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OZET

Uzun, O.U., Metabolik Acidan Riskli Yenidoganlarin Q-TOF LC/MS
Kullanilarak  Metabolomik Analiz ile Degerlendirilmesi ve Olasi
Biyobelirteclerin Belirlenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Program Doktora Tezi, Ankara, 2025. Diyabetik ve obez/fazla kilolu
annelerden dogan bebeklerde metabolik degisiklikleri aragtirmak amaciyla Kuadrupol
Ugus Zamanlhi Sivi  Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (Q-TOF LC/MS)
kullanilarak hedefsiz kordon kani1 metabolomik analizi gergeklestirildi. Kordon kan1
ornekleri, gestasyonel diyabetli (10), obez (14), fazla kilolu (18), tip 2 diyabetli (3),
tip 1 diyabetli (1) annelerden dogan toplam 46 yenidogan ile saglikli annelerden dogan
20 yenidogandan toplanmistir. Veri isleme, MZmine 2.53 kullanilarak
gerceklestirilmis ve potansiyel metabolitler MetaboAnalyst 6.0 araciliiyla
tanimlanmustir. Diyabet ve kontrol gruplar1 arasinda belirgin farkli metabolit profilleri
gozlemlenmistir. Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
19 metabolitte ortak bir egilim tespit edilmistir. Anahtar yollar arasinda steroid ve safra
asidi biyosentezi One cikmistir. Ayrica, artan oksidatif stres, sfingofosfolipid
metabolizmasi ile ilgili ipuclari, yiiksek dihomo-gamma-linolenik asit (DGLA),
pantotenik asit ve TRH seviyeleri dikkat ¢gekmistir. Diyabet grubunda, kinurenin yolu
belirgin olarak 6ne ¢ikmistir. 16- ve 2-yolaklar1 6strojen metabolitleri, metabolik riski
isaret edebilir ve diyabetik kosullar altinda artan bir alt yolak akigina isaret etmektedir.
Hizlanan safra asidi sentezi, hiicresel enerji diizenlenmesi ve sinyalizasyonunda
onemli bir rol oynayan safra asitleri nedeniyle fetal metabolik programlamay:
degistirebilir. Koenzim A {retimi i¢in gerekli olan pantotenik asitteki artis,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki Onemli degisikliklere isaret
etmektedir. Yiiksek serum DGLA seviyeleri, metabolik anormallikler i¢in potansiyel
bir biyobelirte¢ olarak ©6ne c¢ikmaktadir. Artan plazma kinurenin seviyeleri ise
kardiyovaskiiler riskleri Ongorebilir. Bu metabolik profillerin  ve yolaklarin

dogrulanmasi i¢in daha biiyiik, hedefe yonelik ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Metabolomik, Maternal Diabet, Maternal Obezite,
Yiiksek Riskli Yenidogan, Q-TOF LC/MS
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ABSTRACT

Uzun, O.U., Evaluation of High Risk Newborns Using Q-TOF LC/MS-Based
Metabolomic Analysis and ldentification of Potential Biomarkers, Hacettepe
University Graduate School Health Sciences Biochemistry Department of
Biochemistry Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2025. Untargeted cord blood
metabolomics analysis was performed using Quadrupole Time-of-Flight Liquid
Chromatography/Mass Spectrometry (Q-TOF LC/MS) to investigate the metabolic
alterations and pathways in high-risk newborns born to diabetic, obese/overweight
mothers. Cord blood samples were collected from 46 newborns born to mothers with
gestational diabetes (10), obesity (14), overweight (18), type 2 diabetes mellitus (3),
type 1 diabetes mellitus (1), and 20 newborns born to healthy mothers. Q-TOF LC/MS
was used to investigate the alterations in cord blood metabolomic profiles. Data
processing was conducted using MZmine 2.53. Putative metabolites were idenditified
using MetaboAnalyst 6.0. Distinct metabolite profiles were observed between diabetes
and control groups. Significant identical trend in 19 metabolites were determined in
both diabetes and obesity + overweight groups versus control group. Key pathways
included steroid and bile acid biosynthesis. Upregulated oxidative stress, clues to
sphingophospholipid metabolism, high levels of dihomo-gamma-linolenic acid
(DGLA), pantothenic acid, and TRH were detected. The kynurenine pathway was
prominent in the diabetes group. Estrogen metabolites from the 16- and 2-pathways
may indicate metabolic risk, with increased downstream flux under diabetic
conditions. Accelerated bile acid synthesis may alter fetal metabolic programming,
since bile acids play crucial roles in cellular energy regulation and signaling. Elevated
pantothenic acid, essential for the production of Coenzyme-A, suggests significant
alterations in carbohydrate, protein, and fat metabolism. High serum DGLA levels
emerge as a potential biomarker for metabolic abnormalities. Increased plasma
kynurenines could predict cardiovascular risks. Larger targeted studies are required to

validate these metabolic profiles and pathways.

Key Words: Metabolomics, Maternal Diabetes, Maternal Obesity,
High Risk Newborn, Q-TOF LC/MS
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1. GIRIS

Fetal programlama, intrauterin ¢evre sartlarina maruz kalma sonucunda organ
ve sistemlerin gelisiminin etkilenmesiyle bireyin uzun vadeli saglik ve hastalik
risklerinin sekillenmesini ifade eden bir kavramdir. Bu kavram, ilk kez David
Barker'in "Gelisimsel Saglik ve Hastalik Kokenleri" (Developmental Origins of Health
and Disease, DOHaD) hipotezi ger¢evesinde ele alinmistir. S6z konusu hipotez,
olumsuz intrauterin sartlar ve erken postnatal donemdeki elverigsiz faktorlerin,
bireylerin ileri yasamlarda kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve hipertansiyon gibi
kronik rahatsizliklara egilim gostermelerine neden olabilecegini ileri siirmektedir (1).

Son yillarda diinya genelinde maternal diyabet ve obezite oranlarindaki artig
dikkat ¢ekmektedir (2,3). Diyabetik ve obez annelerden dogan yenidoganlar, cogu
benzer 6zellikler tasiyan uzun vadeli metabolik riskler tasimaktadir (4-6). Diyabetik
annelerden dogan bireyler, obezite, tip 2 diyabet (T2DM), metabolik sendrom,
kardiyovaskiiler hastaliklar, norogelisimsel bozukluklar ve epigenetik degisiklikler
gibi uzun vadeli riskler ile iliskilendirilmistir. Benzer sekilde, obez annelerin
cocuklarinda da uzun dénemde obezite, metabolik sendrom, T2DM, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norogelisimsel bozukluk riskinin arttig1 gézlemlenmektedir.

Hayatin ilk 1000 giinli, T2DM’nin dnlenmesi i¢in kritik bir miidahale donemi
olarak kabul edilmektedir (7). Yenidoganlarin uzun vadeli komplikasyonlarla
iliskilendirilebilecek metabolik risklerinin erken donemde belirlenmesi, erken tani ve
miidahale imkéanlarin1 arttirmakla birlikte, kisisellestirilmis tedavi yaklasimlarimni
desteklemektedir. Ayrica bu durum, kritik gelisimsel donemlerde miidahale imkanlari
sunarak uzun vadeli prognozun iyilestirilmesi ve saglik harcamalarinin azaltilmasina
katk1 saglayabilir.

Bu calisma, diyabetik ve asir1 kilolu/obez annelerden dogan yiiksek riskli
yenidoganlarda metabolik degisiklikleri anlamayr ve bu bireylerin uzun vadeli
risklerini  Ongorebilecek potansiyel metabolitler ile biyokimyasal yolaklart
tanimlamay1 amaglamaktadir. Bu amacla, Kuadrupol Ucgus Zamanli Sivi
Kromatografisi/Kiitle ~ Spektrometresi ~ (Quadrupole  Time-of-Flight  Liquid
Chromatography/ Mass Spectrometry, Q-TOF LC/MS) tabanli, hedefsiz kordon kani

metabolomik analizi gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Gliniimiizde, yetiskin saglig1 ve hastaliklarinin gelisimsel kokenleri oldugu ve
yasamin erken donemlerindeki metabolik dengesizliklerin yasamin ilerleyen
donemlerinde daha fazla olumsuz hastalik riski ile sonug¢landigi bildirilmektedir.
Maternal diyabet ve maternal obezite oranlari, son yillarda diinya genelinde istikrarl
bir sekilde artis gdstermektedir (2,3). Bu 6nemli saglik sorunlari, yalnizca anne
sagligini degil, ayn1 zamanda dogacak cocuklarin sagligin1 da etkilemekte, erken ve
uzun donemde saglik sorunlarini beraberinde getirmektedir.

Fetal programlamanin beyin gelisimini ve fonksiyonunu etkiledigi icin
intrauterin donem kritik dneme sahiptir (8). Maternal diyabet ve obezite, fetiiste insiilin
salgisini ve glikoz dengesini bozarak uzun vadeli komplikasyonlara yatkinliga neden
olmaktadir. Diyabetik ve obez annelerden dogan bebekler, obezite, T2DM (Tip 2
Diyabet), metabolik sendrom, kardiyovaskiiler hastaliklar ve ndrogelisimsel
bozukluklar gelistirme agisindan daha yiiksek risk altindadir. Metabolik sendrom,
obezite, insiilin direnci ve kardiyovaskiiler hastaliklar, dislipidemi ve hipertansiyon
gibi iligkili durumlarla baglantili risklerin erken asamada tespit edilmesi, erken

miidahale olanagi saglamak agisindan 6nemlidir.

2.1. Maternal Fazla Kilo ve Obezite

Obezite diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Gebelikte fazla kilo
ya da obezite oranlar1 %40’a yakindir ve maternal fazla kilo ve obezite tiim zamanlarin
en 6nemli sorunlari arasindadir. Maternal fazla kilo ve obezite, erken dogum da dahil
olmak iizere bircok fetal komplikasyonla ve bebek agisindan uzun donem
komplikasyonlarla iliskilidir. Obezitenin kiiresel olarak hizla artmasinda rol oynayan
faktorler arasinda sistemik inflamasyonu artirma potansiyeline sahip beslenme ve
¢evresel maruziyetler yer almaktadir (9). Bu durum annede kalp-damar hastaliklar1 ve
diyabet gibi hastaliklarin goriilme riskini artirmakla kalmamakta, ayn1 zamanda bu
riski bebege de aktarmaktadir (6). En biiylik risk, gebelikte yiiksek kilo alim1 olan
obeziteli kadinlarda goriilmektedir.

Preterm dogum, ozellikle 28. haftada spontan dogum ve preeklampsi veya
diyabet nedeniyle tibbi olarak endike dogum, obez kadinlarda ¢cok daha yaygindir.
(10). Obezite, preeklampsi, gebeligin neden oldugu hipertansiyon, gestasyonel



diyabet, trombotik olaylar, artan sezaryen dogum gelisimine katkida bulunarak
gebeligi zorlastirir ve bu durumlarin bircogu aracilifiyla anne 6liimlerine katkida
bulunur (11). Maternal obezite, diisiik, fetal 6liim, bebek 6liimii ve noral tiip defektleri,
kardiyak ve orofasiyal anormallikler dahil olmak {izere 6nemli dogustan anomali
riskini artirir (12,13). Obeziteli annelerden dogan term bebeklerde perinatal asfiksi,
mekonyum aspirasyonu, neonatal ndbetler veya omuz distosisi goriilme olasilig1 daha
yiiksektir (14).

Maternal obezite, erken donemde gebelik komplikasyonlari ile iliskili oldugu
gibi bebegin daha sonraki yasamlarinda obezite, diyabet, kardiyovaskiiler hastalik,
norogelisimsel sorunlar gelistirme riskini artirir. Uzun donemde serebral palsi, dikkat
eksikligi hiperaktivite bozuklugu, bilissel gecikme, otizm gibi norogelisimsel
bozukluklarin riskinin arttig1 bildirilmektedir (15-17). Obez annelerin ¢ocuklarinin da
obez olma, kardiyovaskiiler hastalik veya tip 2 diyabet gelistirme riski de artmistir
(18). Obez annelerden dogan ¢ocuklar, ayn1 zamanda artan yaglanma ve metabolik
sendrom agisindan da yiiksek risk altindadir (5,19), bu da obezite ve metabolik
sendromun anneden ¢ocuga in utero aktarimindan olusan kisir bir dongiiyi
distindiirmektedir.

Normal viicut kitle indeksine sahip gebe kadinlarla karsilastirildiginda,
gebelikte obez olan kadinlarda daha belirgin insiilin direnci, dolasimdaki insiilin,
leptin, insiilin benzeri biiylime faktori-1 (IGF-1), lipidler ve muhtemelen
proinflamatuar sitokinlerin diizeylerinde ylikseklik ve daha diisiik plazma adiponektin
bulunur (20). Onemli olarak, maternal obezitede, annenin besin seviyelerindeki,
biiylime faktorlerindeki ve hormonlardaki degisiklikler plasenta fonksiyonunu modiile
eder. Ornegin, obez hamile kadinlarda yiiksek insiilin, leptin, IGF-1 ve diisiik
adiponektin, plasentada mTOR sinyalini aktive ederek protein sentezini,
mitokondriyal fonksiyonu ve besin tasinmasini artirir. Bu gebelikler ayrica inflamatuar
sinyal yollarinin aktivasyonu, oksidatif stres, oksidatif fosforilasyonun azalmasi ve
plasentada lipid birikimi ile iliskilidir. Son biyoinformatik yaklasimlar, maternal
obezitenin plasentayr nasil etkiledigine dair veriler saglamistir, ancak, normal
bliytlikliikte bebekler doguran obez kadinlarda plasental islevdeki degisiklikler ile

olumsuz sonuglar arasindaki baglanti belirlenmemistir (20).



Kisa ve uzun donem komplikasyonlar tanimlanmis olmasina ragmen fazla
kilolu ve obez anne gebeliklerinde ortaya ¢ikan ve gebelik sonuglarini ve bebegin
sagligini etkileyen mekanizmalar da halen belirsizligini korumaktadir (21). Gebelik
oncesi obezite, sadece yag birikimi ile degil, ayn1 zamanda beslenme durumu, insiilin-
glukoz metabolizmasi ve diisiik dereceli sistemik inflamasyon ile de iliskilidir. Bu
faktorlerin, fetal beslenme hipotezi ve epigenetik mekanizmalar gibi yollarla ¢ocukta
metabolik, kardiyovaskiiler ve norogelisimsel saglik iizerinde programlayici etkileri
olabilir. Ozellikle epigenetik diizenlemelerin, DNA metilasyonu gibi degisikliklerle
bu programlama siireclerinde kilit bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. inflamasyon ve
oksidatif stresin, anne obezitesinin gebelik sonuglar1 ve g¢ocuk tizerindeki etkisinin
temel aract mekanizmalar1 olmalar1 olasidir. Obezitenin kronik diisiik dereceli bir
inflamatuar duruma neden oldugu ve yag dokusu tarafindan reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) tiretimini arttirdig1 bilinmektedir (22). Normal gebelikte uygun
proinflamatuar ve antiinflamatuar dengenin ve ROS iiretiminin kontroliiniin 6nemi
genis capta tamimlanmistir ve cesitli gebelik patolojileri, proinflamatuar immiin
yanitlar veya oksidatif stres ile iligkilidir. Plasenta, hamileligin hormonal destegi ve
biiylime i¢in besinlerin fetiise taginmasi agisindan hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle
inflamasyon ve oksidatif stresin plasentayr nasil etkileyebilecegini ve annenin

obezitesinin ¢ocuk iizerindeki sonuglarini belirlemedeki roliinii anlamak 6nemlidir.

2.2. Maternal Diabet

Tiim diinyada, ¢ocuk ve ergen yas grubunda dahi tip 2 diyabet ve obezitenin
prevalansi artmakta, benzer sekilde gestasyonel diabetes mellitus (GDM) prevalansi
da artmaktadir. Hamilelik sirasinda diyabet, insiilinin salgilanmasini ve islevini
etkileyen, hiperglisemiye yol acan bir bozukluk olarak ortaya ¢ikar. Bu durum anne,
gelismekte olan fetiis ve yenidogan i¢in onemli riskler olusturur ve potansiyel olarak
ciddi morbiditeye neden olur. Diyabet, GDM olarak bilinen 6nceden normoglisemik
bir kadinda ilk kez hamilelik sirasinda ortaya ¢ikabilir. Bunun diginda gebelik
oncesinde insiiline bagimli Tip 1 diyabet (T1DM) veya Tip 2 diyabet (T2DM) olarak
mevcut olabilir. Normal glukoz toleransina sahip kadinlarin aksine, GDM gelisimine
zemin hazirlayan altta yatan patofizyolojik mekanizmalar gebelik Oncesinde de

mevcuttur. GDM gelistirmeye yatkin kadinlar, genellikle gebelik dncesinde insiilin



duyarliliginda azalma gosterir ve bu durum genellikle fazla kilo veya obezite ile
iligkilidir. Ayrica, bu kadinlarin normoglisemiyi siirdiirmek i¢in yetersiz bir insiilin
yanit1 sergiledikleri gozlemlenmistir. Bu durum, tip 2 diyabetli bireylerde goriilen
metabolik 6zelliklerle benzerlik gostermektedir (23).

Diinya capinda gebeliklerin yaklasik %14'iiniin diyabet nedeniyle komplike
oldugu tahmin edilmektedir, bu da diyabeti obstetrik bakimin en 6nemli zorluklarindan
biri haline getirmektedir (24). Diyabetik annenin gebeliginden dogan bebeklerin,
yenidogan doneminden, ergenlik ve yetiskinlik donemine kadar ¢ok sayida olumsuz
etki i¢in bir risk faktorii oldugu bilinmektedir (25).

Diyabetik  gebelikler ¢ok sayida erken neonatal komplikasyonla
iligkilendirilmistir. Perinatal donemde annenin hiperglisemisi vaskiilopatiye neden
olabilir ve potansiyel olarak fetal hipoksiye, fetal asfiksiye ve hatta intrauterin 6liime
veya spontan diisiige yol acabilir. Fetal hipoksi ayni zamanda artmis eritropoietin
tiretimini  uyararak polisitemi, hiperviskozite, yiikksek tromboz riski ve
hiperbilirubinemi ile sonuglanabilir. Ek olarak annedeki diyabet, plasental erken
ayrilma ve erken dogumu tetikleyebilen polihidramnios olasiligiyla da
iligkilendirilmistir. Diyabetli kadinlardan dogan bebeklerin genellikle daha diisiik
Apgar skorlarina sahip oldugu ve ozellikle 6nceden diyabeti olanlarda neonatal
hipoglisemi insidansinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fetal hiperinsiilinizm,
stirfaktan {iretimini engelleyebilir, kolinin lesitin i¢ine girmesine miidahale ederek
fetal akciger olgunlagmasini geciktirebilir, bu da solunum sikintis1 sendromunun
gelismesine katkida bulunabilir. Intrauterin dSnemde yiiksek insiilin diizeyleri, bebegin
makrozomik olmasina ve buna bagli dogum travmalarina neden olabilir.

Ozellikle ilk trimesterde organogenezin kritik déneminde annedeki diyabetin
yeterince kontrol edilemedigi (HbAlc >%7) diyabetik gebeliklerde konjenital
defektler ti¢ kat daha fazla goriilmektedir (26). Glisemik kontroliin yetersiz oldugu,
onceden diyabeti olan gebeliklerde konjenital defekt riski onemli 6l¢lide artmaktadir
(27) Maternal hiperglisemiyi teratojenik etkilere baglayan kesin patofizyolojik
mekanizma tam olarak anlagilamamistir. Ancak olasi aracilar arasinda hiperketonemi,
bozulmus arasidonik asit (AA) metabolizmasi, miyoinositol, prostaglandinler ve

hipoksi yer alir. Maternal hiperglisemiden kaynaklanan artan oksidatif stres, hiicre



apoptozunu artirdigl ve gen ekspresyonunu degistirdigi i¢in diyabetik embriyopatide
de 6nemli bir rol oynar (28).

Yasamin ilerleyen yillarinda, diyabetik annelerden dogan bireylerin obeziteye,
kardiyovaskiiler hastaliklara, metabolik sendroma, bozulmus glukoz toleransina,
T2DM'ye, hipertansiyona ve yagl karaciger hastaligina kars1 duyarliligi artmaktadir
(29). Annedeki diyabetin, gelecekte ¢ocukta goriilebilecek norobiligsel ve psikiyatrik
bozukluklarla da baglantili oldugunu gosteren giderek artan miktarda veri
bulunmaktadir. Hiperglisemik intrauterin ortama maruz kalmanin fetiisteki
norogelisimsel sonuglar {izerindeki etkisi hala aragtirllmaktadir ve zaman zaman
celigkili bulgular bu alanda daha fazla aragtirma yapilmasini gerektirmektedir (30,31).
Gestasyonel diyabetin intrauterin donemde fetiis tizerinde olusturdugu hiperglisemik
etkilerin, periferik inflamatuvar yanitin ve beyin noroinflamasyonunun artmasi
yoluyla bir sonraki nesilde norokognitif ve davranigsal sorunlara yol agabilecegi
diistiniilmektedir. Epigenetik, asir1 inflamasyon ve oksidatif stres ile yapisal beyin
degisiklikleri dahil olmak iizere bircok mekanizma, anne diyabetinin gelismekte olan
beyin tizerindeki etkisinin altinda yatan potansiyel faktorler olarak dikkat cekmektedir
(25).

Dani ve ark., (32), gestasyonel diabetik annelerden dogan 30 term bebek ve 40
kontrolden alian kord serumunda, en sik goriilen komplikasyonlarin ortaya ¢ikisin
arastiran metabolomik c¢alisma gergeklestirmislerdir. Diabetik annelerden dogan
bebeklerde, kontrollere gore daha diisiik glukoz diizeyi ve daha yiiksek diizeyde
piruvat, histidin, alanin, valin, metionin, arginin, lizin, hipoksantin, lipoprotein ve
lipide sahip oldugunu gostermislerdir ancak herhangi bir klinik farklilik
bulamamiglardir. Sonuglar, gebelik sirasinda fetal hiperglisemiye uzun siire maruz
kalmanin, klinik gidisat1 etkilemeden dogumdaki neonatal metabolomik profili
degistirebilecegini gostermistir.

O'Neill ve ark., (33), gestasyonel diyabetli annelerden dogan ¢ocugun
gelisimini etkileyen metabolik faktorleri karakterize etmek icin, daha sonra
gestasyonel diyabet tanist konan kadinlardan alinan ikinci trimester amniyotik sivi
metabolomunun profilini, gaz kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS) ve sivi
kromatografisi/kiitle spektrometresi (LC/MS) analizleri yoluyla bilinen 459

biyokimyasalin profili ile hedefe yonelik bir metabolomik yaklasim kullanarak



cikarmiglardir. I¢ ice gegmis bir vaka kontrol ¢alismasi tasarimi kullanarak,
gestasyonel diabete maruz kalma nedeniyle degisen toplam 69 biyokimyasal
belirlemislerdir. Cinsiyete 6zgii analiz ise erkek ve kiz bebeklerde sirasiyla 44 ve 58
metabolit tamimlamistir. En 6nemli degisiklikler glikoz, amino asit, glutatyon, yag
asidi, sfingolipid ve safra asidi metabolizmasinda bulunmustur ve spesifik
degisiklikler cocugun cinsiyetine gore belirlenmistir. Hedefli izotop seyreltme LC/MS
dogrulayici analizler, dokozaheksaenoik asit ve arasidonik asitte onemli degisiklikleri
gostermistir. Gestasyonel diyabetli annelerdeki, fetiis metabolizmasindaki cinsiyete
0zgl degisikliklerin, uterus i¢inde diyabete maruz kalan bebeklerde goriilen cinsiyete
0zgl metabolik sonuglart agiklamaya baslayabilecegi sonucuna varmiglardir.

Shashikadze ve ark., (34) maternal hipergliseminin yenidoganlarin karacigeri
tizerindeki olumsuz etkilerini arastirmak i¢in genetik olarak diyabetik veya vahsi tip
domuzlarda gelistirilen domuz yavrularindan alinan karaciger dokusunun multiomik
analizini yapmuslardir. Caligmalarinda, obeziteden bagimsiz olarak, annedeki
hipergliseminin, yenidogan bebegin karacigerinde belirgin molekiiler degisikliklere
neden oldugunu gostermislerdir. Ozellikle, de novo lipogenezden bagimsiz olarak
uyarilmis glukoneogenez ve hepatik lipid birikimine iliskin kanitlar bulmuslardir.
Fosfatidilkolin (PC) biyosentez enzimlerinin azalmis seviyeleri ve PC translokasyonu
veya pargalanmasinda rol oynayan proteinlerin artan seviyelerinin, annedeki yiiksek
PC seviyelerine kars1 diizenleyici mekanizmalar1 temsil ediyor olabildigini
diistinmtslerdir.

Anne karninda diyabete maruz kalmanin, uzun dénemde metabolik durumu
etkiledigi, daha yiiksek obezite ve T2DM riski tasidigi ve boylece gelecek nesiller i¢in
bir kisir dongli olusturdugu anlasilmistir (35). Hiperglisemik bir uterus ortami,
yavrularda T2DM riskini artirmaya katkida bulunan ve herhangi bir genetik, ¢cevresel
veya diger risk faktorlerini bir araya getiren sayisiz metabolik degisiklige neden
olabilir.  Dismetabolik  6zelligin  arkasindaki ~ molekiiler = mekanizmalar
bilinmemektedir, ancak 0Ozellikle DNA metilasyonundaki farkliliklarla ilgili
epigenetik degisiklikler One siiriilmiistiir. Kelstrup ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada (36), diyetle tedavi edilen GDM veya T1DM’li annelerden dogan
yetigkinlerde, peroksizom proliferatorii ile aktive edilmis reseptor-y koaktivatorii

la'nin (PPARGCI1A) DNA metilasyonunu incelenmistir. PPARGCI1A, iskelet kas1 ve



deri alt1 yag dokusunda glukoz homeostazini kontrol eden yolaklarda yer alan genleri
diizenleyen ¢ok islevli bir transkripsiyonel koaktivatordiir. Calismada, gestasyonel
diabetli annelerin c¢ocuklarinin, iskelet kasinda azalmig bir PPARGCIA gen
ekspresyonu oldugu bulunmustur, ancak T1DM’li annelerin ¢ocuklarinda bu bulgu
saptanmamistir. Bu bulgular, metabolik olarak oOnemli diger genlerin dahil
olabilecegini ve diger glisemik olmayan faktorlerin iskelet kasinda PPARGCIA

ekspresyonunda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

2.3. Metabolomik Analizler

Gegmiste, sinirlt analitik yontemler ve metabolitlerin kimyasal veya fiziksel
farkliliklar1 nedeniyle ayn1 anda az sayida metabolit incelenebiliyordu. Ancak, modern
kromatografi teknolojileri sayesinde biyolojik Orneklerde daha fazla metabolitin
eszamanli analizi miimkiin hale gelmistir. Bu ilerlemeler, metabolomik adi1 verilen
yeni bir yaklasimi ortaya ¢ikarmistir (37).

Metabolomik, bir organizmadaki metabolik yollarin ara ve son iirlinleri olan
diisiik molekiiler agirliklt metabolitlerin nicel analizini kapsayan bir bilim dalidir.
Genomik, proteomik ve transkriptomiklerden sonra omik bilimlerin en yeni
alanlarindan biri olarak, yiiksek verimli analitik teknikleri biyoinformatik ile
birlestirir. Bu yaklasim, metabolitlerin niceliksel ve niteliksel degerlendirmelerini
yaparak patolojik siire¢lerin anlasilmasini ve terapdtik miidahalelere verilen tepkilerin
Ongoriilmesini amaglar. Bu analitik yaklasim, 6rnek toplama, 6rnek hazirlama, cihaz
analizi, metabolitlerin tanimlanmas1 ve metabolik yolak analizi gibi temel adimlar
igerir

Metabolom terimi, belirli bir fizyolojik donemde biyolojik bir 6rnekte bulunan
ve devam eden metabolik aktivitelerin fonksiyonel 6zetini veren tiim kiigiik molekiillii
metabolitleri ifade eder. Metabolomik analizler, normal ve patolojik yolaklar1 ayirt
ederek hastaliklarin tanist ve prognozunun belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar
(38,39). Metabolitlerin genom, proteom ve transkriptomda meydana gelen
degisikliklerin asag1 yonlii bir ifadesi oldugu diisiiniildiigiinde, bu molekiiller bir
organizmanin herhangi bir anda fenotipik goriiniimiinii yansitabilir.

Metabolom, genoma kiyasla gevresel etkileri yansitma ve bireyin mevcut

patofizyolojik durumunun anlik bir goriiniimiinii sunma avantajina sahiptir.



Metabolomik analizlerde genellikle kiitle spektrometresi (MS), niikleer manyetik
rezonans (NMR) spektroskopisi ve Fourier dontisiimii kiziltesi (FTIR) spektroskopisi
gibi teknikler kullanilir. Bu tekniklerle metabolomik parmak izi, metabolik profil
olusturma, metabolik ayak izi, hedef analiz ve akis analizi gibi yaklagimlar
uygulanabilir. Bu yaklagimlar, toksikolojik mekanizmalarin ve hastalik siire¢lerinin
anlasilmasinda 6nemli katkilar saglar. Ayrica, metabolomik, yeni ila¢ kesfi ve erken
hastalik tanisi i¢in biyobelirteglerin belirlenmesinde de degerli bir aragtir.

Biyolojik sivilarda tespit edilen metabolik profiller, gen ekspresyonu ile ¢evre
etkilesiminin bir sonucudur. Metabolomik analiz, hastaliklar1 ayirt etmek ve metabolit
profili varyasyonlarini belirlemek icin bir temel sunar. Bu 6zellik, yenidogan ve
pediatrik ¢alismalar i¢in 6zellikle onemlidir (40). Metabolomik, biyolojik fenotipe en
yakin bilgiyi saglayarak bozulan metabolik yolaklarin tespiti ve yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine imkan tanir. Yenidoganlar i¢in normal metabolit
degerlerinin bilinmesi, hastaliklarin erken tanisi ve yeni hastaliklarin 6ngoriilmesi
acisindan 6nemlidir. Son olarak, gébek kordonu kaninda bulunan metabolitler, fetal
beslenme ve metabolik saglik hakkinda bilgi saglayarak yenidoganlarda potansiyel
saglik sorunlarinin erken tespiti i¢in degerli bir arac1 temsil eder.

Kiitle spektrometresi tabanli metabolomik analizler, hedefli ve hedefsiz olmak
tizere iki ana baglikta incelenir (37). Hedefli metabolomik analiz, &nceden
biyokimyasal olarak tanimlanmis metabolitlerin standartlar kullanilarak nicel
Olclimiinii icerir ve diisiik ¢oziiniirliiklii tandem kiitle spektrometreleri cogu zaman
yeterlidir ve ¢oklu reaksiyon izleme modu (MRM) kullanilarak gergeklestirilir. Bu
yontemde, standart referans materyaller ile elde edilen kalibrasyon egrileri sayesinde
hassas Olclimler yapilabilir. Hedefli metabolomik analiz, belirli metabolitler ve
bunlarla iligkili yolaklara odaklanarak yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliik sunar. Bu teknik,
biyolojik siireclerdeki spesifik metabolik yolaklar1 derinlemesine anlamay: saglar.
Hedefli metabolomik analiz, cogu zaman hizli ve maliyet etkin olmasiyla dikkat ¢eker
ve hedefsiz yaklagimlara kiyasla daha az 6rnek hazirlama ve veri isleme gerektirir.
Ayrica, metabolitlerin hastaliklardaki roliinii anlamada, hastaliklarda biyobelirteg
metabolitler kullanilarak tanida, prognozda ve tedavi izleminde katki saglamada ve

hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesine katki saglamada onemli bir yere sahiptir.
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Hedefsiz metabolomik yontemler, biyolojik drneklerden miimkiin oldugunca
cok sayida metaboliti eszamanli olarak belirlemeyi amaglayan kapsamli analizlerdir.
Bu yaklasim, daha 6nce biyokimyasal olarak tanimlanmis ya da tanimlanmamis bir¢ok
metabolitin belirlenmesini saglar. Ancak, hedefli metabolomik analizin aksine, bu
metabolitlerin kesin miktarlari1 6lgmek miimkiin degildir. Hedefsiz metabolomik
analizde, genellikle yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi, 6rnegin “quadrupole
flight time” (QTOF) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi gibi
teknolojiler kullanilir. Bu yontemin avantajlarindan biri, yiizlerce metabolitin ayni
anda tespit edilebilmesi ve bu sayede tan1 ya da tedaviye yonelik yeni hedeflerin
belirlenebilmesidir. Metabolitlerin tanimlanmasi (anotasyonu), ¢esitli kiitiiphanelerin
kullanimina dayanir, cilinkii her metabolit i¢in standart referans malzeme mevcut
degildir veya kullanimi1 her zaman miimkiin degildir. Mevcut olanlar iginse maliyet
acisindan etkinlik degerlendirilmektedir. Ancak, bu yontemle elde edilen verilerin
karmagikligi, veri yorumlamada onemli zorluklar olusturur. Son yillarda cesitli
metabolomik veritabanlar1 ve yazilimlar gelistirilmis olsa da bu alanda daha fazla
ilerlemeye ihtiya¢ vardir. Ayrica, bilinmeyen 6zelliklerin tanimlanmasi ve bunlarin

dogrulama siirecleri, ek zaman ve ¢aba gerektirir.

2.4. Kuadrupol Ucus Zamanh Sivi Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi
“Quadrupole Flight Time Mass Spectrometer” (Q-TOF LC/MS)
Kullanarak Hedeflenmemis Metabolomik Analiz

Sivi kromatografisi ve ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile yapilan
hedeflenmemis kimyasal molekiil profil analizi, 6rnek gruplarindaki varyasyonlari
anlamada degerli bir aragtir. Ancak bu yontem, genellikle 20.000'den fazla 6zelligi
iceren bliylik veri setleri liretebilir ve bu durum zorlayici olabilir. Deney tasarimu,
ornek gruplarindaki istatistiksel varyasyonu dogrulamada kritik bir dneme sahiptir. Bu
nedenle, deney tasarimi olusturulurken ve veri azaltma ile isleme i¢in istatistiksel
araclar kullanilirken dikkatli olunmalidir (41)

Kimyasal molekiil analizinde, yiiksek ¢Oziiniirliklii ve hassas kiitle 6l¢iim
cihazlariyla yapilan hedeflenmemis yaklagimlar, 6rnek bilesiminin daha kapsamli bir
sekilde anlasilmasini saglayabilir. Hedeflenmemis analiz, genel kimyasal molekiil

profillemeye odaklanan ve kesif odakli veya hipotez olusturucu bir yontem olarak
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kabul edilir. Ancak, bu genisletilmis bilgi arayisinin, hedeflenmis analizlere kiyasla

bazi avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

iyon
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Sekil 2.1. Q-TOF LC/MS cihazinin boliimleri (42)

Sivi  kromatografisi-kiitle  spektrometresi (LC-MS), hedeflenmis ve
hedeflenmemis analiz yontemleriyle kimyasal bilesiklerin analizinde kullanilan bir
tekniktir. Hedeflenmis analiz, belirli bir analit alt grubunun dogrulama ve miktar
tayinini yapar ve genellikle daha diisiik ¢6ziiniirliikte cihazlarla (6rnegin, tgli
kuadrupol) uygulanabilir. Bu yaklasim, pestisit tayini gibi belirli bir amag¢ igin
tasarlanmis hedef listeleri kullanir ve standartlar, tutulma zamani, Onci ve {iriin
iyonlariyla dogrulama yapilir. Buna karsin, hedeflenmemis analiz, daha kapsamli bir
inceleme saglayarak bir¢cok kimyasal bilesigi bir arada analiz eder. Bu yontem, yiiksek
¢oziinlirliiklii cihazlar (6rnegin, QTOF) ve biiyiik veri setlerini iglemeyi gerektirir. Q-

TOF cihazinin bolimleri Sekil 2.1°de gosterilmistir. Hedeflenmemis analiz, 6zellikle
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aragtirma ve gelistirme siireglerinde cevresel etkiler veya biyolojik varyasyonlari
anlamak i¢in kullanilir.

Hedeflenmemis analiz, deneysel tasarim ve veri isleme asamalarinda detayli
planlama gerektirir. Ornegin, ayn1 susun kullanilmasi, biiyiime ortami kosullarinin
sabitlenmesi ve mobil fazin tutarlilikla hazirlanmasit gibi adimlar, istenmeyen
degiskenlikleri en aza indirmek i¢in 6nemlidir. Verilerin giivenilirligi, biyolojik ve
teknik tekrar analizleri ile artirilirken, kalite kontrol ornekleriyle cihaz stabilitesi
izlenir. Veri isleme asamasinda, MS-DIAL gibi yazilimlarla veri bdliimlendirme,
azaltma ve hizalama gergeklestirilir. Bu siireg, istatistiksel analizlerle anlamli
ozelliklerin belirlenmesini ve gereksiz verilerin azaltilmasim saglar. Istatistiksel
anlamlilik p degeri ve coklu istatistiksel yaklasimlar kullanilarak degerlendirilir ve
ardindan kilit 6zelliklerin tanimlanmasi yapilir.

Son asamada, kimyasal bilesiklerin tanimlanmasi, Metabolomik Standartlari
Inisiyatifi'nin (MSI) belirledigi dért seviyeye gore gerceklestirilir. Seviye 1, kimyasal
standartlarla dogrulanan bilesikleri kapsarken, Seviye 4 yalnizca benzersiz spektral
ozelliklere dayali bilinmeyen bilesikleri icerir. Hedeflenmemis analiz, genis bilgi
saglayarak Ornekler arasindaki farkliliklar1 anlamayr ve yeni kesifler yapmayi
miimkiin kilar. Bu bilgiler, hedeflenmis analizlerde Coklu Reaksiyon Izleme (MRM)
yontemlerinin gelistirilmesine olanak tanir, boylece kimyasal analizler rutin hale

getirilebilir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Popiilasyonu

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde, bir yillik siire iginde dogan,
fazla kilolu/obez annelerin ve gestasyonel diyabet mellitus (GDM), tip 1 veya tip 2
diyabet tanist almis annelerin bebekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Anne obezitesi,
gebelik oncesi viicut kitle indeksi (VKI) >30 kg/m? olarak, fazla kilo ise VKi'nin 25—
29,9 kg/m? arasinda olmasi seklinde tanimlanmustir (43).

Calismaya alinma kriterleri sunlardir: 1. Obez annelerin zamaninda (term)
dogan bebekleri. 2. Gestasyonel diyabet, tip 1 veya tip 2 diyabeti olan annelerin
zamaninda dogan bebekleri. Calismadan dislanma kriterleri: 1. Calisma kriterleriyle
ilgisiz hastaliklara sahip olan anneler veya bebekler. Obezitesi ve diyabeti olan
anneler, diyabet grubuna alinmstir.

Bir yillik calisma siiresi iginde, bilgilendirilmis onam formunu imzalayan ve
dahil edilme kriterlerini karsilayan bebekler ¢calismaya dahil edilmistir. Kontrol grubu,
anneleri saglikli olan (obez veya fazla kilolu olmayan ve diyabeti bulunmayan),
normal dogum agirligina sahip 20 zamaninda dogan yeni dogandan olusmustur.
Calisma icin Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu'ndan etik onay alinmigtir (E-80418770-020-222989)."*

3.2. Deneyler

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Kan ornekleri, etilendiamintetraasetik asit (EDTA) igeren tiiplere alind1 ve
hemen ardindan 4°C'de (2000xg’de 10 dakika) santrifiij edildi. Ayrilan plazmalar
analiz yapilana kadar -80°C'de saklandi. Plazmalar, deney giinii ¢oziildi ve
kullanilmadan 6nce vortekslendi. Her bir 6rnekte metabolit ekstraksiyonu, metanol ile
proteinlerin ¢oktiiriilmesi yoluyla gergeklestirildi. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak,
200 pL metanol:su (95:5, v/v) karigimi eklenerek, vortekslendi ve 4°C’de 9000 rpm’de
20 dakika santrifiij edildi. Ust fazdan 200 pL alindi, vakumlu santrifiij cihazinda
(Labconco CentriVap Benchtop Vacuum Concentrator, Kansas City, ABD) kurutuldu
ve 200 pL asetonitril:su (1:1, v/v) iginde ¢oziildii. Ardindan, 4°C'de 5000 rpm'de 10

dakika santrifiij edildi. Son olarak, 100 pL alinarak vial i¢ine eklendi. Kullanilan tiim
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coziliciler LC-MS derecesinde olup Sigma-Aldrich (MO, ABD) tarafindan temin

edilmistir.
3.2.2. Q-TOF LC/MS Analizi

Numuneler, Agilent 6530 Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, ABD) kullanilarak analiz edilmistir. Enjeksiyonlar, ters faz kromatografi
kolonunda (2.1 x 100 mm, 2.5 pm, Xbridge Waters) gradyan eliisyon yontemiyle
gergeklestirilmistir. Kolon 35°C'de, otomatik drnekleyici ise 4°C'de tutulmustur. Akis
hiz1 0.4 mL/dak olarak ayarlanmistir. Mobil fazlar olarak %0.1 formik asit igeren su
(faz A) ve asetonitril (faz B) kullanilmistir. Eliisyon gradyani su sekilde uygulanmaistir:
%95 faz A ile baglanmus, 2. dakikada %65 faz A'ya, 8. dakikada %5 faz A'ya indirilmis,
10. dakikada %95 faz A'ya geri doniilmiis ve ardindan 5 dakikalik bir post-run fazi
uygulanmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL'dir.

Kiitle spektrometresinde metabolomik analiz, negatif iyon modunda 75-1200
kiitle/yiik (m/z) araliginda tarama yapilacak sekilde gerceklestirilmistir. Enjeksiyonlar
rastgele sirayla gergeklestirilmis olup, dogruluk ve tutarliligi saglamak amaciyla her
alt1 enjeksiyonda bir kor ¢ozeltiler ve kalite kontrol (QC) drnekleri analiz edilmistir.

Kor ¢ozelti hazirlama i¢in, her bir 6rnek kullanimdan 6nce santrifiij edilmistir.
Metabolit ekstraksiyonu, proteinlerin metanol ile ¢oktiiriilmesi yOntemiyle
gerceklestirilmistir. Bu amagla, 100 uL o6rnek ile 200 pL metanol:su (95:5 v/v)
karisim1 bir Eppendorf tiipline alinmais, vortex ile karigtirildiktan sonra 4°C’de, 9000
RPM’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust fazdan 200 pL almarak vakumlu
santrifiijde kurutulmus ve ardindan 200 pL asetonitril:su (1:1 v/v) karisimi ile
cOzdiirtilmiistiir. Bu ¢ozelti, tekrar 4°C’de, 5000 RPM’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Kor c¢ozelti hazirhgr swrasinda, 100 pL hacmindeki hareketli faz
(asetonitril:su 1,1) dogrudan alinarak bir vial icerisine transfer edilmistir. Kor ¢ozelti
hazirlanmasinda plazma 6rnegi kullanilmamis olup, plazma yerine hareketli faz
kullanilmistir. Daha sonra, yukarida belirtilen tiim islemler plazma orneklerinde
oldugu gibi ayni sekilde gerceklestirilmistir.

Kalite kontrol ¢ozeltilerinin hazirlanmasi i¢in 6ncelikle havuz ¢ozeltileri (pool
coOzeltileri) olusturulmustur. Her bir grup ig¢in, gruba ait tim numunelerden esit

hacimde alinarak toplamda 500 pL havuz c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu havuz
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cozeltilerinden her birinden 150’ser pL alinarak toplamda 450 uLL hacminde bir kalite
kontrol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra, bu kalite kontrol ¢ozeltisinden 100 pL
alinmis ve metabolit ekstraksiyonu islemi gerceklestirilmistir. Metabolit
ekstraksiyonunda proteinler metanol ile ¢oktiiriilmiistiir. Bu kapsamda, 100 pL 6rnek
ile 200 pL metanol:su (95:5 v/v) karigim1 bir Eppendorf tiipline alinmis, vortex ile
karistirildiktan sonra 4°C’de, 9000 RPM’de 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Ust fazdan 200 pL almarak vakumlu santrifiijde kurutulmus ve ardindan 200 pL
asetonitril:su (1:1 v/v) karigimi ile ¢ozdiirtilmistiir. Cozelti, 4°C’de, 5000 RPM’de 10
dakika boyunca tekrar santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢ozeltilerden 100 pL alinarak
vial igerisine transfer edilmistir. Bu hazirlik islemleri sonucunda elde edilen kalite
kontrol 6rnegi, obezite, diyabet ve kontrol gruplarina ait tiim numuneleri temsil eden

bir bilesik ornek niteligi tasimaktadir.
3.2.3. Veri isleme

Bu Q-TOF LC/MS tabanli hedefsiz metabolomik c¢alismada, veri isleme,
metabolomik analiz i¢in standart araglardan biri olan MZmine 2.53 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kromatogramlar, drnekler arasinda 6zelliklerin dogru bir sekilde
tanimlanmas1 ve hizalanmas1 amaciyla pik se¢imi ve gruplama islemine tabi
tutulmustur. Pik normalizasyonu, oOrnek konsantrasyonlarindaki degiskenlikleri
diizeltmek ve tutarli veri yorumlamasini saglamak i¢in toplam pik alanlar1 kullanilarak
yapilmugtir.

Normalizasyon sonrasi, istatistiksel analiz gerceklestirilmis ve gruplar
arasindaki piklerin ortalama yogunluklarini karsilastirarak katlanma degisim (fold
change) degerleri hesaplanmustir. Istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) ve katlanma
degisim degeri 1,5’ten biiylik olan pikler, gruplar arasindaki degisim biiyiikliiglinii ve
istatistiksel anlamliligi  gostermek amaciyla volkan grafikleri  kullanilarak
gorsellestirilmistir.

Daha sonra, kismi en kiigiik kareler ayrim analizi “Partial Least Squares
Discriminant Analysis” (PLS-DA) modeli kullanilarak istatistiksel olarak anlamli
pikler i¢in VIP (Variable Importance in Projection) skorlari hesaplanmistir. Bu
skorlar, modelde gruplarin ayrimina her bir degiskenin katkisini nicel olarak ifade

etmektedir. Bu siiregte, spektral Ozellikler, bilinen metabolit veritabanlar1 ile
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MetaboAnalyst 6.0 kullanilarak eslestirilmis ve miimkiin oldugunda daha genis
kapsam igin yerel kiitiiphanelerle desteklenmistir.

MetaboAnalyst, metabolomik verilerin analizi, gorsellestirilmesi ve islevsel
yorumlanmasini kolaylastirmak amaciyla gelistirilmis, kapsamli bir web tabanh
yazilim paketidir. Bu arag, islevsel analizlere baglamadan énce Kyoto Gen ve Genom
Ansiklopedisi “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (KEGG), Insan
Metabolom Veritabani “Human Metabolome Database” (HMDB), ChEBI, METLIN
ve PubChem gibi ¢esitli veritabanlarindaki kimyasal tanimlayicilar1 ortak bilesik
adlanyla eslestirme islemini gergeklestirir. Ayrica, Temel Bilesen Analizi (PCA) ve
PLS-DA gibi yontemlerle elde edilen verilerin gorsellestirilmesi i¢in etkilesimli
grafikler sunar.

Insan Metabolom Veritabani, insan metabolitleriyle ilgili biyolojik, fizyolojik
ve kimyasal Ozelliklerin yan1 sira bu metabolitlerle iligkili enzimler, tasiyicilar ve
hastalik baglantilar1 hakkinda kapsamli bilgiler sunan ¢ok yonlii bir veri kaynagidir.
[lk olarak 2007 yilinda yayimlanan HMDB, metabolitler hakkinda analitik, molekiiler
ve kantitatif veriler saglamay1 hedeflemistir. Ilk siiriimii (1.0), yalmzca 2.180 insan
metabolitine dair sinirlt bilgi icerirken, en giincel siirtiim (5.0), 217.920 agiklamali
metabolit kaydinin yani1 sira GC-MS analizleri i¢in 1.581.537 tiiretilmis metabolit
kaydini da icermektedir.

Onemli metabolitlerin tanimlanmasi ve anotasyonu tamamlandiktan sonra,
kontrol ve ¢aligma gruplart arasindaki metabolomik profil farkliliklarini daha iyi
kesfetmek ve gorsellestirmek amaciyla Temel Bilesen Analizi (PCA)
gergeklestirilmistir.

PCA ve PLS-DA, verileri daha diisiik boyutlu bir alana hatay1 en aza indirerek
dontistiiren dogrusal boyut indirgeme yoOntemleridir. Bu yontemlerde, secilen
ozelliklerin yiizdesini temsil eden esik degerler X ekseninde, bu esik degerinde elde
edilen 6zgiilliik indekslerinin toplami ise Y ekseninde gosterilir.

PLS-DA yontemi iki ana siiregten olusur: (a) PLS bilesen yapisinin
olusturulmas1 (boyut indirgeme islemi) ve (b) tahmine dayali modelin gelistirilmesi
(ayrim analizi).

Cok degiskenli analizlerde bagimsiz degiskenler genellikle birbiriyle iligkili

olup, bu durum regresyon modellerinde ¢oklu baglanti1 sorunlarina yol agabilir. Bu
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sorunu ¢dzmek i¢in PCA kullanilir. PCA, bir veri kiimesindeki iliskili degiskenleri
temsil etmek icin dogrusal olarak iligkisiz temel bilesenler olusturur. Bu siirecte, ilk
temel bilesen en yiiksek varyansi agiklayan verileri i¢erirken, diger bilesenler daha az
varyansa sahip olacak sekilde siralanir ve yalnizca belirli sayida bilesen segilir.
Boylece, veri uzaymin boyutu azaltilir.

PCA, ¢ok boyutlu veri kiimelerini daha az sayida boyuta indirerek analiz i¢in
daha uygun hale getirmeyi amaglar. Bu yontem, veri setindeki varyansin biiyiik bir
kismini agiklayan alt siradaki temel bilesenleri korurken, varyansa diisiik katkida
bulunan yiiksek dereceli bilesenleri goz ardi eder. Boylece, veri setinin anlaml

ozellikleri korunarak boyut indirgeme gerceklestirilir.
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4.1. Caisma Grubu ve Kontrol Grubunun Sosyodemografik ve Klinik
Ozellikleri

Calisma grubuna yaglar1 21 ile 40 arasinda degisen toplam 46 hasta (medyan

yas: 31 yil) dahil edilmistir. Bu hastalardan 10'u gestasyonel diyabet, 14" obezite, 18'i
fazla kilolu, 1'i TIDM ve 314 T2DM tamis1 almustir. Tiim gebelikler tekil olup,

yenidoganlarin 38'i gebelik yasina uygun (AGA), 6's1 gebelik yasina gore biiyiik

(LGA) ve 2'si gebelik yasina gore kiiglik (SGA) olarak siniflandirilmistir. Higbir

hastada dogum komplikasyonu gézlenmemistir. Bebeklerden 4'li solunum sikintisi

nedeniyle, 1'i ise konjenital kardiyak anomali nedeniyle hastaneye yatirilmistir.

Hastalarin sosyodemografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4.1'de sunulmustur.

Tablo 4.1. Diyabet, obezite ve kontrol gruplarinin demografik ve klinik 6zellikleri.

ANNE BEBEK
%2 |3 | 2|z z | B 2 5 =
E| 8 | 2 M x| g| 8 > TS| 3| EE| = | BG
S| > |25 | EXZ| 5| E = £ Sl 2|3 | =%
z 2 B | o | B0 2 &) Ol ® | E 5
& g |3 A 3 ] s < >
1 35 23,4 32,0 |5 4 GDM 37+0 | 3150 | E | AGA | Yok | Yok
2 36 32,0 32,7 | 3 2 GDM 37+2 | 2790 | K | AGA | Yok | Yok
3 |33 |261 |308|2 |2 |GDM 38+4 | 3800 | K | AGA | Yok | Yok
4 26 23,8 29,7 | 2 2 GDM 38+1 | 3020 | K | AGA | Yok | Yok
5 34 27,1 34,1 |2 2 GDM 38+0 | 3260 | E | AGA | Yok | Yok
6 34 25,9 285 |1 1 GDM 37+4 | 3025 K | AGA | Yok | Yok
7 33 17,4 21913 |3 | GDM 38+6 | 3020 | K | AGA | Yok | Solunum
sikintisi
8 24 17,7 26,0 | 2 2 GDM 38+0 | 3935 | K | AGA | Yok | Yok
9 |29 [262 |262|3 |3 |GDM 37+4 | 3885 |E | LGA | Yok | Yok
10 | 40 29,3 33,1 |3 2 GDM 36+5 | 4250 | E | LGA | Yok | Yok
11 | 27 21,7 28,012 2 T1DM 36+5 | 2925 E | AGA | Yok | Yok
12 29 | 29,7 3153 |2 | T2DM 38+1 | 4190 |E | LGA | Yok | Solunum
sikintisi
13 |29 | 294 |333(3 |3 | T2DM 38+2 | 3300 | K | AGA | Yok | Yok
14 | 34 39,5 40,6 | 4 2 T2DM 38+2 | 3645 | E | AGA | Yok | Yok
15 | 28 | 25,5 290 |3 |2 | Fazlakilolu | 38+0 | 3220 | E | AGA | Yok | Solunum
sikintisi
16 | 25 26,0 30511 1 Fazla kilolu 4040 | 3945 |E | AGA | Yok | Yok
17 | 25 35,0 40,0 | 1 1 Obez 4042 | 3992 | E | AGA | Yok | Yok
18 | 30 26,0 3201 1 Fazla kilolu 38+4 | 3480 | K | AGA | Yok | Kalp
anomalisi
19 | 25 40,0 46,7 | 3 3 Obez 38+0 | 2995 | E | AGA | Yok | Yok
20 | 23 32,0 357 |4 2 Obez 39+2 | 3800 | E | AGA | Yok | Yok
21 | 32 32,3 33812 2 Obez 37+6 | 3250 | E | AGA | Yok | Yok
22 | 40 26,4 316 | 1 1 Fazla kilolu 38+1 | 2780 | K | AGA | Yok | Yok
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Tablo 4.1. (Devam) Diyabet, obezite ve kontrol gruplarinin demografik ve klinik

Ozellikleri.
ANNE BEBEK
— — . ~
= 2|zl » 7 2 & | S E
© 3 S = o0, s > £
= ;—i 5 8 = | g < A = 3 50 = %
> = = . = = < o
= = g | 8| & 2 E |O| £ | E 2
5} = [3} Q 5] = 17} o =
3 2| O R O 2 g | ¥ s
@) A @) < >
T
23 |26 | 33,0 36,3 |3 |3 | Fazlakilolu | 38+0 | 3440 | K | AGA | Yok | Yok
24 | 23 | 26,9 31,8 |2 | 2 | Fazlakilolu | 38+0 | 3130 | E | AGA | Yok | Solunum
sikintisi
25 | 34 | 26,3 34214 |3 Fazla kilolu 38+0 | 3370 | K | AGA | Yok | Yok
26 | 23 31,2 389 |1 1 Fazla kilolu 40+1 | 3560 | K | AGA | Yok | Yok
27 |35 | 27,2 31,2 |3 |3 | Fazlakilolu | 37+6 | 3260 | E | AGA | Yok | Yok
28 | 28 26,9 324 |1 1 Fazla kilolu 38+2 | 2980 | E | AGA | Yok | Yok
29 | 35 26,0 316 |4 |4 | Fazlakilolu 38+0 | 3160 | K | AGA | Yok | Yok
30 | 37 | 25,3 300 (|6 |5 | Fazlakilolu | 39+1 | 3700 | K | AGA | Yok | Yok
31 | 32 26,0 3732 |2 Fazla kilolu 39+3 | 4250 | K | AGA | Yok | Yok
32 |25 |51,0 499 |2 |2 | Obez 38+0 | 2510 | K | SGA | Yok | Yok
33 |34 | 36,2 3956 |3 | Obez 38+0 | 2945 | E | AGA | Yok | Yok
34 |38 |325 3852 |2 | Obez 40+0 | 3780 | E | AGA | Yok | Yok
35 |36 |375 406 |5 |4 | Obez 38+1 | 3855 | E | AGA | Yok | Yok
36 | 31 29,4 30,4 |4 |4 | Fazlakilolu 38+6 | 2880 | E | AGA | Yok | Yok
37 |32 | 395 40,0 |3 |3 | Obez 37+1 | 2350 | K | SGA | Yok | Yok
38 |35 | 36,0 44112 |2 | Obez 37+0 | 3270 | E | AGA | Yok | Yok
39 | 31 26,0 3103 |2 Fazla kilolu 37+2 | 3900 |E | LGA | Yok | Yok
40 | 23 25,1 334 |1 1 Fazla kilolu 38+4 | 3720 | K | AGA | Yok | Yok
41 | 23 | 29,9 384 |3 |3 | Fazlakilolu |38+1 |3905 |E | LGA | Yok | Yok
42 | 28 | 31,2 3593 |2 | Obez 38+0 | 3480 | K | AGA | Yok | Yok
43 | 21 | 31,2 3501 |1 | Obez 39+2 | 4140 | K | LGA | Yok | Yok
44 | 37 | 25,1 32,2 |8 |2 | Fazlakilolu | 37+4 | 3310 | E | AGA | Yok | Yok
45 | 32 | 35,2 44112 |2 | Obez 38+0 | 3710 | E | AGA | Yok | Yok
46 | 27 | 30,4 3651 |1 | Obez 40+0 | 4040 | E | AGA | Yok | Yok
47 | 37 | 234 285 |4 |4 | Kontrol 37+3 | 3300 | E | AGA | Yok | Yok
48 | 26 28,1 332 1|2 1 Kontrol 38+1 | 3475 | K | AGA | Yok | Yok
49 | 36 32,5 416 |12 |2 Kontrol 37+0 | 2880 | K | AGA | Yok | Yok
50 | 35 | 25,2 29415 |3 | Kontrol 38+3 | 3220 | E | AGA | Yok | Solunum
sikintisi
51 | 26 | 20,0 23,72 |2 | Kontrol 38+0 | 3325 |E | AGA | Yok | Yok
52 | 31 21,3 24412 |2 Kontrol 38+1 | 2630 | E | AGA | Yok | Yok
53 | 45 25,7 2933 |3 Kontrol 38+1 | 3740 | E | AGA | Yok | Yok
54 | 24 | 34,7 376 |2 |2 Kontrol 38+4 | 3530 | E | AGA | Yok | Yok
55 | 20 23,4 25312 |2 Kontrol 38+3 | 2800 | K | AGA | Yok | Yok
56 | 26 19,1 253 |1 1 Kontrol 38+3 | 2740 | K | AGA | Yok | Yok
57 | 29 20,5 268 |7 |3 Kontrol 37+4 | 2875 | E | AGA | Yok | Yok
58 | 25 23,1 274 | 2 | 2 Kontrol 38+1 | 3050 |E | AGA | Yok | Yok
59 | 23 20,3 289 |1 1 Kontrol 38+5 | 3500 | K | AGA | Yok | Yok
60 | 23 16,0 22514 |2 Kontrol 38+2 | 3190 | K | AGA | Yok | Yok
61 | 36 23,6 32312 |2 Kontrol 38+5 | 3790 | K | AGA | Yok | Yok
62 | 25 27,6 38,11 1 Kontrol 39+2 | 3980 | K | AGA | Yok | Yok
63 | 25 18,3 229 |1 1 Kontrol 39+0 | 2695 | E | AGA | Yok | Yok
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Tablo 4.1. (Devam) Diyabet, obezite ve kontrol gruplarinin demografik ve klinik
ozellikleri.

64 |23 | 246 |292|1 |1 |Kontrol 38+6 | 2925 | K | AGA | Yok | Yok
65 123 |209 |284 |1 |1 |Kontrol 39+5 | 3050 | E | AGA | Yok | Yok
66 |22 |196 |249|1 |1 | Kontrol 37+6 | 2460 | K | AGA | Yok | Yok

VKI: Viicut kitle indeksi, GDM: Gestational diabetes mellitus, TIDM: Tip 1 Diabetes mellitus, T2DM:
Tip 2 Diabetes mellitus, AGA: Gestasyon yasina uygun “All for gestational age”, SGA: Gestasyon
yasina gore kiigiik “Small for gestational age”, LGA: Gestasyon yasia gore biiyik “Large for
gestational age”

4.2. Kordon Kani Metabolitlerinin PCA Analizi

Deneysel kosullarimizda, 12606 pik tespit edilmis ve gruplar arasindaki
verilerin karsilastirilabilmesi i¢in pik alanlart normalize edilmistir. Karmagik veri
setlerini basitlestiren ve sik¢a kullanilan bir boyut indirgeme teknigi olan PCA, gruplar
arasindaki metabolit profili farkliliklarini gorsellestirmek amaciyla kullanilmistir.
Calismamizda, fazla kilolu ve obezite gruplarinin kontrol grubuna kars1 ve diyabet
grubunun kontrol grubuna karsi metabolit profillerini gosteren PCA skor grafikleri,

Sekil 4.1°de sunulmaktadir.
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Sekil 4.1. Calisma gruplar arasindaki metabolit profili farkliliklarim1 gosteren PCA
skor grafikleri. (A) Kontrol, fazla kilolu ve obezite gruplar1 arasindaki
metabolit profillerini karsilastiran PCA grafigi. (B) Diyabet ve kontrol
gruplar1 arasindaki metabolit profillerini karsilastiran PCA grafigi.

Sekil 4.1'de goruldigi tizere, kontrol grubu ile diyabet grubunun metabolit
profilleri agik¢a farklilik gostermektedir. Ancak, obezite ve fazla kilolu gruplarinin

metabolit profillerinde genis bir dagilim gozlemlenmistir. Ayrica, obezite ve fazla
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kilolu gruplarinin metabolit profilleri arasinda belirgin bir 6rtiisme bulunmaktadir. Bu
nedenle, ¢aligmanin geri kalaninda obezite ve fazla kilolu gruplar1 ayni grup olarak
degerlendirilmis ve "obezite + fazla kilolu" olarak adlandirilan tek bir grup halinde
birlestirilmistir. Kontrol, diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinin metabolit

profillerini gosteren PCA skor grafigi Sekil 4.2'de sunulmaktadir.

Skorlar Grafigi

@ Kontrol
Diabet
) Obez + Fazla Kilolu

40
1

20
Q O
® o
o
&
P

PC 2 (6.9 %)
0
1

T T T
-50 0 50

PC1(37.8%)

Sekil 4.2. Kontrol, diyabet ve birlestirilmis obezite + fazla kilolu gruplarinin
metabolit profillerini gosteren PCA skor grafigi.

Grafik, kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda net bir ayrim oldugunu
gostermekte ve bu gruplar arasindaki belirgin metabolik farkliliklar1 vurgulamaktadir.
Obezite + fazla kilolu grubu, metabolit profillerinde daha genis bir dagilim
sergileyerek bu gruptaki metabolik ¢esitliligin daha yiiksek oldugunu yansitmaktadir.
Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplar arasindaki kismi ortiisme, bu gruplar
arasinda paylasilan metabolik Ozelliklerin varligmi isaret etmektedir. Kontrol
grubunun diger iki gruba kiyasla belirgin bir sekilde kiimelenmesi, diyabet ve obezite

ile iliskili kosullarin neden oldugu oOnemli metabolik degisikliklere dikkat
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cekmektedir. Bu bulgular, PCA'nin grup spesifik metabolik farkliliklar1 yakalama ve
gorsellestirmedeki etkinligini ortaya koymaktadir.

Gruplar arasindaki metabolomik piklerin dagilimim1  ve Onemini
gorsellestirmek amaciyla, diyabet-kontrol ve obezite + fazla kilolu-kontrol
karsilagtirmalar1 igin volkan grafikleri olusturulmustur. Bu grafikler, istatistiksel
olarak anlamli (p< 0,05) ve katlanma degisim degeri 1,5’ten biiyiik olan metabolitleri
vurgulamistir. Volkan grafikleri, maternal diyabet ve obezite ile iligkili spesifik
metabolik degisiklikleri gdsteren metabolit ekspresyonunda belirgin goriiniimler

ortaya koymustur. Sonuglar Sekil 4.3'te sunulmaktadir.

fpo o

.

Co dB, b i e
. ° ﬁ,gcﬁﬁﬂjﬁﬁz
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Sekil 4.3. Gruplar arasindaki kordon kani metabolitlerinin dagilimini gésteren volkan
grafikleri. Soldaki grafik, diyabet grubu ile kontrol grubunun
karsilagtirmasini, sagdaki grafik ise obezite + fazla kilolu grubu ile kontrol
grubunun karsilastirmasini temsil etmektedir.

Sekil 4.4.PLS-DA ile belirlenen metabolitlerin VIP skorlarin1 géstermektedir.
Grafik, bu metabolitleri kontrol, diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinin ayrimina
katkilarina gore siralamaktadir. VIP skorlarina dayanarak, diyabet ve obezite + fazla
kilolu gruplarimin her ikisinde, kontrol grubuna kiyasla benzer bir egilim sergileyen

metabolitler Tablo 4.2.’de listelenmistir.
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Sekil 4.4. PLS-DA Analizi ile belirlenen metabolitlerin VIP skorlari. Sol tarafta, VIP
skorlarma gore siralanmis metabolitler azalan sirayla listelenmistir; en
yiiksek VIP skoruna sahip metabolitler, grup farklilagmasina en fazla katki
saglayanlar1 temsil etmektedir. Sag tarafta ise, bu metabolitlerin li¢ grup
arasindaki goreceli bolluklarini gésteren bir 1s1 haritas1 bulunmaktadir. Renk
gradyani, metabolit seviyelerini ifade etmekte olup, kirmiz1 yiiksek bollugu,
mavi ise diisiik bollugu gostermektedir.
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Tablo 4.2. Diyabet ve obezite grubu ile fazla kilolu gruplarinin her ikisinde kontrol
grubu ile benzer egilim gosteren metabolitler.

biosentezi

= + 2
o [<5}
g - S 3 EREIE
S > TS ve |5|8¢8
Estriol-16-Glukuronid Steroid hormon biyosentezi | HMDBO0006766 | C05504 | 11 | 1
7-alfa- Steroid hormon biyosentezi | HMDB0060424 | C18038 | 11 | 1
Hidroksipregnenolon
2-Metoksi-estradiol- Steroid hormon biyosentezi | HMDBO0006765 | C11131 | 11 | 1
17beta 3-glukuronid
Dehidroepiandrosteron Steroid hormon biyosentezi | HMDB0001032 | C04555 | 11 | 1
siilfat
Kolik asit Safra asit biyosentezi HMDBO0000619 | C00695 | 11 | 1
Safra sekresyonu
Kolesterol metabolizmasi
Glikokolik asit Safra asit biyosentezi HMDBO0000138 | C01921 | 11 | 1
Safra sekresyonu
Kolesterol metabolizmasi
7-alfa-Hidroksi-3-okso- | Safra asit biyosentezi HMDBO0012458 | C17337 | 11 | ©
4-kolestenoat Safra sekresyonu
5-Hidroksikiniirenin Triptofan metabolizmasi HMDB0012819 | C05651 | 11 | 1
Kiniirenine yolag1
Dihomo-gamma- Linoleik asit metabolizmas1 | HMDB0002925 | C03242 | 11 | 1
linolenik asit Ansatiire yag asitleri
biyosentezi
Sfinganin 1-fosfat Sfingolipid metabolizmasi HMDB0001383 | C01120 | 11 | *
Neuroaktif ligand-reseptor
etkilesimi
Bilirubin Porfirin metabolizmast HMDBO0000054 | C00486 | 11 |
Safra sekresyonu
Pantotenik asit Pantotenat HMDBO0000210 | C00864 | 11 | 1
and Koenzim A biyosentezi
Beta-Alanin metabolizmasi
Protoporfirinojen 1X Hem biyosentezi HMDB0001097 | C01079 | 11 | ©
Porfirin metabolizmast
Oksidize glutatyon Glutatyon metabolizmasi HMDBO0003337 | C00127 | 11 | 1
Tirotiropin salgilatict Hipotalamus-hipofiz-tiroid | HMDB0060080 | C03958 | 11 | 1
hormon (TRH) aks1
Steroid hormon
Gamma-Glutamilalanin | Glutatyon metabolizmasi HMDB0006248 | C03740 | || | |
yolagi
Androsteron glukuronid | Steroid hormone HMDB0002829 | C11135 | ¥ | ¥
biyosentezi
LysoSM(d18:1) Eter lipid metabolizmasi HMDBO0011154 | C03640 | | | ||
Pantetein Pantotenat ve KoA HMDB0003426 | coosaL | ¢ | 4



http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0012458
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0001383
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0001097
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0003337
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0060080
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5. TARTISMA

Intrauterin ortam, fetiisiin hem kisa hem de uzun vadeli gelisimi iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Maternal obezite ve gestasyonel diyabet insidanslari, tim
diinyada giderek artmaktadir. Her iki durum da olumsuz bir intrauterin ortam yaratan,
fetal asir1 biiylime ve Ozellikle yag dokusu artigiyla iliskili en yaygin metabolik
komplikasyonlardir. Gestasyonel diyabetli kadinlar, benzer agirliktaki kontrol
gruplarina kiyasla artmis insiilin direnci ve yetersiz insiilin yanmiti gostermektedir.
Gestasyonel diyabetli annelerin bebekleri, normoglisemik annelerin bebeklerine
kiyasla cocukluk cagi obezitesi ve glukoz intoleransi acgisindan daha yiiksek risk
tasimaktadir. Obez kadinlar da gebelik 6ncesi ve sirasinda artmis insiilin direncl,
inflamatuar sitokinler ve metabolik sendrom benzeri bozukluklar ile karsi1 karsiyadir.
Obez annelerden dogan bebeklerde, yag dokusu artist ortaya ¢ikar ve bu ¢ocuklarda
da ¢ocukluk ¢agi obezitesi ve metabolik sendrom riski yiiksektir. Calismamizda, bu
bebeklerde degisen metabolik yolaklari anlamak ve uzun vadeli komplikasyonlarin
patogenezini belirlemek amaglanmistir. Bu amagla, diyabetli, fazla kilolu veya obez
annelerden dogan ve uzun vadeli komplikasyonlar agisindan benzer metabolik riskler
tagtyan bebeklerin kordon kani 6rnekleri Q-TOF LC/MS tabanli hedefsiz metabolomik
yaklagim kullanilarak analiz edilmistir.

Analizlerde, Q-TOF LC/MS kromatogramlari, MZMine 2.53 ile islenmis olup,
kontrol ve diyabet gruplarmin karsilastirilmasinda 1322 potansiyel pik, kontrol ve
obezite + fazla kilolu gruplarinin karsilastirilmasinda ise 952 potansiyel pik elde
edilmistir. Bu pikler arasinda, en az bir grup arasinda normalize edilmis alanlarinda
istatistiksel olarak anlaml1 farklilik gosteren (p< 0,05) ve katlanma degisimi >1,5 olan
pikleri odak noktasina aldik. Bu pikler, MetaboAnalyst 6.0 kullanilarak olasi
metabolitler olarak tanimlandi ve dogrulama i¢in kurum i¢i retansiyon zamani
kiittiphanemiz ile desteklendi. Potansiyel olarak tanimlanan metabolitler, hamilelikle
iliskili metabolik degisiklikler acgisindan incelenmek iizere bir literatiir taramasi ile
daha da filtrelendi. Bu kapsamli analiz, anne diyabeti ve obezitesi ile iligkili metabolik
degisikliklere dair degerli bilgiler saglayarak, bu durumlarin ¢ocuklarindaki uzun
vadeli komplikasyonlarin olas1 mekanizmalarinin anlasilmasina katkida bulunmustur.

Steroid biyosentezi ve safra asidi sentezi 6ne ¢ikan yollar olarak belirlenmistir.

Ayrica, artan oksidatif stres ve sfingolipitler ile fosfolipitlerin nemi gozlemlenmistir.
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Diyabet grubunda 6zellikle kiniirenin yolu dikkat ¢ekmistir. Literatiirle tutarl olarak,
dihomo-gamma-linolenik asit (DGLA), diyabetli ve obez annelerden dogan
bebeklerdeki metabolik anormallikler i¢in umut vadeden bir biyobelirte¢ olarak 6ne
cikmaktadir. Hem obezite ve fazla kilolu gruplarinda hem de diyabet grubunda
Koenzim A (KoA) olusumu igin gerekli olan pantotenik asidin ortak bir sekilde
artmasi, karbonhidrat, protein ve yaglarin metabolizmast ve sentezinde Onemli
degisiklikler oldugunu gostermektedir.

Calismamizda, kordon kaninda steroid hormon biyosentezinde degisikliklere
isaret eden kanitlar bulduk. Ozellikle, estriol-16-glukuronid, 7a-hidroksipregnenolon,
2-metoksi-estradiol-17p-3-glukuronid ve dehidroepiandrosteron siilfat seviyelerinde
diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda artis gozlendi. Bu bilesikler, sirasiyla
estriol, pregnenolon, estradiol ve dehidroepiandrosterondan tiireyen steroid hormon
biyosentezi metabolitleridir. Steroid hormon biyosentezinin {iist basamagindaki
metabolitlerden biri olan 7a-hidroksipregnenolon seviyesindeki artig, diyabet ve
obezite + fazla kilolu gruplarinda Gstrojenler, progestinler, androjenler ve
kortikosteroidler dahil olmak iizere tiim steroid hormon gruplarinda degisikliklere
isaret etmektedir. Ayrica, 7a-hidroksipregnenolon, lokomotor aktiviteyi uyaran
noroaktif bir steroid olarak da bilinmektedir (44).

Yang ve ark. (45), GDM tanis1 alan kadinlarda kortikosteroidler, progestinler,
androjenler ve Ostrojenlerin alt yolaklarindaki metabolitler dahil olmak iizere 36 farkli
steroid hormonun dolasimdaki seviyelerindeki degisiklikleri inceledikleri bir vaka-
kontrol ¢alismasinda, GDM'li kadinlarda saglikli kontrollere kiyasla kortikosteroidler,
progestinler ve ¢ogu Ostrojen metabolitinin (16-yolagi lizerinden) serum seviyelerinde
artis  gozlemlemistir.  Ozellikle, 16a-hidroksiestron (160HE1) ve estron-
glukuronid/siilfat (E1-G/S), GDM gelisme riski ile iliskili 6nemli gostergeler olarak
tanimlanmistir. Bu bulgular1 destekler sekilde, ¢alismamizda estriol-16-glukuronid
seviyelerinde diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda artis saptanmis olup, en
belirgin artis diyabet grubunda gbzlenmistir. Ayrica, Ostrojenlerin 2-hidroksilasyon
yolunda yer alan 2-metoksi-estradiol-17p-3-glukuronid seviyelerinde anlamli bir fark
tespit edilmistir. Diyabet grubumuzda dehidroepiandrosteron siilfat 3-glukuronid
seviyesindeki artis, hem Ostrojen hem de androjen yolaklarindaki degisiklikleri

yansitmaktadir. Ozellikle 16-yolagma dahil olan dstrojen metabolitlerinin, diyabetik
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ve obez annelerde daha ayrintili olarak incelenmesi gerektigi aciktir. Bu
metabolitlerin, patolojik siirecler lizerinde 6nemli etkileri olabilecegi ve diyabetik ve
obez annelerden dogan yenidoganlar iizerinde uzun vadeli etkiler yaratabilecegi
diistiniilmektedir. Buna karsilik, her iki grupta da androsteron glukuronid
seviyelerinde bir azalma gézlenmistir. Bu bulgu, baska bir steroide yonelik metabolik
bir kaymayla iligkili olabilir. Yang ve ark.’nin bulgulariyla uyumlu olarak, diyabetik
kosullarda 6strojenlerin alt metabolitlerine yonelik metabolik akisin arttigini sonucuna

vardik.
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Safra asidi biyosentez yolunun hizlandigini gésteren metabolitler, hem diyabet
hem de obezite + fazla kilolu gruplarinda bulunmustur. Safra asitleri 6ncelikli olarak
kolesterolden sentezlenir ve calismamiz, steroid biyosentezinin de hizlanmig
olabilecegini, bunun da gozlenen safra asidi biyosentezindeki artisa katkida
bulunabilecegini 6ne siirmektedir. Safra asitleri arasinda kolik asit ve glikokolik asit
her iki grupta da artig gdstermis olup, bu artig diyabet grubunda daha belirgin olmustur.
Karacigerde iiretilen ana birincil safra asitlerinden biri olan kolik asit, genellikle glisin
veya taurin ile konjuge edilir. Anne diyabeti grubunda, 7a-hidroksi-3-0kso-4-
kolestenoat seviyelerinde, CYP7A1 (Kolesterol 7a-hidroksilaz) aktivitesinin arttigini
gosteren bir belirte¢ olarak anlamli bir artis gozlenmistir. CYP7AI1, safra asidi
biyosentezinin hiz sinirlayici ilk basamagini katalizler.

Safra asitleri, yalnizca yag emilimi ve safra olusumunda degil, ayn1 zamanda
glukoz ve lipid metabolizmasini diizenleyen sinyal molekiilleri olarak da kritik bir rol
oynar. Bu diizenleyici etkiler, temel olarak iki reseptor tizerinden gerceklestirilir:
Farnezoid X Reseptorii (FXR) ve G Protein Baglantili Safra Asidi Reseptorii 1
(GPBARL veya TGR5). FXR aktivasyonu, karacigerde glukoneogenezi ve lipogenezi
baskilayan FGF15/19 salgisini uyarir. TGRS aktivasyonu ise GLP-1 salgisini artirarak
instilin saliimini destekler ve glukoz dengesini iyilestirir. Bu mekanizmalar, safra
asitlerinin enerji dengesi, insiilin duyarliligi ve lipid profilleri ilizerindeki genis
etkilerini vurgular. Bu nedenle, safra asitleri ve iliskili sinyal yollari, metabolik
hastaliklar i¢in potansiyel terapotik hedefler olarak degerlendirilmektedir (47).

Gagnon ve ark. (48), 78 gebe kadini trimesterler boyunca izledikleri bir
caligmada, hamilelik siirecinde safra asidi metabolizmasindaki degisiklikleri ve
bunlarin glukoz regiilasyonu ile iligkisini aragtirmistir. Calisma, toplam safra asidi
seviyelerinin ilk trimesterden hamileligin ilerleyen donemlerine kadar arttigini, bunun
yant sira kolik asit/kenodeoksikolik asit oraninin ve konjuge safra asitlerinin oraninin
da yiikseldigini gostermistir. Bu degisiklikler, artan periferik ve hepatik insiilin direnci
indeksleri ile ve trimesterlere 6zgii degisikliklerle pozitif iligki gostermistir. Hizlanan
safra asidi metabolizmasi, anne iizerindeki etkilerine benzer sekilde fetiisiin enerji
metabolizmasi ve lipid homeostazin1 da etkileyebilir. Safra asitleri, hiicresel enerji,
mitokondriyal fonksiyon ve hiicre proliferasyonunun o©nemli diizenleyicileri

oldugundan, bu degisiklikler fetal metabolik programlamay etkileyerek tip 2 diyabet,
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obezite, dislipidemi ve kardiyovaskiiler risklere yatkinlig1 artirabilir. Ayrica, bagirsak

mikrobiyotasini sekillendirmede 6nemli bir rol oynayan yiiksek safra asidi seviyeleri,

mikrobiyotada olumsuz degisikliklere neden olabilir ve bu durum uzun vadeli

komplikasyonlara katkida bulunabilir.
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Caligmamizda, diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda okside glutatyon

(GSSG)
gozlemlenmistir. Bu degisiklikler diyabet grubunda daha belirgin olmustur. GSSG,

seviyelerinde artis ve gama-glutamilalanin seviyelerinde azalma
indirgenmis glutatyonun (GSH) oksidasyona ugradiginda olusturdugu bir glutatyon
dimeridir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonu sirasinda GSH, GSSG'ye
doniistiiriilir. Hiicre igindeki oksidatif stresin gilivenilir bir gostergesi olarak
indirgenmis glutatyon/okside glutatyon oran1 (GSH/GSSG orani) kullanilmaktadir
(49). Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarindaki yiiksek GSSG seviyeleri, bu
gruplardan dogan bebeklerin artan oksidatif strese maruz kaldigin1 géstermektedir.
GSH, iyi bilinen bir redoks diizenleyicisi olup, glutamat, sistein ve glisin
kullanilarak y-glutamil dongiisii yoluyla sentezlenir (50). Bu dongiide, gama-

glutamilalanin, L-5-okzoprolin iiretmek igin gama-glutamilsiklotransferaz enzimi
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tarafindan parcalanan dogal bir substrattir. Diyabet ve obezite + fazla kilolu
gruplarinda gozlenen diisiikk gama-glutamilalanin seviyeleri, y-glutamil dongiisii
yoluyla GSH sentez kapasitesinde bir azalmaya isaret etmektedir. Bu bulguyu
destekleyen onceki ¢alismalar, diyabetli bireylerde GSH seviyelerinin daha diisiik
oldugunu gostermistir. Ornegin, tip 2 diyabet tanismin ilk iki yil1 i¢inde kandaki GSH
seviyelerinin %25, plazmadaki seviyelerin ise %50 oraninda azaldigini1 gosterilmistir
(51).

GSH, oksidatif strese karsi koruma saglayan kii¢iik redoks enzimleri olan
glutaredoksinler i¢in bir kofaktdr olarak islev goriir. Bu enzimler, GSH varliginda
protein karigik disiilfidlerini azaltarak protein inaktivasyonunu onler ve genel redoks
sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynar (52). Ayrica, GSH, en 6nemli antioksidan
enzimlerden biri olan glutatyon peroksidaz i¢in kritik bir kofaktordiir. Bu enzim, lipid
hidroperoksitleri ve ¢oziinebilir peroksitleri, GSH'yi substrat olarak kullanarak karsilik
gelen alkol formlarma indirger ve bu siireg¢te GSSG'ye dondstiirir (53). GSH
seviyelerindeki azalma, artan lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres ile yakindan
iligkilidir ve hiicresel redoks homeostazinda merkezi roliinii vurgulamaktadir.

GSH'nin dahil oldugu bir diger metabolik siireg, 16ktrien ve prostaglandin
sentezidir (50). Tsikas ve ark. (54), GSH'nin prostaglandin sentezindeki roliini,
prostaglandin H sentazlar (PGHS) veya siklooksijenazlar (COX) araciligiyla
gerceklestirilen enzimatik ve kimyasal reaksiyonlarda yer aldigini gostererek
vurgulamistir. GSH, arasidonik asitten (AA) malondialdehit (MDA) ve 15(S)-8-izo-
prostaglandin F2o gibi oksidatif stres biyobelirteglerinin iiretimini kolaylastirir.
Prostaglandinler, giiclii yerel vazodilatorler olarak islev goriir ve kan platelet
agregasyonunu Onlemede kritik bir rol oynar (55). GSH metabolizmasindaki
bozulmalar, prostaglandin sentezi igin gerekli enzimatik reaksiyonlar1 olumsuz
etkileyebilir. Genel olarak, GSH, antioksidan savunmada ve gen ekspresyonu, DNA
sentezi, hiicre biiylimesi, apoptoz ve bagisiklik yanitlar gibi hiicresel siireclerde hayati
roller oynar. GSH eksikligi oksidatif strese yol agar ve yaslanma ile kalp krizi, fel¢ ve
diyabet gibi hastaliklarin gelisimine katkida bulunur.

Calismamizda, diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla gama-glutamilalanin seviyelerindeki azalma, dolayisiyla GSH seviyelerindeki

azalma ve GSSG seviyelerindeki arti, bu gruplarda antioksidan sistemlerin
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yetersizligini ve artan oksidatif stres diizeylerini giiclii bir sekilde gostermektedir.
Ayrica, GSSG’nin hiicre disina taginmasinin artmasi, hiicre i¢cindeki GSH depolarini
tikketerek antioksidan savunmay1 daha da zayiflatmaktadir. Bu tiiketim, diyabetik ve
obez annelerden dogan bebeklerde oksidatif strese baghi uzun vadeli

komplikasyonlarin olusabilecegi potansiyel bir yolak olarak dikkat ¢cekmektedir.

Hem biyosentezinde bir ara iiriin olan protoporfirinogen IX, diyabet ve obezite
+ fazla kilolu gruplarinda artig géstermistir. Benzer sekilde, hem katabolizmasinin bir
irtinii olan bilirubin, her iki grupta da anlamli derecede artmustir. Oksidatif stres
kosullarinda porfirin sentezi artabilir ve bu artis, strese karst bir adaptif mekanizma
olarak degerlendirilebilir. Protoporfirinogen 1X, hem tiretiminde kritik bir role sahip
olan protoporfirin IX’un dogrudan bir énciisiidiir. Ote yandan, bilirubin, endojen bir
antioksidan olarak islev goriir. Kordon kaninda protoporfirinogen IX ve bilirubin
seviyelerindeki eszamanli artis, hem biyosentezi ve hem katabolizmasindaki artan
aktiviteyi igaret etmekte ve bu durumun, artan oksidatif stresin bir yansimasit oldugu
diistiniilmektedir.

Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda anlamli bir sekilde artis gosteren
metabolitlerden biri sfinganin 1-fosfat (S1P) olmustur. Sfinganin, sfingofosfolipid
metabolik yolunda sfingozin’in iist basamaginda yer alir. Giincel bulgular, sfinganin'in
fosfatidilkolin (PC) tiretimi igin bir yapi tasi olarak islev gordiigiinii gostermektedir
(56). Diyabet grubunda S1P seviyelerindeki artig, sfingofosfolipid biyosentezine olan
talebin arttigin1 isaret edebilir.

Buna karsilik, lizosfingomiyelin (LysoSM) seviyeleri hem diyabet hem de
obezite + fazla kilolu gruplarinda daha diisik bulunmus ve bu azalma obezite + fazla
kilolu grubunda daha belirgin olmustur. LysoSM, sfingomiyelin (SM) sentezinde son
basamak ara {lirlinii olup, esas olarak hiicre zarlarinda, o6zellikle de sinir hiicre
aksonlarini ¢evreleyen miyelin kilifta bulunur. Sfingofosfolipidler, miyelin sentezinde
ve noronlar arasindaki sinyal iletiminde kritik roller oynar (57). Ayrica,
lizofosfolipidler, kardiyovaskiiler ve noérodejeneratif hastaliklarla yakindan iliskili
onemli biyobelirtecler olarak giderek daha fazla taninmaktadir (58). Calismamizda
gozlemlenen LysoSM seviyelerindeki azalma ve S1P seviyelerindeki artis, 6zellikle

obezite + fazla kilolu grubunda, sfingolipid metabolizmasindaki bozulmalara isaret
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etmektedir. Bu durum, fetal noronal ve kardiyovaskiiler gelisim agisindan potansiyel
riskler olusturabilecegini gostermektedir.

Calismamizda, diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda goézlemlenen
dihomo-gamma-linolenik asit (DGLA) seviyelerindeki artis, O’Neil ve ark. (33)'in
bulgulartyla uyumludur. O’Neil ve ark. gestasyonel diyabet tanist alan kadinlarin
amniyotik sivisinda metabolomik profilleme yaparak DGLA seviyelerinde artis
oldugunu bildirmistir. Ayrica, c¢alismalari, yiiksek c¢oziintlirliikli hedefe yonelik
LC/MS analizleri kullanarak temel linolenik asit metabolitlerinin varligim
dogrulamstir.

Yiiksek serum DGLA seviyeleri, obezite, viicut yag birikimi ve tip 2 diyabet
(T2DM) ile hepatik steatoz gelisimi riskiyle iligskilendirilmistir (59,60). DGLA, 20
karbon zincirine sahip bir omega-6 yag asidi olup, 18 karbonlu gamma-linolenik asidin
uzama Urlinidiir. Esansiyel bir yag asidi olan linoleik asit, DGLA'ya metabolize
edilmekte ve bu asit, ndronal membran fosfolipitlerinin dnemli bir bileseni olarak
gorev yapmaktadir. Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarindaki DGLA
seviyelerindeki artig, linoleik asidin artan yikimini yansitabilir.

DGLA, dogrudan prostaglandin E1 (PGE1) gibi anti-enflamatuar etkili
eikozanoidler iiretir ve bu molekiiller, inflamasyonu diizenlemede etkili bir rol oynar
(61). Ayrica, DGLA metabolizmasi, daha gii¢lii pro-enflamatuar molekiiller olan
aragidonik asit (AA) {retimini baskilayabilir. Bu siireg, inflamasyonun
baskilanmasina, hiicre membran1 akigkanliginin/permeabilitesinin diizenlenmesine ve
bagisiklik fonksiyonlarinin desteklenmesine katkida bulunur. Literatiirle uyumlu
olarak, yiiksek serum DGLA seviyeleri, diyabetik ve obez annelerden dogan
bebeklerdeki potansiyel metabolik anormallikler i¢in umut vadeden bir biyobelirteg
olabilir (62,63). Esansiyel linolenik asit metabolizmasinin uzun vadeli
komplikasyonlarin patogenezinde rol oynayabilecegi ve bu mekanizmalarin daha fazla
arastirilmasi gerektigi diistintilmektedir.

Calismamizda, 5-hidroksikinurenin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla
diyabet grubunda en yiiksek, obezite + fazla kilolu grubunda ise bunu takiben yiiksek
oldugu goézlemlendi. 5-hidroksikinurenin, triptofan metabolizmasinda Kinurenin
yolaklar1 iizerinden olusan bir alkil-fenilketondur. Bu metabolitin artisi, triptofan-

Kinurenin metabolik yolunda bir bozulmaya veya aktivasyona isaret eder. 5-
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hidroksikinurenin, triptofanin katabolik bir iiriinii olup, kinurenin yolaklarinda bir ara
tiriin olarak spesifik biyolojik durumlar hakkinda 6nemli bilgiler sunar.

Matsuoka ve ark. (64), diyabetik hastalarda triptofan metabolitlerini arastirmis
ve 5-hidroksikinurenin seviyelerinin daha yliksek oldugunu bildirmistir. Kiniirenin
yolu, koroner kalp hastaliginin erken gelisiminde 6nemli bir role sahiptir ve plazma
kinureninlerindeki artigin akut miyokard enfarktiisii riskini artirabilecegi gosterilmistir
(65). Ayrica, kinurenin yolu, oksidatif stresin ve néroenflamasyonun diizenlenmesinde
kritik bir rol oynar; bu siirecler, Alzheimer hastaligi, Parkinson hastaligi, Huntington
hastalig1r ve multipl skleroz gibi ndérodejeneratif hastaliklarin temelinde yer alir. Bu
yolak iizerinden iiretilen 6nemli metabolitlerden kiniirenik asit noroprotektif ve
antioksidan 6zellikler sergilerken, Kinolinik asit norotoksik olup oksidatif hasar1 tesvik
eder (66). Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda gozlemlenen 5-
hidroksikinurenin seviyelerindeki artis, oksidatif hasara katkida bulunabilir. Bu
metabolit, ndrogelisimsel bozukluklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in potansiyel
bir risk belirteci olarak degerlendirilebilir.

Pantotenik asit (vitamin B5), her iki grupta da artis gosteren metabolitlerden
biri olup, diyabet grubunda daha belirgin bir artis sergilemistir. Buna karsilik, vitamin
B5’in en etkili formu olarak kabul edilen pantetein, maternal diyabet grubunda azalmis
ve maternal obezite + fazla kilolu grubunda daha diisiik seviyelerde bulunmustur. Suda
¢ozliniir B vitamini olan pantotenik asit, Koenzim A (KoA) ve agil tasiyici protein
(ACP) tiiretiminde kritik bir rol oynar. Pantotenik asit, KoA'nin bir bileseni olarak
karbonhidrat, yag asidi ve protein metabolizmasi ile glukoneogenezde hayati 6nem
tasir ve ¢esitli reaksiyonlar icin bir kofaktor olarak gorev yapar (67). Benzer sekilde,
ACP, yag asidi sentezini destekleyen bir iglev gortir.

Tian ve ark. (68), gebeligin erken doneminde maternal serum metabolitleri ile
GDM arasindaki iligkiyi aragtirmak i¢in metabolomik bir yaklagim kullanmistir. GDM
grubunda, L-piroglutamik asit, L-glutamik asit, fenilasetik asit, pantotenik asit ve
ksantin seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek, 1,5-
anhidro-D-glukitol, kalsitriol ve 4-oksoprolin seviyelerinin ise daha diisiik oldugunu
bildirmistir. Calismada, amino asit, karbonhidrat, lipid, enerji, niikleotid, kofaktor ve
vitamin metabolizmas1 gibi bir¢ok metabolik yolakta yer alan bu molekiillerin, GDM

i¢in potansiyel gostergeler oldugu belirlenmistir. Serum pantotenik asit seviyelerinin,
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T2DM ve yiiksek viicut kitle indeksi olan bireylerde, normal kontrollere kiyasla daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (69). Bu nedenle, ¢alismamizda gézlemlenen pantotenik
asit artis1, insiilin duyarlilig1 ve direncinde degisikliklere katkida bulunabilir ve GDM
riskini artirabilir.

Tranidou ve ark. (70), maternal mikro besin alimi1 ve diyet aligkanliklarinin
GDM iizerindeki etkilerini incelemistir. 797 hamile kadin {izerinde yapilan analizde,
biyotin, folat, niasin ve pantotenik asit gibi mikro besinlerin yani sira baz1 minerallerin
alimmim GDM grubunda anlamli sekilde daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
besinler metabolik saglik i¢in gerekli olsa da, gebelik sirasinda agir1 alimlar1 glukoz
metabolizmasini ve insiilin duyarhiligini olumsuz etkileyebilir. Ozellikle, yiiksek
pantotenik asit seviyeleri, artan GDM riski ile iligkilendirilmis ve bu durum, GDM
riski tagiyan hamile kadinlarda mikro besin alimini yonetmek i¢in hedefe yonelik diyet
miidahalelerinin 6nemini vurgulamistir. Calismamizda, maternal diyabet ve maternal
obezite/fazla kilolu annelerden dogan bebeklerin kordon kaninda pantotenik asit
seviyelerindeki artis, gebelik sirasinda yiiksek pantotenik asit seviyelerinin maternal
insiilin direnci i¢in bir risk faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, bu bulgu,
obezite ve tip 2 diyabet gibi uzun vadeli komplikasyonlar agisindan da bu metabolitin
cocuklar i¢in bir risk faktorii olabilecegi olasiligini giindeme getirmektedir. Pantotenik
asit seviyelerindeki artis ile pantetein seviyelerindeki azalma, pantotenik asidin
panteteine doniisiimiinde bir bozulmaya isaret edebilir. Pantetein, Koenzim A (KoA)
biyosentezinde bir ara iirlin oldugundan, bu azalmanin diyabet ve obeziteye bagli artan
metabolik stresle iligkili oldugu ve panteteinin hizla KoA'ya doniistiiriilmesine yol
acabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda, diyabetik ve fazla kilolu/obez annelerde tirotropin salgilatici
hormon (TRH) seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu ve bu artigin
ozellikle diyabet grubunda daha belirgin oldugu saptanmustir. Otiroid durumdaki
hamile bir kadinda fetiis genellikle normal bir gelisim gosterir. Ancak, arastirmalar,
maternal tiroid hormonlarinin (T3, T4 ve TSH) fetal dolasima gecis yapabildigini ve
bu hormonlarin fetal gelisimde énemli bir rol oynadigin1 vurgulamaktadir. Maternal
TRH, plasentay1 gecerek gebeligin orta doneminden itibaren fetal TSH salgisini uyarir.
Son ¢alismalar, TRH nin yalnizca hipotalamik kékenli olmadigini, pankreas ve diger

ekstrandral/ekstrahipotalamik organlar gibi maternal kaynaklarin da TRH varyantlar
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tiretebildigini ortaya koymustur (71). Bu varyantlar plasentay1 gecerek fetal tiroid
fonksiyonunu etkiler ve maternal-fetal hormonal etkilesimin karmasikligini gosterir.
Landa ve ark. (72), TRH'nin asir1 ekspresyonunun metabolik ve kardiyovaskiiler
parametreler iizerindeki etkilerini transgenik fareler iizerinde incelemistir. Bu
calismada, TRH asir1 ekspresyonunun kan basincini artirdigi, idrarda katekolamin
seviyelerini ylikselttigi ve metabolik parametrelerde degisikliklere neden oldugu
gozlemlenmistir. Bu fareler, daha fazla yemek yemelerine ragmen diistik viicut agirlig
sergilemistir. Bu etkilerin, diensefalonda TRH ekspresyonunun artisi ile iligkili oldugu
ve spesifik bir kiiglik interfere edici RNA (siRNA) uygulanmasiyla tersine dondiigii
bildirilmigtir. Calisma, TRH’ nin metabolik ve kardiyovaskiiler sistemler tizerindeki
etkilerini vurgularken, hipertansiyon ve obezite gibi yaygin komorbiditelere yonelik
yeni mekanizmalar sunmaktadir. Calismamizda kordon kaninda saptanan yiiksek TRH
seviyeleri, maternal diyabet ve fazla kilo/obezitenin fetal hormonal dengeleri
etkiledigini gostermektedir. Yiksek TRH seviyeleri, olasi metabolik ve
kardiyovaskiiler risklerin erken tespiti i¢in 6nemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilir.

Bu calismanin giicii, maternal diyabet ve fazla kilo/obezite gibi benzer uzun
vadeli riskler tagiyan durumlarin ortak metabolik bozukluklarini inceleyerek, bu iki
durumun sonuglarini karsilastirma yaklagiminda yatmaktadir. Calismada sunulan
metabolit tanimlamalari, dogru kiitle 6lgiimleri ve veritabani eslestirmelerine dayali
olarak yapilmis olup, literatiir taramas1 ve klinik 6nem kriterlerine gdre en olasi
eslesmeler secilmistir. Ancak, bu tanimlamalar referans standartlarin kullanildig
hedefli analizlerle dogrulanmamis olup, bulgularin dogrulanmasi i¢in daha hedefe
yonelik analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, 6rneklem biiytikliigiiniin artirilmast,

istatistiksel giicii ve sonuglarin genellestirilebilirligini artirabilir.

Sonug olarak, bu calisma, diyabetik ve obez/fazla kilolu annelerden dogan
bebeklerde potansiyel metabolik bozukluklara isaret etmekte ve maternal metabolik
sagligin fetal programlama iizerindeki etkisini vurgulamaktadir. Hedefsiz kordon kan1
metabolomik profilleme yoluyla, steroid ve safra asidi biyosentezi, oksidatif stres
belirtecleri ve lipid metabolizmasi gibi yollarin bozuldugu gozlemlenmistir. Bu
bozulmalar, bu bebeklerde uzun vadeli risk faktorleri olabilecegini diisiindiirmektedir.

Steroid metabolizmasinda alt yolak dstrojenlere yonelik bir kayma ve hizlanmis safra
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asidi sentezi, enerji dengesi ve lipid regiilasyonundaki bozulmalar1 yansitarak, bu
bebeklerin metabolik ve kardiyovaskiiler zorluklara yatkinligini artirabilir.

Pantotenik asit seviyelerindeki artis ve CoA metabolizmasindaki degisiklikler,
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda olas1 degisimlere isaret etmektedir.
Ayrica, maternal diyabet grubunda belirgin olan kinurenin yolu, oksidatif stres,
noroenflamasyon ve kardiyovaskiiler risklerle iliskili olabilir. DGLA’’nin potansiyel
bir biyobelirte¢ olarak belirlenmesi, erken risk degerlendirme ve izleme i¢in temel
saglayabilir. Ancak, metabolit tanimlamalarinin varsayimsal dogasi ve sinirh
orneklem biiyiikliigli, daha biliylikk ve hedefe yonelik calismalarla dogrulama
gerekliligini ortaya koymaktadir.



10.

11.

12.

39

6. SONUC ve ONERILER

Calismada, gestasyonel diyabetli, obez veya fazla kilolu annelerden dogan
bebeklerde, kontrol grubuna kiyasla belirgin metabolik profil degisiklikleri
gozlemlenmistir. Diyabet ve obezite + fazla kilolu gruplarinda ortak bir egilim
gosteren 19 metabolit belirlenmistir.

Steroid ve safra asidi biyosentezi yollarinda artis gézlenmistir.

16- ve 2-yollarinda yer alan Ostrojen metabolitlerinin, artan metabolik riske
isaret ettigi distiniilmustiir.

Hizlanmisg safra asidi biyosentezi, fetal metabolik programlamada bozulmalara
neden olabilir.

Diyabet grubunda, kinurenin yolunun belirgin bir sekilde 6ne ciktig1 tespit
edilmistir.

Dihomo-gamma-linolenik asit (DGLA), metabolik anormalliklerin potansiyel
bir biyobelirteci olarak belirlenmistir.

Pantotenik asit seviyelerindeki artis, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasinda 6nemli degisikliklere isaret etmektedir.

Artan oksidatif stres belirtecleri, sfingofosfolipid metabolizmasindaki
bozulmalar ve plazma kinurenin seviyelerindeki artig, kardiyovaskiiler ve
norogelisimsel risklerin erken gostergeleri olarak degerlendirilebilir.

Yiiksek TRH seviyeleri, olast metabolik ve kardiyovaskiiler risklerin erken
tespiti i¢in 6nemli bir biyobelirteg olarak kullanilabilir.

Bu caligmada tespit edilen metabolik degisikliklerin ve biyobelirteclerin klinik
onemini dogrulamak i¢in daha genis katilimci gruplarinda hedefe yonelik
metabolomik caligmalar yapilmalidir. Referans standartlar kullanilarak
metabolit tantmlamalarinin dogrulugu artirilmalidir.

Diyabetik ve obez/fazla kilolu annelerden dogan bebeklerde, dogum sonrasi
erken donemde metabolik ve kardiyovaskiiler risklerin degerlendirilmesi i¢in
uzun siireli izlem programlar gelistirilebilir.

Gebelik siirecinde maternal metabolik saglig1 desteklemek amaciyla beslenme

ve yasam tarzi miidahaleleri yapilmalidir.
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