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OZET

Kronik bobrek hastaligi (KBH) kronik, renal veya sistemik hastaliklara
bagh olarak bobrek fonksiyonlarinin donilisimsiiz kaybi seklinde
tanimlanan, Turkiye’de ve dinyada epidemi halini almig 6nemli bir halk
saghg! sorunudur. Diyaliz tedavisi gormekte olan KBH hastalarinda,
kardiyovaskiiler hastaliklar basta olmak lizere mortaliteyi artiran pek
¢cok komplikasyon goriilmektedir. Geg¢mis c¢alismalarda, bir takim
cevresel ve genetiksel etmenlerin ilerleyici bobrek hasar ve
komplikasyonlarinin olugsumunu tetikledigi 6ne surulmektedir. Bu
etmenlerden biri inflamasyon olup, interlokin 4 (IL-4) ve interlokin 6 (IL-
6) sitokinlerinin de iginde yer aldigi bir dizi mekanizmalar sonucunda
olugsmaktadir. Yapilan arastirmalar serum IL-4 ve IL-6 seviyelerinin
kardiyovaskiiler komplikasyonlarla iligkilendirilebilecegini ortaya
koymus olmasina ragmen, bu sitokin genlerindeki polimorfizmlerin
kronik veya sistemik hastaliklarla iliskisi konusunda farkh
populasyonlarda geligkili sonuglara ulasiimistir.

Bu calismanin amaci IL-4 intron 3 ve IL-6 -174 G/C gen polimorfizmleri
ile kronik bobrek yetmezligi (KBY) arasindaki iligkiyi tanimlamaktadir.
Bununla birlikte, analizi yapilan genotiplerin, hastaligin klinik ve
laboratuvar bulgulari ile bir baglantisi olup olmadigi arastiriimigtir.



Bu amacgla 137 KBY hastasi ile 106 saglikli kontrol bireyin IL-4 intron 3
ve IL-6 -174 G/C genlerinin genotip ve allel dagilimlari saptanarak, bu
dagilimlarin bir takim hemogram ve biyokimyasal parametrelerle iligkisi
incelenmistir. Tanimlanan IL-4 intron 3 gen allel ya da genotiplerin KBY
ve klinik bulgularla anlamh bir iligkisi olmadigi ortaya konmustur. IL-6 -
174 G/C genotip dagiliminin hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli
bir fark tespit edilmis olup, bazi klinik ve laboratuvar bulgulanyla

yapilan karsilagtirmalarla bu durum desteklenmistir.

Bu calismanin, KBY’deki mortalite etmenlerinin molekiiler dizeydeki
surecinin aydinlatiimasina ve yeni teshis, tedavi yontemlerinin

gelistiriimesine yardimci olmasi iimit edilmektedir.
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interlokin-6

Sayfa Adedi 0112

Tez Yoneticisi : Prof. Dr. Leyla ACIK



Vi

IL-4 AND IL-6 GENE POLYMORPHISMS IN CHRONIC RENAL
FAILURE PATIENTS
(M. Sc. Thesis)

Nagehan RAMAZANOGLU

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF SCIENCE AND TECHNOLOGY
August 2012

ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD), defined as the irreversible loss of renal
function, that occurs due to the chronic, renal or systemic diseases, is
a major public health problem which has become epidemic in Turkey
and the world. Various complications, particularly cardiovascular
diseases (CVD), which increase mortality are observed in CKD patients,
who are undergoing dialysis treatment. In the past studies, it has been
proposed that a set of environmental and genetic factors trigger the
formation of progressive kidney damage and complications. One of
these factors is inflammation, which develops as a result of a number
of mechanisms in which interleukin 4 (IL-4) and interleukin 6 (IL-6)
cytokines take part. Although previous researches have shown that
cardiovascular complications are related to serum levels of IL-4 and IL-
6, contradictory results have been deduced in different populations
about the relationship of polymorphisms in these cytokine genes with

the chronic or systemic disease.

The purpose of this study is to describe the relation of IL-4 intron 3 and
IL-6 -174 G/C gene polymorphisms with chronic renal failure. In

addition, it has been searched if there is a connection of the genotypes



vii

that were analyzed with the clinical and laboratory findings of the

disease.

For this purpose, determining the distribution of genotypes and alleles
of the genes IL-4 intron 3 and IL-6-174 G/C of 137 chronic renal failure
patients and 106 healthy control subjects, the relation of these
distributions with a number of complete blood count and biochemical
parameters were investigated. ldentified gene alleles IL-4 intron 3 or
genotypes have been found not to have a relation with chronic renal
failure or clinical outcome. A statistically meaningful difference
between the genotype distributions of IL-6 -174 G/C is detected, and
this result is supported with comparisons made through clinical and

laboratory findings.

We hope that this study will help to elucidate the molecular-level
processes of the mortality factors of chronic renal failure, and also help

to develop novel techniques of diagnosis and treatment.

Science Code : 203.1.104

Keywords : Chronic renal failure, polymorphism, interleukin-4,
interleukin-6
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1. GIRIS

Kronik bobrek yetmezligi (KBY) bobrek fonksiyonlarinin dondsimsuz kaybi
sonucu meydana gelen ve hastalarin yagsam kalitesini ciddi sekilde etkileyen
bir hastaliktir. Ozellikle son dénem bdbrek yetmezligi (SDBY) safhasina
gelmis hastalarda uygulanan tedavi yontemleri (diyaliz veya organ nakli) hem
maddi, hem de yasam kosullari agisindan toplumsal yonuyle énemli bir sorun
teskil etmektedir [6, 49, 74].

KBY’de mortaliteye sebebiyet veren baslica komplikasyonlardan olan
kardiyovaskuler hastaliklar (KVH), patolojik etmenlerin yani sira bireysel
farklilklarin da etkin oldugu bir dizi biyolojik mekanizmanin fonksiyonu ile
meydana gelir. Ozellikle hastaigin ilerleyisiyle ortaya ¢ikan kronik
inflamasyon, CRP ve bir takim pro-inflamatuar sitokin seviyesinin yikselmesi
sonucu olugur. SDBY hastalarinda inflamatuar yanitta birbirine zit etkide rol
oynayan interlokin 4 (IL-4) ve interldkin 6 (IL-6) serum seviyeleri arastiriimig
olup [11, 127], bu sitokinlerin Uretimini ifade eden gen bodlgelerindeki
degisimlerin dogrudan ya da dolayl olarak hastalikla iligkilendirilebilecegi one

surdimustur [25].

Insan genomundaki pek ¢ok gen dizisinin bireyler arasinda polimorfik
varyasyonlar gosterdigi bilinmektedir. Polimorfizmler bir genin kodlanan veya
kodlanmayan kisimlarinda, tek baz ciftini iceren degisimler (SNP), delesyon
ya da insersiyonlar, tekrar eden kisa DNA dizilerinin tekrar sayilarindaki
degisimler (VNTR) olarak kargimiza c¢ikar. Bu polimorfizmler gen ifadesinde,
MRNA’nin  devamliiginda, olusan protein G4rununin vyapisinda ve
verimliliginde farklliklara yol acabilirler. Bu yénlyle de pek cok hastalia
yatkinigin ya da hastaidin siddetinin, akibetinin  belirlenmesinde
kullanilabilirler [40].



Bu calismanin amaci, KBY’de rol aldigi digunulen IL-4 ve IL-6 proteinlerini
kodlayan gen bolgelerindeki polimorfizmlerin, toplumumuzda goérilme
sikligini ve hastalikla iligkisini ortaya koymaktir. Bir diger amaci ise, hasta ve
saglkh kontrol gruplarinda belirlenen genotipler ile klinik ve laboratuvar
bulgulari arasindaki baglantiyi analiz edilip, bu iliskinin kardiyovaskuler

komplikasyonlarin olusumundaki olasi etkisini incelemektir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kronik Bobrek Yetmezligi

Kronik bobrek hastaligi (KBH), dinyada ve Ulkemizde epidemi halini almis,
kronik, renal veya sistemik hastaliklara bagli olarak bobrek fonksiyonlarinin
donugumsuz kaybi ile karakterize olan onemli bir halk saghgi sorunudur.
Giderek artan sikhdi, yol actigi yuksek morbidite ve mortalite oranlari ve
bunlarla birlikte yagsam kalitesini ciddi sekilde etkilemesi nedeniyle toplumsal

yukl buyudk olan bir hastaliktir [6].

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), glomerul filtrasyon degerinin (GFR) 80
ml/dk’'nin altina inmesi olarak tanimlanir [5]. GFR’nin geriye dénlssuz bir
sekilde azalmasi, gelismekte olan KBY’nin en 6énemli géstergesidir [123] ve
etken ajan ortadan kalksa bile hastalik progresif seyretmekte ve son donem
bdbrek yetmezligine (SDBY) dogru ilerleme gostermektedir [77]. Son donem
bobrek yetmezligi olan hastalar, yagsam kalitesinin iyi olabilmesi i¢in uzun
donem ve duzenli olarak hemodiyaliz tedavisine gereksinim duymaktadirlar
[139].

Ulkelerin 2007 yilina ait SDBY prevalanslarina bakildiginda listenin basinda
Tayvan, Japonya ve ABD yer almaktadir. Ulkemizde ise Tirk Nefroloji
Dernegi kayitlarina goére 2009 vyl sonu itibariyle hemodiyaliz (HD)
programinda 42707, periton diyaliz (PD) programinda ise 4626 kayith hasta
bulunmakta olup [132], yillik ortalama %12’lik artis hizina sahiptir [6]. Birlesik
Krallik'ta SDBY gorilme orani 20 yil éncesine gore iki katina ¢ikmis olup,
pek c¢ok gelismis Ulkede de vyillik %5-8 oraninda artis gostermesi
beklenmektedir. Bu artisa etki eden iki 6nemli etmen bulunmaktadir;
populasyondaki yasl nufusun artisi ve tip 2 diyabet mellitusun dinya
genelinde epidemik hale gelmesidir [47]. Kronik bobrek yetmezliginin gelisim
surecini etkileyen diger etmenleri ise yas, cinsiyet, irk, genetik, proteinuri,

lipidler, hipertansiyon, sigara vb. seklinde siralayabiliriz [5].



KBY’de renal zarari durdurmaya ya da sureci tersine gevirmeye yonelik
tedaviler deney asamasinda kalmigtir ve uygulamaya gecirilememigtir.
Gunumuzde daha ¢ok hayatta kalan nefronlarin korunmasina dair énlemler
alinmaktadir [34]. Ulkemizde KBY icin gereken organ naklinin yiiksek maliyeti
nedeniyle, hastalar hayat boyu hemodiyaliz ya da periton diyaliz tedavisine

bagimli olarak yasamlarini surdururler [6, 49].

Hemodiyaliz, bébrek yetmezligi sebebiyle bobrek fonksiyonlarini kaybeden
hastalarin hayatlarini devam ettirebilmeleri i¢in vicutta olusan toksik madde
ve sivilarin vicuttan atiimalarini saglayan bir tedavi ydntemidir. Ozel
membranlar ile hasta kani makineler aracihigi ile temizlenir. Hemodiyaliz
isleminin gerceklesmesi icin yeterli kan akimi, bir membran ve hemodiyaliz
makinesi saglanmalidir. Hemodiyaliz tedavisi hastanin bobrek yetmezliginin
siddetine, ¢ikardigi idrar miktarina bagli olmak tzere haftada 2 - 3 kez, 4 - 6

saat sure ile uygulanir [8].

Diyaliz teknolojisindeki hizli gelismelere ragmen Kuzey Amerika ve
Avrupa’daki SDBY hastalari duzenli HD ve PD’ye maruz kalmakta, bu
tedaviler ise basta kardiyovaskuler hastaliklar olmak Uzere pek ¢ok
komplikasyona sebebiyet vermektedir [98]. Diger bir sorun ise pek ¢ok SDBY
hastasinin kot hayat sartlarinda yasamlarina devam ediyor olma
zorunlulugudur. Bununla birlikte bobrek nakli tedavisi goren hastalarda ise
mortalite oraninin yil basina %20’in altinda kalmasi saglanamamistir [74].
ABD'de 65-74 yas araliginda renal yenileme terapi programina (hemodiyaliz,
periton diyalizi ya da bdbrek nakli) baslayan hastalarin %30'unun ilk yil
hayatlarini kaybettigi belirtilmistir [118].

2.1.1. Klinik ozellikleri ve komplikasyonlar

KBY, GFR'ye gore evrelendirilebilir (Cizelge 2.1). Uremi varliginda ilk
belirtiler igtahsizlik, bulanti, kusma, halsizlik, kilo kaybi, biling duzeyindeki
degisiklikler, kasinti, nefes darligi, bacaklarda huzursuzluk hissi, perikardit,



kanama gibi gesitli doku ve organ sisteminin Uremik havuzdan etkilenmeleri
sonucu ortaya gikar. Ozellikle yagh olgular disik Ure dizeylerinde (100-120
mg/dl) dahi bu belirtileri gdsterirken bazi olgular ylksek Ure dizeylerinde
(200-250 mg/dl) bile asemptomatik kalabilmektedir [5].

Cizelge 2.1. Kronik bébrek hastaliginin evreleri [77].

Evre | Klinik Tanim GFR Degerlendirme ve
(mL/dk/1,73 Tedavi
m?)

1 Normal GFR > 90 Birincil hastalik,
kardiyovaskuler hastalik
riski

2 Dusuk derecede | 60-89 Hiperparatiroidizmin

azalmis GFR erken evresi,
KBH’nin ilerlemesi

3 Orta derecede | 30-59 Anemi, dislipidemi, hticre

azalmis GFR digI sivi hacmi

4 Cok dusuk GFR 15-29 Elektrolit bozukluklari,
diyaliz ve organ nakli igin
uygunluk

5 Bobrek Yetmezligi < 15 ya dalileri KBY ve diyaliz

diyaliz komplikasyonlari

Kronik bobrek yetmezliginde temeldeki bobrek hastaligi ne olursa olsun
histolojik incelemede glomeruler skleroz, hucreler arasi matriks artisl,
periglomeruler ve interstisiyel fibrozis, tubuler atrofi gbzlenir. Bu durumda
birincil hastaliktan bagimsiz olarak ilerleyici bdbrek hasarinda bagska
mekanizmalarin rol aldigi disunulmektedir. Bundan dolayi evreler arasindaki
ilerleyici bobrek hasari, yuksek tansiyon, hizlanmis lokal ateroskleroz,
hipertrofi ve bu hastaliklarin mekanizmalariyla iligkili buUyame faktorleri ile

aciklanmaya gahgiimistir [77].

Laboratuvar bazl yapilan bir calismada SDBY’de mortaliteye etki ettigi
belirtilen 128 etmen degerlendiriimis ve etki sirasina gore asagida adi gecen

dokuz tanesinin mortaliteyle ¢ok anlamli bir iligkisi oldugu ortaya konmustur.



1. Tumor nekrozis faktor- a (TNF-a)
2. Hematokrit

3. Interl6kin-6

4. Troponin T

5. Kreatinin/ Ure hacmi (Kt/Vre)

6. Prealbumin

7. Ure azalma orani

8. Serum albumin

9. C-reaktif proteini [43].

Kronik bobrek yetmezligine sebebiyet veren klinik durumlar Uzerine yapilan
arastirmalar, hastalik nedenlerinin etnik gruplar arasinda farkhlik gésterdigini

ortaya koymustur [34].
SDBY’in olusmasinda pay sahibi olan hastaliklar gosterilmistir (Cizelge 2.2).

llerleyici bobrek hasarinin  olusum mekanizmalari henliz yeterince
aydinlatilamamistir. Hastahgin ilerledigi dénem siresince nefron sayisi
azaldigi gibi saglam kalan nefronlarda da anatomik ve fonksiyonel

adaptasyon dénemi baslamaktadir [2].



Cizelge 2.2. Son donem bobrek yetmezligi sebepleri [34].

Hastalik Oran (%)
Diabetes mellitus 30
Kronik glomerulonefrit 20
YUksek tansiyon 20
Polikistik bébrek 10
Pyelonefrit / refluks nefropati 5
Dokular arasi nefrit 5
Diger 15

Obezite, genel populasyon icin glgli bir risk faktori olarak tanimlanmasina
ragmen, ylksek viicut kitle indeksinin (VKI) SDBY igin koruyucu olabilecegi
tartisiimaktadir [72]. Hemodiyaliz hastalari genellikle dusik VKi degerine
sahiptir ve bu durum mortalite riskini yukseltir [79, 80]. Agirhgin KBY
hastalarindaki klinik duruma olumlu/olumsuz katkisi kontrolli gruplarla
arastirilmadigi icin bu konuda kesin yargiya varilamamakla birlikte, ylikselen
VKI degerinin hemodiyaliz hastalarinda hayatta kalma oranini etkiledigi

goOsterilmigtir [146].

Bunlarin yaninda duguk D vitamini seviyesi ile hemoglobin seviyesi KBH

hastalarinda kardiyovaskuler mortalite ile iliskilendirilmigtir [86, 111].

Bir diger mortalite sebebi olan mineral metabolizmasiyla ilgili bozukluklar
(hiperfosfotemi, hiperkalsemi vb.) gerekli dnemler alinarak duzeltilebilir. Bu
bozukluklar kardiyovaskuler hastaliklarla iligkili mortaliteye etki ettigi igin
tedavisine o6nem verilmelidir. Serum fosforundaki mineral degisiklikler

dogrudan beslenme sartlariyla ilgilidir, bu ylzden bu sartlarin iyilestiriimesi



tedavinin onemli bir pargasidir [20]. Ayrica diyaliz suresinin artirilmasi fosfat
dizeyinin iyilegtiriimesine yardimci olabilir [61]. Buna kargin Foley ve ark.
serum kalsiyumun 8.8 mg/dl'den yuksek olmasinin yuksek mortalite riskini
isaret ettigini iddia ederken [54], bagka bir ¢calisma ise mortalite ile bir iligkisi

olmadigini belirtmistir [19].

SDBY hastalarinin hemodiyaliz tedavisi goren %35-65'i inflamasyon belirtisi
gbsterir. inflamasyon, SDBY hastalarinda gériilen komplikasyonlarin baslica
sebeplerinden biridir [137].

2.1.2. Kardiyovaskiuler hastaliklar

Kardiyovaskuler hastaliklar (KVH) SDBY’de morbidite ve olum sebepleri

arasinda en basta yer almaktadir [33].

Bobrek nakli tedavisinde son yillarda yasanan gelismelere ragmen SDBY
hastalarinda kardiyovaskuler rahatsizliklardan kaynaklanan morbidite ve
mortalite oranlari 6nemli derecede artis gostermistir [98]. Bunun yaninda
KVH, diyaliz hastalarinda muidahaleyle iyilesimi zor olan bir durumdur.
Geleneksel risk faktorleri, 6rnegin ylksek tansiyon, diabetes mellitus,
dislipidemi, sigara kullanimi, obezite, fiziksel inaktivite vb., diyaliz
hastalarinda genel olarak gorulmesine ragmen, bu faktorlerin her biri tek
basina KVH’In yuksek gortulme oranini agiklayici olamamaktadir. Bu yuzden
geleneksel olmayan risk faktorleri olan inflamasyon, damar kireglenmesi,
anemi, beslenme bozuklugu, oksidatif stres ve yukselen lipoprotein

seviyesine dair klinik durumlara dikkat ¢ekilmistir.

KBY ile baslica mortalite sebebi olan kardiyovaskuler hastaliklar arasinda
sayisiz iligki bulunmaktadir. KBY’nin gorulmesindeki artigin ileriki yillarda
kardiyovaskuler iligkili damar hastaliklarin yayihmina etki edecegi
dusundimektedir [74].



2.1.3. Ateroskleroz

Normal kogullar altinda, arter duvarindaki endotelyal hucreler Iokositlerin
adhezyonuna ve agregasyonuna karsi koyar. Ancak endotelyal doku zarar
gordugunde, dusuk yogunluktaki lipoprotein molekulleri arter duvarindan
gecer ve damarin intima tabakasindan salgilanan enzimler tarafindan
oksidasyona maruz kalir [100]. Bu slre¢ duz kas tabakasindaki hicreler ile
hlcreler arasindaki sivinin artisiyla sonuglanir. Hastalik ilerledikge bu artig

arter duvarinin giderek kalinlasmasina sebep olur [7].

Inflamasyon SDBY’de ateroskleroz olusma slrecinde anahtar rol
oynamaktadir [100]. Bunun yaninda son evredeki hastalarda vaskuiler ve
valvular  kalsifikasyonun  goérinimu  dogrudan  ateroskleroz  ve

arteriosklerozisle iligkilendirilebilir [145].

Son yillarda yapilan arastirmalar gosteriyor ki DNA tek nukleotid
polimorfizmleri (SNP) gibi genetik faktorler bagisiklik cevabi, inflamatuar
marker seviyelerini 6nemli derecede etkiledigi gibi, SDBY hastalarinda
ateroskleroze yakalanma sikligini da etkilemektedir. inflamasyon belirticileri
(IL-10, IL-6 ve TNF-a) ve benzer diger faktorleri (apoliprotein E, TGF ve
tefuin-A) kodlayan genlerdeki DNA polimorfizmleri ateroskleroz geligimini

etkiliyor olabilecegi yeterli sayida ¢alismada gdsterilmistir [71, 98, 107].

Dusuk seviyedeki kalici inflamasyon, dremik bir fenotipte yaygin goérilen
ateroskleroz, depresyon, protein enerji kaybi (PEW), damar kireglenmesi gibi
risk faktorlerini tetikler. Bu nedenle besinsel ve farmakolojik mudahalelerin

ana hedefi inflamasyondur [93].

inflamasyonda gériilen bu klinik tablo yetiskin hastalarda oldugu kadar cocuk
ve geng yetiskin bobrek yetmezligi hastalari igin de gegerlidir. Maalesef erken
yasta KBY tanisi konmus Kkisilerde yetiskin tip aterosklerotik KVH’ye
yakalanma riski, yetigkinlerinkiyle aynidir [91].
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2.1.4. Yuksek tansiyon

Fizyolojik olarak bobrekler kan basinci kontrolu i¢cin en 6nemli mekanizmayi
yuratir. Ancak yukselen kan basinci bdbrek fonksiyonlarini etkiler ve uzun
sureli yuksek tansiyon natrilresisi (lUredeki mevcut sodyum tuzu) azaltir.
Bundan dolayi yuksek tansiyon, ortaya ¢ikan bobrek hasarinin hem nedeni,

hem de gelisim sureciyle iligkili bir etmendir [48].

ABD’de Ulusal Bébrek Vakfi Bébrek Hastaligi Sonuclari Kalite inisiyatifi
(K/DOQI) rehberi yliksek tansiyon icin uygun tedavi géren hastalarda diyaliz
oncesi kan basinci hedefinin 140/90 mmHg, sonrasi icin 130/80 mmHg
oldugunu belirtmigtir [71, 78].

Diyaliz tedavisi goren hastalarin %90’inda yUksek tansiyon goérulurken diyaliz
sonrasi gorulen dusik tansiyon igin antihipertansif ilaglar ile tedaviye gidilir
[61].

KBY’de karsilagilan bir diger kardiyovaskuler rahatsizlik olan anjina (gogus
agrisi) koroner arter hastaligina bagh olarak anemiyle agirlasabilir. Bu yonde
sikayeti olan hastalara hemodiyalizden ziyade periton diyalizi tercih edilebilir
[61].

KBY’de kardiyovaskuler hastaliklara midahelede 6nemli olan unsurlari, diyet,
kan basinci, proteinuri, diyabette kan sekeri ve dislipidemi kontrolu olarak
siralayabiliriz [47].

2.1.5. Diger komplikasyonlar

KBY’de paratiroit hormon, D vitamini, kalsiyum ve fosfat diuzeylerindeki
degisiklikler kemik histolojisinde farklilasmaya neden olur ve hastalarin
yaklasik %50’sinde yuksek yikimli kemik hastaligina sebep olur [61].



11

KBY’de hiperkalemi, GFR dusuklugu, diyette yuksek potasyum alimi, doku
yikimi, metabolik asidozis ve ilaglar (ACE inhibitorleri vb.) etkisiyle potasyum

saliniminda meydana gelen dengesizlikle ilgili olarak meydana gelebilir [70].

Anemi diyaliz hastalarinin karsilastigi en énemli komplikasyonlardan biridir.
Eritropoietin salgilanmasindaki yetersizlik KBY’deki aneminin en onemli
sebebidir. Bunun yaninda kanama, demir eksikligi anemisi, eritrosit dmrindn
kisalmasi, diyalizde B12 ve folik asit kaybi, Gremik toksinlerin kemik iligini

baskilamasi da anemiye yol acan diger etmenlerdir [39].

Diyaliz hastalarinda siklikla ortaya ¢ikan diger komplikasyonlara 6rnek olarak

tromboz, sepsis, hipoksemi, hemolizi verebiliriz [49, 61].

Diyaliz hastalarinin yaklasik %30-50’si aktif inflamatuar cevaba sahip
olduguna dair belirtiler gosterir [148]. Populasyon genelinde yapilan bazi
calismalardaki bulgular yukselmis CRP seviyesinin diyaliz hastalarinda
inflamasyon kaynakli mortalitenin sebebi olabilecegini ortaya koymustur
[128]. KBY’de inflamasyon ve vaskller kalsifikasyon biyomarkeri olarak
adlandirilan baslica etmenleri CRP, serum albumin, fibrinojen, beyaz kan
hicreleri (polimorfonukleer hicre, monosit, lenfosit), IL-6, IL-1, IL-8, TNF- a

ve serum amiloid A olarak siralayabiliriz [104].

Nordfors ve ark. yukarida adi gegen komplikasyonlara maruz kalan SDBY
hastalarini  beslenme bozuklugu (asirn zayiflama), iltihaplanma ve
ateroskleroz gibi hastalik seyrinde ortaya c¢ikan rahatsizliklari nedeniyle
metastatik kanser durumuyla karsilastirmistir. Ortaya c¢ikan bu tablo
hastaligin altinda yatan mekanizmalara hitap etmekten ziyade diyaliz
teknolojileri gibi kismi ¢ozimlere yonelimin sonucu oldugu Onerilmistir. Bu
yuzden genetik calismalarla saglanan hizli bilgi birikiminin bu mekanizmalara

acikhk getirebilecegi dusunulmektedir [98].
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2.2. Kronik Bobrek Yetmezligi ve Genetik

Bobrek hastaliklarinda genetik, tek genli bobrek rahatsizliklarindan (X-
baglantili Alport sendromu ve otozomal baskin polikistik bébrek hastaligi gibi)
daha karmasik ¢ok genli hastaliklara (diyabetik néropati ve IgA ndéropati gibi)
kadar ¢ok genis bir alani ilgilendirmektedir. KBH’nin irsi olarak birikiminin
kismen cevresel etmenlere dayali oldugu kanitlanmis olmasina ragmen,
eldeki bulgular genetik faktorlerin de bu durumda rol oynadigini
gOstermektedir. Son vyillarda genomik analizler ve aile tabanli tarama
calismalari nefropati duyarliliktaki genetik faktorlerin rolinin tanimlanmasina
baylk oranda yardimci olmaktadir. Bu baglamda genetik polimorfizmlerin,
akut renal hasarlarin gesitli iskemik ve nefrotoksik hasarlara gecisindeki

egilimi aciklayabilecegi dusunulmektedir.

KBY hastalarinin klinik durumlari genetik ve genetik olmayan etkenlerin
yukimlaligundedir. Bu durum, hastalarin dremik ortama maruz
kalmalarindan dolayi genetik etkenlere daha duyarl olmalarina baglanabilir
[84]. insan genom projesindeki gelisme ve yeni molekiiler tekniklerin
gelisimiyle birlikte, genetik varyasyonlari komplikasyonlar, morbidite ve
mortalite oranlari gibi bireyler arasi farklliklarla iliskilendirmek artik mimkuin
gorulmektedir. SDBY hastalarinin genetik varyasyonlara genel populasyona
kiyasla daha duyarli olma ihtimali vardir. Etnik, sosyal ve cevresel faktorler,
SDBY hastalarinda ortak Uremik komplikasyonlarin goérilme orani ve
insidansinin bireyler arasindaki farkliligini kismen agciklayabilir. Ancak bu
farkliliklar genis anlamda genetik duyarlilik érnekleriyle de iligkilendirilebilir.
SDBY hastalarinin fenotipik profillerinin altinda yatan sebepler gen-gevre
etkilesiminin karmasikligindan, her bir hasta igin en uygun tedavi stratejisinin
kararlastirimasinin  zorlugundan dolayr degisiklik gdstermektedir. Son
zamanlarda birka¢ genetik varyasyonun, Ozellikle SNP’lerin, bu hasta
grubunun genel durumuna ve fenotipine etki edebilecedi tanimlanmistir [98].
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2.3. Sitokinlerin ilerleyici Bébrek Hasarindaki Rolii

Sitokinler, otokrin ve parakrin olarak immun-dizenlemede, hematopoieziste

ve inflamatuar olusumunda yer alan ¢6zulebilir polipeptidlerdir [116].

Sitokinler protein ifadesi, transkripsiyon ve translasyon asamalarinda
duzenleyici olarak yer alir. Transkripsiyon mMRNA’nin genomik DNA
kalibindan sentezlendigi surectir ve genellikle sitokin genlerinin promotor
bdlgeleri tarafindan kontrol edilir. Bu ylzden bu bdlgede meydana gelen

SNP’ler, populasyon bazinda protein ifadesini degistirebilir [12].

Bobrek, c¢ogu sitokinin atiliminin yapildidi yer olmasina ragmen, KBH
hastalarinda pro-inflamatuar sitokinler ile onlarin inibitorleri arasinda ¢ok
hassas bir denge bulunmaktadir. Bunun sebebi, diyaliz hastalarinda
endotoksinlere karsl daha kuvvetli bir sitokin aracili cevap mekanizmasinin

gelismesidir [32].

Tip | ve Il sitokinler doku hasarina dogrudan etki etmektedir [75]. Sitokin
genlerin promotor bdlgesindeki allelik polimorfizmler sitokinlerin Grin olarak
tanimlanmasini ve belki de islevlerini degistirmektedir [69]. Bu sebeple
genlerin  kodlanan bdlgelerinden en ¢ok promotor bdlgesindeki

polimorfizmlerine dikkat ¢ekildigi sOylenebilir.

Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin SDBY’de hayatta kalma
oranlariyla olan iligkisi Kaplan-Meier analizi ile goésterilmistir (Sekil 2.1).
Yuksek pro-inflamatuar sitokin (IL-1, IL-6 ve TNF- a) drneklerine sahip
grubun hayatta kalma orani, yuksek anti-inflamatuar sitokin (IL-2, IL-4, IL-5,

IL-12) érneklerine sahip gruptan daha disuk bulunmustur (P=0,0039) [36].
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Sekil 2.1. Pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin diyaliz hastalarinda
hayatta kalma oranina olan etkisi [36].

Enfeksiyonlara karsi savunmada rol alan genlerdeki mutasyonlar
populasyona Uretkenlik acgisindan bir avantaj saglayabilir. Sitokin gen
polimorfizmleri siklikla transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi agsamalarda
meyda geldiginden islevsel olarak farkliliklara neden olabilir. Bu sebeple
inflamatuar cevap, genetik agidan niteliksel ve nicel olarak programlanabilir
ve bu durum bazi bireylerde guglu bir yanit dogururken bazilarinda ise ayni

uyarana daha 0Olgull bir yanitin olusmasini saglar [46].

Bunun yani sira yapilan g¢alismalarda, IL-4 ve IL-6’nin TH1/TH2 dengesini
kontrol eden mekanizmalardaki etkinligine deginilerek, azalan bobrek
islevinin dogrudan ya da dolayli yoldan IL-6 seviyesi ve genetik varyantlariyla

iligkili oldugu gosterilmistir [115].

2.3.1. Sitokin tedavi stratejileri

Hemodiyaliz tedavisi goren hastalarda yapilan ilag temelli arastirmalarla
0zgun olmayan bagisiklik diuzenleyici ilaglarin SDBY ve kardiyovaskuler
komplikasyonlara olan etkisi arastinimistir [10, 50]. Gelecekte yapilacak

caligmalarla aydinlatiimasi ve protokole dokulmesi gereken bazi hususlar yer
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almasina karsin, KBY’de tedavi surecini, sitokinlerin yer aldigi asamayla

birlikte kisaca soyle 6zetleyebiliriz;

1. Asama: KBH’de inflamasyona sebebiyet veren hastaliklarin tedavi

edilmesi:

o Enfektif komplikasyonlar

e Sessiz iskemik kalp hastaligi

e Araya giren diger klinik vakalar

e Periodontal hastaliklar

e Basarisiz bobrek nakli

e Hipervolemi (viicutta asiri su birikimi)
e inflamatuar hastaliklar

2. Asama: inflamasyonun diyaliz kaynakli muhtemel sebeplerinin tedavi
edilmesi

e Saf olmayan diyalizat

¢ Hemodiyaliz kaynakli enfektif komplikasyonlar
e Pihtilasmis kanal ya da doku

e Yetersiz diyaliz

e Uyusmayan membranlar

e Uyusmayan diyaliz sivilari

e Peritonit (karin zari iltihabi)
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3. Asama: Anti-inflamatuar stratejilerini géz 6nunde bulundurmak
e Beslenmeye mudahale etmek
e Fiziksel egitim (idman)
e llagla mudahele [32].

Dolagsimdaki inflamatuar etmenler, sadece anti-inflamatuar tedavilerin degil
ayni zamanda antioksidatif ve anti-wasting (zayiflama kargitl) tedavi
yontemlerinin de birincil hedefidir. Cunki bu tedaviler inflamasyonun

azaltiilmasina yonelik potansiyele sahiptir [93].

Albumin ve prealbumin seviyesinin inflamasyondaki 6nemi g6z o6ninde
bulundurularak ABD’de yapilan bir galismada, TNF-a reseptdr antagonisti
“‘entanercept” Uzerine vyapilan bir c¢alismada albumin ve prealbumin
seviyelerinin placebo grubuna gore anlamli oldugu sonucu elde edilmigtir
[45]. Son yillarda buna benzer sekilde “hedefe ydnelik antisitokin tedavisi”

uzerine ¢alismalar hiz kazanmigtir.
2.4. Polimorfizm

Polimorfizm, populasyonun genelinde %1 veya daha fazla oranda gorilen
DNA dizi vasyasyonlandir. Bir 6zellik agisindan secenekli olan fenotiplerin
kusaklar boyu ayni siklkla surdirilmesine ise dengeli polimorfizm denir.
Polimorfik dizi varyantlari, genelde gen dizilerinin disinda kalan DNA
bdlgelerinde yer aldigindan belirli bir hastaliga neden olmazlar ancak bazi
hastaliklar ile paralellik gosterdikleri durumlarda marker olarak kullanilirlar.
Ayrica genomun %97’sini olusturan kodlanmayan DNA dizisinde bulunan tek
nukleotid polimorfizmlerinin - (SNP) ilag metabolizmasi ile ila¢ etki-
etkilesimlerinin bireye ve farkh populasyonlara goére anlamli iligkiler
goOsterdiginin  anlagilmasi  populasyonlara ve bireye 0zgu ilaglarin
tasarlanmasina olanak saglamigtir [15, 85].
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Bir polimorfizminin etkisi gende bulundugu bolgeye baghdir (Sekil 2.2).
Sekilde goralduga Uzere, A) Promotor bodlgesi transkripsiyon oranini
belirledigi icin bu bdlgede konumlanan bir polimorfizm protein Grinini
etkileyebilir. B) Ekzondaki bir polimorfizm, bir aminoasiti bir diger aminoasite
ya da sonlandirma kodonuna donusturerek protein Urinini ya da islevini
degistirebilir. C) Introndaki bir polimorfizm, intronlarin silinmesine ya da
MRNA molekullerinin analizinin artmasina, azalmasina sebep

olabileceginden mRNA olusum surecini etkileyebilir [99].
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Sekil 2.2. Genetik polimorfizmin etkileri [99].

DNA polimorfizmleri, DNA temelli genetik haritalamada marker olarak

kullanimlari yonuyle ¢cok dnemlidir [130].
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2.4.1. Tek nuikleotid polimorfizmi (SNP)

1980’li yillarda restriksiyon enzimleri kullanilarak, kesme bdolgelerinin varhigini
ya da eksikligini gostermek amaciyla fragment uzunluk varyasyonlari
g6zlenmis ve bu varyasyonlar tek nukleotid polimorfizmleri (SNP) olarak
adlandinimigtir [22].

Insan genom projesi kapsaminda yapilan DNA klonlama ve dizi analizi
calismalarinda her 100 bazdan birinde polimorfizm oldugu saptanmistir.
Genomda gizli kalmis bu farkhliklar, ilk bakildiginda canli yasami ve g¢evreye
uyumu igin gerekli gérilmese de, yasam suresince canliyl avantajli duruma

donugturecek 6nuyum niteligindeki varyasyonlardir.

Genom projesiyle tamami ortaya konacak olan SNP haritasi, bu
polimorfizmlerin diyabet, kanser vb. yaygin hastaliklarla iliskisi olan genlerin
tanimlanmasinda kullanilmasi beklenmektedir. Boylece bu genlerin Urettigi
proteinler yeni gelistirilecek ilaglar icin hedef olabilecektir. Bu ilaglarin
polimorfizm temeline dayanan calismalarla gelistirilecek olmasi, bireylerin
ilaglara verdikleri farkli yanitlarin da molekuler temellerinin aydinlatiimasi ve
ilac secgiminde dikkate alinacak faktorlerin belirlenmesi yoninden énemli
sonuglari olacaktir. Bdylece bireylerin genetik yapisina uygun ilaglarin segimi

ve kullanimi mimkuin olacaktir [85].
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123 133 155 211 425 987
AACGTCGGCAAGTGGGCACCACCCCACGGATTT 3
AAATGCGCGAATAGGGCGTACCCCGGCAATTTT b

TCGACTCGCAACGACTGACTGCCCCTCGAGACG C

GTCTGATACAATCTCCATAGTCCCTCACTCGCT d

e

Sekil 2.3. Dort farkli bireye ait genom dizilerindeki SNP profilinin, bir ilaca
verilecek cevabl dnceden saptamada nasil yardimci olabileceginin
sematik gosterilmesi [85].

2.4.2. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP)

DNA’da iki homolog gen arasindaki tek bir baz farkhlik, allel olusumu igin
yeterlidir. Bu zararsiz baz cifti farkliliklari her kromozomda yayilim goésterir ve

muhafaza ettigi polimorfik bolgeler genetik haritalamada kullanilabilir [105].

Bu polimorfizmin tespitinde restriksiyon enzimi (RE) ile gen bdlgesindeki
uzunluk polimorfizmleri incelenir. Protein urtnleri, genin farkl allelik yénlerini
yansittigr icin bu tirden polimorfizmler, ayni zamanda kesim igin dizi
Ozgulligu tasiyan restriksiyon enzimlerinin ya kesim bolgesini ortadan
kaldirarak ya da yeni bir kesim bolgesi yaratarak allelik varyasyonlarin jel

ortaminda go6sterilmesi amagclanir [85].
RFLP iki sekilde uygulanabilir;

1. Gahsma yapilacak DNA uygun RE ile kesilir ve southern blot yontemiyle
membrana transfer edilir. DNA denatiure edilerek tek zincirli hale getirilir ve
incelenen bolgenin yanindaki tek kopya diziye tamamlayici olan isaretli
probla hibridizasyonu yapllir.

2. llgilenilen DNA, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilip RE ile

kesilir. Kesim drunleri uygun sartlardaki agaroz veya poliakrilamid jelde
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elektroforezde yurutullr. Hasta ve kontrol grubundan alinan DNA 6rneklerinin

polimorfik bolgeleri bdylece incelenip hastalikla iliskisi saptanabilir [85].
2.4.3. Degisken sayida ardisik tekrar polimorfizmi (VNTR)

insan genomunun yaklasik %5'’i kodlanmayan ancak gok sik tekrarlayan DNA
dizilerinden olusturmaktadir. Bu diziler 15-100 b¢ uzunlugunda olup genlerin
icinde ya da arasinda bulunabilir [85]. VNTR, 100-300 bg¢.lik kisa ardisik
tekrar dizilerine (STR) béllnebilir [89].

2.4.4. Kisa ardisik tekrar polimorfizmi (STR)

Insan genomunda 100.000 kez tekrari bulunan CA/GT dinikleotidler

mikrosatellit ya da kisa ardigik tekrar (SRT) dizileri olarak tanimlanir [85].
2.4.5. Aday genler, polimorfizmin segimi ve kisitlar

Aday genlerin yaygin hastaliklarla iligkisine dair yapilan arastirmalar,
hastaliklardaki ortak genetik varyantlarin tanimlanmasi agisindan énemlidir.
Insan genomunda yaklasik 11 milyon SNP’nin bulundugu tahmin edilmektedir
ki bu genomun yaklasik %1’ini teskil eder. Bu SNP’lerin kodlanan, baglanti
kavsaklari ve promotor bolgelerinde bulunan 250.000 kadari iglevsel

degisikliklere sebep olur [116].
KBY’de polimorfizm galismalarinin énemi;

1. Bireyler arasindaki inflamatuar cevaba, renal hasarin ilerlemesine ve

KVH’In olusumuna yoénelik farklliklari anlamak,

2. Kotu klinik sonuglara kargi yatkinliklari bulunan, risk grubundaki KBY

hastalarini tanimlamak
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3. Hastalgin ilerleyigini durdurmaya ya da gecikmeye yonelik yeni stratejiler

gelistirmek

4. KBH hastalarinda gelisen KVH’nin etiyopatogenezini anlamak [116].

Genetik iligki calismalari dogrudan ve dolayli olmak Uzere iki sekilde
yapilabilir. Dogrudan iligki ¢galismalarinda, bir hastalikta rol aldigi dustnulen
SNP’nin, hasta bireylerde gortulme sikhginin yiksek olup olmadigi arastirilir.
Alternatif olan dolayh yoldan ise, baglanti-dengesizlik (LD) c¢alismalarinda
birden fazla SNP kullanilarak hasta bireylerde atasal haplotipin

zenginlestirildigine dair bulgular sorusturulur [30].

Genotipleme, programlama ve istatistiksel analizlerdeki gelismeler, SNP’leri
kullanarak tum genomun taranmasini mumkun kilmistir. Bunun yaninda
karisim baglanti dengesizlik ve tim-genom iligki ¢calismalari (GWAS) da KBH
genlerinin teghisinde kullaniimaktadir. Bu genlerin teshisi belirti dncesi
hastalik taramalarinda ve SDBY’nin gelisim surecinde yer alan yollara

mudahelede ya da yavaslatiimasinda énem arz etmektedir [44].

SDBY hastalarina yonelik genetik ¢alismalardaki temel arastirma stratejileri

asagida verilmistir.

1) Ailelerde baglanti calismalari

a) Monogenik bozukluklar

b) Bazi mayotik olaylar

c) Mikrosatelit markerlar

2) Populasyon uzerine ortak ¢alismalar

a) Cok genli bozukluklar
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b) Mayotik bozukluklarin gogu
c) lyi tanimlanmis klinik materyal
d) Yuksek verimli SNP analizi
3) Microarray teknolojileri (DNA cipleri) [98].

Cok faktorlu bozukluklarda, cevresel faktorlerin yaninda genler arasindaki
karmagsik etkilesim de onemlidir. Ancak spesifik fenotipik bir karakterden
sorumlu belirli bir geni tanimlamak zordur. Bunun sebepleri asagida

verilmistir.
Cok genli bozukluklar tGzerine yapilan ¢alismalarda karsilasilan engeller;

1) Genomdaki ¢ok sayidaki genetik degisiklik, bireylerin karakterize

yapisini belirler.
2) Bir fenotip birgok genin etkilesimi sonucu olusabilir.
3) Farkli genler ayni fenotipi ortaya ¢ikarabilir (heterogenetik).

4) Bir gen birden fazla farkh fenotipi meydana getirebilir (gen-gevre

etkilesimi).

5) Tek bir genetik degisiklik fenotipik karakterde sadece kuguk bir

katilimdan sorumlu olabilir.

6) Genis populasyonlarin genotiplenmesi tek bir genetik varyasyonun

kuguk bir katiliminin dahi tanimlanmasini saglamak igin gereklidir.

Bu durumda en iyi yaklasim; Kkliniksel olarak iyi tanimlanmig hasta

materyallerinin aday genlerinin SNP gruplari i¢in genotiplenmesine dayanan
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iliski galigmalandir. Bu galigmalardaki en kritik asama, arastirma igin aday
genlerin iyi tanimlanmasidir. Baglanti c¢alismalarin aksine, aday genlerin
ortak calismalari belirli bir karakterin patofizyolojik yollarinin da iyi bir sekilde
anlasiimasini gerektirir. Belirli bir bir genetik varyantin spesifik bir fenotipin
gelisiminde rol alip almadigi in vitro ve in vivo deneyler ile tanimlanmalidir
[98].

Bir genin genel yapisina dair temel bir bilgi, hangi polimorfizm analizinin
yapillacagina dair karar asamasinda yardimci olabilir. Bu durumda
unutulmamahdir ki gen buyUklugu ile organizasyonu arasinda buyuk
farkliliklar olabilir. Cunki bir tek gen, farkli promotor bolgeleri ve alternatif
splaysing ile pek ¢ok urtin kodlayabilir. Bununla birlikte, polimorfizmin hangi
bolgede oldugunun bilinmesi genin iglevi Uzerine olan etkisinin
tanimlanmasini saglar ve boylece istatiksel iligkilerin ardindaki kullanilabilir
bilginin anlasilmasi ve sonuglarin yorumlanmasina imkan taninmig olur.
Duzenleyici bolgelerdeki  polimorfizmler, 6rnegin promotor bdlgesi,
transkripsiyon faktéri baglayan kisimlarin degismesiyle transkripsiyonel
aktiviteye ve dolayisiyla gen Urun seviyesine etki edebilir. Kodlanan
bolgelerdeki polimorfizmler ise protein Urunune etki etmeyerek synonim/es
anlamli (sessiz) ya da nonsens/anlamsiz olabilir. Anlamsiz mutasyonlar bir
aminoasit kodonunu prematur sonlandirma kodonuna donusturebilir ve bu
durum kesilmis gen UrlinU ortaya ¢gikmasina sebep olur. Diger bir segenek
polimorfizm kodlanmayan bolgelerde meydana geldigi halde mRNA surecine
ve degismezligine etki edebilmektedir. Buna oOrnek olarak angiotensin
dondsturict enzim (ACE) geninin intron 16 bdlgesindeki insersiyon/delesyon
polimorfizmi verilebilir [98].

Populasyona dayall vaka-kontrol ¢alismalarinin sonucunda, gen polimorfizmi
ile SDBY’de goriulen komplikasyonlar arasinda aslinda var olmayan yaniltici
iligkilerin tespiti gibi riskler mevcuttur. Bu yaniimalarin varhigi belirlenen

kriterler ile kontrol edilebilir.
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DNA polimorfizmi ile fenotip arasindaki iligkinin tahlilinde dikkat edilmesi

gereken hususlar:

2.5.

Materyal sayisinin yeterliligi
Kontrol grubuyla birlikte degerlendirilmesi
SNP bdlgelerinin agik bir sekilde tanimlanmis olmasi

Hardy-Weinberg (H-W) hesaplamalarinin yapilmasi ve kontrollerde H-
W kriterinin yerine getirilmesi

Ayni kromozomdaki farkli SNPler arasindaki linkage esitsizligin (LD)

degerlendiriimesi
Eger yeterli gugte materyal varsa haplotip analizinin yapiimasi
Protein Grinundn analizinin yapilmasi

SNP’nin gen transkripsiyon ya da protein ifadesine etkisinin

arastiriimasi

Yas, 1Iirk, cinsiyet ve komorbiditenin c¢oklu regresyon analizinin

yapiimasi

Sonuglarin diger hasta grup sonugclariyla desteklenmesi [98].

SDBY’de Genetik Varyasyonlar

Genel olarak SDBY’de meydana gelen kronik inflamasyon nedenleri diyaliz

kaynakli ve hasta kaynakh (genetik) olarak iki grupta degerlendirilebilir.

SDBY’nin fenotip gérinimua oldukga karmasiktir ve her bir fenotipin altinda

yatan nedenin taniminin yapilmasi ve her hasta igin en uygun tedavi

yonteminin tanimlanmasi zordur [48]. Ancak yakin gelecekte hastalidin seyri

ya da 6ngoruye dayah ¢oklu gen DNA c¢alismalarinin, SDBY’ye yakalanma

riski yuksek hastalarda ve bu hastalarin bireye 6zgu tedavi yontemlerinin

geligtiriimesinde yardimci olacag! varsayillmaktadir. Bu nedenle genotip-
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fenotip iligkilerini batlnlestiren ve bunun klinik sonuca olan etkisini arastiran

calismalar 6nem arz etmektedir [71, 98].

KBY hastalarinda yapilan polimorfizm c¢alismalarinda, hastaligin seyrine etki
eden ve mortaliteye sebep olan komplikasyonlar 6n planda tutulur. Bundan
dolayl yapilan arastirmalarin birgogu gelisen kardiyovaskuler hastaliklar,

inflamasyon vb. sorunlara da cevap getirmeyi hedeflemisgtir.

SDBY ve kardiyovaskuler hastaliklarda (KVH) ailesel birikiminin olmasi ve
Ozellikle ailesel gegcmise gen¢ hastalarda vyaslilara gére daha fazla
rastlanmasi, genetik etmenlerin hastalik surecinde etkili oldugunun bir diger
kanitidir [121]. Tim populasyon gruplarinda aile gegmisinde SDBY olan
Kisilerin, bu hastalia yakalanma riskinin 3-9 kat daha fazla oldugu
belirtilmistir [120].

Diyaliz kaynakli ya da kaynakli olmayan pek ¢ok faktorun SDBY’deki kronik
inflamasyonla iligkilendirilebilecegine daha o6nce de deginilmistir [148].
Bununla birlikte genetik varyasyonlarin tanimlanmasi, kronik inflamasyona
daha duyarli olan bireylerin tespiti ve risk altindaki populasyonlarda kimlerin
uygulanan bu agresif tedaviden kazangli g¢ikacagini takip etmek acgisindan
alternatif bir yaklasim olabilir. Diyaliz hastalarinda bireysel faktorler
inflamasyon isaretlerinin seviyesine 6nemli derecede etki etmektedir. Bu
durumda godzle gorulur degisimlerin genetik faktorlerle aciklanabilecegi

varsayimi ortaya konabilir [98].

Kronik bobrek yetmezliginde polimorfizm c¢alismasi yapilan genler

gosterilmistir (Cizelge 2.3) [84].



Cizelge 2.3. KBY'de polimorfizm calismasi yapilan genler

Protein uriunu Gen Polimorfizmi lligki

Myeloperoksidaz -463 G/A Dusuk KVH prevalansi

Angiotensinojen doénusturiclt enzim Intron 16 I/D Yuksek ACE seviyesi, renal fonksiyonlarda
(ACE) dusus

Angiotensinojen (AGT) Met235Thr Yiksek AGT seviyesi,ciddi KVH riski
Alpha 2-Heremans Schmid glikoprotein Thr256Ser Dusuk fetuin-A seviyesi

(fetuin-A) Thr248Met Koroner arter kireglenmis plakalari

rs1029353 (A/G)
rs2593813 (A/G)
rs2070632 (C/A)

Koroner arter kireglenmis plakalari
Koroner arterde kireclenmis plakalar
Koroner arterde kireclenmis plakalar

Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR)

677 CIT

Dusik MTHFR aktivitesi, diyabetik nefropati
ve SDBY yonunde ilerleme

interlokin-1B

-511 C/T
-31 C/IT

Yukselmis kas kitlesi ve dusuk PEW
Yukselmis kas kitlesi ve dusuk PEW

interldkin-1 reseptor antagonisti

Intron 286b¢ VNTR

Koroner arter hastalik riski artisi

9¢



Cizelge 2.3. (Devam) KBY'de polimorfizm ¢alismasi yapilan genler

Protein Griini

Gen Polimorfizmi

iligki

interldkin-6 -174 GIC Yiksek IL-6 seviyesi ve komorbiditede
Aspl62Val (A/T) -174 G/C etkisinin muhtemel dizenleyicisi
interldkin-10 -1082 A/G IL-10, fibrinojen ve CRP seviyelerini etkiler,
komorbidite ve KVH riski
TUmor nekrozis faktor (TNF-a) -308 G/A TNF-a ve serum albumin  seviyleri,
komorbidite ve 6lUm riski
C-reaktif proteini (CRP) -717 G/A Koroner arter hastahgi iliskisi
1444 CIT Yukselmis CRP seviyesi
T hicrelerinin ifadesi, salgilanmasi ve | -403 G/A SDBY’de koroner arter hastaligi
aktivasyonunu duzenleyiciler 28 G/C Diyabetik nefropati
intron 1.1 T/C Dusuk gen ifadesi, 6lum riskinde artis
Ostrojen reseptor a Serl9ser 30 T/C Kadinlarda dusuk PEW frekansi ve mortalite,

yuksek serum albumini vb.

LZ
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Renin-angiotensin sisteminin bobrek hastaliklarindaki 6nemi g6z Oninde
bulunduruldugunda, bu sistemi kontrol eden genlerdeki varyasyonlarin da
hastalik strecine olan etkisi ilgi konusu olmustur. Yapilan bazi ¢alismalarda,
angiotensin-dénustiricii.  enzim gen  polimorfizminin  DD-homozigot
varyantinin hasta grubuyla iligkilendirilecegi dusunulurken [67, 122], 745
SDBY hastasiyla yapilan bir galismada ise kontrol grubuyla énemli bir allelik
ya da genotip farkliliklar gbézlenmemistir [27]. Ayni c¢eligkili sonuglar
angiotensin Il tip 1 reseptdor (AT1R) gen A/C polimorfizmi, angiotensinojen
(AGT) geni M235T ve aldosteron sentetaz (CYP11B2) gen polimorfizmleri
icin de mevcuttur [67, 83, 125].

Hindistan’da SDBY hastalarinda yapilan bir arastirmada, vaskuler endotelyal
blylume faktéri (VEGF) geni -2578C ve -2549D allellerinin VEGF seviyeleri
ile iligkisi gosterilmis olup, SDBY olusumuna etki edebildigi belirtilmistir [112].

2.6. Sitokin Gen Polimorfizmleri

Sitokinler dogal ve sonradan kazanilmis bagisiklik arasinda bag kurar,
lenfositlerin farklilagsmasini etkileyerek immun cevabin 6zelliklerini belirler ve
az sayida lenfositin mevcut mekanizmaya olan etkisini guclendirir [29]. Bu
nedenle son yillarda, genetigin sitokin Uretimindeki kontroli g6z O6nulne
alindiginda ve bu genlerin ¢ok sayida SNP iceriyor olmasi nedeniyle

SDBY’de polimorfizm galismalari dnem kazanmistir.

Tanimlanan pek c¢ok sitokin genindeki sabit allel varyantlar ile sitokin
genlerdeki SNPler, SDBY’de ortaya c¢ikan inflamasyon ve beraberinde
getirdigi  komplikasyonlarla iligskilendirilebilir [98]. Sitokin genlerindeki
polimorfizmler transkripsiyonu, sitokin salinimini ve boylece bobrek ile

kardiyovaskuler hastaliklarin ilerleme riskini hafifletebilir [116].
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Insan hastaliklari (zerine yapilan sitokin genetik galismalari, hastalik
mekanizmasi ve orijininin anlasiimasi agisindan 6nemlidir. Sitokin gen

polimorfizmlerinin tespiti ile,

e Bir hastaliga kargi olan duyarllik, hastaligin seyir siddeti ve akibetini

etkileyen etmenler tanimlanabilir.

e Terapatik ajanlara cevap veren ve vermeyen potansiyel markerlar

tanimlanabilir.

e Yeni terapatik ajanlar geligtirilerek, hastalara uygun immuno-

dizenleyici tedavi yontemleri uygulanabilir.
o Geligtirilmis asi vb. yeni koruma stratejileri geligtirilebilir [18, 56].
2.6.1. interlékin 4 (IL-4)

IL-4 ilk olarak 1982 yilinda, farelerde EL-4 lenf tumor hucreleri tarafindan
uretilen ve B hicrelerinin proliferasyonunu uyaran bir sitokin olarak

kesfedilmis ve ‘B hlcresi buyume faktérl’ olarak adlandiriimistir [142].

IL-4, tip | sitokinlerden kisa zincirli bir molekuldur. 4 a sarmal demeti birbirine
antiparalel konumdadir (Sekil 2.4) ve 3 adet zincirlerarasi disulfit baga
sahiptir [106, 144].

IL-4’Un sentezini, antijen sunucu hucrelere sunulan her tarll antijen ve antijen
kaynakli peptidler uyarir. IL-2, IL-4 ve platelet aktive edici faktor (PAF)
tarafindan salinimi artiriirken, TGF-B ve siklosporin A tarafindan baskilanir
[9, 102].
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Sekil 2.4. insanda IL-4 molekiili. a sarmallari mavi, B baglari ise turuncu ile

gosterilmigtir [144].

IL-4 geni ve gen Urdninun ozellikleri:
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Sekil 2.5. IL-4 gen konumu [57].

Gen buyuklugu: yaklasik 10 Kbg

Bulundugu kromozom: 5q(23.3-31.2)

Ekzon sayisi: 4

Ekzon 1; 45 aminoasitlik rezidi kodlar

Ekzon 2; 17 aminoasitlik rezidu kodlar
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Ekzon 3; 59 aminoasitlik rezidi kodlar
Ekzon 4; 33 aminoasitlik rezidi kodlar
intron sayisi:3
intron 1; 272 bg uzunlugunda
intron 2; 5200 bg, TG tekrarlari igerir (2966-3077 bolgesinde)

intron 3; 2577 bg, 3 ardarda tekrar dizisi igerir (70 bg x 3; 7694-7902

bdlgesinde).
mRNA buyuklagu: 0,9 Kbg

Diger ozellikler; 27 bg uzunlugundaki TATA-benzeri dizi, IL-2 genindeki 400
b¢.lik TATA kutusuyla benzerlik gosterir [149].

Sekil 2.6. Rekombinant, insan interlékin 4’Gn kristal yapisi [114].
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IL-4’Gn biyolojik etkileri;

T hiucreleri/Lenfositler:

1. Genel olarak T hucrelerinin ve lenfositlerin proliferasyonu ve

aktivasyonu

2. T hucrelerinin monositler araciligiyla IFN-gama, TNF-alfa, TNF-beta,

GM-CSF uretimini baskilamasi

3. Karigik Iokosit kultirinde artan sitotoksik T hicre aktivitesi

4. CD4+’da klonlanmig CD8 T hucrelerinin uyariimasi

5. IL-2 reseptor ifadesinin baskilanmasi ve T hucreleri ile T-lokemia

hicre siralarinin IL-2 bagimli proliferasyonunu engellemesi

B hucreleri:

1. B hicrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonu

2. IL-2 uyarimh B hicre proliferasyonunun engellenmesi

3. B hucreleri tarafindan etkinlestirilen immunoglobulin (Ig) Uretiminin

artirilmasi

4. Pokeweed mitojenleri tarafindan uyarilan lg Gretiminin baskilanmasi

5. Lenfokin uyarimli IgA sentezinin baskilanmasi

6. Dusuk afiniteli IgE reseptorinun (CD23) uyarimi

7. Sinif I MHC antijen ifadesinin artiriimasi
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8. slgM ifadesinin artirilmasi

9. CDA40 ifadesinin artirilmasi

10.1gE ve 1gG4 degdisiminin uyariimasi

Dogdal oldirici (NK) hicreleri:

1. NK hucrelerinin proliferasyonu ve aktivasyonu

2. IL-2 tarafindan uyariimis IFN-gama tretiminin durdurulmasi

Lenfokin aktive edilmis olduricu (LAK) hicreler:

1. IL-2 uyarimh sitotoksitenin dnlenmesi

2. IL-7 uyarimli LAK aktivitesinin durdurulmasi

Burkitt Lenfoma hucreleri:

1. Sinif Il MHC, LFA-1, LFA-3, ICAM-1 ifadesinin artiriimasi

2. CD23’Un uyarimi

Monositler:

1. Monositlerin farklilagmasinin ve yayillimin uyarimi

2. CD23’4n uyarimi

3. 1gG reseptorlerinin ifadesinin uyariminin baskilanmasi (CD64, CD32,
CD16)

4. Antikor aracili sitotoksitenin baskilanmasi
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5. CD11b/CD18 ve CD11¢c/CD18 ifadesinin artiriimasi

6. IL-1a,B, IL-6, IL-8, IL-10, TFN-a GM-CSF ve G-CSF uretiminin

baskilanmasi

7. Fagositozun artiriimasi

8. Antijen sunum kapasitesinin artirilmasi

9. IFN-gama uyarimli H,O; Uretiminin engellenmesi

Hematopoetik dnculd hicreler:

1. Eritropoetin varliginda BFUge'yi etkile hale getirmek

2. IL-3, GM-CSF ve M-CSF uyarimh GM, M ve CFU-karisik koloni

formasyonunu baskilamak

3. G-CSF varliginda G-koloni formasyonunu artirmak

4. IL-6 uyarimli eritroid koloni formasyonunu ve GM'yi etkile hale

getirmek

5. IL-3 varliginda mast hucreleri kolonisini etkile hale getirmek

Eozinofil: Sitotoksik iglevligini ve salimini engellemek

Noétrofil: Fagositoz etkinligini artirmak

Endotelyal hucreler:

1. Notrofillerin T hiicrelerine tutumunu artirmak

2. Vaskuler adhezyon molekul-1’i uyarmak
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3. Belirleyici ve artmigs ICAM-1 ifadesinin IL-1 ve TNF-a tarafindan
uyarimini baskilamak [28, 106, 142].

T hucreleri ile diger hemapoietik hucrelere tanimh olan 140 kDa agirliginda
iki tip IL-4 reseptorl bulunmaktadir. Biri IL-4R a zinciri (IL-4Ra) ile IL-2R vy
zincirinden (y c) olugan tip | IL-4R, digeri ise IL-4Ra ile IL-13R a 1
zincirinden olugan tip Il IL-4R’dir [68, 96]. Reseptdrlerinin iligkilerinden de

anlasilacagi tzere IL-4, IL-13 ile benzer gorevlere sahiptir.

IL-4, TNF-a ve IL-6 gibi inflamatuar sitokinlerinin ve monositler tarafindan

salgilanan (monokin) pargalayici enzimlerin Gretimini azaltir [1, 92].

IL-4, IL-1B8 sentezini azaltabilir ve bu sentezi dogal olarak durduran IL-1
reseptor antagonistini (IL-1ra) uyarir. Bunun yani sira TNF-a, PGE2 ve
makrofajlardaki 92 kDa gelatinaz Uretimini durdurarak immunduzenleyici

olarak gorev yapar [24].

IL-4’Un klinik faydalari

Kanser tedavisindeki rolu; farelerde ve in vitro kosullarda yapilan ¢alismalar,
anti-timor etkisinden dolayi IL-4, solid timorlerin ve B hicre lenfomalarinin

bayUmesini dnleyebilecek bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

inflamasyon ve otoimmun hastaliklardaki rolt; IL-4, monositlerin IL-1a, B,
TNF-a, IL-6 ve IL-5 Uretimini ve T hucrelerinin TNF-a, B Uretimini azaltir.
Bundan dolay! IL-4 bu sitokinlerin araci oldugu inflamasyon sureglerinde,
romatoid artrit gibi immuan hastaliklarda, vaskuler sizinti sendromunda (IL-2,
LAK hlcre terapisi sonucu olusan), kilo kaybinda ve genel olarak

inflamasyon cevapta rol oynayabilir [142].

IL-4, IgE sentezinin duzenleyicisi olarak alerjik immun cevapta onemli rol
oynadigindan [29] parazitlere karsi (6zellikle helmintler ve sebep oldugu

alerjen duyarhlik) olusturulan fizyolojik yanitta yer alir. Bununla birlikte sinif Il



36

major doku-uyusmazhgr (MHC) ifadesini uyarir, B hicrelerinde CD23’Un
hicre ylzeyindeki ifadesini artirir, Tn, hucrelerinin farklilagsmasinda ve
immunoglobulin (IgE) sentezinde o6nemli rol alir. Ty, hicreleri ile IgE
sentezine olan etkisi nedeniyle alerjinin yaninda astima karsi olusturulan
immun yanitta da énemlidir [35, 106, 131, 134].

IL-4’Un in vitro ortamda T hadcrelerinin proliferasyonunu uyardigi ve ¢ozulebilir
IL-4 reseptorlerinin (sIL-4R) farelerde yapilan in vivo ¢aligmalarda kardiyak
organ nakli reddini geciktirdigi bilindiginden beri, IL-4’Gn IL-2 yoklugunda
doku/organ nakli reddinde araci olabilecegi ©nerilmistir. Ancak anti-
inflamasyon 6zelliklerine ragmen IL-4 ve IL-10'un farelerde kardiyak nakil

reddini 6nleyemedigi gorulmustar [35].

Miossec ve ark., rekombinant IL-4’n romotoid artrit (RA) sinoviyal doku
organ  kulturlerine  eklendiginde  pro-inflamatuar  sitokin  Uretiminin
durduruldugunu ortaya koymustur [37]. Bu gdzlem IL-4’Un RA patogenezinde
rol alabilecegi ve hastaligin tedavisinde terapatik ajan olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

IL-4 ile ilgili yapilan polimorfizm calismalari

IL-4 geninin 3. intron bolgesinde 70 b¢'lik bir degisken sayida ardisik tekrar
dizisi (VNTR) bulunmaktadir [76].

IL-4 geninin promotor ve ekzon bdlgelerinde iki onemli SNP bdlgesi promotor
1 [P(-523 C/T)] ve ekzon 1 E1[+33 C/T] bulunmaktadir (Sekil 2.7). Sekilde igi
dolu mavi kutular ekzonlari, bos olanlar kodlanmayan bdlgeleri
gOstermektedir. IL4 geninin -523 C veya T olmasi ile intron 3 bdlgesinin
degisken sayida ardisik tekrar dizisi (VNTR) sayisi IL-4 Uretimine etki
etmektedir [141].
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IL4

|y l

P(-523) E1(33) 13(694)
IYl'.iksek liretim I
n ] A § (70 bg. tekrar) x 2
N C C (70 bg. tekrar) x 3

Diiglik liretim

Sekil 2.7. IL-4’0 kodlayan gendeki haplotip | ve II.

IL-4’Gn nefropatiye olan etkisi nefropatik tip Il diyabet hastalarinda yapilan
calismalarla desteklenmistir. Yapilan bir arastirmada IL-4 geni -590 C/T
polimorfizminin diyabetik nefropatiyle anlamli bir iligkisi oldugu belirtilmistir
[4]. Ayrnica Japon populasyonunda vyapilan bir c¢alisma da IL-4

polimorfizmlerinin IgA nefropati slirecine etki edebilecegini gdstermistir [88].
2.6.2. interldkin 6 (IL-6)

IL-6, aktive edilmis T ve B hucreleri ile monosit ve fibroblastlar tarafindan
uretilen, pleitropik etki gosteren, TNF-a ile birlikte inflamasyonda araci rol

oynayan bir sitokindir [52].
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Sekil 2.8. insanda IL-6'nin kristal yapisi [113].

IL-6 Uretimini uyaranlar; IL-1, TNF-a, PDGF, IFN-B, sikloheksimid, TPA vb.

IL-6 Uretimini baskilayanlar; deksamethazon (fibroblastlar ve monositler

tarafindan salgilanir).

IL-6 gen vapisi:

p22.3
p22.1
pl.3
pel.2
p2l .
pi5.3
pi5.2
pld.3
pld .1
pl2.3
pl2.1
pll.2
ql1.21
ll.22
qll.23
g21.11
921.13
01,3
q22.1
q22.3
g3l
§3L.2
q3L.31
§3L.32
§3L.33

l 935

33
o34
351
q35.2
o353

Sekil 2.9. IL-6 gen konumu [58].

IL-6 geni kromozom 7qg21 Uzerinde bulunur ve 303 bg¢ uzunlugunda bir

promotor bolgesi igerir [3, 23].

Genin buyukligu; 5 Kbg (insan)

Ekzon sayisi: 5



Intron sayisi: 4
Bulundugu kromozom: 7
IL-6'nin biyolojik etkileri

In vitro etkileri:

[EEN

. Myeloma/hybridoma/plazmasitoma hucrelerinin proliferasyonu
2. T hucrelerinin proliferasyonu

3. EBV-transformed B hucrelerinin proliferasyonu

4. Cok yonli hematopoietik kolonik formasyonun genislemesi

5. Mesangial hlcrelerin proliferasyonu

6. Keratinositlerin proliferasyonu

7. Kaposi sarkoma turevli hicrelerin proliferasyonu

8. Myeloid I6semik hlcre siralarinin buyumesinin engellenmesi
9. Go6gus karsinoma hucre siralarinin buyumesinin engellenmesi
10. Spesifik gen ifadelerinin farklilasmasinin uyariimasi

a) PC12 hacrelerinin noéral farkhlagsmasi

b) Sitotoksik T hlcrelerinin farklilagmasi

c) Megakaryosit geligimi

d) Myeloid I6semik hlicre dizilerinin makrofaj farklilagmasi

e) B hucrelerindeki immunoglobulin Gretimi

39
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f) Hepatositlerdeki akut faz proteinlerin Gretimi

IL-6 proteini, 22-27 kD buyukligunde bir polipeptiddir ve aktiflesmis T ve B
hicrelerinden, makrofajlardan, fibroblastlardan, adipositlerden, endotelyal
hicrelerden salgilanir. Salgilanmasini TNF-q, IL-1b, bakteryal endotoksinler,
oksidatif stress gibi uyaricilar tetikler [42, 64]. Lenfositlerin aktiflestiriimesi ve
proliferasyonu, B hicrelerinin farklilagtiriimasi, 16kosit uretimi ve akut faz
proteinin indiklemesi yonuyle inflamasyonu tetikler [128]. IL-6 kompleksinin
aktive olmasi Janus kinazlari (JAK), sinyal doénustiracllerini  ve
transkripsiyon etkinlestiricilerini tetikledigi icin hlcre proliferasyonunda ve
apoptozisin dizenlenmesinde rol alir. Bu yonuyle de inflamasyon kaskati ile
hicre ¢ogalmasinin kontrolinde dnemli rol oynar ve dolayisiyla dislipidemi,
yuksek tansiyon, diyabet tip Il ve kanser gibi rahatsizliklarin mekanizmalarini
dizenler [64, 150].

IL-6 poliklonal B hicre aktivasyonu ve otoimmun sendromlarin

patogenezinde 6nemli rol oynar [28, 52, 133].

IL-6, IL-4 aracili IgE sentezini ve Ty, hicre farklilasmasini desteklemesi

yonuyle astimda rol alir [35].

IL-6 pro-inflamatuar Ozelliginin yaninda anti-inflamatuar ve immunosupresif
etki de gostermektedir [63, 108].

IL-6 ve c¢Ozllebilir reseptéri sIL-6R seviyesinin major depresif bozuklugu
hastalarinda onemli derecede arttigi ortaya konmustur. Bu nedenle IL-6’'nin
major depresyondaki bagisiklhik bozukluklarinin patofizyolojisinde ve
patogenezinde rol aliyor olabilecegi belirtiimigtir [87]. Depresyon hastalarinda
yukselen IL-6 ile plazmada bulunan kortisol seviyeleri arasindaki korelasyon
da IL-6’nin depresif bozukluklarda gorev aliyor olabilecegi tezini destekler
[110].
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IL-6’nin Uremik inflamasyondaki roli

Uremik inflamasyonla iligkili pek ¢ok etmen tanimlanmis olmasina ragmen,
bunlarin etki mekanizmalari hala tam olarak acgikliga kavusmamigtir. Klinik
bulgular ana etmenin yukselmis C-reaktif protein (CRP) olduguna isaret
etmektedir. Bunun yaninda bazi enfektif ajanlarin da inflamasyona gotiuren
biyokimyasal ve biyolojik mekanizmalarini tesvik ediyor olabilecegi
distndlmektedir. Ozellikle Chlamydia pneumoniae gibi mikroorganizmalar
ateroskleroz olusumuna neden olabilmektedir [31]. Genel olarak da diyaliz
tedavisi Uremik inflamasyon sureci igin istikrarl bir ydntem olmasina ragmen,
hemodiyaliz kaynakli sistemik dolasimsal stresin endotoksemiye sebep
oldugu bilinmektedir [93].

KBH hastalarinda sitokin seviyesinin, inflamasyon varligiyla birlikte yikseldigi
belirtiimigtir, fakat bu artigin etiyolojisi genis c¢aph olarak hala
aydinlatilamamistir  [116]. Ozellikle devamli hemodiyaliz hastalarinda
inflamasyon kaskatinda oynadigi rol gereg@i IL-6’'nin mortalite igin bir risk
faktori oldugu belirtiimistir [62]. Ayni sekilde plasma IL-6 seviyesinin
inflamasyon yaniti artirmasiyla, yash yetiskenlerde, uzun Omaurltlik
durumunu ve vyaslanmayla iligkili bozukluklarin gelisimini etkiledigi

gOsterilmistir [143].

Bunun yaninda hemodiyaliz tedavisi géren SDBY hastalarinda yapilan bir
arastirmada, CRP konsantrasyonu ile IL-6 plazma seviyeleri dlgllerek, IL-
6'nin CRP’den daha iyi inflamasyon isaretgisi oldugu ortaya konulmustur
[103].

Diyaliz slreci ile ilgili bazi etmenlerin (biyo-uyusmazlik, steril olmayan
diyalizat vb.) Uremik dolagimda IL-6 seviyesinin yukselmesine etki
edebilecegi iddia edilse de bu durum tam olarak agiklanamamigtir. Bununla
birlikte genetik faktorlerin bu mekanizmada rol aldigina dair bulgular ortaya
konmustur [127].
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Iskelet kasi kokenli IL-6 ise, HD tedavisi siliresince IL-6 seviyesinin
yukselmesinin yani sira oksidatif stresi de artirir. Ayni zamanda protein
yikimini ve bdylece kanser hastalarina benzer sekilde zayiflamay tetikler. IL-
6 ayni zamanda insulin benzeri bliyume faktért (IGF)-1’in salinimini baskilar
ve bu durum sarkopeniye (iskelet kasinin yenilenemez kaybi) yol acabilir [31,
60]. Bunlardan yola c¢ikarak IL-6’'nin KBH hastalarinda, protein-enerji kaybi

(PEW) ve ateroskleroz olusumunda anahtar rol oynadigi séylenebilir [32].

Yapilan g¢alismalarla birlikte bobrek hastalarinda kardiyovaskuler sorunlara
dayali mortalitenin CRP’nin artan plazma konsantrasyonlari ile dogrudan bir
iligkisi oldugu kanisi gucglenmektedir. Kronik inflamasyon, SDBY
hastalarindaki kardiyovaskuler sorunlar ve hastaligin akibetiyle dogrudan
iliskili, CRP gibi akut faz etkenlerinin seviyesinin artmasiyla meydana gelen
bir durumdur [126]. CRP’nin karacigerdeki sentezinin esas olarak IL-6 sistemi
tarafindan duzenlenmesi IL-6'nin inflamasyondaki rolunu daha iyi anlamamizi
saglar [93, 127]. IL-6 karacigerde CRP’nin yani sira serum amiloid A (SAA),
aj-asit glikoprotein, CD14 gibi akut faz proteinlerinin sentezini uyarirken,
negatif akut faz yanit proteinlerinin, érnegin albumin ve transferrin, Gretimini
baskilar [21, 109].

Hemodiyaliz tedavisi goéren SDBY hastalarinda mortaliteye etki eden dnemli
diger iki faktor, distik serum albumin ve disuk serum kolesterol seviyeleridir.
Bir negatif faz proteini olan serum albumin ve kolesterol seviyelerinin
dismesinden kronik inflamasyona sebep olan sitokin aracili akut faz
reaksiyonlari sorumlu tutulabilir. Bu nedenle IL-6'nin kronik inflamasyonda
aldigi rol ile, hipoalbumininemi ve dislipoproteinemi gibi hastaligin akibetine
etki eden pek cok komplikasyona sebep oldugunu sdyleyebiliriz [21, 109].

SDBY hastalarinin ¢ogu yukselmis IL-6 seviyesine sahipken, diyaliz
hastalarinda IL-6 seviyelerinin normal hatta disik olmasi genetik faktorlerin
onemine isaret etmektedir [127]. Bununla birlikte IL-6 seviyesinin SDBY
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hastalarinda yuUkselmesiyle iligkili oldugu dusunudlen etmenleri soyle

siralayabiliriz;

Genetik etmenler (SNP vb.)

e llerleyen yas

e Azalmis renal fonksiyon ve Gremik ¢ozinen maddelerin birikimi
e Komorbidite

e Kronik kalp yetmezligi

e Devamli enfeksiyonlar (Chlamydia pneumoniae, sonda enfeksiyonlari
vb.)

e Oksidatif stres
e g organlara ait yag kitlesinin artmasi
e Diyaliz kaynakl faktorler [129].

IL-6’'nin  biyolojik aktivitesinde IL-6 ¢ozulebilir reseptorlerinin (sIL-6R) de
gbrev aldigi goéz onunde bulunduruldugunda bu reseptdorin SDBY’deki
mortalite ve morbiditeye olan katkisi da dnemlidir [109]. Saglikli bireylerde
dolasimdaki IL-6’'nin yaklasik %30’u serbesttir ve IL-6R membranina
baglanabilir. IL-6/sIL-6R kompleksi gp130 reseptdéri membranina yuksek
afinite ile baglanabilir. Cozllebilir gp130, IL-6/sIL-6R ikilisini nétralize edebilir
[55, 106]. Bu durum da sgpl30 reseptorunun saliniminin, IL-6’nin neden

oldugu inflamasyonun etkisini yok edebilecegi seklinde yorumlanabilir [90].

Uzun sureli HD tedavisi goren hastalarda plazma IL-6 seviyesinin yuksek
oldugu enzimle baglanmis immunosorbent deneyi (ELISA) ile tespit edilmistir.

Ayni hasta grubu Uzerinde yapilan polimorfizm galigmasi, IL-6’nin promotor
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bolgesinin hastaligin akibeti ve biyolojik, besinsel farkliliklariyla kuvvetli bir

iligskide oldugunu gostermigtir [11].

IL-6’'nin endotelyal aktiviteyi, damar diz kas proliferasyonunu ve I6kosit
uretimini  dizenlemesi, ateroskleroz gelisimi ile inflamatuar olusumu
arasindaki baglantiyr kurar [25]. Akut faz reaksiyonunda aldigi rol, arteryal
trombotik hastaliklarin riskini yUkseltebilir ve koroner kalp hastaliginin
patogenezine katilim gdsterir [14]. Ayrica IL-6, kemokin ve adhezyon
molekulinin  salinimi gibi  endotelyal fonksiyon  bozukluklariyla
iligkilendirilmigtir [66].

IL-6, hlcre yuzey reseptorune (IL-6R) baglanmayi uyararak osteoklastlari
indukler ve bodylece kemik hucre yikimini artirici etki gosterir. Bu alanda
yapilan aragtirmalarla IL-6 ile osteoporoz arasinda anlamli bir iliski oldugu

ortaya konmustur [41, 101].

IL-6 ile ilqili yapilan polimorfizm calismalari

IL-6’'nin en ¢ok Uzerinde durulan SNPleri (-597 G—A, -572 G—C, -174
G—C) promotor bélgesinde konumlanmis olup, heterozigot ve homozigot
orneklerin farkh IL-6 seviyesi profili ¢izdigi ortaya konmustur [135, 38]. IL-6
promotor polimorfizmi Uzerine yapilan g¢alismalarda C allelinin plazmadaki

dusuk IL-6 seviyesiyle ilgili oldugu gosterilmigtir [53].

Bobrek nakil hastalarinda IL-6 promotor polimorfizminin (-174 G/C) doku
nakli reddi, kronik allograft nefropati ve kardiyovaskuler rahatsizliklarla iligkisi
konusunda farkh populasyolarda yapilan calismalarda c¢eliskili sonuglar
ortaya konmustur. ispanya’da yapilan bir calismada CC genotipinin bu
rahatsizliklarla iligkilendirilemeyeceg@i belirtilirken [119], Almanya ve
Bulgaristan’da yapilan benzer c¢alismalarda da destekleyici sonuglara
ulasilmistir [94, 97].



45

Bir calismada IL-6 -174G/C varyantinin, fibrinojen seviyesine etki etmedigi
halde sistolik kan basincinda rol oynadigi gosterilmis olup koroner arter
hastaligi ile iligkilendirilebilecegi Onerilmigtir. Koroner arter hastaliginda
dretimi artan IL-6 molekdlinin C-reaktif proteini (CRP) ve fibrinojenin

yaninda onemli oldugu vurgulanmistir [66].

Yapilan epidemiyolojik ve ailesel galismalarla yuksek tansiyonun gelisiminde
genetik yatkinhgin 6nemli oldugu kabul edilmigtir. YUksek tansiyon
hastalarinin degisiklige ugramis pro ve anti-inflamatuar sitokin profiline sahip
olmasindan yola c¢ikarak, Rusya'daki Tatar populasyonunda yapilan bir
arastirmada IL-6 gen polimorfizmlerinin yuksek tansiyondaki kardiyovaskuler
komplikasyonlarda énemli rol oynadigi gosterilmistir [136]. Bunun sebebi IL-
6'nin -174 gen bdlgesindeki C alleli diyaliz hastalarinda ylkselen kan

basincinin olusmasina katki saglamasidir [82].

iran’da yapilan bir polimorfizm calismasinda IL-6'nin sistemik lupus
eritematozus (SLE) patogeneziyle iligkili oldugu gosterilmistir. Bu calismada
IL-6 -572 G/C bdlgesinin genotip ve allelik frekanslar bakimindan kontrol
gruplarindan farkhlik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak -174 G/C bdlgesi igin

anlamli bir sonug elde edilmemigtir [59].

Akut pyelonefrit (bdbrek iltihabi) hastalar [124] ile kalp krizi (MI) riski olan
hastalarin Gzerinde yapilan polimorfizm g¢aligmalarinda da [16, 81] benzer
sekilde IL-6 -174 G/C promotor bdlge polimorfizmi hastalik ve klinik bulgularla
iligkili bulunmamistir. Buna karsit olaraksa, Ridker IL-6’nin inflamasyon ve
doku zararindaki roline dikkat c¢ekerek yukselen IL-6 seviyesinin saglkh
erkeklerde MI riskini yukselttigini belirtmistir [117].

IL-6’'nin  kardiyovaskller hastaliklara dayanan bir diger etkisi de lipid
anormallikleriyle olan iligkisidir. insilin direnci sendromuyla lipid anormalligi

olan bireylerde yuksek IL-6 seviyesi tespit edilmig olup, IL-6 -174 G/C
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polimorfizminin plazma total, aclik VLDL-trigliserit ve tokluk serbest yag asit

seviyeleri ile iligkili oldugu gosterilmistir [51].

Yapilan arastirmalarda IL-6’nin kanser hastaligi Gzerinde aldigi rol tam olarak
kanitlanamamis olsa da, gelecek yillarda bu sitokinin, kanserin teshisine ve
etiyolojisine olan etkisinin aciklanmasi beklenmektedir. Bu alanda Uzerine en
¢ok calisilan kanser turleri kemik iligi, non-Hodkin lenfoma, karaciger,
kolorektal ve yumurtalik kanserleri olarak dikkat cekmektedir [64]. IL-6 -174
C/C polimorfizmi olan 6zofagus kanser hastalarinda metastaz riskinin daha

yuksek oldugu tespit edilmistir [140].

IL-6 -174 G/C promotor polimorfizminin otopsi bobrek dokulari Uzerinde
yapilan bir arastirmada Pb, Cd ve Cu gibi metal seviyeleri ile anlamh bir

iliskisi bulunamamistir [147].

IL-6 -174 G/C promotor bolge polimorfizmi Uzerine yapilan iligkileri
Ozetlersek, Alzheimer, ateroskleroz, KVH, kanser, insilin bagimli olmayan
diyabet mellitus, osteoporoz, sepsis ve sistemik baslangi¢c genclik kronik artrit

gibi yaygin hastaliklarla iligkili olabilecegi 6ne surilmustir [17, 26].
2.7. Molekiuler Teknikler
2.7.1. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), her biri hedef DNA dizisinin bir ucuna
tamamlayici oligonUkleotit primer gifti kullanilarak bir DNA dizisinin
¢ogaltiimasini saglar [138]. Bir ¢ift DNA primerinin her biri yaklasik 18-30 bg¢
uzunlugunda olup, bir bélgeyi 10°-10*? arasinda cogaltmak mimkiindir [2].
Cogaltma genellikle Thermus aquaticus’dan elde edilen DNA polimeraz | ile

yapilir [25].

Reaksiyon ddongusu U¢ agsamadan olusur;
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e Denatiirasyon: Cift zincirli DNA'nin denatiire olmasi (95 °C)

e Primer Baglanmasi (Anneling): Primerlerin DNA'nin ilgili boélgesine
baglanmasi (yaklasik 55 °C)

e Uzama: dNTP’ler ile birlikte zincir uzatilarak DNA bolgesinin
kopyalarinin sentezlenmesi (yaklasik 72 °C)

PZR icin gerekli olan malzemeler; Kalip DNA, primerler (revers ve forward),
tampon, Taq polimeraz enzimi, Mg*? ve dNTP [138] (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Polimeraz zincir reaksiyonunun dongusel asamalari ve
basamaklari [85].

Primerlerin kalip DNA'ya baglanma sicakligi, hibrittesmeye izin vermeyecek
kadar dusuk fakat yanhs eslesmeye izin vermeyecek kadar da yuksek
olmalidir. Bu sicaklk T, ile gosterilip, asagida yer alan formulle hesaplanir
[25]:



Tn=(@4x[G+C])+(2x[A+T])°C

PZR-Degisken sayida ardisik tekrar polimorfizmi (VNTR), adli tipta son
derece onemli bir tanimlama testidir. VNTR bolge varyantlari aslinda RFLP
analizi ile tanimlanabilir. Ancak PZR’nin kesfi ile duyarliik ve 6zgunlik

acisindan daha guvenilir sonuglar alindigindan, ticari kitlerin de Uretimiyle

VNTR, adli DNA analizinin bir pargasi haline gelmigtir [89].

Primerlerin PZR’de nasil calistigi gosterilmistir (Sekil 2.11). Kiguk harfler

intron ve buyuk harfler ise ekzonu gdsteren DNA dizisinde, kirmizi ile boyall

alan polimorfik bolgeyi gostermektedir.

fragmentin gogaltilmasi icin 5’ (Forward) ve 3’ (Revers) primerlerin konumlari

mavi renkte gosterilmistir [85].

Bu Dbdlgenin de dahil oldugu

5|
ctt
aac
ctg
CaAA
GAA
gtc
gta
atg

caa
cca
gga
GAA
GGT
GCA
gct
aac
aga

gat
tgg
aaa
ACA
GCC

tta
agg
tgt
AGC

ATA

TG o

aca
ttc
aca

atc
cat
cag

act
ttt
ttt
TAT
TCA

atg
gtt
gat

aga
aac
aaa
ATT
CTG
GTA
ttt
ctt
ctg

tca
gaa
cat
AAC
TCA
TTA
gat
tta

g 3

tgc
ttg
ctt
TGC
CTC
TTT
aat
gat

ttg
cta
atc

GAG
gtc
gca

Sekil 2.11.

Primer fonksiyonlari [85].
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2.7.2. PZR sonrasi PZR urunlerini calisma

Agaroz jel elektroforezi

Deniz yosunundan uretilen agaroz, elektroforez igin kullanilir. Elektrigi
iletecek olan tampon ¢ozelti varliginda agaroz jele elektriksel alan uygulanir
ve DNA parcaciklari sekil ve agirliklarina gore belirli bir hizda pozitif
elektroda dogru jelin icinde hareket eder. Blyuk dogrusal pargaciklar, agaroz
liflerin olusturdugu agin engeline takildigindan kigtk DNA pargaciklari daha
hizli hareket eder ve bdylece DNA pargaciklarinin molekuiler agirliklarina

gore bant olusumu gozlenir [138].

PZR sonrasinda deneyin calisip ¢alismadigini kontrol etmek igin etidyum
bromur ile boyandiktan sonra belirgin bir bant olarak gorunebilmesi igin

genellikle agaroz jel elektroforezi kullanihr [25].

Restriksiyvon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi

PZR sonrasinda ¢ogaltilan kalip DNA’nin ilgili bolgesindeki restriksiyon kesim
yerlerinin varhgi, PZR Urinu agaroz jelde yuruatilmeden once restriksiyon
endonukleazlar ile muamele edilerek belirlenebilir. Bu analiz, genom
haritalarinin yapiminda ve genetik hastalik ¢alismalarinda siklikla kullanilir
[25].

DNA dizi analizi

PZR deneyleri, DNA dizisi hakkinda istenen bilgiyi uUrunlerin jel
elektroforezinde yUrUtilmesiyle saglanacak sekilde tasarlansa da,
kopyalanan DNA fragmentinin dizisinin belirlenmesi gereken durumlar
olabilir. Bu islem i¢cin PZR arunleri klonlanarak standart zincir sonlama dizilimi

kullanilarak gergeklestirilebilir [25].
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Zincir sonlanma metodu gunumuzde tamamiyla otomasyon halinde
yapilabilmektedir. Geleneksel metod, radyoaktif olarak isaretlenmis olan DNA
parcaciklarinin otoradyografide okunmasini gerektirirken, son yillarda

floresan isaretleyiciler, radyoaktif maddelerin yerini almigtir [13].



52

3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kan orneklerinin toplanmasi

Bu calismaya diyalize giren son donem bobrek yetmezligi tanisi konmusg 137
hasta ve 106 saglikli kontrol olmak Uzere toplam 247 birey dahil edilmigtir.
Kontrol grubu normal muayene igin klinige basvurmus, herhangi bir kronik ya

da sistemik hastaligi bulunmayan saglikh bireylerden secilmistir.

Butin kan ornekleri Gazi Universitesi Tip Fakdiltesi Kurumsal Arastirma
Degerlendirme Komisyonu’ndan alinan izin dogrultusunda, Gazi Universitesi
Tip Faklltesi Hastanesi Hemodiyaliz Merkezi'ne yatarak ya da ayakta

basvuran bireylerden toplanmigtir.

Etik kurulu tarafindan onaylanmis olan genetik materyal Uzerinde yapilacak
arastirmalar bilgilendirilmis gonulli olur formu ile kontrol grubu olarak
incelenecek saglikli gondlliler igin olur formu araciliiyla tim goéndulltlere
calismanin amaci ve igerigi hakkinda ayrintili bilgi verilmis olup, izinleri
alinmigtir (EK- 1, 2).

DNA izolasyonunda kullaniimak dzere alinan toplam 4,5 ml. kan Uzerinde
yapllacak tim calismalar, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Blimii
Molekuler Biyoloji Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.2. Tampon ve ¢ozeltiler

Kan orneklerinden DNA izolasyonu icin kullanilan tampon ve cozeltiler:

e FEritrosit pargalama tamponu (Red Blood Cell lysis buffer; RBC): 150
mM NHA4CI, 10 mM NaHCO3 ve 0,5 M EDTA (pH: 8,0).
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e [ bkosit pargalama tamponu (STE; Sodyum klorid-Tris-EDTA): 10 mM
Tris-HCI (pH: 7,4), 400 mM NaCl ve 0,1 M EDTA (pH: 8,0).

e fFenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) ¢b6zeltisi: 25 ml fenol, 24 ml
kloroform ve 1 ml isoamilalkol karigtirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
cozelti bir gece +4 °C’de bekletildikten sonra kullaniimistir.

e Proteinaz K (20 ug/ml): 0,2 mg proteinaz K, 10 ml TE tamponu.
o TE ¢bzeltisi: 10 mM Tris (pH: 8,0), 1 mM EDTA (pH: 8,0).

e %10luk Sodyum dodesil siilfat (SDS): 10 gr SDS, 100 ml distile su
icerisinde ¢ozulerek hazirlanmistir.

e 2M Sodyum Asetat (CH3COONa): 1,64 gr sodyum asetat, 100 ml
distile su igerisinde ¢ozulerek hazirlanmigtir.

e %96’lik etanol: 96 ml %100’lUk etil alkol, 4 ml distile su karistirilarak
hazirlanmistir.

e %70k etanol: 70 ml %100’luk etil alkol, 30 ml distile su karigtirilarak
hazirlanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin kullanilan tampon ve cozeltiler

e Tag polimeraz tamponu 10x: 100 mM Tris-HCI (pH: 8,3), 500 mM KCl,
1 mg/ml jelatin.

e MgCly: 25 mM kullaniimistir.

o Nikleotit Karigimi: 10 mM dNTP (dATP, dGTP, dTTP, dCTP).

e Tag polimeraz: 5 u/ pl kullaniimistir.

e Primerler: IL-4 intron 3 ve IL-6 -174 G/C bodlgelerinin ¢ogaltiminda
kullanilan primerler agagida verilmigtir.

IL-4 intron 3: Forward: 5' -AGGCTGAAAGGGGGAAAGC-3'



54

Revers: 5' -CTGTTCACCTCAACTGCTCC-3'

IL-6 -174G/C: Forward: 5' -CAGAAGAACTCAGATGACTG-3'

Revers: 5' -GTGGGGCTGATTGGAAACC-3'

Aqgaroz jel elektroforezi icin kullanilan cozeltiler

e Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) tamponu (x50) (pH: 8,0): 242 g Tris, 57,1
ml glasial asetik asit, 0,5 M 100 ml EDTA (pH 8,0) distile su igerisinde
¢Ozulerek hacim 1000 ml'ye tamamlanmigtir.

e Agaroz: %0,8 ve %2lik (w/v) agaroz TAE tamponunda ¢o6zulerek
hazirlanmistir.

e Yukleme tamponu: 40 g. sukroz, 0,025 g. bromofenol mauvisi, 0,25 g.
ksilen siyanol 100 ml distile su igerisinde ¢ozulerek hazirlanmigtir.

e Etidyum bromir: 10 mg/ml derisimde hazirlanmis ve koyu renkli
sisede muhafaza edilmigtir.

e Molekuler agirlik belirteci (Marker):100 b¢’lik (FERMANTAS)

Kesim icin Gerekli Kimyasallar

e Restriksiyon enzimi: Hsp92ll, enzim tamponu ve steril distile su.



3.1.3. Laboratuvar geregleri

Laboratuvar gerecleri gizelgede verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bu galismada laboratuvarda kullanilan gere¢ ve modelleri.

Cihaz Adi

Modeli

-80°C Derin Dondurucu

SANYO

-30°C Derin Dondurucu

SANYO biomedical

Buzdolabi (+4°C)

SANYO medicool

Buz Makinesi Hoshizaki
Elektronik Tart Scaltec SP051
Hassas Terazi Sartorius
Otoklav Tomy SX-700E
Benmari Sicak Su Banyosu | FALC

Santrifuj Hettich mikro 22R, Hettich 320 R
PZR Biometra Thermocycler
Mikrodalga Firin Vestel

Ph Metre Mettler Toledo seven multi
Vortex Fisons Whirlimixer

Isitmali Manyetik Karigtirici

Electro mag

Jel Goruntuleme Sistemi

Biometra Biodoc Analyze

Spektrofotometre

Nano drop ND-1000

Saf Su Cihazi

Jencons

Mikropipetler

Gilson Pipettman

3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu
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Genomik DNA eldesi igin hastalardan ve kontrol grubundan EDTA'li

hemogram tlptne alinan 4,5 mllik periferik kan o6rnekleri, kanlar hafifce

altist edildikten sonra 50 ml’lik falkon tuplere aktariimistir. TlUplere kan
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miktarinin 2,5 kati kadar eritrosit pargalama tamponu (RBC lizis) eklenmisgtir.
Falkon tupler calkalandiktan sonra 20 dk. buz Uzerinde bekletiimigstir.
Ornekler daha sonra 4000 rpm'de +4 °C'de 20 dk. santrifiij edilerek
parcalanmis kan hucreleri ile eritrosit pargcalama tamponunun birbirinden
ayrilmasi saglanmistir. Ardindan Ust kisimdaki supernatant dokulerek hacmin
2,5 kat eritrosit pargalama tamponu yeniden eklenerek santrifuj edilmigtir. Bu
isleme tupun dibinde parcalanmis kirmizi kan hdcrelerinin Uzerinde beyaz
|I0kosit tabakasi gorilene kadar devam edilmigtir.  SlUpernatantin
dokulmesinden sonra kalan pelletin Gzerine 1000 yl RBC lizis ilave edilmis ve
vorteksle homojen hale getirilmistir. Falkon tapinden 200 pl érnek 1,5 ml'lik
eppendorf tlupline alnip isleme devam edilmis, geriye kalan 6rnek
stoklanmistir. islem yapilacak eppendorf tipiine 500 ul STE, 30ul SDS (%
10’luk), 20 pl proteinaz K ilave edilmis ve bir gece 56 °C su banyosunda
bekletilmistir. ikinci giin 6érnegin tzerine 750 l fenol: kloroform: izoamil alkol
ilave edilmis ve 10 dk. elde alt st edilerek calkalanmigtir. Ardindan ornekler
20 dk. buzda bekletilmistir. 4000 rpm’'de +4 °C’de 20 dk. santrifiij edildikten
sonra olusan iki fazdan ust kisim mikropipet ile yeni bir tipe aktariimis,
zerine de 1:1 oraninda kloroform ilave edilmistir. Ornek 10 dk. elde alt Gst
edilerek calkalandiktan sonra yeniden 20 dk. buzda bekletilmistir. 4000
rpm’de +4 °C’de 20 dk. santrifiij edildikten sonra siipernatant yine mikropipet
yardimi ile dikkatlice bagka bir eppendorfa alinmigtir. Hacmin 1\10’u kadar
sodyum asetat ve toplam hacmin 2 kati kadar % 95’lik etanol ilave edilip DNA
iplikgikleri beyaz yumak seklinde gorunur hale gelinceye dek tlip yavasga alt
list edilmistir. Ornek -30 °C’de 1 gece bekletiimistir. Ugiincli giin érnek 4000
rpm’de +4 °C’de 20 dk santrifilj edilip sivi kisim dékilmistir. Tiipe 500 pl
%70’lik etanol ilave edilip 20 dk. 4000 rpm’de +4 °C’de santrifilj edilmistir.
Santriflj sonrasi alkol dikkatlice dokulip kurumaya birakilmigtir.  DNA
yumaginin gorunurliga oranina gore, 100—400 ul arahginda TE ilave edilip
37 °C su banyosunda bir gece bekletilip DNA’nin ¢oziilmesi saglanmistir.
Ertesi giin su banyosundan cikan DNA’lar saklanmak {izere -30 °C

buzdobina kaldiriimigtir.
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3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu

IL-4 intron-3 gen bodlgesinin codaltiimasinda kullanilan primerler ve PZR

kosullari

IL-4 intron 3 geninin amplifikasyonu igin drnek basina 5 pl Taq Polimeraz
tamponu (10X), 3 pl 25 mM MgCly, 1 pl dNTP, 1 pl primer, 1ul kalip DNA ve
0,2 yl Taq polimeraz enzimi (Promega, USA) eklenmis ve reaksiyon hacmi
steril distile su ile 50 yI’ ye tamamlanmistir. Her DNA 6rnegi icin hazirlanan
bu karisim PZR cihazina (Biometra) yerlestirilerek cizelgede belirtilen

program kullaniimistir (Cizelge 3.2).

IL-4 intron 3 gen bolgesinin ¢ogdaltiimasi icin kullanilan primerler;

Forward: 5' -AGGCTGAAAGGGGGAAAGC-3'
Revers: 5' -CTGTTCACCTCAACTGCTCC-3'

IL-4 intron 3, 70 b¢'lik VNTR polimorfizminin genotiplendirmesi dogrudan
PZR sonrasinda gerceklestirilien agaroz jel elektroforezi yontemi ile ortaya
konmustur. Bu bolgedeki 183 bg.lik allel yaban tip ve 253 bg.lik allel ise

mutant tip olarak adlandiriimistir.

Cizelge 3.2. IL-4 intron 3 PZR kosullar

Tepkime Dongisii (30 Dongli)

gaglar_l_glg Denatiirasyon | Hibridizasyon | Sentez gon
enaturasyonu | rcamas; Asamasi (Uzama) Aentez
Asamasi $amasi

94 °C’de 5 dk 95 °C’de 30 sn | 60 °C’de 42 72 °Cde | 72°Cde
sn 42 sn 5 dk
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IL-6 -174 G/C gen boélgesinin codaltiimasinda kullanilan primerler ve PZR
kosullari

IL-6-174 G/C geninin amplifikasyonu igin 6érnek basina 10 pl Taq Polimeraz
tamponu (5X), 3 ul 25 mM MgCl,, 1 pl ANTP, 1 yl primer, 1pl kalip DNA ve
0,2 yl Taq polimeraz enzimi (Promega, USA) eklenmis ve reaksiyon hacmi
steril distile su ile 50 yI’ ye tamamlanmistir. Her DNA 6rnegi icin hazirlanan
bu karisim PZR cihazina (Biometra) yerlestirilerek asagida belirtilen program

kullaniimistir (Cizelge 3.3).

IL-6 -174 G/C gen bdlgesinin gogaltiimasi i¢in kullanilan primerler;

Forward: 5' -CAGAAGAACTCAGATGACTG-3'
Revers: 5' -GTGGGGCTGATTGGAAACC-3'

Cizelge 3.3. IL-6-174 G/C PZR kosullari

Tepkime Donglsi (35 Dongli)
gaglatr_m_glg Denatiirasyon | Hibridizasyon | Sentez gon
enaturasyonu Asamasi Asamasi (Uzama) Aentez
Asamasi $amasi
94 °C’de 3 dk 94 °C’de 30 sn | 56 °C’de 35 72 °C'de |72°C'de
sn 30 sn 5 dk

3.2.3. Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) analizi

IL-6 -174 G/C polimorfik gen bolgesindeki C alleli Hsp921l endonukleazi igin
kesim bolgesi icerirken G alleli igermez. (G—C) tek nuklotid degisimi oldugu
taktirde Hsp92Il restriksiyon enziminin tanima bolgesi olusmus olur ve kesim

gergeklesir.
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RFLP analizi i¢cin 8 pyl PZR urint 2 pl Hsp92ll (Promega, USA) kesim
birimiyle (0,1 yl BSA, 0,4 pl restriksiyon endonukleaz, 0,5 ul steril distile su, 1
Ml enzim tamponu) muamele edilmis ve bir gece 37 °C’de etiivde beklemeye
birakilmistir. Ertesi gun kesim &rnekleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yurutulerek, olusturduklari bant sayisi ve hesaplanan molekal agirliklarina

gOre genotip analizleri yapiimistir.
3.2.4. Agaroz jel elektroforezi

PZR ve restriksiyon enzim kesim Urunleri %2’lik agaroz jelde yarutilmustar.
Bunun igin 2 gr agar hassas terazide tartilip 100 ml 1x TAE i¢inde ¢dzulmus
ve mikrodalga firinda kaynatilmigtir. Agaroz homojen bir sekilde eridikten
sonra jel kasedine dokulmus, uygun taraklar takilarak kuyucuklarin olugsmasi
saglanmistir. 30 dk. kadar beklenip jelin polimerizasyonu saglandiktan sonra
tarak jelden ayriimig ve kaset agaroz jel elektroforez tankina (BIOMETRA)
yerlestirilmistir. 1x TAE tamponu jelin Uzerini gegecek kadar tanka
eklenmistir. ilk kuyucuga 2 pl DNA marker, diger kuyucuklara ise 10 ul PZR
ya da restriksiyon enzim kesim urinu 2-4 ul yikleme tamponu (bromfenol
blue) ile karistirilarak yiklenmistir. Ornekler 30-45 dk. 80 V’luk bir voltaj
uygulanarak yuratalmustir. Ydrutme igleminin ardindan 10 dk. etidyum
bromid ile muamele edilen PZR ve kesim Urlnleri Biometra BioDoc Analyze
goruntileme cihazi ile UV sk altinda goérintilenmis ve fotograflari

kaydedilmigtir.
3.2.5. istatistiksel analizler

Yapilan butin molekuler genetik bulgular ile laboratuvar ve klinik sonuglarin
istatiksel degerlendirmesi RKWard Versiyon 0.5.7 for Linux ve R Commander

1.8-1 (GNU General Public License) ile yapilmistir.
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Her iki polimorfizm c¢alismasinda da genotip dagilimlarinin gergek
Mendeliyen populasyonunu yansitip yansitmadigi, Hardy—Weinberg esitligi

test edilerek beklenen ve gozlenen allel sikligi hesaplanmigtir.

IL-4 intron 3 polimorfik gen bdlgesinin jel goéruntuleri sonucunda gézlemlenen
genotiplerin hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamliigini karsilastirmak
icin Fisher Kesin Testi kullanildi. Genotipler arasindaki iligkinin
incelenmesinde Odds Orani (OR) kullanildi ve %95 guven araligi (GA)
olusturuldu. Elde edilen allel dagilimlarinin beklenen gbzlem sayilari

hesaplandi ve Klinik bulgularla olan iligkisi hesaplandi.

IL-6 -174 G/C polimorfik gen bdlgesine yapilan PZR-RFLP analizi sonucunda
elde edilen bulgulari karsilastirmak icin ise Ki-Kare Testi uygulandi. Coklu
genotip dagilimlarinin klinik bulgularla ortalamalarinin karsilastirmasi igin
Kruskal-Wallis Testi kullanildi.

Klinik ve laboratuvar bulgularin hasta ve kontrol gruplari ile genotip
dagihmlan arasindaki iliskinin incelenmesinde ise Mann-Whitney U Testi

kullanildi.

Batun karsilastirmali analizlerde p degeri <0,05 olma durumu anlamli olarak

referans alindi.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Laboratuvar ve Klinik Bulgular

Bu calismada KBY tanisi konmus 137 hasta ile 106 saglikli bireyin tam kan
ve serumunda rutin biyokimyasal parametrelerle birlikte, parathormon ve

hematolojik bulgulari degerlendirildi.

Bu bulgular ile KBY hasta grubu ve saglikli kontrol grubu arasindaki
kargilastirma sonugclari verilmistir (Cizelge 4.1). Bu sonuglara gore aglik kan
sekeri, BUN, kreatinin, urik asit, albimin, Ca, P, Ca x P, Na, K, total protein,
HDL-kolesterol, trigliserit, hemoglobin degerleri arasinda anlamlh bir fark
oldugu parametrik olmayan Mann-Whitney U Testi ile ortaya kondu. Buna
karsin total kolesterol, LDL-kolesterol degerleri ile I0kosit sayimi arasinda

anlamli bir farkhlik bulunmamistir.

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubu laboratuvar bulgularinin Mann-Whitney U
Testi ile karsilagtiriimasi

Bulgu P degeri Bulgu P degeri
(Hasta-Kontrol) (Hasta-
Kontrol)
Aclik kan sekeri p <0,05* Potasyum p <0,05*
(mg/dl) (mmol/L)
BUN (mg/dl) p <0,05* T. Protein | p <0,05*
(g/dl)
Kreatinin (mg/dl) p <0,05* Kolesterol p >0,05
(mg/dl)
Urik asit (mg/dl) p <0,05* HDL- p <0,05*
Kolesterol
(mg/dl)
Albumin (g/dl) p <0,05* LDL- p >0,05
Kolesterol
(mg/dl)
Kalsiyum (mg/dl) p <0,05* Trigliserit p <0,05*
(mg/dl)
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Cizelge 4.1. (Devam) Hasta ve kontrol grubu laboratuvar bulgularinin
Mann-Whitney U Testi ile karsilastiriimasi

Bulgu P degeri Bulgu P degeri
(Hasta-Kontrol) (Hasta-
Kontrol)
Fosfor (mg/dl) p <0,05* Hemoglobin | p <0,05*
(g/dL)
Kalsiyum*Fosfor p <0,05* Lokosit p >0,05
Sodyum (mmol/L) p <0,05*

*p <0,05 olan bulgularla hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklihk

bulunmustur.

Calismadaki KBY hasta ve kontrol gruplarinin genel 6zellikleri (yas, cinsiyet
ve hayatta olma durumlari) cizelgede gosterilmistir (Cizelge 4.2). Hasta ve

kontrol grubu arasinda cinsiyet ve yas bakimdan bir bagdimlilik

bulunmamaktadir.

Cizelge 4.2. KBY hasta ve kontrol gruplarinin genel 6zellikleri

Ozellik Hasta Kontrol

Yas ortalamasi (yil, ss)

54,21 (18.39)

29,01 (11.64)

Cinsiyet (K, E)

46 (%33,6)
91 (%66,4)

58 (%55,2)
47 (%44,8)

Hayatta kalma durumu 13/128 0/106

(6liim/hayatta)

Calismaya dahil edilen hemodiyaliz tedavisi géren 137 hastanin birincil
hastaliklarinin dagilimi grafikte gosterilmistir (Sekil 4.1).

Bobrek yetmezligi sebebiyle Hemodiyaliz servisine basvuran hastalarin

%29’unun birincil hastaligi olarak yuksek tansiyon not dusulmustar. Bunu
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Diyabet mellitus tip Il ve diger bobrek hastaliklari (nefrolitiazis, norojenik

mesane disfonksiyonu, FSGS, polikistik bobrek vb.) takip etmektedir.

M Diyabetes mellitus Tip Il
Birincil Hastaliklar
M Diger Bobrek Rahatsizliklari
H Bilinmeyen KBY
M Yiksek Tansiyon

B Glomerulonefrit

m Diyabetes mellitus Tip |

Diger Kardiyovaskiiler Rahatsizliklar

Diger (Multiple Myelom, Prostat
Kanseri vb.)

Sekil 4.1. KBY hasta grubunun birincil hastaliklar

4.2. Molekiler Genetik Analiz Bulgular

IL-4 intron 3 ve IL-6 -174 G/C gen bdélgeleri PZR-RFLP ydntemiyle analiz
edilmis olup, genetiksel olarak elde edilen bulgular klinik durumlariyla

kargilastiriimistir.

4.2.1. IL-4 intron 3 VNTR polimorfizmi sonuglari

PZR’i yapilan 137 KBY hasta ve 106 saglikli kontrole ait DNA érnekleri %2’lik
agaroz jelde yurutalmustar (Sekil 4.2). 183 ve 253 bg.lik bantlar arasindaki 70
bc.lik fark ortaya konmus olup VNTR polimorfizminin genotiplenmesi
dogrudan PZR Urlnlerinin agaroz jelde yurutilmesiyle yapilmistir. Sekil
4.2'de gorulen PZR Urunlerinin olugturmus oldugu bantlar ve genotipleri

soyledir;
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¢ 1 n0’lu kuyu: heterozigot genotip (183/253),

e 2 nolu kuyu: homozigot mutant genotip (253/253), 4 tekrar dizisi
bulundurur,

e 3,4,5,6, 7,8 no’lu kuyular homozigot yaban tip genotip (183/183), 3
tekrar dizisi bulundurur (Sekil 4.2).

183 bg —p
253 bg —»

Sekil 4.2. IL-4 intron 3 bolgesi PZR sonuclarinin agaroz jel gorintisu

IL-4 intron 3 VNTR genotipi ve allel dagilimi:

Hasta ve saglikh kontrollerin hepsinde elde edilen verilere dayanarak
homozigot 253/253 genotipinin toplamda yeterli ornekte
kargilasiimamasindan dolayi bu genotip hesaplamaya katiimamis ve elde

edilen sonugclar Fisher Kesin Testi’ne gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.3).

P degeri 0,05 degerinden yuksek oldugu igin hasta ve saglikli kontrol bireyler
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bu teste gére Odds Orani igin %95

glven arahgi (GA) 0,565-2,383 olarak elde edilmigtir.



65

Cizelge 4.3. llgili polimorfik bélgede yapilan analiz sonucuna gdre gdzlenen
genotiplerin dagilim oranlari

IL-4 intron 3 KBY Kontrol P Alt OR  Ust
Genotip (n=137) (n=106) degeri sinir Sinir
183/183 106 74 (%69,8) 0,3625 0,704 1,335 2,527
(n=180) (%77,4)

183/253 30 (%21,9) 28 (%26,4)

(n=58)

253/253 1 (%0,7) 4 (%3,8)

(n=5)

183/253 + 31 32 0,188 0,7968 1,476 2,740
183/253

(n=63)

Calisilan 6rneklerde ortaya ¢ikan 183 ve 253 bg.lik allellerin genel dagilimi ve
beklenen gozlem sayilari cizelgede gosterilmistir (Cizelge 4.4). Allellerin
kontrol ve hasta genotiplerindeki dagilimina bakildiginda yuzdelik

dagilimlarin birbirine yakin oldugu ortaya konmustur.

Cizelge 4.4. IL-4 intron 3 VNTR allel dagilimi

TOPLAM ALLEL SAYISI BEKLENEN GOZLEM
SAYISI
Allel Hasta Kontrol Toplam | Hasta Kontrol
183 bg. | 242 (88,3) | 176 (%83) | 274 235,66 182,34
253 bg. | 32 (%11,7) | 36 (%17) 212 38,34 29,66

IL-4 intron-3 VNTR allel dagilimlari bakimindan yapilan Fisher’in Kesin Testi
sonuclarina goére hasta ve saglikh kontrol gruplarinda anlamh bir farklilik
bulunmamistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. IL-4 intron 3 VNTR allel dagihmina gore Fisher Kesin Testi

sonuglari
Fischer’in Kesin Testi
Allel Odds sinin | %95 GA P
183 bg. 1,545 0,895-2,679 0,1134
273 bg.

IL-4 intron 3 VNTR genotip dagiliminin klinik bulgularla iliskisi:

IL-4 intron 3 VNTR genotip dagilimi ile KBY hasta ve kontrol gruplarinin klinik

bulgulari Mann-Whitney U Testi ile istatiksel olarak karsilastirildi (Cizelge

4.6).

Yapilan test sonuglarina gore;

IL-4 intron 3 VNTR genotip dagihmiyla fosforun (P) anlamli bir iligkisi
bulunmustur. 183/253 heterozigot genotipe sahip olan KBY hasta ve
kontrol oOrneklerinin daha dusik fosfor seviyelerine sahip oldugu

gozlenmisgtir.

Urik asit ile I6kosit genotip dagilimiyla sinira yakin bir sekilde anlamsiz
olarak nitelendirilirken diger parametrelerle de anlamh bir iligki tespit

edilmemisgtir.



Cizelge 4.6. KBY hasta ve kontrol gruplarinda IL-4 intron 3 VNTR genotip dagilimlarinin klinik ve laboratuvar bulgulariyla

kargilastiriimasi

183/183 genotipi

183/253 genotipi

183/183-183/253

(ortalama, ss) (ortalama, ss) genotipi

Klinik Bulgu KBY Hasta Kontrol KBY Hasta Kontrol P degeri
Aclik kan sekeri 118,35 (58.65) | 86,58 (9.47) |[121.17 (56.93) | 88,50 (22.04) p >0,05
(mg/dl)
BUN (mg/dI) 58,84 (15.20) | 11,90 (3.33) | 55,88 (19.56) 12,24 (2.92) p >0,05
Kreatinin (mg/dl) [ 7,43 (3.46) 0,78 (0.12) |6,68 (2.85) 0,79 (0.1) p >0,05
Urik asit (mg/dl) 5,71 (1.53) 457 (1.26) |5,26 (1.31) 4,30 (1.09) p=0,058
Albiimin (g/dl) 3,52 (0.55) 4,46 (0.24) | 3,47 (0.44) 4.40 (0.31) p >0,05
Kalsiyum (mg/dl) | 8,92 (0.73) 9,57 (0.34) [ 9,00 (0.65) 9,54 (0.39) p >0,05
Fosfor (mg/dl) 4,95 (1.58) 3,62 (0.87) [ 4,38 (1.46) 3.39 (0.63) p <0,05*
Kalsiyum*Fosfor 44,26 (14.97) | 34,69 (8.33) | 39,59 (13.30) 32,30 (5.96) p >0,05
Sodyum (mmol/L) [137,04 (2.70) | 138,47 (1.87) | 136,63 (3.21) 138,64 (2.78) p >0,05
Potasyum 4,85 (0.84) 4,31(0.31) |4,78(0.86) 4,19 (0.3) p >0,05
(mmol/L)

19



Cizelge 4.6. (Devam) KBY hasta ve kontrol gruplarinda IL-4 intron 3
laboratuvar bulgulariyla karsilastiriimasi

VNTR genotip dagilimlarinin klinik ve

183/183 genotipi

183/253 genotipi

183/183-183/253

Klinik Bulgu ?é?lﬁi:satl;S) Kontrol Sét?lgg]s?;@ Kontrol I%e;]:g“:ieprii
T. Protein (g/dI) 6,60 (0.65) 7,37 (0.37) | 6,75 (0.89) 7,29 (0.28) p >0,05
Kolesterol (mg/dl) | 165,40 (44.40) | 169 (33.53) [167,52 (46.05) | 176 (41.12) p >0,05
HDL-Kolesterol 35,49 (10.89) | 50,39 (11.49) | 36,52 (13.52) 51 (11.95) p >0,05
(mg/dl)
LDL-Kolesterol 93,86 (31.80) | 99 (32.87) 91,99 (30.21) 104,73 (32.69) | p >0,05
(mg/dl)
Trigliserit (mg/dl) | 190,37 89,52 (41.11) | 207,62 (178.25) | 126,48 (190.17) | p >0,05
Hemoglobin (g/dL) (1101299(91)55) 14,36 (1.78) | 10,62 (1.95) 14,26 (1.74) p >0,05
Lokosit 6,77 (2.29) 6,98 (2.19) [ 7,54 (2.56) 7,02 (1.49) P=0,057

89
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Diyalize giren KBY hastalarinin klinik ve laboratuvar sonuglari ile IL-4 intron 3
gen polimorfizminin iligkileri Mann-Whitney-U Testi ile karsilastiriimistir.
(Cizelge 4.7).

Cizelgede de gorildugu Uzere hastalarin klinik 6zellikleri ile laboratuvar
bulgularinin p degeri 0,05'den kugik oldugu igin IL-4 intron 3 genotip
dagihmiyla iligkisi olmadigi tespit edilmigtir.

Cizelge 4.7. KBY hasta grubunun klinik tablosunun IL-4 intron 3 VNTR
genotipleriyle kargilagtiriimasi

Klinik Bulgu ve 183/183 183/253 P degeri
Hasta Bilgileri genotipi genotipi

(ortalama, ss) (ortalama, ss)
Diyaliz suresi (yil) | 4,65 (4.27) 4,14 (4.98) p >0,05
Haftalik diyaliz 2,77 (0.52) 2,82 (0.54) p >0,05
seans sayisl
VKi 10,80 (12.48) 13,41 (12.61) p >0,05
Sistolik Kan 126,07 (19.98) 128,57 (19.30) p >0,05
Basinci (mmHg)
Diastolik Kan 71,49 (18.13) 74,52 (14.82) p >0,05
Basinci (mmHg)
Nabiz (mmHg) 78,33 (13) 79,1 (12.48) p >0,05
Kt/Viire 4,65 (1.39) 4,14 (1.45) p >0,05
Parathormon 417,14 (394.55) | 343,25 (500.53) | p >0,05
(pg/ml)

4.2.2. IL-6 -174 G/C gen polimorfizmi sonuglari

PZR-RFLP analizi sonucu IL-6 -174 G/C genotipleri ortaya konan 136 hasta
ve 103 saglikli kontrole ait kesim sonucu %Z2’lik agaroz jelde yurutulerek

gOzlemlenen genotipler ve olusturduklari bantlar su sekildedir (Sekil 4.3):
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a) GG =229 +173 + 29 bg

b) GC =229+ 173 + 122+ 51 +29 bg

) CC =229 + 122 + 51 + 29 bg [38].

229 bg
29
A
12
Hoes 29 bg

29b¢ »

GC GC GC CC CC CC

GC GC GG GG

Sekil 4.3. IL-6-174 G/C bdlgesi PZR-RFLP sonuglarinin agaroz jel gérunttsu

IL-6 -174 G/C genotipi ve allel dagilimi:

KBY hasta ve saglikli kontrollerden elde edilen genotip dagihmlar Ki-kare
Testi'ne gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.8).
e KBY hasta ve kontrol gruplari arasinda genotip dagihimi agisindan
anlamli bir fark bulunmustur (p <0,05).
e Her iki grupta da en ¢ok rastlanan genotipin heterozigot mutant GC
[KBY hasta (%72,9), kontrol (%51,5)] oldugu gériimustdr.
e Mutant allelin bulundugu heterozigot GC ve homozigot CC genotipleri
toplaminin yaban tip GG genotipine goére hasta grubunda daha ¢ok

goruldagu tespit edilmistir (p <0,05).
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Cizelge 4.8. KBY hastalarinda ve kontrol grubunda IL-6 -174 G/C
genotiplerinin dagilmi

IL-6 -174 KBY Kontrol P degeri x2 Sd

G/C Genotip (n=136) (n=103)

GG 36 (%26,5) 46 (%44,7) 0,00013 17,89 2

GC 72 (%52,9) 53 (%51,5)

CcC 28 (%20,6)  4(%3,9)

GC + CC 100 (%73,5) 57 (%55,3) 0,0034 8,6 1

IL-6 -174 G/C allel dagihmlarinin kontrol ve hasta grubuyla iligkisini

arastirmak amaciyla yapilan Fisher’in Kesin Testi sonuglarina gore;

e Hasta ve kontrol gruplari arasinda G ve C allellerinin dagiliminda

anlamli bir iliski oldugu gorulmustur (p <0,05).

e Mutant olan ve dusuk IL-6 Uretiminden sorumlu oldugu 6ne suralen C

allelinin yizde olarak kontrol grubunda daha c¢ok bulundugu tespit

edilmigtir.

e Allellerin kontrol ve hasta genotiplerindeki dagilimi ve beklenen

go6zlem sayilari gizelgede verilmistir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. IL-6 -174 bdlgesindeki G ve C allelerinin KBY hasta ve kontrol
gruplarina gore karsilastiriimasi

TOPLAM ALLEL SAYISI BEKLENEN GOZLEM
SAYISI

Allel | KBY Kontrol | P OR* KBY Kontrol
Hasta degeri Hasta

G 144 145 164,45 107,55
(%75,8) | (%61,4)

1,96

C 128 61 0,0017 (1,26-3,08) | 124,55 81,45

(%24,2) | (%38,6)




Cizelge 4.10. IL-6 -174 G/C genotip dagiliminin hasta ve kontrol gruplariyla karsilastiriimasi

Klinik Bulgu GG genotipi (Ortalama, ss) | GC genotipi (Ortalama, ss) | CC genotipi (Ortalama,
SS)
P degeri
KBY Hasta | Kontrol KBY Hasta | Kontrol KBY Kontrol
Aclik kan sekeri 115,83 90,07 (17.32) | 117,22 84,56 (9.41) |125,25 81,75(5.44 | p >0,05
(mg/dl) (59.23) (55.87) (63.04) )
BUN (mg/dl) 60,19 13,29 (10.88) | 58,87 12,09 (3.14) |[53,78 11,18 p <0,05*
(17.88) (15.39) (15.95) (2.67)
Kreatinin (mg/dl) |7,19(3.93) |0,77 (0.13) 7,28 (2.93) |0,77 (0.11) 7,53 (3.58) | 0,76 (0.19) | p <0,05*
Urik asit (mg/dl) | 5,62 (1.61) | 4,58 (1.34) 5,62 (1.35) |4,39(1.15) 5,49 (1.7) | 3,66 (1.04) | p >0,05
Albiimin (g/dl) 3,46 (0.41) |4,4(0.3) 3,59 (0.57) | 4,44 (0.3) 3,37 (0.53) |1 4,5(0.1) p <0,05*
Kalsiyum (mg/dl) | 9,05 (0.7) 9,62 (0.38) 8,97 (0.73) |9,52(0.32) 8,67 (0.69) | 9,39 (0.26) | p <0,05*
Fosfor (mg/dl) 4,88 (1.76) | 3,62 (1) 4,78 (1.27) | 3,53 (0.64) 4,95 (1.99) | 3,59 (0.39) | p >0,05
Kalsiyum*Fosfor | 44,28 34,04 (10.79) | 42,96 31,5(10.06) |42,99 33,75 p >0,05
(16.81) (12.21) (17.71) (4.30)

ZL



Cizelge 4.10. (Devam) IL-6 -174 G/C genotip dagihminin hasta ve kontrol gruplariyla karsilastiriimasi

Klinik Bulgu GG genotipi (Ortalama, ss) | GC genotipi (Ortalama, ss) | CC genotipi (Ortalama,
SS) ..
P degeri
KBY Hasta Kontrol KBY Hasta Kontrol KBY Kontrol
Sodyum 136,94 (2.69) | 138,81 137,01 (2.81) | 138,53 136,79 136,25 p <0,05*
(mmol/L) (2.24) (2.17) (3.02) (0.5)
Potasyum 4,83 (0.95) 4,35 (0.34) |4,91(0.75) 4,21 (0.27) |4,68(0.93) | 4,05 (0.13) | p >0,05
(mmol/L)
T. Protein (g/dl) 6,72 (0.77) 7,32 (0.36) | 6,62 (0.61) 7,39 (0.29) |6,52(0.88) | 7,23 (0.05) | P=0,059
Kolesterol 159,78 174,68 171,23 169,49 160,41 147,25 p >0,05
(mg/dl) (40.78) (31.12) (45.48) (38.94) (47.22) (17.21)
HDL-Kolesterol 36,06 (11.32) | 50,8 (10.96) | 37,33 (11.72) | 49,76 30,96 63,25 p <0,05*
(mg/dl) (11.68) (10.13) (8.88)
LDL-Kolesterol 89,6 (26.61) | 103,59 97,70 (30.9) | 100,53 88,76 71,90 p >0,05
(mg/dl) (30.81) (34.2) (37.22) (14.52)
Trigliserit (mg/dl) | 181,72 93,84 196,46 105,76 207,41 60,5 (4.51) | p >0,05
(114.88) (42.04) (132.68) (143.63) (157.6)

€L



Cizelge 4.10. (Devam) IL-6 -174 G/C genotip dagihminin hasta ve kontrol gruplariyla karsilastiriimasi

GG genotipi (Ortalama, ss)

GC genotipi (Ortalama, ss)

CC genotipi (Ortalama,

Klinik Bulgu SS) P degeri
KBY Hasta Kontrol KBY Hasta Kontrol KBY Kontrol
Hemoglobin 10,21 (1.44) 13,91 11,04 (1.63) 14,62 9,96 (1.6) 13,91 p <0,05*
(g/dL) (1.57) (1.86) (1.38)
Lokosit 6,92 (2.72) 6,99 (2.13) | 6,5 (1.78) 7,11 (1.92) | 7,99 (2.84) | 6.89 (2.17) | p >0,05

v,
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IL-6 -174 G/C genotip dagihminin KBY hasta ve kontrol gruplarindaki klinik
ve laboratuvar bulgulariyla olan iligkisi Kruskal-Wallis Sira Sayilari Testi ile

tespit edildi (Cizelge 4.10). Buna gore,

Her iki grupta da BUN parametresinin C allel varliginda daha disuk

oldugu gorulmustar (Sekil 4.4).

100

80
|

40

20

cc GC GG

Sekil 4.4. BUN degerinin IL-6 -174 G/C polimorfik genotiplerindeki degerleri.
Kirmizi yuvarlak ortalama degerleri gostermektedir.

e KBY hasta grubunda kreatinin degerinin C allel varliginda yukseldigi
g6zlenmigtir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kreatininin IL-6 -174 G/C polimorfik genotiplerindeki degerleri.

Kirmizi yuvarlak ortalamayi gostermektedir.

Kalsiyum degerinin C allel varhdinda anlamli bir sekilde azaldigi

gorulmagtur (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kandaki Ca degerinin IL-6 -174 G/C polimorfik genotiplerindeki
degderleri. Kirmizi yuvarlak ortalamayi gostermektedir.

e Albimin, sodyum, HDL kolesterol ve hemoglobin parametrelerinin
genotip dagilimla iliskilendirilebilecegi tespit edilmistir (p< 0,05).

e P degeri 0,05'in Uzerinde olan diger parametrelerin ise IL-6 -174 G/C

polimorfizmiyle anlamh bir iligkisi bulunmamistir.

Diyalize giren KBY hastalarinin klinik ve laboratuvar sonuclari ile IL-6 -174

G/C polimorfizminin karsilastirmasi igin Kruskal-Wallis Testi yapilmistir
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(Cizelge 4.10). Cizelgede de goruldugu uzere polimorfik farkliliklar ile hasta

klinik tablo arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir.

Cizelge 4.11. KBY hasta grubunun Klinik tablosunun IL-6 -174 G/C
genotipleriyle kargilastiriimasi

Klinik Bulgu ve | GG genotipi | GC genotipi | CC genotipi | P degeri
Hasta Bilgileri
Diyaliz  suresi
(yl)

3,75 (2.86) 4,89 (4.65) 4,8 (5.5) p >0,05
Haftallk diyaliz
seans sayisl

2,65 (0.69) 2,83 (0.45) 2,86 (0.45) p >0,05
VKI

14,42 (11.54) | 9,16 (12.96) | 12,68 (11.99) | p >0,05
Sistolik Kan
Basinci (mmHg)

128,93 (19.4) | 123,92 (21.1) | 127,2 (20.92) | p >0,05
Diastolik  Kan
Basinci (mmHg)

75,1 (25.86) | 68,25 (12.58) | 75 (14.14) p >0,05
Nabiz (mmHg)

79,77 (15.44) | 76,99 (12.61) | 81,84 (13.21) | p >0,05
KthVare 1,45(0.22) |1,41(0.22) |1,35(0.25) |p>0,05
Parathormon
(pg/ml) 496,37 372,51 496,37

(348.23) (289.48) (636.02) p >0,05

Bu calismada yer alan IL-4 intron 3 genotipleri ile IL-6 -174 G/C polimorfik

bolgelerinin KBY hasta ve kontrol gruplari arasindaki iliski Ki-Kare Testiyle

arastinimis olup, p degerinin 0,05’den yuksek ¢ikmasi nedeniyle anlamli bir

iligki oldugu ortaya konmustur (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. KBY hasta ve kontrol gruplarinda IL-4 intron 3 ve IL-6 -174 G/C
genotiplerin dagilimi

Genotip IL-4/IL-6 KBY hasta | Kontrol
183/183 - GG 36 (%24,8) | 27
(%28,7)
183/183 - GC 58 (%40) 33
(%35,1)
183/183 - CC 20 (%13,8) | 2 (%2,1)
183/253 + 253/253 -GG 9 (%6,2) 10
(%10,6)
183/253 + 253/253 - GC 14 (%9,7) |20
(%21,3)
183/253 + 253/253 - CC 8 (%5,5) 2 (%2,1)
Cizelge 4.12.’ye gore;
e Hesaplanan y2 degeri 17,51 olup,

hesaplanmigtir.

e Her iki grubta da en c¢ok karsilasilan genotip IL-4 intron 3 yabani tip
(183/183), IL-6 -174 G/C heterozigot mutant tip (GC)'tir.

P degeri

0,0036 olarak

e |L-4 intron 3 homozigot mutant (253/253) genotip istatiksel agisindan

yetersiz sayida oldugu icin heterozigot mutant (183/253) ile birlikte

degerlendirilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son dénem kronik bobrek yetmezliginde ilerleyici bobrek hasarina sebebiyet
veren onemli birincil hastaliklardan biri olan kardiyovaskuler hastaliklar, ayni
zamanda baglica mortalite sebebidir. Kardiyovaskuler komplikasyonlarin
gelisimine sebebiyet veren kronik inflamasyonun duizenleyici etmenlerinden
olan sitokinlerin Uretim miktari ve bu miktari ifade eden genlerdeki
farkhliklarin ortaya konmasi hastaligin ilerleyisi ve klinik tablosunun

yorumlanmasi agisindan onem arz etmektedir [33, 36, 127].

Kalitim gosteren sitokin gen polimorfizmlerinin, KBY ve organ nakli ile ilgili
yapilan calismalarda hastalikla ve doku reddiyle iligkilendirilebilecegi ortaya
konulmustur. Ancak bu iliskinin etnik acidan degdiskenlik gdsterebilecegi
unutulmamalidir [65]. Hindistan’da yapilan bir galismada IL-4 intron 3 VNTR
ile IL-6 -174 G/C varyantlarinin farkli etnik populasyonlardaki oranlariyla
kargilastirma yapilmistir. Buna goére, ayni cografik bolgedeki farkl etnik
gruplarla (Giiney Hindistan) farkli sonuclarla karsilasilirken, ispanyol ve
Polonyali gibi uzak etnik gruplarla benzer sonuglarla karsilasildigi belirtiimistir
[76].

Bu calismada IL-4 intron 3 VNTR genotiplerinin dagihmi bakimindan KBY
hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir farkllik tespit edilmemistir. Ug
tekrar alleli her iki grupta da en ¢ok kargilasilan allel olmustur. Ayrica genotip
dagihimlarin klinik ve laboratuvar bulgulariyla anlamli bir iligkisi olmadigi

ortaya konmustur.

Gelecekte farkli populasyonlarda KBY hastalari Gzerine bu polimorfik gen
bdlgesi icin yapilacak galismalarin artmasiyla birlikte kiresel anlamda bir
degerlendirme yapilmasi mumkun olabilir. Ancak seralojik testlerle iligkili
olarak yapilan galismalar gostermektedir ki galisilan populasyonlarda en ¢ok
uc tekrar alleli ile karsilasilirken iki ve dort tekrar alleli nadir bulunmaktadir.

Uc tekrar alleli bulunan genotip en yiiksek IL-4 Gretimi gésteren profil olarak
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bilinmektedir [95]. Bu galismada en sik dagilim gosteren allel olarak ug tekrar
(183 bg.) tespit edilmigtir. Ancak bu analiz IL-4 seviye Oolgumleriyle
desteklenmediginden IL-4 Uretimine ne yonde katkida bulunulduguna dair

yorum yapilamamaktadir.

Degisen IL-6 seviyeleri ile SDBY hastalarinin akibeti arasinda guglu bir iligki
oldugu yapilan galismalarla ortaya konmustur [11, 25, 53, 82, 103, 109]. IL-6
dretim hizini kontrol eden -174 konumundaki G/C polimorfizminin pek ¢ok
hastalikla iligkili oldugu ©6ne surtlmuastir. Cunkl IL-6 geninin promotor
bdlgesinin  polimorfik varyantlarinin transkripsiyondaki varyasyonlardan
sorumlu olabilece@i dusunulmektedir. Bu nedenle IL-6 -174 bdlgesinde G
allelinin  bulunmasi inflamatuar hastaliklardaki  koétiye gidis ve
komplikasyonlar ile iliskilendiriimektedir. Yapilan bir calismada SDBY
hastalarinda ve kontrol gruplarinda IL-4 (intron-3, VNTR) ve IL-6 (-174 G/C)
genotip sikhgi farkli oldugu gozlenmistir. Hastalarin kontrollere gore daha
fazla, IL-4 intron 3 homozigot 273 bg¢.lik genotip frekansina ve IL-6'nin GG
genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni anlamli sonuca glomerulonefrit

hastalarinda da rastlanmistir [42, 92].

Bu calismada IL-6 -174 G/C polimorfizminin genotip dagihimlarini Klinik
bulgularla ve kontrol grubuyla karsilastirdigimizda, heterozigot GC
genotipinin en sik karsilasilan genotip oldugu tespit edildi. BUN, kreatinin,
Ca, albumin, sodyum, HDL kolesterol ve hemoglobin parametrelerinin Ug
genotipteki ortalamalarinin karsilastirlmasinda, genotipik farklliklarin klinik
tabloya etkisinin olabilecedi sonucuna varildi. Ancak, IL-6 gen
varyasyonlarinin SDBY klinik durumuyla iligkisi farkli populasyonlar Gzerine
yapilan ¢alismalardan elde edilen farkh sonuglardan dolay! hala tartismalidir.
Codu calisma, G allel tasiyicilarinin daha fazla IL-6 Urettiklerini belirtirken
[12, 92] bir galisma da -174 C/C tasiyicilarinin daha ylUksek IL-6 seviyesine
sahip oldugunu iddia etmistir [25]. Karahan ve ark. da bu bdlgedeki G’den
Cye degisimin NF-1 adinda gen ifadesini baskilayan bir baglayici
transkripsiyon faktor olusturduguna deginmistir [73]. Literatlrdeki bu farkh
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sonuglarin pek cok sebebi olabilir; irksal farkhliklar, farkh yayilim, rastgele
hatalar ve mRNA ile uyumlulugunun kontrol edilmeyip gen ifadesinin yanls
anlasiimasi gibi. Bundan dolay! IL-6'daki DNA polimorfizmlerinin etkisini
aciklamak igin, genetik c¢alismalarin yaninda, protein Urinu ve spesifik

fenotipleri de tanimlayan arastirmalara ihtiyac vardir [128].

Hemodiyaliz hastalarindaki mortalite oranlari géz 6nunde bulundurularak
yapilan demografik ve laboratuvar élgiimlerinde 0,0014 P degerinde IL-6 ng/l
analizi yapilmis olup hCRP logaritmasiyla arasinda gugli bir korelasyon
bulundugu tespit edilmigtir. Kan degerlerinde ise prealbumin ve MDA
seviyelerinin mortaliteye etkili oldugu ortaya konmustur [62]. Bu nedenle IL-6
gen polimorfizm c¢alismalarinda diger inflamasyon belirteglerinin laboratuvar
bulgularinin da dikkate alinmasi genotip-fenotip iligkisinin anlagiimasi

acgisindan 6nemlidir.

SDBY’de mortalite etkeni olarak bakilan kardiyovaskuler sorunlar, anemi,
mineral/elektrolit seviyeleri disinda diger 6ngdérticli hususlarin klinik ciktilan

da ortaya konulmahdir. Bu aragtirmada yer almayan;
a) Asit-baz belirtileri: Serum bikarbonat seviyeleri
b) Kardiyovaskuler belirtiler: ANP, BNP, homosistein, troponin seviyeleri

c) Inflamasyon belirtileri: CRP, IL-6 ve TNF seviyelerinin elde edilen
genotip dagilimlaniyla iligkisi aragtirilabilir [43].

SDBY hastalarinin genetiksel olarak inflamasyon sitokinlerini daha fazla
uretecegi (6rnegin IL-6), antiinflamatuar sitokin seviyelerinin ise dusuk
olacagi onceki ¢alismalarda tartisilmigsa da, bu bilginin daha iyi bir tedavi
yontemi i¢in nasil kullanacagimiz hakkinda kesin bir yargiya varilamamistir.
Her KBY hastasinin bu sitokin genleri i¢in polimorfizm galigsmasi yapilmasinin
islevliligi ile birlikte yakin gelecekte buna aciklik getiriimesi umulmaktadir
[12].
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Batin bu amaglar dogrultusunda sitokin gen-hastalik iligkisi ¢alismalarinda
ulagiimasi hedeflenen bilginin kullanim alani bir yaniyla sinirlidir. Clnku
insan sistemlerindeki sitokin agi oldukga karmasiktir ve genin aktivasyonu ya
da baskilanmasi ¢ok sayida kaskat tarafindan etkinlestirilir [116]. Bu nedenle
bu yollarin mekanizmalari agikga ortaya konmadan, eldeki genetik varyasyon
verilerden tam olarak faydalanilamaz. Cunku tek bir genin katilimi kiguk
olabilir ve bir genin ifadesinin fenotipte goérinimu birgok etmenin daha

katilimiyla gen-gevre ya da gen-gen etkilesimiyle mimkun olabilir [99].
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** Toplantids Belmms

Sekil 1.1. Tez arastirmasi igin gerekli izinlerin alindigini gosteren onay formu
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Komisyonu tarafindan onaylanmig bilgilendirilmig gonalla olur formu

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR
BiLGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Arastirma Projesinin Adi: Kronik Bébrek YetmezIligi hastalarinda interldkin-4

ve Interlékin-6 Gen Polimorfizmlerinin Arastiriimasi
Sorumlu Arastiricinin Adi:

Prof. Dr. Leyla ACIK

Yardimci Arastiricilar:

Dog. Dr. Kadriye ALTOK REIS

Nagehan RAMAZANOGLU

Uzm. Dr. Serpil Miige DEGER

Destekleyici (varsa): Arastirma butgesi tarafimizca kargilanacaktir.
Laboratuvarda arastirma icin gereken cihazlar, kimyasal maddeler, diger

malzemeler ve enzimler mevcuttur.

“Kronik Bobrek Yetmezligi hastalarinda interldkin-4 ve Interldkin-6 Gen
Polimorfizmlerinin Arastiriimasi” isimli bir galismada yer almak tzere davet
edilmis bulunmaktasiniz. Bu c¢alisma, arastirma amaci ile yapilmaktadir.
Galismaya katilma konusunda karar vermeden 6nce arastirmanin neden ve
nasil yapildigini, sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neler

icerdigini, olasi yararlarini, risklerini ve rahatsizliklarini bilmeniz 6nemlidir.
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gonulli olur formu

Latfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak icin zaman ayirin ve bu bilgileri
ailenizle ve/veya doktorunuzla tartisin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi
sahibi olduktan sonra ve sorulariniz cevaplandiktan sonra eger katiimak

isterseniz sizden bu formu imzalamaniz istenecektir.

1. Genetik ¢calisgmanin amaci ve dayanagi nelerdir; benden baska kag

kisi bu calismaya katilacak?
a. Neden ozellikle bu kisi / hasta se¢ilmistir?

Bu galismaya davet edilmenizin nedeni sizde kronik bobrek yetmezligi tanisi
konmasidir. Katiliminiz ile bu hastaligin nedenlerini ortaya ¢ikarabilecek bir

arastirma gergeklestirilecektir.
b. Calismanin 6nemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler, DNA olarak isimlendirilen genetik materyalden olusur. DNA hticrenin
bir bolumudur ve kalitsal O6zelliklerin (g6z rengi gibi) olugsmasindan
sorumludur. “Kronik Bobrek Yetmezligi” hastahdi ile iligkilendirilen cesgitli
genler bulunmustur. Bu arastirma ile sizin DNA’nizi galigsmak ve genlerinizde
herhangi bir anormallik olup olmadigini ya da bu soruna neden olabilecek

yeni genler olup olmadigini bulmak istiyoruz.
c. Calismaya toplam kag kisinin katilmasi planlanmaktadir?
Calismaya toplam 300 kisinin katilmasi planlanmaktadir.

2. Bu genetik ¢caligmaya katilmali miyim?
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Bu calismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazili bilgilendiriimis olur formu imzalanmak igin size
verilecektir. Su anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir

zamanda bir neden gostermeksizin ¢alismayi birakmakta 6zgursunuz. Boyle

bir karar vermeniz durumunda tibbi bakiminiz bu durumdan

etkilenmeyecektir.
3. Genetik arastirma nasil yapilacak?
a. Hangi ornek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

Arastirmaya katilmayi kabul ederseniz, 5 ml (yaklasik 1 tath kasigi kadar)
kadar bir miktarda kolunuzdan kan alinacaktir. Genellikle bir tek érnekleme
yeterlidir ancak bu asamada basarisiz olundugunda bir kez daha kan

vermeniz istenebilir.
b. Ornekte neler aragtirilacak?

Orneklerden DNA izole edilerek kronik bobrek yetmezligine sebep olabilecek
gen mutasyonlari arastirilacaktir. Bu c¢aligma igin kan oOrnekleri kendi
laboratuvarimizda genetik analiz yapilmak Uzere birtakim g¢alismalardan

gegirilecektir.
c. Ornekler nerede caligilacak?

Toplanan kanlar ile Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakultesi Biyoloji Balimu

Molekuler Biyoloji laboratuvarinda galigilacaktir.
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d. Genetik ornegin gelecekte nasil imha edilmesi planlaniyor?
Elde edilen DNA, DNaz enzimi ile pargalanarak, atilacaktir.
4.Tarafimdan alinan ornekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

(Bu béliimde katimcidan “Tabakalandirilmis olur” olarak isimlendirilen bir
onay alinmalidir. Asagida yazili olan bélim aynen korunarak katilimcinin

asagidaki 4 segcenekten birini isaretlemesi istenmelidir).

Tarafinizdan alinan 6rnedin saklanmasi ve ileride yapilacak diger
calismalarda kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu ornekler uzun yillar
isminiz (kimlik bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kaydi ile saklanabilir.

Latfen asagidaki segceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- Tarafimdan alinan kodlanmis* 6rnegdin yalnizca onerilen g¢alisma igin

kullanimini onayliyorum; ileride yapiimasi olasi diger calismalar igin onay

vermiyorum.

2- Tarafimdan alinan kodlanmis 6rneg@in yalnizca Onerilen calisma igin
kullanimini onayhyorum; ileri ¢alismalar igin tekrar bilgilendiriimek ve yeni

onay vermek istiyorum.

3- Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili
diger calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkh ¢alismalar igin tekrar

bilgilendiriimek ve yeni onay vermek istiyorum.



106

EK- 2. (Devam) Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kurumsal Arastirma
Degerlendirme Komisyonu tarafindan onaylanmis bilgilendirilmis

gonulli olur formu

4- Tarafimdan alinan kodlanmis ornegin onerilen ¢alisma icin kullanimini
onayliyorum ve gelecekte de her turli genetik ¢calismada anonim (kimligim ile

baglantisiz) olarak kullaniimasini onayliyorum.

*Kodlanmis o6rnek: Sizden alinan 6rnede bir kod numarasi verilir. Kod

numarasini yalnizca arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca

arastirici ulagabilir. Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

5. Galigmanin riskleri nelerdir?

a. Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: Planlanmis olan tektiklerin

yan etkisi bulunmamaktadir. Sizin rutin kontrolinlz sirasinda g¢alisma igin
fazladan 1 tup kan alinacagi icin kolunuza yeniden igne batiriimayacaktir.
Kan alinma sirasinda bir miktar aci olacaktir sonrasinda az miktarda

morarma olabilir.

b. Yapilacak genetik teste bagli olusabilecek riskler: Yapilan testler sizin

veya ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan
etkilenebilecegini ortaya cikarabilir. Bu bilginin kotlye kullaniimasi sizi
ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi, boyle bir hastaliga sahip

oldugunuzu 6grenmeniz sizi psikolojik ydonden de olumsuz etkileyebilir.

6. Caligmanin yararlari nelerdir?

Boyle bir calisma hastaliga neden olan mekanizmalarin ve hastaliga bagli ek
klinik tablolarla ilgili risklerin daha iyi anlasilarak gelecekte bu hastalgin
tedavisinde daha etkin ilaglarin gelistiriimesini saglayabilir. Su anda bu

¢alismanin hemen size bir fayda olarak déntp dénmeyecegini bilmiyoruz.
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Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi tedavide yeni
yaklasimlara ve ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda

saglayacaktir.
7. Kisisel bilgilerim nasil kullanilacak?

Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar ve destekleyici
(varsa, firma adini belirtiniz) kisisel bilgilerinizi, arastirmayi ve istatistiksel
analizleri yurutmek icin kullanacaktir ancak kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir.
Size ait bulgular UGguncu kisilere, onayiniz disinda higbir sekilde
acgiklanmayacaktir. Calismanin sonunda, size ait tim sonugclar hakkinda bilgi
istemeye hakkiniz oldugu gibi bdyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz

da vardir. Lutfen asagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:
[1 Bu galismada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istiyorum
[1 Bu galigmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istemiyorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyi 6grenmeyi segmeniz durumunda size (varsa)

sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik danigmanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonugclari calisma bitiminde tibbi literatirde yayinlanabilecektir

ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.
(Calisma icin eger gerekiyorsa asagidaki standart durumlar agiklanmalidir)

e Ornek: Kaniniz genetik faktdrler agisindan test edilecek ve elde edilen
bilgi sizin hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler, bu

arastirma ile ilgisi olmayan size ait gok 6zel bagka bilgiler de verebilir.
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Boyle bir durumda da gizlilik ilkesine bagli kalinacak ve bilgiler dglincu

sahislara sizin onayiniz olmaksizin agiklanmayacaktir.)
8. Bu gcaligmaya katilmamin maliyeti nedir?

Calismaya katilmakla parasal yuk altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi

bir 6deme yapilmayacaktir.
9. Caligmanin ticari bir yonu var midir?

Gondllilerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler
geligtirilebilmesi gibi ticari bir fayda saglanabilir. Béyle bir durum olursa,

gonulluler herhangi bir sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.
10. Gorecegim olasi bir zarar durumunda ne yapilacak?

Arastirmadan dolayr katihmcinin  gorecedi olasi bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her turli tibbi mudahalenin

yapilacagini; bu konudaki tum harcamamalarin Ustlenilecegini belirtiriz.
11. Daha fazla bilgi, yardim ve iletigsim i¢in kime basvurabilirim?

Arastirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da calisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda asagidaki kisi ile litfen iletisime geginiz.

ADI : Prof. Dr. Leyla ACIK

GOREVI : OGRETIM UYESI
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TELEFON : 03122021185
(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

GUTF Nefroloji Bilim dalinda, Prof. Dr. Leyla ACIK tarafindan genetik bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya

“katilimci” olarak davet edildim.

Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilagsmis degilim.
Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Projenin yurutulmesi
sirasinda herhangi bir neden gostermeden arastirmadan cekilebilirim. Ayrica
tibbi durumuma herhangi bir zarar veriimemesi kosuluyla arastirmaci

tarafindan arastirma disi da tutulabilirim.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun aragtirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
citkmasi halinde, her turli tibbi girisimin saglanacagi konusunda gerekli
glvence verildi. (Bu tibbi girisimlerle ilgili olarak parasal bir yuk altina
girmeyecegim).

Bana yapilan tum agiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu
kosullarla s6z konusu genetik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve

zorlama olmaksizin, gonulluluk icerisinde katilmayi kabul ediyorum.

Imzali bu form k&gidinin bir kopyasi bana verilecektir.



110

EK- 2. (Devam) Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Kurumsal Arastirma
Degerlendirme Komisyonu tarafindan onaylanmis bilgilendirilmis

gonulli olur formu

Katilimci
Adi, soyad:
Adres:

Tel:

Imza:
Tarih:
Gorusme tanigi
Adi, soyad:
Adres:

Tel:

imza:

Tarih:
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Katilimci ile gorugen hekim
Adi soyadi, unvani:

Adres:

Tel:

imza:
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