagtirma

Gruplar Arasi Coklu Karsilastirma
Dependent Variable P
VK-PGDM 0,002*
GDM
K 0,707
GDM 0,002*
AKS VK-PGDM
K 0,001*
K GDM 0,707
VK-PGDM 0,001*
VK-PGDM 0,001*
GDM
K 0,483
GDM 0,001*
HbAlc VK-PGDM
K 0,001*
v GDM 0,483
VK-PGDM 0,001*
VK-PGDM 0,008*
GDM
K 0,191
GDM 0,008*
GK ¢ap/cm VK-PGDM
K 0,123
K GDM 0,191
VK-PGDM 0,123

*p<0,05

4.2. Isik mikroskobik bulgular

Calismamizda Kontrol, GDM ve VK-PGDM gruplarini olusturan gébek
kordonu ve fetal membranlari 151k mikroskobik olarak degerlendirmek i¢in H-E boyama
yontemi kullanildi.

Kontrol Grubu: Gobek kordonunda Amnion zari, WJ, ven ve arterler normal
histolojik yapida izlendi.

Fetal membranlarin amniyotik tarafini olusturan amnion epiteli ve bazal membrani,
avaskiiler mezensimal tabaka; membranlarin koryonik tarafin1 olusturan vaskiiler
kollajendz i¢ tabaka, koryonik trofoblastlar ve vaskiiler kollajendz dis tabaka; ayrica bu

iki membrani birbirinden ayiran intermedier tabaka normal histolojik goriiniimde izlendi.
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GDM grubu: Gobek kordonunda Wharton jolesi’nde demografik verileri destekleyecek
sekilde gobek kordonu ¢apinin artmasina sebep olacak 6dematoz alanlar gozlendi(Resim
20). GK ¢apinda artma (p=0,027), A1 ¢apinda artma (p=0,044) istatistiksel olarak anlaml
bulundu. Diger duvar kalinliklarinda da sayisal olarak artma tespit edilirken, bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,117, p=0,053, p=0,143).

Fetal membranlarda koryonik villiis yapilarinda immatiirite, dejenerasyon, ayrica
villuslarda sayica azalma gozlendi. Amniyon ve koryon zar1 yapisinda anormallik
izlenmedi(Resim 23).

PGDM grubu: Diyabeti olup vaskiiler komplikasyonu bulunan gebelerin gébek
kordonlarinin incelenmesinde; amnion zar1 ve damarlarin endoteli normal histolojik
yapida izlendi. GK ¢apinda diger gruplara gore azalma oldugu goriilmiis, bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,123). Al c¢apinda artma (p=0,027)
bulunurken, diger duvar kalinliklarinda istatistiksel olarak fark saptanmadi (p=0,090,
p=0,715, p=0,704).

Fetal membranlarda ise GDM grubunda oldugu gibi koryonik villiis yapilarinda
immatiirite, dejenerasyon, ayrica villuslarda sayica azalma gézlendi. Amniyon ve koryon

zar1 yapisinda anormallik izlenmedi(Resim 28).



Resim 17: Kontrol grubu gobek kordonu ven ( H-E 4x )
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Resim 18: Kontrol grubu gébek kordonu amniyon zar1 (H-E 20x)

E 20x)

Resim 19: Kontrol grubu fetal membran (H
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Resim 21: GDM ven (H-E 4x)
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E 20x)

Resim 22: GDM gobek kordonu amniyon zari1 ve wharton jélesi (H-E 20x)

Resim 23: GDM fetal membran (H
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Resim 25: PGDM gobek kordonu ven (H-E 4x)
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Resim 26: PGDM gobek kordonu amniyon zart ve wharton jolesi (H-E 10x)

Resim 27: PGDM fetal membran (H-E 10x)
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Resim 28: PGDM fetal membran (H-E 20x)

4.3. Immiinohistokimya Bulgular1

Immiin boyamada Kontrol, GDM ve PGDM gruplarmin gobek kordonu ve fetal
membranlarinda AQP9 varligin1 gorsel olarak degerlendirmek i¢in gébek kordonu ve
membranlarda bulundugu bilinen anti — AQP9 antikoru kullanildi.

Gobek kordonu dokularinda immiinreaktivite bekledigimiz damar endotelleri ve
amniyon zar1 epitel hiicreleri her li¢ grupta degerlendirildi. Daha 6nceki ¢aligmalarda
gobek kordonunda amniyon =zarinin apikal bolgesinde farkli akuaporinlerin
immiinreaktivitesi degerlendirilmis. Bizim ¢alismamizda ise her ii¢ grubun amniyon zari
apikal membranlarinda AQP-9 immiinreaktivitesi gozlendi ancak gruplar arasinda
immiinreaktivite agisindan bir fark saptanmadi. Ayrica gobek kordonlarinda damar
endoteli de incelendiginde tiim gruplarimizda belirgin bir immiinreaktivitenin oldugu
gosterildi(Resim30, Resim 34, Resim 37).

Fetal membranlarda ise gruplar arasinda amniyon zar1, koryon zar1 ve trofoblastlari

arasinda immiinohistokimyasal olarak bi fark gézlenmedi.
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Resim 29: Kontrol grubu gobek kordonu amnion (Anti-AQP-9 100x)

Resim 30: Kontrol grubu gobek kordonu endotel (Anti-AQP-9 100x)
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Resim 31: Kontrol grubu fetal membran (Anti-AQP-9 40x)

Resim 32: Kontrol grubu fetal membran (Anti-AQP-9 100x)
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Resim 33: GDM gobek kordonu amniyon (Anti-AQP-9 100x)

Resim 34: GDM gobek kordonu arter endotel (Anti-AQP-9 100x)
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Resim 35: GDM fetal membran (Anti-AQP-9 20x)

Resim 36: GDM fetal membran (Anti-AQP-9 100x)
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Resim 37: PGDM go6bek kordonu endotel (Anti-AQP-9 100x)

Resim 38: PGDM fetal membran amniyon (Anti AQP-9 40x)
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Resim 39: PGDM fetal membran (Anti-AQP-9 100x)

Resim 40: PGDM gobek kordonu amniyon (Anti-AQP-9 40x)
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Resim 41: PGDM gobek kordonu amniyon (Anti-AQP-9 100x)

4.4, Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulgulari

gqPCR c¢alismasinda her 3 gruptaki 6’sar hastanin gobek kordonu ve amniyokoryonik
membranlar1 36 ayr1 6rnek olusturacak sekilde AQP gen ekspresyon diizeyleri 6l¢iilmiis
ve bu ekspresyonun degerlendirilmesi i¢in referans gen olarak beta aktin (ACTB) geni
kullanilmustir.
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Quantitation data for Cycling A.Green
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gPCR sonuglarindan yola ¢ikarak gobek kordonu AQP-9 degerleri calisma gruplarina
gore karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir. Buna gore

kontrol grubunun AQP-9 degeri diger ¢alisma gruplarindan daha yiiksektir.

Tablo 15: Gobek kordonu AQP-9 ekspresyonunun gruplar arasi karsilastirmasi

N Ortalama | Standart Sapma p
Kontrol 6 30,09 +1,12
GDM 6 28,58 +,67
) ) *
PGDM 6 28,78 +,93 0026
Toplam 18 29,15 +1,11

* p<0,05

Fetal membranlarda ise AQP-9 degerleri ¢alisma gruplarina gore karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).
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Tablo 16: Fetal membranlarda AQP-9 ekspresyonlarinin gruplar arasi karsilastirmasi

N Ortalama | Standart Sapma p
Kontrol 6 30,29 +1,63
GDM 6 30,29 +,64
PGDM 6 30,40 +,67 0,980
Total 18 30,32 +1,02

gPCR sonuglarinda elde edilen AQP-9 degerleri gobek kordunu ve fetal
membranlarda gruplardan bagimsiz olarak karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml
farklilik bulunmustur (p<0,05). Gobek kordonundan elde edilen AQP-9 degerleri fetal

membrandan elde edilen degerlere gore daha diistiktiir.

Tablo 17: Gobek kordonu ve fetal membranlarda AQP-9 ekpresyon degerlerinin

gruplardan bagimsiz olarak karsilastirmast

Doku N Ortalama | Standart Sapma p
Gobek Kordonu 18 29,15 +1,11
) ) *
aPCR Fetal Membran 18 30,32 +1,02 0,002

* p<0,05
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5. TARTISMA

DM, insiilin hormon eksikligi veya insiilin etkisindeki defektler sonucu karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik hiperglisemik bir grup
metabolizma hastaligidir. Gebelikte ise artan insiilin rezistansini tolere edemeyen
gebelerde GDM tablosu ortaya c¢ikar. Gestasyonel Diyabetes Mellitus kisa ve uzun
vadede Onemli maternal ve fetal komplikasyonlarla iliskilendirilmistir. Diyabetik
gebelerin  bebeklerinde makrozomi, polisitemi, hipoglisemi, hiperbilirubinemi,
hipokalsemi, Respiratuvar Distress Sendromu (RDS) gibi neonatal morbiditeler, normal
gebelere gore daha sik rastlanir. Bu risk artis1 gebelik oncesinde diyabeti olan gebelerde

(Pregestasyonel diyabet, PGDM) ise daha fazladir. (29-32).

Akuaporinler; viicudun c¢esitli bolgelerinde suyun hizli ve spesifik gecisi igin
Ozellesmis plazma membran proteinleridir. Akuaporinlerin fetal gelisim siirecinde de
Oonemli gorevleri vardir. Plasenta ve fetal membranlar arasinda sivi aligverisi, deri
keratinizasyonundan Once amniyotik sivi olusumu, normal beyin gelisiminde
serebrospinal sivi olusumu ve akciger gelisimi esnasinda sivi sekresyonu bunlardan
bazilaridir. Insan plasenta ve fetal membranlarinda bu giine kadar 5 AQP (AQP 1,3, 4, 8
ve 9) tespit edilmistir(55,59,60).

Calismamizda GDM’li, VK-PGDM’li (White F Grubu) ve herhangi bir kronik
hastaligi bulunmayan normal gebelerin gobek kordonlar1 ve fetal membranlar 151k

mikroskobik, immiinohistokimyasal ve qPCR yontemiyle incelendi.

Vaskiiler komplikasyon gelismis gebelerde, bebek dogum agirligi ve plasenta
agirligimin azalmasi, GK capinin azalmasi ile uyumlu olarak; bebege yeterince besin
gelemedigi, ayn1 zamanda yliksek HbAlc basta olmak iizere dokulara oksijen taginma

mekanizmasindaki ileri diizey yetersizligi gosterir.

Tip 1 DM’li gebelerin plasentalarinda en sik gozlenen anomali villoz immatiiritedir.
Villoz immatiirite disinda koranjiyozis (villoz hipervaskiilarite), artmis n-RBC

(niicleated—red blood cell) varligi, villoz 6dem, villoz fibrinoid nekroz, fetal ve plasental
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damarlarda tromboz gibi anormallikler de bildirilmektedir. Evers ve arkadaslarinin 58 tip
1 diyabet ve 38 kontrol olgusunu igeren ¢alismalarinda, diyabetik gebelerin
plasentalarinda vill6z immatiirite basta olmak tizere histolojik anormalliklerin kontrol
grubuna kiyasla daha sik gozlendigi bildirilmistir(64,65). Benzer bir ¢alismada GDM
grubunda plasental trofoblastlarda villuslarda immatiirite, 6dem, fibrinoid nekroz,
trombotik alanlar gibi histopatolojik degisiklikler g6zlenmistir(64). Bizim ¢aligmamizda
da koryonik trofoblastlarin H-E ile yapilan 1sik mikroskobik incelemelerinde benzer
histopatolojik bulgulara rastlanmistir. GDM grubunun sadece villus yapilarinda
immatiirite, GDM ve PGDM grubunun ise koryonik villuslarinda 6dematéz yapi

gozlenmistir.

Akuaporinler plasenta ve fetal membranlarda eksprese edilirler ve amniyotik sivi

voliimii regiilasyonunda 6nemli bir rol oynarlar.

Onceki ¢alismalarda AQP-9’un fetal membranlarda ve plasentada su ve iire gibi
notral soliitlerin transportu i¢in major bir membran proteini olmaya aday oldugu
gosterilmistir. Yapilan bir calismada gestasyonel diyabetik gebelerin trofoblastlarinda
yiksek miktarda AQP-9 eksprese edildigi kantitatif PCR, imminoblot ve
immiinohistokimyasal yontemlerle gosterilmis ve bu artmis miktarlar istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur(63) Damiano ve Ark. Preeklamptik plasentalarda AQP-9
ekspresyonunun sadece apikal ve bazal membranlarda degil, sitoplazmada da normal
term plasentalarla karsilastirildiginda 2,5 kat arttigini  gostermistir. Preeklamptik
plasentalarda, hCG diizeyinin ve AQP-9 ekspresyonunun yiikksek olmasina ragmen
beklenen su transportunun artis1 saptanmamistir, bunun da diger nedenlerden dolay1
AQP’lerin fonksiyonlarinin azalmasina bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Baska bir ¢alismada
amniyon, koryon ve plasentada AQP-9 bulundugu, gobek kordonunda ise olmadigi
bulunmus, Northern analiz yoluyla da AQP-9 mRNA ekspresyonu olmadig1 kantitatif
olarak gosterilmistir(56). Baska bir ¢alismada fetal membranlarda spontan dogum yapan
term gebelerle elektif sezaryenle dogum yapan gebelerin  AQP-9 diizeyi
karsilastirildiginda, spontan dogum yapan gebelerde daha yiiksek bulunmustur. Yine ayn1
calismada koryoamniyonit olgularinda fetal membranlarda AQP-9 diizeyinin artmis
ekspresyonu gosterilmistir(66).

Calismamizda gobek kordonu ve fetal membranlarda AQP-9 proteinin

ekspresyonunda farklilik olup olmadigini kantitatif olarak gostermek i¢in Real time PCR
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yontemi kullanildi. Literatiirde GDM ve PGDM grubunda gébek kordonunda daha 6nce
AQP-9 degerleri arasinda karsilastirma yapan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan
nadir sayida ¢alismada ise gobek kordonunda AQP-9 ve diger AQP’lerin ekspresyonu
gosterilememistir. Bizim ¢alismamizda ise beklenildigi sekilde gobek kordonunda AQP
ekspresyonu gosterildi, AQP-9 diizeyi gruplar arasi karsilastirildigi zaman GDM ve
PGDM grubunda kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli bir azalma
saptand1(p<0,05). Fetal membranlarda da yine ayn1 yontemle her ti¢ grupta da AQP
ekspresyonu gosterildi, GDM ve PGDM grubunda minimal bir azalma tespit edildi ancak
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Bu bizim i¢in beklenilenin ve GDM
tizerinden yapilan ¢alismalara gore literatiiriin tersi bir sonug olup 6nemli ve yol gosterici
bir bulgudur. Ayrica, literatiirde insiilinin AQP-9’a olan etkisinin arastirildig1 ¢alismalara
da rastlandi. Daha 6nce bildirilen, beyin ve karaciger iizerinde yapilan ¢alismalara gore,
inslilin konsantrasyonun artmasi, AQP-9’un RNA ve proteinin diizeyinin azalmasina
neden olmaktadir. Insiilin ile muamele edilmis normal plasentalarda AQP-9
ekspresyonunun azaldigi, AQP-3’iin ise etkilenmedigi gézlenmistir. Suyun transplasental
gecisi insulin etkisi ile degismemekte olup, AQP-9’un plasentada su transportundan
baska fonksiyonlari da oldugunu gostermektedir(52,67). Gobek kordonundaki AQP-9
miktarlarinin  istatistiksel ~olarak anlamli  bir bicimde azalmasimni insilin
konsantrasyonunun da etkilemis olabilecegi diisiiniilebilir. Tip 1 diyabette viicutta insiilin
konsantrasyonu diiser ve insiilin bagimli DM olarak bilinir. Tip 2 Diyabette ise insiilin
konsantrasyonu yiiksektir ancak insiiline periferik diren¢ s6z konusudur. Bizim hasta
grubumuz Tip 1 ve Tip 2 DM ayrimi yapilmaksizin vaskiiler kompikasyon gelisimi gz
Oniline almarak secilmistir. Dolayisiyla insiilin konsantrasyonlarinin birbirinden farkl
olmast ve bunun AQP-9 ekspresyonlarini etkilemesi literatiiriin aksi sonug elde
etmemizin sebebi olabilir.

Gobek kordonu ve fetal membranlarda gruplardan bagimsiz olarak AQP-9
ekspresyonu karsilastirildiginda; AQP-9’un gobek kordonunda fetal membranlara gore
istatistiksel olarak anlamli bir miktarda diisiik oldugu bulunmustur(p<0,05). Bu bizim
i¢cin yine beklenen bir bulgudur ve bizi bundan sonrasinda AQP ¢alismalar1 i¢in gobek
kordonundan c¢ok fetal membranlara ve koryonik trofoblast yapilar1 {izerine

yogunlagmaya sevk etmistir.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda uzun siireli diyabeti olup vaskiiler komplikasyon olarak nefropati
tespit edilen gebelerin, gestasyonel diyabeti olan gebelerin ve saglikli gebelerin gébek
kordonu ve fetal membranlarini; histomorfolojik, immiinohistokimyasal ve qPCR
yontemiyle inceledik.

GDM grubunda makrozomik fetiis ve artmis enerji gereksinimi dolayisiyla fetiise
gliserol tasinmasinda artis olacagi ve buna bagh olarak AQP-9 ekspresyonunda artis
gormeyi bekliyorduk. Ancak GDM grubundaki fetal membranlarda AQP artisi
saptamadik, PGDM grubunda ise goriilen minimal artis istatistiksel olarak anlamli
degildi. Bu sonu¢ bizi fetal membranlarda eksprese edildigi gosterilen diger
akuagliseroporinler tizerinde de ¢alisilmasi gerektigi sonucuna sevk etti.

Plasental yapi, amniyon, koryon, villuslar ve gobek kordonu yapist maternal
diyabetten hem yapisal, hem de fonksiyonel olarak etkilenir. Bu etkilenme GDM ve
PGDM gruplarinda farklidir. Fetal membranlarda gruplar arasinda fark ¢ikmamasinin
nedeni etkilenmenin daha c¢ok koryonik villuslar {izerinden olmasi ve bizim
preparatlarimizda villus yapilariin smirli miktarda kalmasi olabilir. Ciinkii gobek
kordonlarinda istatistiksel olarak anlamli bulgu elde edilmesine ragmen fetal

membranlarda farklilik ¢ikmamustir.

Insiilinin AQP-9 ekspresyonunu azalttig: bilgisiyle sonraki calismalarda hasta segimi
ayni DM grubu iizerinde yapilabilir. Ayrica amniyon sivi miktarmin da takibini
calismalara dahil ederek AQP-9’un sadece sayisal olarak degil fonksiyonel olarak da

degerlendirilmesi diistintilebilir.
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