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OZET

Bobrek tasi hastaligi ¢ok sik goriilen global bir saglik problemi olup, teshisi, tedavisi
olduk¢a maliyetli ve hasta agisindan yasam kalitesini diistiren sikintili bir siirectir. Bobrek
tast hastaliginin genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya ¢iktigi kabul
edilmektedir. Genetik faktorlerin belirlenebilmesi amaciyla, bu hastaliga yatkinlikta rolii
oldugu diisiiniilen genlerdeki tek niikleotid polimorfizmleri belirlenmeye calisiimaktadir.
Son yillarda yapilan genetik ¢alismalar, bazi genlerdeki polimorfizmlerin tag olusumu ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu genlerden biri E-kaderin (CDH1) genidir. CDH1,
renal tiibiil hiicrelerinde eksprese olan bir epitel hiicre birlesim proteini olup, epitel
gelismenin devamliliginda ve hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda énemli rol oynamaktadir.
Bu ¢alismada CDH1 geni -160C/A (rs16260) ve -347G/GA (rs5030625) polimorfizmleri
kalsiyum oksalat bobrek tasi hastalar1 ve saglikli bireylerde incelenerek, tas olusumu ile
polimorfizm iligkisi arastirllmistir. Calismamizin CDH1 -160C/A gen polimorfizmi
sonuglarma bakildiginda, CA genotipi frekansi bobrek tasi hastalarinda (%38,6) kontrol
grubuna kiyasla (%30,7) daha yiiksek bulunmustur. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamlidir (OR: 2,80 ; %95ClI: 1,08 — 7,28) (p=0,033). CDH1 -347G/GA gen polimorfizmi
sonuclarina bakildiginda ise hasta ve saglikli kontrol gruplari arasinda bu polimorfizm
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. Calismamiz, iilkemizde
kalsiyum oksalat bobrek tasi hastalarinda bu iki polimorfizmle ilgili ilk verileri sunmus
olup, bu verilerin daha sonra yapilacak olan ¢alismalara onciiliik edebilecek potansiyeli
vardir.

Bilim Kodu : 1055.1
Anahtar Kelimeler : E-kaderin geni, bobrek tasi hastaligi, polimorfizm, PCR-RFLP
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ABSTRACT

Nephrolithiasis is a global health problem that has often seen and the diagnosis, treatment
is costly and troublesome process that reduces the quality of life for the patient.
Nephrolithiasis is a multifactorial disease caused by both genetic and environmental
factors. In spite of the advances in the knowledge of pathogenesis, little is know about the
effect that genetic susceptibility has on the occurrence of nephrolithiasis. In order to
identify the genetic factors, single nucleotide polymorphisms in the genes thought to be
involved in susceptibility to this disease is being investigated. In recent years, genetic
studies revealed that polymorphisms in some genes, one of them is E-cadherin gene
(CDH1), is associated with stone formation. E-cadherin is an epithelial cellular junction
protein expressed in renal tubule cells. E-cadherin plays an important role in the
maintenance of epithelial development and cell integrity. In this study, CDH1 gene -
160C/A (rs16260) and -347G/GA (rs5030625) polymorphisms examined in healthy
individuals and patients with kidney stones, the relationship between polymorphisms and
stone formation investigated. However the frequency of CA genotype was increased in
patients with kidney stones group (%38,6) versus control group. (%30,7) (OR: 2,80;
%95CI: 1,08 — 7,28) (p=0,033). No significant difference was found between patients and
control subjects for CDH1 -347G/GA genotype and allel frequencies. Our study reveals the
first data about these two polymorphisms on patients with calcium
oxalate nephrolithiasis in our country and we believe that these findings have potential
implications that will lead further studies.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

dk Dakika

kb Kilobaz

ul Mikrolitre

g Gram

uM Mikromolar

mM Milimolar

mi Mililitre

ng Nanogram

nm Nanometre

°C Santigrat

pmol Pikomol

U Unite

% Yiizde
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Kisaltmalar Aciklamalar

CaOx Kalsiyum okzalat

COM Kalsiyum okzalat monohidrat
EDTA Etilendiamintetraasetat
OPN Osteopontin

PCR Polimeraz zincir reaksiyonu
TBE Tris borik asit etilendiamintetrasetat

THP Tamm-Horsfall protein






1. GIRIS

Bobrek tasi hastalign ¢ok sik goriilen global bir saglik problemi olup, teshisi, tedavisi
olduk¢a maliyetli ve hasta agisindan yasam kalitesini diisiiren sikintili bir siiregtir. Bobrek
tast hastaliginin genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya c¢iktigi kabul
edilmektedir. Beslenme sekli, iklim, s1vi alimi, meslek gibi etmenler tag olusumundaki en

onemli ¢evresel faktorlerdir [1-3].

Bobrek taslarinin olusumu; kristal ¢ekirdeklenmesi, biiylime ve kiimelenme, kristallerin
renal tiibiillerde tutulumu gibi karmasik olaylarin bir sonucudur [4]. Bobrek tasi yaygin
rastlanan bir hastalilk olmasina ragmen gelisimi ve mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir [5]. Genetik faktorlerin belirlenebilmesi amaciyla, bu hastaliga
yatkinlikta rolii oldugu disiiniilen genlerdeki tek niikleotid polimorfizmleri belirlenmeye
calisilmaktadir. Tek niikleotid polimorfizmleri gen transkripsiyonunda, mRNA’nin
devamliliginda, olusan proteinin kalitesi ve etkinliginde farkliliklara yol acabilir;
dolayistyla pek cok hastalia yatkinligin ya da hastaligin ciddiyetinin belirlenmesinde
biyomarker olarak kullanilabilirler [6].

Son yillarda yapilan genetik ¢aligmalar, bazi genlerdeki polimorfizmlerin tas olusumu ile
iliskili oldugunu ortaya koymustur. Bu genler arasinda Vitamin D reseptorii geni, CLDN14
geni, tirokinaz geni, osteopontin (OPN), interldkin I gen kiimesi, E-kaderin geni (CDH1),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii ve kalsitonin reseptorii genleri yer

almaktadir [6].

E-kaderin (CDHI), bobrek tiibiil hiicreleri dahil olmak {izere hemen hemen tiim epitelyal
hiicrelerde ifade edilen hiicre epiteli baglanma proteinlerinden biridir. Epitelyal gelisimde,
hiicresel biitiinliigiin saglanmasinda 6énemli rol oynar. E-kaderin geni (CDH-1) kromozom
16g22.1 bolgesinde yer alir [7,8].

Gen i¢inde promotor bolgelerde meydana gelen polimorfizmlerin genlerin transkripsiyonel
verimliligi tlizerinde etkileri olabilir. CDHI1 geni i¢inde cesitli polimorfizmler tespit
edilmistir. Bunlardan iyi bilinen tek niikleotid polimorfizmlerinden biri promotor bolgede
saptanmig olan -160C/A (rs16260) dir. Bu bolgede A allelinin varliginin C alleline kiyasla
transkripsiyonel aktivitede ~ % 68 azalmaya neden oldugu gosterilmistir [9,10].
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Bu c¢alismanin amaci, CDH1 geni -160C/A (rs16260) ve -347G/GA (rs5030625)
polimorfizmlerini bobrek tasi hastalar: ve saglikli bireylerde inceleyerek, tag olusumu ile
polimorfizm arasindaki iligkiyi aragtirmaktir. Tiirk toplumunda bobrek tasi hastalarinda bu
polimorfizm heniiz incelenmemistir. Bobrek tasi hastalarinda e-kaderin geni (CDH1)
polimorfizmleriyle ilgili daha 6nceden yapilmis olan calismalar celigkili sonuglar ortaya

koydugu i¢in, polimorfik gen lokuslari farkli etnik grup ve popiilasyonlarda incelenmelidir.



2. GENEL BILGILER

Bobrek tasi hastaligi yillardan beri insan saglhigini etkileyen bir hastaliktir. Birgok
arastirmaci kalsiyum okzalat (CaOx) bobrek taginin olusum mekanizmasini agiklamaya
caligmistir. Arkeolojik bulgular insanlarin yiizyillar 6ncesinde bile bobrek ve mesane tasi

hastaligindan muzdarip oldugunu kanitlar yondedir [11].

Yetigkinlerde idrar tas1 olusma riski bati yar1 kiirede (Avrupa’da % 5-9, Kanada’ da % 12
ve Amerika’ da % 13-15) dogu yan kiireden (% 1-5) daha yiiksek olmasina ragmen, en
yiiksek riskin hastaligin niikksetme olasiliginin % 50’lere ulastigi Suudi Arabistan (% 20,1)
gibi bazi Asya ililkelerinde oldugu bildirilmistir [12]. Hastaligin tekrar etme siiresi
degiskenlik gostermektedir. Yaklagik olarak hastaligi geciren bireylerin % 10° unda 1 yil
icerisinde, % 35’inde 5 yil igerisinde ve % 50’sinde 10 yila kadar hastalik tekrar
niiksetmektedir [13].

Bobrek taslarin yaklasik olarak % 75’ini 6ncelikle kalsiyum oksalat olustururken, % 50’si
kalsiyum hidroksil fosfat, % 10-20’si magnezyum amonyum fosfat, % 5’i tirat ve % 1-
2’sini sistin olusturmaktadir [14,15]. Bobrek tasi hastaliginin ¢ok etkenli etiyolojisi ve
yiiksek oranda niiksetmesi idrar yolu tas hastaliginda medikal olarak zorluga neden
olmaktadir [16]. Bu hastaligi ve niiksetmesini engellemek igin baskilayicilara ihtiyag

vardir.

Tas olusumunun c¢okelme yoluyla fizikokimyasal mekanizmasi; biliylime, toplanma ve
idrardaki cesitli modiilatérlerin varligidir. Ayrica, bazi1 arastirmacilar son zamanlarda tas
olusumunda O6nemli bir faktdr olan, adezyon ve hiicreler tarafindan kristallerin
endositozunu igeren kristaller ve bobrek tiibiiler epitel hiicreleri arasindaki etkilesim

tizerinde durmaktadirlar [17,18].

Bobrek tasi hastaliginin etiyolojisi biiyiik 6l¢iide bilinmemekle birlikte son epidemiyolojik
arastirmalar hiperkalsitiri, idrar yolu enfeksiyonu, idrar alkali, batililasmis diyet ve
obezitenin bobrek tasi hastaligr ile iligkili oldugunu gostermistir [1-3]. Ancak, yasamlari
boyunca bobrek tasi olusumu gozlenen bireylerin sadece bir kisminda genetik yatkinligin

bobrek tasi hastaliginin gelismesinde rol oynadigi varsayilmaktadir [19].
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2.1. Tas Olusumunun Mekanizmasi

Idrarda siipersatiirasyonun artmasi ve sonrasinda kristalin partikiillerinin olusumundan
sonra bobrek tasglari olusur. Siipersatiirasyon idrar benzeri g¢ozeltilerde kristalizasyon
olusumu i¢in itici bir giictiir. Bir ¢oziiciiye tuz eklendiginde coziicii ig¢inde belli bir
derisime ulasana kadar ¢oziinme gerceklesir, bu noktanin otesinde daha fazla ¢ozlinme
gerceklesmez. Bu noktada ¢oziicli i¢in tuz ile doygun oldugu sdylenir. Sicaklik ve pH
degistirilmedigi slirece daha fazla tuz eklenirse ¢ozeltide kristallenme meydana gelir.
(Cozeltinin konsantrasyonu doygunluga ulastiginda ve kristalizasyon basladiginda bu

durum Termodinamik Céziiniirliik Uriinii (Ksp) olarak ifade edilir [20].

Idrar, dogal iceriginde tas olusumunu tesvik eden ya da bu isleyisi engelleyen (inhibitdr)
cesitli makromolekiil (glikoproteinler, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar) ve iyonlara
(sitrat, pirofosfat, magnezyum) sahiptir [21]. Eger kristalizasyon inhibitorleri bulunmazsa
sonunda bobrek tas1 hastalig1 meydana gelir [20]. Inhibitorler soliisyon icerisinde kalsiyum
tuz konsantrasyonunun saf ¢oOziici i¢indeki konsantrasyondan daha yiiksek

konsantrasyonda tutulmasini saglar [22,23].

Bobrekte tas olusumu; kristal ¢ekirdegin meydana gelmesi, biliylimesi, kiimelenmesi ve

kristallerin renal tiibiil i¢inde tutulumu gibi temel basamaklari igeren bir siiregtir [21].

2.1.1. Kristal ¢ekirdeklenme

Idrarda kristallerin bulunmasi tas olusumu icin yeterli degildir. Kristaller idrarla birlikte
hareket edip bobrekten atildigi siirece bir sorun olusturmaz. Ancak kristaller idrarla
atilamadiklarinda tas olusumu icin ¢ekirdek gorevi goreceklerdir. Asirt doygun bir ¢ozelti
icerisinde sivi fazdan kati faza gegisin baslangic basamagi c¢ekirdeklenme olarak
adlandirlir. Cozelti icerisinde gevsek bir sekilde kiimelenmis olan tas tuzlarinin

kombinasyonu ile baglayan bu siire¢ yeni bilesiklerin eklenmesi ile biiyliyebilir [24].

Idrarda, gekirdekler genellikle mevcut yiizeylerde heterojen cekirdeklenme adi verilen bir

islem olusturur. Idrarda bulunan epitel hiicreleri, alyuvarlar ve diger kristaller idrarda



¢ekirdegin merkezinin olusumunda rol oynarlar. Heterojen ¢ekirdeklenme i¢in gerekli olan

doygunluk homojen ¢ekirdeklenme i¢in ¢ok daha azdir [25].

2.1.2. Kristal bityiimesi

Cekirdeklenme sonrasi, tas olusumunun Onemli bir basamagi kristal biiylimesidir. Bir
kristal ¢ekirdek tizerine iyonlarin birikme hizi olarak tanimlanan kristal biiyiimesi sivi ve
kat1 faz arasinda bir ara formda gelisir. Kristallenme i¢in itici gii¢; atom veya molekiilleri
birbirlerine baglayarak olusumunu saglayan potansiyel enerjideki azalmadir. Asir1 doygun
bir sivi iginde ¢esitli atomlar veya molekiiller kiimeler olusturmaya baslar. Kiimenin
serbest enerjisi stvininkinden daha azdir. Kiimenin toplam serbest enerjisi yiizey enerjisiyle
(ylizey gerilimi) artar. Kristal biliylimesi kristal yapisinin olusumunda meydana gelen
bozukluklar, pH, maddenin fiziksel 6zellikleri, molekiiliin boyutu ve sekline gore belirlenir
[26,27]. Nefronun farkli kisimlarinda idrarin derigimi, bilesimi ve salgilanan

makromolekiiller degistigi i¢in kristal biiylime kinetigi de farkli olur [28].

2.1.3. Kristal kiimelenmesi

Cozelti i¢indeki kristallerin daha biiyiik partikiiller olusturmak i¢in bir araya geldigi siire¢
kiimelenme olarak adlandirilir. Bazi arastirmacilar kiimelenmenin tas olusumunda en
onemli basamak oldugunu ileri siirmektedirler. CaOx bobrek tasi olusumunda Kristal
biliylimesi 6nemli bir basamak olmasina ragmen, tiibiiler sivinin bobreklerden ge¢mesi i¢in
birka¢ dakika gerektiginden tek basina bu mekanizma ile kristallerin bobrek tiibiillerini
tikayabilecek biiyiikliige ulagmasi ve orada kalmasi i¢in bu biiylime siireci ¢ok yavastir. Bu

nedenle, kiimelenmenin daha 6nemli bir basamak oldugu diisiiniilmektedir [29].

Kiimelenme siireci oldukga ¢abuk gelisir ve bobrek tiibiilleri i¢inde ya da tiibiil
hiicrelerinin yiizeyinde biiylik kitlelerin olugsmasiyla sonuglanir. Daha sonra olusan bu
kitleler biiyiiylip tasa donilisebilmek icin nefron icerisinde tek bir bdlgeye yerlesir. Bu
yapilar benzer olaylar zinciriyle zara ait 6gelere tutunup daha sonra nefron i¢indeki diger

hiicrelerin yiizeyine baglanir [30].
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2.1.4. Kristal - hiicre etkilesimi

Kristal-hiicre  etkilesimi  arasindaki mekanizmanin  olduk¢a kompleks oldugu
distinilmektedir ve bu mekanizmanin ¢ofu hala agiklanamamistir. Kristalizasyon
idrardaki asir1 doygunluk sonucu ortaya ¢ikar. Daha sonra, olusmus kristaller renal tiibiiler
epitel hiicrelerine tutunur ve bu hiicrelere alinir. Tutunma islemi ya da kristallerin renal
tiibtiler epitel hiicrelerine endositozu genellikle kristal-hiicre etkilesimi olarak ifade edilen
bir durumdur. Kristal-hiicre etkilesiminin yapisal ve fonksiyonel durumu ile ilgili kiiltiir
ortaminda yapilan calismalar kalsiyum oksalat monohidrat (COM) kristallerinin hizli bir
sekilde hiicre yiizeyindeki mikrovilluslara yapistigin1 ve daha sonra hiicre i¢ine alindigini

gostermistir [31].

Idrarda bulunan bazi makromolekiillerin CaOx kristallerinin baglanmasini1 6nleyici etkileri
vardir. Lieske, Leonard ve Toback (1995), glikozaminoglikanlar, glikoproteinler ve sitrat
gibi idrarda bulunan c¢esitli polianyonik molekiillerin, COM kristallerinin hiicre
membranina baglanmasii bloke ettigini bildirmislerdir. Hiicrelere COM kristalinin

yapismasini engelleyen molekiillerin ortak bir 6zelligi, polianyonik karakterde olmalaridir

[32, 33].

2.1.5. Renal tiibiiler epitel hiicreleri tarafindan CaOx kristallerinin endositozu

Yapilan bir¢cok galismada hiicreler tarafindan kristallerin endositoz edildigi bildirilmistir.
Lieske, Spargo ve Toback (1992), primer hiperoksaliiri olan bir hastada nakledilen
bobrekte hiicre proliferasyonunu ve bobrek tiibiiler epitel hiicrelerinin Kristalleri hiicre
icine aldigini bildirmislerdir [34]. Ayrica tiibiiler hiicreleri kullandiklari kiiltiir ortaminda

kalsiyum iceren kristalleri kullanarak bu durumu deneysel olarak dogrulamislardir [35].

Cesitli maddelerin CaOx kristallerinin endositozu tizerinde inhibe edici etkisi vardir.
Tamm-Horsfall proteini (THP) [36], COM kristal endositozunun % 34 azalmasina yol
acar. Bu sebeple; distal tiibiiler siv1 igerisinde yer alan THP’nin nefronun bu boliimiindeki
hiicreler tarafindan COM Kkristal alimin1 bloke edebilecegi ve renal kristal tutunmasini ve

tag olusumu 6nleyebilecegi 6ne stirtilmiistiir [37].



Lieske ve Toback (1993), BSC-1 ve MDCK hiicreleri tarafindan CaOx kristallerinin hiicre
icerisine alinmasinin gesitli sinyaller ile degistirilebilen diizenlenmis bir olay oldugunu
bildirmislerdir. Buna ek olarak, bobrek hiicresi kokenli bir iiriner glikoprotein olan
nefrokalsinin COM kristallerinin  adsorpsiyonunu, plazma membranina Kkristalin
tutunmasini ve hiicre i¢ine alinmasini engelleyerek mitojenik etkileri engelledigini rapor

etmislerdir [38].

2.1.6. Kristal-hiicre etkilesimi ve renal tiibiiler hiicre yaralanmasi arasindaki iliski

Bazi aragtirmacilarin ¢aligmalarindan elde edilen kanitlara gore; oksalat ve CaOx bdbrek
tiibliler hiicreleri i¢in zararli olabilir. Kiiltiire edilen bobrek tiibiiler hiicrelerinin CaOXx
kristallerine maruz birakildiktan sonra zarar gordiikleri kanitlanmistir. Tek tabaka Madin-
Darby kopek bobregi (MDCK) hiicrelerine CaOx kristallerinin ilave edilmesi ile lizozomal
enzimler, prostaglandin E2 ve daha az bir 6l¢giide sitozolik enzimlerin salinmasi 6nemli

olgiide artmustir [39, 40].

Yiiksek oksalat yiiklemesi yapilarak bobrek tasi olusturulan deney hayvanlarinda, bobrek
tiibiillerinde CaOx kristallerinin varligi bobrek tiibiillerine zarar vermesiyle iliskili
bulunmus, enzimiiri ve tiibliler liiminadaki membran yikiminin varligi ile kanitlanmigtir
[41]. Bu zarimsi yikim proksimal tiibiiler hiicrelerinden fircamsi yiizeyin merkezindeki
kayip ile birlikte ortaya ¢ikmig ve idrarda proksimal tiibiiler enzimler goriilmiistiir. Bu
durum zarims1 yikimin kaynagi olarak proksimal tiibiiler hiicreler seklinde yorumlanmigtir
[41-43]. Boylece tas olusumunda bu hayvan modeli, CaOx kristalleri ya da proksimal
tiibtillerdeki yliksek konsantrasyonlardaki oksalat iyonu akisi bobrek tiibiiler epitelyal

hiicreleri i¢in toksik oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Bazi calismalarda kristal-hiicre etkilesimi siirecinde tiibiiler epitelyal hiicre zarariyla
baglantili oldugu rapor edilmistir. Renal tiibiiler epitelyal hiicrelerinde yaralanma hiicresel
yikim ve membrandz vezikiillerin iiretimine neden olur. Kristaller epitelyal hiicrelere ya
kristaliiri pargaciklar olarak ya da endositozla gecerler ve lizozomal sistemde ya da
interstisyuma tasinarak islenirler. Bobreklerde depo edilen CaOx kristalleri iltihap ve

fibrozise neden olan makromolekiillerin sentez ve ekspresyonunu diizenler.



2.1.7. Tas inhibitorleri ve promotorleri

Inhibitorler, kristal biiyiime oranin1 ve agregasyonu azaltan ve sekonder niikleasyonu
inhibe eden molekiiller olarak tanimlanir. Bunun aksine promotorler; tas olusumunu tesvik
eden molekiillerdir. Bu maddeler, inorganik bilesikler, proteinler ve glikosaminoglikanlar1
igerir (Cizelge 2.1). Bu bilesiklerin anormal fonksiyonu veya idrardaki konsantrasyonu, tas

olusumunu indiikleyen fizikokimyasal kosullar degistirebilir [44,45].

Cizelge 2.1. Tas olusumunu indiikleyen ve inhibe eden faktorler

Indiikleyen faktérler inhibe eden faktérler

Kalsiyum Inorganik

Sodyum Sitrat

Okzalat Magnezyum

Urat Pirofosfat

Sistin Organik

Disiik idrar pH Tamm-Horsfall protein

Tamm-Horsfall proteini Idrar Protrombin fragmenti 1

Diisiik idrar akimi Proteaz inhibit6rii: inter o inhibitor
Glikozaminoglikanlar
Osteopontin (Uropontin)
Renal lithostathine
Bikunin, Kalgranulin
Yiiksek idrar akimi

2.2. Yapilarma Gore Taslar

2.2.1. Kalsiyum oksalat taslari

Kalsiyum ve oksalatin asidik idrar igerisinde siipersatiirasyonu, kalsiyum oksalat taslarinin
olusumunun ana mekanizmasidir [46]. Bununla birlikte, Cizelge 2.2’ de verilen cesitli

faktorleri de igermektedir. Bu faktorlerden 6nemli olanlar1 agagida anlatilmistir.

Cizelge 2.2. Kalsiyum oksalat tas1 promotorleri [47]

Promotor

Hiperkalsitiri

Hiperoksaliiri

Hipositratiiri

Hiperiirikoziiri

Beslenme faktdrleri (yiiksek tuz, yliksek protein diyeti)
Asidik idrar pH

Diisiik idrar hacmi



http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/hiperoksal%C3%BCri

Hiperkalsiiiri

Hiperkalsiiiri, geleneksel olarak erkeklerde giinliik idrardaki kalsiyum atilim miktarinin >

300 mg, bayanlarda ise > 250 mg olarak tanimlanmaktadir [48].

Hiperoksaliiri

Hiperoksaliiri idrarda oksalat miktarinin 24 saatte 45 mg Tlzerinde olmasi seklinde
tanimlanir ve bdbrek tasi olusturucularin % 8-50’inde vardir [49]. Uriner oksalat kalsiyum

slipersatiirasyonu ile esit derecede 6nemlidir [50].

Hipertirikoziiri

Hiperiirikoziiri idrarda iirik asit miktarinin 24 saatte 600-700 mg’dan fazla olmasidir
[51,52]. Urik asit pKa 5,5 degerine sahip zayif bir organik asittir ve ¢oziiniirliigii idrar
pH’sia baglidir. [53].

Hipositratiiri

Yetiskinler i¢in giinliik idrardaki sitrat miktarinin 300 mg altinda olmasi olarak tanimlanan
hipositratiiri bobrek tasi hastalarinin % 20-60’1nda goriiliir [54]. Tiibiiler liimende kalsiyum
anyonlarin1  baglanarak bunlarin  ¢oziinirliigiinii  arttiir  ve  CaOx  kristallerinin
cekirdeklenmesini inhibe eder [55]. Ayrica, sitrat kristal agregasyonunu ve bilylimeyi

inhibe eder [56].

Hipomagneziiri

Magnezyumun idrarda diisiik derisimde bulunmasi hali hipomagneziiri olarak adlandirilir
Magnezyum, okzalat iyonlarina baglanarak kalsiyum okzalat kristal olusumunu engeller

Hipomagneziiri tag olusumunda etkindir [57].



10

2.2.2. infeksiyon (Striivit) taslar

Magnezyum amonyum fosfattan olusan striivit taslari, mikrobiyal ¢ogalma sirasinda iiriner
kimyada meydana gelen degisikliklerin bir sonucu olarak olusur. Baslica nedenleri
tekrarlayan iiriner enfeksiyonlar ve anatomik yatkinliktir. Ureaz-pozitif mikroorganizmalar
(baz1 Proteus spp, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Staphylococcus saprophyticus,
Ureaplasma urealyticum) her iire i¢in iki amonyum ve bir bikarbonat {iretir. Boylece iiriner
iki degerlikli fosfati1 ii¢ degerlikli fosfat formuna doniistiirerek striivit kristalizasyonu igin
yeterli amonyumu saglar. Bu taglarin yaygin bir 6zelligi geyik boynuzu goriiniimiinde
olmalaridir. Uriner sistem taglarinin % 10-15’ini olusturan infeksiyon taslar1 kadinlarda

daha sik goriilmektedir [58].

2.2.3. Urik asit taslan

Urik asit taglar1 diisiik idrar hacmi, idrar {irik asit diizeyinin yiiksek oldugu durumlar ve
asidik idrar pH'sindan kaynaklanabilir [59]. Sonug olarak iirik asit presipitasyonu meydana
gelir [58]. Serum {irik asit miktar1 % 7’nin {izerine ¢iktiginda siipersatiirasyon meydana
gelir ve kristal formasyonu artar. Kandaki {irik asit % 7-8 mg’in ilizerine ¢ikinca tas
olusmaya baslar [52]. Son zamanlarda yapilan takip caligmalart gut, hiperiirisemi,
tekrarlayan monoartrit ve hiperiirikoziirinin bagimsiz olarak erkeklerde iirik asit tas1 riskini

arttirdigini1 gostermistir [60].

2.2.4. Sistin taslar

Sistin taglari, bobrek epitelyal hiicre tastyicilarindaki kalitsal bir bozukluktan kaynaklanir.
Bobreklerdeki sistin i¢in ana apikal emilim sistemi; b0, +AT hafif zincir katalitik alt birimi
ve rBAT (b0,+AT ile ilgili) agir zincir alt biriminden olusan heteromerik bir tasiyicidir. Tki
alt biriminden birinde meydana gelen inaktive edici mutasyon (rBAT ya da b0 + AT1)
sistin, arginin, lizin ve ornitin gibi amino asitlerin iiriner kaybina yol agar [61]. Insidans ve
prevalans oranlar1 cografi alan ve tarama yOntemine bagl olarak biiytlik 6lciide degisir, bu
yiizden gergek alel sikliginin tahmin etmek giligtiir. Ancak, insidansinin siklikla 1:20 000
oldugu belirtilmektedir [62]. Tirkiye’de yiiksek riskli 6050 bebegin metabolik

hastaliklarinin tarandig1 bir ¢aligmada sistiniiri prevalanst 1:1000 olarak belirlenmistir.
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Sistiniliride tas olusumu ve buna bagli komplikasyonlara daha ¢ok 20-30’lu yaslarda
rastlanir [51].

2.3. Tas Olusumunu Etkileyen Faktorler

2.3.1. Cografi konum

Bobrek tasi goriilme sikligl, diinyanin farkli yerlerinde yasayan bireylerde degisiklik
gostermektedir. Iskandinav iilkeleri, Akdeniz iilkeleri, ingiliz adalar1, Kuzey Avustralya,
Orta Avrupa, Cin, Pakistan ve Kuzey Hindistan'da yiiksek insidans gosterirken; Orta ve
Gliney Amerika ve Afrika'nin bazi bolgelerinde bobrek tasi olusma insidansi diistiktiir.
Suudi Arabistan gibi bazi1 Asya iilkelerindeki riskin en yiiksek (% 20,1) oldugu rapor
edilmistir [2,63]. Ekonomik olarak gelismis tilkelerde kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat
tas1 daha sik goriiliirken; amonyum {irat ve kalsiyum oksalat taglarindan olusan mesane tasi
olusumu Asya’da olduk¢a yaygindir [64]. Ulkemizde ise hastaligin Giineydogu, Dogu
Anadolu ve Akdeniz Bolgesinde fazla goriildiigii rapor edilmistir [65].

Sicaklik faktorii g6z oniine alindiginda tas olusumunun insidansi lizerine cografyanin etkisi
dogrudan olabilir. Yiiksek sicakliklar terlemede artisa neden olmakta ve bu durum daha
konsantre idrar olusumuna sebep olarak iiriner kristalizasyonda artisa neden olabilmektedir

[66].

2.3.2. Yas, irk ve cinsiyet

Hastalik tiim yas gruplarinda goriilmektedir ve erkeklerde goriilme sikliginin kadinlara
gore 2:1 veya 3:1 oraninda oldugu literatiirde bildirilmistir [51]. Ulkemizde, {iriner sistem
tag hastaliginin epidemiyolojisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada ise erkeklerde goriilme
sikliginin kadinlara goére 1,5:1 oraninda oldugu ve en sik goriildiigli yas grubunun 55 yas

tistli oldugu rapor edilmistir [67].

Uriner sistem tas hastaliginin insidans: erkeklerde 20°li yaslarda yiikselmeye baslar, 40-60
yaglar arasinda en yliksek noktaya ulasir ve sonra azalir. Kadinlarda ise 20’li yaslarin

sonunda yiikselen insidans, 50’li yaslarda azalir [68].
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30-70 yaslar1 arasinda ilk bobrek tasi olugsma olasilig1 yaklasik olarak erkeklerde % 6-9
iken kadinlarda % 3-4’tiir [69-75].

Baker, Coyle, Bais ve Rofe (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada goreceli olarak tas
hastaligt olusumuna neden olan kronik iriner sistem enfeksiyonlari, sistiniiri,
hiperparatiroidizmin bayanlarda daha sik goriilmesinin tas hastalig1 sikligini arttirabilecegi
One siiriilmiistiir. Ancak, bayanlardaki diisiik serum testosteron diizeyleri ve idrardaki sitrat
miktarinin yiiksekligi tas hastaliginin erkeklerde daha fazla goriilmesini agikga ortaya

koymaktadir [76-77].

Baker ve arkadaslar1 (1993) kalsiyum oksalat taglarinin 50-60 yaslari arasinda gelisme
gosterdigini; 60—65 gibi daha ileri yaslarda ise iirik asit tasi gelistirme egiliminin arttigini
bildirmislerdir [76].

Yapilan popiilasyon temelli aragtirmalara gore tas olusum siklig1 etnik kdkene bagli olarak
toplumdan topluma degisiklik gostermektedir. Bobrek tast hastaligi cografi alana bagl
olmaksizin beyaz Kafkaslarda, siyahilerden daha fazla goriilmektedir [78]. Eskimolarda ise

hi¢ goriilmemektedir [68].

2.3.3. Genetik faktorler

Ailesinde tag hastalig1 Oykiisii olan bireylerin hastaliga yakalanma olasiligi, aile dykiisii
olmayanlardan 2,5 kat daha fazladir. Tas hastaligi multifaktoriyel bir hastalik oldugu igin
bu yiiksek risk, ¢evresel ve genetik faktorleri igerebilir [79].

Curhan, Willett, Rimm ve Stampfer (1997) bobrek tasi tespit edilen hastalar ve bobrek tasi
hastaligi olmayan bireylerle yaptiklari bir ¢alismada ailesinde tas hastaligi hikayesi

olanlarin, tas hastalig1 olmayanlardan 2,57 kat fazla oldugunu bildirmislerdir [72].

Goldfarb, Fischer, Keich ve Goldberg (2005) tarafindan genetik ve genetik olmayan
faktorlerin taslarla iligkisini incelemek icin yapilan bir ikiz ¢alismasinda benzer sonuglar

rapor edilmistir [80].
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Ulkemizde yapilan bir ¢alismada ise, hastalarin % 40’1nin birinci derece akrabalarinda tas

hastalig: griildiigii bildirilmistir [81].

Kapsamli genetik calismalar yapilmasina ragmen, higbir kromozomal haritalama tas
hastalar1 ve idiyopatik hiperkalsiiirisi olan hastalarda yapilmamistir [82, 83]. Genetik
caligmalarla sadece kesin kanit iirolitiyazisin poligenik bir kusur ve kismen penetratif
olmasidir [84]. Giiniimiizde, tas hastaligindan sorumlu geni tanimlamak mimkiin
olmamakla birlikte, haritalanmis genlerin birikimi ile bu boélgelerde bir aday gen bulunma

olasilig1 vardir [85].

2.3.4. Mevsimsel ve iklimsel etmenler

Bobrek tasi goriilme sikligi mevsimsel olarak degisiklik gostermektedir. Genellikle
ilkbahar ve yazin sicak aylarinda bobrek tas1 goriilme insidansi yiiksektir [86-88].

Sicak iklim kusaginda yasayan bireylerde artan sivi kaybi, daha satiire olmus idrar atilimi
gibi nedenler ile daha yiiksek oranda tas hastaligina rastlanir [51]. Sicak iklim bolgelerinde
ortaya ¢ikan artmis tas hastaligin en dnemli sebebi, cilt yoluyla kaybedilen sivi miktarinin

artisina bagli olarak idrar miktarinin azalmasidir [81].

Y1l boyunca sicaklik farkliliklarinin gézlemlendigi tilkelerde ise tas hastaliginin sikligr yil
icinde farklilik gdstermekte olup, en yogun dénem yaz aylari (Haziran — Eyliil) olarak

saptanmistir [81].

[ran'da yapilan bir galismada en yiiksek insidansmn Haziran, Temmuz ve Kasim aylarinda
gozlendigini bildirmislerdir [89]. Bu ¢ogunlukla ortalama sicaklik ve bobrek taslarmin
insidans1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu yoniinde yorumlanmistir [71,87-91].

2.3.5. Mesleki faktorler
Uriner sistem tas hastalif i¢in gesitli meslek gruplarinda farkli gériilme sikliklar1 rapor

edilmis ve fiziksel aktivitenin minumum seviyede oldugu meslek gruplarinda tas

hastaligina daha sik rastlandigi bildirilmistir [67,81].
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Sutor ve Wooley (1974), tarafindan yapilan bir calismada, ydnetim ve biiro isinde
calisanlarda, beden isi yapanlara gore tas hastaligina daha sik rastlanildigini belirtmislerdir
[67,92].

Islerinin igerigi ve bulunduklar1 ortam geregi yiiksek 1s1tya maruz kalan bireylerde de (gemi
calisanlari, firin ve dokiim isgileri vs.) tas hastaligina daha sik oranda rastlanilmaktadir.

[51,79].

2.3.6. Sivi alimm

Hipokrat doneminden beri, bobrek tasi olan hastalara tekrar tas olusma riskini azaltmak
icin s1vi alimi 6zellikle de su alimim arttirmalart tavsiye edilir [66]. Seyreltici etkisi ve
idrarin doygunluk oranini azaltmasi sebebiyle yeterli idrar dilusyonunu saglamak i¢in tas
hastalarina bol siv1 tikketmeleri tavsiye edilir [93]. Bunun i¢in giinde 2,0 — 2,5 litre idrar

iretimini saglayacak sivi tiiketiminin olmasi yoniinde fikir birligi vardir [94].

Borghi ve digerleri (1996), 199 tas hastasi ve 101 kontrolle yaptiklari 5 yillik bir ¢alismada
yiiksek su tiiketimine bagli olarak bobrek tasi olan hastalarda tagin tekrarlama oraninin %

50 oraninda diistiiglinii ve tasin 5 yil i¢inde tekrarlama araliginin uzadigini bildirmislerdir

[95].

Portakal suyu ve limonatanin tas olusumunu azalttigi [96], elma ve greyfurt suyunun ise
tag olusum riskini arttirdig1 yoniinde ¢alismalar literatiirde mevcuttur [68]. Ayrica gay,
kahve ve alkol gibi iceceklerin de kalsiyum oksalat tasi igin risk faktorii oldugunu belirten

caligmalar mevcuttur [79].

2.3.7. Beslenme

Beslenmenin bobrek tasi patogenezinde onemli rol oynadigi kuskusuzdur. Yapilan birgok
caligmada belirli bir popiilasyonda hayvansal protein tiiketimi ile tas hastaliginin
prevalansiin yakindan iliskili oldugu ortaya konmustur. Hayvansal protein alimimnin tas

olusma riski ve idrar taslarmin kimyasal bilesimi {izerinde biiyiik bir etkisi vardir [97-99].
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Robertson, Peacock ve Marshall (1982), tarafindan yapilan bir caligmada hayvansal
proteinden fakir bir diyet ile tas olusma riskinin azaldig1 ve tas hastaligina vejetaryenlerde

normal popiilasyondan % 40-60 daha az rastlandigi rapor edilmistir [100].

Yapilan bir baska calismada giinliik igilen su miktar1 arttirilmig, hayvansal kaynakli
protein, sofra tuzu ve kalsiyum miktart azaltilmis bir diyetle idrardaki kalsiyum oksalat

satlirasyonunun azaldig1 rapor edilmistir [67].

Diyetle asir1 piirin, kalsiyum, oksalat ve fosfat alinmasi, idrarda bu maddelerin asiri

atilimina neden olarak tas hastaligini kolaylastirmaktadir [81].

Siit ve siit tirtinleri yoluyla kalsiyum alimi, hiperkalsiiiri ve tas olusumu ile iligkili olabilir.
Curhan, Willett, Rimm ve Stampfer (1993) Amerika’da 40 000 saglikli birey tizerinde,
diyetle kalsiyum aliminin tas hastalig1 riskine etkilerini arastirdiklari calismada giinliik
kalsiyum tiikketiminin 1,050 mg’dan 600 mg’a diisiirlilmesinin tas hastaliginin geligim

riskini arttirdigini bildirmislerdir [101].

Yapilan baz1 c¢aligmalarda yiliksek idrar sodyum atilimmin yetiskin ve pediatrik
popiilasyonlarda hiperkalsemi ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle sodyum alimi tas

olusumu ig¢in bir risk faktorii olarak 6nemli bir role sahiptir [102,103].

2.3.8. Eslik eden hastaliklar

Epidemiyolojik caligmalar bobrek taslari ile diyabet, obezite, hipertansiyon ve diger kronik
hastaliklar arasinda bir iliski olabilecegi yoniindedir [2, 86,104,105].

Kalsiyum oksalat tas hastas1 363 erkek ve 164 kadindan olusan bir grupta yapilan bir
calismada erkeklerin % 59,2’nde ve kadinlarin % 43,9’unda asir1 kiloluk ve obezitenin

gozlemlendigi ve asir1 kilo ve obezitenin tas olusum riski ile iligkili oldugu bildirilmistir
[106].

Borghi ve digerleri (1999), Cappuccio ve digerleri (1999) ve Madore, Stampfer, Willett,
Speizer ve Curhan (1998) tarafindan yapilan 3 ayri ¢alismada hipertansiyon ile bobrek tasi
riski iligkili bulunmustur. [107,108,73].
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2.4. Tas Hastahigina Neden Olan Gen Polimorfizmleri

Genetik varyasyon hemen hemen her hastaliga yatkinlik ya da direng gostermeye katkida
bulunmaktadir [109]. Insan genetik varyasyonun en yaygin tiirii insan popiilasyonunda iKi
alternatif bazda kayda deger siklikta (> % 1) meydana tek niikleotid polimorfizmdir (SNP)
[110]. NCBI dbSNP Build 141’e gore (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), insan
genomunda her 72 baz ciftinde bir kez meydana gelen yaklasik 43 milyon dogrulanmis
SNP vardir [111].

Genom boyu iligkilendirme ¢alismalarinda (GWAS) kodlama yapmayan bélgelerde yer
alan SNP’lerin 6nemi daha fazla olmasina ragmen daha ¢ok kodlama yapan dizilerde yer
alan SNP’lere odaklanilmigtir. Kodlama yapmayan diziler (6rnegin; promotorler,
hizlandiricilar ve 3’ ug) icinde yer alan SNP’lerin komsu genlerin sentezlenmesi iizerinde
biiyiik etkilere sahip oldugu gosterilmis olup hastalik fenotiplerine neden olabilirler [112,
113]. Bu nedenle diizenleyici SNP'ler (rSNPS) olarak adlandirilirlar [114, 115].

Son yillarda yapilan genetik ¢aligmalar, bazi genlerdeki polimorfizmlerin tas olusumu ile
iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu genler arasinda osteopontin (OPN) [116,117],
kalsitonin reseptorii (CTR) [118], Vitamin D reseptorii geni (VDR) [119], iirokinaz [120],
interlokin (IL-1B ve IL-Ra) [121,122], E-kaderin geni (CDH1) [123], androjen- dstrojen
reseptorleri (AR ve ER) [124], vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptoric (VEGF)
[125], kalsiyum algilama reseptorii (CaSR) [126] genleri yer almaktadr.

2.4.1. E-kaderin geni

CDH1 olarak adlandirilan E-kaderin geni 16q22.1 kromozomu {izerinde yer almaktadir.
Yaklasik 100 kb uzunlugundadir ve 16 ekzonu vardir [127]. Bobrek tiibiil hiicreleri dahil
olmak iizere hemen hemen tiim epitelyal hiicrelerde ifade edilen E-kaderin (CDH1),
hiicreler aras1 adezyon, hiicre polaritesi, normal doku yapisinin olugmasi ve biitlinliigiiniin

korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir [128,8].

Epitelyal hiicreler arasinda kalsiyum bagimli adezyonun siirdiiriilmesinde anahtar rol

oynayan E-kaderinin bu fonksiyonu katenin olarak adlandirilan sitoplazmik proteinlere
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bagimlidir. Kaderinlerin sitoplazmik kismu ii¢ sitoplazmik protein ile iliskilidir; bunlar o, 3
ve y-katenindir [129]. Alfa katenin; beta ve gama kateninler vasitasiyla E-kaderin/katenin
kompleksinin hiicre iskeletine baglanmasinda rol oynar [130]. E-kaderin/katenin
kompleksi hiicreler arasi siki baglantilar1 saglayan zonula adherans bdlgesinde
yerlesmistir. E-kaderinde meydana gelen mutasyon, hiicre adezyonunda azalmaya ve

dolayisiyla normal doku biitiinliigiiniin azalmasina neden olur [131].

E-kaderin geni ve bu gendeki mutasyonlar bir¢ok kanserde (mide, meme, akciger, bas-
boyun, over, prostat) ve kanser olmayan hastaliklarda (endometriyozis [132], astim [133],
bobrek tast hastaligi [19], postinfektif irritabl bagirsak sendromunda (PI-1BS) [134])

arastirilmis olup, halen birgok aragtirmaci bu konu tizerinde ¢caligmaktadir.


http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/endometriyozis
http://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/postinfektif%20irritabl%20ba%C4%9F%C4%B1rsak%20sendromu
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornekler

Bu c¢alisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ nun
12.01.2015 tarih ve 25901600-79 sayili kararinca onaylanmistir. Calismaya katilan tiim
hasta ve kontroller calisma hakkinda bilgilendirilerek yazili izinleri alinmistir. Bu
caligmada; klinik olarak bobrek tasi olusturdugu tespit edilmis hasta birey ile bobrek tasi
rahatsizlig1 olmayan, saglikli bireylerden alinan kanlar kullanilmistir. Bobrek tasi hastalari,
Hacettepe Universitesi Hastanesi Uroloji boliimiine gelen goniillii bireylerden segilmistir.
Hastalarin 6zge¢misleri ve soy gecmisleri incelenmis, rutin kan ve idrar biyokimyasal
testleri orneklerin saglandigi klinik tarafindan yapilmistir. Calisma dahilinde idrar yolu
enfeksiyonlar1, bobrek yetmezligi, kronik ishal ya da kanser belirtileri gosteren hastalar
calisma dis1 birakilmistir. Buna gore, klinik olarak bobrek tasi olusturdugu tespit edilmis
101 birey hasta ¢alisma grubuna alinmistir. Kontrol grubu ise, ailesel iiriner tas hastaligi
oykiisli olmayan ve saglik taramasinda bobrek kalsifikasyon dykiisti olmayan 114 saglikli
bireyden olusturulmustur. Calismada kullanilmak iizere EDTA’l tiiplere 5’er ml kan
alinmistir. DNA eldesi igin gegen siireye kadar kanlar en fazla bir hafta buzdolabinda
(+4°C’de) muhafaza edilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Agaroz (NZYTech)

e Bromofenol blue (Geneall)

o Etanol (Geneall)

e GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium
e Primerler (NZYPrimer)

e dNTP seti (Geneall)

e Taq polimeraz (Geneall)

e DNA marker (Geneall)

e Restriksiyon enzimleri (Thermo- NEB)
e 10X TBE Buffer (NZYTech)

¢ DNA izolasyon kiti (Exgene Blood SV DNA Isolation Kit)
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3.3. Kullamilan Geregler

Hassas terazi (AND-ER-182A)

PCR otomatik 1s1 dongii cihaz1 (Thermo Scientific)
Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific)
Kuru 1sitic1 blok (Biosan)

pH metre (WTW 422)

Elektroforez gii¢c kaynagi (Thermo)

Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22R)

Manyetik karistirici (TMA 2071)

Elektroforez tank ve kaseti (Biorad)

Vorteks (Biosan)

Mikrodalga firin (Argelik)

Mikropipetler; 10ul, 100pul, 1000ul (Axygen)
Derin dondurucu -20°C (Sanyo)

Derin dondurucu -80°C (Sanyo)

Buzdolabi (Argelik)

Jel gortintiileme sistemi (Kodak Gel Logic 100 Imaging System)

3.4. Cozeltiler

3.4.1. Agaroz elektroforezinde kullanilan cozeltiler

0,5 M Disodyumetilendiaminteraasetat (EDTA) (pH 8.0)

186,1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak bir beher igine alindi. Uzerine 800
ml distile su eklendi ve manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriildii. NaOH ¢ozeltisi

kullanilarak pH’s1 8,0’¢ ayarlandi ve son hacmi distile su ile 1 litreye tamamland:.

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
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10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soliisyonu

108 g Tris baz, 55 g borik asit tartilarak beher icine alindi. Uzerine 40 ml 0,5 M EDTA
(pH 8,0) ve 800 ml steril distile su ilave edilerek manyetik karistiricida ¢oziindirildi.
Cozeltinin son hacmi 1 litreye tamamlandi ve 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edildi.

1 X TBE (1 litre icin)

100 ml 10 X TBE stok soliisyonu bir meziir i¢erisine alind1 ve tizerine 900 ml steril distile

su ilave edildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak 40 g siikroz ve 0,25 g bromfenol mavisi karigimi
kullanildi. 100 ml olacak sekilde steril distile su i¢inde ¢ozdiiriildii. Eppendorf tiiplerine

paylastirilarak buzdolabinda muhafaza edildi.

3.5. Kullanilan Yontemler

3.5.1. Kandan DNA izolasyonu

Kan 6rneklerinden DNA izolasyonu ticari kit kullanilarak, kitte (Exgene Blood SV DNA
Isolation) belirtilen izolasyon prosediirii takip edilerek yapildi. Prosediire gore;
1) 1,5 ml’ lik eppendorf igerisine 20 ul Proteinaz K eklendi.
2) Ayni eppendorf igerisine 200 pl kan 6rnegi eklendi.
3) 20 ul RNase A ilave edilip, 2-3 defa pipetaj yapildi. Oda sicakliginda 2 dk
bekletildi.
4) 200 pl BL buffer eklendi ve karigim vortekslendi.
5) 56°C’de 10 dk inkiibe edildi.
6) 200 pl saf etanol eklendi ve pipetaj yapildi.
7) Karisim SV kolona transfer edildi ve 12 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama
tiipti atild1 ve kolon yeni bir tiipe takildi.
8) 600 ul BW buffer eklendi, 12 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1
ve kolon yeni bir tiipe takildi.
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9) 700 ul TW buffer eklendi, 12 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipti atildi
ve kolon yeni bir tiipe takildu.

10) 14 000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

11) SV kolon 1,5 ml’ lik eppendorf tiipe takildu.

12) 200 ul AE buffer ya da steril su ilave edildi ve 1 dk bekletildi. Daha sonra 14 000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. DNA ¢6ziindiikten sonra tiipler -20°C’de saklandi.

3.5.2. Elde edilen DNA’nin konsantrasyon ve Kkalitesinin tayini

Elde edilen DNA’larin saflik ve miktar tayinleri Thermo Marka Nanodrop 1000 Model
Spektrofotometre ile yapildi. Spektrofotometrede 260 nm (Aze0) ve 280 nm (Azg0) dalga
boylarinda yapilan olgiimlerle DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. Azeo/Azso
oran 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak kabul edildi.

3.5.3. CDH1 gen polimorfizminin tespitinde kullanilan primer dizileri

PCR islemi icin kullanilacak primerlerin se¢imi, referans alinan makalelere gore
yapilmustir. Primerler secildikten sonra NCBI internet sitesinden elektronik PCR
yontemiyle CDH1 geni mRNA dizisinde ¢ogalacak olan bolgeye baglandiklar: (Sekil 3.1.
ve Sekil 3.2.) dogrulanmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). -160C/A ve
-347 G/GA polimorfik bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla kullanilan primerlerin niikleotid
dizileri asagida verildigi sekildedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bu calismada incelenen polimorfik bélgeleri cogaltmak icin kullanilan primer

dizileri (F : ileri primer, R : Geri primer)

Primer Ad1 Primer Dizisi
CDH1 -160C/A -F 5-TCCCAGGTCTTAGTGAGCCA-3’
CDH1 -160C/A -R 5’-GGCCACAGCCAATCAGCA-3’
CDH1-347 G/IGA - F 5’-GCCCCGACTTGTCTCTCTAC-3’

CDH1 -347 G/GA -R 5’-GGCCACAGCCAATCAGCA-3’
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5" TCCCAGGTCTTAGTGAGCCA3'
ACTCAGCCAAGTGTAAAAGCCCTTTCTGATCCCAGGTCTTAGTGAGCCACCGGCGGGGCT

GGGATTCGAACCCAGTGGAATCAGAACCGTGCAGGTCCCATAACCCACCTAGACCCTAGC
rs1l6260
AACTCCAGGCTAGAGGGTCA|CGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGGCGGGCCGTCAGCTCCG
Hphl
CCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGGTGAACCCTCAGCCAAT
5" ACGACTAACCGACACCGG3’

Sekil 3.1. CDH1 geninde tanimlanan rs16260 polimorfizmini belirlemede kullanilan
primerler, tanimlanan polimorfizmin genomdaki yerlesimi ve bu polimorfizmi
belirlemede kullanilan enzim

5" GCCCCGACTTGTCTCTCTAC3’
GCCCCCACTGCCCCTGTCCGCCCCGACTTGTCTCTCTACAAAAAGGCAAAAGAAAAAARNA
ATTAGCCTGGCGTGGTGGTGTGCACCTGTACTCCCAGCTACTAGAGAGGCTGGGGCCAGA

GGACCGCTTGAGCCCAGGAGTTCGAGGCTGCAGTGAGCTGTGATCGCACCACTGCACTCC
rs5030625

AGCTTGGGTGAAAGAGTGAG|CCCCATCTCCAAAACGAACAAACAAAAAATCCCAAAAAAC
BanII

AAAAGAACTCAGCCAAGTGTAAAAGCCCTTTCTGATCCCAGGTCTTAGTGAGCCACCGGC

GGGGCTGGGATTCGAACCCAGTGGAATCAGAACCGTGCAGGTCCCATAACCCACCTAGAC

CCTAGCAACTCCAGGCTAGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGGCGGGCCGTC

AGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGGTGAACCCTC
5" ACGACTAACCGACACCGGCC3'

Sekil 3.2. CDHI geninde tanimlanan rs5030625 polimorfizmini belirlemede kullanilan
primerler, tanimlanan polimorfizmin genomdaki yerlesimi ve bu polimorfizmi
belirlemede kullanilan enzim

3.5.4 Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) yontemi

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, CDH1 -160 C/A ve -347 G/GA boélgelerine
ozgi primerler kullanilarak Cizelge 3.2°de yer alan bilesenler sirasi ile 0,2 mP’lik steril
tiplere konuldu. PCR karistminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz {izerinde sogukta ve
steril kabin igerisinde yapildi. Daha sonra Cizelge 3.3’de yer alan PCR kosullarina goére 1s1

dongii cihazi ayarlanarak PCR islemi baglatildi.

Cizelge 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan tepkime bilesenleri

Genomik DNA (100 ng) -

dNTP (10 mM) 1
10X Buffer (10 pM/ml) 1wl
Forward Primer (10pmol) 1,5 ul
Reverse Primer (10pmol) 1,5 ul

Tag polimeraz (5U/ul) 0,4 ul
dH-0 -
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Cizelge 3.3. PCR kosullari

95 °C 5 dakika

95 °C 30 saniye
60 °C 40 saniye
72 °C 45 saniye
72 °C 10 dakika

} 35 dongii

3.5.5. Restriksiyon endoniikleazlarla kesim

PCR islemi ile ¢ogaltilan gen bdlgesi uygun enzim yardim ile restriksiyon islemine tabi
tutuldu. Hphl ve Banll enzimleri ile kesim i¢in; 5 pul PCR {irtinii, 10X kesim tamponu ve
5U kesim enzimine hacmi 15 pl’ye tamamlamak iizere steril su eklendi ve 37 °C’de 1 gece

inkiibe edildi. Restriksiyon enzimleri PCR iriinlerini asagida okla gosterilen bolgelerden

keser.

Hphl enziminin tanidig: dizi ve kesim yeri:

5 GGT G A N 3
3 CCACT NtT5

7

Banll enziminin tamdig: dizi ve kesim yeri:

5 GRGCY|C 3
3 CtIYCGR G &

3.5.6. Agaroz jel elektroforezi

%3’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 g agaroz tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 100 ml olacak sekilde 1X

TBE tamponu eklendi ve mikrodalga

Coziinmis agaroz jel icine 3,5 ul gelred nucleic acid gel stain ilave edildi. Hazirlanan jel
yatay jel yatag: icine dokiilerek, yiikleme kuyucuklarinin olusmas igin tarak yerlestirildi

ve donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice cikarildi ve jel 6rnek

yiiklenmesi igin hazir duruma geldi.

firnda kaynatilarak, agaroz c¢oziindirildi.
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PCR Uriinlerinin %3 ’liik Jele Yiiklenmesi

% 3’liik jel hazirlandiktan sonra jel tanki icine 1X TBE tamponu jelin {izerini 6rtecek
sekilde konuldu. 5 ul kesim iriiniine, 3 ul yiikkleme boyasi eklenip pipetleme yapilarak
boya ve kesim iriinii karistirildi. 8 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.
Kesim iiriinleri DNA molekiiler belirteg ile birlikte 100 V akimda 1saat yiiriitiildii.

PCR Uriinlerinin Kontrolii

Yiritme sonrasi jel tzerindeki bantlar, jel goriintiileme sisteminde UV 1s1k altinda
incelendi. PCR ile ¢ogalttigimiz bolgelerde kesim sonrasi birden fazla kesim bdolgesi
olusmaktadir. Kesim reaksiyonu sonucunda, CDH1 -160 C/A polimorfizmi AA genotipi
iceren diriinler igin jelde 190 bg¢’de tek bant goriinmektedir. Heterozigot CA genotipi igin
190, 100 ve 90 bg’lik ii¢ bant goriliirken, homozigot CC genotipi igin 100 ve 90 bg’lik iki
bant gorilir. CDH1 -347 G/GA polimorfizminde ise homozigot GA/GA genotipi igeren
ariinler jelde 332 ve 116 b¢’lik iki bant goriinmektedir. Heterozigot G/GA genotipi igin
332, 263, 116 ve 68 bg¢’lik dort bant goriilirken, homozigot G/G genotipi igin 263, 116 ve
68 be’lik ti¢ bant goriilir.

3.5.7. Sonuglarin degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel yontemler

Tiim istatistiksel hesaplamalar R (versiyon 2.15) ile yapildi. Cesitli genotipler ve bunlarin
birbiri ile kombinasyonlarini degerlendirmek i¢in tahmini risk orani1 (OR) ve %95 giiven
araligi (CI) hesaplandi. Gruplar arasi anlamliligi karsilagtirmak i¢in Ki kare (y?) testi
kullanildi.  Genotip dagilimlarinin  ger¢ek  Mendeliyen popiilasyonunu  yansitip
yansitmadigini, yani Hardy — Weinberg esitligine uyum saglayip saglamadigini kontrol
etmek i¢in gruplarda normal ve mutant allellerin sikligi bulundu. Hardy-Weinberg dengesi
hesaplamalarinda y* testi, diger frekans hesaplamalarinda ise Pearson y? testi kullanildi. P
degerlerinin 0.05’den kiigiik oldugu degerler istatistiksel acidan anlamli olarak kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. E-Kaderin Geni Polimorfizmlerinin Taramasi
4.1.1. Tlgili gen balgelerinin cogaltilmasi
E-kaderin geninde yer alan -160C/A (rs16260) polimorfizminin belirlenmesi igin PCR-

RFLP yontemi kullanildi. PCR sonrasi elde edilen 190 bg¢’lik amplifikasyon iiriinii DNA

belirteci kullanilarak %1°lik agaroz jelde goriintiilendi (Resim 4.1).

Resim 4.1. CDHL1 geni-160 C/A bolgesinin amplifikasyon tirtinlerinin %1°lik agaroz
jeldeki gortintiisii M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1-8 no’lu kuyular
amplifikasyon triinii

E-kaderin geninde yer alan -347 G/GA (rs5030625) polimorfizminin belirlenmesi igin

PCR-RFLP yontemi kullanildi. PCR sonrasi elde edilen 447 bg¢’lik amplifikasyon iiriinii
DNA belirteci kullanilarak %1°lik agaroz jelde gorintiilendi (Sekil 4.2).

447 bg

Resim 4.2. CDH1 geni -347G/GA bolgesinin amplifikasyon iiriinlerinin %1°lik agaroz
jeldeki goriintiisii M: 100 bg’lik molekiiler agirlik belirteci, 1-7 no’lu kuyular
amplifikasyon {riinii
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4.1.2. Cogaltilan gen baélgelerinin restriksiyonu

-160C/A (rs16260) polimorfizminin belirlenmesi i¢in PCR friinleri Hphl enzimi ile
37°C’de 1 gece inkiibe edilerek, restriksiyon islemi gergeklestirilmistir. Restriksiyon islemi
sonrasinda 160. niikleotid pozisyonunda sitozin (C) — adenin (A) degisimi olup olmadigi
saptanmistir. Bu gen pozisyonunda yabanil tip alel olan C aleli mevcutsa Hphl i¢in tanima
bolgesi vardir ve %3’liik agaroz jelde 100 ve 90 bg’lik iki bant gézlenir. Eger homozigot
C-A baz degisimi varsa Hphl tanima bolgesi olmadigi i¢in jelde 190 bg’lik tek bant
gozlenir. Heterozigot bireyler i¢in ise jelde 190, 100 ve 90 b¢ olarak {i¢ bant gdzlenir
(Sekil 4.3).

M CA AA CC CA AA CC AA CC ccC

<-100b¢
©=90b¢,

Resim 4.3. CDHI1 geni rs16260 polimorfizmini i¢eren bélgenin DNA’dan elde edilen PCR
iiriinlerinin Hphl restriksiyon enzimi ile kesimini gdsteren %3’liik agaroz
jeldeki gortintiisii M: 50 be¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1-9 no’lu kuyular
kesim iiriini

-347 G/GA (rs5030625) polimorfizminin belirlenmesi igin PCR firtinleri Banll enzimi ile
37°C’de 1 gece inkiibe edilerek, restriksiyon islemi gergeklestirilmistir. CDH1 -347 G/GA
polimorfizmi i¢in homozigot GA/GA genotipi iceren triinler jelde 332 ve 116 bg¢’lik iki
bant goriiliirken, heterozigot G/GA genotipi igin 332, 263,116 ve 68 bg¢’lik dort bant ve
homozigot G/G genotipi igin 263,116 ve 68 b¢’lik ii¢c bant goriilmiistiir (Sekil 4.4).
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M G/G . G/GA G/G GA/GA G/GA G/GA

332 be
263 be

116 be

Pt

68 be

Resim 4.4. CDH1 geni rs5030625 polimorfizmini igeren bolgenin DNA’dan elde edilen
PCR iiriinlerinin BanlI restriksiyon enzimi ile kesimini gosteren %3’liik agaroz
jeldeki goriintiisii M: 100 b¢’lik molekiiler agirlik belirteci, 1-6 no’lu kuyular
kesim {irlinii

4.1.3. Verilerin istatistiksel analizi

Hasta ve kontrol grubuna ait demografik bilgilerin dagiliminin arastirilmasi

Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarindaki parametrelerin dagilimi

Hasta (n=101) Kontrol (n=114) P degeri
n % n %
Yas (yil) (ort £ ss) 474+15.1 48.7+£14.6 0.522
Kilo (kg)(ort + ss) 76.3 +£13.1 78.8£12.9 0.158
BMI (kg/m?)(ort + ss) 27.6+104 27+ 10.5 0.172
Cinsiyet
Erkek 57 56.4 93 81.6 0.00006
Kadin 44 43.6 21 18.4
Yas
Yas (y1l) (ort £ ss) 47.4+15.1 48.7+ 14.6 0.522
<48 46 43
>=48 55 71
Kilo
Kilo(kg)(ort + ss) 76.3 £ 13.1 78.8+12.9 0.158
<776 54 36

>=77.6 47 78
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Calismaya dahil edilen bireylerin demografik dagilimlar1 hasta ve kontroller i¢in Cizelge
4.1'de sunulmustur. Calismamiza katilan bireylerin yast 19- 84 arasinda degismektedir.
Hastalarin % 56,4’{inti, kontroliin ise % 81,6’s1n1 erkek bireyler olustururken; hastalarin %
43,6’smi1, kontroliin ise % 18,4’linii kadin bireyler olusturmaktadir. Hastalarda ortalama
yas dagilimi 47,4 + 15,1 iken kontrolde benzer bir dagilim gostermektedir (48,7+ 14,6).
Hastalarda ortalama kilo dagilimi 76,3 & 13,1 iken kontrolde 78.8 + 12.9 ‘dir. Yas, kilo ve
viicut kitle indeksi bakimindan hasta ve kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik yoktur ( P> 0,05).

Hphl polimorfizmi ile hastalik, vas ve kilo iliskisinin arastirilmasi

Cizelge 4.2. Bobrek tasi hastalar1 ve kontrol grubunda yas ve kiloya gore Hphl
polimorfizmi frekanslar1 ve risk tahminleri

Genotip Hasta Kontrol P degeri OR (95 % Cls) P degeri
Hphl (rs16260) 0.124

AA 10 (%9.9) 22 (%19.2) 1

CA 39 (%38.6) 35 (%30.7) 2.80 (1.08 - 7.28) 0.033
cc 52 (%51.4) 57 (%50.0) 2.16 (0.87 - 5.33) 0.094
CA+CC 94 (%90) 92 (%80.7) 0.053 2.17 (0.97 - 4.85) 0.057
Aleller 0.227

A 59 (%29.2) 79 (%34.6) 1

C 143 (%70.7) 149 (%65.3) 1.28 (0.85-1.93) 0.2281
Yas

<48 0.266

AA 5 (%4.9) 10 (%8.7) 1

CA 14 (%13.8) 13 (%11.4) 2.15 (-0.54 — 2.07) 0.252
cc 27 (%26.7) 20 (%17.5) 2.70 (-0.22 - 2.21) 0.110
>=48 0.180

AA 5 (%4.9) 12 (%10.5) 1

CA 25 (%24.7) 22 (%19.2) 2.72 (-0.18 - 2.19) 0.098
ccC 25 (%24.7) 37 (%32.4) 1.62 (-0.67 — 1.64) 0.414
Kilo

<776 0.56

AA 5 (%4.9) 6 (%5.2) 1

CA 20 (%18.8) 13 (%11.4) 1.84 (-0.76 — 1.99) 0.383
ccC 29 (%22.77) 17 (%14.9) 2.04 (-0.61 — 2.04) 0.291
>=77.6 0.21

AA 5 (%4.9) 16 (%14.0) 1

CA 19 (%18.8) 22 (%19.2) 2.76 (-0.16 — 2.19) 0.090

cc 23 (%22.7) 40 (%35.0) 1.84 (-0.51 - 1.73) 0.289
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PCR-RFLP yontemi ile hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari analiz edilmis ve
genotip ve alel frekanslar1 karsilastirilmistir. Bununla birlikte hastalik olusumu ile yas ve
kilo iliskisi incelenmistir (Cizelge 4.2). CC, CA ve AA genotiplerinin siklig1 hastalar i¢in
sirasiyla %51,4; %38,6; %9,9 iken kontroller igin sirasiyla %50, %30,7; %19,2 olarak
bulunmustur (P = 0.124). Genotip dagilimi géz oniine alindiginda hasta grubu Hardy-
Weinberg dengesi ile uyumludur (p=0.47). Lojistik regresyon modeli sonuglarina gére CA
genotipi AA genotipi ile karsilastirildiginda bobrek tasi olusumu riskini arttirmaktadir (OR
= 2,80, 95%CI = 1,08-7,28). AA genotipi ise bobrek tasi olusumu riskini azaltmaktadir.
Ancak AA genotipinin bu koruyucu etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Hphl
polimorfizmi igin genotip ve alel dagiliminda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir.
Ayrica, Hphl polimorfizminin bobrek tasi olusma riski iizerindeki etkisi yas ve kilo
bakimindan da degerlendirilmistir. Hphl polimorfizmi i¢in yas ve kilo bakimindan hasta ve

kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir.

Banll polimorfizmi ile hastalik, yas ve kilo iliskisinin arastirilmasi

Cizelge 4.3’de Banll polimorfizmi igin genotip, alel dagilimi, yas ve kilo parametreleri
bakimindan degerlendirilmistir. GA/GA, G/GA ve G/G genotiplerinin dagilimi hasta
grubunda sirasiyla %7,92; %24,7; %67,3 ve kontrol grubunda sirasiyla %4,38; %23,6;
%71,9 olarak benzer bir dagilim gostermistir. Genotip, alel dagilimi, yas ve kilo
parametreleri bakimindan hasta ve kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir.

Hasta bireylerde Hphl ve Banll polimorfizmlerinin vas ve kiloya gore tahmini risk

oraninin (OR) arastirilmasi

Hasta bireylerde tahmini risk orani (OR) Hphl polimorfizmi i¢in hesaplandiginda, CA
genotipinin istatistiksel olarak yasla iligkili oldugu tespit edilmesine ragmen (OR=2.63,
95%ClI: 1.08-6.41, P=0.032) klinik olarak anlamli degildir. Ayrica, Banll polimorfizmi ile
bobrek tas1 olusumu arasinda yas ve kilo parametreleri bakimindan iliski olmadigi

sOylenebilir (P> 0.05) (Cizelge. 4.4).
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Cizelge 4.3 Bobrek tasi hastalar1 ve kontrol grubunda yas ve kiloya gore Banl|
polimorfizmi frekanslari ve risk tahminleri

Genotip Hasta Kontrol P degeri OR P degeri
I(a'r{:g(l)ISOGZS) 0.523

GA/GA 8 (%7.92) 5 (%4.38) 1

G/GA 25 (%24.7) 27 (%23.6) 0.53 (0.14 - 2.05) 0.359
G/IG 68 (%67.3) 82 (%71.9) 0.45 (0.13 - 1.60) 0.220
G/G + GIGA 93 (%92) 109 (%95.5) 0.278 0.53 (0.17 — 0.69) 0.284
Aleller 0.333

GA 41 (%20.2) 37 (%16.2) 1

G 161 (%79.7) 191 (%83.7) 0.76 (0.46 — 1.24) 0.275
Yas

<48 0.662

GA/GA 4 (%3.9) 3 (%2.6) 1

GIGA 13 (%12.8) 16 (%14.0) 0.61 (0.12 — 3.22) 0.560
G/G 29 (%28.7) 24 (%21.0) 0.91 (0.18 - 4.45) 0.904
>=48 0.180

GA/GA 4 (%3.9) 2 (%1.75) 1

G/GA 12 (%11.8) 11 (%9.6) 0.55 (0.08 — 3.59) 0.528
G/G 39 (%38.6) 58 (%50.8) 0.34 (0.06 — 1.93) 0.221
Kilo

<77.6 0.221

GA/GA 0 (%0) 2 (%1.7) 1

G/GA 14 (%13.8) 10 (%8.7) 1.40 (0.17 — 11.68) 0.756
G/G 38 (%37.6) 24 (%21.0) 1.58 (0.21 — 12.00) 0.657
>=77.6 0.154

GA/GA 6 (%5.9) 3 (%2.6) 1

GIGA 11 (%10.8) 17 (%14.9) 0.32 (0.07 - 1.57) 0.162
GIG 30 (%29.7) 58 (%50.8) 0.26 (0.06 — 1.11) 0.068

Cizelge. 4.4. Hasta bireylerde Hphl ve BanlI polimorfizmlerinin yas, boy ve kiloya gore
tahmini risk orani (OR)

OR (yas) p (yas) OR (boy) p (boy)  OR (kilo) p (kilo)
(%95 Cls) (%95 Cls) (%95 Cls)
Hphl
(rs16260)
AA 1 1 1
CA 2.63 (1.08 - 6.41) 0.032 2.45(0.98-6.10) 0.054 2.32(0.95-5.69) 0.064
CC 2.09 (0.90 - 4.88) 0.085 2.07(0.86-4.96) 0.100 1.92 (0.81- 4.52) 0.132
Banll
(rs5030625)
GA/GA 1 1 1
GIGA 0.55 (0.15 - 1.95) 0.362 0.65(0.17 - 2.41) 0.526 0.48 (0.13- 1.74) 0.268
GIG 0.55 (0.17 - 1.80) 0.328 0.44(0.13-1.51) 0.197 0.45(0.13- 1.49) 0.193
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Bobrek tasi hastalig: ile CDH1 -160/-347 haplotipleri arasindaki iliskinin arastirilmasi

Haplotip-temelli iliskilendirme testi yapilarak, HphlI-Banll polimorfizlerinin birlikte
gorilmeleriyle hastalik iliskisi arastirilmisti. CDH1 geni promotor bdolge igin
polimorfizmleri arastirilan iki SNP (rs16260 ve rs5030625) birlikte ele alindiginda tespit
edilen haplotip sikliklart ve tahmini riskleri Cizelge 4.5’te verilmistir. Calismamizda
CDH1 geni promotor bolge -160 C/A ve -347 G/GA polimorfik bolgelerinin
haplotiplerinin hasta ve kontrol grubuna goére dagilimlarini yaptigimizda, hasta grubunda
en sik CG haplotipi (%56.43), ikinci siklikta AG haplotipi (%23.36), kontrol grubunda ise
en sik CG haplotipi (%53.49) ve ikinci siklikta ise AG haplotipi (%29.82) tespit edilmistir.
Iki SNP arasindaki LD (D'") degeri ise %1'dir. Her iki polimorfik alleli ayn1 anda tastyan
bireylerin hastalik riskini belirlemek amaciyla yapilan haplotip analizinde gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik belirlenememistir.

Cizelge. 4.5. Bobrek tas1 hastaligi ile CDH1 -160/-347 haplotipleri arasindaki iligki

Haplotipler Hasta (%)  Kontrol (%) OR (%95 Cls) p-degeri
2n=202 2n=228
A GA 12 (5.94) 11 (4.82) 1
AG 47 (23.26) 68(29.82)  0.63(0.25 - 1.55) 0.320
CGA 29 (14.35) 26 (11.4) 1.02 (0.38 - 2.70) 0.964

CcCG 114 (56.43)  123(53.94)  0.84 (0.36 - 2.00) 0.709
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5. TARTISMA

Tas gelisiminin sabit par¢acik modeli hipotezine gore, kristal c¢ekirdeklerinin olusumu
baslangigta nefron liimeninde meydana gelir. Daha sonra kristal g¢ekirdeklerinin tiibiiler
epitelin apikal yiizeyine tutunmasi gerekir. Bdylece bu pozisyonda sabit kalabilir ve
bliylimeye baslar. Kristal-hiicre baglanma basamagi i¢in renal hiicre hasar1 énemli rol
oynar [135]. Yiiksek seviyelerde okzalat ve kalsiyum okzalat kristallerine maruz birakilan
hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda bu kristallerin bobrek epitel hiicrelerine

zarar verdigi gosterilmistir [39,136].

Hiperkalsiiiri bobrek tasi i¢in baglica risk faktorlerinden biridir. Bobrek tasi olan hastalarin
cogunda kalsiyum igeren taslar vardir. Bu nedenle, bobreklere kalsiyum dagitimini
etkileyen fizyolojik siiregler tas olusumunu etkileyebilir. CDHI, renal tiibiil hiicrelerinde
eksprese olan bir epitel hiicre birlesim proteini olup, epitel gelismenin devamliliginda ve

hiicre biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir [8].

Polimorfizm, popiilasyonun en az %1’inde belli bir gen bolgesi dizisinin bireyler arasinda
farklilik gostermesidir. Genlerin intronik bolgelerinde yer alan polimorfizmler protein
iiriiniine yansimazken, diizenleyici bolgelerdeki degisimler gen ifadesinde degisimlere yol
acabilir ve dolayisiyla protein diizeylerini etkileyebilirler. Ekzonik bolgelerdeki degisimler
ise amino asit degisimine sebep olduklar1 siirece protein yapisini degistirirler. Bu
degisimler genellikle restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin DNA’daki kesim dizilerini
degistirirler. Baz1 polimorfizmler mevcut kesim dizisinde degisime yol acgarak kesim
bolgelerini yok edebilir ya da yeni enzim kesim bolgeleri olusturabilirler. Dolayisiyla, ayni
gen bolgesinde polimorfik bazlar tasiyan bireylerin DNA’lar1 restriksiyon enzimleri ile
kesildiginde farkli uzunlukta fragmentler olusturabilirler. Bu sayede, DNA nin restriksiyon
enzimlerine tabi tutulmasiyla bireyler arasindaki niikleotid farklar1 ortaya ¢ikarilabilir ve

cesitli hastaliklarla olan iligkileri arastirilabilir [148].

Bobrek tasi hastaliginin gelismesinde tek niikleotid polimorfizmlerinin katkilarini arastiran
bazi ¢aligmalar vardir. Bu ¢alismalarda, CHD1 [123], heparan siilfat proteoglikan (HSPG2)
[137] , fibronektin (FN1) [138], D vitamini reseptorii (VDR) [119,139], vaskiiler
endotelyal biiytime faktorii (kodlayan VEGF) [125], androjen ve Ostrojen reseptorleri [124]
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ve kalsitonin reseptoriinde [118] meydana gelen polimorfizmlerin tas olusumu igin bir risk

faktori oldugu ileri siiriilmektedir.

Li ve digerleri (2000), -160C/A meydana gelen polimorfizmin promotor bolgede
transkripsiyonel etkinlik iizerine o6nemli derecede etkili oldugunu rapor etmislerdir.
Ozellikle A alel varyantinin transkripsiyonel aktiviteyi % 68 oraminda azalttigin1 ve bu

polimorfizmin bobrek tasi igin yeni bir genetik belirteg olabilecegini belirtmislerdir [9].

E-kaderin geni -160C/A ve -347G /GA polimorfizleri birgok neoplastik hastalik ve kansere
yatkinlik ile iligkili bulunmustur. E-kaderin geni -160C/A polimorfizmi iizerine son
yillarda yapilan ¢aligmalar bu bolgede meydana gelen tek niikleotit polimorfizmlerinin
ozellikle mide hastaliklari, prostat ve mesane kanseri gibi hastaliklarin riskini
degistirebilecegini ortaya koymustur [143-146]. Belli timor tiirleri ve etnik gruplarda, A
alelinin hastalik riski tzerine ¢eliskili sonuglar1 vardir. Muhtemelen -160C/A
polimorfizminin i¢inde bulundugu haplotip igerisinde yakin bagka bir SNP digerinin
etkisini maskeliyor olabilir. Bu bakimdan, E-kaderin promotdriinde yer alan diger bir SNP
olan -347G/GA, bu promotor bolgenin transkripsiyon aktivitesini ve hastalik riskini
degistirebilir [140-142].

Son zamanlarda CDH1 polimorfizmleri bobrek tasi hastaliginda incelenmeye baslanmistir
[19,123,147]. Bu galismalardan biri Tan ve digerleri (2013) tarafindan yapilmigtir. 152
saglikl1 birey ve 127 bobrek tast olusumu gozlenen Cinli hasta ile yaptiklar1 ¢calismada, tas
olusumu ile -160C/A (rs16260) polimorfizmi arasinda iligski oldugu bildirilmistir (p<0.05).
Incelenen bireylerde CA/AA genotiplerine sahip olanlarin CC genotipine sahip olanlara
gore istatiksel olarak anlamli sekilde bobrek tasi hastaligina yatkinlik riskinin azalmasi

arasinda bir iliski oldugunu bildirmislerdir.

E-kaderin geni -160 C/A veya -347G/GA polimorfizmlerinin bobrek tasi hastaligina
yatkinliktaki rolleri Tirk popiilasyonunda bilinmemektedir. Bu nedenle bu tez
calismasinda CDH1 genindeki -160 C/A ve -347G/GA polimorfizmlerinin kalsiyum
okzalat bobrek tasi olusumuyla baglantisi incelenmistir. Bu amagla 101 kalsiyum okzalat
bobrek tasi hastasi ile 114 saglikli bireyin genotipleri belirlenerek karsilastirilmistir. Hem
hasta, hem de kontrol grubunda tiim genotipler (CC, CA, AA) gozlenmistir. Tan ve
digerleri (2013) tarafindan yapilan ¢caligmada AA genotipinin hasta bireylerdeki oran1 %



37

4,7 iken, kontrol grubunda bu oran % 9,9 olarak saptanmistir. Bizim ¢aligmamizda ise AA
genotipinin dagilimi hasta bireylerde % 9,9; kontrol grubunda ise % 19,2’dir.
Calismamizdan elde dilen bulgular AA genotipi bakimindan Tan ve digerleri (2013)
tarafindan yapilan calismayla paralellik gostermektedir. Ancak AA genotipinin bu
koruyucu etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica sonuglarimiza gére CA
genotipi AA genotipi ile karsilastirildiginda bobrek tasi olusumu riskini arttirmaktadir (OR
=2,80; 95%CI = 1,08-7,28).
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6. SONUC

Sonug olarak, E-kaderin geni (CDH1) -160C/A ve -347 G/GA polimorfizminin bobrek
tagi hastaligina yatkinlik ile iliskisinin arastirildigi bu ¢alismada CDH1 -160C/A gen
polimorfizmi sonuglarmna bakildiginda, CA genotipi frekansi bobrek tasi hastalarinda
(%38,6) kontrol grubuna kiyasla (%30,7) daha yiiksek bulunmustur. Aradaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (OR: 2,80 ;%95CI: 1,08 — 7,28) (p=0,033). CDH1 -347G/GA
gen polimorfizmi sonuglarina bakildiginda ise hasta ve saglikli kontrol gruplart arasinda bu
polimorfizm agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir. CDHZ1geni -
160 C/A polimorfizmi ile kalsiyum oksalat bobrek tasi olusumu arasindaki iliskinin
desteklenmesi ic¢in genis olgu sayili calismalara ihtiyag vardir. Calisma grubunun
genisletilmesinin, CA genotipini tasiyan bobrek tasi hastalarinda tas olusumu agisindan
risk olusturup olusturmadigi ve AA genotipinin tas olusumunda koruyucu bir etkiye sahip
olup olmadigmin anlasilabilmesi  agisindan  ¢alismayr anlamli  kilabilecegi

distiniilmektedir.

CDHL1 geni -160 C/A polimorfizmi ile kalsiyum oksalat bobrek tasi iliskisinin incelenmesi
literatiirde sadece bir arastirma ile smurli kalmis ve Tirk kalsiyum oksalat bobrek tasi
hastalarinda hi¢ incelenmemistir. CDH1 geni -347 G/GA polimorfizmi ise bizim
bildigimiz kadariyla bobrek tasi hastalarinda hi¢ incelenmemistir. Bu nedenle, bu verilerin

hastaligin etiyolojisini anlamaya ve literatiire katki saglayacag diistintilmektedir.
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