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OZET

BOBREK TASI OLUSUMUNDA OSTEOPONTIN rs1126616 GEN
COKYAPILILIGININ ROLU

DALSHAD SALIH MOHAMMED ABDULLAH
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1

Danismani: Yrd. Dog. Dr. Mehri IGCI
Mayis 2014, 44 Sayfa

Bobrek tasi, ¢evresel ve kalitsal etkenlerden kaynaklanan ve g¢ok asamali bir siirecte
olusan, yaklasik %75’1 kalsiyum okzalat (CaOx) kristalleri olan karmasik bir hastaliktir.
Osteopontin geni, 1986 yilinda ilk olarak kiiltiire edilen fare osteosarkom hiicrelerinden
elde edilen cDNA’da tespit edilmistir. Osteopontin geni, insanda 4. kromozom (4q22.1)
tizerinde yer almaktadir. Osteopontin geni, bir ¢ok kollajen olmayan kemik ve dentin
proteinlerini kodlamaktadir. Bu ¢alismada, 92 bobrek tasi hastasinin ve 93 kontrol bireyin
ornegi kullanilmistir. Bobrek tasi hastaligi tiplerine, cinsiyet ve yas gibi klinik 6zelliklerine
gore simiflandirilarak Restiriksiyon Fragmenti Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) teknigi
kullanilarak ¢alisilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, 58 bobrek tasi hastasinda ve 43 kontrol
grubunda CveyaG / CveyaG genotipi goriiliirken, 48 hasta ve 34 kontrol grubu 6rneginde T
| CveyaG genotipi goriilmistir. G ve C niikleotidlerinin varliginin tanimlanmast kesim
enzimi ile miimkiin olmadigindan dolayi, CG niikleotidlerinin ayirt edilmesi miimkiin
olamamistir. Ayrica bu calismada, T/T genotipine rastlanmamistir. Sonuglar ki kare (chi
square) testi ile istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (p<0.05). Sonug¢ olarak,
osteopontin genindeki polimorfizm analizi bobrek tasi olusumu ile iligkili olabilir ve
osteopontin genindeki genetik polimorfizmlerin bobrek tast olusumuna duyarliligi
etkiledigini diisiindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Bobrek tasi, haplotip, Osteopontin, polimorfizm, RLFP



ABSTRACT

THE ROLE OF rs1126616 GENE POLYMORPHISM OF
OSTEOPONTIN IN KIDNEY STONE FORMATION

DALSHAD SALIH MOHHAMED
Master's thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Mehri IGCI
May 2014, 44 Pages

Kidney stone is a complex disease resulting from environmental as well as hereditary
factors and principally composes of approximately 75% calcium oxalate (CaOx) crystals,
which are formed through a multi-step process. Osteopontin gene was identified by
isolating cDNA from cultured rat osteosarcoma cells in 1986. Osteopontin gene located on
human chromosome 4 (4g22.1). This gene encodes several non-collagenous bone and
dentin proteins. In this study, 93 normal control samples and 92 kidney stonedisease
samples that were grouped according to the types of kidney stone disease and clinical
characteristics of patients, including gender and average age were observed with restriction
fragment length polymorphism (RLFP) technique.58 patients and 43 controls displayed the
“C or G” / “C or G” genotype, 48 patients and 34 controls displayed T / “G or C”
genotype. Since there is no appropriate restriction enzyme to recognize the G or C
nucleotide in that position, it could not be possible to discriminate the C-G nucleotides.
Additionally no T/T genotype was observed. The results were found statistically significant
by chi-square test (p < 0.05). In conclusion, the analysis of the polymorphism showed that
OPN gene might be associated with kidney stone formation, and suggesting that genetic
polymorphisms in OPN gene modify individual susceptibility to nephrolithiasis.

Keywords: Kidney stone, Osteopontin, polymorphism, haplotypes, RLFP



1. GIRIS

Bobrek tasi, kalitsal etkenler gibi gevresel etkenlerinde sebep oldugu ve ¢ok asamali bir
siire¢ boyunca olusturulan yaklasik olarak %75 kalsiyum okzalat kristallerinin birikimi
sonucu olusan karmasik bir hastaliktir (1). Bobrek tasi; kalsiyum taglari, iirik asit taglari,
struvit taglar1 ve sistin taglar1 olmak iizere 4 ana grupta siniflandirilmaktadir (2). Kalsiyum
okzalat olusumu, sirasiyla CaOx kristallerinin ¢ekirdeklenmesi, kristallerin toplanmasi ve
saklanmas1 asamalarim1 igermektedir (1). Amerika Birlesik Devletleri’'nde son 30 yilda
bobrek tasi hastaligmmin iki Kkat arttigi bildirilmistir (3). Bobrek tasi hastaliginin
epidemiyolojisini anlamak i¢in tas olusumunun tekrarlama olasilig1 ve risk faktorlerinin
belirlenmesi, toplum diizeyinde bobrek tasi hastaliginin belirlenmesi i¢in 6nemlidir (4).
Bobrek tasi herhangi bir yasta ortaya cikabilir ve tag olusumunun baslangici geng ve orta
yaslarda daha yaygin goriilmektedir (3). Bobrek tasi hastaliginin etiyolojisi ¢evresel ve
kalitsal faktorlerin etkilesiminden kaynaklanan kompleks c¢ok etkenli bir hastaliktir (5).
Yetersiz sivi alimi ve su kaybi, azalmis idrar hacmi ya da idrarda bazi kimyasal
seviyelerinin (okzalat, kalsiyum, iirik asit) ¢ok yiiksek ya da ¢ok az (magnezyum ve sitrat)
miktarda bulunmalarini da iceren durumlar bobrek tasi hastaligi riskini arttirmaktadir (6).
Ayrica, reflli, mediiller siinger bobrek, renal tiibiiler asidoz, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve
genetik anomaliler de bobrek tasi olusum riskini arttirmaktadir (6). Bobrek tasi hastalarinin
idrar analizinde, birgok protein igerdigi bulunmustur ve bu proteinlerin bobrek tasi
olusumunu engelledigi, birgok calismada rapor edilmistir (1). Tamm-Horsfall proteini,
glikozaminoglikanlar, bikunin, calgranulin ve osteopontini igceren birgok makromolekiil,

organik ve inorganik bilesiklerin bobrek tasi olusumunu engelledigi bilinmektedir (1).

Osteopontin (OPN) ayn1 zamanda iiriner tas protein, salgilanan fosfoprotein-1 (SPP-1),
kemik siyalo protein ve erken T-lenfosit aktivasyon-1 (ETA-1) olarak da
isimlendirilmektedir (7). Osteopontin, kemik gelisimi boyunca osteoblastlar tarafindan

minerallestirici matrikse salgilanan fosforillenmis bir glikoproteindir (7).

Osteopontinin tas matriksleri gibi tas olusumunda yer aldigi diisiiniilmektedir (7).
Osteopontin proteini, 16 amino asitlik hidrofobik uyar1 dizisi ve hiicreden salgilanmadan
once translasyon sonrasi degisiklikler iceren 33,352-Da biiyiikliiglinde protein olmak iizere
toplam 317 amino asitlik (34,982 Da) bir proteindir (7). Osteopontin geni insanda 4.

kromozom iizerinde yer almaktadir (4q22.1) (7).



Bu caligmanin amaci, daha oOnceden belirlenen rs1126616 numarali osteopontin gen
polimorfizmi ile bobrek tasi hastalig1 arasindaki iliskiyi polimeraz zincir tepkimesi (PCR)
ve restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP) gibi molekiiler yontemler
kullanarak arastirilmasidir. Bobrek tasi olusumu cok etkenli bir hastalik oldugu igin,
rs1126616 numarali osteopontin gen polimorfizminin bobrek tasi hastalifindaki roliiniin
belirlenmesi, bobrek tasi hastalara tedaviye yonelik uygun yaklasimlar saglamak igin

yardimci olabilir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrekler

Bobrekler kirmizimsi kahverengi olup yaklasik uzunlugu 10 cm, genisligi 5 cm ve kalinlig
ise 2.5 cm’dir (8). Bobreklerin arka yonleri, onlart plevral bosluklardan ayiran diyafram ve
12 ¢ift kaburga ile iligkilidir (8). Bobrekler arka yiizleri ile karin arka duvarini olusturan
kaslardan m. psoas major, m. quadratus lumborum ve m. transversus abdominis’in st
boliimlerine yaslanmis sekilde durmaktadir (8). Bobregin arka yiiziine komsu olan
sinirler subcostal, iliohipogastrik ve ilioinguinal’dir (8). Sag bobregin oOniinde karaciger,
duodenum ve bobrek kolonlar1 yer almaktadir (8). Bu bobrek karacigerden hepatorenal
girinti ile ayrilmaktadir (8). Sol bobrek ise mide, dalak, pankreas ve jejunum ile
iliskilidir (8).

Bobrekler karin bolgesinin arka boliimiinde (posterior), karin zar1 arkasi (retroperitonal)
bolgesinde, 12. gogiis omuru ile 3. bel omurlarmin (T12-L3) diizeyleri arasinda yer
almaktadir (8). Bobreklerin i¢ yiizlerinde bdbrek hilusu denilen oyuk bir kisim
bulunmaktadir (8). Renal hilum bobreklerdeki oyukta bulunan giris kismidir (renal siniis)
(9). Renal siniis (hilus), bobregin arteri, veni, sinirleri ve renal pelvisin bobrek igerisine
girdigi ya da ciktig1 alandir (9). Sol bobrekte bulunan hilum, yaklasitk 5 cm medyan
diizlemden uzak olan transpilorik diizlemin yaninda bulunmaktadir (9). Transpilorik
diizlem, muhtemelen karacigerin yerlesiminden dolay1 sol bobrek kutbundan yaklasik 2,5
cm uzak olan sag bobregin iist kutbuna uzanmaktadir (9). Bobreklerin arka iist kisimlari
11. ve 12. kaburgalar boyunca uzanmaktadir (9). Bobrek diizeyleri solunum ve durus sekli
ile degismektedir (9). Her bir bobrek derin nefes alma sonucu diyaframin hareketi ile dikey
olarak 2-3 cm hareket etmektedir (9). Genellikle genel bobrek ameliyatlart karin duvarinin
arka bolgesinden yapilmakta olup, sag bobregin alt kutbu yaklasik olarak iliak kemigine

bir parmak iist mesafededir (9).

Hilusta, renal damar renal pelvisin 6niinde yer alan renal arterin 6niinde yer almaktadir (8).
Renal siniiste; renal pelvis, kaliksler, damarlar, sinirler ve degisken miktarda yag ile
bulunmaktadir (8). Her bobregin 6ne ve arka yiizeyleri, mediyal (orta) ve lateral (yanal)

kenarlar1 ve alt ve iist kutuplari bulunmaktadir (8).



2.2 Bobrek Fizyolojisi

Bobreklerin temel gorevi katabolizma ya da dogrudan besinlerin yenmesi sonucu
kaynaklanan artik triinlerin kandan siiziilmesini saglamaktir (11). Bu diriinlerin
uzaklastirilmasi onlarin zehirli seviyelerde birikmelerini 6nlemek i¢indir (11). Bobreklerin
ikinci 6nemli gorevi ise kan basinci, kan hacmi ve hiicre disi siviyr normal seviyede
tutmaya calisarak diizenleme yapmaktir (11). Bu diizenleme islemi sivi ve elektrolit
dengesini diizenleyerek ve vazoaktif bilesiklerin iiretilmesiyle rennin anjiotensin sistemi
tarafindan enzimlerin liretilmesi ve salinmasi ile saglanir (11). Kandaki filtreleme islemi
Na*, K*, CI', Ca*2, HCO3,HPO4? gibi iyonlarm ihtiya¢ durumlarma gore tutulmasi ya da

salgilanmasi yoluyla dolagimdaki iyon derisimini diizenler (11).

2.3. Bobrek tasi

Bobrek tasi (nefrolitiazis) bobrekte bulunan kiigiik tas formundadir (12). Taslar viicutta
bazi kimyasallarin biraraya gelmesi sonucu olusmaktadir (12). Bir tas iiriner sistem
icerisinde tasinabilir ya da bobrek igerisinde kalabilir (12). Uriner sistem tas hastali
insanlarda olduk¢a yaygin bir hastaliktir ve iiriner alanda olusan taslarin biiyiik bir kismi
kalsiyum tuzlarinin mineralize olmasiyla olusmaktadir (13). Bobrek tasi hastaligi genetik,
biyokimyasal ve epidemiyolojik risk faktorlerinin birlesimi sonucu olusan ¢ok etkenli bir
hastaliktir (14). Dort tip bobrek tagi bulunmaktadir (14). Bobrek taglarmin en yaygin
olarak goriilen tipi kalsiyum taslaridir (15). Bobrek tasi kadinlarda ve erkeklerde
goriilmesine karsin genellikle erkekler risk grubundadir ve bobrek tasi olusumu geng

kadinlarda da yayginlagmaktadir (14).

Bobrek tasi olusumu; kristal ¢ekirdegin meydana gelmesi, biiyiimesi, kiimelenmesi ve
kristallerin renal tiibiil i¢inde tutulumu gibi asamalar1 iceren kompleks bir islemdir (16).
Bobrek tasi olusum siireci, iiriner proteinleri de iceren cesitli faktorler tarafindan
etkilenebilir (16). Bu faktorler uriner tas olusumunu pozitif yada negatif yonde
etkileyebilirler (16).

Bununla beraber karin boslugunun icerisinde omurga cikintisindan dolayr bobrekler
birbirlerine belirli bir agiyla egik olarak yerlesmislerdir (9) Bu nedenle bobreklerin enine
cap1 radyograftaki goriintiileri kiiciik goriilmektedir (9). Her bdbregin yan boslugu
digbiikey, renal sinus ve renal pelvislerin bulundugu orta kenar ise i¢blikey seklindedir (8).
Bobregin i¢ biikey seklindeki orta kenar1 fasulye sekline benzemektedir (8). Renal pelvis

basik sekilde tiretere kadar uzamaktadir. (9). Renal pelvisin devamu {ireterdir (9). Renal
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pelvisten ¢ikan 2 ya da 3 adet ana kaliks daha sonra kii¢lik kalikslere ayrilir (9). Her kiiglik
kaliks renal papilla tarafindan girintilendirilir (9). Insanlarda renal pelvis kaliksleri
genellikle daraltmaktadir (9). Renal piramitler ve onlarla iliskili korteks bdbreklerin
loblarin1 olusturmaktadir (9). Fetus bobreklerinin dis yiizeyinde loblar goriilebilir ve

dogumdan bir siire sonra da siirebilmektedir (9).

Bobrek

Uretra

Sekil 2.1. Bobrek ve bobrek tasi hastalig.

2.4.Bobrek Taslar1 Cesitleri

2.4.1. Kalsiyum taslar

Kalsiyum taglar1 tiim iiriner taslarin %75-80’ini olusturan bobrek taslarimin en yaygin
tiurtidiir (17). Bu taslarin olusumu igin, idrarda kalsiyum bulunmasi, idrar hacminin
azalmas1 ve sitrat, pirofosfat ve magnezyum gibi inhibitorlerin seviyelerinin azalmasi
onemli risk faktorleridir (17). Kalsiyum taglarmin kalsiyum fosfat ve kalsiyum okzalat
olmak {izere 2 6nemli formu vardir (2). Kalsiyum okzalat taglar1 piiriizli yiizeyinin rengi
acik kahverengiden siyaha dogru degisen, sert yapida ve daha yaygin olarak bulunmaktadir
(17,2). Kalsiyum okzalat taslarinin olusumuna, yiiksek seviyede kalsiyum ve okzalat
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atilmasi neden olmaktadir (17). Kalsiyum fosfat taslar1 ise diiz, ince, yuvarlak ya da
yamuk, ince taneli, yumusak ve yogun yapidadir (17). Kalsiyum fosfat taslari, idrardaki
yiiksek pH, yiiksek alkalin ve kalsiyumun birlesiminden dolay1 olusmaktadir (2).

2.4.2. Urik asit taslar

Saf {irik asit taslart yliksek asitli idrar igerisinde olusmustur ve normal sert yapida
bulunmaktadir (17). Urik asit taslar1 yuvarlak yada oval sekilli, parlak ve bazen de piiriizlii
yapida bulunabilirler (17). Hayvansal proteinlerde bulunan purin bakimindan zengin bir
beslenme (et, balik, kabuklu deniz hayvanlar1 gibi) idrarda {irik asit artisina sebep
olmaktadir (2). Idrarda iirik asit yogunlugu artarsa kalsiyumla birlikte ya da tek basima tas
olusturabilmektedir (2).

2.4.3. Struvit taslar

Bobrek enfeksiyonlari sonucunda olusan enfeksiyon taslari krem beyazi renginde ve
hiicresel ya da siitun seklinde olabilirler (17). Bu taslar idrarda yiliksek seviyede alkalin
bulunmasindan dolay1 olusmakta ve hizli bir sekilde biiyiiyebilmektedirler (17). Uriner

sistem enfeksiyonlarin 6nlenmesi ile bu taslarin olusumlar1 engellenebilmektedir (2).

2.4.4. Sistin taslar

Sistin taslar1 bobrek tasi hastalarinin%]1’inde goriilen nadir taglardir ve bobrekte aminoasit
gecisinde kalitsal bozukluklara neden olurlar (17). Sistin taglarini olusturmak icin biraraya
gelmis sistin kristalleri bu hastalarin idrarinda bol miktarda bulunmaktadir (17). Bu
taslardan etkilenen hastalar genellikle erken yastaki bireylerdir ve yasam boyu tekrarlayan
bobrek tasi olusumuna maruz kalmaktadirlar (17). Uzun sureli tedavi de, hastanin yakin
takibi, egitim, beslenme degisikligi, sivi alim1 ve tekrarlayan tag olusumunda bazi ilaglarin

kullanilmas1 gerekmektedir (17).

2.5. Bobrek Tasiin Epidemiyolojisi

Amerika Birlesik Devletleri’nde bobrek tasi goriilme sikligi son otuz yilda iki kat artmistir
(3). Bobrek tas1 hastaliginin epidemiyolojisini anlamak i¢in tas olusumunun, tekrarlama

olasilig1 ve risk faktorlerinin belirlenmesi, toplum diizeyinde bobrek tasi hastaliginin



belirlenmesi i¢in dnemlidir (4). Bobrek tasi olusumu her yasta goriilebilmekle beraber geng
ve orta yaslarda hastalifin baslamasi daha yaygindir (3). Bobrek tagi goriilme sikligi
diinyanin gesitli yerlerinde farkliliklar géstermektedir (14).

2.6. Bobrek Tasi Risk Faktorleri

Uriner sistem hastaliklarindan en yaygin olanlardan birisi bobrek tasi hastaligidir (18).
Bobrek tasi hastaligi uzun bir zamandan beri var olan bir saglik problemidir (18). Yetersiz
stvi alimi ve su kaybi, azalmig idrar hacmi yada idrarda bazi kimyasal seviyelerinin
(okzalat, kalsiyum, iirik asit) ¢ok yiiksek ya da ¢ok az (magnezyum ve sitrat) miktarda
bulunmalarin1 da iceren durumlar bobrek tasi hastaligi riskini arttirmaktadir (6). Ayrica,
reflii, mediiller siinger bobrek, renal tiibiiler asidoz, idrar yolu enfeksiyonlar1 ve genetik

anomaliler de bobrek tasi olusum riskini arttirmaktadir (6).

2.6.1. Cografya

Bobrek tas1 goriilme sikligi diinyanin farkli bolgelerinde gesitlilik gosterir. Bobrek tast
goriilme sikligi, Afrika'nin bazi bolgeleri, Orta ve Giiney Amerika gibi alanlarda diisiik
olmasma ragmen, Iskandinav iilkeleri, Akdeniz iilkeleri, Britanya Adalari, kuzey
Avustralya, Orta Avrupa, Malaya Yarimadasi, Cin, Pakistan ve Kuzey Hindistan
alanlarinda bobrek tas1 goriilme sikligr yiiksektir.

Asya kitasinda ise tas olusumu Suudi Arabistan, Birlesik Arap Emirlikleri, Iran Islam
Cumhuriyeti, Pakistan, Hindistan, Myanmar, Tayland, Endonezya ve Filipinler gibi
iilkelerde goriilmektedir (14). Bobrek tas olusumunda cografyanin etkisi dogrudan olabilir,
sicaklik tizerinden olabilir (19). Yiiksek sicaklik terlemeyi artirdigindan dolayi idrar
derisiminde artiy meydana gelir ve bu da idrarda kristallesmenin yiikselmesine neden
olmaktadir (19).

26.2. Yas

Bobrek tasi hastaligi, 1 yas alti ve 70 yas lizeri tiim yas grublarini etkilemektedir (14). Ik
bobrek tasi daha ¢ok otuzlu yaslar ve yetmisli yaslarda goriilmektedir (19). Baker ve
arkadaslar1 (1993) kalsiyum okzalat kristallerinin en ¢ok olustugu donem 50-60 yas
araliginda oldugunu bildirmislerdir (14). Ileriki yaslarda yiiksek oranda bobrek tast
olusumun nedeninin beslenme ve yasa bagl oldugu bilinmektedir (20). Geg eriskinlerde

beslenme ve bobrek tas olusumu arasindaki iliski degismektedir (14, 19, 20). Bircok



besinin bagirsak emilimi tag olusumunu etkilemektedir, 6rnegin; kalsiyum eriskinlerde

azalmaktadir (14).

Bobrek tasi olusumu, 60 yasini gecen erkeklerde belirgin bir sekilde azalmaktadir, burdan
yola ¢ikarak bobrek tasi olusumunun patofizyolojisi eriskinlerde degismektedir (14, 19).
Bobrek tasi olusan yaslilarda iiriner kalsiyum genglere gore daha az salgilanmaktadir ve

kristilizasyon iiriner Onleyicilerde kusurlar meydana gelebilmektedir (20).

2.6.3. Cinsiyet

Bobrek tasi hastaligi erkeklerde kadinlardan iki kat daha fazla goriilmektedir (19). Bobrek
tas1 hastaliginin erkeklerde daha fazla goriilmesinin nedeni, protein aliminin fazla olmasi

sebebiyle fosfat ve mgnezyumun idrar ile atiliminin artmasi ve idrardaki sitrat derisiminin

azalmasidir (19, 20).

Bobrek tasi olusumunun kadinlarda diisiik riskli olmasi ilk oncelerde tas olusturan tuzlarin
idrardaki diisiik doygunlugunun idrardaki sitrat derisiminin arttirmast nedeniyle oldugu
diisiiniilmekteydi, ancak daha sonraki yapilan ¢aligmalarda Ostrojen ve menapoz sonrasi
Ostrojen tedavisi goren kadinlarda, iriner kalsiyum ve kalsiyum okzalat derisiminin
seviyesinin diiserek bobrek tasi olusma riskini de azalttig1 bildirilmistir (14).

Ayrica, Ostrojen idrarda alkalin ortam saglayarak ve sitrat seviyesinin yiikselmesi ile
kalsiyum tast olusmasint engellemektedir (19). Hayvanlarda yapilan deneylerde,
testesteronun bobreklerdeki osteopontin gen ifadesini baskilayarak ve idrardaki okzalat
bosaltim seviyesini yiikselterek kristal olusumunu arttirdigi, 6strojenin ise bobreklerdeki
osteopontin gen ifadesini arttirarak ve idrardaki okzalat bosaltim seviyesini azaltarak tas

olusumunu engelledigi bildirilmistir (20).

2.6.4. Beslenme

Bazi caligmalar vejeteryan bireylerin tas olusum riskinin vejeteryan olmayan kisilere gore
daha diisiik oldugunu gostermistir (14, 19). Kalsiyum tas olusumunun etiyolojisinde
hayvansal protein ve potasyum aliminin rolii tam olarak agik degildir (20). Bazi
calismalarda ise tas olusumu ile hayvansal protein alimi arasinda pozitif bir iliski oldugu
gosterilmistir (20). Hayvansal proteince zengin bir beslenme (et, tavuk ve balik) ve saf
sekerlerin tiiketilmesi idrarda kalsiyum ve iirik asit yogunlugunu artirirken, idrardaki sitrat
yogunlugunun azalmasina neden olmaktadir (19). Yogun seker tiiketiminin idrarda

kalsiyum ve okzalat yogunlugunu artirarak bobrek tasi olusturdugu bildirilmistir (20).
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Beslenmede potasyum diyetinin artirilmasi idrarda kalsiyum atilimini azaltabilir (20).
Kalsiyum alimi Ozellikle de siit ve siit iirlinlerinin tiiketilmesi idrarda kalsiyum
yogunlugunun artmasma ve tas olusumuna neden olabilmektedir (14). Bununla birlikte
kalsiyum alimui ile tas olusumu arasinda ters bir iliskinin oldugu ¢alismalarda gosterilmistir
(14). Kadin ve erkeklerin olusturdugu bir calismada yiiksek kalsiyum aliminin oldugu
grupta tas olusumu diisiik kalsiyum alan gruba gore bir buguk kat azalmistir (14).
Hayvansal proteinlerin farklt mekanizmalar yoluyla tas olusumunu uyardigi bazi
caligmalarda gosterilmistir (14). Protein alimi renal asidoz yoluyla metabolic asidoz
olusturur. Kemik emilimi ile idrarda sitrat atilim1 azalirken kalsiyum atilimi ise artmaktadir
(14). Asidoz distal tiibiillerdeki yeniden kalsiyum emiliminin inhibisyonuna da neden
olmaktadir. Hayvansal proteinlerin fazla miktarda alinmasi glomerular filtrasyon oranini

artirarak iirat, kalsiyum ve okazalatin idrarla atilimini artirmaktadir (14).

2.6.5. Su Allm

Tas olusturan bilesenler ile idrarin yogunlugu tas olusumu i¢in bir 6n sarttir ve sivi
tilketiminin artmas1 yiiksek hacimde idrarin atilmasi ve boylece tas olusturan bilesiklerin
idrarda daha az yogun ortamda bulunmasini saglamaktadir. Bobrek tasi hastalarina tas
olusumunun yeniden tekrarlama riskine karsi eskiden beri su ve sivi alimi tavsiye
edilmektedir (19). Baz1 kanitlar bu 6neriyi desteklerken bazilar1 da desteklemez. Giinliik
stvt aliminin en az 2-2.5 1t idrar ¢ikisini saglayacak kadar alinms1 konusunda ortak goriisler
mevcuttur (14). Sivi aliminin artmasi tiriner inhibitor olan sitrat ve Tamm-Horsfall protein
tizerinde pozitif etkiye sahip oldugu gosterilmistir (19). Hidrasyon nefronunun bu
kismindan hiicrelere proksimal tubule sivi akisimi saglayarak idrarda sitrat atilimini
artirmaktadir (14). Bunu takiben hiicre i¢i alkaloz sitrat geri emilimini baskilayarak, sitrat
atilmasiin artmasina neden olur. Kalsiyum okzalat kristalleri birikmis olan bobrek tasi
hastalarinda riner seyreltmenin Tamm-Horsfall proteininin inhibitor aktivitesinin artirdigi
bildirilmistir (20). Siener ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismaya gore fiziksel aktivite ve
ortam sicakligina bagl olarak giin igerisinde 2.5- 3 1t siv1 tiiketilmesi gerekmektedir. Obez
ve kilolu bireylerden erkeklerin %59.2’si kadinlarin da %43.9’u artan idrar atilimindan
dolay1 tas olusumu riski tagidig1 ortaya konulmus ve kilolu erkeklerin kilolu kadinlara goére
daha fazla tas olusum riski tasidigir ortaya konulmustur (20). Powell ve arkadaslarinin
yapmis oldugu benzer bir calismada da erkeklerde, fosfat, siilfat, {irik asit, okzalat ve
sodium konsantrasyonlarmin idrarda artmasinin obezite ile iligkili oldugu ortaya

konulmustur (20).
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2.7. Bobrek Tasinin Patofizyolojisi

Suyun milkemmel homeostatik koruyuculugundan dolayr idrar kristal bilesiklerinden
dolayr doygun haldedir ve bu durum idrarda kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunu
engelleyen aktif fizyolojik mekanizmalarin oldugunu gostermektedir (21, 22). Kalsiyum
okzalat ve kalsiyum fosfatin ya da her ikisinin bir ya da birka¢ kati kristal ¢okelmesine
neden olmasi, idrarda kalsiyum tasi olusabilmesi i¢in gereklidir (22). Kalsiyum okzalat tas
olusumunun 4 farkli asamasi vardir: Kristal ¢ekirdegin olusmasi, kristalin biiyiimesi,

kristalin kiimelenmesi ve kristal birikmesi (Sekil 2.2) (22).

Tetikleyiciler Tetikleyiciler
~ ~
Cekirdeklesme <:: | Cekirdeklesme
Engelleyiciler
Kristalin Kristalin Sabit parcacik
Serbest pargacik - . K | > - . N )
cekirdeklenmesi bilylimesi bliylimesi cekirdeklenmesi
~

Kristalin Kristalin
kiimelenmesi <::| | :> kiimelenmesi

~ N
Kristalin Kristalin
birikmesi birikmesi

Sekil 2.2. Bobrek tas olusum stireci (22).

2.8. Bobrek Tasimin Molekiiler Yonleri

Tas olusumu hastaligi, genetik ve c¢evresel faktorlerin birlesmesiyle kalsiyum okzalat
taglarmin neden oldugu c¢ok etkenli bir hastaliktir. Kapsamli genetik c¢alismalar
yapilmasima ragmen, idrarlarinda yiiksek kalsiyum bulunan ve tas olusumu gozlenen
hastalarla yapilmis kromozomal haritalama calismast mevcut degildir (23). Genetik
caligmalar yoluyla elde edilen kesin kanit {irolitiyazis hastaliginin ¢ok genli ve kismen

gecis gostermesidir (23). Simdiye kadar tas olusum hastalifina neden olan geni

12



tanimlamak miimkiin olmamasina ragmen, aday genlerle yapilan caligmalar sonucunda
timit verici gelismelerin olmast muhtemeldir (23). Aday genlerle, dokulardaki ifade
seviyeleri ve cesitli gruplardaki klinik gostergeler kullanilarak daha detayli analiz

yapilabilir (23).
2.9. Bobrek Tas1 Hastaliginda Osteopontin Gen Polimorfizmi

Tas olusumu hem cevresel hem genetik faktorler tarafindan etkilenen karmasik bir siirectir
(24). Tas olusumu sadece molekiillerin doygunluk durumlarindan kaynaklanmaz (24). Bu
durum, Gao ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada goriilmektedir (24). Osteopontinde
meydana gelen degisiklik sonucu olusan genetik bozuklugun, bobrek tasi hastalarinin 20
tanesinden sadece birini etkiledigi diisiiniilmektedir (24). Diger 19 tanesinde idrarda
osteopontin ve diger makromolekiillerin rolii tamamen farkli olabilir (24). Hiicre yiizeyi
reseptoric CD44 renal tiibiiler hiicrelerinin luminal yiizeyinde hyaluronan ve osteopontini
baglamaktadir (24). Bu reseptor ve baglandigi ligandinin ifadesi tetiklendigi siirece insan
bobrek epiteline kristaller baglanamaz (24). Bu ifade artis1 tiibiiler epitelin yaralanmasi
sonrasi gegici olarak meydana gelir (24). Yaralanmada yangi (inflamasyon) ile sonuglanan
mekanik hasar gibi stres sinyalleri olusabilir (24). Yaralanmadan hemen sonra tiibiiler
astarda hyaluronan ve osteopontin artigi kristal degisimine neden olur ve bu asama tas
olusumunun 6nemli erken asamasi olarak kabul edilir (24). Hyaluronan ve osteopontinin
ikisi birlikte hiicre yiizeyinde kristal baglayici molekiil oldugu ileri siiriilmektedir (24).
Muhtemelen osteopontin genindeki polimorfizler epiteldeki kristal baglanmasina olan
duyarliligr etkilemektedir (24). Bu nedenle bobrek tasi hastalarinin bir grubunda,
osteopontin molekiiliindeki potansiyel degisim nefronlardaki kristal baglama kinetigini ya

da idrar hacmini kisitlayici etkiye sahip olabilir (24).

2.10. Osteopontin

2.10.1. Osteopontin gen yapaisi ve islevi

Osteopontin geni birgok kollajen olmayan ve dentin proteinlerinin kodlandigi 600 kb’lik
bolge icerisinde yer almaktadir (25). Osteopontin geni, ilk olarak 1986 yilinda Oldberg ve
arkadaslar1 tarafindan sigan osteosarkom hiicrelerinden elde edilen cDNA dizi ile
tamimlanmistir (26). Osteopontin geni insanda 4. kromozom iizerinde yer almaktadir
(4922.1) (7). OPN geni bir¢ok kollajen olmayan ve dentin proteinlerini kodlamaktadir (27).
OPN gen dizisi yaklasik olarak 9 kb uzunlugunda olup toplam 7 ekzon igermektedir (25).
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OPN geninin acik okuma cercevesi 942 niikleotid igermekte olup, baslangic kodonu 2.
ekzonda ve bitis kodonu 7. ekzonda bulunmaktadir (25).

Osteopontin geninin kromozom tizerindeki yeri sekil 2.3’te gosterilmektedir.

Chr 4
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Sekil 2.3. Osteopontin geninin 4. kromozom iizerindeki yerinin gosterilmesi (28).

Chromosome 4
Short Arm Long Arm

GEEI 1 BRE:D | (U [ E W Enellm
Human OPH gene
1 23 45 &6 fd
i H—Hi s
U
Sekil 2.4. Insanda bulunan osteopontin geninin yapisi. Ekzonlar kutu igerisinde

gosterilmektedir, i¢i dolu kutular kodlanan bdlgeyi, i¢i bos kutular ise kodlanmayan
bolgeyi gostermektedir (25).

2.10.2. Osteopontin proteini

Osteopontin trombin ve matriks metalloproteinazlar (MMP2, MMP3, MMP7, MMP9 ve
MMP12) igin substrat gorevi géormektedir ve hiicre dis1 proteinlerden olan fibronektin ve
kollajenlere baglanabilmektedir (25). Ayrica, Osteopontin integrin alfa V (betal, beta2 ya
da betab) ve (alfa4, alfa5, alfa8 ya da alfa 9) betal yiizey almaglarina Arg-Gly-Asp (RGD)
dizisinden baglanmaktadir (25). Osteopontin 314 amino asit uzunlugunda bir proteindir
(25).

Yiiksek oranda fosforilenmis glikoprotein olan OPN ilk olarak kemikte tanimlanmistir (5)

ve OPN, adezyon molekiilleri olan integrinler ve CD44 ile etkilesime giren arjinin-glisin-
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aspartat (RGD) amino asit dizileri icermektedir (5). OPN 32 kDa biiyiikliigiinde bir protein
olarak sentezlenmektedir ancak fosforilasyon, glikolizasyon ve proteolitik siire¢c gibi
translasyon sonrasi uzayan degisiklikler sebebiyle 45 ile 75 kDa biiyiikliiglinde molekiiler
kiitleye sahip olmaktadir (5). Osteopontin sadece idrar tasi matrisindeki ana organik
bilesen olarak tespit edilmemistir, ayni zamanda tas olusturan sicanda distal tiibiiler
hiicrelerde de osteopontin protein seviyesinin arttigi bildirilmistir (5). Bobrek hasari

olusunca osteopontinin miktarmin artmis oldugu gézlenmistir (5).

Sekil 2.5. Osteopontin proteinin yapisi (28).

2.10.3. Osteopontinin yapisal bolgeleri

Osteopontinin aspartat iceren amino asit dizisi, Asp86-Asp89, hidroksiapatite, RDG dizisi,
Argl59-Aspl159, alfaVbeta3, alfaVbetal, alfaVbeta5 ve alfabbatal integrinlere,
SVVYGRLR dizisi, Ser162-Argl68, alfa9batal ve alfalbatal integrinlere baglanmaktadir
(27). Trombin kesim boélgesi (cleavage site), Argl68-Ser169, RGD dizisini icermektedir
(27). Kalsiyum baglanma bdolgesi, Asp216-Ser228, ile kalsiyuma baglanmaktadir (27).
Heparin baglanma bolgesi, Asp290-11e305, ile CD44’e baglanmaktadir (27). Osteopontin,
translasyon sonrasi, N- ve O-glikosillenmis serin i¢eren amino asit bolgelerinden oldukca

fosforillenmektedir (Sekil 2.6) (27).
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Sekil 2.6. insan Osteopontin proteinin yapisal bolgelerinin gosterilmesi (25).

2.10.4. Osteopontin yolagi

Osteopontin geninin diizenlenmesi tam olarak anlasilamamistir. Farkli hiicre tiplerinde
osteopontin geninin diizenlenme mekanizmalar1 farklililk gosterebilmektedir (29).
Osteopontin geni, osteoblastlar ve osteositler hem de osteoklastlar tarafindan agirlikli
olarak kemikte ifade edilmektedir (29). Osteopontin geninin ifadesi i¢in Runx2 (aka
Cbfal) ve osterix (Osx) transkripsiyon faktorleri gereklidir. Runx2 ve Osx osteoblastlara

0zgii genler olan Collal, Bsp, ve Opn genlerinin transkripsiyonunu artirmaktadir (29).

Hipokalsemi ve hipofosfatemi, osteopontin transkripsiyonuna, protein g¢evrilmesine ve
salgilanmasina yol acar (29). Bu durum osteopontin geninin 6zendirici bolgesindeki

(promoter) vitamin D yanit elemaninin (VDRE) varligindan kaynaklanmaktadir (29).

Hiicre dis1 inorganik fosfat da (ePi) osteopontin gen ifadesinin diizenleyicisi olarak
tanimlanmistir  (29). Osteopontin  gen ifadesinin uyarilmasi ayni zamanda akut
inflamasyonda klasik aracilar olan (tlimor nekrozis faktoér o [TNFa], interlokin-1p [IL-1B]),
anjiotensin 11, doniistiiriicii bityime faktorii B (TGFP) ve paratiroid hormonunda (PTH)
olugmasina neden olmaktadir (29). Fakat bu diizenleyici yolaklarin ayrintili mekanizmasi
henliz tam olarak aydmlatilamamistir (29). Ayrica hiperglisemi ve hipoksininde

osteopontin gen ifade seviyesini artirdigi bilinmektedir (29).
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Sekil 2.7. Bcr-Abl tarafindan osteopontin geninin ifadesinin yer aldigi mekanizma. Ber-
Abl ifadesi ile OPN ifadesinin uyarildig1 gosterimistir. Ber-Abl protein, Ras’1 etkinlestirir.
Ras’in etkinlesmesi ile PI-3K, aPKC, Raf-1 ve MEK yolagi igin gerekli uyarim saglanir.
Boylelikle, OPN geninin trankripsiyonu etkinlesir ve OPN proteini sentezlenir (29).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu tez calismasinda kullanilan kan &rnekleri Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim
ve Arastirma Hastanesi Uroloji Boliimiine gelen hastalardan elde edilmistir. Calismada
CaOx tas olusumu tespit edilen 92 hastadan alinan 6rnekler analiz edilmistir ve bobrek tasi
olusumu tespit edilmeyen 93 birey kontrol grubu olarak kullanilmistir. Toplam 185 6rnegin
analizi yapilmistir. Hastalardan ve kontrol grubundan alinan kan 6rnekleri DNA elde etme

islemi yapilana kadar -20°C’de buzdolabinda saklanmistir.

Calismaya katilan biitiin bireylerden bilgilendirme formlar1 alinmis ve bu calisma yerel

etik kurul tarafindan onaylanmistir. Onay numarasi: 05.02.2013/53

3.2. DNA Eldesi

Bobrek tasi hastalarindan ve kontrol grubu bireylerden alinan kan orneklerinden tuzla

coktiirme/kloroform ydntemi kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir.

3.2.1. DNA elde etme islemi

Birinci giin

Buzdolabinda daha 6nceden EDTA’l1 tiipe alinan kan 6rnekleri oda sicakligina getirilerek
orneklerin ¢oziinmesi saglandi. 5 ml kan 14 ml’lik tiiplere alinarak iizerine soguk steril
distile su eklendi ve tiipler iyice karistirildi. Daha sonra 6rnekler 4000 devir/dakika’da 20
dakika santrifiij edildi ve ustteki sivi kisim atildi. Bu islem en az ii¢ defa tekrar edildi.
Ugiincii santrifiijiin ardindan, atilan stvi kismin yerine her bir tiipe 3 mL iireli par¢alama
cozeltisi eklendi ve pelletin iyice ¢dziinmesi sagland. lyice altiist edildikten sonra 400 uL
%20’1lik SDS vel00 puL 10mg/mL proteinaz K eklenerek 37 °C’de 1 gece i¢in inkiibasyona
birakildi.

ikinci giin

Inkiibasyondan ¢ikarilan 6rneklere 2 mL 5M NaCl eklendi ve 10-15 dakika altiist edildi.

Ardindan, tizerlerine 8 mL kloroform eklenerek 4000 devir/dakika’da 15 dakika santrifiij
18



edildi. Santrifiij sonunda olusan 3 kisimdan en istteki kisim temiz bir tiipe alinarak,
tizerine 2.5 ml soguk %70’1ik etil alkol eklendi. Alkol ilavesi ile coken DNA’lar pipet ucu
ile 1,5 mL’lik santrifiij tiipiine alinarak {izerlerine 1000 uL %96’lik etil alkol eklendi.
Tipler 2500 devir/dakika’da 8 dakika santrifiij edilerek DNA’larin tiiplin dibine yapigsmasi
saglandl. Bu islem 3 kez tekrar edildi. Santrifiij asamalarindan sonra etil alkol dikkatli bie
sekilde uzaklastirildu.

Etil alkol tiiplerden tamamen uzaklastiktan sonra iizerlerine deiyonize steril su eklendi. Bir
gilin +4°C’ de bekletilerek ¢oziinmesi saglanan DNA’lar saklanmak iizere -20°C’ lik derin

dondurucuya kaldirildi

3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) hedeflenen DNA dizisinin in vitro olarak
cogaltilmasidir. Polimeraz zincir reaksiyonu yontemi kullanilarak Osteopontin geninin
rs1126616 bolgesi bu arastirma i¢in ¢ogaltildi. Primer ¢iftleri SDSC workbench internet
veritaban1 primer tasarlama program kullanilarak dizayn edilmistir. PCR reaksiyonu i¢in
kullanilacak biitiin malzemeler steril edilmistir ve PCR karigimlar1 biyogiivenlik kabini
igerisinde hazirlanmistir. PCR reaksiyonlar1 igin MJ Research ve Applied Biosystem

cihazlar kullanilmistir.

3.3.1. Primer tasarimi

Primer DNA sentezinin istenilen noktadan baslamasini saglayan niikleik asit zinciridir.
Primerlerin se¢imi sekans dizisindeki hedeflenen bolgeye bagh olarak yapilmaktadir. Bu
caligmada Osteopontin geninin DNA dizisine gore bir ¢ift primer primerin (NCBI Erigim
Numarast: U20758.1, GI: 1001962) tasarlanmistir. Primer tasarlama dogrudan
http://workbench.sdsc.edu veri tabani primer tasarlama programi kullanilarak yapilmistir.
Calismada kullanilan primerlerin dizileri, baglanma sicakliklari ve PCR {iriin biiyiikliikleri

Tablo 3.1°de gosterilmektedir

Tablo /.3 . Osteopontin geninin hedef bolgesindeki PCR {irlin biiytikligii, primer dizileri
ve uygun baglanma sicakliklarinin gosterilmesi.

Baglanma PCR Uriin

Primer Adi Primer Dizisi Sicakhigi Biiyiikliigii
Osteopontin geni

C6982T F ATTCTTCATTTGTGCCGTGA 57 356 be
C6982T R TTTTGGGGTCTACAACCAGC
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3.3.2. PCR kosullarinin iyilestirilmesi

Primer ¢iftlerinin gradient PCR tepkimesi herhangi bir kalip DNA kullanilarak yapildi.
PCR tepkimesi AB (Applied Biosystems) thermocycler cihazi kullanilarak gergeklestirildi.

Agaroz jel elektroforezi sonucuna gore uygun baglanma sicakligi tespit edilmistir.
Gradient PCR tepkimesi igin kullanilan bilesenler Tablo 3.2’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Toplam 25 pL hacimdeki PCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari.

PCR Bilesenleri Miktar (uL)
dH20 14,875
10X PCR Tamponu (NH4)2SO4 2,5

25 mM MgCl; 2

2 mMMdNTP 15

20 mM Ileri primer 1

20 mM Geri primer 1

5 U/ML Tagq DNA polimeraz 0,125
DNA kalib1 2
Toplam 25

PCR reaksiyonu i¢in uygun program ayarlanarak toplam dongli sayist 35 olarak

belirlenmistir. Tablo 3.3’te PCR reaksiyonu kosullar1 gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Gradient PCR reaksiyonu kosullari.

Basamak Sicaklik (°C) Zaman
1 . Ik denatiirasyon 95 3 dakika
2 . Denatiirasyon 95 30 saniye
3 . Primerin baglanmasi 55- 60 30 saniye
4 . Uzama 72 30 saniye
2’den 4’e 35
dongii
5. Son uzama 72 2 dakika
Bekleme 4 0
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PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek etidyum bromiir boyama yardimiyla analiz edilmisir. Gii¢ kaynagi 140 voltta
30 dakika olarak ayarlanmistir. DNA pargalar1 UV 1s1k altinda goriintiillenmistir. Gradient
PCR firiinleri agaroz jel elektroforezinde goriintiilendikten sonra primerlerin uygun

baglanma sicaklig1 54,7 °C olarak belirlenmistir (Resim 3.1).

samples
NO : 1 2 3 4 ) 6 7 8 9 10

™ . 53,1 535 54,1 54,7 54,9 553 55,6 559 56,2 565

Resim 3.1. Etidyum bromiir boyama ile %2’lik agaroz jel elektroforezinde gradient PCR
iriinlerinin jel goriintiisii. M: Marker (100 b¢). Uygun primer baglanma sicaklig1 olarak 4.

ornek secilmistir.
3.4.Elektroforez

Elektroforez makromolekiillerin 6zellikle de proteinlerin ve niikleik asitlerin (DNA) farkli
bliytikliik, yiik ve konformasyonuna gore saflastirma ve ayirma islemleri i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu nedenle molekiiler biyoloji ve biyokimyada kullanilan en yaygin
yontemlerden biridir. Elektriksel alandaki molekiiller yiiklerine gore pozitif (anot) veya
negative (katot) kutbuna dogru hareket ederler. Niikleik asitler sahip olduklar1 fosfat
omurgasindan dolay1 negatif yiiklii olduklarin dolayr anota dogru hareket ederler (30). Bu

calismada agaroz jel elektroforezi metodu kullanilmistir.

3.4.1 Agaroz jel elektroforezi
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Agaroz jel elektroforezi, PCR reaksiyonlarimin verimliligini ve RFLP analizlerinin
sonuclarint kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. PCR iirlinleri 2%’lik agaroz jelde
yiriitilerek UV 1s1k altinda DNA’y1 goriiniir kilan etidyum bromide ile boyanmustir.
Etidyum bromiir (EtBr) agaroz jellerde DNA’nin boyanmasi i¢in kullanilmaktadir. PCR
tiriinleri 140 voltta 30 dakika elektriksel alanda yiiriitiildii. PCR iirtinlerinin biiytikligii 365

baz ¢ifti uzunlugundadir.

3.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm Analizi (RFLP)

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi tabanli analiz, polimorfik dizinin g¢ogaltilip
kesilmesi diye de bilinen molekiiler genetik analizler i¢in kullanilan yaygin bir tekniktir
(31). Bu yontem hem tiirler aras1 hem de ayni tiir i¢indeki farkliliklar tespit etmek icin
kullanilmaktadir (31).

Polimorfizler populasyonda bulunan bireylerdeki kalitsal farkliliklardir (30). Polimorfizm
terimi ile mutasyon terimi ayni anlama gelmemektedir. Mutasyonlar populasyonda daha
nadir goriiliir ve genellikle tiimor hiicrelerinde kalitilarak aktarilmayan degisimlerdir
(somatik mutasyon) (30).

Restriksiyon parca uzunluk polimorfizm analizinde DNA dizisindeki RE tanima dizileri,
kesim bolgesindeki degisimi gostermektedir (30).

RE bolgesinin taninmamasindan dolayr polimorfizm gostermeyen bireylerin DNA’lar1
RFLP tespit edilen bireylere gére daha biiyiik DNA bulundurur (30). Yeni RE bélgelerinin
olusmasiyla restriksiyon kesim sonuglarina gore etkilenmemis bireylere gore 2 tane kiiglik
parca goriiliir (30). Her iki durumda da polimorfizm yeni kesim pargalarinin olugsmasiyla
tespit edilebilir (30).

RFLP yonteminde PCR fdirlinleri RE enzimleri ile kesilerek elektroforezde bantlarin

analizine gore degisiklikler tespit edilmektedir (30).

3.5.1. Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizm analizi protokolii

1- Hastalardan ve kontrol grubu bireylerden alman kan orneklerinden tuzla
coktlirme/kloroform yontemi kullanilarak DNA izolasyonu yapilmustir.

2- Osteopontin geninin hedef bolgesi PCR yontemi ile ¢ogaltilmustir.

3- Bu calismada Osteopontin geninin hedef bdlgesini kesen Alul kesim enzimi
kullanilmistir.
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4- Enzim kesimi sonrasinda agaroz jel elektroforezi ile PCR iirliniiniin fragmentleri
analiz edilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Bu caligmada istatistik analiz Ki-kare testi (chi-square test) kullanilarak yapilmistir. p <

0,05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. RFLP Sonuclar

Bu tez calismasinda, RFLP yontemini takip eden etidyum bromiir igeren agaroz jel

elektroforezinde Osteopontin rs1126616 numarali gen polimorfizmi tespit edilmistir.

RFLP analizi sonucunda, 58 bdbrek tasi ve 43 kontrol grubu orneginde “CveyaG” /
“CveyaG” genotipi gozlenirken, 48 bobrek tasi ve 34 kontrol grubu oOrneginde T /

“GveyaC” genotipi gozlenmistir.

Bu poziyondaki G yada C niikleotid degisimini belirleyebilen uygun bir kesim enzimi
bulunmadigindan, degisimin C yada G niikleotidi oldugunu ayirt etmek miimkiin
olamamistir. Bu calismada, T/T genotipi gozlenmemistir. RFLP yontemi ile tespit edilen

rs1126616 numarali osteopontin gen polimorfizmi Resim 4.1’de gosterilmistir.

TR TR

Resim 4.1. Restriksiyon enzim analizi sonrasinda DNA pargalari. Markerlar: 100 bg
(soldaki), 50 bg (sagdaki). 50-52, 57, 59, 61, 64, 66-70, 73 ve 74 orneklerinde T / “C yada
G” genotipi goriiliirken, 53-56, 58, 60, 62, 65 ve 72. Ornekte “C yada G” / “C yada G”
genotipi goriilmektedir.

Toplam 92 bobrek tast hastas1 ve 93 saglikli bireyden elde edilen DNA’lar kullanilarak
RFLP caligsmas1 yapildi. Bu ¢alismada, istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir

(p =0,0317; ki kare testi). Calismanin istatistiksel sonucu Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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“Cyada G”/“Cyada G” T/ “Cyada G”

Sekil 4.1. Bobrek tasi hastalarinda tespit edilen rs1126616 numarali osteopontin gen

polimorfizmin istatistiksel analizi.

Kontrol
E=3 Hasta
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5. TARTISMA

Bu tez g¢alismasinin amaci, restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm analizi (RFLP) ile
Osteopontin genindeki rs1126616 numarali tek niikleotidlik polimorfizm ve bdbrek tasi

olusumu arasindaki iliskinin molekiiler seviyede arastirilmasidir.

Bobrek taslarinin ¢ogunlugu kalsiyum okzalat (CaOx) taglarindan olugsmaktadir (5). CaOx
kristalleri genellikle renal tiibiillerde olusmaktadir ve renal epitel hiicrelerinin CaOx
kristallerine maruz kalmasi, osteopontin (OPN) de dahil bir¢ok iiriner proteinin miktarinin

artmasi ile sonu¢lanmaktadir (5).

Yiiksek oranda fosforilenmis glikoprotein olan OPN ilk olarak kemikte tanimlanmistir (5)
ve OPN, adezyon molekiilleri olan integrinler ve CD44 ile etkilesime giren arjinin-glisin-
aspartat (RGD) amino asit dizileri igermektedir (5). OPN 32 kDa biiyiikliigiinde bir protein
olarak sentezlenmektedir ancak fosforilasyon, glikolizasyon ve proteolitik siireg gibi
translasyon sonrasi uzayan degisiklikler sebebiyle 45 ile 75 kDa biiyiikliigiinde molekiiler
kiitleye sahip olmaktadir (5). Osteopontin sadece idrar tasi matrisindeki ana organik
bilesen olarak tespit edilmemistir, ayn1 zamanda tas-olusturan siganda distal tiibiiler

hiicrelerde de osteopontin protein seviyesinin arttigi bildirilmistir (5).

Osteopontinin kemik sekillenmesi ile ilgili 6nemli bir kollajen olmayan protein olarak
bilinmektedir (32). OPN, ilk olarak 1979 yilinda kotii huylu transforme epitelyal hiicre
hatlarinda ve T-hiicrelerinde tespit edildi (32). OPN geni insanda 4. kromozom iizerinde
yer almaktadir (4922.1) (7). Dordiincii kromozomda yer alan 600 kb’lik bolge igerisinde
bir ¢ok kollajen olmayan kemik ve dentin proteinleri kodlanmaktadir (25).

OPN gen polimorfizmi ve nefrolitiazis ile ilgili smirli sayida yaymlanmig c¢aligma
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada, OPN geninde tespit edilen bir polimorfizm (C/T
genotipi, Ala250Ala, ekzon 7) ile bobrek tasina sahip yada ailesel nefrolitiazisli hastalarda
onemli derecede iliskili bulunmustur (5). insanda bulunan OPN genindeki tek niikleotidlik
degisim (A9402G, ekzon 7) ile iiriner tas olusumu arasinda yiiksek oranda iligski oldugu da
rapor edilmistir (5).

Bu g¢alismada, OPN geninin 7. ekzonunda C6982T, rs1126616 sessiz polimorfizm ile
bobrek tast olusumu arasinda anlamli bir iliski tespit edilmistir. rs1126616 icin T/T
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genotipi ya da T allel tastyicilarinda, rs1126616 i¢in C yada G allel tasiyicisi olanlara gore

bobrek tast olugma riski daha fazla oldugu bulunmustur (5).

Kiiltiir edilmis fare bobrek korteks hiicreleri idrarda bulunan kemik matriks proteini olan
osteopontini salgilamaktadir (33). Osteopontin hiicre ¢ogalmasi, tiimor olusumu ve ayni
zamanda bobrek tasi mineral kristal bliylimesini yavaslatmaktadir (33). Hiicre kiiltiirii
besiyerinden elde edilen osteopontine karst antikorlar kullanilarak, normal fare

bobreklerinde osteopontinin yerlesimi gosterilmistir (33).

Floresans, konfokal ve elektron mikroskopu ile osteopontinin daha ¢ok Henle kulpunda yer
alan hiicrelerde (DTL) ve kaliks forniks bolgesinde yer alan papiller yiizey epitel (PSE)
hiicrelerinde bulundugu tespit edilmistir (33).

Immunolojik isaretleme ile lizozom ve endozomlardan alinan vezikiillerde lokalizasyon
tespit edilmistir (33). Osteopontinin dongiisiinii incelemek amaciyla farelere bobrek
fiksasyonundan alti saat Oncesinde protein sentez inhibitorii siklohekzamit (14
mg/kg) enjekte edilmistir (33). Bu bobreklerde DTL igerisinde osteopontin gosterilerek
ve papillar yiizeyde immonofloresan yanitin azaldigi tespit edilmistir (33). Nitekim
osteopontin bobrekte tas mineral bilesiklerinin yogun oldugu iki alanda salgilanir (33). Bu
nedenle osteopontinin fizyolojik diizenlenme yoluyla hizli bir dongiisiiniin oldugu
diistiniilmektedir (33). Osteopontin bobrek tasi olusumuna kars1

normal endojen engelleme i¢in 6nemli olabilir (33)

OPN gibi bazi1 makromolekiillerin bobrek tasi gelisiminde 6nemli rollerinin oldugu {izerine
cesitli caligmalar mevcuttur (5). CaOx kristalleri maruziyeti sonucu OPN mRNA
seviyesinin arttig1 gozlenmistir ve uyarilan borek ve renal epitel hiicre kiiltiirlerinde OPN
tiretiminin arttig1 bildirilmistir (5). Kristaller ve oksalat iyonlar1 renal fibroblastlarda OPN
seviyesinin artmasi ile de olugmaktadir (5). Renal epitel hiicrelerin CaOx monohidrat
kristallerine maruziyeti sonucu NADPH oksidaz, siiperoksit iiretimi ve OPN mRNA

seviyesi artmaktadir (5).

Bobrek tasi olusumunda, OPN’nin etki gosterdigi molekiiler mekanizma heniiz tam olarak
acikliga kavusturulamamistir (5). OPN geni susturulmus farelerde yapilan bir ¢alismada,
diger triner makromolekiiler proteinlerin de bdbrek tasi olusumun da rol aldigi tespit
edilmistir (5). Bobrek tas1 olusumu bir ¢ok etkeni igeren karmasik bir siiregtir (5).

Osteopontinin bobrek hasarina karsi, akut iskemiye karsi toleransin artirilmasi, uyarilmis

nitrik oksit sentazin yavaslatilmasi ve nitrik oksit sentezinin baskilanmasi, hiicre peroksit
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seviyesinin azaltilmasi ve hipoksiye maruz kalan hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik
etmesi, hiicre apoptozunun azaltilmasi ve hiicrelerin yenilenmesine katilmasi gibi bazi
koruyucu etkileri bulunmaktadir (5). Bobreklerde CaOx birikiminin uyarilmasi, monosit ve
makrofajlarin yangi olan bolgeye hareket etmeleri ile iliskidir (5). Renal epitel hiicrelerinin
CaOx kristallerine maruziyeti sonucu, yangisal siirece ve hiicre disi matriks olusumuna
katilan ostepontinin sentezi artmaktadir (5).

Sonug olarak, OPN geninde olusan her polimorfizm bobrek tasi olusumunda risk faktorii
olabilir ve OPN geninde olusan genetik polimorfizmler bireysel nefrolitiazise karsi
duyarliligr degistirebilir. Bu ¢alismanin, daha farkli etnik gruplarda da yapilmasi

gerektigini diistinmekteyiz.
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