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1. GİRİŞ 
 

1.1. Kronik Böbrek Hastalığı 

 

Kronik böbrek hastalığı (KBH), glomerüler filtrasyon değerinde (GFR) azalmanın 

sonucu böbreğin sıvı-solüt dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin 

fonksiyonlarında kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanımlanabilir (Akpolat ve 

ark., 1996). Kronik böbrek hastalığının neticesinde böbrek yetmezliğine ilave olarak 

azalmış böbrek fonksiyonu ve kardiyovasküler hastalıklar da görülmektedir. Şu an ki 

kanıtlar, bu kötü sonuçların bazılarının önlenebileceğini ya da erken tanı ve tedavi ile 

geciktirilebileceğini göstermiştir (Levey ve ark, 2003). Kronik böbrek hastalığının 

tanı ve tedavisinin erken evrede yapılamaması birçok nedene bağlıdır. Genelde 

herkesin bir tanım ve sınıflamayı kabul etmemesi ve erken teşhis için gereken basit 

testlerin standart olarak uygulanmaması bu nedenlerin başında gelmektedir 

(McClellan ve ark., 1997; Obrador ve ark., 1999; Coresh ve ark., 2001) 

Nefrologlar tarafından kılavuz kitap olarak kabul edilen Böbrek Hastalığı Sonuçları 

Kalite İnisiyatifi (K/DOQI)’nde KBH tanımı için 2 kriter belirlenmiştir (KDOQI, 

2002). Bunlar;  

 

1. GFR azalsın ya da azalmasın, 3 ay ve daha uzun süre devam eden böbreğin yapısal 

veya işlevsel bozukluğuna bağlı kan ve idrar kompozisyonunda anormallik, 

görüntüleme testlerinde anormallik, böbrek biyopsisinde anormallik bulgularından 

bir veya daha fazlasının olması.  

2. GFR’nin 3 ay ve daha uzun süre ile 60 ml/dk/1.73m2’den az olmasıdır.  

 

Kronik böbrek hastalığında, GFR’deki azalmanın süresi 3-6 aydan daha uzundur. 

GFR, genellikle yıllar içinde giderek azalır ve bu azalma, altta yatan nedene göre 

değişiklik gösterir. Böbrek yetersizliği olan bir olguda; üç aydan uzun süren azotemi, 

uzun süreli üremik belirti ve bulgular, renal osteodistrofi, anemi, hiperfosfatemi, 

hipokalsemi, idrar sedimentinde geniş silendirler ve radyolojik incelemelerde 
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bilateral küçük böbrekler kronik hastalık göstergeleridir. Bu özellikler KBH’nı akut 

böbrek yetmezliğinden ayırmaktadır (Akoğlu ve Süleymanlar, 1996). 

Glomerüler filtrasyon hızına göre 5 evreye ayrılan KBH sınıflandırmasında, en son 

dönem olan 5. evre, böbrek yetmezliği olarak kabul edilmekte ve bu evredeki 

hastalar tedavi altına alınmaktadır. Kronik böbrek yetmezliğinin 5. evresinde 

böbrekler vücuttaki atık maddeleri artık temizleyemediklerinden, hasta yaşamını 

ancak hemodiyaliz, periton diyalizi veya böbrek nakli ile sürdürebilmektedir (Levey 

ve ark, 2003). 

 

1.1.1.Kronik Böbrek Hastalığının Evrelerinin Tanımlanması ve 

Sınıflandırılması 

 

Kronik böbrek hastalığı, böbrek hasarı veya 3 ya da daha fazla aydır devam eden 

azalmış böbrek fonksiyonu (azalmış GFR) olarak tanımlanır. KBH’nın erken evreleri 

rutin laboratuar ölçümleriyle belirlenebilir. Böbrek hasarı genellikle böbrek 

biyopsisinden daha ziyade markörlerle belirlenir. Çalışma grubuna göre kalıcı 

proteinüri böbrek hasarının temel markörüdür (Keane ve Eknoyan, 1999). Spot idrar 

örneklerinde 30 mg/g’dan daha büyük albumin-kreatinin oranı genellikle anormal 

olarak değerlendirilir; cinsiyete göre bu değer değişmektedir, erkeklerde 17 

mg/g’dan daha büyük, kadınlarda 25 mg/g’dan daha büyük olanlar KBH hastası 

olarak tanımlanır (Warram ve ark., 1996; Jacobs ve ark., 2002). Hasarın diğer 

markörleri; idrar sedimentinde anormallikler, kanda anormallikler,  idrar ölçümleri 

ve görüntülemedeki anormalliklerdir.  

GFR’si normal olan fakat böbrek hasarı markörleri olan kişiler, kronik böbrek 

hastalığı için artmış risk taşımaktadırlar. GFR, sağlıklı ve hasta kişilerde bütün 

böbrek fonksiyonlarının en iyi ölçümüdür (Smith, 1951). GFR’nin normal seviyesi, 

yaş, cinsiyet ve vücut ölçüsüne göre değişmektedir. Genç erişkinlerde normal GFR 

yaklaşık 1.73 m
2
 başına 120-130 mL/min’dir ve yaşla giderek azalır (Smith, 1951; 

Davies ve Shock, 1950; Lindeman ve ark., 1985; Rowe ve ark., 1976). GFR seviyesi 

1.73 m
2
 başına 60 mL/min’den daha az olanlarda normal böbrek fonksiyonlarının 

yarısı ya da daha fazlasının kaybı söz konusudur. GFR’de yaşa bağlı azalma normal 
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yaşlanmanın bir parçası olmasına rağmen, yaşlılıkta azalmış GFR, ölüm ve KVH gibi 

kötü sonuçların bağımsız prediktörüdür (Shlipak ve ark., 2002; Manjunath ev ark., 

2003). GFR yaşla azalır, kronik böbrek hastalığının prevalansı yaşla artar; 60 

yaşından daha yaşlı kişilerin yaklaşık %17’si, 1.73 m
2
 başına 60 mL/min’den daha 

düşük GFR’ye sahiptir (Coresh  ve ark., 2003). Şekil 1.1.’de kronik böbrek 

hastalığının başlama ve progresyon evreleri verilmiştir. 

 

 

Şekil 1.1: Kronik böbrek hastalığının başlama ve progresyon evreleri ve terapötik 

önlemler 

 

Üçüncü Ulusal Sağlık ve Beslenme İncelemesi Anketi (NHANES III) verileri daha 

düşük GFR seviyesi olan kronik böbrek hastalarının komplikasyonlarının artan 

prevalansını göstermiştir (KDOQI, 2002). Bu veriler ve diğer çalışmalar, kronik 

böbrek hastalığının şiddetini sınıflandırmak için GFR kullanımının güçlü bir kaynak 

olduğunu göstermektedir. Tablo 1.1’de, NHANES III’den elde edilen verilerin 

kullanılmasıyla kronik böbrek hastalığının evrelerinin sınıflandırılması ve her bir 

evrenin prevalansı gösterilmiştir (Coresh ve ark, 2003). 
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Tablo 1.1. Kronik böbrek hastalığının tanımlanması, evrelendirilmesi, prevalansı ve 

eylem planı  

 

Evre Tanım GFR 

(mL/min) 

Prevalans 

(%) 

Eylem  

- Artmış risk ≥90 - KBH riskini azaltma 

1 

Normal ya da artmış 

GFR’ li böbrek 

hasarı 

≥90 3.3 

Komorbit şartlarının tedavisi, 

ilerlemenin yavaşlatılması, 

KVH riskinin azaltılması 

2 
Hafif artmış GFR’ li 

böbrek hasarı 
60-89 3.0 İlerlemenin hesaplanması 

3 Kısmen azalmış GFR 30-59 4.3 
Komplikasyonların 

değerlendirilmesi ve tedavisi 

4 Şiddetli azalmış GFR 15-29 0.2 
Böbrek replasman tedavisi 

için hazırlık 

5 Böbrek yetmezliği 

<15 

(veya 

diyaliz) 

0.1 
Böbrek replasmanı (eğer 

üremi varsa) 

 

1.1.2. Kronik Böbrek Hastalığının Prevalansı 

 

Dünya çapında bir halk sağlığı sorunu olarak kabul edilen kronik böbrek 

yetmezliğinin insidansı ve prevalansı her geçen gün artış göstermektedir (US, 2000). 

Türk Nefroloji Derneği (TSN) 2008 yıllık kaydından elde edilen veriler Türkiye’de 

ki SDBH insidansının 2000 yılından beri yaklaşık 4 kat artarken, prevalansının 2 kat 

arttığını göstermiştir (Erek ve ark., 2002; Serdengeçti ve ark., 2009).  

Türkiye’de 8765 kronik böbrek hastasında yapılan çalışmada KBH’ nın kadınlarda 

(%18.4) erkeklerden (%12.8) daha yaygın olduğu görülmüştür. KBH’ nın 

prevalansının yaşla birlikte arttığı ve 60 yaş ve üzerindeki kişilerde %38.3 iken, 60 

yaş altındaki kişilerde %11.5 olduğu bildirilmiştir. Evre 3 KBH, özellikle 60 yaş 

üzerindeki kişilerde daha yaygın olup KBH prevalansı, kırsal kesimde yaşayanlarda, 

kentsel alanda yaşayanlardan kısmen daha yüksektir. KBH prevalansı Marmara 

bölgesinde yaşayanlarda (%19.7) en yüksek olmakla birlikte bunu Güneydoğu 

Anadolu (%18.6), Karadeniz (%16.1), Doğu Anadolu (%14.2), Ege (%13.8), İç 

Anadolu (%12.6) ve Akdeniz (%11.7) bölgesinin takip ettiği belirlenmiştir. KBH 

hastalarının çoğunun evre 1-3 arasında olduğu ve KBH evre 1, 2, 3, 4 ve 5 prevalans 
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oranının sırasıyla %5.4, %5.2, %4.7, %0.3, %0.2 olduğu bildirilmiştir. KDOQI 

kılavuzu ile yayınlanan KBH’ nın kriterlerini kullanarak Türkiye’ de tüm toplumun 

prevalansı %15.7 bulunmuştur (Süleymanlar ve ark, 2011). Benzer şekilde KDOQI 

kriterleri kullanılarak KBH prevalansı NHANES-III (1999-2004) verilerine 

dayanarak USA’de %13.1 ve HUNT-II (1995-1997) verilerine dayanarak Norveç’te 

%10.2 olarak bildirilmiştir (Coresh ve ark., 2007; Hallan ve ark., 2006).  

Amerika Birleşik Devletlerinde diyaliz tedavisi veya böbrek nakli ile yaşamını 

sürdüren kronik böbrek hastalarının sayısındaki artışı gösteren bir projeksiyon 

çalışması yapılmış ve 1999’da 340,000 olan sayının 2010’da 651,000’e ulaşacağı 

öngörülmüştür (US, 2000). 

Birleşik Devletler Böbrek Veri Sistemi (USRDS) ve Avrupa Böbrek Birliği (ERA-

EDTA), son dönem böbrek hastalığı (SDBH) olarak bilinen, evre 5 kronik böbrek 

hastalığının insidansı ve prevalansının giderek arttığını göstermişlerdir 

(http://www.era-edta-reg.org/index.jsp?p=annrep). 2009 USRDS atlasında 

yayınlanan uluslararası karşılaştırmalar, Taiwan (her 1 milyon kişide 415), Jalisco-

Mexico (her 1 milyon kişide 372) ve USA (her 1 milyon kişide 361), son dönem 

böbrek hastalığının en yüksek insidansına sahip ülkeler olduğunu göstermiştir. 

Prevalans açısından Taiwan (her 1 milyon kişide 2288), Japonya (her 1 milyon kişide 

2060) ve USA (her 1 milyon kişide 1698) en yüksek orana sahiptir 

(http://www.usrds.org/atlas.htm). ABD’de KBH evre 1-4’ün prevalansı, Ulusal 

Sağlık ve Beslenme İncelemesi Araştırması (NHANES) 1999-2004 sonuçlarına göre 

%13.1 olduğu gösterilmiştir. Populasyon tabanlı çalışmalar orta KBH (<60 

mL/min/1.73 m
2 

olarak tanımlanır) 30 veya daha büyük yaştaki kişiler için %7.2, 

daha yaşlı populasyonda %23.4’den %35.8’e değiştiğini göstermektedir (Coresh ve 

ark., 2007). 

 

1.1.3. Kronik Böbrek Hastalığının Etyolojisi  

 

Böbrek hasarı olmayan ve yüksek ya da normal GFR’ye sahip bazı kişiler kronik 

böbrek hastalığı için artmış risk taşımaktadırlar. Kronik böbrek hastalığında artmış 

riski olan kişilerin oranı bilinmemektedir. Riski arttıran faktörlerin arasında; diabetes 

http://www.era-edta-reg.org/index.jsp
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mellitus, hipertansiyon, sistemik lupus eritematozus, ileri yaş (60-70 yaş), akut 

böbrek hastalıkları sayılabilir (Harris ve ark., 1998; Burt ve ark., 1995; Lawrence ve 

ark., 1998; Elixhauser ve ark., 2001).  

Ülkemizde kronik böbrek hastalığının nedenlerine baktığımızda etiyolojiye göre; 

kronik glomerulonefrit (%21), diyabetik nefropati (%16), hipertansiyon, nefroskleroz 

(%16), ürolojik problemler (taş, obstrüksiyon, veziko üreteral reflü) (%8), kronik 

interstitiyel nefrit (%7), kistik böbrek hastalıkları (%5), diğerleri (nedeni belli) (%6) 

ve nedeni belirsiz (%22) olmak üzere sıralanabilir (Tanrıverdi ve ark., 2010).  

 

1.1.4. Kronik Böbrek Hastalığı ve Osteoporozis 

 

Osteoporozis, düşük kemik kütlesi, artmış kemik kırılganlığı ve artmış kırık riskine 

yatkınlık ile karakterizedir. Osteoporoz herhangi bir yaşta meydana gelebilir ve 

postmenapozal hormonal durumlar, paratiroid hormon anormallikleri, yetersiz 

vitamin D, beslenme bozuklukları, hamilelik, hareketsizlik, ilaçlar gibi çeşitli 

mekanik, endokrin ve metabolik faktörlere dayanan heterojen bir etiyolojiye sahiptir 

(Ginaldi ve ark., 2005; Delmas, 2002; Yun ve Lee, 2004). Kronik böbrek 

hastalarında, mineral ve kemik metabolizmasında meydana gelen bozulmalara sık 

rastlanmaktadır. Bu bozuklukların artmış mortalite ve morbidite ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Massry ve ark., 2003). 

Kemik metabolizması kronik böbrek hastalığının evrelerinde devamlı olarak 

değişmektedir (Quarles, 2003). Fosfat, FGF23 (Fibrobalast Büyüme Faktörü-23) ve 

kalsitrol bağımsız olarak kronik böbrek hastalarında kemik turnoverını etkiler 

(Santos ve ark., 2003). Fosfat direk olarak, olgun osteoklastlar tarafından kemik 

emilimini inhibe eder ve aynı zamanda yeni osteoklastların yapımını önler. Bu 

inhibisyon yüksek PTH (Paratiroid Hormon) seviyesi varlığında bile meydana gelir 

(Kanatani ve ark., 2003). Yüksek FGF23 seviyesi osteoblastların mineralleştirici 

aktivitesini bozar, FGF ailesinin diğer üyelerinde olduğu gibi osteoblastik 

olgunlaşmayı baskılar (Larsson ve ark, 2004). Vitamin D reseptör (VDR) aracılığı ile 

hareket eden kalsitrol, normalde kemik üzerinde anabolik etkiye sahiptir ve kemiğin 

yeniden yapılanması için önemlidir. Böylece düşük kalsitrol seviyesi, kemiğin hem 
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oluşumu hem de emilimi üzerinde baskılayıcı etkiye neden olur (Panda ve ark., 

2004). 

KBH’da serum kalsiyum düzeyi kemik metabolizmasını etkileyebilir. Yüksek 

ekstraselüler iyonize kalsiyum konsantrasyonları kemik emilimi inhibisyonuna ve 

osteoklast apoptozisine neden olan sistolik Ca
+2

 artışını tetiklerken, iyonize kalsiyum 

konsantrasyonunda minör azalmalar dolaylı olarak PTH salgısını artırarak osteklastik 

aktiviteyi uyarır (Zaidi ve ark., 1999; Lorget ve ark., 2000). Bunlara ek olarak 

yüksek ekstraselüler Ca
+2 

konsantrasyonları, osteoklast prekürsör hücrelerde lokalize 

olan kalsiyum algılayıcı reseptörleri etkileyerek osteoklast oluşumunu inhibe eder. 

Böylece KBH başlangıcında, düşük kalsitrol/VDR (Vitamin D Reseptör) sistem, 

yüksek fosfat ve FGF23 baskınlığı, PTH’nun uyarıcı etkisi gibi kemik metabolizması 

üzerinde baskılayıcı etkisi olan faktörler, azalmış kemik turnover oranına neden olur 

(Kanatani ve ark., 1999).  

 

1.1.4.1. Kronik Böbrek hastalığı ve Osteoporoziste Kemik Değişimlerinin Tanısı 

 

Genel populasyonda osteoporozisin tanısı, çift enerjili X ışını absorbsiyometrisi 

(DEXA) kullanılarak kemik mineral dansite (KMD) değerlendirilmesiyle 

yapılmaktadır. Osteoporozisin tanımlanması lomber omurga ya da femur boynuna 

uygulanan KMD ölçümlerine dayanır. T-skor, postmenapozal kadınlarda en önemli 

skor sistemidir. T-skor, 20-29 yaş arasındaki sağlıklı beyaz kadınlar ile 

kıyaslandığında hastanın kemik dansitesini yansıtır. (WHO study group, 1994).  

Osteoporozisin sınıflandırılması, kırık riskine göre hastaların derecelendirilmesini 

sağlayan DEXA ölçümü ile yapılır. Kırık riski genellikle kemik gücünü yansıtır. 

Kemik gücü iki faktörle belirlenir 1) kemik mineral yoğunluğu 2) kemik kalitesi. Bu 

demek oluyor ki, sadece kemik dansitesini ölçen DEXA, sadece kemik gücünü 

belirleyen kırık riski ile bağlantılıdır. Diğer kemik mimarisi, kemik yeniden 

yapılanma oranı, hasar birikimi, kemik yapısı ve mineralizasyonunu içeren kemik 

kalitesi DEXA ile belirlenemez (Seeman ve Delmas, 2006). Kronik böbrek 

hastalığında ise osteoporozisin tanımlanması için sol femur boyun ve lomber 

omurgada yapılan DEXA ölçümünün uygulanabilirliği şüphelidir. Çünkü klinik 
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sonuçlarla KMD arasında veri uyumu yoktur (Cunningham ve ark., 2004). Kemik 

biyopsisi renal osteodistrofinin tanısı için altın standarttır ve aynı zamanda kemik 

hacmi ölçümü yanı sıra kemik turnover oranı ve mineralizasyon oranınıda verir (Moe 

ve ark., 2006). Ancak zor ve zahmetli bir işlem olması ve bu örneği değerlendirecek 

deneyimde patolog bulunamaması nedeniyle, günlük uygulamada hayata 

geçirilememiştir. Ayrıca tüm hastalarda tanı amaçlı rutin kullanımı halen 

önerilmemektedir. Kortikal kemik bölgelerinde (distal radius) kemik kütlesinin 

ölçümü ise kemik kaybını belirlemede kabul görmektedir ve kemik turnoverı ile daha 

uyumludur (Evrenkaya, 2011). 

 

1.2. KLOTHO Geni ve Fonksiyonları 

 

KLOTHO geni, farelerde aşırı eksprese olduğunda yaşam süresini uzatan, 

bozulduğunda yaşlanmayı hızlandıran “yaşlanmayı baskılayıcı gen” olarak 

tanımlanmıştır. KLOTHO gen ekspresyonundaki bir defekt, yaşamın ilk 3-4 haftasına 

kadar fenotipte kendini göstermez, fakat daha sonra gelişme geriliği, 

hipogonadotropik hipogonadizm, hızlı timik involüsyonu, deri atrofileri, sarkopeni, 

vasküler kalsifikasyon, osteopeni, bilişsel bozukluk, işitme kaybı, motor nöron 

dejenerasyonu, yaşamın ilk 2 ayında prematüre ölüm gibi multiple yaşlanma benzeri 

fenotipin oluşmasında öncü olur. Aksine, KLOTHO geni aşırı eksprese olan 

transgenik fareler, wild-tipe farelerden daha uzun süre yaşar. Böylece KLOTHO geni 

aşırı eksprese olduğunda yaşam süresini uzatan bozulduğunda yaşlanmayı 

hızlandıran gen olarak fonksiyon görür (Kuro-o, 2010). 

 

1.2.1. KLOTHO’ nun Moleküler Özellikleri: Gen, mRNA ve Protein  

 

KLOTHO geni, 5 ekzon, 4 introndan oluşur ve 50 kb’ dan daha uzun bir bölge içinde 

kromozom 13q12 de lokalizedir (Şekil 1.2.). (Matsumura ve ark, 1998; Shiraki-Iida 

ve ark., 1998; Razzaque MS, 2009). 
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Şekil 1.2: KLOTHO geninin kromozom13q12’deki lokalizasyonu 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000133116;r=1

3:33590207-33640282) 

 

Promotör bölgelerinde TATA-box dizileri yoktur ve SP1 için dört bağlanma bölgesi 

içerir. Klotho 2 transkriptten oluşmaktadır; bunlardan 1012 aminoasit (130kDA)  

kodlayan ve 5.2 kb büyüklüğündeki transkript, tek geçişli membran protein 

özelliğindedir. Bu form, kısa transmembran domainini kaybettikten sonra dolaşımda 

serbest kalır ve moleküler ağırlığı yavaş yavaş düşer. Salgılanmış formu, daha küçük 

boyuttaki (65-70 kDa) proteine tamamen metabolize olur. Alternatif mRNA 

splaysingden türeyen diğer transkript, yaklaşık 65-70 kDa moleküler ağırlıklı 242 

aminoasite sahip olup Klotho’ nun N-terminal bölgesini kodlar (Şekil 1.3).  

 

 

Şekil 1.3: Klotho protein yapısının şematik diagramı. Klotho, N-terminalde sinyal 

dizileri ve C-terminalde kısa sitoplazmik domain ile transmembran domain içerir. 

Klotho proteininin ekstraselüler domaini β-glukozidaz ile homolog diziler paylaşan 2 

internal tekrardan (KL1 ve KL2) oluşur. 

 

Her iki proteinde β-glukozidaz ailesine aittir. Salgılanmış formun ekspresyonu 

membran formuna göre baskın çıkmaktadır. İnsan Klotho proteini fare Klotho 

proteini ile %86 oranında aminoasit benzerliği göstermektedir. Klotho’ nun 

ekstraselüler domaini 2 internal tekrar içerir (KL1, KL2). Bu tekrarlar birbirleriyle 

%21 benzerliğe sahip olup, her biri 450 aminoasit uzunluğundadır. Bu iki domain 

hücresel membranın yüzeyinde kelebek şeklinde bir molekül oluştururlar (Torres ve 

ark, 2007). İntraselüler domaini ise çok kısadır (10 aminoasit uzunluğunda) (Şekil 

1.4) (Kuro-o, 2010; http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g= 

ENSG00000133116;r=13:33590207-33640282). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Torres%20PU%22%5BAuthor%5D
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g
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Şekil 1.4: KLOTHO geni, transkriptleri ve proteinleri gösteren şema. 

 

Klotho proteinlerinin bir diğer özelliği, salgılanmış form ve membran formunun, in 

vivo Klotho sekresyonu için regülatör mekanizma ve posttranslasyon Klotho 

işlenmesinde oligomerik bir kompleks oluşturmalarıdır (Torres ve ark, 2007).  

Klotho mRNA’sı çoğunlukla böbrekte distal sarmal tübüler hücrelerde ve beyinde 

koroid pleksusta eksprese edilmektedir. Ayrıca hipofiz, paratiroid, pankreas, 

ovaryum, testis ve plasenta gibi pek çok endokrin organda da eksprese edilir (Kuro-o 

ve ark, 1997). Klotho’ nun otokrin, parakrin ve endokrin faaliyetleri arasında ayrım 

yapmak zordur çünkü farklı hücre tiplerinde farklı fonksiyonlar gösterir. Fare genetik 

çalışmaları, Klotho’nun, FGF sinyalizasyonunda, kalsiyum ve fosfat iyon 

transportunda ve enerji metabolizmasındaki rolünü içeren in vivo fonksiyonlarının 

tanımlanmasına öncü olmuştur (Razzaque ve ark, 2012).   

Klotho proteini, mineral ve vitamin D metabolizmasının kontrolünde anahtar rol 

oynamaktadır. Klotho proteini FGF reseptörü olarak FGF23’ün bağlanması için 

gereklidir (Kurosu ve ark., 2006). Klotho proteininin sentezinde Vitamin D önemli 

bir regülatör olmasına rağmen sentezi indükleyen diğer faktörler tamamen 

tanımlanamamıştır (Forster ve ark., 2011).  

KLOTHO geninin dokuya spesifik ekspresyonuna rağmen, Klotho ekspresyonundaki 

bir defektin sistemik fenotiplere neden olması Klotho’nun endokrin sistemlerde 

görevli olabileceğini akla getirmektedir. Son çalışmalar, mineral metabolizmasının 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Torres%20PU%22%5BAuthor%5D
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ve büyüme faktörü sinyalinin endokrin düzenlenmesinde, Klotho preoteininin çoklu 

fonksiyonlarını ortaya koymuştur. 

 

1.2.1.1. Membran Klotho Proteininin Fonksiyonu  

 

1.2.1.1.1. FGF23 için ko-reseptör olan Klotho 

 

FGF23’ ün böbrekte fosfat tutulumuyla ilişkili olduğu bilinmektedir. Son zamanlarda 

yapılan çalışmalarda FGF23, idrara fosfat atılımını desteklemek için böbrekte 

hareket eden kemikten derive olan bir hormon olarak tanımlanmıştır (Quarles, 2008). 

İdrara salınan fosfat primer olarak, renal proksimal tübüllerden yeniden emilen fosfat 

miktarıyla belirlenir. Proksimal tübüllerde bulunan lüminal sıvıdaki fosfat başlıca, 

proksimal tübüllerin apikal fırça sınır membranında eksprese edilen tipII sodyum-

fosfat taşıyıcısı (NaPi-2a) yoluyla alınır. FGF23 fosfatürik aktivitesini NaPi-2a’yi 

baskılayarak gösterir (Liu ve Quarles, 2007). 

FGF23 geninde oluşan missens mutasyonlar; yüksek serum FGF23 seviyeleri, 

hipofosfatemi ve kemik mineralizasyonunda defektlere neden olmaktadır (Shimada 

ve ark., 2002). Aksine, FGF23’ten yoksun fareler yaygın yumuşak doku 

kalsifikasyonu ve hiperfosfatemi ile karakterize fosfat-retensiyon fenotipleri 

geliştirirler (Shimada ve ark., 2004). Bunlara ek olarak FGF23’ten yoksun fareler 

gelişme geriliği, hipogonadizm, prematür timik involüsyon, sarkopeni, osteopeni, 

deri atrofisi, pulmoner emfisemiyi de içeren Klotho eksikliği olan farelerde 

prematüre yaşlanma sendromunu anımsatan, beklenmeyen fenotipler de gösterirler 

(Urakawa ve ark, 2006). Genetik çalışmalarla uyumlu olarak, biyokimyasal ve hücre 

biyolojisi çalışmaları, Klotho proteininin FGF23 için zorunlu bir koreseptör olarak 

fonksiyon gösterdiğini ortaya koymuştur (Urakawa ve ark, 2006; Kuro-o, 2006).  

FGF23’ün FGF reseptörlerine affinitesi çok düşüktür ve fizyolojik 

konsantrasyonlarda Klotho olmadan aktive edilemez (Yu ve ark., 2005). Klotho 

proteini, pek çok FGF reseptör izoformlarıyla (FGFR1c, 3c ve 4) ikili kompleks 

oluşturur ve FGF reseptörlerinin FGF23’e olan affinitelerini anlamlı derecede 

yükseltir (Kurosu ve ark., 2006). Klotho’ nun böbreğe spesifik ekspresyonu, 
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FGF23’ün multiple FGF reseptör izoformları eksprese eden diğer pek çok doku 

arasında neden FGF23’ün böbreği hedef organ olarak belirlediğini de açıklamaktadır. 

Böylece, Klotho ve FGF23, fosfat hemostazını koruyan bu yeni tanımlanmış kemik-

böbrek endokrin ekseninin temel komponentleri olarak ortaya çıkmıştır (Kuro-o, 

2008). Bu endokrin eksenin diğer bir önemli fonksiyonu serum D vitamini 

seviyelerini düzenlemektir. Vitamin D’nin diyetle alınan fosfatın bağırsaklardan 

emilimini harekete geçiren bir aktivitesi vardır (Dusso ve ark., 2005). D vitamininin 

aktif formu (1,25 dihidroksivitamin D3) böbrekte inaktif prekürsöründen (25-

hidroksivitamin D3) Cyp27b1 geni tarafından kodlanan 1α-hidroksilaz ile sentezlenir 

ve Cyp24 tarafından kodlanan 24-hidroksilaz tarafından inaktive edilir. FGF23, 

Cyp27b1 gen ekspresyonunu baskılayarak ve Cyp 24 gen ekspresyonunu artırarak, 

serum 1,25 dihidroksivitamin D3 seviyelerinde azalmaya yol açar (Shimada ve ark., 

2004). Böylece, fosfatürik bir hormon olarak fonksiyon göstermesinin yanında, 

FGF23 vitamin D için bir karşı-regülatör hormon olarak fonksiyon gösterir. 

FGF23’ün bu iki farklı aktivitesi birlikte, Klotho bağımlı bir mekanizmayla negatif 

bir fosfat dengesini indükler (Liu ve ark., 2006). 

 

1.2.1.1.2. Klotho ve FGF23 aracılı kemik-böbrek endokrin ekseni 

 

Vitamin D, kemikte FGF23 geninin ekspresyonunu pozitif yönde regüle eder. 1,25 

dihidroksivitamin D3’ün enjeksiyonu, rodentlerde serum FGF23 seviyelerini saatler 

içinde yükseltir (Shimada ve ark., 2003). 1,25 dihidroksivitamin D3’ün nükleer 

vitamin D reseptörüne (VDR) bağlanması, diğer bir nükleer reseptör RXR (Retinoid 

X reseptörü) ile heterodimerizasyonu indükler. VDR-RXR heterodimeri sırayla 

FGF23 geninin promotör bölgesine bağlanır ve ekspresyonu transaktivite eder (Kuro-

o, 2008). Osteositlerden salınan FGF23 böbrekteki Klotho-FGFR kompleksine ulaşır 

ve 1,25 dihidroksivitamin D3’ün baskılamak ve inaktivasyonunu harekete geçirmek 

için sinyal aktarır ve böylece negatif feedback ilmeğini kapatır. Bu negatif feedback 

ilmeği vitamin D hemostazı için önemlidir çünkü FGF23 veya Klotho’ daki defektler 

farelerde ve insanlarda yükselmiş 1,25 dihidroksivitamin D3 seviyelerine sebep olur 

(hipervitaminosis D) (Perwad ve ark., 2005; Saito ve ark., 2005; Takeda ve ark., 
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2004). Klotho ve FGF23 yoksunu fareler, vitamin D’den yoksun diyet aldıklarında 

normal serum fosfat ve kalsiyum seviyeleri göstermiş ve artık yaşlanma benzeri 

fenotipler geliştirmemişlerdir (Stubs ve ark., 2007; Tsujikawa ve ark.,2003). 

 

1.2.1.2.Salgılanan Klotho Proteininin Fonksiyonu 

 

1.2.1.2.1. İyon Kanal Aktivitesinin Düzenlenmesi 

 

Klotho proteini, FGF23 için ko-reseptör olarak fonksiyon göstermesinin yanında, 

humoral faktör olarak ta fonksiyon gösterir. Klotho proteininin ekstraselüler domaini, 

Klotho proteininin salgılanmış formunu üretmek için membrana tutunmuş proteazlar 

ADAM10 ve ADAM17 tarafından tutturulurlar (Chen ve ark., 2007). ~120-130 

kDa’luk ekstaselüler domainin tamamı kan, idrar ve serebrospinal sıvıda 

bulunmaktadır (Imura ve ark., 2004; Kurosu ve ark., 2005). Böylece, Klotho proteini 

en az iki formda bulunur. Birisi, birincil olarak renal tübüler hücrelerde eksprese 

edilen membran Klotho’su; diğeri kan, idrar ve serebrospinal sıvıda bulunan 

salgılanmış Klotho’dur. 

Membran Klotho’su FGF23 için ko-reseptör olarak görev yaparken, salgılanmış 

Klotho FGF23 için çözünür reseptör olarak görev yapamaz çünkü FGF23’e yüksek 

affinitesi olan yalnız başına Klotho proteini veya FGFR değil KLOTHO-FGFR 

kompleksidir (Kurosu ve ark., 2006). Bu bulgular, salgılanmış Klotho’nun 

FGF23’ten bağımsız bir görevi olabileceğini akla getirmektedir. Son yapılan 

çalışmalar, salgılanmış Klotho proteininin, membran Klotho’sundan farklı olarak, 

çoklu iyon kanallarının regülasyonu ve hücre yüzeyindeki büyüme faktörü 

reseptörlerinin regülasyonunu da içeren yeni fonksiyonlarının olduğunu ortaya 

koymuştur. 

Geçici reseptör potansiyel katyon kanalı, subaile 5, eleman 5 (TRPV5), salgılanmış 

Klotho proteinleri tarafından regüle edilen iyon kanallarından biridir (Cha ve ark, 

2008; Chang ve ark., 2005). TRPV5, renal tübüler hücrelerin apikal kenarında 

eksprese edilen bir iyon kanalıdır ve böbrekteki transepitelyal Ca
+2 

geri emiliminde, 

Ca
+2 

girişinde birincil olarak sorumludur (Hoenderop ve ark., 2005). Salgılanmış 
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Klotho proteini TRPV5’in internalizasyonunu inhibe ederek hücre yüzeyindeki 

TRPV5’in sayısını artırır, böylece TRPV5-aracılı Ca
+2 

girişini ve renal Ca
+2 

geri 

emilimini artırır. Aslında Klotho yoksunu fareler, yabanıl tip farelere göre idrara 

daha fazla kalsiyum atılımını gösterir (Tsuruoka ve ark., 2006). TRPV5’in 

Klotho’nun indüklemesiyle plazma membranında tutulması, TRPV5’in glikanlarının 

modifikasyonuyla birliktelik gösterir (Cha ve ark, 2008; Chang ve ark., 2005). 

Dahası, salgılanmış Klotho renal dış medullar potasyum kanalı (ROMK1)’nı TRPV5 

regülasyonunun ki ile aynı mekanizmayla regüle eder. ROMK1, renal tübüler 

hücrelerin apikal kenarında eksprese edilen ve birincil olarak idrara potasyum 

atılmasından sorumlu bir potasyum kanalıdır. Salgılanmış Klotho plazma 

membranındaki ROMK1’in sayısını ve idrarda potasyum atılımını artırır. Salgılanmış 

Klotho’nun bu aktivitesi hücre yüzeyi glikoproteinlerinin internalizasyonunun 

düzenlenmesi için yeni bir mekanizma olarak görünmektedir (Cha ve ark., 2009). 

 

1.2.1.2.2. Büyüme Faktörü Sinyalinin Düzenlenmesi 

 

Klotho yoksunu fareler, hipoglisemik, hipoinsülinemiktir ve insüline aşırı derecede 

duyarlıdır (Hesse ve ark., 2007; Utsugi ve ark., 2000). Aksine, Klotho’yu aşırı 

eksprese eden transgenik fareler normal açlık glikoz seviyeleri göstermelerine ve 

diyabetik olmamalarına rağmen insüline ve IGF-I (İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü-

I)’e dirençlidir. Bu gözlemler Klotho’nun İnsülin/IGF-1 aktivitesinde inhibitör etkisi 

olabileceğini akla getirmektedir (Kurosu ve ark., 2005).  

Salgılanmış Klotho’nun insülin-IGF-I reseptörlerinin aktivitesini inhibe ediş 

mekanizması hala tamamlanmamış olsa da, salgılanmış Klotho’nun insülin/IGF-I 

reseptörlerinin hücre yüzeyindeki sayısını glikanlarını modifiye etmek suretiyle 

internalizasyonlarını değiştiriyor olması muhtemeldir. Klotho’nun insülin/IGF-I 

reseptörlerini inhibe etme yeteneği, Klotho’nun anti-aging özelliğinden 

kaynaklanıyor olabilir çünkü yukarıda tartışıldığı gibi pek çok genetik bulgu insülin 

benzeri sinyal yolağının kısmi inhibisyonu yaşlanmayı baskılayan evrimsel olarak 

korunmuş mekanizmalardan biridir. İnsülin, salgılanmış Klotho proteininin serum 

seviyelerini yükseltebilir buda sırasıyla periferal dokularda insülin sinyalini inhibe 
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edip, devam eden insülin etkisini engeller. Bu salgılanmış Klotho’nun endokrin 

etkisiyle gerçekleşen yeni bir insülin sinyalini negatif feedback mekanizmasını temsil 

ediyor olabilir ve neden Klotho yoksunu farelerin aşırı derecede insüline duyarlı 

olduğunu kısmen açıklayabilir.  

Salgılanmış Klotho proteininin pek çok Wnt ligandlarına bağlandığını ve Wnt’nin bu 

hücre yüzey reseptörlerine bağlanmasını engelleyerek Wnt sinyalini inhibe ettiği 

bildirilmiştir (Liu ve ark., 2007). Wnt sinyalinin aktivasyonu kök hücre 

proliferasyonu ve yaşamı için çok önemliyse de devamlı ve uzun süren Wnt sinyal 

aktivasyonu, kök hücrelerin bitkinliğine ve tükenmesine neden olabilir. Kök hücre 

disfonksiyonu doku rejenerasyonunu sınırlayıp, yaşlanma sürecini potansiyel olarak 

etkilediği için salgılanmış Klotho proteininin Wnt sinyalini inhibe etme yeteneği, 

Klotho yoksunu farelerde yaşlanma benzeri fenotiplere neden olmaktadır. Bu 

bulgular Klotho yoksunluğunun Wnt sinyal aktivitasyonu ve kök hücre 

yaşlanmasında süreklilik oluşturduğunu göstermektedir (Kirstetter ve ark., 2006; 

Scheller ve ark., 2006). 

 

1.2.2. Klotho ve Kronik Böbrek Hastalığı 

 

Klotho böbreklerde fazla miktarda eksprese olur. Klotho’nun çözünür formu 

böbreğin korunması ve böbrek sıvı-solüt dengesinin düzenlenmesinde birçok faaliyet 

gösteren endokrin bir madde olarak fonksiyon görür. Hem akut böbrek yetmezliği 

hem kronik böbrek hastalığında renal ve sistemik Klotho eksikliği vardır. KBH’da 

Klotho eksikliği renal hastalıkların ilerlemesine ve ekstrarenal komplikasyonlara 

neden olmaktadır. Kronik böbrek hastalarında Klotho seviyesi, yumuşak doku 

kalsifikasyanlarının varlığını, şiddetini ve ilerleme oranını tahmin etmede bir 

belirleyici olabilir (Hu ve ark., 2012). Yumuşak doku kalsifikasyonu ve özellikle 

vasküler kalsifikasyon, kronik böbrek hastalığında yüksek mortaliteyle ilişkili kötü 

komplikasyonlardır. Klotho en az 3 mekanizma ile yumuşak doku kalsifikasyonuna 

karşı korur: fosfatüri, renal fonksiyonların korunması ve fosfat alımını inhibe ederek 

vasküler düz kas hücrelerini direkt etkileyerek yapar. 
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Klotho eksikliği hem akut böbrek yetmezliği hem de kronik böbrek hastalığında 

glomerular filtrasyon oranının azalmasını artırırken; aşırılığı bu oranı korur. Klotho 

eksikliğinin düzeltilmesiyle, KBH’da ekstrarenal komplikasyonların gelişimi 

önlenebilir ve ilerlemesi geciktirilebilir. Özetle Klotho çeşitli renal hastalıklarda 

önemli bir moleküldür ve terapötik tedavinin yanı sıra diagnostik ve prognostik 

biyomarkör olarak önemli bir role sahiptir (Hu ve ark., 2010). 

 

1.2.3. KLOTHO Gen Polimorfizmleri 

 

İnsan KLOTHO geninde 10’dan fazla mutasyon ya da tek nükleotid polimorfizmleri 

rapor edilmiştir (Şekil 1.6). Promotörde lokalize olan G395A’nın kemik mineral 

dansite (Kawano ve ark., 2002; Yamada ve ark, 2005), osteoartrit (Tsezou ve ark., 

2008), sistolik kan basıncı (Rhee ve ark., 2006), aterosklerotik koroner arter hastalığı 

(Imamura ve ark., 2006; Rhee ve ark., 2006), erken damar yolu disfonksiyonu (Kim 

ve ark., 2008) ve kardiyoembolik atak (Kim ve ark., 2006) ile ilişkili olduğu rapor 

edilmiştir. Ekson 4’te lokalize olan diğer tek nükleotid polimorfizmi C1818T’nin ise, 

kemik mineral dansite (Kawano ve ark., 2002), açlık glukoz, aterosklerotik koroner 

arter hastalığı (Rhee ve ark., 2006) ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir. KL-VS olarak 

bilinen 6 tek nükleotid polimorfizmi ise gizli koroner arter hastalığı (Arking ev ark., 

2003), yüksek dansite lipoprotein (HDL) kolesterol (Arking ve ark., 2005) ve insan 

yaşam süresi (Arking ve ark., 2002) ile ilişkili olduğu rapor edilmiştir (Kim ve ark., 

2006; Arking ve ark., 2003).  

KLOTHO geni polimorfizmlerinin, böbrek hastalığı ve diyalizli hastalar arasında 

çarpıcı bir bağlantı oluşturması beklenmesine rağmen, diyalizli hastalarda bu iki 

polimorfizm ile ilişki seyrek olarak bildirilmiştir. Asya populasyonunda KL-VS 

polimorfizmleri ve G395A ve C1818T polimorfizmleri hariç diğer polimorfizmlerde 

seyrek bulunmaktadır. Japon diyaliz hastalarında C1818T ve G3895A 

polimorfizmleri LDL kolesterol ve ürik asit ile ilişkili bulunmuş olup ilişki 

mekanizması tam olarak anlaşılamamıştır (Shimoyama ve ark., 2009).  
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Şekil 1.5: Kromozom 13q12 üzerinde KLOTHO polimorfizm dizilerinin haritası. 

 

1.3. Vitamin D ve Vitamin D Reseptör (VDR) Fonksiyonları 

 

Vitamin D, endokrin sistem kemik ve kalsiyum dengesinin kontrol merkezidir 

(Valdivielso ve Fernandez, 2006). Vitamin D, yan zincirindeki farklılık nedeniyle 

değişik formlara sahiptir ve biyolojik olarak inaktiftir. Vitamin D’nin 25 hidroksi 

(25(OH)D) ve 1,25 dihidroksi (1,25(OH)2D) metabolitleri mevcut olup bunlardan 

1,25 dihidroksivitamin D3 (1,25(OH)2D3) aktif formdur (Armas ve ark.,2004; Lips, 

2006). Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitrol), 

kalsiyum dengesi üzerindeki genomik etkilerini düzenlemek için spesifik bir reseptör 

yoluyla faaliyet gösteren ve düzenlenen dolaşımdaki formudur (Haussler ve ark., 

1998). Dahası, vitamin D, iskelet metabolizması ve kalsiyum emilimi yanında 

immün cevap ve kanser gibi diğer metabolik yolaklarda da önemli rol oynar. 

Örneğin, immün sistemde monosit farklılaşmasını destekler, lenfosit çoğalmasını 

inhibe eder ve IL-2 (İnterlökin-2), interferon-γ ve IL-12 gibi sitokinlerin 

salgılanmasında görev alır. Kanser hücrelerinin bazı tiplerinde vitamin D, 

antiproliferatif etki gösterir (Risch ve Merikangas, 1996).  

Vitamin D reseptör geni tarafından gen transkripsiyonunun kontrolünü içeren temel 

basamaklar; reseptöre ligandın bağlanması, retinoid X reseptör (RXR) ile 

heterodimerizasyon, heterodimerin vitamin D cevap elementlerine (VDRE) 
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bağlanması ve diğer nükleer proteinlerin transkripsiyonel kompleksin içine 

alınmasıdır. Böylece VDR genindeki genetik değişimler, kalsiyum metabolizması, 

hücre çoğalması ve immün fonksiyonu etkileyerek gen aktivasyonu üzerinde önemli 

defektlere öncü olabilir (Sone ve ark., 1990).  

 

1.3.1. Vitamin D Reseptör Gen Yapısı 

 

VDR cDNA’ sının 1988 yılında klonlanmasından sonra (Baker ve ark., 1998) insan 

VDR geninin genomik yapısının keşfedilmesi yaklaşık 10 yıl sürmüş ve genin önemli 

bölümleri 1997 yılında ortaya koyulmuştur (Miyamoto ve ark., 1997). COL2A1 

geninin hemen yanında, kromozom 12q13.11’ de lokalize olan VDR geni, 100 

kb’den daha uzun olup 11 ekzon içermektedir. (http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=VDR)  VDR 427 aminoasitten oluşan yaklaşık 50 kDa’luk 

molekül ağırlıklı bir proteindir. VDR geninin 1A, 1B, 1C olarak bilinen ilk 3 ekzonu 

5’UTR bölgesini kodlar ve VDR transkriptlerinde polimorfik olarak bulunur.  Diğer 8 

ekzon (ekzon 2-9) yapısal gen ürünü olan proteini kodlamaktadır (Audi ve ark., 

1999). VDR geninin 3 unique mRNA izoformları ekzon 1B ve 1C’nin farklı 

splayzinginin sonucu olarak üretilir. Ekson 1A’ daki DNA dizileri, GC’den zengindir 

ve açık bir TATA kutusu içermez. SP1 transkripsiyonel faktörü için birkaç bağlanma 

bölgesi ve diğer aktivatörleri içerir. VDR geni ekzon 2 ve ekzon 3 DNA bağlayıcı, 

ekzon 7, ekzon 8 ve ekzon 9 ise vitamin D bağlayıcı bölgelerdir (Çakır ve Ersoy 

Tunalı, 2010; http://omim.org/entry/601769).  

 

 

 

Şekil. 1.6: VDR geninin kromozom 12q13.11’ deki lokalizasyonu 

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000111424;r=1

2:48235320-48336831) 

 

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=VDR
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=VDR
http://omim.org/entry/601769
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000111424;r=12:48235320-48336831
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000111424;r=12:48235320-48336831
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VDR geni birçok dokuya özgün transkriptler oluşturabilme kapasitesine sahiptir. 

Birbiriyle bağlantı eşitsizliği (LD) gösteren intron 8 ve ekzon 9’da ve ayrıca ekzon 

2’de çeşitli polimorfizmler saptanmıştır. 

 

1.3.2. VDR Geninin Fonksiyonu  

 

VDR, iki ayrı fonksiyonel domain içinde aminoasit benzerlikleri gösteren, 

proteinlerin nükleer reseptör süperaile üyesidir. VDR’nin N-terminal bölgesi DNA 

tanıma ve bağlanmadan sorumlu iki çinko parmak içinde yapılanır, C-terminal 

bölgesi ise 1,25-(OH)2D3 hormonunu bağlar (Jurutka ve ark., 2000).  

Böbrekte 1,25(OH)2D3 seviyesi; 1,25(OH)2D3’ün VDR’yi etkileyerek, 

1,25(OH)2D3’ü sentezleyen enzim CYP27B1’i baskılaması sonucu, oluşan ürünün 

inhibe edilmesi yoluyla kontrol edilir. Yapılan çalışmalarda CYP27B1’in böbrekten 

derive olmuş HEK293 (Human Embriyonic Kidney-293) hücrelerinde VDR 

aracılığıyla 1,25(OH)2D3 tarafından downregüle olduğu doğrulanmıştır. HEK293 

hücrelerinde 1,25(OH)2D3 tarafından CYP27B1’in inhibisyonunun, promotör 

yakınında CYP27B1 taranskripsiyonel başlangıç bölgesinde negatif VDRE ve 

transkripsiyonel başlama bölgesinin uzağında 2 klasik VDREs ile ligand VDR’ nin 

etkileşimi ile ilişki olduğu gösterilmiştir (Turunen ve ark., 2007). 

 

1.3.3. VDR Geni Polimorfizmleri 

 

1990’ larda VDR geninin 3’ ucunda, ApaI (Faraco ve ark.,1989; ), EcoRV (Morrison 

ve ark., 1992), BsmI (Morrison ve ark., 1992), TaqI (Morrison ve ark., 1994) ve 

Tru9I (Ye ve ark., 2000) restriksiyon parça uzunluk polimorfizmleri keşfedilmiştir. 

Şekil 1.8’de şu an bilinen VDR polimorfizmleri verilmiştir. 
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Şekil 1.7: VDR geninin ekzon-intron yapısı ve bilinen polimorfizmlerin yerleşimi 

(A.G. Uitterlinden et al. / Gene 338 (2004) 143–156) 

 

VDR geninde fonksiyonel dizi varyasyonlarını tanımlamak için 3’ regülatör 

bölgesinde odaklanılmıştır. BsmI, ApaI ve TaqI genin 3’ ucuna yakın bölgede 

lokalize olup bağlantı dengesizliği (LD) çevrilmeyen bölgeyi (UTR) içeren 3’ 

regülatör bölge içindedir. VDR geninin 3’-UTR bölgesi birçok polimorfizm 

içermektedir ve böylece güçlü LD sayesinde Bsm-Apa ve Taq RFLP ile gözlenen 

birliktelik açıklanabilir. Genin 3’-UTR bölgesinin, ekspresyonun düzenlenmesi ve 

özellikle mRNA stabilitesinin regülasyonu ile ilgili olduğu bilinmektedir (Decker ve 

Parker, 1995). 3’-UTR bölgesindeki reseptör polimorfizmleri mRNA stabilitesini 

etkileyen AUUUA motifleri olarak tanımlanmaktadır (Schaaf ve Cidlowski, 2002).  

3’-UTR’deki fonksiyonel polimorfizmlerin doğru şekilde tanımlanması ve iyi 

tanımlanmış farklı hücre tiplerinin kullanılması özellikle BsmI, ApaI ve TaqI gibi 3’ 

polimorfizmlerinin birlikteliğini göstermek için moleküler mekanizmaların 

aydınlanmasına yardımcı olacaktır. Bu çalışmalar, bütün bilinen VDR 

polimorfizmlerini ve birbirleriyle ilişkisini analiz etmek için çok önemlidir çünkü 

VDR ekspresyonu ve aktivitesini belirlemek için birbirleriyle etkileşimde 

olacaklardır (Uitterlinden ve ark., 2004).  

 

1.3.4. VDR Geni ve Kronik Böbrek Hastalığı 

 

Kronik böbrek hastalığında, vitamin D ve vitamin D analoglarının böbrek koruyucu 

etkiye sahip olduğu rapor edilmiştir. Kronik böbrek hastalığının gelişmesinde ilk 
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olarak 1,25(OH)2D3’ün azalmış serum seviyesi meydana gelir ve bu artmış böbrek 

inflamasyonu ile ilişkilidir. Plazma 25(OH)D3 seviyesi ile SDBY riski ve evre 2-5 

kronik böbrek hastalıklı hastalardaki ölüm arasında zıt bir ilişki vardır.  

Vitamin D’nin hormonal formu 1,25(OH)2D3, kalsiyum, fosfat ve sülfat dengesini 

düzenler. Gözlemsel veriler, oral kalsitrol takviyesinin kronik böbrek hastalığı olan 

kişilerde yükselmiş yaşam kalitesi ile ilişkili olduğunu göstermiştir. Aynı zamanda 

Vitamin D, 1,25(OH)2D3, Renin geninin transkripsiyonunu azaltır ve böylece renin-

anjiyotensin sistemini direkt olarak ayarlar (Martin ve ark., 2010). 

Böbrek yetmezliğinde VDR polimorfizmlerinin etkisi bu hastalarda vitamin D’nin 

kompleks rol oynaması nedeni ile araştırılmıştır. Kronik böbrek yetmezliği olan 

hastalarda temel komplikasyonlardan biri sekonder hiperparatiroidizmin (sHPT) 

gelişmesidir. Kalsitrol-VDR kompleksi, paratiroid hormon sentezi ve paratiroid 

hücre çoğalmasını regüle eder (Szaba ve ark., 1989; Patel ve ark., 1994). Böylece 

VDR reseptörü ile kalsitrolün etkileşimi, paratiroid bezi hücre çoğalması yanında 

PTH sentezini inhibe eder. Üremik sHPT olan hastalar, son 10 yıl boyunca 

hiperkalsemiyi düzeltmek ve dolayısıyla sHPT’i önlemek için vitamin D 

metabolitleri ile tedavi edilmiştir. 

Araştırmacılar, post-transplant diabetes mellitus riski ile TaqI polimorfizminin t alleli 

ilişkisi ve etkisini göstermişlerdir (Numakura ve ark., 2005). Buna ek olarak, ApaI 

polimorfizminin aa genotipinin, prediyaliz hastalarında yüksek PTH ve osteokalsin 

seviyesi ve kalsiyum seviyesindeki değişiklikler ve PTH salgılanmasının regüle 

edilmesi ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Yokoyama ve ark., 1998; Yokoyama ve 

ark., 2001).  

 

1.3.5. VDR Geni ve Kemik Biyolojisi 

 

Vitamin D, normal kemik metabolizması için gereklidir ve vitamin D reseptör 

vasıtasıyla barsak ve böbrek tarafından kalsiyum alımını regüle etmektedir. Kronik 

böbrek hastalığı-mineral kemik bozuklukları (KBH-MKB), altta yatan kronik böbrek 

hastalığına bağlı olarak mineral ve kemik metabolizmasında ortaya çıkan kalsiyum, 

fosfor, parathormon (PTH) ve vitamin D metabolizması anormalliklerini içeren 
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sistemik bir bozukluktur. Böbrek hastalığı başlangıcında fosfat birikimi ve FGF23 ve 

paratiroid hormon gibi fosfatürik hormonların seviyesi yükselmeye başlar (Quarles, 

2003). Serum FGF23’teki bu yükseliş, PTH’daki yükselişten daha önce gerçekleşir 

ve bağımsız bir şekilde renal fosfat ekskresyonu artarak serum fosfat normal oranda 

korunur (Ritz ve Gross, 2005). Artmış PTH, fosfatın renal ekskresyonunu artırarak 

ve 1α-hidroksilaz aktivitesini uyararak fosfat ve plazma kalsitrol seviyelerinini 

normale çevirir. Bununla birlikte PTH’nun temel hedefi, kemik turnoverını artırmayı 

sağlayan plazma kalsiyum konsantrasyonunu düzenlemektir (Santos ve ark., 2003). 

Çalışmalar, normal populasyonda (Morrison ve ark., 1994; Uitterllinden ve ark., 

1996; Yamagata ve ark., 1994), ikiz çiftlerde (Morrison ve ark., 1994; Hustmyer ve 

ark., 1994), premenapozal kadınlarda (Garnero ve ark., 1995; Houston ve ark., 1996; 

Fleet ve ark., 1995; Salamone ve ark., 1996), postmenapozal kadınlarda (Houston ve 

ark., 1996; Keen ve ark., 1995; Kroger ve ark., 1995; Krall ve ark., 1995; Looney ve 

ark., 1995), yaşlı kadınlarda (Gross ve ark.,1996; Ferrari ve ark., 1995; Melhus ve 

ark., 1994), sağlıklı kadınlarda (Rigss ve ark., 1995), osteoporozlu kadınlarda (Rigss 

ve ark., 1995), beyaz ve siyahi kadınlarda (Fleet ve ark., 1995) gerçekleştirilmiştir. 

Bütün bu çalışmalar Kafkaslar (Houston ve ark., 1996; Keen ve ark., 1995), 

İtalyanlar (Ferrari ve ark., 1995), Finliler (Kroger ve ark., 1995), Kuzey Amerikalılar 

(Fleet ve ark., 1995; Krall ve ark., 1995), İsveçliler (Melhus ve ark., 1994), 

Hollandalılar (Uitterlinden ve ark., 1996), Avusturyalılar (Morrison ve ark., 1992), 

Almanlar (Baltzer ve ark., 1999), Fransızlar (Garnero ve ark., 1995), Doğulular 

(Yamagata ve ark., 1994) ve Güney Amerikalılar (Lazeretti ve ark., 1997) gibi farklı 

etnik kökenli populasyonlarda yapılmıştır.  Bütün bu çalışmalardan çelişkili sonuçlar 

rapor edilmiştir. Sonuçlar bazılarında ilişkili bazılarında ise tartışmalı bulunmuştur. 

Bu farklılıklar beslenmedeki farklılıklar (Krall ve ark., 1995; Kiel ve ark., 1997), 

farklı populasyonlarda (Morrison ve ark., 1994) genotip dağılımı ya da her bir 

çalışmadaki örnek sayısı ile açıklanabilir.  
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1.4. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri 

 

Restriksiyon endonükleazlar (RE), bakterilerde yabancı bir DNA molekülünün 

hücreye girişine karşı bir savunma mekanizması sağlayan enzimlerdir. Bakterilerin 

DNA molekülünü yüzden fazla farklı tanıma bölgesinden kesen çok sayıda RE vardır 

ve her biri DNA üzerinde 4-8 bazlık özgün dizileri tanır. RE’lar DNA’yı belli 

bölgelerden kesmek için kullanılabilir (Cooper ve Hausman, 2006). Bu enzimler 

DNA’yı molekül içinde kestikleri için endonükleaz, aktiviteleri yabancı DNA’da 

sınırlı kaldığı için restriksiyon olarak tanımlanır (Solak ve ark., 2000).  

Bu tekniğin uygulanabilmesindeki temel mantık; transisyon ya da transversiyon 

tipindeki mutasyon ya da polimorfizmin bu bölgedeki bir enzimin tanıma dizisini 

ortadan kaldırabileceği gibi bazen de bir enzim için o bölgede yeni bir tanıma dizisi 

oluşumuna neden olabileceğidir. 

Bu yöntemde kan ya da dokudan izole edilen DNA parçası PCR işlemine tabi tutulur. 

PCR ile çoğaltılan bölge uygun restriksiyon enzimleri ile kesilir. Kesilen parçalar 

elektroforez yöntemi ile jelde yürütüldükten sonra çeşitli yöntemlerle boyanarak 

görünür hale getirilir. Ultraviyole ışık altında büyüklükleri incelenir ve fragmentlerin 

büyüklüğüne göre analiz yapılır (Lüleyap, 2008).  

Hedef DNA bölgesinin RE enzimi ile kesilmesi sonucu oluşan ve uzunlukları 

açısından çesitlilik gösteren DNA fragmentleri, Restriksiyon Fragment Uzunluk 

Polimorfzimleri (RFLP) olarak adlandırılır. RFLP’ler birçok hastalıkta kalıtsal 

marker olarak kullanılmaktadır (Nussbaum ve ark., 2005).  

 

1.5. DNA Dizi Analizi 

 

DNA dizileme, mutasyon belirlemede altın standarttır. DNA dizi analizi için en 

yaygın olarak kullanılan yaklaşım Sanger yöntemidir. Çok basamaklı bir işlem olan 

Sanger dizi analizinin avantajı, başlangıçtaki orjinal kalıp için komplementer zinciri 

sentezleyen DNA polimerazı inhibe etmek amacıyla nükleotidlerin kimyasal 

analoglarının kullanılmasıdır. DNA dizi analizini başlatmak için kısa bir 

oligonükleotid ile DNA sentezi başlatılır ve DNA polimeraz, kalıp iplik boyunca 
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hareket eder veya radyoaktif işaretli nükleotidleri ya da floresan işaretli nükleotidleri 

yeni sentezlenen zincir içersine ekler. Dört sekans reaksiyonunun her birine dört 

normal nükleotidin her biri yanlızca bir inhibitör analoğunun eklenmesi ile bir sekans 

bilgisi sağlanır. Örnekler jel elekteroforezi ile analiz edildiğinde, bir seri bant elde 

edilir. Daha sonra analiz edilen DNA fragmentinin nükleotid dizisini saptamak için 

doğrusal bir merdiven olarak okunabilir. 

Günümüzde, DNA dizi analizine ait işlemi otomatikleştirmek için cihazlar 

geliştirilmiştir ve bunlar hem normal hem de mutant genlerin analizi için rutin olarak 

kullanılmaktadır. (Nussbaum ve ark., 2005).  

 

Bu çalışmanın amacı, kronik böbrek hastalarından ve sağlıklı bireylerden oluşan 

çalışma grubunda, KLOTHO geninin G-395A ve C1818T polimorfizmleri ve 

Vitamin D reseptör geninin ApaI ve TaqI polimorfizmlerini genotipleyerek, hasta ve 

kontrol grubu arasındaki sıklığını belirlemek ve böylece hastalık ile söz konusu 

polimorfizmlerin arasındaki ilişkiyi ortaya koymaktır. Ayrıca hastalık ile ilişkili bazı 

biyokimyasal parametreler ile bu polimorfizmlerin ilişkisini değerlendirerek 

hastalığın etiyolojisi üzerine söz konusu polimorfizmlerin etkisini araştırmaktır. 
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 2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

“Kronik Böbrek Hastalığında KLOTHO ve VDR Geni Polimorfizmlerinin 

Araştırılması" isimli bu tezin çalışmalarına başlanmadan önce Kırıkkale Üniversitesi 

Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Danışma Kurulu Başkanlığı’ndan 07.06.2010 

tarihli ve 2010/B054 karar numaralı etik kurul onayı alınmıştır. 

 

2.1. Hasta ve Kontrol Grupları 

 

Bu çalışmada, Afyon Kocatepe Üniversitesi Tıp Fakültesi İç Hastalıkları 

ABD/Nefroloji BD kliniğinde kronik böbrek hastalığı tanısı almış yaşları 18 ile 69 

yaş arasında olan, akut ya da kronik inflamatuar ya da infeksiyöz hastalığı olmayan, 

hipo/hipertiroidisi olmayan, vaskülit ve aort koartasyonu olmayan, bilinen mental 

hastalığı olmayan, malignitesi olmayan, son 1 yılda akut majör kardiyovasküler olay 

geçirmemiş, bilinen orta-ağır KOAH’ı olmayan 104 diyalize girmemiş kronik böbrek 

hastası ve bilinen herhangi bir hastalığı olmayan 104 kontrol grubu çalışmaya dahil 

edildi.  

Çalışma kriterlerine uygun olan bireylere etik kurulca onaylanmış onam formları 

imzalatılarak çalışma grubu oluşturuldu. Hasta ve kontrol grubuna ait gerekli bilgiler 

daha önceden hazırlanmış olan hasta bilgi formları her hasta için poliklinik doktorları 

tarafından dolduruldu. Olgular yaş, cinsiyet, kilo, boy, BMI, ön kol KMD (Sol 

Önkol/SA)), sistolik kan basıncı ve diyastolik kan basıncının yanında elde edilen 

serum örneklerinde tam kan sayımı, sedimentasyon, CRP, böbrek fonksiyon testleri, 

açlık glukoz, total kolesterol, trigliserit, HDL kolesterol, LDL kolesterol, VLDL, 

TSH, PTH gibi biyokimyasal parametreler açısından değerlendirildi. Hastalardan 

EDTA’lı tüplere 4cc kan alındı. Alınan kanlar DNA izolasyonu yapılana kadar +4
o
C’ 

de muhafaza edildi. DNA izolasyonundan sonra ise -20 
o
C’ de saklandı. 
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2.2. Çalışmada Kullanılan Cihazlar 

 

Mikro santrifüj (Heraeus – Biofuge pico) 

Soğutmalı santrifüj (Thermo) 

Hassas terazi (Sartorius) 

Hot plate (Nüve) 

Vorteks (Nüve) 

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) 

Termal Cycler (Eppendorf - Mastercycler personal) 

Termal Cycler (Techne) 

Mikropipetler (1-10 μl, 10-100 μl, 100-1000 μl ) (Eppendorf Research) 

Çeker ocak 

Distile su cihazı (Barnstead) 

Yatay elektroforez tankı (Thermo) 

Mikrodalga fırın (Arçelik) 

Buzdolabı (Profilo) 

Derin dondurucu (-20) (Bosch) 

Jel görüntüleme sistemi (BioDoc-It® Imaging System-UVP) 

Güç kaynağı (Apelex) 

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) 

Jel görüntüleme sistemi (Wealtec Dolphin-View) 

Santrifüj (Sarstedt, Gruppe, DESAGA) 

Mini Cycler (MJ Research) 

Termal Cycler (Global Genomics Partner, Bio-Neer) 

Santrifüj (Rotina 420, Hettich Zentrifugen) 

Real-Time PCR (ABI, GeneAmp 5700 Sequence Detection System) 

GE-LUNAR DPX PRO 
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2.3.  Çalışmada Kullanılan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

 

DNA İzolasyon Kiti (High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) 

 

Binding Buffer (Roche) 

Proteinaz K (Roche) 

Inhibitor Removel Buffer (Roche) 

Wash Buffer (Roche)  

Elution Buffer (Roche) 

Collection Tüpler (Roche) 

Filtreli Tüpler (Roche) 

 

Primerler 

 

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi için primerler (Metabion)   

F: 5′- TTACCTGTGGGATGTCCACCA -3′  

R: 5′- GATGGCCGAGCTCTT GAA AG -3′  

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi için primerler (Metabion)  

F: 5′- CAGTCCCAACGCAACCCATA -3′   

R: 5′- TCAGGTTCATTCTCTTTGCCT -3′   

VDR geni ApaI (rs7975232) polimorfizmi için primerler (Iontek) 

F: 5′- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG -3′  (48,6 nmol) 

R: 5′- GCAACTCCTCATGGGCTGAGGTCTCA -3′  (39,4 nmol) 

VDR geni TaqI (rs731236) polimorfizmi için primerler (Iontek) 

F: 5′- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG -3′  (38,5 nmol) 

R: 5′- GCAACTCCTCATGGGCTGAGGTCTCA -3′  (35,8 nmol) 

 

Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) 

ABI PRISM® 3100 POP-4™ polymer (Applied Biosystems) 

Disodium EDTA.2H2O (Sigma) 

Sodyum Asetat (Sigma) 

Formamid (Applied) 
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Binding Buffer NTI (Macherey-Nagel) 

Wash Buffer NT3 (Macherey-Nagel) 

Elution Buffer NE (Macherey-Nagel) 

0,2 µl’ lik 8’li strip tüp (Greiner Bio-One) 

ApaI restriksiyon enzimi-10u/μl, 3000u (Fermentas) 

ApaI enzim tamponu (Fermentas) 

TaqI restriksiyon enzimi-10u/μl, 3000u (Fermentas) 

TaqI enzim tamponu (Fermentas) 

Taq DNA polimeraz-5u/μl, 500u (Fermentas) 

Maxima Taq DNA polimeraz-5u/μl, 500u (Fermentas) 

MgCl2, 25mM (Fermentas) 

10X HotStart PCR tamponu-1,25ml (Fermentas) 

dNTP mix,10 mM-0,2 ml (Fermentas) 

DNA Marker (Fermentas GeneRuler 100 bp DNA Ladder, 0,5μg/μl, 50 μg) 

Isoprophanol (Sigma) 

%70’ lik Ethanol absolute (Merck) 

%100’ lik Ethanol absolute (Merck) 

Agaroz (Multicell) 

5 X TBE Buffer (Biological Industries) 

Etidyum bromür (Sigma) 

Orange G (Sigma) 

6X Loading Dye (Fermentas) 

Bromphenol blue (Sodium Salt %0.25, Ficoll 400 %15) (Applichem) 

Erlen mayer (Isolab) 

Mezürler (50 ml, 100 ml, 500 ml) (Isolab) 

Steril sarı ve beyaz pipet ucu (Axygen) 

0.2 ml’lik Ependorf tüpleri (Axygen) 

1.5 ml’lik Ependorf tüpleri (Axygen) 

2 ml’ lik collection tüpler (Macherey-Nagel) 

Çeşitli boyutta cam şişeler (Isolab) 

Steril dH2O 
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2.4. Kullanılan Solüsyon ve Tamponların Hazırlanması 

 

Inhibitör removal Buffer 

20 ml absolute ethanol eklenerek hazırlandı 

Wash Buffer 

80 ml absolute ethanol eklenerek hazırlandı 

Proteinaz K 

4,5 ml steril distile suda çözülerek hazırlandı. 

 

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi için Forward Primer  

Liyofilize içeriğe 200 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi için Reverse Primer 

Liyofilize içeriğe 200 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi için Forward Primer 

Liyofilize içeriğe 200 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi için Reverse Primer 

Liyofilize içeriğe 200 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

VDR geni ApaI(rs7975232) polimorfizmi için Forward Primer 

Liyofilize içeriğe 486 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

VDR geni ApaI(rs7975232) polimorfizmi için Reverse Primer 

Liyofilize içeriğe 394 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

VDR geni TaqI(rs731236) polimorfizmi için Forward Primer   

Liyofilize içeriğe 385 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

VDR geni TaqI(rs731236) polimorfizmi için Reverse Primer   

Liyofilize içeriğe 358 μl steril dH2O eklenerek hazırlandı. 

0.5 X TBE Buffer 

5 X TBE Buffer’dan 1’e 9 oranında distile su ile seyreltilerek hazırlandı. 

0.5 M EDTA 

186,1 g Disodium EDTA.2H2O 800ml dH2O’da çözüldü, pH NaOH’le 8’e ayarlandı, 

total volüm 1000ml’ye tamamlandı. 

125 mM EDTA 

100ml 0.5M EDTA’ya 400 ml dH2O eklenerek hazırlandı. 
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3M Sodyum Asetat 

40,8 g NaOAc 70 ml dH2O’da çözüldü, pH glasiyal asetik asitle 5.2’ye ayarlandı, 

total volüm 100ml’ye tamamlandı. 

 

2.5. Periferik Kandan DNA İzolasyonu 

 

İzolasyon High Pure PCR Template Preparation Kit ile gerçekleştirilmiştir. 

1. Önceden 70 C
0
’ye

 
getirilmiş su banyosuna son basamakta ilave edilmek üzere 

yeterli miktarda elution buffer inkübasyona bırakıldı. 

2. 200 l kan, 200 l binding buffer ve 40 l Proteinaz K 1,5 ml lik tüpe sırasıyla 

eklendi.  

3. Karışım vortekslendikten sonra santrifüjde spin atıldı ve 70 
0
C’de 10 dakika 

inkübasyona bırakıldı. 

4. 10 dakika sonunda karışımın üzerine 100l isopropanol eklendikten sonra 

vortekslendi,  santrifüjde spin atıldı ve altında collection tüp (toplama tüpü)   

bulunan filtreli tüpe aktarıldı. 

5. Filtreli tüpe aktarılan karışım 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi ve collection 

tüp değiştirildi. 

6. Inhibitor removal buffer’dan 500 l ilave edildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifüj 

edildikten sonra collection tüp değiştirildi. 

7. 500 l wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildikten sonra 

collection tüp değiştirildi. 

8. Yıkama işlemi, yani 7. basamak tekrar edildi. 

9. Yıkamalardan sonra boş collection tüple 13.000 rpm de 1 dakika santrifüj edildi. 

10. Collection tüp atıldı ve filtreli tüpler 1,5 ml lik tüplere yerleştirildikten sonra 

150l elution buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. 
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2.6. KLOTHO Geni için PCR Koşulları 

 

KLOTHO geninin 4. ekzonunda yer alan C1818T (rs564481) ve promotör bölgede 

yer alan G395A (rs1207568) SNP değişimlerini dizi analiziyle tespit etmek amacıyla 

PCR gerçekleştirildi. Bunun için toplam 50 μl’lik PCR karışımı hazırlandı. 

 

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi için hazırlanan 50 μl’lik PCR karışımı: 

 

10X PCR Buffer   5μl 

MgCl2 (25 mM)   3μl 

dNTP mix (25 mM)              5μl 

F primer (10 pmol)   2 μl 

R primer (10 pmol)   2 μl 

Taq DNA polimeraz            0,25 μl 

dH2O                       27,50μl 

Kalıp DNA    5 μl 

 

Ependorf tüpler içinde hazırlanan karışım pipetaj ve kısa bir santrüfüj işleminden 

sonra ısı döngüsü aşağıdaki şekilde hazırlanmış olan Thermal Cycler’a yerleştirildi. 

 

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi için hazırlanan Thermal Cycler ısı 

döngüsü: 

 

95 
0
C   5 dk 

95 
0
C   1 dk 

55 
0
C              1 dk        30 Döngü   

72 
0
C              1 dk   

72 
0
C   7 dk 

4   
0
C   Saklama 
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KLOTHO geni G395A polimorfizmi için hazırlanan 50 μl’lik PCR karışımı: 

 

10X PCR Buffer   5μl 

MgCl2 (25 mM)   3μl 

dNTP mix (25 mM)              5μl 

F primer (10 pmol)   2 μl 

R primer (10 pmol)   2 μl 

Taq DNA polimeraz            0,25 μl 

dH2O                       31,75μl 

Kalıp DNA    1 μl 

 

Ependorf tüpler içinde hazırlanan karışım pipetaj ve kısa bir santrüfüj işleminden 

sonra ısı döngüsü aşağıdaki şekilde hazırlanmış olan Thermal Cycler’a yerleştirildi. 

 

 

KLOTHO geni G395A polimorfizmi için hazırlanan Thermal Cycler ısı 

döngüsü: 

 

95 
0
C   5 dk 

95 
0
C   1 dk 

55 
0
C              1 dk        30 Döngü   

72 
0
C              1 dk   

72 
0
C   7 dk 

4 
0
C   Saklama 

 

1. tur PCR’da 2 primer ve bunun ürünlerinin kullanılarak yapıldığı 2. tur PCR’da 2 

çift primer kullanıldı. Bu şekilde nested PCR yapılmış oldu. 2. tur PCR’dan sonra 

agoroz jel hazırlandı. PCR ürünleri agoroz jelde yürütülüp elektroforezde 

görüntüleme yapıldı.  
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 Agaroz Jelde Görüntüleme 

 

Agaroz jel yükleme tamponu (6X): 

% 0,05 Bromofenol mavi, 

% 15 Fikol, 

% 0,05 Ksilen siyanol. 

%2 lik agaroz jel kullanıldı. 

 

2.7. KLOTHO Geni için PCR Temizleme 

 

PCR temizleme için Macherey-Nagel NucleoSpin Extract II kit kullanılmıştır. 

1. 100 μl PCR ürününe 200 μl Binding Buffer NTI ilave edildi. 

2. Eppendorf tüpler 2 ml’lik collection tüplere yerleştirildi. 

3. 11000 rpm’de 30 sn. santrifüj edildi. 

4. 700 μl Buffer NT3 ilave edilerek yıkama işlemine geçildi. 

5. 11000 rpm’de 30 sn. santrifüj edildi. 

6. Gerekli olursa yıkama aşaması tekrarlanabilir. 

7. Buffer NT3’ü uzaklaştırmak için 11000 rpm’ de 1 dk. santrifüj edildi. 

8. Buffer NT3’den kalan etanolün tamamen uzaklaştırılması için tüpler 70
0
C’de 2-5 

dk. inkübe edilir. 

9. 1,5 ml’ lik yeni eppendorf tüplere filtreli tüpler yerleştirilir ve 15-30 μl Buffer NE    

    eklendi. 

10. Oda sıcaklığında 1 dk. inkübe edildi. 

11. 11000 rpm’ de 1 dk. santrifüj edildi. 
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2.8. KLOTHO Geni Dizi Analizi  

 

Sekans PCR: 

 

PCR ürünleri ile  “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” kiti içerisinde 

bulunan Big Dye Karışımı kullanılarak, KLOTHO geni C1818T ve G395A 

SNP’lerinin ilk PCR’ında kullanılan F primerlerle sekans PCR’ı gerçekleştirilmiştir.  

 

KLOTHO C1818T ve G395A polimorfizmi için hazırlanan 20 μl’lik Sekans PCR 

karışımı:  

 

Big Dye Karışımı     8 µl 

Primer F                3.2 pmol 

İlk PCR ürünü        5 µl 

dH2O                   3.8 µl 

 

Ependorf tüpler içinde hazırlanan karışım pipetaj ve kısa bir santrüfüj işleminden 

sonra ısı döngüsü aşağıdaki şekilde hazırlanmış olan Thermal Cycler’a yerleştirildi. 

 

KLOTHO C1818T ve G395A polimorfizmi için Sekans PCR Thermal Cycler ısı 

döngüsü: 

 

96°C  30 sn 

96°C  10 sn 

50°C  5 sn        30 Döngü 

60°C  4 dk  

 

Sekans Temizleme: 

 

Sekans temizleme, her biri 20 μl PCR ürünü içeren 96 kuyucuklu reaksiyon plate’te 

Ethanol/EDTA/Sodyum Asetat metodu ile yapıldı ve 15 µl formamid içinde 

çözülerek DNA dizi analizi makinesine verildi. 



35 

1. 96 kuyucuklu reaksiyon plate thermalcycler’dan alındı ve kısa süreli spin atıldı. 

2. Her bir kuyucuğa 2 μl EDTA (125 mM) ilave edildi ve kuyucuğun tabanına 

ulaşması sağlandı. 

3. Her bir kuyucuğa 2 μl Sodyum Asetat (3 M) ilave edildi ve kuyucuğun tabanına 

ulaşması sağlandı. 

4. Kuyucuklara 50 μl %100’lük ethanol ilave edildi. 

5. Plate aliminyum bantla tamamen kaplandı ve 4 kez ters düz edilerek karıştırıldı. 

6. Oda ısısında 15 dakika inkübe edildi. 

7. 5000 rpm’de 20 dakika  santrifüj edildi. 

8. Plate santrifüjden çıkarılıp ters çevrildi ve spin atıldı. 

9. Kuyucuklara 70 μl %70’lik ethanol ilave edildi. 

10. Soğutmalı santrifüjde +4 
0
C’de 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi. 

11. Plate santrifüjden çıkarılıp ters çevrildi ve spin atıldı. 

12. Kuyucukların karanlıkta iyice kuruması sağlandı.  

13. Devam etmek için örneklere enjeksiyon buffer ilave edildi. Hemen 

çalışılmayacaksa plate alüminyum folyo ile kaplandı ve  +4 
0
C’de muhafaza edildi. 

 

Kapiller Elektroforez: 

 

Sekansı takiben reaksiyon purifikasyonu yapıldıktan sonra, örnekler Applied 

Biosystems kapiller elektroforeze dayalı genetik analizörde (ABI 3100) analiz için 

hazır hale geldi. Kapiller elektroforezde, siklus sekans reaksiyon ürünleri 

elektrokinetik olarak, POP-4 polimerle doldurulmuş kapillerlere enjekte edildi. 

Uygulanan yüksek voltajla, negatif yüklü DNA fragmanları pozitif elektroda doğru, 

kapillerler içindeki polimer boyunca hareket etti. 

 

Veri Analizi: 

 

Kapiller elektroforezden sonra, veri toplama software’i Sequencing Analysis 

Software Version 5.1 ile ham verileriden oluşan bir örnek dosyası oluşturdu. 
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Toplanan renk-veri bilgilerinin karşılık gelen nükleotid bazlarına dönüştürülmesi için 

veri analizi yapılması amacıyla Finch TV programı kullanıldı.  

 

2.9. VDR Geni için PCR Koşulları 

 

VDR geninin intron 8 bölgesinde yer alan ApaI (rs7975232) ve ekzon 9 bölgesinde 

yer alan TaqI (rs731236) polimorfizmlerini, PCR RFLP metoduyla tespit etmek 

amacıyla PCR gerçekleştirildi. PCR’ı takiben RFLP için %2’lik agaroz jel dökülerek 

enzim kesim ürünleri jelde yürütüldü. Bunun için toplam 50 μl’lik PCR Mix’i 

hazırlandı. 

 

VDR Geni ApaI ve TaqI Polimorfizmleri için Hazırlanan 50 μl’lik PCR 

karışımı: 

 

10X PCR Buffer   5μl 

MgCl2(25 mM)   3μl 

dNTP mix (10 mM)   1μl 

F primer (100 nmol)             1μl                         

R primer (100 nmol)              1μl 

Taq DNA polimeraz (500U)         0.5 μl 

dH2O            33.5 μl 

 Kalıp DNA     5μl 

 

VDR Geni ApaI ve TaqI Polimorfizmleri için Hazırlanan Thermal Cycler Isı 

Döngüsü: 

 

94
0
C  5 dk 

94
0
C  20 sn 

65
0
C  50 sn      10 Döngü 

72
0
C  1 dk 
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94
0
C  20 sn 

63
0
C  50 sn      25 Döngü 

72
0
C  1 dk 

72
0
C  6 dk 

4
0
C   Saklama 

 

2.10. %2’lik Agaroz Jelin Hazırlanması  

 

PCR sonunda, amplifikasyon ürünlerinin kontrol edilmesi için %2’lik agaroz jel 

hazırlandı. 150 ml 0,5X TBE içine 3 g agaroz eklenerek mikrodalga fırında 

saydamlaşıncaya kadar kaynatılıp, içerisine çeker ocak altında 10 µl EtBr ilave edildi 

ve toplam volüm jel dökme setine dökülerek tarak yerleştirildi. Jel donduktan sonra 

tarak çıkarıldı. Böylece ürünün yüklenmesi için gerekli olan kuyucuklar oluşturuldu. 

 

2.11. Elde Edilen PCR Ürünlerinin Agaroz Jelde Kontrolünün Yapılması 

 

Hazırlanan %2’lik agaroz jel, içinde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankına alındı. 

Jel tarağının oluşturduğu kuyulardan ilkine 1µl 6X yükleme boya solüsyonu, 2µl 

marker DNA, 3µl dH2O karışımı; diğer kuyulara ise 2 µl yükleme tamponu brom 

fenol blue ile birlikte 10µl PCR ürünü yüklendi. 100 voltta 1,5 saat yürütüldü. 

Sonuçlar jel görüntüleme sisteminde değerlendirildi. 

 

2.12. Enzim Kesimi 

 

2.12.1. VDR Geni ApaI Polimorfizmi için ApaI Enzim Kesimi 

 

PCR’dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan örneklere ApaI enzim kesimi 

uygulandı. Bunun için hazırlanan karışım aşağıda verilmiştir. 
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PCR ürünü   10μl 

dH2O    18μl 

10X Buffer B              2μl 

ApaI enzim  1,5μl 

 

Eppendorf tüpler içinde hazırlanan karışım hafifçe pipetaj yaparak karıştırıldı ve 

santrifüj yapıldı. 37
0
C’de 3 saat inkübe edildi. Sürenin sonunda elde edilen ürünler 

%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele markır ve enzim kesim ürünlerinin 

yüklemesi PCR ürünlerinin kontrolü için yapılan yüklemeyle aynı şekilde yapıldı.  

Agaroz jel elektroforeziyle yapılan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara göre 

üç farklı genotip belirlendi: 

 

PCR ürünü   : 740 bç 

Genotip AA : 740 bç büyüklüğünde tek bant 

Genotip Aa  : 740 bç, 515 bç, 225 bç büyüklüğünde 3 bant 

Genotip aa   : 515 bç, 225 bç büyüklüğünde 2 bant 

 

2.12.2. VDR Geni TaqI Polimorfizmi  için TaqI Enzim Kesimi 

 

PCR’ dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan örneklere TaqI enzim kesimi 

uygulandı. Bunun için hazırlanan karışım aşağıda verilmiştir. 

 

PCR ürünü   10μl 

dH2O    18μl 

10X Buffer TaqI    2μl 

ApaI enzim  1,5μl 

 

Eppendorf tüpler içinde hazırlanan karışım hafifçe pipetaj yaparak karıştırıldı ve 

santrifüj yapıldı. 65
0
C’de 3 saat inkübe edildi. Sürenin sonunda elde edilen ürünler 

%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele marker ve enzim kesim ürünlerinin 
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yüklemesi PCR ürünlerinin kontrolü için yapılan yüklemeyle aynı şekilde yapıldı.  

Agaroz jel elektroforeziyle yapılan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara göre 

üç farklı genotip belirlendi: 

 

PCR ürünü  : 740 bç 

Genotip TT : 495 bç, 245 bç büyüklüğünde 2  bant 

Genotip Tt  : 495 bç, 290 bç, 245 bç, 205 bç büyüklüğünde 4 bant 

Genotip tt   : 290 bç, 245 bç, 205 bç büyüklüğünde 3 bant 

 

2.13. İstatistiksel Değerlendirme 

 

İstatistiksel analiz PASW (Predictive Analytics SoftWare) version 19 programı 

kullanılarak yapılmıştır. Kontrol ve çalışma grupları arasındaki yaş ortalaması için T-

testi kullanılmıştır. Diğer parametreler için Fisher’in ki kare testi (X
2
 dağılımı) 

kullanılmıştır. p değeri <0.05 olduğunda istatistiksel açıdan anlamlı olduğu kabul 

edilmiştir. Ayrıca her bir polimorfizmin genotip dağılımı Hardy-Weinberg dengesine 

(HWE) uygunluk bakımından X
2
 testi kullanılarak test edilmiştir. P değeri >0.05 ise 

Hardy-Weinberg dengesine uyumlu olarak kabul edilmiştir. 
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3. BULGULAR 
 

Afyon Kocatepe Üniversitesi Tıp Fakültesi İç Hastalıkları AD/Nefroloji BD 

kliniğinde takip edilerek kronik böbrek hastalığı tanısı almış (diyalize girmemiş) 

yaşları 18 ile 69 arasında olan 104 hasta ve bilinen herhangi bir hastalığı olmayan 

104 kontrol çalışmaya dahil edilmiştir.  

Çalışmaya dahil edilen kronik böbrek hastalarının yaş ortalaması 56.76±1.22 iken, 

kontrol grubunun yaş ortalaması 49.13±1.00 olarak hesaplanmıştır.  

VDR geni ApaI, TaqI ve KLOTHO geni C1818T, G395A polimorfizmlerinin hasta 

ve kontrol grubundaki genotip dağılımları hesaplanmış ve aralarındaki fark 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir.  

Çalışma kapsamında ayrıca kronik böbrek hastalarında hipertansiyon, diyabet, PTH 

düzeyi ve kemik mineral dansite verileri ile VDR ve KLOTHO geni 

polimorfizmlerinin genotip dağılımları karşılaştırılmıştır.  

VDR geni ApaI, TaqI ve KLOTHO geni C1818T, G395A polimorfizmleri için hasta 

ve kontrol grubunda elde edilen genotip dağılımları, Hardy-Weinberg dengesine 

(HWE) uygunluk bakımından X
2
 testi kullanılarak test edilmiştir. Hardy-Weinberg 

analizi, beklenen ve gözlenen homozigot değeri, beklenen ve gözlenen heterozigot 

değeri ve allel frekansı hesaplamaları yapılmıştır.  

 

3.1. VDR Geni Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi 

 

Çalışma grubunda, VDR geni ApaI (rs7975232) ve TaqI (rs731236) TNP’leri PCR-

RFLP yöntemiyle genotiplendirildi.  

VDR geni 3’ kodlanmayan bölge (untranslated region=UTR) polimorfizmlerinden 

intron 8’de bulunan ApaI (rs7975232) A/C polimorfizminin tespiti için PCR 

uygulaması sonucu 740 bç’lik ilk ürünün kontrolü %2’lik agaroz jelde yapılmıştır, 

Bazı olgulara ait agaroz jel görüntüsü verilmiştir (Şekil 3.1.1).  
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Şekil 3.1.1: VDR geni ApaI polimorfizmi, 740 bç’lik amplifikasyon ürününün %2’lik 

agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA (100bç, 200bç, 300bp, 400bç, 500bç, 600bç, 

700bç, 800bp, 900bç, 1000bç). 1-10: Olgulara ait amplifikasyon ürünü. 

 

Birinci PCR’dan sonra amplifiye olan örneklere ApaI enzim kesimi uygulandı. 

Kesim ürünleri %2’lik agaroz jelde kontrol edildi (Şekil 3.1.2). Elde edilen bant 

paternine göre aşağıda verildiği şekilde genotipleme yapıldı. 

 

Homozigot AA   : 740 bç büyüklüğünde tek bant 

Heterozigot Aa   : 740bç, 530bç, 210bç büyüklüğünde 3 bant 

Homozigot aa     : 530bç, 210bç büyüklüğünde 2 bant 

 

 
 

Şekil 3.1.2: VDR geni ApaI polimorfizmi, 740 bç’lik amplifikasyon ürününün ApaI 

enzimi ile yapılan kesim sonuçlarının %2’lik agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA 

100bç, 200bç, 300bp, 400bç, 500bç, 600bç, 700bç, 800bp, 900bç, 1000bç). 1-14: 

Olgulara ait ApaI enzim kesim ürünleri. (1:Aa, 2:Aa, 3:Aa, 4:AA, 5:aa, 6:Aa, 7:Aa, 

9:Aa, 10:AA, 11:Aa, 12:aa, 13:Aa, 14:aa) 

 

VDR geni ApaI (rs7975232) polimorfizminin genotip dağılımı olgu grubunda %42.3 

(44/104) AA, %34.6 (36/104) Aa, %23.1 (24/104) aa; kontrol grubunda %58.6 

(61/104) AA, %18.3 (19/104) Aa, %23.1 (24/104) aa bulunmuştur. VDR geni ApaI 
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(rs7975232) polimorfizmi genotip dağılımı olgu ve kontrol grupları arasında 

değerlendirilmiş ve aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı olup Aa genotipi 

hasta grubunda anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0.05) (Tablo 3.1.1.).  

 

Tablo 3.1.1. Hasta ve kontrol gruplarında VDR geni ApaI A/C polimorfizmi için 

genotip dağılımı  

 

VDR Geni ApaI Genotip Sıklığı 

 AA 

(n/%) 

Aa 

(n/%) 

aa 

(n/%) 

   Toplam 

      (n)            p değeri 

Hasta 44 (%42,3) 36 (%34,6) 24 (%23,1)      104               0.018 

Kontrol 61 (%58,6) 19 (%18,3) 24 (%23,1)      104 

 

VDR geni ApaI polimorfizminin hasta grubundaki A alleli frekansı 0.596, a alleli 

frekansı 0.404 olarak bulunurken kontrol grubundaki A alleli frekansı 0.678, a alleli 

frekansı 0.322 olarak bulunmuştur. Allel frekansı açısından gruplar arasında fark 

bulunmamıştır (p=0.083). ApaI genotip frekansı hasta ve kontrol grubunda HW 

dengesine uymamaktadır (sırasıyla; p=0.004, p=0.000). VDR geni ApaI 

polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansı dağılımları 

Tablo 3.1.1.1.’de gösterilmiştir.  

 

Tablo 3.1.1.1 ApaI polimorfizminin genotip ve allel frekansları  

 

     Frekans   

ApaI Allel Frekans Genotip n Gözlenen Beklenen X
2
 p 

değeri 

Hasta A 0.678 AA 44 0.423 0.355 8.22 0.004 

 a 0.322 Aa 36 0.346 0.482   

   aa 24 0.231 0.163   

Kontrol  A 0.596 AA 61 0.586 0.460 35.19 0.000 

 a 0.404 Aa 19 0.182 0.436   

   aa 24 0.230 0.104   

 

VDR geni 3’ kodlanmayan bölge (untranslated region=UTR) polimorfizmlerinden 

ekzon 9’da bulunan TaqI (rs731236) C/T polimorfizminin tespiti için PCR 

uygulaması sonucu 740 bç’lik ilk ürünün kontrolü %2’lik agaroz jelde yapılmıştır, 

bazı olgulara ait agoroz jel görüntüsü verilmiştir (Şekil 3.1.3).  
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Şekil 3.1.3: VDR geni TaqI polimorfizmi, 740 bç’lik amplifikasyon ürününün %2’lik 

agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA (100bç, 200bç, 300bp, 400bç, 500bç, 600bç, 

700bç, 800bp, 900bç, 1000bç). 1-9: Olgulara ait amplifikasyon ürünü. 

 

Birinci PCR’dan sonra amplifiye olan örneklere TaqI enzim kesimi uygulandı. 

Kesim ürünleri %2’ lik agaroz jelde kontrol edildi (Şekil 3.1.4). Elde edilen bant 

paternine göre aşağıda verildiği şekilde genotipleme yapıldı. 

 

Homozigot TT    : 495 bç, 245 bç büyüklüğünde 2 bant 

Heterozigot Tt    : 495 bç, 290 bç, 245 bç, 205 bç büyüklüğünde 4 bant 

Homozigot tt      : 290 bç, 245 bç, 205 bç büyüklüğünde 3 bant 

 

 
 

Şekil 3.1.4: VDR geni TaqI polimorfizmi, 740 bç’lik amplifikasyon ürününün TaqI 

enzimi ile yapılan kesim sonuçlarının %2’lik agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA 

100bç, 200bç, 300bp, 400bç, 500bç, 600bç, 700bç, 800bp, 900bç, 1000bç). 1-14: 

Olgulara ait ApaI enzim kesim ürünleri. (1:TT, 2:Tt, 3:Tt, 4:tt, 6:Tt, 7:Tt, 8:TT, 9:tt, 

10:Tt, 11:tt, 12:Tt, 13:TT, 14:Tt). 

 

VDR geni TaqI (rs731236) polimorfizminin genotip dağılımı olgu grubunda %50 

(52/104) TT, %39.4 (41/104) Tt, %10.6 (11/104) tt; kontrol grubunda %48.1 
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(50/104) TT, %39.4 (41/104) Tt, %12.5 (13/104) tt bulunmuştur. VDR geni TaqI 

(rs731236) polimorfizminin genotip dağılımı açısından gruplar arasında fark 

bulunmamıştır (p=0,902) (Tablo 3.1.2.). 

 

Tablo 3.1.2. Hasta ve kontrol gruplarında VDR geni TaqI C/T polimorfizminin 

genotip dağılımı  

 

                                VDR Geni TaqI Genotip Sıklığı 

 TT 

(n/%) 

Tt 

(n/%) 

tt 

(n/%) 

   Toplam 

      (n)               p değeri 

Hasta 52 (%50) 41 (%39,4) 11 (%10,6)      104                0.902 

Kontrol 50 (%48,1) 41 (%39,4) 13 (%12,5)      104 

 

VDR geni TaqI polimorfizminin hasta grubundaki T alleli frekansı 0.697, t alleli 

frekansı 0.303 olarak bulunurken kontrol grubundaki T alleli frekansı 0.678, t alleli 

frekansı 0.322 olarak bulunmuştur. TaqI genotip frekansı hasta grubunda (p=0.498) 

ve kontrol grubunda (p=0.32) olup HW dengesine uymaktadır. VDR geni TaqI 

polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansı dağılımları 

Tablo 3.1.2.1.’de gösterilmiştir.  

 

Tablo 3.1.2.1. TaqI polimorfizminin genotip ve allel frekansları  

 

     Frekans   

TaqI Allel Frekans Genotip n Gözlenen Beklenen X
2
 p değeri 

Hasta T 0.697 TT 52 0.500 0.485 0.46 0.498 

 t 0.303 Tt 41 0.394 0.422   

   tt 11 0.106 0.092   

Kontrol T 0.678 TT 50 0.480 0.460 0.98 0.32 

 t 0.322 Tt 41 0.394 0.436   

   tt 13 0.125 0.104   

 

Kronik böbrek hastası olan 104 olgudan hipertansiyonu olan birey sayısı 62 (%59.6), 

hipertansiyonu olmayan birey sayısı ise 42 (%40.4) olarak bulunmuştur. 

Hipertansiyonu olan ve olmayan bireyler ile VDR geni ApaI, TaqI genotip 

dağılımları arasında fark bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.260; p=0.124). Hasta grubu 

hipertansiyonu olan ve olmayanlarda VDR geni polimorfizmlerinin genotip dağılımı 

Tablo 3.1.3.’de gösterilmiştir.  
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Tablo 3.1.3. Kronik böbrek hastalarında hipertansiyon durumunun VDR geni 

genotipleriyle ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

p değeri 

Hipertansif ApaI AA 27(40.5)  

  Aa 24(38.7)  

  aa 11(17.7)  

    0.260 

Hipertansif olmayan ApaI AA 17(40.5)  

  Aa 12(28.6)  

  aa 13(31)  

Hipertansif TaqI TT 26(61.9)  

  Tt 29(46.8)  

  tt 7(11.3)  

    0.124 

Hipertansif olmayan TaqI TT 26(61.9)  

  Tt 12(28.6)  

  tt 4(9.5)  

 

Kronik böbrek hastası olan 104 olgudan diyabetik olan birey sayısı 41 (%39.4), 

diyabetik olmayan birey sayısı ise 63 (%60.6) olarak bulunmuştur. Diyabetik olan ve 

olmayan bireyler ile VDR geni ApaI, TaqI genotip dağılımları arasında fark 

bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.084; p=0.602). Hasta grubunda diyabetik olan ve 

olmayanlarda VDR geni polimorfizmlerinin genotip dağılımı Tablo 3.1.4.’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 3.1.4. Kronik böbrek hastalarında diyabet durumunun VDR geni genotipleriyle 

ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

p değeri 

Diyabetik ApaI AA 16(39)  

  Aa 19(46.3)  

  aa 6(14.6)  

    0.084 

Diyabetik olmayan ApaI AA 28(44.4)  

  Aa 17(27)  

  aa 18(28.6)  

Diyabetik TaqI TT 18(43.9)  

  Tt 18(43.9)  

  tt 5(12.2)  

    0.602 

Diyabetik olmayan TaqI TT 34(54)  

  Tt 23(36.5)  

  tt 6(9.5)  
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Hasta grubunda PTH düzeyi normal olan birey sayısı 29 (%27.9), yüksek olan birey 

sayısı 75 (%72.1), kontrol grubunda parathormon düzeyi normal olan birey sayısı 87 

(%83.65), yüksek olan birey sayısı 17 (%16.35) olarak bulunmuştur. Hasta ve 

kontrol grubu arasında PTH düzeyi normal olanlar ile ApaI, TaqI genotip dağılımı 

arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.420; p=432). PTH düzeyi yüksek olan 

bireyler ile ApaI, TaqI genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; 

p=0.106; p=330). PTH düzeyi ile VDR geni polimorfizmlerinin genotip dağılımı 

Tablo 3.1.5’da verilmiştir. 

 

Tablo 3.1.5. PTH düzeyinin VDR geni genotipleriyle ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

Kontrol 

(n/%) 

p değeri 

 ApaI AA 13(44.8) 51(58.6) 0.420 

  Aa 7(24.1) 17(19.5)  

  aa 9(31) 19(21.8)  

Normal      

 TaqI TT 17(58.6) 39(44.8) 0.432 

  Tt 9(31) 37(42.5)  

  tt 3(10.3) 11(12.6)  

 ApaI AA 31(44.8) 10(58.8) 0.106 

  Aa 29(38.7) 2(11.8)  

  aa 15(20) 5(29.4)  

Yüksek       

 TaqI TT 35(46.7) 11(64.7) 0.330 

  Tt 32(42.7) 4(23.5)  

  tt 8(10.7) 2(11.8)  

 

Kronik böbrek hastası 104 hastadan Sol Ön Kol/SA ortalamasına göre; 30 (%28.9) 

osteoporoz, 36 (%34.6) osteopeni, 38 (%36.5) normal olan birey ile 12 (%11.5) 

osteoporoz, 39 (%37.5) osteopeni, 53 (%50.9) normal KMD’li kontrol arasında 

genotip dağılımları incelenmiştir. Hasta ve kontrol grubu arasında osteoporozu olan 

bireyler ile ApaI, TaqI genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; 

p=0.229; p=0.865). Osteopenisi olan bireyler ile ApaI, TaqI genotip dağılımı 

arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.331; p=0.816). Normal bireyler ile 

ApaI, TaqI genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.149; 

p=0.922). Sol Ön Kol/SA kemik mineral dansite ölçümleri ile VDR geni ApaI ve 

TaqI polimorfizmleri genotip dağılımları Tablo 3.1.6.’da verilmiştir. 
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Tablo 3.1.6. Kronik böbrek hastalarında Sol Ön Kol/SA kemik mineral dansite 

ölçümleri ile VDR geni genotipleri arasındaki ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Ön Kol KMD (Sol Ön Kol/SA)’ ye göre Genotip Dağılımı 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

Kontrol 

(n/%) 

p değeri 

 ApaI AA 12(40) 6(66.7) 0.229 

  Aa 12(40) 3(33.3)  

  aa 6(20) 0(0)  

Osteoporoz      

 TaqI TT 13(43.3) 3(33.3) 0.865 

  Tt 14(46.7) 5(55.6)  

  tt 3(10) 1(11.1)  

 ApaI AA 15(41.7) 20(51.3) 0.331 

  Aa 14(38.9) 9(23.1)  

  aa 7(19.4) 10(25.6)  

Osteopeni      

 TaqI TT 19(52.8) 18(46.2) 0.816 

  Tt 14(38.9) 18(46.2)  

  tt 3(8.3) 3(7.7)  

 ApaI AA 17(44.7) 35(62.5) 0.149 

  Aa 10(26.3) 7(12.5)  

  aa 11(28.9) 14(25)  

Normal      

 TaqI TT 20(52.6) 29(51.8) 0.922 

  Tt 13(34.2) 18(32.1)  

  tt 5(13.2) 9(16.1)  

 

 

3.2. KLOTHO Geni Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi 

 

Çalışma grubunda, KLOTHO geni C1818T (rs564481), G395A (rs1207568) 

TNP’leri dizi analizi yöntemiyle belirlendi. KLOTHO geninin ekson 4’de bulunan 

C1818T (rs564481)  polimorfizminin C/T değişimini genotiplendirmek üzere ilgili 

bölgeyi kapsayan yaklaşık 300 bç büyüklüğündeki bölgenin dizi analizi 

gerçekleştirilmiştir. 401 bp’lik PCR ürününün kontrolü %2’lik agaroz jelde 

yapılmıştır (Şekil.3.2.1.).  
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Şekil 3.2.1: KLOTHO geni C1818T polimorfizmi, 401 bç’lik amplifikasyon 

ürününün %2’lik agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA. 8, 38, 208, 211, 150, 147, 

178, 162 nolu olgulara ait amplifikasyon ürünü. 

 

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi için bazı olgulara ait Sequencing Analysis 

Software Version 5.2.0’ın oluşturduğu ham verilerden Finch TV 1.4.0 kromatogram 

görüntüleyici programının oluşturduğu grafik görüntüleri verilmiştir.  KLOTHO geni 

C1818T polimorfizmi CC genotipini gösteren sekans grafiği Şekil 3.2.2.’de, CT 

genotipini gösteren sekans grafiği Şekil 3.2.3.’de, TT genotipini gösteren sekans 

grafiği Şekil 3.2.4.’de gösterilmiştir. 

 

 
 

Şekil 3.2.2: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 28 nolu kontrole ait 

homozigot CC genotipini gösteren sekans grafiği.  

 

 
 

Şekil 3.2.3: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 13 nolu kontrole ait 

heterozigot CT genotipini gösteren sekans grafiği.  
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Şekil 3.2.4: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 70 nolu hastaya ait 

homozigot TT genotipini gösteren sekans grafiği.  

 

KLOTHO geni C1818T polimorfizminin genotip dağılımı olgu grubunda %41.3 

(43/104) CC, %47.1 (49/104) CT, %11.5 (12/104) TT; kontrol grubunda %33.65 

(35/104) CC, %58.65 (61/104) CT, %7.7 (8/104) TT bulunmuştur. KLOTHO geni 

C1818T polimorfizminin genotip dağılımı açısından gruplar arasında fark 

bulunmamıştır (p=0,231) (Tablo 3.2.1.). 

 

Tablo 3.2.1. Hasta ve kontrol gruplarında KLOTHO geni C1818T C/T polimorfizmi 

için genotip dağılımı  

 

                          KLOTHO Geni C1818T Genotip Sıklığı 

 CC 

(n/%) 

CT 

(n/%) 

TT 

(n/%) 

Toplam 

    (n)              p değeri 

Hasta 43 (%41,3) 49 (%47,1) 12 (%11,5)    104                0.231 

Kontrol 35 (%33.65) 61 (%58.65) 8 (%7.7)    104 

 

KLOTHO geni C1818T polimorfizminin hasta grubundaki C alleli frekansı 0.649, T 

alleli frekansı 0.351 olarak bulunurken kontrol grubundaki C alleli frekansı 0.630, T 

alleli frekansı 0.370 olarak bulunmuştur. C1818T genotip frekansı hasta grubunda 

HW dengesine uyumlu olup (p=0.73), kontrol grubunda ise HW dengesine uyumlu 

değildi (p=0.008). KLOTHO geni C1818T polimorfizminin hasta ve kontrol 

grubunda genotip ve allel frekansı dağılımları Tablo 3.2.1.1’de gösterilmiştir.  
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Tablo 3.2.1.1. C1818T polimorfizminin genotip ve allel frekansları 

 

     Frekans   

C1818T Allel Frekans Genotip n Gözlenen Beklenen X
2
 p 

değeri 

Hasta C 0.649 CC 43 0.413 0.421 0.12 0.73 

 T 0.351 CT 49 0.471 0.456   

   TT 12 0.115 0.123   

Kontrol C 0.630 CC 35 0.336 0.397 6.91 0.008 

 T 0.370 CT 61 0.586 0.466   

   TT 8 0.077 0.137   

 

KLOTHO geninin promotör bölgesinde bulunan G-395A polimorfizminin G/A 

değişimini genotiplendirmek üzere ilgili bölgeyi kapsayan yaklaşık 300 bç 

büyüklüğündeki bölgenin dizi analizi gerçekleştirilmiştir. 421 bç’lik PCR ürünün 

kontrolü %2’lik agaroz jelde yapılmıştır (Şekil 3.2.5.). 

 

 
 

Şekil 3.2.5: KLOTHO geni G395A polimorfizmi, 421 bç’lik amplifikasyon ürününün 

%2’lik agaroz jel görüntüsü. M: Marker DNA. 8, 38, 208, 211, 150, 147, 178, 162 

nolu olgulara ait amplifikasyon ürünü. 

 

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi için bazı olgulara ait Sequencing 

Analysis Software Version 5.2.0’ın oluşturduğu ham verilerden Finch TV 1.4.0 

kromatogram görüntüleyici programının oluşturduğu grafik görüntüleri verilmiştir. 

KLOTHO geni G395A polimorfizmi GG genotipini gösteren sekans grafiği Şekil 

3.2.6.’da, GA genotipini gösteren sekans grafiği Şekil 3.2.7.’de, AA genotipini 

gösteren sekans grafiği Şekil 3.2.8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 3.2.6: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 192 nolu hastaya ait 

homozigot GG genotipini gösteren sekans grafiği.  

 

 
 

Şekil 3.2.7: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 186 nolu hastaya ait 

heterozigot GA genotipini gösteren sekans grafiği.  

 

 
 

Şekil 3.2.8: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 193 nolu hastaya ait 

homozigot AA genotipini gösteren sekans grafiği.  

 

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dağılımı olgu grubunda 

%40,4 (42/104) GG, %55.8 (58/104) GA, %3.8 (4/104) AA; kontrol grubunda %34.6 

(36/104) GG, %56.7 (59/104) GA, %8.7 (9/104) AA bulunmuştur. KLOTHO geni 

G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dağılımı açısından gruplar arasında 

fark bulunmamıştır (p=0,302) (Tablo 3.2.2.). 
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Tablo 3.2.2. Hasta ve kontrol gruplarında KLOTHO geni G395A G/A polimorfizmi 

için genotip dağılımı  

 

                         KLOTHO Geni G395A Genotip Sıklığı                                                                                                                            

 GG 

(n/%) 

GA 

(n/%) 

AA 

(n/%) 

Toplam 

    (n)            p değeri 

Hasta    42 (%40.4)  58 (%55.8) 4 (%3.8)    104              0.302 

Kontrol     36 (%34.6)  59 (%56.7) 9 (%8.7)    104 

 

KLOTHO geni G395A polimorfizminin hasta grubundaki G alleli frekansı 0.683, A 

alleli frekansı 0.317 olarak bulunurken kontrol grubundaki G alleli frekansı 0.630, T 

alleli frekansı 0.370 olarak bulunmuştur. G395A genotip frekansı hasta ve kontrol 

grubunda HW dengesinde değildi (sırasıyla; p=0.003; p=0.03). KLOTHO geni 

G395A polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansı 

dağılımları Tablo 3.2.2.1.’de gösterilmiştir.  

 

Tablo 3.2.2.1. G395A polimorfizminin genotip ve allel frekansları 

 

     Frekans   

G395A Allel Frekans Genotip n Gözlenen Beklenen X
2
 p 

değeri 

Hasta G 0.683 GG 42 0.404 0.466 8.58 0.003 

 A 0.317 GA 58 0.558 0.434   

   AA 4 0.038 0.101   

Kontrol G 0.630 GG 36 0.346 0.397 4.88 0.03 

 A 0.370 GA 59 0.567 0.466   

   AA 9 0.086 0.137   

 

Kronik böbrek hastası olan 104 olgudan hipertansiyonu olan birey sayısı 62 (%59.6), 

hipertansiyonu olmayan birey sayısı ise 42 (%40.4) olarak bulunmuştur. 

Hipertansiyonu olan ve olmayan bireylerde KLOTHO geni C1818T, G395A genotip 

dağılımları arasında fark bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.552; p=0.092). Hasta grubu 

hipertansiyonu olan ve olmayanlarda KLOTHO geni polimorfizmlerinin genotip 

dağılımı Tablo 3.2.3’de gösterilmiştir.  
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Tablo 3.2.3. Kronik böbrek hasta grubunda hipertansiyon durumunun KLOTHO geni 

genotipleriyle ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

p değeri 

Hipertansif C1818T CC 23(37.1)  

  CT 31(50)  

  TT 8(12.9)  

    0.552 

Hipertansif olmayan C1818T CC 20(47.6)  

  CT 18(42.9)  

  TT 4(9.5)  

Hipertansif G395A GG 20(32.3)  

  GA 40(64.5)  

  AA 2(3.2)  

    0.092 

Hipertansif olmayan G395A GG 22(52.4)  

  GA 18(42.9)  

  AA 2(4.8)  

 

Kronik böbrek hastası olan 104 olgudan diyabetik olan birey sayısı 41 (%39.4), 

diyabetik olmayan birey sayısı ise 63 (%60.6) olarak bulunmuştur. Diyabetik olan ve 

olmayan bireylerde KLOTHO geni C1818T ve G395A genotip dağılımları arasında 

fark bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.084; p=0.602) (Tablo 3.2.4) 

 

Tablo 3.2.4. Kronik böbrek hasta grubunda diyabet durumunun KLOTHO geni 

genotipleriyle ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

p değeri 

Diyabetik C1818T CC 13(31.7)  

  CT 20(48.8)  

  TT 8(19.5)  

    0.084 

Diyabetik olmayan C1818T CC 30(47.6)  

  CT 29(46)  

  TT 4(6.3)  

Diyabetik G395A GG 16(39)  

  GA 22(53.7)  

  AA 3(7.3)  

    0.602 

Diyabetik olmayan G395A GG 26(41.3)  

  GA 36(57.1)  

  AA 1(1.6)  
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Hasta grubunda PTH düzeyi normal olan birey sayısı 29 (%27.9), yüksek olan birey 

sayısı 75 (%72.1), kontrol grubunda PTH düzeyi normal olan birey sayısı 87 

(%83.65), yüksek olan birey sayısı 17 (%16.35) olarak bulunmuştur. Hasta ve 

kontrol grubu arasında PTH düzeyi normal olanlar ile C1818T, G395A genotip 

dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.938; p=0.549). PTH düzeyi 

yüksek olan bireyler ile C1818T genotip dağılımı arasında fark bulunmazken 

(p=0.077) G395A genotip dağılımı arasında istatistiki olarak anlamlı bir fark 

bulunmuştur (p=0.046). PTH düzeyi yüksek olan hasta grubunda GG genotipi PTH 

düzeyi yüksek olan kontrol grubuna oranla anlamlı derecede yüksek bulunmuştur 

(p<0.05). PTH düzeyi ile KLOTHO geni polimorfizmlerinin genotip dağılımı Tablo 

3.2.5’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.2.5. Kronik böbrek hastalarında parathormon düzeyinin KLOTHO geni 

genotipleriyle ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

Kontrol 

(n/%) 

p değeri 

 C1818T CC 34(45.3) 5(29.4) 0.077 

  CT 32(42.7) 12(70.6)  

  TT 9(12) 0(0)  

Yüksek       

 G395A GG 34(45.3) 3(17.6) 0.046 

  GA 39(52) 12(70.6)  

  AA 2(2.7) 2(11.8)  

 C1818T CC 9(31) 30(34.5) 0.938 

  CT 17(58.6) 49(56.3)  

  TT 3(10.3) 8(9.2)  

Normal      

 G395A GG 8(27.6) 33(37.9) 0.549 

  GA 19(65.5) 47(54)  

  AA 2(6.9) 7(8)  

 

Kronik böbrek hastası 104 hastadan Sol Ön Kol/SA ortalamasına göre; 30 (%28.9) 

osteoporoz, 36 (%34.6) osteopeni, 38 (%36.5) normal olan bireyler ve 104 kontrol 

grubunda 12 (%11.5) osteoporoz, 39 (%37.5) osteopeni, 53 (%50.9) normal olan 

bireyler ile genotip dağılımları incelenmiştir. Hasta ve kontrol grubu arasında 

osteoporozu olan bireyler ile C1818T, G395A genotip dağılımı arasında fark 

gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.811; p=0.522). Osteopenisi olan bireyler ile C1818T, 

G395A genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.813; p=0.268). 

Normal bireyler ile C1818T, G395A genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir 
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(sırasıyla; p=0.297; p=0.934). Sol Ön Kol/SA kemik mineral dansite ölçümleri ile 

KLOTHO geni C1818T ve G395A polimorfizmleri genotip dağılımları Tablo 

3.2.6.’da verilmiştir. 

 

Tablo 3.2.6. Son Ön Kol/SA kemik mineral dansite ölçümleri ile KLOTHO geni 

genotipleri arasındaki ilişkisinin değerlendirilmesi 

 

Ön Kol KMD (Sol Ön Kol/SA)’ ye göre Genotip Dağılımı 

Grup SNP Genotip Hasta 

(n/%) 

Kontrol 

(n/%) 

p değeri 

 C1818T CC 13(43.3) 5(55.6) 0.811 

  CT 13(43.3) 3(33.3)  

  TT 4(13.3) 1(11.1)  

Osteoporoz      

 G395A GG 11(36.7) 2(22.2) 0.522 

  GA 18(60) 6(66.7)  

  AA 1(3.3) 1(11.1)  

 C1818T CC 14(38.9) 14(35.9) 0.813 

  CT 17(47.2) 21(53.8)  

  TT 5(13.9) 4(10.3)  

Osteopeni      

 G395A GG 16(44.4) 12(30.8) 0.268 

  GA 19(52.8) 23(59)  

  AA 1(2.8) 4(10.3)  

 C1818T CC 16(42.1) 16(28.6) 0.297 

  CT 19(50) 37(66.1)  

  TT 3(7.9) 3(5.4)  

Normal      

 G395A GG 15(39.5) 22(39.3) 0.934 

  GA 21(55.3) 30(53.6)  

  AA 2(5.3) 4(7.1)  
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4. TARTIŞMA 
 

Kronik böbrek hastalığı (KBH), çeşitli nedenlere bağlı olarak, nefronların ilerleyici 

ve geri dönüşümsüz kaybı sonucunda oluşan bir sendromdur (Levey ve ark., 2005). 

KBH, genellikle yaşamda geç başlar ve yavaş ilerler, GFR’si azalmış çoğu kişi 

böbrek yetmezliği gelişmeden önce kardiyovasküler hastalıklardan yaşamını yitirir. 

Bununla birlikte azalmış GFR, hipertansiyon, anemi, malnütrisyon, kemik 

hastalıkları, nöropati ve düşük yaşam kalitesi gibi komplikasyonlarla da ilişkilidir 

(Levey ve ark., 1998). Hastalığa yakalanma riskini arttıran faktörlerin arasında; 

diabetes mellitus, sistemik lupus eritematozus, ileri yaş (60-70) ve akut böbrek 

hastalıkları da sayılabilir (USRDS, 2000). Kronik böbrek hastalığına yatkınlık 

genlerinin çevresel ve kalıtsal faktörlerle birleştiğinde, hastalığın prognozu açısından 

önemli olduğu birçok çalışma ile ortaya koyulmuştur (Kuro-o ve ark., 1997).  

 

4.1. KLOTHO Geni Polimorfizmlerinin Değerlendirilmesi 

 

KLOTHO geni, bir anti-aging protein olarak tanımlanır ve 5 ekzon ve 4 introndan 

oluşup 50 kb uzunluğundadır (Kuro-o ve ark., 1997). Klotho, çoklu biçiminden 

dolayı farklı biyolojik fonksiyonları gerçekleştiren tek geçişli transmembran 

proteinidir. Membran bağlı Klotho, temel fosfatonin olan FGF-23’ün koreseptörü 

iken soluble Klotho endokrin madde olarak fonksiyon görür. Akut böbrek hasarı ve 

kronik böbrek hastalığı, bozuk renal fonksiyonunun çok duyarlı bir biyomarkörü olan 

Klotho eksikliğini gösterir. Klotho eksikliği hem akut böbrek yetmezliği hem de 

kronik böbrek hastalığında glomerular filtrasyon oranının azalmasını artırırken; 

aşırılığı bu oranı korur (Hu ve ark., 2010). KLOTHO geninin dokuya spesifik 

ekspresyonuna rağmen, klotho ekspresyonundaki bir defektin sistemik fenotiplere 

neden olması klotho’nun endokrin sistemlerde görevli olabileceğini akla 

getirmektedir.  

Çalışmamızda 104 diyalize girmemiş kronik böbrek hastası ve 104 kontrolde 

KLOTHO geni C1818T ve G395A varyantları ile VDR geni ApaI ve TaqI varyantları 
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genotiplendirilmiştir. Çalışmada incelenen genler seçilirken daha önce KBH ile söz 

konusu genlerin ürünü olan proteinlerin ilişkisinin gösterilmiş olması göz önünde 

bulundurulmuştur. Bu çalışma seçilen genler açısından KBH’da yapılan ilk 

ilişkilendirme çalışması özelliğini taşımaktadır. Yaptığımız çalışmada KLOTHO ve 

VDR genlerine ait söz konusu polimorfizmlerin kronik böbrek hastalığı ile ilişkisini 

araştırmak için olgu ve kontrol grubunda bu genotiplerin dağılımını karşılaştırarak 

istatistiksel olarak değerlendirdik. Böylece, genotiplerin hastalık ile asosiasyon 

gösterip göstermediğini ortaya koymaya çalıştık. Kronik böbrek hastalarında 

çalıştığımız ilgili varyantlar, ilişkili olduğu düşünülen çeşitli klinik ve biyokimyasal 

parametreler ile karşılaştırılmıştır.  

Çalışmamızda KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizminin genotip dağılımı 

olgu grubunda %41.3 (43/104) CC, %47.1 (49/104) CT, %11.5 (12/104) TT; kontrol 

grubunda %33.65 (35/104) CC, %58.65 (61/104) CT, %7.7 (8/104) TT bulunmuştur. 

Gruplar arasında KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizminin genotip 

dağılımı açısından fark bulunmamıştır (p=0,231) KLOTHO geni C1818T 

polimorfizminin hasta grubundaki C alleli frekansı 0.649, T alleli frekansı 0.351 

olarak bulunurken kontrol grubundaki C alleli frekansı 0.630, T alleli frekansı 0.370 

olarak bulunmuştur.  

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dağılımı ise olgu 

grubunda %40.4 (42/104) GG, %55.8 (58/104) GA, %3.8 (4/104) AA; kontrol 

grubunda %34.6 (36/104) GG, %56.7 (59/104) GA, %8.7 (9/104) AA bulunmuştur. 

Gruplar arasında KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip 

dağılımı açısından istatistiki olarak anlamlı bir fark bulunmamıştır (p=0,302) 

KLOTHO geni G395A polimorfizminin hasta grubundaki G alleli frekansı 0.683, A 

alleli frekansı 0.317 olarak bulunurken kontrol grubundaki G alleli frekansı 0.630, T 

alleli frekansı 0.370 olarak bulunmuştur.  

Çalışmamızda elde ettiğimiz verilere göre, KLOTHO geni C1818T ve G395A 

polimorfizmleri kronik böbrek hastalığı ile asosiye görünmemektedir (p>0.05). Hasta 

ve kontrol grubu arasındaki genotip ve allel frekansı dağılımlarının birbirine yakın 

olduğu görülmektedir. Bu durumun, kronik böbrek hastalığının kompleks ve çok 

etkenli olması, hasta grubumuzun yeterince selektif olmaması ve çalışmaya dahil 

olan birey sayısı azlığından kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. 
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Günümüzde, hipertansiyonun böbrek yetmezliği ilerledikçe sıklığının arttığı ve 

kontrolsüz hipertansiyonun böbrek yetmezliğinin ilerlemesini hızlandırdığı iyi 

bilinmektedir (Sezer ve ark., 2003). Son zamanlarda araştırmacılar, hipertansiyon 

dahil kardivasküler hastalıkların gelişimi için majör risk faktörü olarak arteriyel 

yaşlanma üzerinde durmaktadırlar. Çalışmalar yeni aday genler üzerindeki 

çalışmaları hedeflemektedir. Yeni bir anti-aging gen olan Klotho, yaşlanma ve 

kardiyovasküler hastalıklar arasında bir köprüdür (Kurosu ve ark).  

Wang ve ark, 215 hipertansiyonu olan, 220 hipertansiyonu olmayan Han Çinlisinde 

yaptıkları çalışmada KLOTHO G395A TNP’ nin A allelini taşıyanların kontrol 

grubuna göre hipertansiyonu olan grupta daha yüksek bulmuşlardır (Wang ve ark., 

2010). Shimoyama ve ark, yaptıkları çalışmada 476 sağlıklı Japon olguda KLOTHO 

geni G395A polimorfizmi taşıyanlar ile taşımayanlar arasında ortalama sistolik kan 

basıncı açısından önemli fark gözlenmezken (Shimoyama ve ark., 2009), Rhee ve 

ark, koroner arter hastalığı olan Kore kadınlarında sistolik kan basıncını KLOTHO 

G395A polimorfizminin A allelini taşıyanlarda taşımayanlara oranla daha yüksek 

bulmuşlardır (Rhee ve ark., 2006). Çalışmamızda kronik böbrek hastalığına eşlik 

eden hipertansiyonu olan olgularda C1818T için %37.1 (23/104) CC, %50 (31/104) 

CT, %12.9 (8/104) TT genotipi gözlenmiştir.  G395A TNP’ si için %32.3 (20/104) 

GG, %64.5 (40/104) GA, %3.2 (2/104) AA genotipi gözlenmiş olup her iki 

polimorfizm için de gruplar arasında genotip dağılımı açısından fark bulunmamıştır 

(sırasıyla; p=0.552; p=0.092). Çalışmamız bu açıdan Shimoyama ve arkadaşların 

yaptıkları çalışma ile uyum göstermektedir.  

Son dönemlerde yapılan araştırmalara göre dünyanın her yerinde diyabete bağlı 

böbrek yetmezliği gelişen hasta oranı giderek artmaktadır. Diyabetik hastalarda 

meydana gelen hiperglisemi damarları bozarak böbrek hasarlarına neden olmaktadır 

(KDOQI, 2002; Süleymanlar ve ark., 2005).  Klotho’nun, glukoz kontrolünde, 

diyabette ve fosfat metabolizmasında ki etkisi halen tartışmalıdır (Razzaque, 2012).  

Huzurevinde yaşayan 804 yetişkinde yapılan çalışmada, ≥65 bireylerde Klotho 

serum seviyesinin giderek azaldığı gözlenmiştir. Bu yaş grubunda gözlenen Klotho 

seviyesinde azalma klinik ve terapötik açıdan gelecek araştırmalar için önemli bir 

veridir (Semba ve ark., 2011). Glikoz metabolizması üzerinde salgılanmış ya da 

membran bağlı Klotho’nun potansiyel etkisinin altında yatan mekanizmanın 
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anlaşılması için ilave çalışmalar gerekmektedir (Paroni ve ark., 2012). KLOTHO, 

murin modellerinde gösterildiği üzere, insülin sinyalizasyonundaki öneminden dolayı 

tip-2 diyabet için aday gendir ve yaşam süresinde potansiyel rol oynar (Kurosu ve 

ark., 2005).  

Shimoyama ve ark, 476 sağlıklı Japon hastada, KLOTHO geni C1818T ve G395A 

polimorfizmleri ile açlık glukoz değerleri arasındaki asosiasyonu belirlemek için 

yaptıkları çalışmada; G395A’nın A taşıyıcılarını GG genotipine kıyasla yüksek ve 

C1818T’nin T taşıyıcılarını CC genotipine kıyasla yüksek bulmuşlardır (Shimoyama, 

2009). Çalışmamızda diyabetik olgularda C1818T TNP’i için %31.7 (13/104) CC, 

%48.8 (20/104) CT, %18.5 (8/104) TT genotipi gözlenmiştir.  G395A TNP’si için 

%39 (16/104) GG, %53.7 (22/104) GA, %7.3 (3/104) AA genotipi gözlenmiş olup 

her iki polimorfizm için de gruplar arasında genotip dağılımı açısından fark 

bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.084; p=0.602). Elde ettiğimiz sonuçlar literatürle 

uyumluluk göstermemektedir. 

Çalışmamızda kronik böbrek hastalığına bağlı olarak gelişen kemik mineral 

bozukluklarında görev alan PTH düzeyleri ile genotip dağılımları arasındaki 

asosiasyon incelenmiş olup; hasta ve kontrol grubu arasında PTH düzeyi normal 

olanlar ile C1818T, G395A genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; 

p=0.938; p=0.549). PTH düzeyi yüksek olan bireyler ile C1818T genotip dağılımı 

arasında fark bulunmazken (p=0.077) G395A genotip dağılımı arasında istatistiki 

olarak anlamlı fark bulunmuştur (p=0.046). PTH düzeyi yüksek olan hasta grubunda 

GG genotipi kontrol grubuna oranla anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p<0.05). 

104 kronik böbrek hastasından PTH düzeyi yüksek olanlar arasında C1818T için en 

yüksek %45.3 ile CC genotipi, en düşük %12 ile TT genotipine rastlanırken, G395A 

için en yüksek %52 ile GA genotipi, en düşük %2.7 ile AA genotipine rastlanmıştır. 

Elde ettiğimiz sonuçlar; PTH düzeyinin, G395A polimorfizmi ve kronik böbrek 

hastalığı riski arasındaki asosiasyonu etkileyebileceğini akla getirmektedir 

Yapılan genetik bağlantı analizi ve aday gen bağlantı çalışmaları ile osteoporozis ya 

da osteoporotik kırıkların prevalansı ve kemik kitlesinin düzenlenmesinde aday 

genler öne sürülmüştür ve bu aday genlere KLOTHO’da dahildir (Yamada ve ark., 

2005). Bizde çalışmamızda insanlarda osteoporozisin patofizyolojisine KLOTHO 
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geninin olası katkılarını incelemek için, kemik dansite ile KLOTHO geni TNP’lerinin 

asosiasyonunu değerlendirdik.  

Literatüre baktığımızda; Mullin ve ark, ortalama yaşları 75 olan 1.190 

postmenapozal kadında KLOTHO geni G395A (C387T), C1818T (c.1775G>A) ve 

IVS1+8262c>t polimorfizmleri ile DEXA ölçümü kullanılarak yapılan kemik 

mineral dansite arasındaki ilişkiyi araştırmışlardır. Çalışmada G395A için %68.9 GG 

genotipi, %28 GA genotipi, %3.1 AA genotipine rastlanırken, C1818T TNP’i için 

%15.4 CC genotipi, %43.5 CT genotipi, %41.1 TT genotipine rastlanmıştır. 

G395A’nın G alleli ve artmış KMD arasında bir eğilim gözlensede istatistikî olarak 

anlamlı bulunmamıştır (Mullin ve ark., 2005). Yamada ve ark, yaşları 40-79 arasında 

olan 1.110 kadında KLOTHO geni G395A polimorfizmi ile tüm vücut, lomber 

vertebra, sağ femur boyun, sağ trokanter ve sağ Ward’s üçgeni DEXA vasıtasıyla 

yapılan ölçümler arasındaki asosiasyonu araştırmışlardır. Premenapozal kadınlarda 

G395A için %71.6 (199/278) GG genotipi, %25.5 (71/278) GA genotipi, %2.9 

(18/278) AA genotipi bulunurken; postmenapozal kadınlarda G395A için %73.9 

(602/815) GG genotipi, %23.4 (191/815) GA genotipi, %2.7 (22/815) AA genotipi 

bulunmuştur. Ayrıca G395A genotip dağılımı Hardy-Weinberg dengesinde olup, 

lomber vertebra açısından KMD, GG genotipli kadınlarda, AA genotipli olanlardan 

anlamlı derecede düşük bulunmuştur (p≤0.005). Postmenapozal kadınlarda tüm 

vücut ya da lomber vertebra için KMD, GG genotipli olanlar, AA genotipli olanlar 

ya da kombine GA ve AA genotipli olanlardan daha düşük bulmalarına rağmen bu 

ilişki için p değeri istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (Yamada ve ark., 2005). 

Shimoyama ve ark, 476 sağlıklı Japonda (291 erkek, 185 kadın) yaptıkları çalışmada 

KLOTHO geni C1818T ve G395A polimorfizmleri ile kemik mineral dansite 

arasındaki ilişkiyi araştırmışlar ve kemik mineral dansiteyi kadınlarda G395A’ nın A 

alleli taşıyıcıları GG genotipine kıyasla yüksek bulmuşlardır. Premenapozal 

kadınların KMD’si G395A’nın GG genotipi (n=48) için 0.705±0.044 g/cm
2 

ve 

G395A’nın A alleli taşıyıcıları (n=29) 0.710±0.059 g/cm
2 

olarak bulunurken; 

postmenapozal kadınların KMD’si G395A’nın GG genotipi (n=65) için 0.605±0.088 

g/cm
2 

ve G395A’nın A alleli taşıyıcıları (n=18) 0.622±0.102 g/cm
2
 olarak 

bulmuşlardır. KLOTHO geni G395A polimorfizmi ve menapozal duruma ilişkin 

KMD arasında önemli bir ilişki saptamamışlardır (Shimoyama ve ark., 2009). 
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Kawano ve ark, 215 postmenapozal kadında KLOTHO geni C1818T ve G395A 

polimorfizmleri ile KMD ilişkisini araştırmışlar ve G395A’nın A alleli taşıyıcıları 

GG taşıyıcılarına kıyasla düşük, C1818T’nin T alleli taşıyıcıları CC taşıyıcılarına 

kıyasla düşük olduğunu rapor etmişlerdir (Kawano ve ark., 2002). Bu sonuçlar 

KLOTHO’nun, kadınlarda azalmış KMD için duyarlı bir gen olduğunu 

göstermektedir.  

Çalışmamızda kronik böbrek hastası 104 hastadan Sol Ön Kol/SA ortalamasına göre; 

hasta grubunda 30 (%28.9) osteoporoz, 36 (%34.6) osteopeni, 38 (%36.5) normal 

olan birey; kontrol grubunda ise 12 (%11.5) osteoporoz, 39 (%37.5) osteopeni, 53 

(%50.9) normal birey ile genotip dağılımları incelenmiştir. Hasta ve kontrol grubu 

arasında osteoporozu olan bireyler ile C1818T, G395A genotip dağılımı arasında 

fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.811; p=0.522). Osteopenisi olan bireyler ile 

C1818T, G395A genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.813; 

p=0.268). Literatürdeki pek çok veriden farklı olarak çalışma sonuçlarımızda A 

alelini osteopenik KBH hastalarında KBH olmayan osteopenik kontrol grubuna göre 

düşük bulduk. Bu sonuç muhtemelen çalışma grubumuzdaki vaka serisi 

oluşturulurken osteoporoza yatkınlık oluşturan kriterlerden ziyade KBH ile 

osteoporoz ilişkisi üzerinde durulmasından kaynaklanmış olabilir. Ayrıca 

osteoporozun çok etkenli multifaktöriyel bir hastalık olması ve hasta grubumuzu 

oluştururken kemik mineral dansiteyi etkileyecek faktörlerin dışlanmaması 

sonuçlarımızın anlamsız çıkmasına neden olmuş olabilir. 

 

4.2. VDR Geni Polimorfizmlerinin Değerlendirilmesi 

 

Kronik böbrek hastalığının ilerlemesinin vitamin D eksikliği ile bağlantılı olduğu 

gösterilmiştir (Sandra ve ark., 2009). Son yapılan çalışmalarda vitamin D’nin, 

immün, renal ve kardiyovasküler sistemde önemli bir düzenleyici olduğu öne 

sürülmüştür. Ayrıca KBH olan hastalarda vitamin D’nin renin anjiyotensin 

sisteminde düzenleyici görev aldığı bildirilmiştir (Sandra ve ark., 2009).  

Çalışmamız sonucunda VDR geni ApaI (rs7975232) polimorfizminin genotip 

dağılımı olgu grubunda %42.3 (44/104) AA, %34.6 (36/104) Aa, %23.1 (24/104) aa; 
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kontrol grubunda %58.6 (61/104) AA, %18.3 (19/104) Aa, %23.1 (24/104) aa 

bulunmuştur. VDR geni ApaI (rs7975232) polimorfizminin genotip dağılımı 

açısından Aa genotipi hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur (p<0.05). ApaI polimorfizminin hasta grubundaki A alleli 

frekansı 0.596, a alleli frekansı 0.404 olarak bulunurken kontrol grubundaki A alleli 

frekansı 0.678, a alleli frekansı 0.322 olarak bulunmuştur. A alelinin frekansı kontrol 

grubunda hasta grubuna oranla fazla olmasına rağmen  (OD= 0,701 CI=0.469-1,048) 

bu fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0.083).  

VDR geni TaqI (rs731236) polimorfizminin genotip dağılımı olgu grubunda %50 

(52/104) TT, %39.4 (41/104) Tt, %10.6 (11/104) tt; kontrol grubunda %48.1 

(50/104) TT, %39.4 (41/104) Tt, %12.5 (13/104) tt bulunmuştur. Gruplar arasında 

VDR geni TaqI (rs731236) polimorfizminin genotip dağılımı açısından fark 

bulunmamıştır (p=0,902). TaqI polimorfizminin hasta grubundaki T alleli frekansı 

0.697, t alleli frekansı 0.303 olarak bulunurken kontrol grubundaki T alleli frekansı 

0.678, t alleli frekansı 0.322 olarak bulunmuştur.  

Çalışmamızda elde ettiğimiz verilere göre, VDR geni ApaI polimorfizminin Aa 

genotipi kronik böbrek hastalığı ile asosiye görünmektedir (p<0.05). TaqI 

polimorfizminin ise hasta ve kontrol grubu arasındaki genotip ve allel frekansı 

dağılımlarının birbirine yakın olduğu görülmektedir. Bu yüzden, TaqI polimorfizmi 

kronik böbrek hastalığı ile asosiye görünmemektedir (p>0.05).  

VDR geni bazı hastalıklar için iyi bir aday gendir. Bu gen kan basıncını düzenlemede 

etkili olan RAS (Renin-Angiotensin System)’i regüle etmede önemli bir role sahiptir 

(Swapna ve ark., 2011).  

Vural ve ark, 100 hipertansiyon ve diyabeti olan ve 100 sağlıklı Türk hastada VDR 

geni TaqI polimorfizmini değerlendirmişler ve genotip dağılımını hasta grubunda 

%51 TT, %46 Tt, %3 tt, kontrol grubunda %35 TT, %49 Tt, %16 tt olarak 

bulmuşlardır. Hasta gruptaki T allel frekansını kontrolden anlamlı derecede yüksek 

bulmuşlardır. Sonuç olarak VDR geni TaqI polimorfizminin allel frekansı ve genotip 

dağılımı ile hipertansiyon ve T2DM hastaları ve kontrol grubu arasında fark 

bulmamışlardır (Vural ve ark., 2012). Çalışmamızda genotip dağılımı hasta grubunda 

hipertansiyonu olanlarda %26 TT, %29 Tt, %7 tt, hipertansiyonu olmayanlarda ise  

%26 TT, %12 Tt, %4 tt olarak bulunmuştur. Hipertansiyonu olan ve olmayan 
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bireylerde VDR geni ApaI, TaqI genotip dağılımları arasında fark bulunmamıştır 

(sırasıyla; p=0.260; p=0.124). Bu açıdan çalışma verilerimiz Vural ve ark.’nın 

yaptıkları çalışma ile uyumludur. 

Vitamin D, önemli bir immün düzenleyici özelliğe sahiptir ve insülin sekresyonunu 

etkileyerek T1DM ve T2DM’in etiyolojisinde rol oynayabilir (Müller ve 

Bendtzen,1992; Palomer ve ark., 2008). VDR polimorfizmleri β-hücrelerinin salgı 

kapasitesini etkileyerek T2DM patogenezinde rol oynayabilir (Speer ve ark., 2011). 

Son zamanlarda yapılan çalışmalarla T1DM (Chang ve ark., 2000; Skrabic ve ark., 

2003) ve T2DM (Hitman ve ark., 1998; Malecki ve ark., 2003) ve VDR 

polimorfizminin bazı allelik varyantları arasında ilişki saptanmıştır. TaqI genotipi 

Fransız populasyonunda T2DM, obezite ve hastalığın erken başlangıcı ile ilişkili 

bulunmuştur (Ye ve ark., 2001). Kafkas populasyonunda T2DM’li hastalarda glukoz 

intoleransı ve ApaI polimorfizminin GG genotipi arasında asosiasyon saptanmıştır 

(Oh ve ark., 2002). Bu bulgular gösteriyor ki, VDR her iki diyabet tipi için yeni bir 

aday gendir.  

Dilmeç ve ark, Türk populasyonunda T2DM’li 72 hastada ApaI (g.59979G>T) 

TNP’i için, GG genotipi %9.7 (7/72), GT genotipi %52.8 (38/72), TT genotipi %37.5 

(27/72); TaqI (g.60058T>C) için TT genotipi %45.8 (33/72), TC genotipi %34.7 

(25/72), CC genotipi %19.4 (14/72) olarak bulmuşlardır (Dilmeç ve ark., 2010).  

Çalışmamızda KBH gurubunda diyabetik birey sayısı 41 (%39.4), diyabetik olmayan 

birey sayısı ise 63 (%60.6) kişidir. Diyabetik olan ve olmayan bireylerde VDR geni 

ApaI, TaqI genotip dağılımları arasında fark bulunmamıştır (sırasıyla; p=0.084; 

p=0.602). Genotip frekansları ApaI için, AA genotipi %39 (16/41), Aa genotipi 

%46.3 (19/41), aa genotipi %14.6 (6/41); TaqI için ise TT genotipi %43.9 (18/41), Tt 

genotipi %43.9 (18/41), tt genotipi %12.2 (5/41) olarak bulunmuştur. Çalışma 

verilerimiz KBH’lı olgularda T2DM ile VDR’nin ApaI ve TaqI polimorfizmlerinin 

oluşturduğu genotipler açısından asosiasyon için kanıt sağlamamıştır. 

Kronik böbrek hastalığında ve diyaliz hastalarında gelişen hiperparatiroidizm ile 

VDR geni polimorfizmlerinin ilişkili olabileceği birçok çalışmada gösterilmiştir. 

Özdemir ve ark, Türk populasyonunda SDBY olan 186 hastada PTH cevabının etkisi 

ve VDR geni polimorfizmleri arasındaki asosiasyonu değerlendirmişler ve TaqI 

polimorfizmi genotip frekansı %36.7 TT, %60.5 Tt, %2.8 tt olarak bulmuşlardır. 
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TaqI polimorfizminin TT varyantını hiperparatiroidizm ile ilişkili bulmuşlardır. 

Hemodiyaliz durumu ve PTH seviyelerine göre elde ettikleri veriler, 

hiperparatiroidizm üzerinde TT varyasyonunun etkisi olduğunu öne sürmektedir. 

(Özdemir ve ark., 2005). Yokoyama ve ark, SDBY olan 58 Japon olguda paratiroid 

cevap ve VDR gen polimorfizmlerini değerlendirmişler ve ApaI polimorfizmi için 

%12.1 (23/58) AA genotipi, %39.6 (23/58) Aa genotipi, %48.3 (28/58) aa genotipi 

bulmuşlar ve aa genotipi taşıyanların PTH seviyelerinin AA ve Aa genotipi 

taşıyanlardan daha yüksek bulmuşlardır (Yokoyama ve ark., 2001). Yine Yokoyama 

ve ark.’nın yaptığı diğer bir çalışmada 129 SDBY olan Japonda paratiroid cevap ile 

ApaI ve BsmI polimorfizmlerinin ilişkisini araştırmışlar ve ApaI polimorfizmi 

genotip sıklığını %14.2 AA, %47.2 Aa, %38.6 aa olarak bulmuşlardır. aa genotipini 

taşıyanlarda PTH seviyesini AA ve Aa genotipini taşıyanlardan 2 kat daha yüksek 

bulmuşlar. Elde ettikleri sonuçlar doğrultusunda VDR gen polimorfizmlerinin, SDBY 

olan hastalarda paratiroid cevabı etkileyebileceği ve Japon hastalarda özellikle ApaI 

polimorfizminin BsmI polimorfizminden daha bilgi verici olabileceğini öne 

sürmüşlerdir. VDR geni a alleli sekonder hiperparatiroidizmin ve SDBY olan 

hastalarda kemik hastalıklarının patogenezini belirleyebileceğini rapor etmişlerdir 

(Yokoyama ve ark., 1998).  

Çalışmamızda parathormon düzeyi yüksek olan bireyler ile ApaI, TaqI genotip 

dağılımı arasında anlamlı bir fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.106; p=330). ApaI 

TNP’i için genotip dağılımları, %44.8 (31/104) AA, %38.7 (29/104) Aa, %20 

(15/104) aa; TaqI TNP’ i için %46.7 (35/104) TT, %42.7 (32/104) Tt, %10.7 (8/104) 

tt olarak bulunmuştur. Görüldüğü üzere her iki polimorfizmdede en sık yüzde 

yabanıl alellerdedir, çalışma verilerimiz literatürle uyumlu değildir.  

Böbrek fonksiyonları ve kemik mineral dansite arasındaki ilişki bazı çalışmalarla 

gösterilmiştir. Duman ve ark, 75 postmenapozal osteoporotik, 66 sağlıklı kadında 

kemik mineral dansite ve VDR geni ApaI, TaqI ve BsmI polimorfizmleri arasındaki 

asosiasyonu değerlendirmişler ve Türk populasyonunda genotip frekanslarını; 

osteoporotik kadınlarda ApaI TNP’ i için %17.2 AA, %74.8 Aa, %8 aa, TaqI için  

%30.8 TT, %56 Tt, %13.2 tt; kadın kontrollerde ApaI için %22.7 AA, %68.2 Aa, 

%9.1 aa, TaqI için  %34.9 TT, %42.4 Tt, %22.7 tt olarak bulmuşlardır ve VDR gen 

allellerinin kemik kitlesi üzerinde önemli bir etkiye sahip olduğunu öne sürmüşlerdir 
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(Duman ve ark., 2004). Kurt ve ark, 81 osteoporotik, 122 osteopenik Türk 

postmenapozal kadında VDR FokI ve TaqI polimorfizmleri ile KMD arasındaki 

ilişkiyi değerlendirmişler ve TaqI için %41.7 (83/203) TT, %44.2 (88/203) Tt, %14.1 

(28/203) tt olarak bulmuşlardır. Ayrıca VDR geni TaqI polimorfizmini kemiğin 

herhangi bir bölgesindeki kemik mineral dansite ile ilişkili bulmamışlardır (Kurt ve 

ark., 2012). Yoldemir ve ark, 130 postmenapozal, 130 premenapozal kadında VDR 

geni BsmI, FokI, ApaI ve TaqI polimorfizmleri DXA ölçümleri ile lomber vertebra 

ve femur boyunun KMD’si arasındaki asosiasyonu değerlendirmişler ve 

premenapozal kadınlarda %23.85 AA, %56.15 Aa, %20 aa, postmenapozal 

kadınlarda %26.15 AA, %46.15 Aa, %27.70 aa; premenapozal kadınlarda %37.69 

TT, %45.38 Tt, %16.92 tt, postmenapozal kadınlarda %39.23 TT, %45 Tt, %15.38 tt 

olarak bulmuşlardır. Premenapozal ve postmenapozal kadınlar arasında VDR gen 

polimorfizmlerinin frekansında farklılık bulunmamıştır. KMD ölçümleri ile 

premenapozal ve postmenapozal kadınlarda genotipler arasında herhangi bir fark 

saptamamışlardır (Yoldemir ve ark., 2011). Çalışmamızda, Sol Ön Kol/SA 

ortalamasına göre; 30 (%28.9) osteoporoz, 36 (%34.6) osteopeni, 38 (%36.5) normal 

olan bireyler ile genotip dağılımları incelenmiştir. Hasta ve kontrol grubu arasında 

osteoporozu olan bireyler ile ApaI, TaqI genotip dağılımı arasında fark 

gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.229; p=0.865). Osteopenisi olan bireyler ile ApaI, 

TaqI genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir (sırasıyla; p=0.331; p=0.816). 

Normal bireyler ile ApaI, TaqI genotip dağılımı arasında fark gözlenmemiştir 

(sırasıyla; p=0.149; p=0.922). Çalışma verilerimizin literatür ile uyumluluk 

göstermemesinin nedenlerinden birisi yapılan bazı çalışmaların VDR 

polimorfizmlerinin KMD üzerine olası etkisi üzerinde yoğunlaşmasına rağmen pek 

çok farklı çalışmanın populasyonda KMD’nin poligenik kalıtımlı olduğunu öne 

sürmesidir. Ayrıca çalışma grubumuzdaki vaka serisi oluşturulurken osteoporoza 

yatkınlık oluşturan kriterlerden ziyade KBH ile osteoporoz ilişkisi üzerinde 

durulmasıda sonuçların literatürden sapma göstermesine neden olmuş olabilir.  
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5. SONUÇ 
 

Bu çalışma KLOTHO ve VDR gen polimorfizmleri ile kronik böbrek hastalığının 

ilişkisi üzerine yapılan ilk çalışma özelliğini taşımaktadır. Çalışma genotiplendirme 

temeline ve olgu kontrol serisi arasındaki genotip dağılımlarının ilişkilendirilmesine 

dayanmaktadır. Bu verilerin yanı sıra hastalığın patofizyolojisi üzerine etkisi olduğu 

düşünülen bazı biyokimyasal parametreler ile genotipler arasındaki ilişkide 

incelenmiş ve hastalık ile ilişkili veriler değerlendirilmiştir. 

Çalışmamızda pek çok veri serisi değerlendirilmiş olup, VDR geni ApaI 

polimorfizminin Aa genotipi olgu grubunda anlamlı derecede yüksek bulunmuştur. 

Bununla birlikte PTH düzeyi yüksek olan hasta grubunda KLOTHO geni G395A 

polimorfizminin GG genotipini taşıyanlar kontrol grubuna oranla anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur. 

Çalışma sonuçlarımız değerlendirildiğinde hem KLOTHO hem de VDR geni 

polimorfizmlerinin kronik böbrek hastalığı ile ilişkisi açısından yeni ve değerli 

bilgiler elde edilmiştir. İncelediğimiz biyokimyasal parametreler ile genotiplendirme 

sonuçlarımız değerlendirildiğinde görülen farklı sonuçların olası sebeplerinden biri 

çalışmaların farklı etnik kökenden, farklı sayıda, farklı nitelikte olgu grupları 

üzerinde yapılması olabilir. Bir diğeri ise KBH gibi kompleks multifaktöryel 

hastalıklarda hastalığın oluşum ve gelişiminde etkisi olan pek çok farklı gen ve 

polimorfizmin bir arada, etkileşim halinde ve çevre ile birlikte sürece katılmasıdır. 

Bu bağlamda, bu tez çalışmasında elde ettiğimiz sonuçların daha geniş olgu grupları, 

daha çok sayıda aday gen ve polimorfizmin birlikte değerlendirilerek araştırılması 

gerektiği kanısındayız.  

Kronik böbrek hastalığına neden olan genetik risk faktörlerinin iyi anlaşılması; 

hastalığa yatkınlığın, hastalık ortaya çıkmadan önce belirlenmesini ve belki de 

kişinin risk profiline uygun önleyici tedavilerin uygulanabilmesini mümkün 

kılacaktır. Kişinin yaşamını zora sokan kronik böbrek hastalığının önlenmesi ve 

tedavisi için genetik çalışmalar umut olacaktır.  
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ÖZET 

 

Kronik Böbrek Hastalığında KLOTHO ve VDR Geni Polimorfizmlerinin 

Araştırılması 

 

Kronik böbrek hastalığı (KBH), insidansı ve prevalansı giderek artan, kötü prognozlu 

ve yüksek maliyetli yaygın bir halk sağlığı problemidir. Ayrıca, morbidite ve 

mortalitenin önemli nedenlerinden biridir. Kronik böbrek hastalığına yatkınlık 

genlerinin çevresel ve kalıtsal faktörlerle birleştiğinde, hastalığın prognozu açısından 

önemli olduğu birçok çalışma ile ortaya koyulmuştur. 

Bu çalışmanın amacı, kronik böbrek hastalarından ve sağlıklı bireylerden oluşan 

çalışma grubunda, KLOTHO geninin G395A ve C1818T polimorfizmleri ve Vitamin 

D reseptör geninin ApaI ve TaqI polimorfizmlerini genotipleyerek, hasta ve kontrol 

grubu arasındaki sıklığını belirlemek ve böylece hastalık ile söz konusu 

polimorfizmlerin arasındaki ilişkiyi ortaya koymaktır. Ayrıca hastalık ile ilişkili bazı 

biyokimyasal parametreler ile bu polimorfizmlerin ilişkisini değerlendirerek 

hastalığın etiyolojisi üzerine söz konusu polimorfizmlerin etkisini araştırmaktır. 

Kronik böbrek hastalığı tanısı almış yaş ortalaması 56.76±1.22 olan 104 hasta ve yaş 

ortalaması 49.13±1.00 olan 104 kontrol grubunda KLOTHO geni C1818T ve G395A 

TNP’leri DNA dizi analizi, VDR geni ApaI ve TaqI TNP’leri ise PCR-RFLP 

yöntemiyle çalışılmıştır. 

Çalışmamızda, 104 kronik böbrek hastasında VDR geni ApaI (rs7975232) TNP’i 

genotip dağılımı %42.3 AA, %34.6 Aa, %23.1 aa bulunurken TaqI (rs731236) TNP’i 

genotip dağılımı %50 TT, %39.4 Tt, %10.6 tt olarak bulunmuştur. KLOTHO geni 

C1818T TNP’i genotip dağılımı %41.3 CC, %47.1 CT, %11.5 TT bulunurken 

G395A TNP’i %40,4 GG, %55.8 GA, %3.8 AA olarak bulunmuştur. 

Sonuç olarak, çalışmamızda pek çok veri serisi değerlendirilmiş olup VDR geni ApaI 

polimorfizminin Aa genotipi olgu grubunda kontrol grubuna oranla anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur. Bununla birlikte, hem KLOTHO hem de VDR geni 

polimorfizmlerinin kronik böbrek hastalığı ile ilişkisi açısından yeni ve değerli 

bilgiler elde edilmiştir. 

Anahtar Sözcükler: Kronik Böbrek Hastalığı, KLOTHO,  VDR, Polimorfizm 
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SUMMARY 

 

Investigation of KLOTHO and VDR Gene Polymorphisms in Chronic Kidney 

Disease 

 

Chronic Kidney Disease (CKD) is a common public health problem with bad 

prognosis and high cost whose incidence and prevalence increase continuously. In 

addition, it is an important cause of morbidity and mortality. It was proven in many 

studies that combination of susceptibility genes of Chronic Kidney Disease with 

environmental and hereditary factors is important for prognosis of the disease.  

Aim of this study is to determine the incidence of G395A and C1818T 

polymorphisms of KLOTHO gene and ApaI and TaqI polymorphisms of Vitamin D 

gene among case and control groups and to establish the relation between 

corresponding polymorphisms and Chronic Kidney Disease. Also it aims to 

investigate the effect of given polymorphisms on etiology of the disease by 

evaluating relation between various relevant biochemical parameters and these 

polymorphisms.  

C1818T and G395A SNP’s of KLOTHO gene were studied by using DNA sequence 

analysis and ApaI and TaqI SNP’s of VDR gene were analyzed by PCR-RFLP 

method for CKD diagnosed 104 patient with the average age of 56.76±1.22 and for 

104 control group with the average age of 49.13±1.00. 

In this study, ApaI (rs7975232) SNP genotype distribution of VDR gene for 104 

Chronic Kidney Disease patient was determined as %42.3 AA, %34.6 Aa, %23.1 aa, 

while TaqI (rs731236) SNP genotype distribution was determined as %50 TT, %39.4 

Tt, %10.6 tt. C1818T SNP genotype distribution of Klotho gene was found as %41.3 

CC, %47.1 CT, %11.5 TT and G395A SNP genotype distribution was attained as 

%40,4 GG, %55.8 GA, %3.8 AA. 

In conclusion, many series of data have been evaluated in this study and ApaI 

polymorphism of VDR gene was found meaningfully high for case group compare to 

control group. Also, new and valuable information were obtained for the relation of 

both KLOTHO and VDR gene polymorphisms with Chronic Kidney Disease. 

Keywords: Chronic Kidney Disease, KLOTHO, VDR, Polymorphism. 
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Mesleki Deneyimler 

 

1- Prenatal Tanı (Hücre ve Doku Kültürü)  

a. Amniotik mayii hücre kültürü ve kromozom analizi 

b. Kord kanı hücre kültürü ve kromozom analizi 

c. Tahliye materyali doku kültürü ve kromozom analizi 

d. Cilt biyopsi materyali doku kültürü ve kromozom analizi 

2- Postnatal Tanı (Hücre ve Doku Kültürü) 

a. Lenfosit hücre kültürü ve kromozom analizi 

b. Kemik iliği hücre kültürü ve kromozom analizi 

c. Tümör doku kültürü ve kromozom analizi 

3- Moleküler Genetik 

a. PCR-RFLP 

b. Ters hibridizasyon yöntemi (strip metodu) 

c. RT-PCR 

d. DNA dizi analizi 

 

 

      

 

 

 

 

 


