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OZET

Amagc: Diabetes mellitus, hiperglisemi ile seyreden sistemik bir metabolik hastaliktir.
Sitokinler dzel reseptor ligandlarina baglanarak sinyal iletimi ve ikincil haberci yolaklarini
baslatir ve hedef hiicrelerin aktivitesini kontrol eder. Tiimor nekroz faktor, diyabette 6nemli
rol oynayan ve en ¢ok ¢alisilan sitokin ailesinin bir liyesidir. Calismamizda Tiirk toplumunda
Timor nekroz faktor beta geninde bulunan A252G (TNF- Ncol, rs909253) polimorfizminin
Tip I diyabet lizerindeki etkisini aragtirmay1 amacladik.

Gere¢ ve Yontemler: A252G polimorfizminin dagilimi, 96 Tip I diyabet hastasi ile 101
saglikli bireyde PCR-RFLP yontemi ile belirlendi.

Bulgular: Elde edilen veriler degerlendirildiginde, A252G polimorfizminde A aleli G
aleline gore hasta ve kontrol grubunda daha sik gozlenirken, G aleli hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha fazla goriildii. Bu durum, G alelinin Tiirk toplumunda diyabet hastaligina
yakalanma riskini 1.6 kat arttirdigin1 gostermektedir (P=0.032). Genotip dagilimlarina
bakildiginda ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 gozlendi (P=0.132).
Sonugclar: Sonug olarak Tiirk toplumunda G alelinin tip I diyabet hastaligina yakalanma
riskini arttirdig1 gozlense de, genotip dagilimlari dikkate alindiginda TNF-B A252G
polimorfizminin Tip I Diyabet tizerine anlamli bir etkisinin olmadigi bulunmustur. Ancak
daha fazla hasta sayisi igeren veya farkli polimorfizmlerin arastirildigi ¢aligmalarda Tiirk
toplumu i¢in daha farkli sonuglar elde edilebilecektir. Tip I diyabetin gelisiminde rol oynayan
polimorfizmlerin belirlenmesi hastaligin gelisiminin ve ilerleyisinin daha iyi anlasilmasina
olanak saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tip I diyabet, Sitokin, TNF- B, Polimorfizm, PCR

Tarafsizlik Beyani: Yazarlar arasinda ¢ikar ¢atigsmasi bulunmamaktadir.

ABSTRACT

Objective: Diabetes mellitus is a common metabolic disorder characterized by hyperglycemia.
Cytokines induce signal transduction and secondary messenger pathways after binding
their specific ligands. In this way, these proteins control and also modulate activity of the
target cells. Tumor necrosis factor plays an important role in diabetes and is a member of
the family of cytokines. In this study, we aimed to investigate the effect of A252G (TNF-
Ncol, rs909253) polymorphism in the tumor necrosis factor beta gene on the Type I Diabetes
Mellitus in the Turkish population.

Materials and Method: Distribution of A252G polymorphism was determined in 96 patients
with Type I diabetes and 101 healty individuals by PCR-RFLP.

Results: When obtained data was evaluated, the A allele of A252G polymorphism were
observed more frequently than G allele in patients and controls. Moreover, G alleles were
observed more frequently among patients than in controls. This high frequency of G allele
found in patients demonstrates a 1.6 fold increased risk of susceptibility to type I diabetes in
Turkish population (P=0.032). However, there was no significant difference between patients
and controls in terms of the distribution of genotypes (P=0.132).

Conclusion: As a result, although presence of a G allele demonstrated an increased risk of
susceptibilty to type I diabetes, TNF- A252G polymorphism’s genotype distrubution was
not associated with type I diabetes in Turkish population. Polymorphisms involved in the
development of Type I Diabetes Mellitus results in better understanding of the development
and the progression of disease.
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Giris

Diabetes Mellitus (DM) viicudun hi¢ insiilin tretme-
mesi, yeterli diizeyde insiilin iiretememesi veya insiili-
ni tam anlamiyla kullanamamasindan kaynaklanan kro-
nik metabolik bir hastaliktir. Diyabet, Tip I ve Tip II ol-
mak iizere ikiye ayrilir. Insiiline bagimli Tip I diyabet,
insiilin salgilayan pankreatik beta hiicrelerinin yikimiy-
la karakterize olan organa 6zgii bir hastaliktir. Tip II di-
yabet ise, insiilin iiretiminin eksikliginden ziyade, iire-
tilen insiilinin gerektigi sekilde etki gdsterememesinden
kaynaklanir [1-3].

Birgok gen ve gen boélgeleri bu hastaligin gelisimine kat-
kida bulunur. Ozellikle giiglii genetik duyarlilig1 olan si-
tokinlerin insiilin bagimli DM’da 6nemli rol oynadig1
diisiiniilmektedir. Sitokinler viicutta degisik hiicreler ta-
rafindan sentezlenen, ¢ok islevli polipeptidlerdir. Hasta-
liklarin fizyopatolojisinde etkili olan ve terapdtik potan-
siyele sahip olan sitokinler, immiin sistem hiicrelerinin
islevlerini kontrol eden ve inflamatuar cevabi destekle-
yerek bircok fizyolojik cevapta dnemli rol oynayan kim-
yasal habercilerdir [3,4]. Yangi ve immiin reaksiyonlar-
da, aktif lenfositler, makrofajlar, endotel, epitel ve kon-
nektif dokular tarafindan olusturulan sitokinlerin sali-
nimlar1 gegicidir. Sitokinlerin aktivasyonu hedef hiic-
re yiizeyinde bulunan 6zgiil reseptorlere baglanmasina
baglidir ve aktive olan sitokinler hiicre ¢ogalmasini uya-
rirlar [3,5]. Timor nekroz faktdr (TNF), diyabet gibi bir-
¢ok patolojik siiregcte 6nemli rol oynayan ve en ¢ok cali-
stlan sitokin ailesinin bir {iyesidir [6]. TNF’ in iki izofor-
mu olan TNF-a (TNF alfa, kasektin/kaseksin) ve TNF-f3
(TNF beta, lenfotoksin), ayni hiicre ylizey reseptorlerine
baglanabilir ve proinflamatuar 6zelliklere sahiptir. Ay-
rica benzer yapisal 6zelliklerinden dolay1 bu sitokinler
bircok benzer etkiyi gosterirler [7]. TNF-a, ¢ogunluk-
la aktive edilmis makrofajlar ve baz1 T lenfositleri ile
dogal oldiiriicii hiicreler tarafindan iretilirken, TNF-$
T hiicre lenfositleri tarafindan tiretilir. TNF- a ve TNF-
B genleri, 6. kromozomun (6p) kisa kolunda yer almak-
la birlikte biiyiik doku uygunluk kompleksinin (MHC;
major histocompatibility complex) i¢cinde bulunmakta-
dir [8].

TNF-a ve TNF- gen bolgelerindeki cesitli polimor-
fizmlerin, Tip I diyabet gibi otoimmiin hastaliklarla ilis-
kisi tanimlanmis ve karakterize edilmistir [9-11]. A252G
(TNF-B Ncol polimorfizmi) (rs909253), TNF-f geninin
birinci intronunda yer alir ve insiilin direncinde farkli-
liklara yol agabilecegi bildirilmistir [12]. Yapilan sinirhi
sayidaki ¢alismalarda TNF-B Ncol polimorfizmi ile di-
yabet arasindaki iligki arastirilmistir [3,13,14]. Bu bilgi-
ler 15181nda bu ¢alismanin amaci Tiirk populasyonunda
TNF-B geninin birinci intronunda yer alan A252G poli-
morfizminin sikligini belirlemek ve bu polimorfizmin
Tip I diyabet ile iliskisini arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Me-
tabolizma Anabilim Dalindan tan1 alan 96 Tip I Diya-

Turk J Biochem, 2012; 37 (3) ; 245-250.

246

bet hastas1 ve kontrol grubu olarak kardiyovaskiiler, se-
rebrovaskiiler ve periferal damar hastaligi olmayan 101
kontrol birey caligma kapsamina dahil edildi. Kontrol
grubunu olugturan bireylerde ve birinci derece akraba-
larinda diyabet, hipertansiyon, renal yetersizlik dykiisii-
niin olmamasina dikkat edildi. Kontrol grubu bireyleri-
nin aglik kan sekeri diizeyinin 100 mg/dL’ nin altinda
olmasina dikkat edildi. Kontrol ve ¢alisma grubundaki
tliim hastalar 18 yasin iizerindeydi. Tip 1 DM tanist ADA
kriterlerine gore degerlendirildi [15]. Aclik kan sekeri
diizeyinin 126 mg/dL’ nin iistiinde olan bireyler ¢alisma-
ya dahil edildi. Glisemi, vendz plazmada glukoz oksi-
daz yontemi ile ‘mg/dl’ olarak 6l¢tildii. Diyabetik nefro-
pati tanisi 3 kez toplanan 24 saatlik idrar numunelerinin
en az ikisinde saptanan persistant mikroalbiiminiiri (30-
300mg/giin) veya makroalbiiminiiri (>300mg/giin) varli-
ginda koyuldu. Ayrica baska bobrek veya iiriner sistem
hastalig1 bulunmamaktaydi. Diyabetik retinopati tanisi
ise gz dibi incelemelerinde background, preproliferatif
veya proliferatif retinopati varliginda koyuldu. Calisma-
miz, tiniversitemiz yerel etik komitesinden onay almis
ve ¢aligsmaya dahil edilen hasta ve kontrollerden goniillii
riza formlar1 alinmistir.

96 Diyabet hastas1 ve 101 kontrole ait genomik DNA
EDTA’l1 tiiplere alinan periferik kandan Heliosis DNA
ekstraksiyon kiti (Metis Biyoteknoloji, Ankara) kullani-
larak izole edildi. TNF-f Ncol (A252G) (rs909253) po-
limorfizmi PCR-RFLP yontemi kullanilarak belirlen-
di. A252G polimorfizmini igeren 562 bg¢ uzunlugun-
daki bolge Forward-5’CGTGCTTCGTGCTTTGGACT
3’, Reverse-5” TAGGGCTCAAGGTTTGGCTG 3’ pri-
merleri kullanilarak c¢ogaltildi. Primerler, Primer Pre-
mier Software kullanilarak METIS Biyoteknoloji’de
(Ankara, Tiirkiye) dizayn edildi. Primer sentezleri TIB-
MOLBIOL’de (Almanya) yapild1 ve uygun PCR kosul-
lar1 belirlendi. Bolge PCR ile ¢ogaltilirken PCR reksi-
yonu; 50ng DNA, 100um dNTP, 50 pmol/ul primerler-
den her biri, 2.5 mM MgCl, ve 1U/ pl Tag DNA polime-
raz (MBI Fermentas) kullanildi ve reaksiyon tam oto-
matik bir thermal cycler (Eppendorf, Germany) ile ger-
ceklestirildi. PCR reaksiyonu; 94°C’°de 5 dakika ilk de-
naturasyon ardindan 30 dongii 94°C’de 1 dakika de-
naturasyon, 60°C’de 1 dakika primer baglanma (anne-
ling) ve 72°C’°de 1 dakika sentez (extension) ve sonrasin-
da 72°C’de 5 dakika son sentez (final extension) olacak
sekilde gergeklestirildi. PCR iirilinlerinin analizi agaroz
jel elektroforez yontemi ile gerceklestirildi. TNF-f ge-
ninde bulunan A252G polimorfizmi PCR sonrasinda
RFLP yontemiyle genotiplendirildi. Polimorfizmin ge-
notiplendirilmesi i¢in 562 bg uzunlugundaki PCR tiriini
Ncol restriksiyon enzimi ile kesilerek %2’liikk agaroz jel-
de yiiriitiildi ve UV altinda degerlendirildi. Enzim kesi-
mi sonucunda GG genotipi 362 bg ve 200 b¢ uzunlugun-
da bant verirken AA genotipi 562 b¢ uzunlugunda bant
verdi (Sekil 1).

TNF Beta Ncol (A252G) polimorfizminin kontrol
ve hasta gruplarindaki genotip dagiliminin Hardy-
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Sekil 1. TNF-B Ncol polimorfizminin RFLP sonras1 %2’ lik agaroz jel fotografi. B-100 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci; 1, 4, 7. kuyular- AG
genotipi; 2, 3, 6. kuyular - AA genotipi; 5. kuyu- GG genotipi; 8. kuyu-kesilmemis PCR iiriinii.

Weinberg esitligine uygunlugu Ki-Kare (y2) testi ile be-
lirlendi. TNF Beta Ncol (A252G) polimorfizmine ait
elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
“SPSS 15.0 for windows” paket programi kullanildi. Ka-
tegorik karsilastirmalar igin Ki-Kare (%2) veya Fisher’in
exact testi kullanildi. Referans kategorilerine gore has-
ta ve kontrol gruplar1 arasinda hem genotip hem de al-
lel bazinda Olasiliklar Oran1 (OO) ve %95 giiven aralik-
lar1 (GA) hesaplandi. Klinik parametreler ile genotiple-
rin karsilastirilmasinda ise one-way ANOVA testi kul-
lanild1. P<0.05 igin sonuglar istatistiksel olarak anlam-
11 kabul edildi.

Sonuclar

Hasta ve kontrol grubuna ait klinik ve laboratuvar bul-
gular1 Tablo 1’de gosterilmistir. Hasta grubunun yas or-
talamas1 39.30+16.62 iken kontrol grubunun yas ortala-
mas1 37.10+11.25’dir. Cinsiyet dagilimina baktigimiz-
da hasta grubunda 54 kadin 42 erkek bulunurken kont-
rol grubunda 48 kadin 53 erkek bulunmaktadir. Diya-
bet baslangic yast ortalama 18.22+8.62°dir. Hastalarin
37’sinde ailede diyabet dykiisii 6’sinda ise makrovaskii-
ler hastalik oldugu g6zlendi. Mikrovaskiiler hastaliklar-
dan 15 hastada diyabetik ndropati, 10 hastada diyabe-
tik retinopati ve 18 hastada diyabetik nefropati gozlen-
mistir. 16 hastada %7°den kiigiik veya esit HbA1C ora-
n1 gozlenirken 80 hastada %7’den biiyilk HbA1C oram
gozlendi.

Tip I diyabetli hastalarda TNF- A252G polimorfizmi-
ne ait alel ve genotip sikliklar1 Tablo 2’ de gdsterilmistir.
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Bu polimorfizmde diyabetik hastalarda AA, GA ve GG
genotiplerinin goriilme sikliklari sirastyla %44.8, %39.6
ve %15.6 iken kontrol grubundaki goriilme sikliklar1 si-
rastyla %57.8, % 33.3 ve %8.8°dir. Hasta ve kontrol gru-
bunda genotip dagilimlarina bakildiginda anlamli bir
fark olmadig1 gozlendi (P=0.132). Tablo 2’de gosterildi-
g1 gibi TNF- A252G polimorfizminde A aleli G aleli-
ne gore hasta ve kontrol grubunda daha sik gozlendi. G
aleli kontrol grubunda %25.5 oraninda gozlenirken has-
ta grubunda %35.4 oraninda gozlendi. Bu sonuca gore G
alelinin hasta grubunda daha fazla goriilmesi G alelinin
Tiirk toplumunda diyabet hastaligina yakalanma riskini
1.6 kat arttirdigini gostermektedir (P=0.032).

Bu ¢alismada, 96 tip I DM hastasi ve 101 saglikli bire-
ye ait verilerin, Hardy-Weinberg esitligine uygun oldu-
gu belirlendi (kontrol grubu i¢in P=0.216, hasta grubu
icin: P=0.186). P<0.05 icin sonuglar istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. Bu sonuglara gére TNF-3 Ncol
polimorfizminde GG, GA ve AA genotiplerinin goriil-
me sikliginda, diyabetli hastalar ile saglikli kontroller
arasinda anlamlt bir farklilik gézlenmezken (P=0.132)
alel dagilimlarina bakildiginda hasta ve kontrol grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goz-
lendi (P=0.032). Ayrica hastalarda yas, cinsiyet, diya-
bet baslangic yasi, diyabetik aile 6ykiisii, mikrovaskiiler
hastalik ve HbAIC diizeyi ile genotipler karsilastirildi.
Homozigot normal genotip (AA) ile riskli aleli igeren ge-
notipler (AG/GG) karsilastirildiginda bu 6zellikler agi-
sindan anlamli bir fark gézlenmedi (P>0.05) (Tablo 3).

Yalin et al.



Tablo 1. Hasta ve kontrol grubuna ait klinik ve laboratuvar bulgular1

Klinik ve Laboratuvar Bulgular

Hasta (n=96)

Kontrol (n=101)

Yas (Ortalama+ SSD)
Cinsiyet (Kadin/Erkek)
Diyabet Baslangi¢ Yas! (Ortalama+ SSD)
Diyabet Aile Oyksii
Makrovaskiler Hastalik
(KAH, PDH, SVH)
Mikrovaskdler Hastalik
Diyabetik Noropati

Diyabetik Retinopati

Diyabetik Nefropati
HbA1C

< %7

> %7

39.30+16.62
54/42
18.22+8.62
37

15
10
18

16
80

37.10+11.25

48/53

SSD: Standart sapma degeri

KAH: Koroner arter hastaligi

PDH: Periferik Damar Hastalig1

SVH: Serebrovaskiiler hastalik

HbAI1C: Glycosylated (glycated) hemoglobin

Tablo 2. Tip I diyabetli hastalar ve kontrol grubu arasinda TNF-B Ncol (A252G) (rs909253) polimorfizmine ait genotip ve allel sikliklar:

Genotipler Kontroller Hastalar P 00 (% 95 GA) P
(n=101) (n=96)
Genotipler 0.132
AA 59 (%57.8) 43 (%44.8) 1
AG 34 (%33.3) 38 (%39.6) 1.53 (0.84-2.81) 0.167
GG 9 (%8.8) 15 (%15.6) 2.29 (0.92-5.71) 0.072
Aleller 0.032
A 152 (%74.5) 124 (%64.6) 1
G 52 (%25.5) 68 (%35.4) 1.60 (1.04-2.47) 0.032
OO: Olasilik Orani
GA: Giivenlik Aralig:
Tablo 3. Diyabetik hastalarda klinik parametrelerin genotiplerle karsilastirilmasi
Genotip AA (n=43) AG/GG (n=53) P
Yas (Ortalama+ SSD) 40.27+13.13 38.54%+12.53 0.512
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 24/19 28/25 0.770
Diyabet Baslangi¢ Yasi (Ortalama+ SSD) 17.53+3.86 18.81+£3.59 0.098
Diyabet Aile Oykiisii 18 19 0.547
Mikrovaskdler Hastalik 16 27 0.178
HbA1C
< %7 5 11 0.233
> %7 38 42
SSD: Standart sapma degeri
HbAIC: Glycosylated (glycated) hemoglobin
Turk J Biochem, 2012; 37 (3) ; 245-250. 248 Yalin et al.



Tartisma

Diyabetik hastalarda TNF-f polimorfizmiyle yapilan
caligma sayist sinirlidir. TNF-f lenfotoksin- alfa veya
LTA olarak da bilinen TNF-b proteini kodlar. TNF-B’nin
ilk intronunda 252. pozisyonda A252G polimorfizmi ta-
nimlanmistir [16]. Beyaz Avrupalilarda TNFB*1 (alel
G) en az goriilen alleldir ve saglikli insanlarda yiiksek
TNF-a ve TNF-p iiretimi ile iligkili bulunmustur. Ayri-
ca TNFB*I alleline sahip insiilin bagimli diyabet hasta-
larinda (IDDM) TNFB*2 (alel A) alleline sahip hastala-
ra gore oldukea diisiik diizeyde TNF-f salinimi gozlen-
mistir [9,13,17]. Jang ve arkadaslarinin yaptig: bir c¢alis-
mada TNF-B 252GG genotipi hiperinsiilinemi, dislipi-
demi, kiiciik LDL partikiilii ve diisiik adiponektin gibi
metabolik sendrom o6zellikleri ile iligkili bulunmustur
[18]. Ayrica Kankova ve arkadaslarinin yaptigi bir bas-
ka calismada saglikli non-obez beyaz Avrupalilarda gli-
koz ve lipid homeostazinin diizenlenmesinde TNF-f
A252G polimorfizminin muhtemel etkisinden sz edil-
mektedir [19].

TNF-a ve TNF-B genlerindeki polimorfizmlerin kardi-
yovaskiiler [20] ve serebrovaskiiler [21] hastaliklarla ol-
dugu kadar diyabetik nefropati [22] ve retinopati [23]
gibi diyabetik komplikasyonlar ile de iliskili olabilecegi
bildirilmistir. Kankova ve arkadaslarinin yaptig bir ¢a-
ligmada insiilin bagimsiz diyabette (NIDDM) TNF-f2
allelinin proliferatif diyabetik retinopati (PDR) ile ilis-
kili oldugu bildirilmistir [14]. Ancak, Yoshika ve arka-
daslarinin yaptig1 diger bir calismada TNF- Ncol po-
limorfizmi ile tip II diyabet hastalarinda gelisen diya-
betik retinopati arasinda anlamli bir iliski bulunama-
mistir [24]. Literatiirde LTA polimorfizmleri (A252G
ve C804A) ile tip II diyabet arasindaki iligkiyi arastiran
bazi ¢alismalar bulunmaktadir [25,26]. Japon toplumun-
da yapilan bir ¢alismada miyokardiyal enfarktiis (MI)
geciren hastalarda tip II diyabete yatkinlikta 252GG ge-
notipinin 6nemli rol oynadigi bildirilmistir [26]. An-
cak Ingiltere’de Newton ve arkadaslar1 [12] tarafindan
yapilan bir baska calismada insiilin bagimsiz diabetes
mellitus ile TNF-f Ncol (A252G) polimorfizmi arasin-
da anlamli bir iliski bulunamamistir. Montazeri ve ar-
kadaslarinin gestasyonel diyabet hastalarinda yaptigi bir
baska caligmada bu hastaligin gelisimiyle TNF-$ Ncol
(A252G) polimorfizmi arasinda anlamli bir iligki bu-
lunamamistir [27]. Bu ¢alismalarin disinda Tip I diya-
bet ile ilgili yapilan bazi ¢calismalar bulunmaktadir. Nis-
himura ve arkadaslarinin [3] Japon toplumunda yaptig1
bir ¢alismada A252G polimorfizmi ile tip I diyabet ara-
sinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gézlenmistir.
Bougbis ve arkadaglarinin Fas toplumunda yaptiklar1 bir
baska ¢aligmada ise TNF-a -307*2-TNF-B+252*2 haplo-
tipinin tip I diyabete (T1DM) kars1 énemli 6l¢tide koru-
yucu etkiye sahip oldugu gosterilmistir (OR=0.031) [28].
Bizim ¢alismamizda allel dagilimlarina bakildiginda G
aleli hasta grubunda kontrol grubuna oranla daha faz-
la gdzlendi. Bu sonug bize G alelinin Tiirk toplumunda
Tip I diyabet hastaligina yakalanma riskini 1.6 kat art-
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tirdigin1 gostermektedir (P=0.032). Ancak genotip da-
gilimlarina bakildiginda GG, GA ve AA genotipleri-
nin goriilme sikliginda, tip I diyabetli hastalar ile sag-
likl1 kontroller arasinda anlamli bir farklilik gézlenme-
di. Ayrica klinik parametreler ile genotipler karsilastiril-
diginda, homozigot normal genotip (AA) ile riskli ale-
li igeren genotipler (AG/GG) arasinda klinik parametre-
ler acisindan anlamli bir fark olmadig: goriildii. Bilgile-
rimiz dahilinde Tiirk toplumunda bu polimorfizm ile tip
I diyabet arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢alisma bulun-
mamaktadir. Ayrica bu alanda literatiirdeki ¢aligsma sa-
yist da oldukga sinirlidir. Arastirmamiz az sayida hasta-
dan olusan bir 6n ¢aligma olmakla birlikte genotip dagi-
limlarina bakildiginda TNF- A252G polimorfizminin
tip I diyabet gelisiminde 6dnemli bir risk olugturmadigini
gozlemledik. Ancak allel dagilimlar1 dikkate alindigin-
da elde ettigimiz bulgular bize G alelinin bu hastaligin
gelisiminde risk olabilecegini diisiindiirdii. Sonug olarak
daha genis hasta ve kontrol gruplariyla yapilacak olan
caligmalar daha saglikli sonuglar elde etmemize yardim-
c1 olacaktir.

Tarafsizlik Beyani: Yazarlar arasinda c¢ikar catigmasi
bulunmamaktadir.
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