ARASTIRMALAR (Research Reports)

Vezikoiireteral Reflilye Baglhh Skar Ile
Anjiotensin Donusturucu Enzim Gen
Polimorfizm Iliski

The Relation Between Angiotensin Converting Enzyme Gene
Polymorphism and Renal Scarring with Vesicoureteral Reflux

Yusuf Dumlupinar
Specialist of Pediatric Surgery
Cumbhuriyet University
ysf_dumlupinar@hotmail.com

Levent Cankorkmaz
Asist. Prof. of Pediatric Surgery
Cumhuriyet University

Gokhan Koyliioglu
Prof. of Pediatric Surgery
Cumhuriyet University

Oztiirk Ozdemir
Prof. Of Medical Genetics
Cumhuriyet University
ozdemir615@yahoo.com

Cengiz Giiney
Asist. Prof. of Pediatric Surgery
Cumbhuriyet University,
cguney@cumbhuriyet.edu.tr

This study was | d as oral presentation at the XXVIIth
National Pediatric Surgery Congress, 30 September — 03 October

2009, Malatya, Turkey.

Submitted : March 17, 2009
Revised : July 06, 2009
Accepted : January 05, 2010

' Corresponding Author:

Yard. Dog. Dr. Levent Cankorkmaz
Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi

Cocuk Cerrahi Anabilim Dali
58140 Sivas - Turkey

Phone : +90- 346 2581269

e-mail : Icankorkmaz@gmail.com

Ozet
Giris ve Amag: Vezikolreteral refli (VUR), idrarin mesaneden Ureter ve renal pelvise geri
kagisidir. Anjiotensin donustirict enzim (ACE), basta Renin-Anjiotensin-Aldosteron Sistemi
olmak Uzere, birgok fizyolojik ve metabolik olayda dogrudan ya da dolayh etkili bir ekzopeptidazdir.
Calismanin amaci, VUR'lu gocukta reflii nefropatisi igin ACE gen insersiyon/delesyon (I/D)
polimorfizminin reflt nefropatisi igin bir risk faktori olup olmadigini arastirmaktir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 53 (29 kiz, 24 erkek) VUR’lu hasta ve kontrol grubu olarak 60
saglikli gocuk alindi. ACE gen I/D polimorfizm tipleri olan II, ID, DD genotipleri polimeraz zincir
reaksiyonuyla belirlendi. Hastalara Teknesyum-99m-dimerkaptostksinik asid sintigrafisi (Tc-
99m-DMSA) yapilarak RN arastirildi. Gruplar arasindaki iliski ki-kare testiyle analiz edildi.
Bulgular: Refli nefropatisi olan ve olmayan grupta VUR teshis yasi, Griner anomalinin varlidi,
Uriner sistem infeksiyonu siklidi, tek/cift tarafli VUR olmasi ve ACE gen polimorfizmi arasinda
anlamli iliski goralmedi. Refli nefropatisi ile VUR derecesi arasindaki iliski anlamliydi (p<0,05).
ACE I/D gen polimorfizm dagilimlari hasta ve kontrol grubunda, Reflii nefropatisi olan ve
olmayanlar arasinda benzer bulundu.

Sonug: VUR’Iu hastalarda refli nefropatisinin, ACE gen polimorfizminden bagimsiz oldugu
sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Genetik Polimorfizm; Vezikoiireteral reflii.

Abstract
Objectives: Vesicoureteral reflux (VUR) is the retrograde flow of urine from the bladder to
the ureter. With its pivotal role in the Renin-Angiotensin-Aldosteron System, Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) is an exopeptidase that has an effect in many direct or indirect
physiological and metabolic events. The aim of this study was to investigate whether the ACE
gene I/D polymorphism is a risk factor for reflux nephropathy in children with VUR.
Patients and Methods: The study included 53 (29 girls, 24 boys) patients with VUR and
sixty healthy children constituted the control group. ACE genotypes were determined as II,
ID, and DD using the polymerase chain reaction. Technetium-m99-dimercaptosuccinic acid
scanning was performed for all patients. The association among the groups was analyzed
using chi-square test.

Results: There was no difference between the groups with and without reflux nephropathy
regarding age at diagnosis of VUR, associated urological abnormalities, frequency of urinary
tract infection episodes and the occurrence of bilateral or unilateral VUR. The ACE I/D genotype
distribution were similar between the patient and the control groups and in patients with reflux
nephropathy and those without reflux nephropathy.

Conclusion: ACE gene I/D polymorphism is an independent prognostic indicator of reflux
nephropathy in patients with VUR.

Keywords: Polymorphism, Genetics; Vesico-Ureteral Reflux.
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Giris

Vezikoiireteral reflii (VUR); idrarin iireterovezikal bileske
yetersizligine bagli, mesaneden liretere geriye kagisini
ifade eder. Tanida gecikme ya da yetersiz tedavi sonucu,
tekrarlayan iiriner sistem infeksiyonu (USI), hipertansiyon,
biiyiime-gelisme geriligi, kronik bobrek yetmezligi
gelisebilmektedir (1).

Anjiotensin Doniistiiriicli Enzim (ACE), basta Renin-
Anjiotensin-Aldosteron Sistemi (RAAS) olmak {iizere
bircok fizyolojik ve metabolik olayda etkili bir
ekzopeptidazdir. Anjiotensin II (Agll) ve bradikinin,
kardiyovaskiiler sistem iizerine birgok etkileri olan giiglii
vazoaktif molekiillerdir. ACE geninin 78 polimorfizmi
saptanmustir (2). Bunlarm arasinda en ¢ok inceleneni ACE
insersiyon/delesyon (I/D) polimorfizmidir. Bu
polimorfizmde ACE DD ve II homozigot, ACE ID ise
heterozigottur (3). ACE I/D gen polimorfizminden, DD
homozigot genotipinde, VUR’lu hastalarda renal skar
oraninin arttigini gosteren yayinlar yaninda, anlaml fark
saptanmayan yayinlar da vardir (4-8). Calismamizda,
klinigimizde izlenen VUR’lu ¢ocuklardaki I/D gen
polimorfizmi oranim1 ve VURa ikincil renal skarlanma
ile I/D gen polimorfizmi arasindaki olast iliskiyi arastirdik.

Gere¢ ve Yontemler

Klinigimizde Ocak 2007-Haziran 2008 tarihleri arasinda
VUR tanil1 53 ¢ocuk prospektif olarak izlendi. Caligma
icin Yerel Etik Kurulu onay1 alind1 (2007-8/7).

VUR tanis1 iseme sistoiiretrografisiyle (ISUG) konuldu;
Tc-99m-dimerkapto suksinik asit (DMSA) sintigrafisiyle
renal skar arastirildi. Caligma dncesi gen polimorfizminin
arastirtlmasinin nasil yapilacagi hakkinda ailelere bilgi
verilerek, yazili onay alindi. Caligmada; diisiik derece
reflii, grade I-111, ytiksek derece, grade I'V-V i¢in kullanild.

Hastalardan genomik deoksiribontikleik asit izolasyonu,
periferik kandan, Invitek Invisorb Spin Blood DNA
izolasyon kiti ile yapildi. Sonra sirastyla; polimeraz zincir
reaksiyonu, agaroz jel elektroforezi uygulamasi, revers-
hibridizasyon yontemleri kullanilarak Strip Assay teknigi
ile kardiyovaskiiler hastalik paneli olusturuldu ve striplerin
degerlendirilmesine gecildi. Insersiyon alleline ait bir
prob stripin alt kisminda, delesyon alleline ait bir prob
ise stripin iist kisminda sinyal verecek sekilde tasarlandi.
Hibridizasyon sonrasi insersiyon tipi bandin mevcut
oldugu ve delesyon alleline ait bandin bulunmadig1 bir
strip profili bireyin “insersiyon homozigozitesi” i¢erdigini
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gosterir. Delesyon alleline ait bandin varlig1 ve insersiyon
bandinin yoklugunda “delesyon homozigozitesi” s6z
konusudur. Her iki bandin varlig1 bireyde I/D
heterozigozitesini gostermektedir.

Veriler bilgisayar ortaminda Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) for Windows 16.0 paket
programinda analiz edildi. Analizlerde tanimlayic istatistik
Ol¢iitlerinin yani sira arastirma ve kontrol gruplarinin
karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak alind1.

Bulgular

Calisma grubundaki 53 VUR’lu hastanin, toplam refliilii
renal tinite sayisi, 27’sinde ¢ift tarafli reflii olmak tizere
80 idi. Hastalarin 29°u kiz, 24’1 erkekti. Yas ortalamasi
33 ay (10 giin—10 yas), kizlarda 41,0+3,3 ay, erkeklerde
ise 24,0+3,5 aydi. VUR, hastalarin %86’sinda iiriner
sistem infeksiyonu sonras1 saptandi.

Kontrol grubu ile VUR'lu hastalardaki ACE genotip
dagilimi Tablo I’de verildi. Reflii nefropatisi, 25 olguda
(%47) saptanirken (grup 1), 28 olguda (%53) yoktu (grup
2). Grup 1°de kizferkek oran1 14/11, grup 2°de ise 15/13’tii.
DD homozigot genotip orant grup 1’de %32, grup 2’de
%39 olup, DD homozigot genotipiyle reflii nefropatisi
arasinda iliski saptanmadi (x*=1.12; p>0.05). ACE gen
polimorfizm frekansi Sivas ilinde yasayan kontrol grubu
cocuklarla da benzerdi (x*=3.09; p>0.05). Yiiksek derece
VUR’lu hastalarda genotip frekansi 11:2, ID:9, DD:5
kisi olup, diisitk derece VUR’lu hasta grubuyla
karsilastirildiginda da fark saptanmadi. Diisiik VUR’Iu
renal tinitelere baktigimizda, grade III renal {inite sayisinin
ve RN oraninin grade I ve grade II’den fazla oldugu
saptandi. DD genotip dagiliminda gruplar arasinda fark
yoktu.
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Tablo I. Kontrol Grubu ile VUR'lu Hastalardaki Anjiotensin Donistlriict Enzim Genotip Dagihmi

Anjiotensin Doniistiiriicii Enzim gen polimorfizmi

insersiyon insersiyon delesyon Toplam
homozigot /delesyon homozigot
n % n % n % n
VUR’lu Hastalar 6 11,4 28 52,8 19 35,8 53
Reflii nefropati yok 4 13 11* 28
Reflii nefropati var 2 15 8 25
Kontrol grubu 10 15,9 38 62,3 13** 21,8 53

*DD homozigot genotipiyle reflii nefropatisi arasinda iliski saptanmadi (x*=1.12; p>0.05). **ACE gen polimorfizm frekans1 Sivas ilinde

yasayan kontrol grubu ¢ocuklarla da benzerdi (x*=3.09; p>0.05)

Caligma grubunda, prenatal hidronefroz tanili, atesli USI,
yiiksek dereceli VUR, iiriner anomali, VUR aile dykiisti,
USI tedavisinde gecikme de sorgulandi. VUR derecesi
yiiksek ¢ocuklarda, VUR derecesi diistik olanlara gore,
reflii nefropatisi fazla bulundu (p<0,05). Prenatal
hidronefroz tanili bes hastanin {iglinde hem yiiksek derece
VUR hem de refli nefropatisi vardi. Bu ii¢ hastanin
ikisinde atesli USI olmamasina ragmen RN gelistigi
goriildi. Hastalarda; cift toplayict sistem, iireteropelvik
darlik gibi anomaliler vardi. Cift tarafli VUR’lu olgularmn
cogunlukla yiiksek derece VUR’a sahip oldugu ve sik
USI gecirdigi goriildii. Ayrica VUR'lu kardesi olan dort
hastada yiiksek derece VUR ve reflii nefropatisi saptandi.

USI diisiik derece refliilii hastalarda %55 civarindayken,
caligma grubunun tamaminda %86 idi. Sekiz refliilii renal
iinitenin VUR derecesi diisiilk olmasina ragmen reflii
nefropatisi mevcuttu. Bu hastalarda sik ya da atesli USI
gecirme gibi reflii nefropatisi risk faktorleri vardi ve
yedisinin gen polimorfizmleri ID heterozigot tipindeydi.

Yirmi yedi ¢ift tarafli VUR’lu hastanin 16’sinda refli
nefropatisi olup, bunlarin da 12’si yiiksek derece VUR’lu
renal tiniteye sahipti. Sekiz hasta hem cift tarafli VUR’lu
hem de DD homozigot genotipindeydi. Cift tarafli VUR’Iu
hastalarimizin %59’unda RN mevcut olup, DD genotiple
iliski saptanmadi. Bir yasindan sonra, ¢ift tarafli VUR’lu
hasta saymin azaldigi, ancak reflii nefropatisi oraninin
arttig1 goriildii. USI kizlarda daha fazlaydi. Yenidogan
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déneminde dort ¢ift tarafli VUR’lu kizlardan iicii UST
gecirmisken, erkeklerde USI gériilmemisti. DD genotip
dagilimi; ¢ift tarafli VUR’lu hastalarda, toplam VUR’lu
hastalar ve kontrol grubuyla ayni orandaydi. VURun ¢ift
ya da tek tarafli olmasi reflii nefropatisi oranini
etkilememistir. Cift tarafli diisiik derece VUR’lu hastalarin
DD genotip ve reflii nefropatisi dagiliminda fark goriilmedi.

Tartisma

Gelismis tilkelerde VUR’un ileri tetkiklerinin
yayginlagsmasi ve hastalarin yakin takibiyle son donem
bobrek yetmezligi etiyolojisinde reflii nefropati orani
%5-12 iken, 1995 yilindaki bir yayinda Tiirkiye’deki oran
%32,4 olarak verilmistir (9, 10). Uriner sistem infeksiyonu
nedeniyle arastirilan ve VUR’lu 314 bobrekten 137’sinde
(%44) tan1 konuldugunda reflii nefropati gelismis oldugu
bildirilmisdir (11). Uriner sistem infeksiyonu tanis1 almayan
VUR’lu ¢ocuklarda ise reflii nefropati oran1 %0,4—1,8
arasindadir (12, 13). Calismamizda iiriner sistem
infeksiyonu olan hasta sayis1 46 (%86) olup, tani
konuldugunda hastalarin 20’sinde (%43,4) reflii nefropati
vardi. Tan1 aninda skar oraninin yiiksekligi, iilkemizde
iriner sistem infeksiyonu ve VUR’a zamaninda tani
konulamadiginin géstergesi olabilir. Uriner sistem
infeksiyonu ge¢irmemis hastalarda reflii nefropati orani
%11°di. Bu hastalardan biri hari¢ VUR tani yasi, 3 yas ve
iizeriydi. Bir hastada reflii nefropati gelisen bobrekte
iireteropelvik darlik vardi. Bu hastalar hayatlarinin bir
doneminde iiriner sistem infeksiyonu gecirmis olabilirler.
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VUR’lu hastalarin, kardeslerinde VUR insidans1 %8-32
civarmdadir (14). VUR derecesi yiiksek ve reflii nefropatili
hastalarimizin dérdiinde VUR’lu kardes dykiisii vardi.

Ring ve arkadaslar1 (15) 117 prenatal hidronefroz tanili
yenidoganin 25’inde VUR saptamislardir. Calismada,
dogumda dokuz bdbrekte diffiiz glomeriiloskleroz
saptanmis, dort bobrekte ise segmental glomeriilosklerozun
tiriner sistem infeksiyonu sonrasi gelistigi bildirilmistir.
Dogumsal reflii nefropati ile iiriner sistem infeksiyonu
sonrast VUR tespit oraninda kiigiik bir fark goriilmiistiir.
Caligmamizda dordii erkek biri kiz bes hastamizda prenatal
hidronefroz tanisi mevcut olup, bunlarin {igiinde yiiksek
derece VUR vardi. Dokuz VUR’Iu bébrekten diisiik derece
VUR’lu iki bobrekte bir yil sonraki kontrolde VUR’un
kayboldugu goriildii. Yiiksek derece VUR’lu ve reflii
nefropatili iki hastaya iki tarafli lireteroneosistostomi
uygulandi.

Son yillarda, DD genotipinin VUR’da reflii nefropati igin
risk faktorii oldugu fikri tartisilmaktadir (4-6). VUR ve
reflii nefropatili hastalarda I/D polimorfizm dagilimlarinin
karsilastirildigi ¢alismalarda, Avusturya ve Kuzey
Ispanya’da anlamli iliski goriilmezken (16,17), Ozen ve
arkadadaslarinin (18) Tiirkiye’deki ¢alismalarinda, reflii
nefropatili grupta DD homozigot orani yiiksek
bulunmustur. Digerlerinden farkli olarak Ozen ve
arkadaslar1 grade III ve ilizeri VUR’lu hastalar1
caligmalarina almiglardir. Biz ise tiim derece VUR’lu
hastalari ¢aligmaya aldik.ve DD genotipinin, diisiik derece,
yiiksek derece reflii nefropatili VUR’da ve kontrol
grubundaki oranlar1 sirastyla %33, %31, %22 idi ve
gruplar arasinda fark saptanmadi.

Pardo ve arkadaslari (4) 110 reflii nefropatili, 69 VUR,
27 kronik bobrek yetmezlikli, 40 iiriner sistem infeksiyonu
gecirmis ancak ultrasonografi ve ISUG normal toplam
246 ¢ocukta, VUR ile reflii nefropati arasindaki iliskiyi
arastirmiglar, ACE gen polimorfizmi dagilimlari agisindan
gruplar arasinda fark saptamamislardir. I/D
polimorfizmiyle hipertansiyon, proteiniiri, VUR derecesi,
tek/cift tarafli VUR arasinda da iligki bulamamiglardir.
DD genotipinde ACE serum diizeyi yiiksek bulunurken,
DD genotipli ve ilk semptomu atesli liriner sistem
infeksiyonu olmayan grupta VUR/reflii nefropati arasinda
ise pozitif iliski saptamislardir. Calismamizda, ilk
semptomu atesli liriner sistem infeksiyonu olmayan ve
DD genotipli 11 hastadan dérdiinde reflii nefropati vardi.
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Bu hastalarda ayni zamanda VUR derecesi yiiksek olup
DD genotipiyle reflii nefropati arasinda iliski goriilmedi.

Erdogan ve arkadaslar1 (5), yiiksek derece VUR’lu
hastalariin %80, diisiik derecelilerin ise %34’ tinde reflii
nefropati saptarken; VUR’un tek/¢ift tarafli olmast, iiriner
sistem infeksiyonu siklig1, tiriner sistem anomalisi, VUR’un
teshis yas1 ve aile oykiisii pozitifligiyle reflii nefropati
arasinda iliski saptamamislardir. Ayrica DD genotipli
diisiik derece VUR’1u hastalarda reflii nefropatisi orani
yiiksek bulunmustur (p=0,024). Calismamizda ise yiiksek
derece VUR’lu hastalarda reflii nefropati oran1 %70, diisiik
derecelilerde ise %30’du. Grade I’de reflii nefropati
goriilmezken, grade II’de iki hasta, grade III'te ise alt1
hastada reflii nefropati saptandi. Bu hastalar {i¢ yas ve
iizerinde olup, VUR’u ge¢ saptanan hastalardir. DD
genotipi, grade II’de yok, grade III’te ise iki hastada vardi.
Reflii nefropatisi olanlarda DD genotipi orani, refli
nefropati olmayan hastalarla ve kontrol grubuyla farkl
degildi.

Dudley ve arkadaslart (16) 206 hastanin 11 yillik
izlemlerinde, VUR’lu ¢ocuklarda DD genotipinin reflii
nefropati, proteiniiri ve renal fonksiyon agisindan anlamli
bir iliskisini saptanmamislar ancak hipertansiyon orani
diger iki genotiplilere gore fazla bulunmustur (p=0,01).
Calismamizda ise renal fonksiyon ve hipertansiyon ile
DD genotipi arasinda iliski saptanmadi.

Haszon ve arkadaslari (6) 38’1 diisiik, 39’u yiiksek derece
VUR’lu 77 hastanin, 43 tinde reflii nefropatisi saptamislar
ve DD genotipinin reflii nefropatili grupta, kontrol ve refli
nefropati olmayan gruba oranla daha sik oldugunu
bulmuslardir (sirastyla %44, %23 ve %21; p<0,05).
Anjiotensinojen ve Agt II tip I reseptor allel dagiliminda
VUR’lu hastalarla kontrol grubu arasinda fark yoktu.
Yazarlar, DD genotipi ve D allelinin VUR’da refli
nefropatisi olusumuyla iligkili olabilecegini belirtirken,
Brock ve arkadaslari (7) ile Ozen ve arkadaslar (18) da
benzer sonuglar bildirmislerdir. Caligmamizda, yiiksek
derece VUR’Iu 23 hastanin 16’sinda reflii nefropati vardi,
DD genotipli reflii nefropati olan ve olmayan hastalarin
orani ayni idi (%33); kontrol grubumuzun DD genotip
orant ise %21 idi. Cho ve arkadaslar1 (8) akut piyelonefritli
¢ocuklarda reflii nefropatisi ve ACE gen polimorfizmini
karsilastirmislar ve reflii nefropati i¢in risk faktorlerinin
yas, VUR derecesi, fimbriali E. coli infeksiyonu, gecikmis
tedavi oldugu ama ACE gen polimorfizminin reflii
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nefropatisi igin risk faktorii olmadigi sonucuna
varmislardir. Calismamizda da iiriner sistem infeksiyonu
geciren grupla, gegirmeyenler arasinda ACE gen
polimorfizminin dagilimlar: arasinda fark goriilmemistir.

Hastalarimizda ACE gen polimorfizm dagilimi ve reflii
nefropatisi arasinda anlamli iligki goriilmemis olup
hipertansiyon ve kronik bobrek yetmezligi agisindan daha
uzun stire izlem gerekmektedir. VUR’Iu hastalarin, iligkili
olabilecek baska genetik varyasyonlar acisindan da
incelenmesi yararli olabilir. VUR’a erken tan1 konulmas,
reflii nefropatisi’ne neden olacak risklere kars1 da erken
onlem alinmasini saglayacaktir.
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