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1-GiRIS VE AMAG

Diabetes Mellitus(DM), insiilin eksikligi, yetersizligi veya yokluguna bagh
olarak ortaya g¢ikan bir metabolizma hastaligl olarak tanimlanmaktadir. DM
genellikle bircok organ sistemini etkileyen mikrovaskular (retinopati, nefropati,
noropati) ve makrovaskular (kardiovaskular hastaliklar) komplikasyonlara neden
olmaktadir. Diabetik nefropati (DN), DM'un neden oldugu en ciddi ve en sik
olarak gérilen mikravaskular komplikasyon olarak tanimlanmaktadir(17,68).
Idrarda yiiksek albumin gikisi ile kendini gdstermektedir. Diabetik Nefropati'nin
genetik faktdrlerden etkilendigine dair 6nemli kanitlar arasinda ailesel
hipertansiyon, diabet veya kardiovaskular hastaliklar bulunan kigilerde nefropati
gelisimi gézlenmis olup(17) Diabetik Nefropatinin, tip1 diabetlileri %30-40
oraninda etkiledigi rapor edilmistir(17). ABD'de son dénem b&brek yetmezligi
olan hastalarin %35'ini diabetik nefropatili hastalar olugturmaktadir.
Ulkemizdede 1999 kayitlarinda %16.4'lik bir oranla son dénem bébrek
yetmezlidi arasinda ikinci sirada yer almaktadir.

Insan Angiotensin konverting enzim (ACE) geni 26 eksonludur ve 17.
Kromozom uzerine yerlesmistir. 1990 yilinda Rigat tarafindan Southern Blot ve
ACE cdna kullanilarak tanimlanmis olup 16.intronda 278bp alu tekrar bélgesinin
absence(delesyon-D) ve presence(insersiyon-l) polimorfizmi ile karakterize
edilmistir. ACE icerisinde akciger, vaskular endotel, kalp ve testislerinde
bulundugu genis bir doku bdlgesinde sentezlenir(58). ACE'nin en 6nemili
goOrevlerinden biri angiotensin1'in vasokonstrikiér bir etkiye sahip olan

angiotensin2'ye dénigmesini saglamaktadir. Renin-angiotensin sistem(RAS)



icinde yer alan angiotensinojen ACE ve renin gibi genlerde meydana gelen
mutasyonlar  Diabetik  Nefropati'nin kalitimsal baslangicinda rol
oynayabilmektedirler(65).

llk olarak Rigat 1990 yilinda ACE I/D polimorfizmini Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yéntemini kullanarak gostermistir(75). ACE genine ait lg¢
polimorfizm bulunmustur: DD, ID ve Il. Uluslararasi alanda diabetli olgularda
ACE gen polimorfiziyle ilgili bir g¢ok arastrma yapiimaktadir
(7,26,38,53,70,81,83,86,95). Ulkemizde genellikle ACE geni ile ilgili galismalar
daha ¢ok ACE serum dizeyleri ile ilgili olup daha ¢ok kardiovaskular ve
hipertansiyon hastalar Uzerinde yogunlasmistir(1,26,40,91). ACE genine ait bu
polimorfizmler diabetik veya diabetik olmayan olgularda kardiovaskular hastalik
olugsma riskinin artigiyla baglanti olabilecegi goriust cesitli arastirmacilar
tarafindan ileri strilmustiir(15,28,29,40,84).

Estacio ve ark. 1999'da 289 tip2 diabetli hastada left ventricular
mass(LVM) ve ACE genotipleri arasinda iligki arastiriimis ve erkeklerde ACE
DD genotipinin LVM bireylerde arttigi gosterilmigtir(23).

Marre ve ark 1997'de IDDM hastalarinda yaptiklarinda bir bagka
calisgmada ACE /D polimorfizmini incelemis ve D allel frekansinin nefropatik
bireylerde arttiyini belitmiglerdir(58). Ayni arastirma grubunun yaptig bir diger
calismada | allel frekansinin albumindrisi yiksek bireylerde disik ¢ikmasi |
allelinin koruyucu bir rolinlin olabilecegi goérisind ileri strtilmesine neden
olmustur(53). Kuramoto ve arkadaslari 1999'da instlin direnci 62 Japon tip2
diabetli (NIDDM) hastada Diabetik Nefropati gelisimi ve baglangicinda ACE gen

polimorfizmlerini incelemis ve D alleli tagtyan hastalarda DN'nin daha yaygin



olduunu dolayisiyla NIDDM hastalarinda ACE'nin Diabetik Nefropati
baglangicinda etkili oldugunu géstermislerdir(46).

Diabetik nefropatilerde etnik farkliiklara goére de ACE gen
polimorfizminde farkhhklar géstermektedir(31,55,79) . Sagnella ve ark 1999'da
yaptiklar bir galismada beyazlar, Afrika kokenliler ve Giiney Asyali bireylerde
ACE'nin etnik varyasyonlarini arastirmiglar ve Afrikali ve beyazlarda benzer
frekanslar géralirken(ll %18.4, 1D%49.6, DD%32) Giiney Asyalilarda ||
genotipinin arttigini bildirmislerdir(ll %39.8, ID%41.8, DD%18.3)(79).

Literatiirlerde diabetik nefropati ile ACE gen polimorfizmi arasindaki iligki
ile ilgili celigkili sonuglar rapor edilmektedir. DD genotipi ve D allelinin diabetik
nefropatilerde daha sik gérildigu ¢aligmalar oldugu gibi (11,22,28,46) diabetik
nefropati gelisimi ile ACE gen polimorfizmini arasinda bir iligki olmadigint
savunan calismalarda mevcuttur(43,53). Ancak son yillarda gelisimi ve
ilerlemesindeki genetik yatkinligi ortaya gikarmak igin yapilan gen analizleri
Angiotensin  Converting Enzim  polimorfizminin  degderlendiriimesine
dayandirimaktadir. Bu sistemin hiicre proliferasyonu sitokin ve blylime faktori
salinmasina olan etkileri g6z ©6nine alindiginda genetik yatkinhg
degerlendirmede bu sisteme etkili olan genlerdeki farkliliklar ve bunlarin klinik
etkilerini incelemek en akilli yaklagim olmaktadir. Bu konuda vyapilan
caligmalarda degisik etnik gruplarda farkli sonuglar rapor edilmektedir. Bu
nedenle Tirk Toplumunda ACE gen polimorfizminin diabetik nefropatili
hastalarda incelenerek hastahigin  Gzerindeki  etkisinin  belirlenmesi

hedeflenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Diabetes Mellitus’un Tanimi Ve Siniflandirilmasi

Dinya nufusunun yaklasik %3-5'l bu hastaligin etkisi altinda olup,

aclik kan gekerinin 140mg/dI'nin Uzerinde ¢ikmasiyla tanimlanabilir(69) .

Insiilin yetersizligi, eksikligi veya yokluguna, bagh olarak gézlemienen

Diabetes Mellitus (DM) degisik tipleri olmakla birlikte esas olarak 2 ana grupta

incelenmektedir. Bunlar:

1-

Tip 1 Diabetes Mellitus (Insiilin’'e Bagimli Diabetes Mellitus; IDDM).
Hastallk ¢ocukluk déneminde baglamakla birlikte nadiren daha
ileriki yaglardada goérulir. Hastalik otoimmin kokenlidir. IDDM igin
en bayuk genetik faktér HLA kompleksi 6. Kromozomdur. Bu
genetik temel cevre faktbrleri ile etkileserek pankreasta inslin
ureten P hiicrelerinin otoimmin bir atakla yok olmasina neden olur.
Tedavi mutlaka inslline bagimlidir. Hastaligin kis aylarinda daha
sik goéruldigu belirlenmistir(90). Son yillarda yapilan galigmalarda
viral etkenlerinde hastaliin olusmasinda etkili oldugunu
gostermektedir. (18,35 )

Tip 2 Diabetes Mellitus (Insiline Bagimhi Olmayan Diabetes
Mellitus; NIDDM). Diabetin en sik gorilen seklidir. Hastalik
genellikle erigkin dénemde baglar. Insilin yetersizligi veya
hiicrelerin inslline duyarsizlagmasi sonucu ortaya cikmaktadir.
Ozellikle obezite ve hareket azligi hastalik patogenezinde etkili
olup Pima yerlilerinde en sik gérilme yiizdesine sahiptir. Tedavide

diyet ve oral antidiabetikler kullanilir.



Yukarida 6zetlenen siniflandirma disinda Diabetes Mellitus etiyolojik

temele bagh olarakta siniflandirilabilmektedir.
A-Primer

1. Insiline Bagimli Diabetes Mellitus(IDDM, Tip1)

2. Insiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus(NIDDM, Tip2)

3. Non-obez NIDDM

4. Obez NIDDM

5. MODY (Maturty onset diabetes of the young)
B-Sekonder

1. Pankreas hastaliklar

2. Hormonal Anomaliler

3. llag ve kimtasal etkenlerle olugan

4. Instlin reseptér anomalileri

2.2.Renin-Angiotensin Sistem(RAS)

Renin-Angiotensin Sistem; kan basincini,sivi ve elektrolit dengesini ve
bunlari ilgilendiren doku ve organ sistemlerini kontrol eden bir sistemdir.

Bu sistem icerisine biiyiik globiiler bir protein olan angiotensinojenden
elde edilen angiotensin2'dir. Karacigerde sentezlenen bir alfa-2 globulin
angiotensinojen afferent arteriolun jugstaglomerular hiicrelerinde sentezlenen
reninin substratidir. Bu hiicreler konumlarindan dolay! 6zellikle kan basinci
degisikliklerine kargi duyarhidirlar. Ayrica renin salinimi ile ilgili fizyolojijk
reseptorierin pek gogu baroreseptdr yolu ile etkilidirler.

Jugstaglomerular hicreler renal tubular sividaki sodyum ve klor

dizeyindeki degisikliklere karsi ¢ok hassas bir tablo géstermektedir. Iste bu




nedenden dolay! sivi hacmini ve sodyum klorir derisimini azaltan faktorierin
herhangi biri renin saliniminin uyariimasina neden olmaktadir. Ayrica
jugstaglomerular hicrelerde sonlanan renal sempatik sinirler renin salinimi
tzerine olan santral sinir sistemi etkilerini ve postoral etkileri beta adrenarjik
reseptdrleri kapsayan bir mekanizma ile baroreseptér ve bu etkilerden
bagimsiz olarak araci oldugu ileri siirlilmektedir(14,82). Renin anjiotensinijene
proteolitik bir etki yaparak bir dekapeptid olan angiotensinojen1'l olusturur.
Akciger, endotel hiicreleri ve plazmada bulunan angiotensin konverting
enzim(ACE) bir dipeptilkarboksipeptidaz olan ACE, angiotensint'l
angiotensin2'ye doénlstlirmektedir. Bu basamak hiz kisitlayict basamaktir.
Ayni zamanda ACE Bradikini inaktive ettigi gibi kallikrein sisteminide bloke

eder(Sekil 1).

Angiotensinojen

Renin —»

Bradikinin Angiotezsin 1
< ACE > AT1
v —
Inaktif formu Angiotensin 2 —» AT1
Q AT1
AT2

Aldosteron

Sekil(1): Bradikinin inaktivasyonu ve Renin angiotensin sisteminde Angiotensin

Converting Enzimin roliinin sematik gésterimi(63).



Angiotensin2 kan basincini ve arteriolar vasokonstriksiyona bagl
olarak arttiran gigli bir vasoaktif madde olup jugstaglomerular hlcrelerden
renin ¢ikisini  engelledigi gibi aldosteron Uretiminide uyarmaktadir.
Angiotensin2 glomerular sirkiilasyonu sinirfamadigi gibi proksimal tubulusta
su ve sodyum emiliminde 6nemli derecede rol oynar (9). Mezengial
hiicrelerde bulunan angiotensin2 reseptérlerine baglanarak bu hiicrelerde ve
afferent/efferent  arteriollerde  konstraksiyona neden olmaktadir(60).

Angiotensin2 MCT  Hiicrelerinde tip4 kollojenin transkripsiyonunu
uyarmaktadir. Vasoaktif bir peptid olan anjiotensin2'nin bébrekisti gérevleri
diginda bilyume, fibrogenezin uyarilmasi gibi imminomobilasyon ile ilgili

gorevleride vardir(Sekil 2).

Glomerular hiperfiltrasyon Proteiniri Glomerular ve
Tubular transport tubular blylime
Glomerular kemo- \ /
Uyariimasi ve NO sentezinde
Kininlerin <4—— Angiotensih2 —» azalma
Makrofajlarin
Ortama gekilmesi l \

Kollojen sentezinin metabolik etkiler

Uyariimasi

Sekil( 2 ): Glomerulasclerosis ve tubulointersitisiyal fibrosisin nedenleri

Renal hasardan sonra bébregin tekrar nodiillenmesinde de angiotensin
2 6nemli derecede gbrev almaktadir. Angiotensin 2 renal hiicrelerde heniz

tanimlanamamis olan bir faktdéri uyararak parankim ve otokrin bezlerin



yakinindaki hcreler,l aktive ederek lokal olarak sitokin ve blylime

faktorlerinin salinmasina neden olmaktadir.Tablo(1 ).

Tablo(1 ): Angiotensin 2 tarafindan indiiklenen sitokin ve biytme faktorleri

Faktor Hiicre Tipi
Endothelin-1 Mezengial hiicre
Glomerular endotel

Hacre

InterlékinG Mezengial hiicre

MCP-1 "

PAF !

PAI "

PDGF F

RANTES Glomerular endotel
hicre

Ayrica angiotensin 2'nin uyarici etkisi sonucu bébrek intersitisiyel
fibroplastlari, mesengial ve dliz kas hicrelerinde intersitisiyel tlipte kollojen ve
fibronektin sentezlenmektedir.Ayrica mezengial hiicre proliferasyonu sonucu
atrial natritretik peptid ve NO sentezi éncileri inhibe olmaktadir.

Son dénemlerde yapilan arastirmalar sonucu transforming buyime
faktorii, beta-1 trombosit kaynakli bliyime faktérii ve ana biyime faktori gibi
Otokrin blyime faktérleri fibroblast proliferasyonu parankim mekanizma ile de
etkilenebilecedi gésterilmistir.

Angiotensin2'nin artmasiyla hipertansiyonun olugmasinada neden
olabilmektedir. ACE inhibitérleri hem proksimal tubul reabsorbsiyonunu

azaltir hemde tubuloglomerular geri tepkiyi dindirir ve GFR'de azalmaya



sebep olur. ACE inhibitérleri ile yapilan galismalarda bu maddenin hipertansif
olgularda kas basincini dustirdigd, renal kan akimini ve sodyum atilimini
normal insanlarda arttirdii, bébrek hastaligl olan olgularda ise proteindriyi

azalttigi gosterilmistir(12).

2.3.Angiotensin Converting Enzim Geni Ve Diabetteki Yeri

insan ACE geni 26 eksonludur ve 17. Kromozom (izerine yerlegmistir.
1990 yilinda Rigat tarafindan Southern Blot ve ACE Cdna kullanilarak
tanimlanmis olup 16.intronda 278bp alu tekrar bélgesinin absence(delesyon-
D) ve presence(insersiyon-lI) polimorfizmi ile karakterize edilmigtir. ACE
icerisinde akciger, vaskular endotel, kalp ve testislerinde bulundugu genis bir
doku bdélgesinde sentezlenir(58). Molekil adirlig: karbonhidrat icerigine bagli
olarak endotelyal sekli igin 140-160kd iken testikuler sekli icin bu deger 90-
100kd oldugu gosterilmistir(30).

ACE geninin Mendel kalitimi seklinde gecis gbsterdigi, allellerin plazma
ACE seviyesi Uzerindeki etkilerin degisik oldugu, D allelini homozigot(DD)
olarak tasiyan Kkisilerde serum ACE duzeyi yiksek olarak bulunurken
homozigot I(ll) alleli tagiyanlarda diistuk bulunmustur(26,53).

Rigat ve ark. 1990'da 80 saglikl bireyde yaptiklari galismada ACE gen
polmorfizmi ve serum konsantrasyonu dizeyleri arasindaki iligki aragtiriimig
ve DD genotipi tasiyan bireylerde serum konsantrasyonunun Il ve ID

genotipine gore yiksek oldugu gézlenmistir. (Il 299.3+49.0, ID 392.6166.8,

DD 494.1+88.3)(75).



Ustiindag B ve ark Turk tip1 ve diabetik nefropatili hastalarda ACE gen
aktivite dizeylerini aragtirmig kontrollere gére ACE aktivitesi diabetlilerde
6zelliklede DN'li hastalarda anlamli olarak ylksek bulunmustur(91).

Freire ve ark.1998’de DN'si olan ve olmayan IDDM hastalarinda ACE
serum dizeylerini arastirmis ve Il genotipi tagiyanlarda ACE aktivitesinin az,
DD genotipi tagiyanlarda ise artmig oldugunu bildirmiglerdir(26).

Yapilan ilk galigmalar ACE |/D polimorfizmi ile miyokard infarktist (Ml)
ve kardiovaskular hastaliklar arasinda odaklanmig olup daha sonra geligen
molekiiler biyolojik teknikler ile renal hastaliklardada ¢aligiimaya baglanmigtir.
(15,28,29, 40, 84).

Katsuya ve arkadaglan 1995 yilinda 124 normal glikoz toleransli ve 57
tip2 diabetli hastada ACE DD genotipi ile insiilin rezistansi, glikoz intoleransi,
hiperinstilinemi ve dislipidemi arasindaki iliskiyi incelemi,s iki grup arasindada
istatistiksel olarak anlamli degerler bulamamiglardir(44).

Yudkin ve ark 1997 yilinda tip2 diabetli ve saglikli bireyler arasinda
ACE gen polimorfizmi ile mikroalbumindri arasindaki iligkiyi incelemis ve ACE
genotip dagilimi ve microalbumindri arasinda bir iliski bulamamiglardir (96).

Hunley ve ark 1996 yilinda ACE gen polimorfizmi ve IgA nefropatisi
arasindaki iligkiyi incelemis ve ACE I/D polimorfizminin IgA nefropatisinde
renal fonksiyonlardaki gerilemeyi arttirdigini belirtmislerdir (39).

Ayrica farkh etnik gruplar Gzerinde yapilan galigmalarda da ACE gen
polimorfizmi farkh sonuglar vermigtir(31,55,79).

Guiseppe A.Sagnella ve ark. 1999°'da yaptiklar bir calismada beyazlar,
Afrika kokenliler ve Gilney Asyali bireylerde ACE’nin etnik varyasyonlarini

aragtirmiglardir. Yapillan g¢alismada Afrikali ve beyazlarda benzer frekanslar




gorultrken (Il %18.4, ID %49.6, DD %32) Guney Asyalillarda Il genotipinde
artis géraimastir (11 %39.8, ID %41.8, DD %18.3)(79).

Yapilan bazi ¢galigmalarda Asya toplumunda D alleli Avrupa toplumuna
gbre daha diigik bulunmakla birlikte bazi galismalarda da tersi bir durum s6z
konusu olmusgtur. Fujisama’nin 4773 diabetli Japon hastada yapti§i ¢calismada
D allelini anlamli olarak Diabetik Nefropati ile ilgkili bulunmustur(28).

Kuramoto ve ark. 1999'da insilin direnci gériilen 62 tip 2 diabetli hasta
da ACE gene polimorfizmi calismig ve ACE D alleli goriilen hastalarda
diabetik nefropati gorilme sikhginin daha fazla oldugunu gé6stermiglerdir.
Buda ACE geninin Diabetik Nefropati olusumu ve gelisiminde etkili oldugunu

gdstermistir(46).

2.4.Diabetik Nefropati
Hem IDDM hemde NIDDM'nin sik olarakg6zlenen mikrovaskular
komplikasyonlarindan biri olan diabaetik nefropatinin klinik gidisi asagida

6zetlenmistir.Tablo( 2 )

11



Tablo( 2 ): Diabetik nefropatinin klinik seyri

Diabet siiresi(yil) Klinik gidis

0 Bldylimis hiperfiltre eden  bdbrekler,
mikroalbuminer dizenli instlin tedavisi ile
kaybolur

2 Glomerular bazal zarin kalinlagmasi ve

mezengial matriksin artigi

10-15 Mikroalbuminiiri gézlenmesi
10-20 Proteiniirik ddbnem
15-20 Azotemik zaman

Diabetik hastalarda renal hasarin artmasinda ve mikroalbumindriye

dogru ilerlemesinde pek gok faktérier etkili olmaktadir. Bu faktérler sirasiyla

asagida 6zetlenmistir.

—

. Koti glisemik kontrol

Sistemik hipertansiyon
Diabet siresi

Klipid profil bozukluklar
Hemostatik parametreler
Proteinri

Sigara aligkanhgi

12



Renal hastaliklar diabetlilerde o6zilrlere ve ©6lime neden olan
etkenlerdir. Diabetik Nefropati, her zaman hastaligin baslangiciyla beraber
ortaya ctkar veya baz bireylerde uzun sire sessiz olarak fonksiyon
gosterebilir. Diabetik nefropati 5 agsamada incelenir. Birinci agamada
glomerular filtrasyon hizi artmis kan basinci ise normal diizeydedir. lkinci
asamada hem glomerular filtrasyon hizi hemde kan basinci normal veya
normalin biraz Uzerindedir. Ancak glomerular kapillerde yapi anomalileri
gorilmeye baslanmistir. Uglincli agsamada Albumin atilim hizi 20-200ug/dk
iken kan basincinda artig go6rtlmektedir. Bu evre mikroalbumindrinin
goérilmeye basgladigi devredir. Doérdincli agsamada albumin atilim hizi
>200ug/dk’ nin Gzerindedir. Buna karsin glomerular filtrasyon hizi diigmUstr.
Son asama ise End Stage Renal Disease (ESRD) olarak adlandirilir(8).
Diabetik nefropati 24 saatlik idrarda >300mg’in Gzerinde protein atilimi, artan
kan basinct ve gerileyen renal fonksiyonlarla karakterize edilir. Genellikle
diabetin 7-13. Yilindan sonra mikroalbumintri gérilmeye baglar ve 10-20 yil
sonra ise macroalbuminlri gérilmesiyle beraber nefropati baglar(17). Bu
periyot iginde hastalarin bir gogunda hipertansiyon gézlenmekte ve hastalik
bir cok seferinde dializ veya transplantasyonla sonuglanmaktadir(8). Renal
hastaliyi olan diabetlilerde 6zellikle hastaligin baglamasinda yiksek kan
sekeri, sistemik hipertansiyon, diabet siiresi, genetik faktorler, lipid
anomalileri, hemostatik parametreler ve sigara aliskanligt gibi faktorler
diabetlilerde renal hasarin baglamasinda ve mikroalbuminiriden
macroalbuminiiriye geciste onemli risk faktorleridir(19). NIDDM'li hastalarda

hiperlipidemi ateroskleroz ve glomeruloskleroz gelismesinde énemli bir risk
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faktériidir. NIDDM'li hastalarda lipid profilinde artmis trigliserid ve VLDL
diizeyleri ile artmig HDL diizeyi izlenir. LDL hafif artmig veya normaldir (37).

M.A. Gall ve arkadaglari 1997 vyilinda 66 vyas altt 191
normoalbumindirili ve 172 mikroalbuminirisi ve makroalbumindrisi olan tip 2
diabetli hastada yaptiklar calismada baglangigta normoalbumintrik olup
sonradan mikroalbuminiri gelisen 36 veya makroalbumin(ri gelisen 5 hastada
sistolik kan basincinin, HbA1c konsantrasyonunun, serum kolesterol
konsantrasyonunun arttigi ve bu hastalarda uzun sireli yetersiz seker
kontrolintin bulundugunu goéstermiglerdir(49). IDDM ve NIDDM hastalarinin
%30-40’'iInda diabetik nefropati gelisir(87). Ailesinde kardiovaskular
hastaliklar ve hipertansiyon gorilen tip1’lerde nefropati gelisimi diabet
olmayan hastalara gére 4 kat fazladir(7). Bir gcok galismada sigara ile diabet
arasindaki iliski incelenmigtir. Sigara igen NIDDM ve IDDM hastalarinda
microalbuminiri ve proteinuri riskinin arttigi ve Diabetik Nefropati gelisim
riskinin daha fazla oldugu belirtilmigtir(51). Yine kardiovaskular hastali§i olan
diabetli erkek hastalarda 6lim riski diabatik olmayanlara gore ¢ kat daha
fazladir. Bu oran sigara igen diabetli erkeklerde ise daha da artmigtir(45).

Diabetli hastalarda hipertansiyonla ilgili galismalarda yapiimistir(10, 25,
29, 57, 77). Hipertansiyonu olan tip2 diabetli hastalarda diabete bagh &6lum,
komplikasyonlarin  gérilme sikhgi hipertansiyonun siki  kontroll ile
azalmaktadir. Tansiyonu iyi kontrol edilen tip2 diabetli grupla ediimeyen grup
kargilagtinldiinda %37 oraninda iyi kontrol edilen grupta mikrovaskular
komplikasyonlarin gériilme orani azalmistir(89).

Tip 2 hastalarda diabetin teghisinden hemen sonra nefropati goriilmesi

riski oldukga yiiksektir. Buna baglica neden diabetin aslinda teshisinden daha
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Oncede hastada mevcut olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu neden sonucu
diabet slresi tam olarak bilinmemektedir(3). DN'den sorumiu oldugu
dustnilen genlerin kan basincini diizenleyen, kardiovaskular risk faktéri olan
genler ve glomerular bazal membran, mezengial hiicre proliferasyonunu
dizenleyen faktorler ile ekstra sellular matriks Grdnlerini kodlayan genler
olduklari Dbilindiginden beri bu genlerin polimorfizmleri ¢alsiimaya
baglanmigtir.  Diabetik Nefropatide genetik yatkinlik icin 3 model ileri
surtlmektedir.

1. Ana gen etkisi: Burada koti glisemik kontrol ve bir genin
polimorfizmi séz konusudur.

2. Orta derecede gen etkileri: Bu tabloda ise kot glisemik kontrol ve
birkag genin polimorfizmi ve mutasyonu ile benzer aditif etkiler
gézlenmektedir.

3. Poligenik genlerin etkisi: K&t glisemik kontroli yaninda pek ¢ok
lokusu yaninda DNA dizisindeki degisikliklerin yaninda aditif etkiler
ortaya ¢ikmaktadir.

Ozellikle Renin-Angiotensin sistem(RAS)'e ait genetik anomaliler
Diabetik Nefropati gelisiminde potansiyel risk faktérieridir. Diabetik Nefropati
ve ESRD(End Stage Renal Disease)’nin ilerlemesi gliseminin kontrolii ve ACE
inhibitorleri (ACEIl) kullanimi ile hastaigin ilk basamaklarinda geri
déndurilebilir(25). Ozellikle ACE! kullanimi ile Diabetik Nefropati hastalarinda
renal fonksiyonlardaki gerilemeler azaltilabilir. Bu konu ile ilgili bir ok galisma
yapiimigtir(32,34,41,48,54,65,88,92). Edmund J. Lewis ve ark. 1993'de
yaptiklari bir calismada Captopril ve plasebo kullanan tip2 Diabetik Nefropati’li

hastalar karsilastirmig ve Captopril kullanan hastalarda %50 oraninda
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transplantasyon, dializ ve 6lim olaylarinin azaldigi gérilmustiir(48). Jacobsen
ve ark 1998'de yaptiklari bir calismada Diabetik Nefropatili 60 IDDM
hastasinda ACE inhibisyonunun etkisini incelemislerdir. Buttin gruplarda
albuminiiri ve kan basincinda azalis olmasiyla beraber 6zellikle Il genotipi
tasiyan hastalarda diger genotiplere gére bu azalmanin daha fazla oldugunu
gézlemlemiglerdir (41).

Ha SK ve ark. 2000 yilinda 83 overt proteindrili NIDDM hastasinda
yaptiklar: galisgmada hastalara ¢ ay sire ile ACE inhibitérleri uygulamis ve bu
stre sonunda ACE DD genotipi tasiyan hastalarda albumiliri ve protein
atihminda ID ve Il genotiplerine gére daha yiiksek bir azalma gézlenmigtir(32).

ACE inhibisyonu renal fonksiyonlardaki azalmayi geciktirir ancak bu
etki bireyler arasinda farklilik gosterir. Ozellikle DD genotipi tasiyan

hastalarda bu etkinin zayif oldugu bildirilmistir(92).

2.5.ACE Gen polimorfizminin diger hastaliklarla olan iligkisi

IgA glomer5ulonefritli olgularda angiotensin(AGT)-M235T, ACE gen ve
angiotensin2 tip1 reseptér polimorfizimlerini birlikte arastiran galismalarda ise
s6z konusu polimorfizmlerin progresyon ve proteiniri ile tek basina bir
baglantisinin bulunmadigi ancak ACE DD ve AGT MM genotiplerini tagiyan
olgularda prognozun daha kétu seyrettigi gézlenmistir. Bu bulguya dayanarak
angiotensin ve ACE gen lokuslarnnin IgA glomerulonefritli olgularda kronik
renal yetmezligi dogru gidisin 6nemli belirleyicileri olabilecegi gorusleri ileri

surllmustir.(67)
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Ancak IgA glomerulonefritli olgularda ACE inhibitérierine karsi 4-12
haftalik tedavi sonucu verilen cevap DD,ID ve Il genotiplerinde ayni oldugu
g6zlenmistir.(34).

Ayrica transplante olmus IgA glomerulonefritli olgularda ACE /D
polimorfiziminin transplant yasamiyla bir baglantisi olmadigi gosterilmigtir(
42).

Fokal segmantal glomerular skleroz 'lu Arap ve Yahudi g¢ocuklarinda
yapillan g¢aligmalarin sonucuna gére ACE Il genotipi tasiyan olgularda
hastahgin belirgin olarak yavas ilerledigi ve Il genotipinin koruyucu bir
gosterge olabilecegi DD genotipinin ise hastaligin kéti sonuglanmasiyla
baglantili olabilecedi saptanmistir(27).

Otozomal dominant gegisli polikistik bébrek hastali§i olan bireylerde
DD genotipine sahip olanlarda hipertansiyon gelisimi ve son dénem renal
yetmezlige gidis diger genotiplere oranla daha geng¢ yaslarda ortaya ¢iktigi
gbzlenmistir(6). Yapilan g¢aligmalar erkekler Uzerinde ACE D allelinin
hipertansiyon riski ile ilgili oldugu gériistini savunmusglardir(20).

ACE DD genotipi koroner arter hastaliginin altinda yatan etiyolojik
neden mutasyonun géstergesi olarak kabul edilmektedir(72).

Estacio ve ark 1999'da 289 tip 2 diabetlide left ventricular mass(LVM)
ve ACE genotipleri arasinda iligki arastirmis ve erkeklerde ACE DD
genotipinin LVM bireylerde artti§i gézlenmistir (23).

Kafkas ve Japon irklarinda ACE DD genotipi tasiyan bireylerde
koroner arter hastahgi riskinin arttigi rapor ediimistir(42,47).

Ozellikle DD genotipinin hiicresel ACE aktivasyonu sonucu miyokardial

fibrosis gelismekte ve bu olayin atriumlarda gelismesi sonucu hastalarda atrial
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fibrilasyon gézlenmektedir. Ayrica hipertrofik kardiomiyopatide DD genotipinin
hipertrofinin artmasiyla baglantih oldugu ve bu hastalida bagh ani élimlerin
s6z konusu genotipte daha fazla oldugu gézlenmistir.

Diabetli hastalarda lipoproptein dlzeyleri ile ilgili olarakta calismalar
yapilmistir(68,94).

Ruiz ve arkadaglarn 316 NIDDM hastasinda kardiovascular hastaliklar
ila  ACE gen polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastitmis ve ACE D allelini
hipertansiyon ve lipid dizeylerinden badimsiz olarak Kardiovaskular

hastaliklarin baglangiciyla iligkili oldugunu géstermistir(78).

2.6.Diabetik Komplikasyonlar

Diabetes Mellitus’lu bireylerde ister tip1 ister tip2 olsun zamanla
diabetin neden oldugu bir seri komplikasyonlar gézlenmektedir. Diabetik
komplikasyonlar, bir cok organ sistemini etkiler ve makro ve mikro
komplikasyonlar olmak Uzere ikiye aynimaktadir.  Mikrovaskular
komplikasyonlar nefropati, néropati, retinopati iken makrovaskular
komplikasyonlar ise iskemik kalp hastaliklari, inme ve periferal dolagim
bozukluklaridir. Diabetik komplikasyonlarin sebebi tam olarak bilinmemekle
birlikte multifaktoriyeldir. Bunlarin iginde yer alan glikozu sorbitole indirgeyen
aldoz rediiktaz enzimine bagli olabilecegi son giinlerde genis bir taraftar
toplamaktadir. Sorbitol bir doku toksini gibi davranabilmektedir. Bu yilizden
ndropati, retinopati, nefropati ve aortik hastaliklarin patogenezinde rol
oynayabilmektedir. Bu yol 6zellikle retinopati ve néropati olusumunda etkilidir.
Diger bir mekanizma ise proteinlerin nonenzimatik glikolizasyonudur. Bu

proteinler iginde en énemlisi hemoglobindir. Ayrica buna ek olarak lipoprotein
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glikolizasyonuda diger énemli mekanizmadir. Ozellikle glikolize LDL, normal
LDL reseptérleri tarafindan taninmaz ve olusan hatali {rlinler plazmada
kalarak damar duvarlarinda birikirler ve vaskular komplikasyonlara neden
olmaktadir. Yine bir baska protein olan kollogende glikozillenerek
komplikasyonlarin olugsmasinda rol oynar(13). Komplikasyonlari
baglamasindaki en ©&nemli faktér diabet slresidir. Buna ek olarak
hipertansiyon, hiperkolesterolemi,hiperglisemi ve sigara igimi diger énemili
faktorler arasinda yer almaktadir(21). Tip 2 hastalara diabet tanisi konduktan
sonra hastalarin %20'sinde retinopati, %8’inde nefropati, %9'unda néropati
gorulmesi rapor edilmistir(69).

Frans J. van Ittersum ve arkadaslar 2000 yilinda 257 Hollandali Tip 1
diabetli hastada yaptiklan bir galismada hastalarin diabetik nefropati,
retinopati ve kardiyovaskular hastaliklara karsi yiksek risk tasidiklanni
gbstermislerdir (93).

Kristian F. Hanssen 1997°de yaptigi bir galismada yiiksek kan sekeri
dizeyinin Tip 1 diabetlilerde mikrovaskular komplikasyonlarin olugmasinda
6nemli bir risk faktéri oldugunu belirtmistir. Son zamanlarda yapilan
caligmalarda Tip 2'lerde de mikrovaskular komplikasyonlarla yliksek kan
sekeri diizeyi arasinda bir iligki olduguna dair kanitlar vardir(33). Bununla ilgili
bir dijer ¢alismada da Stratton ve ark. 2000 yilinda 4585 beyaz, asyall ve
afro-karabian tip 2 diabetli hastada galismis HbA1c diizeyinde meydana gelen
her %1’lik azalmanin diabetten 6élimleri %21, miyokard infarktlsu riskini %14,
mikrovaskular komplikasyonlari %37 oraninda azalmasiyla ilgili oldugu
anlagilmistir(85). Benzer bir ¢galismada siki kan basinci kontrolt ile diabetik

komplikasyonlar arasindaki iligki tip2 diabetlilerde arastirimis ve siki kontrol
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altinda olan bireylerde, olmayanlara gore diabetten 6limlerin %31, inmenin
%55, mikrovaskular  komplikasyonlarin %37 oraninda azaldig
g6zlenmistir(89).

Ailesel kéken incelendiginde ebeveynlerinde proteiniiri olmayan Pima
yerlilerinin(NIDDM) %14.3’tinde, ebeveynlerinin birinde proteinlri olanlarin
%22.9'unda, ebeveynlerinin her ikisindede proteiniri olanlarin %45’inde

proteiniiri ve nefropati geligimi gérilmastir(73).




3.MATERYAL VE METOD

3.1. Secilen oérneklerin tanimi: Bu c¢alismada dort 6rnek grubu

kullanilacaktir. Birinci grupta diabetik nefropatisi olmayan 15-74 yas arasi 13
kadin 7 erkek toplam 20 tip1 diabetli olgu kullanilacaktir.

Ikinci grupta ise diabetik nefropatisi olmayan 42-82 yas arasi 20 kadin
10 erkek toplam 30 tip2 diabetli olgu kullanilacaktir.

Ugiinci grupta klinik agidan diabetik nefropati tanisi konulmus 17-75
yas aras| 20 kadin ve 5erkek toplam 25 olgu kullanilacaktir.

Dérdlncl grupta kontrol olarak kullaniimak {izere yiliksek tansiyon,
diabet, nefropati ve kalb rahatsizliyi olmayan 19-81 yaslarn arasindaki 15
kadin ve 12 erkek toplam 37 birey normal populasyondan rastgele secilerek
ornek olarak kullanilacaktir.

Segilen vakalardan 10ml.lik kan &érnekleri EDTA’h ve kuru tlplere
toplanacaktir. EDTA'h tliplerdeki periferik kan Iokositlerinden elde edilen DNA
émeklerinde  ACE gen polimorfizmini saptamak igin PCR (Polimeraz
zincirleme reaksiyonu) ve agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanilacaktir.
Kuru tiplere alinan kan érneklerinden santrifiljleme ile serum elde edilecek ve
ayrilan serumlardan aglik kan sekeri, kreatinin, lre, kolesterol, trigliserid,

HDL-kolesterol, LDL-kolesterol ve VLDL kolesterol tayini yapilacaktir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum Kklortr
(Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768),
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Hidroklorik asit (% 37 Merck K-13190114), Brom fenol mavisi (Sigma B-6896),
dNTP seti (MBI Fermentas), Dietileter (Merck), EDTA (dihidrat)(Merck K-

90602121), Elon (Sigma M-5251), Etanol (%99 Tekel), Etidyum bromur
(Sigma E-8751), Hidrojen peroksit (%35 Merck K-22035097), Mineral ya§
(Sigma M-5904), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyumbistilfit
(Sigma S-9631), Sodyum doedosil (lauryl) sulfat (Sigma L-5750), Sodyum
hidroksit (Merck C754962), Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-741071),
Sodyum klortr (Carlo Erba 368257), Sodyum molibdat (Sigma S-6646),
Silfirik asit (Sigma S-1526), Trizma baz (Sigma T-1503), Tag polimeraz
(Promega), Metaphor agaroz (FMC 50182), Xylene cyanol (Sigma X-4126),
DNA marker(50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K
(Stratagene300-141), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), Triton X-100
(Sigma T9284), Civa klorur(Sigma M 1136), Sodyum azid (Sigma S 2002),
Titanyum oksid (Sigma T 8141), Amonyum siifat (Sigma A 5132), Xylene
orange (Sigma X 0127), Izopropanol (Sigma 405-7), Kolesterol standarti
(Sigma C-0284), Kolesterol oksidaz (Sigma C 1638), primer dizileri (MBI

Fermentas).

3.3. Kullanilan Geregler

Elektroforez igin gli¢ kaynag (Titan plus Helena Laboratories), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Isiticili
manyetik karistirici (Elektromag), Mikrodalga finn (Philco), Mikrosantrifilj
(TDX), PCR aleti (MJ Research Techne), pH metre (Hanna), Pipet takimi
(Brand), Falkon santrifiij (Hereaus), Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208),
Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene UV/White light
Transilluminator), Vorteks (Nuve mix), Elektroforez Sistemi (LKB 2013
miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis).
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3.4. COZELTILER
3.4.1.DNA izolasyonunda kullanilan ¢cozeltiler

1-Eritrosit Parcalama Tamponu

8,74 gram amonyum kloriir, 1 gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5
molarlik etilen diamin tetra asetat (EDTA)Ynin tartimlan yapilarak erlen igine
alinir. 900ml ddH,O eklenir ve ¢dzeltinin pH’s1 bir normal sodyum hidroksit
cOzeltisi ile 7.4'e ayarlanir. Daha sonra balon joje igine alinarak bir litreye

tamamlanir. Cézelti 1stya dayanikh cam siseye alinarak 120°C’ye alinarak 15

dakika otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de saklanir.

2- 0.5 M Disodyum etilen diamin tetra asetat (EDTA) (pH:8.0)

186.1 gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher igine alinir ve
800ml ddH,O eklendikten sonra manyetik karnstirici yardimiyla ¢ézGnduralir
ve pH’si sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 8.0 ‘e ayarlanarak ddH,O ile 1it'ye

tamamlanir. Cézelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

3- 4 Molar Sodyum Kiloriir(NaCl)

233.6 gram sodyum kloriir tartilarak erlene alinir. Uzerine 800mi ddH,O
ilave edildikten sonra manyetik karigtirici yardimiyla iyice ¢oztundurilir. Balon
jojeye aktarilarak 1lt'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilir
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4- Lokosit Parcalama Tamponu
25ml 4M sodyum klortr ve 50ml 0.5M etilen diamin tetra asetat (EDTA)

direkt balon jojeye aktarilarak 1It'ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ézelti 120°C’de

15 dakika otoklavianarak sterilize edildikten sonra oda i1sisinda saklanir.

5- 1 Molar Tris Tamponu (stok)

121.1gram Tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 42ul hidroklorik
asit ile yaklasik 800ml ddH,O eklenerek manyetik karistirici yardimiyla iyice
¢6zunduralir. Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 1ltye tamamlanir. .

Hazirlanan ¢ézelti 120°C’de 15 dakika otoklavlianarak sterilize edilir.

6- 9.5 Molar Amonyum asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alinir. Uzerine 80mi
ddH.0 eklenerek manyetik karigtiricida ¢éziindardlir. Balon jojeye aktarilir ve
ddH;O ile 100mlye tamamlanir. 0.22mikronluk filtreden gecirilerek sterilize

edilir ve +4°C’de saklanir.

7- %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)
10gr sodyum dodesil silfat tartilir. SDS tozlarini kaldirmamaya dikkat

ederek beher igine alinir ve tzerine 80ml ddH,O eklenir. Manyetik karistirici
yardimi ile ¢dzundirilir ve pH's1 7.2'ye ayarlanir. 0.22 mikronluk filtreden

gecirilerek sterilize edilir ve oda 1sisinda saklanir.

24



8- Proteinaz K (20mg/ml)

20mg proteinaz K tartilarak steril bir gode iginde steril ddH;0 ile 1ml'ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.

3.4.2.Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ézeltiler

1-Etidyum Bromiir {(10mg/dl)

10 gram etidyum bromr tartilarak steril ddH,O ile 10ml'ye tamamlanir.

2-Agaroz jel yiikleme tamponu (5x)

20gram Ficoll 400, 1gram SDS, 1.2ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra
asetat, 1ml 1molarlik Tris (pH 8.0), 200mg Bromo fenol blue, 200mg Xylen

cyanol tartilarak steril ddH2O ile 100ml’'ye tamamlanir. Oda i1sisinda saklanir.

3- 50xTris-Asetik asit-Etilen diamin tetra asetat (TAE) Tamponu

242 gram tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 57,1ml Glasiyal
asetik asit ve 100ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH;O
ilave edilerek manyetik karigtiricida ¢éziindurdlir. Balon jojeye aktarilarak 1
litreye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir ve oda i1sisinda saklanir.

4- 5xTris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE) Tamponu

54 gram tris baz ve 27.5 gram borik asit tartilarak bir behere
ahinir. Uzerine 20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O

ilave edilerek manyetik karistiricida ¢ézindarilir. Balon jojeye aktarilarak 1 |
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itreye tamamlanir. Hazirlanan ¢o6zelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir ve oda 1sisinda saklanir.

5-%3’liik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

1.5 gram agaroz tartilarak behere alinir. Uzerine 50ml 1X TAE c¢ozeltisi
eklenerek mikrodalga firinda kaynatilir. Daha sonra lzerine 1ul 10mg/mflik
etidyum bromir eklenerek karigtirilir. Yaklagik 70°C’ye sogutularak kiivete

doékulur. Tarak yerlestirilir ve jel sogumaya birakilir.

3.4.3.Lipid profilleri tayininde kullanilan ¢ézeltiler
1-Etanolik potasyum hidroksit ¢ozeltisi

50ml triton X-100, 600ml etanol ile birlestirildikten sonra litresinde
1nmol olacak sekilde potasyum hidroksit ¢dzeltisi eklenerek balon jojede

1litreye tamamlanir.

2-10Mm Tris (hidroksimetil) aminomethyane fosfat tamponu (pH7.6)

Litrede 10 mmol olacak sekilde tris tartilarak pHsi 7.6 oluncaya kadar

potasyum dihidrojen orto fosfat (29mmol/L) ile titre edildi. Daha sonra sonra

balon jojede 1lt'ye tamamlandi.

3- Notralize edici ¢ozelti (A)

16.6ML  hidroklorik asit (1mol/L), 100ml tris-hidroksimetil
aminomethyane fosfat (pH7.6) ¢ozeltisiile seyreltilerek nétralize edici ¢ozelti
hazirlandi. (Bu ayira¢ her galigmada taze olarak hazirlandi ve 37°C’'de pH'in

7.5 olup olmadid: kontrol edildi.




4-Okside edici ¢cdzelti (B
14mg merkirik klorlir ve 1gr sodyum azid 100ml saf suda ¢bzllerek

okside edici ¢bzelti hazirfanmsgtir.

5-Kolesterol oksidaz ¢ozeltisi

Mililitre bagina 1-5 (nite kolesterol oksidaz igeren fosfat tamponu
(0.1mol/L, pH7.6)Ynun her 1 litresine 20ml triton X-100 eklenmistir. Her bir

deney igin 0.25 Unite enzim kullaniimigtir.

6-Renk ¢ozeltisi

2.5 ml stok titanyum c¢bzeltisi, 3ml konsantre sulfirik asit ile
kangtiriidiktan sonra Gzerine 200ml ddH>O ilave edildi. Karigim daha sonra
balon jojede 250ml'ye tamamlandi. Elde edilen titanyum c¢oézeltisine esit

miktarda Xylene orange ¢ozeltisi ilave edilerek karistirild:.
7-Kolesterol Standardinin Hazirlanmasi
Izoprppanol igindeki stok kolesterol ¢ozeltisi 200mg/dl'ye seyreltilerek

standart olarak kullaniimigtir.

8-Trigliserid Tayininde Kullanilan Cézelti

Trigliserid ayiraci Tris-HCI (50mmol/L)iginde litre bagina 0.1gr Triton X-
100, 1mmol 4-aminoantipirin, 1.5 mmol sodyum 2-hidroksi-3,5-diklorobenzen

sulfonat, 5mmol Magnezyum klorir, 0.5 mmol Adenozin trifosfat (ATP), 10 kU
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o-glisero fosfat oksidaz, 0.25 kU gliserol kinaz ve 100kU lipaz icerecek sekilde

hazirlandi. Ayirag +4°C’de saklandi.

9-Fosfat Tuz Tamponu

1.36gram potasyum dihidrojen fosfat ve 9gram sodyum kloriir tartilarak
erlene alindi. Uzerine 800ml distile su eklenerek manyetik karigtiricida
¢OzUnduraldia. PH’s1 7.4’e ayarlandiktan sonra distile su ile 1It'ye tamamlandi.

Tampon +4°C’de sakland.

3.5.Kullanilan Yontemler

3.5.1.Periferik Kandan DNA izolasyonu:

EDTA'l tlplerle alinan 10ml.lik kan érnekleri ¢calisma igin falcon tipdlerine
aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraninda lysis eklenerek +4C’de 15dk. bekletilir.Daha
sonra 1500rpm'de 10dk. santrifiij edilir ve sUpernatant kisimlarn atilarak
pelletler tamamen slispansiyon durumuna getirilir ve Uzerlerine tekrar 15-
20ml. Lysis eklenir. Ornekler +4C'de 15dk. Bekledikten sonra
10dk.1500rpm’de santrif(j edilir. Stpernatant kisimlari atilir ve stispanse olan
pellet Gzerine 500 p %10’luk SDS, 75u proteinazK ve I6kosit parcalama
cozeltisi eklenerek 56°C’'de su banyosunda bir gece inkiube edilir.
Inkiibasyondan sonra 1ml. Ornek basina 0.37ml. 9.5M’likk amonyum asetat
¢cOzeltisi eklendikten sonra karigtiriir ve 3000rpm’de 25dk santrifiij edilerek
proteinler ¢oktirdlir. Santrifij sonrasi siipernatant kismi temiz bir falcona
aktanlir ve tzerine 1:2 oraninda %99'luk absoli alkol eklenir ve DNA’nin

presipitasyonu saglanir. Yogunlasan DNA’nin alkol ylizeyine gikmasi beklenir
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ve DNA mikropipet ucuyla alinir. DNA %70'lik alkolde yikanir ve korunmak

Uzere Tris-EDTA ¢ozeltisinde ¢dziindlrllerek +4°C’de saklanir(59).

3.5.2.DNA saflik tayini: DNA &érnekleri Tris-EDTA igerisinde 1/100 oraninda

sulandirihr. 260nm’de DNA'nin ve 280nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu
absorbans Tris-EDTA ile spektrofotometre sifirlanarak olgtlir. 260nm’de
okunan absorbans/280nm’de okunan . absorbans oranindan DNA safligi
saptanir. 0.D.260/0.D.280 orani 1,7-1,8 olarak okunan DNA'lar saf olarak

kabul edilir.

3.5.3.DNA _konsantrasyonunun _hesaplanmasi: Cift ipliki DNA2nin

260nm’de vermis oldugu absorbans 50u g/ml'dir. Buna gére(80):

DNA konsantrasyonu (ng/pl): sulandirma katsayisi(100)x A260x 50

3.5.4.PCR yodntemiyle DNA’da ACE gen bdlgesinin_cogaltilmasi: ACE
gene bélgesi i¢in kullanilan primer dizileri{ 5 CTG GAG ACC ACT CCC ATC

CTT TCT 3’), (5 GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T 3), (5’ TGG
GAC CAC AGC GCC CGC CAT TAC 3’), (6 TCG CCA GCC CTC CCATGC
CCA TAA 3’). DNA dérneklerinden ACE gen bélgesinin gogaltiimasi igin 50ul
hacminde PCR karisimi hazirlandi. Kangim 31.9 ul ddH20, 0.1 tnite Taq
polimeraz enzimi, 5ul Taq polimeraz enziminin galigmasi icin gerekli olan 10x
reaksiyon g¢ozeltisi, ACE gen bélgesine 6zgli 10pmol primer cifti, 200mMol
deoksidinlkleotid trifosfat kangimi (dNTP) icermektedir. DNA &6mekleri

yaklagik 500ng olacak sekilde PCR karigimlarina eklenmistir.
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Buharlagmanin engellenmesi ich karigimin Gzerine 50ul mineral yagd
damlatilarak érneklerin Stratagene Mini Thermal Cycler'da PCR ‘lar1 yapildi.

ACE DD fenotipinde 6rneklere ikinci kez PCR uygulandi. 2*ul’lik PCR
karigiminda 9.05ul ddH20O, 0.15 Unite Taq polimeraz enzimi, 2ul 1010x
reaksiyon ¢ozeltisi, ACE gen bdlgesine 6zgli 10pmol primer cifti, 200mM
deoksidintikleotid trifosfat karigimi (dNTP) kullanilarak PCR reaksiyon ortami
hazirlandi ve DNA 6rnekleri yaklasik 500 ng olacak sekilde PCR karisimina
eklenmistir. Uzerlerine 50ul mineral yag damlatilarak érneklerin Stratagene

Mini Thermal Cycler'da birinci PCR kosullarinda PCR’lar gergeklestirildi(76).

ACE Gen bodlgesi icin kullanilan amplifikasyon kosulu: 94°C’de 1 dakika

denatirasyon, 56°C’'de 1 dakika baglanma, 72°C’de 2 dakika uzama olmak
Uzere 30 dongl olarak gerceklesmisti. PCR sonrasi olugan amplifikasyon
drtnlerinin incelenmesi igin %3'lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler agaroz jel
elektroforezinde hazirlanmig olan jele tatbik edilerek 100 voltluk elektrik

akiminda yuruttldd ve polaroid kamera ile jelin fotografi gekildi.

3.6. Lipid Profilleri Tayini

Kolesterol W. Richmod'un 6nerdigi (1973) serumda enzimatik total
kolesterol tayini yéntemine gére caligildi(74).Trigliserid Mc Gowan’in énerdigi
(1983) ydnteme gore galisildi(56). Serum drneklerindeki disiik ve ¢ok diistik
yoguniuklu lipoproteinler (LDL, VLDL), fosfotungustik asit ve magnezyum
iyonlar ile ¢oktlrtldi (64). Daha sonra santrifiij edilerek bu lipoproteinler
cokturaldi ve swntriflij sonrasi lsdt sivi fazda kolesterol tayin metodu

uygulanarak HDL-kolesterol tayin edildi. Cok disik yogunlukiu lipoprotein
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kolesterol degerleri, serum tgigliserid diizeyi 400mg/d'den az olmak
kosuluyla, trigliserid de@erlerinin 5'e bélimiyle hesaplandi(64).

Dugtk yogunlukiu lipoprotein kolesterol degerleri asagida gosterilen
Friedewald formiliine gére hesaplandi(64).

LDLkolesterol= Total kolesterol- (VLDL kolesterol+ HDL kolesterol)

3.7.Serum__Kreatinin __Tayini: Jaffe metodu kullanilarak Hitachi 717

analyzer'da otomasyonla élgaimustar.

3.8. Serum Ure Tayini: Talke and Schubert metodu kullanilarak Hitachi 717

analyzer'da otomasyonla élgulmuistir.

3.9.Serum Glikoz Tayini: Serum glikoz dizeyleri enzimatik olarak

saptanacaktir. Serumlardaki glikoz, glikoz oksidaz ile oksitlendikten sonra
aciga ¢ikan hidrojen peroksit, ortamdaki o-dianizidin varliginda peroksidaz ile
renkli bir birlesik olan oksitlenmis o-dianizidine gevrilir. Olusan renk siddeti

spektrofotometrede 540nm dalga boyunda 6lgilecektir (24).

3.10.Sonugclarin Dederlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Yontemler

Bu ¢aligmanin istatistiksel analizleri SPSS paket programi kullanilarak
yaptimistir. Istatistiksel anlamlilik siniri p<0.05 olarak alimistir.

Sistolik ve diastolik kan basinglari, total kolesterol, trigliserid, HDL,
LDL, VLDL, aglik glikozu, Ure, kreatinin diizeyleri agsisindan gruplar arasi

farkliliklarin degerlendiriimesinde student t testi kullaniimigtir.

31



ACE allellerinin gériilme sikliginin gruplar arasi dederlendrilmesinde Ki
kare (X?) testi kullanilmistir.Ki kare testinde herhangi bir gézdeki beklenen
deger S'den ki¢lk oldugunda Fisher tam Ki kare testi uygulanarak p degeri
verilmigtir. Gruplar arasi risk etkeninin belirlenmesi igin Odds orani (OR) ve
%95 gliven sinirlar (%95 CI) verilmigtir. Allel hesaplamalarinda gen sayma
metodu kullaniimigtir.

ACE allellerinin ,sistolik ve diastolik kan basinglar, serum total
kolesterol, trigliserid, HDL, LDL, VLDL, serum aclik glikoz, Ure, kreatinin

diizeylerine olan etkilerinin degerlendiriimesinde student t testi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarina ait demografik 6zellikler Tablo 3'de go&sterilmistir.

Calismaya 75 hasta ve 37 saglikh génulld alinmigtir.

TABLO 3: Calisma gruplarina ait demografik 6zellikler

TiP1 DIABET

TiP2 DIABET DIABETIK KONTROL
GRUP (N=20) (N=30) NEFROPATI (N=37)
(N=25)

Cinsiyet(Kadin/er 13/7 20/10 20/5 15/22
kek)
Yas (yil) 49.35+17.87 | 62.3648.72 59.68+13.58 47.80+16.77
Viicut Kitle 23.2413.34 28.02+3.74 26.34+3.99 24.79+3.70
indeksi (kg/m?)
Ailede diabet
gecmisi (var/yok) 60/40 43/57 24/76 0/100
%
Sigara igimi 25/75 17/83 24/76 41/59
(evet/hayir) %
Hipertansiyon % 10 33 44 0

N: Ornek sayisi, gruplar arasi de§erler ortalama standart sapma olarak verilmistir. Gruplar arasi
6nemlilik Student T testi ile incelenmistir.Diastolik kan basinci>90 ve sistolik kan basinci>140

alinmgtir.

Tip2 diabet, tip1 diabet ve diabetik nefropatili bireylerin yas ortalamalari

sirasiyla 62.3618.72 yil, 49.35+17.87 yil, 59.68+13.58 yil olarak saptanmistir.
Gruplar arasinda tip1 diabet-kontrol, tip2 diabet-diabetik nefropati, diabetik
nefropati(+)-diabetik nefropati(-) bireyler arasindan yas agisindan anlamli fark
yokken (p<0.05);
nefropati-kontrol gruplar arasinda yas agisindan anlamli fark vardir (p>0.05).

tip1-tip2, tipt-diabetik nefropati, tip2-kontrol, diabetik

Kontrol grubu, Tip2 diabet, tip1 diabet ve diabetik nefropatili bireylerin
vicut litle indeksleri (BMI) sirasiyla 24.79+3.70(kg/m?), 28.02+3.74(kg/m?),
23.24+3.34(kg/m?), 26.3413.99(kg/m?) olarak gézlenmistir. Ancak tip2 diabetli
hastalarda viicut kitle indeksi kontrol grubuna goére istatistiksel agidan anlamli
derecede ylksek bulunmustur (P<0.05). Bunun yanisira Tip2 diabetli ve
diabetik nefropatili hastalarda Tip1 diabet tanisi konmus hastalara gére viicut
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kitle indeksleride ayni sekilde anlamli olarak ytksek bulunmustur (P<0.05).
(tablo 3)

Diabetik nefropatili olgularin %24'inin sigara ictigi ve %44'Unde
hipertansiyon bulundugu saptanmigtir. Ayrica Diabetik nefropatili olgularn
%?24'inde ailede diabet bulundugu gézlenmistir. (Tablo 4)

TABLO 4: Diabetik nefropati tanisi konulan ve konulmayan olgularin
demografik ézellikleri

GRUP Diabetik nefropati var | Diabetik nefropati yok
Cinsiyet (Kadin/Erkek) | 20/5 33/17

Yas (yl) 59.68+13.58 57.16114.50

BMI (kg/m*) 26.34+3.99 26.1144.27
Hipertansiyon(%) 44 24

Diabet siiresi (yil) 14.68+0.48 13.00+9.32

Aile hikayesi (var/yok) | 24/76 50/50

(%)

Sigara icimi 24/76 20/80

(evet/hayir)(%)

Degerler X+SD olarak verilmigtir.

Calisma gruplarina ait biyokimyasal degerler tablo5 ve Tablo 6'da
verilmigtir.

Tip1,tip2 diabetli ve diabetik nefropatili hastalarda aglik kan sekeri
agisindan kargilagtirildiginda istatistiki agidan bir anlamlilik saptanmamistir.
HDL kolesterol, trigliserid, LDL kolesterol, VLDL kolesterol diizeyleri kontrol
grubuna gére anlamh derecede ylksek bulunmustur(p<0.05). HDL kolesterol
degeri yéniinden hasta gruplan ve kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan
anlamlilik saptanmamigtir (p>0.05).

Diabetik nefropatili hastalarda diabetik nefropatisi konulmayan olgulara
gore Ure dlzeyleri taniya uygun olarak istatistiksel agidan anlamh derecede
yiksek bulunmustur(p<0.05) (Tablo 5).
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TABLO 5: Diabetik nefropati tanisi konulanlar ve konulmayan (tip1 diabet, tip2
diabet) olgularda klinik bilgiler

GRUP Diabetik Nefropati Var Diabetik Nefropati Yok
Ure (mg/dl) 47.96+26.30 36.96+11.17

Kreatinin (mg/dl) 1.06+0.39 0.93+0.17

Trigliserid (mg/dl) 182.44+78.43 164.72+69.03
Kolesterol (mg/dl) 230.60+56.71 226.28+48.73

HDL (mg/dI) 37.64+7.04 37.38+7.55

LDL (mg/dl) 159.16153.16 155.90+47.65

VLDL (mg/dl) 36.00+15.71 33.26+13.90

Acghik kan gekeri| 180.72+53.85 171.02+56.23

(mg/dl)

Degerler X+SD olarak verilmigtir.Gruplara arasi 6nemlilik riski Student T testi ile yapilmigtir.
HDL:Yuksek yogunluklu lipoprotein, LDL:Dustk yiunluklu lipoprotein, VLDL: Cok diugik

yogunluklu lipoprotein.
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Sekil (3)de ACE gen polimorfizminin elektroforetik dagihimi
gorllmektedir. DD, ID,lI genotiplerinin degerlendiriimesinde 100bp marker
kullaniimigtir. Elektroforetik alanda 1D genotipinin degerlendiriimesinde 490 ve
190bp lik iki bantin, DD genotipinde ise 190bplik bir bantin ve Il genotipinin
degerlendiriimesinde ise yalniz 490bplik bir bantin gbzlenmesine gore
degerlendirilmigtir.

490 bp

190 bp

Sekil(3): Angiotensin konverting enzim gen polimorfizmine ait bir 6rnek.
11.sttun 100bp DNA ladder size marker marker; 2.,3.,8.,9.,12.situn:|D;
1.,4.,5.,6.,7.,10. Situn: DD.

Tablo 7'de ise galisma gruplarinda ACE genotip ve allel dagilimiari
verilmigtir. Allel hesaplari gen sayma metodu kullanilarak yapilmigtir. Kontrol
grubu hastalarda | alleli tagima orani Tip 2 diabetli hastalara gére 3.53 kat
fazladir. (X?=6.05, p=0.014; Odds orani (OR): 3.531; %95 guiven arahd: (Cl):
1.269-9.827). Tip1 diabet, Tip2 diabet ve Diabetik nefropatili hastalarda ise
ACE genotip ve allel dagiiminda istatistiksel agidan anlamlihk
g6zlenmemigtir(p>0.05).
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TABLO 7: Calisma gruplarina ait ACE gen polimorfizmi dagihmian

Toplam Tip1 Tip2 Diabetik Kontrol
hasta (N=20) (N=30) nefropati (N=37)
(N=75) (N=25)
GENOTIP _|N % | N % % | N % %
DD 33 44 7 35 17 566 |9 36 10 25.1
ID 32 426 |10 50 11 36.6 | 11 44 22 59.4
T 10 133 |3 15 |2 66 |5 20 |5 13.5
ALLELLER
D 08 653 |24 60 45 75.1 | 29 58 42 56.7
52 347 |16 40 15 249 | 21 42 32 433

Grup igi karsilagtirmalar X? testi ile yapilmustr.

Tablo 8'de gruplar arasinda cinsiyet ayinmi yaptigimizda ACE genotip

dagilimi acisindan bir fark gézlenmez iken allel dagilimina bakildiginda kontrol

grubu kadin hastalarda | alleli tagima orani (%86.6) Tip 2 diabetli kadinlara

(%45) gore istatistiksel olarak 7.9 kat daha fazla bulunmustur. ( Fisher testi, p:
0.016, Cl: 1.409-44.804, OR: 7.944)
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Diabetik nefropati tanisi konulan ve konulmayan (tip1,tip2) diabetli

olgulara ait ACE genotip ve allel dagilimi tablo 9'da verilmistir.

TABLO 9: Diabetik nefropatisi olan ve olmayan olgularda ACE allel ve genotip
dagilimi

Diabetik Nefropati (+) | DiabetikNefropati (-)

GENOTIP N % N %
DD 9 36 24 48
ID 11 44 21 42

i 5 20 5 10
ALLELLER

D 29 58 69 65.5
| 21 42 31 34.5

Grup igi kargilagtirmalar X testi ile yapilmigtir

Diabetik nefropati tanisi konulan olgularda ACE D ve | allel frekanslari
sirasiyla %58 ve%42 olarak bulunmustur. Diabetik nefropati tanisi konulmayan
olgularda ise ACE | ve D allel frekanslari sirasiyla %65.5 ve %34.5 olarak
bulunmustur. Bu iki grup arasinda vyapillan ACE genotiplerinin
kargilagtirimasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilmemistir.(
p>0.05)

ACE genotiplerinin aglik kan gekeri, kan basinci, viicut kitle indeksi ve
lipid profilleri, Gre ve kreatinin Gzerindeki etkisi Student t testi ile incelenmis ve
Tablo 10 veTablo 11’de gésterilmistir. Tip 2 diabetli hastalarda ACE Il genotipi
tagiyan bireylerin sistolik kan basinglari DD ve ID genotipi tagiyanlara gore
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). Yine tip2 hastalarda ID
genotipi tagiyanlarda kreatin degeri 1l genotipi tasiyanlara gbre
yliksektir(p>0.05). Tip 1 diabetli hastalarda ACE Il genotipi tasiyan bireylerde
trigliserid ve VLDL-kolesterol diizeyleri ID ve DD genotipi tagiyanlara gére
istatistiksel olarak ylksek bulunmustur (p<0.05). Diabetik nefropatili hastalarda
ise DD genotipi tagiyanlarda aglik kan sekeri diizeyi Il genotipi tagiyanlara gore
istatistikselolarakyiiksekbulunmustur(p<0.05).
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Diabetik nefropatili hastalarda DD genotipi tasiyanlarda Nefropatisi
olmayan diabetik gruba ( tip1,tip2 ) gére Ure degerleri anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p=0.014). Yine ID genotipi tagiyan diabetik nefropatili olgularda
VLDL kolesterol ve ftrigliserid dizeyleri nefropatik olmayan olgulara gére
anlamh olarak ylksek bulunmustur (p<0.05) Diabetik nefropatili hastalarda
kendi iclerinde DD genotipi taglyaniarda kreatin diizeyleri Il genotipi tagiyanlara

gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur ( p<0.05).(Tablo 11).

Tablo 11: Diabetik nefropati tanisi konulan ve konulmayan olgularda ACE

genotiplerinin aghk kan sekeri, Ure, kreatinin, lipid profilleri (izerine etkisi.

GRUP Diabetik Nefropati (+) Diabetik Nefropati(-)
ACE GENOTIPI DD ID I DD ID I
Ure (mg/dl) 64.33+ 37.54+ 41,4+ 3554+ | 39.7+ 322+
36.3 11.68 14.84 13.7 8.10 5.63
Kreatinin (mgldl) 1.36% 0.91t 0.80+ 0.93t 0.95+ 0.84+
0.51 0.14 0.19 0.18 0.16 0.13
Acghk kan sekeri|210.77¢ 168.18% 169.40+ | 176.12+ | 136.38+ | 169.80
(mg/di) 12.44 47.99 69.61 70.04 62.71 65.21
Trigliserid (mg/dl) | 182.00+ 188.72+ 169.40+ | 176.12+ | 136.38+ | 229.00+
95.67 73.3 69.61 70.04 62.71 18.39
Total kolesterol | 228.66+ 231.00+ 23320+ |233.12+ |216.04+ | 236.40+
(mg/dl) 58.41 64.54 49.19 44.49 48.67 70.00
HDL (mg/dl) 36.44+ 39.81+ 3500+ | 38.08+ |36.95+ | 35.80+
7.40 6.50 7.58 7.11 8.54 6.09
LDL (mg/dt) 160.22+ 156.50+ 162.20+ | 158.80+ | 152.00+ | 159.00+
55.5 57.49 48.99 44.10 48.34 69.39
VLDL (mg/dl) 34.33+ 36.63+ 34.00+ |3587+ |27.33t |4560+
19.22 14.67 14.08 14.23 12.46 3.50

Degerler X£SD olarak verilmigtir.Gruplara arasi énemililik riski Student T testi ile yapilmisgtir.
HDL:Yiksek yoduniuklu lipoprotein, LDL:Dugtik yigunluklu lipoprotein, VLDL: Cok dusiuk

yogunluklu lipoprotein.
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5-TARTISMA VE SONUG

Ginumuzde Diabetes Mellitus yasam sartlarindaki degisime paralel
olarak tim diinyada oldugu gibi tGlkemizdede hizla yayllmaktadir. Son yillarda
hastalik Gzerinde etkili oldugu diUsiintlen genetik ve gevresel faktorlerle ilgili
calismalar hiz kazanmigtir. Hastaligin genetik kdkeninin bilinmesi tedavisi
acisindan énemlidir.

ACE polimorfizmiyle ilgili olarak Diabetes Mellitus’lu hasta gruplarinda
dlinyada pek gok galigsma yapiimaktadir. Ulkemizde bu polimorfizmleri ile ilgili
calismalar daha gok ACE serum dizeyleri ile ilgili caligmalar olup siklikla kalp
ve hipertansiyon hastalar tizerinde yapilmistir(1,10,40, 91).

Bir ¢cok calismada Tip1 ve Tip2 diabetlerde hipertansiyon ve renin-
angiotensin sisteminin renal hasarin olugsmasi ve ilerlemesindeki gorevi
kanitlanmigtir. Renin angiotensin sistemin genleri tarafindan kodlanan
proteinler  sistemik kan basinci ve intrarenal hemodinami@in
diizenlenmesinden sorumludur. Angiotensin vasoaktif bir peptid olan
angiotensin 2 olugsumunda anahtar rol oynamaktadir. Renin ve angiotensin
2'nin  renal hastaligin ilerlemesindeki yeri bir g¢ok calismada
gobsterilmigtir(2,4,82 ).

Angiotensin 2 renal proksimal tubul hlicrelerine etkisi sonucu direkt
olarak sivi retensiyonuna neden olurken indirekt etkisiyle de zona
glomeruloza da aldosteronsentezini uyarmaktadir. Bunun sonucu olarakta
kardiak ve renal hastaliklarin patogenezinde hicresel hipertrofi ve
proliferasyonun uyariimasindan sorumlu tutulabilmektedir. Renin angiotensin
sistemin hicre proliferasyonu , sitokin ve blylime faktdrli salinimina olan
etkileri g&zénine alinarak ACE gen polimorfizminin diabetiklerde
komplikasyonlarin gelismesinden sorumlu gen olabilecegi farkl hasta ve etnik
gruplarda arastiriimigtir.(61,84 )

Diabetik  hastalarin seyrindeki heterojeniteyi acgiklayabilmek farkh
genetik varyantlarda degisik komplikasyaonlarin farkl prognoz ile
seyredebilecegdi hipotezi ile mimkin olmaktadir. Hastalar yas, cinsiyet, diabet

yagl, vicut kitle indeksi ve sigara iciciligi gibi faktérler agisindan esit
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Ozelliklere sahip gruplarda degerlendirildiginde yalniz hastalarin hastalari
genetik dzelliklerinin etkilerinin prognozu belrleyebilecedi sonucuna varabiliriz.

Bu tez galismasinda Diabetes Mellitus’lu hasta gruplarindaki (Tip1,
Tip2, DN) bireylerle, saglikh bireyler arasinda bir risk faktori olarak ACE gen
polimorfizminin arastirilmasi amaglanmigtir. Ayrica bu c¢alismada hastalarin
yag, cinsiyet, vicut kitle indeksi, sigara igicilii ve tanida esas alinan
biyokimyasal parametreleri ve ACE gen polimorfizminin diabetik nefropati ve
diabetik komplikasyonlarin tGzerine olan etkileri incelenmistir.

Kontrol grubundaki saglikli génillilerde ACE DD genotipi siklid
%25.1, ID sikhg1 %59.4 ve Il sikhgi %13.5 olarak bulunmustur.

Kebabcioglu tarafindan Istanbul'da ki diyaliz merkezleri ve diger
merkezlerde diabetik hastalarda ve anabilim dalimizda yapilan galismalarda
farkli oranlarda olsa da Il genotipinin digiik olusu renin angiotensin sistemi
aktivasyonunun Turk toplumunda artmig olmasi ve bunun Kklinik etkilerinin
daha sik gériilmesi anlamina gelebilir.

Avrupa kdkenli beyaz irkta yapilan pek ¢ok ¢alismada DD/ID/II genotip
oranlari 1/2/1 olarak verilmekte Tirk toplumunda bu oranin Il genotipinde
belirgin bir azalma ve DD genotipinde belirgin bir artma ile seyrettigi
sOylenebilir. Bu bulgu diabetik nefropati ile iligkili gorilmese de Turk
toplumunda aterosklerotik hastalik sikhdinin Avrupalilar ve Japonlarla
karsilagtinldiginda yiiksek olmasinin nedeni olabilir izlenimi edinilmigtir.

Marre M. ve arkadaglarinin 1994’de yaptiklan bir galigmada DN'si olan
ve olmayan tip 1’ler de caligiimis ve Il genotipini DN ‘si olmayan hastalarda
daha yiksek bulunmusg ve | allelinin DN riskini azaltici bir faktér oldugu
belirtiimigtir(53). Marre'nin 1997°de yapti§i baska bir calismada da tip2
diabetli hastalari nefropatinin farkli basamakliarina gére siniflamis ve ACE gen
polimorfizmi aragtirmigtir. Bu ¢alismada ID Ve DD genotipleri agisindan bir
fark gérinmezken, Il genotipinin hastaligin asamasi ilerledikge goriilme
oraninin azaldi§i gésterilmigtir(58).

Schmidt ve ark. 1995'de yaptiklan bir galigmada 247tip1 ve 455 tip2
hastada ACE gene polimorfizmi calismiglar ve her iki grup arasinda ACE
genotip dadilimi agisindan anlamli bir fark bulamamislardir. Ayni hasta
gruplarini DN’si olan ve olmayanlar olarak ayirdiklarindada istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulamamiglardir(81). Yine Schmidt 1997°'de 658 DN’si olan ve
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olmayan tip2 diabetli hastalarda ACE gen polimorfizmi ¢alismigs ve ACE
genotip dagiimi agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamistir.
Ancak dializli hastalarda DD genotipi daha yiksek oranda bulunmustur(83).

Tarnow ve ark.1995'de DN'’si olan ve olmayan tip1 diabetli hastalarda
ACE polimorfizmi c¢alismis ve ACE genotip dagilimi agisindan bir fark
bulamamistir(86).

Freire ve arkadaslarn da 1998’de DN'si olan ve olmayan tip1 hastalarda
ACE gene polimorfizmi ¢alismig ve ACE genotip dagilimi agisindan bir fark
bulamamistir(26).

Yashida H ve ark 1996'da 168 tip2 diabetli hastada yaptiklar
calismada hastalari normal renal fonksiyonlari olanlar (1.grup) ve renal
fonksiyonlari gerileyenler (2.grup) olarak ikiye ayirmiglar sonugta 2.grupta yer
alan hastalarda ACE DD genotipini 1. Gruba gore anlamli olarak yiiksek
bulmuslardir. DD genotipi ¢ikan hastalarin diabet tanisindan sonra on vyil
icinde renal fonksiyonlarinda gerileme gorldiiga saptanmigtir (95).

Aucella ve ark 2000 yilinda diabet olmayan fakat renal hastaliklar olan
bireylerle saglkli bireyler arasinda ACE gen polimorfizmi ¢alismig saglikl
grup ve hasta grubu arasinda ACE genotip dagihmi acisindan bir fark
bulamamigtir. Ancak Uremi gorilen erkek bireylerde ACE DD genotipi
oraninin kadinlara gére daha yiiksek oldugu bulunmustur(5).

Pfohl ve ark 1998 yiinda 210 diabetik nefropatisi olan IDDM hastasinda
ACE gen polimorfizmi calismiglar ve uzun sireli IDDM hastasi olan ACE DD
genotipi tagiyan bireylerde nefropati gériilme yilizdesinin daha yiksek
oldugunu gostermiglerdir. Ancak elde ettikleri sonuclari retinopati, cinsiyet ve
diabet suresi ile karsilastirdiklarinda ise ACE gen polimorfizmi ile diabetik
nefropati arasinda bir iliski bulamamiglardir(70).

Hsieh ve ark 2000 yilinda Diabetik nefropatisi olan ve olmayan tip2
diabetli hastalarla saglikli kontroller arasinda ACE genotipi dagilimini
incelemis, saglikli bireylerde D allelinin yiizdesini %29.3 olarak bulurken bu
oran DD genotipi tagiyan hastalarda kontroliere gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur.  Nefropatili olan tip2 hastalarda ise bu oran nefropatisi
olmayanlara gére daha fazladir(38).

Caligmamizda cinsiyet ayinmi yapilmaksizin ACE genotip ve allel
frekanslan (DD, ID, II; D, 1) incelenmis olup kontrol grubu hastalarda | alleli
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tasima sikliginin Tip2 diabetli hastalara gére 3.53 kat artmis oldugu
gozlenmigtir( 0O.R.=3.531, %95 Cl: 1.296-9.827).Bulgularimiz Schmidt
(81),(83), Tarnow(86), Freire (26) ile uyumlu bulunmustur.

Caligmamizda diabetlilerde nefropati agisindan D allelindeki artigin
istatistiki agidan énemli olmadigi saptanmistir. Ancak 6rnek sayisi arttirildig
taktirde ACE gen polimorfizminde D allel tagiyiciliginin diabetlilerde periferik
arter hastali§y, iskemik kalp hastaligi icin iyi bir genetik yatkinhik belirteci
olabilecegdi izlenimi edinilmistir. Nitekim bu diisiincemizi destekleyen bir gok
cahisma mevcuttur. Soyle ki diabetlilerde yapilan cgaligmalarda DD, ID,l
genotipi ve D alleli ile iskemik ve idiopatik dilate kardiopati, sol ventrikiil
hipertrofisi ve ani o6lumler arasinda baglanti oldugu bir c¢ok arastirici
tarafinadan rapor edilmistir.(52,62,71 )

Gorugimizi destekleyen énemli bir calisma ise Hosoi ve arkadaslari
tarafindan yapilmigtir. Bu calismada 288 tip2 diabetlide ultrasonografik olarak
lcllen karotis duvar kalinhg ile DD allel sikh@ arasinda bagimsiz bir iligki
oldugu rapor edilmistir.( 36 )

ACE genotiplerinin kan basinci, aglk kan sekeri ve lipid profili
Uzerindeki etkisi incelendiginde Tip2 diabetli hastalarda ACE Il genotipi
tagiyan hastalarda sistolik kan basinci ID ve Il genotipi tagiyan hastalara gére
istatistiksel olarak yiksek bulunmustur (p<0.05). Tip1 diabetli hastalarda ise
ACE Il genotipi tagiyan bireylerde ftrigliserid ve VLDL dlizeyleri ID ve DD
tagiyan hastalara gore istatistiksel olarak ylksek olarak bulunmustur (p<0.05).
Diabetik nefropatili hastalarda DD genotipi tagiyaniarin aglk kan sekeri
dlzeyleri 1l genotipi tagiyanlara gore istatistiksel olarak yiksek bulunmustur
(p<0.05).

DD ve Il genotipi tagiyan diabetik nefropati olgularinda serum glikoz
dizeylerinin ylksek olmasi ilgi gekici bir bulgudur. Tip2 diabetiklerde kan
sekeri regiilasyonu etkinliginde en énemli etken periferik instlin rezistansidir.
Kan sekeri regllasyonu etkinligi pek cok etkende (enfeksiyon, kanser)
periferik insliline direng gelismesine neden olan kontrol edilemeyen
hiperglisemilerin gézlenmesinden sorumiudur.

Panahloo ve arkadaglari 103 tip 2 diabetik- ve 530 non-diabetikte
yaptiklar cohort galismasinda DD genotipi tagiyan hastalarin 1l genotipine
sahip olan hastalara oranla insiline daha hassas olduklari gésteriimistir(66).
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Chiu ve arkadaglan | alleline sahip olanlarda kan sgekerinin
regilasyonunun daha zor oldugunu saptadiktan sonra o&glisemik klemp
yontemi ile 24 hastada | allelinin instline rezistans ile baglantli oldugunu
gbstermiglerdir( 16 ).

Ancak bu konuda yapilan galigmalar dikkat alinirsa D allel varliginin ve
DD genotipinin kardiovaskular morbidite ve ani 6lim ile iligkisinin genetik
yakinlik agisindan insilin rezistansi ile iligkisinin oimayacagi ve bundan
sorumlu bagska mekanizmalarin olabilecegi distntlmektedir.

Sonug olarak diyebiliriz ki;

e Kontrol grubu saglikh bireylerde ACE | alleli tagima orani Tip2
diabetli hastalara gére 3.53 kat fazla bulunmustur.

e Kontrol grubu saglkl kadinlarda ACE | alleli tagima orani tip2
diabetli kadin hastalardan 7.4 kat daha yuiksek bulumusgtur.

e Kontrol grubu saglikli bireylerle, Tip1 diabetli ve Diabetik nefropatili
hasta gruplan arasinda ACE genotip dagilimi agisindan bir fark
gbzlenmemigtir.

¢ Diabetik nefropatisi olan ve olmayan Tip2 diabetli hastalar arasinda
ACE genotip ve allel dagihmi agisindan bir fark gézlenmemistir.

e Diabetik nefropatisi olan ve olmayan Tip1 diabetli hastalar arasinda
ACE genotip ve allel dagihmi agisindan bir fark gézlenmemigtir.

¢ Diabetik nefropatisi olan ve olmayan (tip1,tip2) hastalar arasinda
ACE genotip ve allel dagilimi agisindan bir fark gézlenmemistir.

Sonug olarak séylemek gerekirse Diabetik nefropatinin genetiginin
Bunlarda biri béyle bir bilginin elimizde olmasinin her bir bireyde hastaliga yol
acan nedenlerin Ozellikle arka plandaki kusurlarini hedef alan daha iyi
tedavilerin uygulanabilmesine olanak verecek olmasidir. Ikincisi ise hastalik
gelisimine riski olan bireylerin ortaya g¢ikarnimasi ve dizeltiimesi olanaksiz
terminal organ hasarinin olusmasinin tedavi edilmesini saglayacak tarama

testleri gelistirilebilecektir.
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Bu o6zet bilgiler isi1§1 altinda Tirk toplumunda diabetik nefropatili
hastalarda risk faktorlerinin detayli olarak incelenerek hastalik olusumunda bu
faktorlerin tek tek veya birlesik etkilerinin saptanmasi ile bu konuda genetik
danigmanlia zemin hazirlayacak daha kapsamh ve ¢ok o&rnek sayili

caligmalara gerek duyuldugunu géstermektedir.
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6. OZET

Bu galismada Turk populasyonunda Angiotensin konverting enzim gen
polimorfizminin diabetik nefropatili hastalarda incelenerek hastalik Gzerindeki
etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Diabetik nefropati ile Angiotensin
konverting enzim polimorfizmi arasindaki iligki ¢esitli toplumlarda arastinimis ve
aragtirmalar sonucunda birbirinden farkli sonuglar bildiriimistir.

Calismamizda 25 diabetik nefropatili, 20 tip1 diabetli, 30 tip2 diabetli ve
37 saglikli bireyde ACE gen polimorfizmini saptamak igin PCR (polimeraz chain
reaction) ve agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanildi. Serum lipid ,Ure,kreatin
ve glukoz diizeyleri enzimatik metod kullanilarak élguldu.

Caligmamiz sonucunda kontrol grubunu olusturan bireylerde | alleli
tagima orani Tip 2 diabetli hastalara gére 3.53 kat ylksek bulunmustur.
(X?=6.05, p=0.014; Odds orani (OR): 3.531; %95 giiven arali§ (CI): 1.269-
9.827). Cinsiyete gére degerlendirdigimizde ACE genotip dagilimi agisindan bir
fark gézlenmezken allel dagihmina bakildiginda kontrol grubu kadinlarda | alleli
tagima orani (%86.6) Tip 2 diabetli kadinlara (%45) gore istatistiksel olarak 7.9
kat daha fazla bulunmustur. ( Fisher testi, p: 0.016, Cl: 1.409-44.804, OR:
7.944). Diabetik nefropati tanisi konulan olgularda ACE D ve | allel frekanslari
sirasiyla %58 ve %42, diabetik nefropati tanisi konulmayan olgularda (tip1
diabet, tip2 diabet) ACE D ve | allel frekanslari sirasiyla %65.5 ve %34.5 olarak
saptanmisgtir.

Bu sonuglara gore diabetik nefropati tanisi konulan olgularda ACE gen
polimorfizminin bir risk faktori olarak kabul edilemeyecegi ve ACE | allelinin
saglikls bireylerde Tip2 diabetli bireylere gére koruyucu bir rol oynayabilecegi
izlenimi elde edilmistir.
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7- SUMMARY

in this study, the relationship between an insertion(l)/deletion(D)
polymorphism in angiotensin converting enzyme were studied in the healthy
persons and patients with diabetic nephropathy.

We examined 75 patients ( 25 diabetic nephropathy, 20 type1 diabetes,
30 type 2 diabetes). As control we took 37 healthy volunteers. Polymerase
chain reaction (PCR)and agarose gel electrophoresis tecniques were used tto
determine the ACE genotype. Serum lipid, glucose, urea, kreatinin levels were
measured by enzymatically.

The frequencies of ACE D and ACE | allels among the patients with
diabetic nephropathy were %58,%42 and in control subjects were %65.5,
%34.5 respectively. The greater frequency of deletion (D) allel was found in the
diabetic nephropathy than in the control subjects.

In conclusion, there is no significant correlation between diabetic
nephropathy and ACE gene polymorphism. ACE DD and ID genotypes can be
a noteable genetic marker for cardiovascular and peripheral arterial disease.
Fallow up studies are needed to achieve a better understanding of the role of
candidate gene polymorphism on the development of complications of diabetic

nephropathy.
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