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1 
GİRİŞ 

1.1  Literatür Özeti 



Α Β

Α

Α Α

Β

Α

β α

Tablo 1 Tablo 1.1 

Α

Α Α 

Β

 

GEN ADI 

FENOTİP Mutasyon 
Frekansı  

Omim 
Ref. 

HNF4A 

GCK 

HNF-1Α (TCF1) 

HNF-1Β (TCF2) 



Β

1.2 Tezin Amacı 

1.3 Hipotez  

 



2 
GENÇLERİN ERİŞKİN BAŞLANGIÇLI DİYABETİ-

MODY 

Diyabet Türerinin Sınıflandırılması 

 β



 

 

 β

 

 

 

 

 

 

  

2.1 Tip1 Diyabet 

β

β

 



 β

 

2.2 Tip2 Diyabet 

β

2.3 Monogenik Diyabet 



Monogenik Diyabette Klinik Öykü 

 

 

 

 

β



Α

Α Β

 

2.3.1 MODY (GENÇLERİN ERİŞKİN BAŞLANGIÇLI DİYABETİ) 

β

Α

β

β

β

β

 



Farklı Genetik kökenli MODY Tipleri 

Tablo 2.2

MODY 

TÜRÜ 

GEN/FONKSİYON LOKASYON PREVELANS/FENOTİP ETKİSİ 

MODY 1 α

MODY 2 

MODY 3 Α

MODY 4 

MODY 5 β

MODY 6 

MODY 7 

MODY 8 

MODY 9 

MODY 10 

MODY 11 



Tablo 2.3

MODY 12 

Α

MODY 13 

 

 

 

MODY 14 

 

  

 

 

 

Glukokinaz(GCK) Fonksiyon Kaybı - MODY 2  

Şekil 1 Şekil 2.1



HNF-1 α Fonksiyon Kaybı-MODY 3 

α

α

α

 HNF-1β Fonksiyon Kaybı-MODY 5 

Β

β

HNF-4α Fonksiyon Kaybı-MODY 1 

α

α

α

α

Hepatosit Nükleer Faktörlere Genel Bakış 



Şekil 2Şekil 2.2

α



3 
MODY’DE MOLEKÜLER TANI 

3.1 PZR Nedir? 

  



Polimeraz Zincir Reaksiyonu basamakları; 

Denatürasyon, 

Tutunma 

(Annealing) 

Uzama 

(Ekstensiyon) 

 



3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bileşenleri 

3.2.1 Kalıp DNA 

3.2.2 Primer 



Şekil 3Şekil 3.1

Primer Optimizasyonu 

Şekil 3.2 



Tablo3.4 Tablo 3.1

Primerlerin Nitelikleri: Primer Tasarımı

Spesifiklik

Stabilite

Uyumluluk

3.2.3 DNA Polimeraz 



Polimeraz Optimizasyonu 

Termalstabilite, 

Uzama oranı (baz/sn), 

Doğruluk (Fidelity, polimeraz hata olasılığı), 

. 

İşleyebilirlik (Processivity), 



3.2.4 Tampon/Reaksiyon Koşulları

Ek Katkı Madddeleri ile Optimizasyon 

DMSO (Dimetil Sülfoksit) Betain (N,N,Ntrimetilglisin) 

Şekil 3.2



3.2.5 dNTP Karışımı  

 

3.2.6 Polimeraz Kofaktörü-Magnezyum 



3.3 Multipleks (Çoklu) Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 



4 
MATERYAL METOD 

4.1 Materyal 

4.1.1 Kullanılan Kitler/Kimyasallar  

Katalog Numarası 

4.1.2 Kullanılan Genetik Materyal  

Katalog Numarası/Kodu

4.1.3 Kullanılan Biyoinformatik Araçlar 



DNA:

Primerler:

4.2 Metod 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4.2.1 Biyoinformatik Tasarım 

4.2.1.1 Gen dizisi belirleme (Ensembl Genome Browser- 

 ) 

 

Tablo 4.5 Tablo 4.1

Gen Adı Ekzon 
sayısı 

Transkript (Ensembl) NCBI 
Referans 
sekans 

Ensembl ID 

α Α

β Β

α Α

4.2.1.2 Primer Tasarımı ve Primer Havuzu Oluşturma 

(https://primer3.ut.ee/ ) 

 

 

 



4.2.1.3 Primer Analizi: 

 

 

4.2.2 In Sliko mPZR Optimizasyonu: 

 

 



Tablo 6 Tablo 4.2 

PRİMER ADI AMPLİKON 
BOYUTU 
(bç) 

PRİMER DİZİSİ Tm 
DEĞERİ(°C) 

GCK-1F 

GCK-1R 

GCK-2F 

GCK-2R 

GCK-3F 

GCK-3R 

GCK-4F 

GCK-4R 

GCK-5-6F 

GCK-5-6R 

GCK-7F 

GCK-7R 

GCK-8F 

GCK-8R 

GCK-9F 

GCK-9R 

GCK-10F 

GCK-10R 



Tablo 7 Tablo 4.3 Α

PRİMER ADI AMPLİKON 
BOYUTU 
(bç) 

PRİMER DİZİSİ Tm 
DEĞERİ(°C) 

HNF-1Α -1F        

HNF-1Α -1R        

HNF-1Α -2F 

HNF-1Α -2R 

HNF-1Α -3F         

HNF-1Α -3R          

HNF-1Α -4F 

HNF-1Α -4R        

HNF-1Α -5-6F 

HNF-1Α -5-6R.       

HNF-1Α -7F 1 

HNF-1Α -7R           

HNF-1Α -8-9F 

HNF-1Α -8-9R       

HNF-1Α -10F 

HNF-1Α -10R 

Α



Tablo 8 Tablo 4.4 Β

PRİMER 
ADI 

AMPLİKON 
BOYUTU (bç) 

PRİMER DİZİSİ Tm 
DEĞERİ(°C) 

HNF-1Β-1F 

HNF-1A-1R 

HNF-1Β-2F 

HNF-1Β-2R 

HNF-1Β-3F 

HNF-1Β-3R 

HNF-1Β-4F 

HNF-1Β-4R2 

HNF-1Β-5F 

HNF-1Β-5R 

HNF-1Β-6F 

HNF-1Β-6R 

HNF-1Β-7F 

HNF-1Β-7R 

HNF-1Β-8F3 

HNF-1Β-8R 

HNF-1Β-9F 

HNF-1Β-9R 

Β

Β



Tablo 9 Tablo 4.5  

PRİMER 
ADI 

AMPLİKON 
BOYUTU (bç) 

PRİMER DİZİSİ Tm 
DEĞERİ(°C) 

HNF4A-1F 

HNF4A-1R 

HNF4A-2F 

HNF4A-2R 

HNF4A-3F 

HNF4A-3R 

HNF4A-4F 1 

HNF4A-4R 

HNF4A-5F 

HNF4A-5R 

HNF4A-4-5F 

HNF4A-4-
5R 

HNF4A-6F 

HNF4A-6R 

HNF4A-7F2 

HNF4A-7R 

HNF4A-8F 

HNF4A-8R 

HNF4A-9F3 

HNF4A-9R 

HNF4A-10F 

HNF4A-10R 



 

Tablo 10 Tablo 4.6

1. TÜP 2. TÜP 3. TÜP 4. TÜP 5. TÜP 6. TÜP 7. TÜP

Α Α Α Α

Α Α Α

Α Α Β

Α Β Β Β Β

Β Α Β Β

Α Α Β Α Β Α



4.2.3 In Vitro Optimizasyon: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3.1 In Vitro Primer Kontrolü Optimizasyon: 

a.  Katkısız Tek-Lokus PZR: 

 



Tablo 11 Tablo 4.7

 

BİLEŞEN  SON HACİM  

μ

μ

μ

μ μ

μ

Toplam Hacim μ

DÖNGÜ KOŞULLARI SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



b. Betain (N,N,Ntrimetilglisin) Katkılı Tek Lokus PZR 

 Tablo 12 Tablo 4.8

 

BİLEŞEN  SON HACİM  

μ

μ

μ

μ μ

μ

Toplam Hacim μ

DÖNGÜ KOŞULLARI SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



4.2.3.2 İn-Vitro Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonları 

c.  İlk in-vitro mPZR denemesi  

Tablo 13 Tablo 4.9

 

BİLEŞEN  Son Hacim 
( ilk 6 tüp) 

Son 
Hacim 
(7.Tüp) 

μ μ

μ

μ

μ

μ

μ μ μ

μ μ

μ μ

Toplam Hacim μ μ

DÖNGÜ KOŞULLARI SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Amplifikasyon 

 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



d. Qiagen HotStartTaq DNA Polimeraz ile Deneme

μ

Tablo 14 Tablo 4.10

 

BİLEŞEN  Son Hacim 
( ilk 6 tüp) 

Son Hacim 
(7.Tüp) 

μ μ

μ μ

μ

μ μ μ μ

μ μ

μ μ μ

μ μ

Toplam Hacim 50 μl 50 μl

DÖNGÜ 
KOŞULLARI 

SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



e. Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz ile Deneme

μ

Tablo 15Tablo 16 Tablo 4.11 μ

 

  

BİLEŞEN  Son Hacim 
( ilk 6 tüp) 

Son Hacim 
(7.Tüp) 

μ μ

μ μ

μ μ μ μ

μ μ

μ μ μ

μ μ

μ μ

Toplam Hacim μ μ

DÖNGÜ 
KOŞULLARI 

SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



f. Farklı Primer/Tüp Kombinasyon Denemesi 

Α Α

Α

Tablo 4.12 

1. TÜP 2. TÜP 3. TÜP 4. TÜP 5. TÜP 6. TÜP 7. TÜP

Α Α Α Α Α Α

Α
Α Α Α Α

Α Α Β Α

Α Β Β Β Β Α

Β Β Α Β Α Β

Tablo 4.13

1. TÜP 2. TÜP 3. TÜP 4. TÜP 5. TÜP 6. TÜP 7. TÜP

Α Α Α Α Α Α

Α
Α

Α

Α Α Β Α Β

Α Β Β Β Β Α Β

Β Α Α Β Α



g. DMSO (Dimetil Sülfoksit) Katkılı mPZR Denemesi 

Tablo 4.14

 

BİLEŞEN  Son Hacim  

μ

μ

μ μ

μ

μ μ

μ

μ

μ

Toplam Hacim 50 μl

DÖNGÜ 
KOŞULLARI 

SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



h. Betain katkılı mPZR Denemesi 

Tablo 20 Tablo 4.15

 

BİLEŞEN  Son Hacim  

μ

μ

μ μ

μ

μ μ

μ

μ

μ

Toplam Hacim 50 μl

DÖNGÜ 
KOŞULLARI 

SICAKLIK SÜRE 

Denatürasyon 

Denatürasyon 

Tutunma 

Uzama 

Son Uzama 

Sonlanma ∞



i. mPZR’de Farklı Tutunma Isısı ile Deneme 

4.2.4 PZR Ürünlerinin Konfirmasyonu 

 

 

 

4.2.4.1 Agaroz Jel Elektroforezi 

Tablo 4.16

Bileşen 

Tablo 22 Tablo 4.17

Bileşen 



4.2.4.2 Poliakrilamid Jel elektroforezi 

Tablo 4.18

Bileşen

μ

μ

4.2.4.3 Dizileme 



5 
BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.3 İn-Vitro Tek Lokus PZR Sonucu 

Şekil 5.1

Α

Şekil 5.2 Α  



Β

Şekil 5.3 Β

Α

Şekil 5.4 Α

Β Β Β Α



4.4 Betain(N,N,Ntrimetilglisin) Katkılı Tek Lokus PZR 

Şekil 5.5

Α

Şekil 5.6 Α



Β

Şekil 5.7 Β

Α

Şekil 5.8 Α

Α Β Α



Tablo 24 Tablo 5.1

AMPLİKON BOYUT 
(bp) 

IMAGE-J 
ANALİZİ 

AMPLİKON BOYUT 
(bp) 

IMAGE-J 
ANALİZİ 

GCK-1 HNF-1Α -1        

GCK-2 HNF-1Α -2 

GCK-3 HNF-1Α -3          

GCK-4 HNF-1Α -4        

GCK-5-6 HNF-1Α -5-6     

GCK-7 HNF-1Α -7           

GCK-8 HNF-1Α -8-9       

GCK-9 HNF-1Α -10 

GCK-10   

HNF-1Β-1 HNF4A-1 

HNF-1Β-2 HNF4A-2 

HNF-1Β-3 HNF4A-3 

HNF-1Β-4 HNF4A-4 

HNF-1Β-5 HNF4A-5 

HNF-1Β-6 HNF4A-4-5 

HNF-1Β-7 HNF4A-6 

HNF-1Β-8 HNF4A-7 

HNF-1Β-9 HNF4A-8 

HNF4A-9 

HNF4A-10 



4.5 VitaTaq® HS Multiplex Kit mPZR Uygulaması 

Şekil 5.9

 GCK  

 HNF-1Α 

 HNF-1Β  

 HNF-4A  



4.6 Qiagen HotStartTaq mPZR Uygulaması 

Şekil 5.10

4.7 Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz mPZR 

Uygulaması 



Şekil 5.11

Şekil 5.12



4.8 mPZR’de Farklı Tutunma Isısı Uygulama 

Şekil 5.13 

Şekil 5.14



4.9 Farklı Primer/Tüp Kombinasyon Uygulaması 

4.10 DMSO-Betain katkılı mPZR Uygulaması 

Β

Α

 



Şekil 5.15

Şekil 5.16

 



4.11 Sonuç Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Görüntüleme 

Şekil 5.17

 



4.12 Yeni Nesil Dizileme (NGS) Analizi 

Tablo 25 Tablo 5.2

Ekzon Boyutu 
(bp) 

Ortalama 
Okuma 

Min. Maks. IGV’deki 
Amplikon 
Boyutu 
(bp) 

GCK-1 

GCK-2 

GCK-3 

GCK-4 

GCK-5-6 

GCK-7 

GCK-8 

GCK-9 

GCK-10 

HNF1A-1        

HNF1A-2 

HNF1A-3          

HNF1A-4        

HNF1A-5-6 



Tablo 26 Tablo 5.3

Ekzon Boyutu 
(bp) 

Ortalama 
Okuma 

Min. Maks. IGV’deki 
Amplikon 
Boyutu (bp) 

HNF1A-7           

HNF1A-8-9       

HNF1A-10 

HNF-1Β-1 

HNF-1Β-2 

HNF-1Β-3 

HNF-1Β-4 

HNF-1Β-5 

HNF-1Β-6 

HNF-1Β-7 

HNF-1Β-8 

HNF-1Β-9 

HNF4A-1 

HNF4A-2 

HNF4A-3 

HNF4A-4-5 

HNF4A-6 

HNF4A-7 

HNF4A-8 

HNF4A-9 

HNF4A-10 



Şekil 5.18

Şekil5.19 



Şekil 5.20 Α Α

Şekil 5.21 Β Β



Şekil 5.22 Β Β

Şekil 5.23 Α Α



Şekil 5.24 Α Α

Şekil 5.25 Α Α



6
SONUÇ VE ÖNERİLER



Α



KAYNAKÇA 

‐



 



 



β
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