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Son Doénem Bobrek Hastaligi (SDBH), insidanst ve prevalansindaki belirgin artig
nedeniyle diinya c¢apinda onemli bir halk sagligi sorunu olarak ortaya g¢ikmustir.
“SDBH”nin ortaya ¢ikmasina sebep olan bir¢ok cevresel ve genetik faktor vardir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) bobrek patofizyolojisinde dnemli
bir rol oynadig1 bildirilmektedir. Bu ¢alismanin amaci, bir Tiirk popiilasyonunda
“SDBH” ve wvaskiiler endotelyal biiylime faktori “VEGF 15699947 gen
polimorfizmi arasindaki iliskiyi tespit etmektir. Genotipleme, 50 “SDBH” hastasi ve
30 saglikli kontrolde, Kompetitif Alel Spesifik PCR (KASP) yontemi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Calismamizin sonuglari, olgu ve kontrol gruplar arasinda, yas ve
serum kreatinin agisindan anlaml farkliliklar oldugunu ortaya koymustur (P=0.000).
A'nin mindr (riskli) alel oldugu g6z Oniine alindiginda, AA genotip frekansinin
kontrol grubunda vaka grubuna kiyasla yiiksek oldugu gozlenmis ve Tirk
popiilasyonunda AA genotipinin “SDBH” i¢in koruyucu bir faktor olabilecegi
distinilmiistiir.
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ABSTRACT

MSc. Thesis

EVALUATION OF VEFG GENE 15699947 POLYMORPHISM IN DIALYSIS
PATIENTS

Nisrin Mohamed .BEN OSMAN

Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Asuman OZGOZ

End-Stage Renal Disease (ESRD) has emerged as an important public health issue
worldwide, because of the marked increase in its incidence and prevalence. There are
many environmental and genetic factors contribute to the occurrence of End-Stage
Renal Disease. Vascular endothelial growth factor “VEGF” has been reported to play
a major role in renal pathophysiology. The aim of this study was to determine the
association between “End-Stage Renal Disease” and “VEGF 1s699947
polymorphism” in a Turkish population. Genotyping was carried out in 50 “ESRD”

patients and 30 healthy controls, using Kompetitive Allelic-Specific PCR (KASP)
method. Our study's results revealed that there are significant differences between
case and control groups in terms of age and serum creatinine (all the P=0.000).
Considering that A is the minor (risky) allele and it was observed that the frequency
of AA genotype was high in the control group compared to case group, it was

suggested that AA genotype may be a protective factor for ESRD in Turkish
population.

Keywords: VEGF, rs699947, ESRD, SNP, dialysis.
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1. GIRIS

1.1. Bobrek Fonksiyonu

Bobrekler, karin arkasinda, alt kaburga kemigi seviyesinde, omurganin her iki
tarafinda birer tane olacak sekilde konumlanan Onemli organlardir. Bdbregin
fonksiyon gosteren temel birimi nefron olarak adlandirilir. Bobrekler, her biri idrar
olusturabilen, toplam 2 milyondan fazla nefrondan olusur. Nefronun islevi, kani
istenmeyen maddelerden temizlemektir. Nefron, kanin siiziildiigii glomeriillerden ve
stiziillen siviyr alip isleyen tiibiillerden olusur. Bobrek fonksiyonu, glomeriiler
filtrasyon hiz1 (GFR) kullanilarak hesaplanir (Zhang, Rusinek, Chandarana, & Lee,
2013). Bobrekler, ekstraseliiler sivinin (ECF) kompozisyonunu ve hacmini
diizenlemekte, baskin bir rol oynar. Genel olarak, idrarda bulunan bir¢ok maddeyi
uygun miktarlarda atarak, kararli i¢ ortami siirdiirlirler. Bu maddeler, sadece artik
iirlinleri ve yabanci bilesikler degil, ayn1 zamanda yeme, igme veya metabolizma

nedeniyle, bol miktarda olusan, bir¢ok faydali maddeyi de igerir.

Bobrekler ¢esitli onemli fonksiyonlar1 yerine getirirler:

1. Seyreltik veya derisik idrari, ozmos yoluyla atarak viicut sivilarinin ozmotik
basincini (ozmolarite) diizenlerler.

2. Sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, kloriir, fosfatlar ve siilfatlar da
dahil olmak iizere kan plazmasindaki ¢ok sayida iyonun konsantrasyonunu
diizenlerler.

3. Sodyum ve su atilimini kontrol ederek ECF hacmini diizenlerler.

4. Sodyum atilimin1 ayarlayarak ve kan basincini etkileyebilecek ¢esitli
maddeleri (6r. renin) lireterek, arteriyel kan basincini diizenlemeye yardimei
olurlar.

5. Eritropoietin ve 1,25-dihidroksi vitamin D3'd de igeren, belirli hormonlarin
tiretildigi baslica bolgelerdir.

6. Insiilin, glukagon ve paratiroid hormonu da dahil olmak {izere birgok

polipeptit hormonu indirgerler (Tanner, 2009).



1.2. Bobrek Yetmezligi

Bobrek yetmezligi, bobregin atiklari, kandan siizme yetenegini kaybettigi tibbi bir
durumdur. Bobrek yetmezIligi iki ana tipten olusur: “akut bobrek hasar1” “ABH” ve
“Kronik Bobrek Hastaligi” “KBH”. Bobrek yetmezligi genellikle, kanda kreatinin
seviyesi ve kan iire azotu (BUN) seviyesi tarafindan, belirli diizeyde tutulan,
Glomeriiler Filtrasyon Hizinda (GFR) bir diisiise neden olur. GFR, bobrek fonksiyon
seviyesini 0lgmek ve bobrek hastaliginin evresini belirlemek i¢in en iyi testtir ve kan
kreatinin testi sonuglari, yas, viicut biiyiikliigli ve cinsiyet parametreleri kullanilarak
hesaplanabilir. Bobrek yetmezligi olan hastalarda siklikla sivi ve elektrolit
diizensizlikleri, anemi, dengesiz beslenme, kemik hastaligi ve gastrointestinal
problemlerle ilgili bulgu ve semptomlar bulunur (Bassiouny, Khalil, Abed-Elmageed,
& El-Halfawy, 2015).

“ABH” veya akut bobrek yetmezligi “ABY” ile “KBH” arasindaki ayrim sdyledir:

“ABH”, bobreklerin fonksiyonunun saat/giin gegtikce, hizla etkilenmesi anlamina
gelir. Ornegin, bir bireyin kaninda bobreklerini etkileyebilecek diizeyde ciddi bir
enfeksiyon varsa, bobrekler “ABH'ye” maruz kalabilir. Bu durum genellikle, bobrek
fonksiyonlarindaki gerilemenin aylar ya da yillar icinde ¢ok kademeli oldugu

“KBH'nin” tersidir (Schrier, Wang, Poole, & Mitra, 2004).

1.3. Akut Bobrek Yetmezligi

“ABY” veya “ABH”, atiklar1 uzaklastiran, idrar1 derisik hale getiren, elektrolitleri
muhafaza eden ve sivi dengesini koruyan bdbreklerin, esneklik kaybi ile
karakterizedir (Schrier ve ark. 2004). En yaygin nedenler; enfeksiyon, hacim kaybu,
hemodinamik dengesizlik, nefrotoksik hasar ve nitrojenli atik atiliminin, sivi
dengesinin, elektrolit regiilasyonunun ve asit-baz homeostazisinin es zamanli olarak
bozulmasidir (Varrier, Fisher, & Ostermann). “ABY”, serum kreatinin seviyesinde
artiga, idrar ¢ikisinda azalmaya, diyaliz tedavisinin gerekliligine veya bu faktorlerin
herhangi bir kombinasyonuna bagli olarak bobrek performansindaki ani bir (kirk
sekiz saat i¢inde) azalma olarak tanimlanabilir. “Akut bobrek hasar1” teriminin, daha

once ayni klinik durumu tanimlamak icin kullanilan “akut bobrek yetmezligi” ve akut
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renal yetmezlik gibi terimlerin yerine ge¢cmesi onerilmistir (Mahboob Rahman, Shad,

& Smith,2012).
1.3.1. Kronik Bobrek Hastaligi (KBH)

“KBH”, bobreklerin fonksiyonunu etkileyen ve zamanla bobrek yetmezligine
ilerleyebilen bir durumdur. “KBH” son zamanlarda bir halk saglig1 problemi olarak
kabul edilmistir (Stevens, Coresh, Greene, & Levey, 2006). “KBH”, “Son Doénem
Bobrek Hastaligina” (SDBH) doniisme riski yliksek, artan sayida hasta i¢in diinya
capinda halk saglig1 problemi olarak ortaya ¢ikmistir (Hwang, Tsai, & Chen, 2010).
“CKD”, dogrudan ya da dolayl1 olarak, morbidite ve mortaliteyle baglantili olan bir
dizi biyokimyasal, klinik ve metabolik bozukluklarla sonuglanan ilerleyici ve geri
doniistimsiiz bir durumdur. Hastalarin giinliik hayatlarinda ani degisikliklere neden
olur, glinlik hayat aktivitelerinin gergeklestirilmesinde kisitlamalar olusturur ve
hastalarin duygu ve yasam kaliteleri {izerinde biiytlik etkisi vardir (Oliveira ve ark.

2016).
1.3.2. KBH’de GFR Ol¢iimii

Glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) 6l¢timii, bobrek fonksiyonunun, en iyi genel 6l¢lim
yontemidir. GFR dogumda, nispeten daha diisiiktiir. Ancak, bebeklik donemi ve
erken ¢ocukluk déneminde artarak, 2 yastan itibaren, yaklagik 120 mL/dak/1.73 m’
olan yetiskinlikteki diizeylerine ulasacaktir (Stevens ve ark. 2006). GFR, insiilin gibi
ekzojen bir ideal filtrasyon markirinin iiriner klirensiyle en dogru sekilde ol¢iiliirken,
GFR'yi hesaplamak icin kreatinin veya sistatin C gibi bir endojen biyomarkirin tek
bir serum Ol¢limiinii uygulamak, klinik olarak daha c¢ok kullanilmaktadir. Kararli
durumda, kreatinin/sistatin C ile GFR arasinda, GFR'nin basit denklemler
kullanilarak hesaplanmasini saglayan ters bir iliski vardir. Kreatinin/sistatin C ve
GFR arasindaki dogrusal olmayan iligkiden dolay1, bu markirlardaki nispeten kii¢iik
olan inisyal artis, GFR'de anlamli diislisleri gosterir. Sistatin C, tiim ¢ekirdekli
hiicreler tarafindan yapilirken; kreatinin, kas metabolizmasinin atik bir tiriiniidiir ve
bu nedenle diyet ve kas kitlesinden etkilenir. Azalan GFR, “Kronik Bobrek
Hastalig1” “KBH'nin” tani1 ve evrelendirilmesinde kullanilir. “KBH'nin” tanist 3
aydan uzun siirelerde GFR<60 mL/dak/1.73 m* degerini gerektirir; bobrek hasarmna
3



iliskin kanit (albuminiiri veya anormal goriintiileme gibi) mevcutsa, yliksek GFR,
“KBH'yi” de temsil eder. Kreatinin hizla degistiginde, kinetik GFR'yi hesaplamak
miimkiindiir, ancak hacim ve kan basinci ve toksik atik tirlinlerin eliminasyonu i¢in

daha karmasik hesaplamalar gereklidir (Pasala & Carmody, 2016).
1.3.2.1. KBH’nin Siniflandirilmasy/Evrelendirilmesi

“KBH”, bobrek hasariin varligi olarak tanimlanir ve yaklasik {i¢ ay boyunca 6l¢iilen
veya tahmin edilen, GFR ile belirlenen, anormal albumin atilimi1 veya bobrek
fonksiyonlarinda azalma ile ortaya ¢ikar. Kreatinin klirensleri, toplanan idrardan her
24 saatte bir Olciilen idrar kreatinin konsantrasyonu ve beraberindeki serum kreatinin
konsantrasyonuyla hesaplanabilir. Daha pratik bir yaklasim, serum kreatinin
konsantrasyonundan GFR'yi (tahmini GFR veya eGFR) tahmin etmektir; bobrek
replasman tedavisi gerektiren "Son Donem Bobrek Hastaliginin", siddetli “KBH'si”
olan hastalarda goriilmesi daha olasidir. Erken miidahale, ciddi “KBH” sekellerini ve
“KBH” ilerlemesini daha yaygin olarak azaltacaktir. Ulusal Bobrek Vakfi, “KBH”
siddetinin belirlenmesini kolaylastirmak amaciyla Bobrek Hastaligi Sonuglar1 Kalite
Girisimi'nin (NKF KDOQI™) bir parcasi olarak “KBH” hastalarin1 simiflandiran
asagidaki kriterleri gelistirmistir:

1. Evre: Her 1.73 m*’de normal eGFR > 90 mL/dak ve persistant albuminuri
Evre: Her 1.73 m*’de eGFR 60 ile 89 mL/dak arasinda

Evre: Her 1.73 m*’de eGFR 30 ile 59 mL/dak arasinda

Evre: Her 1.73 m*’de eGFR 15 ile 29 mL/dak arasinda

Evre: Her 1.73 m*’de eGFR 15 mL/dak’dan kiigiik veya “Son Dénem Bobrek
Hastalig1” (Thomas, Kanso, & Sedor, 2008).

“wok wN

1.3.2.2. KBH I¢in Risk Faktorleri

“KBH” ciddi bir halk sagligi sorunu haline gelmistir. Son zamanlarda, diinya
genelinde, renal replasman tedavisi géren 1,4 milyondan fazla, hasta bulunmaktadir.
“KBH”, “SDBH'ye” ve kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite artisina yol acabilen
bir saglik problemidir (Kazancioglu, 2013). “KBH” ile iliskili, karakteristik veya

karakteristik olmayan risk faktorleri, yas, cinsiyet, irk ve aile dykiisii, uyusturucu
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kullanimi, sigara kullanimi, sosyo-ekonomik durum ve hipertansiyon, diyabet gibi

eszamanli hastaliklar bulunmaktadir (Sarnak ve ark. 2003).

1.3.2.3. KBH’nin Komplikasyonlari

“KBH” komplikasyonlarinin prevalansi, hastaligin ilerleyen evrelerinde artar. IIL
Amerikan Ulusal Saglik, Beslenme Inceleme Taramasi (National Health and
Nutrition Examination Survey III) veri tabanina gore, 1. evre “KBH'si” olan bir hasta
icin, komplikasyon prevalansi 0.28'dir ve 4. evrede prevalans ortalama 1.71'e

yiikselmektedir (Murphree & Thelen, 2010).

“KBH” iki nedenden otiirii tehlikeli bir klinik durumdur: Birincisi, bobrek
yetmezligi, “SDBH”, diger bir deyisle, diyaliz ve transplantasyon gerektiren hastalik
evresi gelisiminin bir baslangic1 olabilir. Ikincisi, kardiyovaskiiler komplikasyon

riskini artirir (Sekil 1-1).

Komplikasyonlar

AN

Normal IZ:J {Risk Bnbrek UGFH C) Bsbrek ) Oliim
hasari yetmezligi

FAKTOR Yatkinhk  Baslama «— ilerleme — SDBH

KBH risk KB icin risk KBH'nin KBH progresyon Diyaliz ve
faktdrleri faktdrlerinin  tedavisi hizimn Transplantasyon
igin tarama tedavisi degerlendirilmesi
Komplikasyonlarin
tedavisi
Diyaliz ve
transplantasyon
icin hazirlik

Sekil 1.1. KBH'nin gelisimi ve ilerlemesi, (Zoccali, Kramer, J, & Jager, 2009).



1.4. Son Donem Bobrek Hastaligi “SDBH”

“SDBH”, viicudun metabolik, sivi ve elektrolit dengesini koruyabilme 6zelliginde
basarisizliga ve liremi veya azotemiye (lire ve ¢esitli azotlu atiklarin kanda tutulmasi)
yol agan, nefritik fonksiyonda geri dondiiriilemez bir bozulmadir. “SDBH”, seker
hastalig1 ve kardiyovaskiiler hastalik gibi sistemik hastaliklardan da kaynaklanir
(Brunner, Smeltzer, Bare, Hinkle & Cheever, 2010). “SDBH” insidans1 ve
prevalansindaki bariz artis sebebiyle, diinya ¢apinda ¢cok Onemli bir halk saglig
sorunu olarak ortaya ¢ikmistir. Bu durum, mali ve sosyal destegi ve tibbi bakimi da
iceren c¢ok disiplinli yonetimin gerekliligini artiracaktir. “KBH'si” olan hastalarin
uzman nefroloji servislerine erken sevki, “KBH'nin” degistirilebilir risk faktorlerinin
Onlenip, yonetilerek ve ikincil komplikasyonlar1 tedavi ederek, bobrek islevinin
korunmasina ve bobrek yetmezliginin geciktirilmesine yardimci olur (Hassanien,
Majeed, Watt, & Basri, 2013). “SDBH'si” olan hastalarin genel popiilasyona kiyasla
cok yiiksek mortalite riski vardir. Kardiyovaskiiler hastalik, bu hastalarda toplam
mortalitenin %40-50'sini olusturan, baslica 6liim sebebi olabilir (Rothuizen ve ark.
2015). Yapilan ¢alismalarda, hafif-orta siddette “KBH” durumunda, tiim nedenlere
bagl veya kardiyovaskiiler mortalitede ¢ok az anlamli artis bulunmus veya hig¢ artig
bulunmamistir (Tonelli ve ark. 2006). Bobrek transplantasyonu “SDBH” i¢in etkili
bir tedavi olsa da, diyaliz halen bu tiir hastalar i¢in en tipik tedavidir (Maisonneuve

ve ark. 1999).

1.5. Diyaliz

Diyaliz, c¢ozeltideki molekiillerin yar1 gecirgen bir zardan elektrokimyasal
konsantrasyon gradienti yoniinde difiizyonu olarak tanimlanir. Diyalizin en yaygin
kullanimi, bobrek fonksiyonlar: yerine getirilemeyen hastalar i¢in kullanarak, bu
hastalarin yagsam siiresini uzatmak amaciyladir. Bu durum, iire gibi ¢oziinen
maddelerin kandan diyalizata ve bikarbonat gibi ¢dzlinen maddelerin diyalizattan
kana tasinmasiyla saglanir (Himmelfarb & Ikizler, 2010). Diyaliz, son donem bobrek
hastalig1 olan hastalar i¢in, bébreklerin kan filtrasyonunu ve sivi uzaklagtirma roliinii
degistiren veya tamamlayan, igten veya disaridan bir bobrek dis1 yar1 gecirgen

membran filtresi kullanan, bir renal replasman tedavisi tiirtidiir (Al-Jaishi, 2013).



1.5.1. Diyalizdeki Hastalarda Mortalite

Diyaliz tedavisi goren hastalardaki yillik ortalama mortalite degeri, yaklasik %25'tir.
Oliimlerin temel nedeni kardiyovaskiiler hastaliklar ve enfeksiyonlardir (sirasiyla, %
50'si ve % 15'1) ve “Son Donem Bobrek Hastaligi” basli basina artan morbidite ve
mortalite ile baglantilidir (Pastan & Bailey, 1998). “Hemodiyaliz”, “HD”, ve periton
diyaliz (PD), "SDBH" i¢in diyaliz tedavisinin iki yaygin seklidir. Bu iki yontemle
tedavi edilen “SDBH” hastalarinin mortalitesi, ¢ok sayida gozlemsel calisma ile
aragtirllmistir. Ancak “SDBH'si” olan hastalarin yasam siiresinin uzatilmasinda,
hangi diyaliz modalitesinin daha iyi performans gosterdigi heniiz acik degildir (F.

Yang ve ark. 2015).
1.5.2. Hemodiyaliz (HD)

“HD’nin” birincil amaci, normal bdbrek fonksiyonu ozellikleri gostermeyen
hiicrelerin i¢indeki ve disindaki sivi ortamini diizeltmektir. Bu olay, iire gibi ¢6ziinen
maddelerin kandan diyalizata ve bikarbonat gibi ¢oziinen maddelerin diyalizattan
kana taginmasiyla gergeklesir (Himmelfarb & Ikizler, 2010). “HD” tedavisi, normal
saglikli bobreklerin temizleme fonksiyonunun yerini alir. Kan viicuttan ¢ikarilir ve
bir diyaliz makinesinde, siizdiiriicii olarak adlandirilan 6zel bir filtreden gegirilir.
Stizdiiriicli, kandaki atik {irtinleri temizler, fazla siviy1 giderir ve temiz kani viicuda

geri gonderilir (Trust, 2016).
1.5.2.1. Hemodiyalizde Damar Yolu Cesitleri
1.5.2.1.1. Arteriovendz, fistiil (AVF)

Arteriovendz fistiiller (AVF) cerrahi olarak, genelde hastanin baskin olmayan 6n
kolu veya st kolunda, bir arteri dogrudan bir vene baglayarak olusturulur (Sekil 1-
2a). Bu anastomoz, arterden direkt olarak vene daha yliksek kan akimi saglar. Sonug
olarak damar, “HD” tedavisi ig¢in tekrarlanan igne kaniilasyonlarina olanak
saglayarak, zamanla siser ve olgunlasir. Bir fistiiliin olusturulmasi icin bir planlama
gereklidir, c¢iinkii olgunlagsmast ve “HD” icin kullanilabilmesi alt1 ay kadar
stirebilmektedir (Al-Jaishi, 2013). Cimino ve Brescia 1962'de, “HD'nin” en
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erisilebilir 6nkol damarinin basit bir ponksiyonu ile yapildig: bir teknik ac¢iklamistir.
Damarin acikligi, inflatabl bir turnike kullanilarak saglanmistir. Bu teknik, cesitli
boyutlardaki ignelerin 150-400 mL/dak'lik “HD” akisi ile kullanilmasina olanak
saglamaktadir (Thomson, 2010).

15.2.1.2. Arteriovendz greft (AVG)

Yapay arteriovendz greft (AVG), AVF'ye bir alternatiftir. Arteriyel ve venoz
kaniilleri baglamak i¢in, bir parca esnek tiibaj kullanilan Scribner sant1 uygulamasini
takiben gelistirilmistir (Thomson, 2010). AVG'ler, cerrahi olarak arteriyel ve vendz
dolasimlar1 baglamak i¢in yapay bir tiip kullanilarak olusturulur (Sekil 1-2b). AVG,
"Hemodiyaliz"de kaniilasyon ve kana ulasim i¢in kullanilabilen yapay bir damar

haline gelir. Fistiiliin aksine AVG'nin olgunlasmas1 gerekmez. (Al-Jaishi, 2013).

1.5.2.1.3. Santral venoz kateterler (SVKler)

SVKler, renal replasman tedavisi baglangicinda, “HD'ye” acil ihtiya¢ duyuldugunda,
ya da daimi damar yolunun islevsiz hale geldigi durumlarda, iyi bir alternatiftir.
SVKler, viicudun farkli bolgelerine yerlestirilebilir ve olgunlasma siiresine ihtiyag
duymadan aninda “HD'ye” olanak tanirlar (Santoro ve ark. 2014). Kateterler,
hastanin internal juguler veya subklavyan veni icine yerlestirilir. En yaygin
yerlestirme bolgesi boyundaki internal juguler vendir (Sekil 1-2c¢). Kateterler,
yerlestirildikleri giin, “HD” i¢in hemen kullanim saglayabilirler. Arteriovendz giris
(fistl veya AV-greft) olusturulmasi uygun olan “HD” hastalarinda kateter
kullanabilir (Al-Jaishi, 2013).
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Sekil 1.2. Damar yolu cesitleri: a) Arteriovenoz fistiil b) Arteriovendz greft ve c¢) Santral
venoz kateter (Al-Jaishi, 2013).

1.5.2.2. HD’nin Komplikasyonlari

“HD”, “SDBH'si” olan hastalar i¢in zaman i¢inde, giivenli ve iyi tolere edilen bir
terapi haline gelmistir. Buna ragmen, diyaliz hastalarinin ortalama omiir uzunlugu,
benzer demografik ozelliklere sahip genel popiilasyona kiyasla, oldukca kisadir.
Damar yolu komplikasyonlari, kronik “HD” popiilasyonda, bir problemdir. Ulusal
Bobrek Vakfi, Diyaliz Sonuglar1 Kalite Girisiminin (National Kidney Foundation’s
Dialysis Outcomes Quality Initiative) (KDOQI), Damar Yolu i¢in Klinik Uygulama
Rehberi (The Clinical Practice Guidelines for Vascular Access), “Hemodiyaliz” i¢in,
vendz kateter kullanimindan daha yiiksek kan akisi saglamasi ve vendz kateterlerin
sik goriilen komplikasyonlar1 olan enfeksiyon, tromboz, septisemi ve santral vendz
darlik ihtimallerine daha diisiik oranda neden olmasi sebebiyle, AV yonteminin (natif
fistiil veya yapay greftler) kullanilmasini 6nermektedir. Birgok calisma, fistiillerin
daha az komplikasyona sahip oldugu sonucuna vardigindan, KDOQI rehberleri
greftlere oranla, fistiilleri daha fazla tavsiye etmektedir (Ghonemy, Farag, Soliman,

Amin, & Zidan, 2016).



1.5.3. Periton Diyaliz (PD)

Peritoneal diyalizi (PD), renal replasman tedavisinin etkili bir formudur ve 1978'de
tanitilmasindan bu yana diinyada yaygin sekilde kullanilmaktadir. “HD'ye” ek olarak
“SDBH” i¢in alternatif bir tedavi modalitesi olan PD, kolay teknolojisi ile, evde
tedaviyi miimkiin kildigindan dolay1 diinya genelinde hizli yayginlagsmistir (de Vin,
Rutherford, & Faict, 2009). Tipik olarak, bir plastik kateter periton kavitesi igine
implante edilir ve subkutanéz dokulara sabitlenir. Tampon olarak fizyolojik
miktarlarda sodyum, kalsiyum, magnezyum ve (genelde) laktat igeren diyaliz
sollisyonu kateterden karin zarma asilanir ve birkag¢ saat yerinde bekletilir. Bu siire
zarfinda, difiizif madde tasinimi, periton membran iizerinden taze sivi, eskisiyle yer
degistirene kadar gerceklesir. %1.5-4.25 konsantrasyonlardan daha fazla glikozun
diyalizata eklenmesi, stvinin ultrafiltrasyonuna izin veren bir ozmolar gradient saglar.
Dakikada yaklasik 1 ml periton sivisi, diyafragmatik lenf damarlar1 araciligiyla
emilir. “Siirekli ayaktan periton diyalizi” ¢ogunlukla, giinliik 2 litre, 4 sefer diyalizat
degisimi kullanir, beklenen drenaj hacmi ultrafiltrasyonla birlikte yaklasik 10 litredir
ve hastalarin yiizde 60", bu protokole gore tedavi edilmektedir (Pastan & Bailey,
1998).

1.5.3.1. Periton Diyaliz Cesitleri

1.5.3.1.1. Siirekli ayaktan periton diyalizi “SAPD”

“Stirekli ayaktan periton diyalizi”, “SAPD”, artan sayidaki hastalarda son donem
bobrek yetmezligini tedavi etmek i¢in kullanilir. “SAPD” teknigi ilk olarak 30 yili
askin bir siire 6nce tanimlanmigtir. Diyalizat, “SAPD'de” pelvise yerlestirilen kalici
kateter vasitasiyla peritona akitilir ve dogal bir yar1 ge¢irgen membran olan periton
membrani, stizdiirlicii olarak gorev goriir (Giannattasio, Buemi, Caputo, Viglino, &
Verrina, 2003). Tibbi hususlar, baz1 hastalar i¢cin “SAPD” veya “HD” secimini
zorunlu kilabilse de, ¢ogu bobrek yetmezligi vakalar her iki yontemle de tedavi
edilebilir. Sec¢im, saglik ¢alisanlari ile yapilan goriigmeler sonrasinda hasta tarafindan
yapilir ve kisisel, sosyal ve ekonomik faktorlerin yani sira tibbi duruma baglidir.
Bircok hasta diyaliz sirasinda giinliilk aktivitelerini gerceklestirebildikleri igin
“SAPD'yi” tercih eder; “SAPD”, “HD'den” daha fazla bagimsizlik ve hareket
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kabiliyeti saglar. “SAPD”, “Hemodiyalizden” daha diisiik maliyetlidir ve evde
uygulanabilir. Ancak “SAPD'nin” dezavantajlar1 da vardir: diyalizat yoluyla protein
kayb1 hipoproteinemiye neden olabilir ve diyalizattan glikozun absorbsiyonu asir1
kilo alimina, hiperlipidemiye ve bakteriyel peritonit, tiiberkiiloz peritonit ve kateter
cikis yeri ve tiinel enfeksiyonlarim1 igeren enfeksiyoz temelli hizlandirilmis
ateroskleroz ~ komplikasyonlarina  neden  olabilir.  Enfeksiydoz  olmayan
komplikasyonlar kateter disfonksiyonu, diyalizat sizintisi, fittk ve sklerozan

kapsiilleyici peritoniti igerir (Stuart ve ark. 2009).

1.5.3.1.2. Otomatik periton diyalizi (OPD)

Otomatik periton diyalizi (OPD), diyalizatin verilmesini ve bosaltilmasini saglayan
mekanik bir cihaz kullanan her tiirlii PD'ye istinaden kullanilan kapsamli bir terimdir.
OPD'nin ¢esitli formlari, siirekli dongiisel PD (SDPD), aralikli PD (IPD), gece
aralikli PD (GAPD) ve tidal PD’yi (TPD) icermektedir (Rabindranath ve ark. 2007).
APD'nin “SAPD'ye” kiyasla, daha diisiik peritonit insidansi, kiiclik ¢oziinen
maddelerin daha iyi klirensi ve daha diisiik fitik insidansi gibi ¢esitli avantajlara
sahip oldugu bildirilmistir. Ozellikle GAPD seklinde olan OPD'in, “SAPD'ye”
kiyasla, daha az baglantinin olmas1 ve abdomenin giindiiz boyunca sivisiz olmas1 gibi
bir takim psikososyal ve fiziksel yararlar sagladigi bildirilmistir. Bu gibi yararlar,
diyalizin c¢alisanlar, okul 6grencileri ya da yash veya zayiflamis hastalar i¢in daha
kabul edilebilir olmas1 anlamina gelir, sirt agris1 ve karin i¢i basingta azalma saglama

avantajlar1 da vardir (Dell'Aquila, Berlingo, Pellanda, & Contestabile, 2009).
1.5.3.2. Periton Diyalizinin (PD) Komplikasyonlar:

Mekanik, tibbi ve enfeksiy6z problemler PD tedavisini zorlastirir. Mekanik
komplikasyonlar, kateterin kivrilmasi sonucu ve ice ve disa akis obstriiksiyonu, ¢ikis
bolgesindeki fazla miktarda kateter hareketi neticesinde dokularm enfeksiyonu,
kateter ucunun i¢ organa ¢arpmasi sonucu olusan agr1 veya ¢ok hizli diyalizat akigina
baglh giris agrisidir. Diyalizatta fibrin olusumu yaygin goriiliir ve kateter ¢ikisinin
engellenmesine neden olabilir. PD'nin enfeksiy6z komplikasyonlari, morbidite ve
mortalite acisindan 6nemli bir neden olup, teknigin basarisizligimin ve PD'den
“HD'ye” gegisin onde gelen nedenidir. iki predominant enfeksiydz komplikasyon,
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peritonit ve tiim ¢ikis bolgeleriyle, tiinel enfeksiyonlarini igeren katetere bagh

enfeksiyonlardir (Foote & Manley, 2008).

1.6. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

1.6.1. VEGF Biyolojisi

“VEGF” gii¢lii bir anjiyojenik ve vaskiiler gec¢irgenlik faktoriidiir. “VEGF” geni
6p21.3 bolgesinde lokalizedir ve 8 ekzondan olusur. Insan “VEGF” pre-mRNA's1,
121, 145, 165, 189 ve 206 amino asitten olusan bes polipeptit izoformu olusturmak
icin, alternatif splicing isleminden gegerken; alternatif bir baslangi¢ kodonundan
translasyon ile 395 aminoasitten daha biiyiik bir izoformu (L-VEGF) olusturabilir.
“VEGF” ireten hiicreler, makrofajlar, keratinositler ve T hiicreleri ile birlikte,
pankreatik islet, diiz kas, mezangial, bobrek ve c¢esitli tiimor hiicrelerini igerir
(Freathy ve ark. 2006). “VEGF’nin” endotel hiicre proliferasyonu, sagkalim ve yer
degistirme tlizerindeki etkileri de dahil olmak {izere, ¢esitli mekanizmalar yoluyla
anjiyogenezde merkezi bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Jacobs ve ark. 2006).
"VEGF" baslangicta bir vaskiiler gegirgenlik unsuru olarak tanimlanmistir ve daha
kapsaml1 olarak, anjiyojenik siirecler i¢in gerekli olan, nispeten spesifik bir endotel
hiicre mitojeni ve kemotaktik faktor olabilecegi belirtilmistir (Rogers & D'Amato,

2012).

1.6.2. VEGF Familyasi

“VEGF” familyas1 ve reseptorleri, anjiyogenezin ve vaskiiler gecgirgenligin temel
diizenleyicileridir. “VEGF” familyasi, “VEGF-A”, PIGF (plasenta biiylime faktorii),
“VEGF-B”, “VEGF-C”, “VEGF-D”, “VEGF-E” ve svVEGF'yi (yilan zehri
“VEGF”) igermektedir (Takahashi & Shibuya, 2005). “VEGF” familyasi,
anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve vaskiilogenezde biitiinleyici bir rol oynar. “VEGF”
familyas: ligandlar1 i¢in, VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3 olmak iizere, 3 reseptor
protein-tirozin kinaz vardir. Bununla birlikte noropilin-1 (Nrp-1) ve noropilin-2 de
(Nrp-2) bu reseptorler icinde yer alir; bunlar, ndéronal gelisim sirasinda aksonal
yonlendirmeyle ilgili molekiiller i¢in olan reseptorler, yani semaforinlerdir. “VEGF”

familyas1 ve reseptorleri Sekil 1-3'te 6zetlenmistir (Roskoski, 2007).
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1.6.2.1. VEGF-A

“VEGF-A'nin” kesfi, 1980'lerden baslayarak c¢esitli gruplar tarafindan yapilan
caligmalar sirasinda gerceklesmistir. “VEGF-A”, kromozom 6p21.3'te bulunur (Sa-
nguanraksa, 2012). “VEGF-A”, 34 ile 42 kDa arasinda, dimerik yapida olan distilfit
bagl bir glikoproteindir. Normal dokularda en yiiksek “VEGF-A” mRNA seviyeleri
erigskin akciger, bobrek, kalp ve adrenal bezlerinde bulunur. Daha diisiik “VEGF-A”
transkript seviyeleri, karaciger, dalak ve gastrik mukozada goriiliir. “VEGF-A” en az
7 homodimerik izoformda bulunur. Monomerler 121, 145, 148, 165, 183, 189 veya
206 amino asitten olusur (Hoeben ve ark. 2004). “VEGF-A”, endotel hiicrelerde,
makrofajlarda, aktif T hiicrelerinde ve pek cok farkli hiicre tiirlerinde {iretilir.

“VEGF-A” 6nemli bir anti-kanser hedefini temsil etmektedir (Roskoski, 2007).

PIGF  VEGFB VEGFA VEGFE VEGFC VEGFD

Endotelyal hiicre

VEGFRI1

Lenfatik EC'ler

uPA Proliferasyon Proliferasyon
MIVIPG'un Sagkalim Sagkalim
indiiksiyanu Anjiyogenez Anjiyogenez

Sekil 1.3. "VEGEF" familyas1 ve reseptorleri (Sa-nguanraksa, 2012).
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1.6.2.2. VEGF-B

“VEGF-B” 1995 yilinda kesfedilmistir. Yetiskin miyokardiyumda, iskelet kasinda ve
pankreasta ¢cok miktarda eksprese edilir. Fare embriyonal dokularinda; gelismekte
olan kalpte, kahverengi yag dokusunda, kasta (embriyonik arterlerde diiz kas katmant
dahil olmak fiizere) ve omurilikte yiiksek ekspresyon goriliir. “VEGF-B” geni 7
ekzondan olusur. Ekzon 3 ve 4, 2 disiilfit kopriisiine sahip bir sistein digliim
motifinden sorumlu olan, degismez sistein kalintilarini kodlar. Ekzon 6’nin alternatif
splicingi, “VEGF-B” 167 (21 kDa) ve “VEGF-B” 186 (32 kDa) olmak iizere
“VEGF-B'min” 2 izoformunu olusturur (Hoeben ve ark. 2004). “VEGF-Bmin”
fonksiyonu net olmamakla birlikte, yetiskinlerde normal kalp fonksiyonu i¢in
gereklidir ancak kardiyovaskiiler gelisim veya anjiyogenez icin gerekli degildir.
Insan tiimérlerindeki ekspresyonu ve VEGFR1 ve néropilin-1'i aktive etme
kabiliyeti, “VEGF-B'nin” potansiyel bir anti-kanser hedefi oldugunu gostermektedir
(Roskoski, 2007).

1.6.2.3. VEGF-C

Yetigkin dokularda, “VEGF-C” en belirgin bigimde kalpte, plasentada, ovaryumda,
ince bagirsakta ve tiroit bezinde eksprese edilirken; embriyonal dokuda ekspresyon,
lenfatik damarlarin perimetanefrik, aksiller ve jugular bolgelerinde gerceklesir.
“VEGF-C” geni, 40 kb DNA icerir ve 7 ekzondan olusur. “VEGF-C'nin” “VEGF”
homoloji domaini, ekzon 3 ve 4 tarafindan kodlanir, ekzon 5 ve 7 ise sistein
acisindan zengin motifleri kodlar (Hoeben ve ark. 2004). “VEGF-C” meme, serviks,
kolon, akciger, prostat ve mide tiimdrleriyle birlikte insan tiimdrlerinin 6nemli bir
kisminda ifade edilir. Boylece, “VEGF-C’nin potansiyel bir anti-kanser hedefi
olabilecegi diisliniilmektedir (Roskoski, 2007).

1.6.2.4. VEGF-D

“VEGF-D” transkriptleri, yetiskin kolon, kalp, akciger, iskelet kasi ve ince
bagirsaklarinda yiiksek seviyelerde; 6te yandan ovaryum, pankreas, prostat, dalak ve
testiste diislik seviyelerde bulunur. “VEGF-D”, meme, kolorektal, gastrik ve tiroid

karsinomlari, servikal intraepitelyal neoplazi, gliyoblastoma ve melanomda up-regiile
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edilir (Roskoski, 2007). Insan “VEGF-D” geni, Xp22.31’de lokalizedir ve 354 amino
asitlik bir proteini kodlar (Hoeben ve ark. 2004).

1.6.2.5. VEGF-E

Insan dis1 bir faktdr olan "VEGF-E", Orf parapoxviriisii tarafindan kodlanir. "VEGF-
E", kimyasal yonelmeyi, proliferasyonu ve Kkiiltiirii yapilmis vaskiiler endotel
hiicrelerinin tiiremesini ve in vivo anjiyogenezi stimiile eder. "VEGF-E",
VEGFR2'ye yiiksek afinite ile baglanir, ancak VEGFR1'e baglanamaz. Bu faktor,
parapoxviriis ile enfekte olmus lezyonlarla iligkili anjiyogenezi destekler. "VEGF-
E'nin" vaskiiler gecirgenlik aktivitesi "VEGF'nin" aktivitesine benzerdir (Roskoski,

2007).

1.6.2.6. Plasental Biiyiime Faktorii (P1GF)

PIGF, "VEGF" ile %42 amino asit sekansi benzerligi olan homodimerik bir
glikoproteindir (Roskoski, 2007). P1GF, ilk olarak insan plasentasinda 1991 yilinda
kesfedilmistir. PIGF geni plasentada, insan gebeliginin her asamasinda yiiksek
oranda eksprese edilir (Takahashi & Shibuya, 2005). PIGF insanda dort izoform
halinde bulunur, ancak farelerde sadece bir tane (P1GF-2) bulunur. P1GF plasentada
fazla miktarda; kalpte, akcigerlerde ve iskelet kaslarinda ise daha diisiik seviyelerde
eksprese edilir. PIGF bir¢ok agidan "VEGF-B" ye cok benzer fakat; anjiyogenez ve
arteriyogenez tizerindeki etkileri onemli Olgiide farkli goriinmektedir. P1GF,
"VEGF'ye" benzer bir verimlilikte, iskemik kalp ve ekstremitelerdeki anjiyogenez ve
kolateral damar biiylimesini uyarabilmektedir. Ayn1 zamanda, damar gecirgenligini
ve inflamasyonu arttici etkisi bulunmaktadir (Bry, Kiveld, Leppdnen, & Alitalo,

2014).

1.6.3. VEGF Reseptorleri

1.6.3.1. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii 1 (VEGFR-1) (Flt-1)

VEGFR-1 (fms benzeri tirozin kinaz, Flt-1) ekstraseliiler ligand baglama bdlgesi,

transmembran domaini, intraseliiler tirozin kinaz (TK) domaini ve karboksi-terminal
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bolgesinden olusur. Ekstraseliiler kismi, yedi immunoglobulin benzeri (Ig)
domainden olusur. 30 ekzon iceren insan VEGFR-1 geni, 13ql2'de lokalizedir.
Yaklasik 210 kDa'luk bir molekiil agirligina sahip olan VEGFR-1 (Bry ve ark. 2014),
“VEGF”, “VEGF-B” ve P1GF'ye yiiksek afinite ile baglanir. Tek bagina VEGFR-1
endotel hiicrelerde (EH'ler) zayif mitojenik sinyalleri iletir, fakat VEGFR-1 veya
VEGFR-2 homodimerlerinden daha giiclii sinyal ozellikleri olan bir kompleks
olusturmak tizere, VEGFR-2 ile heterodimerize olabilir. VEGFR-1, EH'lerde oldugu
gibi osteoblastlar, monositler/makrofajlar, perisitler, plasental trofoblastlar, renal
mezanjiyal hiicreler ve bazi hematopoietik kok hiicrelerde de eksprese edilir.
VEGFR-1 ekspresyonu, anjiyogenez sirasinda ve ayrica VEGFR-2 ve VEGFR-3'iin
aksine hipoksi durumunda up-regiile edilir (Tammela, Enholm, Alitalo, & Paavonen,

2005).

1.6.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (VEGFR-2) (Flk-
1/KDR)

VEGFR-2'nin (kinaz-insert domain reseptorii, KDR/fetal karaciger kinaz, Flk-1)
genel yapist VEGFR-1'in yapisina benzerdir. VEGFR-2; VEGF'ye “VEGF-C'ye” ve
“VEGF-D'ye” baglanir. “VEGF’nin” VEGFR-2'ye baglanma afinitesi, VEGFR-1 i¢in
olan baglanma afinitesinden daha diisiik olmasina ragmen, VEGFR-1 ve VEGFR-
2'nin selektif aktivasyonu, endotel hiicrelerinde “VEGF” sinyalleri ileten birincil
reseptoriin VEGFR-2 oldugunu gostermistir (Tammela ve ark. 2005). 210 kDa
molekiil agirligina sahip olan VEGFR-2, “VEGF” ile stimiile edilmis endotel hiicre
gociiniin, proliferasyonunun, sagkaliminin ve artmig vaskiiler gecirgenligin aracisidir
(Roskoski, 2007). VEGFR-2, vaskiiler ve lenfatik endotel hiicreler, megakaryositler
ve hematopoietik kok hiicreler gibi, farkl: hiicre tiplerinde eksprese edilir (Takahashi

& Shibuya, 2005).

1.6.5. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Reseptorii 3 (FIt-4)

Besinci Ig-homoloji domaini, biyosentezden hemen sonra proteolitik olarak kesilip,

yeni olusan polipeptit zincirleri bir disiilfit bagi ile bagh kaldigindan, VEGFR-3 (fms

benzeri tirozin kinaz 4, Flt4) sadece alt1 Ig-homoloji domainine sahiptir. VEGFR-3,

“VEGF-C” ve “VEGF-D'ye” baglanir (Tammela ve ark. 2005). Yaklasik 170 kDa
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molekiiler agirliga sahip VEGFR-3, bu reseptor ailesinin {igiincii tiyesidir. VEGFR-3,
embriyo i¢indeki birincil kapiler pleksusun yeniden modellenmesinde 6nemli bir rol
oynamaktadir ve yetiskinlerde anjiyogeneze ve lenfanjiyogeneze katkida
bulunmaktadir. Bu reseptdr, embriyonik vaskiiler endotel hiicrelerinde ortaya ¢ikar,
gelisim sirasinda {iretimi azalir ve sonrasinda iiretimi lenfatik damarlarla kisitlanir.
VEGFR-3, dogal olarak olusan mutasyonlarin bulundugu tek “VEGF” reseptoriidiir
(Roskoski, 2007).

1.6.5.1. Noropilinler

Noropilinler, hem semafor hem de “VEGF” familyas1 i¢in transmembran,
nonprotein-tirozin kinaz koreseptorlerdir. Semafor familyasi, aksonal biiyiime
konilerini ¢Okertebilen ve noérojenez sirasinda gangliyonlarin aksonlarini itebilen
kemoitici, akson yoOnlendirici molekiiller olarak gorev yapan glikoproteinlerdir
(Roskoski, 2007). Noropilinler, Nrp-1 ve Nrp-2, immiinolojide ve ndronal gelisimde
rol oynar, ayni zamanda anjiyogenezde de gorev alirlar. Nrp-1, “VEGF”, “VEGF-B”
ve P1GF'ye baglanirken; Nrp-2, “VEGF”, “VEGF-C” ve P1GF'ye baglanir. Nrp-1,
VEGF-1 ile kompleksler olusturarak ve in vivo tiimdr anjiyogenezini arttirarak,
VEGF-VEGFR-2 etkilesimlerini giiclendiren koreseptdr olarak gdrev yapar
(Tammela ve ark. 2005).

1.6.6. VEGF ve Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni damarlarin mevcut damarlardan sekillendirilmesidir. Anjiyogenez,
cogu ekstra fonksiyonlara sahip, ¢cok c¢esitli endojen molekiiller tarafindan diizenlenir
(Rogers & D'Amato, 2012). Anjiyogenez, proanjiyojenik ve antianjiyojenik faktorleri
olan kompleks bir kontrol sistemine baghdir. Yetiskinlerde anjiyogenez, bu
“anjiyojenik denge”, diger bir deyisle kan damar1 gelisimi i¢in uyarict ve inhibe edici
sinyaller arasindaki fizyolojik dengeyle, siki bir sekilde kontrol edilir. Normal
kosullarda, yeni kan damarlarinin olusumu; yara iyilesmesi, organ rejenerasyonu, ve
kadin iireme sisteminde oviilasyon, menstruasyon ve plasenta olusumu sirasinda
meydana gelir. Ayrica, tiimdr biiyiimesi, romatoid artrit, diyabetik retinopati ve sedef
hastalig1 gibi cesitli patolojik siire¢lerde 6nemli bir faktordiir. Anjiyojenik fenotipe
gecis, anjiyojenik uyaricilar ve inhibitorler arasindaki dengede bulunan lokal bir
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degisime baghdir. En gerekli proanjiyojenik faktorlerden biri vaskiiler endotelyal
biiytime faktoridiir (VEGF1). “VEGF”, hem anjiyogenez Oncesinde hem de
anjiyogeneze eslik edebilen mikro-vaskiiler asir1 gegirgenligi giiclendirir (Hoeben ve

ark. 2004).

1.6.7. Polimorfizm

‘Polimorfizm’ terimi genetikgiler tarafindan yaygin sekilde kullanilir. Teknik olarak,
polimorfik lokus, alelleri veya varyantlar1 arasinda en yaygin varyanttir ve lokus
bialelik ise, nadir alel popiilasyonda %]1'den biiylik bir frekansta ortaya ¢ikmalidir.
Ancak en nihayetinde modern genetik ¢alismalardaki polimorfizm kullanimi, protein
izoformlar1 ve kan grubu antijenlerinin sergiledigi gibi, fizyolojik ve biyokimyasal
varyasyon calismalarindan dolay1 ortaya g¢ikmistir. Polimorfizm, degisim sonucu
ortaya cikar. Farkli polimorfizm tiirleri, genel olarak onlar1 olusturan degisim tiiriine
gore belirlenir. En basit polimorfizm tiirii, bir niikleotidin bir digerinin yerine
gecmesiyle olusan tek bir baz degisiminden kaynaklanmaktadir. Bu tiir degisiklikleri
barindiran bolgedeki polimorfizm, ‘tek niikleotid polimorfizmi’, “SNP”, olarak

adlandirilmistir (Schork, Fallin, & Lanchbury, 2000).

1.6.7.1. Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPler)

“SNP”, bir genomdaki varyans kaynagidir. “SNP” (snip), DNA'daki tek bir baz
degisikligidir. “SNPler”, insan genomundaki genetik polimorfizmin en basit tiirii ve
en tipik kaynagidir (tiim insan DNA polimorfizmlerinin % 90). “SNPlerle”

sonuglanan niikleotid baz degisimlerinin iki tiirii vardir:

e Piirinlerin (A, G) veya pirimidinlerin (C, T) kendi i¢lerinde yer degistirmesi.
Bu tiir degisme biitlin "SNP'lerin" icte ikisini olusturur.

e Bir piirin ve bir pirimidin arasinda yer degistirme (Smith, 2002).

“SNPlerin” insan genetigi calismalarinda Onemli yansimalar1 vardir. Birincisi,
“SNPlerin” bir kismi, protein kodlayan sekanslar arasinda olusur. Spesifik bir “SNP”
alleli varhigi, insan genetigi bozukluklarinin bir nedeni olarak iliskilendirilir. Bu

nedenle, bireyde boyle bir alelin goriilmesi, hastaliga genetik bir yatkinlhigi tespit
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etmeyi miimkiin kilabilir. ikincisi, “SNPler”, fonksiyonu bakimindan énemli olan
genleri belirleyen ve tanimlayan genetik haritalama c¢alismalarinda genetik

isaretleyiciler olarak kullanilabilmektedirler (Griffin & Smith, 2000).

1.7. VEGF Polimorfizmi

Insan “VEGF” geni, kromozom 6'nin (6p12-p21) kisa kolunda bulunur ve bir protein
ailesi olusturmak i¢in alternatif splicing gerciren, yedi intronla ayrilmis sekiz
ekzondan olusur (Rezaei, Hashemi, Sanaei, Mashhadi, & Taheri, 2016). “VEGF'nin”
normal fonksiyonu, embriyonik gelisim sirasinda, yaralanmadan sonra ve bloke
olmus damarlar1 baypas etmek icin yeni damarlar (kolateral dolasim) olusturmaktir.
“VEGF”, vaskiilojenez ve anjiyogenezde yer alan onemli bir sinyal proteinidir.
Agirlikli olarak vaskiiler endotel hiicrelerine karsi mitojenik aktivite gosterir fakat bir
takim diger hiicre tiplerinde gesitli etkilere sebep olabilir (6rnegin, monosit/makrofaj

goclinilin stimulasyonu) (Safrankova ve ark. 2011).

Yapilan calismalarda, bu genin en az 30 tane tek niikleotid polimorfizmine, “SNP”,
sahip oldugu dogrulanmistir. Bunlar arasinda, 2578C>A “rs699947”, —634G>C
“rs2010963”, —460C>T “rs833061”, +936C>T “rs3025039” ve -1154 G>A
“rs1570360” “SNPlerinin” “VEGF” ekspresyonunu diizenleyen bolgelerde oldugu
kanitlanmistir (Tu ve ark. 2014).

1.7.1. VEGF rs699947 Polimorfizmi

Insan “VEGFA” geni olduk¢a polimorfiktir ve bireyler arasinda kayda deger
ekspresyon iliskili varyasyonlar1 bulunmaktadir. Baz1 “SNPler”, in vitro “VEGFA”
ekspresyon farkliligiyla iliskilendirilmistir.

“VEGF 15699947”, “VEGF” geninin promotor bdlgesinde bulunan promotor
aktivitesini etkileyebilen onemli bir “SNP'dir”. “VEGF 1rs699947” polimorfizmi i¢in
genotipler, A;A, ,A;C, C;C seklindedir. “VEGF rs699947” polimorfizmi g¢esitli
hastaliklarla baglantili bulunmustur (Doi, Noiri, Fujita, & Tokunaga, 2006).
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1.8. Hastaliklarda VEGF rs699947 Polimorfizmi

Bircok calisma, “VEGF” geninin “VEGF rs2010963”, “rs833061”, “rs3025039”,
“rs1570360” polimorfizmlerini de iceren “SNPleri” ile ¢esitli hastaliklar arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir. Bu baglamda, "VEGF'nin” en 6nemli “SNP’lerinden

biri”, “rs699947” olarak goriinmektedir. Asagida bu ¢alismalara 6rnekler verimistir:

1. Akciger kanserinde “VEGF rs2010963” ve “VEGF 15699947 polimorfizmleri:
“VEGF” geninin promotdr bolgesindeki iki énemli “SNP” olan “rs833061” (—
460C>T) ve “rs699947nin (—2578C>A) rollerinin, akciger kanseri yatkinlig1 ve
sagkalimda tartismali olarak kaldigi, yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Bu iki
“SNP”nin, Asyalilar i¢in akciger kanseri riskinin olas1 gostergeleri olabilecegi ve
akciger kanseri hastalari i¢in kemoterapi ve radyoterapi planlanirken dikkate
alimmasi gerektigi diistiniilmiistiir (Tu ve ark. 2014).

2. Diyabetik retinopatide (DR) “VEGF 1s833061” ve “rs3025039” polimorfizmleri:
Yapilan bir meta-analizde, Asyalilarda ve incelenen diger popiilasyonlarda,
resesif bir modelde (OR = 3.19, %95 CI = 1.20-8.41, ve (z) = 0.01) VEGF
"rs3025039" (+936C/T) polimorfizmi ile DR arasinda, yine resesif modelde (OR
=2.12,%95 C1=1.12-4.01, ve (z) = 0.02) “rs833061” (460T/C) polimorfizmi ile

DR riski arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (Han ve ark. 2014).

3. Tiroit kanserinde “VEGF rs699947” ve “rs3025039” polimorfizmleri: “VEGF”
anjiyogenez icin etkili bir uyaricidir. “VEGF'nin” iki fonksiyonel tek niikleotid
polimorfizminin (rs699947 (2578C/A) ve 153025039 (936C/T)), “VEGF”
ekspresyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir. “SNP” “rs699947”nin A aleli,
erkeklerde tiroit kanseri gelisimini ve bolgesel lenf nodiilii metastazi riskini

artirmistir. Ancak, diger “SNP” anlamli sonuglar vermemistir (Hsiao ve ark.

2007).

4. Meme kanserinde (MK) “VEGF rs699947”, “rs3025039”, “rs2010963” ve
“rs833061” polimorfizmleri: Iranli bir popiilasyonda yapilan ¢alismada,
“rs699947” (-2578 C>A), “VEGF rs3025039” (+936 C>T), “rs2010963” (+405
C>G) ve “rs833061” (-460 T>C) polimorfizmlerinin, MK riski lizerindeki etkisi

20



degerlendirilmis; “VEGF rs3025039”, “rs2010963” ve “rs833061” varyantlari
MK riski/korumasiyla baglantili bulunmazken, “rs699947” polimorfizminin MK

gelisme riskini artirabilecegi diisiiniilmiistiir (Rezaei ve ark. 2016).

1.9. SDBH Hastalarinda VEGF Polimorfizmi

"HD" tedavisi goren hastalarda, “VEGF” (-936C/T) “rs3025039” polimorfizminin
durumu ve ge¢ donem arteriyovendz fistiil trombozunda “VEGF-B” seviyeleri
calisilmig, VEGF-936C/C genotipini tastyan bireylerde AV fistiil trombozu riskinde
artis bulunmustur. Bu genotipi bulunduran hastalarda, diger bobrek replasman

tedavilerinin de gbz Oniline alinmasi gerektigi diisiiniilmiistiir (Candan, Yildiz, &

Kayatas, 2014).

Diyaliz hastalarinda “rs699947” polimorfizminin yiiksek kardiyovaskiiler mortalite
riski ile ilskili olabilecegi diisiiniilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada, diyaliz hastalarinda
vaskiiler siireglerde yer alan genlerin “SNPleri” ile mortalite arasindaki iliskiyi
arastirmak amaclamis; “VEGF” genindeki bir “SNP'nin” diyaliz hastalarinin eslik
eden komplikasyonlarina katkida bulunabilecegine dair yeni bulgular ortaya
konmustur. Calismada, “VEGF rs699947” AA genotipinin genis capli bir diyaliz
hastalar1 kohortunda tiim nedenlere bagli mortaliteyle iligkili olabilecegi belirtilmistir

(Rothuizen ve ark. 2015).

Hispanik Amerikali bir popiilasyonda, “VEGF”: -2578 C>A “rs699947”, -1154 G>A
“rs1570360”, -460 C>T “rs833061”, ve +936 C>T “rs3025039” polimorfizmlerinin
hipertansif nefropati ile iliskili oldugu bulunmustur: “VEGF” “rs1570360” AA
genotipi, hipertansif nefropati hastalarinda, kontrollere kiyasla anlamli derecede daha
yiiksek frekansta bulunmustur. Haplotip analizi, Hispanik hastalarda iki haplotipin,
CGTC ve CATC (swrasiyla “VEGF” -2578 C>A (rs699947), -1154 G>A
(rs1570360), -460 C>T (rs833061), ve +936 C>T (3025039)), hipertansif nefropati
ile anlaml1 derecede iligkili oldugunu, ortaya koymustur (J. W. Yang, 2011).
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2. LITERATUR TARAMASI

Rothuizen ve ark., vaskiiler proseslerde yer alan genlerin “SNPleri” ile diyaliz
hastalarindaki mortalite arasindaki iliskiyi aragtirmigtir. 1330 diyaliz hastasinda
endotelyal fonksiyon, vaskiiler doniisiim, hiicre proliferasyonu, inflamasyon,
pihtilasma ve kalsiyum/fosfat metabolizmasiyla ilgili 25 genin 42 “SNP'si”
genotiplendirilmistir.  “SNPlerin” 5 wyillik kardiyovaskiiler ve kardiyovaskiiler
olmayan mortaliteye etkisi arastirilmistir. Mortalite oraninin 114/1000 kisi-y1l oldugu
ve toplam mortalitenin %49.4'liniin kardiyovaskiiler oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada, “VEGF 15699947 AA genotipinin, son derece genis bir diyaliz hastasi
kohortunda tiim nedenlere bagli mortalite ile iligkili oldugu, 6te yandan, diger 41
“SNP” ile anlamli bir iligkinin bulunmadig1 ortaya konmustur. (Rothuizen ve ark.

2015).

Prakash ve ark., “VEGF” gen polimorfizmlerinden, “-2578 C/A, -2549 18 bp I/D, -
1154 G/A ve +936 C/T’nin, Kuzey Hindistan'daki hastalarda "SDBH" i¢in yatkinlik
markiri olarak roliinii aragtirmislardir. “VEGF” gen polimorfizmlerini, 300 hastada
ve etnik olarak eslesen ve herhangi bir bobrek hastaligi olmayan 350 saglikli
kontrolde genotiplendirmislerdir. Bu markirlar, ARMS-PCR ve PCR-RFLP
yontemleri kullanilarak incelenmistir. Hastalar, histopatolojik alt tipleri baz alinarak
kronik glomeriilonefrit (CGN = 109), hipertansif nefroskleroz (HTN = 106) ve
kronik interstisyel nefrit (CIN = 60) seklinde kategorilere ayrilmistir. Kuzey
Hindistanli popiilasyonda, “VEGF” -2578C ve -2549D alelleri, SDBH “ettirgen”
alelleri olarak bulunmustur. Sirasiyla CGN, HTN ve CIN arasindaki + 936C/T
polimorfizminin T aleli frekanslarinda anlamli farkhiliklar oldugu gozlenmistir.
“VEGF” -1154 AA genotipi ve A aleli CGN ile anlaml sekilde iligkili bulunmustur.
T-G-A-D, T-A-C-1, C-G-A-D, C-A-C-D, C-G—C-I, C-A-A-D ve T-G-C-D
altta yatan hastaliga bakilmaksizin tiim "SDBH" hastalarinda bulunan yedi haplotip
olarak tespit edilmistir. C-G—-C-D & C-G—A-I haplotipleri, CGN ve CIN'de risk
iliskisi sergilerken, C—A—C—I'nin HTN'de predispozan bir role sahip oldugu

gozlenmistir. Sonuclar, “SDBH” genelinde ve Kuzey Hint popiilasyonundaki {i¢ ana
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bobrek hastaliginda, incelenen “VEGF” polimorfizmlerinin roliinii gdstermistir

(Prakash ve ark. 2012).

Lu ve ark., “VEGFA” polimorfizmleri ile Diyabetik Retinopati (DR) riski arasindaki
iligkiyi agikliga kavusturmak icin gergeklestirdikleri meta-analizde “VEGFA” geni
“rs699947”  ve “rs2010963” polimorfizmlerini incelemislerdir. “rs699947”
polimorfizmi i¢in toplam sekiz ¢alisma (1204 vaka ve 1198 kontrol) ve “rs2010963”
polimorfizmi i¢in on ¢alisma (1666 vaka ve 1782 kontrol) meta-analiz kapsaminda
yer almistir. Sonuglar, “rs699947” polimorfizminin homojen bir kodominant model
(“AA vs. CC: OR = 1.69, %95 CI = 1.03-2.77, p = 0.040”) ve baskin bir model (“AA
+ AC vs. CC: OR = 1.38, %95 CI = 1.01-1.90, p = 0.040”) altinda, DR ile diisiik
seviyede iligkili oldugunu, buna karsin “rs2010963” polimorfizmi ile DR arasindaki
iligkinin tiim genetik modeller altinda anlamli olmadigini gostermistir (tim p > 0.05).
Meta-analiz, aykir1 degerlerin ¢ikarilmasindan sonra “rs699947” polimorfizmi ile DR
arasindaki anlamli iligkiyi ve “rs2010963” polimorfizminin DR ile iliskili

olmayabilecegini dogrulamistir (Lu, Ge, Shi, Yin, & Huang, 2013).

Y. Zhang ve ark., “VEGFA” polimorfizminin romatoid artrit (RA) yatkinligina
katkida bulunabilecegi hipoteziyle, Cinli bir popiilasyondaki 329 RA hastas1 ve 697
kontrolde “VEGFA” rs699947 C/A, “rs2010963” G/C ve “rs3025039” C/T gen
polimorfizmlerini  aragtirmiglardir.  Genotiplendirme matriks destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon ucgus siiresi kiitle spektrometresi (MALDI-TOF-MS)
kullanilarak yapilmis ve sonuglar %2 testi kullanilarak degerlendirilmistir. Bulgular,
fonksiyonel SNP, “VEGFA” “rs699947” C/A'min yash hastalarda ve anti-siklik
sitriilinlenmis peptit antikoru (ACPA)-negatif hastalarda, RA riskini azaltabilecegini
distindiirmiistiir. Ancak sonuglarin orta biiyiikliikte bir 6rneklemden elde edildigi ve

bu nedenle, bir 6n sonug oldugu bildirilmistir (Y. Zhang ve ark. 2013).

Hsiao ve ark., “VEGF” 2578 C/A, 634 G/C, ve 936 C/T nin, tiroit kanseri gelisimi ve
lenf nodiilii metastazi iizerindeki genetik etkilerini degerlendirmistir. Bu ¢alisma i¢in
toplam 332 vaka ve 261 kontrol kullanilmistir. Calismada en 6nemli bulgu, 2578 C/A
(“rs699947) A allelinin, tiroid kanseri riskini artirmis olmasi olarak bildirilmistir.

“rs699947” A alleli, erkeklerde tiroit kanseri gelisimi ve bolgesel lenf nodu metastazi
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riskini arttirmis ancak diger iki “SNP”, anlamli sonuglar vermemistir (Hsiao ve ark.

2007).

Rezaei ve ark., Iran'n giineydogusundaki bir iran popiilasyonunda, “VEGF
1s3025039” (+936C/T), “rs2010963” (+405C/G), “rs833061” (-460T/C), “rs699947”
(-2578C/A) ve 135569394 (18-bp I/D) polimorfizmlerinin meme kanseri (MK) riski
iizerindeki etkilerini degerlendirmis ve “VEGF” gen varyantlariin MK riski ile
iligkili oldugunu gosteren Onceki ¢aligmalara agiklik getirmistir. Bu vaka-kontrol
caligmas1 250 MK hastasinda ve 215 saglikli kadinda yapilmistir. Polimorfizmlerin
genotiplendirilmesi i¢gin PCR-RFLP metodu kullanilmistir. Sonuglar, “VEGF
1s699947” A allelinin MK riskini arttirdigini gostermistir (OR = 1.47, %95 CI =
1.12-1.92, P = 0.005). “VEGEF 153025039, “rs2010963”, “rs833061” ve rs35569394
varyantlart MK riski veya MK'den korunmayla iliskili bulunmamistir. Sonug olarak,
“VEGF 15699947 polimorfizminin MK gelisimi riskini artirabilecegi diistinilmiistiir
(Rezaei ve ark. 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplari

Bu c¢alismanin etik onay1, 27/04/2017 tarih ve 2017/132 say1 ile "Diyaliz hastalarinda
VEGF 15699947 polimorfizminin degerlendirmesi” bashiklt mevcut tezin
calisilmasindan once, Mersin Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
verildi. Calismada yer alan, Tiirk popiilasyonundaki "SDBH" olan bireyler ve saglikli
kontrol grubu bireyleri, Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, I¢c hastaliklar1 AD.,
Nefroloji BD. Poliklinigine bagvuran olgulardan secildi. Calismadaki hasta sayisi, 50
"SDBH" olan birey, 30 saglikli kontrol olmak {izere toplam 80'dir. Bu ¢aligmada,
olgulara iliskin veriler; yas, cinsiyet, kilo, boy, beden kitle indeksi (BKI), serum
kreatinin, aile oykiist, kronik glomeriilonefrit, hipertansiyon, kistik bobrek hastaligi,
bobrek tasi, vaskiilit oykiisii, kan basinci, glomertiler filtrasyon hizi (eGFR), idrar
kreatinin, kullanilan diyaliz tiirii ("hemodiyaliz" veya periton diyaliz), alkol ve sigara
kullanimi bilgileri “hasta ve kontrol grubu sorgulama kriterleri formuna islenmis ve
sonrasinda DNA izolasyonunda kullanilmak {iizere, olgulardan 1’er adet EDTA’l1
tipe kan 6rnegi alinmistir. Calismaya katilan tiim olgular, bilgilendirilmis gontlli

olur formlarin1 imzalamis ve ¢alismaya katilmay1 kabul etmislerdir.
3.2. Ekipman
3.2.1. Kimyasal Maddeler

e 9% 96-100 Etanol

e DNA izolasyon kiti igerigi (Norgen Biotek Corp):
o Proteinaz K

o Liziz Tamponu

o Yikama Soliisyonu I
o Yikama Soliisyonu II
o Elisyon Tamponu

o KASP Master Mix (LGC-KASP V4.0 2x Master Mix ) igerigi:
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o FAM ve HEX boyalari, Siiksinimid ester (ROX) pasif referans boya,

Taq polimeraz ve serbest niikleotidler, MgCI12
e KASP Assay Mix (LGC) igerigi:

o lleri primer 1(primer Alel FAM)
[CAGTCTGATTATCCACCCAGATCT]

o lleri primer 2(primer Alel HEX)
[AGTCTGATTATCCACCCAGATCG]

o Geri primer (primer ortak)

[TATGCCAGCTGTAGGCCAGACC]
3.2.2. Araglar ve Cihazlar

e Santrifiij (Wisespin CF_10).
e Mikropipet (10-100 pl ve 100-1000) (Microlit)
e Mikropipet uclar1 (100 pl ve 1000 ul) (Biologix)
e DNA izolasyon Mini Kit (Norgen Biotek Corp)
o Elisyon tiipii (1,7 ml)
o Toplama tiipti
o Spin Kolonlar1
e Otoklav (Daithan WiseClave)
e Subanyosu (Miprolab)
e Vorteks (Dragonlab MX-F)
e Eldivenler (Beybi)
e Parafilm (Parafilm M)
e FRET plaka okuyucu (BMG Omega Plaka okuyucu)
e Optik plaka kapatic1 (K-SEAL yar1 otomatik termal kapatici)
e Thermocycler (LGC HydroCycler 4)
e PCR mikrotitrasyon plakasi (Pro384)

3.3. DNA izolasyonu

1. 20 pl Proteinaz K mikrosantrifiij tiipline koyuldu (kullanim &ncesi

vortekslendi).
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10.

11

12.

13

100 ul kan 6rnegi proteinaz K igeren tiip i¢ine aktarildi.

Kan ve Proteinaz K igeren mikrosantrifiij tiipiine 300 pl Liziz Tamponu ilave
edildi, 10 saniye vorteks ile karigtirild1 ve spin atildi.

Mikrosantrifiij tiipii 10 dakika 55°C sicakliktaki su banyosuna koyuldu.
Ornege 250 ul %96-100 etanol eklendi ve 10 saniye vorteks ile karistirild1 ve
spin atildi.

Kolon toplama tiipiine yerlestirildi ve lizat kolona aktarildu.

Lizat 1 dakika boyunca 8000 RPM'de santrifiijlendi.

Akan sivi uzaklastirildi, toplama tiipii yeniden birlestirildi. Tiim lizat hacmi
kolondan ge¢mediyse, 2 dakika daha santrifiijlendi.

500 pl Yikama Soliisyonu I kolona eklendi ve 8000 RPM'de 1 dakika
santrifiijlendi. Akan sivi atildi ve spin kolonu toplama tiipii ile yeniden
birlestirildi.

500 pul Yikama Soliisyonu II kolona eklendi ve 14000 RPM'de 1 dakika

santrifiijlendi. Akan sivi atildi ve spin kolonu toplama tiipii ile yeniden

birlestirildi.

.500 pl Yikama Soliisyonu II kolona eklendi ve 14000 RPM'de 1 dakika

santrifiijlendi. Akan sivi atildi ve spin kolonu toplama tiipii ile yeniden
birlestirildi.

Kolon iyice kurumasi i¢in 14000 RPM'de 2 dakika dondiiriildii. Toplama tiipii
uzaklastirildi.

. Kolon, 1,7 ml kapasiteli eliisyon tiipiine koyuldu.
14.
15.
16.

Kolona 100 pl Eliisyon Tamponu ilave edildi.
Kolon, 1 dakika oda sicakligindaki tutuldu.
Kolon, 14000 RPM'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi.

3.4. KASP Genotipleme Reaksiyonu

Kompetitif alel spesifik pcr (kasp) genotipleme analizi

Kompetitif Alel Spesifik PCR (KASP) teknolojisi, ¢ift boyama kullanilan
genotipleme teknigidir. KASP'de, iki alele 6zgii ileri primerlerin ve bir ortak geri
primerin kullanimi temel alinmistir. KASP, “floresan isaretli alel spesifik PCR”

yontemine dayanan bir sistemdir.
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KASP sisteminde, tiim etiketler (floresan boyalar) PCR icin gerekli kimyasallar ile
birlikte bir reaksiyon karigiminda bir tasiyiciya yerlestirilir. Boylece, isaretli prob
hazirlama zorunlulugu ortadan kalkar. Bu sekilde, tek bir reaktif karigim, tiim

degisiklikler i¢in kullanilabilir.

KASP genotipleme reaksiyonu asagidaki ii¢ unsurdan olusmaktadir

e DNA 0Ornegi
o KASP Assay mix (hedefe 6zgii primerler igerir)
e KASP Master mix

KASP reaksiyon bilesenleri.

KASP assay mix

Karisimda iki ileri alele 6zgii primer ve bir geri primer bulunur. iki evrensel
FRET'den (floresan rezonans enerji transferi) biriyle eslesen ek bir kuyruk sekansi,

ileri primerlere eklenmistir. KASP Master mix de ayni1 sisteme sahiptir.

KASP master mix

KASP Master karisimi, optimum tampon ¢ozeltisinde iki evrensel FRET kaseti
(FAM ve HEX), siiksinimid ester (ROX) pasif referans boyasi, kuyruk polimeraz

(Taq polimeraz), serbest niikleotidler ve MgCl2'yi igerir ve 2x konsantrasyonundadir.
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A) KASP Assay mix B) KASP Master mix =™~

Allele ézel ileri primerler o
allel-1 S
— C
5 ¥

allel-2 A

L

[ ¥

Geri primer ¥ 5
¥ =)

C) DNA kahlibi (6rnek) 3

5 -
II_IIIIIIIIIIII._I_I_I_LI_I_LLI_I_I_]_]_LF_
: [on] ’

Sekil 3.1. KASP teknigi i¢in assay bilesenleri (www.lgcgenomics.com).

{Allel-2 primerinin baglandig 5

.. ; Allel-1 kuyruk FAM-
bblge uzamamistir) HRRRRRRRRRRARE . etiketli oligo sekans:
s [}, TSt . w =
(Geri primerin baglandig . Allel-2 kuyruk HEX-
bélge uzatilir) etiketli oligo sekansi
\ITI'ITI'I'ITIT """""""" R ey ot e
C
IIIIIIIIIIIIIIéIIIIIIIIIIIIII GFAMbﬂfaSF
' (allel-1 primerinin baglandig bdlge uzatilir) i
0 HEX boyasi
. Hedef SNP
Q Floresan

Sekil 3.2. PCR 1. asama (www.lgcgenomics.com).

PCR’nin ilk asamasinda (PCR 1) allel spesifik primer, hedef SNP’ile eslesir ve

istenen bolge reverse primer ile uzatilir.

I'IIIIIIIIIIIII(!IIIIIIIIIIIIIIII

=l
Tl 1 @ Iy

Sekil 3.3. PCR 2. agama (www.lgcgenomics.com).

PCR 2. agamada; reverse primer allel-1 kuyruguna baglanir, ve ilgili bdlgenin

uzamasi gerceklesir.
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kinlmaz. devam eder.

Sekil 3.4. PCR 3. asama (www. lgcgenomics.com)

PCR 3. agsamada, FAM-etiketli oligo, yeni olusan komplementer kuyruk dizisine
baglanir ve artik par¢alanmaz. PCR’in ilerleyen asamalarinda, allel spesifik
kuyruk dizileri cogaltilir. FRET kasedinin flor etiketli kismi, yeni kuyruk

dizilerine komplementerdir ve bir floresan sinyali olusturarak baglanir.

KASP genotipleme

1. DNA ornekleri bir pipet kullanilarak 96 kuyucuklu plaka i¢ine dagitildi. Her
plakaya No-template kontroller (NTC) eklendi.

2. KASP genotipleme karisiminin 96 kuyucuklu plaka i¢in gerekli reaktif hacimleri
ayrintili olarak Tablo 3-1'de verilmistir. Tiim reaktifler kullanimdan 6nce hafifce
vortekslendi. Gergeklestirilecek reaksiyonlarin sayisi ve olasi bir 6lii hacim icin

yeterli genotipleme karisim1 hazirlandu.

Tablo 3.1. KASP genotipleme reaksiyonlari igin reaktif hacimleri.

96 kuyucuklu plaka (kuyucuk basina pl)
DNA 5
KASP Master karisimi 10
KASP Primer karisimi 0,1375
Distile Su 4,8625
Total Reaksiyon Hacmi 20
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3. Gerekli miktardaki genotipleme karisimi (15 pl), 96 kuyucuklu Assay plaka
plakasindaki her bir 5 ul DNA 6rnegine, bir pipet ile eklendi.

4. Plakanin kuyucuklar1 kapatici cihaz ile kapatildi ve >550 x g’de santrifiijlendi.

5. Plaka thermal cycler’a yerlestirildi. Tablo 3.2’deki PCR protokolii kullanildu.

Tablo 3.2. KASP genotipleme reaksiyonlarimin termal dongii kosullart.

Sicakhik Siire Dongii basina adim sayisi
94 °C 15 dakika X1 defa
94 °C 20 saniye
5 . X10 defa
61°C 60 saniye
94 °C 20 saniye
5 : X26 defa
55°C 60 saniye

6. Termal dongiiniin tamamlanmasindan sonra, reaksiyon plaklari, BMG Omega F
cihazi ile 40°C'de okundu.

7. Veri analizinde, grafik elde etmek i¢in veriler SNPviewer (LGC)
(www.lgcgroup.com/software) yazilim paketine aktarildi. Verilerin grafigi ¢izildi
ve genotip analiz edildi. Grafiklerdeki noktalar, olgularin genotiplerini su sekilde
gosterdi: Yabanil tip=FAM boya ve mavi renk, SNP=HEX boya ve kirmizi

renk, heterozigot bireyler=her iki boya ve yesil renk.

3.5. istatiksel Analiz

Olgu ve kontrol gruplarimin genotip dagilimi, Hardy-Weinberg dengesinin (HWE)
ongordiigii degerlerle ki-kare testi kullanilarak karsilastirildi. Siirekli degiskenler
ortalama = SS (Standart Sapma) olarak ifade edildi ve anlamlilik diizeyi p < 0.05
olarak tanimlandi. Demografik ve klinik veriler Mann-Whitney U test kullanilarak
karsilastirildi. Olgu ve kontrol gruplart arasindaki genotipik frekanslarin farkliliklari,
Pearson'in ki-kare testi ile tahmin edildi. SPSS 18.0 yazilimi (SPSS Inc. Released
2009. PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.) tiim

istatistiksel analizleri degerlendirmek i¢in kullanildu.
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4. BULGULAR

Bu calisma, “SDBH” bulunan 50 hasta ile 30 kontrol {izerinde yiiriitiildii. Calismaya

alman “SDBH” hasta grubunun yas ortalamasi 57,29, kontrol grubunun yas

ortalamast 33,57 olarak bulundu. SDBY olgu ve kontrol grubunun ortalama serum

kreatinini sirasiyla 6,48 ve 0,77 olarak bulundu (Tablo 4-1, Grafik 4-1,4-2). Yas ve

serum kreatinin ortalama degerleri hesaplandi ve istatistiksel farkliliklar Mann-

Whitney U testi” ile karsilastirildi. Bu c¢alismada, yas ve serum kreatinin diizeyi,

SDBH ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli derecede farkli bulundu (p=0,000)

Tablo 4.1. SDBH hastalarimin ve kontrol grubunun demografik ve klinik ozellikleri

Mann-
Ozellikler CS-EEI’)UBbl_lIJ SPizla }éorﬂtﬁﬁ' X BRI S
(ortalama =+ SS) (ortalama = SS) | U Testi p-
Sayisi Sayisi 2
degeri
Yas, yil
(ortalama 45 57,29+16,38 30 33,57£11,69 0,000*
+ SS)
Serum |y 6,48+2,18 28 0,7740,16 | 0,000%
kreatinin

*p degerinin 0.05’ten kiiclik oldugunu gosterir.
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Grafik 4.1. SDBH hasta ve kontrol gruplari arasindaki ortalama yas degerleri.
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Grafik 4.2. SDBH hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki ortalama serum kreatinin degerleri.




Bu caligmada, KASP teknigi kullanilarak genotipleme yapildi ve sonuglar grafikler
olusturan SNP viewer programu ile analiz edildi. Bazi hastalarin 6rneklerine iliskin

analiz sonuglari, Sekil 4-1,4-2 ve 4-3'te gosterildi.

File Search View Tools Help

L=
@ conomcs G N [P 7ot mree ssosow0 R5699947
b P KSMP number 931-0199 GGCCAGACCCTGECAA/C]GATCTGEGTGGATA

=1EE PLATE 1_60
- gl |[dbSMP |rs
-Gl rs13333226
- rs 1501299
-l rs 22683358

SRF RLS599947

&g PLATE 3

- gnl |[dbSMP r:
-l rs13333226
i rs 1501299
-l rs226833858
- R5099947
2 EE PLATE 2

—gil@ gnl|dbSMP re
L rs 13333226
- rs1501299
- rs2268338
- R5099947

Sekil 4.1. rs699947 nin CC genotipi sergileyen ES1 nolu hastaya ait kirmizi veri noktasinin
gosterimi
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File Search View Tools Help

@ — SN P e wsono0 RS699947
.00 KSMP number 931-0199 GGCCAGACCCTGGCAA/CIGATCTGGETGGATA

o} PLATE 1_80
- gnl|dbSMP Jre
-Ei rs13333226
@il rs1501299
i rs22683838

EHF

707

CHEE PLATE 3

- gnl|dbshP re
-Eld rs13333226
i@ rs1501299
-l rs2268388
-l R5699947
CHEE PLATE 2

-3 gnl|dbSMP Jre
B rs133332260
el rs1501299
e rs2268388
-l R5699947

Sekil 4.2. rs699947 nin AA genotipi sergileyen ES9 nolu hastaya ait mavi veri noktasinin
gosterimi.
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File Search View Tools Help

4.0.0.0

q.
@Gﬂm.cs SN P omcmer sosoro RS699947
KSMP number 931-0199 GGCCAGACCCTGGCALA/C]GATCTGGETGGATA
7,07

=HEE PLATE 1_50

- @i anlldbSMP Irs
-l rs13333226
-l rs1501299
- @il rs2268338

=HF R5599947

CHEE PLATE 3

- @i gnl|dbSHP rs
gl rs13333226
- €@ rs1501239
-Elild rs2268358
gl R5599947

[}EH PLATE 2

- @i anl|dbSNP rs
- gl rs13333226
- gl rs1501299
il rs2268388
il R50995947

Sekil 4.3. 15699947 nin CA genotipi sergileyen ES17 nolu hastaya ait yesil veri noktasinin

gosterimi

VEGEF 15699947” polimorfizminin genotip frekanslart her iki grup ic¢in Ki-kare testi

kullanilarak analiz edildi (Tablo 4.2).

CC genotip frekansi, SDBH grubunda %18, kontrol grubunda ise %16 olarak
bulundu. Heterozigot (CA) genotip frekansi, SDBH grubunda %38, kontrollerde %30

olarak bulundu. AA genotip frekanst SDBH grubunda %44 iken, kontrol grubunda

%153,3 olmak iizere daha yiiksek bulundu. (Tablo 4.2, Grafik 4.3).
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Tablo 4.2. “rs699947"” genotip dagilimlart.

Genotipler SDBH grubu Kontrol grubu _dederi
rs699947 n=50(%) n=30 (%) b-deg
CcC 9(%18,0) 5(%16,7)
CA 19 (%38,0) 9(%30,0) 0,703
AA 22 (%44,0) 16(%53,3)
HWE: 0,19 HWE: 0,093

1699947 polimorfizmi, SDBH grubunda ve kontrollerde Hardy-Weinberg

dengesinde idi.

60,00%

50,00%

40,00%

B ESRD (%)
= Kontrol (%)

30,00%

20,00%

10,00% -

0,00% -

CC CA AA

Grafik 4.3. “rs699947” genotip dagilimlar1 (%).

Calismada, “SDBH” hasta grubunda klinik 06zelliklerden aile Oykiisii,
glomeriilonefrit, hipertansiyon, kistik bobrek, bobrek tasi ve wvaskiilit Oykiisii
degerlendirildi. Aile Oykiisii bulunan olgu sayist 7 (%16.30) iken aile Oykiisii
bulunmayan olgu sayist 36 (%83.70); glomeriilonefritli olgu sayist 2 (%4.80) iken
glomertiilonefriti olmayan olgu sayis1 40 (%95.20); hipertansiyonlu olgu sayis1 39
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(%86.70) iken hipertansiyonu olmayan olgu sayis1 6 (%13.30); kistik bobrek olgu
sayis1 6 (%13.60) iken kistik bobregi olmayan olgu sayis1t 38 (%86.40); bobrek tasi
olan olgu sayist 5 (%11.90) iken bobrek tasi olmayan olgu sayist 37 (%88.10);
vaskiilitli olgu sayist 3 (%6.70) iken vaskiiliti olmayan olgu sayist 42 (%93.30)
olarak bulundu. Biitiin bu klinik 6zellikler degerlendirildiginde, hipertansiyonu olan
SDBH hasta frekansinin, olmayanlardan daha yiiksek oldugu goriildii (Tablo 4.3,
Grafik 4.3).

Tablo 4.3. SDBH grubunda klinik ézelliklerin frekansinin degerlendirilmesi

Aile Oykiisii bulunan/bulunmayan olgu frekansi (%)

Bulunan %16,30

Bulunmayan %83,70

Glomertilonefriti olan/olmayan olgu frekansi (%)

Olan %4,80

Olmayan %95,20

Hipertansiyonu olan/olmayan olgu frekansi (%)

Olan %686,70
Klinik &zellikler Olmayan 713,30

Kistik bobregi olan/olmayan olgu frekansi (%)

Olan %13,60

Olmayan %386,40

Bobrek tas1 olan/olmayan olgu frekansi (%)

Olan %11,90

Olmayan %388,10

Vaskiiliti olan/olmayan olgu frekans1 (%)

Olan 26,70

Olmayan %93,30
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Grafik 4.4. SDBH grubunda klinik 6zelliklerin frekansinin degerlendirilmesi.

“SDBH” grubunda klinik 6zelliklerin, “rs699947” genotipleri (CC, CA, AA) ile
iliskisi degerlendirilmis ve “SDBH” grubunun klinik ozellikleri ile “rs699947”
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik bulunmadi (p>0.05)

(Tablo 4.4, 4.5,4.6,4.7, 4.8 ve 4.9 ve Grafik 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10).

“SDBH” grubunda aile oykiisii degerlendirildiginde, aile Oykiisii bulunup CC
genotipi olan 1 (%14,30), CA genotipi olan 2 (%28,60), AA genotipi olan 4 (%
57,10) olgu; aile dykiisii bulunmayip, CC genotipi olan 6 (%16,70), CA genotipi olan
16 (%44,40), AA genotipi olan 14 (%38,90) olgu bulundu (Tablo 4.4 ve Grafik 4.5).
Sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (P=0,657).
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Tablo 4.4 SDBH grubunda aile oykiisiiniin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin

degerlendirilmesi
rs699947
CC CA AA | pdegeri
Olgu sayis1 1 2 4 0,657
o Olan
Aile Oykiisii % %14,30 | %28,60 | %57,10
Olgu sayist 6 16 14
Olmayan
% %16,70 | %44,40 | %38,90
60,0%
50,0%
40,0%
30,0% ——  mQlan
Olmayan
20,0% —
10,0% - —
0,0%
CC CA AA

Grafik 4.5.SDBH grubunda aile Oykiisiiniin, “rs699947” genotipleri ile iligkisinin
degerlendirilmesi.

SDBH grubunda glomeriilonefrit degerlendirildiginde, glomeriilonefriti bulunup CC
genotipi olan 0 (%0,00), CA genotipi olan 1 (%50,00), AA genotipi olan 1 (%50,00)
olgu; glomeriilonefriti bulunmayip, CC genotipi olan 7 (%17,50), CA genotipi olan

16 (9%40,00), AA genotipi olan 17 (%42,50) olgu bulundu (Tablo 4.5 ve Grafik 4.6).
Sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (P=0,810).
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Tablo 4.5. SDBH grubunda glomeriilonefritin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi

rs699947
CC CA AA | P degeri
Olgu sayist 0 1 1 0,810
_ Olan
Glomeriilonefrit % 20,0 %50,0 | %50,00
Olgu sayist 7 16 17
Olmayan
% %17,5 | %40,00 | %42,50
60,00%
50,00%
40,00% ——
30,00% —— mQlan
Olmayan
20,00% —
10,00% —
0,00%
CC CA AA

Grafik 4.6. SDBH grubunda glomeriilonefritin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi.

“SDBH” grubunda hipertansiyon degerlendirildiginde, hipertansiyon bulunup CC
genotipi olan 8 (%20,50), CA genotipi olan 16 (%41,00), AA genotipi olan 15
(%38,50) olgu; hipertansiyon bulunmayip, CC genotipi olan 0 (%0,00), CA genotipi

olan 2 (%33,3), AA genotipi olan 4 (%66,70) olgu bulundu (Tablo 4.6 ve Grafik 4.7).
Sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (P=0,319).
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Tablo 4.6. SDBH grubunda hipertansiyonun, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi

rs699947
CC CA AA p degeri
ol Olgu sayis1 8 16 15 0,319
an
Hipertansiyon % %20,50 | %41,0 | %38,50
Olgu sayis1 0 2 4
Olmayan
% %00,00 | %33,3 | %66,70
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00% E Olan
Olmayan
30,00% —
20,00% Il
10,00% [
0,00%
CC CA AA

Grafik 4.7. SDBH grubunda hipertansiyonun, “rs699947” genotipleri ile iligkisinin
degerlendirilmesi

“SDBH” grubunda kistik bobrek degerlendirildiginde, kistik bobrek bulunup CC
genotipi olan 1 (%17,70), CA genotipi olan 3 (%50,00), AA genotipi olan 2
(%33,30) olgu; kistik bobrek bulunmayip, CC genotipi olan 7 (%18,40), CA genotipi
olan 15 (%39,50), AA genotipi olan 16 (%42,10) olgu bulunmustur (Tablo 4.7 ve
Grafik 4.8). Sonuglar istatistiksel olarak anlaml1 degildi (P=0,884).
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Tablo 4.7. SDBH grubunda kistik bobregin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin

degerlendirilmesi
rs699947
CC CA AA p degeri
ol Olgu sayist 1 3 2 0,884
an
Kistik Bobrek % %16,7% | %50,0 | %33,3
Olgu sayis1 7 15 16
Olmayan
% %18,40 | %39,5 | %42,10
60,00%
50,00%
40,00%
30,00% —— mQlan
Olmayan
20,00% Il
10,00% - —
0,00%
CC CA AA

Grafik 4.8. SDBH grubunda kistik bobregin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi.

SDBH grubunda bobrek tasi degerlendirildiginde, bobrek tasit bulunup CC genotipi
olan 1 (%20,00), CA genotipi olan 1 (%20,00), AA genotipi olan 3 (%60,00) olgu;
bobrek tasi bulunmayip, CC genotipi olan 7 (%18,90), CA genotipi olan 16
(%43,20), AA genotipi olan 14 (%37,80) olgu bulundu (Tablo 4.8 ve Grafik 4.9).
Sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildi (P=0,570).
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Tablo 4.8. SDBH” grubunda bdbrek tasimin, ‘“rs699947” genotipleri ile iliskisinin

degerlendirilmesi
rs699947
CC CA AA P degeri
Olgu sayist 1 1 3 0,570
Olan
Bobrek Tasi % %20,00 | %20,00 | %60,00
Olgu sayist 7 16 14
Olmayan
% %18,90 | %43,20 | %37,80
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
® Olan
30,00% — Olmayan
20,00% ——
10,00% - ——
0,00%
CcC CA AA

Grafik 4.9. SDBH” grubunda bobrek tasinin, “rs699947” genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi.

“SDBH” grubunda vaskiilit degerlendirildiginde, vaskiilit bulunup CC genotipi olan
1 (%33,3), CA genotipi olan 1 (%33,3), AA genotipi olan 1 (%33,33) olgu; vaskiilit
bulunmayip, CC genotipi olan 7 (%167,), CA genotipi olan 17 (%40,5), AA genotipi

olan 18 (%42,9) olgu bulundu (Tablo 4.9 ve Grafik 4.10). Sonugclar istatistiksel
olarak anlamli degildi (P=0,766).
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Tablo 4.9. SDBH grubunda vaskiilitin, “rs699947”  genotipleri ile iliskisinin
degerlendirilmesi
rs699947
CC CA AA p degeri
Olgu sayis1 1 1 1 0,766
. Olan
Vaskiilit % %33,3 | %33,3 | %33,3
ol Olgu sayis1 7 17 18
mayan
Y % %167 | %A40,5 | %429

50,00%

45,00%

40,00%

35,00%

30,00%

25,00% ® Olan

© Olmayan

20,00%

15,00% -

10,00% -

5,00% -

0,00% -

cC

CA

AA

Grafik 4.10. SDBH” grubunda vaskiilitin, “rs699947” genotipleri

degerlendirilmesi.
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5. TARTISMA

SDBH c¢ok faktorlii bir hastaliktir. Klinik olarak, “SDBH”, diyaliz ya da
transplantasyondan once bobrek fonksiyonlarinin normalin %10'una geriledigi,
kronik bobrek yetmezliginin ileri bir seklidir. Bobrek hastaliklarinin fenotipik
yapisinin  karmagikligi, bobrek hastaligr ilerlemesinin teshisini ve Ongoriisiini
zorlastirmakta ve her bir hasta i¢in en uygun tedavi se¢imini etkilemektedir (Tripathi
ve ark. 2008). Hastalikta etkili olabilecek genetik faktorler hakkindaki bilgi edinmek,
“SDBHin” patofizyolojisini anlamakta fayda saglayabilir. “SDBH” ¢ok faktorlii
bir hastaliktir ve bu nedenle ¢evresel faktorlerle birlikte, bircok genetik degisim

bireyi “SDBH” gelistirmeye yatkin hale getirebilir (Kim & Goligorsky, 2003).

“SDBH”, diyaliz veya transplantasyon formunda replasman tedavisi gerektiren {iremi
semptomu varligindaki ileri bobrek hastaligina isaret eder. “SDBH” artmis
kardiyovaskiiler mortalite ile iligkilidir ve ¢alismalar, “SDBH” hastalarinda cesitli
trombotik ve inflamatuar markirlarin arttigin1 géstermektedir (Thethi, Bansal, Khan,
Hoppensteadt, & Fareed, 2012). “SDBH” 6nemli saglik sonuglar1 ve yiiksek maliyetli

tedavi segenekleri olan kronik bir durumdur. (Turin ve ark. 2012).

Kromozom 6p21.3'te bulunan vaskiiler endotelyal biiyiime faktérii (VEGF), kan
damar1 biiylimesinin temel diizenleyicisidir ve 8 ekzondan olusur. Endotel
sagkalimin saglanmasinda ve mikrovaskiilaritenin siirdiiriilmesinde kritik bir rol
oynamaktadir. VEGF, bobrek hastaliklarinda da 6nemli bir rol oynayan ¢ok giiclii bir
anjiyojenik ajandir (Doi, Noiri, Nakao ve ark. 2006). VEGF -2578C/A ( rs 699947)
polimorfizmi, “SDBH”nin ortaya ¢ikmasiyla iligkili olan “SNPlerden” biri olarak
gosterilmektedir (Schrijvers, Flyvbjerg, & De Vriese, 2004) ve VEGF geninin
promotdr bolgesinde bulundugu i¢in, promotdr aktivitesini, dolayisiyla ekspresyon
seviyelerini etkileyebilecek 6nemli bir “SNP” oldugu bildirilmektedir (Szeto ve ark.

2004).

“Son Donem Bobrek Hastaligi” ile VEGF geni “SNPleri” farkli popiilasyonlarda
degerlendirilmesine ragmen, Tiirk popiilasyonunda herhangi bir calisma heniiz

yapilmamigtir. Calismamiz, bildigimiz kadariyla, Tiirk popiilasyonundaki ilk

46



caligmadir. Calismamizda, “SDBH” vaka grubunda “VEGF 1s699947”
polimorfizminin genotip dagilimi 18,4% (9/50) CC, %38,0 (19/50) CA, %44.,0
(22/50) AA olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise %16,7 (5/30) CC, %30,0
(9/30) CA ve %53,3 (16/30) AA seklinde bulunmustur. VEGF geninin “rs699947”
polimorfizmi, KASP yontemi kullanilarak  genotiplendirilmis ve  Tiirk
popiilasyonunda “rs699947” polimorfizmi ile “SDBH” arasinda bir korelasyon
bulunmadigi (p=0.703) fakat bazi risk faktorlerinin varligi ile SDBH arasinda bir

iliski bulundugu gézlenmistir.

Prakash ve ark., Kuzey Hintli bir popiilasyonda, “SDBH” i¢in bir yatkinlik markir
olarak -2578C/A ve 3 diger VEGF gen polimorfizminin (-2549 18 bp I/D, -1154 G/A
ve +936 C/T) roliini aragtirmislar, kronik glomeriilonefrit (CGN=109), kronik
interstisyel nefrit (CIN=106) ve hipertansif nefroskleroz (HTN=60) gibi birincil
bobrek hastaliklarina sahip “SDBH” vakalar1 (n=300) tizerinde ¢alismislardir. VEGF
-2578C>A polimorfizmi CC ve CA genotiplerinin, CGN ve HTN vakalarinda
hastalik riski 1ile iligkili oldugunu gozlemislerdir (Prakash ve ark. 2012).
Calismamizda, “rs699947” polimorfizminin CC genotipi, CGN olgularinda hastalik
riski ile iliskili bulunmamastir, aksine birer olguda AA ve CA genotipi bulunmasiyla
birlikte, bu sonug istatistiki olarak anlamli degildir (P=0,810). Diger yandan Prakash
ve ark., calismalarinda, olgu ve kontrol gruplar1 arasinda, serum kreatinin agisindan
anlamli farklilik oldugunu saptamislardir (p=0.0001). Bu sonug, serum kreatinin
acisindan vaka ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark oldugu goézlenen mevcut
caligmayla oOrtiismektedir (p=0.000). Bu uyumluluk, risk faktorlerinin varligr ile
“SDBH” olusumu arasinda kuvvetli bir iliski olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote
yandan, Prakash ve ark., Kuzey Hindistan popiilasyonunda, -2578 pozisyonundaki
C/A genotipi VEGF gen polimorfizmleri “rs699947” ile “SDBH” arasinda bir
korelasyon oldugunu goézlemistir (P = 0,0176) (Prakash ve ark.2012). Bu durum,
“rs699947 polimorfizmi ile “SDBH” arasinda bir korelasyon olmayan c¢alismamizla
ortismemektedir. A alelinin riskli alel oldugu goze alindiginda, AA genotip
frekansinin hasta grubunda (%44,0), kontrol grubundan (%53,3) daha diisiik oldugu
(P=0,703) bulunmustur. Dolayistyla calistigimiz Tiirk popiilasyonunda, bu

polimorfizm ile “SDBH” arasinda bir korelasyon bulunmamastir.
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Doi ve ark., Japon popiilasyonunda VEGF genetik polimorfizmlerinin “SDBH” ile
iliskisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, 476 “SDBH” hastas1 ve 502 saglikli
kontrolde, bes “SNP”nin (-1455T/C, -1154G/A, -634C/G, -1190G/A, -2578C/A)
genotiplemesini  yapmiglardir. Calismalarinda, “SDBH'nin” nedenlerini kronik
glomeriilonefrit (n=230), diyabetik nefropati (n=129), nefroskleroz (n=62) ve ¢esitli
diger kosullar (n=55) olarak bildirmisler, ancak 2578C/A (rs699947) genotip
frekanslar1 “SDBH” ile anlamli bir iligki gdstermemistir (Doi, Noiri, Fujita, &
Tokunaga, 2006). Bu durum, “rs699947nin “SDBH” ile iligkili bulunmadigi mevcut
caligmayla uyumludur (P=0,703). Bu bulgular, “SDBH'nin” ortaya ¢ikmasinda roli

olan genetik faktorler i¢in popiilasyon heterojenitesini isaret edebilir.

Earlier Reiterovd ve ark., VEGF gen promotoriiniin —2578 C/A polimorfizminin
otozomal dominant polikistik bobrek hastaliginin (ODPBH), “SDBH'ye” dogru
ilerlemesi {izerindeki etkisini arastirmistir. “SDBH” gelistirme yasi, tim ODPBH
hastalarinda farkli genotiplere gore anlamli olarak farkli bulunmamistir. Ancak, AA
genotipi (-2578C>A) olan ODPBH hastalarinin (n=283), CC+CA genotipli (40,5+3,8
yil) hastalara kiyasla daha iyi prognoza (42,7+3,5 yil) sahip oldugunu, SDBH’yi daha
gee gelistirdigini gozlemislerdir (p=0,01) (Reiterova ve ark. 2008). Bu sonu¢ mevcut
caligma agisindan da diisiiniildiigiinde, AA genotipi “SDBH” {izerinde koruyucu bir
etkiye sahip olabilir.

Rothuizen ve ark., Hollanda'daki 38 diyaliz merkezinde tedavi goéren “SDBH”
hastalariyla bir calisma gergeklestirmistir. Toplam 1330 diyaliz hastasinda, “VEGF
15699947 ve “rs2010963” dahil olmak tizere 25 gendeki 42 "SNP" i¢in genotipleme
yapilmistir. “SNP'lerin” bes yillik kardiyovaskiiler ve kardiyovaskiiler olmayan
mortaliteye etkisi arastirtlmistir. 1330 hastanin 4740 (%35,6) diyaliz tedavisi
stirecindeki bes yil icinde Olmiistiir. Toplam mortalite orani, 1000 kisi-yil basina
114'tiir. “VEGF 1rs699947” AA genotipinin artmis tiim nedenlere bagli mortalite riski
ile 1iliskili oldugunu (p=0,003) ve VEGF “rs2010963”nin kardiyovaskiiler
mortaliteyle (HR0.62; %95 CI 0,38-1,00) iliskili oldugunu ortaya koymuslardir
(Rothuizen ve ark. 2015). Calismamizda kardiyovaskiiler ve kardiyovaskiiler
olmayan mortalite arastirilamamistir. Bulgularimiz, “VEGF  1s699947” AA
genotipinin “SDBH” ile iliskili olmadigin1 ve AA genotipinin, Tiirk popiilasyonunda
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“SDBH” i¢in koruyucu genotip olabilecegini diislindlirmektedir. Genotip
frekanslarinda hastalar ve kontroller arasinda anlamli bir farklilik bulunmadigi
(P=0,703) gibi, AA genotip frekansi, kontrol grubunda (%53,3), SDBH hasta
grubundan (%44,0) daha yiiksek bulunmustur,

Shewata Pandita ve ark,, Kuzey Hindistan popiilasyonunda VEGF geni promotor
polimorfizminin (-2578C>A), ODPBH ile iliskisi tizerinde ¢calismistir, Genotipleme
123 ODPBH hastas1 ve 100 saglikli kontrol grubunda gergeklestirilmistir, Calismaya
dahil edilen 123 ODPBH hastasi, KBH durumlarina gore ii¢ gruba ayrilmis; ileri evre
KBH ve erken evre KBH gosteren grubun ortalama kreatinin degerleri sirasiyla
607,31+335,04 umol/L ve 87,52+36,24 umol/L; saglikli kontrollerin ortalama serum
kreatinin degeri 78,68+71,6 umol/L olarak bulunmustur. Serum kreatinin diizeyleri
acisindan hastalar (ODPBH) ve kontrol grubu arasinda anlamli farkliliklar
bulunmugtur, bu da mevcut c¢alismayla uyumludur. Mevcut caligmada, Tiirk
popiilasyonundaki SDBH ve kontrol gruplari arasinda, serum kreatinin diizeyi
acisindan anlamli farklilik oldugu goézlenmistir (P=0,000). Bu durum, risk
faktorlerinin, genotipten bagimsiz olarak, “SDBH” olusumu etkiledigini
diisiindiirebilir. Ote yandan, -2578C>A polimorfizminin CC, CA ve AA
genotiplerinin dagilim frekansi, hastalar ve kontroller arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklilik gostermistir (0,31, 0,63 ve 0,06 vs 0,37, 0,44 ve 0,19) (P=0,003). -
2578C>A AA genotipi, hastalarla karsilastirildiginda kontrollerde anlamli derecede
daha fazla bulunmustur ve bu yiizden AA genotipinin Kuzey Hindistan
popiilasyonunda ODPBH i¢in koruma saglayabilecegi diisiiniilmiistiir (Pandita ve
ark. 2017). ODPBH’nin SDBH’ye ilerleme durumu g6z oniine alindiginda, bu
durum, mevcut ¢alisma ile paralellik gostermektedir. “rs699947” polimorfizminin
CC, CA ve AA genotiplerinin dagilim frekansi olgu grubunda %18,0, %38,0, %44,0;
kontrol grubunda %16,0, %30,0, % 53,3 olarak bulunmustur (P=0,703). Bu bulgu,
AA genotipinin Tiirk popiilasyonunda koruyucu bir genotip oldugunu isaret edebilir.
“VEGF 1s699947” polimorfizminin, farkli bobrek hastaliklart i¢in farkli

popiilasyonlarda daha fazla olgu sayilariyla incelenmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Jae Wook Yang ve ark., Hispanik Amerikali bir popiilasyonda VEGF -2578 C>A
“rs699947”, -1154 G>A “rs1570360”, - 460 C>T “rs833061”, ve +936 C>T
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“rs3025039”u hipertansif nefropati i¢in potansiyel bir yatkinlik markir1 olarak
incelemiglerdir. Toplam 155 Hispanik Amerikali canli bobrek donérii kontrol olmak
iizere; seker hastaligi, ve diger nedenlerin elenmesinden sonra hipertansif
ndfropatiyle iliskilendirilen toplam 86 Hispanik Amerikali bobrek nakli hastasi
caligmaya dahil edilmistir. VEGF -1154 G>A “rs1570360”m polimorfik A alleli,
hipertansif nefropati hastalarinda, kontrollerden anlamli derecede daha yiiksek
frekansta bulunmustur (hasta vs. kontrol = %42,4 vs. 23,6, P<0,001). Bu calismada,
sadece rs1570360, bobrek transplantasyonu gerektiren "SDBH" gelistiren Hispanik
hastalarda hipertansif nefropati ile anlamli sekilde iligkili bulunmus olup, bizim
caligmamizda yer alan rs699947 (A alleli hasta vs. kontrol = 41,28 vs. 40,00%, P =
0,784) iliskili bulunmamigtir (J. W. Yang ve ark. 2011). Bizim ¢alisgmamizda, Tiirk
poptilasyonunda VEGF -2578 C>A “rs699947”, "SDBH" ile iligkili bulunmamistir
(P=0,319). Sonuglarimiz, AA genotipinin, "SDBH" vakalarinin hipertansif olmayan
boliimiinde koruyucu etkisi olabilecegini diislindiirmiistiir; hipertansif SDBH
olgularinda AA genotipi %38,50, hipertansif olmayanlarda ise %66,70 olarak

bulunmustur, bununla birlikte bu sonug, istatistiki olarak anlamli degildir (p = 0.319).
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6. SONUC

VEGF geninin “rs699947” polimorfizminin SDBH ile iligkisini ortaya koyan
caligmalar farkli popiilasyonlarda gergeklestirilmis olmasina karsin, bildigimiz
kadariyla simdiye kadar Tiirk popiilasyonunda boyle bir ¢alisma yapilmamistir, bu

sebeple bizim ¢alismamiz, bu konudaki ilk ¢alismadir.

Bulgularimiz, VEGF geninin “rs699947” polimorfizminin, SDBH ile istatistiksel
olarak iligkili olmadigini, ancak yas ve serum kreatinin degerleri agisindan olgu ve
kontroller arasinda anlamli farklilik oldugunu; AA genotip frekansinin olgu grubu ile

karsilastirildiginda kontrol grubunda yiiksek oldugunu ortaya koymustur.

Bu bulgular, AA genotipinin Tiirk popiilasyonunda SDBH icin koruyucu bir faktor
oldugunun gostergesi olabilir. Bu sonucun daha genis katilimli bir ¢alisma grubuyla
dogrulanmasi  Onemli goriinmektedir. VEGF geni degisimlerinin, bobrek
patofizyolojisinde etkili oldugu pek ¢ok calismada bildirilmis olup, bu durum goz
ontine alindiginda, VEGF geni polimorfizmlerinin farkli bobrek hastaliklarinda ve
farkli popiilasyonlarda genis kohortlu c¢aligmalarla degerlendirilmesi gerektigini

diisiinmekteyiz.
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