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GIRiS

Endotele 6zgii biiylime faktorleri ailesinin yeni bir iiyesi olan Hepatosit
Biiyiime Faktorii (HGF) endotelyal hiicreler ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde in vitro
ve in vivo gosterilmistir. Anjiyogenik biiylime faktorlerinden biri olan HGEF,
vaskiiler endotelyal hiicrelerin hasar ve onarim siireglerinde ve proliferasyonunda
etkin rol alan bir biiyiime faktoriidiir (1-3). HGF nin hasarlanmis endotelyal hiicreleri
onararak vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi ve

aterosklerotik vaskiiler lezyonlarin ilerlemesini durdurdugu diisiiniilmektedir (3).

Diabetes Mellitus ve hipertansiyonun her ikisi de kardiyovaskiiler risk
faktoriidiir. Etkilerini mikro ve makrovaskiiler hasarlanma ile gostermektedirler
(4-7).

Hipertansiyon ve diyabete bagl kardiyovaskiiler hastaliklar tiim diinyada ve

ilkemizde en sik goriilen hastaliklar arasinda yer almaktadir (8-11).

HGF’nin yukanda sayilan ozellikleri nedeniyle hipertansif ve diyabetli
hastalarda vaskiiler endotelyal hasarlanmada koruyucu olarak islev gérmesi olasidir.
Bu olasilik nedeniyle HGF ile hipertansiyon (12) ve diyabet (13) arasindaki iliski
arastirilmaktadir. Arastirmalardan elde edilen sonuglar endotelyal hasarlanmayla ve
dolayisiyla da mikro ve makrovaskiiler bozukluklarla iligkili olarak dolagimdaki

HGEF diizeyinin degistigini gostermektedir.

HGF diizeyleri karaciger (14), bobrek (15) akciger hastaliklarinda (16),
androlojik hastaliklarda (17), ¢ok cesitli kanserlerde (18-22) degerlendirilmistir.

Eksprese edilen proteinlerin polimorfizmlere gore islevlerinin farklilik
gosterecegi  gercegi temel almarak HGF polimorfizmi calismalann da
yayginlagmaktadir (23, 24, 25). HGF geninde yapilan ¢alismalarda 21 tek niikleotit
polimorfizmi (SNP) saptanmistir (23). Ozellikle Japonya’da yapilan bir calismada
HGEF intron 8 A43839T polimorfizmine sahip kadin hastalarin karotid ateroskleroz

ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir (23).



Tiirkiye’de kan HGF degerlerinin diyabetli ve hipertansif hastalardaki

diizeylerini inceleyen arastirma bulunmamaktadir.

Tiim bu bilgiler 15181nda ¢calismamizda toplumumuzda hipertansif, diyabetli ve
diyabeti olmayan bireylerde kan HGF diizeylerini ve HGF intron 8 A43839T

polimorfizmini degerlendirmeyi amacladik.

Ayrica Diabetes Mellitus ve hipertansiyon ile ateroskleroz arasindaki yakin
iliski dikkate alinarak bir akut faz reaktanti1 olan hsCRP ile ve kardiyovaskiiler risk
faktorii olarak degerlendirilen parametreler (LDL-kolesterol, total kolesterol,

hiperglisemi, sigara i¢imi, obezite, yas ) ile HGF arasindaki iliskiyi inceledik.

Bu calismamizda ayni zamanda polimorfizm aragtirmalarinda Gergek Zamanl
PCR (RT-PCR) kullanimin1 daha oOnceki ¢aligmamizda kullandigimiz geleneksel

PCR yontemine gore degerlendirmeyi amagladik.



GENEL BiLGILER

HEPATOSIT BUYUME FAKTORU

Tarihce

HGEF ilk olarak 1984 yilinda parsiyel hepatektomi sonrasi fare serumunda
saptanmistir (2). Yetiskin farelerin primer hepatosit Kkiiltiiriinden ve fare
trombositlerinden de elde edilmistir (26, 27). Insanda HGF fulminan hepatik

yetmezlikli hastalarin plazmalarindan saflastirilmistir (28).

Tanim

Ayn zamanda scatter faktor ve hepapoietin A olarak da bilinen HGF (29, 30)
yapisal olarak diger biiylime faktorlerinden farklidir ve cok sayida farkli epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde motojen, morfojen, mitojen etki gosteren pleiotropik bir
biiylime faktoriidiir. Bu ylizden tiimor invazyonunda, embriyonik gelisimde,

anjiogenezde ¢ok dnemli rol oynamaktadir (31- 33).

Yapis1

Hasta plazmalarindan saflagtillan HGF’nin molekiiler agirlign 76,000 ve
92,000 dalton olan birden cok formda oldugu gosterilmistir. Aktif HGF yaklagik
molekiil agirliklar1 54,000 — 65,000 ve 31,500 — 34,500 dalton olan birbirlerine
disiilfid bag1 ile bagl alfa (agir) ve beta (hafif) iki zincirden olugmaktadir (28, 30)
(Sekil-1).

Alfa zincirin N terminal bolgesinin Oncesinde metiyonin ile baslayan 54
aminoasitlik dizi bulunur. Bu 54 aminoasidlik bolgenin ilk 29 aminoasitlik kismi
aminoasitler arasinda beta zinciri ise 495-728. aminoasitler arasinda uzanir (34)

(Sekil-1).
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Sekil-1: HGF protein yapisinin sematik gosterimi (33).

Alfa zinciri N-terminal firkete halkas1 ve 4 kringle alani icerir. Bu kringle
bolgeleri molekiil ici ii¢ distilfid kopriileri ile stabilize edilmis 80 amino asitlik i¢ ice
gecmis halka seklindeki yapilardir ve protein-protein karsilikli etkilesimini saglar
(35). Beta zinciri serin proteazlarin katalitik bolgesi ile benzerdir ama proteazlarin
aktif bolgesinde kritik rol oynayan histidin ve serin kalintilarinin yerini glutamin ve

tirozin almistir. Bu nedenle HGF proteaz aktivitesi gostermez. (36).

HGF’nin belirlenmis farkli varyant formlar1 mevcuttur (Sekil-2) (37, 38).
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Sekil-2: HGF ve onun varyant formlarinin sematik yapilar (33).

Sentezi

HGF molekiilii esas olarak mezodermal kokenli hiicrelerden salinir. Serum ve
ekstraselliiler matrikste bulunur. HGF’nin mRNA’dan kopyalanan formu 83 121
dalton molekiil agirliginda olan 6nciil Pro HGF’dir (34, 39). ProHGF nin proteolitik
olarak Argd94-Val495 arasindaki bagin yikilmasi ile HGF nin aktif heterodimer
formu olusur (34, 38, 40) (Sekil-3).
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Sekil-3: Onciil HGF molekiiliinden olgun HGF heterodimer sentezinin sematik

gosterimi (34).



ProHGF’nin aktivasyonunu katalizleyen ana proteaz HGF aktivator (HGFA)
dir. HGFA 34 kD molekiil agirliginda ekstraselliiler bir serin proteazdir (32, 41).
HGFA karacigerin parankimal hiicreleri tarafindan inaktif zimojen formunda
sentezlenir ve plazmaya salgilanir. Doku hasarlanmasi durumunda hasarlanmis doku
icinde trombin tarafindan aktiflenir. Bu aktif HGFA, inaktif HGF’yi aktif formuna
dontistiiriir (42). ProHGF ve ¢ift zincirli olgun HGF’'nin her ikisi de hiicre
reseptoriine sikica baglanir ancak yalmzca cift zincirli olgun formu reseptor

sinyalizasyonunu uyarir (43).

Etki Mekanizmasi

HGF, c-MET transmembran tirozin kinaz reseptoriine baglanarak etki gosterir

(Sekil-4, Sekil-5) (32, 44, 45).
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Sekil-4: HGF hiicresel ileti yolu (46).



HGF

Sekil-5: HGF’nin hiicre yiizey reseptoriiyle etkilesimi sonucu hiicre i¢i sinyal
yollariin fosforilasyonu (IP3K: fosfatidil inozitol trifosfat kinaz, CRKL: CT10
kinaz diizenleyici, MAPK: mitojen aktive eden protein kinaz, Shp2: Src homoloji 2
(SH2) alam iceren protein tirozin fosfataz 2, Gabl: Biiyiime faktorii reseptorii
baglayan protein2 (Grb2) iliskili baglayici, ERK: hiicredisi sinyal diizenleyici kinaz,
STATS3: transkripsiyonun sinyal iletici ve aktivatorleri ) (47).

c-Met tirozin kinaz reseptor ailesi MET, SEA, RON olmak iizere ii¢ iiyelidir.
(49, 50). Bu reseptor alt aileleri 6zgiin yapisal benzerlikler ve biyokimyasal 6zellikler

gosterirler (33, 50).

Sekil-6’da gozlendigi gibi Met reseptorii birbirlerine disiilfid bag ile
baglananan 145 kD B ve 50 kD o alt biriminden olusur ve sinyal iletiminin
diizenlenmesinde fosforilasyon bolgeleri ve tirozin kinaz alanlarini icerir (51, 52)

(Sekil-6).

HGF Met reseptoriine baglanarak (33) ve hiicre i¢i sinyal kaskadiin ilk

basamag olarak reseptor dimerizasyonu ve otofosforilasyonunu uyarmaktadir (52).
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Sekil-6: HGF ve onun reseptoriit MET’in sematik yapis1 (53).

Met reseptorii bashica vaskiiler endotelyal hiicreler, lenfatik endotelyal
hiicreler, noral hiicreler, hepatositler, hematopoetik hiicreler ve perisitleri i¢ine alan

cesitli epitelyal hiicrelerde bulunur (53).

HGEF diisiik bir ilgi ile heparan siilfat ve dermatan siilfat gibi proteoglikanlarla
baglanabilir (54, 55). Proteoglikanlar MET reseptor aktivasyonu i¢in gerekli olan ko-
reseptorlerdir (56). Proteoglikanlara baglanmalart konformasyonal degisikliklere
neden olarak biiylime faktorleriyle MET reseptdr aktivasyonunu kolaylastirir
(Sekil-7) (55, 57).
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Sekil-7: HGF’nin heparin ve heparan siilfatlarla diizenlenmesi (HSPG:heparan
siilfat) (46).

Biyolojik Fonksiyonlari

Met reseptoriiniin dogal ligandi olan HGF tarafindan uyarilmasi kompleks
sinyalizasyon yollarin tetikleyerek anjiyogenez (58, 59), hiicresel hareketlilik (60),
bitytime (61), invazyon (62), yapisal farklilasma (63), embriyolojik gelisim (64, 65),
doku yenilenmesi (66) ve yara iyilesmesi (32) gibi ¢cok genis ¢esitli hiicresel yanitlari

uyarmaktadir (Sekil-8).

Sekil-8: HGF ve reseptorii MET in biyolojik etkileri (53).



Insan aortik endotelyal hiicrelerinde yapilan calismalarda HGF’'nin DNA
sentezini arttirdigit bulunmustur (67). HGF’nin hiicre ¢ogalmasin1 uyardigi ve
endotelyal hiicrelerde antiapopitotik etkiye sahip oldugu (67, 68), endotelyal nitrik
oksit sentaz (eNOS) aktivitesini uyararak vazodilatasyona yol actig1 one siiriilmiistiir
(69).

HGF’nin antiapopitotik etki ile karaciger, bobrek yenilenmesinde ve

organogenezde rol oynadigi belirlenmistir (70).

HGF Geni

HGF’nin gen lokalizasyonu ve aminoasit dizilimi 1989 yilinda tanimlanmigtir
(34). HGF geninin ilk olarak tanimlandigi kromozomal lokalizasyonu 7q11.1-21
bolgesidir (Sekil-9). Saccone ve arkadaslari 1992°de izotopik olmayan insitu
hibridizasyon yontemi ile HGF geninin 7. kromozomun 7q21.1 bolgesinde yerlesmis

oldugunu belirlemislerdir (30).

poa—

Sekil-9: HGF geni kromozomal lokalizasyonu (30).

HGF geni 18 ekzon, 17 introndan olusur ve 70 kb uzunlugundadir. 6 kb
uzunlugundaki mRNA’dan primer kopyalanan HGF, 728 aminoasitlik tek zincirli
inaktif onciil molekiilii olan pro HGF’dir (34, 71). 728 amino asitlik HGF proteinin

aminoasit dizilimi Sekil 10’da gosterilmektedir (72).
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1 MWVTKLLPAL LLQHVLLHLL LLPIAIPYAE GQRKRRNTIH EFKKSAKTTL IKIDPALKIK

61 TKKVNTADQC ANRCTRNKGL PFTCKAFVFD KARKQCLWFP FNSMSSGVKK EFGHEFDLYE
121 NKDYIRNCII GKGRSYKGTV SITKSGIKCQ PWSSMIPHEH SFLPSSYRGK DLQENYCRNP

181 RGEEGGPWCF TSNPEVRYEV CDIPQCSEVE CMTCNGESYR GLMDHTESGK ICQRWDHQTP
241 HRHKFLPERY PDKGFDDNYC RNPDGQPRPW CYTLDPHTRW EYCAIKTCAD NTMNDTDVPL
301 ETTECIQGQG EGYRGTVNTI WNGIPCQRWD SQYPHEHDMT PENFKCKDLR ENYCRNPDGS
361 ESPWCFTTDP NIRVGYCSQI PNCDMSHGQD CYRGNGKNYM GNLSQTRSGL TCSMWDKNME
421 DLHRHIFWEP DASKLNENYC RNPDDDAHGP WCYTGNPLIP WDYCPISRCE GDTTPTIVNL
481 DHPVISCAKT KQLRVVNGIP TRTNIGWMVS LRYRNKHICG GSLIKESWVL TARQCFPSRD
541 LKDYEAWLGI HDVHGRGDEK CKQVLNVSQL VYGPEGSDLV LMKLARPAVL DDFVSTIDLP
601 NYGCTIPEKT SCSVYGWGYT GLINYDGLLR VAHLYIMGNE KCSQHHRGKYV TLNESEICAG
661 AEKIGSGPCE GDYGGPLVCE QHKMRMVLGV IVPGRGCAIP NRPGIFVRVA YYAKWIHKII

721 LTYKVPQS
Sekil-10: HGF proteini aminoasit dizilimi (72).

HGF Gen Polimorfizmi

HGF geni aragtirnlmakta olan bir gendir. Simdiye kadar National Center for
Biotechnology Information (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi, NCBI) veri
tabaninda referans kimlik numaralar1 (ID) ile yayinlanan insan HGF genine ait 1493

tek niikleotid polimorfizmi (SNP) bulunmaktadir (73).

HGF Gen Polimorfizmleri ve Mliskili Oldugu
Bozukluklar/Hastalklar

HGF anjiogenezde (58, 74), vaskiiler endotelyal hiicrelerin hasar ve
onariminda ve vaskiiler diiz kas hiicre proliferasyonunun 6nlenmesinde etkin rol alir
(3, 75). HGF’nin kardiyovaskiiler koruyucu etki gosterebilmesi ozellikle ilgi
cekmistir. Bu nedenle mikro ve makrovaskiiler hastaliklarin 6nemli risk faktorleri
olan Diabetes Mellitus ve hipertansiyonla iliskisi arastirilmaktadir (12, 13, 76-81).
Yapilan arastirmalarda Diabetes Mellituslu ve hipertansif hastalarda serum HGF
diizeylerinin hastaligin siddetine ve komplikasyonlarin varligina bagli olarak

etkilendigi gosterilmistir (12, 13, 79- 84).

Kardiyovaskiiler hastaliklarda HGF gen polimorfizmleri serum HGF yoluyla
etkili olabilir (23, 24). Ancak kardiyovaskiiler hastaliklarla HGF gen polimorfizmleri

arasidaki iliskiyi inceleyen az sayida rapor vardir (23).
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Japon toplumunda HGF geninde belirlenen 21 SNP’den intron 8 A43839T
polimorfizminin ateroskleroz ve hipertansiyonla iligkisi incelenmis ve A allelli kadin
bireyler ile karotid aterosklerozun iliskili oldugu saptanmistir (23). HGF genindeki
SNP’ler ile hipertansiyon iligkisini aragtiran bir bagka calismada HGF genindeki
intron 13 C/A polimorfizminin kadin ve ince bireylerde esansiyel hipertansiyonla
anlamli olarak iliskili oldugu bulunmustur (24). Ayrica bu ¢alismada intron 13 C/A
polimorfizmi ile intron 8 A43839T polimorfizminin baglanti esitsizliginde oldugu
belirlenmistir (24). Cin toplumunda yiiksek myopi ile HGF gen polimorfizmi
iligkisini inceleyen bir ¢aligmada HGF intron 8 A43839T SNP’nin minér allel sikligt
yikksek bulunmustur (25). Japon Hipertansiyon Genetik Konsorsiyum’unun
siirdiirdiigti hipertansif genlerin belirlenmesine yonelik genis genom taramalarinda

HGF gen lokusuna 6zgii iliskilendirmeler dikkatle izlenmektedir (24).

HGF geni promotor bolgesindeki tekrarlayan deoksiadenozin niikleotit
elementinin delesyon mutasyonuna bagli kisa varyantlarinin varligi ile anormal HGF
ekspreyonunun ve artmig meme kanseri insidansinin iligkili oldugunu belirlenmistir
(85).

Tansgenik farelerde asir1 eksprese edilen HGF geninin histolojik olarak farkli
tiimorlerde tiimor hiicrelerinin biiyiime ve yayilimi ile ilgili oldugu gosterilmistir (86,
87).

HGF’nin endotelin onarimi, korunmasi ve anjiyogenezdeki etkileri gbz oniine
almarak periferik vaskiiler hastaliklar, myokard infarktiisii, anjioplasti sonrasi
yeniden tikanmanmin  tedavisinde  kullanilabilmesine iliskin  uygulamalar
denenmektedir (88, 89). Son calismalar esansiyel hipertansiyonda endotelyal hiicre
apopitozunun Onlenmesi, hipertansiyona bagli bobrek tiibiil ve glomeriillerinde
hasarlanmanin tedavi edilmesinde HGF gen terapisi ¢alismalarinin baslatilmasina

neden olmustur (89, 90).
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VASKULER BOZUKLUKLARDA RiSK FAKTORLERIi
OLARAK DIABETES MELLITUS ve HIPERTANSIYON

DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus insiilin salinimi, insiilin aktivitesi veya her ikisinde
birden defekt sonucu ortaya ¢ikan hiperglisemi ile karakterli ¢esitli etiyolojilere
sahip metabolik bir hastaliktir (91). Diyabet mikrovaskiiler ve makrovaskiiler

cok sayida komplikasyona neden olmaktadir (92, 93).

Epidemiyoloji, Tam ve Simiflama

Diinya iizerinde, tiim yas gruplarinda diyabet prevalanst 2000 yili itibariyle
%?2,8 dir. 2030 yilinda %4,4 olacagi ongoriilmektedir (8).

Ulkemizde yapilan TURDEP (Tiirk Diyabet Epidemiyoloji) calismasinda Tip 2
DM prevalansinin %7,2 (daha onceden tani konulmamis %2.3) oldugu, 2000 yili

niifus sayisina gore 4,9 milyon diyabetli hasta oldugu tespit edilmistir. (11).

Diyabet tanisi i¢in takip eden farkli giinlerde dogrulama gerekmektedir.
Epidemiyolojik calismalar icin insidans ve prevalansin hesaplanmasi aclik plazma
glukozunun > 126 mg/dl (7.0 mmol/L) olmasina dayanir (4, 94). Diabetes Mellitus

tani kriterleri Tablo-1’de 6zetlenmektedir.

Tablo-1: Diabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

1. poliiiri, polidipsi ve beklenmeyen kilo kaybi gibi diyabetin klasik semptomlarinin varligi yaninda rastgele
giiniin herhangi bir saatinde a¢ veya tok olunmasina bakilmaksizin olgiilen plazma glukoz diizeyinin > 200
mg/dl( 11.1 mmol/L) olmasi.

veya

2. en az 8 saatlik tam aglik sonrasi farkli iki zamanda 6l¢iilen plazma glukoz diizeyinin >126 mg/dL (7.0
mmol/L) olmasi
veya
3.  WHO tarafindan tamimlandig sekilde 75g anhidr6z glukozun su icginde c¢ozdiiriilerek yiiklenmesini igeren

Oral Glukoz Tolerans Testi sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyinin >200 mg/dl (11.1 mmol/l) olmas: .
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Diabetes Mellitusun siniflandirilmasi Tablo-2’de gozlenmektedir (94).
Tablo-2: Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Siniflamasi

Diabetes Mellitus Alt tipler ve Ozellikler
(DM) Tipleri

Tipl DM o Immunolojik veya idiyopatik (Beta hiicre harabiyeti, genelde mutlak insiilin

eksikligi mevcuttur)

Tip 2 DM o Insiilin direnci veya insiilin sekresyon defekti 6n plandadir
Diger Spesifik ¢ Beta hiicre fonksiyonunda genetik bozukluklar [MODY 1 (Kromozom 20,
Tipler HNF-alfa), MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz), MODY 3 (Kromozom 12, HNF-

lalfa), MODY 4 (Kromozom 13, IPF-1), MODY 5 (Kromozom17, HNF 1Beta),

MODY 6(Kromozom 2, Neuro D), Mitokondrial DNA 3243 mutasyonu]

o Insiilin etkisinde genetik defektler (Tip A insiilin direnci, Leprechaunism,

Rabson-Mandenhall Sendromu, Lipoatrofik diyabet)

e Ekzokrin pankreas hastaliklari (Pankreatit, Travma/Pankreatektomi, Kistik
Fibrozis,Hemokromatozis,Fibrokalkiiloz Pankreatopati, digerleri)

¢ Endokrinopatiler (Akromegali, Cushing Sendromu, Glukagonoma,
Feokromasitoma, Hipertiroidi, Somatostatinoma, Aldosteronoma, digerleri)

. Hag ve kimyasal maddeler (Pentamidin, Nikotinik asit, Glukokortikoidler
Beta -adrenerjik agonistler, Tiroid hormonu ve digerleri)

. 1nfeksiyonlar (Konjenital Rubella, CMV, digerleri)

Immiin kaynakl1 nadir diyabet formlar1 (Anti insiilin reseptor
antikorlar1, ”Stiffman” sendromu, digerleri)

¢ Diyabetle beraber goriilen diger genetik sendromlar (Down
sendromu, Klinefelter sendromu, Turner sendromu)

Gestasyonel DM

Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Diyabet 5-10 yil kadar yasam uzunlugunu azaltmaktadir. Hastalardaki
morbidite ve mortalitenin cogundan hastaligin uzun donemdeki mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlar1 sorumludur (95-97) Diabetes Mellitusun uzun

donemdeki komplikasyonlar1 Tablo-3’de gdzlenmektedir (95).
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Tablo-3: Diabetes Mellitus’un Uzun Dénem Komplikasyonlari

Damarsal Komplikasyonlar Uzun Doénemdeki Etkiler

Mikrovaskiiler Komplikasyonlar * Retinopati
* Nefropati

* Noropati

Makrovaskiiler Komplikasyonlar * Serebrovaskiiler hastaliklar
» Iskemik Kalp Hastaliklar1
* Periferik Arteriyal Hastaliklar

Diyabet Kontrol ve Komplikasyonlar1 Calismast (DCCT) ve Ingiltere
Prospektif Diyabet Calismast (UKPDS)’nda HbAlc diizeylerinin diyabetin

komplikasyonlarinin 6ngoriilmesinde yararli oldugu saptanmistir (97-100).

Hiperglisemi vaskiiler dokularda aterosklerozun artmasim kolaylastiran cok
sayida degisikligi uyarmaktadir (92, 101). Diyabetik komplikasyonlarin goriinmesini
onlemede ve onlarin ilerlemesini baskilamada kan basinci ve normale yakin

glisemik kontrol 6n gerekliliktir (93).

Hipergliseminin endotel hiicrelerinde protein sentezini bozdugu ve DNA’ya

hasar verdigi gosterilmistir (102).

Diabetes Mellitus ve HGF

Erken donemde mikro ve makrovaskiiler hastaliklarin gelisimi ile karakterli
olan Diabetes Mellitus (DM), kardiyovaskiiler hastaliklarin gelisimi i¢in bagimsiz bir
risk faktoriidiir (103). Kardiyovaskiiler hastaliklar DM’un en yaygin ve zarar verici
komplikasyonudur (6). Diabetes mellituslu hastalarda hem hiperglisemi hem de
insiilin direncinin endotelyal fonksiyon bozukluguna neden oldugu bilinmektedir

(103, 104). Bu yiizden endotelyal fonksiyon bozuklugu DM’lu hastalarda
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ateroskleroz ve kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde ¢ok 6nemli ilk hedeftir
(104).

HGF ve onun reseptorii MET in olusturdugu lokal HGF sistem endotelyal
hiicrelerde ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde in vitro ve in vivo gosterilmistir (3).
Lokal HGF sistemi "transforming growth factor-B (TGF-P)", anjiotensin II ve
HGF’nin kendisi arasindaki denge ile kontrol edilmektedir. TGF-P ve Anjiotensin II,
lokal HGF sistemini gii¢lii bir bi¢imde baskilarken HGF’nin kendisi pozitif yonde
diizenler (89, 105). HGF hem vaskiiler endotel hem de diiz kas hiicrelerinde eksprese
olmasina ragmen, yalmizca  vaskiiler endotelyal hiicrelerin hasar ve onarim

siireglerinde ve proliferasyonunda etkin rol alan bir biiyiime faktoriidiir (3, 12).

Hiicre kiiltiirlerinde yiiksek glukoz degerlerinin endotelyal hiicrelerde 6liime
yol actigi ve endotel ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde lokal HGF iiretimini
baskiladigi belirlenmistir (81, 89, 103). Rekombinan HGF uygulamasinin yiiksek
glukoza bagl endotel hiicre 6liimiinden koruyucu bir etkisinin oldugu gosterilmistir
(81).

Tip 2 diyabetli hastalarda karotid arter intima-medyal kalinlig1 ile serum HGF
diizeyi arasinda pozitif bir iliski saptamiglardir (80). Tip 2 Diabetes Mellituslu
hastalarda yiiksek mortalite ile bagintili olan kardiyovaskiiler otonomik fonksiyon
bozuklugunun yiiksek serum HGF diizeyi ile iliskili oldugu saptanmistir (106). Bu
bulgular serum HGF diizeyinin makroanjiopatinin bir belirteci olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

HIiPERTANSIYON

Epidemiyoloji, Tam ve Simiflama

Toplam hipertansiyonlu birey sayis1 tiim diinyada 2000 yilinda ortalama 972
milyon (%26,4) iken 2025’te bu sayinin 1.56 milyon (%29,2) olmasi beklenmektedir.
Hipertansiyonun diinyadaki tiim bolgelerde yasla arttigi ©one siiriilmektedir
(9). “Tiirkiye’de Eriskinlerde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri Sikligit”
(TEKHARF) ¢alismasinda iilkemizde hipertansiyon prevalansinin % 31.8 oldugu ve
kadinlarda (%36.1) erkeklerden (%27.5) daha yiiksek oldugu saptanmistir (10).
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Hipertansiyon baslangi¢ taramasindan sonra iki ya da daha fazla sayidaki
ziyaretlerin her birinde iki veya daha fazla sayida yapilan 6lciimlerin ortalamasinda
sistolik kan basinci (SKB)nin 140 mmHg veya diyastolik kan basinct (DKB)nin 90

mmHg’ nin iizerinde belirlenmesidir (107).

Hipertansiyon tan1 kriterleri Tablo-4’te 6zetlenmektedir (108, 109).

Tablo-4: Hipertansiyon kategorileri ve tan1 kriterleri

JNC VII WHO/ESC

KATEGORI SKB/DKB KATEGORI SKB/DKB

Normal <120/80 Optimal <120/80

Prehipertansiyon 120-139/80-89 Normal 120-129/80-84

Hipertansiyon >140/90 Yiiksek Normal 130-139/85-89

Evre 1 140-159/90-99 Derece 1 Hipertansiyon 140-159/90-99
Derece 2 Hipertansiyon  160-179/100-109

Evre 2 >160/100 Derece 3 Hipertansiyon >180/110
T

Hipertansiyon bilinen bir nedeni olmayan primer (idiyopatik, esansiyel) ve
bilinen bir nedene baglanan sekonder hipertansiyon olarak iki ana etiyopatolojik
sinifa  ayrilmaktadir. Hipertansiyonlu hastalarin  yaklasitk  %90°1  esansiyel

hipertansiyona, %10’u ise sekonder hipertansiyona sahiptir (107).

Kan basinci, kardiyak atim hacmi ve sistemik vaskiiler direncin iiriiniidiir
(110) ve sinirsel, hormonal, endotelyal bir ¢ok kompleks yolla kontrol edilir (110 -
112).

Vaskiiler endotelyal hiicreler vazodilatator, anti proliferatif ve vazokonstriktor
bazi vazoaktif maddeler salgilamaktadir. Endotel, kan hiicrelerinin adezyonunu
inhibe ederek, damarlan dilate ederek ve vaskiiler diiz kas proliferasyonunu inhibe

ederek vaskiiler koruyucu etki gosterir (113-115).
Endotel fonksiyon bozuklugu vazokonstriksiyona, trombosit ve monosit

adezyonuna, inflamasyona ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonuna yol

acarak aterosklerotik vaskiiler hastaliga ve hipertansiyona neden olmaktadir (116,
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117). Hipertansiyonda endotele bagli vaskiiler gevseme inhibe olmustur (110).
Esansiyel hipertansiyonlu hastalarda varligi gosterilen endotelyal bozukluklar
kardiyovaskiiler hastaliklarin patogenezinde baglangic evresi olarak kabul edilir (118,
119).

Sistolik ve diyastolik hipertansiyonun etiyolojik siniflamasi1 Tablo-5’te

gosterilmektedir (120).

Tablo-5: Hipertansiyonun etiyopatolojik siniflamasi

Hipertansiyon (HT) Tipleri Etiyolojik Nedenler

Primer (Esansiyel HT) e Bilinen bir nedene baglanamayan (Idiyopatik)

Sekonder HT e Renal Hipertansiyon ( renal parankimal HT, renovaskiiler HT,
renin salgilayan tiimérler, Renoprival HT, primer sodyum
retansiyonu)

e Endokrin Hipertansiyonlar [Akromegali, Hipotiroidi,
Hipertiroidi, Hiperparatiroidi, Siirrenal dis1 kromaffin
tiumorler, Karsinoid, siirrenal korteks kokenli timorler
(Cushing sendromu, Primer hiperaldosteronizm), Siirrenal
medulla tiimorleri (feokromasitoma)]

e Aort koarktasyonu

e Gebelige Bagli Hipertansiyon

e Norolojik Bozukluklara bagli Hipertansiyon (kafai¢i basing
artist, uyku apnesi, Kuadripleji, ailevi disotonomi, kursun
zehirlenmesi, Gullian Barre sendromu)

o Fiziksel ve Mental Strese Bagli Hipertansiyon

e Intravaskiiler Hacim Artisina bagl Hipertansiyon

Hipertansiyon ve Kardiyovaskiiler Hastaliklarla Iliskisi

Kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite hem sistolik hem diyastolik kan
basinci ile yakin iligkili kabul edilir (107, 121) Hem sistolik hem diyastolik kan
basinci temelinde aterosklerotik vaskiiler degisikliklerin bulundugu kardiyovaskiiler
hastaliklarla bagimsiz olarak iligkilidir (122). Ozellikle 50 yasin iizerindeki
bireylerde sistolik hipertansiyon diastolik KB’mna gore ¢ok daha Onemli bir

kardiyovaskiiler hastalik (KVH) risk faktoriidiir (121).

Bu yiizden hipertansiyonun kardiyovaskiiler hastaliklar ve kardiyovaskiiler
riskte belirgin artisa yol acan iliskili hastaliklarda esas risk faktorii oldugu

diisiiniilmektedir (108, 109).
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Avrupa Hipertansiyon Cemiyeti (ESH) ve Avrupa Kardiyoloji Cemiyeti (ESC)
2003 yilinda Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Uluslararasi Hipertansiyon
Cemiyetinin Hipertansiyon ile ilgili kilavuzunu (123) destekleyen bir kilavuz
yaymlamistir ve 2007°de bunu giincellemistir (109). Kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in
bagimsiz bir risk faktorii olan hipertansiyona ¢ogunlukla bozulmus glukoz ve lipit
metabolizmas1 gibi diger bagimsiz risk faktorleri de eslik etmektedir.
Hipertansiyonun tani ve yonetiminin, hem kan basinci yiikseklik derecesi hem de
kardiyovaskiiler risk faktorlerinin varligiyla iliskili olan baslangigtaki risk diizeyine

bagli olmas1 gerektigi belirtilmektedir (109).

Hipertansiyon ve HGF

Endotelyal hiicrelerde gii¢lii mitojenik etkiye sahip oldugu iyi bilinen ve
vaskiiler sistemde endotelin yenilenme ve onariminda 6nemli rol oynayan HGF (1,
124) lokal organlarda doza bagl olarak esasen otokrin ve parakrin etki ve kismen de

endokrin etki gostermektedir (3, 89) .

Vaskiiler sistemde HGF aktivitesinin yoksunlugu hemostaz, tromboz,
inflamasyon ve endotelyal hiicrelerin bunlara yardim eden fonksiyonlar1 ile iliskilidir
(1).

Endotelyal hasarlanmanin oldugu hastaliklarda TGF-3 ve AT-II iiretimi artarak
lokal HGF iiretimini baskilamaktadir (105). Ancak hipertansiyon, periferik arter
hastaliklari, iskemik kalp hastaliklar1 gibi endotelyal hasralanmanin iyi bilindigi
kardiyovaskiiler hastaliklarda serum HGF diizeyi yiiksek bulunmaktadir (13, 74, 84,
125-127). Bunun endotelyal hasara yamt olarak karaciger, akciger gibi HGF’den
zengin saglam organlardan sistemik dolasima HGF saliniminin artmas: ve HGF’nin
endokrin bir davranigla hasarlanmis bolgeye ulasarak vaskiiler endotelin onarim ve

korunmasina katkida bulunmasina bagli oldugu 6ne siiriilmiistiir (46, 128).

DIABETES MELLITUS VE HIPERTANSiYON

Kardiyovaskiiler ve metabolik hastaliklar tiim diinyada mortalite ve
morbiditenin bir numarali nedeni olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu yiizden risk

faktorlerinin taninmasi ve degerlendirilmesinde yeni yaklagimlar gereklidir (129).
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Diabetes Mellitus ve hipertansiyon kardiyovaskiiler kalp hastaliklar igin

bagimsiz risk faktorleridir (104, 108, 130).

Endotelyal hiicre hasarlanmasinin hipertansiyonun 6nemli bir 6zelligi oldugu
kanmitlanmistir (118). Hipertansiyonda hasarlanan endotelyal hiicrelerden nitrik oksit
gibi vazodilatator maddelerin kayb1 vaskiiler damar direncinde artmayla sonuglanir
(131, 132). Ayrica normal endotel ile 6nemli derecede kontrol edilen vaskiiler diiz
kas hiicre biiylimesi hipertansiyonda bozularak aterosleroza egilimi arttirir (133).
Endotelyal fonksiyonlarin diizenlenmesi hipertansiyonun énemli komplikasyonlarini

en aza indirmede 6nemli bir tedavi secenegidir (116).

Diyabetli hastalarda da endotelyal fonksiyonlar erken donemde bozulur (134).
Hipergliseminin neden oldugu bozulmus endotel fonksiyonlarinin mekanizmas1 agik
degildir (135). Glukozun dogrudan veya dolayl olarak ileri glikasyon son {iriinleri
veya reaktif oksijen radikallerinin iiretimi yoluyla arter damar duvarini etkiledigi

(136) ve diyabette endotele bagh gevsemenin bozuldugu 6ne siiriilmektedir (137).

Diabetes Mellitus ve hipertansiyonun birlikte goriilme oranmi yiiksektir (138,
139). Hipertansiyon ve diyabetin birlikte goriilmesinde genetik ve cevresel
faktorlerin etkisi {izerinde durulmaktadir (140). Endotelyal bozukluga yol acan
insiilin direnci, artmig doku inflamasyonu ve reaktif oksijen radikallerinin iiretimi ,
artmis doku renin anjiotensin aldosteron sistemi ve sempatik sisir sistemi aktivitesi
(141), total viicut sodyumunda artis ve vazokonstriktorlere karsi artmis vaskiiler
yanit diyabetik olgularda hipertansiyon gelisiminde rol alan fizyopatolojik

mekanizmalardir (141).

Epidemiyolojik caligmalarla diyabetik populasyonda hipertansiyon sikliginin,
diyabetik olmayanlara kiyasla 1.5-3 kat daha fazla oldugu gosterilmistir (142).
Makrovaskiiler komplikasyonlar diyabetli hastalarda mortalitenin %70’ inden
sorumludur ve bu komplikasyonlarin en 6nemlisi koroner kalp hastaliklaridir (143).
Hipertansiyon diyabetli hastalarin %20-60’11 etkileyen retinopati, nefropati gibi

mikrovaskiiler komplikasyonlarda oldugu gibi myokard infarktiisii, koroner kalp

20



hastaliklari, inme gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda da en 6nemli risk faktorlerinden

biridir (139).

HGF, DIABETES MELLITUS ve HIPERTANSIYON

Diabetes mellitus ve hipertansiyonun her ikisinin de bagimsiz olarak endotelyal
hasarlanmaya yol acarak ateroskleroz gelisimine neden oldugu bilinmektedir (118,
134). Diyabetli hastalar ile sik olarak birlikte goriillen hipertansiyon, mikro ve

makrovaskiiler komplikasyon riskini arttirmaktadir (143, 139).

DM hastalarinda HGF iiretiminin azalmasinin aksine HT nun agirligina bagh
olarak hipertansif DM’lu hastalarda serum HGF diizeyinin normotansif DM’lu
bireylere gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu sonuclar
HGF’nin DM’ta HT gibi komplikasyonlarin yeni bir gostergesi olabilecegini one

siirmektedir (13).

GENETIK POLIMORFiZM ANALIZi
Molekiiler Teknikler

Niikleik asit temeline dayali molekiiler teknikler genomdaki dizilig

degisikliklerinin saptanmasinda genis olanaklar sunmaktadir (144-146).

Molekiiler teknikler temel olarak su basamaklarnn kapsamaktadir: 1) Canh
orneginden niikleik asidin oOziitlenmesi; 2) Oziitteki niikleik asit miktarmin
degerlendirilmesi (6ziitleme veriminin degerlendirilmesi), 3) Cogaltma, 4) Saptama

(Olgme, dizi siras1 saptama vb.)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polimerase chain reaction; PCR) 6ziitlenmis olan
hedef niikleik asidin ¢ogaltilmas1 yontemidir (147). PCR ile ¢ogaltilan niikleik asit
cesitli yontemlerle analiz edilir. Gercek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real-

time PCR; RT-PCR) yonteminde niikleik asit cogaltilirken veriler toplanir.

Molekiiler tekniklerde kullanilan niikleik asit enzimleri Tablo-6’da

sunulmaktadir.
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Tablo-6: Molekiiler tekniklerde kullanilan niikleik asit enzimleri

Enzim

Niikleazlar
Ekzoniikleazlar
Endoniikleazlar
Restriksiyon endoniikleazlar
Ligazlar
DNA ligazlar
RNA ligazlar
Polimerazlar
Termostabil DNA polimeraz; 6rn, Thermus aquaticus (Tag) polimeraz

Reverse transkriptaz

1) Canh 6rnekten niikleik asitin oziitlenmesi
Laboratuvarda hazirlanan reaktiflerle ya da hazir 6ziitleme kitleri kullanilarak

niikleik asitler oziitlenmektedir (144, 148, 149 ).

2) Oziitleme verimliliginin degerlendirilmesi

DNA miktari, spektrofotometrik, elektroforetik, florometrik yontemler ve real
time PCR ile belirlenebilir (150). Spektrofotometrik olarak niikleotitlerin heterosiklik
halkalarinin maksimun absorbans verdikleri 260 nm dalga boyunda 1 birim optik

yogunluk, 50 mikrogram cift sarmal DNA'ya karsilik gelir.

En iyi 151k emiliminin gerceklestigi DNA i¢in 260 nm deki 6l¢iilen absorbans
degerinin ve RNA ve proteinler i¢in 280 nm'deki oOl¢iilen absorbans degerine
oranlanmasi ile de DNA saflik degerlendirmesi yapilir. Saf DNA molekiilii i¢in bu
deger 1.8-2.0 olmalidir (151).

3) Cogaltma
Bu basamakta kullanilan teknikler hedef niikleik asit, saptama sinyali ve
probun miktarinin artirilmasi ilkelerine dayanmaktadir (144). Cogaltma teknikleri

Tablo-7’de 6zetlenmektedir.
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Tablo-7: Niikleik asit cogaltma teknikler

Amplifikasyon Tipi

Amplifikasyon Teknikleri

Hedef

¢
L4

¢

Polimeraz zincir Reaksiyonu (PCR)

Ligaz Zincir reaksiyonu (LCR)

Transkripsiyona Dayanan Amplifikasyon Sistemi (TAS)
Transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA); kendine

yaterli sekans replikasyonu (3SR); niikleik asit sekansina

dayanan amplifikasyon (NASBA)

¢

¢

¢

¢

Zincir yerdegistirme amplifikasyonu (SDA)

Dongii aracili amplifikasyon (LAMP)

Baglanmis lineer amplifikasyon (LLA)

Tiim Genom amplifikasyonu(WGA) veya coklu yer

degistirme Amplifikasyonu (MDA)

¢

Sinyal

Prob

Antisense RNA amplifikasyonu (aRNA)

Dall1 zincirli DNA (bDNA)

Seri invaziv sinyal Amplifikasyonu

Q beta replikaz (QBR)
Donen Halka Amplifikasyon (RCA)
[zotermal Oligo Amplifikasyon

4) Saptama

Molekiiler genetik testlerde saptama teknikleri temel olarak iki amacla

kullanilir: 4-1) Niikleik asitlerin Ol¢iimii ya da varliklarimin saptanmasi ve 4-2)

Spesifik niikleik asit dizilerinin ayrilmasi ve dl¢iimii (144).

4-1) Niikleik asitlerin 6l¢timii ya da varliklarinin saptanmasi

e UV absorbans

e Niikleik asitlerin Floresans boyalarla boyanmasi

e Haberci molekiiller ve Isaretlenmis Problar

= Radyoaktivite

= Probla indirekt saptama

= Floresans isaretleyiciler
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4-2) Spesifik niikleik asit dizilerinin ayrilmas1 ve dl¢iimii

4.2.1 Elektroforetik Ayrim: Niikleik asit parcalarinin molekiiler agirlik ve
sekillerine gore fiziksel ayrimi. Yaygin kullanilan elektroforeze dayali
teknikler Tablo 8’de siralanmaktadir (Tablo-8)

4.2.2 Elektroforeze Alternatif Ayrim: Elektroforez kullanilmadanin
niikleik asitlerin dizilim ve biiyiikliigiiniin belirlenmesi. (Kisa dizinin
saptanmasi, yiiksek performanshi sivi kromatografisi (HPLC), Kkiitle
spektrometresi

4.2.3 Hibridizasyon Yontemleri: Genellikle arka-alan {izerinde niikleik
asitlerin gozlenmesi ilkesine dayanir. Orn, problar. Kati faz ve sivi faz

hibridizasyon yontemleri Tablo-9’da gozlenmektedir.

Tablo-8: Elektroforez temeline dayali yaygin teknikler

Polimorfizmlerin saptanmasi amagl

PCR/Restriksiyon parcasi uzunluk polimorfizmi (RFLP)

PCR (RT-PCR) par¢a analizi

Sothern Blotting

Northern Blotting

DNA dizi analizi

Tek-niikleotid uzatma yontemi (Single-nucleotid extension assay-SEN)
Oligo-baglama yontemi (Oligo-ligation assay-OLA)

Polimorfizmlerin taranmasi amach

Heterodupleks go¢ yontemi (Heterodublex migration assay-CSGE)
Tek-zincirli yap1 polimorfizm analizi (SSCP, SSCA)
Denatiirasyon farki jel elektroforezi (DGGE)

Sicaklik farki elektroforezi (TGGE, TGCE)

Tablo-9: Hibridizasyon Yontemleri

Kat1 faz Hibridizasyon yontemleri

e Nokta lekeleme ve cizgi prob analizi

e Dizilimler ( mikro-dizilim veya orta-yogunluklu dizilimler)
e Insitu hibridizasyon

e  Southern ve Northern lekeleme

S1v1 faz hibridizasyon Y 6ntemleri

e  Gergek Zamanl (veya homojen) PCR
e PCR

e PCR erime analizi

e Diger klasik teknikler
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Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tablo-9°da belirtildigi gibi spesifik genetik polimorfizmlerin saptanmasinda
kullanilan RT-PCR niikleik asitlerin ¢ogaltilmasi ve saptanmasinin ayni siiregte
yapildigr sivi faz hibridizasyon yontemidir (144). Bu teknikte floresan haberci
molekiiller ve termal dongii sirasinda salinan floresansi kaydeden cihazlar kullanilir.
Elde edilen veriler niikleik asit Ornegindeki niikleik asitin belirlenmesinde,
Olctimiinde ve baz dizisi hakkinda bilgi saglarlar. Cogaltilma ve floresansin izlenmesi
icin aym ornek tiipii kullanilir. Ornek transferi, reaktif eklenmesi ve jel ayrimi

gerekmez. Bu baglamda kontaminasyon riski azaltilmis olmaktadir (152).

RT-PCR’da cesitli cift zincirli DNA baglayan boyalar, floresans isaretli
primerler, proba 0zgiin saptama gibi cesitli floresans haberci sistemleri kullanilir
(Tablo-10). Yontemlerin ¢ogu hedef niikleik asit dizisini tamamlayic1 dizilimli

problar kullanmaktadir (144).

Tablo-10: RT- PCR yonteminde yaygin olarak kullanilan boya ve problar:

Boyalar:
1. Cift zincirli DNA baglayici boyalar (Orn;Etidiyum bromiir, SYBR Green I
2. Floresans isaretli primerler

Problar
1. Hibridizasyon problar1 [Birbirine yakin iki proba florofor yerlestirilir. Cogunlukla
hibridizasyona bagli olarak bu problar floresansi degistirirler. Bu degisim floresans rezonans
enerji transferi (FRET) seklindedir.]
2. Hidroliz problar: [Florofor isaretli prob sentezlenirken proba, florofordan florosansi agiga
cikaracak yapi yerlestirilir. PCR sirasinda prob florofor ve floresansi agiga cikaracak yapi
arasinda hidroliz olursa floresans agiga ¢ikar.]

Homojen hibridizasyon (RT-PCR) yontemi ile niikleik asitler cogaltilmakta,
Olclilmekte, baz dizisi belirlenmekte ve aym1 zamanda ayrintili genotipleme

yapilmaktadir.

RT-PCR yonteminde c¢ift-zincirli DNA {riinii her dongiide agiga c¢ikan
floresans ile izlenir. Hedef DNA varsa floresans artar. Sinyalin erken goriilme
derecesi baslangictaki hedef DNA miktarina baglidir. Bu da nicel 6l¢iime olanak

saglamaktadir. Sicaklik artirildik¢a floresans izlenirse erime egrisi elde edilir. Erime
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egirisi gozlenerek erime sicakliginin pozisyonu saptanir. Erime analizi ile tek baza

kadar dizi varyantlar da dahil ¢cogaltilan iiriin belirlenebilmektedir (149).

Erime analizinde, genotipleme yapilirken kontrollii 1sitma sirasinda hibridize
olan ciftlerin erimesi ayni tiipte izlenir ve sonugta erime egrileri elde edilir. SNP
saptanmasi i¢in haberci prob hazirlanir. Haberci prob normal alleli veya mutant alleli
tamamlayici olarak hazirlanir. Sicaklik artirilmasi sirasinda hedef DNA iirtiniindeki
haberci proba tamamlayici olmayan allelin ¢ift sarmali daha Once erime egrisi
verirken, haberci proba tamamlayici olan allelin ¢ift sarmali daha yiiksek sicaklikta

erime egrisi verir. Bu egrilerin analizi ile genotipleme yapilir (144, 152, 153).
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GEREC VE YONTEMLER
CALISMA GRUBU

Hasta Grubu

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Endokrinoloji ve
Metabolizma Bilim Dalr’nda izlenmekte olan ve Haziran -Temmuz 2008 tarihleri
arasinda poliklinige bagvuran diyabet hastalar1 arasindan, hazirlanmis olan bilgi
toplama formlarn (Ek. 1) her birey i¢in doldurularak secildi. Toplam 120 hasta
caligmaya alindi. Hasta grubu Diabetes Mellituslu ve Hipertansif, Diabetes

Mellituslu ve normotansif olmak iizere iki alt gruba ayrildu.
Hasta Grubu:
n:120, yas: 53,1+10,0

Erkek: n= 60; yas: 54,0+£10,2 (35-77)
Kadin: n= 60; yas: 52,2+9,9 (33-76)

Hasta Alt gruplari:

Diabetes Mellituslu ve normotansif hasta grubu:
n:60, yas: 49,85+8,3

Erkek: n= 30; yas: 50,1£10,2 (35-77)
Kadin: n= 30; yas: 49,6+8,6(35-65)

Diabetes mellituslu ve hipertansif hasta grubu:
n: 60, yas: 56,35+9,7

Erkek: n= 30; yas: 58,04£8,7 (36-75)
Kadin: n= 30; yas: 54,7+10,5 (33-76)

Diabetes mellitus tanist Amerikan Diyabet Birligi (ADA) kriterlerine gore
yapildi (5). Hipertansiyon tanisi i¢in Birlesik Ulusal Komite-7. rapor (Joint National
Committee-seven report, JNC VII) kriterleri  temel alindi (121). Ayrica

antihipertansif ila¢ kullanan hastalar hipertansif olarak kabul edildi.
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Diabetes mellitus disinda kronik veya siddetli akciger, karaciger ve bobrek
hastalig1 olanlar, herhangi bir nedenle kanser tedavisi gorenler ile iki hafta 6ncesine

kadar enfeksiyon ve travma Oykiisii olanlar ¢caligma dis1 birakildi.
Kontrol Grubu

Kontrol grubu klinik sikayet ve bulgusu olmayan, saglikli 63 bireyden

olusturuldu.

n: 63, yas: 44,248,3
Erkek: n= 30; yas: 43,749,2 (24-63)

Kadin: n= 33; yas: 44,7+7,5 (27-58)

Etik Kurul Onay1

Pamukkale Universitesi Tibbi Etik Kurulu onayr alindi. Tiim calisma
grubundan bilgi toplama formlar ile yas, cinsiyet, boy, kilo, viicut kiitle indeksi,
diyabet siiresi, kullanilan ilaglar, sigara kullamimi, takip edilen diger sistemik
hastaliklar1 gibi konularda bilgi toplandi ve her katilimcidan ''Bilgilendirilmig

Goniillii Olur Formu"' ile goniillii olduklarina iliskin imzalar ile izinleri alindi.

Hasta Orneklerinin Toplanmasi ve Analiz Orneklerinin

Hazirlanmasi
Kan ornekleri, 8-12 saatlik aclik sonrasi, sabah saat 08.00-10.30 arasinda, biri
jelli vakumlu (Vacutest, italya) ve diger ikisi EDTA’l1 tiipe (Vacutest, Italya) olmak

izere 3 tiipe alind1.

Total kolesterol, trigliserid, HDL-kolesterol, glukoz (Architect 8200i, Abbott,
ABD) ve HbAIlc (iyon degistirici kolon, Agilentl100 Chromsystems) aynm giin
icinde Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Laboratuvar
Biyokimya Biriminde o6l¢iildi. LDL-kolesterol ve VLDL-kolesterol, TG<400
mg/dL. kosulu saglayanlarda, Friedwald formiiliine gore hesaplandi [VLDL=
Trigliserit/5; LDL=Total kolesterol — (HDL + trigliserit/5)]. Serum ornekleri
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ayrilarak analiz zamanina kadar HGF 6l¢iimii icin —80 °C, hsCRP 6l¢timii i¢cin —20
°C’de saklandi.

Aymi giin i¢inde yapilan DNA izolasyonundan elde edilen DNA oziitleri SNP
(intron 8, A43839T) analizine kadar —20°C’de saklandi. SNP i¢in genotipleme RT-
PCR yontemiyle yapildi.

Ayrica her hastanin sfigmomanometre ile sistolik ve diyastolik kan basing¢lar

olciildii.
KULLANILAN CIHAZLAR
1. DNA oziitlenmesi
Sogutmal1 masaiistii santrifiij (Hettich, MIKRO 22 R, Almanya)
Vorteks/spin santrifiij (FVL-2400N, Biosan, Letonya)
Derin dondurucu (-20 °C) (Beko, Tiirkiye)
Otomatik pipet seti (0-10pL, 10-100uL. 100-1000uL) (Eppendorf, ABD)
UV Spektrofotometre (U.V 1601) (Shimadzu, Japonya)
2. Gergek zamanli PCR
Gercek-zamanli PCR sistemi (LightCycler® 2.0, Roche, Almanya)
LightCycler® Santrifiij Adaptorii (Roche, Almanya)
LightCycler® 2.0 Karusel (Roche, Almanya)
Vorteks/spin santrifiij (FVL-2400N, Biosan, Letonya)
3. Serum HGF Olg¢iimii
ELISA Okuyucu (Digital And Analog System(das), Italya)

Otomatik pipet seti (0-10pL , 10-100uL , 100-1000uL) (Eppendorf, ABD)
Cok kanalli otomatik pipet (30-300uL. hacimli) (CAPP, Danimarka)

Derin dondurucu (-80 0C) (NUAIRE, Ultralow freezer, ABD)
4. Biyokimyasal Olciimler

Masaiistii satrifiij (NF 1215, Niive, Tiirkiye)

Otoanalizor (Architect 8200i, Abbott, ABD)

HPLC (iyon degistirici kolon kromatografi, Agilent1 100 Chromsystems,
Almanya)
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KULLANILAN SARF MALZEMELER

1. Hasta 6rneklerinin toplanmasi ve analiz icin hazirlanmasi
1.1. Jelli vakumlu diiz biyokimya tiipii (Vacutest, italya))
1.2. EDTA’l1 tiip (Vacutest, italya)
1.3. 1.5 mL’lik Eppendorf mikro tiipler (Isolab, Almanya)
2. DNA Oziitlenmesi
2.1. 1.5 mL niikleaz free kapakli mikrosantrifiij tiipii (CLP, ABD)
2.2. Niikleaz free-0-10uL , 10-100pL , 100-1000pL hacimli filtreli Pipet
uclar1 (CLP,ABD)
3. Gergek-zamanli PCR
3.1. LightCycler® kapillerler (20ul) (Roche,Almanya)
3.2. Niikleazlardan arindirilmis steril -0-10puL. , 10-100uL , 100-1000uL hacimli
filtreli mikropipet uglar1 (CLP,ABD)

KULLANILAN KIMYASAL MADDELER
1. DNA Oziitleme
1.1. DNA Izolasyon Kiti (High pure PCR Template Kit) (Roche, Almanya)
1.2. izopropanol
2. HGF intron 8 A43839T SNP Analizi
2.1. “LightCycler-FastStart DNA Master Hybridization Probes” Kiti (Roche,
Almanya)
2.2. HGF intron 8 A43839T SNP’ye 6zgiin primer seti ve hibridizasyon problari
(TIB Molbiol, Almanya)
3. Serum HGF Diizeyi Olgiimii
3.1. HGF Human Elisa Kit (Quantikine, R&D system, ABD)
4. Serum yiiksek duyarlikli C reaktif protein ol¢iimii
4.1. Ultrasensitif CRP kiti ( Abbott, ABD)
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HGF POLIMORFiZMi VE BiYOKIMYASAL OLCUMLER
HGF Polimorfizmi ve Olciilen Analitler

Olciim yontemleri ve HGF polimorfizmi yontem ilkeleri Tablo-11"de

gozlenmektedir.

Tablo-11: Olgiilen analitlerin 6lgiim yontemleri ve dlgiimde kullanilan cihazlar

Analit Ad1 Olciim/Saptama Yontemi Kullanilan Cihaz

Glukoz Enzimatik spektrofotometrik Abbott/Architect 82001
HbA,. Iyon degisimi Agilent]1 100Chromsystems
HDL kolesterol hizlandiric segici deterjan Abbott/ Architect 82001
HGF ELISA (Quantikine, R&D system) Digital and Analog System
hsCRP lateks immunol¢tim Abbott/ Architect 82001
Kreatinin Kinetik kolorimetrik Abbott/Architect 8200i

Total kolesterol
Trigliserit
Ure

Polimorfizm Analizi

Enzimatik kolorimetrik
Enzimatik kolorimetrik

Kinetik enzimatik yontemle ol¢iilen iire
nitrojeninden hesaplanir

Abbott/ Architect 8200i
Abbott/ Architect 8200i
Abbott/ Architect 8200i

DNA o6ziitleme

HGEF, intron 8
A43839T SNP Analizi

Yiiksek saflikta PCR kalib1 hazirlama Kiti
ile oziitleme

Sivi faz hibridizasyon

(Real Time PCR)

Roche, Almanya

Light Cycler System (Roche,
Almanya)

HGF Polimorfizmi

Tablo-11’de gozlenen Slciim yontem ilkeleri asagida dzetlenmektedir.

Tam Kan Orneginden DNA nin Oziitlenmesi
Kan orneklerinden “Yiiksek Saflikta PCR Kalib1 Hazirlama Kiti’> (Roche,
Almanya) kullanilarak DNA 6ziitlendi.

Kitle Saglanan Reaktifler ve Gerecler:

1. Baglayici tampon

2. Inhibitérleri uzaklastirict tampon

3. Yikama tamponu
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AL

Eliisyon tamponu

Proteinaz K

Yiiksek saflikta filtre iceren tiip
Toplayict tiip

Kit kilavuzundaki DNA o6ziitleme basamaklar asagidaki gibidir:

10.

11.
12.

13.

14.

15.

1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine 200 uL kan 6rnegi alindi.

Uzerlerine 200 uL Baglayici Tampon ve 40 uL Proteinaz K eklenerek iyice
karnistirild1 ve bu sekilde proteinler DNA ipliginden uzaklastirildi.

72 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi.

Daha sonra her tiipe 100 uL isopropanol eklendi, pipetle karstirildi ve
DNA’nin ¢okmesi saglandi.

. Hasta sayis1 kadar toplayici tiip cikartildi ve her birine filtre igeren tiip

yerlestirildi.

Madde 4’te hazirlanan karisim filtre iceren tiiplere aktarildi ve 8.000 x g’de 1
dk santrifiij edildi.

Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

Her tiipe 500 pl inhibitorleri uzaklastirici tampon (inhibitér removal buffer)
eklendi ve 8.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Boylece DNA izolasyonunda
inhibisyona neden olabilecek tiim maddeler toplama tiipleri igine siiziilen s1vi
icinde uzaklastirilmis oldu.

Toplama tiipleri atild1 ve filtre iceren tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

Her tiipe 500 uL yikama tamponu eklendi ve 8.000 x g’de 1 dk santrifiij
edildi.

Toplama tiipleri atild1 ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine alindi.

Her tiipe 500 uL yikama tamponu eklendi ve 8.000 x g’de 1 dk santrifiij
edildi.

Toplama tiiplerindeki sivi dokiildii ve tekrar 13.000 x g’de 10 saniye kisa
santrifiij yapild.

Toplama tiipleri atildi ve filtre iceren tiipler, 1,5ml’lik steril yeni
mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.

Her tiipe 72 °C’de bekleyen elusyon tamponundan 200 uL eklendi.
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16. 8.000 x g’de 1 dk santrifiij yapildi.
17. Filtreli tiipler atild1 ve filtreli tiiplerin filtresinde emilmis halde bulunan saf

DNA, mikrosantrifijj tiiplerin i¢indeki eliisyon tamponu i¢ine siiziilmiis oldu.

HGF intron 8 A43839T SNP’nin Saptanmasi
Human HGF geni 8. intronunda gozlenen rs2286194 SNP (A43839T) ig¢in,
National Center for Biotechnology Information (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi,

NCBI) veri tabaninda tanimlanan bolge kullanildi (153).

SNP analizi icin, LightCycler® 2.0 gercek-zamanli PCR sistemi (Roche,
Almanya) kullanildi. Reaksiyon kosullari, “LightCycler-FastStart DNA Master
Hybridization Probes” kiti kullanilarak optimize edildi. Oncelikle hedef bolge
cogaltild1 ve sonrasinda amplikonun identifikasyonu erime egrisi analizi ile yapildi

(LightCycler yazilim programi, versiyon 4.05).

Hedef SNP’nin belirlenmesi amaciyla, HGF intron 8’de hedef SNP bolgesini
de iceren 392 baz c¢ift (b¢)’lik parganin cogaltilmasinda kullanmilan primerler ve
hibridizasyon problarinin dizayn1 Tib Molbiol (Berlin, Almanya) tarafindan yapildi.
Kullanilan primerler ve hibridizasyon problarimin baz dizilimleri Tablo-12’de

gozlenmektedir.

Tablo-12: HGF A43839T (intron 8) SNP analizinde kullanilan primerler ve

hibridizasyon problari

HGF A43839T (intron 8) SNP belirlenmesinde kullanilan Primer ve isaretli Problarin baz
dizilimi

. 5’-CAGTAATTTTCTCGTAGGTCCCT-3’
Primer Sense

Primer Antisense S’TTCTACACAATATGTGGGCCAT-3’

Prob 43839 T icin
(donor-verici)
Prob Anchor
(Acceptor-alict)

5’-GAGTTCTAACATTTTGGACTCA-3’--Flu

5’-LC-640-G+CTATAA+CAATTTAATATT+CAGTATA+CAT-3’--PH

Primerler ve hibridizasyon problar tasarlandiktan sonra, bu primer-prob setinin

melting sicakligi (Erime derecesi, Tm) dereceleri ve bu setle ¢ogaltilacak hedef
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bolgenin biiyiikliigii baz alinarak, gercek-zamanli PCR protokoliiniin optimizasyon
calismalan yapildi. Asagida optimize edilen gercek-zamanli PCR reaksiyon karigimi

ve protokolii yer almaktadir:

Gerc¢ek Zamanh PCR Protokolu:

Reaksiyon karisim

Komponent Hacim Son konsantrasyon
Su 10,4uL -

MgCl2 (25mM) 1,6 uL 3uM

Primerler 1 uL 0.5 uM (herbiri)
Hibridizasyon Problart 1 uL 0.15uM (herbiri)
“HybProbe” reaksiyon karigimi 2 uL

DNA o6rnegi 2 uL

Toplam hacim 20 uL

Su, MgCl,, primerler, problar ve HybProbe reaksiyon karisimi (FastStart Taq
DNA polimeraz, reaksiyon tamponu, niikleotid karisimi ve 10 mM MgCl2) belirtilen
sira ile ve belirtilen miktarlarda karigtinldiktan sonra, 18 pL hacimde olacak sekilde
kapillerlere aktarildi. Kapillere aktarilan her reaksiyon karisimi iizerine 2 uL DNA
ornegi eklendi. Negatif kontrol 6rneginde DNA 6rnegi yerine 2 uL “PCR-grade” su
kullanildi. Toplam 20 pL reaksiyon karisimi igeren kapillerler, karusel yardimi ile
gercek-zamanli PCR ile hedef bolgenin c¢ogaltilmasi ve SNP analizi igin

LightCycler® 2.0 gercek-zamanli PCR sistemine yerlestirildi.
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Gercek-zamanh PCR Protokolu

Analiz Modu Dongii Segment Hedef Is1 Siire Kazamim Modu

Pre-inkiibasyon

“None” 1 95 °C 10 dk “None”
Amplifikasyon
Denaturasyon 95 °C 10 sn “None”
“Quantification” 45 Annealing 55°C 15 sn “Single”
Ekstensiyon 72 °C 20 sn “None”

Erime egrisi

Denaturasyon 95 °C 0 sn “None”
“Melting 1 Annealing 37 °C 30 sn “None”
curves”
Melting 95 °C 0 sn “Continuous”
slope=0.1°C/sn
Sogutma
“None” 1 40 °C 30 sn “None”

*Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip DNA’nin denatiirasyonu,
Amplifikasyon: Hedef bolgenin primerler yardimi ile ¢ogaltilmasi, Erime egrisi:
Amplikona ait genotipin belirlenmesi (SNP analizi), Sogutma: Sistemde yer alan

rotorun ve termal haznenin sogutulmasi basamaklarini icermektedir.

Optimize edilen protokolde belirtilen reaksiyon kosullarina gore, primerler
kullanilarak HGF intron 8’de bulunan ve hedef SNP’yi iceren 392 b¢’lik boliim
cogaltildi. Amplikonun varligi, 6zgiin hibridizasyon prob cifti kullanilarak floresans
artist ile belirlendi. Sistemdeki floresans degerinin ol¢iim sekli izleyen paragrafta

Ozetlenmektedir:
Ozgiin hibridizasyon prob cifti, cogalan hedef bolgede yer alan dizilerle

hibridize olabilen iki farkli oligoniikleotitten olusmaktadir. Bir prob, 5'-ucunda

“LightCycler®Red 640-N-hydroxy-succinimide ester (Red 640-NHS ester)” ile
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isaretlidir ve 3'-ucu fosforilizasyonla modifiyedir. Diger probun ise 3’-ucu florosans
(Flu) ile isaretlidir. Hedef DNA’ya hibridize olduklarinda, her iki prob birbirine
oldukc¢a yakindir ve bu iki floresan boya arasindaki yakinlagsma “floresans rezonan
enerji transferi” (FRET) ne neden olur . FRET sirasinda, LightCycler 2.0 sisteminin
151k kaynag tarafindan florosans (dondr florofor), 151ma yapmaktadir ve bu 1s1ma
enerjisinin bir kism1 diger florofora (akseptor florofor; Red 640-NHS estere) transfer

edilir. Sistem, akseptor florofor tarafindan salinan floresansi 6l¢mektedir.

Amplikonun varliginin belirlenmesinden sonra, amplikonun identifikasyonu
icin, yani SNP analizi icin erime egrisi analizi yapildi. Bu asamada, oncelikle
sistemin 1sisinin 95°C’ye ¢ikmasina olanak saglandi. Daha sonra 1s1 37°C’den
95°C’ye cikartildi ve her 0.1°C’de sistemde varolan floresans icin okuma yaptirildi.
LightCycler yazilim programi yardimiyla, her bir ornege ait 640 dalga boyunda
Olciilen floresansin negatif tiirevini 1s1ya gore degerlendiren ve amplikona ait erime

derecesini (Tm) gosteren grafik elde edildi.

Erime egrisi analizi sirasinda, artan 1s1 floresansda azalmaya neden olacaktir ve
iki probdan daha kisa olam1 daha ©Once ayrlacaktir. Sonucta iki prob arasindaki
yakinlagma uzun siire devam etmeyecektir. Eger hedef bolgede niikleotid degisimi
varsa, hedef bolge ile bu probunun bozuk eslesmesi hibridi destabilize edecek ve
boylece floresansdaki azalma daha diisiik derecelerde gerceklesecek ve daha diisiik
Tm derecesine sahip olacaktir. Niikleotid degisimi yoksa, hedef bolge ile diger
probun normal bigcimde eslesmesi gerceklesecek ve boylece prob ile eslesen DNA,
daha yiiksek Tm’e sahip olacaktir. Heterozigot durumunda, her iki Tm’de de egri

gozlenecektir.

Gergek-zamanli PCR optimizasyon ¢alismasi tamamlandiktan sonra, yukarida
belirtildigi sekilde, kontrol ve hasta grubu DNA 6rneklerinde HGF intron 8 A43839T
tek niikleotit polimorfizm analizleri yapildi. Caligmamizda TT alleline 6zgiin prob
(mutasyon probu) kullanildi. Beklenildigi sekilde, mutasyon probuna eslenik olan
dizinin erime derecesi (Tm) daha yiiksek oldu ve 58 £ 1 °C olarak saptandi.
Mutasyon probuna komplementer olmayan alleli tasiyan, dolayisiyla bu prob ile

eslesmeyen veya bozuk eslesme gosteren dizinin erime 1sis1 daha disiiktii ve
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52 = 1°C olarak belirlendi. Buna gore, yalniz 52°C’de erime egrisi gbzlenen

ornekler AA (Wild type-normal), 52 °C ve 58 °C’de erime egrisi gozlenen ornekler

AT (heterozigot), 58 °C’de erime egrisi gozlenen ornekler TT (mutant) olarak kabul

edildi (Sekil-1

1, Sekil-12 ve Sekil-13).

Melting Peaks

0,179
0,159]
0,139
0,119
0,089
0,079 ]
0,059
0,039
0,019

(d/dT) Fluorescence (630)

-0,0014 e e e
-0,021 —:/

--- Wild-type DNA

PE— e

40 50 B0 70 a0 an
Temperature (°C)

Sekil-11: HGF intron 8’de A43839T SNP analizi i¢cin RT-PCR ile elde edilen wild-

type (normal)

bireye ve negatif kontrole ait erime egrisi analizi.

Melting Peaks

0,092
0,052
0,072
0,062
0,052
0,042
0,032
0,022
0,012
0,002
0,008
0,015
0,028
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--- Heterozigot DNA

Sekil-12: HG

type (normal)
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Temperature (°C)

F intron 8’de A43839T SNP analizi icin RT- PCR ile elde edilen wild-

bireye, heterozigot bireye ve negatif kontrole ait erime egrisi analizi.
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Melting Peaks
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Sekil-13: HGF intron 8’de A43839T SNP analizi icin RT- CR ile elde edilen wild-

type (normal) bireye, heterozigot bireye ve mutant bireye ait erime egrisi analizi.

Serum HGF diizeyleri Quantikine (R&D System, ABD) ELISA kiti
kullanilarak manuel olarak ol¢iildii. Kullanilan yontem kantitatif sandvi¢ enzim
immun 6l¢iim yontemidir. Ornekteki HGF 6zgiin bir kat1 faz monoklonal antikor ve
poliklonal bir enzim-antikor konjugatina baglanir. Boylece HGF molekiilii kat1 faz ve
enzim isaretli antikor arasinda sandvi¢ olusturur. Bagli olmayan enzim isaretli
antikor ve ornek uzaklastirildiktan sonra plaka enzim substrati ile inkiibe edilerek
renk olusumu saglanir. Olusan renk Ornekteki HGF konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

Kitle Saglanan Reaktifler

e Hu HGF (insan hepatosit biiylime faktorii) Standard

e HGF Konjugat (horseradish peroxidase ile isaretlemis poliklonal antikor)
¢ Olciim Diliienti (tamponlanmis protein baz)

e Kalibrator Diliient

® Yikama Tamponu

¢ Renk reaktifi A( Stabilize Hidrojen peroksit)

e Renk reaktifi B (stabilize kromojen)
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Stop Cozeltisi (2 N siilfirik asit.)

Adheziv stripler, plaka ortiisii

Kullanilmadan 6nce tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.

Kit kilavuzunda verilen analiz basamaklar1 asagidaki gibidir:

HGEF i¢in spesifik monoklonal antikorlar ile kaplanmis kuyucuklara 150 puL
Olctim diiienti pipetlendi.

Ardindan her kuyucuga 50 uL standart ve serum orneklerinden eklendi.
Plakalarin kapagi kapatilarak 2 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi kuyucuklar 400 uL yikama tamponu ile toplam 4 kez
yikandi.

Ardindan her kuyucuga 200 pL HGF konjugati eklendi ve yeni bir plaka
kapagi kapatilarak oda 1s1snda 2 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 kuyucuklar 400 uL yikama tamponu ile toplam 4 kez
yikandi.

Kuyucuklarin her birine 200 pL substrat ¢ozeltisi eklendi ve plakalarin tistii
kapatilip 1s1ktan korunarak 30 dk. oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi her kuyucuga 50 uL stop cozeltisi ilave edildi ve
kuyucuklardaki renk degisikligi gozlendi.

30 dk. icinde her kuyucugun optik dansitesi ELISA mikroplak okuyucu ile
450 nm dalga boyunda okundu.

Referans araligi : 671 — 1992 pg/mL

HGF standartlart kullanilarak hazirlanmis kalibrasyon egrisine gore serum

HGEF diizeyleri hesaplandi (Sekil-14).
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Sekil-14: HGF Kalibrasyon egrisi

Yiiksek Duyarh C-Reaktif Protein (hsCRP)

Yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein lateks immundl¢iim yontemiyle 6l¢iildii.
Lateks partikiillere emdirilmis olan poliklonal anti-C reaktif protein antikorlar ile
ornekteki CRP  arasinda  antijen-antikor  reaksiyonu  meydana  gelir.
Olusan antijen-antikor kompleksi ¢oker. Bu c¢okme absorbans degisimi olarak
belirlenir. 580 nm dalga boyunda absorbansdaki degisikligin biiyiiklugi ile
ornekteki hsCRP diizeyi orantilidir.

Yiiksek duyarlilikta C-reaktif protein ol¢iimii icin oncelikle hsCRP kiti, Abott-
8200i analizoriine uyarlandi. Oncelikle iki diizeyli kontrol serumu ol¢iimii ile testin
analitik performansi degerlendirildi. Ardindan hasta ornekleri calisildi. hsCRP

kontrol serumu 6l¢iim sonuglar1 Tablo-13’te goriildiigii gibidir.

Tablo-13: hsCRP kontrol serumu 6l¢iim degerleri

Analit Kontrol Serumu Ol¢iim Degerleri
Kontrol diizeyi Hedef Deger n Olgiilen Deger
Diizey 1 0,045 - 0,055 1 0,05
hsCRP
(mg/dL) Diizey 2 1,27- 1,31 1 1,3

Referans degerler: < 0.5 mg/L
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Glukoz

Glukoz Hekzokinaz/G-6-PDH (glukoz 6 fosfat dehidrojenaz) enzimatik
spektrofotometrik yontemi ile olciildii. Glukoz hekzokinaz ile ATP ve Mg2+ iyonu
varhiginda fosforillenir ve glukoz-6-fosfat ve  ADP olusur. Glukoz 6 fosfattan,
G6PDH ile spesifik olarak  6-fosfoglukonat olusurken nikotinamid adenin
diniikleotid (NAD) de indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid (NADH)’e
indirgenir. Tiiketilen her mikromol glukoz icin bir mikromol NADH diiretilir. Bu

sirada olusan absorbans farki 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

oOlciiliir.
hekzokinaz
Glukoz+ATP » Glukoz-6-P +ADP
Glukoz- 6-PDH
Glukoz-6-P + NADP » 6-Fosfoglukonat + NADPH

Referans Aralig1:70-105 mg/dL (3.89 - 5.83 mmol/L)

I"Jre

Ure azotu analizi kinetik enzim yontemiyle olgiildii. Bu yontemde 6rnekteki
Ure iireaz ile amonyak ve karbondiokside (CO2) hidrolize edilir. ikinci reaksiyonda
glutamat dehidrojenazin katalizledigi bir reaksiyonla amonyak ve a-ketoglutarat,
glutamat ve suya doniistiiriilirken es zamanh olarak indirgenmis nikotinamid adenin
diniikleotit (NADH) nikotinamid adenin diniikleotite (NAD) okside olur. Mevcut her
bir mol iire i¢in iki mol NADH okside olur. 340 nm de absorbanstaki azalmanin

baslangi¢ derecesi 6rnek iire konsantrasyonu ile orantilidir.

urcaz

ire + HHO —2NH4+ + CO2

Glutamat Dehidrojenaz

a-ketoglutarat + NHa+ o~ » L-glutamat +H20

NADH NAD
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Olgiilen iire nitrojeni cihaza girilen formiil ile iireye cevrilir.

mg/dL iire nitrojen x 2.14 = mg/dL iire
Referans araligi: Kadinlarda 20,9-43 mg/dL
Erkeklerde 17,9- 54,9 mg/dL

Kreatinin

Kreatinin kinetik kolorimetrik yontem ile 6l¢iildii. Bu 6l¢iim yontemi Alkali
pH’da oOrnek icindeki kreatininin pikrat ile reaksiyona girerek kreatinin-pikrat
kompleksini olusturmasina dayanmaktadir. Bu kompleksin olusumundan dolay1
500 nm’de absorbansin artma derecesi Ornek kreatinin konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

Kreatinin+ Pikrik asit Alkalin ¢ozelti > kreatinin pikrat ( kirmizi renkli)

Referans araligi : Kadinlarda 0.6 -1.1mg/dL ( 53 — 97 umol/L)
Erkeklerde 0.7 -1.3 mg/dL (62- 115 umol/L)’dir.

Total Kolesterol

Total kolesterol enzimatik kolorimetrik yontemle olgiildii. Kolesterol,

kolesterol esteraz ile serbest kolesterol ve yag asidi olusturacak sekilde pargalanir.

Kolesterol
Kolesterol esterleri + H,O > Kolesterol + RCOOH
esteraz

Kolesterol, kolesterol oksidazin yardim ile oksijen tarafindan kolest-4-en-3-one

ve hidrojen peroksite doniistiiriiliir.

Kolesterol
Kolesterol + O, > Kolest 4-en-3-one + H,O,
oksidaz
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Aci8a cikan hidrojen peroksidin 4-aminoantipirin ve hidroksibenzoik asitle (HBA)
birlesmesiyle renkli bir bilesik olan kinonemin meydana gelir. Renkli bilesigin

absorbansi 500 nm de spektrofotometrik olarak okunur.

peroksidaz
2H202 + 4-Aminoantipirin + HBA » Renkli kinonemin + 4 H 2O

Referans Araligi: < 200 mg/dl (5.18 mmol/L)’dir.

Trigliserid

Olgiim enzimatik kolorimetrik yontemle yapildi. Bu yontemde trigliseritler
enzimatik olarak lipaz ile serbest yag asitleri ve gliserole hidroliz olur. Gliserol’iin
gliserol kinaz ile Adenozin trifosfat (ATP) tarafindan fosforillenmesiyle gliserol-3-
fosfat ve adenozin difosfat (ADP) iiretilir. Gliserol fosfat gliserol fosfat oksidaz ile
dihidroksiaseton fosfata oksidize olur ve aymi zamanda hidrojenperoksit olusur.
Peroksidaz ike katalizlenen renk reaksiyonunda H202 , 4-aminoantipirin (4-AAP) ve
4-klorofenol (4-CP) ile renkli bir bilesik olusturur. Bu rengin absorbansi ornekte

bulunan trigliserid konsantrasyonu ile orantilidir.

Lipoprotein
Trigliseritler +3 H,O ,  Gliserol + 3RCOOH
Linaz
Gliserol
Gliserol+ATP » Gliserol-3-fosfat + ADP Mg2+
Kinaz
Gliserofosfat
Gliserol-3-fosfat + O, » Dihidroksiaseton fosfat + H,O,
Oksidaz
Peroksidaz

H202 +4-aminoantipirin+4-klorofenol —— Kirmiz1 renkli boya

Referans degerleri: <150 mg/dL (1.70 mmol/L)
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HDL Kolesterol

HDL-K hizlandirict secici deterjan yontemi ile 6l¢iildii. Bu yontem 6zgiin bir
deterjan kullanimi segilerek ¢o6ziinen HDL kolesterol ve HDL icermeyen
esterlesmemis kolesterol ile kolesterol oksidazin hizlandirilmis reaksiyonuna
dayanir. Ilk reaktif icinde HDL icermeyen esterlesmemis kolesterol enzim
reaksiyonuna tabi olur ve iiretilen peroksit, N, N-bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-
disodium (DSBmT) renksiz iiriinii ile peroksidaz reaksiyonu tarafindan tiiketilir.
Ikinci reaktif HDL kolesterolii cozebilen bir deterjan, kolesterol esteraz ve HDL
Kolesteroliin miktariin belirlenmesi icin renk gelistiren bir kromojenik baglayicidan

olusur. Olusan renkli bilesigin verdigi absorbans spektrofotometrik olarak olgiiliir.

Kolesterol
HDL-Kolesterol esterleri + HHO — »  HDL-Kolesterol + RCOOH
Esteraz
Kolesterol
HDL-kolesterol +O2 » A4 -Kolestenon + H202
Oksidaz

2H202 + (DSBmT)* — , RENKLI URUN

*DSBmT: N, N-bis (4-sulphobutyl)-m-toluidine-disodium

Referans aralig1 : 40-60 mg/dL

VLDL Kolesterol ve LDL Kolesterol

VLDL- Kolesterol ve LDL Kolesterol diizeyi '""Friedwald" formiiliine gore
hesaplandi. Serum trigliserid diizeyi 400 mg/dL’nin {izerinde oldugu zaman bu
formiil kullanilmamaktadir.

VLDL-kolesterol = Trigliserid/5

LDL-kolesterol = Total kolesterol-[(HDL-kolesterol)+(Trigliserid/5)]
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VLDL-kolesteroliin referans araligi erkeklerde 8-32 mg/dL(0,20-0,82 mmol/L),
kadinlarda 7-47 mg/dL (0,18-1,20 mmol/L)’dir.

LDL-kolesteroliin referans araligi 65-175 mg/dL (1,68-4,50 mmol/L)’dir.

Hemoglobin Alc (HbAlc)
HbAlc iyon degisimi yontemi ile HPLC cihazinda ¢alisildi.

Referans araligi: %4,4-6,1

KALITE KONTROL SONUCLARI

Calismanin yiriitiildiigii stire icinde glukoz, iire, kreatinin, total kolesterol,
HDL-kolesterol, trigliserid ve HbA . analitlerinin 6l¢timiinde i¢ kalite kontrol ve dis

kalite degerlendirme programlari sonuglar degerlendirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Veriler SPSS 15.0 (Chicago,ABD) paket programi kullanilarak istatistiksel

olarak degerlendirildi. Diizeyler aritmetik ortalama + standart sapma (X + SD) ve

ortanca (minimum-maksimum) olarak belirtildi.

Normal dagilima uyan ol¢iimsel analitlerin gruplar arasindaki farki tek yonlii
varyans analizi (One Way ANOVA) ile degerlendirildi ve sonuglar ortalama +
standart sapma (X#+ SD) olarak belirtildi. Normal dagilima uymayan olciimsel
analitlerin gruplar arasindaki farki Kruskal Wallis varyans analizi ile degerlendirildi
ve sonuglar ortanca olarak belirtildi. Tiim istatistiksel analizler i¢in anlamlilik sinirt

p< 0.05 olarak kabul edildi.

Belirlenen farkin hangi gruplar arasinda oldugunu saptamak ic¢in parametrik
kosullart saglayan verilere post-hoc testlerden (¢coklu karsilastirma testleri) Tukey
testi, karsilamayan verilere de Bonferronni diizeltmeli Mann Whitney U testi

uygulandi. Olgiimsel olmayan degiskenler icin Kikare testi kullanildi.
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Degiskenler arasindaki iliskinin giiciinii belirlemek amaciyla korelasyon analizi
yapildi. Korelasyon analizinde r (Pearson korelasyon katsayisi) degeri 0,000-0,49
araligr zayif iliski, 0,50-0,69 aralig1 orta iligki, > 0,70 olanlar giiclii iliski olarak
kabul edildi.
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BULGULAR

Kalite Kontrol Sonuclari

Calismanin yiiriitiildiigii stirede (Haziran — Temmuz 2008) glukoz, diire,
kreatinin, total kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit, ve HbA|. i¢ kalite kontrol

sonuclar1 Tablo-14’te gbzlenmektedir.

Tablo-14: Biyokimyasal testlerin analitik performansi

Analit Kontrol Hedef n Xort +SD %CV

diizeyi Deger

Diizey 1 82,7-96,9 50 89,9 4,6 5,0
Glukoz (mg/dL)

Diizey 2 274,3 - 321,7 49 299,8 8,2 2,7
HbA,, Diizey 1 52-6,4 20 5,7 0,20 35
(%)

Diizey 2 8,3-10,7 18 9,8 0,21 2,1

Diizey 1 62,5 -76,5 48 69,1 5,6 8,2
HDL-kol. (mg/dL)

Diizey 2 30,9 -37,8 46 33,1 1,12 34

Diizey 1 0,045-0,055 1 0,05 - -
hsCRP
(mg/dL) Diizey 2 127-1,31 1 1,3 - -

Diizey 1 1,8-23 51 1,96 0,061 3,1
Kreatinin (mg/dL)

Diizey 2 5,44 -6,78 50 5,9 0,2 33

Diizey 1 246 - 282 51 265,4 4,6 1,7
T.kolesterol (mg/dL)

Diizey 2 93 - 107 50 101,3 1,8 1,7

Diizey 1 166,5-199,5 54 191,5 3,7 1,9
Trigliserit (mg/dL)

Diizey 2 76,4-91,6 53 88,7 1,3 1,5

Diizey 1 27-37 50 33,3 0,72 2,17
Ure (mg/dL)

Diizey 2 88- 114 46 103,5 22 2,1

Calismanin yiriitiildiigii stirede (Haziran — Temmuz 2008) glukoz, iire,
kreatinin, total kolesterol, HDL-kolesterol, trigliserit analitlerinin dis kalite kontrol

sonuclar1 Tablo-15 ve Tablo-16’da gozlenmektedir.
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Tablo-15: Biyokimyasal testlerin Haziran 2008 dis kalite kontrol sonuglari

Tarih 24.06.2008
Bizim Grup Ortalama

: Sonucumuz Degeri SDI

Analit
e (mg/dL) (mg/dL)

Glukoz 125,0 129,0 -0,81
HDL-kol. 43 35,3 + 1,77
Kreatinin 2,65 3,67 -0,17
T.kolesterol 160,0 160,0 +0,07
Trigliserid 88,0 88,4 —0,11
Ure 65,0 64,9 + 0,05

Tablo-16: Biyokimyasal testlerin Temmuz 2008 dis kalite kontrol sonuglar

Tarih 29.07.2008

tal
Bizim Sonucumuz Grup Ortalama

: Degeri SDI

Analit (mg/dL) (mgg}dL)

Glukoz 145,0 137,0 + 1,75
HDL-kol. 63 60,3 + 0,57
Kreatinin 7.4 7,23 + 0,40
T.kolesterol 152 154 -0,33
Trigliserid 88 84,1 +1,08
Ure 67 60,5 +0,17

Cahsma Gruplariin Ozellikleri

Calisma kapsamina alman saglikli kontrollerin ve Diabetes Mellituslu
normotansif (DM), Diabetes Mellituslu Hipertansif (DM+HT) hasta grubunun
antropometrik Ozellikleri Tablo-17°de, Ol¢ciim sonuglar1  Tablo-18’de, Ol¢iim

sonuclarinin hasta gruplari arasindaki fakliliklar1 Tablo-19’da gbzlenmektedir.
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Tablo-17: Kontrol ve hasta gruplarinin antropometrik 6zellikleri.

Demografik Ozellik Kontrol DM Hasta Grubu DM+HT Hasta
(n=63) (n = 60) Grubu
ortalama + SD ortalama + SD (n = 60)
ortanca (min- ortanca (min-maks) ortalama + SD
maks) ortanca (min-maks)
Yas (y1l) 442 +8.3 4985193 56,35+9,7
45 (24-63) 50 (35-77) 58 (33-76)
Cinsiyet [n(%)]
Erkek 30 (%47,6) 30 (%50) 30 (%50)
Kadin
33 (%52,4) 30 (%50) 30 (%50)
. 2
VKI* (kg/m’) 262438 28,0+ 4,3 297449

Sigara [n(%)] )
Iciyor
Icmiyor
ila¢ #QAD

Kullanimi X
Insiilin
[n(%)]
OAD+Anti
hipertansif
Insiilin+ Anti
hipertansif
Diyabet Siiresi (y1l)

25,9 (18,6-37,1)

23 (36,5)

40 (63,5)

27,4 (19,6-40,0)

12 (%20)

48 (%80)

46 (%76,7)

14 (%23,3)

5,1£55
3(1-23)

29,3 (22,2-49,1)

10 (%16,7)

50 (%83,3)

44 (%73,3)

16 (26,7)

84+7,6
6 (1-40)

*: Viicut kiitle indeksi, **: oral antidiyabetik, ***: DM+HT grubu hastalarin tiimii bir

alt satirda belirtildigi gibi oral antidiyabetik veya insiilin tedavisine ek olarak antihipertansif

ila¢ kullanmaktadir.
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Tablo-18: Kontrol ve hasta gruplarinin l¢iim sonuglar

Olciimler

Kontrol (KG)
(n=63)
ortalama + SD

ortanca (min-maks)

DM Hasta Grubu

(n=60)
ortalama + SD

ortanca (min-maks)

DM+HT Hasta Grubu
(n =60)
ortalama + SD
ortanca (min-maks)

Diastolik Kan Basinci
(mmHg)

Sistolik Kan Basinci
(mmHg)

Glukoz (mg/dL)

HbA.( %)

HDL-Kolesterol
(mg/dL)

HGF (pg/mL)

hsCRP (mg/dL)

Kreatinin (mg/dL)

LDL-Kolesterol
(mg/dL)

Total kolesterol (mg/dL)

Trigliserit (mg/dL)

URE (mg/dL)

VLDL-Kolesterol

73,8+6,5
75 (60-80)

114,1 £11,5
115 (90-130)
889194
88 (61-112)
53+04
5,4 (4,1-6,1)

43,9+10,1
44,0(25-69)
1131,9£361,1
1138 (318-2091,3)

0,1340,2
0,07 (0,001-1,4)
0,86 10,2
0,85 (0,54-1,26)

120,7 £30,6
119(68-192)

189,0 + 36,4
192 (120-270)

120,7 £ 66,3
109 (30-357)

26,8 +8,7
26,0 (12-54)

244+12,9
22,0(6-71)

74,7164
75 (60-90)

117,5+11,0
120 (90-130)

133,5+57,8
116 (51- 396)

6,5+13
6,2 (4,9-10,6)

4521137
45,5(21-89)

1285,0 £427,6

1195(631,3-2841,3)

0,1540,2
0,08 ( 0,001-0,7)
0,80+ 0,2
0,79 (0,49-1,19)

102,2 £ 26,8
102(51-180)

180,0 +32,6
176(128-259)

162,2+103,2
137 (17 - 543)

28,2%8,3
26,5 (14-52)

33,0£20,3
28,5(6-108)

85,3+£10,8
85 (70-120)

140,7 £22,2
140 (100-180)

146,2 £ 67,4
122 (74 - 488)

6,6+1,6
6,3 (5,0-14,0)

42,7+11,2
41,0(23-68)
1510,0 £510,9
1421,3 (664,7-2888,0)

042+1,7
0,11 (0,010- 13,0)
0,89£0,3
0,88(0,50-1,86)

98,8 £29,5
92,5(41-159)

176,5+379
174,5(102-245)

175,4£99,9
155 (37 - 565)

348+13,3
31,8 (14-79)

34,8 +19,0
31,0(7-97)

DM: Diabetes Mellitus, DM+HT: Diabetes Mellitus ve Hipertansiyon, KG: Kontrol,

n:olgu sayisi, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiikk yogunluklu

lipoprotein, VLDL.: cok diisiik yogunluklu lipoprotein, hsCRP: yiiksek duyarlikli C-

reaktif protein, HGF: Hepatosit biiyiime faktorii
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Tablo-19: Hasta gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar

KONTROL DM DM+HT
KONTROL VKI p=0.000 VKI p=0.000
Glukoz p=0.000  Sistolik KB p=0.000
HbAlc p=0.000  DiastolikKB p= 0,000
LDL-Kol p=0.000  Glukoz p=0.000
HbAlc p=0.000
HGF p=0.000
hsCRP p=0.045
LDL p=0.000
TG p= 0,001
Ure p= 0,000
DM VKi p=0.000 Sistolik KB p=0.000
Glukoz p=0.000 Diastolik KB p= 0,000
HbAlc p=0.000 HGF p=0.013
LDL-Kol  p=0.000 Kreatinin p=0,014
Sigara igimi p=0,043 Ure p= 0,000
DM+HT VKi p=0.000 Sistolik KB p=0.000
Sistolik KB p=0.000 DiastolikKB p= 0,000
DiastolikKB p= 0,000 HGF p=0.013
Glukoz p=0.000 Kreatinin p=0,014
HbAlc p= 0.000 Ure p= 0,000
HGF p=0.000
hsCRP p=0.017
LDL p=0.000
Sigara i¢cimi p=0,013
TG p= 0,001
Ure p= 0,000

Calisma grubu bireyleri belirli kriterlere gére yas gruplarina ayrildi (20-25, 26-
30 ve 20-30, 31-40 yas araliklan1 ile 18-40, 41-60 ve >60 gruplar1). Bu yas
gruplarmin  HGF degerleri kontrol, DM ve DM+HT gruplarinda ayn ayn
karsilastirildi. Tim gruplar arasinda HGF diizeyleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark saptanmadi (p=0,190).
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Dagilimlart  Sekil-15°de gozlenmekte olan gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirildiginde serum HGF diizeyi DM+HT grubunda (Ort + SD, 1510 = 510,9
pg/mL) hem DM (Ort + SD;1285 + 427,6 pg/mL) hem de KG’den (Ort £ SD; 1131,9
+361,1 pg/mL) anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p = 0,0001) .

3000,0 -
2500,0 -
2000,0

1500,0 I

1000,0 -

Serum HGF (pg/mL)

500,0 -

0,0

| | |
Kontrol DM DM+HT

Hasta Grubu

Sekil-15: Hasta ve kontrol gruplarinda serum HGF diizeyi

Dagilimlart  Sekil-16’da gozlenmekte olan gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirildiginde Serum hsCRP diizeyi (Ort £ SD) DM+HT grubunda (0,41+£1,7),
kontrol grubundan (0,13£0,2) anlamli olarak daha yiiksek bulundu (p= 0,017).

Dagilimlart Sekil-17°de gozlenmekte olan gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirildiginde, HbAlc diizeyleri (Ort + SD) DM (6,5+1,3) ve DM+HT
(6,6£1,6) gruplarinda kontrol grubundan (5,3+0,4) anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p = 0,0001) .
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2,083

1,667

1,250

0,833

hsCRP (mg/dL)

0,417 -
oo N —
T T T
Kontrol DM DM+HT
Hasta Grubu

Sekil-16: Hasta ve kontrol gruplarinda serum hsCRP diizeyi

15,0
12,5
10,0 -
7,5
I I I
Kontrol DM DM+HT

Hasta Grubu

HbAlc

Sekil-17: Hasta ve kontrol gruplarinda serum HbA 1c diizeyleri

HbAlc diizeyi iyi kontrollii (HbAlc<%7) ve kotii kontrollii (HbAlc>%7)
bireylerin serum HGF ve hsCRP diizeylerinin hasta alt gruplar1 ve tiim hasta gruplari

arasindaki dagilimi Tablo-20 ve Tablo-21’de gosterilmektedir.
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Tablo-20: Hasta alt gruplarinda HbAlc yiizdesine gore serum HGF ve hsCRP

diizeyleri
DM DM+HT
Analit Serum HGF hsCRP Serum HGF hsCRP
(pg/mL) (mg/dl) (pg/mL) (mg/dl)
OrtxSD Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Min-Maks Min-Maks Min-Maks Min-Maks
(n) (n) (n) (n)
0,150,17 1477+516,0 0,48+1,97
HbA1lc<%7 1257,1+447,1 0,001-0,67 708-2888 0,020-13,02
631,3-2841,3 45) 43) 43)
(45)
0,18+0,21 1593,5+503,6 0,27+0,3
HbA1lc>%7 1368 + 363,83 0,001-0,74 664,7-2408 0,10-0,98
891,3-2178,0 (15) a7 a7
(15)
p 0,386 0,694 0,431 0,588

Tablo-21: Tim

hasta gruplarinda HbAlc yilizdesine gore serum HGF ve

hsCRPdiizeyleri
[DM+(DM+HT)]
Analit Serum HGF hsCRP
(pg/mL) (mg/dl)
Ort£SD Ort£SD
Min-Maks Min-Maks
(n) (n)
0,3%1,4
HbAlc<%7 1364,6+491,8 0,001-0,98
631,3-2888 88)
(88)
0,23+0,26
1488,1+451,3 ’ ’
HbAlc>%7 664.7-2408 0,00(13— 21)3,02
(32)
p 0,216 0,483

Tiim c¢alisma grubu verileri HbAlc gruplan arasinda degerlendirildiginde,

serum HGF (p=0,014), trigliserid (p=0,002) ve VLDL-kol (p=0,002) diizeyleri
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HbAlc>7 grubunda (n=32), HbAlc<%7 grubundan (n=151) anlamh derecede
yiiksek bulundu.

Calisma grubundaki HGF intron 8 A43849T polimorfizminin genotip
dagilimi Tablo-22 ve Sekil-18’de, allel sikliklarn da Tablo-23 ve Sekil-19’da

gozlenmektedir.

Calisma grubundaki allel sikligi Hardy-Weindberg esitligine gore beklenen
sikliktan anlamli farklilik gostermedi (x2:1,29, p = 0,797; A/T allel sikligi=
0,781/0,219).

Calisma gruplarindaki genotip dagilimlart ve allel sikligt Kikare varyans
analizi ile test edildi. Hasta gruplar ve kontrol grubunda AA genotipi say1 olarak
daha fazla goriilmesine karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi
(p=0,089) (Tablo-22, Sekil-18). Tiim calisma gruplan icinde A allel siklig1 say1
olarak daha fazla gézlenmesine karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi

(p=0,319) (Tablo-23, Sekil-19).

Tablo-22: HGF A43839T polimorfizminin genotipik dagilimi

Hasta Grubu HGF A43839T

AA AT TT %2 P
n(Siklik) n(Siklik) n(Siklik)

32 (0,508) 30 (0,476) 1 (0,016)
34 (0,567) 25 (0,417) 1(0,017)
DM (n:60) 8,068 0,089
42 (0,700) 15 ( 0,250) 3 (0,050)

Kontrol (n:63)

DM+HT(n:60)
Toplam (n:183) 108 (0,590) 70 (0,383) 5(0,027)
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[] DM+HT
24 30
=
R
20—
107
0o— #_I
AA AT TT
Genotip

Sekil-18: Hasta gruplarina gore genotip dagilimi

Tablo-23: HGF A43839T polimorfizminde allel siklig1

Hasta Grubu A T %2 p
n(siklik) n(siklik)
Kontrol 94(0,746) 32 (0,254)
DM 93 (0,775) 27(0,225)
2,287 0,319
DM+HT 99 (0,825) 21 (0,175)
Toplam 286 (0,781) 80 (0,219)

Genotip dagilimlart ve allel siklig1 cinsiyete gore de anlamli bir farklilik

gostermedi (p= 0,051)

1007 Allel
PN
80 ] [
o
2 607
7
=
2 40

207

Kontrol DM DM+HT
Hasta Grubu

Sekil-19: Hasta Gruplan Arasinda Allel Siklig
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Genotipik ve allelik fakliliklara gore hasta ve kontrol gruplar1 arasinda serum

HGEF diizeyleri Tablo-24’te belirtilmektedir.

Tablo-24: Genotipik ve Allelik farkliliklara gore serum HGF diizeyi.

P
Kontrol DM DM+HT (gruplar
arasl)
n HGF (pg/mL) n HGF (pg/mL) n HGF (pg/mL)
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Min-maks Min-Maks Min-Maks
11304361,1 1282,5+415,0 99 1490,5+470,7
A 94 318,0-2091,3 23 631,3-2841,3 664,7-2654,7 0,000
1293,74+469,1 1602,1+666,3
T 32 1137,3£361,0 27 , ’ 21 ? ’ 0,005
331.2091.3 764,7-2841,3 664,7-2888
P 0,922 0,885 0,363
(grup ici)
1265,6+398,2 42 1522,44470,5
AA 32 1127,8+361,2 34 4 ’ ? ’ 0,000
318.2084.7 631,3-2198,0 708-2654,7
1328+470,4 1311+462,1
AT 30 1134,8+373,1 25 ’ 15 ’ 0,202
331,3-2091.3 764,7-2214,7 664,7-2214,7
2329,1+602,2
TT 1 1174,6 1 858,0 3 1691.3-2888 0,255
P 0,990 0,523 0,05
(grup ici)

AA genotipli bireylerde DM+HT grubunda serum HGF diizeyi hem DM
(p=0,024) hem de kontrol grubundan (p=0,0001) anlaml olarak yiiksek bulundu. AT

genotipli bireylerde ise serum HGF diizeyi agisindan caligma gruplari arasinda

anlaml bir fark saptanmadi (Tablo-24).

A allel grubunda DM+HT grubunda serum HGF diizeyi hem kontrol

grubundan (p= 0,0001) hem de DM grubundan (p=0,002) anlaml olarak yiiksek
bulundu. Ayrica A allel grubunda DM grubunun serum HGF diizeyi kontrollerden
anlaml olarak daha yiiksekti (p=0,036).

A allelli bireylerde sistolik kan basinci (Ort£SD) (125,2420,2) T allelli
bireylerden (119 £16,4) anlamli olarak daha yiiksekti (p= 0,027) (Sekil-20).
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Sekil-20: Allellik fakliliga gore sistolik kan basinci

A allelli bireylerde sistolik kan basinci > 140 mmHg olan bireylerde serum

HGEF diizeyi sistolik kan basinci <140 mmHg olanlara gore anlamli olarak daha

yiiksek bulundu (p= 0,011).

Tiim genotiplere gore 3 grup arasinda (AA, AT, TT) sadece sistolik tansiyonda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu (p=0,025). Her grup arasindaki, farklar
tim Ol¢iimler icin degerlendirildiginde AA ile AT gruplarn arasinda diyastolik
tansiyon (p=0,038) ve sistolik tansiyonda (p=0,007) ve AT ile TT gruplar1 arasinda
hsCRP (p=0,038) degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml farklilik saptandi
(Tablo-25). Buna gore AA genotipine sahip olanlarda hem sistolik hem diyastolik
tansiyon AT grubuna gore yiiksekti. Sekil-20’de gozlendigi gibi T alleline sahip

Allel

olanlarin tansiyon degerleri daha diisiiktiir.

Tablo-25: Genotiplere gore gozlenen anlamli farklilik

HGF A43839T Genotip
L AA AT T
Ol¢iim p (n) (n) (m)
Ort+SD
Ort+SD Ort+SD KX
X . min-maks
min-maks. min-maks
Diastolik TA (AAXAT) (108) (70) [®)
0,038 79,12+10,2 75,7946,94 79,0+£5,47
60-120 60-90 70-85
Sistolik TA (AAXAT) (108) (70) 5)
0,007 127,1£20,77 119,1£17,38 122 +5,7
90-180 90-170 115-130
hsCRP (ATXTT) (104) (69) (®)
0,038 0,163+0,198 0,14040,209 2,92+5,65
0,001-0,980 0,001-1,36 0,05-13,02
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Olciilen tiim degerler ¢alisma gruplarinda genotip ve allel gruplarma (Tablo-
26) ve genotip (Tablo-27, Tablo-28) ve allel gruplarinda (Tablo-29 ve Tablo-30)

calisma gruplarina gore incelendi.

Hasta gruplari iginde genotiplere gore farkliliklar degerlendirildi. Olgiim
sonuglart kontrol grubu ve DM+HT grubu i¢inde genotiplere gore anlamli bir

farklilik gostermedi.

Tiim c¢aligma grubunda AA genotiplilerde sistolik (127£20,7) ve diyastolik
kan basinct (79+11,0) AT genotiplilerin sistolik (119+17,4) ve diyastolik kan
basincindan (75+7,0) anlamli olarak daha yiiksekti (SKB icin p=0,007, DKB i¢in
p=0,038). Ayrica A allellilerin sistolik (125+20,2) ve diyastolik kan basinci
(78,3£10,3) da T allellilerin sistolik (119,5+ 16,8) ve diyastolik kan basincindan
(76,246,8) anlamli olarak daha yiiksekti (SKB i¢in p=0,010, DKB i¢in p=0,031).

DM hasta grubunda ise AA genotiplilerde sistolik kan basincit AT genotiplilere
gore istatistiksel olarak anlamli bicimde daha yiiksekti (p=0,012) (Tablo-25). DM
hasta grubunda TT genotipe sahip birey sayisi n = 1 oldugu i¢in degerlendirmeye

alinmada.

Tablo-26: DM grubunda genotiplere gore farkliliklar

HGF A43839T Genotip
DM Hasta Grubu p AA AT
() ()
Ort+SD Ort£SD
min-maks min-maks
Diastolik TA 0,051 (34) (25)
75,74£6,57 735,77
60-90 60-80
Sistolik TA 0,012 34) 25)
120£11 113,60£10,05
90-130 90-130
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Her bir genotip grubu i¢inde hasta gruplarma gore farkliliklar degerlendirildi.

AA ve AT genotipli bireylerde hasta gruplarina gore Slgiilen degerlerin farkliliklar
Tablo-27 ve Tablo-28’de gozlenmektedir.

Tablo-27: AA genotipli grupta hasta gruplarina gére dl¢iim sonuglart

AA Genotipli Grup

Olg¢iimler p p
(Gruplar aras) Hasta Gruplar:
(Tim  KxDM Kx DMx Kn=32) DM(®n=34) DM+HT(n=42)
gruplar (DM+HT) (DM+HT)  Ort+SD Ort+SD Ort+SD
icin) min-maks min-maks min-maks
VKIi 0,001 0,008 0,001 - 2594315  28,43+423 29,89+548
19,7-33,5 21-40 22-49
Diastolik 0,000 - 0,0001 0,0001 733574  75,846,8 86,3%12,1
TA 60-80 60-90 70-120
Sistolik  0,0001 - 0,0001 0,0001 1158+11,0  1202+11,1  141,4+242
TA 95-130 90-130 100-180
HbAlc 0,000 0,0001 0,0001 - 52240,388  6,54+1,10 6,61%1,66
4,14-5,78 5,3-9,5 5,12-14.8
HGF 0.001 005 0.0001 i 11274361  1266+398 15224471
308-2085  631-2198 708-2655
hsCRP 0,037 - 0,030 - 0,17+0,198
0,093+0,081 0,214+0,248
0,001-0,340 0-001- 0,02-0,98
0,740
LDL 0,008 - 0,002 - 1204294 105,9£26,7  96,6£29,6
72-190 53-154 41-159
TG 0,001 0,001 0,001 - 10859 16680 169101
52-357 39-355 37-565
Ure 0,002 - 0,002 0,004 26+8 27+7,5 36+14,3
14-53 16-52 16-79
VLDL 0,001 0,001 0,001 - 22+11 33£16 32+16
10-71 8-71 7-73
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Tablo-28: AT genotipli grupta hasta gruplarina gore 6l¢iim sonuglari

AT Genotipli Grup

Oltimler P (Gruplz[:r arasi) Hasta Gruplan
(Tim  KxDM Kx DMx(OM+HT) K(=32)  DM@=34)  DM+HT(n=42)
sruplar (DM+HT) minmaks minmabs  minmabs
icin)
Diastolik  0,0001 - 0,0001 0,0001 74,5+53 73,0458  83,0+7,0
TA 60-80 60-80 70-90
Sistolik  0,0001 - 0,0001 0,0001 1124122 113,6210,1  142,0¢17,1
TA 90-130 90-130 115-70
Crea - - - 0,043 0,86£0,15  0,80+0,17 0,9320,23
0,62-1,18  0,53-1,18 0,51-1,30
HbAle 00001 0,0001 0,0001 - 54045  6,6£1,66 6,420,90
456,19  49-10,6 5,01-1,30
LDL 033 009 - - 121433 98427 10432
68-192 51-180 47-155

Allere gore calisma gruplan arasindaki farkliliklar degerlendirildi. A alleli ve T

allelli bireylerde calisma gruplarina gore degisken fakliliklar1 Tablo-29 ve Tablo-

30’da gosterilmistir.
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Tablo-29: A allellilerde hasta gruplarina gore 6lciim sonuglar arasindaki farkliliklar

A Allel Grubu
Olciimler p p
(Gruplar arasi)
(Tiim KxDM Kx (DM+HT) DMx(DM+HT)
gruplar icin)

VKIi 0,000 0,001 0,000 -
Diastolik TA 0,000 - 0,000 0,000
Sistolik TA 0,000 0,019 0,000 0,000
Crea 0,007 0,002 - 0,016

HbAlc 0,000 0,000 0,000 -
HGF 0,000 0,022 0,000 0,001

hsCRP 0,014 - 0,014 -

LDL 0,000 0,000 0,000 -

TG 0,000 0,000 0,000 -

TKolesterol - - 0,034 -
Ure 0,000 - 0,000 0,000

VLDL 0,000 0,000 0,000 -

Tablo-30: T allelilerde hasta gruplarina gore 6l¢iim sonuclar arasindaki farkliliklar

T Allel Grubu
p P
(")l(;iimler (Gruplar arasi)
(Tiim gruplar icin) KxDM Kx (DM+HT)

Diastolik TA 0,000 - -

Sistolik TA 0,000 - -
HbAlc 0,000 0,001 0,000
HGF - - 0,007
hsCRP - - 0,054

LDL 0,007 0,003 -
TG - - 0,043
Ure - - 0,028
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TARTISMA

Hipertansif diyabetli, normotansif diyabetli bireylerde serum HGF diizeylerini
ve HGF intron 8 A43839T polimorfizmini incelemeyi amacladigimiz ¢aligmamizda
gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildiginde serum HGF diizeyi Diabetes
Mellituslu hipertansif hasta grubunda (1510 £ 510,9 pg/mL) hem Diabetes Mellituslu
normotansif (1285 + 427,6 pg/mL) hem de kontrol grubundan (1131,9 +361,1
pg/mL) anlaml olarak daha yiiksek bulundu.

Diabetes Mellitus ve hipertansiyon gibi kardiyovaskiiler risk faktorleri
arasindaki bozukluklarda serum HGF diizeyleri etkilenmektedir (13, 79-81, 83, 84,
106, 125-127). Normotansif bireylerde HGF, otokrin-parakrin etkilerle vaskiiler
yapmin siirekliligini saglar. Hipertansif veya DM’li olgularda HGF sisteminin bu
diizenleyici 6zelligi bozulmaktadir. Transforme-edici biiyiime faktorii beta veya
anjiyotensin II, HGF sistemini bozan etkenlerdendir (23) ve anormal diiz kas
biiylimesine ve c¢ogalmasina neden olurlar. Bu sekilde ateroskleroza katkida
bulunurlar. Bunun yaninda, HGF’nin endotel ve inflamasyona kars1 koruyucu faktor
oldugu da ileri stiriilmektedir (155, 156). Bu baglamda, HGF sentezinin bozuklugun
ya da hastaligin evrelerine gore degisiklik gosterebildigi ve c¢ok sayida dokuda
sentezlenebildigi gercegi dikkate alinarak serum HGF diizeyleri dikkatle

degerlendirilmelidir.

Serum HGF diizeyleri hipertansif hastalarda yiiksek bulunurken (79, 84, 125-
127), sistolik ve diyastolik kan basinci ile serum HGF diizeyleri arasindaki iliskiyi
degerlendiren caligmalarda (79, 126, 127) serum HGF diizeyi ile kan basinct arasinda
pozitif yonde giiclii bir iliski oldugu belirlenmistir. Ozellikle sistolik kan basinci ile

serum HGF diizeyi arasindaki iliskinin daha kuvvetli oldugu gozlenmistir (126).

Calisma grubumuzda, diyastolik ve sistolik kan basinglarina gore serum HGF
diizeyleri degerlendirildiginde diyastolik kan basinct ile anlamli bir iligki
gozlenmezken (Spearmen’s r = 0,128, p= 0,085) sistolik kan basinci ile serum HGF
diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski (Spearmen’s r = 0,158, p=0,032)
gozlenmistir. Bu sonu¢ Nakamura Y. ve arkadaslarinin (126) caligsmasi ile uyumluluk

gostermektedir.
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Bu bulgu hipertansiyon grubunda degerlendirmeler yapan calismalarla
desteklenmektedir (79, 126, 127). Bu calismalarda serum HGF diizeyi o6zellikle

sistolik kan basinci ile anlamli olarak pozitif ve giiclii bir iliski gostermistir.

Ozellikle yaghlarda diyastolik kan basincina gore sistolik kan basincinin
vaskiiler sistemde arteriosklerotik degisiklikler ve mortalite riskinin ¢cok daha gii¢lii
bir belirteci oldugu belirlenmistir (157). Bu o6zelliklere dayanarak ¢alismamizda
sistolik kan basimnci ve serum HGF diizeyi arasinda gozlemlenen anlamli iliski
HGF’nin diyabetli hastalarda yiiksek kan basinci ile hasarlanan vaskiiler endotelyal
hiicrelerin onarimi1 ve korunmasina katkida bulunabildigini gostermistir. Bu acidan
HGEF, kardiyovaskiiler komplikasyonlarin erken donemde tespit edilmesi ve tedavisi
ile mortalite ve morbiditenin azaltilmasi1 acisindan klinik yararhi bir 6ngordiiriicii

olabilir.

Serum HGF diizeylerinin diabetes mellituslu  hastalarda  vaskiiler
komplikasyonlarla iliskisini degerlendirmek icin yapilmis olan calismalarda
retinopati, karotid ateroskleroz, kardiyomyopati gibi vaskiiler komplikasyonlara
sahip DM’li hasta grubunda serum HGF diizeyi komplikasyonsuz DM’lilerden
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (80, 83, 106, 124). Bu sonuglar diabetes
mellituslu olgularda HGF diizeyinin vaskiiler hasarlanmaya yanit olarak yiikseldigi

diisiincesini destekler niteliktedir.

Yapilan ¢alismalarda da DM’1i olgularda farkli sonuglar bulunmasi hastanin iyi
kontrollii, kotii kontrollii ve komplikasyonlu veya komplikasyonsuz olma
durumlanyla iliski gostermektedir. Normotansif DM’li grubumuzda HGF diizeyleri
kontrolden farklilik gostermedi (p=0,129). Normotansif DM’li grubumuzun glukoz
ve HbAlc diizeyleri kontrolden yiiksek bulunmus olmasina karsin HGF diizeyinde
istatistiksel olarak farklilik gdzlenmemesi ancak kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulunmasi ve hipertansif DM grubunun normotansif DM grubundan istatistiksel
farklilik gostermesi yiiksek kan basincinin DM komplikasyonlarinin gelismesine ek
bir katkis1 oldugunu gostermektedir. DM’li olgularda yapilan calismalarin

sonuclarinda izleyen boliimde 6zetlenmekte oldugu gibi farkliliklar vardir.
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Tip 1 DM’li hastalarda serum HGF diizeyleri yiiksek bulunmustur (82). Tip 2
DM’li olgularda yapilan bazi caligsmalarda ise serum HGF diizeyleri diyabetli
olmayan bireylerle karsilastirildiginda anlamh diisiik bulunmustur (13, 83).
Komplikasyonsuz Diabetes Mellituslularda diisiik (13, 81); retinopati, nefropati,
kardiyomyopati, hipertansiyon gibi komplikasyonlu DM’lilerde serum HGF diizeyi
yiiksek olarak belirlenmistir (79, 80, 83, 106).

DM’nin mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlara yola agan damarsal
etkilerini arastiran bazi ¢aligmalarda diyabetik hastalarda damarlarin vazodilatator
ozelliklerinin kayboldugu rapor edilmistir. Vaskiiler tonustaki bu degisikliklerin
nitrik oksit (NO) gibi endoteli koruyucu ozellikteki icerigin azalmasi1 ve DM
tarafindan indiiklenen vaskiiler biiyiime ve/veya hipertrofide artma yoluyla
olabilecegi oOne siiriilmiistiir (81). HGF’nin endotelyal hiicrelerde NO sentezini
artirdigi  gosterilmistir (69). Bu sonuglar HGF’nin bu yolla DM’li hastalarda

damarsal koruyucu rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Makondo ve Ark. (69) calismasinda HGF’nin aortik endotelyal hiicrelerde
dakikalar icinde endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini arttirdigi
belirlenmistir. Nitrik oksit (NO)’in vaskiiler tonus ve endotelyal hiicre biitiinliigiiniin
korunmasinda anahtar rol oynayan bir molekiil oldugu ortaya c¢ikarilmistir. NO’in
ayrica direkt olarak vaskiiler hiicrelerde anjiyogenezi diizenledigi de kanmitlanmisgtir.
Bu nedenle eNOS aktivitesinin HGF aracilig ile akut diizenlenmesinin myokardiyal
iskemi sonrast doku yenilenmesi, neointimal proliferasyonun sinirlanmasi,
anjiyogenez ve vazodilatasyonda cok onemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bu direkt
etkilere ilaveten HGF vaskiiler diiz kas hiicrelerinden vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) gibi gii¢lii mitojenik molekiillerin salinimini da tetikleyebilmektedir.
Bu gozlemler kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi endotelyal hiicre hasar1 ve
aterosklerozla iliskilendirilen kompleks hastaliklarda HGF’'nin  damarsal

sistemlerdeki etkisini anlamak acisindan ¢ok nemlidir.

Bununla birlikte Morishita R.ve ark. ile Nakano N. ve arkadaslarinin
endotelyal hiicre ortaminda yaptiklarn invitro c¢alismalarda yiiksek glukoz

konsantrasyonunun endotelyal hiicre dliimiine neden oldugu ve lokal HGF diizeyini
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azaltign ~ gosterilmigtir. Aym1 zamanda, bu calismalarda rekombinan HGF
uygulamast ile endotelyal hiicrelerin apopitozisten kurtarildigi gosterilmistir (81,
105, 158). Yiiksek glukoz tedavisine bagl olarak endotelyal ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinden lokal HGF sekresyonunun kaybi1 endotelyal disfonksiyona yol
acmaktadir (81). Diabetes Mellituslu hastalarda serum HGF diizeyinin uyarici
faktorlerle (hipertansiyon, vaskiiler degisiklikler gibi) baskilayici faktorlerin (yiiksek
kan sekeri, TGF-B, AT-II gibi) dengesiyle belirlendigi 6ne stiriilmiistiir (89, 105).

Nakamura S ve arkadaslarinin (13) calismasinda komplikasyonsuz DM’li
hastalarin serum HGF diizeylerinde olan diisiikliigiin 6nceki bu invitro ¢aligmalara
dayanarak yiiksek glukoza bagli vaskiiler damar sisteminde lokal HGF iiretiminin
baskilanmasi1 nedeni ile meydana geldigi One siiriilmiistiir. Bu bilgiler bizim
sonuglarimizin agiklanmasina da yardimer olabilir. DM’li grubumuzda kan glukoz
diizeyinin  kontrolden yiiksek olmast HGF’yi baskilayic1  olabilecegini
diisiindiiriirken, Hipertansif DM’1i grupta kan glukoz diizeyi yiiksek olmasina karsin
HGF diizeyinin yiiksek bulunmasi HT nin varliginda gelismekte olan endotel

disfonksiyonuna yanit oldugunu agiklamaktadir.

Serum HGF diizeylerinin Diabetes Mellitus’lu hastalarda vaskiiler
komplikasyonlarla iliskisini degerlendirmek icin yapilmis olan ¢aligmalarda
retinopati, karotid ateroskleroz, kardiyomyopati gibi vaskiiler komplikasyonlu DM’li
hasta grubunda serum HGF diizeyi komplikasyonsuz DM’lilerden anlamli olarak
yiiksek bulunmustur (80, 81, 106, 124). Bu sonuglar Diabetes Mellitus’lu olgularda
HGEF diizeyinin vaskiiler hasarlanmaya yanit olarak yiikseldigi diistincesini destekler

niteliktedir.

Ancak, normotansif DM’li grubumuzda glukoz ve HbAlc’ye gore serum HGF
diizeylerinin kontrolden farkli bulunmamasi HT’si bulunmayan DM’li olgularda
serum HGF’nin komplikasyon gostergesi olma acisindan ne derece yararh

olabilecegini diisiindiirmektedir.

DM ve tansiyon durumu (normotansif ve hipertansif olgular) birlikte
degerlendirildiginde de calismalar arasinda farkliliklar gozlenmektedir. Hipertansif

DM grubundaki bulgularimiz Nakamura ve Ark.’nin (13) Tip 2 Hipertansif DM’li

66



olgularda bulduklar sonuglarla uyumludur. Bu sonuglar HT’nin DM iizerine ek risk
faktorii  olusturdugu  goriislerini  de  desteklemektedir ve serum HGF
konsantrasyonunun diyabetli hastalarda hipertansiyon tarafindan indiiklenen

endotelyal hasara yanit olarak yiikselmis olmasi olasidir.

Hipertansif DM’li hastalarda bizim ¢alisma bulgularimizla da uyumlu bi¢imde
sistemik dolasimda gozlenen HGF yiiksekliginin otokrin ve parakrin lokal HGF
tiretimine ek olarak humoral bir araci gibi doku yenilenmesi i¢in caligabildigi one
siirilmiistiir  (126). Hasarlanmis kan damarlarinda azalan HGF’nin kan
damarlarindaki lezyonlarin ilerlemesine yol acan bir faktor olabilecegi ve dolagimsal
HGF’nin bu etkiyi kompanze etmek icin yiikselmis olabilecegi one siiriilmiistiir (81,
127, 159). Endotelyal hasara yanit olarak karaciger, akciger gibi HGF’den zengin
saglam organlarda HGF iiretimi ve sistemik dolagima salimimi artmis olabilir. Bu
sayede sistemik dolagimda artan HGF endokrin bir davranigla hasarlanmis bolgeye

ulasarak vaskiiler endotelin onarim ve korunmasina katkida bulunabilir (46, 128).

DM’nin komplikasyonlar1 ag¢isindan ©nemli izlem analiti olan HbAlc
diizeylerinde gore yapilan degerlendirmeler, HbAlc’ye gore iyi kontrollii
(HbAlc<%7) ve koti kontrolli (HbAlc>%7) gruplar arasinda serum HGF
diizeylerinde istatistiksel olarak farklilik gostermedi (p=0,216). Ancak kétii kontrollii
grubun serum HGF diizeyleri daha yiiksek bulundu.

Satani ve Ark. (80) Tip 2 diyabetli hastalarda karotid ateroskleroz ile serum
HGF diizeyi arasinda anlamhi ve pozitif yonde bir iligki saptadigi ¢aligmalarinda
HbAlc ile serum HGF diizeyi arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir, ancak Tip 2
DM grubunda HbAlc diizeylerini oldukca yiiksek (%9,34+2,2) bulmuslardir. Bu
baglamda, serum HGF diizeylerinin HbAlc diizeyleri ile iliskisinin gdzlenmemesi,

her ikisinin de bagimsiz risk faktorleri olabilecegini diigiindiirmektedir.
Diger taraftan, Satani ve Ark.’nin (80) sistolik ve diyastolik kan basinclari ile

HGEF arasinda iliski bulamamis olmalar1 da bu boliimiin basinda belirttigimiz gibi

HGF diizeylerini etkileyen faktorlerin oldukca fazla olmasidir. Ancak karotid
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aterosklerozla iligkisinin bulunmasi serum HGF’nin bagimsiz bir risk faktorii

olabilecegi goriislerini kuvvetlendirmektedir.

Bu bulgulara gore normotansif Diabetes Mellituslu hasta grubunda serum
HGEF ile HbAlc arasinda anlamli bir iliskinin olmamasi ve serum HGF diizeyinin
normotansif DM’li hasta grubunda kontrollerden daha yiiksek bulunmasi
caligmamizda yer alan Diabetes Mellituslu hastalarin ila¢ tedavisi altinda
olmalarindan kaynaklanabilir. Diger yandan bu bulgunun diyabetik kontroliin serum
HGF konsantrasyonunda zorunlu veya gerekli bir etkiye sahip olmamasina da bagl
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak tiim bu bilgiler ve veriler 1s181inda agik ve dogru

bir degerlendirmenin yapilabilmesi icin ileri ¢calismalar gereklidir.

Vaskiiler bozukluklar icin diger risk faktorleri (121) olan kan glukoz, total
kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyleri ile obezite (=30 kg/m?), sigara icimi ve yas da
gruplar arasinda degerlendirildi. Tablo-19’da goézlendigi gibi tiim OSlgiimler
hipertansif DM hasta grubunda kontrol grubundan anlamli farklilik gosterirken
normotansif DM hasta grubunda yalmzca VKI, sigara i¢imi, glukoz, HbAlc, LDL-
kolesterol agisindan farklilik bulundu. LDL-kolesterol ve sigara i¢cme yiizdesi
digindaki farklilik gosteren tiim Olciimler hasta grubunda kontrollerden yiiksekti.
Oysa LDL-kolesterol ve sigara igme oran1 hem normotansif DM hem de hipertansif
DM grubunda kontrollerden anlamli diisiik bulundu. Bu bulgu temel kardiyovaskiiler
risk faktorii olarak belirlenen LDL-kolesteroliin ve sigara tiiketiminin (121, 160, 161)
hasta grubunda lipit diisiiriicti ila¢ ve sigara aliskanliginin tedavisine bagh olarak
kontrollii oldugunu gostermektedir. Hasta grubumuzdaki bireylerde LDL-kolesterol
diizeyleri kontrollii olmasina karsin serum HGF diizeyinin 6zellikle hipertansif DM
grubundaki hastalarda yiiksek bulunmast HGF diizeylerinin klinik yararhi bir

gosterge olabilecegine isaret etmektedir.

Calismamizda temel kardiyovaskiiler risk faktorlerinden biri olan yasin etkisini
degerlendirmek icin calisma grubu bireyleri belirli kriterlere gore yas gruplarina
ayrildi. Bu yas gruplarinin HGF degerleri kontrol, normotansif DM ve hipertansif
DM gruplarinda ayn ayn karsilagtirildi. Tiim yas gruplarn arasinda HGF diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmadi.
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Vaskiiler risk faktorlerinden olan obezitenin etkisini degerlendirmek igin
calisma grubu bireylerinin VKI’leri hesaplandi. Kontrol grubundaki bireylerin viicut
kiitle indeksi hem normotansif Diabetes Mellituslu hem de hipertansif Diabetes
Mellituslu grupta olanlardan anlamli olarak daha diisiiktii (Tablo17, Tablo19).
Obezite icin smir VKI degeri, JNC VII (121) raporuna dayanarak 30 kg/m? olarak
kabul edildi. Tiim calisma bireylerinde 30 kg/m? VKi’ye gore yapilan ayarlamalar
sonrasinda da serum HGF diizeyi hipertansif Diabetes Mellituslu hasta grubunda
hem normotansif diyabetlilerden (p=0,0001) hem de kontrollerden (p=0,0001)

anlamli olarak yiiksek bulundu.

Bu sonuglara gore serum HGF diizeyi, kardiyovaskiiler risk faktorii olarak
belirlenen yas, sigara icimi, artmis total kolesterol ve LDL-kolesterol diizeyi,
hiperglisemi, obezite gibi ana etkenlerden bagimsiz olarak hipertansif Diabetes
Mellituslu hastalarda  yiiksekti. Ancak serum HGF diizeyinin endotelyal
hasarlanmanin ve diyabetli hastalarda hipertansiyon gibi vaskiiler komplikasyonlarin
gelisiminin bagimsiz bir ongordiiriiciisii olarak kullanmilabilmesi ic¢in daha ileri

calismalarin gerekli oldugunu diisiinmekteyiz.

Diabetes mellitus ve hipertansiyon ile ateroskleroz arasindaki yakin iliski
gosterilmistir (133, 136). Ozellikle ateroskleroz gibi patogenezinde inflamasyonun
rol oynadig1 endotelyal bozukluklarda devam eden siire¢lerin izlenmesi i¢in akut faz

reaktanlarinin kullanilmasi 6nerilmistir (162-166).

Tip2 DM’li hastalarda metabolik olarak aktif hiicrelere glukoz aliminin arttig
ve insiillin reseptorlerinin  aktivasyonunun arterlerde endotelyal seviyede
antiinflamatuvar ve damarsal koruyucu etki goOsteren nitrik oksit ve cesitli araci
maddelerin {iretilmesini uyardigi gosterilmistir (164). Bu yiizden insiilin direnci
yalnizca hiperglisemiye yol agmakla kalmaz ayni zamanda vaskiiler korunmanin
bozulmasina ve bunu izleyerek vaskiiler duvarda adezyon molekiillerinin
sekresyonunda artma, monosit aktivasyonu ve migrasyonunda artma ile belirgin

inflamasyona ve endotelyal fonksiyonlarin bozulmasina yol agmaktadir (164).
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Aterosklerozun endotelyal hasar ve fonksiyon bozuklugu ile ortaya cikan
dinamik ve ilerleyici bir siire¢ oldugu one siiriilmiistiir. Saglikli goriinen bireylerde
bile bir akut faz reaktanti olan hsCRP diizeyleri ile ileride gelisebilecek
kardiyovaskiiler olaylar (inme, periferik arter hastaliklari, ani kardiyak oliim,
myokard enfarktiisii gibi) arasinda iyi, siirekli ve anlamli bir iliski oldugu
gosterilmistir (163). Tip2 DM’li hastalarda endotelyal inflamasyon ve ateroskleroz
gelisiminin, dolayisiyla da makrovaskiiler bozukluklarin énemli bir klinik belirteci

olak kullanilabilecegi gosterilmistir (164).

Bu bilgiler 1sinda hsCRP agisindan gruplar degerlendirildiginde hsCRP
diizeylerinin yalnizca hipertansif Diabetes Mellituslu hasta grubunda anlamli yiiksek
bulunmas1 hsCRP’nin de HGF gibi yararh bir kardiyovaskiiler risk belirteci oldugu
goriiglerini destekleyen bir bulgudur. Ancak HbAlc’ye gore iyi ve kotii kontrollii
gruplara bakildiginda (Tablo 20) hipertansif Diabetes Mellituslu hasta grubunda

hsCRP, kotii kontrollii olanlarda daha diisiik bulunmustur.

Hasta sayilar1 az olmasina ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamasina
ragmen hsCRP’nin kardiyovaskiiler bozukluklarda enflamasyon ve doku hasariin
gostergesi olan bir akut faz reaktanti olmasi dikkate alindiginda HGF’nin
kardiyovaskiiler hastaliklar ve endotelyal hasarlanma ile daha yakin iliskili oldugu

sOylenebilir.

Damar duvarinda vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) aracili 16kosit
adezyonunun HGF tarafindan baskilandiginin belirlendigi bazi caligmalarda HGF’ nin
antiinflamatuvar etkinligi gosterilmistir (155). Ayrica HGF’nin bobrek gibi ¢esitli
organlarda da yaygin endotelyal inflamasyonu baskiladigi, giiclii ve direkt

antiinflamatuvar bir etki gosterdigi 6ne siiriilmiistiir (156).

Bu bilgilere dayanarak calisma bulgularimizla da desteklendigi gibi HGF
diizeyinin diyabetik ve Ozellikle hipertansiyon gibi komplikasyonlara sahip
hastalarda damar duvarinda enflamasyonla seyreden endotelyal bozukluklarin
izlenmesinde de yararli bir gosterge olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak bu konuda

daha genis kapsamli ve ileri ¢calismalar gereklidir.
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Gen yapisi ve fonksiyonunun bilinmemesi genotip/fenotip iliskilerini
gizleyebilmektedir. Bu baglamda, gen polimorfizmleriyle ve bu polimorfizmlerin

hastaliklarla iligkileri arastirilmaktadir.

SNP’ler tibbi olarak hastaliga yatkinlik ve ilaglara yanitta 6nemli farkliliklarla
baglantili oldugu goriilen genetik degisikliklerin belirlenmesi i¢in genis bir alanda
incelenmektedir. Bu sayede yakin gelecekte kanser, mental bozukluklar, otoimmun
durumlar, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi kompleks hastaliklarin genetik
temelinin belirlenmesinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Hastaliklara egilim

yaratan polimorfizmlerin sayisinin katlanarak arttigina inanilmaktadir (153).

Ateromatoz lezyonlarin olgunlagmasinda anahtar rol oynama potansiyeline
sahip oldugu diisiinilen baz1 biiyime faktorii genlerinin  polimorfizmleri
arastirilmistir. Bu biiyiime faktorleri arasinda HGF ozellikle ilgi ¢ekmistir ciinkii
hipertansiyon, Diabetes Mellitus ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 iceren bazi
bozukluklarda kardiyovaskiiler koruyucu etkiye sahip olabilecegi ileri siiriilmektedir

(23). HGF kardiyovaskiiler bozukluklardan sorumlu 36 aday genden biridir (167).

HGF geninde yaklasik 1493 polimorfizm saptanmistir (73). Takuchi ve Ark.
(23) sekans taramasiyla 21 SNP saptamiglardir. Bunlardan 8’i promoter bolgede, 1’i
ekzonda diger 12’si intron alanlarindadir. ileri analiz igin allel sikligi %10 un
tizerinde olanlar arasindan baglanti esitsizligi giiclii olan SNP’lerden se¢im
yapmuslardir. Intron 8 A43839T polimorfizmi de calistiklari polimorfizmler

arasindadir.

Motone ve Ark. (24) da Japon halkinda serum HGF ile HGF gen polimorfizmi
arasindaki iligkileri incelemis olup, HGF intron 13 C57488A ve HGF intron8
A43839T polimorfizmlerinden intron 13 C57488A’y1 secmis ve iliskiyi
arastirmiglardir. Motone ve ark. larinin HTli hastalarda yaptigi bu calismada intron
13 C57488A SNP i¢in CC genotiplilerde serum HGF yiiksek bulunmustur. Aym
zamanda bu calismada hipertansiyon ile iliskili bulduklar1 HGF intron 13 C57488A

polimorfizmi ile HGF intron8 A43839T polimorfizmi arasinda baglanti esitsizligi
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oldugu belirlenmistir. Takuichi ve arkadaslar1 (23) ise HGF intron 8 A43839T
polimorfizmini hem HT’li hem de karotid aterosklerozlu hastalarda incelemisler,
karotid ateroskleroz ile HGF intron 8 A43839T polimorfizmini iligkili bulmuslardir.
Ayrica Cin toplumunda ailesel myopi ile HGF SNP iligkisini aragtiran bir ¢calismada
HGEF intron 8 A43839T polimorfizminin mindr allel siklig1 yiiksek bulunmustur (25).

Bu bilgiler 1s181nda biz de ¢ok az ¢alisma bulunan (13) normotansif DM’li ve
hipertansif DM’li olgularda serum HGF diizeyleri yaninda HGF intron 8 A43839T
gen polimorfizmini degerlendirmeyi sectik. Bu karar1 almamizin diger nedeni de
incelenen tiim HGF polimorfizmlerinin ekzon ve promotor bolgede degil de intron

bolgelerinde degerlendiriliyor olmasidir (24).

Tiirkiye’de HGF gen polimorfizmi calismasina rastlanmamistir. Tiirkiye’de
Hipertansiyonlu ve Diabetes Mellituslu olgu sayisinin oldukca yiiksek oldugunu
gosteren calisma sonuclarinin (10, 11) varligi ve HGF’ nin vaskiiler bozukluklarin
erken belirlenmesindeki yararlar1 ve bu bozukluklarda HGF serum diizeylerindeki
degisiklikler goz oniine alindiginda HGF gen polimorfizmlerinden hangisinin etkili
olabileceginin arastirnlmas1 hedeflenerek, Tiirkiye’de bir calisma baslatilmasi

amagclandi.

Daha once ApoE polimorfizmi calismalarimizda laboratuvar-yapimi
cozeltilerle geleneksel PCR uygulanmisti (168). Bu calismada, DNA o6ziitlenmesi
icin hazir kit kullanarak ve gercek-zamanli PCR teknigiyle calisma yaptik. Bu

sekilde iki yontemi degerlendirme olanagi yaratildi.

DNA oziitlenmesinin hazir kitlerle yapilmasi zaman agisindan kazang
saglamakta ve hata riskini azaltmaktadir. Real-time PCR’da istenen gen bolgesinin
cogaltim ve iriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz
jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor otesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi
islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Gergek-zamanli PCR yontemi
geleneksel PCR’a gore el ile yapilan islemlerin kapali tiipte yapilmasini
sagladigindan bulasma riskini en aza indirmektedir. Ger¢ek zamanlhh PCR’daki gibi

otomatize sistemlerde PCR icin gerekli olan sicaklik dongiisii degisiklikleri, bu 1s1
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degisimlerini saglamak icin kullanilan geleneksel cihazlarla (thermocycler)
yapilanlara gore cok daha hizli olmaktadir (152). Ayrica maliyet agisindan farkli
olsalar da, ticari kit ile DNA 6ziitlenmesi ve ¢ogaltma, ayirma ve saptamanin gercek-

zamanli PCR ile yapilmasi giivenilirlik ve zaman agisindan avantaj saglamaktadir.

HGF gen numaras1 3082 ve referans SNP numarasi rs2286194 ve basvuru
numarasi ss7990335 ile HGF intron 8 A43849T polimorfizmi calismalarinda (169)
basvuru kimlik kodlarina gore allel sikliklari, PDR90 (genel popiilasyon, n=112,
A=0,795, T=0,205); HapMap-CEU (Avrupali, n=108, A=0,824, T=0,176);
HapMap-HCB-EAST ASIA (n=88, A=0,830, T=0,170) ve HapMap-JPT (Asyali,
n=78, A=0,885, T=0,115) olarak bulunmustur. Takuchi ve Ark’min (n=2412)
A=0,750, T=0,250 iken bizim grubumuzdaki allel sikliklar1 ise (n=286) A=0,781,
T=0,219’dur. Hardy Weindberg esitligine gore degerlendirmede de (Ki kare=1,29,
df=1 ve p=0,797) diger calismalar (p degerleri yukaridaki calismalarin sirasiyla,
0,655, 0,251, 0,479 ve 0,439) gibi uyum gozlenmistir.

Calisma grubumuzda HGF intron 8 A43839T°de AA yaygin olmak iizere
sirasiyla AT ve TT genotipleri saptandi. Kontrol ve hasta gruplarina bakildiginda
(Tablo 22) her gruptaki siklik benzerdi ve gruplar arasinda anlamli farklilik yoktu
(p=0.089). Birey sayis1 cok diisiik oldugu icin TT genotipli c¢alisma grubunda
degerlendirme yapilmadi. Ancak hipertansif DM grubunun TT genotipi kontrol ve
normotansif DM grubuna gore fazla idi. Ozellikle TT genotipli bireylerin serum
HGEF diizeylerinin referans araligin iizerinde bulunmasi (2329,1+602,2 pg/mL) bu

polimorfizmde T alleli acisindan ileri arastirma gerektirebilecegini gostermektedir.

HGEF gen polimorfizmleri ve HGF geninin asir1 ekspresyonunun hipertansiyon
(24), ateroskleroz (23), myopi derecesi (25), meme kanseri (85) ile iligkisini gdsteren

calismalar vardir.

Ozellikle serum HGF diizeylerinin vaskiiler bozukluklarla, énemli iligkisi
gosterilmektedir (12, 13, 79, 80, 83, 170). HGF gen polimorfizminin serum HGF
diizeylerini etkileyerek kan basincinin diizenlenmesinde etkili olabilecegi ©ne

siiriilmiistiir (23, 24).
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Takuichi ve Ark (23) diyastolik ve sistolik kan basinglariyla alleller arasinda
bir iligki bulamamis olsalar da, calisma grubumuzda sistolik ve diyastolik kan
basinclart A allelli bireylerde T allelli olanlara gore anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (SKB i¢in p=0,010, DKB icin p= 0,031). Ayrica AA genotipli bireylerde de
kan basiglart AT ve TT genotiplilerden anlamli olarak daha yiiksekti (SKB i¢in
p=007, DKB i¢in p=0,038). Bu bulgu, Takuichi ve Ark (23)’min AA genotipli
kadinlarda karotid aterosklerozun daha siddetli olduguna iliskin bulgulariyla

uyumludur.

Motone ve Ark.’nin da intron 13 C57488A polimorfizmiyle hipertansiyon
arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 caligmada hipertansif grupta CC genotipini daha
yaygin ve serum HGF diizeyini anlamli olmasa da daha yiiksek bulmuslardir (24). Bu
bulgular, hem Takuchi hem de bizim bulgularimizla benzerdir. Ancak bu
caligmalarda yaygin allel siklign yiiksek olan kisilerin c¢ogunlukla hipertansif
olmalar1, minor allellilerin kan basinglarinin kontrollii olmasi, Motone ve Ark.’nin
vurguladiklar gibi ve Japon Hipertansiyon Genetigi Konsorsiyumunun da amagclar
arasinda bulunan HGF gen polimorfizmi c¢aligmalarinin siirdiiriilmesi gerekliligini

ortaya koymaktadir.

Ancak bu calisma ile ilgili bazi simirlamalar bulunmaktadir. Bu
sinirlamalardan biri haplotip blok analizinin kullanildigi son arastirmalarda HGF
gen bolgesinde baglant1 esitsizliginin beklenenden ¢ok daha genis (yaygin) olarak
korunmus oldugunun agiga ¢ikarilmig olmasidir (24). 7q21 lokusunda TGF-f, voltaja
bagli, L tipi kalsiyum kanal a altiinite (CACN) ve B guanin niikleotit baglayan
protein (GNB) gibi hipertansiyona genetik yatkinhikla iligkili (23, 171, 172) baz
genler ile HGF geni arasinda baz1 karsilikli etkilesimlerin veya baglantilarin var
olabilecegi diisiiniilmiistiir (23, 24). Buna bagh olarak HGF gen polimorfizmi ile

hipertansiyon arasinda agikca bir iligkinin kurulmasi giictiir.

Diger bir sinirlama hipertansiyon ve ateroskleroz i¢in artmis yatkinlik yaratan
HGF gen polimorfizmlerinin intron bolgesinde lokalize olmus olmasidir. HGF gen
polimorfizmlerinin intronda yerlesmis olmasi islevsel olarak HGF proteini iizerine

etkisinin daha az olacagim diisiindiirmiistiir. Bu durum HGF geninin intron 8’deki
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A43839T polimorfizminin hipertansiyon ve ateroskleroz gelisimi igin fiilen sorumlu
olan diger baz1 polimorfizmlerle baglant1 esitsizliginde olmasi olasiligimi destekler

niteliktedir.

Bu nedenlerle HGF gen polimorfizmi ile serum HGF diizeyi arasindaki
iliskinin kesin mekanizmalarim1 ve klinik yansimalarimi ag¢ik ve dogru olarak

aciklamak i¢in daha ileri fonksiyonel ve baglanti esitsizligi analizleri gereklidir.

HGF’nin c¢esitli dokulardaki epitelyal ve endotelyal hiicreler iizerindeki
biyolojik etkileri tan1 ve izlemdeki kullamlabilirligi yaninda terapotik etkinligi ve
kullanimu ile ilgili caligmalarin da 6nem kazanmasina neden olmustur. Son yillarda
esansiyel hipertansiyonda endotelyal hiicre apopitozunun dnlenmesi, hipertansiyona
baglh bobrek tiibiil ve glomeriillerinde hasarlanmanin tedavi edilmesinde, iskemik
hastaliklarin tedavisinde HGF gen terapisi ¢alismalar baglatilmistir (77, 90, 173).
HGEF geninin diyabetik nefropatinin ilerlemesini yavaslattigi (77), hipertansiyon gibi
nedenlere bagh kronik bobrek hastaliklarinda bobrek endotel ve epitelini onararak
bobrek fonksiyonlarini iyilestirdigi (90) belirlenmistir. Ayrica endotel onarimi ve
anjiyogenez etkisi ile periferik arter hastaliklari, myokard infarktiisii, kronik kalp
yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda tedavi edici etkinlige sahip oldugu

gosterilmistir (173).

Bulgularimiz sistolik ve diyastolik kan basinglarinin serum HGF diizeyleriyle
iligkili bulunmas1 serum HGF diizeyinin mikro ve makro vaskiiler bozukluklarin

olusumu ve ilerlemesiyle iligkili oldugunu destekler niteliktedir.

Onemli ve yaygin diger risk faktorii olan Diabetes Mellitus’ta,
komplikasyonlarin degerlendirilmesi agisindan HGF’nin yararinin degerlendirilmesi
gerekli goriinmektedir. Ciinkii normotansif DM’li olgularda yiiksek glukoz, HbAlc
diizeylerinde karsin serum HGF diizeylerinin yiiksek bulunsa da istatistiksel

anlamlilik gostermemistir.

Hipertansiyon, diabetes mellituslu olgulara kardiyovaskiiler risk agisindan daha

fazla tehdit olusturmaktadir. HbAlc diizeyleri yiiksek olsa da bu olgularda serum
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HGF (p=0,013), serum kreatinin (p=0,0001) ve serum iire (p=0,0001) anlamh yiiksek

bulunmustur. Bu bulguya gore serum HGF diizeyi bagimsiz bir gosterge olabilir.

Genotip/fenotip iliskileri agisindan HGF gen polimorfizmleri ile ilgili

calismalarin gelistirilmesi gerekmektedir.
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SONUCLAR

Hipertansif Diabetes Mellituslu Grubun serum HGF diizeyleri hem
normotansif Diyabetes Mellitus’lulardan (p==,015) hem de kontrollerden

(p=0,0001) istatistiksel olarak anlaml1 sekilde yiiksektir.

Serum HGF diizeyi ile diyastolik kan basinc ile istatistiksel olarak anlamh
bir iligki gézlenmemistir (Spearmen’s r = 0,128, p= 0,085). Buna karsin
sistolik kan basinci ile serum HGF diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir iligki (Spearmen’s r = 0,158, p=0,032) saptanmistir.

Tiim calisma grubu bireyleri dikkate alindiginda serum HGF diizeyleri
HbAlc’ye gore koti kontrolli (HbAlc>%7) grupta iyi kontrollii
(HbA1c<%7) gruba gore istatistiksel olarak anlaml bigimde daha yiiksektir
(p=0,014).

Hasta grubu bireyleri dikkate alindiginda ise HbAlc’ye goére iyi kontrollii
(HbAlc<%T) ve kotii kontrolli (HbAlc>%7) gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlenmemesine karsin (p=0,216) kotii kontrollii

grubun serum HGF diizeyleri daha yiiksek bulundu.

Calisma grubu bireyleri belirli kriterlere gore yas gruplarina ayrilarak
degerlendirildiginde (20-25, 26-30 ve 20-30, 31-40 yas araliklar ile 18-40,
41-60 ve >60 gruplar) yas gruplar arasinda serum HGF diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0,190).

HbAlc diizeyleri hem normotansif DM ve hem de hipertansif DM
gruplarinda  kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli bicimde daha

yiiksekti (p = 0,0001).
LDL-kolesterol ve sigara igme orani hem normotansif DM (sirasiyla,

p=0,0001, p=0,043) hem de hipertansif DM grubunda (sirasiyla, p= 0,0001,

p= 0,013) kontrollerden anlaml diisiik bulunmustur. Total kolesterol
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(p=0,132) ve HDL kolesterol (p=0,511) diizeyleri ise gruplar arasinda anlaml
bir fark gostermemistir. Serum hsCRP diizeyi Hipertansif DM grubunda
kontrollerden istatistiksel olarak anlaml bicimde daha yiiksektir (p=0,017).

Calisma grubundaki allel sikligt Hardy-Weindberg esitligine gore beklenen
sikliktan anlamli farklilik gostermemistir (x2=1,29, p = 0,797; A/T allel
sikligi= 0,781/0,219).

HGF intron 8 A43869 T polimorfizmi acisindan degerlendirmede tim
calisgma grubunda A alleli yaygin allel (A=0,781, T=0,219) olarak, AA
genotipi yaygin genotipti (AA=0,590, AT= 0,383, TT=0,027). Gruplar
arasinda allel (p=0,051) ve genotip siklig1 acisindan anlamh farklilik
gozlenmedi (p=0,089).

TT genotipli birey sayisi ¢ok az olmasina karsin hipertansif DM grubunun TT
genotipi (n=3) kontrol (n=1) ve normotansif DM (n=1) grubuna gore fazlaydi
ve bu bireylerin serum HGF diizeyleri referans araligin tizerinde bulunmustur

(2329,1+602,2 pg/mL).

Sistolik ve diyastolik kan basinglart A allelli bireylerde T allelli olanlara gore
anlamli olarak daha yiiksektir (SKB i¢in p=0,010, DKB i¢in p= 0,031).
Ayrica AA genotipli bireylerde de kan basinglart AT ve TT genotiplilerden
anlaml olarak daha yiiksektir (SKB icin p=007, DKB i¢in p=0,038).

Serum HGF diizeyi DM’lu hastalarda Hipertansiyon gibi vaskiiler
komplikasyonlara bagl endotelyal hasarin degerlendirilmesinde yararli bir

belirte¢ olabilir.
HGEF intron 8 A43839T polimorfizmi i¢in serum HGF diizeylerine etkisi ve

kan basinci ile iliskisi yoniinden daha genis kapsamli ve ileri analiz

gereklidir.

78



OZET

HIPERTANSIF TiP 2 DIABETES MELLITUS’LU BIREYLERDE HGF GEN
POLIMORFiZMI VE SERUM HGF DUZEYI.
Dr. FUNDA ERCAN

Hepatosit biiytime faktorii (HGF) vaskiiler endotelyal hiicrelerin hasar ve
onarim siireclerinde ve proliferasyonunda etkin rol almaktadir ve hipertansif ve
diyabetli hastalarda vaskiiler endotelyal hasarlanmada koruyucu olarak islev gormesi
olasidir. Arastirmalar, mikro ve makrovaskiiler bozukluklarla iligkili olarak

dolasimdaki HGF diizeyinin degistigini gostermektedir.

Genotip/Fenotip iligkileri ile ilgili ¢alismalarin yogunlastigi giiniimiizde, bu
alanda da HGF gen polimorfizmi ile ilgili ¢calismalar yapilmaktadir. HGF geninde
1493 polimorfizm saptanmistir. Hipertansiyon ve kardiyovaskiiler bozukluklarla
iliskileri arastirilan 21 SNP’de HGF intron 8 A43839T polimorfizmli olgularda

karotid ateroskleroz ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Tiirkiye’”de  HGF gen polimorfizmi ve diyabetli olgularda serum HGF
diizeyleriyle iliskili calismalara rastlanmamistir. Calismamizda normotansif diyabetli
ve hipertansif diyabetli olgularin serum HGF diizeyleri ve HGF intron 8 A43839T

polimorfizmi a¢isindan degerlendirilmesi amaclandi.

Calisma grubumuz; 63 (Erkek: n=30; yas: 43,7+ 9,2) (Kadin: n=30; yas: 44,7
+ 7,5) kontrol; 60 (Erkek:n=30; yas: 50,1+ 10,2; Kadin: n=30; yas: 49,6 + 8,6)
normotansif diabetes mellituslu (DM) ve 60 (Erkek: n= 30; yas: 58,0+ 8,7) (Kadin:
n= 30; yas: 54,7 + 10,5) hipertansif DM’li olmak {izere ii¢ gruptan olusturuldu.
Serum HGF o6l¢timii ve HGF gen polimorfizmi saptanmasi yaninda, bireylerin kan
glukoz, HbAlc, HDL-kolesterol, hsCRP, kreatinin, total kolesterol, trigliserid, iire
diizeyleri olgiildii. Diyabetli bireyler HbAlc diizeylerine gore degerlendirildi. HGF

gen polimorfizmi gercek-zamanli PCR ile saptanda.
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HGF diizeyleri; hipertansif DM grubunda hem normotansif DM (p=0,015)
hem de kontrollerden (p=0,0001); HbAlc’ye gore kotii kontrolli (HbAlc>%7)
olanlarda iyi kontrollii (HbAlc<%7) olanlara gore (p=0,014) ve AA genotipli
bireylerde hipertansif DM grubunda hem DM (p=0,024) hem de kontrol grubundan
(p=0,0001) anlaml olarak yiiksek bulundu. AT ve TT genotipli bireylerde ise serum
HGF diizeyi agisindan ¢alisma gruplan arasinda anlamhi fark saptanmadi (AT:

p=0,202, TT: p=0,255).

Serum HGF diizeyi ile sistolik kan basinci (SKB) arasinda anlamli bir iliski
(Spearmen’s r = 0,158, p= 0,032) saptandi. Sistolik ve diyastolik kan basinglari
(DKB) A allelli bireylerde T allelli olanlara gére (SKB icin p=0,010, DKB ic¢in p=
0,031) ve AA genotiplilerde AT ve TT genotiplilere gore (SKB i¢in p=007, DKB
icin p=0,038) anlaml olarak yiiksekti.

Hipertansiyonun DM’li olgularda da HGF diizeyleriyle iliskili oldugunu
saptadigimiz ¢alismamizin HGF intron 8 A43839T polimorfizmi ile iliskili bulgulart,
yaygin olan AA genotipli bireylerde hipertansiyonun daha yaygin olmasi ve bu
olgularda HGF’nin yiiksek bulunmasi ileri ¢alismalara katki saglayacak bulgular
olarak degerlendirildi. TT genotipli bireylerdeki bulgular da olgu sayis1 arttirildikca

yararl bilgiler saglayabilecektir.

Polimorfizm c¢alismasinda kullanilan RT-PCR yodntemi maliyet acisindan
farklihik gosterse de geleneksel PCR yontemine goére, kontaminasyon riskini

azaltmaktadir ve giivenilirlik, uygulama kolaylig1 ve zaman ag¢isindan avantajlidir.
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SUMMARY

HGF GENE POLYMORPHISM AND SERUM HGF LEVELS IN PATIENTS
WITH HYPERTENSION AND TYPE 2 DIABETES MELLITUS
Dr. FUNDA ERCAN

Hepatocyte growth factor (HGF) is one of a growth factor which plays an
effective role in protection and repairment of vascular endothelial cells. Because of
this characteristics it may have protective function against to vascular endothelial
damage in hypertensive and diabetic patients. Most of studies have reported that
serum HGF concentration was elevated in response to micro- and macro vascular

disorders.

Currently, studies investigating genotype/fenotype relationships have been
increasing. It was determined that the HGF gene had 1493 polymorphisms.
According to a study which has investigated the 21 SNPs of HGF gene, a
relationship of carotid atherosclerosis with the HGF intron 8 A43839T polimorphism

was determined.

There are no studies related to HGF gene polymorphism and serum HGF levels
in diabetic patients, and hipertansive diabetics in Turkey. In our study, the aim is
evaluation of serum HGF levels and HGF intron 8 A43839T polymorphism in

normotensive and hypertensive diabetic subjects.

Our study group was composed of 3 groups, control (male: n=30, age:
43,749,2; female: n=30, age: 44,7+7,5), normotensive diabetes mellitus (male: n=30,
age: 50,1£10,2; female: n=30, age: 49,648,6) and hypertensive diabetics (male:
n=30, age: 58+8,7; female: n=30, age: 54,7£10,5. Serum HGF levels measured, and
HGEF intron 8 A43839T polimorphism was examined. The levels of blood glucose,
HbAlc, HDL-C, hsCRP, creatinin, total cholesterol, trigliceride, urea were also
measured in all participitants. The HGF levels of diabetic subjects were evaluated
according to their HbA1c levels. HGF gene polymorphism was detected by real-time
PCR.
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HGEF levels were significiantly higher in the hipertensive diabetic subjects, in
bad-controlled diabetic subjects, and the hypertensive diabetic patients with the AA

genotypes.

There were a significiant relation between serum HGF level and systolic blood
pressure (SBP) (Spearmen’s r= 0,158, p= 0,032). Both systolic and diastolic blood
pressures were significiantly higher in subjects with A allel than the subjects with T
allel (p=0,010 for SBP, p= 0,031 for DBP) and in the subjects with AA genotype
than the subjects with AT and TT genotypes (p=0,07 for SBP, p=0,038 for DBP).

We detected that hypertension was associated with HGF levels in diabetic
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