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GiRIS ve AMAG

Uriner sistem tas hastali§i, hayatin her déneminde olusabilen, tek bir nedene
bagll olmayan, kompleks ve birbiri ile iliskili birgcok faktoriin beraberce meydana

getirdigi olaylar dizisidir (1).

Uriner sistem tas hastaligi, (riner enfeksiyonlar ve prostat patolojilerinden
sonra Uriner sistemi en sik etkileyen liglincl patolojidir. Urolitiyazis M.O. 4800’ 1ii
yillardan beri varligi bilinen ve endrlstriyel toplumlarin %1-5’inde olusan bir
hastaliktir (1).

Uriner sistem tas hastaligi en gok 30 ile 60 yaslari arasinda goruliir. Yetiskin
beyaz erkeklerde 6mir boyu tas gelisimi riski %20'dir. Bu oran yetiskin bayanlarda
%5-10"dur. Urolitiyazisli hastalarda rekiirrens orani ilk tas olusumdan itibaren 5
yillik sire igerisinde %50’den fazladir. Kadin idrarinda sitrat seviyesi yiiksektir ve
tas olusumunda koruyucu faktor olarak rol almaktadir. Bununla birlikte cocuklarda
testosteron nedeniyle karacigerde yapilan endojen okzalat miktari az oldugundan

her iki cinste gorilme insidansinda anlaml bir degisiklik saptanmamistir (1, 2).

Uriner sistem tas hastaigmin tani ve tedavisindeki gelismeler etyolojik
calismalarin énine gegmistir. Klinik ve deneysel galismalarin 1siginda, tasin
kimyasal ve morfolojik yapisi, i¢erigi hakkinda oldukga detayl bilgiler elde edilmis
fakat teknolojideki bitiin ilerlemelere ragmen tas olusum mekanizmalari hala tam

olarak aydinlatilamamistir (1, 2).

Tas hastaldinin etyolojisinde hereditenin roll Gzerinde durulmus, renal tubiiler
asidozis, sistindri gibi familyal hastaliklar saptanmistir. Sistinliride ayni miktarda

sistin eliminasyonuna ragmen bazi hastalarda tas olusmamasi bir polijenik defekt



oldugunu gostermistir. Tas hastaliginin bazi cografi boigelerde daha sik gorildugu
saptanmis ve dunya tas haritasi gikarniimistir. Bu Ulkelerde tas hastaliginin sik

gortlmesinde iklim, beslenme aliskanlidi ve ailesel faktorlerin etkisi vardir (1, 3).

Plrin, okzalat, kalsiyum ve fosfat iceren maddelerin diyet ile asir alinmasi
idrarda bu maddelerin yiiksek konsantrasyonda bulunmasina ve tas olusumuna
sebep olabilmektedir. Ancak ayni risk faktdrlerine sahip kisilerde ayni oranda tas
hastaliginin olusmamasi bu problemin etyolojisindeki aydinlatilamamis karanlik

noktadir (3).

Uriner sistem tas hastalijinda bazi predispozan faktdrler mevcuttur. Bunlar;
1- Idrar pH'sindaki degisiklikler.
2- Fokal veya yaygin Uriner enfeksiyonlar.
3- Konjenital anomaliler (Posteriyor Uretral valv, liretero-pelvik darlik vs.).
4- Uriner obstriiksiyon ve staz.
5- Nefrokalsinozis.
6- Uriner sistemdeki yabanci cisimler.
7- Uriner sistemle iliskili fistiiller.

8- Uriner sistem timérleri dir (1).

Uriner sistem tas hastaliginda en sik kalsiyum okzalat ve kalsiyum okzalat -
kalsiyum fosfat karisimi miks taslardir. Eriskin hastalarda taslarin %65-70’i saf

kalsiyum okzalat taslar olmakla beraber mikst olarak bitin taslarin %80’inde

bulunur (1, 3).

Uriner sistem tas hastaiginin olusumunda renal tubiiler epitel hasari tubiiler
limendeki membrandz hiicresel yikim (rlinlerinin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir. Idrarda géziinebilen kalsiyum okzalatin bu membranlara maruziyetiyle
kalsiyum okzalat kristallerinin heterojen niikleasyonu ortaya ¢ikabilmektedir. Buna
gore, hiperoksalliri kalsiyum okzalatin kristalizasyonunu sadece kalsiyum okzalatin
slpersatlrasyonunu arttirarak degil, ayni zamanda renal tubliler epiteli tahrip

ederek ve heterojen niikleasyon igin substrat saglayarak yapmaktadir (4).



Bobrek tasi olusumu kompleks bir stire¢ olup, kristal nukleasyonu, blytime,
agregasyon ve renal tlplerde kristal tutulumu gibi evreleri igermektedir. Bu sire¢
uriner tas matriksinin major bir elemani olan ve potansiyel olarak pozitif veya
negatif yonde tas olusumunu etkileyebilen Uriner proteinler gibi ¢esitli faktorlerden

etkilenmektedir (osteopontin, biktnin, Tamm - Horsfall) (5).

Bu g¢alismamizda Gilneydogu Anadolu Bdlgesi'nin driner sistem tas
hastaliginda endemik bir bolge olmasi, tas hastaliginin her yas grubunda
Karsimiza c¢ikmasi, familyal tas hastaliginin sik gortimesi ve tas hastaliginin
etyolojisinin tam anlamiyla aydinlatlamamis olmasi sebebiyle tas olusumunda
inhibitor bir protein olan osteopontinin familyal tas hastahginda ki muhtemel yerini
saptamak igin tash olgularda osteopontin gen bdlgesi mutasyonunu arastirmayi

uygun bulduk.



2. GENEL BILGILER

2.1 : Bobrek Anatomisi

Bobrekler retroperitonyumun en buylk organlart olup 12. torakal ve 3. lomber
vertebra arasinda yer alir. Longitidunal duzlemde inferiyor ve laterale, transvers
dizlemde posteriyor ve laterale, sagittal dizlemde ise lateralizedir. Ortalama
3x6x12 cm buyulklagunde olup, erkekte 150 g kadinda 135 g agirhdindadir. Yeni
dodanlarda bdbrek agirhdinin vucut agirligina orani 1/80, eriskinde ise 1/240°dir.

Sag bobrek sola nazaran daha kisa, kalin ve inferiyor yerlesimlidir (6).

Sol bobrek; Ustte surrenal bezi, Ust-dista dalak, On-Ustte mide, hilum
bdlgesinde pankreas kuyrugu, arkada arka karin duvari ve diafragma, altta
jejunum ve kolon ile komsuluk gosterir. Sag bobrek; ustte slrrenal bezi, altta
kolon, dnde karaciger, arkada arka karin duvari ve diafragma, hilum bdlgesinde

duedenum ve vena kava inferiyor ile komsudur (7).

Bobrek disini orten fibroz kapsul sinds renalis igine donerek papillaya kadar
uzanir ve apse, hematom gibi bobrek i¢i olaylarin disa yada distaki olaylarin ice
yayllmasini dnleyen bariyer olusturur. Renal kapsulin disinda sirasiyla perirenal
yag dokusu, renal faysa (Gerota), pararenal yag dokusu mevcuttur. Gerota fasyasi
iki yapraktan olusur. Posteriyorda daha kalinken anteriyorda incedir ve peritona
yapisiktir. Her iki yaprak lateral ve superiyorda birlesir, medialde ise bulyuk
damarlar dlzeyinde flizyona ugrarlar boylece hem bobregdi destekler hemde bir
taraf retroperitoneal infeksiyonlarin diger tarafa gegmesini dnlerler. Gerota fasyasi

inferiyor bdlgede birlesmez (6, 7).

Renal pelvis 5-7 ml kapasiteli konik bir yapidir. Pelvis renalis 2-3 ana major

kalikse, bunlarda papillalarda sonlanan birgok minor kalikse ayrilir. Kaliks



boyunlari infundibulum olarak adlandirilir. Pelvis renalis tamamen bobrek
sinlsunin iginde olabildigi gibi (intrarenal), tamamen disinda da olabilir
(ekstrarenal). Bobrede giren ana yapilarin yer aldidi bolim sinlis renalis olarak

adlandirilir ve burada arkadan éne dogru renal pelvis, arter ve ven bulunur (7).

Bobrek parankimi, korteks ve medulla olmak Uzere iki bélimdir. Medulla 8-18
adet, cizgili gorinumli piramidden olusur. Piramidlerin tabani kortekse bakar.
Tepeleri papilla adini alir ve mindr kalikslere agilir. Papilla yiizeyine 7 ana kollektor
kanal acilir (Bellini kanallari) ve bu goriinim nedeniyle area kribroza adi verilir.
Piramidlerin tabanlarindan korteks i¢ine dogru cizgiler uzanir (Stria medullaris
kortisi-Ferrain uzantilari). Renal piramidlerin kesit ylzeyi, birbirine paralel
seyreden Henle kollari, kollektor kanallar ve vaza rektalar nedeniyle cizgili

gorinumdedir (7, 8).

2.1.1 Bobrek Arter Sistemi

Renal arterler 2. lomber vertebra diizeyinde aorta’dan ayrilirlar. Sag renal arter
daha uzun olup sola gore biraz daha yukaridan aortu terk eder. Renal vaskiler
yaptda varyasyonlar oldukg¢a ylksektir, bu nedenle standartize etmek zordur.
Genellikle tek dal halinde sag ve sol renal arter olarak ayrilirlar (%70). Bobrege
ulasmadan sag renal arter; inferiyor siurrenal, kiglk perinefritik, kapsller ve

proksimal Ureteral dallar verirler. Aksesuar sag renal arter olasiligi %30’dur (6,7).

Renal arter 6n ve arka olmak tizere iki dala ayrilir. On dal daha genis olup renal
pelvis ile renal ven arasinda seyreder. Arka dal ise renal pelvis yada (st
infundibulum arkasinda yer alir. Bu arterlerden c¢ikan segmenter arterler, bobregi
bes vaskiller bdlime ayinir. Bunlar; apikal, 6n Ust, 6n orta, alt ve arka
segmentlerdir. Segmenter arterler igerisinde anastomoz yoktur yani her biri
endarterdir. Segmenter arterler her piramid igin lober arter olarak devam eder ve
2-3 interlober artere ayrilip piramitlerin arasinda kortekse kadar uzanirlar.
Kortikomediiller bodlgede interlober arterler piramid tabanina paralel seyretmek
Uzere donerek arkuat arter adini alirlar. Arkuat arterlerden kortekse dik uzanan
birgok interlobiler arter gikar. Interlobiiler arterlerin ana dallari afferent glomerdiler
arteriyolu olusturur. Interlobtler arterlerin bir kismi fibréz renal kapsiilii delerek

adrenal, gonadal ve frenik damarlarin yapti§i kapsiler pleksusa Kkatilirlar.



Glomeriler yumaktan ¢ikan efferent arteriyol, peritubiler kapiller adi olusturarak
proksimal ve distal tubuli kontortiyi sarar. Bu kapiller pleksus venoz kapillerle
birleserek interlobiler venlere dokulir. Medullanin beslenmesini vaza rektalar
saglar. Bunlarin gogu jukstameduller glomerilin efferent arteriyoliinden (vaza
rekta spuriae), az kismida arkuat yada interlobller arterlerden dogrudan cikar
(vaza rekta verae). Vaza rekta veraeler iskemik veya toksik olaylarda kisa devre
yaparak medullayi korurlar. Vaza rektalar renal meduliada asagr dogru inerlerken
henle kulpu ile kollektor kanallar arasinda olusan pleksusa yan dallar verir. Bu

pleksusun venoz donusude interlobuler yada arkuat venlerle olur (6-9).

2.1.2 : Ven Sistemi

Venoz donis arteryel istikametin tersi yonde olusur. Interlobiler venler arkuat
venlere, arkuat venler interlober venlere, interlober venler segmenter venlere
dokulir ve en sonunda renal veni olusturular. Arter sisteminin tersine renal
parankimal venler arasinda anastomoz mevcuttur. Sagd renal ven kisa olup
dogrudan vena kava inferiyora agilir. Kol sayisi azdir ve yalnizca aberran gonadal
veni alr. Sol renal ven ise lomber venler, hemiazigoz sistem ve kiigik

paravertebral venlerle birleserek sirkumaortik pleksusu olusturur (6-9).

2.1.3 : Lenfatik Sistem

Bobrek ve gevresinde Ug¢ lenfatik sistem yer alir. Ana lenfatik pleksus bdbrek
dokusundan kaynaklanir, renal tubdliler arasinda seyrederek 4-5 genis kanal ile
hiluma gelir, renal veni izleyerek ana lenfatik trunkusu olusturur ve sol tarafta
lateral aortik nodiillere agilir. ikinci lenfatik sistem olan subkapsiiler pleksus,
kapsul alti dokular drene ederek hilumda ana lenfatik trunkus ile birlesir. Uglincii
lenfatik sistem ise perinefritik pleksus adini alir, subkapsliler pleksus ile birleserek

ya da bagimsiz olarak lateral aortik nodullere acilir (6-9).

2.1.4 : Nefronun Anatomik Yapisi

Bobregin idrar olusturmasi her biri ayri bir Unite olan nefronlar tarafindan
saglanir. Nefron; sivinin filtre edildigi glomeril, filtre edilen sivinin Bowman
kapsulinden bobrek papillasina kadar akarken idrar niteligini kazandid
tubdluslerden olusur. Nefron her bir bobrekte ortalama 1.5 milyon kadardir. Nefron

renal korpuskil (Malpighi cismi) ile baslar. Bu cisim tek tabaka epitelden yapilmis



Bowman kapsitiline invagine olmus bir glomerdl yumagidir. Korpuskuiin afferent
arteriyolunun girip efferent arteriyolunun ¢iktigi kutuba vaskiler kutup, Bowman
kapsulunun proksimal tubulusa birlestigi kutuba Uriner kutup denir. Proksimal
tubllis kivnimli ve diz pargalar ile firkete seklinde seyreden henle kulpu
aracihgtyla distal tubulise, bu da ara pargayla kollektor kanallara baglanir.
Yedi adet ana kollektor kanal (Bellini kanallari), papillanin area kribroza adi verilen
yuzeyine acilir. Nefronlarin ¢odunlugunda glomeriiller bdbrek ylzeyine yakin
yerlesimlidir ve bunlara kortikal nefron denir. Glomertlleri medullaya yakin

nefronlara ise jukstaglomeriler nefron denir (6, 7).
2.2 : BOBREK FiZYOLOJiSI
Bobreklerin endokrin ve egzokrin olmak Uzere iki temel gorevi vardir (10, 11).

2.2.1 : Bobregin Endokrin Fonksiyonu
Baslica endokrin fonksiyonlari suniardir;
1- Renin salgilanmasi
2- Prostaglandin salgilanmasi
3- Eritropoietin salgilanmasi
4

Kallikrein — kinin sistemi.

2.2.2 : Bébregin idrar Olusturma Fonksiyonu
Bobrekler egzokrin fonksiyonlarini idrar olusturarak gergeklestirirler. idrar
olusturulurken asagidaki gorevleri yerine getirirler.
1. Sivi elektrolit dengesinin dizenlenmesi
Plazma onkotik basincinin diizenlenmesi
Asit—baz dengesinin saglanmasi

Organizma igin gereksiz yabanci maddelerin (ilaglar, metabolitleri vs.) atihmi

o~ N

Metabolizma sonrasi olusan Ure, kreatinin, kreatin, Urik asit, sllfatlar, fosfatlar

gibi son drtnlerin ve toksik maddelerin atihmi (10, 11).

2.2.3 :idrar Olusum Mekanizmalar
Idrarin olusumu bobregin en énemli fonksiyonudur. Idrar; glomeriiler filtrasyon,

tubller reabsorbsiyon ve tubller sekresyon sonucu olusur (10, 11).



2.2.3.1 : Glomertler Filtrasyon
Glomerllden Bowman kapsiline filtre olan siviya glomerdler filtrat denir. Bu
filtratin olusumu igin glomerillerde efektif filtrasyon basincinin olusmasi ve

glomeruler membrandan gegmesi gerekmektedir (10, 11).

Bobrekler bdtin vicut kitlesinin %1'inden azini olusturmakia birlikte kalp
debisinin %20’sini alirlar. Kan basinci renal arterde 100 mmHg iken glomeriiler
duzeyinde 70 mmHg'ya diser. Efferent arteriyolliin ¢apinin afferent arteriyoldan
daha kuguk olmasi glomeriler kapiller yatad) ylksek basingli hale getirir.
Glomeruler filtratin olusumunda ana faktor glomertler kapiller yataktaki hidrostatik
basingtir. Bu basing 70 mmHg kadardir. Bu basinca karsi duran gugler vardir.
Bunlar; plazma proteinlerinin onkotik basici ki 25-30 mmHg civarindadir ve
Bowman kapsuliu igindeki hidrostatik basingtir (10-15 mmHg). Bu basinglar
arasindaki farka efektif filtrasyon basinci denir ve yaklasik olarak 30 mmHg
civarindadir. Sistemik basincin 70 mmHg'nin altina distugl veya intrakapsiiler
basincin 50 mmHg'nin Uzerine ¢iktigi durumlarda efektif filtrasyon basinc sifira

duser ve filtrasyon durur (11).

Glomeruler filtrasyonun olusmasi igin glomeruler membrandan gegmesi
gerekmektedir. Glomeriiler membran ise kapiller endotel, bazal membran ve epitel
tabakasindan olusur. Glomeriler kapiller endotelinde fenestra denilen binlerce
delik bulunur. Endotel hiicreleri disindaki bazal membran ise genis aralar igeren
proteoglikan liflerinden yapili ag seklindedir. Bazal membranin disini olusturan
epitelde ise filtratin suzuldagu yarnk porlar mevcuttur. Bu 06zellik glomeriler
kapillerin gegcirgenligini diger kapillere gore 100400 kat artinr. Glomeriler
membranin bu ylksek gecirgenligine ragmen gecirdigi molekullerin blyUklagi ve
elektiriksel yukleri agisindan segiciligi vardir. Glomeriler membrandan molekiil
agirhg 70 000 daltonun Uzerindeki ve membran deliklerinin buyukliglu 8
nanometre’den (80A) bliyiilk maddeler gegemez. Filtrattaki maddeler bu molekdiler
ozelliklere sahip olsa bile (albumin) glomerl porlarinin yiksek negatif elektiriksel

yukindn elektro hidrostatik itici glicti ile karsilasirlar (11, 12).



2.2.3.2 : Tubiiler Reabsorbsiyon ve Sekresyon

Her iki bobregin nefronlarinin timiinden 1 dakikada olusan glomeriler filtratin
miktarina glomerdler filtrasyon hizi denir. Normal bireylerde bu hiz 120 ml/dak.dir.
Glomeriler filtrat 24 saatte yaklasik olarak 180 L olusur bunun da %99u
tublllerden reabsorbe edilir. Geriye kalan 1200-1500 ml filtrat idrar olarak atilir

(10, 11).

Idrar olusumunda tubiiler reabsorbsiyon sekresyondan daha biiyiik rol oynar.
Tubuler reabsorbsiyon ve sekresyonda iki mekanizma rol oynar bunlar; aktif ve
pasif transporttur. Renal tubdli hiicrelerinin Iimene bakan yizi villuslardan olusur

ve yuzey alanini 20 kat artir (10, 11, 12).

Aktif transport, hlicre membraninda bulunan proteinler ile maddelerin tasinmasi
esasina dayanir ve enerji gerektirir. Burada kullanilan enerji ATP'dan gelir. Aktif
transporta ugrayan maddeler; sodyum, potasyum, klor, kalsiyum, demir, hidrojen,

bikarbonat, Urat, fosfat iyonlari, glikoz, protein ve aminoasitlerdir (10, 11).

Aktif sekresyonda aktif transport gibi enerji gerektirir tek farki membranin
maddeleri aksi yonde tasimasidir. Aktif sekresyon ile hidrojen, potasyum ve irat

iyonlar tasinir (10, 11).

Pasif transportta herhangi bir enerji sarfi yoktur. Su osmos ile reabsorbe
edilirken tubdler sividaki Urenin yarisi geride kalir ve konsantrasyonu artar.
Intersitisyumda (ire konsantrasyonu disiik oldugundan re difiizyona ugrar (10,
11).

2.2.3.3 : Tubiili Segmentlerinin Absorbsiyon ve Sekresyon Yetenekleri
Tubdli membranlarinin hiicresel nitelikleri proksimal tubdili, henle kulpu, distal

tubuli ve kollektor kanallarda farkiiliklar gosterir (10, 11).

Proksimal tubdli hicreleri tubller sistemdeki reabsorbsiyon ve sekresyonun
%65’ini gergeklestirir. Proksimal tubdili hiicreleri hizli, aktif transportu saglayacak

sekilde ¢ok sayida mitokondri igerir. Tubilin limen epitelinin villus igermesi,
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intersitisyel ylzinun bazal kanallar igermesi ve tubuli hicrelerinin birbiri ile siki

baglanti olusturmamasi bu fonksiyonunu artirir (10, 11, 12).

Henle kulpu ince ve kalin olmak lizere iki segmente ayrilir. Ince segmenti de
inen ve cikan kol olmak (zere kendi arasinda ikiye ayrilir. inen kolundaki
hiicrelerde mitokondri gok az bulunur bu sebep ile eneriji Gretimi sinirlidir. inen kol
suya yiiksek derecede gecirgen, Na* ve diger iyonlara orta dercede gecirgendir.
Henle kulpunun gikan kolu suya ¢ok az gegirgen Ureye ise ¢ok gegirgendir. Henle
kulpunun kalin segmenti ince kulpun gikan kolunun epitelinin kalinlastigi yerden
baslar. Bu segment efferent ve afferent arteriyollarin arasindan gecgerek
jukstaglomeruler kompleksi olusturur. Bu kompleks de nefron fonksiyonunda gok
onemli bir role sahiptir. Kalin segment epitelinin villuslari rudimente, bazal kanallar
az ve hucreler arasi baglantilari sikidir. Su ve Ureye gecirgenligi hemen hemen hic
yoktur. Ozellikle Na®, K" ve CI iyonlarimin aktif transportunda rol oynar. Kalin
segment idrarin konsantrasyon ve dilusyon derecesinin dizenlenmesinde 6nemli
role sahiptir (10, 11, 12).

Distal tubuli, henle kulpunun kalin segmentinin jukstaglomeriler kompleksi
gegmesi ile baslar. Iki kisimdan olusur 1. kisim sulandirici segment ismini alir suya
ve Ureye gegcirgenligi ¢ok azken iyonlarin ¢ogunu absorbe eder. Ikinci kismina
kortikal toplayici tubdl denir. Bu kisim Ureyi hi¢ gecirmez, Aldesteron kontrolii
altinda Na'-K" ko-transportu ile Na® absorbsiyonunu, K' sekresyonunu ve

Antidilretik hormon (ADH) varlidinda suya gegirgenligi saglar (10, 11).

Kollektor kanal epiteli kubik sekilli, az sayida mitokondri iceren dlizglin yiizeyli
(villuslarn olmayan) hicrelerdir. ADH varhidinda suya gegirgen olma oOzellikleri
vardir. Ureyi minimal gegirirler. En onemli 6zelligi ise yiiksek H* gradientine
ragmen lUmene aktif olarak hidrojen iyon sekresyonu yapabilmeleridir. Viicut asit-

baz dengesinde 6nemli rol oynarlar (10).

Glomeruler filtrattan bir madde ister aktif ister elektrokimyasal gradient ile
absorbe  edilsin  tubller  konsantrasyonu  azalirken intersitisyumdaki

konsantrasyonu artar. Bu da suyun tubllide osmotik diflizyonuna neden olur.
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Tubulinin segmentlerindeki su reabsorbsiyon orani; proksimal tubiilide %65, Henle
kulpunda %15, distal tubulide %10, kollektor kanallarda %9,3'dur (10, 11).

Sodyum iyonunun reabsorbsiyonu elektrokimyasal gradientlerin etkisi altinda
ve aktif transport ile olur. Tubilinin segmentlerindeki Na* reabsorbsiyon orani;
proksimal tubtlide %65, Henle kulpunda %25, distal tubllide %5, kollektor
kanallarda %1 dir (10).

Plazma potasyumunun %90'indan fazlasi glomeriler filtrasyona ugrar. K
reabsorbsiyonunun tamami proksimal tubiil ve henle kulpundan Na’- K* ATPaz
mekanizmasi ile olur. idrardaki K* ise distal tubiller ve kollektdr kanallardan

sekrete edilir (10, 11).

Glomerdtler filtrattaki klorun %99'u reabsorbe olur. Klorun emilimi proksimal
tubllide aktif sodyum emiliminin olusturdugu negatif elektriksel gradient ile pasif
olarak meydana gelirken blylk cogunlugu distal tubllilerde aktif transport ile

saglanir (10).

Plazma proteinlerine bagli olmayan kalsiyum glomeriler filtrasyona ugrar ve
%98'’i reabsorbe olur. Kalsiyum reabsorbsiyonu esas olarak proksimal tubdili ve
henle kulpunun g¢ikan kolunda Na® reabsorbsiyonuna paralel olur. Buradaki
reabsorbsiyonu parathormon (PTH), siklik AMP, asetazolamid, eksojen sodyum
yuklenmesi ve fosfat kaybi ile inhibe olur. Reabsorbsiyonu bu segmentlerde
uyaran faktorler; hipokalsemi, metabolik alkalozda HCOj artimi, D vitamini ve
fosfat ylklenmesidir. Absorbsiyonun daha az kismi distal tubili ve kollektor

kanallarda aktif transport ile meydana gelir PTH ile uyarihir (10, 11, 12).

Plazma fosfatinin %80-90’1 glomeriler filtrasyona ugrar bununda %97’si
reabsorbe edilir. Reabsorbsiyonun blylik kismi proksimal tubdlilerden olur.

Reabsorbsiyonu PTH inhibe eder (10).

Hidrojen iyonlari proksimal, distal tubiili ve kollektor kanallarda aktif transport ile
sekresyona ugrar. Bu mekanizma ile asit-baz dengesi saglanir. Tubliler epitelin

bikarbonat iyonlarina olan gegirgenligi sinirlidir. intra tubiiler HCO3 hidrojen iyonu
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ile birleserek karbonik asiti (H,CO3) olusturur. Olusan H.CO3; su ve karbondioksite
(COy) aynlir. Yiksek lipofilik 6zelligi olan CO, diffizyon ile peritubller alana gecger
ve olay tersine isler (10, 11).

Glomerdler filtratta vucut beslenmesi igin énemli organik maddeler olan glikoz,
protein, aminoasitler bulunur. Bunlarin time yakini proksimal tubllilerde absorbe
edilir. Proteinler aktif transport ile tasinamayacak kadar blyik olduklarindan

proksimal tubuli epitelinde pinostoz ile absorbe edilir (10, 12).

2.3. Uriner Sistem Tas Hastaligi Etyolojisi
Uriner sistem tas hastali§i, hayatin her déneminde olusabilen, tek bir nedene
bagl olmayan, kompleks ve birbiri ile iliskili birgok faktériin beraberce meydana

getirdigi olaylar dizisidir (1).

Uriner sistem tas hastali§i, Uriner enfeksiyonlar ve prostat patolojilerinden
sonra Uriner sistemi en sik etkileyen Uglincli patolojidir. Urolitiyazis M.O. 4800’li
yillardan beri varligi bilinen ve endristriye toplumlarin %1-5’'inde olusan bir

hastaliktir (1).

Uriner sistem tas hastaliginin tani ve tedavisindeki gelismeler etyolojik
cahsmalarin ontne gegmistir. Klinik ve deneysel g¢altsmalar 1siginda taslarin
kimyasal ve morfolojik yapisi, igeridi hakkinda oldukga detayh bilgiler elde edilmis
fakat teknolojideki batin ilerlemelere ragmen tas olusum mekanizmalari hala tam

olarak aydinlatilamamistir (1, 2).

Uriner sistem tas hastaliinda etyopatogenezi agiklamaya yénelik baslica
teoriler sunlardir (1, 2, 3).
1- Supersatlirasyon—kristalizasyon teorisi
2
3
4
5- Kombine teoriler.

inhibitér ajanlarin eksikligi teorisi

Matriks—nukleasyon teorisi

Epitaksi teorisi
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2.3.1 : Supersaturasyon — Kristalizasyon Teorisi

idrar suya nazaran daha fazla maddeyi eriyik halinde tutabiime yetenegine
sahip olan supersatlre bir solusyondur. Belirli bir pH ve sicakliktaki suya kristalize
olabilen bir element konuldugunda sollisyon halinde kalr ancak bu elementin
miktar artirildiginda belli bir doygunluk noktasina (solubility product) gelir ve eriyik
halde kalamaz. Doymus haldeki madde kristalize olmaya baslar (formation
product). Elementlerin idrarda erime ve kristalizasyonunda pH ve sicaklik gok
onemlidir. Bunun yaninda poliiyonik soliisyonlarda erime noktalari degisir
birbirlerinin erimesini artinr ayni zamanda idrarda bulunan sitrat gibi organik
maddeler de elementler ile birleserek erimelerini artirir. idrarin solubility product
(sp) ve formation product’t (fp) degiskendir. Sp da suda dahi kristalizasyon
mumkin degildir ve bu konsantrasyonun altina stabil zone denilir. Stabil zonda
kristal nlivesi olusmaz, varsa gelismez, tekrar eriyik hale gelebilir fakat agregasyon
olabilir. Sp ile fp arasina metastable zone denilir ve bu zonda spontan
kristalizasyon olusmaz, mevcut kristal nlivesi lizerinde tas olusabilir, tekrar erimesi
oldukga zordur, agregasyon olabilir. Satlirasyon fp’I asmis ise spontan

kristalizasyon olusur, slratle buydr, agregasyon ¢ok hizh olusur (1, 2, 3, 12).

2.3.2 : inhibitér Ajanlarin Eksikligi Teorisi

Bir cok normal insanin idrarinda supersatirasyon mevcut olup kristalizasyon
olmaktadir. Ancak bu kristaller biiyliyemez ve kolayca itrah edilir. inhibitér ajanlar
sp ve fp seviyesini asmis idrarlarda erimeyi artirarak, kristalzasyonun olusumunu
azaltarak, gozlinebilen yeni kompleksler olusturarak, adhezyon ve agregasyonu

Onleyerek etki ederler (1, 3, 12, 13).

Organik veya inorganik olabilirler. Organik inhibitér ajanlar; disik molekil
agirhikh pepdidler, yliksek molekil agirlikli glikoproteinler, matriks-A, sulfidril (SH)
bagi igeren Uromukoidler, alanin, sitrat, ire, Tamm- Horsfall proteinleri, Gropontin,
nefrokalsin, bikunin, osteopontin, o-1 antitripsin, glikozaminoglikanlar ve
lipokortindir. inorganik inhibitérler; fosfatlar, pirofosfatlar, ortofosfat, magnezyum

ve ginkodur (3, 5, 14).

Sitrat; inhibitor maddeler iginde Uzerinde en ¢ok calisilan ve medikal tedavide

yerini almis ajandir. Kalsiyum tuzlari ile ¢dziinebilen kompleksler olusturarak Ca™
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satlrasyonunu azaltir. Kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunu direkt olarak inhibe

eder, monosodyum Uratlari azaltarak kalsiyum okzalat taslarini azaltir (1, 3).

Osteopontin; Uriner sistemde tas olusumunu engelleyici gdreve sahiptir. Bunu
da kalsiyum tuzlarinin Uriner sistemde kristalizasyonunu engelleyerek yapar.
Osteopontin bdbreklerde sentez edildikten sonra Henle kulpu, distal tubdller ve
papiller epiteliyumundan idrara sekrete edilir. Osteopontin kalsiyum nikleasyonu,
agregasyonu ve kalsiyum okzalat kristalizasyonunu inhibe eder. Ayrica kalsiyum
okzalat kristalleri Uzerine baglanarak dogrudan etki ile ¢dzinmesini sadlar.
Kalsiyum okzalat kristalizasyonunda 0Ozellikle dihidrat fazini inhibe eder ki bunlar

monohidratlara gore renal tubullere daha fazla adherens gosterirler (15).

2.3.3 : Matriks—Nukleasyon Teorisi

idrardaki proteinlerin bir Giriinii olan matriks; protein, heksan ve heksanaminleri
icerir. Matriks bir yandan kristal blylime ve agregasyonunu onleyerek inhibitor etki
yaparken, diger taraftan tas yapisinin %2-10unu olusturmaktadir. Kristal
kiimelesmesi igin kuguk kristalleri yapistiran dogdal yapistirici veya gekirdek gorevi
gorebilir. Nadiren tas vyapisinin tamamini olusturur. Nikleasyon ise erken
slUpersatirasyon doneminde olusan ve ilerde tas olusumu i¢in bir nevi sablon
gorevi goren yapilarin olusmasidir. Epiteliyal hiicreler, yabanci cisimler, a1, o2

globulinler bu niikleasyonu olusturan égelerdir (2, 3, 12).

2.3.4 : Epitaksi Teorisi

Egder idrarda kristalizasyon ¢ok fazla olusmussa kalan idrarda kristalize olan
maddenin satlrasyonu azalir ve kristalizasyon durur. Farkli  bir elementin
saturasyonu yuksek ise bu kristalin lizerine yapisarak kristal buylmesini sadlar.
Buna epitaksi denilir. Urik asit taslari (izerine kalsiyum okzalat kolaylikla epitaksi
ile tutunur. Sistin ise baska herhangi bir kristal lUzerine epitaksi gostermeyen tek

maddedir. (2, 3, 12)

2.3.5 : Kombine Teoriler
ilk kristal gekirdeginin tubili hiicrelerinde basladigi ve idrara atildiyi boylece
serbest nukleasyona ihtiyag duyulmadigi 6ne sdrulen intranefronik fiks niikleasyon

teorisi ile slpersatlrasyon ve kristalizasyonun serbest olarak idrarda olustugu,
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fakat inhibitorlerin kalitatif veya kantitatif defektleri sonucu blylyerek tas
olusturdugu 6ne surllen ekstranefronik serbest partikil niikleasyonu teorisini icerir

(1,2, 3, 12).

2.3.6 : Tas Hastalhginda Risk Faktéleri
1- Hiperkalsiuri
2- Hiperokzaliri
3
4- Hipositratri
5

HiperurikozUri

Hipomagnezlri

2.3.7: Hiperkalsitiri
idrar kalsiyum atiliminin 4 mg/kg/gin’iin (izerinde olmasina denir. Idiyopatik

kalsiyum tasi olan hastalarin %50-70'inin hiperkalsilrisi mevcuttur (1, 3).

Ug ayri etiyoloji ile gelisebilen bu risk faktérlerinde, absorptif tip en sik gériilen

++y

seklidir. Temel bozukluk Ca™"un intestinal hiperabsorbsiyonudur. Bunun sonunda
PTH baskilanir, renal Ca* itrahi artar ve kan seviyesi normal tutulur. Kendi icinde

iki tipi vardir, tip 1 de diyetle kalsiyum alimi kisitlansa dahi regiile olmaz (1, 3).

Renal hiperkalsitride temel bozukluk renal tubller reabsorbsiyonun olmamasi
ve buna sekonder hiperparatiroidinin olusmasidir. Serum Ca*™u normaldir. idrar

kalsiyumu aglik veya diyet ile diUsmez, hipokalsemide dahi devam eder (1, 3).

Rezorptif tip hiperkalsitride primer hiperparatiroidizm sorumludur. PTHun
yikselmesi ile Ca™™un kemiklerden asiri rezorbsiyonu baslar. PTH 1-25
dihidroksikolekalsiferoliin renal sentezini artirarak intestinal Ca*™ absorbsiyonunu
artirir. Renal tublililerdeki Ca*" miktari maksimal reabsorptif kapasiteyi geger ve

hiperkalsiuri olusur (1, 2, 3).

2.3.8 : Hiperokzaliiri
Hiperokzallri glnlik idrar okzalat atiliminin 40 mg'in (zerinde olmasidir.

Okzalat idrarda Ca™ ile birlesir ve erimesi gii¢ olan kalsiyum okzalat tuzunu
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olusturur. Diyet ile alinan okzalatin ancak %3-12’si intestinal sistemden absorbe

edilir. Hiperokzallrinin %90’ endojen kaynaklidir (1, 2, 3).

Primer hiperokzaluri; otozomal resesif hastalik olup iki tipi mevcuttur. Tip I'de
‘Gliokzalat karboligaz' enzimi defektiftir. Tip II'de ise ‘D-gliserat dehidrogenaz’
enzimi yetersizdir. Gunluk idrar okzalat miktari 100 mg’in (zerindedir ve

patognomoniktir (1).

Enterik hiperokzallride safra asitleri ve yagd asitlerinin bagirsak mukozasinin
okzalata gegirgenligini artirmasi ve yad malabsorbsiyonlarinda kalsiyum sabun

formasyonu olusturarak okzalat absorbsiyonunu artirmasi s6z konusudur (1, 3).

Diger hiperokzaluri nedenleri ise yliksek olarak etilen glikol alimi, askorbik asit
aliminin gnde 5 g'in Uzerinde olmasi, florlu anestezik ajan olan ‘methoxyflurane’

almi, dustk kalsiyum alimidir (1).

2.3.9 : Hipositratiiri

Sitrat Uriner sistem tas hastaliginda énemli bir inhibitor ajandir. Sitrat kalsiyum
tuzlan ile ¢ozUnUrligl yuksek kompleksler olusturur ve triner Ca™ satiirasyonunu
azaltir. Sitrat dogrudan Ca™" kristalizasyonunu inhibe eder. Bdbreklerden sitrat
atihmini etkileyen en o6nemli faktor asit-baz dengesidir. Asidoz sitratin renal
reabsorbsiyonunu artirir ve sitrat sentezini azaltir. Kronik diyare ve tiazide tedavisi

diger etkenlerdir (1, 2).

2.3.10 : Hipomagneziiri

Magnezyum Uriner sistem tas hastaliginda inhibitér ajandir. Kalsiyum okzalat ve
kalsiyum fosfat kristalizasyonunun ¢ozindrlagind artinr.  Kalsiyum okzalat
taslarinin buyumesini ve agregasyonunu azaltir. Hipomagnezirinin nedeni tam

olarak bilinmemekle birlikte diyetteki eksikligi n plandadir (1, 2).

2.4 : OSTEOPONTIN
Multifonksiyone bir protein olup en c¢ok kemiklerden yapilmakla birlikte

makrofajlar, endotel, diiz kas ve epitel hiicrelerinden de (retildigi gosterilmistir.
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Osteopontin aside hidrofilik yapida yaklasik 300 aminoasit iceren negatif (-) yukli
proteindir. Molekul agirhgr 44-80 kDa dur. Bir ¢gok fosforilasyon ve glikozilasyon
yerine sahiptir. Bu da molekul agirhk degisikliklerine neden olmaktadir.
Osteopontin’in ¢cDNA’sinin degisik memeli tlrlerinde benzer homolojiyi gosterdigi

saptanmiustir (15, 16).

2.4.1. Osteopontin Gen ifadesinin Diizenlenmesi

Osteopontin ~ (Opn) sentezinde ylksek tetikleyici  faktorler  pirin,
glukokortikoitler, vitamin-D, interferonlardir. Proinflamatuar sitokinler de Opn gen
transkripsiyonu ve sentezini artinr. Akut inflamasyonun klasik mediatorlerinden
TNFa ve IL-1B da Opn sentezini artirir. Hipergilisemi ve hipoksinin de osteopontin

sentezini artirdig1 gosterilmistir (15).

2.4.2. Osteopontin ve inflamasyon

Ostepontin inflamasyonun akut ve kronik fazinda epitel, endotel ve diiz kas
hicrelerinden ifade edilir. Osteopontin proinflamasyon ve antiinflamasyon
inflamasyon  bolgesine gelmesini saglayan kuvvetli kemotaktik ajandir.
inflamasyon basladiktan sonra trombin bélinmesine neden olur ve antiinflamatuar
karekter kazanir. Glomerulonefritte anti osteopontin antikorlar verildigi zaman
glomerilonefritin 6nemli derecede azaldi§i gosteriimistir. Tuberkiloz, sarkoidoz,
silikozis gibi granilamatoz hastaliklarda osteopontin gen ifadesi ylksek
saptanmistir. Bu hastaliklarda oynadig kritik rol Th-1 sitokin sentezini artirip, Th-2
sitokin sentezini durdurmak seklindedir. Osteopontin knockout ratlarda defektif Th—
1 salinimi sonucunda makrofajlardan IL-2 ve y-INF yetersiz salinimi ile Herpes

simpleks virls veya Listeria monositogezis enfeksiyonlarinda artis saptanmistir

(15).

2.4.3. Osteopontin ve Hasta Surveyi

Osteopontinin hiicre émriine etkisi ve apoptozise gidisi etkiledigi bilinmektedir.
Osteopontin knockout ratlarda obstriiksiyon olusturulan bdébreklerde goézlenen
makrofaj infiltrasyonu, intersitisyel fibrozis ve tubller hiicre apoptozisinin arttig

saptanmistir (15).
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2.4.4. Osteopontin ve indiiklenebilen Nitrik Oksit Sentetaz Regiilasyonu
Osteopontinin indiklenebilen nitrik oksit sentetaz’t (INOS) inhibe edici etkisi
vardir. Osteopontin knockout ratlarda nitrik oksit (NO) verildiginde ortaya ¢ikan

iskemi-reperflizyon injurisinde minimal artis saptanmistir (15).

2.4.5. Osteopontinin Diger Biyolojik Fonksiyonlan
Kollojen sentezini artirarak yara iylesmesini hizlandirir. Epiteliyal timorlerde

malign potansiyeli azaltici etkisi vardir (15).

2.4.6. Osteopontin ve Patolojik Mineralizasyon

Osteopontin fizyolojik ve patolojik mineralizasyonun regulasyonunda gérev alir.
Osteopontin normal kemiklerde hem osteoklast hem de osteoblastlardan eksprese
edilir ki bunlar kemigin remodelingini saglarlar. Osteoklast kaynakh Opn
hidroksiapatit formasyonunu inhibe ederek kemik rezorbsiyonunu artirir.
Osteopontin ekspresyonu distrofik kalsifikasyon, dejeneratif ve ateramatdz

vaskuler hastaliga sebep olabilir (15).

Molekuler seviyede nefrolitiyazisin gelisim sureci tam anlasilamamistir. Bobrek
tasi olusumu kompleks bir slreg olup, kristal niikleasyon, blylime, agregasyon ve
renal tuplerde kristal tutulumu gibi evreleri igcermektedir. Bu slre¢ Uriner tas
matriksinin major bir elemant olan ve potansiyel olarak pozitif veya negatif yonde
tas olusumunu etkileyebilen Griner proteinler gibi gesitli  faktorlerden
etkilenmektedir. Birgok Uriner proteinin tas olusumunda onemli rol aldigi

gosterilmistir (5).

Uriner sistem tas hastaiginin olusumunda renal tubiiler epitel hasari tubiiler
limendeki membrandz hicresel yikim Urlnlerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. idrarda géziinebilen kalsiyum okzalatin bu membranlara maruziyetiyle
kalsiyum okzalat kristallerinin heterojen nikleasyonu ortaya ¢ikabilmektedir. Buna
gore, hiperokzalUri kalsiyum okzalatin kristalizasyonunu sadece kalsiyum okzalatin
sUpersatirasyonunu arttirarak degil, ayni zamanda renal epiteli tahrip ederek ve

heterojen niikleasyon i¢in substrat saglayarak yapmaktadir (4).
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Bobrek tasi olusumu renal tip epitellerindeki kristallerin  nukleasyonu,
buyumesi, agregasyonu ve tutulumunu igeren bir dizi olayin sonucudur. Farkh
makromolekiller tas olusumuna farkli basamaklan dlzenleyerek katkida

bulunurlar ki bunlardan biri osteopontindir (16).

Etilen glikol karacigerde yikilr. Etilen glikol yikim ana Grlnleri glikoaldehit,
glikolik asit, glioksilik asit ve okzalik asittir. Bunlardan etilen glikol ve glikolil asit

renal epiteliyal hiicrelere zarar vermezler (16).

Okzalat ve kalsiyum okzalat kristalleri epitel hiicre cevabini provoke ederler.
Daslk miktarda okzalat mitojenikken, yiksek miktarda okzalat ve kalsiyum okzalat
renal epiteli tahrip eder. Lipid peroksidasyonu, apoptozis ve nekroza yol acarlar.
Yapilan galismalarda tahrip olmus renal hiicrelerde osteopontin yapiminin artisinin

spesifik sitokinlerce yapildig! saptanmistir (16).

Osteopontinin  hlicre peroksit seviyelerini azaltti§i, nitrik oksit Uretimini
baskiladigl ve hipoksiye direnci arttirdigi belirlenmistir. Osteopontin Uretimi hasara
karsi Dbir savunma mekanizmasi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kristal
depolanmasiyla iliskili osteopontin sentezi tubiler ttkanma ve mekanik gerilime
cevap olarak ortaya c¢ikiyor olabilir. Clnkl deneysel hidronefrozda proksimal
tublllerdeki osteopontin Uretimi artisi tubller tikanmadaki gerilim artisi sonrasi

olusmustur (16).

Osteopontin esas olarak uriner sistemde tas olusumunu engelleyici bir géreve
sahiptir. Bunu da kalsiyum tuzlarinin Uriner sistemde kristalizasyonunu
engelleyerek yaptigi bildirilmistir. Osteopontin bébreklerde sentez edildikten sonra
Henle kulpu, distal tublller ve papiller epiteliyumundan idrara sekrete edilir.
Osteopontin  kalsiyum nikleasyonu, agregasyonu ve kalsiyum okzalat
kristalizasyonunu inhibe etmektedir. Ayrica kalsiyum okzalat kristalleri (izerine
bagdlanarak dogrudan etki ile ¢ézlinmesini saglayan osteopontin, kalsiyum okzalat
kristalizasyonunda o6zellikle dihidrat fazini inhibe eder ki bunlar monohidratlara

gore renal tublllere daha fazla adherens gdsterirler (15).
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Okzalat ve kalsiyum okzalat kristallerine maruziyete cevap olarak renal epitel
hucreleri kalsiyum okzalat nefrolitiyazisinde belirgin rol oynayan osteopontinin
uretimini arttirmaktadirlar. Hayvan deneylerinde ekspresyonun heterojen oldugu
gosterilmistir. Henle kulbunun ¢ikan kolu, distal tip ve makila densada
osteopontin bulunmaktadir. Buna karsin proksimal tup, inen Henle kulbu, toplayici
tipler ve glomerdllerde bulunmamistir. Yeni ¢alismalarda ise en ¢ok Henle
kulpunun ince kolu ve kaliksiyel forniksin papiller yuzey epitelinde bulundugunu
gostermektedir. Yaslanma ile birlikte Opn’nin bulundugu yerlerin proksimaline

dogru glomertllere kadar kaydigi da gozlenmektedir (16).

Tas hastaligi olanlarda osteopontin Uretimi daha az olmaktadir. Gunkd buylyen
taslarda osteopontin tas yapisina inkorpore olmaktadir. Okzalat ile hasarlanan
yuzeylerde osteopontin salgilanarak hasarlanan yizeyin tamami Opn proteini ile
ortulur ve okzalatin yapisma ve blyumesini sinirlandinlir. Boylece okzalat artisi
sonucu ortaya cikan kristaller kuguk kalir ve Uriner ekskresyonla elimine edilir.
Primer hiperokzallri veya hiperokzalirinin sporadik epizodlari durumlarinda ise
durum daha farklidir. Bu durumda osteopontin gibi koruyucu elemanlar yetersiz
kalmakta, kristal olusumu sinirlanamamakta, kristallesen ylzeyler tam olarak
sartlamamakta, dolayisiyla agiktaki alanlara agregasyon olmaktadir. Bu kristaller
ise endositoza ugrayip, lizozomlara transporte olarak ¢oziinmeye ugrarlar. Bunun
yaninda hasarlanan hdcrede kristal adezyonu, agregasyonu devam eder. Bunun
sonucunda renal epitel hiicreler tarafindan ifade edilen osteopontin intersitisyuma
ve makrofajlara monosit infiltrasyonunu saglamakta ve kalsiyum okzalat
nefrolitiyasisli rat bobreklerinin interstisyumlarinda kalsiyum okzalat kristalleri

igeren dev hucreler olusmaktadir (16).

Osteopontin ifadesi hiperokzaliiri sonrasi belirgin olarak artar ve bu artis
kalsiyum okzalat kristallerinin bobreklerde depozisyonundan sonra da devam eder.
Uriner sistem tas hastai§i olan ve normal bireylerin idrar Opn diizeyleri
karsilastiriidiginda anlamh sonuglar elde edilmemistir. Osteopontin diizeyleri

Urolitiyazisli hastalarin bazilarinda normal bazilarinda disuk olarak saptanmistir
(15, 16).
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2.5. Polimeraz Zincir Tepkimesi

Polimeraz zincir tepkimesi (PZT), iki oligonikleotid primerlerle tanimlanan iki
bolge arasinda ki DNA bir DNA polimeraz tarafindan katalizienen bir seri sentetik
tepkimelerin  sonucunda c¢ogaitma esasina dayanir. Bu oligonikleotidler
tanimlanacak DNA pargasinin 5 ucu ve 3’ ucu ile eslesebilen 6zgunliktedir.
Yilksek 1siyla diger zincirden ayrilir. Tepkime karisimi, daha sonra kalip dizilerine
oligontikleotid primerlerinin yapismasina imkan veren bir i1stya disdrdlir. Yapismis
primerler uygun bir isiya c¢ikarilarak DNA polimeraz ile uzatilir. Zincirlerin
birbirinden ayriimasi, yapisma ve DNA sentezi dénglsi sonradan birgok kez
tekrarlanir.  GCogaltimanin  bir asamasinin  Grind  sonraki igin  kalip islevi
gordugunden dolayl her basarili dongi temel olarak istenilen DNA Urlininin

miktarini ikiye katlar (17, 18).

Bu sekilde artan tepkimenin temel Urind; sonunun oligonikleotidin 5 ucu
tarafindan belirlendigi ve uzunlugunun primerler arasindaki mesafe tarafindan

olusturuldugu bir gift zincir DNA pargasidir (17, 18).

Polimeraz zincir tepkimesinin 6zgin ydntemi, yapismis oligonukleotid primerleri
arasinda kalan DNA pargasinin ¢ogaltiimasini katalizlemek icin Thermus
aquaticus’tan saflastirilan 1siya dayanikli DNA polimeraz kullaniimasidir. 95 °C’lik
sicakhklarda bile uzun sure canli kalabilen bu enzim DNA’nin 2 zincirinin ayriimasi
basamagindaki Isiyla etkisizlestirilememekte ve ¢ogdaltima doéngtsinin her
asamasinda tepkimeye yeniden kolayca eklenebilmektedir. Oligonukleotidlerin
yapisma ve uzamasini yuksek isilarda basarabildiginden dolayi hatali dizilimleme
buylk oranda azalmistir. Yiksek etkinlige ragmen hedef dizilerin ussel
gogaltilmasi sinirsiz bir islem degildir. Ddngl sayist arttikga hatali nikleotid

eklenmesi olasihgi da artar (17, 18).

2.5.1. Polimeraz Zincir Tepkimesinin Bilesenleri
Polimeraz zincir tepkimesinin kesin kosullari ve dongunin her bir basamaginin
zamani, ornek, ¢ogalacak bdlgenin uzunlugu ve primer dizisi tarafindan belirlenir.

Tepkimenin sahip oldugu yliksek dogruluk ile 20 déngl, kalibin 1.000.000 kez



22

cogaltiimasina neden olur. Etkinligin dizeyleri %85-90 arasinda oldugundan
gercek gogaltma yalnizca yaklasik olarak 250.000 kezdir. Tepkime kosullari
degisken olup en ylksek duyarlilik icin dikkatlice yonetiimeye ve en verimli hale
getirimeye gereksinim duyar. Bu nedenle en uygun kosullar, asagida siralanmis
PZT bilesenlerinde yapilacak dizenlemeler ile saglanir. Enzim (Tag DNA
polimeraz), deoksiniikieotid trifosfatlar (ANTPs), magnezyum derisimi, tampon,

oligonukleotid (Primer), hedef diziler, 1silar ve déngi sayisi (17, 18).

Polimeraz zincir reaksiyonu 3 asamadan meydana gelir;, DNA zincirlerinin
ayrilmasi primerin hedef diziye yapismasi ve sinirlari tanimlanmis DNA dizininin

sentezlenerek kopyalanmasidir (17, 18).

2.5.1.1. DNA Zincirlerinin Ayrilmasi

Cift sarmalin birbirinden ayirdedilmesi igin gereklidir. Sarmallarin birbirinden
ayrilamamasi PZT'nin basarisiziginin nedenlerinden birisidir. Hedef kalibin
ve/veya PZT Grinunin yetersiz ayristirimasidir. Tam olmayan ayristirma DNA
zincirlerinin kopmalarina neden olarak urlin verimini azaltir. Taq DNA polimeraz
etkinliginin yart 8mrd 92,5, 95 ve 97 °C'de siraslyla 2 saatten fazla, 40 dakika ve 5
dakika olmasi nedeniyle gok ylksek ve/veya gok uzun olan ayristirma basamaklari

enzim etkisinin gereksiz kayiplarina yol agmaktadir (17, 18).

2.5.1.2. Primer Yapismasi

Oligonikleotid primerlerinin ayrilmis sarmallarin 5 ve 3’ uglarina esleserek
baglanmas: ile ¢alisarak DNA pargasi belirlenir. Primer yapismasi igin gerekli
zamanin uzunlugu, 1sisi, ¢ogaltmaya yardimci olan primerlerin baz igerigine,
uzunluguna ve derisimine baghdir. Taq DNA polimeraz, isilarin sinir araliklari
icinde etkili oldugundan primer uzamasi yapisma basamagini da kapsayan duslk
Isilarda olusacaktir. En iyi sonuglar 55-72 °C arasindaki yapisma isilari ile alinir.
Yapisma 1sisinin artirilmasi, yanlis olarak yapismis primerlere karsi ayirt etme

yetenegini artirir ve primerlerin 3’ ucundaki yanlis nikleotidlerin hatali uzamasini
azaltir (17, 18).



23

2.5.1.3. Primerle Tanimlanan DNA Pargasinin Gogaltiimasi

Polintkleotid sentezlendigi asamadir. Uzama zamani hedef dizinin uzunluguna,
nukleotid igerigine ve isiya bagimlidir. Daha fazla uzama zamanlari, dNTP’nin ¢ok
derisik oldugu erken dongilerde ve Urlin derisiminin enzim derisimini astidi geg

dongllerde yararli olabilmektedir (17, 18).

Temel olarak diger degiskenlerin en elverisli oldugu kosullarda uygun dongi
sayisi, hedef DNA’'nin baslangi¢ derisimlerine baglh olacaktir. Yaygin hata ok
fazla déngl uygulamasidir. Bu durum &zgll olmayan arka plan Griin miktarini ve
karmasikligini artirabilir, ayrica trtin verimini de dus(rlr. Bu ylizden tercih edilen

dongu sayisi 20-35 arasinda degisir (17, 18).

2.5.2. Oligonukleotidlerin Tasarimi

Primerin 0,1 ile 0,5 uM arasindaki derisimi genellikle en elverisli olanidir. Daha
ylksek primer derisimleri hatal dizilimlemeye neden olabilmektedir. Ayrica, 6zgul
olmayan Urtndn birikmesi primer-dimer olarak adlandirilan bir kaliptan bagimsiz
artiklarin meydana gelme olasiligini artirabilir. Ozgiil olmayan (riinler ve primer-
dimer artiklari, kendi kendilerine PZT igin substrat islevi goriirler. Bu Urlinler enzim,
dNTP’ler ve primerler igin istenilen (rlin ile yarisarak bu Uriniin daha disiik

verimine neden olurlar (17, 18).

Bazi basit kurallar etkili primer tasarimlanmasinda yardim saglamaktadir.
Belirgin olarak primerler %50-60 G+C bilesimine sahip 18-28 baz uzuniugundaki
nlkleotidlerdir. Bir primer giftinin hesaplanmis yapisma 1sisi  dengelenmis
olmaldir. Bu amag icin pratik olarak A veya T igin 2 °C, G veya C igin 4 °C'lik
hesaplama kullanilabilir .Erime sicakhgi (TM) Tm= 2x(A+T) + 4x(G+C) formiiliyle
de hesaplanabilir. Uygulamaya bagh olarak Tm 55 °C ile 80 °C arasinda istenilir.
Primer-dimer artiklarinin olusumuna neden olmasi ve istenilen Grlin verimini
azaltlmasi nedeniyle primer ciftlerinin 3’ uglarindaki eslesmeden sakiniimalidir.
Ayrica primerlerin 3’ uglarinda C ve G’lerin serbestge kullanimi (3 ya da daha

fazla) G+C’den zengin dizilerde hatali dizilimlemeler olusturabilir. Mimkiinse
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primer dizileri icinde sagdan ve soldan okundugunda ayni icerigi olan palindromik

dizilerden de sakiniimalidir (17, 18).

2.5.3. Elektroforez

Elektroforez, yukii molekillerin (protein, niikleik asit, vs.) elektromanyetik
alanda gogldur. Gog etme orani elektrik alanin gucd, net yukl, molekil sekli ve
blyukliga, iyonik gli¢, pH, akiskanhk ve kullanilan tampon tarafindan belirlenir.
Elektroforez diizenegi yatay veya dikey olabilecegdi gibi jeller tliplerde veya cam

plakalar arasinda olabilir (17, 18).

2.5.4. Poliakrilamid jeller

Elektroforeze tabi tutulacak molekullerin buylkliklerine goére agaroz jel,
poliakrilamid jel, denatlre poliakrilamid jel, vb.’leri tercih edilir. Di, tri, tetra ve
pentanulkleotidler i¢in genellikle denatlire poliakrilamid jel kullanilir. Blylik DNA
molekdllerinin elektrik alanda hareketi klglik DNA pargalarinin hareketine gore
daha yavastir. Poliakrilamid jeller akrilamid ve bisakrilamidin polimerize olmasiyla
meydana gelir. Poliakrilamid c¢apraz baglayici eleman olan metilen grubu
tarafindan baglanan 2 akrilamid molekultdir. Amonyum persilfat ve N, N, N’, N'-
tetrametiletilendiamin’in  (TEMED) eklenmesiyle bu polimerizasyon baslatilir.
TEMED serbest radikal veren persiilfat iyonunun ayristiriimasini katalizler. Jelin
por genisligi ve fiziksel Ozellikleri ise polimerizasyonun derecesi ve jeldeki
poliakrilamidin orani tarafindan kontrol edilir. Bu da DNA molekillerinin
hareketinde etkilidir. Denatlire poliakrilamid jeller ise jele yiksek diizeyde lire ve
formamid eklenmesiyle elde edilir. Bu sekilde DNA denatiire edilerek dogrusal ve
tek sarmalli olarak iki ayri alleli gdzlemek imkani saglar ve bu sayede elektrik

alandaki gergek uzunlugunun hareketine bakilr (19, 20).

2.5.5. Giimus Boyama

Elektroforez sonucu elektrik alanda go¢ eden DNA pargalarini gorinir hale
getirmek igin kullanilan bir ydntemdir. Boyama islemi giimus nitratla gergeklestirilir.
Diger isaretleme yontemlerinin ve dizeneklerinin pahali olmasi, radyoaktif
olmamasi, nanogram duzeyinde niikleik asitlerin yliksek duyarlilikla tanimlanmasi,

kolay hazirlanmasi, istenilen asamada midahale edilebilmesi nedeniyle giimis

boyama tercih edilir (21).



3. MATERYAL VE METOD

Bu arastirma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilimdali

Molekuler Genetik ve Metabolik Hastaliklar Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Hasta Seg¢imi

Bu galismada Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dal’nin
Pediatrik Uroloji polikliniginde takip ve tedavi edilen 151 cocuk hasta, tas
polikliniginde takip ve tedavisi devam eden 100 hasta ve Uroloji Anabilim

Dali’nin diger polikliniklerinde tedavi ve takibi stiren 100 hasta degerlendirildi.

Pediatrik hastalar ailesel gegisli Urolitiyazis agisindan degerlendirildi. Birinci
derecede yakinlarinda (anne, baba, kardes) tas hastaligi olanlar saptandi.
Cocuk hastalar retrospektif olarak metabolik degerlendiriimeye alind.
Olgulardan hiperokzallirik, hipostratirik hastalar segildi ve hastalarin pedigrileri
¢ikarildi. Ressesif X kromozom (G) ailesi, otozomal dominant (A) ailesi,

otozomal ressesif (K1 ve K) ailesi grup | (n = 20 ) olarak saptand:.

Tas poliklinigine bas vuran hastalar degerlendirildi, iclerinden birinci

derecede yakinlarinda tas hataligi olmayanlar grup Il (n = 20 ) olarak saptandi.

Kendisi ve birinci derecede yakinlarinda tas hastaliyi olmayan hastalar

kontrol grubu olarak saptandi grup lll (n = 20).

Ctkarilan pedigrilere gore kan érnekleri 10 ml olarak 0.5 molar EDTA igeren

tiiplere alindi ve DNA eldesi yapilana kadar — 20 °C de sakland:.

3.2. Kimyasal Maddeler
Akrilamid (Sigma, A-9099), amonyum persiilfat (Sigma, A-3678), asetik asit
(Carlo Erba, 302011), borik asit (Carlo Erba, 302177), bromofenol mavisi (Merck,



26

L 516522), di-sodyum hidrojen fosfat (Merck, TA509365), dNTP (Fermentas-
GMO0651), EDTA (Merck, 1.08421.1000), etanol 96% (Merck), etidiyum bromid (10
mg/ml) (Sigma solusyon, E-1510), formaldehid 37% (Birpa, 2-28), formamid
(Sigma, F-7508), giimds nitrat (Sigma, S-0139), HCI (Merck, 1.00314.2500), KClI
(Carlo Erba, 471177), kloroform (Merck, 1.02431.2500), lauril sulfat (SDS-%10
solisyon) (Sigma, L-4522) vyiikleme boyasi (Promega, DV4371), marker
(Invitrogen, G1741), N,N’ metilen bisakrilamide (Sigma, M7256), NaCl (Merck,
1.06400.1000), proteinaz K (Sigma, R 6556), sigma coat (Sigma, SL-2), sodyum
dihidrojen fosfat (Merck, K10741145), sodyum hidroksit (Merck, 1.06462.1000),
tag- DNA polimeraz (Fermentas, D-2812), tris (Merck, 1.08387.0500), tris-HCI
(Sigma, T-3253), Ure (Merck, 8487.0500), ksilen siyanol FF (Sigma, X-4126).

3.3. Cozeltiler ( 22)
10XTBE ¢ozeltisi Tris Base (108 g)
Borik asit (55.0 g)
EDTA (Disodyum tuzu) (8.3 g)

Kosturma gozeltisi (1XTBE) 10XTBE (100 mi)
Distile H,O (900 ml)

TE ¢ozeltisi (pH=8.0) Tris-HCI (10 mM)
EDTA (1 mM)

EDTA 05M

Tris-HCI 05M

PBS (pH=7.4) NaCl (8g)

(Fosfat Tuz ¢ozeltisi) KCI (0,49)
Na,HPO4 (1g)
NaH,PO4 (0,29)

Distile H,O (1000 ml)



Beyaz Kan Hucrelerini

Parcalama ¢ozeltisi (10X) (pH=7.5)

Ureli Pargalayici ¢ozelti

SDS (%20)

Akrilamid (%50)

Amonyum Persllfat (%15 W/V)
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NaCl (300 mM)
EDTA (10 mM)
Tris-HCI (10 mM)

Ure (4,2 9)

Beyaz Kan Hucrelerini Pargalama
¢ozeltisi (10X) (1 ml)

Distile H,O (10 ml)

20 g SDS
100 ml Distile H,O

Akrilamide (118,75 g)
N,N’-methylene bis-akrilamide (6,25 g)
distile H,O (250 mi)

Amonyum Perstlfat (0,150 g)
distile HO (1 ml)

(Polimerazyondan hemen 6nce hazirlanir ve kullanilir)

Durdurma ¢ozeltisi (%10 Asetik asit)

Gelistirme ¢ozeltisi

Boyama ¢ozeltisi

Glasiyel Asetik asit (200 ml)
Distile H2O (1800 ml)

Sodyum Karbonat (60 g)
Formaldehid (%37) (3 ml)
Sodyum Tiyosllfat (400ul)
Distile H,O (2000 mi)

Gumis Nitrat (2 g)
Formaldehid (%37) (3 ml)
Distile H,O (2000 ml)
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2X DPAGE Yiritme ¢ozeltisi Formamide (%95)
NaOH (10mM)
Bromofenol mavisi (%0,05)

Xylene cyanol (%0.05)
Yapistirma Cozeltisi (Bind Silane) Etil alkol (%95) (1 ml)

Glasiyel Asetik Asit (5 pl)

Binding Silane (3 pi)
Sigma Coat (Ayirma ¢ozeltisi) 1,5 ml

3.4. Denatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Tablo 1: % 6’lik poliakrilamid jel hazirlanmasi

Soliisyonlar Miktar
Ure 36g
Distile H,O 52 ml
10XTBE 10 ml
%50 Akrilamid/bisakritamit (19:1) 10 ml
Amonyum persiilfat (%15) 500 ul
TEMED 70

3.5. Camlarin Hazirlanmasi
1 adedi duz ve 1 adedi U seklinde olan 45cm x 35cm x 4 mm Olglislinde 2 adet

Istya dayanikl cam kullanildt.

3.5.1 Kaygan cam ve jel baglama caminin hazirlanmasi
» Her defasinda ayni yuzeyi kullandigimizdan emin olmak i¢in camlar kalemle
isaretlendi. Kaygan cam %95'lik etil alkolle 3 defa silindi. Temizleme islemi

kagit pecete ile yapildi.
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» 750 pul Sigma Coat pipetle damla damla esit olarak cam Uzerine dagitildi ve
kagit peceteyle ylzey iyice kuru hale gelene kadar silindi, 10 dakika beklendi.
ikinci defa 750 ul Sigma Coat pipetle damla damla esit olarak damlatildi ve

kagit peceteyle yuzey iyice kuru hale gelene kadar silindi.

> Diger camin 10 dak beklenmesi esnasinda jel baglama cami dedigimiz U
seklindeki diger cam 3 defa %95'lik etil alkol ile silindi. Jel baglama ¢ozeltisi 1
ml'lik pipet ile cam Uzerine esit dagitildi. Temiz kagit pecete ile kuruyana kadar

silindi. Kaygan camin suresi dolana kadar jel baglama cami da bekletildi.
> Kaygan camin 10 dak'st doldugunda iki camda %95’lik etil alkolle 3 defa silindi.

> Kaygan caminin Uzerine dolgu plastikleri yerlestirildi. Jel baglama caminin
temizlenen ylUzeyi kaygan camin temizlenen ylzeyi Uzerine gelecek sekilde
yerlestirildi. Kiskaglarla tespit edilerek camlarin alti, sagi ve solu paket bandiyla

kapatildi ve bandin iginde hava kabarcigi olusmamasina dikkat edildi.

> Camlarnn isi bittikten sonra tablo 1'de verilen akrilamid-bisakrilamid—iire
cozeltisine APS ve TEMED ilave edilerek 50 ml’lik enjektore c¢ekildi (hava

kabarcigi olusmamasina dikkat edildi).

> Sizintt seklinde camlar arasina enjekte edildi. Tarak, disleri yukari gelecek

sekilde camlar arasina yerlestirildi.

> Dort mm inceligindeki akrilamid jelin olusumu igin (polimerizasyonu) yaklasik 1

saat beklendi.

Dondugundan emin olduktan sonra alt bant sokildi ve tarak jeli yirtmadan
dikkatlice ¢ikarildi. Camlar elektroforez diizenegine yerlestirildi, alt ve st hazneye
1X TBE buffer konuldu, kuyular bu ¢ozelti ile enjektor yardimiyla temizlendi. Tarak
dikkatlice yerlestirildi. Camin 1sisi 55 °C'ye gelme sirasinda PZT sonucu olusan
drinden 7 wl ahnarak 3 pl ydritme boyasi eklendi ve 94 °C'de 5 dak DNA

zincirlerini ayirma islemi gerceklestirildi. Bu islem bittikten sonra tlipler hemen buz
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uzerine alindi, eppendorf pipetle her érnekten 3 ul kuyulara uygulandi. 90 watt'da

yurume boyasi jelden ¢ikana kadar yaratalda.

3.6. Orneklerin Giimiis Nitrat ile Boyanmasi

Poliakrilamid jel elektroforezinin bitimine 1 saat kala gimis nitrat ¢ozeltisi
hazirlanarak 1sik almamasi igin koyu renkli bir siseye konuldu ve karanlik ortamda
muhafaza edildi. Daha sonra %10’luk asetik asit ¢ozeltisi hazirlandi. Son olarak
sodyum karbonat icin 2 L distile su buzdolabina konuldu. Kullanima kadar
bekletildi. Kullanimdan hemen Once sodyum karbonat soduk 2 L distile suda

cozulerek 400 ut (10 mg/ml) tiosulfat ve 3 ml (%40) formaldehit eklendi.

Elektroforezden sonra tanktaki 1XTBE bosaltildi ve jeli tutan mandallar
¢ikariidi. Cam levhalar masa lzerine tasinarak tarak ve yandaki dolgu plastikleri
cikarilip birbirinden ayrilmasi saglandi. Uzerinde jel bulunan cam tablo 2'de verilen

asagidaki gozeltilerden sirasiyla gegirildi.

Tablo 2: Orneklerin giims nitrat ile boyanma asamalari.

Adim Gozelti Zaman
1 Durdurma ¢oz. 20 dak
2 Distile su 2 dak
3 Adim 2, 2 kez tekrarlanir |2x2 dak
4 Boyama ¢ozeltisi 45 dak
5 Distile su Daldir-¢gikart
6 Gelistirme ¢oz. Bantlar agik kahverengi olana kadar (2 dak)
7 Gelistirme ¢oz. Bantlar koyu kahverengi olana kadar (2 dak)
8 Deiyonize su 2 dak.
9 Asetik asit Direkt deiyonize suyun icine bosaltilir (2 dak)
10 |Deiyonize su 6 dak

En son olarak jel laminar flowda kurumaya birakildi. Cam kuruduktan sonra
siyah-beyaz film Uzerine kontakt baski ile jel fotograflandi. Fotograf 1200 dpi

¢ozlndrlige sahip tarayicida taranarak bilgisayara aktarildi (23, 24, 25).
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3.7 : DNA Analizi
3.7.1 : DNA Eldesi
Hastalarin bilgisi dahilinde toplanan kan 6rneklerinden derisik tuz- kloroform ve

etanol ¢okeltme yontemi ile DNA'lar elde edilmistir (26).

3.7.2 Osteopontin Genomik DNA Analizi

Osteopontin genine ait primerleri promotor bolgesi ve gen bogesi (7 ekson)
insan 4. kromozomu D14813 gen bank numarasi esas alinarak hazirlandi
(Tablo 3, 4).
3.7.3 : Elde Edilen Genomik DNA’dan Osteopontin Gen Bélgesinin PZT ile

Gogaltilma Kosullar

Osteopontin geni ve promotor bolgesine ait primerlerin tasarimi (27) numarali
kaynakta bulunan program kullanilarak yapildi. PTZ sartlarindaki primer yapisma
sicakligr uretici firmanin 6ngoérdudl degerler esas alinarak yapildi. Osteopontin
promoter ve gen bolgesine ait primerlerin baz dizisi, Gran buyGklGgd, PTZ sartlari

ve karisimi (Tablo 3-8)'de verilmistir.

Tablo 3: Osteopontin geni promotor bdlgesi primerler listesi, PTZ’ nin Griin

baydklGga, yapisma isisi, uzama zamani ve PTZ kosulu

primerler Primer Baz Dizisi PTZ'nin Urin PZT kangimi ve
biyiklagi (bg) sartlan
Opn P1 Fw | 5-AGA AGT CGG GAA GGA GAC AA-3’
326 TABLO :7
Rw | 5'-CCA TAC GAC CCT TTA CAG GAC-3’
Opn P2 Fw | 5-GTT CAT CTC AAG ATG GCT GG-3'
347 TABLO : 7
Rw | 5.TTG GAT GTA TTC CAG ATG AAT TG-3'
Opn P3 Fw | 5-CAT CCA ATT TAA GGG AGA CA-3’
353 TABLO : 7
Rw | 5-GCA GAA TTC AGG GAT AGC AGA-3'
Opn P4 Fw | 5-AAT ATT CGG ACT TTC CCT GT-3
349 TABLO : 7
Rw{ 5-ATG CAA ATG CTC TGC GTATC-3'
Opn P5 Fw | 5-TAC AAT TCG TGA CTG CCT GC-3
233 TABLO : 7
Rw | 5-CTG ACC TGT GCAACC TTG G-3'
Opn P6 Fw | 5-CAC AGG TCA GCA GTG ACA CA-3’
255 TABLO : 7
Rw | 5-TCA GAA AAC TTG CCT CTG TCC-3’
5-AAC TCC TTG CAG GCT TGA AC-3’
Opn P7 Fw 317 TABLO : 7
Rw [ 5-CCCCTC TGGTTT TGT GGT TA-3'




Tablo 4 : Osteopontin gen bolgesi primer listesi, PTZ’nin Griin bayUkIugu,

yapisma isisi, uzama zamani ve PTZ kosulu

Primerler Primer Baz Dizisi PTZ’nin Uriin PTZ Karisimi ve
Biiylikligli(be¢) Sartlan
Opn P F [ 5-TTAACCACAAAACCAGAGGG-3'
164 TABLO: 5
R | 5-CTCTGCCTCCTCCTGCTG-3'
Opn 1 F | 5-GGAGGGCTTGGTTGTCAG -3’
129 TABLO : 5
R | 5'-CCCAGTAGCAAACTGAAGCTG -3’
Opn 2 F | 5-TGAAGATGTCAGCTATTCCTTTGA-3'
130 TABLO : 6
R | 5-TTTCTTTAAGATGCAACTGTACTCA -3
Opn 3 F | 5-GCTTCCATGTGCTAGGAGGA-3'
157 TABLO: 5
R| 5-GCACCTCTCGCCATAATTGA-3
Opn4 F | 5-CCATTCATCCCTACATTTCTTTTT-3
184 TABLO : 6
R | 5-GGCTATCTTTCATCACTGTAGTTTAAT-3'
Opn5F | 5- ACA CGT GCC ATT CCT TCT TC-3'
95 TABLO 5
R|5-ACACGT GCC ATT CCT TCTTC-3
Opn6 F | 5- CCC GGC CAT CTT AAT TTT C-3’
370 TABLO : 7
R |5-CCC GGC CAT CTT AAT TTT C-3'
Opn7aF | 5-ATTCTTCATTTGTGCCGTGA-3'
356 TABLO : 7
R | 5-TTTTGGGGTCTACAACCAGC-3'
Opn 7b F [ 5-GCCATGAAGATATGCTGGTTG -3'
285 TABLO : 7
R | 5-TTTCCATGAAGCCACAAACT -3'
Opn 7c F | 5-TTTAGTTTGTGGCTTCATGG -3'
348 TABLO:7
R | 5-AAGGTTATGTTTTATTAATTGCTGG -3'
Opn 7d F | 5-CACGGTTGTCCAGCAATTA-3'
354 TABLO : 7
R | 5-GGATGAGGGGAGGTTAGTCA-3'
Opn 7e F [ 5-CCATTGACTAACCTCCCCTC -3
354 TABLO :7
R | 5-TCTTCTTTTGAGAAATGTCTATTCA-3'
Opn 7f F | 5-AAAATGGGCACAAATCTGAA-3'
320 TABLO : 7
R | 5-TCAGCAGTGGGATTGCTAAA -3'
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Tablo 5: Opn P, Opn1, Opn 3 ve Opn 5 gen bolgeleri igin PTZ karisimi

ve sartlari
PTZ karigimi PTZ sartlari

dH,0O 35,8 pl

10XTampon 50ul |94 °C 5dak.

MgCl, 50u |94 °C 1 dak.

dNTP 1,0 ul | 57 °C 30 sn. 30 dongu
Primer ileri (Fw) 1,0u1 | 72°C 30 sn.

Primer geri (Rw) 1,0 ul | 72°C 7 dak.

Taq DNA polimeraz 0,2 ul

Kalip DNA 1,0 pi

Tablo 6: Opn 2 ve Opn 4 gen bolgeleri icin PTZ karisimi ve sartlar

PTZ karigimi PTZ sartlari

dH,0 36,8 ul

10XTampon 5,0ul |94 °C 5dak.

MgCl, 4,0l |94 °C 1dak.

dNTP 1,0t | 55°C 30 sn. 30 dongt
Primer ileri (Fw) 1,0ul | 72°C 30 sn.

Primer geri (Rw) 1,0l | 72°C 7 dak.

Taq DNA polimeraz 0,2 ul

Kalip DNA 1,0 pl

Tablo 7: Opn P1-7, Opt 6, Opn 7a-f gen bolgeleri icin PTZ karisimi ve sartlar

PTZ karisimi PTZ sartlan

dH,0 34,6 pl

10XTampon 50ul |94 °C 5 dak.

MgCl, 50ul|94°C 1dak.

dNTP 3,0l |57 °C 45 sn. 30 dongu
Primer ileri (Fw) 0,6ul | 72°C 45 sn.

Primer geri (Rw) 0,6 yl | 72°C 7 dak.

Taq DNA polimeraz 0,2 ul

Kalip DNA 1,0 pl




4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Grup I'in multiparemetrik incelenmesinde; yas araliy1 2-624 ay ortalama 256 ay
saptandr.Grup 'in 11'i erkek (%55), 9'u kadin (%45) bulundu. Bunlarin igindeki 11
erkegin 6'sinda (%54.5) ve 9 kadinin 5'inde (%55,5) Uriner sistem tas hastalidi
mevcuttu. Tas hastaligr 11 hastada (%55) muspet saptandi. Tas hastalidi olan 11

hastanin 8'i (%72) pediyatirik popUlasyondayd:.

Grup I'de Uriner sistem tas hastaligi olanlarin 4'G taslarini spontan olarak
dusurdi (%36), 4'U opere edildi (%36), 3'Une operasyon planlanmadi (%28),
spontan olarak tas dusiren hastalarin 2'sinde tas hastahgr niiks etti (%50), opere
olan hastalarin 2'sinde rezidl taslarda biyume saptandi (%50). Opere edilen
hastalarin higbirinde Uriner sistem tas hastaliginin predispozan faktorleri
(obstriiksiyon, yabanci cisim, konjenital anomali, riner fistll, Griner timor vs.)

bulunmadi.

Grup | hastalarin metabolik degerlendiriimesinde hiperokzaliri ve hipositratiiri
saptandi. Bu hastalara okzalattan fakir diyet planlandi ve Urocid K (K- citrat 30
meqg/gun) ile metaflaksiye alindi. Hastalarin 1'inde Urocid K tedavisi bagirsaktan
emilememe uzerine sonlandirildi. Grup |l vakalar klinik olarak degerlendiriimeye

alinmad..
4.2. Osteopontin Gen Bolgesinin DNA Analiz Tasarimi

NCBI (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi) gen bankast (GenBank) numarasi
D14813 olan nlkleotid dizi verisi ekrana cikarildi, (zerine osteopontin geni
cDNA'si renkli olarak Ust Uste getirilerek osteopontin geninin promotor, ekson ve
intron bolgeleri belirlendi. Bu web sayfasinda belirtilen tek mutasyon yerleride
isaretlendi. Bu yapi dikkate alinarak promotor ve ekson bolgelerinde analiz
edilecek yerler belirlendi. analiz edilecek yerlerin 5’ ve 3’ uglarindan takriben 20-25

nukleotidlik bolgeler belirlenerek primerler tanimlandi (Tablo 3 ve Tablo 4).
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Bu primerlerin ve tanimladiklari ekson bolgelerinin kabaca Guanin, Sitozin

icerikleri dikkate alinarak primerlerin erime sicakliklari tayin edildi. Bu erime

sicakliklari temel alinarak PZT calisma kosullarini ortaya koyabilmek igin cesitli
PZT kosullari tasarlanarak denendi (Sekil 1, 2, 3).

Sekil 1 : Osteopontin 5. ekson PZT sartlarinin optimizasyonu i¢in yapilan asamali
PZT calismasi (563,1-56,9°C arasi).

Sekil 2 : Osteopontin 6. ekson PZT sartlarinin optimizasyonu igin yapilan

gradiyent ¢alismast (53,1-57,0°C arasi).
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Sekil 3 : Osteopontin 7a. ekson PZT sartlarinin optimizasyonu igin yapilan
asamall PZT calismasi (562,1-56,9°C arasi). 11 numaral 6rnek 56,9 °C.

Ailesel gegis gosteren tas hastarinda G ve A gekirdek ailelerinde akraba evliligi
saptandi. Akraba evlilikleri G ailesinde diger ailelere nazaran daha yaygin bulundu
(Sekil 4, 5, 6).
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Osteopontin gen bolgesi ¢ok uzun bir promotor (2157 baz ¢ifti) ve 7 eksondan
olusmus 9871 baz ¢ifti uzunlugunda olan bir gendir (Sekil 7). Promotor bélgeside
dahil olmak (zere bitin ekson bolgeleri muhtemel mutasyon igin tarandi.
Beklenilen mutasyonlar ailesel gecis gosteren hastalarin ressesif X kromozom
gegisli ve otozomal ressesif karekterli olmasi sebebiyle osteopontin bdlgesinde

farkli mutasyonlarin olabilecegi beklenildi.
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Ekson | ve Ekson IV gen bdlgelerinin mutasyon taramalari 6rnek olarak
gosterilmistir. Yedi ekson ve promotor bolgesinde gbdze carpan bir mutasyon
gorulmemistir (Sekil 8, 9). Yalniz 184 baz cifti uzunlugundaki ekson I\V’de ailesel

gecis gostermeyen sporadik tas hastalarinda homozigozite gézlenmistir (Sekil 8).

Sekil 8 : Osteopontin ekson IV icin yapilan PZT’nin poliakrilamid denatire jel
elektroforezi

*: Oklar homosigozisi isartlemektedir.

- »
a2l i i e i i i ki .w__ﬂk R R

Sekil 9 : Osteopontin ekson | igin yapilan PZT’nin poliakrilamid denatiire jel
elektroforezi.



5. TARTISMA

Uriner sistem tas hastaligi varli§i binlerce yidir bilinen, hayatin her
doneminde olusabilen, tek bir nedene bagli olmayan, kompleks ve birbiri ile
iliskili birgok faktorin beraberce meydana getirdigi olaylar dizisidir. Uroloji
pratiginde sik karsilasilan bu hastalikta tas olusum mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamisken mevcut ¢ok iyi uygulanan cerrahi tedaviler ile sonuca

yonelik yaklasim uygulanmaktadir.

Hiperokzaluri idiyopatik tas hastaligi olusumunda en dnemli risk faktériidir.
Daha once bu konuda yapiimis deneysel galismalarda renal tubliler epiteliyal
hicreler ile kalsiyum-okzalat kristallerinin ya da tek basina okzalat iyonunun
etkilesimi ile renal tubller hicrelerde hasar olusturuldugu bulunmus ve tas

hastaliginin olusumunda kritik rol oynadigi gosterilmistir (4, 12, 28, 29).

Osteopontin aside hidrofilik yapida yaklasik 300 aminoasit igeren negatif (-)
yUkld proteindir. Molekdl agirligi 44-80 kDa dur. Osteopontin ¢ok yonli islevi
olan bir protein olup genellikle kemiklerde daha yaygin olarak bulunmakla
birlikte makrofaj, endotel hiicreleri, duz kas hiicreleri ve epitel hiicrelerinde de
sentezlenir. Osteopontin organizmada bir ¢ok fizyolojik ve fizyopatolojik

durumda gorev alan dizenleyici bir gendir (15).

Osteopontin; kolejen sentezini artirarak yara iylesmesini hizlandirir, epiteliyal
timorlerin malign potansiyelini azaltir, anti-inflamatuar ve travma sonrasi

programlanmis hucre olimuanu azaltici fonksiyonu vardir (15).

Osteopontin kemik, dentin, otolitiyazis gibi fizyolojik kalsifikasyonlarda veya
kanser hucreleri kalsifikasyonu, bdbrek taslari ve arteriyosklerozis gibi patolojik

kalsifikasyonlarda énemli rol oynayan bir molekdldir (30).



Gunumdizde kalsiyum tasi olusumunu engelleyen nefrokalsin, kristal matriks

proteini, bikunin ve tamm-horsfall proteini gibi inhibitérler tanimlanmistir (15).

Osteopontin esas olarak Uriner sistemde tas olusumunu engelleyici bir
goreve sahiptir. Bunu da kalsiyum tuzlarinin Uriner sistemde kristalizasyonunu
engelleyerek yaptigi bildiriimistir. Osteopontin bobreklerde sentez edildikten
sonra henle kulpu, distal tublller ve papiller epiteliyumundan idrara sekrete
edilir. Osteopontin kalsiyum nikleasyonu, agregasyonu ve kalsiyum okzalat
kristalizasyonunu inhibe etmektedir. Ayrica kalsiyum okzalat kristalleri Gzerine
baglanarak dogrudan etki ile ¢bziinmesini sadlayan osteopontin, kalsiyum
okzalat kristalizasyonunda 6zellikle dihidrat fazini inhibe eder ki bunlar

monohidratlara gore renal tubullere daha fazla adherens gosterirler (15).

Hucreler osteopontine ¢oklu integrin alici proteinler yoluyla baglanir bunlar

vitronektin alici proteinleri (an,3) ve cesitli B4, Bs integrinleridir (15).

Osteopontinin integrinlere baglanmasi arginin-gilisin-asparagin dizisine
(RGD) bagimli baglanis veya RGD’den bagimsiz yolla serin-valin-valin-tirozin-
glisin-losin-arjinin lineer sentetik peptit (SVVYGLR) yoluyla baglanabilir. Opn.
standart CD 44 proteinlerine baglanmazlar fakat gesitli CD 44 izoformlarina
baglanabilirler (15, 31).

Osteopontin gen ifadesinin diizelenmesi tam olarak anlasilamamakla birlikte;
osteopontinin promotor bdlgesi purince zengin diziler, ets — benzeri diziler,
glukokortikoid ve vitamin D’'ye hassas elementler ve interferon uyaran
elementleri igerir. Inflamasyon &ncesi ilgili sitokinler osteopontin gen
transkripsiyonunu ve ifadesini uyarirlar. Makrofajlarin lipopolisakkarid ve nitrik
oksit ile uyarilmasi opn gen ifadesini ve opn protein salinimini tetikler.
Inflamasyonun akut faz reaktanlari TNFo. ve interldkin 15 gibi ara metabolitler
opn gen ifadesini gugcli bir sekilde desteklerler. Hipoksi ve hiperglisemi ile
anjiotensin I, transforming blylme faktori B (:GFB) osteopontin gen ifadesini

diuzenlerler (15).

44
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Osteopontin aspartik asitge zengin protein sliper ailesine mensup olup,ozel
RGD ylzeyel kalsiyum kristali baglanma dizisine sahip bir molekulddr.
Osteopontin’nin aspartik asitce zengin olmasi kalsiyum baglanmasindaki ve
dolayisi ile kalsiyum-okzalat tas olusumunda ki gorevini agiklar. Bu yuzden
osteopontin tas ve kristallerin yapilari igerisinde bulunur. Kimilerine gore tas
olusturulan sigcanlarda Opn mRNA'nin artmasi dogrudan dogruya tas olusumu
ile ilgilidir. Bu gorust destekleyen calismalardan birisi de kalsiyum okzalat
kristallerinin Madin-Darby canine kidney (MDCK) hucrelerine baglanmasini
Opn’in hizlandirmis olmasidrir. Diderlerine gore de Opn’nin in-vitro kosullarda
kalsiyum okzalat kristallerinin olusumu, yigiimasi ve buylimesi Gzerinde Onleyici
etkisi olmasidir. Bu durumda bobrek tasi olusumunda osteopontinin onleyicimi
yoksa tetikleyicimi oldugu sorusu ortaya ¢ikmaktadir. Uriner taslarin olusumu
renal tubuler hacrelerinde osteopontinin  kalsiyum-okzalat  kristallerine
baglanmasi, kristal yigihminimi yoksa c¢ozunurliginimi artirdi§r sorusuna
Konya ve arkadaslari (32) yeni bir deneysel yaklasimla ¢bzim aramislardir.
Bunun icin Opn’li ve Opn’'siz Kkollejen grandlleri Uzerinde tas kristallerinin
olusumunu incelemislerdir. Sonug¢ olarak; osteopontinli kollejen granilleri
Uzerinde kristal nlvelerinin baglanmasi ve yidiimasinin artigini saptayarak
osteopontinin  kalsiyum-okzalat  kristalizasyonunu  artirdigi  sonucuna
varmiglardir. Bunun yani sira RGD dizilerine sahip olan fibronektin, Tamm-
Horsfall glikoproteinteri, vitronektin ve laminin ile hazirlanmis kollejen
granillerinde kalsiyum-okzalat kristalizasyonunun gelismedigini saptamislardir
(30-36).

Osteopontinin kalsiyum okzalat kristalizasyonunu uyardigini izah etmek igin
olusturulan deneysel calismada allopurinol tedavisi uygulanmis ve bu grupta
kristalizasyonun azalmasi saptamis ve osteopontin mMRNA ekspresyonunun
azalmasi ile birlikteligini gosterilerek allopurinolin osteopontin  izerinden

kristalizasyonu 6nledigi sonuna varmislardir (37).

Lieske ve ark (38). benzer bir ¢alismada MDCK epitel hucrelerini kalsiyum
okzalat monohidrat ile muamele etmis ve osteopontin mMRNA ekspresyonunun
arttigini bulmus fakat ayni artisin 3T3 fibroblast kiltirlerinde saptayamamislardir.

Lieske ve ark. bu deney sonuglarindan osteopontin glikoproteinin artmasi ile
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kristallerin renal tublli hucrelerine baglanmasini 6nlendigini ve / veya yiksek
kristaltri ile birlikte artan osteopontin mRNA ekspresyonunun renal intersitisyel

fibrozisi olusturacagi iddasinda bulunmuslardir (38).

Bunun yaninda osteopontin mRNA ekspresyonu renal taslarin olusumu ile
iliskili oldugu pek cok calismalarda gosteriimis fakat osteopontin molekilinin
artisinin tas olusumunu onledigi veya uyardigr konusunda ki yorumlar tartismalidir
(39, 40).

Cesitli yeni molekuler biyolojik metod ve teknolojilerin hizli gelisimi ve
uygulanabilirligi klinisyenlere pek ¢ok hastaliklarin teshisi, etiyolojisi ve tedavinin

seyri hakkinda daha dogru yaklasimlar sunmaktadir.

Osteopontin proteininin kalsiyum metabolizmasinda ki bilinen diizenleyici roli
sebebi ile genotip-fenotip (Uriner sistem tas hastalidi) arasindaki iliskiyi ortaya
koyacagi dusunulerek galisma planlandi. Bu galismada yaygin Uriner sistem tas
hastaliginin sebebi molekiler yontemler ile ortaya konulmaya calisiidi. Deneysel
in-vivo hayvan ve hucresel in-vitro modeller yerine dogrudan dogruya ailesel
gegcisli ve gegissiz Uriner sistem tas hastalarindan alinan kan orneklerinden elde
edilen DNA'larda osteopontin gen bolgesi (Sekil 7) esas alinarak primer tasarimi
hazirlandi (Tablo 3, 4) ve mutasyon taramasi DNA analizi bu tablolara gore
yapildi. Klasik yontemlere nazaran PZT'ye dayali analiz metodlarinin basit,
duyarli, 6zgin, hizli ve uygulanabilirliginin kolay olmasi sebebiyle klinik teshis ve

yorumlar i¢in kullanildt.

Osteopontin gen baolgesinin promotor bdlgesi 2157 bg uzunlugu ile bilinen pek
cok genden farkli olarak ¢ok buyuktdr (sekil 7). Promotor bdlgesi genin ifadesinde
yani proteinin yapisinda yer almamaktadir. Bunun yaninda promotor bodlge,
genlerin duzenleyici bolgesi olmasi sebebiyle gen bdlgesi kadar énemlidir. Bu
kadar uzun promotor bdlgesinin 6nemi osteopontin mMRNA’sinin sentezinin ne
kadar hassas olarak duzenlendigini gosterir. Osteopontin proteini kalsiyum
metabolizmasinin girdidi pek ¢ok gelisme ve buyume ile ilgili fizyolojik ve
fizyopatolojik durumlarda 6nemli role sahiptir. Bu ylizden osteopontin promotor ve

gen bolgeleri ayri ayri analiz edilmistir.
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Promotor bdlgesinin primer tasarimi ile 7 ayri bolge PZT ile g¢ogaltilarak
mutasyon taramasi yapildi. Bu bolgelerin hi¢ birisinde kullanilan yontemle
kontrollere gore hasta gruplarinda ekleme veya ¢ikarma tipi bir mutasyona
rastlanmadigi  gibi  transversiyonel tip (pUrin—primidin,  primidin—pdrin)

mutasyonlar da goértlmedi.

Osteopontin  gen Dbolgesi 7 ekson ve 6 introndan ibaret 7714 bg
uzunlugundadir. Osteopontin gen promotor bolgesinin ¢ok uzun olmasina karsin
gen bdlgesi bilinen pek ¢ok genden ¢ok kisadir. Osteopontin gen bdlgesinin 7
eksonu Uzerinde tanimianan primerlere goére mutasyon taramalari yapildi. Bu
taramalar sonunda kontrol grubuna gére hasta gruplarinda ekleme veya ¢ikarma
tipi bir mutasyona rastlanmadigi gibi transversiyonel tip (purin—primidin,

primidin—purin) mutasyonlar da goérulmedi.

Bu calisma literatur bilgilerimize gore ilk ¢alisma olmakla birlikte, osteopontinin
analiz edilen gen bolgeleri mutasyona karsi ¢ok direngli bir gen olarak
gorilmektedir. Japon multipl skleroz hastalar Uzerinde yapilan osteopontin
polimorfizm galismasinda 3 bolgede polimorfizm bulunmustur. Bunlardan ilk olan
8090 (ekson 6) bolgesindeki C/C, C/T, T/T polimorfizmleridir ve bunlar arasinda en
yaygin olani C/C tipi polimorfizmidir (%77.6). ikinci polimorfizm 9250 (ekson 7)
bolgesinde C/C, C/T, T/T polimorfizmleridir ve bunlar arasinda C/T ve T/T tipi
polimorfizmleri daha yaygin olup sirasiyla %41.3 ve %39.6'dir. Uclinci tip
polimorfizm 9583 (ekson 7) bdlgesinde G/G, G/A, A/A polimorfizmleridir ve bunlar
arasinda G/A ve A/A tipi polimorfizmleri daha yaygin olup sirasiyla %51.7 ve
%34.5'dir (41).

Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) insan osteopontin gen promotor
bdlgesinde mutasyonlarin  bulunmadiyi ve Opn gen bdlgesinde mevcut

transizyonel tip mutasyonlari farkli eksonlarda gostermektedir.
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Bu calismalar osteopontin gen bdlgesindeki mutasyonlarin transizyonel tip
(plrin—pdrin, primidin—pirimidin) mutasyonlar oldugunu dolayisiyla Uriner sistem
tas hastalarinda olasi mutasyonlari bulamayisimizi, var ise mutasyonlarin

transizyonel tip olabilecegini desteklemektedir. Kullandigimiz analiz metodu da

transizyonel tip mutasyonlar i¢in segici degildir.



6. SONUG

Uriner sistem tas hastarini klinik olarak gézlemledigimizde; her hangi bir
predispozan faktore sahip olan veya olmayan (darlik, obstriiksiyon, yabanci cisim
vs.) hastalarda metabolik bozukluklar mevcutken veya degilken (hiperokzalliri,
hipostratliri vs.) cerrahi ve medikal tedavi sonrasi tastan yoksun hale gelenlerde
veya rezidu kiguk tasi kalanlarda tas hastaliginin tekrar ortaya giktigini veya

rezidi tasin buyume gosterdigini saptadik.

Uriner sistem tas hastaliinin olusumunda bikinin, nefrokalsin, kristal matriks

proteini veTamm-Horsfall proteini gibi inhibitdr ajanlar bilinmektedir.

Organizmadaki fizyolojik veya fizyopatolojik durumlarda diizenleyici gorevi olan

osteopontin tas olusumunda da onleyici olabildigi gibi tasin pargasida olmaktadir

Kristallri veya hiperokzallrinin renal tubdlilerde hasar olusturmasi ile
organizmada osteopontin geni uyariimakta ve mRNA sentezi artarak osteopontin
proteini eksprese olmaktadir. Osteopontin proteininin miktari uyarinin siddet ve
stresine bagl olarak degismektedir. Osteopontin proteini kalsiyum okzalat
kristallerinine baglanir ve ¢ézunurliginid artirirken renal tlbdli ylzeylerini érterek
kristallerin ~ tibdlilere  tutulumunu engeller. Yisek osteopontin  protein
ekspresyonunda ise kalsiyum okzalat kristallerine baglanmasi ylksek olmakta ve

tas olusumunda matriks gérevi gérmektedir..

Onceki calismalarda in-vitro hiicre kiltiri ve in-vivo deney hayvan
modellerinde osteopontin proteinin tas hastaliginin olusum mekanizmasindaki

dizenleyici roll arastiriimistir.
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Bu calismada da tas hastaligi ile ilgili cerrahi tedavi gegirmis, metabolik tedavisi
duzenlenmis ve buna ragmen Uriner sistem tas hastaligi niks etmis veya biyume
gostermis ailesel gegis gosteren hastalari degerlendirilerek ailesel gegis gosteren
tas hastalarinda osteopontin geninin promotor ve gen bdlgelerinde olabilecek

mutasyonlar arastirildi.

Kullandigimiz mutasyon analiz yontemi ile transversiyonel, ekleme ve ¢ikartma

tipi mutasyonlarin olmadigr bulunmustur.

Tas hastaliginin fizyopatolojisinde osteopontin protein ekspresyonunun roli
halen tam olarak anlasifamamistir. Bu arada osteopontin gen polimorfik yapisinin
tas hastalarinda olma sikligr ile bir iliskisi olup olmadiginin ortaya konulmasi
fenotipin aydinlanmasinda klinik olarak onemli olacaktir. Daha farkli yontemler
kullanilarak fenotipin (tas hastaligr) molekiler genetik temellerinin arastiriimasi

osteopontin protein ekspresyonun fizyopatolojik durumdaki rollini aydinlatacaktir.



7. OZET

Uriner sistem tas hastaligi etiyolojisi halen tam olarak ortaya konulamamis bir
patolojidir. Uriner sistemde tas olusumunu engelleyen organik, inorganik inhibitor
ajanlar bilinmektedir.

Bu galismada ailesel gegis gdsteren Uriner sistem tas hastalarinda ostepontin
gen ifadesini etkileyen bir mutasyon bulunup bulunmadigini arastirmayi uygun
bulduk.

Ailesel gecis gosteren tas hastaligi olan (grup I, n= 20), kendisinde tas hastali
olup ailesinde olmayan (grup Il, n= 20) ve kendisi ve ailesinde tas hastalidi
olmayan bireylerden (grup Ill, n= 20) kan &rnekleri alindi. Toplanan orneklerden
osteopontin geni izole edilip mutasyon olup olmadig: arastiriid.

Yaygin olarak aroloji pratiginde karsilastigimiz Griner sistem tas hastaliginin
etiyopatoloji i¢in insanda yapilan, molekiler diizeydeki bu analizde; ekleme,
clkarma ve transversiyonel tip mutasyon saptanmadi. Uygulanan teknik itibari ile
muhtemel transizyonel tip mutasyon degerlendirilemedi.

Uriner sistem tas hastaliginda ostepontin gen ifadesinin yerinin tam olarak
anlasilabilmesi icin molekduler ve klinik yeni ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.



8. SUMMARY

The exact etiology of urinary system stone disease remained unclarified for
along period of time. Although there are well known organic and inorganic
inhibitory agents to prevent stone growth and/or recurrence; the clear interactions
between risk and inhibitory factors are still to be outlined..

In this present prospective study we aimed to study a possible mutation in the
osteopontin gene expression for familial stone disease.

Patients included into the study group have been divided into three groups.

Group | : Patients suffering from stone disease and at lest one of the family
members demonstrated stone disease. Group Il : Patients suffering from stone
disease without any family anamnesis. Group lll : Patients with no evidence and

anamnesis of stone disease with no affected family members. Ostepontin gene
mutation has been studied in all blood samples obtained from three group

patients.

Although osteopontin has been shown to have a close relationship as well as
inhibitory effect on stone disease; our results did not reveal any mutation like
dublication, deletion and transvertional type in osteopontin gene expression. We
couldn’t detect any transisional type mutation due insufficiency of our technique.

However, we believe that further moleculer and clinical studies with other
certain parameters are certainly needed to clarify the exact role of osteopontin
gene expression in urinary stone disease .



9 KAYNAKLAR

Anafarta K, Gogus O, Bedik Y, Arikan N. Temel Uroloji, Ankara
Universitesi Tip Fakdltesi (1. Baski), Gunes kitapevi, Ankara 1998: 561-
604

Tanagho E, Mc Anindo J. Smith’s General Urology, (14°*), London.
Prentice-Hall International Inc., 1995: 276-305

Walsh P, Retik A, Vaughan D, Wein A. Camphell's urology (7°%),
Philadelphia, WB. Saunders Com. 1985: 528-560

Khan S, Hackeet LR. Hyperoxaluria, Enzymuria and Nephrolithiasis. J
Kidney 1993; 101: 190-193

Katsuma S, Shiojima S, Hirasawa A, Takagari K, Kaminishi Y, Koba M
et al. Global analysis of differentially expressed genes during
progression of calcium oxalate nephrolithiasis. Biochem, Biophys Res.
Commun 2002; 296: 544-552

Dere F. Anatomi Ders Kitabi (2. Baski), Okullar Pazari Kitapevi, Ankara
1990: 655-656

Anafarta K, Gogus O, Bedik Y, Arikan N. Temel Uroloji, Ankara
Universitesi Tip Fakdltesi (1. Baski), Gunes kitapevi, Ankara 1998: 3-10

Tanagho E, Mc Anindo J. Smith’s General Urology, (14°*), London.
Prentice-Hall International Inc., 1995. 3-4

Walsh P, Retik A, Vaughan D, Wein A. Camphell's urology (7°%),
Philadelphia, WB. Saunders Com. 1985: 49-69



10-

11-

13-

14-

15-

16-

17-

18-

20-

54

Anafarta K, Gogus O, Beduk Y, Arikan N. Temel Uroloji, Ankara
Universitesi Tip Fakultesi (1. Baski), Glnes kitapevi, Ankara 1998: 39-
54

Guyton A. Textbook of Medical physiology (7°%), WB Saunders Com.,
London 1986: 569-590

Erturhan MS: Hayvan modelinde, hiperokzallriye bagl gelisen renal
tubdiler hlcre apoptozisi Uzerine degisik antioksidan ajanlarin etkileri.
Uzmanhk tezi, Gaziantep Univ. Tip Fakultesi Uroloji Anabilim Dali 2003,
6-15

Jenkins AD. Adult and Pediatric Urology (3°%), St. Lois Mosley Year
Book, New York 1996: 461-505

Cotran S, Kumar V, Collins T. Obstructive Uropaty, pathology basis of
Disease (6°*), Philadelphia, WB. Saunders Com. 1998: 988-989

Mazzali M, Kipari T, Ophascharoensuk V, Wesson J, Johnson R,
Hughes J. Osteopontin-a molecule for all seasons. QJ Med 2002;
95: 3-13

Khan S, Johnson J, Peck BA, Cornellius GJ, Glenton AP. Expression of
osteopontin in rat kidneys: Induction During ethylene glycol inducate
calcium oxalate nephrolithiasis. J Urol 2002; 168: 1173-1181

Taylor GR. Polymerase chain reaction; Basic principles and automation.
In; PCR A Practical approach (Pherson MJ, Qureke P, Taylor GR ed)
IRL Press Oxford, 1991; 1-14

Old RW, Primrose SB, Principles of gene manuplation. An introduction
to genetic engineering (5°*), New York 1994: 378-383

Research genetics. http://www. resgen. com. 13/02/2003

Electrophoretic separation of DNA molecules. http://www. sicience.
kennesaw.edu/~mascati/bio/4445/electrophoresisbkgrnd.htm
13/02/2003



21-

22-

24-

25-

26-

30-

31-

55

Robertson JM. Evaluation of native and denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis for short tandem repest analysis. Adv Forensic
Haemogenet, 1994; 5: 320-322

Sambrook J, Russel DV. Moleculer cloning: A laboratory Manuel. (3°%),
bank CSHL Press 2001; appendix: 1217-1530

Lins AM, Sprecher CJ, Puers C, Schumm JW. Multiplex sets for the
amplification of polymorphic short tandem repeat loci silver stain and
fluorescence detection. Bio Techniques 1996; 20: 882-889

Geneprint STR systems (silver stain detection) custom protocol
PROMEGA

Arslan A. Bilinmeyen gen bdlgelerinin  mikrosatellit polimorfizm
analizleriyle tanimlanmasi.7. Ulusal Tibbi Bioloji Kongresi 0zet kitabi,
2001; 26-29

Yikilmaz M. P53 geni polimorfizminin gesitli kanser tiplerinin olma sikhgi
ile iliskisinin arastirimasi. Yiksek Lisans Tezi, Saglik Bilimler Enstitusd,
Gaziantep Universitesi. 2002:39

http://workbench.sdsc.edu/ 13/02/2003

Khan S. Pathogenesis of oxalate urolithiasis; Lessons from experimental
studies with rats. Am J Kidney Dis 1991; 17: 389-401

Tiselius Hg, Larsson L, Helgren E, Allison K. Clinical results of
allopurinol treatment in prevention of calcium oxalate stone formation. J
Urol 1986; 136: 50-53

Takemoto M, Yakote K, Nishimura M, Shigematsu T, Hasegawa T, Kon
S. et al. Enhanced expression of osteopontin in human diabetic arterty
and analysis of its functional role in accelerated atherogenesis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000; 20: 664-668

Yokosaki Y, Matsuura N, Sasaki T, Murakami |, Schreider H,
Higashiyagama S. et al. The integrin ag 31 Binds to a novel recognition
sequens(SVVGLR) in the trombin-cleaved amino-terminal fragment of
osteopontin. J Biol Chem 1999; 274: 36328-36334



32-

33-

34-

37-

38-

39-

41-

56

Konya E, Umekawa T, Iguchi M, Kurita T. The role of osteopontin on
calcium oxalate crystal formation. Eur Urol 2003; 294: 1-8

Yakamate T, Umekawa T, Amasaki N, Ishikawa Y, Iguchi M, Kohri K. et
al. The effect of osteopontin on the adhession of calcium oxalate
crystals to MDCK cells. Eur Urol 1996; 30: 388-393

Yakamate T, Umekawa T, Iguchi M, Kohri K, Kurita T. Osteopontin
antisense oligonucleotide inhibits adhesion of calcium oxalate crystals in
MDCK cells. J Urol 1998; 160: 1506-1512

Hayer JR, Otvos JrL, Urge L. Osteopontin in urinary stone formation.Ann
NY Acad Sci 2001; 97: 257-265

Umekawa T. Structural characteristics of osteopontin for calcium oxalate
crystal. Jpn J Urol 1999; 90: 436-444

Yasui T, Sato M, Fujita K, Ito Y, Nomura S, Kohri K. Effects of allopurinol
on renal stone formation and osteopontin expression in rat urolithiasis
model. Nefron 2001; 87: 170-176

Lieske JC, Hammes MS, Hoyer JR, Toback FG. Renal cell osteopontin
production is stimulated by calcium oxalate monohydrate crystals.
Kidney Int 1997; 51: 679-686

Xie Y, Sakatsume M, Nishi S, Narita |, Arakawa M, Gejyo F.
Eksperssion, roles, receptors, and regulation of osteopontin in the
kidney. Kidney Int 2001; 60: 1645-1657

Wesson JA, Johnson RJ, Mazzali M, Beshensky AM, Stietz S, Giachelli
C. et al. Osteopontin is a critical inhibitor of calcium oxalate crystal
formation and retention in renal tubules. J Am Soc Nephrol 2003; 14:
139-147

Masaaki N, Seiji K, Toshiyuku F, Ichiro Y , Kunio T. Genetic
polymorphism of osteopontin in association with multiple sclerosis in
Japanese patients. J Neuroimmunol 2003; 136: 125-129



