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0z
Amag: Gestasyonel Diyabet (GDM) ilk defa gebelikte tani konulan glukoz intoleransidir. Hem anne hem de bebekte komplikasyon
riskini artiran GDM igin ileri gebelik yasi, ok sayida parite, onceki gebelikte GDM 0ykiisii, genetik faktorler gibi birgok risk faktori
tanimlanmistir. Ayrica bazi inflamatuar mediatorler, kemokinler ve onlar1 kodlayan genlerin polimorfizmlerinin GDM ile iliskisi

gosterilmistir. Biz bu ¢aliygmada GDM tanis1 konulan gebelerle saglikli gebelerdeki genotip ve allel frekans dagilimlarini karsilastirarak,
GDM yatkinligi ile IL8/CXCL8 rs4073 (251A/T) gen polimorfizminin iligkisini belirlemeyi amagladik.

Gereg ve Yontemler: Caliymamiza GDM tanili 100 gebe ve kontrol grubu olarak 100 saglikli gebe dahil edilmistir. Tim katilimcilar
Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar: ve Dogum Anabilim Dalrnda takip edilmistir. IL8/
CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin genotiplenmesi, polimeraz zincir reaksiyonu bazli restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
(PCR-RFLP) yontemi kullanilarak belirlenmistir. GDM hastalarinda ve kontrollerde her bir gen polimorfizminin genotip sikligini
karsilagtirmak igin x2 testi kullanildi.

Bulgular: Gestasyonel diyabetli gebelerle saglikli gebeler arasinda rs4073 polimorfizmi genotip ve allel frekans dagilimlari agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmamistir (sirasiyla; p=0,260, p=1,000).

Sonug: Bulgularimiz IL8/CXCL8 rs4073 gen polimorfizminin GDM’ye yatkinlikla iligkili olmadigini gostermekle birlikte bulgularimizin
dogrulanmas icin farkl etnik gruplar iceren genis 6rneklem biuytiklikleriyle, katilimeilarin viicut kiitle indeksleri, gebelik 6ncesi
kilolar1 gibi klinik parametreler de dahil edilerek yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Gestasyonel diyabet, IL-8, CXCLS, rs4073, Gen polimorfizm

Investigation of the Relationship Between Gestational Diabetes Mellitus
and IL8/CXCL8 rs4073 Gene Polymorphism

ABSTRACT

Aim: Gestational Diabetes (GDM) is glucose intolerance that is first diagnosed during pregnancy. Many risk factors such as advanced
gestational age, multiparity, history of GDM in a previous pregnancy, and genetic factors have been defined for GDM, which increases
the risk of complications in both mother and baby. In addition, some inflammatory mediators, chemokines, and polymorphisms of the
genes encoding them are associated with GDM. In this study, we aimed to determine the relationship between GDM susceptibility and
IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) gene polymorphism by comparing the genotype and allele frequency distributions in pregnant women
diagnosed with GDM and healthy pregnant women.

Material and Methods: One hundred pregnant patients diagnosed with GDM and 100 healthy pregnant as the control group, were
included in our study. All participants were followed up in Zonguldak Biilent Ecevit University Medical Faculty Hospital, Department
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Gestasyonel Diyabet ve IL8 rs4073 Gen Polimorfizmi

of Obstetrics and Gynecology. Genotyping of the IL8/CXCL8 rs4073 gene polymorphism was determined using the polymerase chain
reaction-based restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method. The x2 test was used to compare the genotype frequency

of each gene polymorphism in GDM patients and controls.

Results: There was no statistically significant difference between pregnant women with GDM and healthy pregnant women in terms of
rs4073 polymorphism genotype and allele frequency distributions (p=0.260, p=1.000, respectively).

Conclusion: Although our findings show that IL8/CXCL8 rs4073 gene polymorphism is not associated with susceptibility to GDM,
further studies with large sample sizes including different ethnic groups and clinical parameters of participants such as body mass index

and pre-pregnancy weight, are needed to confirm our findings.

Keywords: Gestational diabetes mellitus, IL-8, CXCLS, rs4073, Gene polymorphism

GIRIS

Gestasyonel Diyabet (GDM), hamilelik sirasinda ortaya
¢ikan en yaygin metabolik bozukluktur ve hamilelik sira-
sinda baslayan veya ilk kez teshis edilen glikoz intolerans:
olarak tanimlanir. Gestasyonel diyabet tipik olarak gebeli-
¢in ikinci veya tigiincii trimesterinde gelisir ve degisen sid-
dette hiperglisemiye neden olabilir. Son yillarda gebelik yas:
ve obezite oranindaki artiglarin da etkisiyle GDM insidansi
diinya ¢apinda artmustir (1,2).

Gebelik doneminde artan enerji ihtiyacini karsilayabilmek
icin annenin metabolizmasinda bazi degisiklikler olur.
Insiilin duyarliligs, ilk trimesterin sonundan baglayarak
ikinci, Gi¢lincii trimesterde kademeli olarak azalir ve ti¢iin-
cii trimesterde tip 2 diyabette (T2DM) goriilenlere benzer
degerlere ulasir (3). Gebelikte goriilen bu insiilin direncini
dengelemek igin insiilin sekresyonu artar. GDM tanisi alan
kadinlarda gebelik 6ncesi doneme gore insiilin sekresyo-
nunda artis olsa da gebelige bagli olusan insiilin direncini
karsilayacak diizeyde degildir. Gestasyonel diyabet patofiz-
yolojisi T2DM ile benzer olarak, periferik instilin direnci ile
beta hiicrelerin insiilin {iretiminin goreceli yetersizliginin
ortak sonucudur (4).

Gestasyonel diyabet makrozomi, sezaryen dogum, omuz
distosisi ve neonatal hipoglisemi gibi ciddi gebelik kompli-
kasyonlarina yol acabilir ve dogan bebeklerde dogum trav-
masl, prematiire dogum ve solunum sikintisi sendromu gibi
durumlarin gériillme riski artmustir (5, 6). Ayrica, GDM’li
kadinlarin gebelikten sonra T2DM ve kardiyovaskiiler
hastaliklar (KVH) gelistirme olasilig1 daha ytiksektir (7,8).
Cocuklarinda da, yagamlari boyunca obezite ve T2DM ris-
ki artmigstir (9). Gebelik sirasinda insiilin direncindeki artis
gestasyonel hormonlarla iliskilendirilmistir. Gestasyonel
diyabetli kadinlarla yapilan ¢aligmalarda kandaki enflama-
tuar sitokin seviyelerinde cesitli degisiklikler saptanmigtir
(10,11). Ayrica interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve
timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) gibi sitokinler, insiilin
sinyalini etkilemesinden dolayr T2DM vakalarinda insii-
lin direnci ile iligkilendirilmistir (12). Bununla birlikte,
inflamatuar bir sitokin olan TNF-a’nin instilin direncinin
patogenezinde anahtar bir rol oynadig gosterilmis ve ayrica

GDM tamnuist alan kadinlarda TNF-a seviyelerinin arttig: bil-
dirilmistir (13-15). Yapilan bagka bir ¢alisgmada ise TNF-a
geninin promotdr bolge polimorfizmlerinin GDM’li kadin-
larda insiilin direnci ve GDM igin genetik risk faktorii oldu-
gu gosterilmistir (16). Bu bulgular, gebelik hormonlariin
gebelikte insillin direncine tek bagna katkida bulundugu
gortisiinii degistirmis ve GDM ile inflamatuar mediatorler
arasinda olasi bir iliskiyi giindeme getirmistir. Iglerinde
IL-8in de bulundugu bir grup inflamatuar sitokin diizeyinin
GDM tanili gebelerde saglikli gebelere gore yiiksek oldugu
saptanmus, hatta biyobelirteg olarak kullanilabilecekleri 6ne
strilmistiir (17). Kemoatraktan proinflamatuar bir sitokin
olan IL-8, notrofillerin aktivasyonunu ve degraniilasyonu
saglar ayrica anjiyogenezde rolil vardir (18). Genetik poli-
morfizmler, belirli bir proteinin salgilanma seviyesini etki-
leyerek, bireysel inflamatuar yanitlarda degisikliklere neden
olabilir. Interl6kin-8 kodlayan IL8/CXCL8 geninin promo-
ter bolgesindeki rs4073 (-251 A/T) tek niikleotid polimor-
fizminin bu sitokinin ekspresyonunu artirdigini gosteren
calismalar vardir (19,20).

Calismamizda IL8/CXCL8 rs4073 (-251 A/T) gen polimor-
fizminin GDM yatkinlig ile iliskisini belirlemek amaciyla
GDM tanist konulan gebelerle saglikli gebelerdeki genotip
ve allel frekans dagilimlarini karsilastirdik.

GEREC ve YONTEMLER
Hasta ve Kontrol Grubu

Calismamiz prospektif olarak tasarlanmistir. Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin
Dogum ve Hastaliklar1 Anabilim Dalr'nda 30.05.2022-
23.09.2022 tarihleri arasinda GDM tanist konulan ve takip
edilen 100 gebe hasta ve kontrol grubu olarak ayni klinikte
takip edilen 100 saglikli gebe caligmaya dahil edilmistir. 50 gr
glukoz tarama testi icin esik deger 140 mg/dl olarak alinmis-
tir. Tarama testi 200 mg/dl iizerinde saptanan olgulara 100
gr oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilmadan GDM tani-
st konulmugtur. 50 gr glukoz tarama testi 140-200 mg/dl ara-
liginda olanlara 100 gr OGTT uygulanmistir. 100 gr OGTT
i¢in Ulusal Diyabet Bilgi Grubu (NDDG) kriterleri kullanil-
mustir. Tim katilmecilara aragtirmanin amact ve igerigi ile
ilgili bilgilendirme yapilmis ve onam formunu imzalayan
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gontlliiler caligmaya dahil edilmistir. Bu ¢alisma Zonguldak
Biilent Ecevit Universitesi Etik Kurulu tarafindan onaylan-
mugtir. Calismaya katilmayi kabul eden tiim katilimcilarin
28. gebelik haftasindan sonra rutin kontrolleri sirasinda ver-
dikleri kandan 2 ml’si alinarak IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T)
gen polimorfizmi ¢caligilmistir. Genotiplendirme i¢in labora-
tuvar caligmalar1 Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali'nda yapilmustir.

Periferik Kandan DNA Elde Edilmesi ve Genotip
Analizleri

Tim katilimcilardan E.Z.N.A°® Blood DNA ekstraksiyon
kiti kullanilarak, treticinin 6nerdigi protokole goére peri-
ferik kan lokositlerinden yaklagik 40-60 ng/pl konsant-
rasyonda 150 pl DNA genomik DNA elde edilmistir. IL8/
CXCL8 rs4073 (-251A/T) gen polimorfizminin genotiplen-
mesi polimeraz zincir reaksiyonu bazli restriksiyon fragman
uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Arastirilmakta olan gen bolgesi 5'- CCA
TCA TGA TAG CAT CTG TA-3'(F) ve 5'-CCA CCATTG
GGT GAA TTA TTA A -3'(R) primer ciftleri kullanilarak
amplifiye edilmistir. Toplam 25 pL hacim iginde her pri-
merden 1,5 pmol, 1,0 mmol/L MgCI2, her bir ANTP’den
0,6 mmol/pL, 1 unit Tag DNA polimeraz, 1 mM 1X Taq
Buffer, ve 4 uL DNA’dan olusan PCR miksi kullanilmustir.
“the MWG primus thermal cycler-Primus 96 PCR system”
cihazi ile 94°C’de 4 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra 35
dongii; 94°C’de 60 saniye denatiirasyon, 50°C’de 90 saniye
baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzama ve dongiiden sonra
72°C’de 7 dakika uzama saglanmistir. PCR sonrast 173 bp
uzunlugunda amplifiye iiriin elde edilmistir. Uriinlerin rest-
riksiyonu, Asel enzimi ile 37°C’de 16 saat inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Enzim kesimi sonrasinda tiim triinler
%3,5’ltk agaroz jel elektroforezde analiz edilmistir. 152
bp+ 21 bp bant boyundaki iiriinler AA, 173 bp+152bp bant
boyundaki tiriinler AT ve 173 bp bant boyundaki iiriinler
TT olarak genotiplendirilmistir. Restriksiyon {iriinlerinin
elektroforez goriintiileri Sekil 1’de gosterilmistir.
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Cakmak Geng G ve ark.

istatistiksel Analiz

[statistiksel analiz SPSS yazilimi (versiyon 19.0; SPSS Inc.
Chicago, IL, ABD) araciligiyla yapildi. Yas degiskeninin
normal dagilip dagilmadigr Shapiro-Wilk testi ile belir-
lenmis, veri normal dagilim goéstermediginden iki grubun
yaslarini karsilagtirmak icin Mann-Whitney U testi kulla-
nilmistir. Gestasyonel diyabet hastalarinda ve kontrollerde
her bir gen polimorfizminin genotip sikligini kargilagtirmak
i¢in x2 testi kullanildi. Odds Ratio (OR) ve %95 giiven ara-
i1 (CI), binary lojistik regresyon analizi ile genotipler ve
alleller icin GDM riskini kargilagtirmak icin hesaplandi.
0,05’ten kiigiik p degeri anlaml farkl olarak kabul edildi.
Giig hesaplamast icin G-Power 3.1 yazilimi kullanild1.

BULGULAR

Calismamiz kapsaminda 100 GDM tanili gebe hasta ve 100
GDM tanist olmayan saglikli gebeden olusan kontrol grubu
olmak tizere toplam 200 kadin hastanin periferik kanindan
elde edilen genomik DNA ile IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T)
gen polimorfizminin genotip analizleri yapilmistir. Hasta ve
kontrol gruplar igin 6rneklem buyiikligi %5 Tip I hata (a
= 0,05) ve yaklasik %80 gii¢c degeri i¢in 66 olarak hesaplan-
mistir. Gestasyonel diyabet ve kontrol gruplari arasinda yas
dagilimlar1 agisindan kargilagtirildiginda anlamli farklilik
olmadig1 gorilmiistiir (sirastyla medyan (min-max): 34 (23-
63), 35 (22-45) p=0,390). Kontrol grubunda 6nceki gebe-
liginde GDM 6ykiisii olan birey bulunmamaktadir. Ayrica
IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) gen polimorfizminin genotip
ve allel siklik dagilimlari agisindan GDM tanili gebeler ile
kontrol grubu arasinda anlaml bir farklilik bulunamamigtir
(strastyla; p=0,260, p=1,000) (Tablo 1).

TARTISMA

Calismamizda IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) polimorfizmi-
nin GDM yatkinlig: ile iligkisini belirlemek amaciyla GDM
tanis1 konan gebelerle saglikli gebelerdeki genotip ve allel
frekans dagilimlarini karsilastirdik. Sonuglarimiz GDM’li

Sekil 1. IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/
T) gen polimorfizmi restriksiyon
iirtinlerinin jel elektroforez goértin-
tiisii. Son kuyucuktaki 100 bp’lik
DNA belirteci bulunmaktadir. 1,
4-7,9 no'lu ornekler AT, 2 no'lu
ornek AA, 3 ve 8 nolu 6rnek ise TT
genotipindedir.
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Tablo 1: GDM hastalarinda ve GDM olmayan kontrol grubunda IL-8 gen polimorfizminin genotip ve allel frekanslar1

SNP Hasta grubu Kontrol grubu p OR (%95 Giiven Aralig1)
Genotip
AA 10 (%10,0) 15 (%15,0) 0260 Referans
AT 55 (%55,0) 44 (%44,0) 0,533 (0,218-1,303)
IL-8 rs4073 TT 35 (%35,0) 41 (%41,0) 0,781 (0,312-1,957)
Allel
A 75 (%37,5) 74 (%37,0) 1,000 Referans
T 125 (%62,5) 126 (%62,8) 1,022 (0,681-1,532)

gebelerle saglikli gebeler arasinda rs4073 polimorfizmi
genotip ve allel frekans dagilimlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik olmadigini géstermistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarla GDM’nin inflamatuvar
mediatorlerle olasi bir iliskisi oldugu gosterilmistir (17,21).
Inflamasyon ve GDM arasindaki iliski nispeten yeni bir bul-
gu olmasina ragmen, daha 6nce insiilin direnci ve T2DM
dolagimda artmis inflamatuvar sitokin seviyeleri ile iliskili
oldugunu gosteren birkag ¢aligma yayinlanmigtir (22). Ayri-
ca kemokin sistemi, 6zellikle IL-8 metabolik inflamasyon
arastirmalarinin odagina girmistir (23).

Interlokin-8 diizeylerinin tip 1, tip 2 diyabet ve komplikas-
yonlari ile iligkili oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur
(24). Ayrica Zhang ve ark. bagka bazi inflamatuvar sitokin-
lerle ve polimorfizmleriyle birlikte IL-8 diizeyini de GDM’li
gebelerde saglikli gebelere kiyasla yiiksek olarak saptamuis-
lardir (17). Hart ve ark. gebelik komplikasyonlart ile 2. tri-
mesterdeki sitokin profillerini karsilastirdiklar1 ¢aligmada
IL-8’in de bulundugu bir grup sitokin diizeyinin GDM’li
gebelerde anlamli olarak degistigini gostermislerdir. Calis-
malarinin sonuglarinin, sitokinler ve gebelik komplikasyon-
lar1 agisindan risk tasiyanlari belirlemede inflamasyonun
rolii hakkinda daha fazla aragtirma igin bir temel sagladigini
one siirmislerdir (21).

Milas ve ark. IL-8 de dahil olmak tizere baz1 proinflamatuar
sitokinlerin erken diyabetik nefropatide podosit hasar1 ve
proksimal tiibiil disfonksiyonu ile iliskili oldugunu ve bu
sitokinlerin albiminiiri gelismeden &nce, patogenezin erken
doéneminde 6énemli bir rol oynayabilecegini gostermislerdir
(25). IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) polimorfizmi trans-
kripsiyonel aktivitedeki degisikliklerle iliskilendirilmigtir
(26). Bildigimiz kadariyla GDM ile rs4073 polimorfizminin
iliskisini aragtiran herhangi bir ¢aliyma bildirilmemistir.
Urbanek ve ark’nin inflamatuar yolakta rolii olan bir¢ok
geni iceren ve farkli etnik kokenden katilimcilarin yer aldi-
81 cok merkezli bir hiperglisemi ve olumsuz gebelik sonug-
lar1 (HAPO) ¢alismasinda IL8/CXCL8 geni rs2227306 ve
rs2886920 polimorfizmlerinin gebelikte glukoz seviyele-

rini ve ilgili fenotipleri etkiledigi saptanmistir (27). Ayrica
literatiirde diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlariyla
bu polimorfizmin iligkisini gosteren bazi ¢alismalar vardur.
Diyabetik nefropati hastalarinda IL-8in idrar atiliminin
artt1g1 bildirilmistir ve bu varyant inflamatuar bobrek hasari
ile iliskilendirilmistir. Ahluwalia ve ark. rs4073 AA genoti-
pinin T2DM’de diyabetik nefropati riskini artirdigini fakat
farkli proinflamatuar sitokin genlerindeki allellerinin ortak
etkisinin diyabetik nefropati riskini belirlemek agisindan
tek tek polimorfizmlere gore ¢ok daha belirleyici oldugunu
gostermislerdir (28-30). Ricci ve ark. da yas iliskili makuler
dejenerasyonla IL8/CXCL8 gen polimorfizmlerinin iliskini
aragtirdiklar: caliymada haplotip karsilastirmasinda daha
gicli iliski saptamiglardir (31). Benakanakere ve ark. da
CRISPR/Cas9 genom diizenleme teknolojisi kullanarak IL8/
CXCL8 gen haplotiplerinin fonksiyonel roliinii arastirmig-
lardir. Bu ¢alismada rs4073, rs2227307 ve rs2227306 geno-
tipleri i¢cin ATC/TTC haplotipine sahip hiicrelerin nétrofil
gociiniti 6nemli dl¢tide artirdigini, bu haplotipin enflamatu-
ar lezyonlarda nétrofil akisini artirarak hastaliga yatkinlig:
etkileyebilecegini kanitlamislardir (32).

Birden fazla etnik kokenden katilimciy: igeren bagka bir
calismada ise Yahya ve ark. rs4073 polimorfizminin sade-
ce Hintli hastalarda diyabetik nefropati gelisimi ile iligkili
oldugunu gostermislerdir (33). Ayrica Dong ve ark. Cinli
hastalarla yaptiklari meta analizde rs4073 AA genotipini
diyabetik retinopati riski ile yakindan iliskili bulmuslardir
(34). Ulkemizde yapilan, T2DM gelisimi ve diyabetik hasta-
larda diyabetik nefropati gelisimi ile rs4073 gen polimorfiz-
minin iligkisinin arastirildig bir ¢aligmada bu varyasyonun
hastaliga yatkinlikla iligkili olmadig: fakat diyabetik nefro-
pati olusumu ile iligkili oldugu saptanmustir (35).

Literatiirde GDM’li hastalarda IL-8 diizeyinin viicut kiitle
indeksi ile iliskisini arastiran yayinlar mevcuttur. Kuzmi-
cki ve ark.’nin Polonyali kadinlarla yaptiklar1 ¢alismanin
sonuglart GDM’li hastalarda dolasimdaki pro- ve anti-infla-
matuar sitokin dengesinin bozulmus oldugunu ancak artan
IL-8 seviyelerinin maternal obeziteyle iliskili oldugunu 6ne
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stirmiislerdir (36). Kuzmicki ve ark. da diyabeti olmayan
obez kisilerle normal viicut agirligina sahip kisilerin serum
IL-8 seviyelerinin diizeylerini kargilagtirdiklar: ¢aligmada,
IL-8in adipositler tarafindan salgilandigini ve viicut kiitle
indeksi ile korele oldugunu gostermislerdir (37). Kecks-
tein ve ark. ise plasenta Orneklerinden yaptiklari sitokin
ekspresyon calismasinda IL-8 ekspresyonu i¢in GDM ile
saglikli gebeler arasinda anlaml bir fark saptamamiglardir
(38). Ayrica rs4073 gen polimorfizminin diyabet ve komp-
likasyonlari ile iliskisinin aragtirildig1 ¢alismalarin sonugla-
r1 karsilagtirildiginda, etnik koken farkliliklarinin geliskili
sonuglara neden olabilecegi goriilmektedir.

Calismamizin bazi sinirliliklar: vardir. Polimorfizmle bir-
likte IL-8 diizeyleri ve viicut kiitle indeksi gibi klinik bulgu-
lar1 da veri setimize ekleyebilseydik, sonuglarimiz mevcut
literatiir 15181nda IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T) gen poli-
morfizminin GDM ile iliskisinin daha net anlagilmasini
saglayabilirdi.

Sonug olarak, bulgularimiz IL8/CXCL8 rs4073 (-251A/T)
gen polimorfizminin GDM’ye yatkinlikla iligkili olmadigini
gostermistir. Bulgularimizin dogrulanmast i¢in ¢ok az galis-
ma olan bu alanda farkli etnik gruplari iceren genis 6rnek-
lem biiytikliikleriyle, katilimeilarin viicut kiitle indeksleri ve
gebelikte aldiklar kilo, gebelik 6ncesi kilo gibi parametre-
ler de dahil edilerek ve bu gene ait bagka polimorfizmler ve
haplotip analizleri de eklenerek yapilacak ileri ¢aligmalara
ihtiyag vardir.
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