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OZET

CASTOR CiNKO PARMAK (CSZ1) VE KLOTHO (KL) GEN
POLIMORFIZIMLERI iLE HIPERTANSIiYON HASTALIGI
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Yunus COLAK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Lisansiisti Egitim Enstitiisii
Tibbi Sistem Biyolojisi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog.Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT
31.08.2022, 64

Kontrol edilemeyen kan basinci yiiksekligine hipertansiyon denir. Hipertansiyon
tedavi edilmedigi taktirde kalp yetmezligi, sol ventrikiil hipertrofisi, hemorajik inme,
periferik arter hastaligi, aort diseksiyonu, kalp kapak hastaliklar1 gibi bir¢ok ek hastaliga
sebep olabilir. Hipertansiyon hastaliginin sebebi net olarak agiklanamamuistir. Hipertansiyon
hastaliginin siklig1 tiim diinyada giderek artmaktadir. Hastaligin nedeni arastirildiginda
esansiyel hipertansiyon; ¢evresel etmenler (tuz tliketimi, stresli yapi, sigara, alkol, sedanter
yasam, obezite ve NSAI kullanimi vb.), renin anjiyotensin aldosteron sistemindeki (RAAS)
bozulmalar, diisik dogum agirligi ve genetik yatkinlardan ya da bu etmenlerin

kombinasyonlarindan kaynaklandig: bilinmektedir.

Tez galismamizda karmagik bir hastalik olan hipertansiyonun, genetik alt yapisi
aydmnlatmaya ¢alisilmistir. Calismaya hipertansiyon tanist konulmus 226 goniillic dahil
edilmistir. Kontrol grubuna ise hipertansiyon hastaligi bulunmayan 126 goniillii dahil
edilmistir. Calisma gruplarindan alman 2 ml vendéz kandan DNA izolasyonu
gerceklestirilmigtir. Real-Time PCR cihazinda TagMan Prob metoduyla wild-type (yabanil),

heterozigot ve mutant genotipler belirlenmistir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda CASZ1 (Rs12046278, Rs880315) ve KLOTHO
(Rs9536314, Rs9527025) genleri ile hipertansiyon riski arasindaki iliski ortaya konulmaya



calisilmistir. Hipertansiyon hastalarinda CASZ1 Rs1204678 ve KL Rs956314 igin
heterozigot ustiinliigii durumu goziikmektedir. Yani, heterozigot genotipe sahip olan
bireyler, yabanil tipteki genotiplere gore daha az hipertansiyon riskine sahiptir. Tiirk
popiilasyonunda, CASZ1 Rs12046278 ve KL Rs9527025 igin hipertansiyon ile iliskili bir
risk bulunmamistir. Literatiirde KL 1s9527025 polimorfizmi Alzheimer, Cogniftif
hastaliklar, psikolojik stres ile iliskilendirilmis fakat hipertansiyon iliskisi hig
calisiimamistir. Bu yoniiyle Yiiksek Lisans tez arastirmamiz KL rs9527025 polimorfizminin

hipertansiyon ile iliskisini inceleyen ilk deneysel ¢alismadir.

Anahtar Kelimeler: Hipertansiyon, Polimorfizm, Rs12046278, Rs880315,
Rs9536314, Rs9527025.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN CASTOR ZINC
FINGER (CSZ1) AND KLOTHO (KL) GENE POLYMOPHISMS AND
HYPERTENSION DISEASE

Yunus COLAK
Canakkale Onsekiz Mart University
School of Graduate Studies
Master of Science Thesis in Medical System Biology
Advisor: Assoc.Prof.Dr.Meliha Merve CICEKLIYURT
31.08.2022, 64

Hypertension is defined as uncontrollable high blood pressure, which, if not treated,
can cause many additional diseases, such as heart failure, left ventricular hypertrophy,
hemorrhagic stroke, peripheral artery disease, aortic dissection, and heart valve diseases.The
prevalence of hypertension is increasing all over the world. The cause of hypertension has
not been clearly explained. Furthermore, several risk factors for hypertension include high
salt intake, stress, smoking, alcohol, sedentary life, obesity and NSAID use as environmental
factors, renin-angiotensin-aldosterone system dysregulation, low birth weight as

physiological factors, and genetic predispositions or combinations of these factors.

In our thesis research, the genetic background of hypertension, a complicated disease,
was studied in the frame of two genes. A total of 352 volunteers were included in the study.
DNA isolation was performed from 2 ml of venous blood. In Real-Time PCR, wild-type,
and mutant alleles, together with genotype distributions determined by the TagMan Probe

method.

Within the scope of our thesis the relationship investigated between the CASZ1
(Rs12046278, Rs880315) and KLOTHO (Rs9536314, Rs9527025) genes and the risk of
hypertension. The heterozygous predominance of CASZ1 Rs1204678 and KL Rs956314
appears in patients with hypertension, and individuals with the heterozygous genotype have

a lower risk of hypertension than the wild-type genotypes. No hypertension-related risk was

Vi



found in the Turkish population for CASZ1 Rs12046278 and KL Rs9527025. In the
literature, KL rs9527025 polymorphism has been associated with Alzheimer's, cognitive
diseases, and psychological stress, but the relationship with hypertension has never been
studied. In this respect, our study is the first experimental study examining the relationship
between KL rs9527025 polymorphism and hypertension.

Keywords: Hypertension, Polymorphism, Rs12046278, Rs880315, Rs9536314,
Rs9527025.
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BIRINCIi BOLUM
GIRIS

Yiiksek Lisans Tez arastirmamizda Canakkale ve Balikesir ilinde yasayan
hipertansiyon tanist konulmus olan hastalarda, hipertansiyonun CASZ1 ve KLOTHO
genlerinde meydana gelen olasi varyasyonlarin genetik temelleri arastirilmstir.
Arastirmamizin sonucunda CASZ1 ve KLOTHO genlerindeki, bireyler arasi farkliligin,
bireylerin hipertansif olma durumlar1 iizerine ne derece etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
Bu arastirmanin amac1 CASZ1 ve KLOTHO genlerinin hipertansiyon hastaligindaki roliinti

ortaya koymaktir.

1.1. Hipertansiyon Tanimi

Hipertansiyon tekrarlayan araliklarla dl¢iilen ve arteriyel kan basincinin 140/90 mm
Hg olmast durumudur. Hipertansiyon kan basincinin siirekli olarak yiiksek olmasi ile
seyreden sistemik bir hastaliktir. Hipertansiyonun onlenmesi, tespiti ve tedavisinde son
yillarda oldukga ilerleme kaydedilmistir. Hipertansiyon diinya ¢apinda yaklasik 1 milyar
kisiyi etkilemektedir ve dnemli bir halk saglig1 problemidir. Yiiksek tansiyon, inme, koroner
kalp hastalig1, konjestif kalp yetmezligi ve son donem bobrek yetmezliginden kaynaklanan
morbidite ve mortalite ile iligkilidir. Bu nedenle, hipertansiyon yasam kalitesini olumsuz

etkilemektedir (Israili vd., 2007).

Kan basinci renal sistem, endokrin sistem, kardiyovaskiiler sistemi ve sinir sistemi
tarafindan diizenlenir. Kan basinci bu kadar farkli mekanizma ile kontrol altinda tutulmasi,
herhangi bir mekanizmada yasanan bir sorun yiiziinden hipertansiyon problemine sebep
olabilir. Hipertansiyon tekrarli araliklarla dl¢iilen artere uygulanan kan basincinin mm/Hg
cinsinde 140/90 ve istii olmasi ile tanimlanir (Israili vd., 2007). Her bireyde farklilik
gostermesine karsi kan basincinin sistolik (biiyilik) kan basinct 90 mmHg’den diisiik olmasi
ve diyastolik (kii¢iik) kan basincit 60 mmHg’den diisiik olma durumuna hipotansiyon denir.
Hipotansiyona asir1 sicaklik, vazodilatasyon, asir1 efor, kansizlik, kalp sorunlari sebep
olabilir (Kalkwarf ve Cotton, 2017; Oparil vd., 2018; Vieth ve Lane, 2017;Tewelde vd.,
2018). Bazi ilaglarin da hipotansiyona sebep oldugu gosterilmistir (Laurent, 2017).
Hipertansiyon sistolik (biiyiik) kan basincinin >140 mmHg ve/veya diyastolik (kii¢iik) kan



basincinin >90 mmHg olmas1 durumuyla tamimlanir. Insanlarda sik gériilen kronik
hastaliklardan biridir. Hipertansiyon vakalarin sadece kiigiik bir kism1 spesifik bir nedene
baglhdir. Hipertansiyon da bireylerin biiyiik ¢cogunlugunun kan basincini (yaklasik %90),
etiyolojisi belirlenemez (Messerli vd., 2007; Armstrong ve Willerson, 1998). Hipertansiyon,

Primer ve sekonder hipertansiyon olarak iki ayr1 sinif olarak ayrilmustir.

Esansiyel (primer)  hipertansiyonun  tam  anlamiyla  patofizyolojisi
aydinlatilamanmustir. (Aydin ve Oztiirk, 2014). Esansiyel hipertansiyon genellikle yasamin
50-60 yaslarinda ortaya ¢ikar. Primer hipertansiyon artmis tuz tiiketimi, genetik yatkinlik ve
obezite ile iliskilendirilir. Esansiyel hipertansiyon, hipertansiyon vakalarmin %90’ 1m
olusturmaktadir (Delacroix ve Chokka, 2014). Sekonder hipertansiyon; cushing sendromu,
renal arter stenozu ya da parankimal bobrek hastaligi sonucu olusabilir (Asik vd., 2019).
Primer ve sekonder hipertansiyon i¢inde genel mekanizmalar sempatik sinir sistemi, Renin-
anjiyotensin-aldosteron sistemi (RAAS Sistemi), endotel disfonksiyonudur. Su ve Sodyum

degisiminin de hastaliga katkis1 bulunmaktadir (Delacroix ve Chokka, 2014).

Primer hipertansiyon bircok genetik, ¢evresel ve davramigsal faktoriin birlesik
etkisinden kaynaklanan c¢ok faktorlii bir hastalik olarak tanimlanir. Kan basinci
homeostazinin ¢ok faktorlii dogas1 goz oniine alindiginda, bir mutasyona bagli olarak kan
basincindaki herhangi bir degisikligin, normal tansiyona geri doniis ¢abasi i¢cinde diger bazi
kontrol mekanizmalar1 ile telafi edilmesi muhtemeldir. Zamanla Kan basincini artirma
egiliminde olan faktorler ve onu normallestirmeye c¢alisan faktorler arasindaki denge
bozulur. Kompansatuar mekanizmalar bu bozulmaya kars1 koyamadiginda, primer

hipertansiyon ortaya ¢ikar (Mullins vd., 2006).

1.2. Hipertansiyon Prevalansi

Diinya’da Hipertansiyon prevalansi incelendiginde, en diisiik prevalans %7-%15
araligidir. Bu prevalansa kirsal Afrika, Giiney Cin ve Hindistan da rastlanmaktadir.
Hipertansiyon prevelanst Pasifik havzasi, Kuzey Amerika ve Avrupa’da %15-%30
araligindadir. Prevelans ABD zencileri, slavlar ve Finliler’de oldukga yiiksek olup; %30-
%40 araligindadir (Kastarinen vd., 2009; Muntner vd., 2004; Banegas vd., 1998; Cutler vd.,
2008). Tiirkiye de prevalans ilk olarak 1990 yilinda 59 yerlesim yerinde baslatilan ve 2 kan



basinci ortalamasinin alinmasiyla hesaplanan TEKKARF c¢alismasiyla baslanmistir (Onat
vd., 1996). 1995 ve 1998 yillarinda ayni kohort incelenerek Tiirk popiilasyonunun kan
basinct dagilimimin zaman igindeki degisimi bulunmustur. Ayni zaman hipertansiyonun,
koroner kalp hastaligi ve morbidite iliskisi incelenmistir (Onat vd., 1996; Onat vd., 1999).
Tiirkiye de 20 yas {iistii niifus tahminen 34 milyon olup; 20 yas iistii kadin hipertansiyonu 6
milyon iken ayni yas grubu erkek hipertansiyonu 5 milyondur. Bu tahmine gore eriskin
kadmlar ve erkeklerde prevelans sirasiyla %35 ve 9%30’dur.Yas gruplarina gore
hipertansiyon prevalansi sekil 1 de gdsterilmistir. 30-39 yas araliginda prevalans %20’lerde
iken; 50-59 yas araliginda %50 ve 60 yas lstiinde ise %70’lerdedir (Onat vd., 1999).

2004 de Tiirk Hipertansiyon ve Bobrek Hastaliklart Derneginin yaptigi PATENT-1
caligsmasinda, Tiirkiye’de yaklasik 15 milyon Hipertansif birey oldugu sonucuna varilmaistir.
Bu hastalarin sadece %40°1 kan basinci yiiksekliginin farkindadir. Hastalarin sadece %31°1
tedavi almakta ve kan basincimi kontrol altina alma orami tim hastalarda %8 iken,
hipertansiyon hastas1 oldugunun farkinda olan hastalarin %20’sinde kan basinci kontrol
altindadir. Normotansif bireylerin %63’t (21 milyon kisi) prehipertansif olarak
tanimlanmustir. Hipertansiyon hastalarin da mikroalbuminiiri ve bobrek fonksiyonlarinda
kayip gozlenmistir. Beden kitle indeksi normotansif grupta 25,1 iken hipertansif grupta 29,6
olarak bulunmustur. Aymi c¢alismada Hipertansif hastalarin total kolestrol yiiksekligi
%42’dir. Hastalarin %32,7’sinim LDL’sinin (kotii) yiiksek ve %41,5’ninde HDL sinin (iyi)
diisiitk bulunmugtur. Hipertansif hastalarin %8,5’ine daha 6nceden diyabet tanis1 konmus.
Diyabet tanisi olmayan hipertansif hastalarinin %7,6’sinda da kan sekeri yiiksek
bulunmustur (Altun vd., 2005)

2012’de Tiirk hipertansiyon ve bobrek vakfinin yaptigi Patent 2 ¢alismasinda tiim
grupta 5437 kisi bulunurken, hipertansiyon prevelens1 30,3 (3787 kisi) bulunmustur.
Prevelans erkeklerde ve kadinlardan sirasiyla 28,4 ve 32,3 bulunmustur. Yas gruplarinda
hipertansiyon prevelansi oranlari, 40-59 yas araliginda %29,7, 50-59 yas araliginda %53,6,
50-59 yas araliginda %67,9, 70-79 yas araliginda 85,2 ve 80 yas iizerinde 76,3 bulunmustur.
Beden kitle indeksleri hipertansif grupta 30,1 bulunurken, normatansif grupta 26,2
bulunmustur. Beden kitle indeksi 27-29,9 araliginda olanlarin %34,7’si hipertansiyon, 30-
39,9 arasinda olanlarin %47,1°1 hipertansiyon, 40’in {izerinde olanlarin %72,4’linlin

hipertansiyon oldugu gozlemlenmistir. Hipertansiyon farkindalik orani tiim grupta %54,7



olarak gozlemlenmistir. Tlim grubun %47,5’inin antihipertansif ila¢ kullandig1 ancak ilag
kullanan hastalarin %53,92 unun hipertansiyonu kontrol altinda tutabildigi gézlemlenmistir.

Tiim grubun hipertansiyon kontrol orani ise %28,7” olarak bulunmustur (Altun vd., 2012).



IKiNCi BOLUM
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Hipertansiyonun Simiflandirilmasi
2.1.1. Hipertansiyonun Kan Basincina Gore Siniflandirilmasi

Hipertansiyon 18 yas listii erigkinlerde kan basinct optimal, normal, normal yiiksek
ve hipertansiyon olarak 4 sinifa ayrilmigtir. Hipertansiyon tanisi iki 6l¢iimiin ortalamasina

gore alinmaktadir. Hipertansiyon da kan basinci diizeylerine gore 3 smifa ayrilmigtir

(Chalmers, 1999).

Tablo 1

18 yas iistii erigkinlerde hipertansiyonun siniflandirilmasi

Kan Basinci (mmHg)

Kan Basinci Derecesi Sistolik Diyastolik
Optimal <120 ve <80
Normal <130 ve <85
Normal-Yiiksek 130-139  veya 85-89
Hipertansiyon
Evre 1 140-159  veya 90-99
Evre 2 160-179  veya 100-109
Evre 3 >180 veya >110
Izole sistolik HT (sinirda) 140-160 <90
Izole sistolik HT >160 <90

2.2. Primer (Esansiyel) Hipertansiyon Etiyolojisi

Cagdas toplumlarda, sistolik kan basinci seviyeleri erkek ve kadinlarda yasla birlikte
istikrarli ve stirekli bir sekilde yiikselir. Yas, asir1 sodyum tiiketimi, diyetle potasyumun

yetersiz alimi, asir1 kilo, obezite ve alkol alimi1 kan basincini kademeli olarak artiran ¢ok



sayida ¢evresel faktorlerdir. Hareketsizlik, genetik yatkinlik veya olumsuz intra uterin ortam
(gebelik hipertansiyonu veya preeklampsi gibi) gibi diger faktorlerin, yetiskinlikte ytliksek

kan basici seviyeleri ile kiigiik ama kesin iligkileri vardir (Poulter vd., 2015).

Kan Basinci, kan hacmi, kalp debisi (dakikada kalpten pompalanan kan miktari) ve
hem intravaskiiler hacimden hem de nérohumoral sistemlerden etkilenen arteriyel tonus
dengesi dahil gesitli kardiyovaskiiler sistem parametreleriyle belirlenir. Fizyolojik kan
basinct seviyelerinin  korunmasinda, renin-anjiyotensin-aldosteron sistem (RAAS),
natriiiretik peptitlerin ve endotelin rolii, sempatik sinir sistemini ve bagisiklik sistemini
iceren norohumoral sistem dahil karmasik bir etkilesim vardir. Bu sistemlerden herhangi
birinden ki faktorlerin arizalanmasi veya bozulmasi, dogrudan veya dolayl olarak ortalama
kan basinci artisi, kan basinci degiskenligi veya her ikisinde de artiglara yol agabilir (Hall,
2018). Hipertansiyondan sorumlu patofizyolojik mekanizmalar, genetik bir arka plan

iizerinde hareket eden karmasik bir sistemdir.

Primer (Esansiyel) hipertansiyon neredeyse tiim vakalarda pozitif bir aile oykiisii ile
baglantilidir. Primer hipertansiyon, genetik yatkinlik yaninda yiiksek sodyum alimi, kotii
uyku kalitesi, uyku apnesi, asir1 alkol tiiketimi, yliksek zihinsel stres gibi bir dizi ¢evresel
faktorden etkilenir (Gangwisch, 2014; Palagini vd., 2013). Son olarak, diger faktorlerin yani
sira vaskiiler kolajende yavas gelisen degisiklikler ve aterosklerozdaki artiglarin neden
oldugu arteriyel vaskiilaritedeki ilerleyici sertlesme nedeniyle, yaslanma ile birlikte
hipertansiyon gelisme olasilig1 artar (Mikael vd., 2017; Sindler vd., 2011; Nyhan vd., 2011).
Ozellikle romatolojik hastaliklarm arka planinda immiinolojik faktdrler ve romatoid artrit
gibi enfeksiydz durumda onemli bir rol oynayabilir. Hipertansiyonun mozaik teorisi, ¢ok
yonlii patofizyolojisini agiklar (Davis, 1948; Harrison, 2013). Calismamiz primer
hipertansiyon hastalarinda yapildigi i¢in primer hipertansiyon etiyolojisindeki risk faktorleri
sirasiyla sodyum homeostazinin diizenlenmesi, RAAS sistemi, natritiretik peptitler,sempatik

sinir sistemi aktivitesi ve genetik yatkinliktir.



2.2.1. Sodyum Homeostazinin Diizenlenmesi

Sodyum, kan hacminin ¢ok Onemli bir diizenleyicisi olup; yiiksek serum
sodyum konsantrasyonu, sivi (su) tutulmasma neden olur. Bu durum ise kan hacminin ve
kan basincinin artmasiyla sonuglanir. Normotansif bireylerde, diyetle yiiksek sodyum
alindiginda, kan basincini sabit tutmak i¢in renal ve periferik vaskiiler direngte azalma ve
endotelden nitrik oksit (bir vazodilatér damar genisletici) liretiminin artmas1 gibi telafi edici
hemodinamik degisiklikler meydana gelir. Nitrik oksit, endotele bagh gevsemede ana

diizenleyicidir ve dogrudan tansiyonla iliskilidir.

Endotel disfonksiyonu, tuz duyarliliginin ve ardindan hipertansiyonun gelisimi i¢in
bir risk faktoriidiir. Tuz duyarhiligi, sodyum konsantrasyonun degerini takiben kan
basincinda belirgin bir yiikselme olarak tanimlanir. 5 g’dan yiliksek sodyum alimi
sonrasindaki birka¢ saat i¢inde en az 10 mmHg sistolik kan basinci yiikselmesi ile

karakterizedir (Feng vd., 2017).

2.2.2. Renin Anjiyotensin Aldosteron Sistemi (RAAS Sistemi)

Renin, jukstaglomeriilerepiteloid hiicrelerde preprorenin olarak sentezlenir. Onciil
molekiil olarak “Prorenin” salinir veya graniillerde depolanan form ileri modifikasyonlarda
islenip, kontrollii bir sekilde salinir. Renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin hiz sinirlayici
basamagidir. Anjiyotensinojen karacigerden salinip, fizyolojik durumlarda (disiik sistemik
kan basinci, hipovolemi, sodyum yoksunlugu ve sempatik uyar1) renin sentezini arttirir.
Anjiyotensin, anjiyotensin tip-1 ve anjiyotensin tip-2 diye iki alt birime sahiptir. Dolasimda,
renin anjiyotensinojeni metabolize ederek anjiyotensin 1’e¢ dondstiiriir. Anjiyotensin 1,
endotel hiicrelerinden salinan ACE (anjiyotensin doniistiiriicii enzim) ile Anjiyotensin 2’ye

dontustiirmektedir.

Anjiyotensin  2'nin  gorevi, sodyum tutulmasinda artisa, vazokonstriksiyona,
susuzluk ve tuz arzusunun uyarilmasina, sempatik sinir sistemi aktivitesinin artmasina ve

aldosteron salinimidir (De Mello ve Frohlich, 2014; De Mello, 2015; Bader, 2013).



RAAS'In son hormonu aldosterondur. Aldesteron sodyum, potasyum ve viicut sivi
dengesinin anahtar diizenleyicisidir (Seeliger vd., 2005). Aldestero mineralokortikoid
reseptor (MRA) araciligiyla hareket eder. Mineralokortikoid reseptdrleri retina, beyin,
miyokard, vaskiiler diiz kas hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve adipositler gibi epitelyal
olmayan dokularda bulunur (Funder vd., 1988; Jeklin, 2016; Jaisser ve Farman, 2016;
Marzolla vd., 2012; Marzolla vd., 2014). Aldosteron'un etkileri genis bir alana yayilmustir.
Aldesteron “bobrek hormonu” roliinden ¢ok Otelerdedir. Spesifik olarak, aldosteronun
inflamasyona aracilik ettigi ve epitelyal olmayan dokularda enerji metabolizmasini etkiledigi

diistintilmektedir (Marzolla vd., 2014).

Lokal olarak iiretilen RAAS hormonlari, normal kardiyovaskiiler fonksiyon ve
elektrolit-sivi homeostazinda 6nemli roller oynar, ancak ayni zamanda dokularda anormal
yeniden sekillenmeye aracilik eder. Kiiltlirlenmis vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
kardiyomiyositler iizerinde yapilan in vitro ¢aligma, aldosteronun, ACE aktivitesi ve Ang 2
ile uyarilan sinyal iletimi dahil olmak lizere RAAS"n bilesenlerini yukari regiile ettigini ve
RAAS'm lokal (doku) aktivitesinin artmasina yol agtigin1 gostermistir (Harada vd., 2009;
Ullian vd., 1992; Ullian vd., 1993; Ullian ve Fine, 1994; Harada vd., 2001).

2.2.3. Natriiiretik Peptitler

Atriyel natriiiretik peptit (ANP) ve beyin natriiiretik peptit (BNP) tuz duyarliliginda
etkindir, dolayisiyla ANP ve BNP hipertansiyonda 6nemli bir rol oynar. Sodyum yiiklemesi
sirasinda sodyum dengesinin ve kan basincinin korunmasina izin veren énemli natritiretik
ve vazodilator ozelliklere sahiptirler (Kerkeld vd., 2015; Woodard ve Rosado, 2008).
Sodyum yiikiiniin artmast ilizerine , atriyal ve ventrikiiler gerilme sirasiyla ANP ve BNP'nin
salinmasma yol acar, bu da sistemik vazodilatasyona ve sodyumun plazma hacminin
azalmasina yol agar ve kan basincinin diismesine neden olur (Curry, 2005). Natriiiretik peptit
eksikligi hipertansiyonu tesvik eder. Corin, biiyiik 6l¢iide kalpte eksprese edilir. Corin, ANP
ve BNP’nin Onciileri pro-ANP ve pro-BNP'yi aktif formlarma doniistiiren bir serin
proteazdir. Corin eksikligi, asir1 hacim yliklemesi, kalp yetmezligi ve tuza duyarh

hipertansiyonile iligkilendirilmistir (Armaly vd., 2013).



2.2.4. Sempatik Sinir Sistem Aktivitesi

Baroreseptorler (basing degisikliklerini algilayan mekanoreseptorler), arteriyel
agacin ¢esitli yerlerinde bulunur. En kilit yer karotid siniistiir. Bu arter yiiksek kan basinci
ile gerildiginde, karotis siniisteki baroreseptdrlerden cikinti yapan sinir demetleri, sinir
uyarilarinin veya sinir trafiginin sempatik ¢ikisini ve dolayisiyla kan basincini azaltmak igin
beyne mesajlar gonderir (Lanni ve Lanni, 1951; Pijacka vd., 2016; De Leeuw vd., 2017).
Sempatik sinir sistemi, normotensif bir bireye gore hipertansiyonu olan kisilerde, daha fazla
aktiftir (Grassi vd., 2007; Mancia ve Grassi, 2014). Sempatik Sinir Sistemi aktivitesi
obezitesi olan bireylerde normal bireylere gore daha fazla, erkeklerde kadinlara gore daha
fazla, gen¢ bireylerde yashilardan ve ileri bdbrek hastaligi olanlarda daha fazladir
(Augustyniak vd., 2010; Augustyniak vd., 2002). Hipertansiyonu olan hastalar, artan
sempatik aktiviteye karsin, azalan parasempatik aktivite durumu nedeniyle otonomik bir
dengesizlik yasar (Mancia ve Grassi, 2014; Dibona, 2013). Sempatik Sinir Sistemi
hiperaktivitesi, hipertansiyonun hem olusumu hem de siirdiiriilmesi ile ilgilidir. Ailesinde
hipertansiyon dykiisii olan normotansif bireylerde sempatik asir1 aktivitenin belirteclerini de
tanimlamustir (Grassi vd., 2015). Hipertansiyonu olan hastalar arasinda, artan hipertansiyon
siddeti, mikrondrografi ile Olgiilen artan sempatik aktivite seviyeleri ile iliskilidir (Grassi
vd., 1998; Smith vd., 2004). Hipertansiyon patogenezinde Sempatik Sinir Sistemi'nin 6nemi
cesitli deneysel modellerde tanimlanmistir. Obezite ile iliskili hipertansiyon modelleri, renal
sempatik sinir aktivitesinin artmasi bagl olarak renal sodyum geri emilimini arttirdig1 ve
bunun da hipertansiyonun siirdiiriilmesinde anahtar faktorler oldugunu gosterilmistir
(Dibona, 2013).

2.2.5. Genetik Yatkinhk

Hipertansiyon hastaligi 2010 yilinda diinya genelinde gergeklesen 52,8 milyon
Olimiin 4’te 1’inden sorumludur (Lawes vd., 2001).Hastaligin genetik mimarisinin
cozlilmesi yeni hastalik modellerine ve yeni tedavi yaklagimlarina 151k tutacaktir
(Padmanabhan vd., 2015). Bazi tedavilerin etkisiz kalmasi, bireyler arasi genetik
degiskenlikle iligkili olabilir. Aileler arasinda yapilan genetik ¢aligmalarda, kalitimin kan
basincindaki bireyler aras1 da %30 ila %50 oraninda sorumlu oldugunu ileri siirmiistiir

(Hiltunen vd., 2015; Mancia vd., 2019; Ehret ve Caulfield, 2013; Munroe vd., 2013).



Kan basinc1 yiiksekligi, ¢cevresel uyarilara yanit veren, bir¢ok biyolojik yoldan
etkilenen, kalitsal bir hastaliktir (Levy vd., 2000). Avrupa kokenli 200 bin bireyde yapilan
genomik iliskilendirme g¢alismalarinda, kan basinci tizerinde etkisi olan 16 yeni lokus
belirlenmistir. Yeni belirlenen 16 lokusun igindeki 6 lokusun kan basincini diizenlediginden
stipheleniliyordu (Ehret vd., 2011). Aile bireylerinde yapilmis calismalarda elde edilen
kanitlara gore klinik sistolik kan basincinin %15 ile %40 arasinda, klinik diastolik kan
basicinin %15 ile %30 arasinda, gece sistolik ve diastolik kan basincinin ise sirastyla %69
ve %59 oraninda kalitsal oldugu sonucunu ortaya c¢ikarmistir. Uzun siireli sistolik ve
diyastolik kan basinci degerlerini ise %50-%60 araliginda genetik varyasyonlar belirler
(Bochud vd., 2005; Hottenga vd., 2006; Kupper vd., 2005; Snieder vd., 2003). Bulgulardan
elde edilen sonuca gore kan basinci seviyeleri tek bir gene bagli olmadan karmasik bir
kalitim modu gostermesidir. 1930’11 yillardan bu yana yasamin erken yillarinda ortaya ¢ikan

diisiikk ve yiliksek kan basinci seviyeleri icin biiyliyen bir gen listesi ortaya ¢ikmaktadir

(Padmanabhan vd., 2012; Dexter, 1948).

Genom c¢apinda iligskilendirme ve ekzon dizileme c¢aligmalari, kan basinci
regiilasyonu ve hipertansiyonun genetiginde benzersiz bir kesif patlamasi ile
sonuclandi. Genom ¢apinda iliskilendirme c¢alismalari, kan basinct ve hipertansiyon ile
iliskili ortak genetik varyantlarin listesini genisletti. Genom c¢apinda iliskilendirme
caligmalar1 ayn1 zamanda yeni ilag gelistirme ve kan basincini yonetme de yeni yollar ortaya
¢ikardi (Padmanabhan vd., 2015). Genom ¢apinda iligkilendirme galismalar ilag etkinligi ve
advers ila¢ reaksiyonlar: ile iligkili varyantlarin kesfedilmesine yol a¢mistir. Bununla
birlikte, ilaca yanit, kanita dayali giivenilir tavsiyeler olusturmak icin bu alanda daha fazla
arastirma yapilmasi gerekmektedir (Luizon vd., 2018; Zanger, 2010). Hipertansiyon da
genetik bakis agisi, bireyler arasindaki gen varyasyonlarinin, kan basinci seviyelerindeki

farkliliga yeni biyolojik yaklagimlar getirmistir (Dexter, 1948).

Genom c¢apinda yapilan analizler, antihipertansif tedavi yanitinin bireyler arasi
degiskenlikle de iliskili oldugunu gostermistir (Johnson, 2012). Genetik degiskenlik,
hipertansiyon gelisiminin yaninda ilaglarin etkilerini, ilaglar ve genler arasindaki mekanik
etkilesimlerin modifikasyonlarin1 ve kullanilan ilaglarin ilgili genlerdeki polimorfizmlerin

arastirilmasi tedavi yanitini arttiracaktir (Torrellas, 2014).
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2.3. Klotho Geni

2.3.1. Klotho’nun Kesfi

Klotho geni, insanlarda ve farelerde bulunan tek gegisli bir transmembran proteinini
kodlar (Kuro-o vd., 1997). Klotho proteini birgok dokuda eksprese edilir. Bobregin distal ve
proksimal tiibiillerinde, koroidpleksus ve paratiroid bezlerinde eksprese edilir (Erben ve
Andrukhova, 2017).

Klotho geni, 1997 yilinda tesadiifen bu genin susturulmasi ile farelerde gelisen erken
yaslanma sendromu ile kesfedildi. Klotho geni ismini Zeus ve Artemisin kizlar1 olan kader

tanrigalart Moiralarin en biiyiigii olan Klotho’dan almaistir.

Kuro-o ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, klotho geni susturuldugunda farelerin
fetal yagsamin ilk 3 haftasinda gelisimlerinin normal oldugunu, ancak 9 hafta i¢inde fetuslarin
oldiiklerini tespit ettiler. Yapilan incelemelerde, intrauterinde bulunan farelerin 6liim
sebebine dair kesin bir hastalik belirlenememekle beraber, yaslanmaya benzer bir tablo

goriilmiistir (Kuro-o, 2006).

2.3.2. Klotho Geninin Yapisi

Klotho bir transmembran B-glukuronidaz proteinidir. Klotho proteinindeki amino
asitlerin ¢ogunlugu N terminal hiicre dis1 alandadir, bunu 21 amino asitlik 16 transmembran
bolge ve 11 amino asitlik kisa hiicre igi C terminali kismi takip eder (Kuro-o vd., 1997;
Matsumura vd., 1998; Olejnik vd., 2018).

Klotho protein ailesinin, a-Klotho, B-Klotho, y-Klotho olmak {izere 3 iiyesi
bulunmaktadir. Ancak sadece a-Klotho’nun kanda dolagimi mevcuttur (Hu vd., 2019).
Klotho geninin her 3 formuda tek gegisli bir transmembran proteini kodlar (Hu vd., 2013;
White vd., 2001). a-Klotho geni kromozom 13 de lokalize olup; 5 ekzon ve 4 intron dan
olusur. Yapisal bir protein olan Klotho 1012 amino asitten olusur ve 130 kDa agirliginda
proteinini kodlar. B-Klotho, ¢ogunlukla karacigerde ekspres edilir. FGF-19, FGF21
aktivitelerine aracilik eder (Kuro-o vd., 1997). y-Klotho, ¢ogunlukla bobrek ve deride
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ekspres edilir. Belirlenen bir fonksiyonu bulunmamaktadir (Shimada vd., 2004; Tsujikawa
vd., 2003).

a-Klotho proteinin yapisi incelendiginde, ekstraselliiler bolgede Klothol ve Klotho
2 olarak adlandirilan ve B-glukozidaz ailesiyle homoloji gosteren iki domain vardir. Klotho
1 ve Klotho 2, %21 oraninda birbirine benzerdir. Her biri 440 aminoasitten olusur. Klotho 1
ve Klotho 2 arasinda kalan bolgeye kesim bolgesi denir. Kesim bolgesi dort temel amino asit
(Lys-Lys-Arg-Lys) icerir ve kesim i¢in potansiyel bir bolge olusturur (Olejnik vd., 2018)
(Sekil 1).

Enzimatik Kesim Bolgesi gg1 1001
1 60 503 518 950 | 11912

Blc
™

SS KL1 KL2

Sekil 1. a-Klotho yapist (Olejnik vd, 2018)

Transmembran Klotho, ADAM-10 ve ADAM-17 metaloproteazlar1 tarafindan
kesilir. Kesilmis klotho dolagima birakilir (Kuro-o vd, 1997). Klotho’nun 3 izoformu vardir;
transmembran form, proteazlar araciligi ile kesilen Klotho 1 ve Klotho 2 izoformlar1 igeren
salgilanmig form. Proteazlar araciligi ile kesilen Klotho 1 fragmani igeren kisim salgilanmis
formudur. Salgilanmig formlarin ekspresyonu, membran formun ekspresyonundan daha
fazladir. (Torres vd., 2007; Xu ve Sun, 2015; Zou vd., 2018). Klotho 1 ve Klotho 2 hiicresel
membranin istiine kelebek seklinde bir molekiil olusturur (Kuro-o, 2009) (Sekil 2).
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Sekil 2. KLOTHO, transkriptleri ve proteinleri gosteren sema (Kuro-0, 2009)

2.3.3. Klotho’nun Fonksiyonlari

Klotho’nun otokrin, parakrin ve endokrin faaliyetleri mevcuttur. Klotho’nun, FGF
sinyalizasyonundaki roliinli igeren in vivo fonksiyonlarinin tanimlanmasina iliskin 6ncii
caligmalar farelerde yapilan deneylerden Ogrenilmistir (Razzaque, 2012). Klotho,
hipertansiyon, diyabet, nérolojik bozukluklar, KBH, kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite
gibi pek ¢ok hastalikla iligkilendirilmistir (Sopjani ve Dérmaku-Sopjani, 2016). Membrana
bagl Klotho, FGF-23 igin bir ortak reseptor olarak islev goriir (Kurosu vd., 2006; Urakawa
vd., 2006). FGF-23 kemikten salgilanarak, idrara fosfat salinimini1 destekler. Idrara salinan
fosfat miktarmi, renal proksimal tiibiilerden yeniden emilen fosfat miktar1 belirler. Idrara
salinmayan, yeniden emilen fosfat renal proksimal tiibiilerdeki Tip 2 Sodyum-Fosfat
tastyicist ile geri alinir, FGF-23 gorevini bu tasiyiciy1 baskilayarak yapar (Liu ve Quarles,
2007; Quarles, 2008). Klotho proteini, FGF-23 aktivitesi i¢in bir koreseptor gorevi gosterir
(Urakawa vd., 2006; Kuro-o0, 2006). Klotho proteini olmadan FGF-23’iin FGF reseptorlerine
afinitesi ¢ok diisiik olup, reseptorler aktivasyonu Klotho bagimlidir. Diger bir deyisle,
Klotho proteini FGF-23’lin FGF reseptorlerine olan afinitelerini 6nemli derecede arttirir
(Kurosu vd., 2006). Ayrica Klotho kalsitriol sentezini baskilayarak dolayli olarak serum
inorganik fosfati azaltma yetenegine sahiptir. Kronik bobrek yetmezligi hastalarinda Klotho

miktar1 diserken, FGF-23 miktar1 artar, bu FGF23’tin, Klotho eksikliginde, FGF
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reseptorlerine olan etkinliginin diistiigiiniin kanitidir. Klotho eksikligi ve FGF23 aktivitesi
eksikligi, erken yaslanma, hizlanmis ateroskleroz, vaskiiler kalsifikasyonlar ile

iliskilendirilmistir (Ersoy, 2014) (Sekil 3).
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Sekil 3. Klotho, FG23 ve parat hormonun, inorganik fosfat mekanizmasi (Ersoy,
2014)

Klotho dolayli olarak Sodyum reabsorbsiyonunun regiile edilmesinde de rol oynar.
FGFR-Klotho kompleksirenal distal tiibiilerde sodyum reabsorbsiyonunun regiile
edilmesinde anahtar rol oynar (Andrukhova vd., 2014). Bu, KBH hastalarinda FGF-23 ile
kardiyovaskiiler riskler arasindaki iliskiyi agiklamaktadir (Zou vd., 2018).

Klotho proteini, FGF-23’e koreseptor olarak gérev yapmanin disinda humoral faktor
olarak da fonksiyon gosterir (Imura vd., 2004). Klotho proteininin kanda en az iki formu
bulunur. Birisi, renal tiibiiler hiicrelerde eksprese edilen membran Klotho ’su; digeri
salgilanmis Klotho ’dur. Membrana bagli Klotho, FGF23 i¢in ko-reseptor olarak gorevi
yaparken, salgilanmis Klotho’nun bdyle bir gérevi bulunmaz. FGF-23’e yiiksek afinite
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yalniz basma Klotho proteini veya FGFR tarafindan saglanmaz; kompleks “KLOTHO-
FGFR kompleksinin FGF23’¢ yiiksek affinitesi vardir (Kurosu vd., 2006). Salgilanmis
Klotho proteinini ¢oklu iyon kanallarinin ve hiicre yiizeyindeki biiylime faktorii
reseptorlerinin regiilasyonunda fonksiyoneldir. TRPV5 (Transient receptor potential cation
channel subfamily V member 5), salgilanmis Klotho proteinleri tarafindan regiile edilir (Cha
vd., 2008)(Chang vd., 2005). TRPV5, bobrekten Ca*? geri emiliminde ve bobrege Ca*?
girisinde gorevli olan ve renal tiibiiler hiicrelerin apikal kenarinda eksprese edilen bir iyon
kanal1 proteinidir (Hoenderop vd., 2005). Salgilanmis Klotho proteini, hiicre yiizeyindeki
TRPVS5’in sayisini artirarak, Ca+2 girisini ve renal Ca*2 geri emilimini arttirir (Tsuruoka vd.,
2006). Ayrica, salgilanmis Klotho, renal dis medullar potasyum kanali (ROMK1)’n1 ayni
mekanizma ile regiile ederek, plazma membranindaki ROMKI1’in sayisini arttirmak

suretiyle idrarda potasyum atilimini artirir (Cha vd., 2009).

2.3.4. Klotho’nun Polimorfizmleri

Insan Klotho geninde 15’ten fazla mutasyon ya da tek niikleotid polimorfizmi rapor
edilmistir (Https://Www.Snpedia.Com/Index.Php/KL, 2022) (Sekil 4). Rs1207568 (C-
395A) mutasyonu, selektif serotonin geri alim inhibitorii kullanip tedaviden yanit alinan
hastalarla (Hamilton depresyon 6lgegine gore) iliskilendirilmistir. Selektif seratonin geri
alim inhibitéri tedavisine yanit vermeyenler ise rs9536314 (C-370S) ile iliskilendirilmistir
(Paroni vd., 2012). Ayrica Cinli olmayan, C-395A mutasyonu tasiyan yash kadinlar,
mutasyonu tasimayan yash kadinlara gore metabolik sendromda daha korele bulunmustur
(Luo vd., 2016). Rs211239 ve Rs2249358 mutasyonlari, 150 orak hiicreli anemi hastasinda
priapizm ile iliskilendirilmistir (Nolan vd., 2005). Rs311239 ve Rs2249358 orak hiicreli
anemi hastalarindaki komplikasyonlardan olan kemik osteonekrozu ile iliskilendirilmistir
(Baldwin vd, 2005). Rs650439 mutasyonu sadece hipertansif hastalarda, ana karotid arterin
kalinlagsmasi ile giiglii bir sekilde iligkili bulunmustur. Bu nedenle, Rs650439 mutasyonu
hipertansiyonlu hastalarda karotis aterosklerozunun ilerlemesini etkileyebilecegi

diistiniilmektedir (Oguro vd., 2010).
Rs3752472 mutasyonunun, kalsiyum oksalat {irolitiyazis riski ile iligkili oldugunu ve

tag olusumu sirasinda bir risk faktorii olarak hareket edebilecegi gostermistir (C. Xu vd.,

2013). Afrika Amerikalilarinda yapilan bagka bir ¢alismada, Klotho geni intron 1’indeki
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mutasyonlardan Rs650439, Rs643780 ve Rs17643698 diyabeti olamayan son donem bobrek
yetmezligi ile iliskilendirilmistir (Bostrom vd., 2010). Rs9536314 (F352V) varyasyonu,
hemoglobin, albiimin ve yliksek yogunluklu lipoprotein olan HDL-C’nin serum seviyeleri
ile iligkilerini oldugu go6zlenmistir (Paroni vd., 2012). Ayrica Rs9536314 (F352V)
varyasyonu, daha oOnce hi¢ tedavi almamis hipertansiyonlu hastalarda, tuza duyarh
hipertansiyon da iligkili bulunmustur. Ayrica, dolasimdaki a-Klotho seviyeleri esas olarak,
tuz yiikiinlin sonucun da diyastolik kan basinc1 degisiklikleriyle iligkili bulunmustur. Bébrek

yaslanmasinin bir ifadesi olarak GFR diisiikliigii ile iligkili bulunmustur (Citterio vd., 2020).
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Sekil 4. Klotho polimorfizm dizileri

2.4. Castor Zinc Finger 1 (CASZ1) Geni

2.4.1. CASZ1 Kesfi

Castor Cinko Parmak 1 (CASZ1) ilk olarak sinirsel bir kader belirleme geni olarak
karakterize edilmistir. Drosophila embriyosun da Merkezi Sinir Sistemi (MSS) gelisimi i¢in
gerekli olan yeni bir gen olarak tanimlanmigtir. CASZ1 ekspresyonu olmayan embriyolarin
MSS’de azalmis bir akson agina sahip oldugu gosterilmistir (Mellerick vd., 1992). Castor
Cinko Parmak 1 geni diger bir adlandirma ile CASZ1 ve HGNC olarak bilinen; en fazla deri,
sonrasinda ise prostat da agirlikli anlatimi olan bir gendir (“CASZ1 Castor Zinc Finger 1
[Homo Sapiens (Human)], 2021). Bu gen tarafindan kodlanan protein, bir ¢inko parmak
transkripsiyon faktoriidiir. Kodlanmis protein tiimor baskilayici olarak islev gorebilecegi

belirlenmistir.
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2.4.2. CASZ1 Yapisi

Insan da CASZ1'i hiicre ¢ekirdegine yerlesir. Temel olarak CASZ1a ve CASZ1b
olmak tizere 2 izoformda ifade edilir (Zhihui Liu vd., 2006). CASZ1a, 1759 amino asitten
olusan bir proteindir. CASZ1b, 1166 amino asitli bir proteindir. CASZ1b'nin ilk 1166 amino
asidi, CASZ1a proteininin dizisiyle aynidir. CASZ1a ve CASZ1b, néroblastomda gereksiz
etkiler gosterir (Liu vd., 2011). CASZ1 ekspresyonunun yumurtalik kanserinde yukari dogru
diizenlendigi ve  CASZl'in  yumurtalik  kanseri  metastazin1  destekledigi
gosterilmistir. Ayrica CASZla ve CASZI1b, yumurtalik kanserine, epitelyal-mezenkimal
gegisi, hiicre gogiinii, hiicre istilasini ve metastazi desteklenmistir. CASZ1’in yikimi in-Vivo
olarak kanser metastazini baskilar (Wu vd., 2016). CASZ1 néroblastom ve diger kanser
tirlerinde tiimdr baskilama da dnemli bir transkripsiyon faktoriidiir. Berrak renal hiicreli
karsinom, renal hiicreli karsinomun en yaygin goriinen cesididir. CASZ1 in diistik ifadesi

berrak renal hiicreli karsinomun prognozunun kétiiliigi ile iliskilidir (Kim vd., 2019).

2.4.3. CASZ1 Fonksiyonlari

CASZ1, hiicre farklilagmasini indiikleme, timor hiicresi gogiinii ve biiylimesini in-
vitro ve in-vivo inhibe etme yeteneginden dolay1 bir tiimor baskilayici olarak kabul edildi
(Liu vd., 2011). CASZ1 insanda ¢inko parmak transkripsiyon faktoriinii kodlayan bir 1p36
genidir (Cui ve Doe, 1992; Mellerick vd., 1992). CASZ1 gelismekte olan fare embriyolarinin
kalbinde yliksek diizeyde ekspresyon gostermektedir. Yapilan arastirmalarda kalp
gelisiminde CASZ1’in 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir (Vacalla ve Theil, 2002). CASZ1
murin kalp gelisiminde 6nemli rol istlenmektedir. CASZ1 delesyonu murin kalbinde,
anormal kardiyak gen ekspresyonuna, kardiyomiyosit proliferasyonun azalmasina ve
ventrikiiler septal kusura neden oldugu ve bunlarin sonucunda kalp yetmezli§ine ve
embriyonik oliime yol actigi gosterilmistir (Liu vd., 2014). Ek olarak, CASZ1’in 1p36
delesyona bagli sendromu, nonkompaksiyon kardiyomiyopati ve ventrikiiler septal defekt
olmak iizere kronik kalp hastalig1 ile de iliskilendirilmistir (Fahed vd., 2013; Gajecka vd.,
2007).
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2.4.4. CASZ1 Polimorfizmleri

Avrupa popiilasyonundaki genom iliskilendirme ¢alismalarinda (GWAS) kan basinci
ile iliskilendirilen birden fazla kromozomal bolge belirlemistir. Bu tanimlanan lokuslar kan
basinct degisimlerinin sadece bir kismini agiklayabilmistir. Avrupa ve Cin popiilasyonlari
arasindaki cevresel ve genetik arka plandaki farkliliklardan yola ¢ikarak Cin de yapilan
GWAS calismasi; ilk 11.816 denekte gerceklestirilmis sonrasinda 69.146 bireyde
replikasyon ¢aligmalart ile gelistirilmis ve CASZ1 geninin Rs880315 varyanti Cin
popiilasyonu i¢in hipertansiyonla iliskili bulunmustur (Lu vd., 2015). Baska bir ¢alismada,
Avrupa GWAS calismasindan elde edilen 27 lokusluk bir bolge, 1.526 Japon bireyde
incelenmis ve bu ¢alismanin sonucunda CASZ1'in Rs880315 varyantinin da i¢inde oldugu
7 lokus sistolik kan basinci, diyastolik kan basinci ve hipertansiyonlar iliskilendirilmistir
(Gajecka vd., 2007).

CASZ1 geni tizerinde klinik iligkili 4 varyant (Rs880315, Rs12046278, Rs516243,
Rs11121615) tespit edilmistir(“CASZ1 Castor Zinc Finger 1 [Homo Sapiens (Human)],
2021).. Rs880315 varyant1 kan basinci degisimi ile iliskilendirilmistir (Kato vd., 2011).
Rs19430479 varyant1 kan basinci ve hipertansiyon ile iligkilendirilmistir (Levy vd., 2009).
Rs516243 varyanti migren ile iligkilendirilmistir (Anttila vd., 2013). Rs11121615 varyanti

ise kronik vendz yetmezlik ile iliskilendirilmistir (Jones vd., 2019).
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tiirii

Bu tez calismas1 deneysel tipte bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklem Se¢imi

Calismamiz i¢in herhangi bir kronik hastaliga sahip olmayan 18 yas tizeri, hipertansif
hastalik tanist almis 226 hasta ve bilinen bir hastaligi olmayan normotansif bireylerden

olusan 126 adet kontrol grubu olusturulmustur.

Caligmaya katilan tiim bireylerin hastaliklar1 ve kullandig1 ilaglari, dogum yeri,
memleketi, yasi, cinsiyeti, ailede yasanan ani 6liim, ailedeki hastaliklar, sigara ve alkol
kullanimi, boy, kilo, bel gevresi, kal¢a cevresi, kol cevresi, nabiz ve tansiyon Slgiimleri

kaydedilmistir.

Hasta grubu, yeni tani1 almis veya hipertansiyon tanisi ile diizenli ila¢ kullanan

bireylerden olusmustur.

Kontrol grubu, hipertansiyon sikdyeti olmayan, kardiyovaskiiler hastalik hikayesi

bulunmayan ve asagidaki kriterleri saglayan bireylerden olusmustur.

Dahil Edilme Kriterleri:

-Bilgilendirilmis goniillii onam formunun kendi rizasi1 ile imzalanmasi

-Hasta grubu igin kan basinct degerinin 120/80 mm Hg iizerinde olmasi, kontrol
grubunda, farki giinlerde en az 3 kez yapilan 6l¢iimiin 120/80 mm Hgveya altinda olmasi,

-Kardiyolojik muanesi sirasinda hasta grubu i¢in primer esansiyel hipertansiyon

tanist almasi
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Dislama Kriterleri
-Kadin hasta ve goniilliilerde gebelik siiphesi olmasi, gebe olmasi veya emzirmesi
-Hasta ve kontrol grubu i¢in baska bir kardiyolojik hastaliginin olmasi

-Kanser tan1 ve tedavisi olan hastalar

3.3. Veri Toplama

Kan ornekleri Bandirma 17 Eylil Egitim Arastirma Hastanesi Kardiyoloji
biriminden alinmustir. Calismaya katilacak tiim goniilliiler Dr.Ogr.Uyesi Ahmet BALUN,
Dr.Ogr.Uyesi Alkame AKGUMUS tarafindan normotansif veya hipertansif olarak

gruplandirilmistir.

Calismaya katilan her bireyden ayrintili anemnez ile hipertansiyon, kardiyovaskiiler

hastaliklara bagli ani 6liim riski i¢in soy ge¢mis bilgileri kaydedilmistir.
3.4. Etik

Calismamiz icin Canakkale OnsekizMart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 03.11.2021 tarih ve 2021-08 sayili karar ile izin alinmistir.

Caligmaya katilan goniilliilerin DNA materyali {izerinde yapilacak arastirmalara izin

verdiklerine dair bilgilendirilmis onam alinmstir.
Tiim ¢alisma protokollerinde Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik
Arastirmalar EtikKurulu ve Saglik Bakanligi Klinik Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik

hiikiimlerine uygun olmasina 6zen gosterilmistir.

Etik kurul onay yazimiz Ek-3’de sunulmustur.
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3.5. Malzeme ve Laboratuvar Ekipmanlari

3.5.1. Cihazlar ve Teknik Malzemeler

Otomatik Pipet Seti (Thermo Scientific1-10, 2-20,10-100, 100-1000pu1)
Otomatik Pipet (Gilson, 0.2-2 ul)

Mikro Santrifiij (ThermoScientificSL8; Hamburg, Almanya)

Makro Santrifiij (NiiveSeri No:01-0158)

Calkalamali Su Banyosu (Stuart SBS40)

Spektrofotometre (MultiScan-Go, ThermoScientific)

Spin Santrifiyj (ThermoScientificMySpin6 SuZou, China)

Classll Biyogiivenlik Kabini ( Classll Tip Steril Kabin, Istanbul, Tiirkiye)
RealTimePCR (Thermo Scientific PikoReal, Vantaa, Fillandiya)
Buzdolab: (Arcelik,No-frost, istanbul, Tiirkiye)

© ©0 N o g bk~ w P

[
= o

-20°C Derin Dondurucu (Sanyo Biyomedikal Dondurucu, Osaka, Japonya)

[EEN
N

Arag ici buzdolabi ( Fridgers, Almanya)

3.5.2. Kimyasallar ve Kitler

1. DNA izolasyon Kiti (DiaRex, Whoole Blood DNA Extraction Kits, Diagen
Ankara-Tiirkiye)

2. Master Mix (RealQ Plus 2x Master Mix Probe Without ROX, Ampligon,
Odense, Danimarka)

3. SNP Kit ( Diagen, Ankara)

4. Absolii Etanol (CAS 64-17-5)

3.6. Yontemler

3.6.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Caligmay1 katilmaya onam veren bireylerden 4 cc kan Ornekleri EDTA’ tiip

icerisine konulup, 3 kere alt iist edilerek, buzdolabinin -20°C’lik bdliimiinde muhafaza
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edilmistir. Toplanan kan Ornekleri haftalik olarak soguk zincir sartlarinda laboratuara

tasinmistir. Ornekler laboratura ulastiginda bekletilmeden DNA izolasyonu yapilmistir.

3.6.2. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DiaRex, Whoole Blood DNA Extraction Kits (Diagen Ankara-Tiirkiye) protokolii
uygulanarak DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolasyonu asagidaki adimlar izlenerek

gerceklestirilmistir.

Kan Lizatinin Hazirlanmasa:

EDTAN tiipte bulunan ve homojen bir kivamda oldugundan emin olunan kan
ornekleri alt tist edilerek karigtirildi ve igerisinden 200ul kan alinarak 1.5 ml mikrosantrifiij
tiipiine konuldu. Ornek {izerine kit icerisinde bulunan Proteinaz-K igeren PKD ¢ozeltisinden

25 pl ve parcalama solusyonu iceren LBD bufferdan 250 pl eklendi.

Tiim karigim 15 saniye vortekslendi ve 56°C’de tiim kan numunelerinin par¢alanmasi
icin 5-10 dakika aras1 beklendi. Bu sirada kirmizidan yesil-kahve renk degisimi ile reaksiyon

stiresi takip edildi.

Stire sonunda 250 pl saf alkol eklenerek, ters yiiz edilerek, ornekler ticari kit

iceriginde bulunan spin kolonlara transfer edildi.

Spin Kolon ile Saflastirma:

Tiim ornekler spin kolon igeren yeni ependorflara aktarildiktan sonra, 8000g’de 1
dakika boyunca santrifiij edildi. Bu asama, oOrneklerin silika membrana tutunmasi
saglamaktadir.

Santrifiij sonunda alt kisimda bulunan homojenat uzaklastirilarak, st filtre tizerine

500 pl ilk yikama solusyonu (WBD-1) eklenerek tekrar 8000g’de 1 dakika boyunca santrifiij
edildi.
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Santrifiij sonrasi, alt kistmda bulunan toplama tiiperi uzaklastirilarak, 6nceden baslar
kesilmis ependorflarin igerisine spin kolonlar yerlestirilip, 500ul ikinci yikama solusyonu

(WBD-2) 8000g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Yikama agsamasi iki kez tekrarlandi.
Santrifiij sonrasinda filtreli kolonlar yeni bir ependorfa alinarak, membrana bagh

bulunanan DNA’nin uzaklastirilmasi i¢in 100 ul elusyon tamponu (EBD buffer) eklenerek
2 dakika oda sicakliginda beklendi.

Siire sonunda 8000g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilarak, kolonda bulunan DNA

orneklerinin ependorfun altinda toplanmasi saglandi.

Elde edilen DNA numuneleri etiketlendirilerek, real time PCR islemlerine kadar
-20°C’de sakland.

Her izolasyon sonrasinda DNA o6rnekleri saflik ve miktar analizi uDrop Plate ile

MultiSkan-Go (Thermo Scientific, Almanya) cihaziyla yapildi.

DNA Miktari ve Saflik Tayini

DNA saflik ve miktarmin hesaplanmasi asagidaki  (3.1) formiiliine gore
gerceklestirilmistir. Hasta ve kontrol grubunun spektrofotometrik 6l¢iim sonuglart ve DNA
miktarlar1 Ek 1°de paylagilmistir.

Konsantrasyon (ug/mL) = Azso nm X 50 (ug/mL) x Diliisyon faktorii (3.2)

3.6.3. Oligoniikleotid Dizileri

CASZ1 rs12046278 T/C Tek Niikleotid Polimorfizmi:

CASZ1 geninin intron bolgesinde yeralmaktadir. Bu gende risk allelli “T” olarak
kabul edilir. Populasyon bazinda allel dagilimi sirasiyla T yabanil, C alt-allel olarak

smiflandirildiginda; Avrupa populasyonunda T:0,63 ve C:0,34 (n:171.382); Afrikal
popiilasyonunda T:0,714 ve C:0,289 (n:6330); Afrika kokenli Amerika popiilasyonunda
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T:0,714 ve C:0,285 (n:32.514); Asya populasyonunda T:0,295 ve C:0,705 (n:6.596) olarak
hesaplanmistir. Asya populasyonun alt gruplandirmasinda; Dogu Asya popiilasyonunda

T:0,274 ve C:0,753 iken Giiney Asya’da T: 0,576 ve C: 0,424 djir.

Global frekans dagilimi, ALFA Allele Frekans ¢alismasina gore T:0,632 ve C: 0,368
(n:203.670) iken TOPMED c¢alismasinda T: ve C: 0,368 (n: 264.690) olarak hesaplanmustir.

Tablo 2
CASZ1 geninin rs12046278 polimorfizm tablosu

Gen Tek Niikleotid
Snp No Lokalizasyon Farkhhg
Castor Zinc
Fingerl 1. Kromozom:
CASZ1 Rs12046278 10739520 T/C

Primer Dizayn:

Forward primer: 5°>-CGCTGCTCTGTAATTAAG- 3’;

Reverse primer: 5’-GCCAAACTATAGCTTGGA- 37;

Anchor hybridization probe:
5’-L.CRed640-CTTCCAGACCCTTCCCTGAGCphosphate-37;
Sensor hybridization Probe (C):
5’-CTTCCAGACCTTTCCCTG-FAM3’;

CASZ1 rs880315 T/C Tek Niikleotid Polimorfizmi:

CASZ1 geninin intron bolgesinde yer almaktadir.Bu gende risk allelli “C” olarak
kabul edilir. Populasyon bazinda allel dagilimi sirasiyla T yabanil, C alt-allel olarak
smiflandirildiginda; Avrupa populasyonunda T:0,655 ve C:0,345 (n:299.272); Afrikali
popiilasyonunda 0,814 ve C: 0,186 (n:8456); Afrika kokenli Amerika popiilasyonunda
T:0,814 ve C:0,186 (n:8.138); Asya populasyonunda T:0,399 ve C:0,6 (n:6.902) olarak
hesaplanmistir. Asya populasyonun alt gruplandurmasinda; Dogu Asya popiilasyonunda

T:0,364 ve C:0,636 iken Giiney Asya’da T: 0,602 ve C: 0,397"djir.
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Global frekans dagilimi, ALFA Allele Frekans ¢alismasina gore T:0,647 ve C: 0,353
(n:344.312) iken TOPMED c¢alismasinda T:0,674 ve C: 0,326 (n: 264.690) olarak

hesaplanmustir.

Tablo 3
CASZ1 geninin rs880315 polimorfizm tablosu

Tek Niikleotid
Gen Snp No Lokalizasyon Farkhihig
Castor Zinc
Fingerl 1. Kromozom:
CASZ1 Rs880315 10736809 T/C

Primer Dizayn:

Forward primer: 5’-CCAGTTAGACAGCCACAG - 3’

Reverse primer: 5’-CCCTTGTCCCCATAGTTC- 3’

Anchor hybridization probe:

5’LCRed640- ACGTGTCCAACCCATCACTGAA Gphosphate-3°
Sensor hybridization Probe (C):
5’-ACGTGTCCAATCCATCACTGAAG-FAM3’;

KLOTHO rs9536314 T/G Tek Niikleotid Polimorfizmi:

Klotho geninin anlamsiz(misssens) varyant bolgesinde yer almaktadir.Bu gende risk
allelli “G” olarak kabul edilir. Populasyon bazinda allel dagilimi sirasiyla T yabanil, G alt-
allel olarak simiflandirildiginda; Avrupa populasyonunda T:0,849 ve G:0,0,151 (n:280.672);
Afrikali popiilasyonunda T:0,846 ve G: 0,154 (n:10.348); Afrika kokenli Amerika
popiilasyonunda T:0,846 ve G:0,154 (n:10.078); Asya populasyonunda T:0,998 ve G:0,0019
(n:6.754) olarak hesaplanmistir. Asya populasyonun alt gruplandurmasinda; Dogu Asya
populasyonunda T:0,999 ve G:0,0001 (n:4.854) iken Giiney Asya’da T: 0,820 ve G: 0,180
(n:5.150) olarak hesaplanmustir.

Global frekans dagilimi, ALFA Allele Frekans ¢alismasina gore T:0,853 ve G: 0,147
(n:326.208) iken TOPMED c¢alismasinda T:0,852 ve G: 0,148 (n: 264.690) olarak

hesaplanmustir.
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Tablo 4
KLOTHO, geninin rs9536314 polimorfizm tablosu

Gen Snp No Lokalizasyon Tek Niikleotid
Farkhhgi
KLOTHO 13. Kromozom:
(KL) Rs9536314 33054001 T/G

Rs9536314 daha once tedavi almamis hipertansiyonlu hastalarda tuza duyarl

hipertansiyon ile iliskilendirilmistir (Citterio vd., 2020).

Primer Dizayn:

Forward primer: 5’-CCGAGAGCATGAAGAATA-3’

Reverse primer: 5’-AGCAGTTCCTTTGATGAA-3’

Anchor hybridization probe:
5’-LCRed640-TATTCTGCCTGATGTTACTGAATCTGAphosphate-3’
Sensor hybridization probe (G):
5>-TATTCTGCCTGATTTTACTGAATCTGA-FAM3’

KLOTHO rs9527025 G/C Tek Niikleotid Polimorfizmi:

Klotho geninin anlamsiz(misssens) varyant bolgesinde yer almaktadir.Bu gende
patojenite tanimlanmamistir. Populasyon bazinda allel dagilimi sirasiyla G yabanil, C alt-
allel olarak siniflandirildiginda; Avrupa populasyonunda G:0,841 ve C:0,157 (n:49.174);
Afrikali popiilasyonunda G:0,847 ve C: 0,152 (n:3.444); Afrika kokenli Amerika
popiilasyonunda G:0,846 ve C:0,154 (n:3.326); Asya populasyonunda G:1 (n:170) olarak
hesaplanmistir. Asya populasyonun alt gruplandurmasinda; Dogu Asya popiilasyonunda G:1

(n:114) iken Giiney Asya’da G: 0,841 ve C: 0,159 (n:98) olarak hesaplanmuistir.
Global frekans dagilimi, ALFA Allele Frekans ¢aligmasina gore G:0,843 ve C: 0,157

(n:49.174) iken TOPMED c¢alismasinda G:0,852 ve C: 0,148 (n: 39.090) olarak

hesaplanmustir.
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Tablo 5
KLOTHO geninin rs9527025 polimorfizm tablosu

Gen Snp No Lokalizasyon Tek Niikleotid
Farkhhgi
KLOTHO 13. Kromozom:
(KL) Rs9527025 33054056 G/C

Rs 9527025 idrardan fosfat atilimi mekanazmasiyla iliskilendirilmis ve

kardiyovaskiiler hastalik risk faktorii olarak goriilmiistiir (Wu vd., 2020).

Primer Dizayn:

Forward primer: 5’-CGAGAGCATGAAGAATAAC-3’
Reverse primer: 5’-GGGTCCAAAAGTTGAAAA-3’
Anchor hybridization probe:
5’-LCRed640-TCCAAAGGAAAGAGCAAAphosphate-3’
Sensor hybridization probe (C):
5’-TCCAAAGCAAAGAGCAAA-FAM3’

3.6.4. PCR Optimizasyonlari,

Calismamizda AMPLIQON RealQ Plus 2x Master Mix Probe kullanilmistir. Diger

degiskenler sabit tutulmustur. Sicaklik degistirilerek optimizasyon yapilmistir.

Tablo 6
Rs’lere gore farkli sicakliklardaki optimizasyon tablosu
ASAMALAR | DONGULER (Cycle) SICAKLIKCC | SURE(DK)
Baslangic
Asamasi 1 cycle 95°C | 10:00 Dk
Denatiirasyon 95°C|00:15 Dk
CASZ1rs12046278 60°C
Primer CASZ1 rs880315 64°C | ..
Uzama Asamasi | 40 cycle baglama KL 159536314 61°C 01:00 Dk
KL rs9527025 59°C
Veri toplama
Final Extension |4 cycle 20°C | 00:10 Dk
(Son Uzama)
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3.6.5. Real-Time PCR Analizi

TagMan Probe Yontemi:

Real-time PCR yonteminde DNA’ya 6zgii baglanan TagMan problart kullanilmistir.
TagMan probe yonteminde, kalip DNA’ya tamamlayic1 ve floresan isaretli bir prob
kullanilir, probun 5’ ucunda flurofor (FAM), 3° ucunda inhibitér quencher bulunmaktadir.
Bu quencher flurofor’un floresans etkisini absorplayarak baskilamaktadir. Real Time PCR
islemi sirasinda Taq polimerazin 5'-->3' endoniikleaz aktivitesine bagli olarak TagMan
probunu kesmesi ile hibridize olan prob spesifik olarak baglandigi DNA bolgesinden ayrilir.
Amplifikasyon ilerledik¢e polimeraz probu uzaklastirir ve buna bagh olarak her dongiide
floresans miktar1 artar. Burada her bir SNP bolgesi i¢cin ayr1 renkte isaretli prob
kullanilmistir. Boylelikle yabanil genotipte allelin 1s1masi ile mutant genotipteki allelin
1s1mas1 sonrasinda farkli renk floresan agiga ¢ikmasi beklenmistir. Floresan renklerdeki bu
fark kullanilarak ¢alisma ve kontrol grubu bireylerinden elde edilen genomik DNA’da
CASZ1 (rs12046278, rs880315) ve KL (rs9536314, rs9527025) bolgelerdeki tek niikleotit
polimorfizmleri (SNP) Real Time-PCR ydntemiyle belirlenmistir.

3.6.6. Realtime PCR cihazinin plak hazirhg

CASZ1 geni (RS12046278, Rs880315) ve KL genine ait (Rs9536314, Rs9527025)
SNP analizleri Thermo Scientific Piko Real 96 cihaziyla asagidaki tablodaki protokole

uygun olarak yapilmistir.

Tablo 7

Real time PCR analiz protokol basamaklari

1. Basamak | Reaksiyon kokteyli hazirlandi

2. Basamak | Kokteyl pipetle 96 kuyucuklu plate dagitildi
DNA ve Ntc 6rnekleri her bir kutucuga ayri pipet ucuyla
3. Basamak | dagitildi

4. Basmak Real Time PCR reaksiyonu i¢in Pcr cihazina yerlestirildi
5. Basamak | Veriler degerlendirildi
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PCR oncesinde etiketleyerek -20°C’ de sakladigimiz DNA 6rneklerinden PCR
analizinde kullanacagimiz kadar1 c¢ikartilip ¢6ziinmesi beklenmistir. Coziinen DNA

ornekleri kisa siireli bir vorteksleme islemine tabi tutulmustur.

Real Time PCR reaksiyon igin hazirlanan karisim, toplam reaksiyon hacminin %2
fazlasi olacak sekilde Tablo 8 de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Hazirlanan karisim, altta buz
akiisli olacak sekilde, PCR plaginin her kuyucuguna dagitilmistir. 96 kuyucugun 94’iine
DNA &renekleri eklenmistir. Tk kuyucuk ve son kuyucuk olmak iizere 2 kuyucuga NTC
eklenmistir. NTC kuyucuguna ise DNA yerine dH20O eklenmistir.

Tablo 8

Genotipleme i¢in Realtime PCR bilesenleri

1 6rnek icin karisim Miktar
izole DNA 2,5 ul
Prob-Fam / Prob-Hex 0,1 ul
Primer Forward / Reverse 0,4 ul
Master Mix Sul
Distile Su 1,5l
Toplam Hacim 10 ul

Yiikleme islemi sonrasinda 96 kuyucuk adhezif filme (yapistirict film) kaplanmastir.
Sonra 96 kuyucuklu plate Gergek zmanst PCR cihazina yerlestirilip, genotipleme
yapilmistir. FAM ve HEX 1s1malarina gore her SNP i¢in wild-tipe (yabanil), mutant veya
heterozigot olup olmadigi belirlenmistir. PCR amplifikasyon kosullari assagidaki gibi
gerceklestirilmistir.
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Tablo 9

PCR ampklifikasyon kosullar1

ASAMALAR | DONGU SICAKLIK®°C | SURE(DK)
Baslangic
Asamasi 1 dongii 95°C | 10:00 Dk
Denatiirasyon 95°C | 00:15 Dk
CASZ1 RS12046278
Uzama 60°C
Asamasi 40 dongii CASZ1 RS880315 64°C | 01:00 Dk
d KL RS9536314 61°C
KL RS9527025 59°C
Veri toplama
Final
Extension 1 dongi 20°C | 00:10 Dk

(Son Uzama)

Orneklerin analizi tamamlanarak daha sonrasinda cq degerleri grafikten okunmustur.

CAZS1 Rs880315 i¢in PCR amplifikasyonu, baslangi¢ asamasi 1 dongiti 95°C’de 10
dakika, uzama asamasi 40 cycle 95°C 00:15 dakika, 64°C 1 dakika ve data toplama, Son
uzama 1 dongii 20°C 00:15 dakikada yapilmistir. Yapilan ¢aligmanin sonucunda ortaya
cikan amplifikasyon grafikleri Sekil 5’de paylasilmistir. Wild-Type (normal allel) igin
amplifikasyon grafigi sekil 5-A’da verilmistir. Mutant allel (minor allel) i¢in amplifikasyon
grafigi sekil 5-B’de verilmistir. Heterozigot mutant i¢in amplifikasyon grafigi sekil 5-C’de

verilmistir. NAN i¢in amplifikasyon grafigi Sekil 5-D’de verilmistir.
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Sekil 5. CAZS1 Rs880315 i¢in PCR amplifikasyon grafigi

CAZS1 RS12046278 i¢in PCR amplifikasyonu, baslangi¢ asamasi 1 dongii 95°C’de
10 dakika, uzama agamas1 40 cycle 95°C 00:15 dakika, 61°C 1 dakika ve data toplama, Son
uzama 1 dongii 20°C 00:15 dakikada yapilmistir. Yapilan c¢alismanin sonucunda ortaya
cikan amplifikasyon grafikleri Sekil 6’da verilmistir. Wild-Type (normal allel) igin
amplifikasyon grafigi sekil 6-A’da verilmistir. Mutant allel (minoér allel) igin amplifikasyon
grafigi sekil 6-B’de verilmistir. Heterozigot mutant i¢in amplifikasyon grafigi sekil 6-C’de
verilmistir. NAN i¢in amplifikasyon grafigi Sekil 6-D’de verilmistir.
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Sekil 6. CAZS1 RS12046278 i¢in PCR amplifikasyon grafigi

KLOTHO Rs9536314 i¢in PCR amplifikasyonu, baslangi¢ asamasi 1 dongii 95°C’de
10 dakika, uzama agamas1 40 dongii 95°C 00:15 dakika, 60°C 1 dakika ve data toplama, Son
uzama 1 dongii 20°C 00:15 dakikada yapildi. Yapilan ¢aligmanin sonucunda ortaya ¢ikan
amplifkasyon grafikleri Sekil 7°de verilmistir. Wild-Type (normal allel) i¢in amplifikasyon
grafigi sekil 7-A’da verilmistir. Mutant allel (mindr allel) i¢in amplifikasyon grafigi sekil
7-B’de verilmistir. Heterozigot mutant i¢in amplifikasyon grafigi sekil 7-C’de verilmistir.

NAN i¢in amplifikasyon grafigi Sekil 7-D’de verilmistir.
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Sekil 7. KLOTHO Rs9536314 i¢in PCR amplifikasyon grafigi

KLOTHO Rs9525025 i¢in PCR amplifikasyonu, baslangi¢ asamasi 1 dongii 95°C’de
10 dakika, uzama asamas1 40 dongii 95°C 00:15 dakika, 59°C 1 dakika ve data toplama, Son
uzama 1 dongii 20°C 00:15 dakikada yapildi. Yapilan ¢alismanin sonucunda ortaya ¢ikan
amplifikasyon grafikleri Sekil 8’de verilmistir. Wild-Type (normal allel) igin amplifikasyon
grafigi sekil 8-A’da verilmistir. Mutant allel (mindr allel) i¢in amplifikasyon grafigi sekil
8-B’de verilmistir. Heterozigot mutant i¢in amplifikasyon grafigi sekil 8-C’de verilmistir.

NAN i¢in amplifikasyon grafigi Sekil 8-D’de verilmistir.
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Sekil 8 KLOTHO Rs9525025 i¢in PCR amplifikasyon grafigi

3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

CASZ1 geninin, Rs12046278 ve Rs880315 ile KLOTHO geninin, Rs9536314 ile
Rs9527025 allel frekanslarinda bulunan homozigot wild (yabanil), homozigot mutant ve
heterozigot sikliklar1 grafiklerden belirlenip Statistical Package for Social Sciences for
Windows (SPSS) version 18.0 istatistik paket programi1 kullanilarak gruplar arasinda anlamli
farklar olup olmadigina bakilmistir. CASZ1 (Rs12046278, Rs880315) ve KLOTHO
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(Rs9536314, Rs9527025) genleri ile hipertansiyon riski arasinda ki iliskiyi belirlemek igin
ise goreceli olasiliklar orani (odds orani) kullanilmigtir. Tiim verilerin Ortalama ve Standart
Sapmasi (Ort+=SD) hesaplanip, grup farklar1 student-t test ve kantitatif veri analizleri y? testi
kullanilarak analiz edildi. Spearman’s rho ve PearsonKorelasyonu gruplarin degiskenlerinin
korelasyonunu hesaplamak i¢in kullanilmistir. Sonuglarin istatistiksel anlamli olabilmesi

icin p degerinin <0.05 olmasi, anlamlilig1 ifade etmektedir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Demografik veri sonuglari

Calisma grubumuzdaki tiim goniilliilerimiz 18 yasinin iistiindeydi. Goniilliilerimizin
gebelik siipehisi olmayan, gebe olmayan ve emzirmeyen 226°s1 hipertansiyon hastasi, 126’s1
ise gebelik siiphesi olmayan, gebe olamyan, kanser olmayan ve 3 ayr1 giinde 6lgiilen tansiyon

degerlerinin 120/80 ve altinda olan kontrol hastasiydi.

Hasta grubumuz, yeni hipertansiyon tanisi koyulmus hipertansiyon hastlarindan yada
daha onceden hipertansiyon tanisi alip diizenli hipertansiyon ilaci kullanan bireylerden

secilip olusturulmustur.

Kontrol grubu, hipertansiyon sikdyeti olmayan, kardiyovaskiiler hastalik hikayesi
bulunmayan kisilerden segilmistir. Kontrol grbumuzun 58’1 kadin (%46), 68’1 erkek (%54);
hasta grubumuzun 109’1 kadin (%48), 117’si erkektir (%52).

Hasta grumuzun yas ortalamas1 60,97+12,73; kontrol grubumuzn yas ortalamasi
60,05+11,57 olarak hesaplandi. En yasli hastamiz 115 yasinda, en geng hastamiz 33 yasinda;

En yagsli kontrol goniilliimiiz 84, en geng¢ kontrol gontillimiiz 35 yasindaydi.

Caligmaya katilan tiim bireylerin hastaliklar1 ve kullandig1 ilaglar, dogum yeri,
memleketi, yasi, cinsiyeti, ailede yasanan ani 6liim, ailedeki hastaliklar, sigara ve alkol
kullanimi, boy, kilo, bel ¢evresi, basen gevresi, kol ¢evresi, nabiz ve tansiyon olgiimleri

kaydedilmistir.
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Tablo 10

Hipertansif ve normatansif bireylerin verileri

Hipertansif Grup

Normotansif Grup

Kadin Erkek Toplam Kadin Erkek Toplam P2 :within women /
p° within men
Yas 62.96 = 13.27 58.68 £11.53 51.56 £9.52 61.15+10.59 pa : 0<0.0001
60,24 + 12,44 57,77+ 11,17 pb: 0.0014
Alkol kullanimi1 247 % 49.24 % 13.04% 14.89 % 67.5% 8.82% -
Kilo 79.70 £13.72 86.73 £ 13.70 84.05 + 14.12 72.58 +£26.81 81.89+13.79 7775 + 18.93 -
BMI 30.95£5.08 29.44 +3.73 27.32 £8.37 27.35+4.15 pa: 0.027
29,29 +£3,97 27,21+ 5,46 pb: 0.0029
Bel ¢evresi (WC) 101.53 £24.65 104.59 £ 19.65 81.39£19.21 96.66 + 18.97 pa : 0<0.0001
108,50 £21,55 91,5 + 20,37 pb: 0.016
Kalga gevresi (HC) 110.61 £ 18.23 108.56 £ 16.16 100.69 + 20.46 107.93 £ 16.78 pa : 0.0053
109,18 £ 16,71 105,48 + 18,42 pb: 0.82
Bel/Kalga oran1 (WHR) 0.92 £0.18 0.97+£0.15 0.82 +£0.099 0.89 + 0.020 pa : 0.0006
0,96 + 0,17 0,85+ 0,08 pb : 0<0.0001
Bel/Boy orani ( WHtR) 0.63 £0.153 0.613+0.12 0.51+£0.12 0.55+0.01 pa : 0<0.0001
0,60 + 0,12 0,53 +£0,11 pb: 0.0014
Diyastolik tansiyon (DBP) 79.68 £ 16.56 84.54 £ 13.08 82.67 + 14.69 72.13+9.43 80.02 £ 13.22 7734 + 12.64 -
Sistolik tansiyon (SBP) 133.51 £20.71 136.47 £21.25 114.17 £ 9.99 125+£19.32 -

135,34 +£ 21,08

121,34 + 17,51
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4.2. DNA Seyreltme ve Saflik Tayinleri Asamasi

DNA saflik tayinlerini Multiscan Go (Thermo, Almanya) spektrofotometre cihazi
kullanilarak yapilmistir. DNA konsantrasyonlart Azeol2s0 Ve Azeol230 ng/ul cinsinden

Olctilmiistiir. Spektrofometre ile yapilan saflik 6lgtimleri Ek-1’de verilmistir.

Multiscan Go (Thermo, Almanya) ile dlgiilen 260 nm’deki absorbsiyon degerleri ile
50 carpilarak DNA konsantrasyonu ng/ul olarak hesaplanmistir. DNA seyreltmeleri

molekiiler grade su ile (4.1)’deki formiil kullanilarak yapilmuistir.

[M1 x V1=M2 x V2| @.1)

4.3. Real-Time PCR Niikleotid Polimorfizm Sonuglar:

4.3.1. CASZ1 rs12046278 Polimorfizm Sonuglar:

CASZ1 Rs12046278 SNP bolgesi i¢in Thermo PikoReal PCR cihazi ile 215 Hasta
ve 125 kontrolede genotipleme yapildi, grafikler boliim 3.de detaylica sunuldu. Tablo 11°de
allel ve genotip frekanst ile rs12046278 polimorfizminin hipertansiyon ile iligkisi

gosterilmistir.

Yiiksek Lisans tezimizden elde ettigimiz sonuglar kapsaminda hasta grubumuzdaki
genotip frekanslar1 sirasiyla CC=101, CT= 58, TT= 56. Kontrol grubumuzdaki allel
genotiple sirastyla CC=53, CT=52, TT=20 olarak bulunmustur.

Dagilim, kontrol grubunda Hardy-Weinberg dengesinde iken; hipertansif grupta
Hardy-Weinberg dengesinden sapma vardir. Her iki gruba ait allel frekanslari, allelere ait %
oranlar1 Tablo 11°de bulunmaktadir. Rs12046278 incelendiginde hasta ve kontrol grubunda

en sik rastlanan genotip CC olup, takip eden genotipler ise sirasiyla CT ve TT dir.
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Tablo 11

CASZ1 RS12046278 allel ve genotip dagilimi ve hipertansiyon risk iligkisi tablosu

Test Dogrulugu (95%)

Hardy Weinberg Allel frekansinin Heterozigot Homozigot Allel pozitifligi | Armitage’s trent
farklihg: test
RiSK ALLEL G/C
SNP Kontrol Hipertansiyon T/C CC>CT CCo>TT CC~>[CT+TT] | COMMON OR
nCC=53(49.93) | nCC=101(78.60)
nCT=52(58.14) | nCT=58(102.79)
nTT=20(16.93) | nTT=56 (33.60)
2—85053 +- 2—8220'60 *1 | Odds_ratio=1.123 |Odds_ratio=0.585 |Odds_ratio=1.469 | Odds_ratio=0.831 |Odds_ratio=1.148
CAS71 F=0.10567 F=043575 C.1.=[0.81-1.55] |C.l.=[0.36-0.97] |C.1.=[0.79-2.70] |C.I.=[0.53-1.30]
rs120466278 | p=0.237439 p=1.666e-10 ¥?:=0.50 y2:=4.43 y?:=1.54 x*:=0.67 x*:=0.38
(Pearson) (Pearson) p=0.48 (P) p=0.035 p=0.214 p=0.414 p=0.538
p=0.239223 p=1.206e-10
(LIr) (LIr)
p=0.250170 p=1.506e-10
(Exact) (Exact)
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Sonucglarimiza gore, hasta ve kontrol grubunda allel frekansinda meydana gelen
farkin, hipertansiyon riskine etkisi bulunmamistir. Benzer sekilde allel pozitifligi de
hipertansiyon riski i¢in istatistiksel bir anlamlilik ifade etmemektedir. Buna karsin,
heterozigot iistinligii durumu goziikmektedir. Heterozigot genotipine sahip olan bireyler,

yabanil tipteki genotiplere gore daha az hipertansiyon riskine sahiptir.

4.3.2. CASZ1 rs880315 polimorfizm sonuglar:

CASZ1 Rs880315 SNP bolgesi i¢in Thermo PikoReal PCR cihazi ile 226 Hasta ve
126 kontrolede genotipleme yapildi, genotipleme yapildi. Tablo 12°de allel ve genotip
frekansi ile rs880315 polimorfizminin hipertansiyon ile iliskisi gdsterilmistir. Mindr allel

“C” risk alleli olarak hesaplanmastir.

Yiiksek lisans tezimizden elde ettigimiz sonuglar kapsaminda hasta grubumuzdaki
genotip frekanslar1 sirasiyla TT=109, TC= 103, CC= 14. Kontrol grubumuzdaki allel
genotiple sirasiyla TT=51, TC=62, CC=13 olarak bulunmustur. Her iki gruba ait allel
frekanslari, allelere ait % oranlar1 Tablo 12’°de gosterilmistir. Rs880315 incelendiginde hasta
grubunda yabanil genotip; kontrol grubunda ise heterozigot genotip en sik rastlanan

genotiptir.

Sonucglarimiza gore, hasta ve kontrol grubunda allel frekansinda meydana gelen
farkin, hipertansiyon riskine etkisi bulunmamistir. Benzer sekilde allel pozitifligi de
hipertansiyon riski i¢in istatistiksel bir anlamlilik ifade etmemektedir. Hem homozigotlarin
birbiri ile karsilastiriimasinda hemde heterozigot iistlinliiglinde hipertansiyon riskinde artig

yada azalma durumu géziikmemektedir.
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Tablo 12

CASZ1 rs880315 allel ve genotip dagilimi ve hipertansiyon risk iliskisi tablosu

Test Dogrulugu (95%)
Hardy Weinberg Allel frekansinin Heterozigot Homozigot Allel pozitifligi Armitage’s trent
farklhihig: test
RISK ALLEL C
SNP Kontrol Hipertansiyon T/C TT->TC TT=-> CC TT - [TC+CC] COMMON OR
nTT=51(54.67) |nTT=109(113.98)
nTC=62(54.67) |nTC=103 (93.03)
nCC=10(13.67) |nCC=14 (18.98)
f a1=0.67 +/- |f al=0.71 +/- Odds_ratio=0.816 |Odds_ratio=0.777 | Odds_ratio=0.655 |Odds_ratio=0.760 |Odds_ratio=0.799
CASZ1 0.028 0.020 C.1.=[0.584-1.140] |C.1.=[0.492- C.1.=[0.273-1.574] |C.1.=[0.488-1.185]
5880315 | 0134 F=-0.107 221 42 1.229] 220,90 221 47 2=1 61
p=0.137 p=0.107 L= ' L= L= L=
(Pearson) (Pearson) p:023302 (P) X2:116 p2034201 p:022551 p:020493
p=0.131 (LIr) |p=0.100 p=0.28065
p=0.161019 (LIr)
(Exact) p=0.145
(Exact)
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4.3.2. Klotho rs9536314 polimorfizm sonuclar:

KLOTHO rs9536314 SNP bolgesi i¢in 226 Hasta ve 126 kontrolede genotipleme
yapildi. Tablo 13’de allel ve genotip frekansi ile rs9536314 polimorfizminin hipertansiyon
ile iligkisi gosterilmistir. Klotho rs9536314 i¢in minér allel “G” risk alleli olarak
hesaplamaya baslanmistir . Klotho genotip ve allel profillerinin Real-Time PCR ile Cq

degerleri belirlendi. Grafikler boliim 3.de detaylica verilmistir.

Yiiksek Lisans tezimimzden elde ettigimiz sonuglar kapsaminda hasta grubumuzdaki
genotip frekanslar sirastyla TT=167, TG= 19, GG= 40. Kontrol grubumuzdaki allel
genotiple sirasiyla TT=90, TG=24, GG=12 olarak bulunmustur. Her iki gruba ait allel
frekanslari, allelere ait % oranlar1 Tablo 13’de gosterilmistir. R$9536314 incelendiginde
hasta ve kontrol grubunda en sik rastlanan genotip yabanul tip “TT” olup, takip eden
genotipler hasta grubunda homozigot mutant “GG” iken; hasta grubunda heterozigot “GT”

grubudur.

Sonuglarimiza gore, hasta ve kontrol grubunda allel frekansinda meydana gelen
farkin, hipertansiyon riskine etkisi bulunmamistir. Benzer sekilde allel pozitifligi de
hipertansiyon riski i¢in istatistiksel bir anlamlilik ifade etmemektedir. Buna karsin,
heterozigot stiinliigii durumu goéziikmektedir. Heterozigot genotipine sahip olan bireyler,
yabanil tipteki genotiplere gore 0.43 kat [%95 C.1.=0.22-0.82, p: 0.009] daha az
hipertansiyon riskine sahiptir.
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Tablo 13

Klotho rs9536314 allel ve genotip dagilimi ve hipertansiyon risk iliskisi tablosu

Test Dogrulugu (95%)
Hardy Weinberg Allel frekansiin Heterozigot Homozigot Allel pozitifligi Armitage’s trent
farkhihg: test
RISK ALLEL G
SNP Kontrol Hipertansiyon T/G TT> TG TT-> GG TT =2 [TG+GG] COMMON OR
nTT=90(82.57) | nTT=167(137.84)
NTG=24(38.86) | nTG=19(77.32)
NGG=12(4.57) |nGG=40(10.84)
2—8230'81 +- 2—8220'78 - | Odds_ratio=1.192 | Odds_ratio=0.427 |Odds_ratio=1.796 |Odds_ratio=0.883 |Odds_ratio=1.235
KLOTHO | F=0.38235 F=0.75426 C.1.=[0.811-1.752] |C.1.=[0.222-0.821] |C.1.=[0.897-3.596] |C.I.=[0.543-1.438]
19536314 |p=0.000018  |p=8.414e-30 +=0.80 1=6.76 $=2.79 1=0.25 =0.49
(Pearson) (Pearson) p=0.37160 (P) p=0.00932 p=0.09489 p=0.61742 p=0.48408
p=0.000081  |p=7.129e-27
(LIr) (LIr)
p=0.000082  |p=1.441e-26
(Exact) (Exact)
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Tez calismamizdan elde ettigimiz sonuglart istatistiksel olarak degerlendirdigimizde,
T allelini C allelide doéniismesi kontrol ve hipertansiyonlu bireylede Hardy Weinberg

dengesinde her hangi bir degisiklige neden olmadig1 gézlenmistir.

Sonuglarimiza gore, heterozigot iistlinliigli durumu goziikmektedir. Heterezigot
genotipine sahip olan bireyler, yabanil genotipdeki bireylere gore daha az hipertansiyon

riskine sahiptir.

4.3.2. Klotho rs9527025 polimorfizm sonuclar:

KLOTHO rs9527025 SNP bolgesi i¢in 226 Hasta ve 126 kontrolde genotipleme
yapildi. Tablo 14’de allel ve genotip frekansi ile rs9527025 polimorfizminin hipertansiyon
ile iliskisi gosterilmistir. Klotho rs9527025 igin mindr allel “C” risk alleli olarak

hesaplanmaya baglanmistir.

Calismanin sonunda hasta grubumuzda genotip frekanslar sirasiyla GG=174,
GC=47, CC=5. Kontrol grubumuzun allel genotiple sirasiyla GG=96, GC=28, CC=2 olarak
bulunmustur. Her iki gruba ait allel frekanslari, allelere ait % oranlart Tablo 13’de
gosterilmigtir. Rs9527025 incelendiginde hasta ve kontrol grubunda en sik rastlanan genotip
yabanil tip “GG” olup, takip eden genotip hasta ve kontrol grubunda heterozigot “GC”
grubudur. Sonuglarimiz incelendiginde, hasta ve kontrol grubu agisindan allel frekansinda
bir degisim olmadig1 ortaya konmugstur. Dolayisiyla, allel pozitifligininde hipertansiyon riski
ile iliskisi bulunmamistir. Allel dagilimlarinda oldugu gibi genotip frekanslarinin

dagiliminda istatistiksel olarak bir fark hesaplanmamustir.

Tiirk popiilasyonunda allel frekans1 hesaplandiginda, hem saglikli goniillillerde hem

de hipertansif katilimcilarda G allelinin siklig1 0.87 olarak hesaplanmuistir.
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Tablo 14

Klotho rs9527025 allel ve genotip dagilimi ve hipertansiyon risk iliskisi tablosu

Test dogrulugu (95%)

Hardy Weinberg Allel frekansinin Heterozigot Homozigot Allel pozitifligi armitage’s trent
farklihg: test
RISK ALLELI: C
SNP Normotansif | Hipertansif G>C GG > GC GG->CC GG~ [GC+CC] | COMMON OR
nGG=96(96.03) | nGG=174(172.59)
nGC=28(27.94) |nGC=47(49.81)
?i‘lfg zgz?(fj) ?iclig(gff/) Odds_ratio=0.992 |Odds_ratio=0.926 |Odds_ratio=1.379 |Odds_ratio=0.956 |Odds_ratio=1.026
Klotho 0—021' 0_016. C.1.=[0.624-1.577] |C.1.=[0.545-1.574] | C.1.=[0.263-7.244] |C.1.=[0.572-1.599]
rs9527025 F':_O 002 F':O 0567 »*=0.00 »*=0.08 v*=0.15 »*=0.03 ¥*=0.00
0=0.979 0=0.397 (Pearson) p=0.97319 (P) p=0.77652 p=0.70280 p=0.86472 p=0.97365
(Pearson) p=0.4157 (LIr)
p=0.980 (LIr) |p=0.367 (Exact)
p=1.00
(Exact)0000
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BESINCI BOLUM
SONUC VE ONERILER

Hipertansiyon giiniimiizde morbidite orani1 oldukc¢a yiiksek bir hastalik olup bir¢ok
kardiyovaskiiler patolojiler agisindan risk teskil eden bir hastaliktir. Tan1 koyulan hastalarin
yaklasik %90’1na esansiyel hipertansiyon tanisi koyulmaktadir. 20 yas {stii tilke niifusunda
prevalans yaklasik olarak %30 olarak bildirilmektedir. Etiyolojisi hala tam olarak
netlestirilememekle beraber hipertansif bozukluga yol agan bazi faktorler aydinlatilmistir.
Bununla birlikte hipertansiyon psikolojik ve fizyolojik strese maruz kalan kisilerde daha
fazla goriilmektedir. Stres bireyin tehdit durumunda fizyolojik ve psikolojik yanit olarak
gelistirdigi, sempatik otonom sistemi etkileyen bir durumdur. Bir¢ok hastaligin
etiyolojisinde rol oynayan stres, kardiyovaskiiler hastaliklarin mortalite ve insidansinda da
ciddi bir etkiye sahiptir. Fizyolojik stres, dis ortamdaki veya viicudun kendi i¢indeki
degisikliklerin neden oldugu hiicresel veya doku sivilarinda kimyasal veya fiziksel bir
dengesizlik. Fizyolojik stres olarak da hipertansiyonda 6zellikle Sodyum-inorganik fosfat

dengesinin bozulmasi sayilabilir.

Hipertansiyon multifaktoriyel bir hastalik oldugu icin, ¢evresel faktorlerin
dislanmasi adina yapilan ikiz caligmalar1 kiymetlidir. Hipertansiyonun arka planinda yer
alan renin-anjiyotensin sisteminin bilesenleri, sempatik sinir sistemi, bobrek fonksiyonu ve
elektrolitlerin atilmasindaki gibi faktdrlerde kalitsaldir. Bu nedenle hem ¢evresel faktorlerin
hem de genetikle iligkilendirilen ve hipertansiyon etiyolojisinde 6nemli faktorlerin elemine
edilmesinde ikiz galismalar1 ¢ok 6nemlidir. Ikiz galigmalarinda, hipertansiyonun genetik

mekanizmasi hakkinda daha 6nce yapilan bilimsel ¢alismalar ¢ok degerlidir.

Polimorfizmler, hastalik gelisimi, hastalik yanit1 ve gozlenen ilag yan etkileri i¢in
farkli risk faktorlerinden sorumludur. Son birka¢ yilda genetik ve protein varyantlarinin
incelenmesine izin veren genom c¢apinda iliskilendirme calismalart (GWAS),
polimorfizmler arasindaki patolojik iligkileri aydinlatmak i¢in 6nemlidir. Hipertansiyon gibi
etiyolojisi tam anlasilmamis hastaliklarda GWAS ile belirlenen bu bolgelerin klinik
korelasyonun belirlenmesi ile kisisellestirilmis tip yoniine dogru ilerleme kaydedilmektedir.

Castor Cinko Parmak (CASZI1) genindeki polimorfizmler genomik iliskilendirme

caligmalar1 sonucunda kan basinci, hipertansiyon, vendz yetmezlik ve migren ile
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iliskilendirilmistir. CHARGE Pharmakogenetik Arastirma Grubunun Avrupa kokenli 10
kohort (EA) ve Afrika kokenli 5 kohort (AA) ilizerinde yaptiklart ¢aligmada, CASZI
rs12046278 varyasyona sahip Avrupa kokenli bireylerde T alleli tasiyicilarinin
hipertansiyona riskinin diisiik oldugunu buldular. Bu c¢alismada CASZ1 rs12046278 T
tastyicilarinin hipertansiyona karsi koruyucu allel oldugu ve riski 0.71 kat azalttig:
bulunmustur. Calismamizda, allel frekansi ve allel pozitifliginin hipertansiyon riskine kars1
istatisel olarak koruyucu bir etkisi bulunmamistir. Bununla beraber, CASZ1 rs12046278
acisindan Tiirk populasyonunda heterozigot Ustiinligii durumu géziikmektedir. Heterozigot
genotipine sahip olan bireyler, yabanul tipteki genotiplere gore daha az hipertansiyon riskine

sahiptir [Odds_ratio=0.59; %95 CI: 0.355-0.966, p=0.035].

Calismamizda, rs880315 polimorfizminin Tiirk Populasyonunda hipertansiyon riski
acisindan iligkisi incelenmistir. Sonuc¢larimiza gore, hasta ve kontrol grubunda allel
frekansinda meydana gelen farkin, hipertansiyon riskine etkisi bulunmamistir. Benzer
sekilde allel pozitifligi de hipertansiyon riski ic¢in istatistiksel bir anlamlilik ifade
etmemektedir. Hem homozigotlarin birbiri ile karsilastirilmasinda hemde heterozigot

istlinliiglinde hipertansiyon riskinde artis yada azalma durumu gézitkmemektedir.

Literatiirde, Lewy ve arkadaslarinin Asya popiilasyonunda CASZ1’in rs880315
varyasyonunu sitastolik kan basinci ile iligkili bulmustur (p=2.1x10-7). Takeuchi ve
arkadaglari, CASZ1 rs880315 varyasyonunun Japon popiilasyonunda 1.18 kat artisa neden

oldugunu gostermistir.

CASZ1rs880315 varyasyonu i¢in Asya populasyonunda, allel frekanlari bakimindan
incelendiginde “T” yabanil allel frekans1 0.40 iken; Avrupa populasyonunda T allel frekans1
0,65 dir. Tiirk populasyonun alel dagilimi incelendiginde, Avrupa populasyona benzer allel
dagilimina sahiptir. Literatiirdeki “T” yabanil allel agisindan frekanslardaki benzenlik
bakimindan Asya populasyonundan uzak olmamiz agisindan, literatiir verilerindeki iligkiyi
bulmamamiz literatiirle uyumludur.

Klotho (KL) geni literatiirde yaslanmaya bagli hastaliklarla, 6zelliklede yasa bagl
kognigtif bozukluklarla iliskilendirilmistir. Literatiirde, yaslanmaya bagli homeostesinin
bozulmast nedeniyle Klothonun kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 ile de iliskili

olabilecegini 6ne siirmektedir (Ni vd, 2021). Bu kapsamda bizde, Klothonun hipertansiyon
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ile iliskini aragtirmak istedik. Bu kapsam literatiirsel oriintii su sekilde kurulmustur. KL
aslinda fibroblast growth factor (FGF) 23 sinyal mekanizmasinda kofaktor olarak rol oynar
ve ¢esitli mekanizmalar ile klotho geninin fazlalig1 fosfor atilimini arttirir. Diyetteki fosfor
fazlalig1 bircok mekanizma ile hipertansiyon tesvik eder. Klotho gen anlatiminin azalmasi,
ya da gen anlatimina etki edebilecek polimorfizmler gibi durumlarda kandaki fosfor miktar
artmaktadir. Bu kapsamda KL geninde, gen anlatimin1 bozacak ya da promotor bolgeye
diizenleyici proteinlerin baglanmasina neden olacak polimorfizmler hipertansiyonu
tetikleyebilir. Biz ¢alismamizda, Klotho geninde Rs9536314 ve Rs9527025 olmak tizere iKi

ayr1 varyasyonun hipertansiyon ile iliskisini aragtirdik.

Hipertansiyon stresle tetiklenmektedir ve Klothonun serumdaki miktar1 yiiksek
stresli yetiskinler daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu kapsamda acaba strese bagli Klotho
anlatiminin artmasi, hipertansiyonu da tetikler mi? Ayrica Klotho Rs9536314 varyasyonun
hipertansiyon ile iligkisinde kalsiyum-fosfat mekanizmasindaki diizenleyici rolii nedeniyle

daha ¢ok bobrek fonksiyonlari tizerinden iliskilendirilmistir (Prather vd, 2015).

Citterio ve arkadaglart KL rs9536314 varyasyonu, daha once tedavi gérmemis
hipertansiyonlu hastalarda tuza duyarli hipertansiyon ile iliskilendirmistir. Bizim
calismamizda primer hipertansiyon hastalarinda yapilmis ve sekonder hipertansiyon riski
olan hipertansiyon hastalar1 diglanmistir. Primer hipertansiyonlu hastalarimizin bobrek

fonksiyonlarinda da sorun yoktur.

Sonuglarimiza gore, hasta ve kontrol grubunda allel frekansinda meydana gelen
farkin, hipertansiyon riskine etkisi bulunmamugstir. Benzer sekilde allel pozitifligi de
hipertansiyon riski i¢in istatistiksel bir anlamlilik ifade etmemektedir. Bizim ¢alismamizda
benzer sekilde, rs12046278 varyasyonunda T allel tagiyiciligindan ziyade heterozigotlugun
koruyucu etkisi gozlenmistir. Calisma sonuglarimiza gore heterozigot istiinliigii durumu
goziikmektedir. Heterozigot genotipine sahip olan bireyler, yabanil tipteki genotiplere gore
daha 0.43 kat [%95 C.1.=0.22-0.82, p: 0.009] az hipertansiyon gelismesi riskine sahiptir.

Tirk popiilasyonunda hem Klotho 1s9527025 polimorfizminin  Tiirk

popiilasyonundaki dagilimi hem de hipertansiyon ile riski degerlendirilmistir. Tiirk

popiilasyonunda allel frekanst hesaplandiginda, hem saglikli goniillilerde hem de
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hipertansif katilimcilarda G allelinin siklig1 0.87 olarak hesaplanmistir. Sonuglarimiz
incelendiginde, hasta ve kontrol grubu agisindan allel frekansinda bir degisim yoktur.
Dolayisiyla, allel pozitifligininde hipertansiyon riski ile iliskisi bulunmamustir. Allel
dagilimlarinda oldugu gibi genotip frekanslariin dagiliminda istatistiksel olarak bir fark
hesaplanmamustir. Literatiirde KL rs9527025 polimorfizmi Alzheimer, Cogniftif hastaliklar,
psikolojik stres ve bobrek hastalarinda kardiyovaskiiler harici 6liimle ile iligkilendirilmistir.
Literatiirde ilk defa bizim ¢alismamizda bu varyasyonun hipertansiyon ile iliskisi hakkiinda

bir aragtirma yapilmis ve iliskili bulunamamustir.

Diinya Saglik Orgiitii'niin acgiklamalarma gére “Bireylerin Hipertansiyondan”
korumalar1 hayati dnem tasimaktadir. Ayrica, Diinya ilag devlerinin ise 2030°da etkin olarak
kisisellestirilmis tip ile ila¢ pazarina girme hedefleri bulunmaktadir. S6z konusu hedefleri
gerceklesirse, Tiirk populasyonuna iligkin klinik veri ile korelasyonu yapilan genetik ¢alisma
olmadig icin Tirkiye’de geleneksel ilag tiiketimi devam edecektir. Bu tez ¢aligmasindan
elde edilen sonuglar ile Tiirk popiilasyonunda hipertansiyon i¢in riski olusturabilecek

CASZ1 ve KL genlerindeki yaygin polimorfizmlerin iliskisi belirlenmistir.
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EKLER

EK 1
HASTA GRUBU DNA KONSANTRASYON VE SAFLIK OLCUMLERI

Sira ng/pL A260/280 | A260/230
Y-HT-HASTA-1 43,30 1,26 2,25
Y-HT-HASTA-2 74,90 1,65 2,17
Y-HT-HASTA-3 36,20 1,21 1,37
Y-HT-HASTA-4 35,60 1,28 1,98
Y-HT-HASTA-5 23,65 1,35 1,71
Y-HT-HASTA-6 45,95 1,15 1,11
Y-HT-HASTA-7 35,65 1,78 4,51
Y-HT-HASTA-8 12,15 1,85 0,88
Y-HT-HASTA-9 34,85 1,92 4,77
Y-HT-HASTA-10 39,75 2,24 2,71
Y-HT-HASTA-11 63,85 1,43 1,71
Y-HT-HASTA-12 18,90 1,57 1,60
Y-HT-HASTA-13 70,10 1,76 2,07
Y-HT-HASTA-14 31,20 1,26 0,82
Y-HT-HASTA-15 26,50 1,53 2,70
Y-HT-HASTA-16 83,60 1,47 0,97
Y-HT-HASTA-17 33,80 1,78 4,00
Y-HT-HASTA-18 25,00 1,68 2,67
Y-HT-HASTA-19 53,35 1,68 1,26
Y-HT-HASTA-20 38,35 1,63 1,84
Y-HT-HASTA-21 47,35 1,62 1,94
Y-HT-HASTA-22 34,25 1,59 2,49
Y-HT-HASTA-23 68,25 1,45 2,04
Y-HT-HASTA-24 21,75 1,38 1,89
Y-HT-HASTA-25 24,15 1,48 2,52
Y-HT-HASTA-26 75,00 1,79 1,96
Y-HT-HASTA-27 51,10 1,81 2,24
Y-HT-HASTA-28 30,40 1,80 4,00
Y-HT-HASTA-29 108,00 1,88 2,67
Y-HT-HASTA-30 63,20 1,79 1,01
Y-HT-HASTA-31 34,30 1,78 2,15
Y-HT-HASTA-32 117,70 1,57 0,98
Y-HT-HASTA-33 185,70 1,82 2,01




EK 1’in Devami

Y-HT-HASTA-34 81,20 1,55 1,66
Y-HT-HASTA-35  |45,00 1,32 1,12
Y-HT-HASTA-36 48,20 1,35 1,49
Y-HT-HASTA-37 /38,80 1,31 1,73
Y-HT-HASTA-38 | 34,50 1,21 1,48
Y-HT-HASTA-39 | 25,50 1,71 3,47
Y-HT-HASTA-40 32,20 1,30 1,38
Y-HT-HASTA-41 | 25,30 1,34 1,99
Y-HT-HASTA-42 44,90 1,84 3,83
Y-HT-HASTA-43 32,90 1,23 1,97
Y-HT-HASTA-44 47,80 1,21 1,48
Y-HT-HASTA-45 140,90 1,45 1,85
Y-HT-HASTA-46 | 62,40 141 1,27
Y-HT-HASTA-47 13,95 1,29 0,53
Y-HT-HASTA-48  |45,85 1,46 1,32
Y-HT-HASTA-49 13,05 1,08 0,46
Y-HT-HASTA-50 /100,95 1,52 1,56
Y-HT-HASTA-51  |88,75 1,45 1,42
Y-HT-HASTA-52 | 104,55 1,52 1,55
Y-HT-HASTA-53  |51,05 1,35 1,75
Y-HT-HASTA-54 48,90 1,84 2,69
Y-HT-HASTA-55  |27,90 1,75 2,98
Y-HT-HASTA-56 | 37,40 1,80 2,99
Y-HT-HASTA-57 | 53,60 1,57 1,28
Y-HT-HASTA-58  |57,60 1,91 2,16
Y-HT-HASTA-59  |19,00 1,58 8,83
Y-HT-HASTA-60  |37,00 1,76 5,97
Y-HT-HASTA-61 | 29,05 1,53 1,22
Y-HT-HASTA-62 44,95 1,46 1,30
Y-HT-HASTA-63 42,35 1,37 1,09
Y-HT-HASTA-64 11,05 1,26 1,48
Y-HT-HASTA-65 10,35 1,25 0,57
Y-HT-HASTA-66 | 23,65 1,77 1,05
Y-HT-HASTA-67 38,75 1,48 2,03
Y-HT-HASTA-68 | 20,55 0,69 1,07
Y-HT-HASTA-69  |32,25 1,60 1,58
Y-HT-HASTA-70 | 20,05 2,40 10,76
Y-HT-HASTA-71 50,45 1,22 1,42




EK 1’in devami

Y-HT-HASTA-72 27,05 1,14 0,65
Y-HT-HASTA-73 4125 1,32 1,30
Y-HT-HASTA-74 3495 (1,40 1,44
Y-HT-HASTA-75 29,10 1,84 12,13
Y-HT-HASTA-76 29,40 1,89 8,65
Y-HT-HASTA-77 31,20 1,29 1,06
Y-HT-HASTA-78 17,20 |1,50 1,83
Y-HT-HASTA-79 4590 1,19 0,78
Y-HT-HASTA-80 48,40 |1,51 3,47
Y-HT-HASTA-81 2090 [1,36 0,91
Y-HT-HASTA-82 53,70 1,42 1,38
Y-HT-HASTA-83 4560 11,45 1,46
Y-HT-HASTA-84 20,10 |1.21 0,63
Y-HT-HASTA-85 73,00 [1,48 1,45
Y-HT-HASTA-86 55,40 131 1,42
Y-HT-HASTA-87 19,20 (141 1,36
Y-HT-HASTA-88 31,30 (1,34 1,45
Y-HT-HASTA-89 84,05 1,49 1,61
Y-HT-HASTA-90 108,55 |1,65 1,87
Y-HT-HASTA-91 39,75 1,26 1,94
Y-HT-HASTA-92 22,95 1,27 1,28
Y-HT-HASTA-93 40,05 131 1,66
Y-HT-HASTA-94 93,25 [1,42 1,34
Y-HT-HASTA-95 96,45 [1,60 1,96
Y-HT-HASTA-96 41,20 11,43 2,26
Y-HT-HASTA-97 66,30 1,43 1,78
Y-HT-HASTA-98 29,20 [1,35 5,84
Y-HT-HASTA-99 57,10 1,36 1,75
Y-HT-HASTA-100 76,50 1,15 0,97
Y-HT-HASTA-101 52,40 [1,36 1,77
Y-HT-HASTA-102 61,80 [1,31 1,62
Y-HT-HASTA-103 1455 1,29 4,01
Y-HT-HASTA-104 9435 |1,37 1,60
Y-HT-HASTA-105 50,85 (1,44 1,06
Y-HT-HASTA-106 39,85 141 3,91
Y-HT-HASTA-107 43,15 111 1,56
Y-HT-HASTA-108 74,15 [1,30 1,53
Y-HT-HASTA-109 86,45 [1,68 1,74




Fk 1’in devami

Y-HT-HASTA-110 87,55 (1,37 1,06
Y-HT-HASTA-111 26,15 [1,27 1,97
Y-HT-HASTA-112 63,45 (1,33 1,42
Y-HT-HASTA-113 65,25 (1,28 1,38
Y-HT-HASTA-114 28,05 [1,15 1,63
Y-HT-HASTA-115 39,55 [1,46 3,51
Y-HT-HASTA-116 46,45 1,62 4,66
Y-HT-HASTA-117 570 [1,35 2,42
Y-HT-HASTA-118 21,70 (1,43 2,61
Y-HT-HASTA-119 15,60 [1,28 1,08
Y-HT-HASTA-120 121,40 |1,76 2,00
Y-HT-HASTA-121 39,50 [1,31 2,10
Y-HT-HASTA-122 17,90 (1,28 8,52
Y-HT-HASTA-123 66,80 [1,51 1,55
Y-HT-HASTA-124 21,30 (1,42 1,61
Y-HT-HASTA-125 84,90 |146 1,57
Y-HT-HASTA-126 11,30 [1,40 1,71
Y-HT-HASTA-127 33,55 [1,42 2,96
Y-HT-HASTA-128 84,90 (1,36 1,40
Y-HT-HASTA-129 38,70 (1,41 2,66
Y-HT-HASTA-130 40,95 [1,34 1,65
Y-HT-HASTA-131 61,05 [1,38 1,37
Y-HT-HASTA-132 10,45 [1.42 4,40
Y-HT-HASTA-133 3455 (1,21 1,71
Y-HT-HASTA-134 63,65 [1,41 1,13
Y-HT-HASTA-135 4575 [1,20 1,57
Y-HT-HASTA-136 40,10 [1,34 1,34
Y-HT-HASTA-137 27,80 [1,15 1,66
Y-HT-HASTA-138 56,70 [1,19 1,18
Y-HT-HASTA-139 32,60 [1,27 1,26
Y-HT-HASTA-140 2510 [1,34 1,85
Y-HT-HASTA-141 36,90 [1,66 1,40
Y-HT-HASTA-142 17,80 [1,26 1,09
Y-HT-HASTA-143 29,40 (1,40 1,08
Y-HT-HASTA-144 48,30 |1,64 1,32
Y-HT-HASTA-145 27,70 [1,35 0,75
Y-HT-HASTA-146 34,60 [1,65 2,75
Y-HT-HASTA-147 18,48 1,35 0,88




Fk 1’in devami

Y-HT-HASTA-148 18,31 |1,66 0,74
Y-HT-HASTA-149 1584 [1,15 0,68
Y-HT-HASTA-150 28,03 |1,55 0,7
Y-HT-HASTA-151 16,42 1,56 0,66
Y-HT-HASTA-152 16,11 1,39 0,93
Y-HT-HASTA-153 17,06 |1,33 0,67
Y-HT-HASTA-154 14,87 1,33 1,04
Y-HT-HASTA-155 1578 1,74 0,84
Y-HT-HASTA-156 25,08 |14 0,67
Y-HT-HASTA-157 14,83 |1,52 0,67
Y-HT-HASTA-158 23,36 [1,44 0,75
Y-HT-HASTA-159 25,44 11,49 0,97
Y-HT-HASTA-160 1519 1,39 0,86
Y-HT-HASTA-161 80,04 [143 0,68
Y-HT-HASTA-162 22,63 |1,34 0,94
Y-HT-HASTA-163 29,81 |1,63 0,88
Y-HT-HASTA-164 2562 |11 1,01
Y-HT-HASTA-165 19,7 1,36 0,64
Y-HT-HASTA-166 1563 |1,36 0,84
Y-HT-HASTA-167 19,76 148 1,76
Y-HT-HASTA-168 4366 1,44 0,89
Y-HT-HASTA-169 31,78 |1,14 0,93
Y-HT-HASTA-170 22,8 1,49 1,24
Y-HT-HASTA-171 27,46 1,28 08
Y-HT-HASTA-172 956 |1,01 0,47
Y-HT-HASTA-173 28,54 1,44 0,83
Y-HT-HASTA-174 29,28 1,32 0,74
Y-HT-HASTA-175 19,76 |1,11 0,47
Y-HT-HASTA-176 10,56 |1,11 0,38
Y-HT-HASTA-177 932 044 0,82
Y-HT-HASTA-178 23,37 |1,29 0,43
Y-HT-HASTA-179 22,35 [1,18 1
Y-HT-HASTA-180 37,86 |1,39 0,57
Y-HT-HASTA-181 44,57 1,43 0,81
Y-HT-HASTA-182 40,68 1,53 0,92
Y-HT-HASTA-183 51,05 |1,42 0,62
Y-HT-HASTA-184 36,84 |1,42 0,69
Y-HT-HASTA-185 13,33 |1,15 0,63




Fk 1’in devami

Y-HT-HASTA-186 2514 |1,57 0,65
Y-HT-HASTA-187 25,75 |1,59 0,74
Y-HT-HASTA-188 19,83 1,38 0,82
Y-HT-HASTA-189 9,19 2,21 0,39
Y-HT-HASTA-190 16,15 [1,63 1,14
Y-HT-HASTA-191 36,5 1,7 1,33
Y-HT-HASTA-192 34,05 |2,63 0,74
Y-HT-HASTA-193 1555 [1,32 0,66
Y-HT-HASTA-194 14,75 12,2 0,17
Y-HT-HASTA-195 4795 11,68 0,17
Y-HT-HASTA-196 21,25 131 0,74
Y-HT-HASTA-197 16,05 |12 0,53
Y-HT-HASTA-198 13,05 (1,21 0,43
Y-HT-HASTA-199 22 1,29 0,77
Y-HT-HASTA-200 15,8 14 0,64
Y-HT-HASTA-201 28,9 0,99 0,27
Y-HT-HASTA-202 12,2 1,39 0,56
Y-HT-HASTA-203 10,3 1,23 0,44
Y-HT-HASTA-204 8,7 13 0,87
Y-HT-HASTA-205 13,6 1,28 0,53
Y-HT-HASTA-206 15 1,31 0,48
Y-HT-HASTA-207 24,6 1,55 1,36
Y-HT-HASTA-208 52,9 1,37 0,66
Y-HT-HASTA-209 14,6 1,08 0,33
Y-HT-HASTA-210 9,5 1,32 0,53
Y-HT-HASTA-211 2,2 1,37 0,7

Y-HT-HASTA-212 10,6 1,34 0,77
Y-HT-HASTA-213 31,2 1,45 1,07
Y-HT-HASTA-214 1435 |[151 1,06
Y-HT-HASTA-215 9,5 1,32 0,53
Y-HT-HASTA-216 12,6 1,21 1,36
Y-HT-HASTA-217 11,11 1,29 0,66
Y-HT-HASTA-218 13,20 |14 0,33
Y-HT-HASTA-219 9,2 0,99 0,53
Y-HT-HASTA-220 9,5 1,39 0,7

Y-HT-HASTA-221 5,5 1,23 0,39
Y-HT-HASTA-222 3,8 1,3 1,14
Y-HT-HASTA-223 7,6 1,31 1,33
Y-HT-HASTA-224 12,6 1,2 0,74
Y-HT-HASTA-225 9,5 1,21 0,66
Y-HT-HASTA-226 11,23 1,29 0,56

Vi




EK 2
KONTROL GRUBU DNA KONSANTRASYON VE SAFLIK OLCUMLERI

Sira ng/pL A260/280 A260/230
Y-Kontrol-1 23,50 1,36 1,38
Y-Kontrol-2 51,40 1,30 0,55
Y-Kontrol-3 22,40 1,39 1,07
Y-Kontrol-4 20,50 1,38 0,61
Y-Kontrol-5 32,40 1,25 1,36
Y-Kontrol-6 32,60 1,52 1,10
Y-Kontrol-7 55,80 1,25 0,47
Y-Kontrol-8 84,50 1,60 1,31
Y-Kontrol-9 19,55 1,12 0,76
Y-Kontrol-10 28,40 1,48 1,24
Y-Kontrol-11 42,50 1,49 0,71
Y-Kontrol-12 15,40 1,54 4,10
Y-Kontrol-13 21,50 1,24 1,46
Y-Kontrol-14 79,10 1,45 1,18
Y-Kontrol-15 36,25 1,72 7,05
Y-Kontrol-16 20,85 1,22 2,65
Y-Kontrol-17 53,65 1,22 0,97
Y-Kontrol-18 43,95 1,48 1,91
Y-Kontrol-19 34,25 1,20 0,93
Y-Kontrol-20 30,15 1,21 0,95
Y-Kontrol-21 67,45 1,03 0,66
Y-Kontrol-22 23,15 1,12 2,12
Y-Kontrol-23 17,65 1,31 1,22
Y-Kontrol-24 11,25 1,43 1,00
Y-Kontrol-25 40,65 1,50 1,25
Y-Kontrol-26 27,55 1,49 2,44
Y-Kontrol-27 92,45 1,48 1,40
Y-Kontrol-28 29,60 1,14 0,44
Y-Kontrol-29 87,00 151 2,32
Y-Kontrol-30 70,50 1,34 1,33
Y-Kontrol-31 61,20 1,32 0,99
Y-Kontrol-32 59,20 1,39 1,76
Y-Kontrol-33 46,90 1,46 2,79
Y-Kontrol-34 39,30 1,75 4,86
Y-Kontrol-35 62,75 1,32 0,58
Y-Kontrol-36 61,25 1,67 1,49
Y-Kontrol-37 40,55 1,53 1,72

Vil



Fk 2’nin devami

Y-Kontrol-38 39,65 1,47 1,39
Y-Kontrol-39 33,65 1,45 4,65
Y-Kontrol-40 34,25 1,45 2,82
Y-Kontrol-41 34,65 1,09 0,41
Y-Kontrol-42 60,50 1,68 2,65
Y-Kontrol-43 41,90 1,20 0,80
Y-Kontrol-44 33,00 1,46 1,50
Y-Kontrol-45 23,15 1,12 2,12
Y-Kontrol-46 17,65 1,31 1,22
Y-Kontrol-47 11,25 1,43 3,20
Y-Kontrol-48 40,65 1,50 1,25
Y-Kontrol-49 27,55 1,49 2,44
Y-Kontrol-50 92,45 1,48 1,40
Y-Kontrol-51 29,60 1,14 0,44
Y-Kontrol-52 32,40 1,52 1,36
Y-Kontrol-53 32,60 1,25 1,10
Y-Kontrol-54 55,80 1,60 0,97
Y-Kontrol-55 84,50 1,12 1,91
Y-Kontrol-56 19,55 1,48 0,93
Y-Kontrol-57 87,00 1,49 0,95
Y-Kontrol-58 70,50 1,54 0,66
Y-Kontrol-59 61,20 1,24 2,12
Y-Kontrol-60 59,20 1,45 1,22
Y-Kontrol-61 46,90 1,46 1,00
Y-Kontrol-62 27,3 1,8 0,56
Y-Kontrol-63 25,2 1,59 0,68
Y-Kontrol-64 18,41 1,4 0,88
Y-Kontrol-65 17,78 1,68 0,77
Y-Kontrol-66 24,35 1,3 1,05
Y-Kontrol-67 28,86 1,46 0,63
Y-Kontrol-68 23,73 1,54 0,97
Y-Kontrol-69 31,05 1,49 0,9

Y-Kontrol-70 32,31 1,48 0,74
Y-Kontrol-71 21,59 1,36 0,62
Y-Kontrol-72 20,16 1,3 0,86
Y-Kontrol-73 11,5 1,11 0,63
Y-Kontrol-74 23,98 1,53 0,81
Y-Kontrol-75 40,51 1,45 0,79
Y-Kontrol-76 28,86 1,46 0,81

VI



Fk 2’nin devami

Y-Kontrol-77 23,72 1,49 0,77
Y-Kontrol-78 22,46 1,51 0,74
Y-Kontrol-79 23,36 1,61 0,8

Y-Kontrol-80 26,42 1,86 1,07
Y-Kontrol-81 28,48 1,53 0,79
Y-Kontrol-82 22,92 1,46 0,73
Y-Kontrol-83 17,73 1,97 0,82
Y-Kontrol-84 13,02 1,23 0,63
Y-Kontrol-85 21,89 1,42 0,35
Y-Kontrol-86 21,02 1,76 0,35
Y-Kontrol-87 9,74 1,26 0,64
Y-Kontrol-88 19,14 1,55 0,94
Y-Kontrol-89 12,8 1,3 0,56
Y-Kontrol-90 9,2 1,03 0,73
Y-Kontrol-91 6,32 1,29 0,65
Y-Kontrol-92 7,68 1,13 0,44
Y-Kontrol-93 5,87 1,14 0,47
Y-Kontrol-94 7,71 1,29 0,44
Y-Kontrol-95 9,4 1,15 0,57
Y-Kontrol-96 9,74 1,09 0,47
Y-Kontrol-97 12,27 1,06 0,35
Y-Kontrol-98 52,3 1,86 2,3

Y-Kontrol-99 1,69 0,51 0,44
Y-Kontrol-100 12,15 1,13 0,63
Y-Kontrol-101 12,05 1,81 1,89
Y-Kontrol-102 26,15 1,54 1,11
Y-Kontrol-103 14,15 1,59 0,88
Y-Kontrol-104 31,65 1,82 2,06
Y-Kontrol-105 19,95 1,6 1,01
Y-Kontrol-106 21,8 1,32 0,65
Y-Kontrol-107 7,2 1,05 0,33
Y-Kontrol-108 24,1 1,79 0,68
Y-Kontrol-109 25,2 1,68 0,91
Y-Kontrol-110 17,25 0,72 0,62
Y-Kontrol-111 26,95 1,06 0,37
Y-Kontrol-112 19,65 0,97 0,22
Y-Kontrol-113 50,85 1,82 0,78
Y-Kontrol-114 30,05 1,21 0,69
Y-Kontrol-115 6,35 1,39 0,5




Fk 2’nin devami

Y-Kontrol-116 8,35 1,31 0,42
Y-Kontrol-117 10,05 1,42 0,72
Y-Kontrol-118 6,25 1,26 0,62
Y-Kontrol-119 27,75 1,69 1,74
Y-Kontrol-120 22,95 1,44 1,18
Y-Kontrol-121 21,1 1,25 1,11
Y-Kontrol-122 4,2 1,36 1,29
Y-Kontrol-123 30,8 1,11 1,1

Y-Kontrol-124 13,35 1,59 2,05
Y-Kontrol-125 34,8 1,28 0,95
Y-Kontrol-126 15,15 1,65 1,47




EK 3
ETIK

T.C.
CANAKKALE ONSEKIZ MART UNIVERSITESI REKTORLUGU
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Say1 : E-18920478-050.01.04-2100224881 22.11.2021
Konu : Bagvuru incelemesi(Dog. Dr. MelihaMerve
CICEKLIYURT)

Sayin Dog. Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT

Yiritiiculiiginii yapmis oldugunuz "Castor Cinko Parmak (CASZ1) ve Klotho (KL) Gen
Polimorfizmleri ile Hipertansiyon Hastalig1 Arasindaki {liskinin Arastirilmasi" bashikli 2011-KAEK- 27/2021-
2100142459 no' lu projeniz ile ilgili olarak Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun almig oldugu 03.11.2021 tarih ve
08-13 no' lu karar1 asagidadir.

Bilgilerinize rica ederim.

Karar Tarihi :03.11.2021
Karar No :2021-08

Karar-13) 2011-KAEK-27/2021-2100142459 no’lu arastirma Etik Kurul tyeleri tarafindan
degerlendirilmistir. Proje Yiiriitiiciisii Dog. Dr. Meliha Merve CICEKLIYURT' un ¢alismasi Etik Kurultarafindan
degerlendirilmis olup; yapilan oylamada "ETIK KURUL ONAYINI ALIR" karar1 verilmistir.
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