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SOX9 DELESYONUNUN IN SILICO ANALIZI
IN SILICO ANALYSIS OF SOX9 DELETION
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! Ondokuz Mayz1s Universitesi, Tip Fakiiltesi, Samsun, Tiirkiye

OZET

SOX9 geni, embriyonal gelisimde cinsiyetin belirlenmesinde, kondrosit farklilagmasi ve iskelet gelisiminde
kilit rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir. SOX9 ekspresyonundaki azalma siklikla cinsiyet gelisim
bozukluklariyla birlikte gdzlenen bir iskelet malformasyon sendromu olan kampomelik displaziye yol agar.
MiRNA’lar tam ya da kismi komplementerlikleri sayesinde hedef transkriptlerinin ekspresyonlarim
diizenleyen 6nemli aracilardir. SOX9 geninin delesyonu, bu geni hedefleyen miRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde artisa ve dolayisiyla diger hedef genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalmaya neden olabilir.
Bu ¢alisma SOX9’un delesyonunun potansiyel olarak etkileyebilecegi miRNA’lar1 ve bu miRNA’larin hedef
genlerini in silico olarak belirlemeyi amagladi. Bunun i¢in 6nce miRWalk veri tabani kullanilarak makine
O0grenimi algoritmasiyla depolanmig verilerden SOX9 genini hedefleyen miRNA’lar arandi. Sonuglardan
0,95’ten daha biiyiik skorlu ve en az diger iki miRNA hedef veri tabaninda da (miRTarBase, miRDB,
TargetScan) eslesen dort miRNA belirlendi. Bu miRNA’larin SOX9 transkripti ile olasi konformasyonu
STarMir ve miRanda veri tabanlariin algoritmalart kullanilarak olusturuldu. miRDB ile dért miRNA’nin
hepsinin birden hedefledigi genler RLIM, MBNL3, ZNF516 ve FZD4 olarak belirlendi. GeneMANIA tahmin
sunucusu kullanilarak bu hedef genlerin etkilesimde oldugu 20 diger gen, protein ve genetik etkilesimleri,
yolaklari, ortak ekspresyon ve lokalizasyonu ile protein domain benzerliklerinin dahil oldugu asosiasyon
verileri kullanarak belirlendi. Belirlenen bu dort hedef genin, protein ve RNA diizeyinde ekspresyonlari,
molekiiler fonksiyonlar1 ve biyolojik siireclerdeki rolleri, insan proteom verileri ve deneysel ¢aligmalar ile
aragtirtldi. Bu ¢alismanin sonuglar1 SOX9 gen delesyonunun miRNA aracilikli sekilde potansiyel hedef
genlerindeki ekspresyon degisikliklerine neden olabilme ihtimalini diisiindiirmektedir.
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ABSTRACT

SOX9 gene is a transcription factor that plays a key role in sex determination, chondrocyte differentiation and
skeletal development in embryonic development. Decreased SOX9 expression often leads to campomelic
dysplasia, a skeletal malformation syndrome observed with disorders of sex development. With their full or
partial complementarity, miRNAs are important mediators that regulate the expression of their target
transcripts. Deletion of SOX9 gene may result in increased expression levels of miRNAs targeting this gene
and thus decreased expression levels of other target genes. This study aimed to identify miRNAs that deletion
of SOX9 could potentially affect and their target genes in silico. For this, miRNAs targeting SOX9 gene were
searched from the data stored with the machine learning algorithm using miRWalk database. Four miRNAs
with scores greater than 0.95 and at least matching in the other two miRNA target databases (miRTarBase,
miRDB, TargetScan) were identified from the results. The possible conformation of these miRNAs with
SOX9 transcript was generated using the algorithms of STarMir and miRanda databases. The genes targeted
by all four miRNAs were identified as RLIM, MBNL3, ZNF516 and FZD4 using miRDB. Using the
GeneMANIA prediction server, 20 other genes with which these target genes interact were determined using
association data, including protein and genetic interactions, pathways, co-expression and localization, and
protein domain similarities. The expression in protein and RNA levels, molecular functions and roles in
biological processes of these four target genes were investigated with human proteome data and experimental
studies. The results of this study suggest the possibility that SOX9 gene deletion may cause expression
changes in potential target genes via miRNA.
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Hekim SOX9 delesyonunun IN SILICO analizi

GIRIS

17g24.3’te bulunan SOX9 (SRY-box transcription factor 9) geni testis ve kikirdak basta olmak {izere
birka¢ dokuda eksprese edilir ve gelisimde onemli yer tutan bir transkripsiyon faktorii kodlar. SOX
ailesinin diger iiyeleriyle birlikte (A/T)(A/T)CAA(A/T)G dizisi ile fonksiyon gosterir (Gou, Zhang, &
Xu, 2015). Enhansirlarindaki belirli bir DNA motifine baglanarak kondrogenez i¢in 6nemli olan
genlerin ekspresyonunu destekler. Kondrosit farklilagmasinin ardisik adimlarinda merkezi bir rol oynar
(Lefebvre, Angelozzi, & Haseeb, 2019). Kikirdak gelisimine ek olarak, epitelyal kok hiicrelerde
proliferasyon ve farklilagmanin diizenleyicisi olarak da islev goriir; proliferasyonu ve farklilasmay1
dengeleyerek ve hiicre dis1 matrisi diizenleyerek dallanma morfogenezi sirasinda akciger epitelinde yer
alir (Rockich et al., 2013).

Kikirdak olusumundaki rolii ile birlikte SOX9, erkek cinsiyet belirlenmesinde 6nemli rol oynar.
SOX9, embriyonal gelisimin ilk asamalarinda hem XX hem de XY tasiyan embriyolarda bazal
seviyelerde eksprese edilir. Sonrasinda SRY ekspresyonunun artisini takiben, SOX9 ekspresyonu da
testislerde artar ve boylece AMH (anti-Muellerian hormon) geninin transkripsiyonunu diizenleyerek
erkek fenotipinin gelisimi asamasinda kilit rol oynar (Parker & Schimmer, 2006). insanlarda,
heterozigot mutasyonlar, varyasyonlar veya delesyonlardan kaynaklanan SOX9'un haployetmezligi,
SOX9 proteininin iskeletin, ireme organlarinin ve viicudun diger boliimlerinin normal gelisimi igin
gerekli olan genleri uygun sekilde kontrol etmesini engeller. Sonug olarak bu durum gonadal disgenezis
ve nadir otozomal dominant bir hastalik olan uzun kemiklerin kisalmasi ve egilmesinin gozlendigi
kampomelik displaziye (MIM #114290) kadar farkli fenotiplere yol agabilir (Rey & Josso, 2016;
Schluth-Bolard, Ottaviani, Gilson, & Magdinier, 2011).

18-22 niikleotid uzunlugunda ve kodlama yapmayan mikroRNA’lar (miRNA’lar), gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde gorev alan Onemli aracilardir. MiRNA’lar hedef mRNA’larinin
cogunlukla 3’ucunu hedefleyerek, mRNA’nin protein sentezindeki etkinligini ya da stabilitesini
degistirerek rol oynar (Hekim, Ergilin, & Giines, 2021). MiRNA’larin neredeyse biitiin biyolojik
siireclerde onemli roller oynadiklari gosterilmistir (Hekim et al., 2021). Bu calisgmada delesyon,
varyasyon ya da mutasyonlar yiiziinden SOX9’un ekspresyonunda meydana gelebilecek bir azalmanin,
potansiyel olarak etkileyebilecegi miRNA’lar1 ve bu miRNA’larin hedef genlerini in silico olarak
belirlenmesi amaglanmustir.

YONTEM

miRWalk, miRTarBase, miRDB ve TargetScan veri tabanlar1 kullanilarak SOX9 genini hedefleyen
miRNA’lar in silico olarak belirlendi. Bu miRNA’larin SOX9 transkripti ile olast konformasyonu igin
STarMir ve miRanda veri tabanlarinin algoritmalar1 kullanildi. Belirlenen miRNA’larin hedeflerini bir
arada gorebilmek icin miRBD veri bankasindan ¢oklu hedef belirleme 6zelligi kullanildi, boylece
belirlenen miRNA’larin ortak hedef genleri tarandi. Son olarak GeneMANIA tahmin sunucusunda bu
genlerin etkilesimde oldugu diger genler arandi.

BULGULAR

SOX9 genini hedefleyen miRNA’larin in silico olarak belirlenmesi igin dnce miRWalk veri tabani
kullanilarak makine Ogrenimi algoritmasiyla depolanmis verilerden SOX9 geninin 3’UTR’sini
hedefleyen ve skoru 0,95’ten biiyiik olan (0,96-1,00) miRNA’lar arandi. Sonuglanan 185 miRNA’dan
miRTarBase ve/veya miRDB ve/veya TargetScan miRNA veri tabanlarinda da SOX9 genini hedefledigi
belirlenen (en az 2 veri tabaninda da ortak olan) dért miRNA; hsa-miR-136-5p, hsa-miR-8485, hsa-
miR-6792-3p ve hsa-miR-5195-3p olarak belirlendi (Tablo 1).

Tablo 1. SOX9 Genini Hedefledigi Belirlenen miRNA’lar

mMiRNA Skor Pozisyon Baglandigi Bolge miRWalk TargetScan miRDB miRTarBase
hsa-miR-136-5p 1.00 3UTR 2199,2223 v — v v
hsa-miR-8485 096 3UTR 3382,3429 v — v v
3494,3520-
hsa-miR-6792-3p 1.00 3UTR 2208,2225 v — — v
hsa-miR-5195-3p 1.00 3UTR 2200,2222 v v v —
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Bu miRNA’larin SOX9 transkripti (RefSeq ID: NM_000346) ile olas1 konformasyonlar1 STarMir ve
miRanda veri tabanlarinin algoritmalar1 kullanilarak olusturuldu. Konformasyonlar, miRNA i¢in bir
stabilite 6l¢iisii olarak serbest enerji degerleri (delta G ve MFE) ile kontrol edildi. Hsa-miR-5195-3p’nin
SOX9 transkriptine baglanmasi1 STarMir veri tabaniyla (Sekil 1), hsa-miR-8485’in SOX9 transkriptine
baglanmasi ise miRanda veri tabaniyla olusturuldu (Tablo 2). Hsa-miR-136-5p ve hsa-miR-6792-3p’nin
SOX9 mRNA's1 ile olasi konformasyonlart hem STarMir hem de miRanda veri tabanlartyla incelendi.
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Sekil 1. Hsa-miR-136-5p, hsa-miR-6792-3p ve hsa-miR-5195-3p’nin SOX9 transkriptine baglanmalarinin sematize edilmis gosterimi
(StarMir veri tabanina gore)

Tablo 2. MiRNA’larin Baglanma Bolgesinin Sematize Edilmis Gosterimi (miRanda Veri Tabanina Gore)

MFE
. (Minimum
ID Dupleks Yapisi Pozisyon Skor serbest
enerji)
hsa-miR- miRNA 3' uaUGCACACACACACACACACc 5
8485 — NM_000346 NI 1512-1532  179.00 -29.50
Target 5' gtiGTGTGTGTGGGTGTGTGTg 3'

hsa-miR-136- miRNA 3'aggUAGUAGUUUUGUUUACCUCa 5'
5p— NM_000346 WE B 309-331 136.00 -13.00

Target 5' gcaAGCGTGGAGGATGATGGAGa 3'

miRNA 3'uaCUCG-UCC--CCGA--CACCUCCUC 5'

(=T T ] ;
Target 5' tgGAGTGAGGGAGGCTACCTGGAGGG oL 1617 14400 -24.90

3

hsa-mir-6792-3p-
NM_000346

SOX9’u hedefledigi belirlendikten sonra olas1 konformasyonlar1 da olusturulan dort miRNA nin ortak
hedeflerini bir arada gorebilmek igin miRBD veri bankasinin ¢oklu hedefleme 6zelligi kullanilarak dort
mMiRNA i¢in hedef gen aramasi yapildi. Sonuglarda hsa-miR-136-5p, hsa-miR-8485, hsa-miR-6792-3p
ve hsa-miR-5195-3p’nin ortak hedefi olan dort gen RLIM (ring finger protein, LIM domain interacting),
MBNL3 (muscleblind like splicing regulator 3), ZNF516 (zinc finger protein 516), FZD4 (frizzled class
receptor 4) olarak belirlendi. Son olarak GeneMANIA tahmin sunucusunda bu genlerin fiziksel
interaksiyon, ortak ekspresyon, ortak lokalizasyon, genetik interaksiyon, ortak yolaklar ve ortak protein
domainlerini tagimalar1 a¢isindan etkilesimde oldugu diger 20 gen belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. GeneMANIA Tahmin Sunucusuna Goére RLIM, MBNL3, ZNF516 ve FZD4 Geninin iliskide Oldugu
Genler

TARTISMA
SOX transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesi olan SOX9, embriyonal gelisimde cinsiyet
farklilagsmasinda kilit bir rol istlenerek SRY geninin ekspresyonunu takiben embriyoda Sertoli
hiicrelerinin farklilasmasini saglar (Haseeb & Lefebvre, 2019). SOX9 genindeki haployetmezligin,
kampomelik displaziye yol agabilecegi bilinmektedir (Schluth-Bolard et al., 2011). Belirgin yiiz
ifadeleri, yarik damak, uzun kemiklerin kisalmasi ve biikiilmesi ve ¢arpik ayaklilik ile karakterize olan
bu iskelet displazisinin diger bulgular arasinda, ambigius genitelyali veya normal kadin dig genital
organlari olan 46,XY karyotipli bireyler ve solunum bozuklugu da yer alir (Rey & Josso, 2016; Schluth-
Bolard et al., 2011). Bununla birlikte SOX9’un AMH promotériiniin aktivasyonunu etkileyen
mutasyonlarinin saptandigi hastalarin bazilarinda testis disgenezisinin tek baga goriilebilecegi de
gosterilmistir (Hyon et al., 2015; Katoh-Fukui et al., 2015). SOX9’u hedefleyen miRNA’larin ortak
hedef genlerinden biri olan ve X kromozomu tizerinde bulunan RLIM geni bir E3 ubikuitin protein ligaz
olan RING-H2 ¢inko parmak proteinini kodlar. RING-H2 proteini, disi memelilerin somatik
hiicrelerinde X kromozomunun rastgele etkisizlestirilmesinin aktivatorii olarak gorev yapar (Wang et
al., 2021). Hayvan embriyolarindaki maternal Rlim geninin delesyonunun, yavrularda erkek yanli bir
cinsiyet oraninin ortaya ¢ikmasina neden oldugu gosterilmistir (Peng, Hou, Wu, Li, & Wu, 2023).
Ayrica Rlim’in, testislerde post-mayotik yuvarlak spermatidlerde ve Sertoli hiicrelerinde yiiksek oranda
eksprese edildigi gosterilmistir (Wang et al., 2021). Bu sebeple ilk basta saglikli olarak gozlenen erkek
farelerde Rlim’in nakavt edilmesi olgun spermlerin sayisinda azalmayla ve sitoplazma hacimlerinin
artmastyla sonuglanir, bu da sperm motilitesinin ve in vitro fertilizasyon oranlarmin azalmasina yol
acabilmektedir (Wang et al., 2021). Sertoli hiicrelerinin spermatozoadaki sitoplazmik azaltmay1
diizenledigi bilinmesine ragmen bu ¢aligma bu aktiviteye erkek germ hiicre hattinda eksprese edilen
Rlim'in aracilik ettigini diigiindiirmektedir. MiRNA’larin bir diger hedefi, FZD4 geni, ‘frizzled’ gen
ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin iiyeleri transmembran proteinlerini kodlar ve bu reseptorlerin ¢ogu,
WNT hedef genlerinin aktivasyonuna yol agan beta-katenin sinyal yoluyla iliskilidir. Spesifik olarak,
FZDA4, hiicrelerin ve dokularin gelisimini etkileyen WNT sinyal yoluna katilir. WNT genlerinden olan
WNT4, disi tireme sisteminin gelisim asamasinda organogenez i¢in gereklidir (Pitzer, Moroney, Nokoff,
& Sikora, 2021). WNT4, SRY'nin bir antagonisti olarak hareket ederek, kadin cinsiyetinin
farklilagsmasinda ve erkek cinsiyet farklilasmasinin baskilanmasinda rol oynar (Ragitha et al., 2023).
Farelerde yapilan aragtirmalar, Wnt4'iin ekspresyonundaki artigin XY hayvanlarinda disilesmeye; benzer
sekilde, Wnt4'in delesyonunun ise disilerde erkeklesmeye yol actigin1 gostermistir (Pitzer et al., 2021;
Ragitha et al., 2023).

Cinsiyet belirlemedeki rolii ile birlikte SOX9, iskelet progenitorlerinin prekondrositlere
doniistiigii kondrogenezdeki ilk adim olan prekondrosit yogunlasmasi i¢in gereklidir. Prekondrositlerin
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daha sonra kondrositlere farklilasmasinda ve devaminda kondrositlerin osteoblastik farklilasmasininin
onlenmesinde de rol alir (Lefebvre et al., 2019). SOX9’u hedefleyen miRNA’larin ortak hedef
genlerinden bir digeri olan ZNF516 kahverengi adipoz doku farklilasmasini destekleyen genlerin
transkripsiyonunu aktive eden ve replikasyon stresine hiicresel yanitta da rol oynayabilen bir ¢inko-
parmak proteinidir. SOX9’un kondrogenezdeki gorevlerine paralel olarak kemik mineral yogunlugu
azalmig biiyiik bir kohortdan elde edilen veriler, ZNF516'da bulunan tek nukleotid polimorfizmlerinin
osteoporoz ile iliskili olabilecegini ortaya koymaktadir (Yang et al., 2013). Ilaveten birgok hiicre tipinde
RLIM, yalnizca transkripsiyonel diizenlemede yer alan cesitli proteinlerin ve protein komplekslerinin
seviyelerini ve dinamiklerini degil, ayn1 zamanda kendi ekspresyonunu da kontrol eder (Wang et al.,
2021). Onemli bir post-transkripsiyonel diizenleyici olarak, RLIM genindeki mutasyonlar kraniyofasiyal
anormallikler, hipogenitalizm ve diyafragma hernisi gibi degisken klinik 6zelliklerle iligkili bir hastalik
olan Tonne-Kalscheuer Sendromu ile iliskilendirilmistir (Bustos et al., 2021). Ayrica FZD4’iin de,
WNT5a ve WNT3a ile birlikte kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin osteojenik farklilasmasinin
diizenlenmesinde yer alarak kemik olusumunda rol oynadig: bildirilmistir (Gu et al., 2018; Kushwaha
et al., 2020; J. G. Zhou et al., 2020).

Cinsiyet gelisim bozukluklar1 gosteren hastalar, basta germ hiicreli tiimorler dahil olmak iizere
kanser gelisimi agisindan yiiksek risk altindadir (Kathrins & Kolon, 2016). Bununla birlikte kampomelik
dispilaziden etkilenen ¢ocuklarin da ileri de kanser risk artis1 agisindan takip edilmesi 6nerilmektedir (N
Antonakopoulos, 2019). Bu ¢alisma ile SOX9’un transkripsiyonundaki azalmanin potansiyel olarak
etkileyebilecekleri belirlenen dort genin ekspresyon degisikliklerinin ¢esitli kanserlerle iligkili
olabilecegi bildirilmistir. MBNL3 geni, miyotonik distrofinin patofizyolojisinde rol oynayabilen
‘muscleblind like’ protein ailesinin bir {iyesini kodlar. Ayrica pre-mRNA alternatif splays
diizenlemesine aracilik ederek, pre-mRNA hedeflerinde splaysin etkinlestiricisi veya baskilayicisi
olarak islev goriir. MBNL3’iin pankreatik duktal adenokarsinom hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu
etkilemeden, hiicrelerin invazyonunu diizenledigi bildirilmistir (Oladimeji, Bakke, Wright, & Chen,
2020). Radyoterapiye direngli kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatlarinda MBNL3
ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir (Yu et al., 2020). MBNL3'{in ekspresyon artigt yumurtalik
kanserinde, standart birinci basamak tedavi olan paklitaksel direnci ile pozitif korelasyonlu olarak
bulunmustur. Ayrica ayni ¢alismada Nanog'u yukar1 dogru diizenleyerek yumurtalik kok benzeri
hiicrelerde hiicre canliligin arttirip ve apoptozu azalttigi gosterilmistir (Sun, Diao, Zhu, Yin, & Cheng,
2021). MBNL3’{in delesyonu, hepatoseliiler karsinom olusumunu neredeyse tamamen ortadan kaldirir
(Yuan et al., 2017). MBNL3 ayni zamanda INCRNA-PXN-AS1’in 4. ekzonunun dahil edilmesini
indiikler. Ekzon 4'lin bulundugu transkript, PXN mRNA'simin 3' UTR bdlgesine baglanir ve bdylece
PXN ekspresyonu artar. Ayrica hepatoseliiler karsinom hiicre hatt1 ¢alismalari ile kanserle iliskili bagka
bir IncRNA olan FIRRE'nin MBNL3’e 6zgii olarak baglanarak PXN'nin ekspresyonunu etkiledigi de
gosterilmistir (J. Zhou et al., 2022). Bu ¢aligmalar MBNL3{in dolayli olarak da, hepatoseliiler karsinom
olusumunda kodlamayan RNA’larin pro-tiimorijenik rollerine aracilik ettigini gostermektedir. Bununla
birlikte, RLIM ekspresyonunun hepatoseliiler karsinom hastalarinda azaldigi ve p15 ve p21 ekspresyonu
ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (Huang et al., 2017). Ek olarak, RLIM ekspresyonunun artisi
hiicre biiylimesini baskilamis ve hepatoseliiler karsinomun hiicre dongiisii ilerlemesini durdurmustur
(Huang et al., 2017). Ayrica RLIM’in ekspresyon degisikliklerinin akciger timorii olusumu sirasinda da
rol oynayabilecegi gosterilmistir (Jin et al., 2021). Bununla birlikte FZD4-Wnt etkilesiminin de bazi
kanserlerde onemli olabildigi gosterilmistir. Kutanéz skuamdz hiicreli karsinom dokularinda ve hiicre
hatlarinda FZD4 ekspresyonu azalma gostermis; ayrica FZD4'lin ekspresyonunun artmasinin da hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve apoptozu destekledigi one stirilmiistiir (Zhang, Lv, Li, Jiang, & Fang,
2021). FZD4’iin ekspresyonundaki degisiklerin epitelyal yumurtalik kanser riskinin artis1 ve mesane
kanseri dokularinda hiicrelerin goc¢ii ve istilasi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Chen et al., 2019; X.
Zhou, Jiang, & Guo, 2021). Ek olarak, ZNF516'nin ekspresyon seviyesinin de, normal kolorektal
mukozal hiicrelerle karsilastirildiginda kolorektal kanser dokusunda daha diisiik oldugu bulunmustur (E
et al., 2022). laveten ZNF516'nin meme kanseri hiicrelerinin in vitro cogalmasmi ve istilasini
engelledigi ve in vivo olarak meme kanseri bilylimesini ve metastazini baskiladigi gosterilmistir (Li et
al., 2017). Yine servikal biyopsilerde ZNF516 ekspresyonu ile servikal lezyon derecesi, proliferasyon
belirtecleri ve insan papilloma viriisii varligi arasinda ters bir iliski gozlenmistir (Ili et al., 2019).
Destekler sekilde ZNF516 promotoriiniin, servikal tiimorlii dokularda daha metile oldugu gozlenmistir
(Brebi et al., 2014).
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SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu biyoinformatik analiz, SOX9 transkriptini diizenleyen dért miRNA’y1 ve onlarin diger
dort hedef genini tanimlamistir. Calismanin bulgulari, SOX9 ekspresyonundaki azalmanin, miRNA
rekabeti yoluyla da gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenlemesini degistirebilecegini
diisiindlirmektedir. MiRNA’lar arasindaki ¢apraz konusma ve ¢oklu hedefleme, SOX9
haployetmezliginin neden oldugu ya da riskini arttirdig1 hastaliklardaki bazi fenotipik varyasyonlari
aciklayabilir. Bununla birlikte in silico bulgular1 dogrulamak igin in vivo modellerle daha fazla arastirma
yapilmasi gerekmektedir.

Cikar Catismasi
Aragtirma ile ilgili yazarlar arasinda herhangi bir ¢gikar ¢atigmasi bulunmamaktadir.

Finansal Destek
Bu ¢alisma i¢in finansal destek alinmamastir.
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