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OZET

GESTASYONEL DIiABETES MELLITUS’LU HASTALARDA FETUIN A (AHSG)
GEN POLIMORFiZMININ ARASTIRILMASI

Tibbi Biyoloji Yiiksek Lisans Tezi

Amag: Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) gelisiminde instilin direnci merkezi role sahiptir.
Gebelik doneminde serum diizeyi artan fetuin A (AHSG = Alpha-2-Heremans Schmid
Glycoprotein) molekiilii bir insiilin reseptdr tirozin kinaz inhibitsriidiir. Bu ¢alismada insiilin
direnci ile iliskili olan fetuin A genindeki 767 C>G (rs4918) ve -843 A>T (1s2248690)

polimorfizmlerinin belirlenerek GDM ile iligkilerinin aragtirilmasi amaglanmugtir.

Yontem: Bu calismaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum
Anabilim Dali polikliniklerine bagvuran ve gestasyonel diabetes mellitus tanist konmus 83
GDM’li gebe ile benzer yas ve gebelik haftasi araliginda ki 100 normal hamilelik siirecindeki
gebeler kontrol grubu olarak dahil edilmigtir. Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinmig
olan EDTA 1 kan 6rneklerinden spin ydntemiyle DNA izolasyon yapilarak, her bireyin AHSG
genine ait 767 C>G ve -843 A>T polimorfizmlerinin molekiiler analizi, Real-Time PCR
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Orneklerdeki s6z konusu polimorfizmler Real-Time

PCR sonucu elde edilen amplifikasyon egrileri ile genotiplendirilmistir.

Bulgular: Calismamizda fetuin A geni 767 C>G polimorfizmi bakimmdan polimorfik olan
homozigot GG genotipi hasta grubundaki higbir bireyde goriilmezken kontrol grubundaki 6
bireyde (%6) tespit edilmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin homozigot CC ile homozigot GG
genotipleri arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p < 0.05). AHSG geni -
843 A>T polimorfizmi bakimindan polimorfik olan homozigot TT genotipi GDM'li higbir
bireyde goriilmezken kontrol grubuna ait dért bireyde tespit edilmistir. Ancak hasta ve kontrol
gruplarmin homozigot AA ile homozigot TT genotip dagilimlar1 arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmanustir (p > 0.05).
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Sonug: Calismanin sonucunda elde edilen bulgular, fetuin A geni 767 C>G polimorfizminin,
GDM gelisiminde bir risk faktdrii olarak degerlendirilebilecegi ve homozigot GG varyantinin

GDM’nin gelisimine karg1 koruyucu bir etkisinin olabilecegi sonucunu dogurmustur.

Anahtar Kelimeler: GDM, Fetuin A, Polimorfizm, Gen, AHSG
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF FETUIN-A GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH
GESTATIONAL DIABETES MELLITUS

Medical Biology Master Thesis

Objective: Insulin resistance plays a central role in the development of gestational diabetes
mellitus (GDM). The fetuin A molecule (AHSG = Alpha-2-Heremans Schmid Glycoprotein),
serum levels of which is increased during pregnancy, is an insulin receptor tyrosine kinase
inhibitor. The fetuin A molecule is associated with insulin resistance. In this study, it was aimed
to investigate the relationship between 767 C>G (rs4918) and 843 A>T (rs2248690)
polymorphisms in fetuin-A gene and GDM.

Methods: Eighty-three pregnant women with GDM and one hundred control pregnancies
without GDM during the same age and gestational week, admitted to Harran University Faculty
of Medicine, Department of Obstetrics and Gynecology, were included in this study. Genomic
DNA was isolated from the blood samples with EDTA of all individuals from the patient and
the control groups by spin column method. Molecular analysis of 767 C> G and -843 A>T
polymorphisms in AHSG gene of each individual of both groups was performed by the Real-
Time PCR method. The polymorphisms in the samples were genotyped by amplification curves

obtained from the Real-Time PCR results.

Results: In our study, homozygous GG genotype for fetuin A gene 767 C>G polymorphism
was found in 6 individuals in the control group (6%) while it was not found in any individual
in the patient group. This difference between homozygous CC and GG genotype distribution of
the patient and the control groups was found statistically significant (p < 0.05). Homozygous
TT genotype for AHSG gene -843 A> T polymorphism was not found in any of the individuals
with GDM but was detected in four individuals belonging to the control group. However, the
difference between homozygous CC and homozygous GG genotypes distribution of the patient
and the control groups was not statistically significant (p > 0.05).




Conclusions: The findings of this study have led to the conclusion that 767 C>G polymorphism
in fetuin A gene can be evaluated as a risk factor for the development of GDM and that a

homozygous GG variant might have a protective effect against GDM development.

Keywords: GDM, Fetuin-A, Polymorphism, Gene, AHSG
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1. GIRIS VE AMAC

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM), ilk kez gebelikte ortaya ¢ikan veya ilk kez
gebelik dsneminde saptanan karbonhidrat intoleransi olarak tanimlanmaktadir (1). Gebelikte
baslayp dogumla sonlanan diyabet tipi olmakla birlikte dogumdan sonra GDMnin kalici
olma ihtimalinin %5 civarinda oldugu belirlenmistir. GDM nin, zemininde genetik yatkmlik
bulunmakla beraber plasental hormonlar nedeniyle dengelenememis insiilin direncidir. Tiim
diinyada prevalansi giderek artmaktadir (2). Aym zamanda GDM pevalansinin tip 2 diabetes
mellitus (tip 2 DM ) prevalansi ile dogrudan iliskili oldugu saptanmustir (1). Gebe bireyin
yasimin 25’in {izerinde olmasi, gebelik doneminden once obezite varligi, birinci derece
akrabalarinda diyabet gdriilmesi gestasyonel diyabetin olusumunu arttiran etkenlerdendir (2).
Gebelik doneminde fetiis besin ve enerjiye ihtiyag duyar. Annenin pankreatik beta hiicreleri
bu ihtiyact giderecek diizeyde insiilin salgilayamamasi halinde insiilin direnci ve
hiperinsiilinemi gelismektedir dolayistyla anne de GDM olusmaktadir (3). Insiilin direnci bir
hiicre-reseptdr defektidir; Bu nedenle beta hiicreleri tarafindan {iretilen insiilin kulanilamaz
instilinin gérevini yapamamasi nedeniyle glukozun hiicre igerisine alinimi gergeklesemez ve
enerji olarak kullanilamaz (2). Insiilin direnci, dogal yollarlada gelisebilir, insiilin tedavisi
sirasinda anti-insiilin antikorlarinin olusmasi ve insiiline duyarlihgmn azalmasi sonucu da
geligebilir (4).

GDM’nin gelisiminde gevresel ve genetik faktorler yitksek diizeyde gérev almaktadir.
Ancak genetik zeminine yonelik ¢alismalar, diger diyabet tiplerine gore geg¢ basladifindan
dolayi, GDM nin geligiminde rol oynayan genetik nedenler tam olarak bilinmemektedir.
GDM’li bireylerde ilerleyen donemlerde tip 2 DM goriilme riskinin yiiksek olmasi, yine tip 2
DM aile dykiisii olan bireylerde de GDM gelisme olasiliginim yiiksek olmast her iki hastalifin
zemininde aym genetik faktdrlerin gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son
yillarda tip 2 DM’nin genetik altyapisi iizerine yogunlagmis aday gen ¢alismalari, baglanti
analizleri ve genom boyu iliski (GWA) ¢aligmalar ile ortaya konan genler ve risk faktdrlerinin
GDM gelisimi iizerinde etkileri arastirilmaktadir. Bu genlerin 6nemli bir kismmun insiilin

salmm mekanizmasiyla iliskili genler oldugu belirlenmistir (5).




Fetuin-A ( alfa2-Heremans-Schmid glikoproteinin, AHSG ), 55-59 kDa agirliginda
fosforile edilmis bir glikoproteindir ve yetigskinlerde karaciger hepatosit hiicrelerinden
sentezlenerek dolasima katilir (6).

Fetuin-A'nin insiilin reseptdrii (InsR) tirozin kinaz(TK) aktivitesini ve insiilin
sinyalizasyonunun ERK 1/2 mitojenik sinyalizasyon kolunu inhibe ettigi gdsterilmistir. Insiilin
reseptdr otofosforilasyonunun inhibe olmastyla insiilin sinyal yolunun o6nemli bir
diizenleyicisi olan Insiilin Reseptor Substrat 1 (IRS-1) proteini uyarilmaz. Ayn1 zamanda
Fetuin-A nin fare miyoblastlarinda insiilinle uyarilan Glut 4 translokasyonunu bloke ettigi
belirlenmistir (7). Yapilan in vivo ve In vitro ¢alismalar ile fetuin-A'min insulin reseptor
tirozin kinaza baglanarak ve sinyal yolagini zayiflatarak insiilin rezistansina neden oldugu
belirlenmistir (8).

GDM’nin, karacigerden sekrete edilen Fetuin-A ile iligkili oldugu tespit edilmistir(9).
Gebeligin ilerleyen haftalarmda serum fetuin-A diizeyinin artt1§1 ve GDM’li gebelerde serum
fetuin-A diizeyinin anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmigtir. Ayrica serum fetuin A diizeyi
ile maternal insiilin direnci arasinda anlamh ve pozitif yonde bir iligki oldugu belirlenmigtir
(10). Fetuin-A"y1 kodlayan AHSG geni (HGNC:349), kromozom 3q27.3 {izerinde lokalize
olan 8.40 kb uzunlugunda 7 ekzon ve 6 introndan olusan bir gendir. Genin lokalize oldugu
kromozom lokusunun tip2 diyabet ve metabolik sendrom ile iliskili oldugu saptanmugtir.
AHSG geni olduk¢a polimorfiktir. AHSG geni iizerinde yer alan bazi polimorfizmlerin
serumdaki Fetuin-A diizeyi ile iliskili oldugu tespit edilmistir (11). Genin promotor
bolgesinde yer alan -843 A>T polimorfizminin (rs2248690), sdzkonusu genin trankripsiyonel
aktivitesi ile iliskili oldugu ve serum fetuin A diizeyini etkiledigi bildirilmistir (12). Genin 7.
Ekzonunda yer alan 767 C>G polimorfizminin ise (rs4918), protein iiriniinde Ser256Thr
missens mutasyonuna yol agtig1 ve serum fetuin A diizeyi ile iligkili oldugu saptanmustir (13).
Yukaridaki bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada, AHSG genindeki -843 A>T ve 767 C>G
polimorfizmlerinin GDM ile iliskili olup olmadigmin arastirilmas: amaglanmistir. Meveut
literatiir bilgisine gore bu ¢aligma, GDM'li hastalarda AHSG (fetuin A) gen

polimorfizmlerinin arastirildigi ilk ¢alismadir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) birgok nedene bagli olarak gelisen, insiilin eksikligi veya
etkisindeki defektler nedeniyle organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince
yararlanamad:g1 ve hiperglisemi ile kendini gsteren, kronik ilerleyisli endokrin ve metabolik
bir hastaliktir. DM etiyolojisinde biiyiik oranda genetik ve gevresel faktorler rol oynar. DM,
belirli genetik faktdrlerin, farkli patolojik ve etiyolojik mekanizmalarin neden oldugu
heterojen bir grup hastaliktan olugmaktadir (2, 14).

Viicudumuzda kan glukoz seviyesini dengeleyen en nemli hormon pankreasin beta
hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonudur (15). DM, salgi bezinin yeterli miktarda insiilin
iiretememesi ya da tirettigi insiilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasi nedeniyle
ortaya ¢ikar ve dmiir boyu siiren bir hastalik haline doniistir (16).

Diabetes mellitus uzun siire kontrol edilmediginde ¢oklu organ hasarina yol agan bir
hastaliktir (17). Diabetes mellitusun olugturdugu komplikasyonlar; 6liim oranini artiran
diabetik ketoasidoz, hiperglisemi ve hipoglisemi komasi, metabolik komplikasyonlar ve
kroniklesmis hiperglisemik durumun neden oldugu damar hasarlarindan olugmaktadir. Damar
komplikasyonlarida mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara neden olmaktadir.
Bunlar; goz, {irogenital sistem, sinir sistemi, yine miyokardiyal enfarktiisle sonuglanan
kardiyovaskiiler hastaliklar, inme ile sonuglanan serebrovaskiiler hastaliklar ve Pulmoner
Arteriyel Hipertansiyon (PAH) gibi hastalik gruplarma yol agmaktadir (18). Ayni zamanda
DM ateroskleroz, miyokard disfonksiyonu, depresyon, sekstiel fonksiyon bozuklularma neden
olmaktadir (19-21).

Diyabetes mellitus, Insiilin eksikligine bagli olan Tip 1 diabet, hiicre reseptor defektine
bagli olarak ortaya ¢ikan Tip 2 diabet ve ilk kez gebelikte baslayip ilk kez gebelikte tan alan

ve dogumdan sonra kaybolan gestasyonel diabetes mellitus olarak smiflandirilabilir.

2.1.1. Tip 2 Diabetes Mellitus




Tip 2 diabetes mellitus, insiiline bagimli olmayan diabet tipidir (22). Yagin ilerlemesiyle
goriilme siklig1 artan, diabet belirtilerinin az goriildiigii, kronik komplikasyonlarm daha sik
goriildiigii DM tipidir. Tip 2 DM nin temelinde instilin direnci ve insiilin salgilanmasinda
bozukluk vardir (23). Bu kisilerde insiilin viicutta iiretilir ancak iretilen insulin hedef
dokularda etkili olarak kullanilamaz (24). Tip 2 diyabetli hastalarin biiyiik bir boliimii obezite
problemi yasamaktadir. Hiperglisemi kademe kademe artar ve hastaligin baslangicinda ki
belirtilerin siddetli olmamasi nedeniyle hastalar uzun yillar tani almayabilirler. Bu nedenle
Tip 2 diyabetliler tan1 aninda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler patolojilerin ve hastaliklarin
gelismesi acisindan risk altindadirlar (25). Tip 2 DM, gevresel ve genetik faktdrler, toplumun
modernlesmesi ile beraber degisen yasam bi¢imi ve obezite gibi faktorlerin bir araya gelmesi
ile olusur (26). Yapilan bazi aragtrmalarla insiilin direncinin olusumunda, c¢esitli
kademelerdeki fonksiyonlar: yoneten gen hatalarinin tip 2 diyabet gelisiminde rol oynadigi
kanitlanmistir (27).

Tip 2 DM lilerde insiilinin etkilerine kars: periferik dokularda insiilin direnci meydana
gelir. Tip 2 diabette beta hiicreleri kan seker diizeyine yanit veremez ve glukoza kars1 insiilinin
yanrtinda bir bozukluk bulunur. Bazi tip 2 diabetlilerde glukokinaz enziminin eksik olmasinin
bu duruma neden oldugu belirlenmistir (28).

Eger karacigetden glukoz iiretimi artmigsa bu durum insiilin eksikliginden, glukagon
fazlaligidan veya insiilinin etkisini gdsterememesinden kaynaklanir bunun sonucunda aglik
hiperglisemisi ortaya ¢ikar (29).

Tip 2 DM olusumunda bir takim risk faktdrleri yer almaktadir: Yas ilerlemesiyle tip 2
DM nin goriilme sikliginin artmasi, monozigot ikizlerde %90 oraninda birlikte gbriilmesi
nedeniyle genetik faktdrlerin tip 2 DM de biiyiik 6lgiide rol oynadigini gdstermektedir, birinci
derece akrabalarda diabet bulunmasi diabet geligsme riskini 2-6 kat arttirir. Yine Tip 2 DM 'nin
HLA gruplan ile iliskili olabilecegi diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda obezite, Tip 2 diabet
gelisiminde gérev alan 6nemli risk faktdrlerinden biridir (30-32). Bozulmus aghk glukozu
(IFG) ve bozulmus glukoz toleransi (IGT)'nmn tip 2 DM ortaya ¢ikmadan 6nce goriildigii
belirlenmistir. IGT varhig1 diabet geligme riskini 5-8 kat arttirmaktadir ve her yil bu bireylerin
%1-9 unda tip 2 DM goriilmektedir (33). IFG i¢inde benzer durum s6z konusudur. IFG mikro
ve makrovaskiiler hastaliklarn basladigt dénemdir. Genellikle orta ya da ileri yas hastalig1
olarak kabul edilmektedir ancak son zamanlarda daha geng yaslarda da tip 2 DM vakalari

goriilmektedir (34).




2.2. GESTASYONEL DiABETES MELLITUS

GDM, ilk kez gebelik sirasinda baglayan veya ilk kez gebelikte farkina varilan
karbonhidrat intoleransidir (35). Gebelikten &nce bilinen diyabeti olanlar bu tanim igerisine
girmezler (36). GDM olgularinin biiyiik bir kisminda glukoz tolerans bozuklugu gebelik
esnasinda baslamaktadir. Hastalarin az bir kisminda ise daha dnceden fark edilmemis tip 2
diyabet bulunmaktadir (3). Glukoz intolerans: olgularin biiyiik ¢ogunlugunda dogum sonrasi
ortadan kaybolmaktadir. Gebelikte plasentadan salgilanan insiilin karsitt hormonlar nedeniyle
hedef organlar da; karaciger, kas ve yag dokusunda insiilin duyarlilifs azalmaktadir.
Dolayisiyla hedef organlardaki insiilin direnci gelisimine karsilik beta hiicresinin yetersiz
insiilin salgis1 hiperglisemiye neden olmaktadir (26). Normal gebelik siirecinde ortaya ¢ikan
instilin duyarhhgmdaki %60°1ik diisiis, bu bireylerde GDM’ye yol agar (37).

GDM pek ¢ok maternal ve fetal komplikasyonlarin artmasma neden olmaktadir.
GDM li annelerin ¢ocuklarinda uzun dénemde bozulmus glukoz intoleransi, artmis obezite ve
entelektiiel kapasitede azalma gibi saglik sorunlari ortaya ¢ikmakta ve toplum saghgmi bityiik
oranda etkilemektedir(1). Bu nedenle, gebelik sirasinda diyabet, yalnizca annelerde diyabet
riski ile degil, ayn1 zamanda ¢ocuklarmda geker hastaliinin gelismesine yol acabilecek
metabolik degisikliklerle de iligkilidir (38). Yapilan bir arastirmaya gére dogumdan sonra
diyabetin kalic1 olma ihtimali %35 civarinda olup 5 yil i¢inde tip 2 diyabet gelisme riskinin

%50 oldugu bildirilmistir (39).

2.2.1. GDM Prevalansi

GDM prevalansi tim diinyada giderek artis gostermektedir. Prevalansin farkli
popiilasyonlarda %1-14 oldugu bildirilmistir (40). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’inde
GDM prevalanst % 6-7 civarindadir (41). ABD deki gebeliklerin %4 tiniin GDM nedeniyle
komplike oldugu tahmin edilmektedir. Yaygmligi wrk ve etnik kéken arasinda Onemli
farkliliklar gostermekle beraber giiniimiizde siklig1 giderek artmaktadir (26). GDM siklig
ABDde beyazlarda diisiik iken, Afrika ve Giiney Amerika kdkenlilerde ve Yerlilerde ise daha
yiiksektir (42). Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calisma (TURDEP I ve IlI)'larma gore,
Tiirkiye'de diyabet prevalansinda son 12 yilda %90 artis (%7,2—%]13,7) oldugu

belirlenmistir. Bu durum ayni1 zamanda GDM prevalansindada artis oldugunu gostermektedir




(43). Prevalans oranlari; o toplumda kullanilan tarama ve tani testlerinin, tanisal kriterlerin ve
o popiilasyonun karakteristik dzelliklerinin (ortalama yas, hamile kadinlardaki viicut kitle
indeksi gibi) farkli olmasi nedeniyle degisiklik gostermektedir. Yalniz annenin yaginin ve
obezitesinin artmasi nedeniyle GDM prevalansi da zamanla artmaktadir (44). Yirmi bes yas -
{izeri gebelerde GDM siklig1, 25 yas alt1 gebelere gore 8-10 kat daha fazladir (45). Diinya
capindaki diyabet hastalarinin % 90-95ini tip 2 diyabetliler olusturmaktadir. GDM
prevalansinin toplumdaki tip 2 diyabet prevalans: ile iligkili oldugu saptanmugtir (1).
Gebelikten sonra GDM gegiren kadmlarda tip 2 DM gelisme riski %17-63 arasinda
degismektedir. Niifusa bagli olarak gebelik sonrasi 5-16 yil iginde bu risk faktorleri
artmaktadir (41).

GDM'nin daha sonraki gebeliklerde % 45°lik bir oranla tekrarlayabilecegi
bildirilmistir (46). GDM‘li kadinlarda ilerleyen yillarda tip 2 DM, IFG, IGT ve lipid
metabolizma bozukluklari gelisebilir. Bu nedenle Dogumdan sonra 6 ay iginde oral glukoz
tolerans testi (OGTT) yapilarak glukoz metabolizmasimin kontrol edilmesi gerekir. GDM, tip
2 DM igin yatkinlik olugturmaktadir (47-49).

2.2.2. Gestasyonel Diyabet Goriilme Riskini Arttiran Faktorler

Insiilin direncinden sorumlu olan human plasental laktojen (HPL), progesteron,
kortizon, ve prolaktin hormonlari gebeligin diabete olan egilimini arttirirlar. HPL miktarinin
artmas! ile kandaki trigliserit, serbest yag asitleri, HDL, VLDL, lipoproteinler ve serbest
kortizon miktarlar1 artarak hiperglisemiye katkida bulunurlar (50). GDM gelisme riskini
arttiran ¢ok sayida faktdr oldugu bildirilmigtir. Bunlar; (51-53).

e 1. derece akrabalarinda DM olmasi

o Ideal viicut agirhiginin 110 kg'dan fazla olmast

¢ Gebelik yaginin 25 den biiyiik olmasi

e 40 yasn iistindeki kadinlarda GDM’nin ortaya ¢ikma sikligi, 20-24 yas grubundaki
kadinlara gore yaklagik 10 kat daha yliksektir

e Onceki gebeliklerde bozulmus glukoz tolerans: ya da GDM &ykiisii olmasi

e Daha 6nce 4,1 kg’n iistiinde veya 2,7 kg'1m altinda bebek dogurmak

|
|
e Ilk prenatal vizitte glukoziiri gériilmesi
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e (Qbezite

|
]
e Polikistik over sendromu goriilmesi
i
e Tip 2 diyabet gelisim riskinin yuksek oldugu bir etnik gruba dahil olmak i

|

2.2.3. Gebelikte Gukoz Metabolizmasi

GDM nin patofizyolojisine, insiilin direncinin neden oldugu belirlenmigtir. Gebeligin
ilk aylarinda annenin depoladidt protein, glikojen ve yag dokusu fetusun ihtiyaglar igin
kullanilmaktadir. Bu dénemde glukozun kullanimu arttifi icin annenin kan.glukoz diizeyi
diisiiktiir. Bu aylarda insillin duyarlilig: artar ve hipoglisemiye egilim gelisir. Gebelikte
ilerleyen aylarda glukoz ve proteinlerin fetusa saklanmasi saglanir. Plasentadan salgilanan
HPL, progesteron, kortizon gibi bazi hormonlar insiilin direncini ve gebeligin diyabete olan

egilimini arttirirlar. (54,55).

Normal gebeliklerde son ii¢ ayda insiilin duyarliliginda belirgin bir azalma oldugu
goriilmiistiir (56). Insiilin direnci GDM’li gebelerde beta hiicre fonksiyonunun bozulmasina
neden olarak insiilinin, glukozun kullanimini uyarmasina bir direng olusturur. Boylece
hiperglisemi ile seyreden GDM tablosu gelisir (57). GDM, normal glukoz dengesinin
saglanmasinda doku gereksinimlerini kargilayacak insiilin salgisinin dengelenememesinden
kaynaklanir. Gebeligin son aylarinda insiilin ihtiyact giderek artmakta ve dokularda giderek
artan bir insiiline duyarsizlik gelismektedir (56). Bunun en belirgin nedeni de insiilin
direncinin beta hiicre fonksiyonunu bozmasidir. Dogum sonrast olusan insiilin direnci azalr

fakat normal bireylere gore yinede yiiksek ¢ikar (22).

2.2.4. Insiilin Glukoz Metabolizmasi

Insiilin, pankreas bezinin langerhans adaciklarindan salgilanan ve dokularmn yakat
kullanimint koordine eden en $nemli hormondur. Insulin’in hiicreler lizerindeki etkisi reseptor

tizerinden olur ve bu reseptdrler glikoprotein yapidadir (58).
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Hiicre basina diisen reseptor sayist aglikta artarken, obezitede azalir. Insiilin miktarinin
artmas: reseptdr sayisint azaltirken, azalmasi ise reseptdriin sayisim ve ilgisini artirr (4).

Insiilin reseptorii, glikozile edilmis a ve B alt birimlerinden olusup tirozin kinaz reseptor



ailesinin bir itiyesidir. Bu alt birimler disiilfid baglartyla baglanarak bir tetramer igine
yerlestirilir. Her bir B alt biriminde ki bir hidrofobik alan, plazma zarini kapsar. Beta alt birim,
hiicrenin disinda, transmembran bolgede ve hiicre i¢i kisminda bulunmaktadir. Alfa alt birimi,
ekstraseliiler alanda insiilin baglanma bolgesidir. Beta alt biriminin sitozolik alani, insiilin

tarafindan aktive edilen bir tirozin kinazdir (Sekil 1) (59, 60).

Reseptdre badh insulin

B

Hilcre dige
aralik

)
N v Onotoestoriiagsvon
Karboksil ug Lélgesi
alaniar

Hedef
Protein

i Hiicre igi

Sitozol e ¥ {nsulin etkisi

Sekil 1. Insiilin reseptdr tirozin kinaz yapisi ve aktivasyonu

Insiilin salimimi, iki asamada gergeklesir birincisi; kandaki glukoz diizeyinin
artmastyla beta hiicrelerindeki depo insiilinin salgilanmast, ikincisi; uyar1 devam ettikge aktif
insiilin sentezi ile gecikmis ve uzamig salimim. Insiilin sentezi ve salimmindaki en 6nemli
uyaran glukoz molekiiliidiir. Insiilinin salinabilmesi i¢in ortamda ATP olmas1 gerekir GLUT-
2 (glukoz transporter I ) araciliftyla beta hiicreleri ig¢ine giren glukoz glukokinaz enzimi ile
yikilir ve dolayistyla hiicre iginde ATP diizeyi artar. Bu durum ATP-bagimli K* kanallarini

kapatarak depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon membrandaki voltaj-bagimli Ca




kanallarini agarak, hiicre disindan hiicre igine giren Ca*" araciliryla insiilin salgilanmasim

arttirrr (Sekil 2) (61).

Beta hlicresi insulin salgilar.
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Sekil 2. B-hiicrelerince insulin salmimmin hiicre i¢i mekanizmasi

Insiilin, karaciger, kas ve yag dahil ¢ogu dokunun hiicre zar1 igindeki spesifik, yiiksek
affiniteli reseptdrlere baglamir (59). Bu biyolojik eylemler sonucunda fosforilasyon-
defosforilasyon seklinde bir dizi reaksiyon gergeklesir; Insiilinin reseptdre baglanmasiyla beta
alt birimi fosforillenir ve hemen ardindan tirozin kinaz aktive edilir. Aktiflesen tirozin kinaz
iskelet kasinda gdrev alan IRS-1 ve karacigerde gorev alan IRS-2 gibi ilgili hiicre i¢i
proteinleri fosforile ederek aktiflestirir. IRS proteinleri de intraselliiler bir enzim olan PI3K
(fosfoinositol-3-kinaz)'ya baglanir. PI3K nin aktive olmasiyla (62,63), hiicre i¢i havuzdan
hiicre membranina glukoz tastyicilarimin alimmuni tesvik eder. Glukoz tastyicilart insiilin
araciliy ile glukozun hiicreden gegisini saglar. Insiilin seviyesi diistiigiinde, glukoz tagtyicilar
vezikiiler endozom adi verilen organel olugturarak hiicre membranindan hiicre i¢i depolama

alanina gegerek burada bir sonraki gorev i¢in beklerler (59,).




2.2.5. insiilin Direnci

Insiilin direnci, beta hiicreleri tarafindan salgilanan instiline biyolojik yanitta bozukluk
olarak tanimlanir (64). Normalde insiiline cevap veren hedef dokularda insiilin sinyal yolunun
yetersiz kalmasi olarak agiklanabilir. Insiilin direnci, dogal yollarlada gelisebilir, insiilin
tedavisi sirasinda anti-insiilin antikorlarinin olusmasi ve insiiline duyarliligin azalmasi sonucu

da gelisebilir (4).

Insiilin direnci hiicresel olarak prereseptdr, reseptdr ve postreseptdr olmak iizere iig

mekanizma ile gerceklesebilir. (65).

Prereseptor diizeyde insiilin direncinde insiilin geni yapisinda meydana gelen
mutasyonlar nedeniyle defektif insiilin molekiilleri olusur. Yine proinsiilin molekiiliintin
yapisinda meydana gelen anomali nedeniyle proinsiilin insiilene tam olarak ddniisemez. Bu
etkenler insiilin direncine yol agar. Kortizol, biiyiime hormonu gibi hormonlar ile serbest yag
asitleri, anti insiilin antikorlar1 gibi hormonal olmayan karsit etkili maddelerde insiilin
direncine neden olurlar. Reseptér diizeyinde ya reseptor sayisinda azalma ya da reseptdrde

mutasyon gdriilmesi sonucunda yine insiilin direnci meydana gelir.

Postreseptdr diizeyinde Insiilin reseptdriiniin tirozin kinaz aktivitesi, glukoz iletiminde
ve fosforilasyonunda azalma, insiilin reseptor sinyal yolunda bozukluk insiilin direncine
neden olmaktadir (66). Insiilinin insiilin reseptdrii ile birlesmesi sirasindaki basamaklarda bir
bozukluk meydana gelmesi halinde viicut insiiline anormal yanit vererek, karaciger, kas ve
yag dokusunda direng olugumuna neden olur. Bu durum hepatik glukoz tiretimi arttirirken kas

ve yag dokusunda glukozun hiicre igine alimi azalacaktir (67).

2.2.6. Gestasyonel Diabetes Mellitus Taramasi ve Tam Kriterleri

Gebe bireylerde GDM taramasi ve tani kriterleri ile ilgili ¢ok sayida farkli goriisler
bulunmaktadir. Ulkemizde GDM taramalarinda, American Diabetes Association (ADA)
kriterlerinin uygulanmasinin daha dogru sonuglar verecegi, diger kriterlerin uygulanmasi
halinde GDM insidansmin yiikseldigi bildirilmigtir. ADA iki asamali tarama testini

Snermektedir. Bu kriterlere gére GDM taramasinda herhangi bir zaman araliginda, gebeye (a¢
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veya tok halde verilebilir) 50 gr glukoz igirilir. Eger aglik kan sekeri 140 mg/dL"den yliksek
cikarsa 100 mg'lik OGTT testine gegilir. Bu testte AKS <95, 1. saat PG <180, 2. saat PG <155
mg/dl, 3. Saat PG <140 mg/dl olmalidir. Bu degerlerden iki tanesinin sinur degerin iizerinde

olmasi halinde GDM tanis1 konmaktadir (68,69,70).

ADA, onceleri yukarida agiklanan iki asamali tarama testini savunurken, 2010
yilindan itibaren Uluslararast Diyabetik Gebelik Calisma Gruplar: Birligi  (IADPSG)
kriterlerinin uygulanmasint nermektedir. Bu kriterlere gére gebe bireye a¢ halde iken 75 g
glukoz ile yapilan 2 saatlik OGTT testinde, AKS <92 mg/dl, 1.saat PG <180 mg/dl, 2.saat PG
<153 mg/dl olmalidir ve bu degerlerden bir tanesinin sinir degerin iizerinde olmasi halinde

GDM tanisi konmaktadir (Tablo 1) (68-71).

Tablo 1. Gestasyonel Diyabet igin Tani Kriterleri

American Diabetes

Association AKS 1. saat PG | 2. saat PG | 3. saat PG
(ADA Kriterleri)
100 gr Glukoz ile OGTT
(En az 2 degerin pozitif olmasi <95 <180 <155 <140

halinde tan1 konulur)

75 gr Glukoz ile OGTT
(En az 1 degerin pozitif olmasi <92 <180 <153

halinde tan1 konulur)

GDM taramasi gebeligin 24-28. haftalari arasinda, daha énce GDM tanisi almamis ve
herhangi bir risk grubunda olmayan bireylere uygulanmasi Snerilmektedir. Yiiksek riskli
gebelerde ise goriildiikleri ilk ziyaret sirasinda tarama yapmanin uygun oldugu belirtilmigtir

(35).
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2.2.7. Gestasyonel Diabetes Mellitusun Genetigi

GDM 'nin genetik yapisi tam olarak bilinmemekle beraber GDM'li bireylerin ilerleyen
dénemlerde tip 2 DM'ye yakalanma riskinin bulunmasi ve tip 2 DM aile dykiisii olan
bireylerde de GDM gelisme riskinin ytiksek olmasi her iki hastaligin ayn genetik zemine
sahip olabilecegini gdstermektedir (5). GDM'li bireylerin annelerinde tip 2 DM prevalansinin
babalarina gore yiiksek oldugu ve aym zamanda anne-biiylikanne soyagacinda tip 2 DM
prevalansimin da baba-dede soyagacina gore daha fazla oldugu belirlenmistir (72).
Danimarkali ikizler arasinda yapilan bir ¢aligmada insiilin salimiminda ki bozulma % 75ten
fazla ve insiilin duyatliligi %53 oraninda bulunmugtur. Bu durum GDM nin genetik zemini
olabilecegini gostermektedir (73). Tek basina aile Sykiisii bile gestasyonel diyabet igin 6nemli
bir risk faktdrii oldugu bildirilmistir. Ebeveynlerinde diyabet Gykiisti olan bireylerle diabet
dykiisii olmayan bireyler kiyaslandiginda, sadece bir ebeveyni diyabetli olanlarin gestasyonel
diyabet riskinin 2.3 kat arttig1 ayn1 zaman da diyabetik bir kardese sahip olan kadinlarin 8.4
kat yiiksek GDM riski tagidig1 belirlenmistir (74,75). GDM tanis1 konmus 100 kadin {izerinde
yapilan bir aragtirmaya gére kadmlar dogumdan sonra 11. yilda tekrar incelenmis ve %
60‘inda tip 2 DM ya da IGT oldugu belirlenmistir. Bu kadinlarm ebeveynleri de incelenmis
ve biiyiik bir bsliimiinde tip 2 DM ya da IGT saptanmamuis olmast, poligenik kalitimim ya da
cevresel faktorlerin  otozomal dominant kalitimdan daha fazla etkili oldugunu
diistindiirmektedir. GDM ile iliskili genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde GDM nin
patogenezinde etkili oldugu tahmin edilen aday genlerdeki genotip varyasyon calismalar
kullanilmistir. Aday gen ¢aligmalarinin Snemli bir sinirlamasi, genom ¢apinda iliskilendirme
calismalarindan (GWAS; genome-wide association studies) farkli olarak ¢aligilacak genlerin
se¢iminde ydnlendirilmis bir yaklagimin kullanilmasidir. GWAS calismalari bu kisitlamalara
ragmen hastalik yollar1 hakkinda yeni bilgiler vermekte ve karmasik genetik mimarinin
incelenmesine olanak saglamaktadir (76,77). GDM ile ilgili 6nceki ¢aligmalar ¢ogunlukla
baslangigta biyolojik olarak makul olan genlere dayali ve daha sonra tip 2 DM ile iligkisi
kanitlanan genlere dayali aday gen analizlerine odaklanmistir. Bu ¢alismalarin gogu az sayida
katilimer iizerinde gergeklestirildiginden sonuglar birbirleriyle ¢elismektedir. Yakin zamanda,
yapilan g¢aligmalarin birgogunu igeren iki farkli meta-analiz gerceklestirilmistir (78,79).
Bunlardan birinde; 29 galismadan elde edilen sonuglari igeren 10 gen i¢erisindeki 12 SNP'nin
iliskisi incelenirken, digerinde 22 galigmada sekiz gende rapor edilen 9 SNP incelenmis olup

bu iki meta-analizdeki on alt1 ¢alismanin ortak oldugu goriilmektedir. Bu iki meta analizde de
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6 genin varyantlar1 ile GDM arasinda iligki oldufu gosterilmistir. Her meta analizde
digerinden farkli olarak ek bir gen daha belirlenmis olup GDM ile iliski gdsteren bu 8
gen; TCF7L2, GCK, KCNJ11, KCNQI1, CDKALI, IGF2BP2, MTNRI1B ve IRS1 genleridir.
Bu gen lokuslarinin tiimii aym1 zamanda TIP 2 DM riski ile de iligkilidir. GCK, KCNJ11,
KCNQ1, MTNRI1B, IGF2BP2, CDKALI ve TCF7L2’nin de dahil oldugu bu genlerin
cogunlugu, beta hiicre fonksiyonu veya gelisimi i¢in 6nemli olan, proteinleri kodlamaktadr.
Buna karsilik, insiilin sinyalizasyonunda kritik rol oynayan, bir baglanma/kenetlenme proteini
olan IRS1'deki varyantlarda, insiilin duyarliligim etkilemektedir. Gebelige bagli insiilin
direncinin altinda yatan baska bir mekanizma ise inflamatuvar modiilator {iretilmesidir. Bu
bilgiye dayali olarak, enflamatuvar yolaklarda yer alan onemli lokuslardaki genetik
varyasyonlar ile GDM’ nin iligkisini inceleyen aday gen ¢alismalar1 da gergeklestirilmistir.
Avrupa ve Tayland kokenli HAPO katilimeilart ile yapilan bir ¢alismada, enflamatuvar
yolakta yer alan RETN, IL8, ADIPORS, LEPR, IL6 ve TNF-a gen varyantlarinin GDM ile
iliskisi saptanmistir. GDM'li Meksikali gebe kadimnlarla yapilan kiiciik bir ¢alismada TNF-
a'nm promotor bdlgesindeki bir polimorfizminin insiilin direnci (HOMA-IR) ile iligkili

oldugu da gosterilmistir (Tablo 2) (78-86).
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Tablo 2. GDM ile iliskili aday genler

Gen Protein Gorevi
IRS1 Insiilin reseptdr Insan adipositlerinde, insiiline cevaben PI3-kinazin
substrat 1 aktivasyonu ve baglanmasi i¢in IRS-1’in ana baglanma
proteini oldugu bildirilmistir.

IGF2BP2 | Insiilin Benzeri Insiilin sinyal yolagina katilmakta ve insiilin

Biiylime Faktorii 2 sekresyonunda rol oynamaktadir. IGF2BP2

mRNA-Baglayici varyantlarinin bozulmusg beta hiicre fonksiyonu ile

Protein 2 iligkili oldugunu gosteriimigtir.

CDKAL1 | CDKS regiilator tRNA metiltiotransferaz; tRNAPS(UUU)'da 2-metiltiyo-

altiinite iliskili protein | N°-threonilkarbamoiladenosin (ms2t6A) biyosentezini

1 benzeri 1 yapan ve AAA ve AAG kodonlarmin dogru
translasyonu igin gerekli olan bir memeli
metiltiotransferazidir. Bu gendeki varyasyonlar instilin
yanitinda bozukluk ile iliskilendirilmistir.

GCK Glukokinaz Glukoz metabolizmasmda ilk ve hiz kisitlayici basamak
olan glukozun glukoz-6-fosfata fosforillenmesini
katalize eden enzimdir. Glukokinaz geninin heterozigot
inaktive edici mutasyonlarmda glukozun algilanmasmnda
bozukluk ile karakterize pankreas beta hiicre
disfonksiyonu ve glukoz duyarliliginda bozulma
gozlenmektedir.

TCF7L2 | Transkripsiyon faktdrii | Proglukagon gen ekspresyonunun diizenlenmesinde

7-benzeri 2 gbrev alan bir transkripsiyon faktoriidiir.

KCNQ1 | Potasyum voltaj-kapili | Potasyum kanalinin bir altbirimini kodlar. Insiilin

kanal altfamilyasi Q sekresyonunun regiilasyonunda gérev alir.
tiyesi 1

MTNRI1B | Melatonin reseptSr 1B | B-hiicrelerinde eksprese olan G-proteini reseptdrii
melatonini baglar ve insiilin salinimini antagonize eder.

KCNJ11 | KQT-benzeri alt ailesi, | insiilin salinim mekanizmasinda anahtar rol oynayan

1. tiye ATP bagimli potasyum kanalint (KATP) kodlayan
genlerden biridir. Bu gendeki mutasyonlar (nadir
varyantlar) konjenital insiilin salinim bozukluklarina yol
agar.

Yukarida agiklanan g¢alismalarin yami sira, bircok az vaka sayisi kullanilarak yapilan ve

tekrarlanmamis ¢aligmalarda da, GDM ile iligkili oldugu bildirilen bagka aday lokuslar
bildirilmistir (86).
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2.3. FETUIN-A (AHSG)

AHSG olarak da bilinen Fetuin-A ilk olarak 1944 yilinda saptanmistir (87). Molekiil
Fetal donemde birgok dokuda iiretilirken erigkinlerde biiyiik oranda karacigerde sentezlenir.
Fetuin-A 59 kD agirliginda protein yapisinda bir molekiil olup sistein proteaz inhibitSrlerinin
sistatin stiper ailesinin bir iyesidir. Arka arkaya dizilen sistein, prolin ve glisin
aminoasitlerinden olusur (88). Fetuin-A’nin serum diizeyi, proinflamatuvar sitokinlerle (IL-
1, IL-6 ve TNF-o. ve C reaktif protein-CRP) ters iligkilidir (89) Bundan dolay1 bir negatif akut
faz reaktani olarak bilinir (90). Serum fetuin-A diizeyi ile adiponektin diizeyi arasinda negatif
korelasyon saptanmig olup (91), adiponektin mRNA’sinm g¢ofalmasmi baskiladig
bildirilmigtir (92).

Diyaliz hastalarinda fetuin-A'nin  hem serum seviyesinde diistiklik hemde
aktivitesinde azalma oldugu saptanmistir. Bu da diyaliz hastalarinda diisiik fetuin- Adiizeyi
ile artmus vaskiiler kalsifikasyon ve inflamasyon arasinda belirgin bir iliski oldugunu
gbstermektedir. (93). Diyaliz hastalarinda bu glikoproteinin serum seviyesi ile tiim nedenli
oliim ve kardiyovaskiiler liim oranlari arasinda ters yonlii iliski oldugu belirlenmigtir (94).
Yapilan bagka bir aragtirmada prediyalitik donemdeki diyabetik nefropatili hastalarda, serum
fetuin-A duzeyi ile koroner arter kalsifikasyon diizeyleri arasinda dogrudan bir iliski oldugu
g0sterilmistir (95).

Fetuin-A'nin hem invivo hem invitro ortamda, insiilin reseptdr tirozin kinaz
aktivitesini ve insiilin reseptdr otofosforilasyonunu inhibe ederek insiilinin etki etmesini
engelledigi belirlenmigtir. Bu 6zellik fetuin-A min insiilin direnciyle iligkili oldugunu
gostermektedir (8). Kas ve yag dokusunda insiilin reseptor tirozin kinaza tersinir olarak

baglanip sinyal yollaklarini zayiflatarak bu dokularda insiilin direncine neden olmaktadir (96).

Insiilin reseptdr otofosforilasyonunun inhibe olmasi insiilin sinyal yolunun énemli bir
diizenleyicisi olan insiilin reseptdr substrat 1 (IRS-1)’in uyarilmasini engeller. IRS-1 proteini,
ayrica hiicrelere glukoz depolanmasi ve tasinmasinda, yag ve protein metabolizmasinda,

hiicrelerin farklilasmasinda Snemli rol oynamaktadir (96). ( Sekil 3') (97).
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Sekil 3. Fetuin-A aracililig1 ile insiilin reseptriiniin inhibisyonu

Fetuin-A min bulunmadi@i farelerde insiiline duyarliligin arttig1 ve diyetle indiiklenen
obezitenin diizeldigi gbzlemlenmistir (8). Insanlarda yapilmis ¢aligmalarda; yiiksek fetuin-A

diizeyleri insiilin rezistanst ile iligkili bulunmustur (98).

Yagli karacigerde fetuin-A yapmwunmn arttigi durumda instiline duyarli dokularda
insiilin etkisinin bozularak, insiilin direnci ile beta hiicre fonksiyonunun zayifladigt ve tip2
diyabetin olustugu belitlenmistir. Yapilan bir ¢alismada, yitksek serum fetuin-A diizeyinin
diger risk faktorlerinden bagimsiz sekilde tip 2 diyabet gelisimi ile gii¢lii iligkisinin oldugu
gosterilmigtir (99).

2.4. AHSG Geni

Fetuin-A"y1 kodlayan AHSG geni (HGNC:349), kromozom 3q27.3 {izerinde lokalize
olan 8.40 kb uzunlugunda 7 ekzon ve 6 introndan olusan bir gendir (100). Genin lokalize
oldugu kromozom lokusunun tip2 diyabet ve metabolik sendrom ile iligkili olduBu
saptannugtir (101).
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Sekil 4. Fetuin-A proteinini kodlayan AHSG geninin kromozom 3 {izerindeki lokalizasyonu

Genomik yapi1 7 ekzon ve 6 introndan olugur (102). AHSG geni oldukea polimorfiktir
ve lizerinde gesitli tek niikleotit polimorfizmleri (SNP'ler) tespit edilmistir. Fetuin-A serum
seviyesinin, AHSG geni i¢indeki SNP"lerle korele oldugu tespit edilmistir (104). AHSG geni
iizerinde 1560 tane polimorfik bolge oldugu belirlenmistir (105, 106).




3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Olusturulmas: ve Periferik Kan Orneklerinin

Toplanmas:

Calismanin materyalini Harran Universitesi Tip Fakiiltesi (HUTF) Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Kliniginde gestasyonel diyabet tanist almis gebeler ile benzer yag ve
gebelik haftas1 araligindaki saglikli gebeler olusturmustur. Arastirmaya dahil edilen gebeler,
HUTF Hastanesi Kadin Hastaliklar: ve Dogum Polikliniginde izlenen ve OGTT taramasi i¢in
HUTF Hastanesi Endokrinoloji Poliklinigine yonlendirilen 24-30 haftalik gebe kadmlardi.
Arastirmaya dahil edilen ¢alismaya onay veren gebeler, OGTT sonucuna gére gestasyonel

diyabeti olan 83 gebe ve 100 saglikli gebe olmak iizere iki gruba ayrildi.

Caligmaya Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulunun Harran Universitesi Tip

Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Aragtirmalar Etik sayili onay1 alinarak baglandi.

3.2. Kullanilan Laboratuvar Arac-Gere¢ ve Kimyasallari
3.2.1. Kullanilan Arac¢-Gerecler

e Real-Time PCR (Rotor-Gene Q Series, Qiagen)
e Standart 36 Kuyucuklu Polipropilen Real Time PCR Plate

e FEtiiv (Niive EN-500)

e 1,5 ml'lik Polipropilen Santrifiij Tiipleri (BD Falcon)
e Otoklav (Niive OT 4060 V, OT 40 L)

e Vorteks (VELP)

e Mikropipet Seti (Eppendorf)

e Santrifiij (Niive NF-800)

e Buzdolabi (Argelik 8188 NF)
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e Derin Dondurucu (SANYO, Biomedical Freezer)

e Hassas Terazi (AND)

e Pipet ucu - geffaf - 200 ul --DNA & RNA free

e Pipet ucu - seffaf - 1000 ul -- DNA & RNA free

e Pipet ucu - seffaf - 10 ul -- DNA & RNA free

e Tiip - mikrosantrifiij - P.P - 1,5 ml - DNA & RNA free
e Eldiven nitril pudrasiz

e gPCR tiipleri - diiz kapakli - 0,2 ml — steril

3.2.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Absolute Etanol (Riedel-de Haen 32221)

¢ Proteinaz K (Invitrogen 46-7285)

e Steril distile su (Respiflo 21000)

¢ DNA izolasyon kiti (Invitrogen Pure Link Genomik DNA Mini Kit K1820-02)
e 2X TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, 4364340)

e 40X Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays Mix (Applied Biosystems) (rs4918; C_1838758_10).

e 40X Pre-designed TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays Mix (Applied Biosystems) (rs2248690; C_3259700 _1_).

3.3. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin her birinden 2ml'lik kan 6rnegi EDTA'I1
tiiplere alindi ve bu bireylerin 200 pl'lik periferik kanindan Invitrogen Pure Link Genomik
DNA Mini Kit K1820-02 yéntemiyle DNA izolasyonu yapildi (107).
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3.3.1. Invitrogen Pure Link Genomik DNA Mini Kit K1820-02 yéntemiyle DNA

izolasyonu Protokolii:

1.

10.

11.

Steril mikrosantrifiij tiiplerine 200 pl taze veya dondurulmusg kan drnegi konuldu.

Ornege 20ul proteinaz K (Kit ile birlikte verilir) ve 20ul RNAase A (Kit ile birlikte
verillir) eklendi. Vortekslenerek oda sicakliginda 2dk inkiibe edildi.

200 purelink genomik lizis tamponu ilave edildi ve tekrar vorteksleme yapildi.
Ornekler 55°C"de 10 dakika etiivde inkiibe edildi.
Etiivden alinan lizata 200 pl %96-100 etanol ilave edilip 5 sn ye vorteksleme yapildu.

Ornekler mikrosantrifiij tiiplerinden spin kolonun yerlestirildigi toplama tiiplerine

aktarildi.

Tiipler santrifiij cihazina yerlestirilerek 10 000xg de 1 dakika santriftij edildi.

Santrifiijden ¢ikarilan toplama tiipleri atild1 ve kolon temiz tliplere yerlestirildi.

Etanol ile hazirlanmig 500 pl WB1 (Wash Buffer 1) eklendi ve kolon 10 000xg de 1
dakika boyunca santrifiij edildi. Cikarilan toplama tiipleri atilarak kolon temiz tiiplere

yerlestirildi.

Etanol ile hazirlanmig 500 pl WB2 (Wash Buffer 2) eklendi. Kolonu 3 dakika boyunca
maksimum (14 000xg de) santrifiij edildi ve toplama tiipleri atild:.

Spin kolon steril 1.5 ml'lik ependorf tiiplerine yerlestirildi. Kolona 200ul purelink
genomik Elution buffer eklendi ve 1 dakika iinkiibe etikten sonra 1 dakika boyunca 14
000xg de santriftj edildi.

Santrifiij isleminden sonra kolon atildt ve DNAlarm bulundugu tiiplerin kapaklar:

kapatilarak -20°C’de saklandh.
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3.4. izole Edilen DNA Orneklerinin Real-Time PCR Yo6ntemiyle Analizi

Periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra hasta ve kontrol
gruplart tizerinde genotiplendirme ¢aligmasi yapildi. Bu arastirmada fetuin A (Alpha-2-
Heremans Schmid Glycoprotein, AHSG) genindeki 767C>G (rs4918) ve -843 A>T
(rs2248690) polimorfizmleri “TagMan Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Genotyping
Assays” primer ve problari kullanilarak Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon (Real
Time Polymerase Chain Reaction) yontemi ile gergeklestirilmistir. Tablo 3'te bu arastirma

icin uygulanan baglanma sicakliklari ve siireleri verilmistir.

Tablo 3. AHSG genine ait SNP’lerin Real-Time PCR protokolii

Sicaklik(°C) Siire Dangii Sayist
95°C*de 3 dakika 1
95%C de 15 saniye denatiirasyon
40
60°C*de 60 saniye baglanma/uzama
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3.4.1. AHSG Geninde Cahsilan SNP’lerin Ozellikleri

Tablo 4. AHSG genine ait 767C>G polimorfizmi

Genin Adi

Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi

AHSG

Ekzon7 767 C>G rs4918

Cogaltilan
Sekans

AAATGGTCCTTTTTCCAGCCCGTGA[C/G]JCTCACAGCCCCAACCAGA
AGGTGCC

Cogaltilan
Bolge

ACAAAGACAATCCTAGTGAGGCCGGGGCCAACATAGGCCAGTCACC
CCTCCTTGTAACCTTGATGACAATCCCTTGTACTTGGGTAGGTCCTTT
CTTGCTAGACTCTTTGCAAATAAAAATGTATAATGTGAGGAAATTGG
GTGCCAGTGCCACCTGGGCCTGTGGGTTGTCTTGCCTGGGAGGAGGA
AGCAAACTAACTGAAGGAAATGGTCCTTTTTCCAGCCCGTGA[C/G
JCTCACAGCCCCAACCAGAAGGTGCCAATGAAGCAGTCCCCACAC
CCGTGGTGGACCCAGATGCACCTCCGTCCCCTCCACTTGGCGCACCT
GGACTCCCTCCAGCTGGCTCACCCCCAGACTCCCATGTGTTACTGGC
AGCTCCTCCAGGACACCAGTTGCACCGGGCGCACTACGACCTGCGC
C
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Tablo 5. AHSG genine ait -843 A>T polimorfizmi

Genin Adi Niikleotid Degisimi SNP referans numarasi
AHSG 5'UTR -843 A>T rs2248690

Cogaltilan | GACTCGAACCCAGAGCTGTGTCAAAJA/T]IGAGTCAGGACTCCCCTCTG

Sekans CTGCCC

Cogaltilan |CAAGGGTCACTTAATAGGCAGTGCCTGGAGTCAACACTGGCCCTCTG

Bolge TTCTGGCCAGAAAGACACACTGTAATTCTGCTGAGTCTGCAAAGAAT

GTTCAAGGGGTATTTGTGTCCGTAGCTGCTCGTGCAGCATCTCAGCCT
GCGGTGTCAGACTCGAACCCAGAGCTGTGTCAAA[A/TIGAGTCAGG
ACTCCCCTCTGCTGCCCTTGTGCACTGGCAGGGGCACTAGGTTACTA
GTGCTAGGAGACTCTGGTCAGTGCCCATCTGTGCTGTCACATGCAGG
GCCCTGGCAGTGAGGTCTGGAGAAGGAAGAGAAGGGGCAGGGAACC
CCACACGTTTTGCTGGTCATTTCCCACCGTGGTCCTGCCACGGGA

3.5. Genotip Tayini

AHSG (rs4918, rs2248690) gen polimorfizmleri i¢in 83 GDM'li hasta ve 100 normal

hamilelik stirecindeki kontrol grubu igeren arastirmada, her bir birey i¢in “Pre-designed

TagMan Single Nucleotide Polymorphism Genotyping Assays” sistemine gére Real Time-

PCR yontemiyle genotip tayini yapildi. Bu gen polimorfizmlerine ait alleller uygun floresan

boya ile isaretlenip elde edilen amplifikasyon egrileri ile her bir 6rnegin genotipi tespit edildi.

Kullanilan primer-prob setinde wild allel VIC (yellow) ile, polimorfik allel ise FAM (Green)

ile isaretlenmistir. Wild ve polimorfik allelere ait pozitif ve negatif 6rnekler Sekil 5 ve 6'da

gOsterilmistir (Sekil 5, 6).
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Sekil 5. Wild alleli belirleyici VIC (Yellow) probu ile isaretli, pozitif ve negatif pik 6rnekleri
(sigmoidal egri pozitif; yatay egri negatiftir).

28

Fluorescence:

Sekil 6. Polimorfik alleli belirleyici FAM (Green) probu ile isaretli, pozitif ve negatif pik

drnekleri (sigmoidal egri pozitif; yatay egri negatiftir).
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3.6. Istatistiksel Analiz

Yapilan ¢alismada GDM’li hastalar ve kontrollerdeki AHSG genpolimorfizmleri
arasindaki iliskinin belirlenmesinde, gruplar arasindaki ortalamalarin karsilastirilmasinda
Unpaired t test yapildi. Allellerin genotiplere dagilimi ve bu dagilimin beklenen deZerlerle
uyumunun (Hardy-WeinbergEquilibrium) incelenmesinde Pearson ki-kare testi kullanilmugtur.
Genotiplerin ve allelerin olasi riskleri odds orant hesaplanarak belirlenmistir. Calismadan elde
edilen verilerin istatistik analizleri SPSS v.11.5 paket programu ile yapilmustir. Istatistik

analizlerde %95 giiven araliginda, p<0,05 oldugunda sonuglar anlamli kabul edilmistir (108).
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4. BULGULAR

Bu calisma Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Kliniginde gestasyonel diyabet tanisi konmus 24-30 haftalik 83 gebe kadin ile benzer yas ve
gebelik haftasi araliginda ki 100 saglikli gebe tizerinde yapilmustir.

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarmm Yas Bakimindan Degerlendirilmesi

Yas bakimindan degerlendirildiginde hasta grubunun yas ortalamasmm 55,57(%
5,457), kontrol grubunun ise yas ortalamasinin 54,91 (£5,5) oldugu goriilmiistiir. Hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda yas dagilim: bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

olmadig1 (p>0,05) tespit edilmsgtir (tablo 6).

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin yag ortalamalar:

YAS Say1 Ortalama Std. Sapma p*
Hasta 100 27,18 5,64
0,28
Kontrol 83 28,08 5,73

*Unpaired t test yapildi

4.2. AHSG Genindeki Genotip Dagilimi ve Allel Frekansinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada AHSG O’etufn A) geni iizerinde yer alan iki polimorfizm hasta ve kontrol
gruplarindaki genotip dagilimlari ve allel frekanslar1 bakimindan incelenmistir. Bu
polimorfizmlerden birincisi AHSG geninin 7. ekzonunda yer alan 767C>G polimorfizmidir
(rs4918). Ikinci polimorfizm ise s6z konusu genin promotor bdlgesinde yer alan (5°UTR) -

843 A>T polimorfizmidir (rs2248690).
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4.2.1 AHSG geni 767C>G (rs4918) polimorfizmine ait genotip dagilimi ve allel

frekanslar

AHSG geni 767C>G polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki dagilimi
tablo8’de verilmistir. Buna gére GDM’li hasta grubunda homozigot CC genotipi 49 bireyde
(%60), heterozigot CG genotipi 33 bireyde (%40) saptanmus olup, homozigot GG genotipi ise
higbir bireyde goriilmemistir. Kontrol grubu genotipler agisindan incelendiginde; homozigot
CC genotipi 65 bireyde (%65), heterozigot CG genotipi 33 bireyde (%33) ve homozigot GG
genotipi ise 6 bireyde (%6) olarak tespit edilmistir.

Tablo 7. AHSG geni 767C>G polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki genotip
dagilimi

AHSG  Patients Controls Chi- Pvalue
767C>G n=82 (%) n=100 (%) Square
Genotype
CC 49 (% 60) 65 (% 65)
CG 33 (% 40) 29(%29) 6,79 0.034
GG 0 (% 0) 6 (% 6)

Tablo 7°den da anlasilacag gibi, kontrol grubuna gore homozigot sitozin genotipinin
azaldig1, heterozigot sikhiinin arttigi gdriilmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamustir (p=0,19). Polimorfik homozigot guanin genotipinin ise hasta grubunda hig
goriilmemis olmasina karsin kontrol grubunda 6 bireyde (%6) saptanmis olmast dikkat
¢ekicidir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede de hasta ve kontrol gruplarinin homozigot

sitozin ile homozigot guanin genotipleri arasindaki fark anlamli bulunmustur (p=0,03).

AHSG geni 767C>G polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki allel
frekanslari Tablo 8’de verilmistir. Buna gore allel siklifi bakimindan oransal olarak sonuglar
incelendiginde, hasta grubunda C allel frekans: % 80 ve G allel frekansi %20 iken, kontrol
grubunda C allel frekans: %80 G allel frekanst %20 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol
gruplari arasinda allelik dagilim bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmanmugtir (p=0,92).
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Tablo 8. AHSG geni 767C>GpolimorfizmininGDM’li hasta ve kontrol grubundaki allel
frekanslart

AHSG Patients Controls Chi-

767C>G n82(%)  n-100(%)  Square AU
Allele
C 131 (% 80) 159 (% 80)

0,01 0.92
G 33 (%20) 41 (% 20)

4.2.2. AHSG geni -843A>T (rs2248690) polimorfizmine ait genotip dagilimi ve allel
frekanslar

AHSG geni -843A>T polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki dagilimi
tablo 9°da verilmistir. Buna gére GDM’li hasta grubunda homozigot AA genotipi 67 bireyde
(%81), heterozigot AT genotipi 16 bireyde (%19) saptanmus olup, homozigot TT genotipi ise
hicbir bireyde goriilmemistir. Kontrol grubu genotipler agisindan incelendiginde; homozigot
AA genotipi 81 bireyde (%81), heterozigot AT genotipi 15 bireyde (%15) ve homozigot TT
genotipi ise 4 bireyde (%4) olarak tespit edilmistir.

Tablo 9. AHSG geni -843 A>T polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki
genotip dagilimi

AHSG -843 Patients Controls Chi- P-value
A>T n=83 (%) n=100 (%) Square
Genotype
AA 67 (%81) 81 (%81)
AT 16 (%19) 15 (% 15) 3,81 0,149
TT 0(%0) 4 (% 4)

Pearson Chi-Square testi uygulandi.

Tablo 9°dan da anlasilacag: gibi, kontrol grubuna gére homozigot timin genotipinin

degismedigi, heterozigot sikligmin ise arttig1 goriilmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak
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anlamli bulunmamustir (p=0,51). Polimorfik homozigot timin genotipinin ise hasta grubunda

hig goriilmemis olmasina kargin kontrol grubunda 4 bireyde saptanmis olmasi dikkat gekicidir.

Ancak yapilan istatistiksel degerlendirmede hasta ve kontrol gruplarinin homozigot adenin ile

homozigot timin genotip dagilimlar: arasindaki fark anlamh bulunmamistir (p=0,07).Calisilan

Srnek hacminin genisletilmesi ile bu farkin netlesecegi kanaatindeyiz.

AHSG geni -843 A>T polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki allel

frekanslart Tablo 10°da verilmistir. Buna gore allel siklig1 bakimindan oransal olarak sonuglar

incelendiginde, hasta grubunda A allel frekanst % 90 ve T allel frekanst %10 iken, kontrol

grubunda A allel frekanst %88 T allel frekanst %12 olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol

gruplar1 arasinda allelik dagilun bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p=0,92).

Tablo 10. AHSG geni -843 A>T polimorfizminin GDM’li hasta ve kontrol grubundaki allel

frekanslart
AHSG - Patients Controls Chi- P-value
843 A>T n=83 (%) n=100 (%)  Squarc Y
Allele
A 150 (% 90) 177 (%88) 0,33 0.56
T 16 (% 10) 23 (% 12)
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5. TARTISMA

Multifaktdriyel kalitimli olan GDM, gebelik sirasinda baglamis veya ilk defa gebelik
sirasinda fark edilmis olan degisik siddette hiperglisemi ile sonuglanan glukoz tolerans
bozuklugu olup, tip 2 DM gelisimi i¢in yatkinlik olugturmaktadir. GDM genellikle gebeligin
sonlanmasiyla kaybolur ve kandaki seker diizeyi normal smirlara diiser. GDM‘li bireylerde
yasamin sonraki donemlerinde tip 2 DM‘ye yakalanma riskinin yiikselmis olmasi ve ayni
sekilde tip 2 diabetli aile Sykiisii olan bireylerde de GDM gelisme riskinin yliksek olmas: her
iki hastaligin ayni genetik alt yapiya sahip olabilecegini akla getirmektedir. Burdan yola
cikilarak 6zellikle son yillarda, multifaktdriyel kalitimli olan tip DM nin genetik temeli ile
ilgili olarak yapilmig aday gen ¢alismalari, GWAS ¢alismalari ile ortaya konan genler ve risk
varyantlarinin GDM’nin geligsimi iizerinde etkileri, GDM gelisiminin altinda yatan genetik

mekanizmalarin aydinlatilmasinda aragtirmalarin odak noktasimni olugturmustur.

Bir serum glikoproteini olan fetuin A, Insiilin direnci iizerinden tip 2 DM ile
iliskilendirilen molekiillerden birisidir. Fetuin-A obezite, karaciger yaglanmasi, insiilin
direnci ve metabolik sendromla iliskili oldugu diisiiniilen, memelilerde bolca bulunan bir
proteindir (99, 109). Kandaki yiiksek fetuin A diizeyinin diabetes mellitus, metabolik sendrom
ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (110). Mathews ve
arkadaslar1 fetuin-A’nin insiilin ile stimiile olan insiilin reseptér fosforilasyonunu
engelleyerek insillin direncine neden oldugunu saptamuglardir (111).Yapilan hayvan
calismalarinda, fetuin-A“nin kas ve karaciger dokusunda insiilin reseptdr tirozin kinaz
aktivitesini ve sinyal iletimini inhibe ederek insiilin direncine neden oldugu saptanmistir
(112). Gebelikte insiilin direncinin artti§1 ve bu artisin gestasyonel diyabeti olan gebelerde
daha belirgin oldugu bilinmektedir (113). GDM’nin de insiilin direnci ile yakindan iligkili

olmasi fetuin A’nin da GDM gelisimi iizerinde etkili olabilecegini diistindtirmektedir.

Fetuin-A’nin GDM gelisimi lizerindeki etkisini inceleyen arastirma sayisi oldukca
azdir. Kalabay ve arkadaglari “fetuin-A’nin GDM gelisimi ile iliskisini inceledikleri bir
calismada; ilerleyen gebelik haftalarinda serum fetuin-A diizeyinin artigum ve GDM’li
gebelerde serum fetuin-A diizeyinin GDM olmayan iki gruba gre anlamlx olarak yiiksek

oldugunu” saptamsglardir. Bununla birlikte, serum fetuin A diizeyi ile maternal insiilin direnci
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arasinda anlamli ve pozitif yonde bir iliski oldugunu rapor etmislerdir (10). lyidir ve
arkadaslar1 26 GDM’li ve 24 Saglikli gebe kadinda yaptiklar: arastirmada da serum fetuin A
diizeyinin GDM’li kadinlarda arttigin saptamuslardir (114). Yaptigimuz literatiir taramasinda
fetuin A’y1r kodlayan AHSG geni ile GDM gelisimini arastran herhangi bir galigmaya

rastlamadik.

Yukaridaki verilerden yola ¢ikilarak bu ¢alisjmamizda fetuin A’nin sentezinden
sorumlu olan AHSG genindeki polimorfizmlerin GDM iizerinde etkisini arastirmayi
amacladik. AHSG geninde serum fetuin A diizeyi ve aktivitesi iizerinde etkili olan iki
polimorfizmin GDM ile iliskisini arastirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore, ¢alisigimiz iki
polimorfizmden biri olan AHSG geni 767 C>G polimorfizminin GDM ile iligkili oldugunu
tespit ettik. Caligmamizda polimorfik olan homozigot GG genotipi, 100 kisilik kontrol
grubunda alt1 bireyde goriiliirken 83 bireyden GDM grubunda hi¢ saptanmamuigtir. Bu sonug
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. Bir missense mutasyona yol agan 767 C>G
polimorfizmi, sentezlenen proteinin 256. sirasindaki treonin amino asidini serine
doniistiirmektedir. Bu durum proteinin aktivitesini etkilemektedir. Fetuin A’nin homozigot
GG varyantinin hasta grubunda hig gériilmemis olmasi, bu mutant varyantin GDM gelisimine
karst koruyucu bir etkisinin olabilecegi sonucunu dogurmustur. Daha &nce yapilmis
calismalarda bu polimorfizmin serum fetuin A diizeyi ile iliskili oldugu ve polimorfik GG
varyantin serum fetuin A diizeyini diigiirdiigii bildirilmistir (115,116). Temesszentandrési ve
ark. saglikli grupta, diisiik TNF-a ve adiponektin ile yiiksek leptin diizeylerinin rs4918 (767
C>G) mindr varyant: ile iligkili oldugunu, miyokart enfarktiisti hikayesi olan grupta ise
olumlu obezite parametreleri ile iligkili oldugunu saptamislardir (117). Lavebratt ve ark. zayif
yapili Isveg erkeklerinde yiiksek siklikta 767 G alleli saptamuslardir (118). Ancak iskemik
inmede ise G allelinin risk artirict faktdr oldugu bildirilmistir (119). Sidding ve ark. Fransiz
toplumunda yaptiklar1 caligmada AHSG genindeki sinonim rs1071592 polimorfizminin tip 2
diabet ile iliskili oldugunu ve galistiimiz rs4918 (767 C>G) polimorfizminin de bu
polimorfizm ile giiglii baglanti dengesizligi olusturdugunu saptanglardir (120). Literatiirde
ilk defa calismamizda GDM’li hastalarda 767 C>G (rs4918) polimorfizmi ile ilgili elde
ettigimiz anlamli sonuglar, diabetik ve obez hasta populasyonlar iizerinde yapilanlarla

uyumlu goriinmekte ve destekleyici bir veri sunmaktadir.

Calismamizda arastirdigimiz ikinci polimorfik boélge ise AHSG geninin 5’UTR
bolgesindeki -843 A>T (rs2248690) polimorfizmidir. Bu polimorfik bdlge genin promotor
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bolgesinde yer almaktadir. Kalabay ve ark. GDM’li hastalarda fetiiin A diizeyinin arttifimi, ve
AHSG konsantrasyonu ile insiilin direncinin indirek parametreleri arasinda pozitif korelasyon
oldugunu ileri stirmiislerdir (10). Inoue M. Ve ark. AHSG geninin promotor bolgesindeki bu
polimorfizmin; genin AP-1 transkripsiyon faktorii ile iliskisini degistirerek, genin
transkripsiyonel aktivitesini etkiledigini bildirmislerdir. (121). Lehtinen ve ark. (125) AHSG
genindeki rs2248690 (-843 A>T) dahil bazi SNP’lerin, diyabetik hastalarda koroner arter
kalsifiye plak derecesi ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (122). Majken K. ve ark. rs2248690
polimorfizminin fetuin A konsantrasyonu ile iliskili oldugunu, ancak tip 2 diabet ile iligkili
olmadigimu ileri stirmiislerdir (123). Caligmamuzdan elde ettigimiz sonuglara gore, genin
polimorfik varyanti olan homozigot TT genotipi, GDM’li hasta grubunda hi¢ gdriilmezken,
hontrol grubunda 4 bireyde goriilmiigtiir. Elde elden bu sonug anlamli goriilmekle birlikte
genel olarak 100 kontrol ve 83 hasta grubu ile kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Calisma grubumuzdaki sézkonusu polimorfizmin allel frekansinin diigiik
¢tkmast (0.11 + 0.02), segilen 8rnek hacminin bu polimorfizm igin yeterli olmadigt sonucunu
dogurmustur. Power analizi 1g13imda Srnek hacminin artirilmasi ile, szkonusu polimorfizm
ile ilgili daha giiglii istatistiksel sonug alinabilecegini diistintiyoruz. Elde etti§imiz sonuglart
degerlendirdigimizde, genin promotor bdlgesinde yer alan bu polimorfizmin, GDM gelisimi

tizerinde etkili olmadig1 sonucunu dogurmustur.
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6. SONUC

Caligma sonunda elde edilen bulgular, fetuin A geni 767 C>G polimorfizminin, GDM
gelisiminde bir risk faktdrii olarak degerlendirilebilecegi ve homozigot GG varyantmin
GDM’ gelisimine kars1 koruyucu bir etkisinin olabilecegi sonucunu dogurmustur. AHSG -843
A>T (rs2248690) polimorfizmindeki genotip dagilimmin ise GDM ile iliskili olmadig
saptanmustir. Ancak bu polimorfizmdeki allel frekansinun diisiik g¢ikmasi nedeniyle Srnek

hacminin genisletilmesinin gerektigi sonucuna varimugtir.
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