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Ozet

T.C. NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

OBEZITE ILE ILISKiLi SH2B1 GEN VARYANTLARININ UYKU APNESI ILE BAGLANTI
POTANSIYELININ BELIRLENMESI
Serkan Kiiceiiktiirk
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali
DOKTORA TEZi / KONYA-2017

Obstriiktif uyku apnesi (OSA) genellikle obez bireylerde yaygin goriilen ¢ok odakli bir hastaliktir.
Obezite ve OSA ¢oklu patofizyolojik mekanizmalar1 paylagsmaktadir. Leptin ve reseptorii istah ve enerji
harcanmasinin diizenlenmesinden sorumludur. SH2B1 JAK/STAT yolaginda leptin reseptoriiniin hiicre igi
sinyallenmesinde adaptor ve sinyal arttirici olarak gorev yapmaktadir. Caligmanin amaci SH2B1
varyantlarinin OSA ile baglantisinin olup olmadigini agiklamaktir.

Calismaya Konya popiilasyonundan cinsiyeti erkek 160 hasta ve 76 saglikli bireyden olusan
kontrol grubu dahil edilmistir. Hasta grubu VKi’ye (<25 kg/m2 ve >30 kg/m2) gére alt gruplara ayrilmistir.
Klinik olarak uyku ve antropometrik Olglimler ile kan yaglari parametreleri karsilagtirmalarda
kullanilmugtir. Biitiin bireylere polisomnografi testi uygulanmisgtir. SH2B1°de bulunan Rs7498665 (G>A),
rs4788102 (A>G) ve rs7359397 (C>T) varyantlarinin genotiplemesi Tetra-ARMS-PZR ile yapilmustir. Elde
edilen sonuglar RFLP ve dizi analizi ile de test edilmistir. Ayrica ¢alismada ARMS PZR’1 optimize etmek
i¢cin Taguchi metodu uygulanmustir.

Klinik olarak alt gruplarda kan yaglar1 ve boy degiskenleri hari¢ digerleri farkli degerlendirilmistir.
Biitiin bireyler dahil edilerek her bir varyanta ait genotipler arasi karsilastirma da, ii¢ varyant i¢in mutant
genotiplerde VKI diger genotiplere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. AHI rs7498665 hari¢
diger iki varyanta ait normal genotiplerde [rs4788102 (A) ve rs7359397 (C)] anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur. Alt gruplarda da AHI degeri benzer sekilde daha yiiksek ve anlamli ¢ikmustir. Taguchi metodu
Tetra-ARMS PZR optimizasyonunda kolay ve giivenilir bir sekilde uygulandi.

Sonug olarak, her ii¢ varyant literatiirle uyumlu olarak VKI ile iliskiliydi. Ancak rs7498665 harig
rs4788102 ve rs7359397 varyantlarin normal genotipleri AHI ile iligkili olarak OSA i¢in risk olusturabilir.
Yapilacak caligmalar daha fazla 6rneklem ile Tiirk popiilasyonunda SH2B1 varyantlarinin OSA ile
baglantisinin arastirilmasi uygun olacaktir.

Anahtar sozctikler: OSA; Polimorfizm; SH2B1; Tetra-ARMS PZR; Taguchi
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Obstructive sleep apnea (OSA) is a very common disease commonly seen in obese individuals.
Obesity and OSA share multiple pathophysiological mechanisms. Leptin and its receptor are responsible
for regulating appetite and energy expenditure. SH2B1 acts as an adapter protein and signal enhancer in the
intracellular signaling of the leptin receptor on the JAK / STAT pathway. The purpose of our study is to
explain the relationship of SH2B1 variants to OSA.

The study population of 160 patients from Konya male gender and consisting of 76 healthy
individuals were included in the control group. The patient group was divided into subgroups according to
BMI (<25 kg / m2 and >30 kg / m2). Clinically, sleep, anthropometric measurements and blood fat
parameters were used to compare parameters. Polysomnography test was applied to all the subjects.
Genotyping of variants rs7498665 (G>A), rs4788102 (A>G) and rs7359397 (C>T) found in SH2B1 was
performed with tetra-ARMS-PZR and confirmed by RFLP and sequence analysis. In addition, the Taguchi
method was applied to optimize Tetra-ARMS PCR in the study.

Clinically, the subgroups were statistically different except for blood fat and height variables. In
comparison between genotypes of each variant, including all individuals, the BM index in mutant genotypes
of the three variants was significantly higher than the other genotypes. The AH index was significantly
higher in normal genotypes than the other two variants except rs7498665. Similarly, the AHI score in the
subgroups was significantly higher. Taguchi method was applied easily and reliably in tetra-ARMS PCR
optimization.

As aresult, all three variants were associated with BMI in accordance with the literature. However,
except for rs7498665, normal genotypes of variants rs4788102 and rs7359397 may pose a risk for OSA in
relation to AHI. With more samples in further research, it would be appropriate to investigate the linkage
of SH2B1 variants to OSA in the Turkish population.

Key words: OSA; Polymorphisms; SH2B1; Tetra-ARMS PCR; Taguchi
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1. GIRIS VE AMAC

Uyku sirasinda solunum paterninde patolojik olarak degerlendirilebilecek diizeydeki
degisikliklere bagli olarak gelisen, morbidite ve mortalitenin artmasina yol agan tablolara
uykuda solunum bozukluklar1 (USB) denilmektedir. USB adi altinda farkli klinik tablolar
yer almakla birlikte, USB denince ilk akla gelen tablo “Uyku Apne Sendromu” dur. Uyku
apne sendromu i¢inde en yaygin olan Obstriiktif Uyku Apnesi ise (Obstructive Sleep

Apnes-OSA ) tiim olgularin %90-95’ini igermektedir.

Uyku apnesi 6zellikle cinsiyet, obezite ve yag dagilimi, iist hava yolu kas tonusu,
kraniofasyal morfoloji, genetik faktérler, {ist solunum yolu (USY) fonksiyonunun uyku
ile iligkisinden giiclii olarak etkilenen kompleks bir hastaliktir. En 6nemli patofizyolojik
mekanizma uyku siiresince iist solunum yolunu acik tutacak dilator kaslarla iligkilidir.
Solunum beyin kokiindeki merkezden kontrol edilir ve genioglossus (dil) aktivesinin
onemli bir belirleyicisidir. Bu kontroliin torasik negatif basinca kars1 koyacak bir sinyal
tiretmesi gerekir. Bu durum OSA’l1 hastalarda uyku donemlerine gére degismektedir.
Buna ragmen iist solunum yolu fonksiyonu ve uyku ile iliskili degisikliklerin
mekanizmasi tam olarak anlasilamamustir.

Genel halk sagligi1 agisindan tedavi edilmeyen uyku apnesi; obezite, hipertansiyon,
diabet gibi metabolik sendrom ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 etkiler ve yasam
kalitesinde azalmaya sebep olmaktadir. OSA patofizyolojisinin belirlenmesinde genetik
olarak farkli aday gen bolgelerinin etkisinin olabilecegi de bildirilmektedir. Bunlardan
Leptin (Lep) ve hipotalamustaki alicisi olan uzun leptin reseptorii (LepRb),
norotransmitter olan Noropeptid Y (NPY) ile obezite ve istahin kontroliinii saglayan
onemli sinyal yollarindan biridir (Redline ve Tishler 2000; Palmer ve ark. 2003; Barcelo
ve ark. 2005; Kaparianos ve ark. 2006). LepRb’ye baglanan leptin, temel olarak bir trozin
kinaz olan Janus Kinaz-2 (JAK2)’nin aktivasyonu ile STAT3/PI13-kinaz yollarini
kapsayan sinyal olaylarini baglatir (Rawlings ve ark. 2004). STAT3 yolaginin bozulmasi
farelerde morbid obezite ve leptin direncine sebep olmaktadir (Bates ve ark. 2003). SH2-
B (yeni adlandirmayla SH2B1-Src Homoloji 2 B1) kiiltiire edilmis hiicrelerde JAK2
aktivasyonunu artirir ve leptin sinyalinin iletilmesinde hiz1 kontrol eden bir basamaktir.
Bundan dolayr SH2B1 hipotalamik ndronlarda leptin duyarlilifini pozitif olarak
diizenleyen 6nemli bir sitoplazmik sinyal molekiilidiir (Morris 2009; Morris ve ark.
2010).



Ren ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1 deneysel bir ¢aligmada; SH2B1’deki genetik
delesyonun ciddi leptin direnci, hiperfaji ve obezite ile sonuglandig1 gostermislerdir (Ren
ve ark. 2005). SH2B1’deki delesyon, leptinle uyarilmis JAK2 aktivasyonunu ve JAK2
sinyallenme oranini azaltmistir (Ren ve Li 2005; Chua 2010). Obezite ile iliskili
ozelliklerin, SH2B1 ve diger birka¢ bolgedeki varyantlarla baglantili oldugu genom
capinda iligkilendirme ¢alismalarinda gosterilmistir (Thorleifsson ve ark. 2009; Sandholt
ve ark. 2011). Genomun 16pl11.2°’deki SH2B1 bolgesini igeren yaklasik 200 kb’lik
delesyonlar obezitenin yaninda gelisimsel gerilik ile de ilgili oldugu sonucuna

varmiglardir (Bachmann-Gagescu ve ark. 2010; Perrone ve ark. 2010).

Obezite ile iliskili leptin reseptoriini ve SH2B1 adaptér proteinini kodlayan
genlerdeki varyasyonlar isleyislerini bozabilir ve iletilecek dogru sinyali etkileyebilir.
Buna bagli olarak ayn1 lokasyonda sadece delesyonlar degil, diger varyasyonlarda benzer
etkilere sahip olabilir. Bundan dolayr hastaligin patofizyolojisinin ve mekanizmasinin

belirlenmesinde kullanilabilir.

Daha once bahsedilen bilgiler 1s181inda, obezite OSA i¢in bir risk faktoriidiir. Kilo
artig1 ile hem genel yaglanma artacak hem de 6zellikle {ist solunum yolu yag dokularinin
ve diger organlarin etrafindaki yag dokusu hacminde bir artis meydana gelecektir. Ust
solunum yolu etrafindaki yag dokusunun artisina paralel olarak hastalik siddetinin
gostergesi olan AHI’de dogru orantili olarak bir artis meydana gelecektir. Bariatrik
cerrahi (obezite ameliyati) sonras Kilo kaybia bagh olarak VKi’de 17.9 kg/m? lik bir
azalmaya karsillk AHI de 38.2 olay/saat’lik bir azalma meydana geldigi
gosterilmistir (Greenburg ve ark. 2009).

Polimorfizmler popiilasyonda en az %1 sikliktan daha az yaygin olan bir varyantin
oldugu bolge olarak da tanimlanirlar. Bu varyantlar diisiik siklikta olmasina karsin bazi
durumlarda ¢ok onemlidirler. Ozellikle de SNP’ye dayali polimorfizmler gesitli
hastaliklara katkis1 bulunan genlerin bulunmasi i¢in de yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bazi SNP allelleri, direkt olarak hastaliga katkisi olan gen fonksiyonu veya
regiilasyonunda farkliliga yol acan DNA sekans varyantlaridir. Birgok SNP alleli
muhtemelen hastaliga kii¢iik miktarda katkida bulunmaktadir. Bu durum, fonksiyonal

SNP’ lerin bulunmasinda genetik belirte¢ olarak kullanilmasini saglamistir.



Obezite ile iliskili olarak gosterilen SH2B1 gen bdlgesinde bulunan varyasyonlar
viicut agirhigindaki degisime katki saglayarak AHI degerindeki riski yansitabilir. Bunun
icin daha onceden obeziteye spesifik olan SH2B1 genindeki secilen ti¢ polimorfizmin
rs4788102 (5°-UTR G/A), rs7498665 (ekzon 6- A/G), rs7359397 (3’-UTR CI/T)
hastaligin agirlik derecesine (AHI-Apne/Hipopne Indeksi), VKI’ ye (Viicut Kitle indeksi)
katkis1 ve allel sikliginin belirlenmesi amaglanmaktadir. Ciinkii bu tez ¢alismas1 sadece
klinik olarak hastalikla iligkili olan mevcut gen i¢in 6zgiin fonksiyonel SNP’ler iizerinde
kurgulanmistir.

Bu polimorfik bolgelerin genotiplendirmesinde daha 6nce bu gene uygulanmamis,
hizli ve maliyeti diisik PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)’a dayali Tetra-ARMS
(Amplification Refractory Mutation System) yontemi kullanilacaktir (Newton ve ark.
1989; Ye ve ark. 1992; Little 2001; Ye ve ark. 2001). Bu yontemdeki en biiyiik zorluk
dort farkli primerin uygun sekilde tasarlanmast ve PZR basamaginda optimize
edilmesidir. Dort farkli primerden dista iki ortak primer ve igte birer tane normal allel ve
risk alleli i¢in tasarlanacaktir. Tek bir reaksiyonda optimize etmek i¢in PZR bilesenlerinin
optimum seviyelerde kullanilmasi gerekmektedir. Bu zorlugu asmak i¢in ise Taguchi
metodu kullanilmistir (Cobb ve Clarkson 1994; Karna ve Sahai 2012). Taguchi, daha ¢ok
endustriyel siirecte Uriin kalitesinin gelistirilmesi i¢in kullanilan bir ortogonal deneme
diizenidir. Bu yontem ile PZR bilesenlerinden Taq polimeraz, MgClz, dNTP, primer-dis
ve primer-i¢ faktorleri farkli konsantrasyon seviyelerinde Taguchi metoduna uygun
olarak ¢alisilmigtir. Her bir SNP i¢in primer tasarlama ve Taguchi optimizasyonu ayri
ayr1 yapilmistir. Bununla birlikte kontrol edilebilen birden fazla faktoriin segilmesi, farkli
konsantrasyon seviyelerinin kullanilmasiyla daha az test ¢aligmasi yapilmasi ve optimum

degerlerin belirlenerek molekiiler teknigin gelistirilmesi saglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uykuda Solunum Bozukluklar:

Uyku sirasinda solunum paterninde patolojik olarak degerlendirilebilecek
diizeydeki degisikliklere bagli olarak gelisen morbidite ve mortalitenin artmasina yol
acan tablolara uykuda solunum bozukluklari (USB) denilmektedir. USB adi altinda farkli
klinik tablolar yer almakla birlikte, USB denince ilk akla gelen tablo “Uyku Apne
Sendromu” dur. Uyku apne sendromu iginde en yaygin olan Obstriiktif Uyku Apnesi
(Obstructive Sleep Apnea-OSA) tiim olgularin %90-95’ini igermektedir (Koktiirk
1998).

2.2. Uyku Apne Sendromu

Uyku apnesinin ilk tanimi 1836’da yayimlanmis “The Posthumous Papers of the
Pickwick Club” isimli kitabinda “Joe” adl1 kahramaniyla Charles Dickens’a dayandirilir.
Joe asir1 uyuyan, giiriiltiilii bir sekilde horlayan ve olasilikla kalp yetmezligi olan obez bir
cocuktur (Guilleminault ve Abad 2004). Burwell ve arkadaslari (1956) Pickwick
romaninda adi gegen ve siirekli uyuklayan ¢ocuk Joe’ya itafen Pickwick sendromu

sOzclgiini tirettiler (Burwell ve ark. 1956).

Guilleminault ve ark. (1973), apnenin tanimu (siiresi ve tipi) ve apne indeksini (AHI-
uyku saati bagina diisen apne sayisi) ortaya koymuslardir (Guilleminault ve ark. 1973).
Obez olmayan hastalarda bu sendromun ortaya ¢ikmasinin 6nemini vurgulamak i¢in daha
genel anlamda 1976’da Uyku Apne Sendromu olarak ifade edilmistir. Ayni1 y1l cocuklarda
da bu sendromun varlig1 gosterilmistir. 1977 yilinda kardiyovaskiiler komplikasyonlar
icin geri dondirilebilir bir tehlike olarak hipersomni-uyku apne sendromu
tanimlanmustir (Burack ve ark. 1977). 1983 yilinda OSA ile iligkili kardiak aritmiler ve
iletim bozukluklari tanimlanmis (Guilleminault ve ark. 1983), daha sonra obstriiktif uyku
apnesinin sebep oldugu gece uyku boliinmeleri ve giin boyu uyuklama arasindaki iliski
gosterilmistir (Burack ve Pollak 1977). Bunlart OSA’ya bagli hipertansiyon, miyokardial
iskemi ve infeksiyon, serebrovaskiiler kazalar ve ani 6liimlerin incelendigi birgok ¢alisma

takip etmistir (Guilleminault ve Eldridge 1973; Van Houwelingen ve ark. 1999).



2.2.1. Epidemiyoloji

Obstiiriktif uyku apne/hipoapne sendorumu gesitli yas gruplarii etkileyebilir.
Amerikal1 yetiskinlerde OSA goriilme siklig1 30-60 yas arasi erkeklerde %4 ve kadinlarda
%2 olarak rapor edilmistir (Young ve ark. 1993). Ancak giincel yatkinlik daha yiiksek
olabilir. Orta yas yetiskinlerde erkeklerin %82 kadinlarin %93’iine klinik olarak tani
konulmadigi tahmin edilmektedir (Young ve ark. 1997). OSA’nin maksimum siklig1 50
ve 70 yaslar arasinda artmaktadir (Guilleminault ve Abad 2004). Yas ile OSA arasindaki
iliski karmagiktir. Birkag¢ ¢alismada orta yasli bireyler ile yasli bireyler karsilastirildiginda
yasl bireylerde daha yaygin oldugu rapor edilmistir. Ayrica erkekler kadinlardan OSA
bakimindan daha yiiksek bir risk tasimaktadir. Sebebi tam olarak agik degildir; fakat
hormonal etkiler kismi bir agiklama saglayabilir. Kadinlarda menopoz sonrasi hastalik

riski menopoz dncesinden daha yiiksek goriilmektedir (Bixler ve ark. 2001).

Obezite, OSA gelisme riskini artirir ve ayrica irk da bir risk faktorii olabilir.
OSA’1n siklig1 Pasifik Adalarinda yasayanlar, Meksikali Amerikalilar ve siyahlarda daha
fazladir. Siyahlar arasinda OSA’1n yiiksek olan yayginligr alkol ve tiitline maruz kalma
veya VKi’deki farkliliklar hesaba katilmadan 25 yas altinda kalan bireylerde daha
belirgin olarak gosterilmistir. Diger yandan Avrupalilar ile Maori ve Pasifik adalarinda
yasayanlar arasinda uyku apnesinin ciddiyetinin karsilagtirildigi bir ¢alismada ise boyun
cevresi, VKI, yas gibi faktorler alindiginda irkin uyku apnesinin ciddiyetinde énemli
olmadig1 gosterilmistir (Guilleminault 2004). Wisconsin uyku grubunun topladigi bilgiler
1s181nda hafif dereceli OSA’l1 hastalarda viicut agirligindaki %10°luk bir artigin orta veya
ciddi dereceli OSA gelisimini 6 kat artirdig1 ve %1°lik bir degisimin AHI’de %3’liik bir
degisiklik yaptigi gosterilmistir (Peppard ve ark. 2000; Caples ve ark. 2005; Romero-
Corral ve ark. 2010). Abdominal obezite, hipertansiyon, artmig kan sekeri, trigliserit ve
azalmig HDL kolestrol ile karakterize olan metabolik sendrom (MS) OSA’lilar da daha
fazla bulunmustur (Parish ve ark. 2007). MS ve OSA arasindaki nedensellik heniiz
gosterilmese de bu iki faktor birbiri ile iligkilidir (Basoglu ve ark. 2011; Xu ve ark. 2015).



2.2.2. Obstriiktif Uyku Apnesinin Fizyopatolojisi

OSA uyku siiresince solunum cabasi devam etmesine ragmen tam (apne) veya
kismi (hipoapne) kesilme ile sonuglanarak farengeal hava yolunda tekrar eden
tikanmalarla karakterizedir. Hastalar uyanik iken nefes ya da solunum yolu agikligi ile
ilgili bir problem yasamazlar. Patogenezde iist solunum yolu (USY) fonksiyonunun uyku
ile iligkili degisiklikler ve st solunum yolunda gézlenen anatomik olumsuzluklardan
etkilenebilir. Buna ragmen iist solunum yolu fonksiyonu ve uyku ile iliskili degisikliklerin
mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Uykuda solunum mekanigi {izerine bir¢ok
fizyolojik degisiklik eslik etmektedir. Uyku digsa yanitin azaldigi sessiz bir dinlenme
donemi olarak goriiliir. Metabolizma hizi1 yavas, list solunum yolu kaslar1 dahil solunum
kaslarinda azalmis “ventilator motor out-put” aktivitesi mevcuttur. Bu aktivite 6zellikle

iist solunum yolu kas aktivitesi ile ilgilidir (Dempsey ve ark. 2010).

Ust solunum yolu; konusma, yutma ve solunum gibi farkli fonksiyonlarm
gerceklestigi oldukga kompleks, kollabe olma egilimli miiskiiler bir tiiptiir. Ust solunum
yolunun en gevsek bolgesi olan farenks; nazofarenks, velofarenks, orofarenks ve
hipofarenks olmak tizere 4 anatomik segmentten olusmaktadir. Obstriiktif Uyku Apne
Sendromlu hastalarda normal bireylere gére USYde énemli farkliliklar bulunmaktadir
ve hava yolu kollapsi hastalarin %75’inden fazlasinda velofarengeal/retropalatal bolgede
meydana gelmektedir. Temel olarak yumusak dokulardan olusan farenksin, insanlarda
diger memelilerden farkli olarak en iist (burun) ve en alt (larenks) uglari diginda rijit bir
destegi bulunmamaktadir. USY nin kontrollere kiyasla daha kiigiik ve lateral gapin,
antero-posterior ¢apa gore daha dar oldugu saptanmistir (Szymanska ve Dobrowolska-
Zarzycka 2014). USY’nin lateral darhigi, parafarengeal yag dokusunda ve miiskiiler
farengeal duvarda kalinlasmaya baglhdir. Dil ve total yumusak doku hacminde de artig
bulunmaktadir ve USY deki yumusak doku hacmi OSAS siddeti ile iliskilidir (Gharibeh
ve Mehra 2010). Bu nedenle farengeal kesit alan1 yiiksek oranda liimen igi basing ile

cevre dokularin olusturdugu basing ve dilator kas aktivitesine baglidir (Ciftgi 2012).

Bu nedenle en 6nemli patofizyolojik mekanizma uyku siiresince list solunum
yolunu ag1k tutacak dilator kaslarla iliskilidir. Beyin kokiindeki merkezden kontrol edilen
solunum kontrolii genioglossus aktivesinin 6nemli bir belirleyicisidir. Bu kontroliin
torasik negatif basinca karsi koyacak bir sinyal iiretmesi gerekir. Bu durum OSA’I

hastalarda uyku donemlerine gore degismektedir.



REM, non-REM ve uyaniklik donemlerinde genioglossus negatif basing aktivitesi
de degisiklik gostermektedir (Shea ve ark. 1999). Ancak bu olaymn anatomik, mekanik,
noromiskiiler, santral, genetik vb. birgok faktorden etkilenmesi nedeniyle oldukga
karmasik hale gelmektedir (Campana ve ark. 2010). Obezite, OSA igin biiyiik bir risk
faktorii olmakla birlikte USY etrafinda meydana gelecek asir1 yaglanma, tek basina
mekanik yiikk olarak uyku siiresince solunum bozulmalarinin patogenezine dahil

olacaktir (Dempsey ve Veasey 2010).

Yapilan c¢alismalarda OSA’nin  ailesel bir 06zellik olarak aktarildigi
sOylenebilir (Pillar ve Lavie 1995; Redline ve Tishler 2000). OSA temelinde kalitilan
solunum kontroliindeki anormallikler ve anatomik risk faktorleri arasindaki etkilesimle
iliskili olabilecegi de rapor edilmistir (El Bayadi ve ark. 1990). Bu durum, OSA ve
obezite iliskisi AHI ve VKI’yi diizenleyen bir veya daha fazla geni iceren gesitli
yolaklarla agiklanabilir (Koeppen-Schomerus ve ark. 2001; Palmer ve Buxbaum 2003;
Gottlieb ve ark. 2007).

2.2.3. Etiyoloji

OSA c¢ok sayida gen igeren, gesitli cevresel faktorler, gelisimsel faktorler
tarafindan etkilenen kompleks bir hastaliktir. Bu hastalik tekrar eden {ist solunum yolu
titkanmalarina egilim gosterir. Bu egilim iist solunum yolu boyutu veya fonksiyonunu
etkileyen ndéromiiskiiler ve anatomik faktorler tarafindan belirlenir. OSA i¢in en gliglii
risk faktorleri obezite ve erkek cinsiyetidir. Diger risk faktorleri tist solunum yolunun sert
ve yumusak doku 6zellikleri, solunum kontrolii karakteristikleridir (Guilleminault ve ark.
1984). Bu faktorlerin birgogu yas ile degismekle birlikte gevresel etkiler ve genler
tarafindan da belirlenebilir. OSA ile iligkili birgok 6zelligin ifadesi obezite, kraniofasyal
yapi, santral ve ¢evresel sinir sistemi fonksiyonlarina etki eden gelisimsel degisime bagh
olarak etkilenebilir. Obezite, kraniofasyal yap1 ve solunum kontrolii biiyiik 6l¢iide hem
genetik  faktorlerden  etkilenir, hem de OSA’min ifadesini etkileyebilen
alanlardir (Redline ve Tishler 2000).



2.2.4. Klinik Ozellikleri

OSA solunum cabas1 devam etmesine ragmen tam (apne) veya kismi (hipoapne)
kesilme ile sonuglanarak uyku siiresince farengeal hava yolunda tekrar eden tikanmalarla
karakterizedir. Bunlar aralikli olarak (intermittent) kan gazi bozulmalarina (hiperkapni ve
hipoksemi) ve sempatik aktivasyonu da dalgalanmalara yol agan solunum bozulmalaridir.
Giiriiltiili horlama OSA’1n tipik bir 6zelligidir ve bir¢ok durumda bir solunum olayinin
sonucu kisa bir uyaniklik (arousal) ile sonlanmaktadir. Bu olaylar hastada, uyku ile
uyaniklik arasinda dalgalanmalar yaptigi i¢in uyku boliinmeleri ve dongiisel bir solunum
paterni ile sonuglamir (Eckert ve Malhotra 2008). Onemli bir belirte¢ de giin boyu asir1
uyuklamadir (Johns 1993). Bu subjektif bir durum oldugu i¢in belirlenmesi zordur.
Klinik agidan giin boyu uyuklamanin metabolik sebepleri de sorgulanmalidir. Diger olasi
semptomlar tikaniklik olsun ya da olmasin kisa uyanikliklar, gece terlemesi, uyku
stiresince anormal motor aktivitesi, idrar kagirma, gastro-6zofagal reflii, basagrisi, gogiis
agrisi, azalmis lipido, cinsel yetersizlik, konsantrasyon ve hafiza kayiplari, kisilik
degisiklikleri ve depresyon olabilir (Houwelingen 1999). Fiziksel muayene de bazi
ozellikler tanimlanabilir. OSA’l1 hastalar siklikla hipertansif, asir1 kilolu ve boyun
cevresi 40 cm den daha fazladir. Oro-Nasal muayenesinde ise konka hipertirofisi, septal
deviasyon, dar ve yiiksek sert damak, diisiik seviyede uzamis uvula, fazla ve diisiik
seviyeli yumusak damak, tonsiller ve adenoidlerin genislemesi ile orofarenksin
daralmasi, dar maksilla, dar mandibula bulgularini igerebilir (Guilleminault 2004). Bu
ozelliklerin bir ¢ogu spesifik degildir ve kesin tanist yalniz fiziksel muayene ve hasta
goriismesi ile yapilamaz. OSA kesin tanisi igin altin standart tan1 yontemi olarak uyku
laboratuarlarinda  kullanilan Polisomnografi (PSG) testinin yapilmasi1 gerekir

(Houwelingen 1999).

2.2.5. Polisomnografi (PSG)

Kesin tanisi konulacak hastaya uyku siiresince durumunu gozleyebilmek igin bir
gece uyku laboratuarinda taniya uygun parametreleri igceren polisomnografi testi
uygulanir. Bu test oro-nazal hava akimi kayidi (termistor veya oro-nazal kaniil), toraks
ve abdomen hareketini kaydetmek icin kemer (gerilmeyi olgmek), 2 kanal EKG
(elektrokardiyogram), ¢ene-EMG (submental elektromyogram) ve bacak-EMG (bacak
elektromyogram), sag ve sol EOG (elektrookiilogram), 6 kanal EEG
(elektroensefalogram F4-Mi, C4-My, O2-My), transkutan oksijen saturasyon probu (pulse

oksimetre), horlama sensorii (mikrofon) kayitlarini igerir (Berry ve ark. 2012).



Ayrica subjektif bir test olan Epworth uykululuk skalasi, giindiiz asirt uyku halini
6lgmek i¢in kullanilir ve 10 puan iizeri patolojik olarak degerlendirilir (Johns 1991) .

Uyku siiresince saatteki apne/hipoapne sayisi olan apne/hipoapne indeksi (AHI)
tani kriteri olarak 6nemlidir. Bu hastaligin siddetinin derecelerine gore siniflandirilmasi
ise, AHI <5 normal, AHI 5-15 aras1 hafif dereceli, 15-30 aras1 orta dereceli, 30 ve daha
yukarisi agir dereceli OSA olarak simiflanmaktadir (Banno ve Kryger 2007; Berry ve
Brooks 2012). Obstriiktif apne, oksijen saturasyonundaki diisme ve uyanikliga yol acan,
g0giis ve karinda bir ¢aba olmasina ragmen agiz ve burundaki hava akisinin en az 10
saniye siire ile kesilmesidir. Hipoapne ise; agiz ve burundaki hava akisinin %30 ve
oksijen saturasyonunun %3’liik diismesi ya da arousal ile sonlanmalidir (Berry ve Brooks

2012). Sekil 2.1’de apne 6rnekleri verilmistir.

Sekil 2.1. Patolojik Solunum Olaylar1

AR ﬂh»g M - — ——

¢ d

Obstriiktif apne (a), Obstiiriktif hipoapne (b), Santral apne (c), Mikst apne (d)



2.3. SNP (Single Nucleotide Polymorphisms-Tek Niikleotid Polimorfizmleri)

Polimorfizmler populasyonda en az %1 sikliktan daha yaygin bir varyantin oldugu
bolge olarak da siklikla tanimlanirlar. Bu varyantlar diisiik siklikta olmasina karsin bazi
durumlarda ¢ok onemlidirler. SNP’ler iki yolla hastaliga katkisi bulunan genlerin
bulunmasi i¢in kullanighidir. Baz1 SNP allelleri, direkt olarak hastaliga katkisi olan gen
fonksiyon veya regiilasyonunda farkliliga yol agan DNA sekans varyantlaridir. Bir¢ok
SNP alleli muhtemelen hastalifa kiiciik miktarda katkida bulunmaktadir. Bunlarin,
fonksiyonal SNP’lerin bulunmasinda genetik belirte¢ olarak kullanilmasi, belirteg
SNP’ler ve fonksiyonal SNP’ler arasindaki ortaklik nedeniyle 6nemlidir.

SNP’ler insan genomunda en sik bulunan genetik varyasyonlardir. Bir genetik
varyasyonun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi i¢in bir popiilasyondaki sikliginin en
az %1 olmasi1 gerekmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligsmalarla SNP’ lerin tanimlanmasi
ve genomda sik bulunmalar1 ile genomda kararli bir sekilde dagilim gostermeleri
nedenleri ile SNP’ler tercih edilen molekiiler belirtegler olmuslardir.

SNP’ ler glinlimiizde bir¢ok hastalikla iligkilendirilen, tan1 koymada gerekli ve
kisiye 6zgii tedavilerin gelistirilmesinde kullanilabilen genetik degisimlerdir. Hastaligin
tedavi edilmesinde ila¢ etkinligini etkileyen pek ¢ok genetik polimorfizm i¢in, bir ilag
engelinin yoklugunda belirli bir fenotip yoktur. Bu hastalar i¢in uygun terapilerin
seciminde eger daha dnceden bireyin genotipi bilinirse daha 1yi klinik kararlar alinabilir.
Pek ¢ok polimorfizmin yan etkiye sebep olmasinin nedeni, tek niikleotid degisikleri
oldugu i¢in, bir bireyin SNP profili terapiye rehberlik etmesi, erken teshisin
saglanabilmesi, belirte¢ olarak tanimlanmasi veya klinik bir denemeye katilimin se¢imi
i¢in tercih edilebilir. insan genomunun biiyiikliigiiniin 3x10° baz ¢ifti oldugu ve SNPlerin
ortalama olarak her 1000 niikleotitte bir meydana geldigi bilindigine gore, insan
genomunda 3 milyondan fazla SNP vardir. Fakat bir gendeki tek niikleotid
degisikliklerinin tiimii fenotipik bir etkiye (genetik hastalik) yol agmaz. Bunun sebebi
degisikligin proteinin primer amino asit (a.a.) dizilimini degistirmemesi veya eger
degistiriyorsa da sonug degisikligin proteinin fonksiyonel 6zelliklerine etki etmemesidir.
Fakat mutasyona ugrayan gen; genetik olarak farklilik gosterir ve degisiklik tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) olarak bilinmektedir. SNP’ler ayn1 zamanda genomun kodlamayan

bolgelerinde de meydana gelmektedir.
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Ayrica SNP’ler en ¢ok tercih edilen markirlardir, ¢iinkii ortalama her 1000 bazda
bir meydana gelirler. Eger karsilik gelen ozellik sitogenetik olarak goriilebilen bir
kromozom anomalisi ile eslesmisse, ilgilenilen genin tam lokasyonunu bulmak
kolaylagsmaktadir.

Burada tek bir DNA bazinda (6rnegin adenin) baska bir baza degisme (6rnegin
guanin) s6z konusudur. Bu degisiklik genomun sifreye doniismeyen kisimlarinda
meydana geldigi zaman yorumlanmalari tipki yukarida anlatilan kisa ve uzun baz
tekrarlarindaki farkliliklar gibidir, bireyler arasinda genetik ¢esitlilige yol agarlar.
Genetik materyaldeki normal varyasyonlar bazen gen icinde hatta ekzonlar i¢inde de
olabilmektedirler.

Proteinlerin yapisina katilan amino asitler 3’li DNA baz dizileri ile
kodlanmaktadir. Ornegin GTT dizisi valin amino asidini kodlar. Bu iiglii yapinm ilk iki
bazindaki degisiklikler amino asit yapisinda degisiklige yol acarken son bazdaki
degisiklik (GTC; GTA; GTG gibi) yine valin amino asidini tantyarak, sonugta olusan
amino asit sifresinde bir farklilik olusturmaz. Bu tip degisiklikler gen i¢inde olduklari
halde proteinde degisiklik yapmadiklar i¢in “esanlamli” (synonymous) mutasyonlar
olarak adlandirilirlar. Bazi durumlarda da olusan DNA degisikligi amino asidi degistirir,
ancak bu degisiklik proteinin fonksiyonunda etkili olmaz. Bu tip degisiklikler de “sessiz
(silent) mutasyonlar” ya da es anlamli olmayan (nonsnonymous) degisiklikler olarak
adlandirilir. Diger nonsnonymous mutasyonlar i¢inde nonsense mutasyonlar bir a.a
degisikligine sebep olur ve bir STOP kodonuna degisir. Missense mutasyonlarda ise,
DNA’da ki baz degisikligi protein yapist veya fonksiyonunu degistirir. Biitiin bu
degisiklikler polimorfizim kapsamui iginde ele alinir, toplumda yaygin olarak bulunurlar
ve bireylerin genetik materyalini birbirinden farklilagtirarak genetik gosterge olarak
kullanilabilirler. SNP degisikliklerinin son yillarda fark edilen 6nemli bir yarar1 da bu
degisikliklerin gen i¢inde yer alanlarin gen haritalama ¢aligmalarinda hastaligin dogrudan
calisilan gene baglanti gbsterip gostermediginin saptanabilmesine yardimci olmasidir.
SNP’ler, bugiin 6zellikle DNA ¢ip teknolojisinin gelismesi ile ilgili hastaliklara genetik
yatkinliklarin denendigi en 6nemli gostergeler haline gelmislerdir.

SNP degisiklikleri ile ¢galismak, DNA pargaciginda biiyiikliik fark: yaratan diger
polimorfizmlerle (6rnegin STRP-Short Tandem Repeat Polymorphism) calismaktan
farklidir. STRP’ler 1-6 bg¢ olarak tekrar eden yaklasik 100 b¢ uzunlugunda bir seri
olabilen kisa DNA dizileridir (Payseur ve Cutter 2006).
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SNP’lerde ise; tek bir baz bagka bir baza degismektedir ve biiyiikliik farki
olusmadigi i¢in bu bolgeleri PZR metodu ile ¢ogaltip jelde olusturacagi biiyiikliik farklari
acisindan degerlendirmenin bir anlam1 yoktur. Ancak SSCP (Single-Strand Conformation
Polymorphism) metodu diger genotipleme yontemlerinden farkli olarak PZR’ den sonra
10 dk denatiire edilen PZR iiriinleri hizlica buz iizerine alinir. Daha sanra denatiire edici
olmayan poliakrilamid jel elektroforezi ile birlikte uygulanir ve giimiis boyama metodu
ile jeldeki fragmentler goriiniir hale getirilir. Burada bir DNA ipligindeki tek baz
degisimlerinin meydana getirdigi ii¢ boyutlu yapisal degisikliklerin jelde farkli hareket
etmesi ve farkli bant profillerini olusturmasidir (Haidong 2005).

Alellerden birinde olusan bu baz degisikligini tantyacak ve ¢ogaltma sonrasinda
iki allel arasinda biiyiikliik farki yaratacak farkli primer kullanilmasina dayali “allele 6zel
amplifikasyon” bu amagcla kullanilan yontemlerden biridir.

Olusan degisiklik belli DNA bolgelerini taniyip kesen enzim bdlgelerinde
olusmussa, ilgili enzimin DNA’y1 kesip kesmemesini denemeye dayalt DNA’y1 kesen
enzimlerin olusturdugu par¢a uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length
Polymorphism; RFLP) de kullanilabilir (Ota ve ark. 2007). Yine bu degisimi florasan
isaretlerle tantyan otomatik analizatorlerin bu amagla kullanilmasi da pahali, fakat etkin
yontemlerdir (Takatsu ve ark. 2004).

Bir DNA’daki SNP’lerin paternleri haplotip olarak bilinmektedir. Belirli bir
kromozomal bolgedeki tiim SNP’ler, iligiksiz bireylerin genis gruplarinda analiz
edildiginde, sonuglar, her bir1i smirh ¢esitlilikte fakat belirgin rekombinasyon
bolgelerince i1saretlenmis, ondan yiizlerce kilobaza degisen farkli haplotip bloklarinin bir
goriintlisiinli verebilmektedir. Genis bloklar bir¢cok gen igerebilir; daha kiigiik bloklar ise
sadace bir geni tanimlayabilir. Bu durumda hastaligi anlamamiz i¢in daha kullanish
olabilir. Bir hastalik birden fazla gen tarafindan etkileniyorsa; haplotiplerden elde
edilecek bilgi SNP’lerden bir seferde elde edilecekten daha fazla olabilir. Assosiasyonlar
tek SNP’den ziyade haplotip calismalariyla daha iyi yapilabilir. Belirli bir haplotip alt
yapisi lizerinde mutasyon meydana gelir ve yakinindaki SNP’lerle, rekombinasyon veya
geri mutasyonla bu birliktelik kopana dek, iliskilendirilme siirdiiriilebilir. Haplotip

bloklarinin varligi LD (Linkage Disequilibrium) analizini oldukga basitlestirir.
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Bir bolgedeki tiim SNP’leri kullanmak yerine, tam olarak hangi SNP’lerin
gereksiz oldugunu ve hangilerinin asSosiasyon calismalarinda bilgi verici oldugunu
belirleyebiliriz. Haplotiplerin tanimlanmasinin medikal uygulamalar i¢in pek ¢cok anlami
vardir, fakat bu tez calismasi sadece klinik olarak hastalikla iligkili olan mevcut gen igin

0zglin fonksiyonel SNP’ler tizerinde kurgulanmaistir.

2.4. Taguchi Deneysel Tasarim ve Optimizasyon Metodu

Japon bilim adami Genichi Taguchi makine miihendisi ve bir istatistik¢idir. Yaptigi
calismalarla istatistiksel deney tasarimina dayali iiriin Kalitesini artiracak ve maliyeti
diistirecek bir yontem gelistirmistir. Taguchi, ¢ok sayida deneysel durumu agiklamak igin
ortogonal dizileri olugturmustur. Ortogonal dizinin en 6nemli 6zelligi, bir¢ok faktoriin en
az sayida test edilmesi ve faktor seviyelerini es zamanli olarak degistirme yapmaya

olanak saglamasidir. Ortogonal tasarimda her bir deneme birbirinden bagimsizdir.

Ornegin, Taguchi deney tasarmm igin; 5 faktorlii 4 seviyeli olan L16 (4°) deneme
diizeni segilirse, tam faktoriyel tasarima gore 4 seviyeli 5 faktorlii bir calisma icin 4°=
1024 adet deneme yapilmasi gerckmektedir. Ayrica bu denemelerin 3 tekrarli yapildigi
disiiniiliirse 1024*3=3072 deneme gergeklestirilmesi gerekir. L16 ortogonal tasarim
sayesinde 16 denemeye diismektedir. Yapilacak bir ¢alismada bir sistem veya siirecin
gbzlemlenmesi, siirecin ve sistemin nasil ¢alistiginin 6grenilmesi ve anlasilmasi agisindan
deneyler 6nemli ve ayrilmaz bir parcadir. Ayrica yapilan her bir deney ayni1 zamanda bir
testtir. Uriin/siirece kontrol edilebilen ve edilemeyen cesitli parametreler etki eder. Bu
testler bir siire¢ ya da sistemin girdilerinde degisiklik yapilarak ¢iktilarin gézlemlenmesi
ve analiz edilmesini saglamaktadir Sekil 2.2, (Roy 2010; Montgomery 2012). Taguchi

metodu olarak bilinen bu yontem ortogonal deney tasarimina dayanmaktadir.
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Sekil 2.2. Bir sistem ya da siirecin genel semasi.

Kontrol edilebilen parametreler
X1 X Xn

Girdiler
Uriin/Siirec
Z1 Z2 Zn

Kontrol edilemeyen parametreler

X, Z: Faktor (Montgomery 2012).

Taguchi, kalite kayip fonksiyonunu ise hedef degerden sapmalar olarak
tanimlamistir ve hedefte kayip sifirdir (Sekil 2.2). Bu yontemle farkli parametrelerin
farkli seviyeleri arasindan optimum kombinasyonu belirlenebilir (Taguchi 1993;
Taguchi ve ark. 2005; Roy 2010). Kalite karakteristiginin se¢imi igin ortalama ve standart
sapmalar  yerine  sinyal/girilti  oranlarin1  (S/N  -Signal/Noise-  ratio)
kullanmistir (Gaonkar ve ark. 2016).

Taguchi kayp Fonksiyonu,

Sekil 2.3. Taguchi ve Geleneksel Kayip Fonksiyonu.

Geleneksel
Kayip
- |  Fonksiyon
\ Taguchi Kayip /
\ Fonksiyonu /
o /]
7 \/ Hedef deger /
%0 7
\\ _ -
A ~ —~—~ — -
UAL LAL

UAL: Upper Allowable Limit-izin Verilen Ust Limit; LAL: Lower Allowable Limit- izin Verilen
Alt Limit (Roy 2010).
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Taguchi kayip fonksiyonunun ayni zamanda sinyal giiriiltii orani olarak da bilinen
en ¢ok kullanilan 3 fonksiyonu vardir. Bu fonksiyonlar “daha biiyiik daha iyi”, “en kiiciik
en iyi” ve “hedef deger en iyi” olarak ifade edilir (Unal ve Dean 1990; Zambanini 1992;
Taguchi ve Chowdhury 2005; Gokge ve Tasgetiren 2009; Roy 2010).

Kalite karakteristiginin “daha biiyiik daha iyi” oldugu durumdaki kayip fonksiyonu,
_ 1
LO) = kGs)

Bu fonksiyonda L(y) hedef degerden uzaklastik¢a olusan kalite kaybini, y {irlin veya
stirecin giincel degerini, K ise kalite kaybini gdsteren sabittir. Bu formiile gore amag y

degerini maksimize etmek, yani y biiylidiik¢e kalite kayb1 azalmaktadir.

Sinyal giiriiltii oranin hesaplanmasinda “daha biiyiik daha iyi” oldugu durumda
asagidaki kayip fonksiyonunun logaritmik formiilii ile hesaplanir. Optimum kosullarda
en yiiksek sinyal giiriiltii oranina sahiptir.

1 1
3/ = —10log (; i=1 y_Lz)

Burada yi = Performans karakteristiginin i. gézlem degeri n = 1 denemedeki test sayisi,
y = gozlem degerlerinin ortalamast

Probleme uygun ortogonal dizinler serbestlik derecelerine gore belirlenir. Her
faktoriin serbestlik derecesi faktor seviye sayisinin bir eksigidir. Buna gore 5 faktoriin 4

seviyeli serbestlik derecesi toplami 15 olacaktir. En kiigiik ortogonal tasarim Lis (4°)

Faktorlerin diizey sayisi, k: Faktor sayisi, L: Ortogonal diziyi gosterir.
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Taguchi metodunun asamalar1 asagidaki gibi Ozetlenebilir (Unal ve Dean 1990;

Taylan 2009; Roy 2010);

1. Problemin tanimlanmasi, degerlendirilecek faktor ve etkilesimlerin se¢ilmesi
2. Faktor diizeylerinin se¢ilmesi

3. Performansin degerlendirilmesi i¢in giirtiltii oraninin se¢imi

4. Uygun ortogonal diizenin se¢ilmesi

5. Faktor veya etkilesimlerin kolonlara atanmasi

6. Testlerin yapilmasi

7. Sonuglarin analiz edilmesi

8. Dogrulama deneylerinin yapilmasi

Taguchi, sonuglarin analiz edilmesinde standart yaklasim (ANOVA ve ana etki
hesaplanmasi) yerine S/N oranlarini siddetle tavsiye etmistir. Bu deger (S/N) ne kadar
biiyiikse hedef deger etrafindaki varyans o kadar kiigiiktiir. Elde edilecek S/N orani
tablosu ve ortalama tablosundan en yiiksek S/N oranina sahip seviye optimum deger
olarak segilir. Etki siras1 herbir faktor i¢in en yiiksek ve en kiigiik S/N degerleri arasindaki
fark alinarak hesaplanir. Her faktor i¢in belirlenen bu deger biiyiikten kiiciige dogru

siralanir ve en biiyiik deger en ¢ok etki eden deger olarak belirlenir (Roy 2010).

Belirlenen optimum degerler ile ongoriilen deger (predicted value) dikkate
alinarak tekrar test yapilir ve iirliniin performansi hesaplanmis ongoriilen degerler ile
karsilastirilarak degerlendirilir. Performansin degerlendirilmesinde 6ngoriilen deger veya
tizerinde bir degerin ¢ikmasi test sonuglarini onaylar. Sonucun 6ngoriilen degerden farkl
¢ikmasi durumunda zayif ortogonal tasarim ya da biiyiikk varyasyon gosterdigi

distintiliir (Dehnad 1989; Taguchi ve Clausing 1990; Unal ve Dean 1990).
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Taguchi tasariminin PZR uygulamasi 1994 yilinda RAPD-PZR (Random
Amplified Polimorfic DNAs) optimizasyonunda kullanilmistir. Burada elde edilen tek bir
pik degeri, hesaplamalarda kullanilmis ve standart kosullara gore iiriin miktarinda artis
meydana gelmistir (Cobb ve Clarkson 1994). 1996°da iki deneysel tasarim teknigi (2
fraksiyonel deney tasarimi ve merkezi kompozit tasarim) kullanilarak otoklavlanmis kan
lekesi, DNA izolasyon metodu, 2X2 mm ¢apinda farkli sayilarda kan lekeleri, kalip DNA

miktari ve Mg*? konsantrasyonu i¢in PZR kosullar1 optimize edilmistir (Boleda ve ark.

1996).

Taguchi metodu, Minitab istatistik programi yardimi ile uygun sekilde yapilabilir.
Gerekli parametreler, faktor ve seviyeler, ortogonal dizinin belirlenmesi ve analizler
Minitab istatistik programinda bulunan Stat>DOE>Taguchi meniisiinden girigleri

yapilarak program baslatilir (http://support.minitab.com/en-us/minitab/17/).
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2.5. Tetra-ARMS PZR (Tetra Amplification-Refractory Mutation System)

The Amplification-Refractory Mutation System (ARMS) metodu allel-spesifik
PZR amplifikasyonu (AS-PZR) olarak da bilinir. ARMS tek baz degisiklikleri veya kiiciik
delesyonlar gibi mutasyonlari taramak i¢in kullanilan basit, ucuz ve giivenilir bir PZR
tabanli genotipleme yontemidir. Bu teknikte, bir PZR primerinin 3° ucu allel spesifik
olmas gerekir. Tetra-ARMS PZR metodu, Tetra-primer PZR ve Bi-PASA (Bidirectional
PCR Amplification of Specific Allles) yontemleri arasinda bazi farkliliklar vardir Tablo
2.1, (Newton ve Graham 1989; Ye ve Humphries 1992; Little 2001; Ye ve Dhillon 2001;
Medrano ve de Oliveira 2014).

Tablo 2.1. Yontemler arasindaki farkliliklar (Ye ve Dhillon 2001).

Tetra-Primer ARMS PZR  Tetra-Primer PZR Bi-PASA
Inner (i¢) Primerler
Allgesifik 3’ ucundaki baz P”merm 3’ ucundaki baz
yanlig eslesme merkezinde
llave ye Evet, 3’ ucundan -2. baz Hayir Hayir
eslesme
Kuyruk disinda
Uzunluk Yaklasik 28 baz Yaklasik 15 baz yaklasik 20 baz
Kuyruk Hayir Hayir Evet
Inner/Outer (i¢/dig) primer 10 1 1
orant
Annealing sicaklig Sabit veya Touchdown 1k d(').ngulerde Sabit
yiiksek

Tetra Primer ARMS yonteminde primerlerin spesifikligini artirmak igin “-2.”

pozisyonunda yapilacak ilave bir yanlis eslesme baz se¢imi olacaktir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Yanlis eslesme baz se¢imi tablosu (Little 2001).
Primerde bir onceki niikleotide karsilik gelen kodlanan iplikteki niikleotid

Ug yanlis eslesme
AA
AG
AC
TT
TG
TC
CcC
GG

>O0O0OO0>>
@4 >H>H OO
> >> > 0>>0
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2.6. PZR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

PZR-RFLP tekniginde, dncelikle ilgilenilen varyasyon bolgesini i¢ine alan ve
belli bir baz ¢ifti uzunlugunda amplifiye olmasini saglayan bir ¢ift primer dizayn edilir.
Daha sonra PZR ile amplifiye olmus iiriinde varsayilan degisiklikleri taniyan DNA kesim
enzimleri [Restriction Endonucleases (RE)] belirlenir. RE bakterilerde, bakteriyel
viriislere kars1 hiicrenin savunma sisteminde yer alir ve genis bir ¢esitlilikte bakterilerden
izole edilir. Bu enzimlerin siiflandirilmasinda cins ismin ilk harfi, tiir isminin ilk iki
harfine gore isimlendirilir. PZR ile amplifiye edilen DNA dizisindeki enzim tanima
bolgesinde meydana gelecek degisiklik ile enzimin DNA’y1 kesme kalib1 degisecektir.
Buna gore farkli boyutlarda fragmentler olusacaktir. Bu farkli uzunluktaki fragmentler
agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenebilir. Bu enzim kesim o6zellikleri polimorfik
nitelikteki genetik gostergelerin bir 6rnegi olarak kabul edilir (Dib ve ark. 1996; Ota ve
Fukushima 2007).
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2.7. Obezite, Leptin ve Leptin Reseptorii

2.7.1. Obezite

Obezite OSA igin en biiyiik risk faktorlerinden birisidir (Redline ve Tishler 2000).
Viicut kitle indeksi (VKI - Body Mass Index: BMI) viicut agirhgmin (kg) boy
uzunlugunun (m) karesine boliinmesi ile elde edilir. Obez ve obez olmayan bireyleri
ayirmada yaygin olarak kullanilir. BMI, 25-29.9 arasi olanlar asir1 kilolu 30 ve daha
yukar1 olanlar obez olarak tanimlanmistir (Marik 2000).

Obezitenin orta yash erkeklerde gozlenen bir¢ok belirli etkisi vardir ve OSA
riskini 10-14 kat artirdig1 gozlenmistir. Obezite gogiis duvarindaki kompliansi azaltmasi
ile iligkili hipoventilasyonun ortaya c¢ikmasi ve/veya azalan nazofarengeal cap, iist
solunum yolu dokularinda yag birikmesi OSA’a olan yatkinlhig: artirabilir (Redline ve
Tishler 2000). Asir1 viicut yagi, ozellikle ekspirator rezerv hacminde azalma ve
FEV1/FVC oraninda artma seklinde solunum sisteminde birkag etkiye sahiptir. Vital
kapasite, total akciger kapasitesi, fonksiyonel rezidiiel hacim genel olarak orta derecede

obez olan normal bireylerde korunurken morbid obez bireylerde %30 ve daha fazla azalir.

Solunum olaymin giinliik yiiksek olan karbondioksit iiretimini azaltmasi kadar
anormal gogilis elastikiyeti, gdglis duvari direnci, hava yolu direnci, anormal
diyafragmatik pozisyon ve iist hava yolu direncide artmaktadir. Ciddi obez hastalar
ventilasyon-perfiizyon uyumsuzluguna sebep olan genislemis alveolar-arteriel oksijen

degisimi ile sik sik hipoksemiktir.

Dahas1 obezite pulmoner trombo-embolizim i¢in biiyiik bir risk olusturmaktadir.
Obezitenin etyolojisi uzun bir peryod boyunca pozitif bir enerji dengesine sebep olacak
potansiyele sahip birka¢ faktor ile birlikte heterojen bir durum olusturmaktadir. Bu
faktorler yliksek bir yag diyeti, alisilmig diisiik seviyeli bir fiziksel aktivite, belirli bir
viicut kitlesi ve kompozisyonu i¢in diisiik bir dinlenme metabolik hizi, aclik durumunda
(standart kosullar altinda lipidlerden daha ¢ok karbonhidrat oksidasyonuna egilim gibi)
daha yiiksek bir solunum orani, muhtemelen yiiksek insiilin duyarliligini icerebilir.
Bir¢ok obez bireyde dolasimdaki yliksek leptin seviyeleri bir leptin direnci gostergesi
olabilir (Marik 2000).
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2.7.2. Leptin

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda kesfedilen leptin, sitokinlere
benzeyen ve 167 amino asit i¢eren protein yapisinda bir hormondur (Zhang ve ark. 1994).
Insanda 7’inci kromozomun uzun kolunda bulunan (7q31) ob/ob geninde kodlanmistir.
Uc ekzon ve iki introndan olusur. Viiciitta baslica adipoz (yag) dokuda sentezlenen
leptinin az miktarda ise plasenta, gastrik epitelyum, iskelet kasi, hipofiz ve meme bezi
tarafindan da salgilandig1 gosterilmistir. Serbest ve proteine bagl olmak iizere kanda iki
formda bulunmaktadir. Leptinin aktivitesinden serbest formunun sorumlu oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan caligmalarda obez bireylerde serumdaki leptinin biiyiik
kisminin serbest formda oldugu tespit edilmistir. Bu durumda obez kisilerde serbest leptin
formunun artisinin tespit edilmesi, obezite gelisiminde asil sorunun leptin eksikligi degil,
leptin  direnci  oldugu  hipotezini  destekleyen  kanitlardan  biri  olarak
goriilmektedir (Ogawa ve ark. 2004; Ragin ve ark. 2009). Ornegin, ¢ogunlukla tip II
diyabette oldugu gibi reseptor ve intraselliiler sinyal bozukluklari obez bireylerde leptin
direncinden sorumlu olabilir. Leptin enerji alimi veya harcanmasini, néroendokrin
fonksiyonu diizenleyen birka¢ norepeptidin ifadesini degistirmek i¢in hipotalamustaki
spesifik reseptorlere baglanarak calisir. Leptin istahin giiclii bir stimiilatorii olan
hipotalamik ndropeptid Y (NPY)’nin sentezini engeller (Larter ve ark. 2010) Sekil 2.3).
Dahas1 NPY ’nin azaltilmasi enerji harcanmasi ve sempatik sinir sistemi ¢ikis akiminin
artmasiyla sonuglanmaktadir (Wang ve ark. 1997; Loh ve ark. 2015).

Leptin direkt olarak lipid oksidasyonunu arttirmas: ile birlikte yag asidi ve
trigliserit sentezini azaltarak intraselliiler lipid artisin1 engeller. Lipid metabolizmasina
etkisi, yag asiti sentezinde enzim hizini sinirlayarak, asetil KoA karboksilaz aktivitesini
engelleyen bir etki olabilir (Gao ve ark. 2007).

2.1.3. Leptin Reseptorii

Leptin reseptoril, sitozolik transkripsiyon aktivatorii (STAT) proteinlerinin
aktivasyonu yoluyla gen transkripsiyonunu uyardigi bilinen gpl130 sitokin reseptor
ailesinin bir tiyesidir (OMIM #601007; (Tartaglia 1997)). Leptin reseptorii OB-Rb (uzun
reseptor) ve OB-Ra (kisa reseptor) olarak 2 alternatif kirpilma (splicing) izoformuna
sahiptir (Yiannakouris ve ark. 2001). Biyolojik olarak aktif olanlardan birisi Ob-Rb
izoformu sinyal transdiiksiyonu kapasitesine sahiptir ve hipotalamusta (niikleus arkuatus)
cok fazla eksprese olmaktadir. OB-Ra ise intraseliiler sinyal igin gerekli olan
segmentlerin tiimiinii tasimazlar ve bu nedenle sinyal iletiminde rolleri ¢ok az veya

yoktur.
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OB-Ra reseptorlerinin bulundugu baslica dokular bdbrek, akciger, pleksus
koroideus ve beyin kapillarlaridir. Son ikisinde OB-Ra reseptorlerin bol bulunmasi
bunlarin leptinin merkezi sinir sistemine transportunda onemli gorevleri oldugunu

diistindiirmektedir (Murakami ve ark. 1997; Yamashita ve ark. 1998).

Sekil 2.4. Hipotalamik noronal alt popiilasyonlardaki leptin reseptor sinyali.
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AgRP, Agouti ile iliskili protein; CART-cocaine-amphetamine-diizenleyici transkript; CRH-
corticotropin salan hormon; MC4R, melanocortin- 4 receptor; MCH- melanin yogunlastirict hormon; a-
MSH — a-melanosit uyarict hormon; NPY — noropeptid Y; POMC — pro-opiomelanocortin (Larter ve
Chitturi 2010).

Leptin reseptor geninin OBRb formu 70 kb’dir ve 20 exon igerir. Leptin reseptorii
(LEPR) protein yapisina gore ekstraselliiler, transmembran ve intraselliiler bolgelerden
olusur. LEPR geninde birkag¢ fonksiyonel 6nemli domain bulunmaktadir. Ekstraseliiler
bolgede ligand baglanmasini saglayan iki sitokin motifi (GXWSXWS) icerir. Intraseliiler
bolge hipotalamusta STAT ve Janus-Aktif Kinazla (JAK) etkilesen diziler
bulundurur (Matsuoka ve ark. 1997; Schulz ve Widmaier 2004).
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2.8. SH2B (Src Homology 2 (SH2) B adaptor protein) adaptér protein ailesi ve hiicre

sinyallenmesi

1979 yilinda kesfedilen Src (sarkoma icin kisaltilan) geni reseptdr olmayan bir
tirozin kinaz sifreleyen bir proto-onkogen’dir. SH2B adaptor proteini de instilin reseptorii
dahil reseptér ve fosforillenmis kinazlarla etkilesen SH-domaini igeren bir
molekiildiir. (Oppermann ve ark. 1979). Fare SH2B geni 9 ¢kzon igermektedir. SH
domainin ¢ekirdegini sifreleyen ekzon 6-7 kullanilarak 4 splice varyantinin (SH2B-a, j3,
d, ve v) oldugu belirlenmistir (Sekil 2.5) (Nelms ve ark. 1999) . SH2B1 (SH2B (PSM)-
prolin a.a. bakimindan zengin, pleksitrin homolojisi gosteren (PH), SH-domaini igeren
sinyal aracis1), SH2B2 (APS-Ph, SH2 domaini igerir), SH2B3 (Lnk) SH2B ailesi
tiyeleridir. Bunlarin hepsi SH2 domaini, bir PH domaini, birka¢ prolinden zengin bolge
ve bir dimerizasyon bolgesi igerir (Sekil 2.5) (Maures ve ark. 2007). 16pl1.2
lokasyonunda bulunan SH2B1 220 kb’lik delesyonu olan hastalardaki gen
dagilimlarindan biridir (OMIM #608937, OMIM #613444), (Thorleifsson ve Walters
2009). SH2B1 genini i¢ceren bu kromozomal bolgedeki delesyonlarin gelisimsel gerilik
ve obezite ile baglantis1 gosterilmistir (Bachmann-Gagescu ve Mefford 2010). Bir meta-
analiz ¢alismasinda FTO ve MC4R diginda 6 yeni bdlgenin SH2B1°de VKI ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Willer ve ark. 2009). SH2B1’in hem erkek hem de disi farelerde
IGF-I aracili infertilitede kritik bir rol oynadigi da gosterilmistir (Ohtsuka ve ark. 2002).

Sekil 2.5. SH2B ailesi iiyelerinin sematik gdsterimi.

SH2B1 (SH2-B, PSM)
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DD-Dimerizasyon Domaini, PH-Prolinden zengin bolge, Y-Tirozin (Maures ve Kurzer 2007; Rui
2014).
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Leptin sinyallenmesi, uzun leptin reseptorii (LepRb) ve JAK/STAT yolaginin
aktivasyonu ile meydana gelir. (Schulz ve Widmaier 2004; Frithbeck 2006; Li ve ark.
2007). SH2B1 bagimli veya bagimsiz mekanizmalarla JAK2 Tyr813’{in fosforillenmesi
ile SH2B1’in SH domainine baglanarak sinyallenmeyi arttirir ve sitoplazmik bir
aktivator-adaptor protein olarak ¢alisir (Sekil 2.6) (Rui ve Carter-Su 1999; Rui ve ark.
2000; O'Brien ve ark. 2002; Kurzer ve ark. 2006; Li ve Zhou 2007; Maures ve Kurzer
2007; Jiang ve ark. 2008).

SH2B-knockout hayvan caligmalariyla leptin sinyal yolaginda JAK2 (Janus Aktif
Kinaz 2) ile etkilesen SH2B1’in bozulmasiyla hipotalamik NPY ve AgRP’nin
ekspresyonunun arttigi gosterilmis ve leptin direncinin, hiperfaji, obezite ve metabolik

sendromla ile iliskili oldugu agiklanmigtir (Ren ve Li 2005; Ren ve ark. 2007).

Sekil 2.6. Leptin reseptor sinyal yolagi.
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Uzun reseptor LepRb ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenlemek i¢in ¢ekirdege giren phospho-
stat3 dimer (P-stat3) ve Jak2/Stat3 fosforilasyon yolag: ile sinyallenir. SH2 domaini igeren protein
1B (SH2B1l) ile sinyal artarken, hiicresel fosfatazlar (protein fosfatazB1[PTP1B], SH domain
fosfataz2 [SHP2] ) ve sitokin sinyal baskilayicist SOCS3 ile sinyali azaltacak, uyaracak veya
engelleyecektir (Larter ve Chitturi 2010).
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Noronal SH2B1’in  N-terminal bdlgesi normal viicut agirhign ve glukoz

metabolizmasinin korunmasi igin gerekli oldugu ileri siiriilmiistiir (Morris ve Cho 2010).

SH2B1 gen bdlgesi 2010 yilinda 249,796 kisi {izerinde yapilan bir arastirmada VKI
ile ilgili riskli gen bolgelerinde arasinda ve diger enerji dengesini saglayan hipotalamik
diizenleyicilere yakin bir yerde yer aldigi gosterilmistir (Sekil 2.7) (Speliotes ve Willer
2010).

Sekil 2.7. VK1 ile iliskili genlerin meta-analiz sonuglar1 ve kromozom lokasyonlari.
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(Speliotes ve ark. 2010).

SH2B1 gen bolgesinde bulunan ii¢ polimorfizmin (rs7498665, rs4788102, rs7359397)
meta-analiz veya tekrar ¢alismalarinda allel sikliginin obezlerde daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Bauer ve ark. 2009; Beckers ve ark. 2011; Hotta ve ark. 2011; Volckmar
ve ark. 2012).

rs7498665 risk allelinin viicut yaglarinin manyetik rezonans (MR) ile 6l¢iildiigii bir
caligmada yiiksek viseral yag dokusu ve tomografi ile 6l¢iildiigii ¢aliymada VKI ile degil
viseral yag alani ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Haupt ve ark. 2010; Hotta ve
Kitamoto 2011). Sandholt ve ark. BDNF rs4923461 risk allelinin tip 2 diabete karsi
koruyucu oldugunu ve rs7498665 risk allelinin VKi’den bagimsiz olarak tip 2 diabet ile
iligkili oldugunu agiklamistir (Sandholt ve Vestmar 2011; Xi ve ark. 2014). Ayrica Japon
kadinlarda kemik mineral yogunlugu i¢in rs7498665’in belirleyici olabilecegi rapor
edilmistir (Yamada ve ark. 2008). Saglikli Kuzey Isvec popiilasyonunda rs7498665 ve
rs4788102°’nin  yiikksek  trigliserit  seviyeleri  ile  iliskili  oldugu ileri
stirilmiistiir (Vastermark ve ark. 2012).
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Bir diger meta-analiz ¢aligmasinda, rs4788102 icin saglikli kontroller arasinda
VKI’deki degiskenligin etkisi gdzlenirken anormal glukoz hemeostasis ile SH2B1

degiskenligi arasinda bir iliski olmadigi gosterilmistir (Perez-Iglesias ve ark. 2010;

Prudente ve ark. 2013).

Sekil 2.8. SH2B1 iizerinde ¢aligilan varyantlarin yerlesimi (NCBI 2017).

34613 Homo sapiens SH2B adaptor protein 1 (SH2B1), RefSeqGene on chromosome 16
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Popiilasyonu

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklar1 klinigi Uyku
laboratuvaria 2013-2014 yillart arasinda bagvuran erkek bireylerden horlama, tanikli apne
ve giindiiz asir1 uyku hali sikayetlerinden en az bir tanesi olanlar ¢alismaya dahil edilmistir.
Olusturulan ¢alisma gruplar i¢in viicut kitle indekslerine gore 3 grup olusturuldu. Obezite
icin simir degeri >30 ve kg/m? {izeri, normal ya da zayif i¢in sinir degeri <25 kg/m? olarak
secildi (Bayram 2015). Buna gore grup 1 (Obez-Hasta=89 birey), grup 2 (Zayif-Hasta=71
birey), grup 3 (normal=76 birey) olarak 3 grup olusturuldu. Bu bireyler poliklinikte uzman
doktor tarafindan muayene edilerek, boyun ile bel gevresi ve kan basinglari dlgiildii. Gerekli
goriilenlere resmi prosediir geregi hasta yatis1 yapildi ve rutin biyokimyasal parametreler
(hemogram, glukoz, kolesterol, trigliserit, HDL, LDL gibi) ve diger tahlilleri (EKG, solunum
fonksiyon testi, iki yonlii akciger grafisi) yaptirmalari i¢in yonlendirildi. Yatis1 yapilan
hastalar aksam saat 9.00’da PSG testi i¢in uzman uyku teknisyenleri tarafindan hazirlandi.
Yaklasik 1-1.5 saat arasinda siiren hazirliklar sonrasi, hastanin sabaha kadar uyku durumu
stirekli olarak gozlenerek ortalama 6-8 saat siiren standart PSG prosediiriine uygun kayitlari
alindi. Alian kayitlar sabah uzman doktor tarafindan degerlendirilerek tani konuldu ve
hastaligin agirlik derecesi (AHI” ya gore) belirlendi. Kontrol grubu ise, klinige bagvuran uyku
apnesi tanisi almayan (basit horlama tanisi ile kulak burun bogaz klinigine yonlendirilen)
bireyler ile hastane personeli ve yakin ¢evreden ¢alismaya katilmayi kabul eden bireylerden
olusturuldu. PSG testi sonras1 AHI <5’in altinda olan normal bireyler ¢calismaya alindi. Biitiin
bireyler goniillii olarak ve onam formu (Ek-1) alinarak ¢alismaya dahil edildi. Tiim bireyler
icin genel diglama kriteri olarak; kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hikaye, diyabet,
endokrin hastaliklar, bobrek ve karaciger hastaligi, santral apne veya Cheyne-Stokes
solunum, KOAH (kronik obstriiktif akciger hastalif1) veya astim, hipertansiyon tedavisi

alanlar calismaya alinmadi.
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3.2. DNA Lzolasyonu

Genomik DNA izolasyonu Fenol:Kloroform igeren bir prosediir kullanildi. 10
ml’lik kanlar 50 ml’lik falkon tiiplere konuldu. Uzerlerine 0.5 ml 0.5 M EDTA (pH 8,0)
eklendi. Bunlarin tizerine 2X Lysis Buffer (hiicre par¢alama tamponu) ilavesi ile 50 ml’
ye tamamlandi. 10 dakika boyunca tiipler alt {ist edilerek iyice karistirildi. Daha sonra 30
dakika buzun i¢inde bekletildi. Buzdan alindiktan sonra 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras tiiplerin slipernatant fazi atildi. Tiiplerdeki pellet iizerine
3 ml NaCI/EDTA eklenerek iyice vortekslendi. Daha sonra tizerlerine 0.3 ml %10’luk
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) soliisyonu, 150 ul proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek
ornekler 55 “C de 3 saat inkiibe edildi. Bekleme siiresi sonunda tiiplerin iizerine 3 ml fenol
(pH=8) eklendi.

Tiipler 20 saniye oldukga sert bir sekilde ¢alkalandi ve sonra 5 dakika da yumusak
sekilde ters yiiz edildi. Daha sonra tiipler 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda tiiplerdeki siipernatant kismi yeni steril falkon tiiplere alindi. Her tiipiin
iizerine 3 ml Fenol: Kloroform: izoamil Alkol (25:24:1) eklendi. Tiipler 20 saniye
oldukga sert bir sekilde ¢alkalandi ve sonra 5 dakika da yumusak sekilde ters yiiz edildi.
Daha sonra tiipler 3000 rpm de +4 °C de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
tiiplerdeki siipernatant kismi yeni steril falkon tiiplere alindi. Siipernatanin 1/10°u kadar
3M Sodyum Asetat (NaAc) pH=5.2 eklendi. Uzerlerine, alinan siipernatant kismimin 2.5
kat1 kadar -20 °C de sogutulmus %95’lik etanol (EtOH) eklendi. Tiipler sert bir sekilde
sallanarak ¢oken DNA’lar cam gubuk ile alind1 ve yeni steril 1.5 ml’ lik ependorf tiiplere
konuldu. Pelletler kurutuldu ve alkol uzaklastirildi. Daha sonra pellet, 0.5 ml 10 mM Tris
(pH=8) ile sulandirildu.
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Sulandirilan stok DNA’lar -20 °C*de saklandi. DNA’larin safligi ve miktariin
belirlenmesi i¢in spektrofotometrik ol¢lim yapabilen nanodrop cihazi kullanildi.
Kontaminasyonu onlemek i¢in 0,5 ml stok DNA’ dan 0.1 ml’ lik 50-100 ng/ml
konsantrasyonda olacak sekilde calisma stogu hazirlandi ve tekrar nanodrop cihazinda
6l¢iim yapildi (Tablo 2.1). 260 nm OD (Optik Dansite) 6l¢iimiiniin 280 nm OD 6l¢limiine
orant DNA’da protein ya da RNA kontaminasyonu hakkinda bilgi verir (Heaton ve Keer
2008). DNA orneklerinin hepsinde ideal aralik olan 1.8-2 arasinda oldugu saptandi. Tablo

3.1°de baz1 6rneklerimize ait DNA degerleri goriilmektedir.

Tablo 3.1. DNA konsantrasyon degerleri.

DNA Ornek No  Oran Azo/Azo  Stok DNA 0.5 ml (ng/ml) Sulandirilmas 0.1ml (ng/ml)

5 1.75 531.8 68.8
7 1.85 423.1 79.4
15 1.82 1,012.1 176.1
25 1.75 407.7 94.5
38 1.80 446.8 51.3
46 1.65 469.3 82.6
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3.3. Taguchi Optimizasyon Metodu

Taguchi metodunun uygulanabilmesi i¢in asagidaki prosediirlerin takip edilmesi

gerekmektedir.
Taguchi’nin deneysel tasarim adimlart;
1. Problemin tanimlanmasi, degerlendirilecek faktor ve etkilesimlerin segilmesi:

Bu calismada Tetra-ARMS PZR genotipleme yonteminde PZR bilesenlerinin etkin

calismasi i¢in uygun konsantrasyon seviyelerinin belirlenmesi;

Etkilesimi 6nemli 6ngoriilen faktorler: Taq polimeraz, MgClz, dNTP, Primer-Inner

(P-inner), Primer-Outer (P-Outer) olarak belirlenmistir.
2. Faktor diizeylerinin secilmesi:

Her bir faktor igin 4 farkli seviye de konsantrasyon degeri belirlenmistir.
3. Performansin degerlendirilmesi i¢in giiriiltii oraninin se¢ilmesi:

PZR sonrast iiriin varligini goriintiilemek igin, 6rnekler agarose jel elektroforeze
tabii tutulacaktir. Iyi bir {iriin varhginda genis ve daha parlak band profilleri
gozlenecektir. Goriintiiler seri ¢ekim teknigi ile alinmistir. Bunun igin sabit exposer
siiresi (60 milisaniye) ve ard arda 10 ¢ekim yapilacaktir. 7’inci ve 8’inci gorlintiiler
degerlendirme de kullanilmistir. Goriintiileme cihazinin (Syngene-Gbox chemi 16)
analiz programindan (Syngene-Gene Tools ver. 3.08) elde edilen her bir band profili
icin ylikseklik degerleri sonu¢ ¢iktis1 olarak analizlerde kullanilmistir. Kalite
karakteristiklerinin dlgiilmesinde ve degerlendirilmesinde kullanilan 6lgiit, 6l¢iilmek

istenen sinyalin (S), giirtiltii faktoriine (N) orani seklinde yorumlanacaktir.
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Sinyal degeri sistemin verdigi ve Ol¢iilmek istenen gergek degeri, giirtiltii faktorii
ise Olgiilen deger icerisindeki istenmeyen faktorlerin payini temsil eder. Buna gore

sinyal/giiriiltii orani igin “en biiyiik en iyi” giriiltii oran1 segilmistir.
4. Uygun ortogonal diizenin secilmesi:

Probleme uygun ortogonal dizinler serbestlik derecelerine gore belirlenir. Her
faktoriin serbestlik derecesi faktor seviye sayisinin bir eksigidir. Buna gore 5
faktoriin 4 seviyeli serbestlik derecesi toplami 15 olacaktir. En kiiclik ortogonal

tasarim Lis (4°) olacaktir.

5. Faktor veya etkilesimlerin kolonlara atanmasi: (Tablo 3)

6. Testlerin yapilmasi: L16 (4°) ortogonal tasariminda 16 reaksiyon icin standardize
edilmis kosullarda PZR ¢alismas: yiirtitiilmiistiir. Bu 16 reaksiyon ayni giin iginde 3
tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

7. Sonuglarmn analiz edilmesi:

Elde edilen 3 tekrarli sonuglarin beklenen band profil degerlerinin ortalamasi
alinarak Minitab istatistik programinda analiz edilmistir. Deney analizi sonucu “en
yiiksek en iyi” sinyal giirliltii oran1 i¢in S/N ve ortalama degerlerine gore optimum
seviyeler belirlendi. Ongoriilen deger (Predicted value) [6ngériilen S/N orani ve

ortalama deger] optimum degerlere gére hesaplandi.
8. Dogrulama deneylerinin yapilmast:

Minitab ¢iktisindan elde edilen optimum ayarlar kullanilarak tekrar PZR ¢alismasi

yapild1 ve bulunan sonugclar band profillerine gore degerlendirildi.

Sonuglarin analizi ve dogrulama deneyleri her bir bolge i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir.
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Asagidaki Tablo 3.2’de PZR bilesenlerinin stok konsantrasyonlari ve 1. seviyede

referans konsantrasyonlari parantez i¢inde gosterilmistir.

Tablo 3.2. Optimizasyonu igin Taguchi analizinde kullanilan PZR bilesenlerinin konsantrasyon seviyeleri
(parantez igi).

Faktorler
A-Taq B-MgCls C-dNTP  D-Primer-inners E'(';L't':fr'
(G U/l (25mM) (10mM) (100pmol/pl) (100pmol/ul)
c 1 02(004U) 25@25mM) 05(mM)  0.25(lpmol/u)  0.25(1pmol/ul)
s =
>
g5 2 0.3 3 0.9 0.5 0.5
E g
g 5
2= 3 0.4 3.5 1.25 1 1
Y N
4 0.5 4 15 2 2

Asagidaki Tablo 3.3’de kodlanmis konsantrasyon seviyelerinin L16 ortogonal

tasarima gore yerlesimini gostermektedir.

Tablo 3.3. Her biri 4 seviyede olan faktorler igin kodlanmis ortogonal tasarim diizeni.

1 1 1 1 1 1
2 1 2 2 2 2
3 1 3 3 3 3
4 1 4 4 4 4
5 2 1 2 3 4
6 2 2 1 4 3
7 2 3 4 1 2
8 2 4 3 2 1
9 3 1 3 4 2
10 3 2 4 3 1
11 3 3 1 2 4
12 3 4 2 1 3
13 4 1 4 2 3
14 4 2 3 1 4
15 4 3 2 4 1
16 4 4 1 3 2
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Asagidaki Tablo 3.4’de L16 ortogonal tasarima gore konsantrasyon seviyeleri ul
olarak gosterilmistir. PZR reaksiyonlar1 toplam 25 ul hacimde 1X Buffer 2.5 ul, DNA 2
ul (50-100 ng/ul) eklendi. Degerler pl olarak ifade edilmistir.

Tablo 3.4. Ortogonal tasarim igin konsantrasyon gostergeleri.

R;f‘rzsggn A-Tag B-MgCl.  C-dNTP D'rnrr"re“rer' E'gﬂgfr' dH:0

1 0.2 2.5 0.5 0.25 0.25 19.3

2 0.3 3 0.9 0.25 0.5 17.3

3 0.4 3.5 1.25 0.25 1 15.35

4 0.5 4 15 0.25 2 12.5

5 0.3 3.5 15 0.5 0.25 16.2

6 0.2 4 1.25 0.5 0.5 15.55

7 0.5 2.5 0.9 0.5 1 16.1

8 0.4 3 0.5 0.5 2 14.1

9 0.4 4 0.9 1 0.25 15.2

10 0.5 3.5 0.5 1 0.5 15.5

11 0.2 3 15 1 1 14.3

12 0.3 2.5 1.25 1 2 12.95

13 0.5 3 1.25 2 0.25 13.75

14 0.4 2.5 15 2 0.5 13.6

15 0.3 4 0.5 2 1 12.2

16 0.2 3.5 0.9 2 2 10.4

3.4. Genotipleme (Tetra-ARMS PZR ve RFLP)

Tetra-ARMS PZR’a ait primerler online olarak

(http://primerl.soton.ac.uk/primerl.html) tasarlanmistir. Tetra-ARMS PZR her bir bolge

icin ayrt ayri ¢alisildi. Primerler Biomatik (Kanada) firmasina sentez ettirildi. PZR

bilesenleri i¢in Solis Byodyne markali iiriinler (https://www.sbd.ee/) kullanildi. Segilen

ornekler ABI 3730XL automated sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA) ile
dizileme yontemine tabi tutularak sonuclar degerlendirildi. Jel goriintiileri i¢in Syngene
marka GBOX jel goriintiileme cihazi ve GeneSnap ( versiyon 7.02) yazilimi kullanildi.
Jelde goriintiilenen fragmentlere ait pik degerleri ayn1 markaya ait GeneTools (versiyon.

3.08) yazilimi kullanilarak elde edildi.

33


http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html
https://www.sbd.ee/

3.4.1. rs7498665 (NM_001145795.1: ¢.1450 A>G; p. T484A)

PZR basamaklari ilk denatiirasyon basamagi 94 °C 8 dk, 30 dongii 94 °C 30 sn-

62.3 °C 30 sn-72 °C 40 sn, son uzama basamagi 72 °C 10 dk olarak optimize edilmistir.

Tetra-ARMS PZR yontemine ait primer triinleri ileri (forward) dis-geri (reverse)

dis primerler 608 baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda ortak iiriin olusturmustur. Normal allele (A)

ait ileri dis-geri i¢ primer tiriinii 258 b¢ ve Mutant allele (G) ait ileri i¢-geri dis primer

tirtinii 395 bg olarak amplifiye edilmistir.

PZR reaksiyonu i¢in asagidaki ¢izelge de bulunan PZR bilesenleri belirlenen

yogunlukta ve hacimlerde 25 pl’ lik bir reaksiyon i¢in hesaplandi ve uygulandi. Ayrica

her bir reaksiyonda primerlerin stabilitesini korumasi igin toplam reaksiyon hacminin

%5’ini gegmeyecek sekilde %88 saflikta molekiiler grade olan gliserol eklenmistir.

Tablo 3.5. Tetra-ARMS ig¢in kullanilan primerler (rs7498665).

Primer adi Primer Dizisi %GC Ig]
Ile{élglfgfger CCCCATTGAAGAGGGACCCCAAG 60.87  69.87
Gerl Jgigsimer GAGAGGGGATGAACTGTCCCGGT 60.87  70.66
(A allele)
Tleri dis primer CACACAGGGTAGACTGCTGGTGAGG 60.00 71.06
Geri dig primer TGTGCAGCCTTGAGCCGAGAGAG 60.87  70.33
PZR Annealing o
Sicaklig 623°C
Ortak tiriin FO-RO 608bg
A allel (Normal) FO-Ri 258bg
G allel (Mutant) Fi-RO 395bg
RFLP i¢in kullanilan primerler ve 6zelliklert;
Tablo 3.6. PZR-RFLP Primer ve enzim ozellikleri (rs7498665).
. o PZR RE ve
0, .
rs7498665 an,er D,IZISI 7GC/Tm Uriin Tanima
53 °C P
Boyutu dizisi
Forward GGGTAGACTGCTGGTGAGGA  60.00/65.73 501 be BseYl
Reverse CCCTTCAGGAAGGAGAGAGG  60.00/63.92 CACCAGC
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3.4.2. rs4788102 (NM_001145795.1: ¢.-1952G>A)

PZR basamaklari ilk denatiirasyon basamagi 94 °C 8 dk, 30 dongii 94 °C 30 sn-
62.3 °C 30 sn- 72 °C 40 sn, son uzama basamagi 72 °C 10 dk olarak optimize edilmistir.

Tetra-ARMS PZR yontemine ait primer iiriinleri ileri dig-geri dis primerler 264
baz ¢ifti (b¢) uzunlugunda ortak tiriin olusturmustur. Normal allele (G) ait ileri ig-geri dis
primer iirlinii 127 b¢ ve mutant allele (A) ait ileri dis-geri i¢ primer iirlinii 193 bg olarak

amplifiye edilmistir.

PZR reaksiyonu icin asagidaki cizelgede bulunan PZR bilesenleri belirlenen
yogunlukta ve hacimlerde 25 pl’ lik bir reaksiyon i¢in hesaplandi ve uygulandi. Ayrica
her bir reaksiyon da primerlerin stabilitesini korumasi i¢in toplam reaksiyon hacminin

%S5 ini gecmeyecek sekilde %88 saflikta molekiiler grade olarak gliserol eklenmistir.

Tablo 3.7. Tetra-ARMS ig¢in kullanilan primerler (rs4788102).

rs4788102 Primer Dizisi %GC ™m
F"(Xviﬁég)‘er TCTGAATCTGTCCGCTCTGGACTTTACA 46.43 69.82
R‘zéeﬁﬁé:‘er;er CAGTAAAGGAAGCTATGGCCCAAGTAGTC  48.28 69.01
Forward outer (FO) GCATAGGGAAGGCAGAACCAGAGAT 52.00 68.57
Reverse outer (RO) CTGGAGCTAAGAAGAGACATCAAGGC 50.00 67.27
PZR Annealing Sicakligi 62.3 °C

Ortak iiriin FO-RO (264 bg )

G allel (Normal) FO- Ri (127 bg)

A allel (Mutant) Fi-RO (193 bg)

RFLP i¢in kullanilan primerler ve 6zelliklert;

Tablo 3.8. PZR-RFLP Primer ve enzim ozellikleri (rs4788102).

Primer Dizisi o or« PZR Uriin RE ve
rs4788102 523 7#GC/Tm °C Boyutu Tanima dizisi
Forward TGCCACTAAGAGAGGAGAGC 55.00/63.26
350 bp Taql
Reverse GGTCAATTCCAGACGTGCTT  50.00/63.45 T"CGA
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3.4.3. rs7359397 (NM_001145795.1: ¢.*518C>T)

PZR basamaklari ilk denatiirasyon basamagi 94 °C 8 dk, 30 dongii 94 °C 30 sn-

62.3 °C 30 sn- 72 °C 40 sn, son uzama basamagi 72 °C 10 dk olarak optimize edilmistir.

Tetra-ARMS PZR yontemine ait primer {riinleri ileri dig-geri dis primerler 545 baz cifti

(b¢) uzunlugunda ortak tiriin olusturdu. Normal allele (C) ait ileri i¢-geri dis primer tirlinii

186 b¢ ve mutant allele (T) ait ileri dis-geri i¢ primer iiriinli 411 bg olarak ¢ogaltildi.

PZR reaksiyonu i¢in asagidaki ¢izelgede bulunan PZR bilesenleri belirlenen yogunlukta

ve hacimlerde 25 ul’ lik bir reaksiyon i¢in hesaplandi ve uygulandi. Ayrica her bir

reaksiyon da primerlerin stabilitesini korumasi i¢in toplam reaksiyon hacminin %5 ini

gecmeyecek sekilde %88 saflikta molekiiler grade olarak gliserol eklenmistir.

Tablo 3.9. Tetra-ARMS i¢in kullanilan primerler (rs7359397).

rs7359397_ARMS Primer Dizisi

%GC  Tm (°C)

Rahyard inneg CCATCATTCTGCAGTGCTGTGCTGTC

53.85 70.38

(C allele)
Re(‘_’ffﬁe'lgg‘er AGGCTGTCAGACACAGGGATGGCTACA 5556 73.18
Forward outer (FO) TACAAGCAGAGGCTCGGGAGAG 59.09 68.02
Reverse outer 2_1(RO) CCAGCTCTCTCTAGGGTACAAAGCCA 53.85 69.71
PZR Annealing Sicakligi 65.5 °C
Ortak {iriin FO-RO (545 bp)
C allel (Normal) Fi-RO (186 bp)
T allel (Mutant) FO- Ri (411bp)
RFLP i¢in kullanilan primerler ve 6zelliklert;
Tablo 3.10. PZR-RFLP primer ve enzim 6zellikleri (rs7359397).
. - PZR
rs7359397 Primer Dizisi %GC/Tm Uriin RE ve
523 °C Tamma dizisi
Boyutu
Forward ATTGTTTGCTGTGGGGACTG 50.00/63.71
317 bp Hpy188I
TCNA"GA

Reverse CAATCTCTTCCAGCACAGCC  55.00/63.56
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3.5. Istatistiksel analizler

Calismada elde edilen veriler istatistik olarak normal dagilim ve varyans denkligi
acisindan incelendi. Normal olmayan ve varyanslar1 denk goriilmeyen sonuglar median-
ortanca- (minimum-maksimum) deger olarak ifade edildi. Parametrik olmayan 3 veya
daha fazla grubun karsilastirilmasinda Kruskal Wallis testi, ikili gruplarin
karsilastirllmasinda Mann-Whitney U testi uygulandi. Normal dagilim ve varyans
uygunlugu saglayan parametrik verilerde en az 3 grup igin ANOVA ve ikili
karsilagtirmalar i¢in Post-Hoc testler kullanildi. Kategorik degiskenler ve genotip

sikliklarini karsilastirmak i¢in Ki-Kare ve Fisher’s Exact testi kullanildi.

3.6. Etik Kurul ve Proje Onay1

Necmettin Erbakan Universitesi (N.E.U.) Meram Tip Fakiiltesi Etik Kurul
Komisyonu tarafindan “Obezite ile iliskili SH2B1 gen varyantlarinin uyku apnesi ile
baglant1 potansiyelinin belirlenmesi” bagliklt doktora tez calismasi1 07 Mart 2014 ve
2014/611 sayil karar ile onaylanmustir. N.E.U. BAP (Bilimsel Arastirma Projeleri)

komisyonu tarafindan da 141418002 proje numarasi ile desteklenmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Gogiis Hastalilar:
Uyku Laboratuarina 2013-2014 yillar1 arasinda klinige basvuran toplam 236 erkek (obez-
hasta n=89, zayif-hasta n=71, kontrol n=76) birey ¢alismaya alinmistir. Sonuglarin
analizinde biitiin bireyler dahil edilerek ve ayrica alt gruplara gore klinik veriler ve
genotip sikliklari karsilastirilmistir. Her bir varyant igin elde edilen genotipler ile klinik

veriler analiz edilmistir.

4.1. Taguchi Optimizasyonu

L16(4°) ortogonal deney tasarimima gore her bdlge igin her bir reaksiyondan elde
edilen fragment yanitlarinin ortalama pik degerleri Tablo 4.1’de verilmistir. Analizler
tablodaki degerlere gore yapilmistir. Herhangi bir fragment elde edilemeyen reaksiyonlar
icin tabloda hesaplama yapilabilmesi i¢in degeri 1 olarak girilmistir (Tablo 4.1). Jel
goriintilileri i¢cin Syngene GBOX jel goriintilleme cihazi ve GeneSnap ( Siirtim 7.02)
yazilimi kullanilmistir. Jelde goriintiilenen fragmentlere ait pik degerleri ayn1 markaya ait

GeneTools (Siiriim 3.08) yazilimi1 kullanilarak elde edilmistir.

Tablo 4.1. Taguchi deney tasarimina gore yapilan PZR sonuglarina ait pikler

Reaksiyon Sonug

Sira No rs7498665 rs4788102 rs7359397
1 12,420.1 29,664.2 1
2 9,255.9 16,709.9 2,946.3
3 8,798.6 28,575.2 14,992.2
4 16,341.0 23,105.6 1,712.7
5 11,820.9 22,538.7 1
6 1 22,887.9 1
7 15,584.2 24,210.9 1
8 8,973.0 23,718.5 18,100.6
9 13,090.3 13,646.3 1
10 13303.0 8,941.3 1
11 1 21,616.7 18,299.1
12 10,945.6 20,025.6 15,895.7
13 13,536.4 19,400.8 1
14 11,686.0 21,557.0 1
15 7,196.3 22,636.7 24,504.7
16 6,821.5 20,352.0 11,387.4
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4.1.1. rs7498665

rs7498665 polimorfizmine ait ortogonal tasarima gore PZR reaksiyonlari
yapilmistir. PZR sonuglarina gére goriintiileme cihazindan ve yazilimindan elde edilen
verilere (Tablo 4.1) Taguchi analizi uygulanmistir. Optimizasyon jel goriintiisii asagida
gosterilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Ortogonal tasarima gore uygulanmis rs7498665-PZR sonuglari.

1 2 3. 4 SOy 8 9 10 11 12 13 14 15 16 Ml
""“""I""'.'
- -

- SBeEe =Ss !-va

M1: 100 b¢ marker. 1-16 ortogonal tasarim reaksiyonlari

Taguchi analizinden elde edilen S/N giiriiltii oranlar1 (Tablo 4.2) ve ortalamalar
(Tablo 4.3) i¢in yanit tablolar1 asagidadir. Tablolardaki 6nem derecesi her faktor igin en

biiyiik ve en kiigiik degerlerin farkinin alinmasi ve biiyiikten kiiciige dogru siralanmasidir.

Tablo 4.2. rs7498665’¢ ait S/N oranlar1 igin yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgClI2 dNTP P-inner P-outer
1 81.09 82.08 39.64 81.97 80.14
2 61.09 60.79 79.68 60.25 80.55
3 61.40 59.97 80.41 79.87 60.58
4 79.45 80.20 83.31 60.94 61.77
Onem Derecesi 20 22.11 43.67 21.71 19.97
4 2 1 3 5

Tablo 4.3. rs7498665'¢ ait ortalamalar i¢in yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgCI2 dNTP P-inner P-outer
1 1,1704 1,2717 4,811 12,659 10,473
2 9,095 8,561 9,805 7,942 11,188
3 9,335 7,895 10,637 10,186 83,20
4 9,810 10,770 14,691 9,157 9,962
Onem Derecesi 2,609 4,822 9,880 4,717 2,868
5 2 1 3 4
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Asagidaki tabloda rs7498665 i¢in analizlerden elde edilen tahmini degerler
(predicted value) gosterilmistir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. rs7498665’ ¢ ait S/N orani, ortalama ve faktor seviyeleri i¢in tahmin edilen degerler.

rs7498665 Taq MgCl dNTP P-inner P-outer
S/N Orani
125.96
Ortalama ! 1 4 1 2
23,015.2

Sekil 4.2. rs7498665 Taguchi Plot Grafigi.

S/N oranlannimn ana etki plot grafigi
rs7498665
Taq MgCR2 aNTP
804
_— N AN 4 f ann i
N N N 7
<0 4
CH
g 02 03 04 05 25 30 35 40 0% 0% 13X 1%
5 P-inner P-cuter
80
E SN A N\
g_ €0 \/ \ \——-—G
<0
40
035 0% 100 200 02 0% 100 20
Konsantrasyon Seviyeleri
finyal grtitd oran: En bitylk en iyi
Ortalamalarmn ana etki plot grafigi
157498665
Tag MgCR GNTP

- ~ N P //

! Se——— \'\/
7500 /
o 5000
£ 0.2 0.3 0.4 0.5 25 30 35 40 050 0% 125 1,50
P-inner P-outer
15000
12500 \
(o) 2 — »
10000 \/ ~ \/.
7500
5000 1

025 050 100 200 02 050 100 200
Konsantrasyon Seviyeleri
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4.1.2. rs4788102

rs4788102 polimorfizmine ait ortogonal tasarima gore PZR reaksiyonlari
yapilmistir. PZR sonuclarina gore goriintiileme cihazindan ve yazilimindan elde edilen
verilere (Tablo 4.1) Taguchi analizi uygulanmistir. Optimizasyon jel goriintiisii asagida
gosterilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Ortogonal tasarima gore uygulanmis rs4788102-PZR sonuglart.

s -500bg

-300bg
-200bg

. 100b
= ¢

-
M1: 100 bg. 1-16 ortogonal tasarim reaksiyonlari.

Taguchi analizinden elde edilen S/N giiriiltii oranlar1 (Tablo 4.5) ve ortalamalar
(Tablo 4.6) igin yanit tablolari asagidadr.

Tablo 4.5. rs4788102’¢ ait sinyal giiriiltii oranlar1 i¢in yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgCl. dNTP P-inner P-outer
1 87.57 86.24 87.38 87.46 85.77
2 87.36 84.34 86.16 86.10 85.25
3 83.61 87.65 86.50 85.34 87.03
4 86.42 86.74 84.93 86.07 86.93
Onem Derecesi 3.96 331 2.44 2.11 1.77
1 2 3 4 5

Tablo 4.6. rs4788102' ¢ ait ortalamalar yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgClI2 dNTP P-inner P-outer
1 24,514 21,313 23,630 23,864 21,240
2 16,057 24,260 21,874 20,102 22,722
3 23,339 17,524 20,478 20,361 18,730
4 20,987 21,800 18,915 20,569 22,205
Onem Derecesi 8,456 6,736 4,716 3,763 3,993
1 2 3 5 4
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Asagidaki Tablo 4.7°de rs4788102 i¢in analizlerden elde edilen tahmini degerler

(predicted value) gosterilmistir.

Tablo 4.7. rs4788102’ e ait S/N orani, ortalama ve faktor seviyeleri i¢in tahmin edilen degerler.

rs4788102 Taq MgCI2 dNTP P-inner P-outer
S/N Ratio
92.11
Mean 1 3 1 1 3
34,093.8
Sekil 4.4. rs4788102 Taguchi Plot Grafigi
Sinyal Giiriiltii oranlarimin ana etki plot grafigi
rs4788102
- Tag MgC2 aNTP
= : ‘\\ » - /\' \_ﬁ_.-x
5 7 \/ o
S 8
8 02 03 04 05 25 30 35 40 0S0 050 125 150
g &8 P-nner P-outer
g 87 4 '\ /h.
z :: T ‘\/
84 4
02 05 100 200 025 05 100 200
Konsantrasyon Seviyeleri
Sinyal giruitd orani: En biylk en iyi
Ortalamalann ana etki plot grafigi
134788102
raooe Tag MoCR2 dNTP
=
z
B 03 04 05 25 30 35 40 OSO 0% 125 150
g 25000 P-inner P-outer
— BN oy
= 20000 4 \‘w‘_. \/
17500 4
15000 - v - - - " v -
025 05 100 200 025 050 100 200
Konsantrasyon Seviyeleri
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4.1.3. rs7359397

rs7359397 polimorfizmine ait ortogonal tasarima gore PZR reaksiyonlar
yapilmistir. PZR sonuclarina gore goriintiileme cihazindan ve yazilimindan elde edilen
verilere (Tablo 4.1) Taguchi analizi uygulanmistir. Optimizasyon jel goriintiisii asagida
gosterilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Ortogonal tasarima gore uygulanmis rs7359397-PZR sonuglari.

M1: 100 bg; 1-16 ortogonal tasarim reaksiyonlari.

Taguchi analizinden elde edilen S/N giiriiltii oranlar1 (Tablo 4.8) ve ortalamalar
(Tablo 4.9) igin yanit tablolar1 asagidadir.

Tablo 4.8. rs7359397' ¢ ait S/N orani yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgClI2 dNTP P-inner P-outer
1 54.39 0 41.59 21.01 43.23
2 21.29 17.35 60.30 59.95 37.63
3 42.32 64.14 42.17 41.16 41.89
4 42.23 78.75 16.17 38.11 37.48
Onem Derecesi 33.11 78.75 44.13 38.94 5.75
4 1 2 3 5

Tablo 4.9. rs7359397' ¢ ait ortalamalar yanit tablosu.

Seviyeler Taq MgClI2 dNTP P-inner P-outer

1 4,913.1 1 7,422.1 3,974.7 10,651.8

2 4,525.9 737.3 10,836.9 9,836.8 3,583.9

3 8,549.2 14,449.2 8,273.7 6,595.4 7,722.5

4 8,973.5 11,7741 428.9 6,554.8 5,003.4
Onem Derecesi 5 1 2 4 3
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Asagidaki Tablo 4.10°da rs7359397 i¢in analizlerden elde edilen tahmini degerler

(predicted value) gosterilmistir.

Tablo 4.10. rs7359397’ ¢ ait S/N orani, ortalama ve faktor seviyeleri i¢in tahmin edilen degerler.

rs7359397 Taq MgCI2 dNTP P-inner P-outer
S/N Orani

136.39 1 4 2 2 !
Ortalama

21,051 4 3 2 2 1

Sekil 4.6. rs7359397 Taguchi Plot Grafigi.

Sinyal Giiriiltii oranlarinin ana etki plot grafigi

157359397
= Taq MoC2 dNTP
el e / /\
%0
g i v . . > v . . . r . .
02 03 04 05 25 30 35 40 05 0% 1.3 190
Peinner P-outer
E w.
&0 4
E 40 N [ — R —
/ e S T
20 1
°' T L) LS L LS T Ll LJ
025 05 100 200 025 05 100 200
Konsantrasyon Seviyeleri
Sinyal gt orans: En buytk en iyi
Ortalamalann ana etki plot grafigi
157359397
Taq MgCOR2 dNTP

050 0% 1.5 150

Ortalumalarin ortalams )
2
£
4
a
S
s
&
3

16000 Ehne - ov
12000
8000 /\_ = \ o~
o- Al T Ll LJ L) LJ T Ls
025 050 100 200 025 05 100 200
y 5 F. Konsantrasyon Seviyeleri
Sinyal glrilti orane En blyik en iy
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4.2. Tetra-ARMS PZR, RFLP ve Dizi Analizi

4.2.1. rs7498665 (C.1450 A>G; p. T484A)

Asagidaki Sekil 4.7 Taguchi analizinden sonra belirlenen optimum seviyelerdeki
Tetra-ARMS PZR sonuglarm gostermektedir. Isaretli &rnekler farkli bireylere ait
homozigot normal (H13), heterozigot (H20), homozigot mutant (H28) genotipleri

gostermektedir.

Sekil 4.7. rs7498665 Tetra-ARMS PZR jel goriintiisii.

e
==
R
—
C—_

5: H13, 7:H20, 9:H28

Sekil 4.8. rs7498665 RFLP sonuglart.

M: 50 bg, 3:H13, 5:H20, 9: H28.
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Asagidaki Sekil 4.9, genotipleri belirlenen bireylerin dizi analizi sonuglarini
gostermektedir. Alleller kirmiz1 oklar ile isaretlenmistir. Buna goére pozitif iplik (list)
sirayla CAAC homozigot normal alleli, CAA/GC heterozigot alleli, CAGC mutant allel

dizisini gostermektedir.

Sekil 4.9. rs7498665'¢ ait dizi analiz sonuglari.

200 200 200
CCCCAACAGGG CCCCAACAGGG CCCAGCAGGG

240 250
CC TG TTGGGGG CCCTGCTGGGG CCTGCTGGGG

A g

A (Normal Allel) A/G (Heterozigot Allel) G (Mutant Allel)

3:H13, 5:H20, 9: H28

46



4.2.2. rs4788102 (c.-1952 G>A)

Asagidaki Sekil 4.10, Taguchi analizinden sonra belirlenen optimum
seviyelerdeki Tetra-ARMS PZR sonuglarni gostermektedir. Isaretli drnekler farkli
bireylere ait homozigot normal (H13), heterozigot (H20), homozigot mutant (H28)

genotipleri gostermektedir.

Sekil 4.10. rs4788102 Tetra-ARMS PZR jel goriintiisii.

5: H13, 7:H20, 9:H28

Sekil 4.11. rs4788102 PZR-RFLP jel goriintiisii.
4 51 e 7 8 [9]| 10 11" 12" 13 14

¥ s

G/G |G/Al G/A G/A A/A |A/A| A/JA G/A G/A G/A ‘_YG

M:50 bg, 3: H13, 5:H20, 9:H28
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Asagidaki Sekil 4.12, genotipleri belirlenen bireylerin dizi analizi sonuglarini

gostermektedir. Alleller kirmizi oklar ile isaretlenmistir. Buna gore pozitif iplik (list)

sirayla TCGA homozigot normal alleli, CAG/AC heterozigot alleli, CAAC mutant allel

dizisini géstermektedir.

Sekil 4.12. rs4788102 dizi analizi sonucu.

110 120 : 120
TTTTCGATTACT TTTTCA ATTACT TTTTCAATTACT

Forward @
1920

180 180
GTAATCGAAAA' TAATTGAAAA GTAATTGAAAAG
Reverse @ U

6 (Normal Allel) G-/A (Heterozigot Allel) A (Mutant Allel)

3: H13, 5:H20, 9:H28.
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4.2.3. rs7359397 (c.*518 C>T)

Asagidaki Sekil 4.13 Taguchi analizinden sonra belirlenen optimum seviyelerdeki
Tetra-ARMS PZR sonuglarni gdstermektedir. Isaretli ornekler farkli bireylere ait
homozigot normal (H13), heterozigot (H20), homozigot mutant (H28) genotipleri

gostermektedir.

Sekil 4.13. rs7359397 Tetra-ARMS PZR sonuglari.

E i ¥
b B

——— - - Jo—

4: H20. 7: H13. 9: H28.

Sekil 4.14. rs7359397 RFLP sonucu.

M:50 bg; 3: H13, 7:H20, 9:H28.
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Asagidaki Sekil 4.15 genotipleri belirlenen bireylerin dizi analizi sonuglarini
gostermektedir. Alleller kirmizi oklar ile isaretlenmistir. Buna gore pozitif iplik (list)
sirayla TTCG homozigot normal alleli, TTC/TC heterozigot alleli, CATC mutant allel

dizisini gostermektedir.

Sekil 4.15. rs7359397 dizi analiz sonucu.

20 20 20
GCTTTCG GAGC GC TTTTGGAGC: CTTTTGGAGC

Forward

Lo A !

180 180 180
GC TCCGAAAGC GC TCCAAAAGC C TCCAAAAGTC

Reverse

C (Hormal Allel) C-T (Heterozigot Allel) T (HMutant Allel)

H13, H20, H28.
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4.3. Klinik Sonuclar

Klinik parametreler ve buna bagli olarak olusturulan alt gruplar ile kontroller

arasindaki karsilagtirmalar asagidaki Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Tablo 4.11. Bireylerin gruplara gore antropometrik ve klinik degerleri.

Obez-Hasta (n=89)

Zayif-Hasta (n=71)

Kontrol (n=76)

s E c € § < € §
s E £ £ E £ £ E £
ju c X L c X Q c 4
s 5 g = 5 % = 5 g
Yas” 48 21 68 45 26 71 43 24 62
Boy 170 160 192 174 159 186 174 159 186
Kilo” 99 75 132 80 60 96 78.5 55 93
BMI* 33.75 2930 4224 2477 1883 27.76 2421 16.65 27.68
AHI" 38.80 8.5 100.9 27.50 6.1 91.2 2.30 0.2 7.4
Boyun gevresi” 44 38 51 40 37 45 40 34 44
Bel cevresi” 114 97 158 99 67 115 98 71 108
Sistol Kan Basinc1” 130 100 180 120 90 180 120 80 160
Diastol Kan Basinc1” 80 50 120 70 40 110 70 50 100
Saturasyon %0;" 90 55 95 92 67 96 93 84 97

*ANOVA. Gruplar arasinda. p<0.05

4.4. Polimorfizmlere ait allel ve genotip sikliklar

Asagidaki Tablo 4.12°de 3 varyanta ait alt gruplar arasindaki genotip sikliklari

gosterilmistir.

Tablo 4.12. Calisma gruplarina gore genotip sayilar.

Genotipler P degeri Allel Sikliklari

rs7498665 AA AG GG A G
Obez-Hasta n 46 33 10 0.047 0.70 0.30
Zayif-Hasta n 42 24 5 ' 0.76 0.24
Kontrol n 28 42 6 0.64 0.36

rs4788102 GG GA AA G A
Obez-Hasta n 51 28 10 0.007 0.73 0.27
Zayif-Hasta n 38 28 5 ' 0.73 0.27
Kontrol n 26 44 6 0.63 0.37

rs7359397 CcC CT TT C T
Obez-Hasta n 56 23 10 <0001 0.76 0.24
Zayif-Hasta n 43 23 5 ' 0.77 0.23
Kontrol n 26 44 6 0.63 0.37

1s7498665: X?=9.65. rs4788102: X?=14.18. 157359397: X?=20.32; genotipler say1, alleller % olarak

ifade edilmistir.
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Asagidaki Tablo 4.13 Zayif-Hasta ve kontrol alt gruplarina ait genotip

sikliklarinin karsilagtirmasini gostermektedir.

Tablo 4.13. Zayif-Hasta ile kontrol gruplarinin varyantlara gére genotip sikliklar1.

Gruplar
Zayif-Hasta Kontrol
n % n % P degeri

rs7498665 AA 42 60.0 28 40.0

AG 24 36.4 42 63.6 0.022

GG 5 455 6 54.5
rs4788102 GG 38 60.3 25 39.7

GA 28 384 45 61.6 0.037

AA 5 455 6 54.5
rs7359397 CcC 43 62.3 26 37.7

CT 23 34.3 44 65.7 0.005

TT 5 455 6 54.5

4.5. Genotiplere gore klinik verilerin karsilastirilmast

Asagidaki Tablo 4.14, rs7498665 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore

ortalamalar1 gosterilmektedir. Bu tabloya gore kilo, VKI ve gece dlgiilen oksijen seviyesi

degiskenlerin de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur. Anlamli ¢ikan

degiskenler icin Post-Hoc test olan tukey ile ikili kargilagtirmalar yapilmigtir. Buna gore

GG homozigot mutant genotipine sahip bireylerde daha yiiksek kilo ve VKI, daha diisiik

oksijen diizeyi goriilmektedir. Diger degiskenlerde herhangi bir fark goriilmemistir.
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Tablo 4.14. rs7498665 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore ortalamalari.

rs7498665 (n=236) Genotipler n Ortalama SS Minimum  Maksimum
Yas AA 116 46.64 10 21 66
AG 99 45.21 10.79 26 71
GG 21 47.19 8.02 28 64
Boy AA 116 172.55 6.19 159 190
AG 99 172.55 6.66 160 192
GG 21 173.81 5.82 165 183
Kilo* AA 116 86.81 13.48 55 132
AG 99 84.75 14.45 56 120
GG! 21 93.95 13.60 71 120
VKI* AA 116 28.11 4.96 18.83 40.74
AG 99 27.34 5.24 16.65 42.24
GG! 21 30.54 5.50 23.38 40.75
AHI AA 116 28.59 24.25 0.4 99
AG 99 25.32 28.60 0.2 100.9
GG 21 26.87 26.41 0.7 86.5
Boyun gevresi AA 116 41.6 2.88 34 49
AG 99 41.54 3.23 34 51
GG 21 42.62 2.96 38 47
Bel gevresi AA 116 103.91 11.82 67 133
AG 99 103.65 12.83 71 158
GG 21 108.95 13.10 90 137
Kolesterol AA 116 201.22 37.99 99 301
AG 99 197.36 46.28 105 314
GG 21 195.86 37.73 138 258
Trigliserit AA 116 180.67 113.14 63 839
AG 97 163.18 94.51 38 476
GG 21 167.86 94.09 70 414
HDL AA 116 40.59 8.80 22 76
AG 99 40.48 9.66 26.6 79
GG 21 37.881 6.84 23.9 59
LDL AA 116 126.25 32.89 41.6 221
AG 99 126.78 39.99 49 229
GG 21 122.38 27.16 79.9 173
Sistol Kan Basinci AA 116 122.03 16.85 90 180
AG 99 124.44 18.52 80 180
GG 21 128.81 17.02 100 160
Diastol Kan Basinci AA 116 74.05 10.71 50 110
AG 99 75.66 13.81 40 120
GG 21 74.71 8.82 60 100
Saturasyon %0,* AA 116 90.91 4.67 67 96
AG 99 91.56 3.94 73 97
GG~ 21 87.86 9.24 55 95

ANOVA; "P<0.05; Post-Hoc Tukey™: Kilo: GG>AG (P=0.017); VK1 i¢cin GG> G (P=0.03); Saturasyon

* GG>AG (P=0.006) ve AA (P=0.027); SS: Standart Sapma.
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Asagidaki Tablo 4.15, Zayif-Hasta ve Kontrol alt gruplarinda VKi’nin genotiplere
gore ortalamalart verilmistir. GG homozigot mutant genotipine sahip bireylerin daha
yiiksek VKI degerine sahip oldugu goriilmektedir. ikili karsilastirma da GG genotipi

digerlerinden farklidir.

Tablo 4.15. Alt gruplarda VKi’nin genotiplere gére ortalamalari.

rs7498665 VKIi
AA AG GG
N 70 66 11
Ortalama 24.6 24.19 25.97
SS 19.68 20.40 12.12
Minimum 18.83 16.65 23.38
Maksimum 27.6 27.14 30

Zayif-hasta+kontrol grubu (n=147); ANOVA P=0.044; Post-Hoc test Tukey : GG>AG (P=0.037); SS:
Standart Sapma; Interquartile Range (IQR): Q1 ve Q3.

Asagidaki Tablo 4.16, rs4788102 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore
ortalamalar1 gosterilmektedir. Bu tabloya gore; kilo, VKI, AHI, boyun ¢evresi ve gece
Olciilen oksijen seviyesi degiskenlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
Anlamli ¢ikan degiskenler igin Post-Hoc test olan Mann-Whitney U testi ile ikili
karsilastirmalar yapilmistir. Buna gére AA homozigot mutant genotipine sahip bireylerde
daha yiiksek kilo, VKI ve boyun ¢evresi, daha diisiik oksijen diizeyi goriilmektedir. AHI
degiskeni ise, AA ve GA genotipli bireylerde daha diisiik GG homozigot normal genotipli
bireylerde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Diger degiskenlerde ise herhangi bir fark

goriilmemistir.
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Tablo 4.16. rs4788102 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore ortalamalari.
rs4788102 (n=236)  Genotipler n Ortalama SS Minimum Maksimum

Yas GG 125 47.18 9.48 21 66
GA 90 44.32 11.14 26 71
AA 21 47.19 8.02 28 64
Boy GG 125 172.42 6.42 159 190
GA 90 172.72 6.39 160 192
AA 21 173.81 5.82 165 183
Kilo* GG 125 87.88 15.00 55 132
GA 90 83.06 12.28 56 118
AA 21 93.95 13.60 71 120
VKi* GG 125 28.58 5.40 18.83 41.87
GA 90 26.62 4.56 16.65 42.24
AA 21 30.31 5.50 23.38 40.75
AHI* GG 125 30.68 24.84 0.4 99
GA 90 22.08 27.42 0.2 100.9
AA 21 26.87 26.41 0.7 86.5
Boyun cevresi* GG 125 41.93 3.05 34 49
GA 90 41.08 2.98 34 51
AA 21 42.62 2.96 38 47
Bel gevresi GG 125 104.64 12.42 67 133
GA 90 102.61 12.07 71 158
AA 21 108.95 13.10 90 137
Kolesterol GG 125 200.75 39.56 99 301
GA 90 197.62 44.66 105 314
AA 21 195.86 37.73 138 258
Trigliserit GG 125 176.52 109.15 63 839
GA 88 167.28 100.54 38 476
AA 21 167.86 94.09 70 414
HDL GG 125 40.48 8.73 22 76
GA 90 40.63 9.71 26.6 79
AA 21 37.88 6.84 23.9 59
LDL GG 125 124.78 32.28 41.6 209
GA 90 128.88 40.31 60 229
AA 21 122.381 27.16 79.9 173
Sistol Kan Basinci GG 125 124.92 18.87 90 180
GA 90 120.67 16.07 80 160
AA 21 128.81 17.02 100 160
Diastol Kan Basinci GG 125 75.6 12.27 50 120
GA 90 73.67 12.19 40 100
AA 21 74.71 8.82 60 100
Saturasyon %0;* GG 125 90.69 5.05 67 97
GA 90 91.92 3.28 78 97
AA 21 87.86 9.24 55 95

Kruskal Wallis test: *P<0.05; Kilo: P= 0.003, VKi: P=0.017, AHI: P= 0.003, Saturasyon:
P=0.036

Kilo: GA > GG (0.023) ve AA (0.001); VKI: GA > GG (0.046) ve AA (0.013)
AHI: GG > GA (0.001); Boyun: GA > GG (0.029) ve AA (0.033);

Saturasyon: GA > GG (0.050) ve AA (0.031) ; SS: Standart Sapma.




Asagidaki Tablo 4.17, Zayif-Hasta ve Kontrol alt gruplarinda AHI’nin genotiplere
gore ortalamalart verilmistir. GG normal genotipe sahip bireylerin daha yiiksek AHI
degerine sahip oldugu goriilmektedir. ikili karsilastirmada GG genotipi digerlerinden
farklidir.

Tablo 4.17. Alt gruplarda AHI’nin genotiplere gore ortalamalari.

rs4788102 AHI
GG GA AA
n 63 73 11
Ortalama 20.72 13.02 10.29
Ortanca 13 4.2 2.4
Standart sapma 20.26 19.66 12.12
Minimum 0.4 0.2 0.7
Maksimum 88.5 91 32
Q1 4.2 2 1.3
Q3 33.9 19.3 18.1

X?=11.85, P=0.03;post-Hoc Mann U: AHI: GG>GA (P=0.001); Interquartile Range (IQR): Q1 ve
Q3.

Asagidaki Tablo 4.18, rs7359397 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore
ortalamalarini gosterilmektedir. Bu tabloya gore; kilo, VKI, AHI, boyun cevresi ve gece
Olciilen oksijen seviyesi degiskenlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir.
Anlamli ¢ikan degiskenler i¢in Post-Hoc test olan Mann-Whitney U testi ile ikili
karsilastirmalar yapilmistir. Buna gore TT homozigot mutant genotipine sahip bireylerde
daha yiiksek kilo, VKI ve boyun ¢evresi, daha diisiik oksijen diizeyi goriilmektedir. AHI
degiskeni ise, TT ve CT genotipli bireylerde daha diisiik CC homozigot normal genotipli
bireylerde daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Diger degiskenlerde herhangi bir fark

goriilmemistir.
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Tablo 4.18. rs7359397 varyantina ait genotiplerin degiskenlere gore ortalamalart.

rs7359397 (n=236) n Ortalama SS Minimum Maksimum

Yas CC 125 47.18 9.64 21 66
CT 90 44.32 11.15 26 71
TT 21 47.19 8.02 28 64

Boy CC 125 172.42 6.30 159 190

CT 90 172.72 6.56 160 192

TT 21 173.81 5.82 165 183

Kilo* CC 125 87.88 14.57 55 132

CT 90 83.06 12.58 56 118

TT 21 93.95 13.60 71 120

VKI* CC 125 28.58 5.26 18.83 41.87

CT 90 26.62 4.64 16.65 42.24

TT 21 30.31 5.50 23.38 40.75
AHI* CC 125 30.68 24.66 0.4 99

CT 90 22.09 27.86 0.2 100.9

TT 21 26.87 26.41 0.7 86.5
Boyun gevresi* CC 125 41.93 3.02 34 49
CT 90 41.08 3.02 34 51
TT 21 42.62 2.96 38 47

Bel ¢evresi CC 125 104.64 12.07 67 133
CT 90 102.61 12.52 71 158

TT 21 108.95 13.10 90 137

Kolesterol CcC 125 200.75 38.26 99 301
CT 90 197.62 46.76 105 314

TT 21 195.86 37.73 138 258

Trigliserit CcC 125 176.52 107.27 63 839
CT 88 167.28 102.53 38 476

TT 21 167.86 94.09 70 414
HDL CcC 125 40.49 8.80 22 76
CT 90 40.63 9.74 26.6 79
TT 21 37.88 6.84 23.9 59

LDL CcC 125 124.78 31.35 41.6 209

CT 90 128.88 42.20 60 229

TT 21 122.38 27.16 79.9 173

Sistol Kan Basinci CcC 125 124.92 18.90 90 180
CT 90 120.67 15.47 80 160

TT 21 128.81 17.02 100 160

Diastol Kan Basinci CcC 125 75.6 12.66 50 120
CT 90 73.67 11.58 40 100

TT 21 74.71 8.82 60 100
Saturasyon %0;* CcC 125 90.69 4.90 67 97
CT 90 91.92 3.35 78 97
TT 21 87.86 9.24 55 95

Kruskal Wallis testi P degerleri: Kilo (0.001); VKI: (0.006); AHI: (0.001); Boyun Cevresi: (0.034);
Saturasyon: (0.043).

Post-Hoc test: Mann-Whitney U (P degeri)

Kilo: CC>CT (0.007) ve TT (0.001); VKi: CT>CC (0.015) ve TT (0.009); AHI: CC>CT (0.001);
Boyun: CT>TT (0.031); Saturasyon: CT>TT (0.031); ; SS: Standart Sapma.
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Asagidaki Tablo 4.19, Zay1f-Hasta ve Kontrol alt gruplarinda AHI’nin genotiplere

gore ortalamalar1 verilmistir. CC normal genotipe sahip bireylerin daha yiiksek AHI

degerine sahip oldugu goriilmektedir. Ikili karsilastirmada CC genotipi digerlerinden

farklidir.

Tablo 4.19 Alt gruplarda AHI’nin genotiplere gore ortalamalari.

rs7359397 (n=147) AHI
CC CT TT
N 69 67 11
Mean 20.60 12.44 10.29
Median 13 4 2.4
Standart sapma 19.92 19.86 12.12
Min 0.4 0.2 0.7
Maksimum 88.5 91 32
Q1 4.2 2 1.3
Q3 33.9 19.3 18.1

Kruskal Wallis: X?=15.525, P<0.001; Mann Whitney U (P degeri): CC>CT (0.001) ve TT (0.05) ;

Interquartile Range (IQR): Q1 ve Q3.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez projesi obezite ile iliskili oldugu gosterilen SH2B1 geninde bulunan rs7498665
(A>G), 5’-UTR rs4788102 (G>A) ve 3’-UTR rs7359397 (C>T) polimorfizmlerinin
OSA’l1 erkek bireylerdeki uyku parametreleri, VKI iizerine etkisi ve genotip sikliklarinin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu varyasyonlarla ilgili olan calismalar daha cok
obezite, VKI, viicut yag dagilimi gibi parametrelerle iliskilendirilmistir. Orneklerden elde
edilen genotipler, alt gruplar arasinda hem klinik parametreler ile hem de genotip
sikliklar1 agisindan karsilastirllmistir. Bu karsilastirma, klinik olarak hasta gruplarin
kontrollerden farkli oldugunu ve hasta gruplar icinde obez bireylerin diger zayif
hastalardan daha kotii klinik sonuclarla karsilasildigi goriilmiistiir. Caligmamizda
olusturulan gruplar arasinda klinik parametreler acisindan kan yaglar1 ve boy degiskeni
(P>0,05) harig digerlerinde istatistiksel olarak farklilik goriilmiistiir (P<0,05). Vastermark
ve arkadaslar1 (2012), yaptiklar1 arastirmada kan yaglar ile ilgili olarak, saglikli Isveg
popiilasyonunda iki polimorfizmin (rs7498665 ve rs4788102) obezite parametrelerinden
trigliserit seviyeleri ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmislardir (Vastermark ve Jacobsson
2012).

Genotipleme yontemi olarak secilen Tetra-ARMS PZR ydnteminin optimizasyonu
Taguchi metoduna gore yapilmis ve teknigin hassasiyet degerlendirmesi ile PZR igin en
uygun optimize parametrelerini segilmesi saglanmistir.

Caligilan polimorfizmlere ait genotip sikliklar gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli goriinmektedir. (P<0,05; Tablo 4.12). Ug polimorfizm igin, homozigot normal
genotipler hasta gruplar i¢inde sayisinin daha fazla, kontrol grubunda ise heterozigot
genotiplerin sayisinin digerlerine gore daha fazla olmakla birlikte Obez-Hasta grubunda

homozigot mutant genotip sayist digerlerine gore yaklasik 2 kat daha fazla gézlenmistir.

rs7498665 icin tiim bireyler dahil edildiginde elde edilen genotipler ile Slgiilen
degiskenler arasinda kilo, VKI ve oksijen degiskenleri istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu gosterilmistir (P<0.05). GG mutant genotipi tastyan bireyler daha yiiksek VKI ve
daha diisiik oksijen seviyesine sahipti. Bununla birlikte boyun ve bel ¢evresi istatistiksel
olarak anlamli olmasa da GG genotipi tasiyan bireylerde daha yliksek ¢cikmistir. AHI
degiskeni genotipler arasinda istatistiksel olarak anlamli degildi, ancak GG mutant

homozigot genotipli bireyler daha diisiik degere sahipti.
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Oksijen seviyelerindeki bu diisiis AHI’den bagimsiz olarak VKi’nin yiiksek olmasi
ile iligkilendirilmistir. Zayif-Hasta ve Kontrol gruplarindaki GG genotipli bireylerde daha
yiiksek VKI degeri gézlenmistir.

Arastirma sonuclarimiz literatiirle uyumlu olarak, rs7498665 polimorfizminin VKIi
ile baglantili oldugunu ve OSA ile dogrudan bir iligkisi olmadigin1 gdstermistir. Bu
varyasyon, calismamizda OSA i¢in VKI ‘deki artisa bagh olarak risk olusturabilir. Daha
once Thorleifsson ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan, 43 SNP ve 32,615 kisinin
dahil edildigi genom capinda iliskilendirme ¢alismasinda, SH2B1’de bulunan bu
polimorfizmin VKI ve kilodaki degisimlerle iliskili oldugu gosterilmistir (Thorleifsson
ve Walters 2009). Japon populasyonunda viseral yag alanlarin tomografi 6l¢timleri ile bu
varyantin karsilastirilmasinda yag toplanmasini saglayan ozgilin bir genetik faktor
olabilecegi vurgulanmigtir (Hotta ve Kitamoto 2011). Haupt ve ark (2010), viseral
yaglanma ile ilgili MRI dl¢tim ¢aligsmasinda yas, cinsiyet esitlendikten sonraki etkisi de
gosterilmistir ; (Haupt ve Thamer 2010). Belgika’da Beyaz irka ait 1045 obez ve 317
saglikli zayif bireyde yapilan tekrar caligmasinda rs7498665 minér alleli %26 oraninda
kompleks obezite ile iliskili oldugu gosterilmistir (Beckers ve Zegers 2011). 2014 yilinda
yapilan obezite ile ilgili bir meta-analiz ¢alismasi da bu polimorfizmin obezite ile iliskili
oldugu sonucunu onaylamistir (Tang ve ark. 2014). Kuzey isveg¢’te Tip2 diyabet ve
yaglanmanin arastirildigi caligmada artmis yag toplanmasinin rs7498665°in 6zellikle
adipoz olmayan dokularla (kemik, kas ve organlar gibi) iliskili oldugu ve bu
karakteristigin kardiyolojik ve metabolik hastaliklarin etyolojisine uygun olabilecegi
rapor edilmistir (Renstrém ve ark. 2009). VKI ve T2D ile ilgili varyantlarin iliskisine
bakilan meta-analiz ¢aligmasinda, SH2B1 dahil 7 gen bdlgesinin baglantili oldugu ve
etnik alt gruplara bakildiginda benzer etkisi oldugu da rapor edilmistir (Xi ve Takeuchi
2014). Almanya’da yapilan 12462 kisilik kohort ¢alismasinda VKI ile SH2BI
(rs7498665) ve FTO (rs9935401) genleri arasindaki iliski dogrulanmis, ancak
caligmadaki yasam sitili ile ilgili herhangi bir iliski bulunamamistir (Holzapfel ve ark.
2010). Meksikali gocuk (6-15 yas) ve yetiskinlerde (18-82 yas) obezite ( >30 kg/m? ve
<40 kg/m? arasi-sinif I/11) ile iliskili oldugu gosterilmistir (Leon-Mimila ve ark. 2013).
Avrupa’da yeme davranislart lizerine yapilan arastirmada rs925946 (BDNF) ve
rs7498665 (SH2B1) ile herhangi bir iliski olmadig1 ancak yas ve cinsiyet ile birlikte
atistirma davranist degiskenleri esitlendiginde her iki polimorfizmin VKI iizerinde

etkisinin gozlendigi belirtilmistir (Robiou-du-Pont ve ark. 2013).

60



Cocuklarda kromozomun 16p11.2 bolgesindeki SH2B1’in dahil oldugu delesyonlarin
erken baslayan obezite ve gelisimsel gerilikle ve ciddi insiilin direnci ile ilgili oldugu

rs7498665 (Tag SNP) kullanilarak gosterilmistir (Bochukova ve ark. 2010).

rs4788102 varyasyonu i¢in tim bireyler dahil edildiginde genotipler arasinda kilo,
VKI, AHI, boyun cevresi ve oksijen diizeyi ile istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu
ortaya ¢ikmustir (P<0.05; Tablo 4.16). Bu farklilik iki genotip arasinda incelendiginde
GA heterozigot genotipe sahip bireyler daha diisiik, AA mutant genotipli bireyler daha
yiiksek degerlere sahiptir (P<0,05). Diger degiskenlerin tersine, oksijen seviyesi ise, GA
genotipli bireylerde digerlerine gore daha yiiksek olarak dl¢iilmiistiir. AHI degiskeninde
ise GG normal genotipli bireylerde daha yiiksek, heterozigotlarda en diisiik degerler
gozlenmistir. Ayrica zayif-hastatkontrol gruplarin da genotip ve AHI degeri
karsilagtirildiginda GG normal genotipli bireylerde daha yiiksek degerler gozlenmistir.
Arastirma sonuglarimiz literatiirle uyumlu olarak rs4788102 polimorfizminin obezite
gdstergesi olan VKI ile baglantili oldugunu ve bundan bagimsiz olarak G normal allelinin
OSA i¢in risk faktorii olabilecegini gostermistir. Yang ve ark (2013) Tayvan’da yaptig
calismalarinda sigara i¢gme aliskanligi ile birlikte metabolik sendrom igin 6nemli bir risk
faktorii olabilecegini rapor etmislerdir (Yang ve ark. 2013). SH2BI1 (rs4788102) T2D’li
hastalarda artmis bir miyokard enfarktiis riski ve insan endotelyal kiiltiiriinde bozulmus
insiilin-aracili NOS aktivitesinde izerinde risk olusturabilecegini
belirtmislerdir (Prudente ve ark. 2011). Gebelik donemi diyabeti olan ve olmayan hamile
kadinlarin karsilastirmasinda VKI igin risk olusturabilecegi ve tanida kullanilabilecegi

vurgulanmigtir (Al-Hakeem 2014).

rs7359397 varyasyonu i¢in benzer sekilde tiim bireyler dahil edildiginde genotipler
arasinda kilo, VKI, AHI, boyun ¢evresi ve oksijen diizeyi ile istatistiksel olarak anlaml
bir fark vardi (P<0.05). Bu farklilik iki genotip arasinda incelendiginde CT genotipli
bireyler diger genotipleri tasiyanlara gdére anlamli olarak daha diisiik, TT genotipli
bireylerde daha yiiksek degerlerde gozlendi (P<0.05). AHI degiskeninde ise CC normal
genotipli bireyler daha yiiksek degere sahipti. Oksijen degiskeninde diger genotiplere
gore CT genotipli bireylerde daha yiiksek ortalamaya sahipti. Ayrica Zayif-
Hasta+Kontrol gruplarin da genotip ve AHI degeri karsilastirildiginda CC normal
genotipli bireylerde daha yiiksektir. rs7359397 polimorfizminin obezite gdstergesi olan
VKl ile baglantili oldugu diisiiniilebilir. Bundan bagimsiz olarak C normal allelinin OSA

icin risk faktorii olabilecegini gostermistir.
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Isveg’te 71 yasinda 929 erkek birey ile yapilan ¢alismada VK1’ deki artisa ilave olarak
insiilin direncinde bir artis oldugu da gosterilmistir (Fall ve ark. 2012).

Monsego ve ark (2014), kalori kisitli diyet programi uygulanan 47 kisinin katildig:
bir ¢alisgmada ilk kez CpG-SNP olarak c¢alisilan rs7359397°de DNA metilasyon
seviyelerini genotiplere gore karsilastirildiginda yaklasik olarak normal genotipte (CC)
%80’in tizerinde, mutant genotipte ise (TT) %10’un altinda oldugunu gdstermislerdir.
Artmis DNA metilasyon seviyeleri ile iliskili bireylerde azalmis SH2B1 mRNA
ekspresyonu gostermiglerdir. Resesif model (CC/CT>TT) ile antropometrik dlglimler
karsilastirildiginda C alleli tastyan bireylerin daha yiiksek viicut agirhigi, VKI ve viicut
yag kitlesine sahip oldugu belirlenmistir (Mansego ve ark. 2014). Calismamizda ise 6.
ekzonda bulunan rs7498665 hari¢ diger polimorfizmlerin kodlanan boélgelerin diginda
olmasi ve normal allel (rs4788102 [G] ve rs7359397 [C]) tasiyan bireylerde daha yiiksek
AHI degerinin ¢ikmasi (Mansego ve Milagro 2014)’ya benzer olarak OSA’l1 bireylerde
metilasyona bagli SH2B1 fonksiyonunun epigenetik acidan etkilendigini

diistindiirmektedir.

Leptin ve reseptorii lizerinde yapilan ¢alismalar obezite, istahin kontrolii ve insiilin
direnci igin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. Bu anlamda Leptin/reseptor
kompleksinin hiicresel sinyaldeki rolii ve diger yolaklarla etkilesiminin belirlenmesi daha
da 6nem kazanmaktadir (Wauman ve ark. 2017). Hiicresel Jak/Stat sinyal yolaginda
adaptor ve sinyal arttirict protein olarak gorev yapan SH2B1’in de obezite, metabolik
sendrom, OSA gibi multifaktoriyel hastaliklar {izerindeki etkisi degerlendirilmelidir.
OSA igin, leptin reseptoriindeki iki varyantin (Prol1019Pro ve GIn223Arg) incelendigi
meta-analiz caligmasinda incelenen 2125 makele i¢inden 9 yaym analizlere dahil
edilmistir. Bunlar 5 fakli irk1 kapsamaktadir (Beyaz ik, Tiirk, Cin, Han popiilasyonu ve
Japon). Burada Tiirk irkina ait genotipler daha 6nce 2010 yilinda 6zetinin yayimladig
GIn223Arg’ye ait genotip say1 ve sikliklarina ait verileri iceriyordu (Kuccukturk ve ark.
2010). Bu meta analiz ¢aligmasinda her iki varyasyonun 6zellikle Cin (Pro1019Pro) ve
Kafkas (GIn223Arg) popiilasyonlarinda OSA icin 6nemli bir risk faktorii olarak
degerlendirmislerdir (Xu ve ark. 2017). Bu agidan LepR sinyallenmesine dahil olan

molekiiller ile ilgili yapilan bazi ¢calismalar SH2B1’in 6nemini ortaya ¢ikarmistir.

Doche ve ark (2012), SH2B1 fonksiyonu iizerine yaptiklari ¢alismada insanda gida
alimi, viicut agirligi ve uyumsuz davraniglarla iligkili kritik bir rolii oldugu rapor
edilmistir (Doche ve ark. 2012).
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SH2B1’in fonksiyonu iizerindeki ¢aligmalarda izoformlardaki genetik bozulmalar
viicut agirliginin diizenlenmesi ile ilgili oldugu ve a, B, y, & izoformlarinin C-teminal
bolgelerinin  nasil  bozuldugunun anlasilmasinin  6nemli  oldugu sonucuna

ulagilmigtir (Pearce ve ark. 2014).

Jamshidi ve arkadaslari (2007), 2455 normal kadin ikizler iizerinde yapilan bir
calismada, SH2B1’deki rs7498665 polimorfizminin leptin tarafindan viicut agirligr ve
yagin diizenlenmesine aracilik ettigi ve SH2B sinyallenmesi diyetle-uyarilan obezitede
azaltildig1 gosterilirse ilagla-uyarilan leptin duyarliligi icin bir hedef olabilecegi rapor

edilmistir (Jamshidi ve ark. 2007).

In vitro adiposit doku farklilasmasinda SH2B1’in diizenleyici bir roliiniin olmadig
ancak adipoz doku ile diger insan cDNA doku panellerinde ekspresyon profillerinin
karsilastirilmasinda sirayla azalan bir sekilde hipofiz bezi, pankreas, bobrek-ovaryum,
lenf nodu, iskelet kasi, mide ve timus dokularinda eksprese oldugu
gosterilmiglerdir (Bernhard ve ark. 2013). Bu durum SH2B1’in fonksiyonlarina
bakildiginda istahin noéronal kontrolii (hipofiz) ve insiilin (pankreas) seviyesinin

kontroliinde daha ¢ok rol aldig1 da diisiiniilebilir.

Calisilan her ii¢ varyasyon igin ayri ayri laboratuvar tecriibesine dayali PZR
reaksiyonu olusturulmus ve burada ki konsantrasyonlar optimizasyon reaksiyonlarina
onciiliik etmistir. Optimizasyon reaksiyonlar: istatistiksel olarak ortogonal deneme
diizeni seklinde tasarlanan Taguchi metoduna gore dizayn edilmistir. Taguchi
analizlerinden “en biiyiik en iyi” metoduna gore tahmin edilmis sonuglar, tekrar deneyleri
ile onaylanmig ve PZR reaksiyonlar1 i¢in kullanilmistir. Tetra-ARMS PZR genotipleme
metodu ile elde edilen genotipler, RFLP ve dizi analiz metodlari ile beklenen profillerin
dogrulugu degerlendirilmis ve metodun bazi zorluklar1 olsa da hassas ve etkin oldugu
diisiiniilmistiir. Caligmada karsilasilan zorluklar arasinda hedef bolgeye 0zgii primer
tasarlamadaki hassasiyet 6n planda degerlendirilmistir. Taguchi metodu ile asilan ikinci
zorluk olarak, PZR reaksiyonlarindaki kompanentlerin optimal konsantrasyonlarinin
belirlenmesi olmustur.

Bu sonuglara gore, Tetra-ARMS PZR yonteminin genotipleri belirlemede hassas,
dogru, maliyet olarak ucuz ve zamandan tasarruf saglayan bir metod olarak ¢alismamizda
avantajli oldugu da diistiniilmiistiir. Ayrica Taguchi metodu da endiistriyel siirecte daha
stk kullanilmasina ragmen molekiiler metodlar i¢in optimizasyon deneylerinde en az 2
faktorlii ve 2 seviyeli analizler tasarlanarak etkin sekilde kullanilabilmektedir.
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Onam formu alinan 236 bireyin kan drneklerinden genotip tayini yapilmis ve analiz
edilen 3 SNP noktasinda rs4788102, rs7498665 ve rs7359397 Tiirk toplumundaki obez-
erkek ve zayif-erkek bireyler i¢in polimorfizm belirlenmistir. Buna ragmen, galisilan SNP
noktalarinin polimorfizmleri ile ilgili kesin bir kanaate varabilmek ve s6z konusu
noktalar1 genotipleme, ilgili gen bolgesi ve yolak/pathway’lerde kullanabilmek i¢in hasta
olan tiim insan popiilasyonlart {lizerinde ¢aliSmalarin yapilmasi zorunludur. Ciinkii,
beslenme, aktivite ve cesitli yasamsal faaliyetler gibi ¢evresel faktorlerde parametreler

igerisine dahil edilmelidir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, daha c¢ok erkek bireylerde gdzlenen bir hastalik
incelendigi i¢in, klasik istatistiksel yontemlerin gerektirdigi sayilar, hastalik agisindan
risk tagiyan Tiirk toplumu igin secilmis ve sinirl parametreler oldugundan dolay: detayli
verilere ulasilamamistir. Kadin bireyler hormonal, menopozal gibi fizyolojik

degisikliklerin etkisini dislamak i¢in ¢alismaya dahil edilmemistir.

Tez projesinde, klinik ve genomik diizeyde Tiirk toplumuna ait diger ¢alismalarda da
kullanilabilmesi i¢in hastalikla iligkili olarak secilen genotiplerin uygunlugunun
belirlenmesinin yanisira, hasta ve saglikli bireylere ait kan 6rneklerinde modifiye DNA
izolasyon metodlarinin gelistirilmesi, PZR a dayali tetra- ARMS tekniginin ve Taguchi
yontemiyle PZR optimizasyon kosullarinin tanimlanmasi saglanmistir. Dizi analizi ve
PZR’ye dayali diger molekiiler genotipleme yontemlerinden olan PZR-RFLP ile ¢alisilan
3 polimorfizmin literatiirle uyumlu olarak VKI ile baglantili oldugu gésterilmistir. Bu
calismada rs7498665 polimorfizmi VKI ile iliskilendirilmistir. SH2B1 bélgesinin
diizenleyici bolgesinde yer alan 5°-UTR rs4788102 ve 3’-UTR rs7359397
polimorfizmleri, VKI’ye ilave olarak, OSA iizerinde AHI degeri ile iliskilendirilmistir. G
(rs4788102) ve C (rs7359397) normal alleli tasiyan bireylerde SH2B1 OSA’nin siddetini
arttiran bir role de sahip olabilir.

Obezite ile iliskili SH2B1 gen varyantlarinin uyku apnesi ile baglanti potansiyelinin
belirlenmesi ile ilgili olan tez galismasindaki analizlerden elde edilen sonuglar, bir
anlamda genom iizerinde obeziteye 6zgli SH2B1 gen varyantlarindan 6zellikle 5°-UTR
rs4788102 ve 3°-UTR rs7359397 in uyku apnesi ile ilintili olabilecek lokuslar isaret

eden bir referans 6zelligini de tasimaktadir.
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5.1. Oneriler

e (alisma daha genis bir 6rneklem ve farkli popiilasyonlarda tekrarlanmalidir.

e Cinsiyet, 1rk, yas gibi faktorler de dikkate alinarak yapilacak ¢alismalarla SH2B1

tizerindeki varyasyonlarin etkilerine bakilabilir.

e Hastalikla ilgili biyokimyasal ve diger genetik parametreler ile birlikte
degerlendirilerek, gelecekte daha kapsamli hale getirilerek genetik algoritmalarla
yeni SNP’ler kesfedilebilir ve caligilabilir. Hatta farkli SNP ve genotiplerle

birlikte nadir goriilen haplotiplerde arastirilabilir.

e OSA cerrahisi sonrasi {ist havayolundan alinacak dokulardan SH2B1 mRNA
ekspresyon seviyeleri, metilasyon oranlar1 ve histopatolojik 6zellikleri farkli SNP

ve genotipler dikkate alinarak etkisi degerlendirilmelidir.

e SH2B1’in sadece OSA ile ilgili olarak obezite bagh degil, ndronal kontrol, kas
fonksiyonu ve insiilin sensitivitesine etkisinin incelenmesi de hastaligin

patolojisine katki saglayabilir.

e Yapilan aragtirmalara gore klinik olarak 6nemli olan uyku apneli vakalarda ilgili
SNP’lerin kullanilmas1 ve molekiiler metodlarin modifiye edilmesinde bu tez
caligmasinin lisansiistii 6grencilere konuyla ilgili arastirmalarinda bir 151k tutacag

distiniilmektedir.
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EK-1

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Bu ¢alismanin amaci Obezite ile iliskili SH2B1 gen varyantlarinin Uyku apnesi ile
baglantisini aragtirmaktir.

Aragtirmaya goniillii olarak katildiginiz taktirde sizden teshis ve tedavi i¢in rutin
olarak almman kan alma islemi esnasinda laboratuar materyali olarak 10 ml
EDTA’l1 tiiplere periferal kan alinacaktir. Bu kan alma islemi uyku laboratuari
teknisyenleri veya hemsireler tarafindan uygulanacaktir. Genelde bu islemin
higbir sakincas1 yoktur.

Bu arastirma yaklagik bir y1l siirecek, bu siire igerisinde ve sonrasinda kimliginiz
gizli tutulacaktir, bilgileriniz ve test sonuglar1 bilimsel yayinlar, sunumlar disinda
kesinlikle kullanilmayacaktir.

Yapilacak calisma size higbir mali yiikiimliilik getirmeyecektir.

Calismaya yaklasik 200 kisinin katilmasi hedeflenmektedir.

Bu c¢alisma sonucunda size ya da ailenize bir yarar getirip getirmeyecegini
simdiden sdylemek miimkiin degildir ve bu konuda size bir s6z veremeyiz.
Calisma olumlu sonuglanirsa genetik caligmalarimizin hastaliklarin molekiiler
temelini anlamamiza katkida bulunarak insan sagligina yarar saglamasini
beklemekteyiz.

Calismaya katilma tamamen istege baghdir. Istediginiz zaman ¢aligmaya
katilmaktan vazgecebilirsiniz. Bu durumda sizden almis oldugumuz 6rnek yok
edilecektir.

Calismadan ¢iktiginiz takdirde teshis ve tedaviniz ile ilgili herhangi bir
aksama olmayacaktir ve etkilenmeyecektir.

Bu formu imzalamadan 6nce, ¢alismayla ilgili sorulariniz varsa liitfen sorun. Daha
sonra sorunuz olursa Dr. Sebnem YOSUNKAY A’ ya sorabilirsiniz.

(Tel: 0332 223 61 91)

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z
konusu arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul
ediyorum.

Géniilliiniin Ad1 soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon/faks no.)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin.
Adi soyadi, imzasi (varsa telefon/faks no.)

Aciklamalar1 yapan arastiricinin Adi soyadi, Imzasi:
Bilim Uzmani Biyolog Serkan KUCCUKTURK

Herhangi bir nedenle bagvurulacak doktorun
Adi soyadi, imzas1 (varsa telefon/faks no.)
Yrd. Dog. Dr. Sebnem YOSUNKAYA-2236191

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kisinin.
Adi soyadi, imzas1, Gorevi
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