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OzZET

Amagc: Diyaliz tedavisi goren hasta populasyonunda renin an-

jiyotensin aldosteron sisteminden, anjiyotensin donistiriici en-
© system in patients undergoing chronic dialysis.

zim gen polimorfizm frekansini degerlendirmektir.

Gereg ve Yontem: Calismaya diyaliz tedavisi goren 87 hasta ve
. alysis treatment and 38 healthy volunteers were enrolled in the
hasta ve kontrol grubunun demografik bilgileri, kan basinci degerleri, |
viicut kitle indeksi (VKI), hematolojik ve biyokimyasal parametreler ve
. corded. ACE gene polymorphism was studied using sterile poly-
nu yontemi ile incelenen ACE gen polimorfizmi sonuglar kayit edildi.

kontrol grubu olarak 38 saglikli gontlli aindi. Calisma kapsamindaki

EDTA' tiiplere alinan periferik kanda steril polimeraz zincir reaksiyo-

Bulgular: Calismaya alinan hastalanin 49'u HD, 38'i SAPD progra-

minda idi. Hasta grubunda erkek/kadin 48/39, yas ortalamasi 41.1+13.6
iken, kontrol grubunda 14/24 ve 38.0+1.41 idi. Hasta grubunda SDBY
nedenleri olarak %28 diyabet, %24 hipertansiyon, %23 kronik glomert-
. in controls male/ffemale ratio was 14/24 and the mean age was
© 38.0+1.41 years. Diabetes mellitus, hypertension, chronic glomerulo-

lonefrit ilk (ig sirayr almaktayd.. Sistolik kan basinci ve diyastolik kan ba-
sinci, hasta grubunda, kontrol grubuna gére daha yiiksek bulundu. ACE
gen (I/D) polimorfizmi prevalansi hasta grubunda, IlID/DD igin sirasiyla
%0.9, %44.8, %45.9; kontrol grubunda ise %31.5, %39.4, %28.9 bulun-
du ve istatistiksel farklilik tespit edildi (p=0.006). Hasta grubu ve kontrol
grubu ACE D allel dagilimlari agisindan hasta grubunda %68.4, kontrol
grubunda %48.7 olarak bulundu (p=0.001).

Sonug: SDBY hasta popiilasyonunda ACE genotip dagilimi ve
D allel sikhginda kontrol grubundan farkhlik tespit ettik.

Anahtar sozciikler: son donem bobrek yetmezligi, ACE gen po-
limorfizmi

ABSTRACT
Aim: To evaluate the frequency of angiotensin converting
enzyme gene polymorphism from renin angiotensin aldosterone

Materials and Methods: Eighty-seven patients undergoing di-

study. Demographic features, arterial blood pressure, body mass
index (BMI), hematological and biochemical parameters were re-

merase chain reaction (PCR} method from blood samples taken in-
to tubes containing EDTA.

Results: Of the 87 patients, 49 were undergoing hemodialysis
and 38 were on peritoneal dialysis programme. In the patient group
male/female ratio was 48/39 and the mean age was 41.1+13.6 years;

nephritis were the first three causes of ESRD with percentages of 28,

* 24, and 23% respectively. Systolic and diastolic blood pressures we-
- re higher in patients than controls. ACE gene (I/D) polymorphism

prevalence was found as 0.9%, 44.8%, 45.9% among patients, and
31.5%, 39.4%, 28.9% among controls for II/ID/DD respectively, and

- statistical significance was found (p=0.006}. ACE D allele frequency
. was 68.4% among patients, and 48.7% among controls (p=0.001).

Conclusion: We found difference in dispersion of ACE genoty-

- pe and frequency of D allele between patients and controls.
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Son donem bébrek yetmezligi (SDBY) cevresel
ve genetik faktorlerden kaynaklanan farkli bobrek
hastaliklarmin etiyolojide rol oynadigi kompleks bir
durumdur. SDBY'nin gelisim ve progresyon hizini
etkileyen sorumlu genler yakin zamanlarda tanim-
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lanmustir. Renin anjiyvotensin aldosteron sistemi (RA-
AS) ve gen polimorfizmleri, hem SDBY poptlasyo-
nunda hem de genel populasyonda sol ventrikal hi-
pertrofisi, hipertansiyon ve renal fonksiyonlarin hiz-
I bozulmast gibi sagkalimu ctkileyebilecek bazi et-
kenlerle iliskili bulunmustu (1-3). Yapilan arastirma-
nigtirdct enzim (ACE)-DD ve anjiyotensin 11 tip 1
ve 2 (ATR1 ve ATR2) reseptor- AA genotiplerinde
RAAS aktivitesinin anlaml olarak daha yiiksek oldu-
gu gosterilmistir (4,5).

RAAS son Grtinlerinden olan anjiyotensin 11, bob-
ekler dahil, hemen hemen tiim organlarda dnemli
fonksivonlara kaulir (0). Anjiyotensin I1, kronik bob-
rek hastabigina (KBH) iliskin hemodinamik ve non-
hemodinamik mekanizmalarda merkezi rol oyna-
makta, kronik nefropatilerin olusumunu ve SDBY ye
ilerlemesinde anahtar islevi gormektedir (7). ACE
gen ekspresvonu hdld boyik olctide bilinmemekle
birlikte, dokuya ozgii olabilecegi diisiniilmektedir
(8). ACE geni 17. kromozomun uzun kolu tizerinde
(17q23) yerlesiktir. Bu genin 10, intronunda 287 baz
ciftlik bir Alu tekrar bolgesinin varligi veya yoklugu-
na gore insersiyon/delesyon (1) polimorfizmi mey-
dana gelmektedir. Bu polimortizim, sonugta ¢ ge-
notipe (homozigot DD veya Il genotipi ve heterezi-
got I1D) neden olmaktadir (9).

ACE genindeki 'insersiyon' ACE ekspresyonunu
azalur, boylece 11 homozigotlara gbore DD homozi-
gotlar %065, 1D heterozigotlar is¢ %31 daha fazla
ACE'ye sahiptir. ACE D allelli kisilerde plazma ACE
aktivitesi, 1 allelli kisilere gore daha yiksek bildiril-
migtir. 1 allellilerde diisiik ACE aktivitesi, bradikini-
nin yarr Omrinin artmas: ve anjiyotensin I Greti-
mindeki azalma gibi ACE genotipinin fizyolojik éne-
mini ortaya koymaktadir (10).

Bu calismada amacimuz diyaliz tedavisi gdormek-
te olan hastalarda ACE gen polimorfizm frekanslari-
nin dagihmun degerlendirmektir.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma, Dicle Universitesi Diyaliz Merkezi'nde
Aralik 2005'ten beri takip edilen Hemodiyaliz (HD)
ve Siirekli Ayaktan Periton Diyalizi (SAPD) tedavisi
goren hastalarda yapildi. Calismaya 49 HD ve 38
SAPD hastast olmak Gzere toplam 87 hasta katld.

Owiz sekiz saglikle gonillii kontrol grubu olarak
alindi. Kontrol grubunda gerek kendilerinde gerek-
se birinci dereceden akrabalurinda diabetes mellitus,
kronik bobrek hastahigr, hipertansiyon, iskemik kalp

hastaligi, periferik damar hastaligi bulunanlar calis-
ma dist birakildi. Calismaya aliman hastalanin de-
mografik bilgileri, JNC 7 (Ulusal Birlesik Komite) ra-
porunda belirtildigi gibi olciilen kan basinci deger-
leri, viicut kitle indeksi (VKI), hematolojik paramet-
reler, serum glukoz, BUN, kreatinin, total kolesterol,
LDL, VLDL, HDL kolesterol, trigliserit, elektrolitler;
kalsiyum, fosfor, total protein, albiimin, EDTA’l1 tiip-
lere alinan periferik kanda steril polimeraz zincir re-
aksivonu (PCR) yontemi ile incelenen ACE gen po-
limorfizmi ¢alisildi.

Calisma kapsamina alinan tim hastalarin serum
glukoz, BUN, kreatinin, total kolesterol, LDL, VLDL,
HDL kolesterol, trigliserit, elektrolitler; kalsiyum,
fostor, total protein, albiimin, Abbot'un Aeroset ci-
hazi ile bakildi. Hemogram CELL-DYN 3700 oto
analizatori ile bakaldi.

Anjiyotensin Doniistiiriicti Enzim

Gen Polimorfizminin Belirlenmesi

ACE gen polimorfizmi polimeraz zincir reaksiyo-
nu (PCR) yontemi ile incelendi. Bunun igin her has-
tadan periferik kan 6rnegi steril EDTA'L1 tiiplere alin-
di ve Trakya Universitesi Biyofizik Anabilim Dali La-
boratuvarr’na ulastirtld.

Polimortik bolgelerin analizi icin kullandigumz
primerler (11); ACE DD Polimorfizmi icin F: S'TGG
GAC CAC AGC GCC CGC CCG CCA CTA 3, R
5'TCG CCA GCC CTC CCA TGC CCA TAA 3' ve ACE
ID Polimorfizmi icin F: 5'CTG GAG ACC ACT CCC
ATC CTT TCT 3', R: 5'GAT GTG GCC ATC ACA TTC
GTC AGA T 3' seklindedir. DNA 6rneklerinden ACE
gen bolgesinin cogalulmas: icin 50 pl hacminde PCR
karisimu hazirlandi. Karisim her bir ormek icin, 5 pl 10
X Taq polimeraz tamponu, 2 mM'lik 5 pl ANTP karn-
simi 25 mM'lik 3 pl MgCl2, 5 pl primer cifti, 0.2 pl
Taq polimeraz enzimi ve 31.8 pl ddH20 icerecek se-
kilde hazirlandi. Kanisima daha sonra yaklasik olarak
2 pl (100-150 ng) DNA eklendi. Buharlasmanin ¢n-
lenmesi i¢in her bir PCR kansiminm tizerine 50 pl
mineral yag damlatilarak Techne Cyclogene Thermal
Cycler'da PCR'lart yapildi. ACE DD genotipindeki or-
necklere yanlhis DD genotiplendirmeyi édnlemek icin 2.
kez PCR uygulandi. PCR kosullart 94°C'de 1 dakika
denatiirasyon, 56°C'de 1 dakika baglanma, 72°C'de 2
dakika olmak tizere 30 dongii seklinde gerceklestiril-
di. PCR sonrasi amplifikasyonun incelenmesi icin or-
nekler %2'lik agaroz jel elektroforezinde yiirGtilip
etidium bromid ile boyandiktan sonra dijital kamera
ile fotograflan ¢ekildi. Amplifikasyon sonucu agaroz
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Sekil 1. ACE I/D polimorfizminin PCR amplifikasyon
bantlan (1: DD, 2: ID, 3: DD, 4: 1D, 5: DD, 6: ID, 7: ID, 8: DD,
9: DD, 10: ID, 11: 1D, 12: DD}

iclde DD genotipine sahip ormeklerde 190 baz ciftlik,
1D genotipine sahip 190 ve 190 baz cifilik ve 11 ge-
notipine sahip ormeklerde 490 baz ciftlik amplifikas-
von bandr gozlendi (Sekil 1).

Istatistiksel Degeviendirme

Istatistiksel analizler SPSS/11.0 PC programinda
Stuclent's 1 testi, chi square testi ve Pearson's corre-
lation yontemlerivle yapildi. P < 0.05 degeri istatis-
tiksel olarak anlamh kabul edildi. Veriler ortalama +
standart sapma ile gosterildi. Prevalans  degerleri
(ACE gen polimortizmi ctiyolojik nedenler) yiizde
(%) olarak ifade edildi.

Bulgular

Calismaya alinan hasta grubunun  kadin/erkek
orant 39/48, kontrol grubunda ise 24/14 olarak tes-
pit cdildi. Hasta grubunun yas ortalamasi 41.1+13.6
yvil, kontrol grubunun 38.0+1.41 yil tespit edildi. Ol-
aularn 49'a (%56.3) HD, 38' (%43.7) SAPD hastast
idi. Calisma grubundaki hastalarin bobrek vetmezli-
ai nedenleri olarak 21 (%27.6) diabetes mellitus,
21 (%24.1) HT, 19 (%:21.8) kronik glomertilonefrit,

- Sekil 2. Hasta grubunun etiyolojik dagilimi.

Kisaltmalar: DM, diabetes mellitus; HT, hipertansiyon;
KGN, kronik glomerilonefrit; NB, nedeni bilinmeyen;
PR, BPH, mesane timoru, Ureter taslan gibi tirolojik
hadiseler; PKBH, polikistik bébrek hastahigi

8 (%9.2) postrenal bobrek hastahigi, 4 (%4.5) polikis-
tik bobrek hastaligi, 11 (%12.7) nedeni bilinmeyen
bobrek yetmezligi oldugu gorildi (Sekil 2).

Hasta grubu, kontrol grubu ile yas, cinsiyet, vii-
cut kitle indeksi (VKD), sistolik kan basmer ve diyas-
tolik kan basinct acisindan karsilastunldi. Hasta gru-
bunun viicut kitle indeksi (VKD 22.1#4.2 kg/m?,
kontrol grubunda 23.4+2.4 kg/m? idi. Sistolik kan
basinci hasta grubunda 136.5£18.4 mmHg, kontrol
grubunda 116.3£14.4 mmHg olarak 6lcildi. Diyas-
tolik kan basinct hasta grubunda 81.3+8.6 mmHg,
kontrol grubunda 69.2+10.2 mmHg olarak o6lctld.
Sistolik kan basiner (p=0.001) ve diyastolik kan ba-
sinct (p=0.001) hasta grubunda, kontrol grubuna

gore anlaml derecede daha yiiksek bulundu

(p=0.001) (Tablo D.

ACE gen (1/D) polimortizmi prevalanst hasta gru-
bunda, I1, ID, DD i¢in sirasiyla 8 (%0.9), 39 (%44.8),
40 (%45.9) kontrol grubunda ise 12 (%31.5), 15
(939.4), 11 (%28.9) bulundu ve istatistiksel farklilik
tespit edildi (p= 0.006) (Tablo 1I).

Hasta grubu ve kontrol grubu ACE allel dagilimlan

Tablo I. Gruplarin cinsiyet, yas, VKIi ve kan basinglarinin karsilastiriimasi
Parametreler Hasta grubu Kontrol grubu ¢]
n =287 n=38

Cinsiyet (E/K) 48/39 14/24 0.059
Yas (yil) 41.1+£13.6 38.0+1.41 0.162
VKi (kg/m?2) 22.1+4.2 23.4+2.4 0.065
SKB (mmHg) 136.5+18.4 116.3+14.4 0.001
DKB (mmHg) 81.3+8.6 69.2+£10.2 0.001
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Tablo Il. Gruplarin ACE gen polimorfizm dagiliminin karsilastirilmasi

Parametreler Hasta grubu Kontrol grubu P
n =87 n=38

GENOTIP
I (ins/ins) 8 (%0.9) 12 (%31.5)
ID  (ins/del) 39 (%44.8) 15 (%39.4) 0.006
DD (del/del) 40 (%45.9) 11 (%28.9)

ALLELLER

H H 0, 0,

| (insersiyon) 55 (%31.6) 39 (%51.3) 0.001

D (delesyon) 119 (%68.4)

37 (%48.7)

gen sayma metodu kullanilarak yapilmistir. Hasta gru-
bunda D allel dagilimi “068.4, kontrol grubunda %48.7
bulundu. D alleli hasta grubunda daha yiiksekti. Ista-
tistiksel farkhhik tespit edildi (p= 0,001) (Tablo 1D,

Tartisma

KB, nefron sayt ve fonksivonlarinda azalma ile
sonuclanan ve siklikla SDBY'ye gotiaren patofizyolo-
jik bir siirectir (12). ister genetik sebepli, ister akkiz
bobrek hastaligr olsun, karakteristik bulgu, altta ya-
tan etivolojiye bagh olmaksizin SDBY gelismesinde
kisiden kisiye degiskenlik gorilmesidir. Bu kisisel
degiskenlik onemli bir genetik dzelliktir (7). Kronik
hobrek yermezligi gelismesine katkida bulunan pek
¢ok gen lokusu belirlenmistir. Bunlardan biri de
ACE genindeki niikleotitlerde nokta mutasyonu (in-
sersiyon/delesyon) ile ortava cikan bir polimorfizm-
dir. Diyabetik nefropati, glomerilonefritler, polikis-
tik bobrek hastahi@, (irolojik anomalilerle olusan
kronik bobrek yetmezligi dahil, genis bir grup has-
talikta yapilan ¢alismalar, renal fonksiyonun progre-
sif olarak bozulmasinda bu genin 6nemli bir katkisi-
nin oldugunu aciga cikarnustir (13,14).

Delesyon ve insersivon mutasyonlart kodlanan
ve ACE gen polimorfizmi olarak tanimlanan siirec,
ACE enziminin aktivitesinde degisikliklere yol acar.
Homozigot delesyon, endojen ACE aktivitesini en
yiksek sevivede eksprese ederek  kronik  bobrek
yetmezligi gelisimine zemin hazirlar (12). Ayrica he-
modiyaliz tedavisi goren hastalarda, ACE DD geno-
tipinin hemodiyaliz icin vitksek risk tasidigi da bas-
ka bir calismanin sonucu olarak  bildirilmektedir
(15).

Bazi calismalarda renal hasann ilerleme hiziyla
RAASnin genleri arasinda [anjiyotensinojen (AGT)-
TT, anjivotensin doniistiiriicti enzim (ACE)-DD ve

anjiyotensin 11 tip 1 ve tip 2 (ATR1, ATR2) reseptor
AA genotipleri] iliski gosterilmis olmasina ragmen
(14), tersini iddia eden calisma (17,23) sonuclar da
literatiirde mevcuttur.

Calismanuzda, ACE gen (ID) polimorfizmi preva-
lanst ve hasta grubunda DD genotip dagilimi kont-
rol grubuna gore (p=0.006); DD polimorfizmi 1l po-
limorfizmine gore anlamh dizeyde yiiksek saptands
(p=0.006). Calismamuzda, D allel siklig1, hasta gru-
bunda %068.4, 1 alleli %31.6, kontrol grubunda D al-
leli %48.7, T alleli %51.3 bulundu (p=0.001). Hasta
grubunda, kontrol grubuna gore D alleli 1 alleline
gore istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bu-
lundu (p=0.001). Bu bulgularimiz, Schmidt ve arka-
daslan (14) ile Fujisawa ve arkadaglarinin (16) yap-
tiklart metaanaliz sonuclan ile paralellik arz eder-
ken, degisik (lkelerde yapilan Pfohl ve arkadaslan
(17), Buraczynska ve arkadaslan (18), Yoshida ve
arkadaslarn (19), Bloem ve arkadaslari (20), Hsich ve
arkadaglarinin (21) calismalart ile benzer bulundu.

Ulkemizde hipertansiyon ve diyabetik hasta po-
pllasyonunda yapilan calismalar olmasma karsin
diyaliz tedavisi goren hasta popiilasyonunda yapil-
mus bir ¢calisma bulamadik. Pozitif aile oykusa olan
ciddi hipertansif hastalarda ise DD genotipinin pre-
dispozan bir faktor oldugu ve ACE ID polimorfizmi-
nin hipertansiyon Gzerine bagimsiz faktorlerden bi-
ri olarak etki edebilecegi ortaya konulmustur (22).
Ancak, toplumumuzda yapilan baska bir arastirma-
da ise tip 2 diyabetik hastalarda hipertansiyon ile
ACE ID polimorfizmi arasinda bir iliski saptanma-
mustir (23).

ACE gen polimorfizmi buyiik etnik farklibiklar icer-
mektedir. Ayrica etnik grup icinde de heterojenite
gostermektedir. Afrika kokenli Amerikalilarda D alleli
stklign %048-64, 1 alleli sikligy ise %30-52 arasinda degis-
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mektedir. Avrupalilarda ve Amerikali beyazlarda daha
az varyasyon gorilmekiedir. Avrupa ile karsilastinldi-
ainda, Amerika'da yasayan sivahlarda D alleli yiiksek,
Japonlarda ise D alleli daha distik (%33) saptanmustir
(24-27). Genel olarak beyazlarda D alleli sikhin %55, 1
alleli siklign %45 olarak bulunmustur (19),

Schmidt ve arkadaslan (14) D allelinin prevalan-
st %54 bulmuslardir. Bizim bulgularimiz, mensubu
oldugumuz Kafkas wkinda Schmidt ve arkadaslar-
nm %56.2 olarak bulduklarn D allelinin prevalans
verileriyle ortismektedir.

Sonug olarak, diyaliz programinda olan SDBY
hasta poptlasyonunda ACE genotip dagilim ve D
allel sikhigm kontrol grubundan farkh tespit ettik.
ACE insersiyon/delesyon polimorfizmi ve renal has-
talik arasinda iliski olabilecegini diistindiik. Ancak
bu iliskiyi aciklayabilmek icin daha kapsamli ve ile-
ri calismalara ihtiyag¢ vardir,
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