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1. GIRIS

1.1. Kronik Bobrek Hastahgi

Kronik bobrek hastaligit (KBH), glomertiler filtrasyon degerinde (GFR) azalmanin
sonucu  bobregin  sivi-soliit dengesini ayarlama ve metabolik-endokrin
fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma hali olarak tanimlanabilir (Akpolat ve
ark., 1996). Kronik bobrek hastaliginin neticesinde bobrek yetmezligine ilave olarak
azalmis bobrek fonksiyonu ve kardiyovaskiiler hastaliklar da goriilmektedir. Su an ki
kanitlar, bu kotii sonuglarin bazilarinin 6nlenebilecegini ya da erken tani ve tedavi ile
geciktirilebilecegini gostermistir (Levey ve ark, 2003). Kronik bobrek hastaliginin
tan1 ve tedavisinin erken evrede yapilamamasi bir¢ok nedene baglidir. Genelde
herkesin bir tanim ve siiflamay1 kabul etmemesi ve erken teshis i¢in gereken basit
testlerin standart olarak uygulanmamasi bu nedenlerin basinda gelmektedir
(McClellan ve ark., 1997; Obrador ve ark., 1999; Coresh ve ark., 2001)

Nefrologlar tarafindan kilavuz kitap olarak kabul edilen Bobrek Hastaligi Sonuglar
Kalite Inisiyatifi (K/DOQI)’nde KBH tanimu igin 2 kriter belirlenmistir (KDOQI,
2002). Bunlar;

1. GFR azalsin ya da azalmasin, 3 ay ve daha uzun siire devam eden bobregin yapisal
veya islevsel bozukluguna bagli kan ve idrar kompozisyonunda anormallik,
goriintlileme testlerinde anormallik, bobrek biyopsisinde anormallik bulgularindan
bir veya daha fazlasinin olmasi.

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

Kronik bobrek hastaliginda, GFR’deki azalmanin siiresi 3-6 aydan daha uzundur.
GFR, genellikle yillar i¢cinde giderek azalir ve bu azalma, altta yatan nedene gore
degisiklik gosterir. Bobrek yetersizligi olan bir olguda; ii¢ aydan uzun siiren azotemi,
uzun siireli tiremik belirti ve bulgular, renal osteodistrofi, anemi, hiperfosfatemi,

hipokalsemi, idrar sedimentinde genis silendirler ve radyolojik incelemelerde



bilateral kiigiik bobrekler kronik hastalik gostergeleridir. Bu 6zellikler KBH’n1 akut
bobrek yetmezliginden ayirmaktadir (Akoglu ve Siilleymanlar, 1996).

Glomeriiler filtrasyon hizina gore 5 evreye ayrilan KBH siniflandirmasinda, en son
donem olan 5. evre, bobrek yetmezligi olarak kabul edilmekte ve bu evredeki
hastalar tedavi altina alinmaktadir. Kronik bdbrek yetmezliginin 5. evresinde
bobrekler viicuttaki atitk maddeleri artik temizleyemediklerinden, hasta yasamini
ancak hemodiyaliz, periton diyalizi veya bobrek nakli ile siirdiirebilmektedir (Levey
ve ark, 2003).

1.1.1.Kronik = Bobrek  Hastahi@inin  Evrelerinin  Tammmlanmas1  ve

Siniflandirilmasi

Kronik bobrek hastaligi, bobrek hasari veya 3 ya da daha fazla aydir devam eden
azalmis bobrek fonksiyonu (azalmis GFR) olarak tanimlanir. KBH’ nin erken evreleri
rutin laboratuar oOlgiimleriyle belirlenebilir. Bobrek hasar1 genellikle bobrek
biyopsisinden daha ziyade markorlerle belirlenir. Calisma grubuna gore kalici
proteiniiri bobrek hasarmin temel markortidiir (Keane ve Eknoyan, 1999). Spot idrar
orneklerinde 30 mg/g’dan daha biiyiik albumin-kreatinin oran1 genellikle anormal
olarak degerlendirilir; cinsiyete gore bu deger degismektedir, erkeklerde 17
mg/g’dan daha biiyiik, kadinlarda 25 mg/g’dan daha biiyiik olanlar KBH hastasi
olarak tanimlanir (Warram ve ark., 1996; Jacobs ve ark., 2002). Hasarin diger
markorleri; idrar sedimentinde anormallikler, kanda anormallikler, idrar Olgiimleri
ve gorilintiilemedeki anormalliklerdir.

GFR’si normal olan fakat bobrek hasari markdrleri olan kisiler, kronik bobrek
hastalig1 icin artmis risk tagimaktadirlar. GFR, saglikli ve hasta kisilerde biitiin
bobrek fonksiyonlarinin en iyi 6l¢limiidir (Smith, 1951). GFR’nin normal seviyesi,
yas, cinsiyet ve viicut Olclisiine gore degismektedir. Geng erigkinlerde normal GFR
yaklagik 1.73 m? basma 120-130 mL/min’dir ve yasla giderek azalir (Smith, 1951;
Davies ve Shock, 1950; Lindeman ve ark., 1985; Rowe ve ark., 1976). GFR seviyesi
1.73 m? basina 60 mL/min’den daha az olanlarda normal bdbrek fonksiyonlariin

yarist ya da daha fazlasinin kaybi s6z konusudur. GFR’de yasa bagli azalma normal



yaslanmanin bir pargasi olmasina ragmen, yaslilikta azalmig GFR, 6liim ve KVH gibi
kotli sonuglarin bagimsiz prediktoridiir (Shlipak ve ark., 2002; Manjunath ev ark.,
2003). GFR yasla azalir, kronik bobrek hastaliginin prevalansi yasla artar; 60
yasindan daha yasl kisilerin yaklasik %17°s1, 1.73 m? basina 60 mL/min’den daha
diisik GFR’ye sahiptir (Coresh ve ark., 2003). Sekil 1.1.’de kronik bobrek

hastaliginin baglama ve progresyon evreleri verilmistir.

R ——.
Kompllkasyonlar)
> i - r
. : Bobrek BH

(.\‘omlab[:D Ar-knus :}(Hasar [:> L GFR ﬁ) \'etmeﬂ@ :> ( 3 )

~ - itk ~ £ ~ - S == Blim

KBH risk KBH risk Tani ve Tedavi, Progresyonun Diyaliz ve
faktorlerinin azaltilmas:; komorbit nesaplanmas: transplantasyon

taranmass KRH sartlarmm tedavi  komplikasyonlann  ile replasman

taramass edilmesi tedavisi

ilerlemenin replasmana hazrik
vavaglatilmas

Sekil 1.1: Kronik bobrek hastaliginin baslama ve progresyon evreleri ve terapotik
onlemler

Ucgiincii Ulusal Saglik ve Beslenme Incelemesi Anketi (NHANES III) verileri daha
diisik GFR seviyesi olan kronik bobrek hastalariin komplikasyonlarinin artan
prevalansini gostermistir (KDOQI, 2002). Bu veriler ve diger ¢alismalar, kronik
bobrek hastaliginin siddetini siniflandirmak i¢in GFR kullaniminin gii¢lii bir kaynak
oldugunu gostermektedir. Tablo 1.1°de, NHANES III’den elde edilen verilerin
kullanilmasiyla kronik bobrek hastaliginin evrelerinin siniflandirilmast ve her bir

evrenin prevalansi gosterilmistir (Coresh ve ark, 2003).



Tablo 1.1. Kronik bobrek hastaliginin tanimlanmasi, evrelendirilmesi, prevalansi ve
eylem plant

Evre Tamm GFR Prevalans Eylem
(mL/min) (%)
- Artmus risk >90 - KBH riskini azaltma
Normal ya da artmis Komorbit sartlarinin tedavisi,
1 GFR’ li bobrek >90 3.3 ilerlemenin yavaslatilmasi,
hasar1 KVH riskinin azaltilmasi
2 Hflﬁf artmis GFR” li 60-89 3.0 [lerlemenin hesaplanmasi
bobrek hasart
Komplikasyonlarin
3 Kismen azalmis GFR 30-59 4.3 . L ) ..
degerlendirilmesi ve tedavisi
. . Bobrek replasman tedavisi
4 Siddetli azalmis GFR 15-29 0.2 ..
i¢in hazirlik
<15 Bobrek replasmani (eger
5 | Bobrek yetmezligi (veya 0.1 DODISK TP &
N liremi varsa)
diyaliz)

1.1.2. Kronik Bobrek Hastaliginin Prevalansi

Diinya ¢apinda bir halk saglhigi sorunu olarak kabul edilen kronik bdbrek
yetmezliginin insidansi ve prevalansi her gegen giin artis gostermektedir (US, 2000).
Tiirk Nefroloji Dernegi (TSN) 2008 yillik kaydindan elde edilen veriler Tiirkiye’de
ki SDBH insidansinin 2000 yilindan beri yaklasik 4 kat artarken, prevalansinin 2 kat
arttigim gostermistir (Erek ve ark., 2002; Serdengecti ve ark., 2009).

Tirkiye’de 8765 kronik bobrek hastasinda yapilan calismada KBH’ nin kadinlarda
(%18.4) erkeklerden (%12.8) daha yaygin oldugu goriilmistir. KBH’ nin
prevalansinin yasla birlikte arttig1 ve 60 yas ve tizerindeki kisilerde %38.3 iken, 60
yas altindaki kisilerde %11.5 oldugu bildirilmistir. Evre 3 KBH, 6zellikle 60 yas
tizerindeki kisilerde daha yaygin olup KBH prevalansi, kirsal kesimde yasayanlarda,
kentsel alanda yasayanlardan kismen daha yiiksektir. KBH prevalansi Marmara
bolgesinde yasayanlarda (%19.7) en yiiksek olmakla birlikte bunu Giineydogu
Anadolu (%18.6), Karadeniz (%16.1), Dogu Anadolu (%14.2), Ege (%13.8), I¢
Anadolu (%12.6) ve Akdeniz (%]11.7) bolgesinin takip ettigi belirlenmistir. KBH

hastalarinin ¢ogunun evre 1-3 arasinda oldugu ve KBH evre 1, 2, 3, 4 ve 5 prevalans



oraninin sirastyla %5.4, %5.2, %4.7, %0.3, %0.2 oldugu bildirilmistir. KDOQI
kilavuzu ile yayinlanan KBH’ nin kriterlerini kullanarak Tirkiye’ de tiim toplumun
prevalansi %15.7 bulunmustur (Siileymanlar ve ark, 2011). Benzer sekilde KDOQI
kriterleri kullanilarak KBH prevalansi NHANES-1I (1999-2004) verilerine
dayanarak USA’de %13.1 ve HUNT-II (1995-1997) verilerine dayanarak Norveg’te
%10.2 olarak bildirilmistir (Coresh ve ark., 2007; Hallan ve ark., 2006).

Amerika Birlesik Devletlerinde diyaliz tedavisi veya bobrek nakli ile yasamin
siirdiiren kronik bobrek hastalarinin sayisindaki artist gosteren bir projeksiyon
calismasi yapilmis ve 1999°da 340,000 olan saymin 2010°da 651,000’e ulasacagi
ongoriilmistiir (US, 2000).

Birlesik Devletler Bobrek Veri Sistemi (USRDS) ve Avrupa Bobrek Birligi (ERA-
EDTA), son donem bobrek hastaligi (SDBH) olarak bilinen, evre 5 kronik bobrek

hastaligimin  insidanst ve prevalansinin  giderek arttigini  gostermislerdir

(http://www.era-edta-reg.org/index.jsp?p=annrep). 2009  USRDS atlasinda
yayinlanan uluslararasi karsilastirmalar, Taiwan (her 1 milyon kiside 415), Jalisco-
Mexico (her 1 milyon kiside 372) ve USA (her 1 milyon kiside 361), son donem
bobrek hastalifinin en yiiksek insidansina sahip tlkeler oldugunu gostermistir.
Prevalans agisindan Taiwan (her 1 milyon kiside 2288), Japonya (her 1 milyon kiside
2060) ve USA (her 1 milyon kiside 1698) en yiiksek orana sahiptir
(http://www.usrds.org/atlas.ntm). ABD’de KBH evre 1-4’tin prevalansi, Ulusal
Saglik ve Beslenme Incelemesi Arastirmasi (NHANES) 1999-2004 sonuglarma gore
%13.1 oldugu gosterilmistir. Populasyon tabanli ¢alismalar orta KBH (<60
mL/min/1.73 m? olarak tanimlanir) 30 veya daha biiyiik yastaki kisiler i¢in %7.2,
daha yasl populasyonda %23.4’den %35.8’e degistigini gostermektedir (Coresh ve
ark., 2007).

1.1.3. Kronik Bobrek Hastaliginin Etyolojisi

Bobrek hasari olmayan ve yiiksek ya da normal GFR’ye sahip bazi kisiler kronik
bobrek hastaligr i¢in artmis risk tasimaktadirlar. Kronik bobrek hastaliginda artmig

riski olan kisilerin oran1 bilinmemektedir. Riski arttiran faktorlerin arasinda; diabetes
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mellitus, hipertansiyon, sistemik lupus eritematozus, ileri yas (60-70 yas), akut
bobrek hastaliklar: sayilabilir (Harris ve ark., 1998; Burt ve ark., 1995; Lawrence ve
ark., 1998; Elixhauser ve ark., 2001).

Ulkemizde kronik bdbrek hastaligmin nedenlerine baktigimizda etiyolojiye gore;
kronik glomerulonefrit (%21), diyabetik nefropati (%16), hipertansiyon, nefroskleroz
(%16), tirolojik problemler (tas, obstriiksiyon, veziko {iireteral reflii) (%S8), kronik
interstitiyel nefrit (%7), kistik bobrek hastaliklar (%5), digerleri (nedeni belli) (%6)

ve nedeni belirsiz (%22) olmak iizere siralanabilir (Tanriverdi ve ark., 2010).

1.1.4. Kronik Bobrek Hastahgi ve Osteoporozis

Osteoporozis, diisiik kemik kiitlesi, artmis kemik kirilganligi ve artmis kirik riskine
yatkinlik ile karakterizedir. Osteoporoz herhangi bir yasta meydana gelebilir ve
postmenapozal hormonal durumlar, paratiroid hormon anormallikleri, yetersiz
vitamin D, beslenme bozukluklari, hamilelik, hareketsizlik, ilaglar gibi g¢esitli
mekanik, endokrin ve metabolik faktorlere dayanan heterojen bir etiyolojiye sahiptir
(Ginaldi ve ark., 2005; Delmas, 2002; Yun ve Lee, 2004). Kronik bdbrek
hastalarinda, mineral ve kemik metabolizmasinda meydana gelen bozulmalara sik
rastlanmaktadir. Bu bozukluklarin artmis mortalite ve morbidite ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Massry ve ark., 2003).

Kemik metabolizmas1 kronik bdbrek hastaliinin evrelerinde devamli olarak
degismektedir (Quarles, 2003). Fosfat, FGF23 (Fibrobalast Biiyiime Faktorii-23) ve
kalsitrol bagimsiz olarak kronik bobrek hastalarinda kemik turnoverini etkiler
(Santos ve ark., 2003). Fosfat direk olarak, olgun osteoklastlar tarafindan kemik
emilimini inhibe eder ve ayni zamanda yeni osteoklastlarin yapimint 6nler. Bu
inhibisyon yiiksek PTH (Paratiroid Hormon) seviyesi varliginda bile meydana gelir
(Kanatani ve ark., 2003). Yiiksek FGF23 seviyesi osteoblastlarin minerallestirici
aktivitesini bozar, FGF ailesinin diger iiyelerinde oldugu gibi osteoblastik
olgunlagsmayi baskilar (Larsson ve ark, 2004). Vitamin D reseptor (VDR) araciligi ile
hareket eden kalsitrol, normalde kemik iizerinde anabolik etkiye sahiptir ve kemigin

yeniden yapilanmasi i¢in onemlidir. Boylece diisiik kalsitrol seviyesi, kemigin hem



olusumu hem de emilimi {izerinde baskilayici etkiye neden olur (Panda ve ark.,
2004).

KBH’da serum kalsiyum diizeyi kemik metabolizmasii etkileyebilir. Yiiksek
ekstraseliiler iyonize kalsiyum konsantrasyonlart kemik emilimi inhibisyonuna ve
osteoklast apoptozisine neden olan sistolik Ca*? artisin1 tetiklerken, iyonize kalsiyum
konsantrasyonunda mindr azalmalar dolayli olarak PTH salgisin1 artirarak osteklastik
aktiviteyi uyarir (Zaidi ve ark., 1999; Lorget ve ark., 2000). Bunlara ek olarak
yiiksek ekstraseliiler Ca*? konsantrasyonlari, osteoklast prekiirsor hiicrelerde lokalize
olan kalsiyum algilayict reseptorleri etkileyerek osteoklast olusumunu inhibe eder.
Boylece KBH baslangicinda, diistiik kalsitrol/VDR (Vitamin D Reseptor) sistem,
yiiksek fosfat ve FGF23 baskinligi, PTH nun uyaric etkisi gibi kemik metabolizmasi
tizerinde baskilayici etkisi olan faktorler, azalmis kemik turnover oranina neden olur

(Kanatani ve ark., 1999).

1.1.4.1. Kronik Bobrek hastaligi ve Osteoporoziste Kemik Degisimlerinin Tanisi

Genel populasyonda osteoporozisin tanisi, ¢ift enerjili X 1511 absorbsiyometrisi
(DEXA) kullanilarak kemik mineral dansite (KMD) degerlendirilmesiyle
yapilmaktadir. Osteoporozisin tanimlanmasi lomber omurga ya da femur boynuna
uygulanan KMD o6l¢iimlerine dayanir. T-skor, postmenapozal kadinlarda en 6nemli
skor sistemidir. T-skor, 20-29 yas arasindaki saglikli beyaz kadmlar ile
kiyaslandiginda hastanin kemik dansitesini yansitir. (WHO study group, 1994).

Osteoporozisin simiflandirilmasi, kirik riskine gore hastalarin derecelendirilmesini
saglayan DEXA o6l¢iimii ile yapilir. Kirik riski genellikle kemik giiciinii yansitir.
Kemik giicii iki faktorle belirlenir 1) kemik mineral yogunlugu 2) kemik kalitesi. Bu
demek oluyor ki, sadece kemik dansitesini 6lgen DEXA, sadece kemik giiciinii
belirleyen kirik riski ile baglantilidir. Diger kemik mimarisi, kemik yeniden
yapilanma orani, hasar birikimi, kemik yapisi1 ve mineralizasyonunu igeren kemik
kalitesi DEXA ile belirlenemez (Seeman ve Delmas, 2006). Kronik bdbrek
hastaliginda ise osteoporozisin tanimlanmasi i¢in sol femur boyun ve lomber

omurgada yapilan DEXA o6l¢limiiniin uygulanabilirligi stiphelidir. Cilinkii klinik



sonuglarla KMD arasinda veri uyumu yoktur (Cunningham ve ark., 2004). Kemik
biyopsisi renal osteodistrofinin tanisi igin altin standarttir ve ayn1 zamanda kemik
hacmi 6l¢timii yan1 sira kemik turnover orani ve mineralizasyon oraninida verir (Moe
ve ark., 2006). Ancak zor ve zahmetli bir islem olmasi ve bu 6rnegi degerlendirecek
deneyimde patolog bulunamamasi nedeniyle, giinlik uygulamada hayata
gecirilememistir. Ayrica tiim hastalarda tant amagli rutin  kullanimi halen
onerilmemektedir. Kortikal kemik bolgelerinde (distal radius) kemik kiitlesinin
Olciimii ise kemik kaybin1 belirlemede kabul gérmektedir ve kemik turnoveri ile daha

uyumludur (Evrenkaya, 2011).

1.2. KLOTHO Geni ve Fonksiyonlar1

KLOTHO geni, farelerde asir1 eksprese oldugunda yasam siiresini uzatan,
bozuldugunda yaslanmayr hizlandiran “yaslanmayi baskilayici gen” olarak
tanimlanmistir. KLOTHO gen ekspresyonundaki bir defekt, yasamin ilk 3-4 haftasina
kadar fenotipte kendini gOstermez, fakat daha sonra gelisme geriligi,
hipogonadotropik hipogonadizm, hizli timik involiisyonu, deri atrofileri, sarkopeni,
vaskiiler kalsifikasyon, osteopeni, biligsel bozukluk, isitme kaybi, motor néron
dejenerasyonu, yasamin ilk 2 ayinda prematiire 6liim gibi multiple yaslanma benzeri
fenotipin olusmasinda oncii olur. Aksine, KLOTHO geni asir1 eksprese olan
transgenik fareler, wild-tipe farelerden daha uzun siire yasar. Boylece KLOTHO geni
asirt  eksprese oldugunda yasam siiresini uzatan bozuldugunda yaslanmayi

hizlandiran gen olarak fonksiyon goriir (Kuro-o0, 2010).

1.2.1. KLOTHO’ nun Molekiiler Ozellikleri: Gen, mRNA ve Protein

KLOTHO geni, 5 ekzon, 4 introndan olusur ve 50 kb’ dan daha uzun bir bdlge iginde
kromozom 13q12 de lokalizedir (Sekil 1.2.). (Matsumura ve ark, 1998; Shiraki-lida
ve ark., 1998; Razzaque MS, 2009).
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Sekil 1.2: KLOTHO geninin kromozom13q12°deki lokalizasyonu

(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?g=ENSG00000133116;r=1
3:33590207-33640282)

Promotor bolgelerinde TATA-box dizileri yoktur ve SP1 i¢in dort baglanma bolgesi
igerir. Klotho 2 transkriptten olusmaktadir; bunlardan 1012 aminoasit (130kDA)
kodlayan ve 5.2 kb biiyiikliiglindeki transkript, tek gecisli membran protein
ozelligindedir. Bu form, kisa transmembran domainini kaybettikten sonra dolasimda
serbest kalir ve molekiiler agirlig1 yavas yavas diiser. Salgilanmis formu, daha kiigiik
boyuttaki (65-70 kDa) proteine tamamen metabolize olur. Alternatif mRNA
splaysingden tiireyen diger transkript, yaklasik 65-70 kDa molekiiler agirlikli 242
aminoasite sahip olup Klotho’ nun N-terminal bdlgesini kodlar (Sekil 1.3).

Sinyal dizileri Transmembran domijn
N{ﬁ[:] o et vrnd [ E s e e e e e 24 Bl T}e
Sitoplazmik domain

Sekil 1.3: Klotho protein yapisinin sematik diagrami. Klotho, N-terminalde sinyal
dizileri ve C-terminalde kisa sitoplazmik domain ile transmembran domain igerir.
Klotho proteininin ekstraseliiler domaini 3-glukozidaz ile homolog diziler paylasan 2
internal tekrardan (KL1 ve KL2) olusur.

Her iki proteinde B-glukozidaz ailesine aittir. Salgilanmis formun ekspresyonu
membran formuna gdre baskin c¢ikmaktadir. insan Klotho proteini fare Klotho
proteini ile %86 oraninda aminoasit benzerligi gostermektedir. Klotho’ nun
ekstraseliiler domaini 2 internal tekrar icerir (KL1, KL2). Bu tekrarlar birbirleriyle
%21 benzerlige sahip olup, her biri 450 aminoasit uzunlugundadir. Bu iki domain
hiicresel membranin yiizeyinde kelebek seklinde bir molekiil olustururlar (Torres ve
ark, 2007). Intraseliiler domaini ise ¢ok kisadir (10 aminoasit uzunlugunda) (Sekil
1.4) (Kuro-o, 2010; http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=
ENSG00000133116;r=13:33590207-33640282).
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Sekil 1.4: KLOTHO geni, transkriptleri ve proteinleri gdsteren sema.

Klotho proteinlerinin bir diger 6zelligi, salgilanmis form ve membran formunun, in
vivo Klotho sekresyonu igin regiilator mekanizma ve posttranslasyon Klotho
islenmesinde oligomerik bir kompleks olusturmalaridir (Torres ve ark, 2007).

Klotho mRNA’s1 ¢ogunlukla bobrekte distal sarmal tiibiiler hiicrelerde ve beyinde
koroid pleksusta eksprese edilmektedir. Ayrica hipofiz, paratiroid, pankreas,
ovaryum, testis ve plasenta gibi pek ¢ok endokrin organda da eksprese edilir (Kuro-o
ve ark, 1997). Klotho’ nun otokrin, parakrin ve endokrin faaliyetleri arasinda ayrim
yapmak zordur ¢linkii farkl: hiicre tiplerinde farkli fonksiyonlar gosterir. Fare genetik
caligmalari, Klotho’nun, FGF sinyalizasyonunda, kalsiyum ve fosfat iyon
transportunda ve enerji metabolizmasindaki roliinii igeren in vivo fonksiyonlarmin
tanimlanmasina oncii olmustur (Razzaque ve ark, 2012).

Klotho proteini, mineral ve vitamin D metabolizmasinin kontroliinde anahtar rol
oynamaktadir. Klotho proteini FGF reseptorii olarak FGF23’iin baglanmasi igin
gereklidir (Kurosu ve ark., 2006). Klotho proteininin sentezinde Vitamin D 6nemli
bir regiilator olmasina ragmen sentezi indiikkleyen diger faktorler tamamen
tanimlanamamistir (Forster ve ark., 2011).

KLOTHO geninin dokuya spesifik ekspresyonuna ragmen, Klotho ekspresyonundaki
bir defektin sistemik fenotiplere neden olmasi Klotho’nun endokrin sistemlerde

gorevli olabilecegini akla getirmektedir. Son caligmalar, mineral metabolizmasinin
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ve bliylime faktorii sinyalinin endokrin diizenlenmesinde, Klotho preoteininin ¢oklu

fonksiyonlarini ortaya koymustur.

1.2.1.1. Membran Klotho Proteininin Fonksiyonu

1.2.1.1.1. FGF23 i¢in ko-reseptor olan Klotho

FGF23’ iin bobrekte fosfat tutulumuyla iligkili oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda
yapilan calismalarda FGF23, idrara fosfat atilimini desteklemek icin bobrekte
hareket eden kemikten derive olan bir hormon olarak tanimlanmistir (Quarles, 2008).
Idrara salman fosfat primer olarak, renal proksimal tiibiillerden yeniden emilen fosfat
miktartyla belirlenir. Proksimal tiibiillerde bulunan liiminal sividaki fosfat baslica,
proksimal tiibiillerin apikal firca sinir membraninda eksprese edilen tipll sodyum-
fosfat tasiyicisi (NaPi-2a) yoluyla alinir. FGF23 fosfatiirik aktivitesini NaPi-2a’yi
baskilayarak gosterir (Liu ve Quarles, 2007).

FGF23 geninde olusan missens mutasyonlar; yiiksek serum FGF23 seviyeleri,
hipofosfatemi ve kemik mineralizasyonunda defektlere neden olmaktadir (Shimada
ve ark.,, 2002). Aksine, FGF23’ten yoksun fareler yaygin yumusak doku
kalsifikasyonu ve hiperfosfatemi ile karakterize fosfat-retensiyon fenotipleri
gelistirirler (Shimada ve ark., 2004). Bunlara ek olarak FGF23’ten yoksun fareler
gelisme geriligi, hipogonadizm, prematiir timik involiisyon, sarkopeni, osteopeni,
deri atrofisi, pulmoner emfisemiyi de iceren Klotho eksikligi olan farelerde
prematiire yaglanma sendromunu animsatan, beklenmeyen fenotipler de gdosterirler
(Urakawa ve ark, 2006). Genetik calismalarla uyumlu olarak, biyokimyasal ve hiicre
biyolojisi ¢alismalari, Klotho proteininin FGF23 i¢in zorunlu bir koreseptor olarak
fonksiyon gosterdigini ortaya koymustur (Urakawa ve ark, 2006; Kuro-0, 2006).
FGF23’iin FGF reseptorlerine  affinitesi ¢ok  digsiiktiir ve fizyolojik
konsantrasyonlarda Klotho olmadan aktive edilemez (Yu ve ark., 2005). Klotho
proteini, pek ¢ok FGF reseptor izoformlartyla (FGFRI1c, 3c ve 4) ikili kompleks
olusturur ve FGF reseptorlerinin FGF23’e olan affinitelerini anlamli derecede

yiikseltir (Kurosu ve ark., 2006). Klotho’ nun bdbrege spesifik ekspresyonu,
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FGF23’iin multiple FGF reseptor izoformlar1 eksprese eden diger pek c¢ok doku
arasinda neden FGF23’iin bobregi hedef organ olarak belirledigini de agiklamaktadir.
Boylece, Klotho ve FGF23, fosfat hemostazini koruyan bu yeni tanimlanmis kemik-
bobrek endokrin ekseninin temel komponentleri olarak ortaya c¢ikmistir (Kuro-o,
2008). Bu endokrin eksenin diger bir onemli fonksiyonu serum D vitamini
seviyelerini diizenlemektir. Vitamin D’nin diyetle alinan fosfatin bagirsaklardan
emilimini harekete gegiren bir aktivitesi vardir (Dusso ve ark., 2005). D vitamininin
aktif formu (1,25 dihidroksivitamin Ds) bobrekte inaktif prekiirsériinden (25-
hidroksivitamin D3) Cyp27b1 geni tarafindan kodlanan 1a-hidroksilaz ile sentezlenir
ve Cyp24 tarafindan kodlanan 24-hidroksilaz tarafindan inaktive edilir. FGF23,
Cyp27bl gen ekspresyonunu baskilayarak ve Cyp 24 gen ekspresyonunu artirarak,
serum 1,25 dihidroksivitamin D3 seviyelerinde azalmaya yol acar (Shimada ve ark.,
2004). Boylece, fosfatiirik bir hormon olarak fonksiyon gostermesinin yaninda,
FGF23 vitamin D i¢in bir karsi-regiilator hormon olarak fonksiyon gdsterir.
FGF23’iin bu iki farkli aktivitesi birlikte, Klotho bagimli bir mekanizmayla negatif
bir fosfat dengesini indiikler (Liu ve ark., 2006).

1.2.1.1.2. Klotho ve FGF23 aracili kemik-bobrek endokrin ekseni

Vitamin D, kemikte FGF23 geninin ekspresyonunu pozitif yonde regiile eder. 1,25
dihidroksivitamin Ds’iin enjeksiyonu, rodentlerde serum FGF23 seviyelerini Saatler
icinde yiikseltir (Shimada ve ark., 2003). 1,25 dihidroksivitamin Dj3’iin niikleer
vitamin D reseptoriine (VDR) baglanmasi, diger bir niikleer reseptér RXR (Retinoid
X reseptoril) ile heterodimerizasyonu indiikler. VDR-RXR heterodimeri sirayla
FGF23 geninin promotor bolgesine baglanir ve ekspresyonu transaktivite eder (Kuro-
0, 2008). Osteositlerden salinan FGF23 bobrekteki Klotho-FGFR kompleksine ulagir
ve 1,25 dihidroksivitamin D3’iin baskilamak ve inaktivasyonunu harekete ge¢irmek
icin sinyal aktarir ve boylece negatif feedback ilmegini kapatir. Bu negatif feedback
ilmegi vitamin D hemostazi i¢in dnemlidir ¢linkii FGF23 veya Klotho’ daki defektler
farelerde ve insanlarda yiikselmis 1,25 dihidroksivitamin D3 seviyelerine sebep olur

(hipervitaminosis D) (Perwad ve ark., 2005; Saito ve ark., 2005; Takeda ve ark.,



13

2004). Klotho ve FGF23 yoksunu fareler, vitamin D’den yoksun diyet aldiklarinda
normal serum fosfat ve kalsiyum seviyeleri gostermis ve artik yaslanma benzeri

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

1.2.1.2.Salgilanan Klotho Proteininin Fonksiyonu

1.2.1.2.1. iyon Kanal Aktivitesinin Diizenlenmesi

Klotho proteini, FGF23 i¢in ko-reseptor olarak fonksiyon gdstermesinin yaninda,
humoral faktor olarak ta fonksiyon gosterir. Klotho proteininin ekstraseliiler domaini,
Klotho proteininin salgilanmig formunu iiretmek i¢in membrana tutunmus proteazlar
ADAMI10 ve ADAMI17 tarafindan tutturulurlar (Chen ve ark., 2007). ~120-130
kDa’luk ekstaseliller domainin tamami kan, idrar ve serebrospinal sivida
bulunmaktadir (Imura ve ark., 2004; Kurosu ve ark., 2005). Boylece, Klotho proteini
en az iki formda bulunur. Birisi, birincil olarak renal tiibiiler hiicrelerde eksprese
edilen membran Klotho’su; digeri kan, idrar ve serebrospinal sivida bulunan
salgilanmig Klotho’dur.

Membran Klotho’su FGF23 i¢in ko-reseptor olarak goérev yaparken, salgilanmig
Klotho FGF23 i¢in ¢dziiniir reseptor olarak gorev yapamaz ¢iinkii FGF23’e yiiksek
affinitesi olan yalniz basina Klotho proteini veya FGFR degil KLOTHO-FGFR
kompleksidir (Kurosu ve ark., 2006). Bu bulgular, salgilanmis Klotho’nun
FGF23’ten bagimsiz bir gorevi olabilecegini akla getirmektedir. Son yapilan
caligmalar, salgilanmis Klotho proteininin, membran Klotho’sundan farkli olarak,
coklu iyon kanallarmin regiilasyonu ve hiicre yiizeyindeki biliyiime faktori
reseptOrlerinin regiilasyonunu da igeren yeni fonksiyonlarmin oldugunu ortaya
koymustur.

Gegici reseptor potansiyel katyon kanali, subaile 5, eleman 5 (TRPVYS), salgilanmis
Klotho proteinleri tarafindan regiile edilen iyon kanallarindan biridir (Cha ve ark,
2008; Chang ve ark., 2005). TRPVS, renal tiibiiler hiicrelerin apikal kenarinda
eksprese edilen bir iyon kanalidir ve bébrekteki transepitelyal Ca*? geri emiliminde,

Ca*? girisinde birincil olarak sorumludur (Hoenderop ve ark., 2005). Salgilanmis
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Klotho proteini TRPVS’in internalizasyonunu inhibe ederek hiicre yiizeyindeki
TRPV5’in sayisi artirir, bdylece TRPV5-aracili Ca*® girisini ve renal Ca*? geri
emilimini artirir. Aslinda Klotho yoksunu fareler, yabanil tip farclere gore idrara
daha fazla kalsiyum atilimini gosterir (Tsuruoka ve ark., 2006). TRPV5’in
Klotho’nun indiiklemesiyle plazma membraninda tutulmasi, TRPV5’in glikanlarinin
modifikasyonuyla birliktelik gosterir (Cha ve ark, 2008; Chang ve ark., 2005).
Dahasi, salgilanmis Klotho renal dig medullar potasyum kanali (ROMKI1)’n1 TRPVS
reglilasyonunun ki ile ayni mekanizmayla regiile eder. ROMKI, renal tiibiiler
hiicrelerin apikal kenarinda eksprese edilen ve birincil olarak idrara potasyum
atilmasindan sorumlu bir potasyum kanalidir. Salgilanmis Klotho plazma
membranindaki ROMK1’in sayisin1 ve idrarda potasyum atilimini artirir. Salgilanmis
Klotho’nun bu aktivitesi hiicre yiizeyi glikoproteinlerinin internalizasyonunun

diizenlenmesi i¢in yeni bir mekanizma olarak goriinmektedir (Cha ve ark., 2009).

1.2.1.2.2. Bityiime Faktorii Sinyalinin Diizenlenmesi

Klotho yoksunu fareler, hipoglisemik, hipoinsiilinemiktir ve insiiline asir1 derecede
duyarhdir (Hesse ve ark., 2007; Utsugi ve ark., 2000). Aksine, Klotho’yu asir1
eksprese eden transgenik fareler normal aglik glikoz seviyeleri gostermelerine ve
diyabetik olmamalarina ragmen insiiline ve IGF-I (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-
I)’e direnglidir. Bu gdzlemler Klotho’nun Insiilin/IGF-1 aktivitesinde inhibitdr etkisi
olabilecegini akla getirmektedir (Kurosu ve ark., 2005).

Salgilanmis Klotho’nun insiilin-IGF-I reseptorlerinin aktivitesini inhibe edis
mekanizmasi hala tamamlanmamis olsa da, salgilanmis Klotho’nun insiilin/IGF-I
reseptorlerinin hiicre yiizeyindeki sayisimi glikanlarint modifiye etmek suretiyle
internalizasyonlarint degistiriyor olmasi muhtemeldir. Klotho’nun insiilin/IGF-I
reseptorlerini  inhibe etme yetenegi, Klotho’nun anti-aging 6zelliginden
kaynaklaniyor olabilir ¢linkii yukarida tartigildig: gibi pek ¢ok genetik bulgu instilin
benzeri sinyal yolaginin kismi inhibisyonu yaslanmay1 baskilayan evrimsel olarak
korunmus mekanizmalardan biridir. Insiilin, salgilanmis Klotho proteininin serum

seviyelerini yiikseltebilir buda sirasiyla periferal dokularda insiilin sinyalini inhibe
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edip, devam eden insiilin etkisini engeller. Bu salgilanmis Klotho’nun endokrin
etkisiyle ger¢eklesen yeni bir insiilin sinyalini negatif feedback mekanizmasini temsil
ediyor olabilir ve neden Klotho yoksunu farelerin asir1 derecede insiiline duyarh
oldugunu kismen agiklayabilir.

Salgilanmig Klotho proteininin pek ¢cok Wnt ligandlarina baglandigin1 ve Wnt’nin bu
hiicre ylizey reseptorlerine baglanmasini engelleyerek Wnt sinyalini inhibe ettigi
bildirilmistir (Liu ve ark., 2007). Wnt sinyalinin aktivasyonu kok hiicre
proliferasyonu ve yasami i¢in ¢ok dnemliyse de devamli ve uzun siiren Wnt sinyal
aktivasyonu, kok hiicrelerin bitkinligine ve tilkenmesine neden olabilir. Kok hiicre
disfonksiyonu doku rejenerasyonunu sinirlayip, yaslanma siirecini potansiyel olarak
etkiledigi i¢in salgilanmis Klotho proteininin Wnt sinyalini inhibe etme yetenegi,
Klotho yoksunu farelerde yaslanma benzeri fenotiplere neden olmaktadir. Bu
bulgular Klotho yoksunlugunun Wnt sinyal aktivitasyonu ve kok hiicre
yaslanmasinda siireklilik olusturdugunu gostermektedir (Kirstetter ve ark., 2006;

Scheller ve ark., 2006).

1.2.2. Klotho ve Kronik Bobrek Hastalig

Klotho bobreklerde fazla miktarda eksprese olur. Klotho’nun ¢6ziiniir formu
bobregin korunmasi ve bobrek sivi-soliit dengesinin diizenlenmesinde birgok faaliyet
gosteren endokrin bir madde olarak fonksiyon goriir. Hem akut bobrek yetmezligi
hem kronik bobrek hastaliginda renal ve sistemik Klotho eksikligi vardir. KBH’da
Klotho eksikligi renal hastaliklarin ilerlemesine ve ekstrarenal komplikasyonlara
neden olmaktadir. Kronik bobrek hastalarinda Klotho seviyesi, yumusak doku
kalsifikasyanlarmin varligini, siddetini ve ilerleme oranini tahmin etmede bir
belirleyici olabilir (Hu ve ark., 2012). Yumusak doku kalsifikasyonu ve 0Ozellikle
vaskiiler kalsifikasyon, kronik bobrek hastaliginda yiiksek mortaliteyle iliskili koti
komplikasyonlardir. Klotho en az 3 mekanizma ile yumusak doku kalsifikasyonuna
kars1 korur: fosfatiiri, renal fonksiyonlarin korunmasi ve fosfat alimini inhibe ederek

vaskiiler diiz kas hiicrelerini direkt etkileyerek yapar.
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Klotho eksikligi hem akut bobrek yetmezligi hem de kronik bobrek hastaliginda
glomerular filtrasyon oraninin azalmasini artirirken; asiriligi bu oranit korur. Klotho
eksikliginin  diizeltilmesiyle, KBH’da ekstrarenal komplikasyonlarin gelisimi
onlenebilir ve ilerlemesi geciktirilebilir. Ozetle Klotho cesitli renal hastaliklarda
onemli bir molekiildiir ve terapdtik tedavinin yani sira diagnostik ve prognostik

biyomarkor olarak 6nemli bir role sahiptir (Hu ve ark., 2010).

1.2.3. KLOTHO Gen Polimorfizmleri

Insan KLOTHO geninde 10’dan fazla mutasyon ya da tek niikleotid polimorfizmleri
rapor edilmistir (Sekil 1.6). Promotdrde lokalize olan G395A’nin kemik mineral
dansite (Kawano ve ark., 2002; Yamada ve ark, 2005), osteoartrit (Tsezou ve ark.,
2008), sistolik kan basinci (Rhee ve ark., 20006), aterosklerotik koroner arter hastaligi
(Imamura ve ark., 2006; Rhee ve ark., 2006), erken damar yolu disfonksiyonu (Kim
ve ark., 2008) ve kardiyoembolik atak (Kim ve ark., 2006) ile iliskili oldugu rapor
edilmistir. Ekson 4°te lokalize olan diger tek niikleotid polimorfizmi C1818T nin ise,
kemik mineral dansite (Kawano ve ark., 2002), aclik glukoz, aterosklerotik koroner
arter hastalig1 (Rhee ve ark., 2006) ile iliskili oldugu rapor edilmistir. KL-VS olarak
bilinen 6 tek niikleotid polimorfizmi ise gizli koroner arter hastalig1 (Arking ev ark.,
2003), yiiksek dansite lipoprotein (HDL) kolesterol (Arking ve ark., 2005) ve insan
yasam siiresi (Arking ve ark., 2002) ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Kim ve ark.,
2006; Arking ve ark., 2003).

KLOTHO geni polimorfizmlerinin, bobrek hastaligi ve diyalizli hastalar arasinda
carpicl bir baglanti olusturmasi beklenmesine ragmen, diyalizli hastalarda bu iki
polimorfizm ile iliski seyrek olarak bildirilmistir. Asya populasyonunda KL-VS
polimorfizmleri ve G395A ve C1818T polimorfizmleri hari¢ diger polimorfizmlerde
seyrek bulunmaktadir. Japon diyaliz hastalarinda CI1818T ve G3895A
polimorfizmleri LDL kolesterol ve iirik asit ile iligkili bulunmus olup iliski

mekanizmasi tam olarak anlasilamamaistir (Shimoyama ve ark., 2009).
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Sekil 1.5: Kromozom 13q12 tizerinde KLOTHO polimorfizm dizilerinin haritasi.

1.3. Vitamin D ve Vitamin D Reseptor (VDR) Fonksiyonlar:

Vitamin D, endokrin sistem kemik ve kalsiyum dengesinin kontrol merkezidir
(Valdivielso ve Fernandez, 2006). Vitamin D, yan zincirindeki farklilik nedeniyle
degisik formlara sahiptir ve biyolojik olarak inaktiftir. Vitamin D’nin 25 hidroksi
(25(0OH)D) ve 1,25 dihidroksi (1,25(0H)2D) metabolitleri mevcut olup bunlardan
1,25 dihidroksivitamin D3 (1,25(0H)2D3) aktif formdur (Armas ve ark.,2004; Lips,
2006). Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3 (kalsitrol),
kalsiyum dengesi tizerindeki genomik etkilerini diizenlemek i¢in spesifik bir reseptor
yoluyla faaliyet gosteren ve diizenlenen dolagimdaki formudur (Haussler ve ark.,
1998). Dahasi, vitamin D, iskelet metabolizmasi ve kalsiyum emilimi yaninda
immiin cevap ve kanser gibi diger metabolik yolaklarda da 6nemli rol oynar.
Ornegin, immiin sistemde monosit farklilasmasin1 destekler, lenfosit ¢ogalmasini
inhibe eder ve IL-2 (interldkin-2), interferon-y ve IL-12 gibi sitokinlerin
salgilanmasinda gorev alir. Kanser hiicrelerinin bazi tiplerinde vitamin D,
antiproliferatif etki gosterir (Risch ve Merikangas, 1996).

Vitamin D reseptor geni tarafindan gen transkripsiyonunun kontroliinii igeren temel
basamaklar; reseptore ligandin baglanmasi, retinoid X reseptor (RXR) ile

heterodimerizasyon, heterodimerin vitamin D cevap elementlerine (VDRE)
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baglanmas1 ve diger niikleer proteinlerin transkripsiyonel kompleksin igine
alinmasidir. Boylece VDR genindeki genetik degisimler, kalsiyum metabolizmasi,
hiicre ¢ogalmasi ve immiin fonksiyonu etkileyerek gen aktivasyonu iizerinde énemli

defektlere 6ncii olabilir (Sone ve ark., 1990).

1.3.1. Vitamin D Reseptor Gen Yapisi

VDR cDNA’ sinin 1988 yilinda klonlanmasindan sonra (Baker ve ark., 1998) insan
VDR geninin genomik yapisinin kesfedilmesi yaklagik 10 y1l siirmiis ve genin dnemli
boliimleri 1997 yilinda ortaya koyulmustur (Miyamoto ve ark., 1997). COL2A1l
geninin hemen yaninda, kromozom 12q13.11° de lokalize olan VDR geni, 100
kb’den daha uzun olup 11 ekzon igermektedir. (http://www.genecards.org/cqi-
bin/carddisp.pl?gene=VDR) VDR 427 aminoasitten olusan yaklasik 50 kDa’luk

molekiil agirlikli bir proteindir. VDR geninin 1A, 1B, 1C olarak bilinen ilk 3 ekzonu
5’UTR bolgesini kodlar ve VDR transkriptlerinde polimorfik olarak bulunur. Diger 8
ekzon (ekzon 2-9) yapisal gen iriinii olan proteini kodlamaktadir (Audi ve ark.,
1999). VDR geninin 3 unique mRNA izoformlart ekzon 1B ve 1C’nin farkli
splayzinginin sonucu olarak iretilir. Ekson 1A’ daki DNA dizileri, GC’den zengindir
ve acik bir TATA kutusu icermez. SP1 transkripsiyonel faktorii icin birkag baglanma
bolgesi ve diger aktivatorleri icerir. VDR geni ekzon 2 ve ekzon 3 DNA baglayici,
ekzon 7, ekzon 8 ve ekzon 9 ise vitamin D baglayici bolgelerdir (Cakir ve Ersoy
Tunali, 2010; http://omim.org/entry/601769).

Assembly excepti... 1
chromosome 12

L al2 | ql4.1 CIEY O EEN ool B EEdGesl ]

Assembly excepti.. pagsg paTcH HSCHR12_1_CTG2 HSCHR12_1 CTG2_1 HSCHR12_3 CTG2_1 | H
HSCHR1Z_1_C[E1 HSCHR12_2 (TG2_1 HSCHR12,

HE1123_PATCH
HSCHR12 2 CTG2

Sekil. 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 birgok dokuya 6zgiin transkriptler olusturabilme kapasitesine sahiptir.
Birbiriyle baglant1 esitsizligi (LD) gosteren intron 8 ve ekzon 9’da ve ayrica ekzon

2’de cgesitli polimorfizmler saptanmaistir.

1.3.2. VDR Geninin Fonksiyonu

VDR, iki ayr1 fonksiyonel domain i¢inde aminoasit benzerlikleri gosteren,
proteinlerin niikleer reseptor siiperaile tiyesidir. VDR’nin N-terminal bolgesi DNA
tanima ve baglanmadan sorumlu iki ¢inko parmak iginde yapilanir, C-terminal
bolgesi ise 1,25-(OH)2D3 hormonunu baglar (Jurutka ve ark., 2000).

Bobrekte  1,25(OH)2D3  seviyesi;  1,25(OH)2D3’tin =~ VDR’yi  etkileyerek,
1,25(0OH),;D3’1i sentezleyen enzim CYP27B1’i baskilamasi sonucu, olusan {iriiniin
inhibe edilmesi yoluyla kontrol edilir. Yapilan ¢aligmalarda CYP27B1’in bobrekten
derive olmus HEK293 (Human Embriyonic Kidney-293) hiicrelerinde VDR
aracilifiyla 1,25(0OH);D; tarafindan downregiile oldugu dogrulanmistir. HEK293
hiicrelerinde 1,25(OH);D3 tarafindan CYP27B1’in inhibisyonunun, promotor
yakininda CYP27B1 taranskripsiyonel baglangic bdlgesinde negatif VDRE ve
transkripsiyonel baglama bolgesinin uzaginda 2 klasik VDREs ile ligand VDR’ nin

etkilesimi ile iligski oldugu gosterilmistir (Turunen ve ark., 2007).

1.3.3. VDR Geni Polimorfizmleri

1990’ larda VDR geninin 3’ ucunda, Apal (Faraco ve ark.,1989; ), ECORV (Morrison
ve ark., 1992), Bsml (Morrison ve ark., 1992), Tagl (Morrison ve ark., 1994) ve
Tru9l (Ye ve ark., 2000) restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmleri kesfedilmistir.

Sekil 1.8”de su an bilinen VDR polimorfizmleri verilmistir.
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Sekil 1.7: VDR geninin ekzon-intron yapist ve bilinen polimorfizmlerin yerlesimi
(A.G. Uitterlinden et al. / Gene 338 (2004) 143-156)

VDR geninde fonksiyonel dizi varyasyonlarii tanimlamak igin 3’ regiilator
bolgesinde odaklanilmistir. Bsml, Apal ve Taql genin 3’ ucuna yakin bolgede
lokalize olup baglanti dengesizligi (LD) cevrilmeyen bolgeyi (UTR) igeren 3’
regiilator bolge i¢indedir. VDR geninin 3°-UTR bolgesi birgok polimorfizm
icermektedir ve bdylece giiglii LD sayesinde Bsm-Apa ve Taq RFLP ile gozlenen
birliktelik agiklanabilir. Genin 3’-UTR bdlgesinin, ekspresyonun diizenlenmesi ve
ozellikle mRNA stabilitesinin regiilasyonu ile ilgili oldugu bilinmektedir (Decker ve
Parker, 1995). 3°-UTR bdlgesindeki reseptor polimorfizmleri mRNA stabilitesini
etkileyen AUUUA motifleri olarak tanimlanmaktadir (Schaaf ve Cidlowski, 2002).
3’-UTR’deki fonksiyonel polimorfizmlerin dogru sekilde tanimlanmasi ve 1yi
tanimlanmis farkl hiicre tiplerinin kullanilmasi 6zellikle Bsml, Apal ve Taql gibi 3’
polimorfizmlerinin  birlikteligini  gostermek i¢in molekiiler ~mekanizmalarin
aydinlanmasma yardimci1 olacaktir. Bu c¢alismalar, biitiin bilinen VDR
polimorfizmlerini ve birbirleriyle iligkisini analiz etmek i¢in ¢ok onemlidir ¢linkii
VDR ekspresyonu ve aktivitesini belirlemek icin birbirleriyle etkilesimde
olacaklardir (Uitterlinden ve ark., 2004).

1.3.4. VDR Geni ve Kronik Bobrek Hastalig

Kronik bobrek hastaliginda, vitamin D ve vitamin D analoglarinin bobrek koruyucu

etkiye sahip oldugu rapor edilmistir. Kronik bobrek hastaliginin gelismesinde ilk
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olarak 1,25(OH)2D3’iin azalmis serum seviyesi meydana gelir ve bu artmis bobrek
inflamasyonu ile iliskilidir. Plazma 25(OH)D3 seviyesi ile SDBY riski ve evre 2-5
kronik bobrek hastalikli hastalardaki 6liim arasinda zit bir iliski vardir.

Vitamin D’nin hormonal formu 1,25(OH)2D3, kalsiyum, fosfat ve siilfat dengesini
diizenler. Gozlemsel veriler, oral kalsitrol takviyesinin kronik bobrek hastaligi olan
kisilerde yiikselmis yasam kalitesi ile iligkili oldugunu gdstermistir. Ayn1 zamanda
Vitamin D, 1,25(0OH)2D3, Renin geninin transkripsiyonunu azaltir ve bdylece renin-
anjiyotensin sistemini direkt olarak ayarlar (Martin ve ark., 2010).

Bobrek yetmezliginde VDR polimorfizmlerinin etkisi bu hastalarda vitamin D’nin
kompleks rol oynamasi nedeni ile arastirilmistir. Kronik bobrek yetmezligi olan
hastalarda temel komplikasyonlardan biri sekonder hiperparatiroidizmin (sHPT)
gelismesidir. Kalsitrol-VDR kompleksi, paratiroid hormon sentezi ve paratiroid
hiicre ¢ogalmasini regiile eder (Szaba ve ark., 1989; Patel ve ark., 1994). Boylece
VDR reseptorii ile kalsitroliin etkilesimi, paratiroid bezi hiicre ¢ogalmasi yaninda
PTH sentezini inhibe eder. Uremik sHPT olan hastalar, son 10 yil boyunca
hiperkalsemiyi diizeltmek ve dolayisiyla sHPT’i Onlemek igin vitamin D
metabolitleri ile tedavi edilmistir.

Arastirmacilar, post-transplant diabetes mellitus riski ile Tagl polimorfizminin t alleli
iliskisi ve etkisini gostermislerdir (Numakura ve ark., 2005). Buna ek olarak, Apal
polimorfizminin aa genotipinin, prediyaliz hastalarinda yiiksek PTH ve osteokalsin
seviyesi ve kalsiyum seviyesindeki degisiklikler ve PTH salgilanmasimin regiile
edilmesi ile iligkili oldugu bildirilmistir (Yokoyama ve ark., 1998; Yokoyama ve
ark., 2001).

1.3.5. VDR Geni ve Kemik Biyolojisi

Vitamin D, normal kemik metabolizmasi i¢in gereklidir ve vitamin D reseptor
vasitasiyla barsak ve bobrek tarafindan kalsiyum alimini regiile etmektedir. Kronik
bobrek hastaligi-mineral kemik bozukluklar1 (KBH-MKB), altta yatan kronik bobrek
hastaligina bagli olarak mineral ve kemik metabolizmasinda ortaya ¢ikan kalsiyum,

fosfor, parathormon (PTH) ve vitamin D metabolizmas1 anormalliklerini igeren
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sistemik bir bozukluktur. Bobrek hastalig1 baslangicinda fosfat birikimi ve FGF23 ve
paratiroid hormon gibi fosfatiirik hormonlarin seviyesi ylikselmeye baslar (Quarles,
2003). Serum FGF23’teki bu yiikselis, PTH’daki yiikselisten daha once gerceklesir
ve bagimsiz bir sekilde renal fosfat ekskresyonu artarak serum fosfat normal oranda
korunur (Ritz ve Gross, 2005). Artmis PTH, fosfatin renal ekskresyonunu artirarak
ve la-hidroksilaz aktivitesini uyararak fosfat ve plazma kalsitrol seviyelerinini
normale ¢evirir. Bununla birlikte PTH’nun temel hedefi, kemik turnoverini artirmay1
saglayan plazma kalsiyum konsantrasyonunu diizenlemektir (Santos ve ark., 2003).
Caligmalar, normal populasyonda (Morrison ve ark., 1994; Uitterllinden ve ark.,
1996; Yamagata ve ark., 1994), ikiz ciftlerde (Morrison ve ark., 1994; Hustmyer ve
ark., 1994), premenapozal kadinlarda (Garnero ve ark., 1995; Houston ve ark., 1996;
Fleet ve ark., 1995; Salamone ve ark., 1996), postmenapozal kadinlarda (Houston ve
ark., 1996; Keen ve ark., 1995; Kroger ve ark., 1995; Krall ve ark., 1995; Looney ve
ark., 1995), yash kadinlarda (Gross ve ark.,1996; Ferrari ve ark., 1995; Melhus ve
ark., 1994), saglikli kadinlarda (Rigss ve ark., 1995), osteoporozlu kadinlarda (Rigss
ve ark., 1995), beyaz ve siyahi kadinlarda (Fleet ve ark., 1995) gerceklestirilmistir.
Biitiin bu ¢alismalar Kafkaslar (Houston ve ark., 1996; Keen ve ark., 1995),
Italyanlar (Ferrari ve ark., 1995), Finliler (Kroger ve ark., 1995), Kuzey Amerikalilar
(Fleet ve ark., 1995; Krall ve ark., 1995), Isvecliler (Melhus ve ark., 1994),
Hollandalilar (Uitterlinden ve ark., 1996), Avusturyalilar (Morrison ve ark., 1992),
Almanlar (Baltzer ve ark., 1999), Fransizlar (Garnero ve ark., 1995), Dogulular
(Yamagata ve ark., 1994) ve Giiney Amerikalilar (Lazeretti ve ark., 1997) gibi farkli
etnik kokenli populasyonlarda yapilmistir. Biitiin bu ¢aligsmalardan ¢eliskili sonuglar
rapor edilmistir. Sonuclar bazilarinda iliskili bazilarinda ise tartismali bulunmustur.
Bu farkliliklar beslenmedeki farkliliklar (Krall ve ark., 1995; Kiel ve ark., 1997),
farkli populasyonlarda (Morrison ve ark., 1994) genotip dagilimi ya da her bir

caligmadaki ornek sayisi ile agiklanabilir.
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1.4. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri

Restriksiyon endoniikleazlar (RE), bakterilerde yabanci bir DNA molekiiliiniin
hiicreye girisine karsi bir savunma mekanizmasi saglayan enzimlerdir. Bakterilerin
DNA molekiiliinii ylizden fazla farkli tanima bolgesinden kesen ¢ok sayida RE vardir
ve her biri DNA {izerinde 4-8 bazlik 6zgiin dizileri tanir. RE’lar DNA’y1 belli
bolgelerden kesmek igin kullanilabilir (Cooper ve Hausman, 2006). Bu enzimler
DNA’y1 molekiil i¢inde kestikleri i¢in endoniikleaz, aktiviteleri yabanci DNA’da
siurli kaldigr i¢in restriksiyon olarak tanimlanir (Solak ve ark., 2000).

Bu teknigin uygulanabilmesindeki temel mantik; transisyon ya da transversiyon
tipindeki mutasyon ya da polimorfizmin bu bdlgedeki bir enzimin tanima dizisini
ortadan kaldirabilecegi gibi bazen de bir enzim i¢in o bdlgede yeni bir tanima dizisi
olusumuna neden olabilecegidir.

Bu yontemde kan ya da dokudan izole edilen DNA parcasi PCR islemine tabi tutulur.
PCR ile ¢ogaltilan bdlge uygun restriksiyon enzimleri ile kesilir. Kesilen parcalar
elektroforez yontemi ile jelde yiiriitiildiikten sonra cesitli yontemlerle boyanarak
goriiniir hale getirilir. Ultraviyole 151k altinda biiyiikliikleri incelenir ve fragmentlerin
biiyiikliigiine gore analiz yapilir (Liileyap, 2008).

Hedef DNA boélgesinin RE enzimi ile kesilmesi sonucu olusan ve uzunluklar
acisindan gesitlilik gosteren DNA fragmentleri, Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfzimleri (RFLP) olarak adlandirilir. RFLP’ler birgok hastalikta kalitsal

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

1.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizileme, mutasyon belirlemede altin standarttir. DNA dizi analizi i¢in en
yaygin olarak kullanilan yaklagim Sanger yontemidir. Cok basamakli bir iglem olan
Sanger dizi analizinin avantaji, baglangigtaki orjinal kalip i¢in komplementer zinciri
sentezleyen DNA polimerazi inhibe etmek amaciyla niikleotidlerin kimyasal
analoglarinin  kullanilmasidir.  DNA dizi analizini baslatmak i¢in kisa bir

oligoniikleotid ile DNA sentezi baslatilir ve DNA polimeraz, kalip iplik boyunca
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hareket eder veya radyoaktif isaretli niikleotidleri ya da floresan isaretli niikleotidleri
yeni sentezlenen zincir icersine ekler. Dort sekans reaksiyonunun her birine dort
normal niikleotidin her biri yanlizca bir inhibitér analogunun eklenmesi ile bir sekans
bilgisi saglanir. Ornekler jel elekteroforezi ile analiz edildiginde, bir seri bant elde
edilir. Daha sonra analiz edilen DNA fragmentinin niikleotid dizisini saptamak i¢in
dogrusal bir merdiven olarak okunabilir.

Giinlimiizde, DNA dizi analizine ait islemi otomatiklestirmek i¢in cihazlar
gelistirilmistir ve bunlar hem normal hem de mutant genlerin analizi i¢in rutin olarak

kullanilmaktadir. (Nussbaum ve ark., 2005).

Bu caligmanin amaci, kronik bobrek hastalarindan ve saglikli bireylerden olusan
calisgma grubunda, KLOTHO geninin G-395A ve C1818T polimorfizmleri ve
Vitamin D reseptor geninin Apal ve Taql polimorfizmlerini genotipleyerek, hasta ve
kontrol grubu arasindaki sikligini belirlemek ve bdylece hastalik ile s6z konusu
polimorfizmlerin arasindaki iliskiyi ortaya koymaktir. Ayrica hastalik ile iliskili bazi
biyokimyasal parametreler ile bu polimorfizmlerin iligkisini degerlendirerek

hastaligin etiyolojisi lizerine s6z konusu polimorfizmlerin etkisini arastirmaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

“Kronik Bobrek Hastaliginda KLOTHO ve VDR Geni Polimorfizmlerinin
Arastirilmas1” isimli bu tezin ¢alismalarina baslanmadan 6nce Kirikkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Danmigsma Kurulu Bagkanligi’ndan 07.06.2010

tarihli ve 2010/B054 karar numarali etik kurul onay1 alinmistir.

2.1. Hasta ve Kontrol Gruplari

Bu calismada, Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar
ABD/Nefroloji BD kliniginde kronik bobrek hastaligi tanis1 almis yaslart 18 ile 69
yas arasinda olan, akut ya da kronik inflamatuar ya da infeksiy6z hastaligi olmayan,
hipo/hipertiroidisi olmayan, vaskiilit ve aort koartasyonu olmayan, bilinen mental
hastalig1 olmayan, malignitesi olmayan, son 1 yilda akut major kardiyovaskiiler olay
gecirmemis, bilinen orta-agir KOAH’1 olmayan 104 diyalize girmemis kronik bobrek
hastasi ve bilinen herhangi bir hastaligi olmayan 104 kontrol grubu ¢alismaya dahil
edildi.

Caligma kriterlerine uygun olan bireylere etik kurulca onaylanmig onam formlar
imzalatilarak ¢alisma grubu olusturuldu. Hasta ve kontrol grubuna ait gerekli bilgiler
daha dnceden hazirlanmis olan hasta bilgi formlar1 her hasta i¢in poliklinik doktorlar
tarafindan dolduruldu. Olgular yas, cinsiyet, kilo, boy, BMI, 6n kol KMD (Sol
Onkol/SA)), sistolik kan basinci ve diyastolik kan basmcinin yanmda elde edilen
serum Orneklerinde tam kan sayimi, sedimentasyon, CRP, bobrek fonksiyon testleri,
aclik glukoz, total kolesterol, trigliserit, HDL kolesterol, LDL kolesterol, VLDL,
TSH, PTH gibi biyokimyasal parametreler agisindan degerlendirildi. Hastalardan
EDTA’1 tiiplere 4cc kan alindi. Alman kanlar DNA izolasyonu yapilana kadar +4°C’
de muhafaza edildi. DNA izolasyonundan sonra ise -20 °C’ de sakland.
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2.2. Caliymada Kullanilan Cihazlar

Mikro santrifiij (Heraeus — Biofuge pico)

Sogutmali santrifiij (Thermo)

Hassas terazi (Sartorius)

Hot plate (Niive)

Vorteks (Niive)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Termal Cycler (Eppendorf - Mastercycler personal)

Termal Cycler (Techne)

Mikropipetler (1-10 ul, 10-100 ul, 100-1000 ul ) (Eppendorf Research)
Ceker ocak

Distile su cihaz1 (Barnstead)

Yatay elektroforez tanki (Thermo)

Mikrodalga firin (Argelik)

Buzdolabi1 (Profilo)

Derin dondurucu (-20) (Bosch)

Jel goriintiileme sistemi (BioDoc-It® Imaging System-UVP)
Gii¢ kaynag1 (Apelex)

ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Jel gortintiileme sistemi (Wealtec Dolphin-View)

Santrifiij (Sarstedt, Gruppe, DESAGA)

Mini Cycler (MJ Research)

Termal Cycler (Global Genomics Partner, Bio-Neer)
Santrifiij (Rotina 420, Hettich Zentrifugen)

Real-Time PCR (ABI, GeneAmp 5700 Sequence Detection System)
GE-LUNAR DPX PRO
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2.3. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

DNA izolasyon 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 Tiipler (Roche)

Filtreli Tipler (Roche)

Primerler

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi i¢in primerler (Metabion)
F: 5-TTACCTGTGGGATGTCCACCA -3’

R: 5'- GATGGCCGAGCTCTT GAA AG -3’

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi icin primerler (Metabion)
F: 5'- CAGTCCCAACGCAACCCATA -3’

R: 5'- TCAGGTTCATTCTCTTTGCCT -3’

VDR geni Apal (rs7975232) polimorfizmi icin primerler (Iontek)

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

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

VDR geni Taql (rs731236) polimorfizmi icin 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.2H,0 (Sigma)

Sodyum Asetat (Sigma)

Formamid (Applied)
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Binding Buffer NT1 (Macherey-Nagel)

Wash Buffer NT3 (Macherey-Nagel)

Elution Buffer NE (Macherey-Nagel)

0,2 ul’ lik 8°1i strip tiip (Greiner Bio-One)

Apal restriksiyon enzimi-10u/ul, 3000u (Fermentas)
Apal enzim tamponu (Fermentas)

Tagl restriksiyon enzimi-10u/ul, 3000u (Fermentas)
Tagl enzim tamponu (Fermentas)

Tag DNA polimeraz-5u/ul, 500u (Fermentas)
Maxima Tag DNA polimeraz-5u/ul, 500u (Fermentas)
MgCl, 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, 0,5ug/ul, 50 pg)
Isoprophanol (Sigma)

%70’ lik Ethanol absolute (Merck)

%100’ lik Ethanol absolute (Merck)

Agaroz (Multicell)

5 X TBE Buffer (Biological Industries)

Etidyum bromiir (Sigma)

Orange G (Sigma)

6X Loading Dye (Fermentas)

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

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

Steril sar1 ve beyaz pipet ucu (Axygen)

0.2 mI’lik Ependorf tiipleri (Axygen)

1.5 mI’lik Ependorf tiipleri (Axygen)

2 ml’ lik collection tiipler (Macherey-Nagel)

Cesitli boyutta cam siseler (Isolab)

Steril dH,0
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2.4. Kullanilan Soliisyon ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Inhibitor removal Buffer

20 ml absolute ethanol eklenerek hazirlandi
Wash Buffer

80 ml absolute ethanol eklenerek hazirlandi
Proteinaz K

4.5 ml steril distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi icin Forward Primer
Liyofilize icerige 200 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi icin Reverse Primer
Liyofilize icerige 200 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi i¢cin Forward Primer
Liyofilize icerige 200 pl steril dH>O eklenerek hazirlandi.

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi i¢in Reverse Primer
Liyofilize igerige 200 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

VDR geni Apal(rs7975232) polimorfizmi i¢cin Forward Primer
Liyofilize icerige 486 pl steril dH,O eklenerek hazirlandi.

VDR geni Apal(rs7975232) polimorfizmi i¢in Reverse Primer
Liyofilize igerige 394 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.

VDR geni TaqI(rs731236) polimorfizmi i¢in Forward Primer
Liyofilize icerige 385 pl steril dH,O eklenerek hazirlandu.

VDR geni Taql(rs731236) polimorfizmi icin Reverse Primer

Liyofilize icerige 358 ul steril dH,O eklenerek hazirlandi.

0.5 X TBE Buffer

5 X TBE Buffer’dan 1’e 9 oraninda distile su ile seyreltilerek hazirlandi.
0.5MEDTA

186,1 g Disodium EDTA.2H,0 800ml dH,0’da ¢6ziildii, pH NaOH’le 8’e ayarlandi,
total voliim 1000ml’ye tamamlandi.

125 mM EDTA

100ml 0.5M EDTA’ya 400 ml dH,O eklenerek hazirlandi.
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3M Sodyum Asetat
40,8 g NaOAc 70 ml dH20’da ¢oziildii, pH glasiyal asetik asitle 5.2’ye ayarlandi,

total voliim 100ml’ye tamamlandi.

2.5. Periferik Kandan DNA izolasyonu

[zolasyon High Pure PCR Template Preparation Kit ile gergeklestirilmistir.

1.

Onceden 70 Co’ye getirilmis su banyosuna son basamakta ilave edilmek tizere
yeterli miktarda elution buffer inkiibasyona birakildi.

200 pl kan, 200 pl binding buffer ve 40 ul Proteinaz K 1,5 ml lik tiipe sirasiyla
eklendi.

Karisim vortekslendikten sonra santrifiijde spin atildi ve 70 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakildu.

10 dakika sonunda karigimin tizerine 100ul isopropanol eklendikten sonra
vortekslendi, santrifiijde spin atildi ve altinda collection tiip (toplama tiipii)
bulunan filtreli tiipe aktarildu.

Filtreli tiipe aktarilan karigim 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi ve collection
tiip degistirildi.

Inhibitor removal buffer’dan 500 ul ilave edildi ve 8000 rpm de 1 dakika santrifiij
edildikten sonra collection tiip degistirildi.

500 pl wash buffer ilave edildi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra

collection tiip degistirildi.

. Yikama islemi, yani 7. basamak tekrar edildi.

. Yikamalardan sonra bos collection tiiple 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi.

10. Collection tiip atildi ve filtreli tiipler 1,5 ml lik tiiplere yerlestirildikten sonra

150ul elution buffer ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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2.6. KLOTHO Geni i¢in PCR Kosullari

KLOTHO geninin 4. ekzonunda yer alan C1818T (rs564481) ve promotor bolgede
yer alan G395A (rs1207568) SNP degisimlerini dizi analiziyle tespit etmek amaciyla
PCR gergeklestirildi. Bunun i¢in toplam 50 ul’lik PCR karisim1 hazirlandi.

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi icin hazirlanan 50 ul’lik PCR karisimi:

10X PCR Buffer 5ul
MgCI2 (25 mM) 3ul
dNTP mix (25 mM) Sul
F primer (10 pmol) 2 ul
R primer (10 pmol) 2 ul
Taq DNA polimeraz 0,25 ul
dH20 27,50ul
Kalip DNA Sul

Ependorf tiipler iginde hazirlanan karigim pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden

sonra 151 dongiisii asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’a yerlestirildi.

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi icin hazirlanan Thermal Cycler 1s1

dongiisii:

95°C 5 dk

95°C 1dk

55 °C 1dk > 30 Déngii
72°C 1 dk

72°C 7 dk

4 °C Saklama
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KLOTHO geni G395A polimorfizmi icin hazirlanan 50 pl’lik PCR karisimi:

10X PCR Buffer 5ul
MgCI2 (25 mM) 3ul
dNTP mix (25 mM) Sul
F primer (10 pmol) 2ul
R primer (10 pmol) 2ul
Taq DNA polimeraz 0,25 ul
dH20 31,75u
Kalip DNA 1l

Ependorf tiipler icinde hazirlanan karisim pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden

sonra 1s1 dongiisli asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’a yerlestirildi.

KLOTHO geni G395A polimorfizmi icin hazirlanan Thermal Cycler 1s1

dongiisii:

95°C
95 °C
55 °C
72°C
72°C
4°C

5 dk
1 dk
1dk ¢ 30 Dongi
1 dk
7 dk

Saklama

1. tur PCR’da 2 primer ve bunun {iriinlerinin kullanilarak yapildig: 2. tur PCR’da 2

¢ift primer kullanildi. Bu sekilde nested PCR yapilmis oldu. 2. tur PCR’dan sonra

agoroz jel hazirlandi. PCR frlinleri agoroz jelde yiritiiliip elektroforezde

goriintiileme yapildi.
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Agaroz Jelde Goriintiileme

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X):
% 0,05 Bromofenol mavi,

% 15 Fikol,

% 0,05 Ksilen siyanol.

%2 lik agaroz jel kullanildi.

2.7. KLOTHO Geni i¢in PCR Temizleme

PCR temizleme i¢in Macherey-Nagel NucleoSpin Extract II kit kullanilmustir.
. 100 pl PCR fiiriiniine 200 pl Binding Buffer NTI ilave edildi.

. Eppendorf tiipler 2 mI’lik collection tiiplere yerlestirildi.

. 11000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi.

. 700 pl Buffer NT3 ilave edilerek yikama iglemine gegildi.

. 11000 rpm’de 30 sn. santrifiij edildi.

. Gerekli olursa yikama asamasi tekrarlanabilir.

. Buffer NT3’ii uzaklastirmak i¢in 11000 rpm’ de 1 dk. santrifij edildi.

0 9 O O B~ W N

. Buffer NT3’den kalan etanoliin tamamen uzaklastirilmasi i¢in tiipler 70°C’de 2-5
dk. inkiibe edilir.

9. 1,5 ml’ lik yeni eppendorf tiiplere filtreli tiipler yerlestirilir ve 15-30 pl Buffer NE
eklendi.

10. Oda sicakliginda 1 dk. inkiibe edildi.

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

Sekans PCR:

PCR iirlinleri ile “Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing” Kkiti icerisinde
bulunan Big Dye Karisimi kullanilarak, KLOTHO geni CI1818T ve G395A
SNP’lerinin ilk PCR’1nda kullanilan F primerlerle sekans PCR’1 gerceklestirilmistir.

KLOTHO C1818T ve G395A polimorfizmi icin hazirlanan 20 pul’lik Sekans PCR

karisimi:

Big Dye Karistm1 8 pl

Primer F 3.2 pmol
Ik PCRiiriinii 5 ul
dH20 3.8 ul

Ependorf tiipler iginde hazirlanan karigim pipetaj ve kisa bir santriifiij isleminden

sonra 1s1 donglisli asagidaki sekilde hazirlanmis olan Thermal Cycler’a yerlestirildi.

KLOTHO C1818T ve G395A polimorfizmi icin Sekans PCR Thermal Cycler 1s1

dongiisii:

96°C 30 sn

96°C 10 sn

50°C 5sn 30 Dongli
60°C 4 dk

Sekans Temizleme:

Sekans temizleme, her biri 20 pl PCR iiriinii iceren 96 kuyucuklu reaksiyon plate’te
Ethanol/EDTA/Sodyum Asetat metodu ile yapildi ve 15 pl formamid iginde

¢oziilerek DNA dizi analizi makinesine verildi.
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1. 96 kuyucuklu reaksiyon plate thermalcycler’dan alindi ve kisa siireli spin atildu.

2. Her bir kuyucuga 2 pul EDTA (125 mM) ilave edildi ve kuyucugun tabanina
ulagmasi saglandi.

3. Her bir kuyucuga 2 pl Sodyum Asetat (3 M) ilave edildi ve kuyucugun tabanina
ulagmas1 saglandi.

4. Kuyucuklara 50 pl %100’lik ethanol ilave edildi.

5. Plate aliminyum bantla tamamen kapland1 ve 4 kez ters diiz edilerek karistirildi.

6. Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildi.

7. 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

8. Plate santriflijden ¢ikarilip ters gevrildi ve spin atild1.

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

10. Sogutmal1 santrifiijde +4 %C>de 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

11. Plate santrifiijden ¢ikarilip ters ¢evrildi ve spin atildi.

12. Kuyucuklarin karanlikta iyice kurumasi saglandi.

13. Devam etmek icin Orneklere enjeksiyon buffer ilave edildi. Hemen

calisilmayacaksa plate aliiminyum folyo ile kapland1 ve +4 %C’de muhafaza edildi.

Kapiller Elektroforez:

Sekansi takiben reaksiyon purifikasyonu yapildiktan sonra, oOrnekler Applied
Biosystems kapiller elektroforeze dayali genetik analizérde (ABI 3100) analiz igin
hazir hale geldi. Kapiller elektroforezde, siklus sekans reaksiyon {iriinleri
elektrokinetik olarak, POP-4 polimerle doldurulmus Kkapillerlere enjekte edildi.
Uygulanan yiiksek voltajla, negatif yiiklii DNA fragmanlar pozitif elektroda dogru,

kapillerler i¢indeki polimer boyunca hareket etti.

Veri Analizi:

Kapiller elektroforezden sonra, veri toplama software’i Sequencing Analysis

Software Version 5.1 ile ham verileriden olusan bir 6rnek dosyasi olusturdu.
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Toplanan renk-veri bilgilerinin karsilik gelen niikleotid bazlarina doniistiiriilmesi igin

veri analizi yapilmas1 amaciyla Finch TV programi kullanilda.

2.9. VDR Geni icin PCR Kosullari

VDR geninin intron 8 bolgesinde yer alan Apal (rs7975232) ve ekzon 9 bolgesinde
yer alan Taql (rs731236) polimorfizmlerini, PCR RFLP metoduyla tespit etmek
amaciyla PCR gerceklestirildi. PCR’1 takiben RFLP i¢in %2’lik agaroz jel dokiilerek
enzim kesim irilinleri jelde yiiriitiildi. Bunun i¢in toplam 50 ul’lik PCR Mix’i

hazirlandi.

VDR Geni Apal ve Taql Polimorfizmleri icin Hazirlanan 50 wpl’lik PCR

karisimi:

10X PCR Buffer 5ul
MgCI2(25 mM) 3ul
dNTP mix (10 mM) Tyl
F primer (100 nmol) Tl

R primer (100 nmol) Tl

Tagq DNA polimeraz (500U) 0.5 ul
dH20 335
Kalip DNA Sul

VDR Geni Apal ve Taql Polimorfizmleri icin Hazirlanan Thermal Cycler Isi

Dongiisii:

94°C 5 dk

94°C 20 sn

65°C 50sn ¢ 10 Dongii

72°C 1 dk
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94°C 20 sn

63°C 50sn 25 Déngii
72°C 1dk

72°C 6 dk

4°C Saklama

2.10. %2’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR sonunda, amplifikasyon {irlinlerinin kontrol edilmesi i¢in %?2’lik agaroz jel
hazirlandi. 150 ml 0,5X TBE ig¢ine 3 g agaroz eklenerek mikrodalga firinda
saydamlasincaya kadar kaynatilip, icerisine ¢eker ocak altinda 10 pl EtBr ilave edildi
ve toplam voliim jel dokme setine dokiilerek tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra

tarak c¢ikarildi. Boylece {iriiniin yiiklenmesi igin gerekli olan kuyucuklar olusturuldu.

2.11. Elde Edilen PCR Uriinlerinin Agaroz Jelde Kontroliiniin Yapilmasi

Hazirlanan %2’lik agaroz jel, i¢inde 0,5X TBE bulunan elektroforez tankina alindi.
Jel taraginin olusturdugu kuyulardan ilkine 1ul 6X yiikleme boya soliisyonu, 2ul
marker DNA, 3ul dH,O karisimi; diger kuyulara ise 2 pl yiikleme tamponu brom
fenol blue ile birlikte 10ul PCR iiriinii yiiklendi. 100 voltta 1,5 saat yiiriitiildii.

Sonuglar jel goriintiileme sisteminde degerlendirildi.

2.12. Enzim Kesimi

2.12.1. VDR Geni Apal Polimorfizmi icin Apal Enzim Kesimi

PCR’dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan Orneklere Apal enzim kesimi

uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan karisim asagida verilmistir.
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PCR firiinii 10ul
dH20 18ul
10X Buffer B 2ul

Apal enzim 1,5ul

Eppendorf tiipler i¢inde hazirlanan karisim hafif¢e pipetaj yaparak karistirildi ve
santrifiij yapildu. 37°C’de 3 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda elde edilen iiriinler
%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele markir ve enzim kesim riinlerinin
yiiklemesi PCR iiriinlerinin kontrolii i¢in yapilan yliklemeyle ayni sekilde yapildi.
Agaroz jel elektroforeziyle yapilan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara gére

ti¢ farkli genotip belirlendi:

PCR tiriinii : 740 bg

Genotip AA : 740 bg biiyiikliigiinde tek bant

Genotip Aa : 740 bg, 515 bg, 225 bg biiyiikliigiinde 3 bant
Genotip aa : 515 bg, 225 be biiyiikliigiinde 2 bant

2.12.2. VDR Geni Taql Polimorfizmi i¢in Taql Enzim Kesimi

PCR’ dan sonra kontrol edilen ve amplifiye olan orneklere Taql enzim kesimi

uygulandi. Bunun i¢in hazirlanan karisim asagida verilmistir.

PCR iirtinii 10ul
dH20 18ul
10X Buffer Tagql 2ul

Apal enzim 1,5u

Eppendorf tiipler icinde hazirlanan karigim hafifce pipetaj yaparak karistirildi ve
santrifiij yapildi. 65°C’de 3 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda elde edilen iiriinler

%2’lik agaroz jelde kontrol edildi. Agaroz jele marker ve enzim kesim iriinlerinin
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yiiklemesi PCR iiriinlerinin kontrolii i¢in yapilan yliklemeyle ayni sekilde yapildi.
Agaroz jel elektroforeziyle yapilan RFLP analizi sonucunda elde edilen bantlara gore

ti¢ farkl1 genotip belirlendi:

PCR iiriinii : 740 bg

Genotip TT : 495 bg, 245 bg biiyiikliigiinde 2 bant

Genotip Tt : 495 bg, 290 bg, 245 bg, 205 be biiyiikligiinde 4 bant
Genotip tt : 290 bg, 245 bg, 205 bg biiyiikliigiinde 3 bant

2.13. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analiz PASW (Predictive Analytics SoftWare) version 19 programi
kullanilarak yapilmistir. Kontrol ve galisma gruplar: arasindaki yas ortalamasi igin T-
testi kullanilmistir. Diger parametreler i¢in Fisher’in ki kare testi (X* dagilimi)
kullanilmigtir. p degeri <0.05 oldugunda istatistiksel agidan anlamli oldugu kabul
edilmistir. Ayrica her bir polimorfizmin genotip dagilim: Hardy-Weinberg dengesine
(HWE) uygunluk bakimindan X2 testi kullanilarak test edilmistir. P degeri >0.05 ise

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

Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklari AD/Nefroloji BD
kliniginde takip edilerek kronik bobrek hastaligi tanist almis (diyalize girmemis)
yaglar1 18 ile 69 arasinda olan 104 hasta ve bilinen herhangi bir hastaligi olmayan
104 kontrol ¢aligmaya dahil edilmistir.

Calismaya dahil edilen kronik bobrek hastalarinin yas ortalamasi 56.76+1.22 iken,
kontrol grubunun yas ortalamasi 49.13+1.00 olarak hesaplanmustir.

VDR geni Apal, Taql ve KLOTHO geni C1818T, G395A polimorfizmlerinin hasta
ve kontrol grubundaki genotip dagilimlar1 hesaplanmis ve aralarindaki fark
istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Calisma kapsaminda ayrica kronik bobrek hastalarinda hipertansiyon, diyabet, PTH
diizeyi ve kemik mineral dansite verileri ile VDR ve KLOTHO geni
polimorfizmlerinin genotip dagilimlar1 karsilastirilmistir.

VDR geni Apal, Taql ve KLOTHO geni C1818T, G395A polimorfizmleri i¢in hasta
ve kontrol grubunda elde edilen genotip dagilimlari, Hardy-Weinberg dengesine
(HWE) uygunluk bakimimdan X? testi kullanilarak test edilmistir. Hardy-Weinberg
analizi, beklenen ve gozlenen homozigot degeri, beklenen ve gozlenen heterozigot

degeri ve allel frekans1 hesaplamalar1 yapilmistir.

3.1. VDR Geni Polimorfizmlerinin Genotiplendirilmesi

Calisma grubunda, VDR geni Apal (rs7975232) ve Taql (rs731236) TNP’leri PCR-
RFLP yontemiyle genotiplendirildi.

VDR geni 3’ kodlanmayan bolge (untranslated region=UTR) polimorfizmlerinden
intron 8’de bulunan Apal (rs7975232) A/C polimorfizminin tespiti i¢cin PCR
uygulamas1 sonucu 740 bg’lik ilk iiriiniin kontrolii %2’lik agaroz jelde yapilmstir,

Bazi olgulara ait agaroz jel goriintiisii verilmistir (Sekil 3.1.1).
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Sekil 3.1.1: VDR geni Apal polimorfizmi, 740 b¢’lik amplifikasyon iirtiniiniin %2’lik
agaroz jel goriintiisi. M: Marker DNA (100bg, 200bg, 300bp, 400b¢g, 500bg, 600bg,
700bg, 800bp, 900bg, 1000bg). 1-10: Olgulara ait amplifikasyon iiriindi.

Birinci PCR’dan sonra amplifiye olan Orneklere Apal enzim kesimi uygulandi.

Kesim {irtinleri %2’lik agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.1.2). Elde edilen bant

paternine gore asagida verildigi sekilde genotipleme yapildi.

Homozigot AA : 740 bg biiyiikligiinde tek bant
Heterozigot Aa : 740bg, 530bg, 210bg biiyiikligiinde 3 bant
Homozigot aa : 530bg, 210bg biiyiikliiglinde 2 bant
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Sekil 3.1.2: VDR geni Apal polimorfizmi, 740 b¢’lik amplifikasyon {iriiniintin Apal
enzimi ile yapilan kesim sonuglarinin %2’lik agaroz jel goriintiisi. M: Marker DNA
100bg, 200bg, 300bp, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bp, 900bg, 1000bg). 1-14:
Olgulara ait Apal enzim kesim {irlinleri. (1:Aa, 2:Aa, 3:Aa, 4:AA, 5:aa, 6:Aa, 7:Aa,
9:Aaq, 10:AA, 11:Aa, 12:aa, 13:Aa, 14:aa)

VDR geni Apal (rs7975232) polimorfizminin genotip dagilimi 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 bulunmustur. VDR geni Apal
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(rs7975232) polimorfizmi genotip dagilimi olgu ve kontrol gruplar1 arasinda
degerlendirilmis ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli olup Aa genotipi

hasta grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05) (Tablo 3.1.1.).

Tablo 3.1.1. Hasta ve kontrol gruplarinda VDR geni Apal A/C polimorfizmi igin
genotip dagilimi

VDR Geni Apal Genotip Siklig1

AA Aa aa Toplam
(n/%) (n/%) (n/%) (n) p degeri
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 Apal polimorfizminin hasta grubundaki A alleli frekans1 0.596, a alleli
frekansi 0.404 olarak bulunurken kontrol grubundaki A alleli frekans1 0.678, a alleli
frekans1 0.322 olarak bulunmustur. Allel frekansi agisindan gruplar arasinda fark
bulunmamustir (p=0.083). Apal genotip frekans: hasta ve kontrol grubunda HW
dengesine uymamaktadir (sirasiyla; p=0.004, p=0.000). VDR geni Apal
polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansi dagilimlari

Tablo 3.1.1.1.”de gosterilmistir.

Tablo 3.1.1.1 Apal polimorfizminin genotip ve allel frekanslari

Frekans
Apal Allel  Frekans  Genotip n Gozlenen  Beklenen X? p
degeri
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 bdlge (untranslated region=UTR) polimorfizmlerinden
ekzon 9’da bulunan Taql (rs731236) C/T polimorfizminin tespiti i¢in PCR
uygulamast sonucu 740 bg¢’lik ilk iriiniin kontrolii %2’lik agaroz jelde yapilmistir,

bazi olgulara ait agoroz jel goriintiisii verilmistir (Sekil 3.1.3).
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Sekil 3.1.3: VDR geni Taql polimorfizmi, 740 b¢’lik amplifikasyon iirlinliniin %2’lik
agaroz jel goriintiisi. M: Marker DNA (100bg, 200bg, 300bp, 400bg, 500bg, 600bg,
700bg, 800bp, 900bg, 1000bg). 1-9: Olgulara ait amplifikasyon {iriinii.

Birinci PCR’dan sonra amplifiye olan orneklere Taql enzim kesimi uygulandi.
Kesim {riinleri %2’ lik agaroz jelde kontrol edildi (Sekil 3.1.4). Elde edilen bant

paternine gore asagida verildigi sekilde genotipleme yapildi.
Homozigot TT : 495 bg, 245 be biiyiikliigiinde 2 bant

Heterozigot Tt : 495 bg, 290 bg, 245 bg, 205 bg biiyiikligiinde 4 bant
Homozigottt  : 290 bg, 245 bg, 205 be biiytikliiglinde 3 bant

11 12- 13 14

Sekil 3.1.4: VDR geni Taql polimorfizmi, 740 b¢’lik amplifikasyon {iriiniiniin Taql
enzimi ile yapilan kesim sonuglarinin %2’lik agaroz jel goriintiisi. M: Marker DNA
100bg, 200bg, 300bp, 400bg, 500bg, 600bg, 700bg, 800bp, 900bg, 1000bg). 1-14:
Olgulara ait Apal enzim kesim triinleri. (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 Taql (rs731236) polimorfizminin genotip dagilim1 olgu grubunda %350
(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 bulunmustur. VDR geni Taql
(rs731236) polimorfizminin genotip dagilimi1 agisindan gruplar arasinda fark
bulunmamustir (p=0,902) (Tablo 3.1.2.).

Tablo 3.1.2. Hasta ve kontrol gruplarinda VDR geni Taql C/T polimorfizminin
genotip dagilimi

VDR Geni Tagl Genotip Siklig1

TT Tt tt Toplam
(n/%) (n/%) (n/%) (n) p degeri
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 Tagl polimorfizminin hasta grubundaki T alleli frekansi 0.697, t alleli
frekansi 0.303 olarak bulunurken kontrol grubundaki T alleli frekans1 0.678, t alleli
frekans1 0.322 olarak bulunmustur. Taql genotip frekansi1 hasta grubunda (p=0.498)
ve kontrol grubunda (p=0.32) olup HW dengesine uymaktadir. VDR geni Taql
polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansi dagilimlar

Tablo 3.1.2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1.2.1. Taql polimorfizminin genotip ve allel frekanslari

Frekans
Taql Allel Frekans Genotip n  Gozlenen Beklenen  X*  p degeri
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 bobrek hastasi olan 104 olgudan hipertansiyonu olan birey sayis1 62 (%59.6),
hipertansiyonu olmayan birey sayist ise 42 (%40.4) olarak bulunmustur.
Hipertansiyonu olan ve olmayan bireyler ile VDR geni Apal, Taql genotip
dagilimlar arasinda fark bulunmamistir (sirasiyla; p=0.260; p=0.124). Hasta grubu
hipertansiyonu olan ve olmayanlarda VDR geni polimorfizmlerinin genotip dagilimi

Tablo 3.1.3.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1.3. Kronik bobrek hastalarinda hipertansiyon durumunun VDR geni
genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta p degeri
(n/%)
Hipertansif Apal AA 27(40.5)
Aa 24(38.7)
aa 11(17.7)
0.260
Hipertansif olmayan Apal AA 17(40.5)
Aa 12(28.6)
aa 13(31)
Hipertansif Taql TT 26(61.9)
Tt 29(46.8)
tt 7(11.3)
0.124
Hipertansif olmayan Taql TT 26(61.9)
Tt 12(28.6)
tt 4(9.5)

Kronik bobrek hastasi olan 104 olgudan diyabetik olan birey sayist 41 (%39.4),

diyabetik olmayan birey sayis1 ise 63 (%60.6) olarak bulunmustur. Diyabetik olan ve

olmayan bireyler ile VDR geni Apal, Taql genotip dagilimlari arasinda fark

bulunmamistir (sirasiyla; p=0.084; p=0.602). Hasta grubunda diyabetik olan ve

olmayanlarda VDR geni polimorfizmlerinin genotip dagilimi Tablo 3.1.4.°de

gosterilmistir.

Tablo 3.1.4. Kronik bobrek hastalarinda diyabet durumunun VDR geni genotipleriyle
iligkisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta p degeri
(n/%)
Diyabetik Apal AA 16(39)
Aa 19(46.3)
aa 6(14.6)
0.084
Diyabetik olmayan Apal AA 28(44.4)
Aa 17(27)
aa 18(28.6)
Diyabetik Tagql TT 18(43.9)
Tt 18(43.9)
tt 5(12.2)
0.602
Diyabetik olmayan Tagql TT 34(54)
Tt 23(36.5)

tt

6(9.5)




46

Hasta grubunda PTH diizeyi normal olan birey sayist 29 (%27.9), yiiksek olan birey
say1st 75 (%72.1), kontrol grubunda parathormon diizeyi normal olan birey sayis1 87
(%83.65), yliksek olan birey sayist 17 (%16.35) olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubu arasinda PTH diizeyi normal olanlar ile Apal, Taql genotip dagilimi
arasinda fark gézlenmemistir (sirasiyla; p=0.420; p=432). PTH diizeyi yiiksek olan
bireyler ile Apal, Taql genotip dagilimi arasinda fark gdézlenmemistir (sirastyla;
p=0.106; p=330). PTH diizeyi ile VDR geni polimorfizmlerinin genotip dagilimi
Tablo 3.1.5’da verilmistir.

Tablo 3.1.5. PTH diizeyinin VDR geni genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta Kontrol p degeri
(n/%) (n/%)
Apal AA 13(44.8) 51(58.6) 0.420
Aa 7(24.1) 17(19.5)
aa 9(31) 19(21.8)
Normal
Taql TT 17(58.6) 39(44.8) 0.432
Tt 9(31) 37(42.5)
tt 3(10.3) 11(12.6)
Apal AA 31(44.8) 10(58.8) 0.106
Aa 29(38.7) 2(11.8)
aa 15(20) 5(29.4)
Yiksek
Taq| TT 35(46.7) 11(64.7) 0.330
Tt 32(42.7) 4(23.5)
tt 8(10.7) 2(11.8)

Kronik bobrek hastast 104 hastadan Sol On Kol/SA ortalamasina gore; 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 arasinda
genotip dagilimlar incelenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda osteoporozu olan
bireyler ile Apal, Taql genotip dagilimi arasinda fark goézlenmemistir (sirasiyla;
p=0.229; p=0.865). Osteopenisi olan bireyler ile Apal, Taql genotip dagilimi
arasinda fark gozlenmemistir (sirasiyla; p=0.331; p=0.816). Normal bireyler ile
Apal, Taql genotip dagilimi arasinda fark gozlenmemistir (sirasiyla; p=0.149;
p=0.922). Sol On Kol/SA kemik mineral dansite dlciimleri ile VDR geni Apal ve

Taql polimorfizmleri genotip dagilimlart Tablo 3.1.6.’da verilmistir.
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Tablo 3.1.6. Kronik bobrek hastalarinda Sol On Kol/SA kemik mineral dansite
Ol¢iimleri ile VDR geni genotipleri arasindaki iligkisinin degerlendirilmesi

On Kol KMD (Sol On Kol/SA)’ ye gére Genotip Dagilimi

Grup SNP Genotip Hasta Kontrol p degeri
(n/%) (n/%)
Apal AA 12(40) 6(66.7) 0.229
Aa 12(40) 3(33.3)
aa 6(20) 0(0)
Osteoporoz
Taql TT 13(43.3) 3(33.3) 0.865
Tt 14(46.7) 5(55.6)
tt 3(10) 1(11.1)
Apal AA 15(41.7) 20(51.3) 0.331
Aa 14(38.9) 9(23.1)
aa 7(19.4) 10(25.6)
Osteopeni
Taql TT 19(52.8) 18(46.2) 0.816
Tt 14(38.9) 18(46.2)
tt 3(8.3) 3(7.7)
Apal AA 17(44.7) 35(62.5) 0.149
Aa 10(26.3) 7(12.5)
aa 11(28.9) 14(25)
Normal
Taql 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

Calisma grubunda, KLOTHO geni C1818T (rs564481), G395A (rs1207568)
TNP’leri dizi analizi yontemiyle belirlendi. KLOTHO geninin ekson 4’de bulunan
C1818T (rs564481) polimorfizminin C/T degisimini genotiplendirmek iizere ilgili
bolgeyi kapsayan yaklagik 300 b¢ biyiikliigiindeki bolgenin dizi analizi
gerceklestirilmistir. 401 bp’lik PCR {irliniiniin kontrolii %2’lik agaroz jelde
yapilmistir (Sekil.3.2.1.).
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Sekil 3.2.1: KLOTHO geni CI1818T polimorfizmi, 401 bg¢’lik amplifikasyon
tirlintiniin %2°lik agaroz jel gortintiisti. M: Marker DNA. 8, 38, 208, 211, 150, 147,
178, 162 nolu olgulara ait amplifikasyon tiriind.

KLOTHO geni C1818T polimorfizmi i¢in baz1 olgulara ait Sequencing Analysis
Software Version 5.2.0°1n olusturdugu ham verilerden Finch TV 1.4.0 kromatogram
goriintiileyici programinin olusturdugu grafik gortintiileri verilmistir. KLOTHO geni
C1818T polimorfizmi CC genotipini gosteren sekans grafigi Sekil 3.2.2.’de, CT
genotipini gosteren sekans grafigi Sekil 3.2.3.’de, TT genotipini gosteren sekans

grafigi Sekil 3.2.4.de gdsterilmistir.

CCAGATCGC TTTACTCCAGG -'—'.-'—'.;._GC;.G TTACACATTTTCGCTTCTCCCTGGACT
&0 50 100 110 120 130

L n.m,ﬂlﬂhﬂﬂﬂhlhﬂ.

Sekil 3.2.2: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 28 nolu kontrole ait
homozigot CC genotipini gosteren sekans grafigi.

C:—-_GCCCC;—-.G:—-__CGC___:—-.C_CC:—-_GG.-—-_.-—-_.-—-._GC:—-_G__.-—-.C:—-_C:—-_____CGC__C_CCC_
a0 S0 1

N

Sekil 3.2.3: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 13 nolu kontrole ait
heterozigot CT genotipini gdsteren sekans grafigi.
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Sekil 3.2.4: KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizmi 70 nolu hastaya ait
homozigot TT genotipini gosteren sekans grafigi.

KLOTHO geni CI1818T polimorfizminin genotip dagilimi 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 bulunmustur. KLOTHO geni
C1818T polimorfizminin genotip dagilimi agisindan gruplar arasinda fark
bulunmamuistir (p=0,231) (Tablo 3.2.1.).

Tablo 3.2.1. Hasta ve kontrol gruplarinda KLOTHO geni C1818T C/T polimorfizmi
i¢in genotip dagilimi

KLOTHO Geni C1818T Genotip Sikligi

CcC CT TT Toplam
(n/%) (n/%) (n/%) (n) p degeri
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 frekansi 0.649, T
alleli frekans1 0.351 olarak bulunurken kontrol grubundaki C alleli frekans1 0.630, T
alleli frekans1 0.370 olarak bulunmustur. C1818T genotip frekansi hasta grubunda
HW dengesine uyumlu olup (p=0.73), kontrol grubunda ise HW dengesine uyumlu
degildi (p=0.008). KLOTHO geni C1818T polimorfizminin hasta ve kontrol

grubunda genotip ve allel frekans1 dagilimlar1 Tablo 3.2.1.1°de gdsterilmistir.
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Tablo 3.2.1.1. C1818T polimorfizminin genotip ve allel frekanslari

Frekans
C1818T  Allel  Frekans Genotip n  Gozlenen Beklenen X? p
degeri
Hasta C 0.649 CC 43 0.413 0.421 012 0.73
T 0.351 CT 49 0.471 0.456
1T 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 promotdér bolgesinde bulunan G-395A polimorfizminin G/A
degisimini genotiplendirmek Tlizere ilgili bolgeyi kapsayan yaklasik 300 bg
biiyiikliigiindeki bolgenin dizi analizi gergeklestirilmistir. 421 bg¢’lik PCR {iriiniin
kontrolii %2’lik agaroz jelde yapilmistir (Sekil 3.2.5.).

Sekil 3.2.5: KLOTHO geni G395A polimorfizmi, 421 bg’lik amplifikasyon iiriniiniin
%2’lik agaroz jel gortntiisii. M: Marker DNA. 8, 38, 208, 211, 150, 147, 178, 162
nolu olgulara ait amplifikasyon tiriinii.

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi i¢in bazi olgulara ait Sequencing
Analysis Software Version 5.2.0’in olusturdugu ham verilerden Finch TV 1.4.0
kromatogram goriintiileyici programinin olusturdugu grafik goriintiileri verilmistir.
KLOTHO geni G395A polimorfizmi GG genotipini gdsteren sekans grafigi Sekil
3.2.6.’da, GA genotipini gosteren sekans grafigi Sekil 3.2.7.°de, AA genotipini

gosteren sekans grafigi Sekil 3.2.8’de gdsterilmistir.
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TCC CGCCCCCnnG_CGGG@nnnG__GG_CGGCGCC____C. CCCCGACGAAGI(
300 30 320 340

LUMUA Hl uuhummm

Sekil 3.2.6: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 192 nolu hastaya ait
homozigot GG genotipini gosteren sekans grafigi.

TCCCGCCCCCAAGT CGGGHHHG__GG_CGGCGCC_ TTCTCCC CGA CGAAGCC
300 310 320 340

il el

Sekil 3.2.7: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 186 nolu hastaya ait
heterozigot GA genotipini gosteren sekans grafigi.

TCCCGCCCC CAAG_CGGGAAAG TIGGTCGGC GCC__ TCTCCCCGA CGAAGC
300 310 320 340

W huuwmlm Mmﬂ bl

Sekil 3.2.8: KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizmi 193 nolu hastaya ait
homozigot AA genotipini gosteren sekans grafigi.

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dagilimi 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 bulunmustur. KLOTHO geni
G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dagilimi agisindan gruplar arasinda
fark bulunmamistir (p=0,302) (Tablo 3.2.2.).
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Tablo 3.2.2. Hasta ve kontrol gruplarinda KLOTHO geni G395A G/A polimorfizmi
icin genotip dagilimi

KLOTHO Geni G395A Genotip Siklig1

GG GA AA Toplam
(n/%) (n/%) (n/%) (n) p degeri
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 frekans1 0.683, A
alleli frekans1 0.317 olarak bulunurken kontrol grubundaki G alleli frekansi 0.630, T
alleli frekanst 0.370 olarak bulunmustur. G395A genotip frekans: hasta ve kontrol
grubunda HW dengesinde degildi (sirasiyla; p=0.003; p=0.03). KLOTHO geni
G395A polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda genotip ve allel frekansi

dagilimlar1 Tablo 3.2.2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.2.2.1. G395A polimorfizminin genotip ve allel frekanslari

Frekans
G395A  Allel  Frekans Genotip n Gozlenen Beklenen — X? p
degeri
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 bobrek hastasi olan 104 olgudan hipertansiyonu olan birey sayis1 62 (%59.6),
hipertansiyonu olmayan birey sayist ise 42 (%40.4) olarak bulunmustur.
Hipertansiyonu olan ve olmayan bireylerde KLOTHO geni C1818T, G395A genotip
dagilimlar arasinda fark bulunmamistir (sirasiyla; p=0.552; p=0.092). Hasta grubu
hipertansiyonu olan ve olmayanlarda KLOTHO geni polimorfizmlerinin genotip

dagilim1 Tablo 3.2.3’de gosterilmistir.
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Tablo 3.2.3. Kronik bobrek hasta grubunda hipertansiyon durumunun KLOTHO geni
genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta p degeri
(n/%)
Hipertansif C1818T CcC 23(37.1)
CT 31(50)
TT 8(12.9)
0.552
Hipertansif olmayan C1818T CcC 20(47.6)
CT 18(42.9)
1T 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 bobrek hastasi olan 104 olgudan diyabetik olan birey sayist 41 (%39.4),
diyabetik olmayan birey sayisi ise 63 (%60.6) olarak bulunmustur. Diyabetik olan ve
olmayan bireylerde KLOTHO geni C1818T ve G395A genotip dagilimlari arasinda
fark bulunmamistir (sirasiyla; p=0.084; p=0.602) (Tablo 3.2.4)

Tablo 3.2.4. Kronik bobrek hasta grubunda diyabet durumunun KLOTHO geni
genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta p degeri
(n/%)
Diyabetik C1818T CC 13(31.7)
CT 20(48.8)
TT 8(19.5)
0.084
Diyabetik olmayan C1818T CcC 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 diizeyi normal olan birey sayist 29 (%27.9), yiiksek olan birey
sayist 75 (%72.1), kontrol grubunda PTH diizeyi normal olan birey sayisi 87
(%83.65), yliksek olan birey sayist 17 (%16.35) olarak bulunmustur. Hasta ve
kontrol grubu arasinda PTH diizeyi normal olanlar ile C1818T, G395A genotip
dagilimi arasinda fark gozlenmemistir (sirasiyla; p=0.938; p=0.549). PTH diizeyi
yilksek olan bireyler ile C1818T genotip dagilimi arasinda fark bulunmazken
(p=0.077) G395A genotip dagilimi arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p=0.046). PTH diizeyi yiiksek olan hasta grubunda GG genotipi PTH
diizeyi yiliksek olan kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur
(p<0.05). PTH diizeyi ile KLOTHO geni polimorfizmlerinin genotip dagilimi Tablo
3.2.5°de verilmistir.

Tablo 3.2.5. Kronik bobrek hastalarinda parathormon diizeyinin KLOTHO geni
genotipleriyle iliskisinin degerlendirilmesi

Grup SNP Genotip Hasta Kontrol p degeri
(n/%) (n/%)
C1818T cC 34(45.3) 5(29.4) 0.077
CT 32(42.7) 12(70.6)
TT 9(12) 0(0)
Yiiksek
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 bobrek hastas1 104 hastadan Sol On Kol/SA ortalamasma gore; 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 dagilimlari incelenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda
osteoporozu olan bireyler ile C1818T, G395A genotip dagilimi arasinda fark
gozlenmemistir (sirastyla; p=0.811; p=0.522). Osteopenisi olan bireyler ile C1818T,
G395A genotip dagilimi arasinda fark gézlenmemistir (sirasiyla; p=0.813; p=0.268).
Normal bireyler ile C1818T, G395A genotip dagilimi arasinda fark gézlenmemistir
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(strastyla; p=0.297; p=0.934). Sol On Kol/SA kemik mineral dansite dlgiimleri ile
KLOTHO geni CI818T ve G395A polimorfizmleri genotip dagilimlar1 Tablo
3.2.6.’da verilmistir.

Tablo 3.2.6. Son On Kol/SA kemik mineral dansite dlciimleri ile KLOTHO geni
genotipleri arasindaki iligkisinin degerlendirilmesi

On Kol KMD (Sol On Kol/SA)’ ye gére Genotip Dagilimi

Grup SNP Genotip Hasta Kontrol p degeri
(n/%) (n/%)
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. TARTISMA

Kronik bobrek hastaligi (KBH), ¢esitli nedenlere bagli olarak, nefronlarin ilerleyici
ve geri doniisiimsiiz kayb1 sonucunda olusan bir sendromdur (Levey ve ark., 2005).
KBH, genellikle yasamda gec¢ baslar ve yavas ilerler, GFR’si azalmis ¢ogu kisi
bobrek yetmezligi gelismeden once kardiyovaskiiler hastaliklardan yasamini yitirir.
Bununla birlikte azalmis GFR, hipertansiyon, anemi, malniitrisyon, kemik
hastaliklari, noropati ve diisiik yasam kalitesi gibi komplikasyonlarla da iligkilidir
(Levey ve ark., 1998). Hastalia yakalanma riskini arttiran faktorlerin arasinda;
diabetes mellitus, sistemik lupus eritematozus, ileri yas (60-70) ve akut bobrek
hastaliklar1 da sayilabilir (USRDS, 2000). Kronik bobrek hastaligina yatkinlik
genlerinin ¢evresel ve kalitsal faktorlerle birlestiginde, hastaligin prognozu agisindan

onemli oldugu birgok ¢aligma ile ortaya koyulmustur (Kuro-o ve ark., 1997).

4.1. KLOTHO Geni Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

KLOTHO geni, bir anti-aging protein olarak tanimlanir ve 5 ekzon ve 4 introndan
olusup 50 kb uzunlugundadir (Kuro-o ve ark., 1997). Klotho, ¢oklu bigiminden
dolayr farkli biyolojik fonksiyonlar1 gergeklestiren tek gegisli transmembran
proteinidir. Membran bagh Klotho, temel fosfatonin olan FGF-23’iin koreseptorii
iken soluble Klotho endokrin madde olarak fonksiyon goriir. Akut bobrek hasart ve
kronik bobrek hastaligi, bozuk renal fonksiyonunun ¢ok duyarli bir biyomarkdérii olan
Klotho eksikligini gosterir. Klotho eksikligi hem akut bobrek yetmezligi hem de
kronik bobrek hastaliginda glomerular filtrasyon oraninin azalmasimi artirirken;
asiriligit bu orani korur (Hu ve ark., 2010). KLOTHO geninin dokuya spesifik
ekspresyonuna ragmen, klotho ekspresyonundaki bir defektin sistemik fenotiplere
neden olmast klotho’nun endokrin sistemlerde gorevli olabilecegini akla
getirmektedir.

Calismamizda 104 diyalize girmemis kronik bobrek hastasi ve 104 kontrolde
KLOTHO geni C1818T ve G395A varyantlari ile VDR geni Apal ve Taql varyantlar
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genotiplendirilmistir. Calismada incelenen genler secilirken daha dnce KBH ile s6z
konusu genlerin {irlinii olan proteinlerin iligkisinin gdsterilmis olmas1 géz oniinde
bulundurulmustur. Bu calisma segilen genler agisindan KBH’da yapilan ilk
iliskilendirme c¢alismas1 6zelligini tasimaktadir. Yaptigimiz ¢alismada KLOTHO ve
VDR genlerine ait s6z konusu polimorfizmlerin kronik bobrek hastalig: ile iligkisini
aragtirmak i¢in olgu ve kontrol grubunda bu genotiplerin dagiliminm karsilastirarak
istatistiksel olarak degerlendirdik. Boylece, genotiplerin hastalik ile asosiasyon
gosterip gostermedigini ortaya koymaya calistik. Kronik bobrek hastalarinda
calistigimiz ilgili varyantlar, iliskili oldugu diisiiniilen ¢esitli klinik ve biyokimyasal
parametreler ile karsilagtirilmistir.

Calismamizda KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizminin genotip dagilimi
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 bulunmustur.
Gruplar arasinda KLOTHO geni C1818T (rs564481) polimorfizminin genotip
dagilimi agisindan fark bulunmamistir (p=0,231) KLOTHO geni C1818T
polimorfizminin hasta grubundaki C alleli frekansi 0.649, T alleli frekansi 0.351
olarak bulunurken kontrol grubundaki C alleli frekansi 0.630, T alleli frekans1 0.370
olarak bulunmustur.

KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip dagilimi 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 bulunmustur.
Gruplar arasinda KLOTHO geni G395A (rs1207568) polimorfizminin genotip
dagilimi agisindan istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,302)
KLOTHO geni G395A polimorfizminin hasta grubundaki G alleli frekansi 0.683, A
alleli frekans1 0.317 olarak bulunurken kontrol grubundaki G alleli frekans1 0.630, T
alleli frekans1 0.370 olarak bulunmustur.

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore, KLOTHO geni C1818T ve G395A
polimorfizmleri kronik bobrek hastaligi ile asosiye gériinmemektedir (p>0.05). Hasta
ve kontrol grubu arasindaki genotip ve allel frekans1 dagilimlarinin birbirine yakin
oldugu goriilmektedir. Bu durumun, kronik bobrek hastaligimin kompleks ve ¢ok
etkenli olmasi, hasta grubumuzun yeterince selektif olmamasi ve c¢alismaya dahil

olan birey sayist azligindan kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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Glinlimiizde, hipertansiyonun bobrek yetmezligi ilerledik¢e sikliginin arttigi ve
kontrolstiz hipertansiyonun bobrek yetmezliginin ilerlemesini hizlandirdigr iyi
bilinmektedir (Sezer ve ark., 2003). Son zamanlarda arastirmacilar, hipertansiyon
dahil kardivaskiiler hastaliklarin gelisimi i¢in major risk faktorii olarak arteriyel
yaglanma {izerinde durmaktadirlar. Caligmalar yeni aday genler {izerindeki
caligmalar1 hedeflemektedir. Yeni bir anti-aging gen olan Klotho, yaslanma ve
kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda bir kopriidiir (Kurosu ve ark).

Wang ve ark, 215 hipertansiyonu olan, 220 hipertansiyonu olmayan Han Cinlisinde
yaptiklar1 ¢alismada KLOTHO G395A TNP’ nin A allelini tastyanlarin kontrol
grubuna gore hipertansiyonu olan grupta daha yiiksek bulmuslardir (Wang ve ark.,
2010). Shimoyama ve ark, yaptiklar1 ¢caligmada 476 saglikli Japon olguda KLOTHO
geni G395A polimorfizmi tastyanlar ile tasimayanlar arasinda ortalama sistolik kan
basinci agisindan onemli fark gézlenmezken (Shimoyama ve ark., 2009), Rhee ve
ark, koroner arter hastalig1 olan Kore kadinlarinda sistolik kan basincini KLOTHO
G395A polimorfizminin A allelini tagiyanlarda tasimayanlara oranla daha yiiksek
bulmuslardir (Rhee ve ark., 2006). Calismamizda kronik bobrek hastaligina eslik
eden hipertansiyonu olan olgularda C1818T i¢in %37.1 (23/104) CC, %50 (31/104)
CT, %12.9 (8/104) TT genotipi gozlenmistir. G395A TNP’ si i¢in %32.3 (20/104)
GG, %64.5 (40/104) GA, %3.2 (2/104) AA genotipi gozlenmis olup her iki
polimorfizm i¢in de gruplar arasinda genotip dagilimi acisindan fark bulunmamistir
(swrasiyla; p=0.552; p=0.092). Calismamiz bu agidan Shimoyama ve arkadaslarin
yaptiklar1 ¢alisma ile uyum gostermektedir.

Son donemlerde yapilan arastirmalara gore diinyanin her yerinde diyabete bagl
bobrek yetmezligi gelisen hasta orani giderek artmaktadir. Diyabetik hastalarda
meydana gelen hiperglisemi damarlar1 bozarak bobrek hasarlarina neden olmaktadir
(KDOQI, 2002; Siilleymanlar ve ark., 2005). Klotho’nun, glukoz kontroliinde,
diyabette ve fosfat metabolizmasinda ki etkisi halen tartismalidir (Razzaque, 2012).
Huzurevinde yasayan 804 yetiskinde yapilan calismada, >65 bireylerde Klotho
serum seviyesinin giderek azaldig1 gozlenmistir. Bu yas grubunda goézlenen Klotho
seviyesinde azalma klinik ve terapotik agidan gelecek arastirmalar i¢in 6nemli bir
veridir (Semba ve ark., 2011). Glikoz metabolizmas: {izerinde salgilanmis ya da

membran bagli Klotho’nun potansiyel etkisinin altinda yatan mekanizmanin
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anlasilmasi icin ilave calismalar gerekmektedir (Paroni ve ark., 2012). KLOTHO,
murin modellerinde gdsterildigi iizere, insiilin sinyalizasyonundaki 6neminden dolay1
tip-2 diyabet i¢in aday gendir ve yasam siiresinde potansiyel rol oynar (Kurosu ve
ark., 2005).

Shimoyama ve ark, 476 saglikli Japon hastada, KLOTHO geni C1818T ve G395A
polimorfizmleri ile aclik glukoz degerleri arasindaki asosiasyonu belirlemek igin
yaptiklar1 calismada; G395A’nin A tasiyicilarint GG genotipine kiyasla yiliksek ve
C1818T’nin T tasiyicilarin1 CC genotipine kiyasla yliksek bulmuslardir (Shimoyama,
2009). Calismamizda diyabetik olgularda C1818T TNP’i i¢in %31.7 (13/104) CC,
%48.8 (20/104) CT, %]18.5 (8/104) TT genotipi gozlenmistir. G395A TNP’si igin
%39 (16/104) GG, %53.7 (22/104) GA, %7.3 (3/104) AA genotipi gézlenmis olup
her iki polimorfizm i¢in de gruplar arasinda genotip dagilimi agisindan fark
bulunmamistir (sirastyla; p=0.084; p=0.602). Elde ettigimiz sonuglar literatiirle
uyumluluk géstermemektedir.

Calismamizda kronik bdbrek hastalifina bagli olarak gelisen kemik mineral
bozukluklarinda goérev alan PTH diizeyleri ile genotip dagilimlar1 arasindaki
asosiasyon incelenmis olup; hasta ve kontrol grubu arasinda PTH diizeyi normal
olanlar ile C1818T, G395A genotip dagilimi arasinda fark gozlenmemistir (sirasiyla;
p=0.938; p=0.549). PTH diizeyi yiiksek olan bireyler ile C1818T genotip dagilimi
arasinda fark bulunmazken (p=0.077) G395A genotip dagilimi arasinda istatistiki
olarak anlamli fark bulunmustur (p=0.046). PTH diizeyi yiiksek olan hasta grubunda
GG genotipi kontrol grubuna oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05).
104 kronik bobrek hastasindan PTH diizeyi yiiksek olanlar arasinda C1818T i¢in en
yiiksek %45.3 ile CC genotipi, en diisiik %12 ile TT genotipine rastlanirken, G395A
icin en yiiksek %52 ile GA genotipi, en diislik %2.7 ile AA genotipine rastlanmistir.
Elde ettigimiz sonuglar; PTH diizeyinin, G395A polimorfizmi ve kronik bdbrek
hastalig1 riski arasindaki asosiasyonu etkileyebilecegini akla getirmektedir

Yapilan genetik baglant1 analizi ve aday gen baglanti ¢aligmalari ile osteoporozis ya
da osteoporotik kiriklarin prevalansi ve kemik kitlesinin diizenlenmesinde aday
genler One siiriilmiistiir ve bu aday genlere KLOTHO’da dahildir (Yamada ve ark.,
2005). Bizde c¢alismamizda insanlarda osteoporozisin patofizyolojisine KLOTHO
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geninin olas1 katkilarini incelemek igin, kemik dansite ile KLOTHO geni TNP’lerinin
asosiasyonunu degerlendirdik.

Literatiire baktigimizda; Mullin ve ark, ortalama yaglart 75 olan 1.190
postmenapozal kadinda KLOTHO geni G395A (C387T), C1818T (c.1775G>A) ve
IVS1+8262¢c>t polimorfizmleri ile DEXA oOl¢iimii kullanilarak yapilan kemik
mineral dansite arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Caligmada G395A i¢in %68.9 GG
genotipi, %28 GA genotipi, %3.1 AA genotipine rastlanirken, C1818T TNP’1 i¢in
%15.4 CC genotipi, %43.5 CT genotipi, %41.1 TT genotipine rastlanmistir.
G395A’nin G alleli ve artmig KMD arasinda bir egilim gozlensede istatistik olarak
anlamli bulunmamistir (Mullin ve ark., 2005). Yamada ve ark, yaslar1 40-79 arasinda
olan 1.110 kadinda KLOTHO geni G395A polimorfizmi ile tiim viicut, lomber
vertebra, sag femur boyun, sag trokanter ve sag Ward’s ticgeni DEXA vasitasiyla
yapilan Olgiimler arasindaki asosiasyonu arastirmiglardir. Premenapozal kadinlarda
G395A icin %71.6 (199/278) GG genotipi, %25.5 (71/278) GA genotipi, %2.9
(18/278) AA genotipi bulunurken; postmenapozal kadinlarda G395A i¢in %73.9
(602/815) GG genotipi, %23.4 (191/815) GA genotipi, %2.7 (22/815) AA genotipi
bulunmustur. Ayrica G395A genotip dagilimi Hardy-Weinberg dengesinde olup,
lomber vertebra agisindan KMD, GG genotipli kadinlarda, AA genotipli olanlardan
anlamli derecede diisiik bulunmustur (p<0.005). Postmenapozal kadinlarda tiim
viicut ya da lomber vertebra i¢in KMD, GG genotipli olanlar, AA genotipli olanlar
ya da kombine GA ve AA genotipli olanlardan daha diisiik bulmalara ragmen bu
iliski icin p degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Yamada ve ark., 2005).
Shimoyama ve ark, 476 saglikli Japonda (291 erkek, 185 kadin) yaptiklar1 ¢calismada
KLOTHO geni C1818T ve G395A polimorfizmleri ile kemik mineral dansite
arasindaki iliskiyi aragtirmiglar ve kemik mineral dansiteyi kadinlarda G395A° nin A
alleli tasiyicilar1 GG genotipine kiyasla yiiksek bulmuslardir. Premenapozal
kadinlarin KMD’si G395A’nin GG genotipi (n=48) i¢in 0.705+0.044 g/cm2 ve
G395A’nin A alleli tasiyicilart (n=29) 0.710+0.059 g/cm2 olarak bulunurken;
postmenapozal kadinlarin KMD’si G395A’nin GG genotipi (n=65) i¢in 0.60540.088
glem® ve G395A’nin A alleli tasiyicilant (n=18) 0.62240.102 g/em? olarak
bulmuslardir. KLOTHO geni G395A polimorfizmi ve menapozal duruma iliskin

KMD arasinda onemli bir iliski saptamamislardir (Shimoyama ve ark., 2009).
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Kawano ve ark, 215 postmenapozal kadinda KLOTHO geni C1818T ve G395A
polimorfizmleri ile KMD iligkisini arastirmislar ve G395A’nin A alleli tastyicilari
GG tasiyicilarina kiyasla diisiik, C1818T’nin T alleli tastyicilar1 CC tasiyicilarina
kiyasla diisiik oldugunu rapor etmislerdir (Kawano ve ark., 2002). Bu sonuglar
KLOTHO nun, kadinlarda azalmis KMD i¢in duyarli bir gen oldugunu
gostermektedir.

Calismamizda kronik bdbrek hastas1 104 hastadan Sol On Kol/SA ortalamasina gore;
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 dagilimlar incelenmistir. Hasta ve kontrol grubu
arasinda osteoporozu olan bireyler ile C1818T, G395A genotip dagilimi arasinda
fark gdzlenmemistir (sirasiyla; p=0.811; p=0.522). Osteopenisi olan bireyler ile
C1818T, G395A genotip dagilimi arasinda fark gézlenmemistir (sirasiyla; p=0.813;
p=0.268). Literatiirdeki pek c¢ok veriden farkli olarak ¢alisma sonuglarimizda A
alelini osteopenik KBH hastalarinda KBH olmayan osteopenik kontrol grubuna gore
disik bulduk. Bu sonu¢ muhtemelen c¢alisma grubumuzdaki vaka serisi
olusturulurken osteoporoza yatkinlik olusturan kriterlerden ziyade KBH ile
osteoporoz 1iliskisi lizerinde durulmasindan kaynaklanmis olabilir. Ayrica
osteoporozun ¢ok etkenli multifaktoriyel bir hastalik olmasi ve hasta grubumuzu
olustururken kemik mineral dansiteyi etkileyecek faktorlerin disglanmamasi

sonuglarimizin anlamsiz ¢ikmasina neden olmus olabilir.

4.2. VDR Geni Polimorfizmlerinin Degerlendirilmesi

Kronik bobrek hastaliginin ilerlemesinin vitamin D eksikligi ile baglantili oldugu
gosterilmistir (Sandra ve ark., 2009). Son yapilan galismalarda vitamin D’nin,
immiin, renal ve kardiyovaskiiler sistemde ©Onemli bir diizenleyici oldugu oOne
stiriilmiistiir. Ayrica KBH olan hastalarda vitamin D’nin renin anjiyotensin
sisteminde diizenleyici gorev aldig: bildirilmistir (Sandra ve ark., 2009).

Calismamiz sonucunda VDR geni Apal (rs7975232) polimorfizminin genotip
dagilim1 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
bulunmustur. VDR geni Apal (rs7975232) polimorfizminin genotip dagilimi
acisindan Aa genotipi hasta grubunda kontrol grubuna oranla anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Apal polimorfizminin hasta grubundaki A alleli
frekansi 0.596, a alleli frekansi 0.404 olarak bulunurken kontrol grubundaki A alleli
frekansi 0.678, a alleli frekansi 0.322 olarak bulunmustur. A alelinin frekansi kontrol
grubunda hasta grubuna oranla fazla olmasina ragmen (OD= 0,701 CI=0.469-1,048)
bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0.083).

VDR geni Tagl (rs731236) polimorfizminin genotip dagilimi 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 bulunmustur. Gruplar arasinda
VDR geni Taql (rs731236) polimorfizminin genotip dagilimi agisindan fark
bulunmamuistir (p=0,902). Taql polimorfizminin hasta grubundaki T alleli frekansi
0.697, t alleli frekans1 0.303 olarak bulunurken kontrol grubundaki T alleli frekansi
0.678, t alleli frekansi 0.322 olarak bulunmustur.

Calismamizda elde ettigimiz verilere gore, VDR geni Apal polimorfizminin Aa
genotipi  kronik bobrek hastaligi ile asosiye goriinmektedir (p<0.05). Taql
polimorfizminin ise hasta ve kontrol grubu arasindaki genotip ve allel frekansi
dagilimlarinin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Bu yiizden, Taql polimorfizmi
kronik bobrek hastaligi ile asosiye gorlinmemektedir (p>0.05).

VDR geni bazi hastaliklar i¢in iyi bir aday gendir. Bu gen kan basincini diizenlemede
etkili olan RAS (Renin-Angiotensin System)’i regiile etmede 6nemli bir role sahiptir
(Swapna ve ark., 2011).

Vural ve ark, 100 hipertansiyon ve diyabeti olan ve 100 saglikli Tiirk hastada VDR
geni Taql polimorfizmini degerlendirmisler ve genotip dagilimmi hasta grubunda
%51 TT, %46 Tt, %3 tt, kontrol grubunda %35 TT, %49 Tt, %16 tt olarak
bulmuslardir. Hasta gruptaki T allel frekansini kontrolden anlamli derecede yiiksek
bulmuslardir. Sonug olarak VDR geni Taql polimorfizminin allel frekansi ve genotip
dagilimi ile hipertansiyon ve T2DM hastalar1 ve kontrol grubu arasinda fark
bulmamislardir (Vural ve ark., 2012). Calismamizda genotip dagilim1 hasta grubunda
hipertansiyonu olanlarda %26 TT, %29 Tt, %7 tt, hipertansiyonu olmayanlarda ise

%26 TT, %12 Tt, %4 tt olarak bulunmustur. Hipertansiyonu olan ve olmayan
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bireylerde VDR geni Apal, Taql genotip dagilimlari arasinda fark bulunmamigtir
(swrastyla; p=0.260; p=0.124). Bu agidan calisma verilerimiz Vural ve ark.’nin
yaptiklar1 ¢alisma ile uyumludur.

Vitamin D, énemli bir immiin diizenleyici 6zellige sahiptir ve insiilin sekresyonunu
etkileyerek TIDM ve T2DM’in etiyolojisinde rol oynayabilir (Miiller ve
Bendtzen,1992; Palomer ve ark., 2008). VDR polimorfizmleri B-hiicrelerinin salgi
kapasitesini etkileyerek T2DM patogenezinde rol oynayabilir (Speer ve ark., 2011).
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarla TIDM (Chang ve ark., 2000; Skrabic ve ark.,
2003) ve T2DM (Hitman ve ark., 1998; Malecki ve ark., 2003) ve VDR
polimorfizminin bazi allelik varyantlar1 arasinda iligki saptanmigtir. Taql genotipi
Fransiz populasyonunda T2DM, obezite ve hastaligin erken baslangici ile iligkili
bulunmustur (Ye ve ark., 2001). Katkas populasyonunda T2DM’li hastalarda glukoz
intolerans1 ve Apal polimorfizminin GG genotipi arasinda asosiasyon saptanmistir
(Oh ve ark., 2002). Bu bulgular gosteriyor ki, VDR her iki diyabet tipi igin yeni bir
aday gendir.

Dilme¢ ve ark, Tiitk populasyonunda T2DM’li 72 hastada Apal (g.59979G>T)
TNP’1 i¢in, GG genotipi %9.7 (7/72), GT genotipi %52.8 (38/72), TT genotipi %37.5
(27/72); Taql (g.60058T>C) i¢in TT genotipi %45.8 (33/72), TC genotipi %34.7
(25/72), CC genotipi %19.4 (14/72) olarak bulmuslardir (Dilmeg ve ark., 2010).
Caligmamizda KBH gurubunda diyabetik birey sayis1 41 (%39.4), diyabetik olmayan
birey sayisi ise 63 (%60.6) kisidir. Diyabetik olan ve olmayan bireylerde VDR geni
Apal, Taql genotip dagilimlar1 arasinda fark bulunmamustir (sirasiyla; p=0.084;
p=0.602). Genotip frekanslar1 Apal i¢in, AA genotipi %39 (16/41), Aa genotipi
%46.3 (19/41), aa genotipi %14.6 (6/41); Taql i¢in ise TT genotipi %43.9 (18/41), Tt
genotipi %43.9 (18/41), tt genotipi %12.2 (5/41) olarak bulunmustur. Calisma
verilerimiz KBH’l1 olgularda T2DM ile VDR’nin Apal ve Taqgl polimorfizmlerinin
olusturdugu genotipler agisindan asosiasyon i¢in kanit saglamamaistir.

Kronik bobrek hastaliginda ve diyaliz hastalarinda gelisen hiperparatiroidizm ile
VDR geni polimorfizmlerinin iligkili olabilecegi bircok caligmada gosterilmistir.
Ozdemir ve ark, Tiirk populasyonunda SDBY olan 186 hastada PTH cevabinin etkisi
ve VDR geni polimorfizmleri arasindaki asosiasyonu degerlendirmisler ve Taql

polimorfizmi genotip frekanst %36.7 TT, %60.5 Tt, %2.8 tt olarak bulmuslardir.
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Tagl polimorfizminin TT varyantini hiperparatiroidizm ile iligkili bulmuslardir.
Hemodiyaliz durumu ve PTH seviyelerine gore elde ettikleri veriler,
hiperparatiroidizm iizerinde TT varyasyonunun etkisi oldugunu one siirmektedir.
(Ozdemir ve ark., 2005). Yokoyama ve ark, SDBY olan 58 Japon olguda paratiroid
cevap ve VDR gen polimorfizmlerini degerlendirmisler ve Apal polimorfizmi i¢in
%12.1 (23/58) AA genotipi, %39.6 (23/58) Aa genotipi, %48.3 (28/58) aa genotipi
bulmuslar ve aa genotipi tasiyanlarin PTH seviyelerinin AA ve Aa genotipi
tagtyanlardan daha yiiksek bulmuslardir (Yokoyama ve ark., 2001). Yine Yokoyama
ve ark.’nin yaptig1 diger bir ¢aligmada 129 SDBY olan Japonda paratiroid cevap ile
Apal ve Bsml polimorfizmlerinin iliskisini arastirmiglar ve Apal polimorfizmi
genotip sikligii %14.2 AA, %47.2 Aa, %38.6 aa olarak bulmuslardir. aa genotipini
tagityanlarda PTH seviyesini AA ve Aa genotipini tagiyanlardan 2 kat daha yiiksek
bulmuslar. Elde ettikleri sonuglar dogrultusunda VDR gen polimorfizmlerinin, SDBY
olan hastalarda paratiroid cevabi etkileyebilecegi ve Japon hastalarda 6zellikle Apal
polimorfizminin Bsml polimorfizminden daha bilgi verici olabilecegini 6ne
stirmiiglerdir. VDR geni a alleli sekonder hiperparatiroidizmin ve SDBY olan
hastalarda kemik hastaliklarinin patogenezini belirleyebilecegini rapor etmislerdir
(Yokoyama ve ark., 1998).

Calismamizda parathormon diizeyi yiiksek olan bireyler ile Apal, Taql genotip
dagilimi arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (sirastyla; p=0.106; p=330). Apal
TNP’i i¢in genotip dagilimlari, %44.8 (31/104) AA, %38.7 (29/104) Aa, %20
(15/104) aa; Taql TNP’ i icin %46.7 (35/104) TT, %42.7 (32/104) Tt, %10.7 (8/104)
tt olarak bulunmustur. Gortildiigii tizere her iki polimorfizmdede en sik yiizde
yabanil alellerdedir, ¢alisma verilerimiz literatiirle uyumlu degildir.

Bobrek fonksiyonlar1 ve kemik mineral dansite arasindaki iliski bazi ¢alismalarla
gosterilmistir. Duman ve ark, 75 postmenapozal osteoporotik, 66 saglikli kadinda
kemik mineral dansite ve VDR geni Apal, Tagl ve Bsml polimorfizmleri arasindaki
asosiasyonu degerlendirmigler ve Tiirk populasyonunda genotip frekanslaring;
osteoporotik kadinlarda Apal TNP’ i i¢in %17.2 AA, %74.8 Aa, %8 aa, Taql icin
%30.8 TT, %56 Tt, %13.2 tt; kadin kontrollerde Apal i¢cin %22.7 AA, %68.2 Aa,
%9.1 aa, Taql i¢in %34.9 TT, %42.4 Tt, %22.7 tt olarak bulmuslardir ve VDR gen

allellerinin kemik kitlesi iizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu 6ne siirmiislerdir
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(Duman ve ark.,, 2004). Kurt ve ark, 81 osteoporotik, 122 osteopenik Tiirk
postmenapozal kadinda VDR Fokl ve Taql polimorfizmleri ile KMD arasindaki
iligkiyi degerlendirmisler ve Taql i¢cin %41.7 (83/203) TT, %44.2 (88/203) Tt, %14.1
(28/203) tt olarak bulmuslardir. Ayrica VDR geni Taql polimorfizmini kemigin
herhangi bir bolgesindeki kemik mineral dansite ile iligkili bulmamislardir (Kurt ve
ark., 2012). Yoldemir ve ark, 130 postmenapozal, 130 premenapozal kadinda VDR
geni Bsml, Fokl, Apal ve Taql polimorfizmleri DXA Ol¢timleri ile lomber vertebra
ve femur boyunun KMD’si arasindaki asosiasyonu degerlendirmisler ve
premenapozal kadinlarda %23.85 AA, %56.15 Aa, %20 aa, postmenapozal
kadinlarda %26.15 AA, %46.15 Aa, %27.70 aa; premenapozal kadinlarda %37.69
TT, %45.38 Tt, %16.92 tt, postmenapozal kadinlarda %39.23 TT, %45 Tt, %15.38 tt
olarak bulmuslardir. Premenapozal ve postmenapozal kadinlar arasinda VDR gen
polimorfizmlerinin frekansinda farklilik bulunmamistir. ' KMD  Ol¢timleri ile
premenapozal ve postmenapozal kadinlarda genotipler arasinda herhangi bir fark
saptamamuglardir  (Yoldemir ve ark., 2011). Calismamizda, Sol On Kol/SA
ortalamasina gore; 30 (%28.9) osteoporoz, 36 (%34.6) osteopeni, 38 (%36.5) normal
olan bireyler ile genotip dagilimlar1 incelenmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda
osteoporozu olan bireyler ile Apal, Taql genotip dagilimi arasinda fark
gozlenmemistir (sirasityla; p=0.229; p=0.865). Osteopenisi olan bireyler ile Apal,
Taql genotip dagilimi arasinda fark gozlenmemistir (sirasiyla; p=0.331; p=0.816).
Normal bireyler ile Apal, Taql genotip dagilimi arasinda fark gozlenmemistir
(swrasiyla; p=0.149; p=0.922). Calisma verilerimizin literatiir ile uyumluluk
gostermemesinin  nedenlerinden  birisi  yapilan bazi  ¢aligmalarin VDR
polimorfizmlerinin KMD f{izerine olas1 etkisi {izerinde yogunlagmasina ragmen pek
cok farkli ¢alismanin populasyonda KMD’nin poligenik kalittimli oldugunu o6ne
siirmesidir. Ayrica c¢alisma grubumuzdaki vaka serisi olusturulurken osteoporoza
yatkinlik olusturan kriterlerden ziyade KBH ile osteoporoz iligkisi tizerinde

durulmasida sonuglarin literatiirden sapma gostermesine neden olmus olabilir.
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5. SONUC

Bu calisma KLOTHO ve VDR gen polimorfizmleri ile kronik bobrek hastaliginin
iliskisi iizerine yapilan ilk ¢alisma 6zelligini tasimaktadir. Calisma genotiplendirme
temeline ve olgu kontrol serisi arasindaki genotip dagilimlariin iliskilendirilmesine
dayanmaktadir. Bu verilerin yan1 sira hastaligin patofizyolojisi lizerine etkisi oldugu
diisiiniilen baz1 biyokimyasal parametreler ile genotipler arasindaki iliskide
incelenmis ve hastalik ile iliskili veriler degerlendirilmistir.

Calismamizda pek c¢ok veri serisi degerlendirilmis olup, VDR geni Apal
polimorfizminin Aa genotipi olgu grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur.
Bununla birlikte PTH diizeyi yiiksek olan hasta grubunda KLOTHO geni G395A
polimorfizminin GG genotipini tasiyanlar kontrol grubuna oranla anlamli derecede
yiiksek bulunmustur.

Calisma sonuglarimiz degerlendirildiginde hem KLOTHO hem de VDR geni
polimorfizmlerinin kronik bobrek hastaligi ile iligkisi agisindan yeni ve degerli
bilgiler elde edilmistir. inceledigimiz biyokimyasal parametreler ile genotiplendirme
sonuglarimiz degerlendirildiginde goriilen farkli sonuglarin olas1 sebeplerinden biri
caligmalarin farkli etnik kokenden, farkli sayida, farkli nitelikte olgu gruplar
tizerinde yapilmasi olabilir. Bir digeri ise KBH gibi kompleks multifaktoryel
hastaliklarda hastaligin olusum ve gelisiminde etkisi olan pek ¢ok farkli gen ve
polimorfizmin bir arada, etkilesim halinde ve cevre ile birlikte siirece katilmasidir.
Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz sonuglarin daha genis olgu gruplari,
daha ¢ok sayida aday gen ve polimorfizmin birlikte degerlendirilerek arastirilmasi
gerektigi kanisindayiz.

Kronik bobrek hastaligina neden olan genetik risk faktorlerinin iyi anlasilmasi;
hastaliga yatkinligin, hastalik ortaya c¢ikmadan Once belirlenmesini ve belki de
kisinin risk profiline uygun Onleyici tedavilerin uygulanabilmesini miimkiin
kilacaktir. Kiginin yasamini zora sokan Kronik bdbrek hastaliginin 6nlenmesi ve

tedavisi i¢in genetik ¢aligmalar umut olacaktir.
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OZET

Kronik Bobrek HastaliZinda KLOTHO ve VDR Geni Polimorfizmlerinin
Arastirilmasi

Kronik bobrek hastaligi (KBH), insidans1 ve prevalansi giderek artan, kotii prognozlu
ve yiksek maliyetli yaygin bir halk sagligi problemidir. Ayrica, morbidite ve
mortalitenin 6nemli nedenlerinden biridir. Kronik bobrek hastaligina yatkinlik
genlerinin ¢evresel ve kalitsal faktorlerle birlestiginde, hastaligin prognozu agisindan
onemli oldugu bir¢ok ¢alisma ile ortaya koyulmustur.

Bu ¢alismanin amaci, kronik bobrek hastalarindan ve saglikli bireylerden olusan
caligma grubunda, KLOTHO geninin G395A ve C1818T polimorfizmleri ve Vitamin
D reseptor geninin Apal ve Taql polimorfizmlerini genotipleyerek, hasta ve kontrol
grubu arasindaki sikligin1  belirlemek ve boylece hastalik ile s6z konusu
polimorfizmlerin arasindaki iligkiyi ortaya koymaktir. Ayrica hastalik ile iliskili baz1
biyokimyasal parametreler ile bu polimorfizmlerin iligkisini degerlendirerek
hastaligin etiyolojisi iizerine s6z konusu polimorfizmlerin etkisini aragtirmaktir.
Kronik bobrek hastaligi tanis1 almig yas ortalamasi 56.76+1.22 olan 104 hasta ve yas
ortalamasi 49.13+1.00 olan 104 kontrol grubunda KLOTHO geni C1818T ve G395A
TNP’leri DNA dizi analizi, VDR geni Apal ve Taql TNP’leri ise PCR-RFLP
yontemiyle calisilmistir.

Caligmamizda, 104 kronik bobrek hastasinda VDR geni Apal (rs7975232) TNP’i
genotip dagilimi %42.3 AA, %34.6 Aa, %23.1 aa bulunurken Taql (rs731236) TNP’1i
genotip dagilimi %50 TT, %39.4 Tt, %10.6 tt olarak bulunmustur. KLOTHO geni
C1818T TNP’i genotip dagilimi %41.3 CC, %47.1 CT, %11.5 TT bulunurken
G395A TNP’1 %40,4 GG, %55.8 GA, %3.8 AA olarak bulunmustur.

Sonug olarak, ¢alismamizda pek ¢ok veri serisi degerlendirilmis olup VDR geni Apal
polimorfizminin Aa genotipi olgu grubunda kontrol grubuna oranla anlamli derecede
yiksek bulunmustur. Bununla birlikte, hem KLOTHO hem de VDR geni
polimorfizmlerinin kronik bobrek hastaligi ile iligkisi agisindan yeni ve degerli
bilgiler elde edilmistir.

Anahtar Sozciikler: Kronik Bobrek Hastaligi, 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 Apal and Tagl 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.

CI1818T and G395A SNP’s of KLOTHO gene were studied by using DNA sequence
analysis and Apal and Taql 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, Apal (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 Taqgl (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, %115 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 Apal
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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