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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GESTASYONEL DIiYABET MELLITUS iLE BCL11A, ADAMTSY9, WFS1 VE
C2CD4B GENLERINDEKIi POLIMORFIZMLER ARASINDAKI ILISKININ
ARASTIRILMASI

Yeliz ESKi

Karabiik Universitesi
Lisansiistii Egitimi Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

Tez Danmismani:
Dr. Ogr. Uyesi Emre TASKIN
Haziran 2020, 53 sayfa

Diabetes Mellitus (DM) glikoz metabolizmasinda meydana gelen kalic1 hiperglisemi
ile karakterize olan heterojen metabolik hastalik grubudur. Insiilin ve/veya insiilin
sekresyonunda olusan, ¢evresel ve genetik faktdrlerden kaynaklanan kusurlar DM
gelisimine neden olmaktadir. Diyabetten kaynaklanan kronik hipergilisemi gozler,
bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 olmak {izere viicudun c¢esitli organlarinda
komplikasyon gelisme riskini arttirmaktadir. Tip 1 (insiilin bagimli) Diabetes Mellitus
(T1D), Tip 2 (insiiline bagimli olmayan) Diabetes Mellitus (T2D) ve Gestasyonel
Diabetes Mellitus (GDM) olmak iizere belli basli etiyolojik ve/veya patojenik DM
fenotipleri mevcuttur. Ancak c¢ogu durumda hastalarin  diyabet tiri bu
siniflandirmalara uymamaktadir. Gestasyonel diyabet gebelik ile ortaya ¢ikan ve ilk
kez gebelikte saptanan glikoz intoleransi olarak tanimlanir. Gebeligin diyabetojenik

etkisini tolere edemeyen pankreatik fonksiyon, gebeligin 24.-28. haftalarinda siddetli



insiilin direnci ve hiperglisemi ile GDM patogenezine neden olmaktadir. Gebelikte
meydana gelen en yaygin bozukluklardan biri olan GDM, gebelik disinda da diyabete
yakalanma ve diyabeti gelistirme riski tasimaktadir. Bu nedenle GDM patogenezinin
arastirtlmasinin hastalifin 6nlenmesine katki saglayacagi diistiniilmektedir. Bu tez
kapsaminda T2D gelisiminde rol oynayan BCL11A geni rs243021, ADAMTS9 geni
rs4607103, WFS1 geni rs1801214 ve C2CD4B geni rs11071657 polimorfizmlerinin
GDM ile iliskisi arastirilmistir. Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Polikliniklerine basvuran GDM tanis1 konmus 69 gebe
ile ¢alisma grubu ve 69 saglikli gebe kontrol grubu olusturulmustur. Polimorfizmler
Allele-Ozgii Polimeraz Zincir Reaksiyonu (ASPCR) yontemi gercek zamanl
goriintiileme saglayan Real-Time PCR cihazinda incelenmistir. Calisma sonuglar
BCL11A geni rs243021, ADAMTS9 geni rs4607103, WFS1 geni rs1801214 ve
C2CD4B geni rs11071657 polimorfizmlerinin GDM i¢in risk faktorii olarak

degerlendirilemeyecegi ortaya konmustur.

Anahtar Sézciikler : GDM, T2D, BCL11A, ADAMTS9, WFS1, C2CD4B,
polimorfizm.
Bilim Kodu : 20104
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Diabetes Mellitus (DM) is a heterogeneous group of metabolic diseases characterized
by persistent hyperglycemia occurring in glucose metabolism. Defects of insulin
and/or insiilin secretion that are derived from environmental and genetic factors lead
to progression of DM. Chronic hypergilicemia caused by DM increases the risk of
complications in various organs of the body including eyes, kidneys, nerves, heart and
blood vessels. There are main etiologic and/or pathogenic DM phenotypes; Type 1
(insulin dependent) Diabetes Mellitus (T1D), Type 2 (non-insulin dependent) Diabetes
Mellitus (T2D) and Gestational Diabetes Mellitus (GDM). However, in most cases,
patients' type of diabetes are misfit these classifications. GDM is defined as glucose
intolerance that occurs during pregnancy and is detected for the first time during
pregnancy. Pancreatic function, which cannot tolerate the diabetogenic effect of
pregnancy. It causes pathogenesis of GDM with severe insulin resistance and

Vi



hyperglycemia. GDM, which is one of the most common disorders in pregnancy,
carries the risk of developing diabetes and developing diabetes outside of pregnancy.
Therefore, it is thought that investigating the pathogenesis of GDM will contribute to
the prevention of the disease. In this thesis, the relationship between GMD and the
polymorphisms of rs243021 of BCL11A gene, rs4607103 of ADAMTS9 gene,
rs1801214 of WFS1 gene and rs11071657 of C2CD4B gene were investigated. The
case group was composed of 69 pregnant women that has GDM and the control group
was composed of 69 healty pregnant who were admitted to the Gynaecology and
Obstetrics Polylinics of Karabuk University Training and Research Hospital, women.
Polymorphisms Allele-Specific Polymerase Chain Reaction (ASPCR) method was
studied on a Real-Time PCR instrument that provides real-time imaging.

The results showed that BCL11A gene rs243021, ADAMTS9 gene rs4607103, WFS1
gene rs1801214 and C2CD4B gene rs11071657 polymorphisms cannot be evaluated
as risk factors for GDM.

Key Word : GDM, T2D, BCL11A, ADAMTS9, WFS1, C2CD4B, polymorphism
Science Code : 20104

vii



TESEKKUR

Yiiksek lisans 0grenimim boyunca biitiin bilgi ve birikimini benimle paylasan, her
konuda bana destek olan tez danismanim Sayim Dr. Ogr. Uyesi Emre TASKIN’a, hasta
ve kontrol gruplarmin olusturulmasinda yardimci olan Saym Dr. Viisale Aziz’e

tesekkiirii borg bilirim.

Biitiin hayatim boyunca her zaman yanimda olan en biiyiikk gurur kaynagim annem
Penpe ESKi’ye, 11 yildir yanimizda olmasa da manevi varhgiyla bize giic veren
rahmetli babam Musa ESKI’ye, nesesi ve azmiyle bana ilham olan kiz kardesim

Siireyya Irem ESK1’ye, biitiin akrabalarima ve arkadaslarima tesekkiir ederim.

Bu tez galismasina destek veren Karabiik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatérliigii’ne (Proje kodu: KBUBAP-18-YL-171) tesekkiir ederim.

viii



ICINDEKILER

Sayfa

KAABUL ...ttt bttt sttt n et ens i
OZET ottt iv
AB ST RA CT .. e e nae e e nrrae e vi
TESEKKUR .....oovoviviiitieiieeeteeeeetee ettt sttt sttt sttt ettt viii
(@ 1N\ D) 23 Q1 51 2) 2 ST iX
SEKILLER DIZINI.....cooioiiiiiceicceeeseeece ettt en st Xi
CIZELGELER DIZINT ...coviiiiiiicece ettt Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ....ccoovviiiinieiieinieceesseeece e, xiii
BOLUM 1 1ottt sttt e 1
GIRIS .vvvou ... ... ... A ... W ..., 1
BOLUM 2 ..ottt 3
GENEL BILGILER .....cocuiitiiiieiict ettt ettt 3
2.1. DIABETES MELLITUS ......coiiiititiiseeeet ettt en sttt en e 3
2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus ...........cccveiiiiiiie e, 4
2.1.1.1. Bagisiklik Aracili Diyabet ........cccoccoviiiiiiiiiiiiiiicice 4

2.1.1.2. Idiyopatik DIyabet .........cccvviveverririiiircrerieseiesese e 5

2.1.2. Tip 2 DiabeteS Mellitus .........ccocuiiiiiiiiiec e, 5
2.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus ..........ccoceveiiiiniiiiiiiceec e v

2.2. GDM VE GENETIK ....cooiiiiiiiiiinicinceeese e 8
2.2.1. BCL11A Geni rs243021 Polimorfizmi.......ccccccevvieniniinniieiesieseee 8
2.2.2. ADAMTS9 Geni rs4607103 Polimorfizmi .......ccccvevevvevniieieeceeeenn 10
2.2.3. WFS1 Geni rs1801214 Polimorfizmi ......cccevevieiiviiniiece e 12
2.2.4. C2CD4B Geni rs11071657 Polimorfizmi .........cccoovvieieeicne e 14
1210) 516 LY 56 TP 16
GEREC VE YONTEM .....coovivitieeeeeeeee et ees e en s 16



Sayfa

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ OLUSTURULMASL. ................ 16
3.2. KULLANILAN LABORATUAR ARAC-GEREC VE KIMYASALLARI. 16
3.2.1. Kullanilan Arag-Geregler.......cocoiiiiiiiiiiiiie e .16
3.2.2. Kullanilan Kimyasallar. ..........ccccooiiiiiiiiiiieececees 17
3.3. DNA IZOLASYONU....cociiioiececieeeeeeceee e eeee ettt an s 17
3.3.1. DNA 1201aSyon ProtoKOI. .......cccvevverereeescesrsssssssesseessnenes 18
3.4. PRIMER DIZAYNIL w.coooviiiiiiiieee ettt 18
3.5. GENOTIPLEME. ......ooiteieieeeeceee ettt en sttt en e 20
35,1 AS-PCR. et 21
3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ ......cooiiiiiiiiisisisccsrisss s 22
BOLUM 4 ..ottt 23
BULGULAR ..ottt ettt st e nte et na et e eneeeneenreeeeenes 23

4.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ KLINIK OZELLIKLERININ
DEGERLENDIRILMESI ....ooviiiiiiiiieiiccee e 23

4.2. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ GENOTIPLERININ

INCELENMESI ...ttt nne s 24
4.2.1. BCL11A Geni Rs243021 Polimorfizmi ile Ilgili Sonuglar. ................... 24
4.2.2. WFS1 Geni Rs1801214 Polimorfizmi Ile Ilgili Sonuglar ...................... 28
4.2.3. ADAMTS9 Geni Rs4607103 Polimorfizmi Ile Ilgili Sonuglar.............. 32
4.2.4. C2CD4B Geni Rs11071657 Polimorfizmi ile Ilgili Sonuglar-............... 35
| 210) 510 55T 39
TARTISMAL ettt b ettt b et st nreas 39
1210 5101, YOO 43
SONUC ...ttt ettt e e e e e e s teetease e e seeteaseesseeteeseesseeseeneesseesreeneearenseans 43
KAYNAKLAR. sttt sttt sbe et nnes 44
OZGECMIS .ottt 53



Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

SEKILLER DiZiNi

Sayfa
ADAMTSO9 ekspresyonunun insiilin direncini nasil tetikledigi i¢in
ONertlen MEeKaANIZMA ......coviiiieeee s 11
Wolframin proteininin transmembran domen yapisi ve mutasyonlarin
AGIIIMLL 1. 13
15243021 polimorfizmine ait allellerin erime egrisi........ccoccvevvvvveerveennne 25
rs243021 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant 6rneklere ait PCR gorintileri..........cooveeennene. 25
rs243021 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri................. 26
rs1801214 polimorfizmine ait G ve A allellerinin erime egrisi .............. 29
rs1801214 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant 6rneklere ait PCR goriintiileri............cccven..... 29
rs1801214 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri ................. 30
rs4607103 polimorfizmine ait C ve T allellerinin erime egrisi. .............. 32
rs4607103 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant 6rneklere ait PCR goriintlleri...........c.ccveeee, 32
rs4607103 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri................. 33
rs11071657 polimorfizmine ait A ve G allellerinin erime egrisi. ........... 35

rs11071657 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant 6rneklere ait PCR goriintiileri............cccveen..... 35

rs11071657 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot
ve (3) homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri ................. 36

Xi



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.
Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.
Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.
Cizelge 4.12.

CIZELGELER DiZiNi

Sayfa
OGTT normal araliklar..........ccccocoiiiiiiiiii e 16
PrIMEr diZIleri ..o 19
rs243021 ve rs1801214 i¢cin PCR'da kullanilan miktarlar................... 20
rs4607103 ve rs11071657 i¢in PCR'da kullanilan miktarlar. ............. 20
PCR PrOZraAMI..c.eiiiiiiiieiiie ettt 21
MEItING PIOZIAMI......veviiiriiiieiiieie et 21
Hasta ve kontrol gruplarinin klinik bulgulari ...........ccocoooviiiiiinnnnnnnn, 23
Hasta ve kontrol gruplarinda genotiplerin dagilimi..............ccccveueenee. 24
1s243021 polimorfizminin klinik bulgular ile iliskisi..........ccccervennene. 27
rs243021 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik
allel tastyicilarma gore klinik bulgular ile ilisKisi........coevrviivrinnnne. 28
rs1801214 polimorfizminin klinik bulgular ile iliskisi..........c..ccovne.. 31
rs1801214 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik
allel tastyicilarina gore klinik bulgular ile iligkisi.........ccocvvvrivrinnnne. 31
rs4607103 polimorfizminin klinik bulgular ile iligkisi..........c.ccceuenne. 34
rs4607103 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik
allel tasiyicilarina gore klinik bulgular ile iligkisi ........c.ccccocvniinnne, 34
rs11071657 polimorfizminin klinik bulgular ile iligkisi.................... 37
rs11071657 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik
allel tastyicilarina gore klinik bulgular ile iliskisi. ........ccocoviiriiennns 37
Polimorfizmlerin eklemeli modelde lojistik regresyon analizi. ......... 38
Polimorfizmlerin dominant modelde lojistik regresyon analizi. ........ 38

Xii



GDM
WHO
DM

Dl

ADH
T1D
T2D
OGTT
BCL11A
C2H2
DNA
lIp2
MRNA
CIR

DI

Cl

OR
ADAMTS9

GWAS

PPARG
GSIS

WFS1

SNP
C2CD4B
DIDMOAD

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Gestasyonel Diabetes Mellitus

: World Health Organization (Diinya Saglik Orgiitii)

: Diabetes Mellitus

: Diabetes Insipidus

: Antidiiiretik Hormon

: Tip 1 Diabetes Mellitus

: Tip 2 Diabetes Mellitus

: Oral Glikoz Tolerans Testi

: BAF Chromatin Remodeling Complex Subunit A

: Cys2-His2 Zinc Finger Protein (Cys2-His2 Cinko Parmak Proteini)
: Deoksiriboniikleik Asit

: Insiilin Benzeri Peptit 2

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Corrected Insulin Response (Diizeltilmis Insiilin Cevabi)

: Disposition Index (Egilim Indeksi)

: Confidence Interval (Giiven Araligi)

: Odds Ratio (Goreceli Olasiliklar Orani)

: A Disintegrin-Like And Metalloprotease With Thrombospondin

Type | Motif 9

: Genome Wide Association Studies (Genom Capinda Iliskilendirme

Calismalar1)

: Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma

: Glucose-Stimulated Insulin Secretion (Glikoz Uyarimli Insiilin

Sekresyonu)

: Wolframin ER Transmembrane Glycoprotein

: Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotit Polimorfizmi)
: C2 Calcium Dependent Domain Containing 4B

: Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, Optik Atrofi, Deafness

Xiii



BOLUM 1

GIRIS

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), gebeligin ortasinda (iigiincii trimesterin bagina
yakin) baslayan siddetli insiilin direnci ve hiperglisemi olarak tanimlanmaktadir [1].
Insiilin direnci, hamilelik sirasinda meydana gelen birgok fizyolojik degisiklikten
biridir ve insiilin direncine pankreatik beta hiicre yetmezligi eslik ettiginde, GDM
gelisebilir. Gestasyonel diyabetin patogenezinde gebeligin diyabetojenik etkisini
yeterince tolere edemeyen pankreatik fonksiyon bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) kriterlerine uygun olarak yapilmis olan ilk kiiresel hiperglisemi
degerlendirmesi i¢in 20-49 yas araligindaki kadinlarda yapilan bir ¢aligma sonucunda
gebelikte global hiperglisemi prevalansi %16,9 veya 2013 yilina ait verilerde 21,4
milyon canli dogum olarak belirtilmistir. Bu ¢alismaya gore en yiiksek prevalans,
Kuzey Amerika ve Karayipler Bolgesindeki %10,4 orami ile karsilastirildiginda,
Gilineydogu Asya Bolgesinde %25,0 olarak bulunmustur. Gebelikte hiperglisemi
vakalarinin %90'indan fazlasimin diisiik ve orta gelirli tllkelerde oldugu tahmin
edilmektedir [2]. Gebelikte GDM goriilen kadinlarin yaklasik %20-50’sinin 5 yil
icerisinde Tip 2 Diabetes Mellitus (T2D) gelistigi gozlenmistir [3]. Gestasyonel
diyabet, prevalansi, hamilelik sirasinda iligskili komplikasyonlar1 ve daha sonraki
yasamda T2D riskinde artisa sebep olmasi1 nedeniyle 6nemli bir halk saglig1 sorunudur.
Gestasyonel diyabetin ayirt edici 6zelligi, azalan dengeleyici insiilin salgi cevabi ile
birlikte artan insiilin direncidir. T2D, insiilin direncinin artmasi ve insiilin
salgilanmasinin azalmasina neden olur. Bu nedenle, hem T2D hem de GDM, yiiksek
viicut kitle indeksi (VKI), anormal glukoz intoleransi dykiisii, ailede diyabet dykiisii,
yas ve etnik koken gibi benzer risk faktorlerinden etkilenen ayni patofizyolojiyi ve
ortak bir etiyolojiyi paylasmaktadir [4,5]. Gebelik boyunca 166 GDM’li gebe ve
normal karbonhidrat metabolizmasi olan 83 kontrol grubunda dogumdan 6nce genetik
gecmisin arastirilmasi i¢in yapilan bir calismada, GDM’li kadinlarda ebeveyni

diyabetik olan fenotipler ve diyabet tipi arasinda anlamli bir iliski (P<0,001)



gozlenmistir [6]. Bir baska ¢alismada da, aile diyabet Oykiisiiniin (tek basina veya
hipertansiyon ile iligkili oldugunda), genetik ve davranissal faktorleri yansitmasi
nedeni ile aile diyabet dykiisiine sahip kadinlarin artan GDM riskine yatkin olabilecegi
sonucuna ulasilmistir [7]. Bugiline kadar 120'den fazla polimorfizmin T2D riski ile
iliskili oldugu dogrulanmistir [8]. Bunlarin biiyiikk bir kismi GDM ile de bir iligki
gostermistir. MTNR1B, FTO, TLE1, G6PC2, GCKR, TCF7L2, ADCY5, CDKAL1,
TCF2, HNF1B, PPARG, KCNJ11, SLC30A8 lokuslarindaki T2D risk varyantlar1 daha
once Avrupa popiilasyonlarinda GDM ile iliskilendirilmistir [9,10]. CDKN2A/2B,
MTNR1B ve KCNQ1 lokuslar1 Koreli kadinlarda GDM ile iligkili bulunmustur
[11,12].

Bu tez ¢alismasi kapsaminda daha 6nce T2D ile iligkili bulunmus ancak heniiz GDM
ile iligkisi arastirllmamis polimorfizmler incelenmistir. BCL11A geni rs243021
polimorfizmi, ADAMTS9 geni rs4607103 polimorfizmi, WFS1 geni rs1801214
polimorfizmi ve C2CD4B geni rs11071657 polimorfizmi GDM’li ve normal gebe
kadinlarda incelenmistir. Polimorfizmlerin belirlenmesinde c¢ift iplikli DNA’ya
baglanarak floresans isima yayan boya ilavesi ile es zamanli PCR yontemi

kullanilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM) insiilin ve/veya insiilin sekresyonundaki kusurlardan
kaynaklanan kalict hiperglisemi ile karakterize heterojen metabolik hastalik grubudur.
Diyabetten kaynaklanan kronik hiperglisemi 6zellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp
ve kan damarlar1 olmak tizere ¢esitli organlarin uzun vadeli hasarina islev bozukluguna
ya da islev yetersizligine neden olabilmektedir [13]. Potansiyel gérme kaybi riski de
tagiyan retinopati; bobrek yetmezligine yol acabilen nefropati; ayak {lseri,
amputasyon ve Charcot eklemi (Charcot ayagi diye de bilinir ve iyilesmeyen ayak
yaralar1 ve deformasyonlarin tamamina verilen isimdir) riski olan periferik noropati,
gastrointestinal, genitoiiriner, kardiyovaskiiler semptomlara ve cinsel islev
bozukluguna neden olabilen otonom ndropati uzun vadede goriilen diyabet
komplikasyonlar1 arasindadir [14]. Diyabet gelisiminde birkag patojenik siire¢ s6z
konusudur. Bunlar, pankreastaki B hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucunda ortaya
¢ikan insiilin eksikliginden baslayip hedef dokulardaki insiilin etkisine direng ile
sonuglanan anormalliklere kadar uzanmaktadir. Diyabetteki karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasindaki anormalliklerin temeli, insiilinin hedef dokular tizerindeki
yetersiz etkisidir. Yetersiz insiilin sekresyonu ve/veya hormon etkisinin karmasik
yolaklarindaki bir veya daha fazla noktada insiiline verilen doku tepkilerinden
kaynaklanan yetersiz insiilin etkisi de meydana gelebilmektedir. Insiilin
sekresyonunun ve islevinin bozulmasi ayni hastada siklikla birlikte goriilmektedir
[14]. Ortiisen fenotiplerin etiyolojik ve patojenik smiflandirmay1 zorlastirmasina
ragmen, spesifik etiyoloji ve/veya patogenez agisindan farkli diyabetik tipler
tanimlanmaktadir [15]. Diabetes Mellitus genellikle kisaca diyabet olarak adlandirilir.
Ancak “sekersiz seker hastalig1” olarak da bilinen Diabetes Insipidus (DI) ile DM

arasinda fark vardir. Diabetes Insipidus hipofiz bezinde antidiiiretik hormon (ADH)



tiretimi olmamasi ya da bobreklerde ADH yanit1 olusmamasina bagh olarak ortaya
cikan bir hastaliktir [16]. Bu kondisyonlar bobreklerin suyu tutamamasina neden
olmaktadir. Hastaligin nedeni, komplikasyonlar1 ve tedavisi acisindan DI ile DM
arasinda fark vardir. Glikoz metabolizmasinda meydana gelen bozukluklardan
kaynaklanan DM nin en yaygin goriilen tipleri: insiilin bagimli diyabet olarak da
bilinen tip 1 diyabet (T1D), insiilin bagimli olmayan diyabet olarak bilinen tip 2
diyabet (T2D) ve gebelik ile birlikte ortaya ¢ikan GDM’dir. Hastaya bir diyabet tiirii
tanis1 koymak ¢ogu zaman tam sirasinda mevcut olan kosullara baghdir ve bir¢ok
diyabetli hasta tek bir smifta kolayca degerlendirilememektedir. Diyabette hekim ve
hasta icin, hipergliseminin patogenezini anlamak ve etkili bir sekilde tedavi etmek
hastanin diyabet tipini belirlemek ve siniflandirmaktan daha 6nemli olmaktadir. Tiim
diyabet formlarinin saglik tizerinde ciddi etkileri bulunmaktadir. Bu etkiler arasinda
hiperlipidemi, proteinlerin glikolizasyonu gibi metabolik anormalliklerinin yaninda
DM ile iliskili pek ¢ok uzun dénem komplikasyonlar da mevcuttur. DM geng
eriskinlerde morbidite, sakatlik ve erken 6liimden sorumlu kardiyovaskiiler, periferal
vaskiiler, okiiler, norolojik ve renal hastaliklara neden olabilmektedir [14,17].
Glisemik kontrol bu komplikasyonlarin gelisme riskini azaltsa da diyabet diinya
capindaki popiilasyonlarda sosyal, psikolojik ve finansal yliklerin 6nemli bir nedeni
olmaya devam etmektedir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu, sec¢ili 110 iilkede
yapilan aragtirmalar sonucu diyabetik hastalarin sayisinin 2011 yilinda 366 milyon

oldugunu ve bu saymin 2030 yilinda 552 milyona ulasacagini tahmin etmektedir [18].

2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Pankreas P hiicrelerinin yikimi sonucu gelismektedir. Mutlak insiilin eksikligi,
semptomlarin aniden ortaya ¢ikmasi, ketozise yatkinlik ve hayat boyu eksojen insiiline
bagimlilik ile karakterizedir. Insiilin hormonlarinin eksikligi sonucu ortaya ¢ikan T1D,
siklikla ¢ocukluk ve gencglik yaslarinda basladigi i¢in “Juvenil diyabet” adin1 da
almaktadir [19].

2.1.1.1. Bagisikhik Aracili Diyabet

Bagisiklik aracili diyabet, pankreas [ hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin
yikimidan kaynaklanmaktadir [20]. Bu diyabet formunda, B-hiicre yikim orani
4



olduk¢a degiskendir, baz1 hastalarda (¢ogunlukla bebekler ve ¢ocuklar) hizlidir ve
bazilarinda (cogunlukla yetiskinler) diisiiktiir. Ozellikle ¢ocuklarda ve gengclerde,
hastaligin ilk belirtisi olarak ketoasidoz ortaya ¢ikabilir. Diger bir hasta grubu ise
enfeksiyon veya diger stres varliginda hizla siddetli hiperglisemi ve/veya ketoasidoza
doniisebilen 1limli aglik hiperglisemisine sahiptir. Yine bir baska grup, ozellikle
yetiskinler, ketoasidozu yillarca 6nleyebilecek yeterli hiicre miktarini ve fonksiyonunu
koruyabilir. Bu tiir bireyler ketoasidoz i¢in de risk altinda olurlar ve sonunda hayatta
kalmak i¢in insiilin tedavisine bagimli hale gelebilirler. Hastaligin bu son asamasinda,
insiilin sekresyonu ¢ok az ya da hi¢ yoktur. Immiin aracili diyabet yaygin olarak

cocukluk ve ergenlikte goriiliir, ancak cok ileri yaslarda bile ortaya ¢ikabilir.

2.1.1.2. idiyopatik Diyabet

Bazi tip 1 diyabet formlarinin bilinen bir etiyolojisi yoktur. Bu hastalarin bazilarinda
kalict insiilin eksikligi vardir ve ketoasidoz egilimlidir ancak otoimmiinite kaniti
yoktur. Bu diyabet tipi olan kisiler, epizodik ketoasidoza maruz kalirlar ve ataklar
arasinda degisken derecelerde insiilin eksikligi sergilerler. Bu diyabet tipi gii¢lii bir
sekilde kalitsaldir ancak [ hiicre otoimmiinitesi i¢in immiinolojik kanitlardan
yoksundur [21]. idiyopatik diyabetli hastalarda gereken zamanda insiilin tedavisinin

baglamasi i¢in ¢ok iyi takip yapilmalidir [14].

2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Insiilin bagimli olmayan diyabet tiirii olan T2D’de, insiilin eksikligi ile birlikte insiilin
direnci goriilebilecegi gibi insiilin sekresyon bozuklugu da goriilebilir [22]. Tip 2
diyabet komplikasyonlar1 genis bir aralikta dagilim gostermektedir. En azindan
baslangicta ve siklikla yasamlar1 boyunca bu bireylerin hayatta kalmak i¢in insiilin
tedavisine ihtiyaglar1 yoktur. Bu diyabet formunun bilinen ve bilinmeyen bir¢ok farkl
nedeni vardir. Spesifik etiyolojisi bilinmemesine ragmen [} hiicrelerinin otoimmiin
yikim1 meydana gelmez. Bu diyabet tipi olan hastalarin ¢ogu obezdir ve obezitenin
kendisi bir dereceye kadar instilin direncine neden olur. Geleneksel agirlik kriterlerine
gbre obez olmayan hastalar, agirlikli olarak karin bolgesinde dagilmis olan viicut yag
yiizdesinde artiga sahip olabilir. Ketoasidoz nadiren bu tip diyabetlerde kendiliginden
ortaya ¢ikar. Ketoasidoz goriildiigii zaman ise, genellikle enfeksiyon gibi baska bir
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hastaligin eklemeli etkisi ile birlikte ortaya ¢ikar. Bu diyabet tipi siklikla yillarca teshis
edilmez, ¢iinkii hiperglisemi asamali olarak gelisir ve daha erken asamalarda hastanin
klasik diyabet semptomlarindan herhangi birini fark etmesi i¢in yeterince siddetli
degildir. Bununla birlikte, bu tiir hastalar makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyon gelistirme riski altindadir [23]. Bu diyabet tipine sahip olan hastalarda
insiilin seviyesi normal ya da yliksek olarak goriilebilmektedir. Bu diyabetik hastalarda
B hiicre fonksiyonlarmin normal olmasi durumunda bile kan sekeri seviyesindeki
yiikselmelerin daha yiiksek insiilin degerlerine neden olmasi beklenebilmektedir.
Dolayisiyla, insiilin sekresyonu bu hastalarda bozuktur ve insiilin direncini telafi
etmek i¢in yetersizdir. Insiilin direnci, kilo verme ve/veya hipergliseminin tedavisi ile
iyilesebilir, ancak nadiren normale doner. Bu diyabet formunu gelistirme riski yas,
obezite ve fiziksel aktivite eksikligi ile birlikte artar. Tip 2 diyabet GDM'li kadinlarda
ve hipertansiyon veya dislipidemili bireylerde daha sik goriiliir ve sikligi farkli
irk/etnik alt gruplarda degisiklik gosterebilir [24]. Bununla birlikte, bu diyabet
formunun genetik arka plam1 karmasiktir ve heniiz acik¢a anlasilamamis gevresel
faktorlerle de baglantihidir [25]. Tip 2 diyabetin arkasindaki genetik mekanizmalari
aciklamaya yonelik yapilan girisimler ile bu hastalik ile genom ¢apinda iliskiler
gosteren yaklasik 40 SNP tanimlanmistir [26]. Bununla birlikte SNP'lerin hedef
genleri tizerinde bir etki yarattiklari molekiiler mekanizmalar1 anlamak, 6zellikle cogu
kodlamayan SNP'ler oldugu i¢in zorluk ortaya koymaktadir. Bu SNP'lerin T2D’ye
yatkinlik saglamada nasil bir rolii olduguna dair kanitlar hala azdir ve sadece insiilin
sekresyonunu ve duyarliligimi etkileyen birka¢ varyant icin yapilmis calismalar
mevcuttur [27]. Ruchat ve arkadaslari, baz1 SNP'lerin T2D etiyolojisi lizerinde etkisini
ortaya cikarmak ve fizyolojik mekanizmalar1 acgikliga kavusturmak icin ¢alisma
yapmuslardir. Katilimcilara 75 g oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmis ve glikoz,
insiilin ve C-peptit seviyeleri igin 6lgiilmiistiir. Insiilin duyarlilifi ve insiilin
sekresyonu indeksleri aclik ve OGTT ol¢limlerinden elde edilmistir. CDKALI,
CDKN2B, HHEX/IDE, KCNJ11 ve TCF7L2'deki varyantlarin insiilin sekresyonu ile
anlaml iliskileri oldugunu ve bu varyantlarin bazilarinin insiilin duyarlilig1 ve glikoz
toleransi ile iligkilerini gostermislerdir. Bu varyantlarin T2DM ile iligkili 6zelliklerin
varyansinin  %2,0-8,5'ini olusturdugu bulunmustur [27]. IGF2BP2 ve SLC30A8
SNP'leri insiilin sekresyonu ve glikoz toleransi ile iliskili bulunmamis ancak IGF2BP2

varyant1 insiilin duyarliligi (P=0,002) ile iligkili bulunmustur [27]. Tip 2 diyabet,
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genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorler arasindaki karmasik etkilesimin neden oldugu
karmasgik bir hastaliktir. Ana ¢evresel faktorler, diyet ve aktivite diizeyi iyi bilinmesine
ragmen, genetik faktorlerin belirlenmesi zor bir is olmustur. Bununla birlikte, son
yillarda, GWAS ve yeni nesil sekanslamaya izin veren teknik gelisim nedeniyle
T2D'nin riskinde ve korunmasinda genetik varyantlarin patlamasi goriilmistiir [8].
Bugiin, 120'den fazla varyant T2D ile ve daha bir¢ogu diyabetle ilgili 6zelliklerle
iliskilendirilmek i¢in c¢ogaltilmistir [8]. Yine de, bu varyantlar T2D'nin toplam
kalittminin sadece kiiciik bir kismini agiklamaktadir. Tip 2 diyabetin patogenezini
daha iyi anlamak ve SNP'lerin molekiiler ve biyolojik fonksiyonlarini agiklamak i¢in

daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.1.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diyabet perinatal komplikasyonlarla iliskili diinya ¢apinda biiyiiyen bir
halk sagligi sorunudur. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu verilerine gore GDM’den
etkilenen gebelikler yaklasik %14 civarindadir ve diinya genelinde artmaya devam
etmektedir [28]. Gestasyonel diyabet ilk kez hamilelikte ortaya ¢ikan hiperglisemi
olarak tansimlanmaktadir. Gestasyonel diyabetin hem anne hem de bebek icin yalnizca
kisa vadede degil, ayn1 zamanda uzun vadede de metabolik hastalik riski artig1 gibi
sonuglart vardir [29]. Gebelikte GDM goriilen kadinlarin, olumsuz gebelik
sonuglarinin yani sira, GDM'siz kadinlara kiyasla gelecekte tip 2 diyabet gelisme
riskinin birkag kat daha fazla oldugu gosterilmistir [3,30]. GDM tanisi i¢in en uygun
yontem olan OGTT, hassas ve spesifik bir biyobelirte¢ oldugu icin GDM
aragtirmalarinda 6nemli bir odak noktasi haline gelmistir [31]. OGTT gebeligin 24. ve
28. haftalar1 arasinda yapilmaktadir ve GDM'nin daha erken saptanmasi hamilelikte
meydana gelebilecek muhtemel komplikasyonlar1 6nlemek i¢in bir firsat sunar [32].
Tek asamal1 ve iki asamali olmak iizere iki ¢esit OGTT testi vardir. Tek asamal1 test
Uluslararas1 Diyabet ve Gebelik Iliskisi Calismas1 (International Association of
Diabetes and Pregnancy Study-IADPS) kriterlerine gore 75 gram glikoz
yiiklemesinden 1 saat sonra kandan yapilan 6l¢iim degeri 180 mg/dL ya da 2 saat sonra
kandan yapilan lgiim degeri 153 mg/dL iizerindeyse GDM tanisi koyulur [32]. iki
asamal1 testte ise ilk asamada 50 gram glikoz yiliklemesi sonras1 140 mg/dL siir

degerdir. Ikinci asamada 100 gram glikoz yiiklemesi ardindan 1 saat sonra kandan



yapilan 6l¢tim degeri 180 mg/dL, 2 saat sonra kandan yapilan 6l¢iim degeri 155 mg/dL
ve 3 saat sonra kandan yapilan 6l¢iim degeri 140 mg/dL sinir olarak belirlenmistir. Iki
asamali testte en az iki degerin belirtilen sinirlarin iizerinde olmasi1 durumunda GDM

tanis1 konulur.

2.2. GDM VE GENETIK
2.2.1. BCL11A Geni Rs243021 Polimorfizmi

Rs243021 polimorfizmi 2. kromozom {izerinde intergenik bolge olan chr2:60357684
konumunda B-hiicresi lenfoma/lésemi 11A (BCL11A) geninin yakininda, downstream
bolgesinde, yer almaktadir. BCL11A geni, fare BCL11A/Evi9 proteinine benzer
olarak, agirlikli olarak beyin ve hematopoetik dokuda eksprese edilen C2H2 (Cys2-
His2) tipi ¢inko parmak proteinini kodlamaktadir. C2H2 ¢inko parmak proteinleri
kromozomal organizasyonda gorevli uzun ve 6zgiin DNA hedef dizisini tanima
ozelligine sahip, evrimsel siirecte erken donemde ortaya ¢ikmis ve pek ¢ok Okaryotta
bulunan korunmus transkripsyon faktorleridir [33,34]. BCL11A, yetiskin eritrosit
hiicrelerinde gama-globin ekspresyonunun susturulmasinin siirdiiriilmesinde rol
oynamaktadir ve insanlarda fetal-yetiskin hemoglobin anahtarlamasinda dogrudan
transkripsiyonel regiilator olarak islev gordiigi, fetal hemoglobinin (HbF) azalmasini
yetiskin hemoglobinin (HbA) artisin1 destekledigi kesfedilmistir [35]. HbF ve
hemoglobin Alc (HbA1C) seviyelerinin T1D ve T2D’li hastalarda diyabetik olmayan
bireylere gore yiiksek oldugu gosterilmistir [36]. Glikoz ilk olarak HbA1C’yi
olusturan beta zincirinin N-terminal valin kalintisina baglanir, daha sonra kararli bir
form elde etmek igin yeniden diizenlenmeye tabi tutulur [37]. Kandaki HbA1C
seviyesi 2-3 aylik ortalama kan glikoz konsantrasyonu gosterir ve HbA1C seviyesinin
Ol¢limii diyabet tedavisinin gézlemlenmesi ig¢in 6nemli bir referans degerdir [38]. B-
lenfosit ve T-lenfositlerin gelisiminde ve 3 hiicrelerinin fonksiyonunda gorevli olan B-
hiicresi Lenfoma 11A proteinini kodlayan BCL11A geni, glikoza verilen insiilin
cevabin1 [39] ve glukagon sekresyonunu [40] etkilemektedir. 2018 yilinda {istiin
deneysel genetige sahip bir model organizma olan Drosophila melanogaster tizerinde
yapilan bir c¢alisgmada BCL11A geninin insiilin sekresyonundaki Onemini
gostermektedir [41]. Bu calisma kapsaminda, BCL11A ile ortolog olan CG9650
geninin knockdown edilmistir. Drosophila’ya ait insiilin {ireten hiicrelerden glikoz

8



regiilasyonu i¢in salgilanan insiilin benzeri peptit 2 (Ilp2) dnemli bir proteindir [42].
Peiris ve arkadaslari [41], CG9650 geninin knockdown edilmesi ile dolagimdaki epitop
isaretli ve biyolojik olarak aktif analog Ilp2HF seviyesinin arttigin1 gostermislerdir.
Calismadan elde edilen verilere gore, insiilin ekzositozunda rol oynayan ¢oklu genlerin
BCL11A'ya bagimli bir sekilde diizenlendigi ve bu nedenle hiicreye 6zgii T2D risk ile
baglantili oldugunu ileri siiriilmektedir [41]. Drosophila ile yapilan bir baska
calismada, CG9650 geninin susturulmasi ile Ilp2 mRNA seviyelerini veya toplam
[Ip2HF igerigini etkilemeden dolagimdaki Ilp2HF seviyesinin arttigi gosterilmis ve
CG9650 geninin port-translasyonel seviyede diizenleme yaptig1 6ne siiriilmiistiir [43].
BCL11A rs243021 polimorfizmi A alleli, 2010 tarihli bir derleme makalede tip 2
diyabet igin bir risk varyanti olarak tanimlanmistir [44]. BCL11A geni tarafindan
kodlanan protein, fetal beyinde ve yetiskin merkezi sinir sisteminde en yiiksek ifadeye
sahip olan ¢inko-parmak proteinidir. Biyolojik fonksiyonu tam olarak
aciklanamamasina ragmen, hiicreden hiicreye sinyal iletimi veya hormon salgisinin
noronal diizenlenmesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir [40]. Jonsson ve arkadaslari
BCL11A geni 15243021 polimorfizminin in vivo ve in vitro ortamlarin ikisinde de
insiilin ve glukagon sekresyonunu etkiledigini gostermislerdir [40]. Bu galismada
rs243021 polimorfizmi risk alleli, oral glukoz yiiklemesinden sonra glikoz ve insiilin
arasindaki doz-cevap iliskisini gdsteren Diizeltilmis Insiilin Cevabi (Corrected Insulin
Response-CIR P=0,048) ve azalmis insiilin sekresyonu anlamli derece iliskili
cikmistir. Ayni calismada ayni risk allelinin, kan sekeri seviyesine yanit olarak
salgilanan insiilin miktari ile insiilin duyarliliginin ¢carpimi ile bulunan Egilim indeksi
(Disposition index-DI) ile baglantisinin olmadigi gorilmiistir (P=0,24). Ayrica
rs243021 polimorfizminin o hiicre fonksiyonunu da etkileyip etkilemedigini
aragtirmak i¢in OGTT sirasinda glukagon konsantrasyonu da analiz edilmis ve yliksek
aclik glukagon seviyesi ile iligkili bulunmustur (CI %95) (P=0,0069) [40]. Bu degerler
sonucunda Jonsson ve arkadaslari rs243021 polimorfizmi risk allelinin homozigot
olmas1 durumunda insan pankreas adaciklarinda azaltilmis insiilin ve artmis glukagon
konsantrasyonlar1 yoluyla T2D riskinin artmasina neden olabilecegi sonucuna
varmiglardir. Cauchi ve arkadaslarinin 2011 yilinda Fas ve Tunus popiilasyonunda
yaptiklart bir ¢aligmada, resesif modelde BCL11A geni rs243021 polimorfizmi risk
alleli Fas popiilasyonunda OR:1,25 (%95 CI:1,03-1,54) (P=0,02) ve Tunus
popiilasyonunda OR:1,27 (%95 CI:1,02-1,26) (P=0,03) T2D ile anlamli derecede
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iliskili bulunmustur [45]. Etnik kdkenlere gore T2D risk allel yiikiiniin karsilastirilmasi
icin yapilan bir ¢aligmada, Afrikali Amerikalilarda OR:0,89 (%95 CI:0,76-1,04)
(P=0,127) ile iliskisiz bulunurken, Avrupali Amerikalilarda OR:1,31 (%95 CI:1,11-
1,54) (P=0,001) iliskili bulunmustur [46].

2.2.2. ADAMTS9 Geni Rs4607103 Polimorfizmi

Rs4607103 polimorfizmi 3. kromozom iizerinde chr3:64726228 konumunda yer
almaktadir. ADAMTS9 (A disintegrin-like and metalloprotease with thrombospondin
type | motif 9) geninin 38 kilobaz (3p14.3-2) upstream bolgesinde bulunmaktadir.
ADAMTS9 geni rs4607103 polimorfizmi C allelinin insiilin duyarliliginda meydana
gelen bir bozulmaya neden olarak T2D riskini arttirabilecegi diisiiniilmektedir [47].
ADAMTSY9, hiicre dis1t matriks (HDM) ve diger potansiyel substratlardaki biiyiik
agregasyon proteoglikanlarina karsi versikan ve agrekanlara karsi aktif olarak
salgilanan bir metaloproteazdir [48,49]. iskelet kasinda HDM degisikligi ile insiilin
duyarliligi arasinda nedensel bir iliski oldugu ileri siiriilmistir [50]. Hem obez
bireylerin hem de T2D’li bireylerin iskelet kasinda [51] ve yiiksek yagh bir diyete
(YYD) maruz kalan farelerde [52,53] HDM bilesenlerinin seviyelerinde artis
gozlenmistir. Belirli HDM bilesenlerinin igerigini azaltan miidahaleler ile YYD'nin
neden oldugu insiilin direncinin Onlenebildigi gosterilmistir [52]. Bu ¢alismalar
15181inda, uzun etkili bir hiyaliironidaz ile uzun siireli tedavinin, diyetle indiiklenen
obez farelerde insiilin duyarliligini arttirdigi gézlemlenmistir [53]. HDM degisiklikleri
ayrica insiilin direnci ve T2D patogenezini etkiledigi one siiriilen solunum da dahil
olmak iizere mitokondriyal fonksiyonu degistirebilmektedir [54,55]. Heterodimerik
integrin reseptorleri, HDM ile hiicre i¢i organizasyon ve fonksiyon arasindaki, ¢ift
yonlii bir iletisim icin gereklidir. Integrinler, hiicre i¢i kinazlarin, psddokinazlarin ve
fokal adezyon kinaz (FAK) ve integrin baglantili kinaz (ILK) gibi iskelet proteinlerini
birbirine baglar. Ayrica, degismis integrin reseptdr sinyalinin ve bunun sonucunda
ortaya ¢ikan FAK ve ILK modiilasyonunun, potansiyel olarak degistirilmis kilcal
yogunluk yoluyla iskelet kasindaki insiilin duyarliligint diizenledigi gosterilmistir
[52,56-59]. Sekil 2.1’de ADAMTS9 geninin insiilin sinyal yolaginda olasi etkisi

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. ADAMTS9 ekspresyonunun insiilin direncini nasil tetikledigi i¢in onerilen
mekanizma [47].

ADAMTS9 geni rs4607103 polimorfizmi yapilan bir Genom Capinda Arastirma
Calismasinda (GWAS) OR: 1,09 (%95 CI:1,06-1,22) (P<0,001) T2D risk varyanti
oldugu gosterilmistir [60]. ADAMTS9 genine yakin konumda bulunan rs4607103
polimorfizminin PPARG Pro12Ala polimorfizminden sonra, insiilin direnci nedeniyle
T2D riski kazandiran ikinci gen lokusu olabilecegi diisiiniilmektedir [61]. Boesgaard
ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, rs4607103 polimorfizmi C risk alleli
artmis aclik plazma glikoz seviyesi (P=0,007) ve periferik insiilin direncini
belirlemede altin standart olarak kabul edilen 6glisemik-hiperinsiilinemik klemp
testinde azalmis instlin-uyarimh glikoz alimi (P=0,002) ile baglantili oldugu
gosterilmis. Bu nedenle periferal dokularin instilin duyarliliginda bir azalma ile iliskili
oldugunu gosterilmistir. Ayrica rs4607103 polimorfizmi C risk alleli intraven6z glikoz
tolerans testinde degerlendirilen artmis birici faz (P=0,003) ve ikinci faz (P=0,009)
serum insiilin salinimu ile iligkili bulunmustur. Bunun yani sira oral glikoz alimindan
30 dakika sonra serum insiilin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden
olmustur (P=0,01) [61]. Almanya’da 1578 bireyin katilimiyla yapilan baska bir
calismada, rs4607103 polimorfizmi C risk allelinin insiilin direncini OGTT den elde
edilen dl¢limlerinde bir artis ile nominal olarak anlamli bir iliskisi oldugu bildirilmistir
[62]. Ayn1 galismada, 513 denekten olusan bir alt grup 6glisemik-hiperinsiilinemik
klemp testi uygulanarak incelenmistir. Burada rs4607103'teki C risk alleli tasiyicilari
insiilin duyarliliginin azalmasima bir egilim gostermistir. 2010 yilinda yapilan bir

caligmada [39], ADAMTS9 geni rs4607103 polimorfizminin birinci faz glikoz uyarimli
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insiilin salintmina (GSIS) ve egilim indeksine etkisi olduguna dair kanitlar
saglanmistir. Tip 2 diyabet risk genotipi olan CC tasiyicilar paradoksal olarak, riskli
olmayan TT referans genotipine gore %40 oraninda birinci faz GSIS artis1 gostermistir
(P<0,001). Bu etki, hem normal glikoz toleransli hem de bozulmus glikoz toleransh
deneklerde benzer yonde bulunmustur. Ayrica, risk alel tasiyicilart da daha yiiksek bir
egilim indeksi gdstermistir (P<0,001). ikinci faz GSIS (glukagon benzeri peptit-1 veya
arjinine verilen cevap) ve insililin duyarlilik indeksi rs4607103 polimorfizminden
onemli Ol¢iide etkilenmemistir [39]. Diger c¢alismalar ise, pankreas [ hiicre
fonksiyonunda veya insiilin duyarliliginda rs4607103 polimorfizminin herhangi bir
degisiklige neden olmadigimi bildirmislerdir [63-65]. Bu kars1 sonuglar ve ADAMTS9
geninin T2D duyarliliginda ve/veya pankreas [ hiicre fonksiyonunda bilinmeyen
fonksiyonu g6z oniine alindiginda hastalik mekanizmasina yonelik daha fazla ¢aligma

gerekmektedir.

2.2.3. WFS1 Geni Rs1801214 Polimorfizmi

Rs1801214 polimorfizmi 4. kromozom {izerinde chr4:6301295 konumunda yer
almaktadir. WFS1 endoplazmik retikulum (ER) kalsiyum homeostazinda ve ER stres
yanitinda gorevli ER membran glikoproteini olan wolframin proteinini kodlamaktadir
[66]. Wolframin proteini ER kalsiyum deposunun dolum durumunu modiile ederek
hiicresel Cat++ homeostazinin diizenlenmesine katilmaktadir [67]. Pankreas f
hiicrelerine giren glikoz glukokinaz enzimi ile yikilir ve hiicre igindeki adenozin
trifosfat (ATP) seviyesi yiikselir. Bu yiikselis ATP bagimli potasyum (K+)
kanallarinin kapanmas ile hiicre i¢i depolarizasyona neden olur. Bu depolarizasyon
voltaj bagimli kalsiyum kanallarini agarak hiicre i¢ine giren Ca++ iyonlar1 araciligiyla
insiilin sekresyonunu arttirir. Insiilin sekresyonu ile baglantili olan Ca++
homeostazindan sorumlu bu gende meydana gelen mutasyonlar, DI, juvenil-erken
baslangicli otoimmun olmayan DM, optik atrofi ve norosensoriyel isitme kaybi ile
karakterize, genetik kokenli norodejeneretif bir hastalik olan Wolfram sendromuna
(DIDMOAD) neden olmaktadir [68]. Farelerde yapilan bir ¢alismada WFS1 geninde
meydana gelen bozulmanin genetik arka plana bagli olarak bozulmus glikoz toleransi
ya da diyabete neden oldugu gosterilmistir [69]. Hem insanlarda hem de farelerde

wolframin eksikliginin artan ER stresine bagli olarak B hiicre apoptozunda artis oldugu

12



gozlemlenmistir [70]. Bu nedenle WFSL1, insiilin iireten pankreas [ hiicrelerinin
hayatta kalmasi ve islevi icin kritik bir 6neme sahip oldugu disiiniilmektedir [71].
Rs1801214 polimorfizmi WFS1 geninin kodlama yapan bélgesinde bulunur ve olusan
proteinin 500. aminoasitinin asparajin (Asn-N) yerine lizin (Lys-K) aminoasitinin
eklenmesine neden olur. Ayrica konumu itibar1 ile DNA metilasyon potansiyeli olan
bir sitozin-fosfat-guanin (CpG) diniikleotit bolgesini uzaklastirir. Farklilastirilmis
memeli hiicrelerinde, DNA metilasyonu esas olarak bir CpG diniikleotidindeki bir
sitozinde ger¢eklesmektedir [72]. Sekil 2.2°de Wolframin proteininin transmembran
domen yapist ve mutasyonlarin dagilimi gosterilmistir [73]. Bu genetik-epigenetik
etkilesim, lokal DNA metilasyonunu, alternatif splicing’i veya hedef genlerin
ekspresyonunu etkileyebilen diizenleyici proteinlerin DNA’ya baglanmasina
miidahale edebilir. Artan DNA metilasyonu transkripsiyonel susturma ile

iliskilendirilmistir [74].

@ “normal” sequence

@ known pathogenic mutations

@ predicted potential mutaitions

© the transmembrane domain

@ known and potential mutation

@ rs1801214 polymorphism

Cytosol

ER membrane

ER lumen
» -
G736D
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RB68C AS7AT e

Sekil 2.2. Wolframin proteininin transmembran domen yapisi ve mutasyonlarin
dagilimi [73].

Noropsikiyatrik hastaliklarda yapilan bir ¢alismada, SNP ile ortiisen CpG
dintikleotitlerinin metilasyonunun diizenlenmesi yoluyla hedef gen ekspresyonunun

degisebilecegi gosterilmistir [75]. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi
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epigenetik modifikasyonlarin T2D patogenezini etkileyebilecegi ile ilgili pek cok
calisma mevcuttur [76-78]. Dayeh ve arkadaslarinin diizenledigi bir ¢alismada, bir
CpG dintikleotitinin sokulmasinin veya ¢ikarilmasinin, T2D ile baglantili SNP'lerden
bazilarinin DNA metilasyonu yoluyla gen fonksiyonunu etkiledigi ve sonug¢ olarak
hastaligin fenotipine katkida bulundugu molekiiler bir mekanizma olabilecegini
diisiindiiren sonuglar ortaya konulmustur [79]. Ayni ¢alismada, T2D ile baglantili
oldugu diisiiniilen WFS1 geni rs1801214 CpG-SNP’nin insan pankreas adaciklarinda
alternatif ug birlestirme ile iliskili oldugu gosterilmistir [79]. Hiicrelerdeki kalsiyum
miktarinin kontroliinde gorevli olan wolframin proteinini kodlayan WFS1 geninde
bulunan rs1801214 polimorfizmi T alleli Afrikan-Amerikan popiilasyanda OR:1,11
(%95 CI:1,00-1,22) (P=0,044) T2D riskinin diisiik olmas ile iliskili bulunmustur [80].
[ran popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada WFS1 geni rs1801214 polimorfizmi, diisiik
T2D riski ile iliskilendirilmistir [81]. Arastirmada, en az bir T aleli olan denekler daha
diistik T2DM riski tagidigi, TT genotipini tastyan bireylerin, CC genotipini tagtyanlara
kiyasla anlaml1 derecede diisitk T2DM riski gosterilmistir (TT vs. CC, OR: 0,41, CI:
0,22-0,77, P=0,016909).

2.2.4. C2CD4B geni rs11071657 polimorfizmi

Rs11071657 polimorfizmi 15. kromozom iizerinde chr15:62141763 konumunda yer
almaktadir. Niklear kalsiyum bagimli domain igeren proteini kodlayan C2CD4B geni
(ayrica FAM148B ve NLF2 olarak da bilinir) glikoz uyarili instilin cevabin1 zayiflatir.
Aclik glikozu ve proinsiilin seviyeleriyle iligkilidir. Endotel hiicrelerinde eksprese
edilir ve pro-enflamatuar sitokinler tarafindan regiile edilir. Pankreasta yiiksek bir
ekspresyon seviyesine sahiptir, ancak glikoz homeostazi ile molekiiler baglantis1 su
anda belirsizdir [82]. 21 GWAS c¢aligmasinin incelendigi 122743 katilimci ile
gerceklestirilen bir meta analizde, rs11071657 polimorfizmi aglik glikozu (P<0,001),
aclik insiilini (P=0,03) ve 2 saatlik OGTT glikoz 6l¢iimii (P=0,001) ile baglantili
bulunmustur. Dolayisiyla T2D ile OR: 1,03 (%95 CI: 1,01-1,05) (P<0,001) iliskili
oldugu diistintilmektedir [83]. Ingelsson ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, aglik
glikoz seviyesi arttirict allel igin C2CD4B rs11071657'de yiiksek aclik proinsiilin
seviyeleri (P = 0,004) ve diisiik insiilinojenik indeks (P = 0,06) ile iligkili bir egilim

goriilmiistiir [84]. Bu lokasyonlarda insulinojenik indeks ile aglik proinsiilin seviyeleri
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arasindaki iligki koruyucu alel tasiyicilari i¢in lineer iken, risk alleli tasiyicilart artan
proinsiilin oranlartyla orantilt olarak insulinojenik endekste artis gosterememistir.
Aglik glikozu, aglik insiilini veya 2 saatlik glikoz gibi T2D ile iligkili veya T2D
baglantili fenotiplerle iliskili ¢ok sayida yaygin genetik varyant tanimlanmistir [85].
Tip 2 diyabet ile iligkili 46 SNP’nin kardiyovaskiiler hastaliklar ile iliskisini arastiran
bir c¢alismada rs11071657 polimorfizmi de incelenmistir [86]. Diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugundan, diyabetle iliskili bazi
genetik varyantlarin da kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in de risk faktorleri olmasi
muhtemeldir [86]. Diyabetle iliskili genetik varyantlarin ve risklerinin kardiyovaskiiler
hastaliklar {izerindeki etkilerini inceleyen caligmalar tutarsiz sonuglar vermistir [87-
90]. Borglykke ve arkadaslarinin yaptigi bu g¢alismada, C2CDA4B geni rs11071657
polimorfizmi risk alleli tehlike oran1 (Hazard Ratio-HR) 1,092 olmak iizere (%95 CI:
1,007-1,183) (P=0,0323) diyabet ile baglantili olarak kardiyovaskiiler hastaliklar ile
de iligkili bulunmustur [86]. Kuzey Hintli kadinlarla hamilelik siirecinde glikoz
intolerans1 ve genetik risk varyantlari arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alismada,
rs11071657 polimorfizmi A risk alleli dnceki ¢alismalarda artan insiilin sekresyonu ile

iligkili bulunmasina ragmen(P=0,044), GDM ile iliskili bulunmamistir (P=0,13) [91].

15



BOLUM 3

GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Polikliniklerine basvuran 18-45 yas araligindaki OGTT yapilan 24-30 gebelik
haftasindaki kadinlar ¢alismaya dahil edildi. Tek asamali veya iki asamali olarak
yapilan OGTT sonucuna gore ¢izelge 3.1°de belirtilen degerlere gore GDM tanisi
alanlar hasta grubuna, GDM tanis1 almayanlar kontrol grubuna dahil edildi. Hasta
grubu belirlenmesinde gebelik oncesi diyabete sahip olunmasi dislama kriteri olarak
belirlendi. Bu tez calismas1 Karabiik Universitesi Rektorliigii Girisimsel Olmayan

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 77192459-050.99-E.11465 sayili ve

2018/8-14 nolu karar ile etik olarak uygun bulunmustur.

Cizelge 3.1. OGTT normal araliklar.

AKS 1. saat 2. saat 3. saat
509 <140 mg/dL
100g <180 mg/dL <155 mg/dL | <140 mg/dL
7549 <92 mg/dL <180 mg/dL <153 mg/dL

3.2. KULLANILAN LABORATUVAR ARAC-GEREC VE KIMYASALLARI

Deneysel ¢alismalar Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik

Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1. Kullanilan Arac¢-Gerecler

e Buzdolab1

e Su banyosu
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3.2.2.

Mikrosantrifiij (Microstar 17R-VWR)

Mikropipet seti (Eppendorf)

Mikropipet uglar1 (Eppendorf)

Mikrosantrifiij tiipleri (Eppendorf)

Vorteks (DragonLab-MX-S)

Kuru blok 1sitic1 (Boeco-Bio TDB-100)

8, 12 ve 36 kuyulu Real Time PCR plate

Real Time PCR cihaz1 (7500 Real Time PCR System-Applied Biosystems)
Gli¢ kaynagi

Kullanilan Kimyasallar

DNA ekstraksiyon kiti (Blood SV Mini-GeneAll, Kore)

%99 etanol (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

10X PCR buffer (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

25 mM MgCl, (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

10 mM dNTP (New England Biolabs)

DMSO (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

Primer (Oligomer Biyoteknoloji A.S., Tiirkiye)

20X Eva Green (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

2,5 U/uL HotStart Taq Polimeraz (SNP Biotechnology R&D Ltd., Tiirkiye)

3.3. DNA iZOLASYONU

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden Etilendiamin tetraasetik asitli (EDTA’l1) ve
antikoagiilansiz tliplere 3 mL kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rneklerinden, ticari olarak
temin edilen GeneAll Exgene Blood SV Mini DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstraksiyonu, kit ile birlikte géonderilen kullanim

kilavuzunda yer alan “tam kandan DNA ekstraksiyonu” boliimiinde belirtilen

prosediire gore gerceklestirildi. Elde Edilen DNA’lar -20°C’de muhafaza edildi.

17



3.3.1. DNA lizolasyon Protokolii

[lk olarak mikrosantrifiij tiipiine 20 pL Proteinaz K konulur. 200 pL kan &rnegi eklenir.
Uzerine 200 uL GeneAll Exgene Blood SV Mini BL tamponu eklenerek iyice santrifiij
edilir ve kuru blok 1siticida 70°C’de 20 dakika inkiibe edilir. Tercihe bagli olarak bu
inkiibasyon siiresinde 5 dakika araliklarla vorteks islemi uygulanabilir. Inkiibasyon
sonrasinda 200 pL %99 saflikta etanol eklenerek hizlica vorteks yapilir. Hazirlanan
karisim GeneAll Exgene Blood SV Mini kolonuna aktarilir. Yaklasik 6,000 xg (en az
8,000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edilir. Kolonun altta bulunan toplama bdlmesi
atilir ve kolon bolmesi kit igeriginde saglanan bos toplama tiipiine yerlestirilir. 600 pL
GeneAll Exgene Blood SV Mini BW tamponu eklenir ve yaklasik 6,000 xg (en az
8,000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij edilir. Kolonun toplama bdlmesi atilir ve kolon
bolmesi bos toplama tiipiine yerlestirilir. 700 pL GeneAll Exgene Blood SV Mini TW
tamponu eklenir ve yaklasik 6,000 xg (en az 8,000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiij
edilir. Bu asamada kolonun toplama bdlmesi bosaltilarak kolon bolmesi ayni toplama
tiipiine tekrar yerlestirilir. En yiiksek hizda 1 dakika santrifiij edilerek etanol kalintilar:
uzaklastirilir. Kolon bdlmesi temiz bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirilir ve 200 pL.
GeneAll Exgene Blood SV Mini AE tamponu eklendikten sonra oda sicakliginda 1-2
dakika inkiibe edilir. Daha sonra son hizda 1 dakika santrifiij edilir ve kolon bélmesi
atilir. Elde edilen DNA 6rnegi kisa siireli kullanimlar i¢in +4°C’de daha ileri tarihli

kullanimlar i¢in -20°C’de muhafaza edilir.

3.4. PRIMER DiZAYNI

AS-PCR i¢in gerekli olan polimorfik bolgeye 6zgii ¢izelge 3.2°de gosterilen primerler
Web-based Allele Specific Primer designing tool (http://bioinfo.biotec.or.th/WASP/)

sitesi kullanilarak tasarlandi. Her bir polimolimorfizm i¢in normal ve polimorfik allele
0zgii olmak tizere iki adet primer ve bu primerlerin ikisi i¢in de ortak bir tamamlayici
primer dizayn edildi. Ayrica spesifiteyi arttirmak i¢in SNP’yi taniyacak bazdan 6nceki
bir niikleotit yanlis eslesme (mismatch) olarak degistirildi. Cizelge 3.2°de gosterilen
primer dizilerinde alt1 ¢izili olarak gosterilen baz polimorfik bolgeyi taniyacak bazdir.
Alt1 ¢izili bazdan bir 6nceki kii¢iik harfle gosterilen baz ise mismatch olarak dizayn

edilmistir.
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3.5. GENOTIiPLEME

Polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in AS-PCR yontemi kullanildi. Her bir birey icin
SNP’nin normal ve polimorfik alleline gore tasarlanan farkli primerler kullanilmak
tizere iki farkli PCR karisimi hazirlandi. PCR karisimi; 1X buffer, 3 mM MgCly, 0,2
mM dNTP, 0,3 uL DMSO, cizelge 3.3 ve cizelge 3.4’te verilen miktarlarda primerler,
0,4X Eva Green, 0,5 U HotStart Taq Polimeraz ve yaklagik 50 ng DNA ile hazirlandi.

Cizelge 3.3. 15243021 ve rs1801214 i¢in PCR'da kullanilan miktarlar.

Rs243021 Rs1801214
Normal Forward Primer 0,2 uM 0,32 uM
Polimorfik Forward Primer | 0,24 uM 0,32 uM
Ortak Reverse Primer 0,24 uM 0,32 uM

Cizelge 3.4. rs4607103 ve rs11071657 i¢cin PCR'da kullanilan miktarlar.

Rs4607103 Rs11071657
Ortak Forward Primer 0,28 uM 0,32 uM
Normal Reverse Primer 0,24 uM 0,32 uM
Polimorfik Reverse Primer | 0,28 uM 0,28 uM

Real Time PCR yontemi ile hedeflenen bolge ¢izelge 3.5°te verilen PCR kosullar
kullanilarak ¢ogaltildi. Cogaltilan bdlgenin gdzlemlenebilmesi i¢in ¢ift iplikli DNA’ya
baglanan Eva Green (SNP Biotechnology, Ankara) ajan1 kullanildi. Cogaltim islemi
sonrasi elde edilen PCR f{iriinlerine ayni cihaz ile ¢izelge 3.6’da verilen kosullar
kullanilarak erime analizi yapildi. Sicakligin kademeli artis1 ile birlikte ¢ift iplikli
DNA’nin denatiire olmasi ve Eva Green ajaninin DNA’dan ayrilmasi temeline
dayanan erime analizi yontemi kullanildi. Eva Green ajaninin DNA’dan ayrilarak
floresans 1s1ma yapmamaya baslamasi nedeniyle floresans 1s1ma miktarinda meydana
gelen azalma 6l¢iildii. Cihaz tarafindan bu azalmanin 6l¢iimii yapilarak erime noktasi

belirlendi.
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Cizelge 3.5. PCR programiu. Cizelge 3.6. Melting programi.

PCR Programi Melting Programi
95 °C 10dk |1 dongi 95°C 15 sn
© 0
95 °C 15 sn 70 °C 30 sn 100%
60 ° Tdx 35 dongii 95°C 30 sn 2%
< 60 °C 15 sn 100%
3.5.1. AS-PCR

AS-PCR SNP’lerin belirlenmesinde kullanilan bir PCR ¢esididir. Primerin 3’ ucunun
polimorfik niikleotide denk gelecek sekilde tasarlamasi temeline dayanmaktadir.
Forward veya reverse primerin 3° ucu SNP’nin farkl allellerine tamamlayic1 olarak
dizayn edilir. Boylece normal allele gore dizayn edilen primer sadece normal alleli
tastyan DNA dizisine baglanacak, polimorfik alleli tasiyan DNA dizisine
baglanamayacak ve ¢ogalma meydana gelmeyecektir. Ayni sekilde polimorfik allele
gore dizayn edilen primer sadece polimorfik alleli tastyan DNA dizisine baglanacak,
normal alleli tasiyan DNA dizisine baglanamayacak ve c¢ogalma meydana
gelmeyecektir. Ayrica PCR hassasiyetini arttirmak i¢in 3° ucundan bir 6nceki niikleotit
mismatch olacak sekilde degistirilir. Bu mismatch baglanmada uyumsuz bdlgeler i¢in
iki niikleotitlik fark yaratarak yanlis baglanma riskini daha da diistirecektir [92]. Bu
yontem kullanilarak, klasik PCR yontemi ile ¢ogaltma islemi yapilip agaroz jel
elektroforezi ile yliriitme yapilarak goriintiileme saglanabilecegi gibi Real Time PCR
yontemi ile es zamanli goriintilleme de saglanabilir. Bu tez kapsaminda Real Time
PCR yontemi tercih edilmistir. Es zamanli goriintiillemenin saglanmasi icin ¢ift iplikli
DNA'’ya baglanarak floresans 1sima veren SYBR green benzeri igleve sahip olan Eva
Green boyama yontemi kullanilmistir. SYBR Green boyama hassasiyeti yliksek ancak
spesifitesi olmayan bir yontemdir. Bu hassasiyet problemini asmak i¢in PCR
tasarimina olduk¢a dikkat edilmeli, yanlis eslesmelerden ve primer dimerleriden

miimkiin oldugunca kaginilmaldir.
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3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analiz i¢in SPSS (SPSS Inc., IL, Chicago) yazilim1 kullanildi. Ortalama ve
standart sapma (SD) degerleri siirekli degiskenler icin cizelgelerde gosterilmistir.
GDM ve kontrol gruplar1 arasindaki genotip ve alel frekans farkliliklarinin
degerlendirilmesinde ki-kare analizi kullanildi. Gruplarin Hardy-Weinberg denklemi
Ki-kare analizi ile test edildi. Gen sayimi gruplarin genotip ve alel frekanslar1 i¢in
yapildi. Genotipler arasindaki klinik 6zellik farkliliklar1t ANOVA ile test edilmistir.
Siirekli degiskenlerin normal dagilimi Kolmogorov-Smirnov analizi ile test edilmistir.
Gruplar arasindaki klinik 6zellik farkini degerlendirmek i¢in Student's T testi yapildi.
Polimorfizmlerin GDM'ye olan etkileri lojistik regresyon yontemi ile analiz edildi.

Tiim istatistiksel analizler i¢in anlamlilik diizeyi 0,05 olarak belirlenmistir.
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Calismaya Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Polikliniklerine basvuran 69 GDM’li ve 69 normal gebe dahil edildi. GDM
tanis1 konmast i¢in iki asamali veya tek asamali olarak yapilan OGTT testi uygulandi.

Gebelik Oncesi diyabete sahip hastalar ¢alisma disinda tutuldu.

4.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ KLIiNIK OZELLIKLERININ

BOLUM 4

BULGULAR

DEGERLENDIRILMESI

Gruplar yas, aclik kan sekeri (AKS), tokluk kan sekeri (TKS), OGTT 50g, OGTT 75g,
OGTT 100g ve HbA1C degerleri bakimindan incelendi. Klinik bulgularin hasta ve
kontrol gruplarindaki dagilimi ve istatistiksel P degerleri ¢izelge 4.1°de verilmistir.

Hasta grubunun yas ortalamasinin 31, kontrol grubunun yas ortalamasinin 29 oldugu

gorildii.
Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin klinik bulgulari.
GDM (n=69) Kontrol (n=69) P

Yas (yil) 31,09 £04,29 29,84 + 04,03 P>0,05
AKS (mg/dL) 97,18 £ 17,04 84,38 + 09,30 P < 0,001
TKS (mg/dL) 134,9 + 25,42 105,56 + 28,17 P=0,019
OGTT 50g 168,33 +£33,01 111,32 £26,70 P < 0,001
OGTT 100g 1s 176,85 £ 35,51 147,33 £26,08 P>0,05
OGTT 100g 2s 151,13 + 40,73 121,67 £30,08 P>0,05
OGTT 100g 3s 108,17 £31,41 97,0 £45,13 P>0,05
OGTT 759 1s 189,31 +£27,58 131,08 £ 23,67 P < 0,001
OGTT 759 2s 146,31 £ 40,47 113,73 £ 16,06 P =0,001
HbA1C (%) 5,81 £ 00,83 5,14 £ 00,54 P < 0,001
HbA1C 38,58 £ 07,28 33,26 + 05,42 P =0,001
(mmol/mol)
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42. HASTA VE KONTROL GRUPLARININ GENOTIPLERININ
INCELENMESI

Calismaya katilan bireylerin genotipleri AS-PCR yontemi kullanilarak belirlendi.
GDM’li ve saglikli gebe kadinlarda gozlenen genotipler ve allel frekanslari ¢izelge
4.2°de gosterilmistir. Her bir polimorfizmin genotiplerinden herhangi birinin hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi Student’s
T testi ile incelenmis ve higbir anlamh fark bulunmamustir. Ayrica allel frekanslar

arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Cizelge 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinda genotiplerin dagilima.

Polimorfizm Genotip GDM Kontrol P
RS243021 n (%) GG 12 (17,4) 15 (21,7)
GA 39 (56,5) 30 (43,5) 0,307
AA 18 (26,1) 24 (34,8)
Allel frekans1 A/G 0,46/0,54 0,43/0,57 0,716
RS1801214 n (%) GG 10 (14,5) 13 (18,8)
GA 33 (47,8) 27 (39,1) 0,561
AA 26 (37,7) 29 (42,0)
Allel frekans1 C/G 0,38/0,62 0,38/0,62 1
RS4607103 n (%) CC 23 (33,3) 23 (33,3)
CT 39 (56,5) 35 (50,7) 0,575
TT 7 (10,1) 11 (15,9)
Allel frekans1 A/G 0,62/0,38 0,59/0,41 0,622
RS11071657 n (%) AA 26 (37,7) 26 (37,7)
AG 43 (62,3) 42 (60,9) 0,603
GG 0 (0,0) 1(1,4)
Allel frekans1 C/G 0,69/0,31 0,68/0,32 0,896

4.2.1. BCL11A Geni Rs243021 Polimorfizmi ile Ilgili Sonu¢lar

Rs243021 polimorfizmi AS-PCR yontemi kullanilarak gogaltilmistir. PCR tiriinlerinin
gozlemlenebilmesi i¢in Eva-Green boya kullanilmis ve erime egrisi ¢ikarilarak
hedeflenen bolgede ¢ogalma olup olmadigi gozlenmistir. Sekil 4.1’de rs243021

polimorfizmine ait allellerin erime egrileri gosterilmistir. 1 numarali grafikte
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gosterildigi iizere G alleli i¢in erime sicakligi yaklasik 76,6 °C, 2 numarali grafikte A
alleli i¢in yaklagik 76,22°C’dir. Kullanilan primerlerin hedefledigi bolge 84 baz cifti

(b¢) uzunlugunda oldugu i¢in erime sicakliklar1 da birbirine yakindir.

Melt Curve Melt Curve

N 2]

;;;;;

Temperature ()

Sekil 4.1. rs243021 polimorfizmine ait allellerin erime egrisi.

Rs243021 polimorfizmi genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilimi
cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrica sekil 4.2°de homozigot normal, heterozigot ve

homozigot birer bireye ait PCR goriintiilerine yer verilmistir.

: Amplification Plot 3 Amplification Plot ‘ Amplification Plot
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Sekil 1.2. rs243021 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant 6rneklere ait PCR gortintiileri.

Sekil 4.2°de 1 numarali grafik homozigot normal yani GG genotipine sahip bir bireye
aittir. G alleline 6zgli forward primerin kullanildigi kuyuda 23. dongiliden sonra
floresans sinyal alinmaya baslanmistir. Bu nedenle dongii esigi (cycle threshold-Ct)
23,24 olarak goriilmektedir. Diger yandan A alleline 6zgii forward primer kullanilan
kuyuda ¢ogalma meydana gelmemistir. Bir PCR calismasinda dongii sayis1 belli

seviyelerin iizerinde ne kadar artarsa yanlis pozitif sonu¢ ¢ikma olasiligr o kadar
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artacaktir. Bu nedenle 35 dongii olarak gerceklestirilen PCR c¢alismasinda Ct=30,49
olmasi ornegimizin A alleline sahip olmadigin1 gostermektedir. 2 numarali grafik
heterozigot yani GA genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgii forward primerin
kullanildig1 kuyuda 21. dongiiden sonra floresans sinyal alinmaya baglanmistir. Bu
nedenle Ct=21,84 olarak goriilmektedir. A alleline 6zgii forward primerin kullanildig1
kuyuda 22. dongiliden sonra floresans sinyal alinmaya baglanmistir. Bu nedenle
Ct=22,49 olarak goriilmektedir. 3 numarali grafik homozigot mutant yani AA
genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda
25. dongiliden sonra floresans sinyal alinmaya baslanmistir. Bu nedenle Ct=25,64
olarak goriilmektedir. G alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda ise 31.
dongiiden sonra floresans sinyal alinmaya baslanmistir. Bu nedenle Ct=31,49 olarak
goriilmektedir ve hedeflenen bolgeye ait bir sinyal degildir. Sekil 4.3’te rs243021
polimorfizmine ait homozigot normal, heterozigot ve homozigot mutant birer bireye

ait erime egrisi grafikleri gosterilmistir.

m A
i~

G
Tm= 76,4

Sekil 4.3. rs243021 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri.

Sekil 4.3’te 1 numarali grafik GG genotipine sahip bir bireye aitti. G alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyudan alinan floresans sinyalinin tiirevi bu kuyu icin
erime sicakliginin 76,4°C oldugunu gostermektedir ve pik yiiksekligi yaklasik
1200000’dir. Diger yandan A alleline 6zgii forward primer kullanilan kuyudan yeterli
floresans sinyali alinamamistir. 1 numarali sekilde goriilen kiigiik pik primer dimeri
gibi yanlis pozitif sonu¢ gosterecek hatali cogalmalar: isaret etmektedir. 2 numarali
grafik GA genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgli forward primerin

kullanildig1 kuyuda erime sicakliginin 76,26°C, A alleline 6zgii forward primerin
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kullanildig1 kuyuda erime sicakligmin 75,84°C olarak olg¢iilmiistiir ve iki pikinde
yiiksekligi 1 300 000°e yakindir. 3 numarali grafik AA genotipine sahip bir bireye
aittir. A alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda erime sicakliginin 75,77°C
oldugu ve pik yiiksekliginin 1 100 000 oldugu gériilmiistiir. Ote yandan G alleline
0zgl primerin kullanildig1 kuyudan herhangi bir pik alinmamistir. Cizelge 4.3’te
rs243021 polimorfizmi genotipler arasindaki klinik 6zellik farkliliklar1t ANOVA ile

test edilmistir.

Cizelge 4.3. 15243021 polimorfizminin klinik bulgular ile iliskisi.

Rs243021 Kontrol GDM
GG GA AA P GG GA AA P
AKS (mg/dL) | 83.77 83,74 £ | 85,50 £ | 0,802 | 96,10 =+ | 98,50 + | 94,55 £ | 0,792
+8.14 | 9,42 10,20 19,73 17,61 13,71
TKS (mg/dL) | 89 103,00 | 121,50 | 0,66 140,00 + | 143,65 | 122,22 | 0,174
+3321 | £3,54 19,98 +30,70 | £15,86
OGTT 50g | 106,75 | 108,00 | 117,60 | 0,75 186,20 + | 158,74 | 175,40 | 0,257
(mg/dL) +29,95 | £26,88 | £26,74 38,68 +31,64 | £27,12
OGTT 100g 1s | 176 141 125 - 185,33 + | 179,70 | 167,20 | 0,77
(mg/dL) 35,12 +2997 | £48,53
OGTT 100g 2s | 119 153 93 - 150,67 + | 155,14 | 145,00 | 0,92
(mg/dL) 42,36 +34,60 | £56,14
OGTT 100g 3s | 101 140 50 - 105,00 + | 106,44 | 114,00 | 0,92
(mg/dL) 23,52 +23,93 | £53,27
OGTT 75g 1s | 122,20 | 133,58 | 132,88 | 0,662 | 169,33 + | 189,70 | 197,25 | 0,34
(mg/dL) +34,69 | £23,78 | £16,58 16,50 +25.11 | £33,70
OGTT 75g 2s | 110,75 | 112,50 | 117,60 | 0,817 | 132,67 + | 140,80 | 161,75 | 0,427
(mg/dL) + 6,65 +21,84 | £15,60 27,39 +41,35 | £42,43
HbALC (%) 5019 £1494 +|528 +£|0,379 | 528 £]6,03 +£|5,70 +=|0,114
0,55 0,60 0,49 0,52 0,91 0,71
HbA1C 33,26 £ | 31,93 + | 3423 +| 0,676 | 33,99 + | 3994 + | 38,62 + | 0,218
(mmol/mol) 6,06 5,36 5,31 5,92 7,30 7,41

Cizelge 4.4’te 1s243021 polimorfizmi homozigot normal allelin polimorfik allel

tastyicilaria gore klinik 6zellikler arasindaki farkliliklar ANOVA ile test edilmistir.
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Cizelge 4.4. rs243021 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik allel
tastyicilaria gore klinik bulgular ile iligkisi.

RS243021 Kontrol GDM
GG GA+AA P GG GA+AA P

AKS (mg/dL) 83,77 £ 84,56 + 0,791 96,10 + 97,44 + 0,826
8,14 9,71 19,73 16,59

TKS (mg/dL) 89 107,63+ | 0,569 140,00 £ | 133,50+ | 0,691

29,38 19,98 26,53

OGTT 50g (mg/dL) 106,75+ | 113,60+ | 0,623 186,20+ | 163,37+ | 0,177
29,95 26,02 38,68 30,63

OGTT 100g 1s 176 133,00+ | 0,198 185,33+ | 174,89+ | 0,662

(mg/dL) 11,31 35,12 36,73

OGTT 100g 2s 119 123,00+ | 0,951 150,67+ | 151,24+ | 0,983

(mg/dL) 42,43 42,36 42,13

OGTT 100g 3s 101 95,00 + 0,951 105,00+ | 108,96+ | 0,854

(mg/dL) 63,64 23,52 33,95

OGTT 75¢g 1s 122,20+ | 133,30+ | 0,359 169,33+ | 191,91+ | 0,188

(mg/dL) 34,69 20,71 16,50 27,90

OGTT 75¢g 2s 110,75+ | 114,82+ | 0,681 132,67+ | 148,09+ | 0,546

(mg/dL) 6,65 18,52 27,39 42,01

HbA1C (%) 5,19+ 5,13+ 0,785 5,28 + 5,90 + 0,09
0,55 0,55 0,52 0,85

HbAL1C (mmol/mol) 33,26 + 33,26 £ 0,997 33,99 + 39,38 + 0,095
6,06 5,31 5,92 7,27

4.2.2. WFS1 Geni Rs1801214 Polimorfizmi fle Tlgili Sonuglar

Rs1801214 polimorfizmi AS-PCR yontemi kullanilarak c¢ogaltilmistir. PCR
trlinlerinin gézlemlenebilmesi i¢in Eva-Green boya kullanilmis ve erime egrisi
cikarilarak hedeflenen bolgede ¢ogalma olup olmadigr gozlenmistir. Sekil 4.4’te
rs1801214 polimorfizmine ait allellerin erime egrileri gosterilmistir. G alleli i¢in erime
sicaklig yaklasik 84,85°C, A alleli i¢in yaklasik 84,51°C’dir. Kullanilan primerlerin
hedefledigi bolge 115 b¢ uzunlugunda oldugu icin erime sicakliklar1 da birbirine

yakindir.
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Sekil 4.4. rs1801214 polimorfizmine ait G ve A allellerinin erime egrisi.

Rs1801214 polimorfizmi genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina goére dagilimi
cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrica sekil 4.5’te homozigot normal, heterozigot ve

homozigot birer bireye ait PCR goriintiilerine yer verilmistir.

Amplification Plot Amplification Plot Amplification Plot
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Sekil 4.5. rs1801214 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant 6rneklere ait PCR gortintiileri.

Sekil 4.5°te 1 numaral1 grafik GG genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=19,2 olarak 6l¢lilmiistiir. Diger yandan A
alleline 6zgli forward primer kullanilan kuyuda Ct=27,12’dir ve ¢ogalma meydana
gelmemistir. 2 numarali grafik GA genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=19,39 olarak goriilmektedir. A alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=20,61 olarak goriilmektedir. 3 numaral
grafik AA genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii forward primerin
kullan1ldig1 kuyuda Ct=18,26 olarak goriilmektedir. G alleline 6zgii forward primerin
kullanildig1 kuyuda ise Ct=21,04 olarak goriilmektedir ve hedeflenen bolgeye ait bir
sinyal degildir.
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Sekil 4.6’da rs1801214 polimorfizmine ait homozigot normal, heterozigot ve

homozigot mutant birer bireye ait erime egrisi grafikleri gosterilmistir.

it G ST [ ."G i [ 13
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Tm=846 || Tm=844

Sekil 4.6. rs1801214 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri.

Sekil 4.6’da 1 numarali grafik GG genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgii
forward primerin kullanildigi kuyuda Tm=84,73°C olarak Olgiilmistir ve pik
yiiksekligi yaklasik 1 600 000’dir. Diger yandan A alleline 6zgii forward primer
kullanilan kuyudan yeterli floresans sinyali alinamamistir. 2 numarali grafik GA
genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgii forward primerin kullanildigi kuyuda
Tm=84,87°C, A alleline 6zgii forward primerin kullanildigi kuyuda Tm=84,56°C
olarak dl¢tilmistiir ve iki pikinde ytiksekligi 1 500 000°den fazladir. 3 numarali grafik
AA genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii forward primerin kullanildig1
kuyuda Tm=84,42°C oldugu ve pik yiiksekliginin 1 300 000°den fazla oldugu
goriilmiistiir. Ote yandan G alleline 6zgii primerin kullanildig1 kuyudan herhangi bir

pik alinmamustir.
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Cizelge 4.5. rs1801214 polimorfizminin klinik bulgular ile iliskisi.

Rs180124 Kontrol GDM
GG GA AA P GG GA AA P
AKS (mg/dL) | 82,33 + | 85,05 =+ | 84,52+ | 0,765 | 89,88 + | 95,82 + | 101,38 + | 0,24
8,66 9,74 9,40 13,38 17,49 17,33
TKS (mg/dL) | 97,33 £ | 106,80 + | 124 0,762 | 136,50 | 129,59 | 139,78+ | 0,688
18,93 35,65 +19,09 | £23,16 | 30,27
OGTT 50g | 131,25 | 113,79 +| 97,46 = | 0,121 | 184,75 | 166,43 | 161,50+ | 0,547
(mg/dL) +22,85 | 28,75 20,88 +41,72 | £23,01 | 46,90
OGTT 100g 1s | 125 158,50 + | - 0,468 | 152 180,94 | 176,38+ | 0,772
(mg/dL) 24,75 +33,11 | 40,72
OGTT 100g 2s | 93 136,00 + | - 0,382 | 103 163,87 | 146,00+ | 0,355
(mg/dL) 24,04 +42,04 | 38,96
OGTT 100g 3s | 50 120,50 + | - 0,284 | 89 114,21 | 104,86+ | 0,732
(mg/dL) 27,58 +37,72 | 27,64
OGTT 75g 1s | 120,20 137,89 +| 130,45 | 0,423 | 168,00 | 196,58 187,18+ | 0,27
(mg/dL) +28,12 | 17,16 +2631 +28,62 | £31,58 | 20,91
OGTT 75g 2s | 121,50 | 119,60 + | 105,63 | 0,064 | 114,33 | 159,08 | 141,09+ | 0,202
(mg/dL) +16,26 | 14,78 +12,78 +36,96 | +38,29 | 40,96
HbA1C (%) 5,13 £ 5,06 + (524 +£]0,74 595 +£|571 (592 <+ 0,686
0,71 0,62 0,37 1,39 0,65 0,91
HbA1C 32,59 £ 33,05 +|33,81=+|0902 |3547 +| 3847 +| 35,59 +]| 0,611
(mmol/mol) 7,80 5,66 4,07 8,11 6,80 8,01

Cizelge 4.6. rs1801214 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik allel
tagtyicilarina gore klinik bulgular ile iligkisi.

Rs180124 Kontrol GDM
GG GA+AA | P GG GA+AA | P

AKS (mg/dL) 82,33 + | 84,77 £ | 0,477 89,88 +]98,53 +0,19
8,66 9,46 13,38 17,43

TKS (mg/dL) 97,33 + | 109,67 + | 0,572 136,50 =+ | 134,18 = | 0,905
18,93 32,65 19,09 26,36

OGTT 50g (mg/dL) 131,25 +| 105,62 +| 0,091 184,75 + | 164,87 =+ | 0,284
22,85 25,58 41,72 31,14

OGTT 100g 1s| 125 158,50 + | 0,468 152 178,51 + | 0,489

(mg/dL) 24,75 36,12

OGTT 100g 2s| 93 136,00 + | 0,382 103 154,34 £ | 0,235

(mg/dL) 24,04 40,02

OGTT 100g 3s| 50 120,50 =+ | 0,284 89 109,54 =+ | 0,548

(mg/dL) 27,58 32,14

OGTT 759 1s | 120,20 +| 133,80 + | 0,259 168,00 £+ | 192,09 + | 0,159

(mg/dL) 28,12 22,42 28,62 26,84

OGTT 759 2s | 131,50 £ | 111,00 + | 0,093 11433 + | 150,48 + | 0,149

(mg/dL) 16,26 14,77 36,96 39,75

HbA1C (%) 513+0,71 | 5,15 £+ {0,941 595 +£|580 +|0,706

0,51 1,39 0,76

HbA1C (mmol/mol) | 32,59 +|3345 +0,738 3547 +|38,93 =+|0,373

7,80 4,78 8,11 7,23
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4.2.3. ADAMTS9 Geni Rs4607103 Polimorfizmi Ile Tlgili Sonuclar

Rs4607103 polimorfizmi AS-PCR yontemi ile g¢ogaltilmistir. PCR iiriinlerinin
gozlemlenebilmesi i¢in Eva-Green boya kullanilmis ve erime egrisi ¢ikarilarak
hedeflenen bolgede cogalma olup olmadigi gozlenmistir. Sekil 4.7°de rs4607103
polimorfizmine ait allellerin erime egrileri gosterilmistir. G alleli i¢in erime sicakligi
yaklasik 78,15°C, A alleli i¢in yaklasik 77,5°C’dir. Kullanilan primerlerin hedefledigi

bolge 81 bg uzunlugunda oldugu i¢in erime sicakliklar1 da birbirine yakindir.
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Sekil 4.7. rs4607103 polimorfizmine ait C ve T allellerinin erime egrisi.

Rs4607103 polimorfizmi genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarma goére dagilimi
cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrica sekil 4.8’de homozigot normal, heterozigot ve

homozigot birer bireye ait PCR goriintiilerine yer verilmistir.

Amplification Plot Amplificati ion Plot Amplification Plot
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Sekil 4.8. rs4607103 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant 6rneklere ait PCR goriintiileri.
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Sekil 4.8’de 1 numarali grafik CC genotipine sahip bir bireye aittir. C alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=18,86 olarak ol¢lilmiistiir. Diger yandan T
alleline 6zgli forward primer kullanilan kuyuda Ct=30,96’dir ve ¢ogalma meydana
gelmemistir. 2 numarali grafik CT genotipine sahip bir bireye aittir. C alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=19,14 olarak goriilmektedir. T alleline 6zgi
forward primerin kullanildigr kuyuda Ct=19,47 olarak goriilmektedir. 3 numarali
grafik TT genotipine sahip bir bireye aittir. C alleline 6zgii forward primerin
kullanildigr kuyuda Ct=29,07 olarak goriilmektedir ve hedeflenen bolgeye ait bir
sinyal degildir. T alleline 6zgii forward primerin kullanildigi kuyuda ise Ct=19,03

olarak goriilmektedir.

Sekil 4.9’da rs4607103 polimorfizmine ait homozigot normal, heterozigot ve

homozigot mutant birer bireye ait erime egrisi grafikleri gosterilmistir.
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Sekil 4.9. rs4607103 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve (3)
homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri.

Sekil 4.9’da 1 numarali grafik CC genotipine sahip bir bireye aittir. C alleline 6zgii
forward primerin kullanildigi kuyuda Tm=77,99°C olarak Ool¢iilmiistir ve pik
yiiksekligi yaklasik 1 300 000°dir. Diger yandan T alleline 6zgli forward primer
kullanilan kuyudan yeterli floresans sinyali alinamamistir. 2 numarali grafik CT
genotipine sahip bir bireye aittir. C alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda
Tm=77,99°C, T alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda Tm=77,44°C
olarak dl¢tilmiistiir ve iki pikinde yiiksekligi 1 100 000°den fazladir. 3 numarali grafik
TT genotipine sahip bir bireye aittir. T alleline 6zgli forward primerin kullanildig

kuyuda Tm=77,68°C oldugu ve pik yiiksekligi yaklasik 1 500 000 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Ote yandan C alleline 6zgii primerin kullanildigi kuyudan herhangi bir pik

alimmamastir.

Cizelge 4.7. 14607103 polimorfizminin klinik bulgular ile iligkisi.

Rs4607103 Kontrol GDM
ccC CT TT P ccC CT TT P
AKS (mg/dL) 85,28 + | 84,23 + | 82,88 + | 0,83 97,93 + | 97,55 + | 92,60 + | 0,823
9,73 9,21 9,67 18,89 17,37 9,40
TKS (mg/dL) 125,00 | 90,00 + | * 0,056 | 149,50 | 126,75 | 142,50+ | 0,169
+25,10 | 20,85 +35,12 | £19,73 | 2,12
OGTT 50g | 116,04 | 105,67 | 118,13 | 0,69 162,37 | 169,36 | 182,00+ | 0,764
(mg/dL) +32,70 | £25,01 | £27,42 +42,14 | £29,53 | 36,77
OGTT 100g 1s | 176 125 141 - 177,93 | 176,63 | 174,50+ | 0,994
(mg/dL) +3497 | £41,82 | 23,34
OGTT 100g 2s | 119 93 153 - 162,35 | 144,75 | 143,00+ | 0,723
(mg/dL) +34,83 | £49,98 | 11,31
OGTT 100g 3s | 101 50 140 - 125,75 | 95,14 £ | 101,00+ | 0,212
(mg/dL) + 28,67 | 32,52 12,73
OGTT 75g 1s | 136,20 | 126,00 | 134,33 | 0,604 | 198,91 | 182,50 | 181,33+ | 0,327
(mg/dL) +2513 | £24,52 | £ 16,66 +29,04 | £24,10 | 34,93
OGTT 75g 2s | 117,63 | 110,17 | 104 0,603 | 158,58 | 131,73 | 150,67+ | 0,288
(mg/dL) +21,11 | £6,31 +35,00 | £42,57 | 50,82
HbALC (%) 522 +£|523 +|449 +|0,085 | 6,18 +|567 +|539 +]0121
0,86 0,53 0,57 0,89 0,78 0,58
HbA1C 33,56 + | 33,66 + | 28,86 = | 0,508 | 42,25 £ | 37,07 £ | 35,38 + | 0,081
(mmaol/mol) 5,32 5,76 3,71 7,94 6,52 6,37

Cizelge 4.8. rs4607103 polimorfizmi homozigot normal allelin polimorfik allel
tastyicilaria gore klinik bulgular ile iligkisi.

rs4607103 Kontrol GDM
CcC CT+TT P CcC CT+TT P

AKS (mg/dL) 85,28 +]83,95 <£]0,622 97,93 +]96,86 =+ |0,84
9,73 9,19 18,89 16,49

TKS (mg/dL) 125,00 + | 90,00 =+ | 0,056 149,50 + | 128,72 + | 0,088
25,10 20,85 35,20 19,15

OGTT 50g (mg/dL) 116,04 + | 109,50 =+ | 0,656 162,37 +| 170,94 =+ | 0,579
32,07 25,31 42,14 29,40

OGTT 100g 1s| 176 133,00 + | 0,198 177,93 +| 176,20 + | 0,929

(mg/dL) 11,31 34,97 37,70

OGTT 100g 2s | 119 123,00 + | 0,951 162,35 + | 144,40 + | 0,412

(mg/dL) 42,43 34,83 44,24

OGTT 100g 3s| 101 95,00 +| 0,951 125,75 +| 96,44 + | 0,075

(mg/dL) 63,64 28,87 28,63

OGTT 759 1s | 136,20 =+ | 127,67 + | 0,389 198,91 + | 182,27 + 0,131

(mg/dL) 25,13 22,89 29,04 25,12

OGTT 759 2s | 117,63 +| 109,29 + | 0,334 158,58 +| 135,79 =+ | 0,156

(mg/dL) 21,11 6,21 35,00 43,08

HbALC (%) 5,22 + | 5,09 + | 0,548 6,18 + | 564 + | 0,047
0,49 0,59 0,89 0,76

HbAL1C (mmol/mol) | 33,56 + | 33,02 =+ | 0,805 4225 +|36,89 £ | 0,026
5,31 5,68 7,94 6,41
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4.2.3. C2CD4B Geni Rs11071657 Polimorfizmi ile Tlgili Sonuclar

Rs11071657 polimorfizmi AS-PCR yontemi ile c¢ogaltilmistir. PCR iirtinlerinin
gozlemlenebilmesi i¢in Eva-Green boya kullanilmis ve erime egrisi ¢ikarilarak
hedeflenen bdlgede ¢ogalma olup olmadigi gozlenmistir. Sekil 4.10°da rs11071657
polimorfizmine ait allellerin erime egrileri gosterilmistir. A alleli i¢in erime sicaklig1
yaklasik 78,64°C, G alleli i¢in yaklasik 79,09°C’dir. Primerlerin hedefledigi bolge 196

b¢ uzunlugunda oldugu i¢in erime sicakliklar1 da birbirine yakindir.

Melt Curve Meit Curve

aaaaaaa

78,64 0

Sekil 4.10. rs11071657 polimorfizmine ait A ve G allellerinin erime egrisi.

Rs11071657 polimorfizmi genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilimi
cizelge 4.2°’de verilmistir. Ayrica sekil 4.11°de homozigot normal, heterozigot ve

homozigot birer bireye ait PCR goriintiilerine yer verilmistir.

Amplification Plot Armpification Pht Amplification Plot

o e " TR

G
Ct=2198 vl C=1936 A

G » C=21,05

Ct=31,51

Sekil 4.11. rs11071657 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve
(3) homozigot mutant 6rneklere ait PCR goriintiileri.
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Sekil 4.11°de 1 numaral1 grafik AA genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=21,98 olarak 6l¢iilmiistiir. Diger yandan G
alleline 6zgli forward primer kullanilan kuyuda Ct=31,51"dir ve ¢ogalma meydana
gelmemistir. 2 numarali grafik AG genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii
forward primerin kullanildig1 kuyuda Ct=21,05 olarak goriilmektedir. G alleline 6zgii
forward primerin kullanildigr kuyuda Ct=19,36 olarak goriilmektedir. 3 numarali
grafik GG genotipine sahip bir bireye aittir. Bu ¢alisma kapsaminda sadece bir 6rnekte
GG genotipi goriilmiistiir. Erime egrisi grafiginde pikler goriilmesine ragmen PCR
grafiginde A alleline 6zgii primerin kullanildigi kuyuda cihaz tarafindan sinyal
almamamuistir ancak G alleline 6zgii primerin kullanildigr kuyuda Ct=26,64 olarak
Olciilmistiir. Sekil 4.12°de rs11071657 polimorfizmine ait homozigot normal,

heterozigot ve homozigot mutant birer bireye ait erime egrisi grafikleri gosterilmistir.

Welt Curve Melt Curve Melt Curve

n A e A G i e
Tm=78,5 - L | =
bt 5 Tm=78,6 = Tm=79,1 oy Tm=78,9

Sekil 4.12. rs11071657 polimorfizmine ait (1) homozigot normal, (2) heterozigot ve
(3) homozigot mutant bireylere ait erime egrisi grafikleri

Sekil 4.12°de 1 numaral1 grafik AA genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii
forward primerin kullanildigi kuyuda Tm=78,53°C olarak Ool¢iilmiistir ve pik
yiiksekligi 1900000’in iizerindedir. Diger yandan G alleline 6zgii forward primer
kullanilan kuyudan yeterli floresans sinyali alinamamistir. 2 numarali grafik AG
genotipine sahip bir bireye aittir. A alleline 6zgii forward primerin kullanildig1 kuyuda
Tm=78,64°C, G alleline 6zgli forward primerin kullanildig1 kuyuda Tm=79,09°C
olarak Ol¢iilmiistiir ve iki pikinde yiiksekligi 1800000°den fazladir. 3 numarali grafik
GG genotipine sahip bir bireye aittir. G alleline 6zgli forward primerin kullanildig
kuyuda Tm=78,89°C oldugu ve pik yiiksekligi yaklasik 85000 olarak &l¢iilmiistiir. Ote

yandan A alleline 6zgii primerin kullani1ldig1 kuyudan herhangi bir pik alinmamustir.
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Cizelge 4.9. rs11071657 polimorfizminin klinik bulgular ile iligkisi.

Rs11071657 Kontrol GDM
AA AG GG P AA AG GG |P
AKS (mg/dL) 85,08 + | 83,84 = | - 0,626 | 9494 +[9839 + |- 0,495
7,56 10,51 16,71 17,35
TKS (mg/dL) 118,20 | 89,75 % | - 0,14 143,43 +| 130,17 =+ |- 0,264
+28,04 | 21,65 33,50 20,71
OGTT 509 | 107,67 | 113,14 | - 0,695 | 160,42 + | 176,96 =+ | - 0,238
(mg/dL) +23,84 | £28,85 35,97 28,59
OGTT 100g 1s | 141 150,50 | - 0,865 | 171,29 + | 181,18 | - 0,598
(mg/dL) + 36,06 32,80 38,86
OGTT 100g 2s | 153 106,00 | - 0,284 | 148,14 + | 153,46 | - 0,806
(mg/dL) + 18,39 38,59 44,50
OGTT 100g 3s | 140 75,50 £ | - 0,382 | 107,14 + | 109,06 =+ | - 0,911
(mg/dL) 36,06 35,17 30,20
OGTT 75g 1s | 142,00 | 123,86 | 123 0,172 | 178,83 + | 19245 + | - 0,298
(mg/dL) +22,50 | +23,06 26,66 27,73
OGTT 75g 2s | 111,00 | 11556 | - 0,609 | 141,43 + | 148,11 =+ | - 0,717
(mg/dL) +4,70 | £20,70 29,75 44,36
HbA1C (%) 507 £1|519 £ |- 0,573 | 585 £+ |5,78+0,76 | - 0,795
0,64 0,50 0,95
HbA1C 33,30 £ | 33,24 + | - 0,979 | 39,21 + | 38,15 + | - 0,652
(mmol/mol) 5,70 5,45 8,58 6,36

Cizelge 4.10. rs11071657 polimorfizminin homozigot normal allelin polimorfik allel
tasiyicilaria gore klinik bulgular ile iligkisi.

rs11071657 Kontrol GDM
AA AG+GG P AA AG+GG P
AKS (mg/dL) 85,08 + | 83,84 + | 0,626 94,94 + | 98,39 + | 0,495
7,56 10,51 16,71 17,35
TKS (mg/dL) 118,20 + | 89,75 + 0,14 143,43 £ | 130,17 + | 0,264
28,04 21,65 33,50 20,71
OGTT 50g | 107,67 £ | 113,14 =+ | 0,695 160,42 £ |176,96 + | 0,238
(mg/dL) 23,84 28,85 35,97 28,59
OGTT 100g 1s | 141 150,50 <+ | 0,865 171,29 =+ | 181,18 + | 0,598
(mg/dL) 36,06 32,80 38,86
OGTT 100g 2s | 153 106,00 =+ | 0,284 148,14 £ | 153,46 + | 0,806
(mg/dL) 18,39 38,59 44,50
OGTT 100g 3s | 140 75,50 + | 0,382 107,14 £+ 109,06 =+ | 0,911
(mg/dL) 36,06 35,17 30,20
OGTT 75g 1s| 142,00 =| 123,80 =+ 0,172 178,83 +| 192,45 + | 0,298
(mg/dL) 22,50 22,22 26,66 27,73
OGTT 759 2s| 111,00 = | 115,56 =+ | 0,609 141,43 + | 148,11 + 0,717
(mg/dL) 4,69 20,70 29,75 44,36
HbA1C (%) 5,07 +15,19+0,50 | 0,573 5,85+0,95 | 5,79+0,76 | 0,795
0,64
HbA1C 33,30 +| 33,24 + | 0,979 39,21 + | 38,15+ 6,36 | 0,652
(mmol/mol) 5,70 5,45 8,58
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Cizelge 4.11°de polimorfizmlerin diizeltilmemis ve yasa gore diizeltilmis olarak
lojistik regresyon analizleri gosterilmistir. Lojistik regresyon sonucuna gore

genotiplerin bireyin hasta veya kontrol grubunda yer almasinda bir etkisi olmadig

gorilmistiir.

Cizelge 4.11. Polimorfizmlerin lojistik regresyon analizi.

Genotip

Unadjusted model

Adjusted model?

OR (95% CI)

OR (95% CI)

P

RS243021 GG

1

1

GA 1.625 (0.663-3.981) 0,29 1.610 (0.651-3.985) 0,3

AA 0.938 (0.354-2.484) 0,9 0.926 (0.345-2.481) 0,88
RS1801214 GG 1 1

GA 1.589 (0.603-4.186) 0,35 1.385(0.514-3.730) 0,52

AA 1.166 (0.438-3.105) 0,76 1.118 (0.226-3.008) 0,83
RS4607103 CcC il 1

CT 1.114 (0.534-2.327) 0,77 1.635 (0.477-5.602) 0,43

T 0.636 (0.210-1.931) 0,43 0.472(0.177-1.257) 0,13
RS11071657 AA = -

AG = - > -

GG - - z -

Cizelge 4.12°de polimorfizmlerin diizeltilmemis ve yasa gore diizeltilmis olarak
dominant modelde lojistik regresyon analizleri gosterilmistir. Lojistik regresyon
sonucuna gore homozigot normal allel ve polimorfik allel tastyicist olmanin bireyin

hasta veya kontrol grubunda yer almasinda bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.12. Polimorfizmlerin dominant modelde lojistik regresyon analizi.

Genotip Unadjusted model Adjusted model?
OR (95% CI) P OR (95% CI) P

RS243021 GG 1 1

GA+AA  1.319(0.567-3.073) 0,52 1.306 (0.555-3.072) 0,54
RS1801214 GG 1 1

GA+AA  1.370 (0.556-3.375) 0,49 1.244(0.497-3.112) 0,64
RS4607103 CcC - - - -

CT+TT - - - -
RS11071657 AA - - - -

AG+GG - - - -
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BOLUM 5

TARTISMA

Gestasyonel diyabet gebelikte meydana gelen en yaygin gestasyonel bozukluklardan
biridir. Ilk defa gebelikte meydana gelen glikoz intoleransi olarak tanimlanir ve
genellikle gebelikten sonra diizelmesi beklenir. Anne yasi, obezite, stres ve beslenme
bozukluklar gibi ¢evresel faktorlerin yani sira genetik faktorler de GDM ile iligkilidir
[93]. Eger gebelikte hiperglisemi teshis edilmez ve 6nlem alinmazsa anne ve bebekte
ciddi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilir [94]. Ayrica lipid anormallikleri [95],
hipertansif bozukluklar [96] ve hiperinsiilinemi [97] gibi kardiyometabolik risk
faktorleri de GDM ile iligkilendirilmistir. Bunlar daha sonra kardiyovaskiiler hastalik
ve metabolik sendrom gelismesine neden olabilir [94]. Farkli risk faktorlerinin,
patofizyolojik mekanizmalarin ve GDM'nin genetik faktorlerinin anlasilmasinin, risk
altindaki kadinlarin tespit edilmesine, etkili Onleyici tedbirler gelistirilmesine ve

hastaligin yeterli tedavisinin saglanmasina yardimci olacagi diisiiniilmektedir [94].

Gestasyonel diyabetin kalitimsal ve ¢evresel faktorlerden etkilenen bir hastalik oldugu
bilinmekle birlikte genetik arka plan1 yeterince aydinlatilamamustir. Birgok ¢alismada
TCF7L2 (rs7903146), GCK (rs4607517), KCNJ11 (rs5219), CDKAL1 (rs7754840),
IGF2BP2 (rs4402960), MTNR1B (rs10830963), PPARG (rs1801282), IRS1
(rs1801278), ADRB3 (rs4994), TNF (rs1800629) genlerindeki polimorfizmler ile
GDM arasinda iligki bulundugu gosterilmistir [98,99]. Yasamin ilerleyen
donemlerinde GDM, T2D gelisiminde 6nemli bir risk olusturmaktadir [100], ailesel
diyabet gecmisi olan kadinlarda GDM riskinin arttig1 disiiniilmektedir [7] ve ayrica
cocuklarda T2D ve obezite riskini artirdigi da bilinmektedir [101]. Bazi1 ¢caligmalarda
daha 6nce tanimlanmis bazi1 T2D genlerinin GDM ile iliskisi gosterilmistir [10,102].

Istatistiksel gii¢ eksikligi, ¢oklu hipotez testi, popiilasyon farkliliklar1 ve fenotipik

heterojenite nedeniyle genetik iligskilendirme galigmalar1 yetersiz kalmaktadir. T2D
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aday genlerinin GDM f{izerindeki etkisinin arastirilmas: ve aralarindaki iligkinin
degerlendirilmesi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Bu tez calismasi
kapsaminda T2D ile iliskisi bulunan ancak daha 6nce GDM ile iligkisi arastirilmamis

dort polimorfizm incelenmistir.

Bu tez calismasinda BCL11A, ADAMTS9, WFS1 ve C2CD4B genlerine ait sirasiyla
15243021, rs4607103, rs1801214 ve rs11071657 polimorfizmleri ile GDM arasindaki
muhtemel iligkiler incelendi. Hasta ve kontrol gruplarina tek asamali veya iki agsamali
OGTT testi uygulandi. Calismaya Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum polikliniklerine bagvuran 24-28 haftalik gebe
kadinlar dahil edildi. Gebelik 6ncesi diyabet tanis1 bulunan kadinlar ¢alisma disinda
tutuldu.

Hasta ve kontrol gruplarinda tek asamali 75g glikoz yiiklemesinde 1. saatte yapilan
kan 6l¢iimii i¢in 180 mg/dL, 2. saatte yapilan kan 6l¢iimii i¢cin 153 mg/dL sinir degeri
olarak alindi. Iki asamali OGTT testi icin ise 50g glikoz yiiklemesi sonucu 1. saat
yapilan kan ol¢limil i¢cin 140 mg/dL sinir degeri olarak alindi ve bu degerin iizerinde
olan bireyler i¢in ikinci asama olan 100g seker yiiklemesi yapildi. 100g seker
yiiklemesinde 1. saatte yapilan kan 6l¢iimii i¢in 180 mg/dL, 2. saatte yapilan kan
Ol¢timii icin 155 mg/dL ve 3. saatte yapilan kan 6l¢limii i¢in 140 mg/dL sinir degeri

olarak belirlendi.

BCL11A, ADAMTSY, WFS1 ve C2CD4B genlerine ait sirasiyla rs243021, rs4607103,
rs1801214 ve rs11071657 polimorfizmleri daha 6nce T2D ile iliskili bulunmug ancak
GDM ile iliskisi arastirilmamistir. Bu tez kapsaminda belirtilen bu polimorfizmler ile
GDM arasindaki iliski ilk kez calisilmistir. GDM’li kadinlarin yaklasik %20-50’sinde
5 wil igerisinde T2D gelistigi gozlenmesi nedeniyle [3] T2D ile iliskili bu

polimorfizmlerin GDM ile de iliskisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Cizelge 4.1 incelendiginde hasta ve kontrol gruplar1 arasinda kan glikozu sevileri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (P<0,001). Calismanin yapildig
poplilasyonda hasta kiimesinin OGTT sonucu ¢izelge 3.1’de belirtilen degerlerin

tizerinde olan bireylerden olusturuldugu géz oniine alindiginda kan glikozu seviyesi
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yiiksekligi ile glikoz yiiklemesi sonucu elde edilen kan glikozu seviyesi yiiksekliginin
birlikte gorildiigii sdylenebilir. Ayrica TKS (p=0,019), % HbA1C (p<0,001) ve
HbAIC (mmol) (p=0,001) degerleri ile GDM arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklar gézlenmistir. GDM insiilin iretiminde ve/veya salgilanmasinda meydana gelen
bozukluklara neden oldugu i¢in kandaki glikoz seviyesinin, TKS’nin ve yaklasik 3-4
aylik kan sekeri belirteci olan glikozillenmis hemoglobin seviyesini gésteren HbA1C

degerlerinin hasta grubunda daha yiiksek goriilmesi beklenen bir durumdur.

C2H2 tipi ¢inko parmak proteinlerini kodlayan BCL11A geni yakinlarinda yer alan
rs243021 polimorfizmi pek ¢ok calismada T2D ile iligkili bulunmustur. Voight ve
arkadaslarinin yaptig1 bir iligkilendirme ¢alismasinda rs243021 polimorfizmi A alleli
T2D igin risk faktorii olarak gosterilmistir [44]. Bir baska ¢alismada in vivo ve in vitro
ortamlarda insiilin ve glukagon sekresyonunu etkiledigi gosterilmistir [40]. Bu ¢alisma
kapsaminda ¢izelge 4.11°de hasta ve kontrol gruplarinda rs243021 polimorfizmi A risk
allelinin gruplara gére dagilimi lojistik regresyon analizi ile incelendiginde GDM ile
iliskisinin bulunmadigi goriilmiistir OR:0,926 (%95 CI1.0,345-2,481) (p=0,88).
Dominant modelde lojistik regresyon analizi sonucuna goére de OR:1,306 (%95

Cl1:0,555-3,072) (p=0,54) istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gériilmemistir.

ADAMTS9 geninin upstream bolgesinde yer alan rs4607103 polimorfizmi C allelinin
insiilin duyarliliinda meydana gelen bir bozulmaya neden olarak T2D riskini
arttirabilecegi diistiniilmektedir [47]. Zeggini ve arkadaglarinin yaptigi bir GWAS
caligmasinda rs4607103 polimorfizmi T2D ig¢in risk varyanti olarak gosterilmistir [60].
Cizelge 4.11°de hasta ve kontrol gruplarinda rs4607103 polimorfizmi T risk allelinin
gruplara gore dagilimi lojistik regresyon analizi ile incelendiginde GDM ile iligkisinin
bulunmadigir gorilmiistir OR:0,472 (%95 CI.0,177-1,257) (p=0,13). Rs4607103
polimorfizmi T allelinin klinik bulgular ile homozigot normal allelin polimorfik allel
tastyicilara gore iliskisine bakildiginda ise cizelge 4.8’de belirtilen degerlere gore
HbA1C (%) ve HbA1C (mmol) degerleri ile istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi
oldugu goriilmiistiir (sirastyla p=0,047 ve p=0,026). Bu degerlerdeki beklenmedik
iliski hastalarin tedavi sonrasi Ol¢iimleri alinmis olabilecegi gdz Oniine alinarak

agiklanabilir.
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WFS1 geninin kodladig1 proteinin 500. aminoasitinin asparajinden lizine doniismesine
neden olan rs1801214 polimorfizmi C alleli Afrika-Amerikan [80] ve iran [81]
popiilasyonlarinda diisiik T2D riski ile iliskilendirilmistir. Cizelge 4.11°de hasta ve
kontrol gruplarinda rs1801214 polimorfizmi A risk allelinin gruplara gére dagilimi
lojistik regresyon analizi ile incelendiginde GDM ile iligkisinin bulunmadig
goriilmiistir OR:1,118 (%95 CI:0,226-3,008) (P=0,83). Dominant modelde lojistik
regresyon analizi sonucuna gore de OR:1,244 (%95 CI:0,497-3,112) (P=0,64)
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriillmemistir. Ayrica ¢izelge 4.5 ve ¢izelge 4.6 da
rs1801214 polimorfizmi ile klinik bulgular arasindaki iligki incelendiginde higbir

istatistiksel baglanti goriillmemistir.

C2CD4B geni rs11071657 polimorfizmi aglik glikoz seviyesi ve T2D ile iliskili
bulunmustur [83]. Rs11071657 polimorfizmine ait GG genotipi sadece kontrol
grubuna ait bir bireyde gozlendigi i¢in istatistiksel analiz yapilamamistir. Ayrica
cizelge 4.9 ve ¢izelge 4.10’da rs11071657 polimorfizmi ile klinik bulgular arasindaki

iligski incelendiginde higbir istatistiksel baglant1 goriilmemistir.
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BOLUM 6

SONUCLAR

Bu tez calismasi kapsaminda GDM ile BCL11A, ADAMTS9, WFS1 ve C2CD4B
genlerine ait sirasiylars243021, rs4607103, rs1801214 ve rs11071657 polimorfizmleri
arasindaki iligkiler incelenmistir. T2D ile farkli calismalarda iliskili bulunan bu
polimorfizmler Karabiik Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadmn
Hastaliklart ve Dogum polikliniklerine basvuran GDM’li ve normal gebelerde
incelenmis ve GDM ile baglantili bulunmamistir. Bu polimorfizmlerin GDM
gelisiminde risk faktorii olarak degerlendirilemeyecegi sonucu ortaya ¢ikmistir. Yine
de 6rneklem sayisinin yetersizligi nedeniyle daha genis kapsamli ¢alismalar yapilmasi

gerektigi diiginiilmektedir.
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