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OZET

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) ilk kez gebelik sirasinda ortaya cikan
yuksek glukoz dizeyleri ile karekterize klinik bir bozukluktur; gebeligin en sik rastlanan
metabolik komplikasyonudur. Diger yandan gebelerde demir eksikligi anemisine sik
rastlanmaktadir. Demir buyime ve gelisme icin esansiyel bir iz element olsa da,
anemik olmayan gebelerde demir takviyesi iatrojenik demir fazlahgini indtiklemektedir.
Demir fazlaliginin oksidatif stres ve GDM’ye neden oldugu distnulmektedir. Bu
arastirmada GDM'’li ve normal glukoz toleransi olan gebelerde, gebeligin 11-14.
haftalari ve 24-28. haftalarinda alinan idrar ve kan orneklerinde kimdulatif oksidatif
stresin duyarli gostergesi olarak oksidatif DNA hasarini referans yontem sivi
kromatografi-tandem kltle spektrometri ile degerlendirmeyi ve vicut demir depo

duzeyleri ile iligkisini incelemeyi amagcladik.

Arastirmamiz prospektif bir calisma olarak tasarlanarak Mart 2016-Agustos
2018 tarihleri arasinda gergeklestirildi. Calisma gruplari, GDM (33) ve normal glukoz
toleransina sahip kontrol grubu (84) olmak Uzere 117 gonulliden olusturuldu.
Calismaya katilan gebelerden 11-14. haftalarinda, ve rutin 75 gr. glukoz ile tarama ve
tani testi (OGTT) icin geldikleri 24-28. haftalarinda sabah ilk idrar 6érnekleri alindi.
Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, Gebe Poliklinigi'ne basvuran gebelerin
demografik verileri ve oral demir takviyesi alip almadiklari kayit edildi. Rutin kontrol igin
alinan vendz kan orneklerinde aglk kan sekeri (AKS), HbAlc ferritin, hemogram
degerleri ve idrar 6rneklerinde kreatinin 6lguldi. GDM tanisi 24-28 hafta OGTT

sonugclarina gére ADA 2017 kriterleri esas alinarak konuldu.

GDM grubunun 3. ay 8-OH-dG duzeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak
yuksek bulundu (p=0,006). GDM grubunun 6. ay 8-OH-dG dlzeyleri de kontrol
grubuna gore yuksek bulunmakla birlikte istatistiksel bir anlamlilik gdézlenmedi. GDM
grubunun 3. ay AKS degerleri ile 6. ayda yapilan OGTT 0., 1. ve 2. saat glukoz
degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek bulundu (p<,001). GDM
grubunun ferritin dlizeyleri kontrol grubundan yiksek bulunmus olsa da istatistiksel bir

anlamlilik saptanmadi.



Calismamizda arastirilan parametrelerin ilk ve ikinci trimester sonu arasindaki
uzunlamasina degdisimleri incelendiginde, her iki grubun da gebeliklerinin 3. ayindan 6.
ayina 8-OH-dG dlzeylerinde istatistiksel bir anlamlilik gdéstermemekle birlikte azalma
g6zlendi. Kontrol grubunda ise ferritin, hemoglobin ve HbA1c degerleri Gglncl aya
kiyasla altinci ayda daha dusuk bulundu (p<0.001). Diger incelenen parametreler

acisindan iki gebelik donemi arasinda bir fark g6zlenmedi.

Calismamiza katillan tim gebeler 3. ay ferritin dizeylerine gére disukten
yuksege dogru siralandiginda, 50 persantilin Gzerindeki gebelerin (Ferritin = 13,0
ng/mL) 3. ay 8-OH-dG ve R-cdA degerleri anlamli olarak ylksek bulundu (p=0,034,
p=0,009). Kontrol grubu gebeleri 3. ay ferritin dlizeylerine gore dustikten ylksege gore
siralandiginda, 50 persantilin Gzerindeki gebelerin (Ferritin = 11,9 ng/mL) 3. ay 8-OH-
dG degerleri anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,017).

Calismamizda incelenen parametrelerin birbirleri ile iligkileri
degerlendirildiginde; hem GDM grubunda hem de kontrol grubunda 6. ay R-cdA’nin 6.
ay S-cdA ile pozitif yonde anlamli korelasyonu saptandi (sirasiyla r=0,549, p=0,003 ve
r=0,504, p<0,001). Kontrol grubunda 3. ay R-cdA ile 3. ay S-cdA ve 8-OH-dG duzeyleri
arasinda pozitif ydnde anlamli korelasyon tespit edildi (sirasiyla r=0,456, p<0,001 ve
r=0,364, p=0,001). Kontrol grubunda 3. ay ferritin dizeyleri ile 3. ay S-cdA ve 8-OH-
dG dlzeyleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon belirlendi (sirasiyla r=0,279,
p=0,011 ve r=0,256, p=0,019). GDM grubunda ise, 6. ay 8-OH-dG duzeyleri ile 6. ay
ferritin ve OGTT 1. saat glukoz dederleri arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon
belirlendi (sirasiyla r=0,466, p=0,014 ve r=0,452, p=0,020)

Calismamiz gebeligin ge¢ ve erken olmak Uzere iki farkli doneminde oksidatif
DNA hasarinin incelendigi ve gebelerin vucit demir durumu ile iligkilendirildigi ilk
calismadir. Calisma sonuglarimiz normal glukoz toleransi olan gebelere kiyasla, ikinci
trimester sonunda OGTT ile gestasyonel diyabet tanisi alan gebelerin, gebeligin erken
déneminde oksidatif DNA hasarina daha fazla maruz kaldiklarini; erken donemde esik
degerin Uzerinde 8-OH-dG duzeyleri olan gebelerde daha dusuk olanlara kiyasla, ikinci
trimesterde daha ylksek oranda GDM géruldigunu kullanilan referans tandem kutle
spektrometrik yontemle ilk kez ortaya koymustur. Bu sonuglar gebelerde erken

dénemde yapilacak non-invaziv idrar DNA hasar olgumlerinin ileri donem GDM



ongorusunde vyararli olabilecegini ortaya koymaktadir. Calismamiz sonuglari
dogrultusunda, demir depo duzeyleri daha dusuk olan grupta oksidatif DNA hasar
parametrelerinin anlaml olarak dusik tespit edilmesi gebelerde demir duzeyi ile
oksidatif stres arasinda gugclu bir iliski oldugunu ortaya koymustur. Bu konuda daha
fazla gestasyonel diyabetli gebe ile yapilacak galismalar oksidatif stres-GDM-demir

iligkisinin aydinlatiimasina yardimci olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gestasyonel diyabet, oksidatif DNA hasari, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OH-dG), 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin (S-cdA), demir, demir
fazlalig



SUMMARY

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a clinical disorder characterized by
high glucose levels occurring for the first time during pregnancy; the most common
metabolic complication of pregnancy. On the other hand, iron deficiency anemia is
common in pregnant women. Although iron is an essential trace element for growth
and development, iron supplementation in non-anemic pregnant women induces
iatrogenic iron excess. Iron excess is thought to cause oxidative stress and GDM. In
this study, we evaluated oxidative DNA damage as a sensitive indicator of cumulative
oxidative stress in urine and blood samples taken at 11-14 weeks and 24-28 weeks of
gestation in pregnant women with GDM and normal glucose tolerance. We also aimed
to examine the relationship between the levels of DNA damage products and iron

status.

Our study was designed as a prospective study between March 2016 and
August 2018. The study groups were composed of 117 volunteers, GDM (33) and
control group (84) with normal glucose tolerance. The first urine samples at morning
were taken in 11-14. weeks from the pregnant women who participated in the study
and at the 24-28. weeks when they had visited for routine 75 g. glucose screening
and diagnostic test (OGTT). Demographic data and oral iron supplements status of
the pregnant women were recorded who applied to the Department of Obstetrics and
Gynecology, Pregnant Polyclinic. Urinary creatinine and fasting blood glucose (FBG),
HbALlc, ferritin, hemogram values were measured in venous blood samples taken for
routine control. The diagnosis of GDM was made according to ADA 2017 criteria
using OGTT results for 24-28 weeks.

In the third month, 8-OH-dG levels of GDM group were significantly higher
than the control group (p = 0.006). Although the 8-OH-dG levels in the sixth month of
the GDM group were higher than the control group, no statistical significance was
observed. At the third month, fasting blood glucose levels of the GDM group and at
the 6th month, OGTT values at the 0., 1st, and 2nd hours were significantly higher
than the control group values (p <. 001). Although the ferritin levels of the GDM group

were found to be higher than the control group, there was no statistical significance.



In our study, when the longitudinal changes in the parameters between the end
of the first and second trimester were examined, although insignificant, the 8-OH-dG
levels were decreased from 3-month-to-6-month in pregnants of both groups. In the
control group ferritin, hemoglobin and HbAlc values were lower in the sixth month
compared to the third month (p <0.001). There was no difference between the two
pregnancy terms regarding other parameters investigated.

When all of the pregnant women who patrticipated in our study were ranked
from low to high according to ferritin levels at the 3rd month, 8-OH-dG and R-cdA
values of pregnant women over 50 percentile (Ferritin = 13.0 ng / mL) were found to
be significantly higher than the ones below 50 percentile (p = 0.034, p = 0.009).
When only the control group pregnants were ranked according to ferritin levels from
low to high in the third month, similarly, 8-OH-dG values were higher than the ones
below 50 percentile (Ferritin = 11.9 ng/ mL) (p = 0.017).

As the relationship between the parameters examined in our study; in both
the GDM group and the control group, the 6th month R-cdA had a positive correlation
with S-cdA at the 6th month (r = 0.549, p = 0.003 and r = 0.504, p <0.001,
respectively). There was a significant positive correlation between the 3rd month R-
cdA and 3rd month S-cdA and 8-OH-dG levels in the control group (r = 0.456, p
<0.001 and r = 0.364, p = 0.001, respectively). In the control group, a positive
correlation was found between the 3rd month ferritin levels and 3rd month S-cdA and
8-OH-dG levels (r =0.279, p = 0.011 and r = 0.256, p = 0.019, respectively). In the
GDM group, there was a positive correlation between 8-OH-dG levels at 6th month
and ferritin and OGTT 1st hour glucose values at 6th month (r = 0.466, p = 0.014 and
r=0.452, p = 0.020, respectively).

Our study is the first one to investigate oxidative DNA damage in the late
and early stages of pregnancy and to correlate pregnant women with the status of
body iron. The results of our study showed that pregnant women who were
diagnosed with gestational diabetes with OGTT at the end of second trimester were
more exposed to oxidative DNA damage in early pregnancy, compared to pregnant
women with normal glucose tolerance; For the first time it was shown that, in the

early period, in the pregnants with higher 8-OH-dG levels, measured with the



reference tandem mass spectrometric method, the ratio of future GDM diagnosis was
higher compared the lower ones according to the cut-off level. These results suggest
that non-invasive urine DNA damage measurements to be performed in the early
period in pregnant women may be useful in predicting the future GDM. According to
the results of our study, it was found that oxidative DNA damage parameters were
significantly lower in the group with lower levels of depot iron and a strong
relationship between iron level and oxidative stress in pregnant women. We
anticipate that, future studies with more pregnant women with gestational diabetes

will help to clarify the relationship between oxidative stress and GDM-iron.

Keywords: Gestational diabetes, oxidative DNA damage, 8-hydroxy-2'-

deoxyguanosine (8-OH-dG), 8,5'-cyclo-2'-deoxyadenosine (S-cdA), iron, iron excess



1 GIRIS VE AMAG

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) ilk kez gebelik sirasinda ortaya c¢ikan
yuksek glukoz duzeyleri ile karekterize klinik bir bozukluktur. Tum gebeliklerin yaklagik
%T7’sinde gorulmekte olup, bu oran farkli populasyonlarda %1-14 arasinda
degismektedir. Yuksek maternal ve fetal morbidite riski ile ortaya cikan gebelik
komplikasyonlarinin %3-5’inden sorumludur ve gebeligin en sik rastlanan metabolik

komplikasyonudur.

GDM bebekte makrozomi, Respiratuvar Distress Sendromu ve dogum travmasi
gibi etkilere yol agmasinin yani sira, annede de hiperglisemi sebebiyle olumsuz
sonucglara neden olmaktadir. Hastallk suUresince artan glukoz duzeylerinin
mitokondride reaktif oksijen tdrlerinin olusumunu arttirdigi gosterilmistir. Artan bu
reaktif oksijen turleri hiicre iginde protein, lipid, karbohidrat ve DNA gibi yapilari hedef

alir ve hasara neden olur.

Gebelerde demir eksikligi anemisine sik rastlanmaktadir. Dunya genelinde
prevelansi %19,2 olarak hesaplanmigtir. Dinya Saglik Orgiitii tim gebe kadinlara
gebelik boyunca giinde 60 mg elementer demir takviyesini énermektedir. Demir
blylme ve gelisme igin esansiyel bir iz elementtir. Ancak anemik olmayan gebelerde
demir takviyesi iatrojenik demir fazlaldini indukleyebilmektedir. Yuksek miktarlardaki
demirin oksidatif strese ve GDM gelisimine neden oldugu dusunulmektedir. Son
yillarda yapilan calismalarda demir depo seviyeleri ylksek olan gebelerde daha

yuksek oranda GDM gelisimi gézlenmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz literatir incelemesinde, oksidatif stres ile GDM
arasindaki iligkiyi arastiran ¢ok sayida g¢alisma olsa da; oksidatif DNA hasari ile GDM
iligkisinin incelendigi az sayida c¢alisma bulduk. Bu az sayidaki ¢alismalarda da
gebeligin iki farkli doéneminde oksidatif DNA hasarini inceleyen bir calismaya
rastlamadik. Biz bu arastirmamizda GDM’li ve normal glukoz toleransi olan gebelerde,
gebeligin 11-14. haftalari ve 24-28. haftalarinda alinan idrar ve kan o6rneklerinde
kimulatif oksidatif stresin duyarl gostergesi olan oksidatif DNA hasarinin referans
yontem olan sivi kromatografi-tandem kutle spektrometri yontemi ile dederlendirmeyi

ve vlucut demir depo duzeylerini incelemeyi amagcladik.



2 GENEL BILGILER
2.1 DIABETES MELLITUS (DM)

Diyabet, pankreasin Urettigi insulin hormonunun vyetersizligi veya etkisizligi
nedeniyle vucudun seker dengesini duzenleyemedigi ve metabolizmayi normal bir
sekilde kontrol edemedigi metabolik bir hastaliktir. Diyabet hastalarinda organizma
karbohidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamaz ve kanda gorilen ylksek
seker dlzeyleri nedeniyle zamanla mikrovaskiler vel/veya makrovaskuler

komplikasyonlar agiga ¢ikar (1).

Diyabetes Mellitus (DM) , Diinya Saglik Orgltii (World Health Organization, WHO)
tarafindan etyopatogenez ve diyabetin evreleri dlistnulerek Tip 1 diabetes mellitus (Tip
1 DM), Tip 2 diabetes mellitus (Tip 2 DM), Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) ve
diger diyabet tipleri olmak Gzere dort ana grupta siniflandiriimistir (Tablo 1).

Diyabet olgularinin buyuk c¢ogunlugu iki etiyopatogenetik kategori icerisinde
bulunur. Tip 1 DM’nin bulundugu ilk kategoride insulin sekresyonunda mutlak eksiklik
vardir. Prevalansi ¢ok daha ylksek olan Tip 2 DM’nin bulundugu grupta ise hastaligin
sebebi insulin etkisine direng gelismesi ve pankreas beta hticrelerinin yetersiz insulin
salgilamasinin birlikte gérildigu bir durumlardir. ikinci tipte diyabet tanisi konulana
kadarki surecte gelismis olan hiperglisemi, klinik semptom vermeden hedef organlarda

patolojik ve fonksiyonel degisikliklere sebep olabilmektedir.

American Diabetes Associaton (ADA)a gore diyabet tanisi; Aglk plazma
glukozu, 75 gramlk oral seker yukleme testi (OGTT)'nin 2. saat plazma glukozu

duzeyleri veya HbA1c kriterlerine gére konulabilir (Tablo 2) (2,3).



Tablo 1. Diabetes Mellitus Tipleri

(monogenik diyabet formlart)

MODY 3 ( Kromozom 12, HNF -1a)

Transient neonatal diyabet (6q24'te
ZAC/HYAMI imprisyon defekti )

Kalici neonatal diyabet (B-cell Katp kanal)
Mitokondriyal DNA

Diger

B- insiilinin etkisindeki genetik defektler

Tip A insilin direnci
Leprechaunism
Rabson-Mendenhall sendromu

D- Endokrinopatiler

Akromegali
Cushing sendr.
Glukagonoma
Feokromositoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma

E- ilag veya kimyasal ajanlar

1- T1DM
e Immun aracilikli
e Idiopatik
2- T2DM
3- Diger Spesifik Diyabet Tipleri Vacor
Pentamidin
A-Beta hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti Nikotinik asit

GlukokortikoidLer
Tiroid hormonu

e MODY 1 ( Kromozom 20, HNF -4a) Diazoksid

e MODY 2 ( Kromozom 7, glukokinaz) b-adrenerjik agonistler

e Diger nadir gérilen MODY’ler ( MODY 4: Tiyazid grubu diuretikler
Kromozom 13, insiilin promoter faktor -1; Dilantin
MODY 6: Kromozom 2, NORO D1; MODY 7: Y - interferon
Kromozom 9, karboksil esteraz lipaz) e Diger

F- Enfeksiyonlar

Konjenital rubella
Sitomegaloviris
Digerleri

G- Immun aracilikli nadir diyabet formlari

Stiff-man sendr.
Anti-instlin reseptor antikorlar
Digerleri

H- Diyabetle iligkili genetik sendromlar

e Lipoatrofik diyabet e Down sendr.
e Diger e Klinefelter sendr
C- Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari e Alstrdm sendr.
e  Pankreatit e Turner sendr
e  Travma/pankreatektomi e Wolfram (DIDMOAD) sendr.
e Neoplazi e Friedreich tipi ataksi
e Kistik fibroz e Huntington korea
e Hemokromatoz e Laurence-Moon-BiedL sendr.
o Fibrokalkul6z pankreatopati e  Miyotonik distrofi
e Diger e Porfiria

Prader-Willi sendromu

4-

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

HNF-1 a: Hepatosit niikleer faktor-1 a, MODY1 -10: Genglerde goriilen erigkin tipi diyabet formlari 1 -10
(maturity onset diabetes of the young 1 -10), HNF-4 a: Hepatosit niikleer faktér-4a, IPF-1: insiilin promotér
faktor-1, HNF-1 B: Hepatosit niikleer faktér-1 B, NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1, DNA: Deoksi-
riboniikleik asit, HIV: Insan immun eksiklik virusu, DIDMOAD sendr.: Diabetes insipidus, diabetes mellitus,
optik atrofi ve sagirlik (deafness) ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu), KLF11: Kruppel like factor 11,
CEL: Carboxyl ester lipase (bile salt-dependent lipase), PAX4: Paired box4, ABCC8: ATP-binding cassette C8,
KCNJ11: Potassium inwardLy-rectifying channel J11, INS: insiilin.




Tablo 2. Diabetes Mellitus tani kriterleri (ADA 2018)

DM TANI KRITERLERI

2 126 mg/dL En az 8 saatlik aghgi takiben
Aclik Plazma Glukozu o
(7.0 mmol/L) Olciim yapilmalidir.
2. saat plazma glukozu Test WHO’nun 6nerdigi
sekilde suda ¢ézinmus 75
=200 mg/dL
OGTT gram anhidroz glukoz es

(o, e L) degeri kullanilarak yapilmis

olmalidir.
> 200 mg/dL Klasik hiperglisemi
Rastgele Olgiilen Plazma semptomlari veya
(11.1 mmol/L)
Glukozu hiperglisemi krizi eslik
etmelidir.

NGSP sertifikasi olan ve
HbAlc = %6.5 DCCT'ye gore standardize

edilmis bir metot ile

galisiimis olmahdir.

2004 yilinda ADA tarafindan DM tani kriterlerine Bozulmus Aglik Glukozu (BAG) ve
Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT) gibi yeni kategoriler eklenmistir (4). Buna gore, aglik
kan sekeri 100-125 mg/dL (5,6-6,9 mmol/L) arasinda olanlar Bozulmus Aclik Glukozu
(BAG), 75 gramlik OGTT’de 2 saat sonra plazma glukozu 140-199 mg/dL (7,8-11,1
mmol/L) olan Kkisilerdeki durum Bozulmus Glukoz Toleransi (BGT) olarak
tanimlanmaktadir. Her iki durum da prediyabet olarak kabul edilir ve bu olgularda 5 yil
icinde diyabet gelisme riski %60’dir (5,6).
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2.2 GESTASYONEL DIABETES MELLITUS (GDM)
2.2.1 Tanim

ilk defa gebelikte belirlenen glukoz intoleransi olarak tanimlanmistir (2). Gebelik
oncesi glukoz intoleransinin varligi ya da gebelikten sonra glukoz intoleransinin devam
edip etmemesi klasik GDM taniminda dikkate alinmamaktadir. Gebeligin en sik
rastlanan metabolik komplikasyonudur. Tum gebeliklerin yaklagsik %7’sinde
gorulmekte olup, bu oran farkli populasyonlarda %1-14 arasinda degismektedir (7).
Ancak, son donemlerde tek asamali tani testinin ve tek tani kriterinin tani igin yeterli
olmasinin da etkisiyle insidans %15-20 dizeylerine kadar ¢ikmistir (2). GDM, butin

dogumlardaki komplikasyonlarin %3-5'inden sorumludur (8).

2.2.2 GDM Patogenezi

Normal gebelik, plasental hormonlara bagli olarak 6zellikle ikinci trimesterde
insulin  duyarliliginin  bozulmasindan dolayl “diyabetojenik bir durum” olarak
yorumlanabilir (9). Gebelikte vicudun enerji ihtiyaci artmistir. Bebegin gelisimi igin
gerekli enerjiyi saglamak igin daha fazla glukoza gereksinim duyulur. Bu nedenle
gebeligin ilk aylarinda aglk kan sekeri normale gore dusik duzeydedir. Postprandiyal
glukoz duzeyleri ise uzun sure ylksek kalmaktadir. Bunun sebebi inslline olan
periferik direncin artmasidir. Gebe kaninda ylksek miktarda bulunan lipoproteinler,

trigliseritler ve serbest yag asitleri de hiperglisemiye katkida bulunurlar (10)

ilk trimester, maternal protein, glikojen, yag depolari ve glikoneogenezin arttigi
anabolik bir evredir. Ostrojen insilin direncine karsi koruyucu bir etki gosterirken,
progesteron insulin direncini arttirir. Gebeligin erken donemlerinde maternal yuksek

insulin duzeyleri lipogenezi arttirir, lipolizi ise baskilar.

Gebelikte insilin reseptorlerinde azalma mevcut degildir. Ikinci trimester
basinda yiikselmeye baslayan insan Plasental Laktojen (hPL), insilin Reseptor
Substrat-1 (IRS-1) fosforilasyonunda azalmaya ve bundan dolayi belirgin insilin
direncine yol acar. hPL’nin yani sira, gebelik ilerledikge anne kanindaki miktarlari artan
prolaktin, kortizol ve leptin gibi insulin antagonisti hormonlarin da etkisi ile insulin
duyarhihgr azalir (9,11). S6z konusu hormonlar ve progesteron, insuline duyarl
hdcrelerin glukoz alimini bozarak etki gosterirler ve gebeligin diyabetojen bir durum

olmasindan sorumlu ana hormonlardir (Tablo 3).

11



Plasental hormonlarin anne kan glukoz homeostazisi Uzerindeki etkilerinden
dolayr GDM belirgin olarak tguncu trimesterde gebeleri etkilemektedir. Normal bir
gebelikte Gglncu trimesterde insulin duyarliiginda % 44"luk bir azalma saptanmigtir
(12). Non-Diyabetik gebelerde insulin direncindeki bu artis, insulin Gretimindeki artis ile
rahatlikla dengelenmektedir. Normal kosullar altinda yeterli insulin salgilayabilen fakat
gebeligin artan insulin rezistansini kargilayamayan gebelerde ise gestasyonel diyabet

meydana gelmektedir.

Tablo 3. Gebelikte insiilin ve glukoz metabolizmasi lUizerine etkisi olan hormonlar

Hormon Etkisi

Ostrojen insiilin konsantrasyonu 1

insiilinin reseptériine baglanmasi 1

Glukoz transportu|
Progesteron insiilin reseptdriine baglanmasi|

Hepatik glukoneogenez|

Prolaktin insilin direnci 1

insilin direnci 1
Human Plasental Laktojen(hPL) IRS-1 fosforilasyonu |

Glukoz transportu |

Leptin insilin direnci 1

2.2.3 Gebelikte Sekerin Anne ve Fetiis Uzerine Etkileri

Gestasyonel Diyabetes Mellitus kisa ve uzun vadede 6nemli maternal ve fetal
sonuglarla iligkilendirilmistir. GDM, organogenez tamamlandiktan sonra ortaya ¢ikan
bir problem oldugundan dolayl konjenital anomali goértilmesi beklenmemektedir.
Annenin kan sekeri duzeyleri fetal komplikasyonlar igin belirleyicidir. Yapilan
calismalarda komplikasyonlarin Hemoglobin Alc (HbAlc) duzeyleri ile korelasyon
goOsterdigi saptanmis, fakat komplikasyonlara yol acan sinir glukoz duzeyi

saptanamamigtir (13).

Diyabetik gebelerin bebeklerinde makrozomi, polisitemi, hipoglisemi,
hiperbilirubinemi, hipokalsemi, Respiratuvar Distress Sendromu (RDS) gibi neonatal

morbiditeler, normal gebelere goére daha sik rastlanmaktadir. Bu risk artisi gebelik

12



oncesinde diyabeti olan gebelerde (Pregestasyonel diyabet, PGDM) ise daha fazladir
(14).

Makrozomi, bebegin dogum agirliginin gestasyonel yasa gore 90. persantilin
ustiinde olmasi veya 4000 gramin Ustunde olmasi olarak tanimlanir. Diyabetik
annelerden dogan bebeklerin %15-45’i makrozomiktir ve bu oran normoglisemik
gebelere oranla 3 kat daha yuksektir (15). GDM'li gebelerde yuksek kan glukozu,
plasenta yolu ile fetliste de hiperglisemiye neden olmaktadir. Bu da fetlsun ikinci
trimesterden itibaren kendi insulin Uretimini arttirmasina ve adipoz doku miktarinin
artmasina neden olmaktadir (15). Makrozominin olusum mekanizmasi bu sekilde
aciklanmaktadir. Makrozomi, dogum sirasinda omuz distosisi riskini ve sezeryan ile

dogum oranlarini arttiran bir durum olmasi sebebiyle 6nemlidir.

Perinatal mortalite GDM’li gebelerde normal populasyona yakin duzeylerde
iken, pregestasyonel diyabetlilerde yuksektir. Aclik hiperglisemisi gebeligin son 4-8

haftasinda intrauterin 6lim riskini arttirmaktadir.

Uzun vadede, GDM o6ykulsu olan kadinlardaki kronik insilin direnci ve bunun
altinda yatan pankreatik 3-hlicre disfonksiyonu, gebeligi izleyen yillarda Tip 2 DM
gelisme riskinde dnemli artisa yol acar (16,17). GDM’nin gebelik sonrasi donemde Tip
2 DM’a donme oraniyla ilgili farkh galismalarda farkli sonuglara rastlansa da, genel

olarak %16-50 arasi bir oran belirtiimektedir.

Bebekte gelisen makrozomi sebebiyle annede dogum sirasinda genital bolge
hasari, dogum sonrasi kanama gorllebilir. Uterin atoni riski artmistir (15).
Hipertansiyon ve preeklampsi riski, GDM’li gebelerde glukoz toleransi normal gebelere
oranla en az 2-4 kat artmistir. Normal gebelerle karsilastirildiginda preeklampsisi
bulunan diyabetik kadinlarda perinatal mortalite riski yaklasik 20 kat artmaktadir (18).
Polihidroamnios, preterm dogum ve Uriner enfeksiyonlar diyabetik gebelerin normal

gebelere gore daha sik yasadigi sorunlardir.
2.2.4 Risk Faktorleri
GDM olusumu igin risk faktorleri olarak su durumlar éne ¢ikmistir (19):

Viicut Kitle indeksi’'nin 30 kg/m?den yiiksek olmasi
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Daha onceki gebelikte makrozomik bebek dogurmus olmak (Dogum agirhgi>4,5 kq)
Daha dénceki gebelikte gegiriimis Gestasyonel Diyabet
Ailede diyabet 6ykusu (birinci dereceden yakinlarinda)

Tip 2 DM prevalansi yuksek bir etnik gruba mensup olmak (Glney Asya, Karayipler,
Orta Dogu)

Yapilan retrospektif analizlerde ileri yas, infertilite dykUsu, polikistik over sendromu ve
yardimci ureme teknikleri kullanimi gibi risk faktori olan kadinlarda GDM oraninin
arttig1 bulunmustur (20-22). Diger yandan GDM olgularinin %30-50’si herhangi bir risk

faktorine sahip degildir.
2.2.5 GDM Tarama ve Tani Protokolleri

Klinikte GDM tanisi i¢in tek asamali veya iki asamali yaklasimlar
kullaniilmaktadir. Tarama ve tani yontemlerinin tUm gebelere mi yoksa sadece riskli
gebelere mi uygulanmasi gerektigi, bu testlerin tek ya da iki agsamali olmasi ve tanisal

esik degerler konularinda bir fikir birligi bulunmamaktadir (23).

Bundan 6nceki dénemlere bakildiginda 1964’de O’Sullivian ve Mahan, 1979°da
Uluslararasi Diyabet Veri Grubu (NDDG, National Diabetes Data Group), 1982'de
Carpenter ve Coustan, 1989’da Sacks ve arkadaslari tarafindan farkli tani protokolleri
onerilmisti. Bu farkli tani protokollerinin her biri 100 gram glukoz yuklemesi ile Ui¢ saatlik
dénemde kan glukoz duzeylerinin Olglimesini esas almakta iken, herbirinin esik
degerleri farkh idi. Bu yaklagimlarda GDM tanisi almak igin iki esik degerin Ustinde
kan sekeri duzeylerine sahip olmak gerekiyordu. Carpenter&Coustan kriterleri 2000

yilindan itibaren ADA kilavuzlarinda yer almigtir.

GDM tanisi koymak igin uygulanan bir dider yaklagim ise, iki asamall
yaklasimdir. Bu yaklasimda, baslangi¢ta 50 gram glukoz ytuklemesinden bir saat sonra
kan sekeri 6lgimu yapilmaktadir. Birinci saat glukoz degeri 2140 mg/dL veya =130
mg/dL olan kadinlara farkl bir ginde GDM kesin tanisi igin 100 gram glukoz yiklemeli
3 saatlik OGTT uygulanir ve esik degerlerin 2’sini gegen gebeye GDM tanisi konur
(Tablo 4). 50 gram glukoz ylklemede 1. saat esik noktasi 140 mg/dL alinirsa GDM’li
kadinlarin %80’ine, 130 mg/dL kabul edilirse GDM’li kadinlarin %90’ina tani konulabilir.
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GDM suphesi yuksek olan kadinlarda 50 gram glukozlu 6n tarama testi yapiilmadan
dogrudan 100 gram glukozlu OGTT de uygulanabilir. 50 gram glukoz yuklemesinden
1 saat sonraki kan sekeri degeri >180 mg/dl olan gebelerde ise genel olarak 2.asama
OGTT yapilmasi gerekli gériimemekte ve direkt GDM gibi izlenmesi ve tedavi edilmesi
Onerilmektedir (24). Her iki yaklasimda da Carpenter&Coustan tani kriterleri
kullaniimaktadir (24,25).

GUnumuzde ise iki asamall tani yaklasiminin kullanimi giderek azalirken, tek
asamali tani testinin kullanimi yayginlagmaktadir. Sonuglari 2008 yilinda yayinlanan
HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome) calismasi verilerine
dayanarak, Uluslararasi Diyabetik Gebelik Calisma Gruplari Birligi (IADPSG:
International Association of Diabetes in Pregnancy Study Group) tarafindan 2010
yilinda GDM igin iki basamakl tarama ve tani yonteminin terk edilmesi, Tip 2 DM ve
GDM riskini arttiran faktorlere sahip olmayan tim gebelere 24-28. gebelik haftalar

arasinda 75 gram glukoz yuklemesi igeren iki saatlik OGTT uygulanmasini 6nerilmigtir.

Tip 2 DM ve GDM riskini arttiran faktorlere (Tablo 5) sahip kadinlarin ise ilk
prenatal vizitte standart Tip 2 DM tani kriterlerine (Tablo 2) gore taranmasi 6nerilmistir
(26). ilk prenatal vizitte standart tani kriterlerinden (Tablo 2) birinin olmasi asikar
diyabet (Gebelikte Tip 2 DM veya Pregestasyonel Diyabetes Mellitus) tanisi
koyduruyor iken, aclik plazma glukozunun = 92 mg/dl, fakat <126 mg/dl olmasi durumu
GDM tanisini koydurur. Bundan dolay1 IADPSG’ye gore ilk defa gebelik sirasinda fark
edilen diyabet asikar (gebelikte Tip 2 DM) veya gestasyonel diyabet olabilmektedir. Bu
kriterler 2011 yiinda Amerikan Klinik Endokrinologlar Dernegi (AACE, American
Association of Clinical Endocrinologists) ve ADA tarafindan da kabul gérmustur
(26,27).

WHO gecmis raporlarinda gebelere diyabet tanisinin gebe olmayan
erigkinlerdeki gibi konulmasi gerektigini belirtmis ve 75 gr OGTT’yi dnermigstir. 1999 yil
raporunda ise, AKS 2126 mg/dL veya OGTT 2. saat kan sekeri 2140 mg/dL seklinde
GDM tanisini revize etmistir. Son olarak 2013 yilinda yayinlanan WHO raporunda,
GDM tanisi igin AKS: 92-125 mg/dL veya OGTT 2. saat kan sekeri: 153-199 mg/dL

kriterlerinden birinin bulunmasinin GDM tanisi igin yeterli oldugu vurgulanmistir (28).
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Amerikan Jinekologlar ve Obstetrisyenler Birligi (American College of
Obstetricians and Gynecologists, ACOG) yeni (IADPSG) tani kriterlerinin kullanimt ile
tarama ve tedavi giderlerinin ve GDM sikhiginin arttigini éne sirerek hala iki basamakli
yaklasimi ve 100 gram glukoz yuklemeli OGTT ile NDDG ya da Carpenter ve Coustan

tani kriterlerinin kullanimini desteklemektedir.

National Institutes of Health (NIH)in 2013 tarihli konsensus grubu, achk
gerektirmeden yapilacak 50 gram glukoz ylUklemesi ile 1.saatte bakilacak seker
taramasini onermistir. Yine de bu tarama sonunda yluksek bulunan grubun da GDM

tanisi alabilmesi i¢in daha sonra OGTT yapilmasi gerekmektedir.

Dokuz Eyliil Universitesi’nde tek asamali ve IADPSG kriterlerine gore tani testi
uygulanmaktadir. GDM igin mevcut tani testlerinin yorumlanmasi Tablo 4’de

Ozetlenmigtir.
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Tablo 4. Gestasyonel diabetes mellitus tani kriterleri (*)

APG | 1.stPG | 2.stPG | 3.stPG

Tek asamali test

IADPSG/ADA 75 g glukozlu OGTT (En

kriterleri az 1 patolojik deger tani

292 | 2180 | =153 -
koydurur)

iki asamall test (**)

Ik asama 50 g glukozlu - >140 - -

ikinci Asama 100 g glukozlu OGTT (En

az 2 patolojik deger tani
(Carpenter&Coustan

koydurur)
kriterleri 1982)

295 | 2180 | 2155 2140

ikinci Asama 100 g glukozlu OGTT (En

az 2 patolojik deger tani
(NDDG kriterleri

1979)

koydurur)
2105 | 2190 | =165 2145

(*) Glisemi vendz plazmada glukoz oksidaz yéntemi ile mg/dL olarak dlgulur.

(**) iki agamali tani testi gliniimiizde daha az tercih edilmektedir.

IADPSG: Uluslararasi Diyabetik Gebelik Calisma Gruplari birligi, ADA: Amerikan Diyabet
Birligi, GDM: Gestasyonel Diyabetes Mellitus, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, APG: Aclik
plazma glukoz,1.stPG, 2.stPG, 3.st plazma glukoz
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Tablo 5. Tip 2 DM ve GDM gelisimi riskini arttiran faktorler (26).

ilk prenatal vizitte glukoziirinin saptanmasi

Birinci derece yakininda diyabet dykusu

Tip 2 diyabetes mellitus gelisimi agisindan yuksek riskli irk/etnik koken

Makrozomik bebek (>4kg) dogurma oykusu

Daha once GDM o6ykusunun varligi

Esansiyel hipertansiyon veya gebelikle iligkili hipertansiyonun olmasi

Glukokortikoid kullaniyor olmak

Polikistik over sendromlu kadinlar

instilin direnci ile iligkili diger klinik durumlar (siddetli obesite, akantosis nigrikans vb.)

Daha 6nce yapilan testlerde HbA1c = %5,7 olmasi, bozulmus glukoz toleransi ya da

bozulmus aclik glisemisinin varligi

Daha 6nce nedeni agiklanamamis perinatal kayip veya malforme ¢ocuk dogurma

oykusu

25 yasinda veya daha buyuk olmak

Gebelik dncesi vicut kitle indeksinin =2 30 kg/m? olmasi

2.3 GEBELIKTE BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT)

Gebe olmayan kisilerde, Tip 2 DM tanisi aglik, tokluk kan sekeri degerlerine
veya HbAlc dizeylerine gore konulabilmektedir. Tanida aclik esas alindiginda, Tip 2
DM tanisi koymak icin aclik kan sekerinin 126 mg/dL veya daha Uzerinde olmasi
gerekmektedir. Tanida tokluk kan sekeri esas alindiginda, Tip 2 DM tanisi koymak igin
75 gramlik OGTT sonucunda tokluk kan sekeri (2. saat) dizeyinin 200 mg/dL veya
daha ustinde olmasi gerekmektedir. Tanida HbA1c dlzeyleri esas alindiginda, Tip 2
DM tanisi koymak igin HbA1c'nin %6.5 veya daha yiksek olmasi gerekmektedir. 75
gramhk OGTT sonucunda aglik kan sekeri normal (126 mg/dL’den dusuk) olup, 2. saat
kan glukoz duzeyi 140-199 mg/dL (7,8-11,1 mmol/L) olan kigilerdeki duruma ise
“bozulmus glukoz toleransi” (BGT) adi verilmektedir.

Gebelikte diyabet tanisi konulurken ise, 75 gramlik oral glukoz tolerans testi
sonucunda tokluk kan sekeri (2.saat) dizeyinin, Tip 2 DM’den farkl olarak, 153

mg/dL’nin Ustinde olmasi gerekmektedir. Gebelikte bozulmus glukoz toleransi
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kavrami ise net degildir. Gegmiste 100 gramlik OGTT sonucunda, tani igin gerekli olan
2 kriteri alamayip 1 kriterde kalan gebelerin BGT grubu veya tek anormal deger grubu
olarak siniflandigi ¢alismalar mevcuttur (29-31). 2015 yilinda Gelaleti ve arkadaslari,
2016 yilinda ise Moreli ve arkadaslari ‘hafif gestasyonel hiperglisemi’ (Mild
Gestastional Hyperglycemia, MGH) tanimini kullanmiglardir. OGTT sonucu glukoz
degerleri normal olup glisemik profili bozuk olan gebeler (AKS =90 mg/dL ve/veya
tokluk kan sekeri 2130 mg/dL) hafif gestasyonel hiperglisemi grubuna dahil
edilmislerdir (32,33).

Biz calismamizda, 75 gramlik OGTT sonucunda aglik ve 1. saat kan sekeri
degerleri esik de@erlerin altinda iken, 2. saat kan seker dizeyleri 140-153 mg/dL olan
gebeleri bozulmus glukoz toleransi olarak degerlendirdik. Ancak, bu aralikta sadece
dort gebe bulabildigimiz ve yeterli saylya ulasamadigimiz i¢in bu grubu galismaya dabhil

etmedik.

2.4 DEMIR ELEMENTI VE OZELLIKLERI
Demir, atom numarasi 26 olan, +2 ve +3 degerlikli olarak bulunan bir eser
elementtir. Insan vicudundaki toplam miktari 3-4 gramdir. Vicuttaki glnlik

yapim/yikim 25-30 mg, gunlik alim/kayip ise 1-2 mg civarindadir.

Demirin hlicresel solunumda elektron transferini saglamak, hem ve myoglobinin
yapisina katilarak oksijen tasinmasi ve depolanmasinda rol oynamak,
deoksiribonukleik asit (DNA) sentezinde rol oynamak, bagisiklik sisteminde etkili olan
enzimlerin yapisina katilmak, sinyal iletiminde rol almak gibi vlcut i¢in ¢cok onemli

fonksiyonlari vardir.

Vicuttaki demirin yaklasik %65’i hemoglobinde, %4 kadari myoglobinde
bulunur. %25'’i ferritine bagli olarak karacigerde, %5 kadari ise retikuloendotelyal
sistemin diger kisimlarinda depolanmaktadir. %1 intraselliler oksidasyonda goérev

alan cesitli bilesiklerde, %0,1’i serumda transferrine baglh olarak bulunur.

Demirin vlcutta kontrolli bir atihm mekanizmasi yoktur. Yetigkin bir insanin
gunlak demir ihtiyaci vicudundan kaybettigi kadardir. Fakat diyetteki demirin sadece

yaklasik %10’u barsaklardan emildigi icin glnlik besinlerle alinmasi gereken demir
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miktari erigkin bir erkekte 8-10 mg’dir. Erigkin ve gebe olmayan kadinlarda gunliak 15-
18 mg iken gebe kadinlarda bu ihtiya¢ 27-30 mg’a kadar ¢gikmaktadir.

2.4.1 Gebelikte Demir Destegi

Gebelerdeki demir ihtiyaci birinci trimestrde menstriasyonun durmasinin da
etkisiyle en az iken, fetisun blylimesine bagli olarak tglncu trimestrde maksimuma
ulasir (Sekil 1). Birinci trimestrde gunluk ihtiyag 0,8 mg, ikinci trimestrde 4-5 mg ve
uguncu trimestrde 6 miligramin Uzerinde olur (34). Emziren kadinlarda gunluk demir

ihtiyaci farkli kaynaklarda degismekle birlikte olarak 1-5 mg kadardir.

"M TILLLLLLL L]

Menstruation

Menstruqtmn Lactationl

\
1 Bodyironloss
Nongravidl First Second Third |P::ostpartum

I
Trimester

Iron requirement (mg/d)
I
1

Sekil 1. Gebelik ve emzirme donemindeki glinliik demir gereksinimleri (34)

Demir eksikligi anemisi (DEA) gebelikte ¢ok sik gorilen bir durumdur. WHO’ya
gore gebelerde demir eksikligi anemisi hemoglobininin 1. ve 3. trimesterde 11,0
g/dL’nin, 2. trimesterde ise 10,5 g/dL’'nin altinda olmasi olarak tanimlanir. Dulnya
genelindeki prevalansinin %41 oldugu dusunulmektedir (35). WHO'nun 2008 yilina ait
raporuna gore Ulkemizdeki prevalansi ise %40’dir (36). Gebeligin erken donemlerinde
gorulen DEA, dusik dogum agirligi, prematurite, artmis maternal ve fetal mortalite ile
iligkilidir (37,38). Yapilan g¢alismalarda ve meta-analizlerde gebelik sirasinda demir

takviyesinin bu olasi komplikasyonlari 6nledigi gosterilmistir (39).
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WHO tum gebe kadinlara gebelik boyunca ginde 60 mg elementer demir
takviyesini 6nermektedir. Ulkemizde ise Saglik Bakanli§i anemik olmayan tim
gebelerde ikinci trimesterden baglayarak 6 ay ve dogum sonrasi 3 ay olmak uzere
toplamda 9 ay sure ile ginde 40-60 mg elementer demir destegi verilmesini uygun
gormektedir. Anemisi olan gebelerde ise bu miktar, aneminin tespit edildigi andan
itiaberen 100-120 mg/dL dir (40).

Buna karsgin, annenin anemik olmadigi durumlarda yapilan demir takviyesinin
gebelikte komplikasyon gorulme olasihgini arttirdigini gésteren ¢alismalar mevcuttur
(41,42).

2.4.2 Demirin Oksidatif Stres ve GDM ile Etkilegimi
Demir bayume ve gelisme icin esansiyel bir iz element olsa da, anemik olmayan

gebelerde demir takviyesi iatrojenik demir fazlaligini indukleyebilmektedir (41).

WHO tim gebelere gebelik boyunca 30-60 mg elemental elemental demir
takviyesi dnermektedir (43). Gebelikte artan demir ihtiyaci ve gebelikte gorulen demir
eksikligi anemisinin ileride yol acabilecegi ciddi sorunlarin da g6z oOnunde
bulundurulmasiyla gebelere 1. trimesterden itibaren demir takviyesine baslansa da, ilk
trimesterdeki nispeten dusuk ihtiyag nedeniyle bu durum gebede teorik olarak demir

birikimine neden olabilir.

Demir viicutta serbest sekilde kalirsa serbest radikaller olusumuna sebep olarak
doku hasari olusturabilir. Teorik olarak hucre i¢cinde serbest demir bulunmaz. Ancak in
vivo ortamda artmis sUperoksit radikal (O2") duzeyleri demir depo proteini olan
ferritinden az miktarda demirin serbestlesmesine neden olabilir (44). Serbestlesen bu
demir (Fe?*) reaktif hidroksil radikali (*OH) olusumuna yol agcan Fenton reaksiyonunu
katalizler. O2" radikalleri ayrica H20: ile reaksiyona girerek de oksidatif strese yol

acabilmektedir (Haber-Weiss reaksiyonu) (Sekil 2).
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Fe3*+ 02“ < Fe?* + 02

Fe?* + H,0, ——> Fe3* + HO* + OH-
(Fenton reaction)

0, + H,0,€—> 0O, + HO*+ OH-
(Haber-Weiss reaction)

Sekil 2. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

Hidroksil radikali (¢*OH) hidroksil iyonunun nétral formudur. Cok kisa yari dmra
(9-10 sn) suresince tehlikeli reaksiyonlara neden olabilir (45). Canhlardaki en gugli
serbest radikaldir. Superoksit radikali (O2"), ferrdz demirin (Fe?*) oksijenle direkt
reaksiyona girmesiyle de olusabilir. Bu radikaller hicre igin toksik olup DNA, lipid ve
protein gibi hicrede goérevli olan yapilarla reaksiyona girerek pek c¢ok hastaligin
(kanser, ateroskleroz, iskemi-reperflizyon hasari) patogenezinde rol oynadigi
dusundlen reaktif molekullerdir. Ortamda oksijen rediksiyon Urlnleri ve yuksek
miktarda demir olmasi durumu prooksidan durum olarak yorumlanabilir. Hlcrenin
oksidan strese agik oldugunu gosterir (46). Proteine bagli olmayan demir, serbest

oksijen radikallerinin olusumunu artirir (47,48).

insilin Greten pankreas beta hiicreleri, zayif bir antioksidan savunmaya sahip
oldugu icin demirin zararli etkilerine kargi daha savunmasizdir (49,50). Demir
dizeylerinin yiksek oldugu durumlarda reaktif oksijen trlnlerinin miktari artmakta ve
beta hicrelerinde hasara ve apopitoza neden olmaktadir (51). Hansen ve
arkadaslarinin yaptigi bir galismada demir yuku dusurtlen Tip 2 DM farelerde beta

hdcrelerinin fonksiyonlarinda ilerleme gosterdigi gorulmustur (52,53).

Hayvan c¢alismalarinda demir ylksekliginin iskelet kasinda glukoz
oksidasyonunu inhibe edip yad oksidasyonunu arttirarak insuilin etkisine direng
geligtirdigi, adipositlerde insulin aracili glukoz transportunu azalttigi ve karacigere
glukoneogenez substratt geri donusumunu arttirarak hepatik glukoz Gretimini
yukselttigi gosterilmistir (54,55). Bunlarin yani sira yuksek demir duzeyleri krom

mobilizasyonunu yarismali bir sekilde inhibe ederek insulin duyarlihdini azaltabilir (56).
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Hayvan calismalarinda glukoza olan toleransin demir suplementasyonu ile azaldig,

demirin tikenmesi ile ise arttigi gosterilmigtir (57).

Normal gebelikte mitokondriden zengin plasenta ve dolayisiyla bol miktardaki
demir vb. gecis elementlerinin varligi yuksek oksidatif stres ortamina yol agmaktadir
(58). YUksek oksidatif stresin pankreas beta hicrelerini etkileyerek GDM olusumunu
kolaylastirdigi dusunulmektedir. Nitekim GDM'’li gebelerde demir durumunu inceleyen
calismalarda serum ferritin konsantrasyonlarinin diyabetik olmayan kontrol grubuna

oranla istatistiksel olarak anlamli dizeyde daha yuksek oldugu bildirilmistir (59)(60).

2012 yihinda 399 gebede yuritilen prospektif bir arastirmada, gebelik sirasinda
yuksek demir aliminin 6zellikle anemik olmayan gebelerde GDM riskini arttirdigi

saptanmistir ve gebelerde rutin demir suplementasyonunu sorgulamistir (61).

Bao ve arkadaslarinin 6nceden GDM tanisi almis 3976 gebeyi gelecekte Tip 2
DM gelisimi agisindan takip ettikleri calismada 641 gebe (%16,1) ilerleyen yillarda Tip
2 DM tanisi almigtir. Bu calismaya gore daha yuksek total demir alimi, diyet hem demiri
ve suplemental demir alimi Tip 2 DM gelisme riskini arttirmistir (62). Bu ¢calismalarin
yani sira iki galismada ise flebotomi, demir selasyon terapisi gibi yontemlerle vicut
demir miktari dugurualdugunde insulin duyarhliginin ve glukoz toleransinin daha iyi hale
geldigi tespit edilmistir (63,64).

Tarim ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada ferritin dizeyleri kendi calisma
gruplarinda 50 persantilin Uzerinde olan gebelerde (ferritin219,7 pug/L) GDM gorulme
sikligini ferritini disuk olan gebe grubuna goére anlamli olarak yuksek bulurken, GDM’li
gebelerin ferrritin dlzeyleri ile kontrol grubunun ferritin dizeyleri arasinda anlamli bir
fark bulamamislardir (65). Zein ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklari calismada 104
non-anemik gebe, 1. trimesterdeki ferritin duzeylerine gore 4 gruba ayriimis ve erken
gebelik donemindeki yuksek ferritin duzeylerinin non-anemik kadinlarda gebelik
sekerinin prediktéri olabilecegini bildirmislerdir. Bu ¢alismada ayrica yuksek ferritin
duzeyleri ile 75 gr OGTT 2. saat kan sekeri yuksekligi arasinda guglu bir iligki
saptanmigtir. Yine Zein ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari ¢alismada ferritin
dizeyi GDM olan grupta kontrol grubuna goére yuksek bulunsa da anlamli bir fark
bulunamamistir. Ancak, oksidatif stres ve glukoz intoleransi arasindaki korelasyonda

modifiye edici faktdr olarak bulunmustur (66).
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inflamasyon markeri olan C-Reaktif Protein (CRP) GDM ile iligkili bulunmustur.
Ferritin ve CRP’nin GDM le iligkisini eszamanli olarak inceleyen az sayida galisma
bulunmaktadir (67—70). Chen ve arkadaslari GDM’nin, Jiang ve arkadaslari ise Tip 2
DM’nin yuksek ferrritin ve CRP duzeyine sahip olan bireylerde daha sik goéruldigunu
belirtmigtir (71,72). Bu bulgular, inflamasyonun GDM gelisimine aracilik edebilecegini
gOstermektedir. Fakat yapilmis bagka calismalarda akut faz reaktani olmayan demir,

hemoglobin gibi parametreler de GDM ile iligkili bulunmustur.

Sivitskaya ve arkadaslarinin yaptigi bir g¢alismada vucutta demir birikimi
(hemokromatozis) ile 6zdeslesmis bir gen olan C282Y’in allel sikhginin, GDM’li
gebelerde normal gebelere goére daha sik goéruldigu saptanmistir (73). Barke ve
arkadaslarinin plasenta (zerinde yaptigi bir c¢alismada GDM’li kadinlarin
plasentalarinda daha fazla demir yuku oldugu tespit edilmistir. (74). Khambalia ve
arkadaglarinin 4420 gebede yaptidi calismada serum ferritin dizeyi ve toplam vicut
demiri (¢OzUnebilir transferrin reseptort (sTfR)'nin ferritine orani Uzerinden
hesaplamalarla bulunan) Gzerinden hesaplanan demir eksikligi anemisi, azalmis GDM
riski ile iligkili bulunmustur. Toplam vicut demiri ayni zamanda artmis yuksek dogum

agirlikh bebek (LGA, Large for Gestastional Age) riski ile de iligkili bulunmustur (70).

Birgok calismada ferritin konsantrasyonlari istikrarli bir sekilde GDM ile iligki
gOstermistir ve dusuk-yuksek ferritin dizeylerinde de bu iliski devam etmistir. (75-77).

Fakat demir yuksekligi icin hangi esik degerin kullaniimasi gerektigi hentz belirsizdir.

Gebelerde demir fazlaligi ile GDM iliskisini arastiran c¢alismalarin buyuk
¢ogunlugunda gebenin diyetine, diyet ile aldigi hem/non-hem demir durumuna dikkat
edilmemigtir. Lu Zhao ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir meta-analiz
calismasindaki sonuglara goére, non-hem demir alimi ve demir takviyesi ile GDM
arasinda bir iliski bulunamamisken, hem demir alimi ve serum ferritin dizeyleri ile
GDM gelisimi arasinda anlamli iligkili bulunmustur (78). Hem demir ile non-hem demir
arasindaki bu farkin barsaklardaki absorpsiyon durumlarindaki farkliliklardan
olabilecegi belirtiimektedir. Hem demir hayvansal kaynakli iken ve barsaklardan %15-
%35 i emilip kalsiyum disinda énemli bir inhibitére sahip degil iken non-hem demir
bitkisel kaynakli olup absorpsiyon orani %2-%20 arasinda degdismektedir ve diyetteki
diger bir¢ok icerikten etkilenmektedir.
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Diger yandan, yapilan in vitro ¢alismalarda yuksek glukoza maruz birakiimis 3
hdcrelerinde artmig ferritinin duzeylerinin temel nedeninin, ferritinin ayni zamanda
antioksidan 06zellik gdstermesinden kaynaklandigi bildirilmistir  (79,80). GDMli
gebelerde ferritin dlizeylerinin daha yliksek olmasina bdyle bir agiklama da getirilebilir.
Nitekim 1164 gebede yapilan randomize plasebo kontrolli baska bir galismada ise

demir takviyesinin GDM riskini arttirmadigi bildirilmigtir (81)
2.5 OKSIDATIF DNA HASARI VE PARAMETRELERI

insan viicudunda oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri basta olmak tizere serbest
radikallerin Uretiminde artis ile hicresel antioksidan savunma sistemleri arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya cikmaktadir (82). Serbest radikal, atomik ya da
molekuler yapilarda ciftenmemis bir veya birden daha fazla tek elektron tasiyan
molekullere verilen addir (83). Serbest radikaller normal metabolizma sirasinda veya
patolojik yollarla ortaya c¢ikabilmektedir (Tablo 6). Serbest radikallerin DNA yapisinda
meydana getirdikleri hasara Oksidatif DNA hasari denir. Serbest radikaller reaktif
oksijen turleri, reaktif azot turleri, kukurt merkezli radikaller ve diger radikal
komponentlerinden olusur. Serbest radikaller elektrofilik 6zellikleri nedeniyle elektron
yogunlugu en yuksek olan bdlgelere eklenme egilimindedir (84). Reaktif oksijen

turlerinin (ROT) radikal olan ve radikal olmayan tirleri Tablo 7°de 6zetlenmistir.
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Tablo 6. Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari (85)

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Elektron transport zinciri Sigara, Benzen

Peroksizomal oksidazlar Alkol

Ksantin Oksidaz Zararli isinlar (UV Isinlari, X-ray)

Fagositoz yapan hilcerelerdeki oksidatif | Ilaglar, Ksenobiyotikler

reaksiyonlar

Otooksidasyon reaksiyonlari

Redoks reaksiyonu

Endoplazmik retikulumdaki reaksiyonlar

(Yag asidi desaturasyonu, Sitokrom
P450 sistemi)

Tablo 7. Reaktif Oksijen Turleri

Radikaller Radikal Olmayan Tirler
Superoksit anyonu, O2™ Hidrojen peroksit, H202
Hidroksil, *OH Peroksinitrit, ONOO-
Hidroperoksil, HOO- Hipokloréz asit, HOCI
Peroksil, ROO- Organik peroksit, (R)YOOH
Alkoksil, (R)Oe Singlet oksijen, 'O2

Nitrik oksit, NO+ Ozon, O3

Hucresel aerobik metabolik olaylar sonucunda ve/veya ekzojen ajanlarla ortaya
cikan reaktif oksijen tlrleri DNA, lipid, karbohidrat ve protein gibi biyomolekilleri
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oksidatif hasara ugratarak, birgcok hastaligin patogenezinde rol oynayan hasarh

urtnlerin olusumuna yol agmaktadir.

Oksidatif DNA hasari, kimdulatif oksidatif stresin duyarli gostergesi olmasi
nedeniyle onem tasimaktadir. Oksidatif DNA hasari, reaktif oksijen turlerinin DNA
yapisindaki nukleozid, baz gibi yapilarla reaksiyona girmesi sonucu olusur. Bu
reaksiyonlar DNA nukleozid hasari, DNA baz hasari, DNA seker hasari, zincir kiriklari,
abazik bolgeler, DNA protein ¢apraz baglari, tandem lezyonlar (hidroksil radikalinin
hem baz hem de seker ile reaksiyona girmesi) olarak siralanabilir. Hiicrenin ve canlinin
genetik materyali olan DNA’nin hasarinin en blyuk sebebi reaktif oksijen turleridir.
Hucre, DNA yapisinda meydana gelen hasarlari onarabilecek mekanizmalara sahiptir
ve saglikli bireylerde DNA hasari ¢ok dusuk duzeyde kalmaktadir. Fakat bu onarim
mekanizmalarinin yetersiz kaldigi asiri hasar durumlarinda genetik materyal kalici
olarak zarar gormektedir. Meydana gelen bu DNA hasari karsinogenez ve yaslanma

gibi durumlarin baslangi¢ asamasini olusturur (83).

Uzerinde bulundurdugu fosfat gruplarinin negatif yiiki sebebiyle DNA anyonik
bir yapi gibi davranir ve katyonlari baglama yetene@i mevcuttur. Demir ve bakir gibi
bircok pozitif yukli iyon bu sebeple DNA’ya baglanabilmektedir. Bu katyonlar DNA’ya
surekli bagh bulunabilmelerinin yani sira oksidatif stres altinda hicre iginde bulunan
demirli ve bakirli proteinlerden serbestleserek de DNA’ya baglanabilmektedirler.
Bunun yani sira, DNA yapisinda bulunan 5 karbonlu seker molekull (deoksiriboz) de
demir baglama 6zelligine sahiptir (86). Bu sebeple DNA’da ‘boélge-spesifik’ hidroksil
radikali ataklari meydana gelebilmektedir (Sekil 3).
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NH.

adenin

guanin *OH

Seker-fosfat
omurgas

Sekil 3. *OH radikalinin DNA uzerinde saldirdigi bolgeler

DNA sarmali bir hasara ugradiginda onarim mekanizmalari 6nce hasarin
taninmasi, sonra hasarli kismin uzaklastiriimasi ve son olarak da uzaklastirilan hasarl
kismin boslugunun doldurulmasi seklinde igler. Uzaklastirilan hasarli kisim idrar ile
atilmaktadir. idrardaki DNA hasar driinleri tim viicuttaki belirli bir stiredeki oksidatif

hasarin gostergesidir (87).

Oksidatif hasar ile olusan 30’dan fazla nukleotid bazi (nikleobaz) ¢esidi oldugu
bilinmektedir (88) (Sekil 4). Dort DNA bazi icerisinde guanin bazi, en dliguk redoks
potansiyeline sahip olmasi sebebiyle diger bazlara gore daha kolay okside olur.
Yapilan arastirmalarda da nukleozid hasar parametresi olarak en sik guanin’in tlrevleri
yer almaktadir. 8,5'-siklo-2'-deoksiadenozin (S-cdA) ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

(8-OH-dG), oksidatif DNA nikleozid hasarinin basglica gostergeleridir. Bu hasar
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artnleri DNA onarim enzimleri tarafindan kesilerek uzaklastirilir, periferik dolagima

geger ve idrarla atilir.

2.5.1 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG)

Nukleer ve mitokondriyal DNA'da en sik tespit edilen okside nukleozid 8-OH-
dG’dir. 8-OH-dG yaygin olarak kullanilan hassas bir in vivo oksidatif stres
biyobelirtecidir (89,90). Hidroksil radikalinin guaninin 8. karbon atomu ile reaksiyonu
sonucunda 6énce ana urtin C8-OH eklenti radikali meydana gelir. Daha sonra bu radikal

bir elektron ve proton kaybederek son Urtn olan 8-OH-dG'yi olugturur (Sekil 5).

8-OH-dG mutajenik 6zelliklere sahiptir ve DNA replikasyonu sirasinda adenin

ile yanlis esleserek Guanin-Timin transversiyonuna sebep olmaktadir (91) (Sekil 6).

8-OH-dG stabil yapisi ve kolayca olusma potansiyeli sebebi ile oksidatif DNA
hasar Urlnleri arasinda en sik karsilasilan Grtindur (92). Baz kesip ¢ikarma onarimi ile
DNA zincirinden kesilerek bagka higbir reaksiyona katilmadan uzaklastirilir ve idrarla
atilir. Kolay olgumiu ve mutajenik 6zelliklerinin de etkisiyle galismalarda en ¢ok
arastirilan DNA Grtnd olmustur (93). Bir hicre icinde her gliin ortalama 10° 8-OH-dG
kalintisi Uretildigi bildirilmistir (88,94).

Yukselmis idrar 8-OH-dG duzeylerinin artmis kanser, otoimmun hastalik,
ateroskleroz ve diyabet ile iligkili olduguna dair kanitlar giderek artmaktadir (95-101).
Stein ve arkadaslari erken gebelikte idrarda olcllen artmis 8-OH-dG dulzeylerinin
dusuk kilolu bebekler ve kisalmig gestasyon suresi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir
(102). Non-invaziv olarak elde edilen bir 6rnek olan idrardan o6lgulebilmesi ve toplam
oksidatif DNA hasarini yansitmasi gibi 6zellikleri sebebiyle 8-OH-dG duyarli bir
oksidatif stres biyobelirtecidir (89).
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Sekil 4. Oksidatif hasara ugramig DNA bazlari (84)
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Sekil 5. 8-OH-Gua olugsum mekanizmasi (84)

‘OH + DNA — *‘G=C Hasarli baz

DNA Tamiri
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bhasamaklarda lezyonun l
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DNA sentezinin inhibisyonu lezyonun atlanmasi
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Sekil 6. 8-OH-Gua’nin replikasyona etkisi ve yanlis eslesme sonucu G—T (84)
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2.5.2 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozinler (S-cdA ve R-cdA)

Ayni anda hem seker hem de baz molekulinde hasarin goruldugu bir yapi olan
8-5’-siklo-2'deoksiadenozinler bu yoénuyle tektir ve tandem lezyon olarak da
isimlendirilir. 8-5’-siklo-2’deoksiadenozin’in olugsmasi, oksijen yoklugunda hidroksil
radikalinin nukleozid igindeki seker molekulinun 5.karbonu (C5) ve ayni nukleozidteki
adenin bazinin 8.karbonu arasinda kovalent bagli bir halkasal yapi olugturmasi ile
meydana gelmektedir (Sekil 7). Bu halkasal yapi DNA polimerazin ve transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasina engel olarak transkripsiyon kapasitesini azaltarak gen
ekspresiyonunu dusurdr (103). Oksijen varliginda ise bu reaksiyon inhibe olur ve C5’-
merkezli radikeller meydana gelir (104). Hem S-diastereomeri hem de R-diasteromeri
DNA’nin ¢ift sarmal yapisini bozmaktadir (105).

R-cdA ve S-cdA'nin in vivo kosullarda dugsuk duzeylerde bulunmasi, kimyasal
stabilitesi ve 06zgun yapisi birgok hastaligin belirlenmesinde iyi bir biyobelirte¢

olabilecegini disundurmektedir (104).
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2'-deoxyadenosine

oxidation

—e~,=H*

(5'R)=8,5"=cyclo-2'-deoxyadenosine (5'S)=8,5"cyclo-2'-deoxyadenosine

Sekil 7. 8,5’-siklo-2’-deoksiadenozinlerin olusum mekanizmasi (84)

idrar ile atilan hasarli DNA niikleozidlerinin &lgiimiinde siklikla kullanilan
yontemler immunokimyasal teknikler, yuksek performans sivi kromatografi (high
pressure liquid chromatography, HPLC), gaz kromatografi-kutle spekterometre (gas
chromatography mass spectrometry, GC-MS), sivi kromatografi-kltle spekterometre
(liquid chromatography mass spectrometry, LC-MS) ve sivi kromatografi-tandem kutle
spekterometre (liquid chromatography tandem mass spectrometry, LC-MS/MS) dir.
Jaruga ve ark. dusuk duzeylerde bulunan DNA hasar urlnlerinin saptanmasi ve
kantitasyonlar i¢in yluksek duyarlihk ve ozgulluge sahip yontemlerin kullaniimasi
gerektigini belirtmiglerdir (104). Avrupa Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi
(ESCODD) 8-OH-dG duzeylerinin farkh tekniklerle olgumlerinin kargilastirmasi
sonucunda, en guvenilir yontemin LC-MS/MS oldugu yéninde gorus bildirmigstir (84).
Son yillarda LC-MS/MS ydéntemlerindeki gelismeler nedeniyle 8-OH-dG’nin kantitatif
Olcimunde bu yontemin kullanimi giderek artmaktadir; yakin gelecekte de yuksek
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duyarllik, 6zgulluk ve guvenilirlikle ayni anda birgok analitin kantitasyonunu
gerceklestirebilme kapasitesi nedeniyle tercih edilen bir yontem olacaktir. Biz de
calismamizda hasarli DNA nikleozidlerinin élgimlerini sivi kromatografi-tandem kutle

spektrometre ile gerceklestirdik.

2.6 OKSIDATIF STRES - GDM IiLiSKiSi
Oksidatif stres DNA, protein, lipid, karbohidrat gibi yapilari hedef almasi ve
hasara yol agmasi nedeniyle iskemik hastaliklar, Alzheimer, Parkinson, hipertansiyon,

Tip 2 DM gibi birgok hastaligin patogenezinde yer almaktadir (Sekil 8).
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Bobrek: iskemi-

reperflizyon, Akut

bobrek hastaligi,
Nefrit

OKSIDATIF

STRES GOz: Katarakt,

Akcigerler: Retina ve

Kanser, Astim, makdila

Allerji dejenerasyonu

Deri: Yaslanma,
DIGER: Dermatit,

Yasglanma, Melanom, Sedef
Obezite, Seker Hastaligi

Beyin: Alzheimer,

Migren, Parkinson,

inme

Hastaligi

Sekil 8. Oksidatif stresin iligkili oldugu hastaliklar

Tip 2 DM’de oksidatif stres dizeyinin arttigi birgcok calismada belirtiimigtir
(87,106,107). Hastalik stresince artan glukoz diizeylerinin mitokondride reaktif oksijen
tdrlerinin olusumunu arttirdig1 gdsterilmistir. Mitokondriyal elektron tasima zinciri,
sitokrom p450, endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve NADPH oksidaz ROT’un en
onemli kaynaklarndir (108). Diyabetli hastalarda oksidatif stres gostergeleri olan lipid
hidroperoksidler, isoprostanlar, konjuge dienler, tiyobarbutirik asit reaktif maddeleri
(TBARS) gibi molekulleri artis gdsterirken; glutatyon, katalaz, stperoksit dismutaz
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(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), E ve C vitamini gibi birgok antioksidanin
duzeylerinin azaldigi ¢esitli calismalarda gosterilmistir (109-111). Tip 2 DM’de artmig

oksidatif stresin muhtemel nedenleri su sekildedir:
> Glukozun oto-oksidasyonu
> Glukozun polyol yolagina yénlenmesi
> lleri glikasyon son Uriinlerinin artisi
» Yag asitleri ve lipid peroksitlerin artigi
> Protein kinaz C ve NADH oksidaz aktivasyonu

> Antioksidan dizeylerinin azalmasi veya fonksiyonlarinin bozulmasi

2001 yilinda Brownlee ve arkadaslarinin 6ne surdigu “Unifying hipotezi’ne
goOre, mitokondriyal elektron transport zincirinde artan O2* diger metabolik yolaklarda
degisime sebep olmaktadir. DNA onariminda gérev alan ve oksidatif DNA hasarina
yanit olarak dlzeyleri artan bir protein olan poli ADP-riboz polimeraz 1 (PARP-1),
glikolitik bir enzim olan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GADPH)'In aktivitesini

inhibe ederek glikoliz Urunlerinin birikimine neden olmaktadir (112).

Hamilelik durumunda vicut, oksidatif strese daha duyarh bir hale gelir (58).
Normal gebelikte mitokondriden zengin plasenta ve dolayisiyla bol miktardaki demir ve
bunun gibi gecis elementlerinin varligi yiksek oksidatif stres ortamina yol agmaktadir
(113). Mitokondriyal DNA ayni zamanda nukleer DNA’ya kiyasla ROT gibi
genotoksinlere daha duyarlidir (114). Diyabetten etkilenen gebelerin kord kanlarinda
ROT ve lipid peroksidasyon urunlerinin duzeyleri yuksek bulunmustur (115,116).
GDM'li kadinlarda hiperglisemi, reaktif oksijen turlerinin ylksek miktarda agiga
¢ikmasina neden olur ve diyabetin ilerlemesini hizlandirir. insiilin tireten pankreas beta
hicreleri, zayif bir antioksidan savunmaya sahiptir ve oksidatif stresin zararl etkilerine
daha aciktir. YUksek oksidatif stresin pankreas beta hicrelerini etkileyerek GDM
olusumunu kolaylastirdigi distnulmektedir (117,118).
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Oksidatif stresin gebelik ve gebelik digi diyabet patogenezinde ve
komplikasyonlarin olusum mekanizmasinda rol oynadigi yapilan bazi c¢alismalarla

gOsterilmistir.

Chaudhari ve arkadaslari 20 gestasyonel diyabetli kadinla 2003 yilinda
yaptiklari ¢galismada, GDM’li kadinlarda lipid peroksidasyon drunlerini anlamli olarak
yuksek ve SOD aktivitesini anlamli olarak dusuk bulmuslardir (119). Peuchant ve
arkadaslart 2004'de 27 GDM’li kadinla vyaptiklari c¢alismada GDMlilerde
malondialdehit (MDA) duzeylerini daha ylksek bulunurken, antioksidan ozelliklere
sahip SOD, GPx, plazma vitamin E ve eritrosit vitamin A dizeyleri kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha dusuk bulunmustur (120). Coughlan ve arkadaslarinin 2004
yilinda 49 gebe plasentasi Uzerinde yaptiklari bir calismada, GDM’li gebelerde (24
gebe) plasental 8-isoprostan salinimi kontrol gebelerine gore iki kat yuksek tespit
edilirken SOD aktivitesi ve protein karbonil igerigi de kontrollere gére anlamli olarak
yuksek bulunmustur (113). Surapeni ve arkadaslari ise 2007°’de 20 GDM'’li gebe ile
yaptiklari ¢alismada, ayni sayidaki kontrol grubu gebelerine gére GDM’lilerde MDA’y
daha ylUksek bulurken, antioksidan ozellikleri olan glutatyon (GSH) ve glutatyon—S—

transferaz’t (GST) anlamli olarak daha dusuk bulmuslardir (121).

Karacay ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklari calismada 27 GDM’li gebenin
total antioksidan kapasitesi (total antioxidant status, TAS) kontrol grubu gebelerine
gore anlaml olarak dusuk bulunurken, MDA ve ileri protein oksidasyon belirtecleri
(advanced oxidative protein products, AOPP) anlamli olarak ylksek bulunmustur.
Myeloperoksidaz (MPQO) ve lipid hidroperoksitte (LHP) ise anlamli bir fark
gorulmemigstir (122). Gelisgen ve arkadaslari 2011 yilinda yaptiklar ¢alismada 23
GDM'li gebede protein oksidasyon drunlerinin kontrol grubuna gére anlamli olarak
arttigini ve antioksidan bir enzim olan paraoksonaz (PON1) aktivitesinin anlaml olarak
azaldigini tespit etmislerdir (123). Lopez-Tinoco ve arkadaglarinin 20 kontrole karsilik
53 GDM ile yaptiklari calismada lipoperoksitler (LPO) ve GPx anlamli olarak yuksek
bulunurken, antioksidan Ozelikteki katalaz ve SOD dusuk bulunmustur (124). Li ve
arkadaslan 2014 yilinda yaptiklari calismada kord kaninda telomeraz revers
transkriptaz Gzerinden yaptiklari galismada GDM’li anneler (26 gebe) ve yenidogan
cocuklarda oksidatif stres dizeyi kontrol grubuna goére anlamh olarak yuksek
bulunmustur (125).
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GDM ve oksidatif stres Uzerine yapilan bu galismalarda, Lopez-Tinoco ve Li'nin
calismalari hari¢ hepsi 30'un altinda GDM’li ve esit sayida kontrol gebeleriyle
gercgeklestirilmistir. Ayrica bu caligmalarin hepsinde o6rnek olarak 24. gebelik
haftasindan sonra alinan kan érnekleri kullaniimistir, gebeligin ikinci trimester sonuna

ve Uguncu trimesterine odaklaniimigtir.

Oksidatif stresin vicutta yarattigi hasarlardan biri olan ve bizim tezimizin de
konusu olan oksidatif DNA hasari ile GDM’nin iligkisinin incelendigi calismalara
degerlendirildiginde, literattrdeki ilk calisma olarak Qui ve arkadaslarinin 2011 yilinda
yaptiklari arastirma gorulmektedir. Bu ¢alismada 55 GDM’li ve 43 kontrol gebesinden,
gebeliklerinin 16. haftasinda spot idrar 6érnegi alinmis ve 6rnekler enzim bagl immun
assay (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) ydntemiyle calisiimis.
Analizlerde GDM’li grubun 8-OH-dG duzeyleri anlamli olarak yuksek bulunmustur.
Bunun yani sira, erken donem 8-OH-dG konsantrasyonlarinin ileride GDM tanisi
konan gebelerde, GDM tanisi almayacak olan gebelere gére %26 ylksek oldugunu
tespit etmisler (126). Yine Qui ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptigi baska bir
calismada ise, 19 GDM ve 21 kontrol gebesinin plasentalarinda oksidatif stres
diuzeyleri ile mitokondriyal DNA kopya sayisinin birlikteligi ve plasental oksidatif DNA
hasari (8-OH-dG) arastiriimis ve oksidatif DNA hasari parametresi olan 8-OH-dG ile
plasental mitokondriyal DNA kopya sayisi iligkili bulunmustur. Ancak GDM’li grup ile
kontrol grubunun plasental 8-OH-dG duzeyleri arasinda bir fark gortlmemistir. Bu

calismada da 8-OH-dG duzeyleri ELISA yontemiyle gahgiimistir (127).

Jamil ve arkadaslarinin 2014’de 29 GDM ve 44 kontrol gebesiyle yaptiklari
calismada gebeligin 24. haftasinda serumdan ELISA yontemi ile odlgtlen 8-OH-dG
duzeyleri GDM grubunda anlamli olarak yuksek bulunmustur (128). Ayni ¢alismada
serumdan oOlcilen MDA dizeyi GDM’lerde anlamli olarak yuksek bulunmustur ve
calismaya katilan tum gebelerdeki serum 8-OH-dG ile serum MDA duzeyleri arasinda
orta dizeyde anlamli bir pozitif korelasyon saptanmistir (r=0.67). Yine ayni ¢alismada

glutatyon (GSH) duzeyi GDM’lilerde anlaml olarak dusuk bulunmustur.

Gelaleti ve arkadaslar1 2015 yilinda yuruttikleri galismada gebeleri kontrol (41),
hafif gestasyonel hiperglisemi (24) ve GDM (46) olarak u¢ gruba ayirmiglardir. GDM
icin 75 gr OGTT Carpenter&Coustan kriterleri (aclik 295 mg/dL; 1.saat = 180 mg/dL;
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2.saat 2155 mg/dL; tek kriter tani igin yeterlidir) kullanilirken, hafif gestasyonel
hiperglisemi grubu OGTT’ten GDM tanisi alamayan ama anormal glisemik profile sahip
olan gebelerden olusmustur. Glisemik profilde anormallik ise Gillmer ve arkadaslarinin
onerdigi sekilde aglik = 90 mg/dL vel/veya postprandiyal 2130 mg/dL olarak tarif
edilmistir. Kan ve idrar 6rnekleri 34.haftadan doguma kadar olan suregte toplanmistir.
Parin bazlarindaki oksidatif hasari gostermek igin formamidoprimidin DNA glikozilaz
(FPG) , pirimidin bazlarindaki oksidatif hasari géstermek i¢in Endonukleaz 3 (Endo 3)
enzimlerinin kullanildigi ¢alismada bu parametreler comet assay ile ¢alisilirken idrar
8-OH-dG duzeyleri ELISA ile olgulmuastir. Calismanin sonuglarina gore purin baz
hasari GDM grubunda diger gruplara gore anlamli olarak artmisken, pirimidin baz
hasari hafif gestasyonel hiperglisemi grubunda anlamli olarak yiksek bulunmustur.
idrar 8-OH-dG diizeyleri GDM’de daha fazla olmak tizere iki hiperglisemik grupta da
artmis olarak bulundu ancak bu fark anlamli degildi (32).

Moreli ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari calismada, gebeleri glisemik
acidan siniflandirmada Gelaleti’'nin galismasina benzer bir yontem kullanmistir.
Gelaleti’'nin galismasindan farkli olarak Tip 2 DM’li gebeleri de ¢alismaya alip gebeleri
dort gruba ayirmiglar ve kan drnegini gebeligin 36. haftasinda almiglardir. Ek olarak
dogum sirasinda umblikal kord kani érnegini de almislardir. DNA hasari polimeraz
zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) yontemi ile dl¢iimustir. 45 GDM’li
gebeyi iceren bu galismada GDM ve Tip 2 DM gruplari artmis oksidatif stres ile iligkili
bulunmustur ve bu iki grupta da nukleer ve mitokondriyal DNA hasari artmistir.
Umblikal kord kani DNA hasar miktarlarinda da benzer yukseklik saptanmigtir. Bu
calismadan cikan bir baska sonuca gore, maternal hicreler fetal kan hticrelerine gore
hiperglisemik ortamda hasar gormeye daha yatkidir. Bunun sebebi olarak da fetal
hacrelerin DNA tamir cevabini saglayacak gesitli genleri upregule etmede farkh bir

yetene@e sahip olabilecegi one surulmustur (33).

Zein ve arkadaslarinin 2017 yilinda 14 GDM ve 79 kontrol gebesi ile yaptiklari
calismada DNA hasari yuksek bulunan kadinlarda GDM gelisme riskini logistik
regresyon analizine gore alti kat yuksek bulmusglardir (66). Bu ¢alismada kan ornekleri
24-28. haftalarda toplanmig ve DNA hasari comet assay yontemi ile saptanmigtir. Yine
2017 yihinda Toljic ve arkadaslarinin 37 GDM ve 28 kontrol gebesini kiyasladiklari bir

calismada, GDM grubunun 8-OH-dG duzeyleri anlamli olarak yuksek bulunmustur
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(129). Bu calismada da kan ornekleri gebeligin 24-28. haftalarinda toplanmis ve 8-OH-
dG parametresi ELISA ile galigiimis.

Literatirdeki gestasyonel diabetes mellitus ve/veya hafif gestasyonel
hiperglisemide oksidatif DNA hasarini inceleyen c¢alismalarda GDM’li ve/veya hafif
gestasyonel hiperglisemisi olan gebelerin kan, idrar ve plasenta doku orneklerinde
oksidatif DNA hasari ELISA, PCR veya comet assay yontemleri ile incelenmistir.
Maternal kan, idrar ve kordon kani 6rneklerinde oksidatif DNA hasari dizeyleri (8-
OHdG, pdurin ve pirimidinler) kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis iken, plasenta
dokusunda 8-OH-dG duzeyi agisindan kontrol ve hasta gruplari arasinda fark
bulunmamistir. Ayrica yapilan bu ¢alismalar gebeligin 16-40. haftalari arasinda alinan
ornekler ile gerceklestiriimis, erken dénem (11-14. haftalar) gebelik haftalarinda
oksidatif DNA hasarini inceleyen bir calismaya rastlanmamistir. GDM’li hastalarin idrar
ornekleri ile yapilan galismalarda tek bir Uriner 8-OHdG Olgiminin tim gebelik
boyunca zamana bagli olarak gorilebilen oksidatif stresi yansitmada yeterli
olmayacag bildiriimistir. Bu nedenle, belirli zaman araliklarinda ardisik triner 8-OHdG
ve ayrica diger nukleozidlerin de duzeylerinin dlgumleri, hamilelik sirecinde maternal
oksidatif stres durumunundaki degisiklikleri ve patofizyolojik sonuglari aydinlatmak igin

son derece onemlidir, gereklidir.

Bunun yani sira, gebelerdeki yuksek demir depo dizeyi veya iatrojenik demir
fazlahgi ile oksidatif stres-GDM birlikteliginin incelendigi ¢ok az sayida calismaya
rastlanmistir. Gebelerde demir takviyesinin oksidatif stresi ve GDM'yi tetiklediginin
saptanmasi, guinumuzde rutin olarak uygulanmakta olan gebelere demir replasmani

yaklasiminin sorgulanmasina sebep olacaktir.

Bu bilgiler isiginda gebelerde prospektif bir galisma planlayarak, gebelerden ilk
trimester ve ikinci trimester sonunda topladigimiz idrar 6rneklerinde referans yontem
olan sivi kromatografi-tandem kutle spektrometrik ile hasarli DNA nukleozidlerini
olcumlerini gergeklestirmeyi; elde edilen bulgulari gebelerdeki demir depo duzeyleri ile

kargilastirmayi amagcladik.
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3 GEREG VE YONTEMLER
3.1 ARASTIRMANIN TiPi
Bu tez ¢alismasi, prospektif bir aragtirmadir.
3.2 ARASTIRMANIN YERi VE ZAMANI

Bu calisma Mart 2016 — Agustos 2018 tarihleri arasinda gebelik takipleri icin
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakultesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali Gebe Poliklinigi ve Riskli Gebe Polikliniklerine basvuran gebelerde

yapilmigtir.
3.3 ETIK KURUL ONAYI

Bu calisma Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 18 Subat 2016’da onaylandiktan sonra
baslatildi (Ek-1). Calismaya katilmak isteyen gebelere “Bilgilendiriimis Gonalli Olur
Formu” (Ek-2) okutuldu; calisma hakkinda bilgilendirildi ve yazili onamlari alindi.
Calismaya katilan gebelerden gebeliklerinin 11-14. ve 24-28. haftalarinda sabah idrari

ve kan ornekleri alindi.
3.4. ARASTIRMANIN EVRENi VE ORNEKLEMiI

Arastirmaya dahil olan gebelere, gebeliklerinin 11-14. haftalarinda c¢alisma
hakkinda bilgilendirilerek calismaya katildiklarini kabul ettiklerine dair onam formu
imzalatildi ve sabah ilk idrarlarini yapip getirmeleri igin idrar kabi verildi. Ayni zamanda
bu gebelerin 11-14 haftalik iken aclik kan sekeri, ferritin, kan sayimi (hemogram),

HbA1c analizleri Dokuz Eyliil Universitesi Merkez Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

Daha sonra bu gebelere gebeliklerinin 24-28. haftalarinda oral glukoz tolerans
testi (OGTT) yapildi ve testteki kan glukoz degerlerine gbre gebeler olgu grubu ve
kontrol grubu olarak ikiye ayrildi. 11-14. haftalarda oldugu gibi 24-28. haftalarda da
gebelerden ferritin, kan sayimi (hemogram), HbA1c analizleri Dokuz Eyliil Universitesi

Merkez Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Olgu grubu Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Gebe Poliklinigi'ne bagvuran
gebeler arasindaki GDM (n=33) hastalarindan olugmaktadir.

41



Kontrol grubu ise Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Gebe Poliklinigine
basvuran gebelerde 75 gramlik seker yukleme testinde veya aclik kan gsekeri

analizinde kan sekeri limit degerlerin altinda ¢ikan gebelerden olusturulmustur (n=84).

Gebe Poliklinigi'ne bagvuran gebelerin demografik verileri (yas, gebelik sayisi,
dogum sayisi, demir takviyesi alip almadigi, ek hastaliklari, kullandigi ilaglar ve sigara

Oykusu) kaydedildi. Vicut agirliklari ve kan basinci kaydedildi.

11-14. haftalarda ve 24-28. haftalarda gebelerden toplanan sabah ilk idrar
orneklerinden idrar kreatinini ayni gin Dokuz Eylil Universitesi Merkez
Laboratuvari’'nda calisilirken, kalan idrar érnekleri LC-MS/MS’te gercekletirilecek DNA

nikleozid hasari ¢calismalar baslatilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

Olgu ve kontrol gruplarinin secilmesinde dahil olma ve dislanma kriterleri su

sekilde belirlenmistir.

Arastirmaya dahil edilen GDM hastalarinda kullanilacak olan kriterler:
o 75 gram glukoz yukleme testinde (OGTT);

Aclik plazma glukoz seviyesinin 92 mg/dL ve Uzerinde olmasi
1.saat glukoz degerinin 180 mg/dL ve Uzerinde olmasi
2. saat glukoz degerinin 153 mg/dL ve Uzerinde olmasi
Calismadan diglanma kriterleri;
. 18 yasindan kuguk olmak,

. Akut ya da kronik inflamatuar hastaligi bulunanlar (Enfeksiyonlar, romaoid artrit,
bagd doku hastaliklari, spondilartropatiler, inflamatuar barsak hastaliklari, bazi

karaciger hastaliklari vs)

. Alkol kullanmak,

. Kanser hastaligi 6ykusunin olmasi,
. Hemodializ hastasi olmasi,

. Uzun sureli aghk

42



. Ketoasidozu bulunanlar
. Kronik obstruktif akciger hastaligi dykistnin olmasi,

. New York Heart Association (NHYA) kriterlerine gore evre IlI-1V kalp

yetmezliginin olmasi,

. Herhangi bir sebepten dolay: steroid tedavisi aliyor olmasi veya son Ug¢ ay

icerisinde steroid tedavi dykusunin olmasi,
. istenilen dénemde kan/idrar 6rnegi veremeyecek gebeler

. Cogul gebeligi olanlar

3.5 ARASTIRMANIN DEGiISKENLERI
Aragtirmadaki bagimsiz degiskenler;

e Vicut Kitle indeksi
e Glisemik profil
e Arteriyal Tansiyon

e Hastanin kanindaki demir depo duzeyleri
Arastirmadaki bagimli degiskenler;

e Hastanin idrarindaki 8-OHdG, S-cdA ve R-cdA duzeyleri
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3.6 VERi TOPLAMA ARAGLARI

3.6.1 Kullanilan Cihaz, Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Calismamiz esnasinda kullanila cihazlara Tablo 8‘de, kimyasal malzemeler ve

sarf malzemelerine ise Tablo 9 ve Tablo 10’da yer verilmistir.

Tablo 8. Caligmada kullanilan cihazlar

Cihaz adi Marka Model
Otoanalizor Beckman Coulter, ABD AU5800
Otoanalizor Beckman Coulter, ABD DXI1800
Otoanalizor (Kan Sayim) Beckman Coulter, ABD LH780

HPLC Tosoh, Japonya G8

HPLC Shimadzu, Japonya 20 AD

MS/MS Tandem Kitle AB SCIEX, ABD 4000 Q TRAP
Spektrometre

Derin Dondurucu Thermo, ABD 88000
Buzdolabi UQur, Tarkiye USS 748 DIKL

SpeedVac (Konsantrator

Savant ISS 110, ABD

SC210A SpeedVac Plus ve

Sistemi) RVT 4104 sogutulmus buhar
tuzagi

Santrifij Nuve, Turkiye NF 800R

Santriflj Sigma, ABD 2K15C

Otomatik Pipet Thermo, ABD Eppendorf Research

Otomatik Pipet Thermo, ABD Eppendorf Scientific

Saf Su Cihazi Millipore Milli Q, Almanya ZLX55003Y

Vortex WiseMix-Wisd, Almanya VM 10

Isitici Blok Wisd, Almanya HB-48

pH Metre JP selecta, ispanya PH-2005

Hassas terazi Precisa, isvigre XB 220A
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Tablo 9. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Kit Adi Yontem Katalog Firma

Numarasi
Kreatinin Kolorimetrik OSR6178 Beckman Coulter, ABD
Ferritin Kemiliminesans immunoassay | 33020 Beckman Coulter, ABD
Hemogram Empedans 8547195 Beckman Coulter, ABD
HbAlc HPLC 018431L Tosoh, Japonya
Tris Tamponu 252859 Sigma, ABD
Sodyum asetat S8750 Sigma, ABD
(CH3COONa)
Metanol 10696118 Merck, Almanya
Alkalen Fosfataz 12515221 Roche, isvicre
Asetonitril 1622530 Merck, Almanya
Formik Asit K42429564 Merck, Almanya
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Tablo 10. Caligmada kullanilan sarf malzemeleri

Kit Adi

Marka/Model

Kullanim amaci

Polipropilen Tup

ISOLAB, Almanya

Hasarli DNA Nukleozidlerinin 6érnek

(15 mL"lik) hazirlik agsamasi

Eppendorf Tip LP Italiana, italya Hasarli DNA Nukleozidlerinin 6érnek
L111540 hazirlik agsamasi

Cam vialler Thermo Scientific, ABD Hasarli DNA Nukleozidlerinin LC-
Chromacol 10003264 MS/MS cihazina aktarimi

insert vialler Fisher, ABD Hasarli DNA Nukleozidlerinin LC-
401BS-530 MS/MS cihazina aktarimi

Filtreli Santrifij Pall, ABD Hasarli DNA Nukleozidlerinin érnek

Tapd Nanosep 3K OMEGA hazirlik agamasi

C18 HPLC Agilent, ABD LC-MS/MS
Zorbax SB Aq

Kati Faz Waters, ABD Hasarli DNA Nukleozidlerinin érnek

Ekstraksiyon Oasis HLB 3 cc(60 mg) hazirlik asamasi

Kartusu

8-OH-dG Standardi | NIST, ABD Hasarli DNA nukleozidlerinin kantitatif

analizi

8-OH-dG internal NIST, ABD Hasarli DNA nikleozidlerinin kantitatif

Standardi analizi

S-cdA Standardi NIST, ABD Hasarli DNA nikleozidlerinin kantitatif

analizi
S-cdA ve R-cdA NIST, ABD Hasarli DNA nukleozidlerinin kantitatif

internal Standardi

analizi

3.6.2 idrarda hasarli DNA Niikleozidlerinin Kantitasyon Yoéntemi

Calismada olgu ve kontrol gruplarindan alinan idrar 6rneklerinde hasarli DNA
nikleozidlerinin diuzeyleri LC-MS/MS SID-MRM (Stabil izotop dilisyonu-Coklu

reaksyion izleme) yontemi ile belirlendi.
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3.6.2.1 Hasarli DNA Nukleozidlerinin Ekstraksiyon Basamaklari

» DNA nukleozidlerinin analizinde sabah ilk idrari 6rnegi kullanildi. Ekstraksiyon
oncesinde bir miktar idrar orneginden kreatinin olgimu yapildi.

» Ekstaksiyon icin 1.3 mL idrar drnegi igine stabil izotoplar ile isaretlenmis
internal standartlar, 8-OH-dG'"NS, S-cdA'™NS ve R-cdA™NS eklendi.

> Internal standart (IS) eklenmis érnekler oda isisinda 1000 g'de 15 dk
santrifijlendi.

» Supernatanlar siringa filtreleriyle (gozenek ¢api 0.22 pm) filtrenelerek bir
sonraki tipe aktarildi.

» Kati faz ekstaksiyon kartusu (60 mg) 1 mL metanol ile aktive edildi, 15 dakika
kurumasi beklendi ve sonrasinda 2 ml distile H20O ile yikandi.

» IS eklenmis ve filtrelenmis 1 mL idrar 6rnegdi kati faz ekstraksiyon kartusuna
yuklendi ve devaminda kartus 2 mL distile H20O ile yikand1.

> Ornekler %30 Metanol ile ekstrakte edildi ve SpeedVac ile kurutuldu.

» Kurutulmus 6rnekler 100 pL digestion buffer (10 mM Tris tamponu pH 7.5, 1 M
NaAsetat) ile ¢oziuldia ve 1 uL 22 U Alkalen Fosfataz eklenerek 37°C’de 1 saat
inklbe edildi.

> Inkiibasyon sonrasinda 14000 G’de 10 dakika santrifiijlenen érnekler
ultrafiltrasyon membranlari ile 5000 G’de 50 dk filtrelendi.

> Ornekler HPLC viallerine aktarildi ve LC-MS/MS analizleri gergeklestirildi.

3.6.2.2 LC-MS/MS SID-MRM

SID-MRM LC-MS/MS, ileri dogruluk ve 6zgullige sahip bir dlgim metotudur.
GuUnumuzde vitamin, hormon, biyolojik aminler, metabolik hastalik taramasi,

toksikolojik ila¢ duzeyi tayini gibi birgok alanda kullaniimaktadir.

LC-MS/MS sisteminde analizi yapilacak maddeler ilk agsamada, MS ile ardisik
yer alan HPLC de ayrimlanir. Analitler, sivi kromatografide sabit faz ve hareketli faz ile
farkh etkilesimlere girerek kolon igerisinde farkli hizlarda hareket ederler ve kolonu
farkli zamanlarda terk ederler. Kolonu terk eden maddeler bir sonraki asama kutle

spektrometresi cihazina gecerler.
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Kltle spektrometresinin temel prensibi, analitleri molekuler kutlelerine ve
yuklerine gore tanimlayip kantitasyonunu yapmaktir. Analitler elektriksel bir alanda gaz
fazinda iyonize olur ve sonrasinda bir dedektor tarafindan kutle/ytk (m/z) oranina gore
kantite edilir. iyonizasyon kayna@i molekdilleri uyararak yiiklii iyonize molekiiller haline

getirir ve bu molekullerin katle/yuk oranlari kutle spektrometresinde olgulur.

Elektrosprey iyonizasyon (ESI) en sik kullanilan MS iyonizasyon
yontemlerinden biridir ve biz de ¢alismamizda bu iyonizasyon teknigini kullandik. Bu
yontemde sivi 6rnek bir igne ucundan puskurtilerek nitrojen gazi ve yuksek sicakhgin
etkisiyle kararsiz yukli damlaciklar haline getirilir. Damlaciklarin etrafindaki sivi faz
buharlagir ve bu damlaciklar kutle analizori kismina gelir. Kutle analizérindeki
elektriksel alan belirli iyonlarin gecigine izin verirken, istenmeyen diger iyonlari tutarak

bir m/z filtresi gorevi gorur.

iki kiitle analizériiniin arka arkaya geldigi sistemelere Tandem MS ismi verilir.
Tandem MS’lerde iki kitle analizoéri arasindan bir ¢carpisma odacigi yer alir. Bu ara
kisimda kuitle analizi yapilmaz ama fragmentasyon ve iyonlarin transit gecisi icin

gerekli ortam saglanir.

Katle analizorlerinin kullanim amaglarina gore farkh c¢esitleri vardir. Bizim
¢calismamizda kullandigimiz tandem kutle analizora triple quadrupole-lineer iyon trap
(QQQ/LIT) ozelligindedir. QQQ/LIT Tandem MS 06zelliginde olup analitlerin mutlak
kantitasyonuna ve kalitatif karakterizasyonunu belirlemeye yarayan bir hibrid kuitle
analizérudur. Triple quadrupole kutle analizérlerinde cesitli amaclara yonelik farkh

tarama modlari kullaniimaktadir;

e Oncil iyon
e Uriin iyon
o Notral kayip

e Coklu reaksiyon izleme (Multipl Reaction Monitoring — MRM)

Calismamizda c¢oklu reaksiyon izleme (MRM) tarama modu kullaniimistir. MRM’de
birinci quadrupolde (Q1) dnceden cihaza tanimi yapilmis m/z degerindeki molekullere
ait ana iyon segilir. ikinci quadrupol (Q2) ayni zamanda garpisma odacigi (collision
cell) adini da alir. Burada, Q1’de segilmis olan iyonlar N2, Ar, He gibi inert gazlarla
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carpistirihr ve pargalarina ayirilir (fragmente iyon, Uran iyon olusumu). Q2’de olusan
urun iyonlar Q3’e geldiginde belirlenen m/z degerindeki Urdn iyonlar segilir. Segilen
ana iyon/urun ikilisi (transition) detektdre ulastiginda m/z degerine karsi iyonlarin sinyal

yogunlugu (intensite) kitle spektrumu olarak kaydedilir (Sekil 9).

R-cdA, S-cdA R-cdA, S-cdA
m/z 250 m/z 250 =164
R-cdALSN. , S-cdAISN, -— . R-cdAI5N, , S-cdAT5N,
m/z 255 m/z 255 2169
8-OH-dG . @ soHdc
e
m/z 284 m/z 284 - 168
8-OH-dG °N. 8-OH-dG >N,
m/z 289 Q1 Q2 Q3 m/z289 - 173
» a -t
anaiyon fragmentasyon driiniyon
m/z m/z

Sekil 9. Tandem MS sematik gosterimi ve g¢alismamizda olgtiigumiiz

analitler
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Sekil 11. 8-OH-dG fragmentasyonu

Yiiksek Performans Sivi Kromatografi Kosullari

Calismamizda kullanilan HPLC cihazi Shimadzu Prominence moduler
sistemdir. Bu modduler sistem, pompa sistemi (LC-20AD), oto-6rnekleyici (SIL-20AC
HT), degasser Unitesi (DGU-20A3) ve kolon firini (CTO-10AS) igermektedir.

idrar érneklerinde niikleozid hasar parametreleri C18 kolonu (Agilent Zorbax SB
Aq) ve guard kolonu (Agilent Eclipse XDB) ile 37°C’de 0,3 mL/dk akis hizinda

ayrimlandi. Mobil faz olarak % 0,1 formik asit iceren distile su (A) ve % 0.1 formik asit
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iceren asetonitril (B) kullanilarak gradient analiz gerceklestirildi. Enjeksiyon hacmi

standartlaricin 10 yL, idrar drnekleri igcin 30 uL olup toplam analiz zamani 26 dakikadir.
Tandem Kiitle Spektrometre Kosullari

Calismada kullanilan Tandem MS cihazi elektrosprey iyonizasyon kaynagi
(Turbo V®) ile bagli 4000 QTRAP (AB SCIEX, ABD) modelidir. Azot jeneratdru (Peak

Scientific) ve vakum pompasi (Oerlikon) da igermektedir.

Tandem MS’te analizler MRM modunda gerceklestirildi ve nikleozid hasar
parametreleri icin pozitif iyonizasyon kullanildi. Olgimiin givenilirligini arttirmak adina
¢alismanin basinda her bir 6rnege stabil izotoplarla isaretlenmis internal standart (I1S)
eklendi. Bu sayede Tandem MS oncesi (ekstraksiyon problemleri, HPLC/kolon
problemleri) veya tandem MS kosullarinda (iyonizasyon vb.) olusabilecek degisiklikler
normalize edildi. Stabil izotoplarla isaretli IS’lerin kimyasal 6zellikleri, kromatografi ile
ayrimlanma ozellikleri, iyonizasyon etkinligi ve fragment iyon dagihmlari hedef analit
ile ayni iken, daha yuksek molekuler kutleye sahip olmasi nedeniyle m/z orani farkhdir.

Biz bu calismamizda internal standart olarak °>N atomunu kullandik.

Calismamizda analizi yapilan hasarli DNA nukleozidlerinin ve onlarin internal
standartlarinin m/z orani ve alkkonma zamanlari Tablo 11’de gosterilmistir. Hasarl
DNA nukleozidlerinin duzeyleri idrar kreatinin degerleriyle oranlanarak hesaplandi
(130).
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Tablo 11. Hasarli DNA niikleozidlerinin iyon c¢iftleri ve allkonma zamanlari

Ana iyon/urun iyon ciftleri Alikonma Zamani
ve kutle/yuk oranlari (dk)
(m/z)
8-OH-dG 284 — 168 4.32
8-OH-dG-Ns 289 — 173 4.31
R-cdA 250 —164 2.24
R-cdA-1°Ns 255 — 169 2.21
S-cdA 250 — 164 3.82
S-cdA-*Ns 255 — 169 3.81

3.6.3 Hemogram Olgiim Yéntemi

Hemogram analizi tam kan numunelerinde DEUTF Merkez Laboratuvarr’nda

Beckman Coulter LH780 kan sayimi analizorinde gerceklestirildi.
3.6.4 HbA1c Olgiim Yontemi

HbA1c analizi tam kan numunelerinde DEUTF Merkez Laboratuvar’'nda Tosoh
HLC-723 G8 glikohemoglobin analizérinde gergeklestirildi. HbA1c pik alani tim

hemoglobin pik alanlarina oranlanarak % sonucu hesaplandi.
3.6.5 Ferritin Olgiim Yéntemi

Serum orneklerinde ferritin dlctimi DEUTF Merkez Laboratuvari’'nda Beckman

Coulter DxI analizérinde kemiliuminesans immunoassay yontemi ile gerceklestirildi.
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3.6.6 Kreatinin Olgiim Yéntemi

Toplanan idrar 6rneklerinde kreatinin 6lgimi DEUTF Merkez Laboratuvar’'nda

bulunan Beckman Coulter AU-5800 analizériinde kolorimetrik yontem

reaksiyonu) ile gercgeklestirildi.

(Jaffe
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3.7 ARASTIRMA PLANI VE TAKViMi

Temmuz 2015 — Aralik 2015 =  Tez Onerisi hazirlanmasi

= Tez 6nerisi sunumu ve kabull

Subat 2016 = Etik Kurul onayi

* Proje 6nerisinin hazirlanmasi

Mart 2016 = QOrnek toplama baslangici
Mart 2016 — AQustos 2018 = Biyokimyasal analizler
Haziran 2016 = Projenin kabul edilmesi

= Malzeme alimlari

Mart 2018 = LC-MS/MS 6n calismasi

Agustos 2018 = QOrnek toplama asamasinin bitirilmesi

= |C-MS/MS analizleri

Eyldl - Ekim 2018 = | C-MS/MS analizleri

» [statistiksel analizler

Ekim 2018- Mart 2019 = Tezyazimi

3.8 VERILERIN DEGERLENDIRILMESi

istatistiksel degerlendirmeler ‘SPSS for Windows 22.0’(USA) programi ile
yapildi.

Parametrelerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov ve Saphiro
Wilk testleri ile degerlendirildi. Bagimsiz gruplarin karsilastirlmasinda Bagimsiz T
(Independent T) testi uygulandi. Bagimh gruplarin kiyaslanmasinda ise Paired T testi
uygulandi. Gruplar arasindaki DNA hasar parametreleri agisindan farkin anlamliligina

ek hastaliklarin varliginin, sigara kulanma durumunun, yas ve VKi'nin etki edip
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etmedigi kovaryans analizi (ANCOVA) ile test edildi. Iki degisken arasinda bag olup
olmadigini anlamak igin Ki-kare testi uygulandi. Korelasyon analizleri Pearson’s test

ile gergeklestirildi.
3.9 ARASTIRMANIN KISITLILIKLARI

Gebelerden hem birinci trimester hem de ikinci trimesterde ornek alinmasi ve
bundan kaynakli gebe takibi, ¢alismanin ana zorlugunu olusturdu. Gebelerin bu

donemde sehir/hastane degisikligi yapmasi birgok gebeye ulagiimasini engelledi.

Bunun yani sira, sabah ilk idrar 6rneginin istenmesi ve gebelerin bu yuzden
idrarlarini o anda yapmak yerine bir sonraki randevusunun oldugu gun veya bagka bir

gunun sabahi yapip getirmek zorunda olmasi érnek alimini zorlastirdi.

Yaklagik olarak 3 gebeden biri seker yukleme testini yaptirmak istemedi.

Gebelerdeki eksik HbAlc sonuglari galismamizin etkisini bir miktar azaltt.

DNA hasar parametrelerinin Olcimunde vyararlandigimiz tandem kutle
spektrometre cihazinda yasadigimiz teknik sorunlar nedeniyle bazi gecikmeler ortaya
cikti.
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4 BULGULAR
4.1 GALISMA GRUBUNU TANIMLAYICI BULGULAR

4.1.1 Yas ve Viicut Kitle indeksi Verileri (Demografik Veriler)

Calismamiza 84°G saglkl, 33’0 Gestasyonel Diyabetes Mellitus’lu 117 gebe
katilmistir. Olgu ve kontrol grubunun yas ve viicut kitle indeksi (VKI) verileri Tablo
12‘de mevcuttur.

Tablo 12. Gebelerin yas ve VKI verileri

Kontrol grubu GDM grubu

(n=84) (n=33)

OrtalamazSS Ortalamaz%SS

29,1545,74 30,4545,16

Yas (yil)
VKi (kg/m?) 25,43+4,62 25,59+3,47

Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

Kontrol ve GDM gruplarina ait demografik veriler arasinda anlamli bir fark

bulunmadi.
4.1.2 Onceki Gebeliklerden GDM Varhg:

Calismaya dahil edilen 117 gebeden yalnizca 1’inin (%0.85) o6nceki
gebeliklerinde GDM gegcirdigi tespit edilmistir. Sayi ¢cok az oldugu igin istatiksel olarak

ayri bir degerlendirme yapilmamistir.
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4.1.3 Ek Hastalik

Calisma grubumuza dahil ettigimiz toplam 117 gebeden 19 gebede hipotiroidi, 14
gebede hafif derecede anemi, U¢ gebede sedef, ikiser gebede astim, mitral valv
prolapsusu ve talasemi tasiyiciligi mevcuttu. Bu gebelerin yani sira birer gebede
preeklampsi, polikistik over, hipertiroidi, eklem romatizmasi, aritmi, bobrek tasi
bulunmaktadir. Gruplardaki ek hastalik varliginin DNA hasari parametreleri Uzerine

etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.
4.2 BiYOKIMYASAL ANALIZLER
4.2.1 Rutin Parametreler

Olgimii yapilan rutin biyokimyasal parametre sonuglari Tablo 13'te yer
almaktadir. ilk trimester verilerine gére GDM'li grubun aclik kan sekeri, normal glukoz
toleransina sahip kontrol grubu gebelerine gore anlaml olarak yuksek bulundu
(p<0.001) (Sekil 12). GDM’li gebelerin ilk trimester ferritin ve HbA1c parametreleri
kontrol grubuna gére yiiksek olsa da, bir anlamlilik saptanmadi (p=0.182, p=0.084). ilk
trimester hemoglobin degerleri ise iki grupta yaklasik ayni idi (p=0.925).

GDM’li gebelerde altinci ayda yapilan OGTT 0, 60 ve 120. dk glukoz degerleri
normal glukoz toleransina sahip gebelere gore anlamli olarak yuksek bulundu
(p<0.001) (Sekil 13). GDM’li gebelerde ikinci trimester sonu ferritin ve HbA1c dederleri
kontrolere gore yuksek olsa da, anlamli bir fark bulunamadi (p=0.256, p=0.182). 6. ay

hemoglobin degerleri ise iki grupta ayni bulundu.
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Tablo 13. GDM’li ve normal glukoz toleransina sahip gebelerin rutin

biyokimyasal parametrelerinin karsilastiriimasi

Normal glukoz GDM'li gebeler

toleransina sahip

gebeler

(n=84)

Ortalama#SS

(n=33)

OrtalamazSS

p degeri

AKS mg/dL 81,79+10,29 92,97+19,46 <0,001*
Ferritin ng/mL 15,3010,67 20,01+19,07 0,182
Hemoglobin g/dL 12,13+0,95 12,15+0,96 0,925
Hemoglobin Alc% 5,13+0,31 5,28+0,42 0,084
OGTT Glukoz
75,8217,21 87,39+10,27 <0,001*
(0. dk) mg/dL
OGTT Glukoz
122,61+27,21 184,68+23,32 <0,001*
(60.dk) mg/dL
OGTT Glukoz
102,89+17,91 143,34+24,62 <0,001*
(120. dk) mg/dL
Ferritin ng/mL 9,93+7,85 12,80+17,80 0,256
Hemoglobin g/dL 11,31+0,98 11,32+1,24 0,974
Hemoglobin Alc% 5,06+0,31 5,24+0,51 0,182

*Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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Calismamiza katilan gebelerin rutin biyokimyasal parametrelerinin Gguncu ve
altinci ay degerleri karsilastiriidiginda; hem GDM hem de kontrol grubunun
hemoglobin degerlerinin 3. aydan 6. aya anlamli olarak azaldidi saptanmistir
(p<0,001). Bunun yani sira kontrol grubunda AKS, ferritin ve HbA1c duzeyleri 3. aydan
6. aya anlamli olarak azalmigtir (p<0,001, p=0,035) (Tablo 14) (Tablo 15).

Tablo 14. GDM grubunun rutin biyokimyasal parametrelerinin 3. ve 6. ay

sonugclari karsilagtiriimasi

GDM grubu GDM grubu

3. ay 6. ay

p degeri

Ortalamaz#SS Ortalamaz#SS

AKS mg/dL 92,97+19,46 87,39+10,27

Ferritin ng/mL 20,01£19,07 12,80+17,80 0,101

Hemoglobin g/dL 12,15+0,96 11,32+1,24 <0,001*

5,24+0,51

Hemoglobin Alc% 5,28+0,42

*Gruplar Paired T testi ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamhdir.
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Tablo 15. Kontrol grubunun rutin biyokimyasal parametrelerinin 3. ve 6. ay

sonuglari karsilasgtiriimasi

Kontrol grubu Kontrol grubu

3. ay 6. ay

Ortalamaz#SS OrtalamazSS

AKS mg/dL 81,79+10,29 75,82+7,21 <0,001%**

Ferritin ng/mL 15,30+10,67 9,93+7,85 <0,001**

Hemoglobin g/dL 12,13+0,95 11,31+0,98 <0,001**

Hemoglobin Alc% 5,13+0,31 5,0610,31

* **Gruplar Paired T testi ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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4.2.2 Oksidatif DNA Hasari Belirtecleri

Kontrol ve GDM gruplarindan toplanan idrar orneklerinde;

8-OH-dG

S-cdA

R-cdA'in kantitatif analizleri LC-MS/MS SID-MRM yontemi ile gergeklestirildi.
Olglimi yapilan oksidatif DNA hasari belirtegleri sonuglari Tablo 16’da yer
almaktadir. Otuz ti¢ GDM’li ve 84 kontrol gebenin verilerini kiyasladigimizda,
GDM grubunun 3. ay 8-OH-dG duzeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak
yuksek bulundu (p=0,006). GDM'li gebelerin 6. ay 8-OH-dG duzeyleri de kontrol
grubuna gore yuksek bulunmakla birlikte istatistiksel bir anlamhlik gdstermedi
(p>0.05) (Sekil 14). Diger nukleozid hasar parametreleri agisindan iki grup

arasinda fark bulunmadi.
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Tablo 16. GDM’li ve kontrol grubu gebelerin oksidatif DNA hasari idrar belirteg

diizeylerinin karsilastiriimasi

Kontrol grubu GDM grubu

(n=84) (n=33)

Ortalamaz%SS OrtalamazSS

8-OH-dG

1,355+0,581 1,847+1,178 0,006*
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,03740,035 0,038%0,032
8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,014+0,007 0,014+0,004
8
(nmol/mmol kr)
8-OH-dG
1,317+0,557 1,487+0,821
8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,050+0,059 0,040+0,025
8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,016%0,008 0,014+0,005

(nmol/mmol kr)

* Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamhdir.

8 p>0,05
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Sekil 14. Kontrol ve GDM grubunun idrar 8-OH-dG duzeylerinin karsilastiriimasi

(a:Uglincii ay, b:Altinci ay)

*p<0.05, Kontrol grubu Uguincu ay idrar 8-OH-dG dizeyleri ile kiyaslandiginda
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Gebelerde 8-OH-dG igin belirlenmis bir referans aralik bulunmamaktadir. Biz
calismamizda kontrol grubu gebelerini 3. ay 8-OH-dG duzeylerine gore dusukten
yuksege gore siralayip, 50 persantili 8-OH-dG igin esik deger (8-OH-dG>1,190
nmol/mmol kreatinin) olarak belirledik. Tum gebeleri bu esik degere gobre
degerlendirdigimizde, 3. ay 8-OH-dG’si dusuk ¢ikan 51 gebenin %17,6’s1 ikinci
trimester sonunda GDM tanisi alirken, ylksek ¢ikan 66 gebenin %36,3'0 GDM tanisi
almistir. 3. ay 8-OH-dG duzeyleri yuksek cikan gebelerde GDM gelisme orani disuk
cikan gebelere gore anlamli olarak ylksek olarak bulunmustur (p=0,038) (Tablo 17).

Tablo 17. Uglincii ay 8-OH-dG esik deger diizeyine gore gebelerde GDM
gelisimi

Tum

gebeler

9 51

(%17,6)
3.ay
8-OH-dG
diizeyine gore (%36,3)

H1,190 nmol/mmol kreatinin esik deger olarak alindiginda
*p=0,038
Gruplar arasindaki fark Ki-kare testi ile karsilastirilmistir.
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Bizim ¢alismamizda esik deger olarak kontrol grubunun hem 50 persantili hem
de 3. ay median degeri olan 81 mg/dL baz alindidinda, ugincu ay AKS'i dusuk (81
mg/dl ve daha dusik) ¢ikan 58 gebenin %18,9'u ikinci trimester sonunda GDM tanisi
alirken, yuksek (>81 mg/dL) ¢ikan 59 gebenin %37,2’si GDM tanisi almistir. 3. ay AKS
duzeyleri yuksek c¢ikan gebelerde GDM gelisme orani dusuk ¢ikan gebelere gore
anlaml olarak yuksek olarak bulunmustur (p=0,039) (Tablo 18).

Tablo 18. Uglincii ay aclik kan sekeri esik deger diizeyine (81 mg/dL) gére
gebelerde GDM geligimi

Tim

gebeler

11 58

(%18,9)
3. ay
AKS dizeyine
. o Yiksek 22 59
gore (%37,2)

B81 mg/dL kan sekeri esik deger olarak alindiginda
*p=0,039
Gruplar arasindaki fark Ki-kare testi ile karsilastirilmistir.
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Gebeligin ilk aylarinda cogu merkezde AKS Ust siniri olarak erigkinlerde oldugu
gibi 100 mg/dL kullaniimaktadir. 92 mg/dL ise gebelerde OGTT aclik kan sekeri Ust
siniridir. Biz bu ¢alismamizda tim gebeleri 3. ay AKS agisindan 92 mg/dL’ye gore
gruplandirdigimizda, tglnci ay AKS'i dusuk ¢ikan 92 gebenin %22’si ikinci trimester
sonunda GDM tanisi alirken, ylksek ¢ikan 25 gebenin %48’i GDM tanisi almistir.
Uclincl ay AKS diizeyleri 92 mg/dL esik degerine gore yiiksek ¢ikan gebelerde GDM
gelisme orani dusuk ¢ikan gebelere gore anlamli olarak yuksek olarak bulunmustur
(p=0,022) (Tablo 19).

Tablo 19. Ugiincii ay aghk kan sekeri esik deger diizeyine (92 mg/dL) gére
gebelerde GDM geligimi

Tum

gebeler

21 92

(%22,8)
3.ay
AKS diizeyine
.o Yiksek 12 25
gore (%48,0)

H92 mg/dL kan sekeri esik deger olarak alindiginda
*p=0,022
Gruplar arasindaki fark Ki-kare testi ile karsilastirilmistir.

Calismamizda inceledigimiz oksidatif DNA hasar parametrelerinin GgUncu ay ve
altinci aylar arasindaki degisimleri degerlendirildiginde, 8-OH-dG duzeyleri hem
kontrol hem de GDM grubunda tglncu aya kiyasla altinci ayda dusis gdsterse de, bir
anlamhlik saptanmamustir. incelenen diger oksidatif hasar belirtecleri agisindan, gerek
kontrol gerekse GDM gruplarina ait 3. ay ve 6. ay sonuglari arasinda anlamli bir fark
bulunmadi (Tablo 20) (Tablo 21).
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Tablo 20. GDM grubunun idrar 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin 3. ve 6. ay

sonuglari

Sl GDM grubu

3. ay 6. ay

Ortalama#SS OrtalamazSS

8-OH-dG

1,942+1,267 1,487+0,821

(nmol/mmol kr)

S-cdA
0,040£0,035 0,040+0,025 0,711
(nmol/mmol kr)

R-cdA

0,014+0,005 0,014+0,005 0,611
(nmol/mmol kr)

Gruplar Paired-Samples T ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamhidir.

Tablo 21. Kontrol grubunun idrar 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin 3. ve 6. ay

sonugclari

Kontrol grubu Kontrol grubu

3.ay 6. ay

Ortalama#SS Ortalamaz#SS

8-OH-dG
1,413+0,608

1,317+0,557
(nmol/mmol kr)

S-cdA
0,037+0,034 0,050+0,059 0,175
(nmol/mmol kr)

R-cdA
0,015+0,006

0,016%0,008
(nmol/mmol kr)

Gruplar Paired-Samples T ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

Calismamiz sonuglari ferritin dizeyleri agisindan degerlendirildiginde, her iki

trimester icin GDM’li gebeler ile kontrol grubu arasinda bir fark saptanmazken, tim
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gebeler 3. ay ferritin dizeylerine gore dusikten yuksede goére siralandiginda, 50
persantilin Uzerindeki gebelerin (ferritin = 13,0 ng/mL) 3. ay 8-OH-dG ve R-cdA
degerleri 50 persantil altindaki gebelere gére anlamli olarak ylksek bulundu (p=0,034,
p=0,009) (Tablo 22) (Sekil 15) (Sekil 16).

Tablo 22. Tum gebelerde ug¢iincu ay ferritin 50 persantil degerlerine gore idrar

nukleozid hasar sonuglari

Tim gebelerde 3. ay Tim gebelerde 3. ay

Ferritini 13,0 ng/mL ve

Ferritini 13,0 ng/mL’nin

ek alErE tizerinde olanlar®
Ortalama+SS Ortalama+SS p degeri
8-OH-dG
1,354+0,774 1,646+0,848 0,034*
3. (nmol/mmol kr)
A S-cdA
0,032+0,025 0,042+0,041 8
' (nmol/mmol kr)
R-cdA
0,013+0,006 0,01610,006 0,009*
(nmol/mmol kr)
8-OH-dG
1,428+0,738 1,320%0,569 8
(nmol/mmol kr)
6.
S-cdA
A 0,05610,068 0,03910,026 8
(nmol/mmol kr)
Y
R-cdA
0,016%0,009 0,015%0,006 8

(nmol/mmol kr)

*Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
8 p>0,05

¥TUm gebeler ferritin dizeylerine gore siralandiginda 50 persantilin altinda olanlar (n=58)

°Tuim gebeler ferritin diizeylerine gore siralandiginda 50 persantilin izerinde olanlar (n=58)
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1,646

1,4 A

1,2 A

0,8 A

0,6 -

0,4 A

3.ay idrar 8-OH-dG (nmol/mmol kreatinin)

0,2 A

M 3.ay Ferritin<50p
(<13,0 ng/mL)

M 3.ay Ferritin>50p
(>=13,0 ng/mL)

Sekil 15. Ugiincii ay ferritin diizeylerine gére tiim gebelerde idrar 8-OH-dG

duzeylerinin karsilagtinimasi (50 persantil esas alinarak)

*p<0.05, Tum gebelerde 3. ay Ferritin < 50 persantil olanlarin 3. ay idrar 8-OH-dG duzeyleri

ile kiyaslandiginda
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Sekil 16. Ugiincii ay ferritin diizeylerine gore tiim gebelerde idrar R-cdA

dizeylerinin karsilastirnimasi (50 persantil esas alinarak)

*p<0.05, Tum gebelerde 3. ay Ferritin < 50 persantil olanlarin 3. ay idrar R-cdA dizeyleri ile
kiyaslandiginda

GDM grubu gebeleri 3. ay ferritin dizeylerine gore dustkten yiuksede goére
siralandiginda, 50 persantilin Uzerindeki gebelerin (ferritin=14,8 ng/mL) 6. ay R-cdA
degerleri yiiksek bulunsa da anlamlilik gdstermedi (p=0,093) (Tablo 23). incelenen

diger oksidatif hasar belirteclerinde anlamli bir fark bulunmadi.
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Tablo 23. GDM’li gebelerde liglincii ay ferritin 50 persantil degerlerine gore

idrar niikleozid hasar sonuglari

GDM'’lilerde 3. ay Ferritini] GDM’lilerde 3. ay Ferritini

14,8 ng/mL’nin altinda 14,8 ng/mL ve lizerinde

olanlar¥ olanlar®

Ortalama+SS Ortalama+SS

8-OH-dG

1,72311,666 1,979+1,214 8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,041+0,043 0,035+,016 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,013+0,005 0,014+,003 8
(nmol/mmol kr)
8-OH-dG
1,465+0,830 1,511+0,843 8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,036+0,023 0,045+0,028 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,013+0,005 0,016+0,005 0,093

(nmol/mmol kr)
*Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
8 p>0,05

¥GDM'li gebelerde ferritin diizeylerine gore siralandiginda 50 persantilin altindakiler (n=41)

°GDM'’li gebelerde ferritin diizeylerine gére siralandiginda 50 persantilin tizerindeki (n=42)
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Kontrol grubu gebeleri 3. ay ferritin dizeylerine gore dusukten yluksege gore
siralandiginda, 50 persantilin Gzerindeki gebelerin (ferritin211,9 ng/mL) 3. ay 8-OH-dG
degerleri anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,017) (Sekil 17). 3. ay R-cdA degerleri de
yuksek bulunsa da anlamlilik géstermedi (p=0,053) (Tablo 24).

Tablo 24. Kontrol gebelerinde 3. ay Ferritin 50 persantile gore idrar niikleozid

hasar sonuglari

Kontrol gebelerinde 3. ay | Kontrol gebelerinde 3. ay

Ferritini 11,9 ng/mL’nin Ferritini 11,9 ng/mL ve

altinda olanlar¥ iizerinde olanlar®

Ortalama+SS Ortalama+SS

8-OH-dG

1,203+0,477 1,517%0,635 0,017*
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,031+0,019 0,042+0,045 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,013+0,006 0,016+0,007 0,053
(nmol/mmol kr)
8-OH-dG
1,396+0,690 1,248+0,409 8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,06510,081 0,037+0,026 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,018+0,010 0,015+0,007 8

(nmol/mmol kr)

*Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
8 p>0,05

¥Kontrol gebeleri ferritin diizeylerine gore siralandiginda 50 persantilin altindakiler (n=41)

°Kontrol gebeleri ferritin diizeylerine gore siralandiginda 50 persantilin Gizerindeki (n=42)
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1,8 A

1,6 A

1,4 A

1,2 A

0,8 A

0,6 -

0,4 A

3.ay idrar 8-OH-dG (nmol/mmol kreatinin)

0,2 A

*
1,517

M 3.ay Ferritin<50p
(<11,9 ng/mL)

M 3.ay Ferritin>50p
(>=11,9 ng/mL)

Sekil 17. Uglincii ay ferritin diizeylerine gére kontrol grubu gebelerde idrar 8-

OH-dG duizeylerinin karsilastirilmasi (50 persantil esas alinarak)

*p<0.05, Kontrol gebelerinde 3. ay Ferritin < 50 persantil olanlarin 3. ay idrar 8-OH-dG

dizeyleri ile kiyaslandiginda
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Calismamiza katilan gebelerden 24°G ilk trimesterde duzenli demir takviyesi
aldigini belirtmistir. Bu 24 gebenin nukleozid hasar parametreleri ile ilk trimesterde
demir takviyesi almadigini belirten 72 gebenin nikleozid hasar parametreleri
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo 25). Bu 24 gebenin, gebeliklerinin
ikinci trimesterinde GDM gelisme orani, demir takviyesi almayan gruba oranla yuksek
bulunsa da, bu fark istatistiksel bir anlam teskil etmemigstir (Tablo 26).

Tablo 25. ilk trimesterde demir takviyesi alanlar ile almayanlarin idrar niikleozid

hasar belirte¢ duzeylerinin karsilagtiriimasi

ilk trimesterde ilk trimesterde demir

demir takviyesi alanlar takviyesi almayanlar

(n=24) (n=72)
p degeri

Ortalama+SS Ortalama+SS

8-OH-dG

1,394+0,984 1,564+0,832 8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,030+0,026 0,040£0,039 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,015+0,009 0,0144+,005 8
(nmol/mmol kr)
8-0OH-dG
1,435+0,798 1,390+0,614 8
(nmol/mmol kr)
S-cdA
0,044+0,053 0,041+0,024 8
(nmol/mmol kr)
R-cdA
0,016+0,009 0,016%0,006 8

(nmol/mmol kr)

*Gruplar Bagimsiz T Test ile karsilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

8 p>0,05
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Tablo 26. ilk trimesterde demir takviyesi alimina gére GDM geligimi

Tim
gebeler
. _ 8 24
Ik trimesterde demir (%33,3)
takviyesi alan gebeler
19 72

ik trimesterde demir takviyesi (%26,3)
almayan gebeler

p>0,05
Gruplar arasindaki fark Ki-kare testi ile karsilastirilmistir.
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4.3KORELASYON ANALIZLERI
Calisma grubumuza dabhil ettigimiz gebelerde idrar DNA nukleozid hasari verileri ile
rutin biyokimyasal parametrelere ait korelasyon analizleri Tablo 27, 28 ve 29da

gOsterilmistir.

Tum gebelerde; 3. ay R-cdA’nin 3. ay S-cdA, 8-OH-dG, ferritin ile ve 6. ay R-cdA
ile zayif dizeyde anlamli pozitif korelasyonu saptandi. 6. ay R-cdA’nin 6. ay S-cdA ile
orta dizeyde, 6. ay 8-OH-dG ile zayif dizeyde anlamli pozitif korelasyonu belirlendi.
6. ay ferritin’in 6. ay 8-OH-dG ve 3. ay ferritin ile zayif dizeyde anlamli korelasyonu
bulundu. 3. ay AKS’nin 6. ayda yapilan OGTT'nin 0. , 1. ve 2. saat kan sekerleri ile
zayIf dizeyde anlamli pozitif korelasyonu tespit edildi. OGTT 0. saat kan sekerinin
OGTT 1. ve 2. saat kan sekerler ile zayif dlizeyde anlamli pozitif korelasyonu saptandi.
OGTT 1. saat kan sekerinin OGTT 2. saat kan sekeri ile orta dizeyde anlamh pozitif

korelasyonu tespit edildi.

GDM grubu gebelerde; 6. ay R-cdA’'nin, 6. ay S-cdA ile orta duzeyde, 3. ay
hemoglobin ile ise zayif duzeyde anlaml pozitif korelasyonu saptandi. 6. ay 8-OH-
dG’nin 6. ay S-cdA, 6. ay Ferritin ve OGTT 1. saat glukoz degerleri ile zayif dlizeyde

anlamh pozitif korelasyonu bulundu.

Kontrol grubu gebelerde; Uglincli ay R-cdA’nin, 3. ay S-cdA, 8-OH-dG ve ferritin
ile zayif duzeyde anlamli pozitif korelasyonu belirlendi. Altinci ay R-cdA’nin 6. ay S-
cdA ile orta dlizeyde, 8-OH-dG ile zayif duzeyde anlaml pozitif korelasyonu saptandi.
Altinci ay S-cdA’nin OGTT 2. saat kan sekeri ile zayif dizeyde anlaml pozitif, 3. ay
ferritin ile ise zayif diizeyde anlaml negatif korelasyonu tespit edildi. Uglincii ay

ferritinin 3. ay 8-OH-dG ile zayif dizeyde anlamli pozitif korelasyonu bulundu.
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Tablo 27. Tum gebelerde korelasyon analizi sonuglari

6. ay 6. ay 6. ay
OGTT OGTT OGTT

R-cdA S-cdA 8-OH-dG R-cdA S-cdA 8-OH-dG AKS Glukoz Glukoz 1.|Glukoz Ferritin

3. ay 3. ay 3. ay 6. ay 6. ay 6. ay 3. ay 0.saat saat 2.saat 3. ay
R-cdA 3. ay =
S-cdA 3. ay = ,387*
8-OH-dG 3. ay 1 310+ 143
R-cdA 6. ay 71 285 ,039 -,002
S-cdA 6. ay T 092 ,005 013 514
8-OH-dG 6. ay 7| 052 -,008 ,088 ,365* 133
AKS 3. ay = -,045 -,141 ,071 -,040 -,066 ,016
6. ay
OGTT r= -,011 ,057 127 -,021 ,066 ,009 ,339*
Glukoz 0.saat
6. ay
OGTT r= -,085 -,058 ,076 ,044 ,045 , 102 ,301* ,383*
Glukoz 1. saat
6. ay
OGTT r= -,113 -,011 ,070 -,019 ,050 ,034 ,337* ,454* ,657**
Glukoz 2.saat
Ferritin 3. ay = ,264* ,112 ,185 -,093 -,215 -,123 ,118 ,042 ,019 -,038
Ferritin 6. ay = -,059 -,070 ,016 ,077 -,141 ,302* ,037 -,074 ,029 ,077 ,353*

*p<0,05, **p<0,05

Ferritin
6. ay
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Tablo 28. GDM grubu gebelerde korelasyon analizi sonuglari

6. ay 6. ay
OGTT OGTT
Glukoz Glukoz Ferritin
0.saat 1. saat 6. ay
R-cdA 3. ay r=
S-cdA 3. ay r=
8-OH-dG 3. ay r=
R-cdA 6. ay r=
S-cdA 6. ay r=
8-OH-dG 6. ay r=
6. ay
OGTT r=
Glukoz 0.saat
6. ay
OGTT r=
Glukoz 1. saat
Ferritin 6. ay r=
Hb 3. ay r=

*p<0,05, **p<0,05
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Tablo 29. Kontrol grubu gebelerde korelasyon analizi sonuglari

R-cdA 3. ay r=
S-cdA 3. ay r=
8-OH-dG 3. ay r=
R-cdA 6. ay r=
S-cdA 6. ay r=
8-OH-dG 6. ay r=
6. ay

OGTT r=
Glukoz 2.saat

Ferritin 3. ay r=

6. ay
OGTT
Glukoz
2.saat

*p<0,05, **p<0,05

Ferritin
3.a
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5 TARTISMA

Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) ilk kez gebelik sirasinda ortaya ¢ikan glukoz
tolerans bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Yuksek maternal ve fetal morbidite riski
ile ortaya ¢ikan gebelik komplikasyonlarinin %3-5’'inden sorumludur ve gebelikte en
¢ok rastlanan metabolik komplikasyondur. Diyabetik gebelerin bebeklerinde
makrozomi, polisitemi, hipoglisemi, hiperbilirubinemi, hipokalsemi, Respiratuvar
Distress Sendromu (RDS) gibi neonatal morbiditeler normal gebelerin bebeklerine
gbre daha sik rastlanmaktadir. Annede ise dogum sirasinda genital bolge hasari,
uterin atoni, preeklampsi, polihidroamnios, preterm dogum ve Uriner enfeksiyon gibi
durumlarla iligkilendirilmistir (15). Ayni zamanda GDM’li kadinlarin ve cocuklarinin

ileride Tip 2 DM geligimi acisindan risk altinda olduklari bildirilmigtir.

Normal gebelik, plasental hormonlara bagli olarak 6zellikle ikinci trimesterde insulin
duyarlhihdinin bozulmasindan dolay! “diyabetojenik bir durum” olarak kabul edilir (9).
Gebelikte vicudun enerji ihtiyaci artmigtir. Bebegin gelisimi icin gerekli enerijiyi
saglamak icin daha fazla glukoza gereksinim duyulur. Bu nedenle gebeligin ilk
aylarinda aglk kan sekeri normale gére dusiik diizeydedir. ikinci trimester basinda
yikselmeye baslayan insan Plasental Laktojen (hPL), insllin Reseptér Substrat-1
(IRS-1) fosforilasyonunda azalmaya ve bundan dolayi belirgin insulin direncine yol
acar. hPL'nin yani sira, gebelik ilerledikce anne kanindaki miktarlari artan prolaktin,
kortizol ve leptin gibi insulin antagonisti hormonlarin da etkisi ile insulin duyarlihgi azalir
(9,11). S6z konusu hormonlar ve progesteron, insuline duyarli hicrelerin glukoz alimini
bozarak etki gosterirler ve gebeligin diyabetojen bir durum olmasindan sorumlu ana

hormonlardir.

Gebelikte vicut, oksidatif strese daha duyarli bir hale gelmektedir (58). Normal
gebelikte mitokondriden zengin plasenta ve dolayisiyla bol miktardaki demir ve bunun
gibi gecis elementlerinin varhdi yiksek oksidatif stres ortamina yol agmaktadir (113).
GDM'li kadinlarda hiperglisemi, reaktif oksijen turlerinin ylUksek miktarda acgiga
¢tkmasina neden olur ve diyabetin ilerlemesini hizlandirir. insilin Greten pankreas beta
hicreleri, zayif bir antioksidan savunmaya sahiptir ve oksidatif stresin zararli etkilerine
daha aciktir. Yuksek oksidatif stresin pankreas beta hucrelerini etkileyerek GDM

olusumunu kolaylastirdigi dastinulmektedir (117,118).
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Gebe kadinlarda artan eritropoezin etkisi ile vicudun demir ihtiyaci artmis
durumdadir. Diinya Saghk Orgiitii tim gebelere gebelik boyunca 30-60 mg elemental
elemental demir takviyesi 6nermektedir (43). Gebelikte artan demir ihtiyaci ve
gebelikte gorulen demir eksikligi anemisinin ileride yol agabilecegi ciddi sorunlarin da
g6z onunde bulundurulmasiyla gebelere 1. trimesterden itibaren demir takviyesine
baglansa da, ilk trimesterdeki nispeten dusik ihtiya¢ nedeniyle bu durum gebede teorik

olarak demir birikimine neden olabilir.

Demir vicutta serbest sekilde kalirsa serbest radikaller olusumuna sebep olarak
doku hasari olusturabilir. Teorik olarak hicre icinde serbest demir bulunmaz. Ancak in
vivo ortamda artmis superoksit radikal (O2") dizeyleri demir depo proteini olan
ferritinden az miktarda demirin serbestlesmesine neden olabilir (44). Serbestlesen bu
demir (Fe?*) bilinen en glicli serbest radikaldir olan hidroksil radikali (*OH) olusumuna
yol acan Fenton reaksiyonunu katalizler. O2™ radikalleri ayrica H20:2 ile reaksiyona
girerek de oksidatif strese yol agabilmektedir (Haber-Weiss reaksiyonu). Hidroksil
radikali DNA, lipid, protein gibi hiicrede gorevli olan makromolekdullerin yapilarina zarar
verebilecek reaksiyonalara girerek pek ¢ok hastalija (kanser, ateroskleroz, iskemi-
reperflUzyon hasari) neden olmaktadir. Artmis demir depolarinin oksidatif stres ve

GDM ile iligkili bulunan yayinlar giderek artmaktadir.

Bu bilgiler 1s1ginda, bu tez galismasinda GDM’li ve normal glukoz toleransi olan
gebelerde, gebeligin 11-14. haftalari ve 24-28. haftalarinda alinan idrar érneklerinde
kimdulatif oksidatif stresin duyarli gostergesi olan DNA hasarinin referans yontem olan
sivi kromatografi-tandem kultle spektrometri yontemi ile degerlendirmeyi ve vicut

demir depo duzeyleri ile iliskisini incelemeyi amagladik.

Calismamizi o6rnek segimi acisindan degerlendirdigimizde; gebelikte
oksidatif DNA hasarini inceleyen gegmisteki calismalar daha ¢ok gebeligin ilerleyen
doénemlerine (26-30. hafta ve sonrasi) ait idi. Qui ve arkadaslari 2011 yilinda yaptiklari
calismada, calismalarda tek bir Griner 8-OH-dG &lgumunin tim gebelik boyunca
zamana bagli olarak goérulebilen oksidatif stresi yansitmada yeterli olmayacagini
bildirilmiglerdir. Gebeligin iki farkli déneminde DNA hasarinin 6lgildigu baska bir

calismaya rastlamadik. Calismamiz bu anlamda bir ilkti.
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Gecgmiste Qui ve arkadaslarinin 2011 ve 2013 yillarinda yaptiklari galismalarda
ve Moreli ve arkadaslarinin 2016’daki ¢alismasinda GDM grubu ile kontrol grubunun
hem VKi’leri hem de yaslari arasinda anlaml fark vardi. Jamil ve arkadaslarinin 2014
yilinda yaptiklari calismada da GDM grubunun VKi’si anlamli olarak yiiksekti. Bunlarin
yani sira Moreli ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptigi ve Gelaleti ve arkadaglarinin
2015 yihinda yaptigi calismalarda birgcok gebede gestasyonel hipertansiyon vardi.
Ustelik Gelaleti’'nin galismasinda hafif gestasyonel hiperglisemili grupta gestasyonel
hipertansiyon orani diger gruplara gore anlamli olarak yuksek idi. Bizim ¢alismamiz;
hem iki grubun VKI ve yas bakimindan birbirlerinden anlamli olarak farkli olmamasi,
hem de sadece bir adet gestasyonel hipertansiyonlu gebe igcermesi bakimindan diger

calismalara oranla daha iyi secilmis bir ¢alisma grubuna sahiptir.

Calismamiz  kullanilan yéntemler acisindan degerlendirildiginde;
literatlrde yapilmig birgok ¢alismaya Ustunluk gostermektedir. LC-MS/MS SID-MRM,
oksidatif DNA hasarinin incelenmesinde ESCODD tarafindan referans yontem olarak
kabul edilmigtir. Yuksek duyarlilik ve 6zgullige sahip bu yéntem birden fazla analitin
miktarinin ayni anda belirlenmesi, kisa analiz siresi ve dusuk konsatrasyonlardaki

analitlerin dlgulebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle Gstindur.

Gebelerde 8-OH-dG ile yapilan c¢alismalarin ¢ogunda ELISA yontemi
kullaniimistir. ELISA yontemi pratik bir ydontem olsa da ¢apraz reaksiyonlar verebilen,
guvenilirligi ve hassasiyeti dusuk bir yontemdir. Bu sebeple, bizim ¢alismamiz ELISA

ile yapilan caligmalara kiyasla daha Ustundur.

8-OH-dG, oksidatif DNA hasarinin en duyarli biyobelirteci olup total sistemik
oksidatif stresi in vivo olarak yansitmaktadir. 8-OH-dG’nin idrarda seruma goére daha
stabil bir halde olmasinin yani sira, idrar ornek aliminin non-invaziv bir iglem olmasinin
da etkisiyle calismamizda oksidatif DNA hasar parametrelerini idrar 6rneklerinde

calistik.

Calismamiz oksidatif DNA hasari parametrelerinin sonuglari agisindan
degerlendirildiginde; literatiirde oksidatif stres ile GDM arasindaki iligkiyi arastiran
¢ok sayida galisma olsa da, oksidatif DNA hasari ile GDM iligkisinin incelendigi az
saylda ¢alisma bulduk. Bu az sayidaki ¢calismalarda da gebeligin iki farkli doneminde

oksidatif DNA hasarini inceleyen bir ¢galismaya rastlamadik. Biz bu arastirmamizda
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GDM'’li ve normal glukoz toleransi olan gebelerde, gebeligin 11-14. haftalari ve 24-28.
haftalarinda alinan idrar ve kan oOrneklerinde kumulatif oksidatif stresin duyarli
goOstergesi olan oksidatif DNA hasarinin referans yontem olan sivi kromatografi-
tandem kutle spektrometri yontemi ile degerlendirmeyi ve vucut demir depo duzeylerini

incelemeyi amacladik.

Otuz G¢ GDM ve 84 kontrol gebesinin verilerini kiyasladigimiz ¢alismamizda,
GDM grubunun 3. ay 8-OH-dG duzeyleri kontrol grubuna gére anlamli olarak yuksek
bulundu (p=0,006). GDM grubunun 6. ay 8-OH-dG duzeyleri de kontrol grubuna gore
yuksek bulundu ama istatistiksel bir anlamlilik géstermedi (p=0,414). Gebelerde 8-OH-
dG icin belirlenmis bir referans aralik bulunmamaktadir. Bizim calismamizda esik
deger olarak 3. ay kontrol grubunun 8-OH-dG 50 persantil degeri olan 1,190
nmol/mmol kreatinin 8-OH-dG baz alindiginda, 3.ay 8-OH-dG’si dusuk c¢ikan 51
gebenin %17,6’s1 ileride GDM olurken, yuksek ¢ikan 66 gebenin %36,3’U ileride GDM
tanisi almistir 3. ay 8-OH-dG dlzeyleri yliksek c¢ikan gebelerde GDM gelisme orani

dusuk ¢ikan gebelere gére anlamli olarak artmistir (p=0,038).

Bu konuda daha 6nce yapilan ¢alismalara bakildiginda Qui ve arkadaslari 2011
yiinda yaptigi calismada 55 GDM'’li ve 43 kontrol gebesinden, gebeliklerinin 16.
haftasinda spot idrar 6rnegi almis ve &rnekleri ELISA ydntemiyle calismislardir.
Analizlerde GDM'li grubun 8-OH-dG duzeyleri anlamh olarak yuksek bulunmustur
(p=0,002). Bunun yani sira, erken donem 8-OH-dG konsantrasyonlarinin ileride GDM
tanisi konan gebelerde, GDM tanisi almayacak olan gebelere gore %26 ylksek
oldugunu tespit etmisler (126). Calismaya katilan gebeleri 8-OH-dG dizeylerine goére
dusukten ylksege gore siralayip dort gruba ayirmiglardir. 8-OH-dG duzeyi en ylksek
olan gruptaki gebelerde GDM gelisme tahmini rolatif riski, 8-OH-dG duzeyi en duguk

gruba gore 3,79 kat yuksek olarak bulunmustur.

Qui ve arkadaslarina gore mitokondri, oksidatif stresin hem major hiicre igi
kaynagidir, hem de hedefidir. Daha 6nceki yayinlarda oksidatif strese maruz kalan
hicrelerin daha fazla mitokondriyal DNA sentez ettiklerini ve mitokondri yogunluklarini
arttirdiklari bildirilmistir (131). Bunu hasari kompanse etmek igin, reaktif oksijen turlerini
temizlemek igin artan respiratuar talebi karsilamak Uzere gergeklestirirler. Buna

karsilik, artmis mitokondri sayisi da oksidatif stres aracili zarara katkida bulunabilir.
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Qui ve arkadaslari 2013 yilinda yaptiklari bagka bir calismada, 19 GDM ve 21
kontrol gebesinin plasentalarinda oksidatif stres duzeyleri ile mitokondriyal DNA kopya
sayisinin birlikteligi ve plasental oksidatif DNA hasarini (8-OH-dG) arastirmiglardir.
Oksidatif DNA hasari parametresi olan 8-OH-dG duzeyleri ELISA ydntemiyle
calisiimigtir ve 8-OH-dG ile plasental mitokondriyal DNA kopya sayisi iligkili
bulunmustur (r=0.56, p=0.01). Bu sonug, arastirmacilarin ‘mitokondriyal DNA
yogunlugu(kopya sayisi) ve plasentadaki oksidatif stres arasinda iligki’ olabilecegi
hipotezini dogrulamistir. 8-OHdG ile mitokondriyal DNA kopya sayisi arasindaki iligki
daha once Liu tarafindan insan Id6kosit hicrelerinde, Len ve arkadaslari tarafindan ise
kanserli 16kosit hucrelerinde de gosterilmistir (132,133). Ancak bu ¢alismada GDM’li
grup ile kontrol grubunun plasental 8-OH-dG dlzeyleri arasinda bir fark gértlmemistir
(127).

Jamil ve arkadaslarinin 2014’de 29 GDM ve 44 kontrol gebesiyle yaptiklari
calismada gebeligin 24. haftasinda serumdan ELISA yontemi ile dl¢ilen 8-OH-dG
dizeyleri GDM grubunda anlamli olarak yiksek bulunmustur (128). Ayni calismada
serumdan Olgulen ve lipid peroksidasyon urunu olan MDA duzeyi GDM’lerde anlamli
olarak yuksek bulunmustur ve ¢alismaya katilan tim gebelerdeki serum 8-OH-dG ile
serum MDA duizeyleri arasinda orta dizeyde anlamli bir pozitif korelasyon saptanmistir
(r=0.67). Yine ayni calismada glutatyon (GSH) duzeyi GDM’lilerde anlamli olarak
diisik bulunmustur. Bu calismanin zayif yani olarak GDM’li grubun VKi'nin kontrol
grubuna goére anlamli olarak yuksek olmasi (sirasiyla 27,5 ve 25,8, p=0.05) ve GDM'li

grupta kalp damar/renal hastaliga gore herhangi bir dislama yapilmamasi gosterilebilir.

Gestasyonel Diyabetes Mellitus’'un tani konma tarihgesine bakildiginda, 1980’li
yillardan itibaren tani esik degerlerinin disme egiliminde oldudu gorulmektedir.
Buradaki amag, hiperglisemiye maruz kalan daha fazla gebenin tani ve tedavi
programina alinmasi ile anne ve bebekteki sonuglari iyilestirmektir. Sonuglari 2008
yilinda agiklanan ve 23 binin Uzerinde gebe ile yapilan HAPO c¢alismasi maternal
hipergliseminin, diyabet icin tani koydurucu degerlerin altinda olsa bile 6nemli perinatal
riskleri oldugunu g6z 6nutne sermistir. HAPO calismasindan ¢ikan sonuglara gore,
GDM tani kriterleri bebeklerdeki komplikasyonlarin anlamh olarak arttiyi kan glukoz
seviyelerine gore modifiye edilmigtir. Yine de esik degerlerin hemen altindaki

gebelerde de makrozomi ve preeklampsi oranlarinin normoglisemik gebelere kiyasla
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arttigi goralmuagtur. Bu nedenle esik degerlerinin hemen altindaki gebelerin de takibi
onemlidir. Rudge ve arkadaslari 1990 yilindan yaptiklari galismada iki tani testini (100
gr OGTT ve glisemik profil) birlestirerek hafif gestasyonel hiperglisemi (MGH)’li
kadinlari tanimlamaya ¢alismiglardir. Bu grup, 50 gramlik GDM taramasi igin pozitif,
100 gramhk OGTT'de GDM tanisi i¢in negatif ve glisemik profilde hiperglisemili
kadinlari ifade etmektedir. Bu galismada MGH’li grup GDM igin taranan hamile
kadinlarin %13,8 lik bir kismini olusturdu. Diyabetin komplike ettigi gebeliklerin oranini
%7, gebelikte meydana gelen hiperglisemik bozukluklarin oranini ise %20 artirdi. ilk
gebeliklerinden 10-12 yil sonra, gebeligi sirasinda MGH’si olan kadinlarin %16,7’si Tip
2 DM tanisi almistir. Bu gebelerde makrozomili bebek orani %53,8 (GDM’lilerde
%51.9), perinatal mortalite orani ise %41 (diyabetik kadinlarda gbézlenene yakin ve

normal hamile kadinlardan 10 kat fazla) olarak bulunmustur.

Gelaleti ve arkadaglari 2015 yilinda yurattikleri galismada gebeleri kontrol (41),
hafif gestasyonel hiperglisemi (24) ve GDM (46) olarak G¢ gruba ayirmiglardir. GDM
icin 75 gr OGTT Carpenter&Coustan kriterleri (aclik 295 mg/dL; 1.saat = 180 mg/dL;
2.saat 2155 mg/dL; tek kriter tani icin yeterlidir) kullanilirken, hafif gestasyonel
hiperglisemi grubu OGTT’ten GDM tanisi alamayan ama anormal glisemik profile sahip
olan gebelerden olusmustur. Glisemik profilde anormallik ise Gillmer ve arkadaslarinin
onerdigi sekilde acglik = 90 mg/dL ve/veya postprandiyal 2130 mg/dL olarak tarif
edilmistir. Kan ve idrar 6rnekleri 34.haftadan doguma kadar olan suregte toplanmistir.
Plrin bazlarindaki oksidatif hasari gdstermek igin formamidoprimidin DNA glikozilaz
(FPG) , pirimidin bazlarindaki oksidatif hasari géstermek igin Endonukleaz 3 (Endo 3)
enzimlerinin kullanildigi ¢alismada bu parametreler comet assay ile ¢alisilirken idrar
8-OH-dG duzeyleri ELISA ile dlgUlmustir. Calismanin sonuglarina gore purin baz
hasari GDM grubunda diger gruplara gore anlamli olarak artmisken, pirimidin baz
hasari hafif gestasyonel hiperglisemi grubunda anlamli olarak ytksek bulunmustur.
idrar 8-OH-dG diizeyleri GDM’de daha fazla olmak tizere iki hiperglisemik grupta da
artmis olarak bulundu ancak bu fark anlamli degildi (32). Bu ¢alismada MGH grubu,
diger gruplarla kiyaslandiginda daha fazla gebelik hipertansiyonu olan birey sayisina
sahipti (%66) (p<0.05). Bu da MGH’li gruptaki artmis primidin bazi oksidatif DNA

hasarinin gebelik hipertansiyonu ile iligkili olabilecegini dusundurmektedir.
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Moreli ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari galismada, gebeleri glisemik
agidan siniflandirmada Gelaleti'nin galismasina benzer bir yontem kullanmigtir.
Gelaleti’'nin calismasindan farkl olarak Tip 2 DM’li gebeleri de ¢alismaya alip gebeleri
dort gruba ayirmiglar ve kan érnegini gebeligin 36. haftasinda almislardir. Ek olarak
dogum sirasinda umblikal kord kani 6rnegini de almiglardir. DNA hasari PCR yontemi
ile dlgulmagtur. 45 GDM’li gebeyi iceren bu ¢alismada GDM ve Tip 2 DM gruplari
artmis oksidatif stres ile iliskili bulunmustur ve bu iki grupta da ntkleer ve mitokondriyal
DNA hasari artmigtir. Umblikal kord kani DNA hasar miktarlarinda da benzer yukseklik
saptanmistir. Bu ¢alismadan ¢ikan bir baska sonuca gore, maternal hicreler fetal kan
hicrelerine gore hiperglisemik ortamda hasar gormeye daha yatkidir. Bunun sebebi
olarak da fetal hicrelerin DNA tamir cevabini saglayacak cesitli genleri upregule

etmede farkl bir yetenege sahip olabilecegi 6ne surtlmusttr (33).

Zein ve arkadaslarinin 2017 yilinda 14 GDM ve 79 kontrol gebesi ile yaptiklar
calismada DNA hasari yuksek bulunan kadinlarda GDM gelisme riskini logistik
regresyon analizine gore alti kat yiksek bulmuslardir (66). Bu galismada kan 6rnekleri
24-28. haftalarda toplanip DNA hasari comet assay yontemi ile saptanmistir ve hem
ilk trimester, hem de OGTT sirasinda alinan aglik kan sekeri ile DNA hasar diuzeyi
arasinda hafif derecede anlamli pozitif korelasyon saptanmistir (sirasiyla r=0,24 ve
r=0,33). Bu calismada GDM grubu ile kontrol grubunun ilk trimesterde yapilan aglik
kan sekeri analizinde GDM grubunun AKS’si anlamli derecede ylksek bulunmustur
(p=0,013). Bizim g¢alismamizda da buna benzer sekilde GDM grubunun ilk trimester
AKS kontrol grubuna gore anlamh olarak yuksek ¢ikmisti (p=0,003). GDM tanisi
gebeligin 24-28. haftalarinda konuyor olsa da gebeligin erken dénemlerinde olgtlen
yuksek kan degerleri bu konuda bir uyarici olabilir veya OGTT’nin daha erken

haftalarda yapilmasi dusunulebilir.

2017 yilinda Toljic ve arkadaglarinin 37 GDM ve 28 kontrol gebesini
kiyasladiklari galismalarinda, GDM grubunun 8-OH-dG dizeylerini anlamli olarak
yuksek bulmuslardir (129). Bu ¢alismada da kan érnekleri gebeligin 24-28. haftalarinda
toplanmis ve 8-OH-dG parametresi ELISA ile ¢aligiimistir.

Qui ve arkadaslarinin 2011 yilinda gebeligin 16. haftasinda yaptiklari ¢alisma

hari¢, daha dnceki galismalarda hep gebeligin ge¢ donemlerine odaklaniimisti.
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Calismamiz gebeligin hem erken doneminde hem ge¢ doneminde oksidatif DNA
hasarinin dlgtlmesi bakimindan ilktir. Bizim ¢alismamizda iki grupta da 3. aydan 6. aya
8-OH-dG seviyeleri disls gostermistir ama bu disus bir anlamhliga sahip degildi. 3.
ayda saptadigimiz gruplar arasi anlamli farkhligin 6. ayda ortadan kalkmasi, viicudun
artan oksidatif strese kargi antioksidan ve/veya DNA hasarini dnleyici mekanizmalarini

devreye soktugunu dusundurmektedir.

Calismamiz demir depo parametresi sonuglarn acisindan
degerlendirildiginde; GDM’li gebelerin hem birinci hem de ikinci trimester ferritin
duzeylerini kontrol grubuna gore yuksek bulsak da, bir anlamlilik saptamadik (p=0.182,
p=0.256). Calismamiza katilan tim gebeler 3. ay ferritin seviyelerine goére duslkten
yuksege gore siralandiginda, 50 persantilin Gzerindeki gebelerde (ferritin=13,0 ng/mL,
58 gebe) GDM goérulme orani %5 daha fazla bulunsa da anlamli bir fark tespit edilmedi.
Ancak 50 persantilin Uzerindeki bu gebelerde 3. ay R-cdA ve 3. ay 8-OH-dG degerleri
anlamli olarak yuksek bulundu (p=0,009, p=0,034). Buna benzer sekilde sadece
kontrol grubu gebelerinde 3. ay ferritin seviyelerine gore duslkten ylksege gore
siralandiginda, 50 persantilin Gzerindeki gebelerin (ferritin=211,9 ng/mL, 42 gebe) 3. ay
8-OH-dG degerleri anlaml olarak ylksek bulundu (p=0,017).

Calismamiza katilan gebelerden 24’ ilk trimesterde dizenli demir takviyesi aldigini
belirtmigtir. Bu 24 gebenin nukleozid hasar parametreleri ile ilk trimesterde demir
takviyesi almadigini belirten 72 gebenin nukleozid hasar parametreleri arasinda
anlamli bir fark saptanmamustir. ilk trimesterde demir takviyesi alan bu 24 gebenin
gebeliklerinin ikinci trimesterinde GDM gelisme orani (%33), demir takviyesi almayan
gruba (%26) oranla ylksek bulunsa da, istatistiksel olarak bir anlamlilik

saptanmamisgtir.

GDM’li gebelerde demir durumunu inceleyen gec¢misteki bircok calismada serum
ferritin konsantrasyonlarinin diyabetik olmayan kontrol grubuna oranla istatistiksel
olarak anlamli dizeyde daha ylksek oldugu bildirilmigtir. Afkhami-Ardekani ve
arkadaslari 2009 yilinda 34 GDM ve kontrol gebesi ile yaptiklar ¢calismada 24-28.
haftalarda alinan kan 6rneklerinde GDM grubunun ferritin, hemoglobin, demir ve
transferrin saturasyonu gibi parametrelerini kontrol grubuna gére anlamli olarak yuksek

bulmustur (59). Chen ve arkadaslari 2012 yilinda 1456 gebe Uzerinden yaruttikleri
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calismada gebeleri ferritin duzeylerine gore 5 gruba ayirmiglardir. Kan orneklerinin
gebeligin 14-18. haftalarinda toplandigi bu galismada ferritin dizeyleri en yluksek olan
grubun (Ferritin=58,6 ng/mL) ileride GDM gelistirme tahmini rolatif riskini 2.05 olarak

bulunmustur.

2012 yihnda 399 gebede yurutulen prospektif bir arastirmada, gebelik sirasinda
yuksek demir aliminin 6zellikle anemik olmayan gebelerde GDM riskini arttirdidi
saptanmistir ve gebelerde rutin demir suplementasyonunu sorgulamigtir (61). Bao ve
arkadaglarinin onceden GDM tanisi almis 3976 gebeyi gelecekte Tip 2 DM geligimi
acisindan takip ettikleri calismada 641 gebe (%16,1) ilerleyen yillarda Tip 2 DM tanisi
almigtir. Bu galismaya gore daha yuksek total demir alimi, diyet hem demiri ve
suplemental demir alimi Tip 2 DM gelisme riskini arttirmistir (62). Bu ¢alismalarin yani
sira iki calismada ise flebotomi, demir selasyon terapisi gibi yontemlerle vicut demir
miktar1 dusurulduagunde insulin duyarlihginin ve glukoz toleransinin daha iyi hale
geldigi tespit edilmistir (63,64). Tarim ve arkadaslari 20 GDM ve 233 kontrol gebesi ile
yaptiklari calismada GDM’li gebelerin ferrritin dizeyleri ile kontrol grubunun ferritin
duzeyleri arasinda anlamli bir fark bulamamigken, ferritin duzeyleri kendi galisma
gruplarinda 50 persantilin Uzerinde olan gebelerde (ferritin=219,7 ug/L) GDM gorulme
sikligini ferritini distk olan gebe grubuna goére anlamli olarak ylksek bulmuslardir
(65).

Zein ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada 104 non-anemik gebe, 1.
trimesterdeki ferritin dlizeylerine gore 4 gruba ayriimis ve erken gebelik donemindeki
yuksek ferritin dizeylerinin non-anemik kadinlarda gebelik sekerinin prediktori
olabilecegini bildirmiglerdir. Bu c¢aligmada ayrica yuksek ferritin duzeyleri ile 75 gr
OGTT 2. saat kan sekeri yuksekligi arasinda gug¢lu bir iligki saptanmigtir. Yine Zein ve
arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklari calismada ferritin dizeyi GDM olan grupta
kontrol grubuna goére ylksek bulunsa da anlamli bir fark bulunamamistir. Ancak,
oksidatif stres ve glukoz intoleransi arasindaki korelasyonda modifiye edici faktor

olarak bulunmustur (66).

Gebelerde demir fazlahdr ile GDM iligkisini arastiran c¢alismalarin  buylk
¢ogunlugunda gebenin diyetine, diyet ile aldigi hem/non-hem demir durumuna dikkat

edilmemigtir. 23 galismanin derlendigi bir meta-analiz ¢alismasindaki sonuglara gore,
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non-hem demir alimi ve demir takviyesi ile GDM arasinda bir iligki bulunamamisken,
hem demir alimi ve serum ferritin duzeyleri ile GDM geligimi arasinda anlamli iligkili
bulunmustur (78). Hem demir ile non-hem demir arasindaki bu farkin barsaklardaki
absorpsiyon durumlarindaki farkliliklardan olabilecegi belirtiimektedir. Hem demir
hayvansal kaynakli iken ve barsaklardan %15-%35 i emilip kalsiyum diginda énemli
bir inhibitore sahip degil iken non-hem demir bitkisel kaynakl olup absorpsiyon orani

%2-%20 arasinda degismektedir ve diyetteki diger bircok icerikten etkilenmektedir.

inflamasyon markeri olan C-Reaktif Protein (CRP) GDM ile iligkili bulunmustur.
Ferritin ve CRP’nin GDM le iligkisini eszamanli olarak inceleyen az sayida ¢alisma
bulunmaktadir (67—70). Chen ve arkadaslari GDM’nin, Jiang ve arkadaslari ise Tip 2
DM’nin yuksek ferrritin ve CRP dizeyine sahip olan bireylerde daha sik goraldigunu
belirtmigtir (71,72). Bu bulgular, inflamasyonun GDM gelisimine aracilik edebilecegini
gOstermektedir. Fakat yapilmis bagka calismalarda akut faz reaktani olmayan demir,

hemoglobin gibi parametreler de GDM ile iligkili bulunmustur.

Diger yandan, yapilan in vitro ¢alismalarda yuksek glukoza maruz birakiimis
hicrelerinde artmig ferritinin duzeylerinin temel nedeninin, ferritinin ayni zamanda
antioksidan 0zellik gostermesinden kaynaklandigi bildirilmistir  (79,80). GDMli
gebelerde ferritin dlizeylerinin daha ylksek olmasina bdyle bir agiklama da getirilebilir.
Nitekim 1164 gebede yapilan randomize plasebo kontrolli baska bir galismada ise

demir takviyesinin GDM riskini arttirmadigi bildirilmigtir (81)

Bircok calismada ferritin konsantrasyonlari istikrarli bir sekilde GDM ile iligki
gOstermistir ve dusuk-yuksek ferritin dizeylerinde de bu iliski devam etmistir. (75-77).

Fakat demir yuksekligi icin hangi esik degerin kullaniimasi gerektigi hentz belirsizdir.

Literaturde vucut demir seviyeleri yuksekliginin GDM ve oksidatif hasari arttiridigini
gOsteren bir¢ok ¢alisma vardir. Ama bu galismalarin her birinde demir ylksekligi igin
belirtilen esik deger farkhdir, calismaya 6zgudur. Biz de ¢calismamizda demir seviyeleri
yuksek olan grupla dusuk olan grubu karsilastirdigimizda, yuksek olan grubun
nukleozid hasar seviyelerini daha yuksek bulduk. Ama yuksek olarak nitelendirilen bu
gruplarin esik degerleri (11,9 ve 13,0 ng/mL) hastanemizde kullanilan alt referans
degerin (11 ng/mL) yalnizca hemen Ustindeydi. Ayrica yapilan diger ¢alismalarla

kiyasladigimizda bizim galismamizdaki gebelerde ferritin seviyeleri bir hayli disuktd.
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Gebelerde artan demir ihtiyaci ile birlikte demir depo seviyelerinin dustugu
dusundlurse, ferritinin referans araliginin gebelere gore yeniden dizenlenmesi faydali

olabilir.

Calismamizi inceledigimiz parametrelerin birbirleriyle iliskisi agisindan
degerlendirdigimizde; oksidatif DNA hasari parametrelerinin gebeligin 3. ayinda ve
6. ayinda birbirleri ile olan anlamli korelasyonlari bu parametrelerin guvenilirligini
arttirmistir. GDM grubunda ferritin 6. ayda, kontrol grubunda ise 3. ayda ayni dénem
8-OH-dG seviyeleri ile anlamli korele bulunmustur. Ayrica kontrol grubunda 3. ay R-
cdA dlzeyleri ile 3. ay ferritin iligkili saptanmistir. Bu veriler ¢alismamizin hipotezini
destekler niteliktedir. GDM grubunda 6. ay 8-OH-dG OGTT 1. saat glukoz duzeyleri
ile, kontrol grubunda ise 6. ay S-cdA OGTT 2. saat glukoz duzeyleri ile iligkili
bulunmustur. Bu bulgular hiperglisemi ile oksidatif DNA hasari arasindaki iligkinin

varhgini desteklemektedir.

Calismamiz diger Ilaboratuvar verileri acisindan degerlendirildiginde;
prospektif olarak gergeklestirdigimiz calismamizda gebelerin rutin biyokimyasal
parametrelerinin Uguncu ve altinci ay degerlerini kiyasladigimizda hem GDM hem de
kontrol grubunun hemoglobin degerlerinin 3. aydan 6. aya anlamli olarak azaldigi
g6zlenmistir. Bunun yani sira kontrol grubunda AKS, ferritin ve HbA1c dizeyleri 3.
aydan 6. aya anlaml olarak azalmigtir (p<0,001, p<0,001 ve p=0,035). AK$’nin 3.
aydan 6. aya azalmasinda 3.ayda kan veren gebelerin bir kisminin kan vermeye tok
gelmelerinin etkisi oldugu dusinmekteyiz. Ferritinin ve hemoglobinin azalmasinin,
gebelikte artan eritropoez nedeniyle yikselen gereksinim artisi ve hemodillisyon gibi
sebeplerle ilgili olmasi muhtemeldir. HbAlc duzeyleri, hem ilk trimesterde hem de ikinci
trimesterde GDM grubunda kontrol grubuna goére ylksek olsa da, bir anlamlilik
saptanmadi (p=0.084, p=0.182). HbAlc son 2-3 aylik glisemik durumu yansitma
acisindan iyi bir biyobelirte¢ olsa da, gebelikte eritropoezin artmasi, eritrosit turnover
hizinin degismesi gibi etkenler sebebiyle HbA1c’nin gebelikte kullanimi 6zellikle ikinci

trimesterden itibaren onerilmemektedir.

Tam gebeleri ilk trimesterde kontrol grubunun AKS 50 persantili ve ayni zamanda
median degeri olan 81 mg/dL’ye gbre gruplandirdigimizda, Gg¢lncu ay AKS'i dusuk (81
mg/dl ve daha dusuk) ¢ikan 58 gebenin %18,9'u ikinci trimester sonunda GDM tanisi
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alirken, yuksek (>81 mg/dL) ¢ikan 59 gebenin %37,2’si GDM tanisi almigtir. 3. ay AKS$
duzeyleri yuksek g¢ikan gebelerde GDM gelisme orani dusuk c¢ikan gebelere gore

anlamli olarak ytksek olarak bulunmustur (p=0,039)

Gebeligin ilk aylarinda bircok merkezde AKS Ust sinirt olarak erigkinlerde oldugu
gibi 100 mg/dL kullaniimaktadir. 92 mg/dL ise gebelerde OGTT aclk kan sekeri Ust
siniridir. Calismamizda tim gebeleri 3. ay AKS$ agisindan 92 mg/dL’ye gore
gruplandirdigimizda, Ugunct ay AKS'’i duslk ¢ikan 92 gebenin %21’ ikinci trimester
sonunda GDM tanisi alirken, yuksek ¢ikan 25 gebenin %48’'i GDM tanisi almigtir.
Uglincti ay AKS duizeyleri 92 mg/dL esik degerine gore ylksek cikan gebelerde GDM
gelisme orani dusuUk ¢ikan gebelere gore anlamli olarak yuksek olarak bulunmustur
(p=0,022). Gebeligin erken déneminde AKS ve 8-OH-dG’nin birlikte kullanimi ile ileride
bircok gebede GDM gelisimi olup olmayacaginin tahmin edilebilecegi

duguncesindeyiz.
Calismamizin sinirliliklari:

> Gebelerin ikili tarama déneminden sonra sehir/hastane degisikligi
yapmasi, ikinci trimester sonunda birgok gebeye ulasiimasini engelledi.
Ayrica sabah ilk idrar orneginin istenmesi ve gebelerin bu ylzden
idrarlarini o anda yapmak yerine bir sonraki randevusunun oldugu gun
veya baska bir ginin sabahi yapip getirmek zorunda olmasi 6rnek
alimini zorlastirdi.

> Gebelerin bir kismi ilk trimesterde AKS icin kan vermeye a¢ gelmemis
olabilir.

> Yaklasik olarak 3 gebeden biri seker yukleme testini yaptirmak istemedi.
Gebelerdeki eksik HbA1c sonuclari g¢alismamizin etkisini bir miktar
azaltti.

» Gebelerin diyeti, hem demir/non hem demiri alimi dikkate alinmadi.
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamiz gebelerde oksidatif DNA hasarinin ortaya konulmasi ve GDMIi
gebelerle normal gebeleri bu acgidan kiyaslamak adina literatirdeki boslugu

doldurmaya katki yapmig ve bazi yeni bilgiler saglamigtir.

Bu yeni Dbilgiler ve c¢alismamizin literatiire katkilari su maddelerle

Ozetlenebilir:

> GDM hastalarinda gebeligin erken doéneminde oksidatif DNA hasar
parametresi olan 8-OH-dG’nin arttigi gozlenmistir. Gegmiste gebeligin
erken donemlerinde bu konuda yapilan tek calisma ile sonuglarimiz
ortismektedir.

» Gebelerde 8-OH-dG igin belirlenmis bir referans aralik bulunmamaktadir.
Calismamizda esik deger olarak kontrol grubunun 3. ay 8-OH-dG 50
persantil degeri olan 1,190 nmol/mmol kreatinin 8-OH-dG baz alindiginda,
3. ay 8-OH-dG’si yuksek ¢ikan gebelerde GDM gelisme orani duguk ¢ikan
gebelere goére anlamh olarak artmistir. Calismamiz gebelerde erken
donemde yapilacak non-invaziv idrar DNA hasar olgumlerinin ileri donem
GDM o6ngorusunde yararli olabilecegini ortaya koymaktadir.

» Calismamiz gebeligin hem erken doneminde, hem de ge¢ doneminde
oksidatif DNA hasarinin odlguldugu ilk c¢alhsmadir. Gebeligin geg
doénemindeki (ikinci trimester sonu) 8-OH-dG dlzeylerinin her iki grupta da
gebeligin erken dénemine (ilk trimester sonu) gore daha disuk oldugu
gosterilmigtir. 3. ayda saptadigimiz gruplar arasi anlamli farkliligin 6. ayda
ortadan kalkmasi, vicudun artan oksidatif strese karsi savunma
mekanizmalarini devreye soktugunu dusundurmektedir.

» Calismamizdaki gebeleri 3. ayda 81 ve 92 mg/dL AKS$'ye gobre
gruplandirdigimizda, AKS yuksek grupta ileride GDM gelisme riskini daha
yuksek olarak bulduk. Gebeligin erken doneminde AKS ve 8-OH-dG’nin
birlikte kullanimi ile ileride birgok gebede GDM gelisimi olup olmayacaginin
tahmin edilebilecegi dusuncesindeyiz.

» GDM grubunun demir depo duzeyleri kontrol grubunun demir depo

dizeylerine kiyasla her iki trimesterde de yluksek bulunsa da anlamli bir fark
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saptanmamigtir. Ancak galismamiza katilan tum gebeleri 3. ay ferritin
seviyelerine gore dusukten ylksege gore siraladigimizda, 50 persantilin
Uzerindeki gebelerde 3. ay R-cdA ve 3. ay 8-OH-dG degerlerini anlamli
olarak yuksek bulduk. Ayni gruplandirmayi sadece kontrol grubuna
uyguladigimizda da 3. ay 8-OH-dG degerleri anlamli olarak yuksek bulduk.
Bu bulgular gorece ylksek demir depo duzeyleri ile oksidatif DNA hasari
arasinda bir iligki olabilecegini dusundurmektedir.

> Calismamiza katilan gebelerde ilk trimesterde dizenli demir takviyesi alan
24 gebe ile diger gebeler arasina nukleozid hasar parametreleri bakimindan
anlamli bir fark bulunmamistir. Bu 24 gebenin gebeliklerinin ikinci
trimesterinde GDM gelisme orani, demir takviyesi almayan gruba oranla
yuksek bulunsa da, bu fark istatistiksel bir anlam teskil etmemistir. Gegmiste
yapilan galismalardan ¢ikan sonuglar da g6z 6nune alindiginda, gebeligin
erken doneminde oral demir takviyesinden ziyade demir depo duzeyi
yuksek olan gebelerin, GDM gelisim riski ile daha iligkili olabilecegini

dusunuyoruz.
Gelecege yonelik planlanan diger ¢calismalar:

» Daha fazla gestasyonel diyabetli gebeyi igeren bir calisma ile
calismamizda ¢ikan sonugclar desteklenebilir.
» Gebelerde vyapilacak prospektif calismalar ile nlkleozid hasar

parametrelerine dair veriler arttirilabilir.
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EK 2: BILGILENDIRILMi$S GONULLU OLUR FORMU

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi’'nde gebelik durumu nedeniyle takiplerinizi
yaptirmaktasiniz. Bu amagcla gebeliginizin 11-14. haftalarinda ve 24-28. haftalarinda
rutin tarama amach sizden kan ve tam idrar 6rneg@i alinmaktadir. 24-28. Haftalarda
sizden alinacak olan kan oOrneginde, tUum dunyada rutin olarak uygulanan seker
yukleme testi size de uygulanacaktir. Seker yukleme, gebelik takibinde uzun yillardir
var olan standart bir taramadir. Biz de bu ¢aligsmada sizden rutin disi bir inceleme igin
kan almayaca@iz ve ek bir inceleme yapmayacagiz. Sizden alinan kandan bakilan
seker duzeylerini degerlendirmeye alacagiz ve vucut depo demir durumunu yansitan
ferritin parametresinin diizeylerini inceleyecegiz. idrar drneginizde ise oksidatif stres

parametreleri olan 8-OHdG ve S-cdA incelemesi yapilacaktir.

Bu drnekler sizin izniniz diginda baska bir ¢alisma igin kullaniimayacak, ¢alisma

sonrasi imha edilecektir.

Calismadan elde edilecek bilgilerle gebeye yonelik bir tedavi degisikligi

uygulanmayacaktir. Rutin takip devam edecektir.

Bu c¢alismaya katiimaniz igin sizden herhangi bir Ucret istenmeyecektir.
Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Bagli oldugunuz
sosyal guvenlik kurumundan da bir 6deme istenmeyecektir. Tim galisma masraflari
arastirmaile ilgili but¢ceden karsilanacaktir. Size ilave kan veya géruntileme testleri de

yapilimayacaktir.
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Bu calismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde de gebelik takipleriniz olagan sekilde devam
edecektir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onayinizi gekmek hakkina da

sahipsiniz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Biyokimya Bilim Dali’nda
tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana

aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimci” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katillirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da buyuk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Arastirmanin rutin alinmig olan kan 6rneklerinden ilave bir, rutin alinmig idrar
orneklerinden ilave 2 madde c¢alisiimasi ile ilgili oldugu tarafima ifade edildi. Aklima
takilan herhangi bir soru olur ise Dr. M.Oguz Erbagci 02324122559, 05533075951

no’lu telefonlardan arayabilecedimi biliyorum.
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Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim. Eger katiimayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar

getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tum acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir disiinme stiresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde “katilimci”
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti bayuk bir memnuniyet ve

gonullaluk icerisinde kabul ediyorum.

imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Katilimci Goriisme tanigi
Adi, soyadi: Adi, soyadr:

Adres: Adres:

Tel. : Tel. :

Tarih: Tarih:
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imza:

Katilimci ile gorugen hekim

Adi, soyad:

Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:

imza:
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