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Henoch-Schonlein Purpurali Cocuklarda Angiotensin
Konverting Enzim Gen Polimorfizmi

Amag: Henoch-Schonlein purpuralt (HSP) 54 ¢ocukta
anjiotensin konverting enzim (ACE) gen polimorfizminin
hastaligin klinigi, prognozu ve klinik seyri ile olan iligkisini
arastirmak amaciyla ACE geninin insersiyon (I) ve deles-
yon (D) polimorfizmini arastirdik.

Gereg ve Yontem: Hasta kan ornekleri EDTA’[1 tiipe alindi.
Lokosit DNA’st elde edilerek PCR yontemiyle ACE 1/D
polimorfizmleri belirlendi.

Bulgular: Hastalarin tiimiinde ACE genotipleri II, ID ve
DD’nin oranlart sirastyla % 4, % 74 ve % 22 olarak sap-
tandr. Hastalar HSP nefriti olanlar (n=14), HSP’li ve hafif
idrar bulgulari olanlar (n=18) ve bobrek tutulumu olma-
yanlar (n=22) olmak iizere ii¢ gruba ayrildi. ACE genotip-
leri 11, ID ve DD’nin dagilimlar: sirastyla HSP nefritinde
Y7, % 57, %o 36, hafif idrar bulgular: olanlarda % 0, % 89,
% 11; bobrek tutulumu olmayanlarda % 5, % 72, % 23
olarak saptandi. Renal tutulum varligi ile ACE genotipleri
arasinda istatistiksel olarak anlamly bir iligki saptanmadi
(x?=4.39, p=0.356). ACE allelleri I ve D’nin dagilimlar
swrastyla HSP nefritinde % 36 ve % 64, hafif idrar bulgula-
r1 olanlarda % 44 ve % 56, bobrek tutulumu olmayanlarda
ise Y0 41 ve % 59 olarak saptandi. Bobrek tutulumu ile ACE
allelleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski sap-
tanmadt (*=0.500, p=0.780).

Sonug: Bu veriler HSP’li ¢cocuklarda bobrek tutulumu ile
DD genotipi veya D alleli arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliskiyi desteklememektedir. Bununla birlikte D
alleli hastalarin % 96’sinda saptandi ve DD genotipi de
HSP nefritli hastalarda bobrek tutulumu olmayanlara gore
daha yiiksek bulundu. Bu sonuglara gore hastaligin olusu-
munda ve renal tutulumda D allelinin kolaylastirict ve 1
allelinin ise koruyucu faktor oldugunu gosterdik, fakat bu
bulgular: destekleyen daha biiyiik ¢calismalar gereklidir.

Anahtar kelimeler: ACE gen polimorfizmi, Henoch-
Schonlein purpurst
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Angiotensin Converting Enzyme Gene Polymorphism in
Children with Henoch-Schonlein Purpura

Objective: We examined the insertion (I) and deletion (D)
polymorphism of angiotensin converting enzyme (ACE)
gene polymorphism in 54 children with HSP to investigate
the associated with presentation, prognosis and progressi-
on of children with Henoch-Schonlein purpura (HSP).

Materal and Methods: Blood samples were collected from
patients and obtained into EDTA. Genomic DNA from
peripheral blood lymphocytes was purified. The ACE 1/D
gene polymorphism was detected by PCR with primer
sequences derived.

Results: The percent of ACE genotypes 11, ID and DD in all
patients was detected 4 %, 74 % and 22 % respectively.
Patients were divided into 3 groups as HSP nephritis
(n=14), HSP with minor urinary anomaly (n=18) and HSP
without renal involvement (n=22). The distribution of ACE
genotypes 11, ID and DD respectively in HSP nephritis was
7 %, 57 %, 36 %, in HSP with minor urinary anomaly was
0 %, 89 %, 11 %, and in HSP without renal involvement
was 5 %, 72 %, 23 % detected. No association was found
between the ACE genotypes and the presence of renal
involvement (y’=4.39, p=0.356). The distribution of ACE
allels I and D respectively in HSP nephritis was 36 % and 64 %;
in HSP with minor urinary anomaly was 44 % and 56 % and
in HSP without renal involvement was 41 % and 59 % detec-
ted. No association was found between the ACE allels and
the presence of renal involvement (%*=0.500, p=0.780).

Conclusion: In conclusion these results does not support a
statistically significantly association between renal invol-
vement and DD genotype or D allel in children with HSP.
However D allele was detected in 96 % patients and DD
genotype was higher in patients with HSP nephritis than
patients without renal involvement. According these results
we showed that D allel is a facilitative and I allel is a pro-
tective factor for development and renal involvement of
disease. However larger studies are required to confirm
these results.

Key words: ACE gene polymorphism, Henoch-Schonlein
purpura
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GIRiS

Henoch-Schonlein purpurast (HSP), kiigtik damarlari
tutan, etiyolojisi tam olarak bilinmeyen, ¢ocuklarda
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Tablo 1. Hastalarm demografik 6zellikleri ve klinik bulgulari; HSP nephriti olan grup (Grup 1), HSP’li ve hafif idrar bulgular1 olan
grup (Grup 2) ve HSP’li fakat bobrek tutulumu olmayan grup (Grup 3).

Parametreler Tiim hastalar Grup 1 Grup 2 Grup 3
Hasta sayist 54 14 18 22
Erkek/Kadin 31/23 10/4 8/10 13/9
Tant yast (y1l+SS7 9.15+£3.8 11.96£3.5 8,89+3 4 757£34
Deri tutulumu (%) 100 100 100 100
GIS tutulumu (%) 43 50 44 36
Eklem tutulumu (%) 37 36 39 36
Bobrek tutulumu (%) 59 100 100 0
Hafif proteiniiri 33 0 100 0
Nefrotik sinirda proteiniiri 26 100 0 0
Mikroskopik hematiiri 33 0 100 0
Makroskopik hematiiri 26 100 0 0
Bobrek yetersizligi 2 7 0 0
Baslangicta hipertansiyon 7 29 0 0
Bobrek biyopsisinde kresent olmasi 26 100 0 0

HSP: Henoch Schinlein Purpurast, GIS: Gastrointestinal sistem, SS: Standart sapma.

en sik goriilen 16kositoklastik bir vaskiilittir. Bircok
sistemi tutan bir hastalik olmasina karsin en sik cilt,
eklemler ve gastrointestinal sistemi tutar. Bununla
birlikte bobrek tutulumu da sik goriiliir ve bobrek
tutulum derecesi uzun donemde prognozu etkileyen
en onemli bulgudur 2.

Angiotensin konverting enzim (ACE), cinko metalo-
peptidaz enzim ailesinden olup, anjiyotensin I’in
anjiyotensin II’ye doniisiimiinden sorumludur. ACE
geni, 26 ekson iceren 17. kromozomun uzun kolu
tizerinde 21 kb boyutunda bir gen olup, intron 16’da
gosterilen polimorfizm 287 baz ¢ifti parcasinin olup
olmamas ile ekleme (insersiyon), silme (delesyon)
seklinde polimorfizm gosterir. ACE etkinliginin
delesyon tipi polimorfizm i¢in homozigot olan birey-
lerde (D/D) en yiiksek, insersiyon tipi polimorfizm
icin homozigot olan bireylerde ise (I/I) en diisiik
oldugu bilinmektedir ?¥. Dolayisiyla ACE diizeyi
daha yiiksek olan kisiler yani D aleli i¢in homozigot
bireyler anjiyotensin II'ye baglh risklere daha fazla
maruz kalirlar.

Son yillarda ACE gen polimorfizminin hastaliklarla
iligkisini aragtiran ¢ok sayida yayin bulunmaktadir.
ACE geni DD polimorfizmi ile diyabetik nefropati,
fokal segmental glomeriilosklerozis ve Immunglobulin
A nefropatisi gibi hastaliklarini kapsayan ¢ok sayida
bobrek hastaligi ile pozitif bir iligki saptanmigtir ¢,
HSP’li ¢ocuklarda DD genotipi ile kronik bobrek
yetmezligi ve proteiniiri arasinda anlamlh bir iligki
saptanmustir 7®. Ozkaya ve ark.  HSP ve HSP nef-
riti ile ACE gen polimorfizmi arasinda anlamli bir
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iligki olabilecegini gostermiglerdir. Buna karsin
Amoroso ve ark. " HSP’li ¢ocuklarda renal fonksi-
yonlarda progressif bozulma ile ACE I/D polimorfiz-
mi arasinda anlamli bir iligki saptamamigstir. Bu
calismanin amact HSP’li ¢ocuklarda ACE gen poli-
morfizminin hastaligin klinigi, prognozu ve klinik
bulgularla olan iligkisini aragtirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Yaslar1 1.5-17 yil arasinda (ortalama 9.15+3.82) olan
toplam 54 (31 erkek, 23 kiz) HSP’li cocuk calismaya
alindi. Caligma i¢in Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Etik Kurulu onayi1 alindi. Hastalarin
anne veya babalarindan caligmaya katilan c¢ocuklar
icin bilgilendirilmis onam formu alindi. Hastalarin
demografik 6zellikleri ve klinik bulgular: Tablo 1’de
gosterilmigtir. HSP tanisi Amerikan Romatoloji
Dernegi’nin onerilerine gore kondu “V. Tiim hastalar-
da cilt tutulumu mevcuttu. ACE genotipi, idrarda
protein, kreatinin ve kan analizleri yapildi1 ve kreati-
nin klirensi hesaplandi. Tiim hastalarda bagvuru sira-
sinda kan basinct 6lciildii. Hastalar hematiiri ve pro-
teiniirisi olanlar (HSP nefriti) (n=14), mikroskopik
hematiirisi olan ama protiniirisi olmayanlar (hafif
bobrek tutulumu) (n=18) ve hi¢ idrar bulgusu olma-
yanlar (bobrek tutulumu olmayanlar) (n=22) olmak
tizere 3 gruba ayrildi. Caligsma Oncesi ve caligma sira-
sinda higbir hastaya ACE inhibitorii verilmedi.

Hasta kan ornekleri EDTA’1 tiipe alindi. Lokosit
DNA’s1 Miller yontemiyle elde edildi U?. Zee ve
ark. ¥ tarafindan gelistirilen PCR yontemiyle



H. Dursun ve ark., Henoch-Schonlein Purpuralt Cocuklarda Angiotensin Konverting Enzim Gen Polimorfizmi

ACE 1I/D polimorfizmleri belirlendi. Primer dizile-
ri, ACE geninin (17q23) intron 16. bolimi hedef
alinarak secildi. DNA ornekleri (0.4g), (forward)
5’-CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3,
ve (reverse) 5’-GAT GTG GCC ATC ACA TTC
GTC AGA T 3’ primerleri kullanilarak ¢ogaltildi.
Bu primerlerin her birinden 10 pmol alind1 ve 5I
10X Cetus buffer (pH 8.3), 0.5 mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) ve 1.0 unite Taqg DNA poly-
merase (Perkin Elmer Cetus) iceren karisim ekle-
nerek son hacim 50 ml’ye ayarlandi. Bu 6rnekler
otomatik PCR cihazinda (Perkin Elmer 9600
Thermal Cycler); 94 C’de 1 dakika denatiirasyon,
58 C’de 1 dk. “annealing” ve 72 C’de 1 dk. primer
uzamasi iglemi toplam 30 dongii olacak sekilde
¢ogaltildi. ACE gen lokusu PCR iiriinleri agaroz
jel elektroforezinde (% 3 agaroz) 150V’da, 60 dk.
siireyle yiiriitiildii ve oda 1sisinda “ethidium bro-
mid” ile boyandiktan sonra UV altinda goriiniir
hale getirildi (Sekil 1). Serum kretainin Jaffe’s
alkalen pikrat yontemi ile, kan iire nitrojeni ise
iireaz UV test ile ¢aligild.

IpDIDIDPDPIPDDP O ID ID ID ID ID DD DD ID ID ID DD

4 & e

Sekil 1. ACE geninin (17¢23) intron 16’da polimorfizm. % 3
agaroz jelde PCR ile ayristirildi ve ethidium bromid boyama
ile gosterildi (60 dk. ve 150 v).

Tablo 2. HSP’li cocuklarda ACE geninin genotip ve allel siklik-
lari; HSP nefriti (Grup 1), HSP’li ve hafif idrar bulgular:
olanlar (Grup 2) ve HSP’li ve bobrek tutulumu olmayanlar
(Grup 3).

Tiim hastalar Grupl Grup2 Grup3

(n=54) (n=14) (n=18) (n=22)

ACE genotipi

I 2 (% 4) 1(%7) 0(%0) 1(%5)

ID 40 (% 74) 8 (% 57) 16 (% 89) 16 (% 72)

DD 12 (% 22) 5(%36) 2(%11) 5 (% 23)
ACE alleli

I 44 (% 41) 10 (% 36) 16 (% 44) 18 (% 41)

D 64 (% 59) 18 (% 64) 20 (% 56) 26 (% 59)

HSP: Henoch Schonlein Purpurasi, ACE: Anjiotensin konverting
enzim.

Tiim istatistiksel incelemeler SPSS 16.0 istatistik
programinda calisildi. Genotipler, alel frekansi kli-
nik ozellikler ki-kare testi ile degerlendirildi. Odds
orani ve giiven araliklar1 hesaplandi. Yag, biyokim-
yasal degigkenler ve sistolik ve diyastolik kan
basinct Z-skoru, Mann Whitney U testi ile degerlen-
dirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edildi.

BULGULAR

ACE geninin genotip ve allel oranlar1 Tablo 2’de
gosterilmistir. Caligmaya alinan hastalar incelendi-
ginde; hastalarin 2 (% 4)’sinde 11, 40 (% 74)’mda ID
ve 12 (% 22)’sinde DD genotipi saptandi. Genel ola-
rak HSP’li hastalarda II genotipinin ¢ok diisiik oran-
da oldugu saptandi. HSP nefriti olan grupta 1 (% 7)
hastada II, 8 (% 57) hastada ID ve 5 (% 36) hastada
DD genotipi saptandi. Hafif bobrek tutulumur olan
grupta 0 (% 0) hastada II, 16 (% 89) hastada ID ve 2
(% 11) hastada DD genotipi saptandi. Bobrek tutulu-
mu olmayan grupta ise 1 (% 5) hastada II, 16 (% 72)
hastada ID ve 5 (% 23) hastada DD genotipi saptandi.
Bobrek tutulumu ile ACE genotipi arasinda istatistik-
sel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (x*=4.39,
p=0.356). Buna karsin DD genotipi olan HSP nefritli
hastalarda DD genotipi olmayanlara gore istatistiksel
bir anlamlilik olmamakla birlikte proteiniirinin kay-
bolmasinin daha ge¢ diizeldigi gozlemlendi.

HSP nefriti olan grupta 10 (% 36) hastada I ve 18
(% 64) hastada D alleli saptandi. Hafif bobrek tutulu-
mu olan grupta 16 (% 44) hastada I ve 20 (% 56)
hastada D alleli saptandi. Bobrek tutulumu olmayan

Tablo 2. HSP’li cocuklarm ACE genotipine gore demografik
ozellikleri ve klinik bulgulari.

Parametreler I/1 genotipi I/D genotipi D/D genotipi
Hasta sayis1 14 18 22
Erkek/kiz 10/4 8/10 13/9
Tani sirasinda yas1 (y1l+SS) 119635 8.89+34 757+£34
Cilt tutulumu (%) 100 100 100
GIS tutulumu (%) 50 44 36
Eklem tutulumu (%) 36 39 36
Bobrek tutulumu (%) 100 100 0
Hafif proteintiri 0 100 0
Nefrotik sinirda proteiniiri 100 0 0
Mikroskopik hematiiri 0 100 0
Makroskopik hematiiri 100 0 0
Bobrek yetersizligi 7 0 0
Baglangicta hipertansiyon 29 0 0
Bobrek biyopsisinde 100 0 0

kresent olmast

GIS: Gastrointestinal sistem, HSP: Henoch Schénlein Purpurast.
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grupta ise 18 (% 41) hastada I ve 26 (% 59) hastada
D alleli saptandi. Bobrek tutulumu ile ACE allelleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptan-
madi (%*=0.500, p=0.780).

Kan basinct ve kreatinin klirensi her iic grupta da
farklilik gostermedi (p>0.05). Tiim hasta gruplarinin
hastaligin baglangicindaki klinik bulgulari, laboratu-
var bulgular1 ve histopatolojik 6zellikleri ACE geno-
tipine gore Tablo 3’te gosterilmistir.

TARTISMA

Son yillarda yapilan calismalarda, kardiyovaskiiler
ve bobrek hastaliklarin patogenezinde renin-
anjiotensin sisteminin Ozellikle anjiyotensin II'nin
onemli rolii oldugu gosterilmistir. Bu bilgilerin 151-
ginda hipertansiyon, diyabet, vezikolireteral reflii
gibi bircok bobrek hastaliginin ilerlemesi ACE geno-
tipi ile iligkilendirilmistir. ACE genotipi irklar arasin-
da farkli dagilimlar gosterir. I/D polimorfizminin

beyaz 1rkta en sik goriilen genotip oldugu bildirilmis-
tir (416,

Bu calismada ACE gen polimorfizmi ile ¢ocukluk
caginda HSP’nin klinik seyri arasindaki iligki arasti-
rildi. Literatiirde ACE gen D/I polimorfizmi ile IgA
nefropatisi ve diger bazi real hastaliklarin klinik seyri
arasinda iligki oldugunu gosteren caligmalar yayin-
lanmugtir 119, HSP nefriti ile IgA nefropatisinin bazi
hitopatolojik 6zelliklerinin ayni olmasi nedeniyle
IgA nefropatisinde yapilmis calismalara benzer bir
calismay1 bu hasta grubunda yaptik. HSP’li hastalar-
da ID genotipi % 74 ile en yiiksek oranda saptandi, II
genotipi ise sadece 2 hastada gosterildi (Tablo 2).
Gruplara bakildiginda ise DD genotipi HSP nefritli
hastalarda diger gruplara gore daha yiiksek oranda
(% 36) saptandu. Istatistiksel olarak anlaml1 bir bulgu
saptanmamasina karsin, bu calismanin 6nemli bir
sonucu da persistan proteiniiri olan HSP nefritli has-
talarin biiylik oranda DD genotipi tagimalaridir.
Proteiniiri orant DD genotipli hastalarda II genotipli
hastalara oranla 5 kat daha fazla saptandi, buna kar-
sin ID fenotipli hastalarda proteiniiri oran1 DD ve 11
genotipi arasinda bir oarana sahipti. Calismaya alinan
hastalarin sadece 2’sinde II genotipi saptandi. Bu
nedenle II genotipine sahip olmanin HSP i¢in koru-
yucu bir faktor oldugu sdylenebilir. Bu caligmanin
baska bir sonucu proteiniirinin DD genotipli hastalar-
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da DD genotipi olmayanlara gore tedaviye daha geg
yanit verdigi ve zor diizeldigidir. Bu nedenle HSP
nefritli hastalarda D allelinin persistan ve bazen ciddi
proteiniiri ile iligkili oldugu saptanmustir.

Hastaligin D veya I allellerinin frekanslart ile iligkisi-
ne bakildiginda 52 hastada ACE geninin D alleli
saptandi. Bu oran genel populasyondaki D alleli ora-
nina gore ¢ok daha yiiksekti. Buna kargin 42 hastada
ise I alleli saptandi. Hastaligin sistem tutulumlari ve
ozellikle nefropati ile iligkisi hastaligin seyri agisin-
dan son derece nemlidir. Bu nedenle allellerin HSP
nefriti ile iligkisine bakildiginda D alleli nefritli has-
talarda diger hastalara gore daha yiiksek oranda sap-
tandi. HSP nefritli 14 hastanin 13’tinde D alleli sap-
tandi. Istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanma-
masina karsin D allelinin HSP i¢in bir risk faktorii
olabilecegi sdylenebilir.

Sonug olarak, her ne kadar D/D genotipi ve D alleli
istatistiksel olarak HSP’de yiiksek saptanmamis olsa
da HSP hastalarinin % 96’sinda D allelinin bulunma-
st ve DD genotipinin nefritli hastalarda daha yiiksek
oranda saptanmasi D allelinin hastalik icin kolaylas-
tirict, I allelinin ise koruyucu faktor oldugu sonucuna
varilabilir. Ancak, daha genis serili ¢aligsmalarla bu
bulgularin desteklenmesi gereklidir.
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