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OzET

Amag: Urolitiyazis, toplumdaki yiiksek insidans ve prevalansinin yanisira mekanizmalari tam
olarak bilinmemekle birlikte obezite, diyabet, hipertansiyon, ateroskleroz ve metabolik
sendrom gibi hastaliklara da sikca eslik etmektedir. Temelde fosfatirik etkili bir hormon olan
FGF23 ve onun kofakt6ri olmasina ilave olarak, bilinen renoprotektif, antioksidan ve
antiinflamatuvar 6zellikleri bulunan klotho diizeyleri bu hastaliklarla iliskili bulunmustur.
Sézkonusu proteinlerin Urolitiyazis patogenezindeki rollerinin degerlendirilmesi tas olusumu
ve sistemik hastaliklar arasindaki birlikteligin mekanizmasini aydinlatmaya yardimci olacaktir.
Genetik bazi calismalar disinda literatiirde FGF23/Klotho sisteminin Uriner tas olusumu ile

iliskisini saptamaya yonelik yeterli yayin yoktur.

Gereg ve Yontemler: Calismaya dahil edilen toplamda 35 adet erkek wistar sicani randomize
olarak sayica 5 esit gruba ayrildi. 1. grup kontrol grubu olarak degerlendirildi ve 24 saatlik
takibin ardindan sakrifiye edildi. Diger si¢anlara ise hiperoksaliri olusturmak amaciyla icme
suyunda 28 giin siire ile %0,75 etilen glikol verildi. ikinci grup 7. giin, 3. grup 14. giin, 4. grup
21. glin ve 5. grup ise 28. glin sonunda sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen tim si¢anlarin sag
bobrekleri histopatolojik inceleme amaciyla ekstrakte edildi. FGF23 ve Klotho doku

ekspresyonu immiinhistokimya yontemi ile degerlendirldi.

Bulgular: Yedinci glinde kortikal, mediiller ve glomeriler alanlarda FGF23 ile gligli boyanma
gorulmesine karsin 14. ve 21. giinlerde boyanma giderek azalmig ve 28. glinde FGF23
ekspresyon diizeyi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha disiik
bulunmustur (p<0,05). Klotho igin de benzer sekilde 7. glinde kortikal ve glomeriler
alanlarda gii¢li boyanma goriilmis ancak boyanma siddeti giderek azalarak 28. giinde klotho
ekspresyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha disik
saptanmistir (p<0,05). Mediiller bolgede ise sadece 7. glinde diger gruplara gore diisiik
ekspresyon diizeyi olmasi ve diger gruplarda yakin boyanma siddeti goriilmesine karsin bu

durum istatistiksel anlamlilik seviyesine ulasmamistir (p>0,05).

Sonug: FGF23 ve klotho ekspresyonu ile artan hiperoksaliiri arasinda ters bir korelasyon

mevcuttur. Bu durum FGF23 ve klothonun drolitiyazis patogenezine katilma ihtimalini



gostermektedir. Ozellikle sistemik diizeyleri primer olarak bébrek kaynakli olan klothonun,
oksidatif hasarin ortak bir patogenez unsuru oldugu obezite, diyabet, hipertansiyon,
ateroskleroz ve metabolik sendrom gibi klinik durumlardaki azalisi da géz 6niine alindiginda,

Urolitiyazis slirecinin bu hastaliklarin gelisiminde nedensel bir roli oldugu dusiinilebilir.
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ABSTRACT

Purpose: Besides the high incidence and prevalence of urolithiasis, it is commonly seen in
diseases like obesity, diabetes, hypertension, atherosclerosis and metabolic syndrome
although association mechanisms is not fully understood. Systemic levels of FGF23 which has
mainly phosphaturic effect and klotho which has renoprotective, anti-oxidant, anti-
inflammatory properties in addition to its cofactor role for FGF23, are associated with these
dieases. Evaluation of the roles of those proteins in the pathogenesis of urolithiasis may help
explain the mechanism of association between urinary stone formation and systemic
diseases. To our knowledge, there is not enough investigation to determine their roles in

kidney stone formation except some genetic trials.

Materials and Methods: A total of 35 male wistar rats which were included into the study
are randomly divided into five groups equally in number (n=7). Group 1 remained as control
group and was sacrificed after 24 hour follow up. Rats in all other groups were given
ethylene glycol in drinking water for a period of 4 week to induce hyperoxaluria. Each group
were also sacrificed at the end of each week; day 7 for group 2, day 14 for group 3, day 21
for group 4 and day 28 for group 5,respectively. Right kidneys of all rats that were sacrificed
were extracted for histopathological evaluation. Immunhistochemistry was used for FGF23

and Klotho tissue expression.

Results: Although FGF23 had a strong expression in cortical, medullary and glomerular sites
at day 7, staining intensity decreased gradually at day 14 to day 21 and FGF23 expression
level was statistically significantly lower than control group at day 28 (p<0,05). Klotho also
had a strong expression in cortical and glomerular sites at day 7 similarly to FGF23 but
staining density decreased gradually and expression level was statistically significantly lower
than control group at day 28 (p<0,05). Although klotho had a weak expression in medullary
region only at day 7 and other groups had close expression levels, it was not statistically

significant (p>0,05).

Conclusion: FGF23 and Klotho expressions had a strong inverse correlation with

hyperoxaluria. This may show us their involvement in the pathogenesis of urolithiasis. It can

Xii



be speculated that urolithiasis process has a causative aspect for diseases sharing oxidative
damage in their pathogenesis as a common feature like obesity, diabetes, hypertension,
atherosclerosis and metabolic syndrome especially when well-known decrement of klotho in

those diseases considered.
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1. Genel Bilgiler

1.1 Uriner Tas Hastaliginin Epidemiyolojisi

Nefrolitiyazis yaygin ve kompleks bir bozukluktur. Epidemiyolojik ¢calismalar hastalik yikinin
ortaya konmasini ve iliskili risk faktorlerinin aydinlatilmasini saglayarak lriner tas olusumu
patofizyolojisinin daha iyi anlagiimasini ve riskin azaltilmasini saglamaktadir. Prevalans 20.
ylzyilin son ceyreginde erkek ve kadinlar ile beyaz ve siyah irk icin artis géstermistir.*
Prevalanstaki artis kismen radyolojik calismalarin artan kullanimi ve sensitivitesi ile 6zellikle
asemptomatik Uriner taslarin saptanmasindan da kaynaklanmaktadir. Nefrolitiyazis
prevalansi yasla birlikte artis gostermektedir. A.B.D de yapilan “The National Health and
Nutrition Examination Survey” (NHANES) ¢alismasinin 2007-2010 yillarini igeren bir
glincellemesinde Uriner tas olusum prevalansi erkeklerde %10,6 kadinlarda ise %7,1,
genelde ise %8,8 olarak saptanmistir.21988-1994 yillari arasinda yapilan NHANES 3
¢alismasinda elde edilen sonuglarla kiyaslandiginda prevalansta %3,3 lik bir artis
sdzkonusudur.2 insidans icin de prevalansta oldugu gibi beyaz erkeklerde daha yiiksek
oranlar sézkonusudur. Erkeklerde 20 yastan itibaren insidans artis gostermeye baslar,40-60

yas arasi pik olusur ve sonrasinda azalma gozlenir. Kadinlarda ise 20 li yaslarin sonunda en

yuksektir,50 yasa yaklastikga azalmaya [ba§lar1. insidansin erkek ve kadinlar igin genel olarak [Ag.klamah [hp1]:

azalmaya basladigini gésteren galismalar da mevcut olmakla birlikte daha fazlasina ihtiyag
vardir.Olgu serilerinde, tedavi edilmeyen kisilerde ilk atak sonrasi 5 sene igerisinde %30-40
civarinda tekrar iriner tas olusum orani saptanmistir.3 Randomize calismalar géstermistir ki

cesitli girisimler rekiirrens oranlarini %50 veya daha fazla distirebilmistir.*>®

Risk Faktorleri

1)Diyetsel olmayan risk faktoérleri

Tas olusum riski tag hastaligi aile dykiisi olan kisilerde 2 kat daha fazladir.” Artmis riskte
olasilikla hem genetik predispozisyon hem de diyetsel faktorler gibi benzer gevresel
maruziyetlerin birlikte etkisi sozkonusudur. Nefrolitiyazisin sistiniri, dent hastaligi gibi nadir

formlarinin genetik nedenleri bilinmekle birlikte daha yaygin formlarin olusumuna katkida



bulunan bilinen gen sayisi sinirlidir. Kanada da yapilan bir ¢alisma Arap, bati Hindistanl, bati
Asya’li ve latin Amerikalilarda Avrupa’lilara gére daha fazla sayida tas olusturucuya
rastlanmistir.8 Genel popiilasyonda Afrika kdkenli Amerikalilarda riner tas sikliginin daha az
oldugu, bununla birlikte son donem bébrek yetersizlikli hastalar igerisinde ise Afrika kdkenli

Amerikallarin beklenenden daha fazla tag hastaligi prevalansina sahip oldugu anlasilimistir.®

Nefrolitiyazisin sistemik bir hastalik oldugunu gésteren 6nemli 6lgtide kanit bulunmaktadir.
Renal tlibiler asidoz, primer hiperparatiroidizm ve crohn hastaligi kalsiyum igeren driner
taslarla iliskisi oldugu bilinen sistemik uzantilari olan hastalik &6rnekleridir. Obezite, gut ve
diyabetes mellitusun da yakin zamanda ikna edici bicimde tas olusumuyla iliskili sistemik
hastaliklar oldugu ortaya konmustur. Body mass index artisi, diyeti de igeren diger risk
faktérlerinden bagimsiz olarak iiriner tag olusum riskini arttirmaktadir.’® Heniiz yeterince
actk olmayan nedenler dolayisiyla bu durum kadinlarda erkeklere gore daha belirgindir. BMI
artisi triner kompozisyon (izerine de etkilidir.*! Daha yiiksek BMI daha fazla iiriner oksalat
miktari ve daha dislk triner pH ile iliskilidir. Ailede gut hastaligi 6ykusiinin olusu diyet,
kilo ve medikasyonlardan bagimsiz olarak nefrolitiyazis riskini 2 kata kadar arttirmaktadir. 2
Bu iliski insulin rezistansi ve asidifikasyon defektleri gibi mekanizmalarla baglantili
goriinmektedir.Diyabetes Mellitus ta benzer sekilde diyet ve BMI dan bagimsiz olarak artmis
tas olusumu ile iliskilidir.23 Prospektif olarak yapilmis bazi calismalarda DM &ykiisii olusunun
erkeklerin aksine kadinlarda %30-50 oraninda artmis tas olusumui ile iliskili oldugu ortaya
konmustur.**Cesitli mesleki durumlar ile hissedilemeyen su kaybinin oldugu sicak ortam gibi

bazi cevresel faktorler de atmis tag olusum riski ile iliskilidir.

2)Diyetsel Faktorler

Diyet igerigi tGriner kompozisyonu ve bdylelikle nefrolitiyazis riskini modifiye eder. Bu
bakimdan 6zellikle vurgulanabilecek besinsel 8geler kalsiyum, hayvansal proteinler?,
oksalat?®, sodyum?’, siikroz?3, friiktoz!®, magnezyum?° ve potasyumu?! icerir. Diyetsel
faktorler ve Uriner tas olusumu arasindaki iliskiyi prospektif olarak inceleyen g biylk
kohort ¢alisma bulunmaktadir. Health Professionals Follow-Up Study (HPFS), 40-75 yas arasi
45000 erkek saghk elemanini, Nurses’ Health Study 1 (NHS-1) 34-59 yas arasi 80000 den
fazla kadin hemsireyi ve NHS-2 ¢alismasi da 80000 den fazla 27-44 yas arasi kadin hemsireyi

2



degerlendirmektedir. Bu galismalarin 6ncesinde diyetle fazlaca kalsiyum aliminin Griner tas
olusum riski artisiyla kuvvetle iliskili oldugu diistintilmekteydi, ancak ilgili kohort ¢alismalari
ile diger risk faktorlerinden bagimsiz olarak diyetle yiiksek kalsiyum aliminin aslinda daha
diisiik nefrolitiyazis riskiyle ilintili oldugu ortaya ¢ikmistir.2? Diyetle daha az kalsiyum
alinmasi diyetsel oksalat absorpsiyonunu arttirarak ayni zamanda Uriner oxalate
ekskresyonunu arttirmaktadir.?3 Diger bir etken dzellikle st ve st Grinleri ile alinan
koruyucu faktorler olabilir. Nefrolitiyazis aile yklsi bulunan bireyler arasinda bile diyetle
disiik kalsiyum aliminin Griner tas olusum riskinde artis ile iliskili oldugu ortaya

konmustur.?*

Kalsiyum oksalat tagi 6ykiisti olan ve mevcut artmis idrar kalsiyum diizeyi bulunan erkek
hastalarin, 400 mg/giin disuk kalsiyumlu ve 1200 mg/gtin yiksek kalsiyumlu ancak
hayvansal protein ile sodyumdan fakir 2 farkh diyet almalari saglanacak sekilde randomize
edilmeleriyle yapilan bir ¢alismada yiksek kalsiyum aliminin oldugu grubun rekiirrens riskinin
%50 daha diisiik oldugu saptanmistir.?® Elde edilen kanitlar, alinan kalsiyumun
kisitlanmasinin yararli olmadigi hatta aksine Uriner tas olusumu ve kemik kayiplari agisindan

zararl oldugunu géstermektedir.?

Diyetsel kalsiyuma zit olarak takviye amagli alinan kalsiyumun erkekler ve geng yas
kadinlarda Griner tas olusum riskini azaltmadigi,hatta ileri yas kadinlarda bu riski
arttirabilecegi ortaya konmustur ancak takviye kalsiyum preparatlarinda bulunan vitamin D
icerigi ve preparatlarin yemekle birlikte alinip alinmamasinin sonuglar lzerine etkisi de

gdzoniinde bulundurulmalidir.?®

Uriner oksalatin da kalsiyum oksalat tasi olusumu agisindan agik¢a dnemli bir risk faktori
oldugu bilinmesine karsin,diyetsel oksalatin nefrolitiyazisteki rolii yeterince acik degildir.?”
Absorbe edilen diyetsel oksalat %10-50 arasindadir.?’ Basta kalsiyum olmak iizere bazi
diyetsel igerikler,genetik ve intestinal flora oksalat absorpsiyonunu etkileyen faktorler
arasindadir. Uriner oksalatin diger bir kaynagi da glisin,glikolat,hidroksiprolin ve vitamin-C

nin endojen metabolizmasidir.



Kalsiyum oksalat nefrolitiyazisi 0ykisii olan kisilerde yapilan bir calismada bu kisilerin
oksalati degrade ettigi bilinen oxalobacter formigenes isimli intestinal bir bakteri tur ile
daha az oranda kolonize oldugu tespit edilmistir.2ilging olarak diyetsel oksalatin Uriner tas
olusumu riski tizerine etkisi erkek ve geng kadinlarda minimal iken, geng yas kadinlarda tespit

edilememistir.?®

Cesitli besin 6gelerinin, boyutu yas, cinsiyet ve BMI gibi faktorlere bagl olarak degismekle
birlikte,lriner tas olusumu Uzerine etkisi sozkonusudur. S6zgelimi fazlaca hayvansal protein
alimi, Griner kalsiyum atimini arttirip Griner sitrat atilimini azaltarak tas olusumunu
arttirmaktadir.3° Prospektif nitelikte bazi calismalarda ise fazla hayvansal protein aliminin
erkeklerde tas olusum riskini arttirip kadinlarda arttirmadigi gzlenmistir.3! Ayrica erkeklerde
artmis bu riskin BMI nin 25 alti oldugu grupta daha fazla oldugu da saptanmistir.32 Diyetteki
potasyum erkek ve yasl kadinlarda muhtemelen Griner kalsiyum ekskresyonunu azaltarak
riski azaltir.3* Sodyum,siikroz ve friiktoz,kalsiyum ekskresyonunu kalsiyum alimindan
bagimsiz olarak arttirmaktadir.1:1812 Ozellikle tahillarda bulunan “fitat” in geng yas grubu
kadinlarda olasilikla direk yolla kalsiyum oksalat kristal formasyonunu inhibe ederek triner
tas olusumunu azalttigi saptanmistir.33 Prospektif gézlemsel ¢calismalarda diyetle alinan
magnezyumun erkeklerde riner tas olusum riskini azalttigi anlagilmistir.32 Magnezyum
diyetsel oksalat absorpsiyonunu azaltmasina karsin bu etki magnezyum preparatlarinda

yeterince gozlenememistir.

Oksalatin endojen bir kaynaginin Vitamin C olabilecegini belirtmistik. Prospektif gozlemsel bir
¢alismada giinliik 1000 mg veya daha dazla takviye vitamin C alan erkeklerin 6nerilen diyet
miktari olan 90 mg/giin dozunda vitamin C alimi olan erkeklere nazaran %40 daha fazla
tiriner tas olusum riskine sahip oldugu anlasiimistir.32 Bununla birlikte Vitamin C iceren ¢cogu
besinde tas olusumunu engelleyici faktorlerde oldugundan diyetle Vitamin C nin kisitlanmasi
onerilmez. Takviye preparatlarin kullanimindan ise kaginilmaldir. Vitamin B6 nin riner tas
olusum riskini azalttigi ortaya konulmustur.343> Prospektif calismalarda cay,kahve,bira ve
sarabin Uriner tas olusum riskinde azalma sagladigi saptanmistir.3637 Uriner sitrat artisi ile
teorik olarak tag olusum riskini azaltmasi beklenen narenciye sulari3® arasinda portakal suyu
ve tas olusumu arasinda belirgin iliski saptanmamisken,greyfurt igin belirgin sekilde artmig

risk sézkonusudur.3%37 Greyfurtun bazi intestinal enzimleri etkiledigi bilinmesine karsin triner

4



tas olusumu ile ilgili baskin mekanizmalar bilinmemektedir.3%37 Sekerli soda tiiketimi ile
artmis risk sézkonusu degildir.3637 Siit alimi ise diriner kalsiyum taslarinin olusum riskini

azaltmaktadir.

Hiperoksaluri tipik olarak Uriner oksalat ekskresyonunun 45 mg/giin tizerinde olmasi ile
karakterizedir. Yiiksek Uriner oksalat diizeylerine erkeklerde kadinlara nazaran 4 kat daha
fazla rastlanir.3® Oksalat tas olusumu icin acikca bagimsiz bir risk faktériidiir. Bazi
caligmalarda hiperirikoziri Griner kalsiyum tas olusum riski ile iliskili bulunmusgtur.4°
Hipositratiiri tas olusum riskini arttirmaktadir.*! Uriner sitrat artisi risk agisindan koruyucu

etki gosterir. Total idrar voliminin artigi Griner tag olusumu riskini azaltmaktadir.4?



1.2. URINER TASLARIN MOLEKULER BiYOLOJi ve GENETIGi

Son dekat igerisinde nefrolojik arastirmalar kalsiyum nefrolitiyazisinin genetik nedenlerini
ortaya koymaya yonelmistir. Nefrolitiyazisin hipertansiyon,diyabet,osteoporozis gibi
multifaktoryel patogeneze sahip kompleks hastaliklardan oldugu diistnildigiinde, tas
olusumu agisindan tespit edilen genlerin tek basina nedensel faktor olmaktan ziyade gevresel

faktorlerle etkilesimi gézoninde bulundurulmalidir.

Genetik ¢alismalarla, Calcium sensing receptor (CaSR), vitamin D receptor
(VDR),bicarbonate-sensitive adenylyl cyclase (sAC), sodium-phosphate reabsorption carrier
(NPT2), caveolin-1, sodium-hydrogen antiporter 3 regulator-1 (NHERF1), oseopontin, Tamm-

Harsfall gibi proteinlere ait genlerin triner tas olusumu ile iliskili oldugu ortaya konmustur.

GENETIK CALISMALAR

Hiperkalsiliri ve bobrek tas dykileri bulunan 3 ailede 1q23.3-q24 kromozomlari ile

hiperkalsiiiri arasinda iliski saptanmistir.*3

Paralel olarak yapilan bir diger calismada bikarbonata duyarli Soluble Adenilat Siklaz (sAC)
geninde tespit edilen 6 adet polimorfizmin hiperkalsiliri ve diisiik kemik mineral kitlesi ile
ilintili oldugu anlagilmistir.** sAC in fonksiyonu heniiz bitiiniyle ortaya koyulamamakla
birlikte bobrek,barsak,kemik,SSS nde bulundugu ve bikarbonat ile aktive edilip bivalan
katyonlarla modiile edildigi bilinmektedir.*> Ancak 9 aileyi icine alan avrupadaki bir calismada

sAC geni ve hiperkalsiiiri arasinda giiclii bir iliski ortaya konulamamigtir.*6

Herhangi bir kisiyi tas olusturucu olarak nitelendirmek ve siniflandirmaya ¢alismak aslinda
zordur. Gergekte bobrek tasi herhangi bir yasta gelisebilir ve sessiz kalarak tespit
edilemeyebilir. Predispoze bir genetik profile sahip oldugu dusinilen kisilerde diger bazi
antilitojenik gen veya diyetsel faktorlerin Ustiin gelmesi nedeniyle tas olusumu
gézlenmeyebilir.*” Hiperkalsitrik kisilerde diisiik sodyum icerikli diyetin tas olusum

potansiyelini azaltmasi buna verilebilecek bir 6érnektir.4®



VDR geninde, kalsiyum bébrek tas olusumuna yatkinlk, hayatin erken dénemlerinde tag
olusumu, daha agresif Uriner tas olusumu ve daha dislik Uriner sitrat ekskresyon dizeyleri
ile iliskili polimorfizmler saptanmistir.#?-°%51VDR-Vitamin d kompleksi barsaklarda kalsiyum
absorpsiyonunu aktive eder. Bununla birlikte VDR-Vitamin D kompleksi ayni zamanda iriner
sitrat ekskresyonunu azaltma kapasitesine sahiptir. VDR-Vitamin D kompleksi bunu
proksimal tlbul hicrelerinin lGminal membraninda yer alip sitrat ekskresyonunu azaltmak
suretiyle islev géren sitrat reapsorpsiyon tasiyicisini stimule eden fosfoenolpiriivat karboksil

kinaz ekspresyonunu, baskilanmayi ortadan kaldirma yoluyla arttirarak saglamaktadir.

Paratiroid bezinde kalsiyum ile aktive olarak PTH salinimini azaltan bébreklerde ise
sodyum,potasyum,klor ve kalsiyum reabsorpsiyonunu inhibe eden CaSR (Kalsiyum Duyarli
Reseptodr) gen analizlerinde de benzer sonuglar alinmistir. CaSR geninin 7. Exon, ilk intron ve
transkripte edilmeyen promotore yakin 5’ gibi bolgelerinde saptanan belli polimorfizmlerin
hiperkalsiliri ve bobrek taslari ile iliskili oldugu anlasiimistir. Bunlardan exon 7 de yer alan
Arg990Gly polimorfizmi bobrek tasi olan ya da olmayan kisilerde hiperkalsitri ile
baglantilidir. Arg990gly polimorfizmi CaSR genine fonksiyon kazandirici niteliktedir.5%>3
Arjinin alelini tasiyanlarda digerlerine gére daha yiiksek serum PTH diizeyi saptanmistir.>*
990 kodonundaki glisin alleli ise, henle kulpunun g¢ikan kolundaki kalsiyum reabsorpsiyonu
acisindan daha az inhibe edici 6zellik kazandirarak tasiyicilari daha yiiksek kalsiyum
ekskresyonuna yatkin hale getirir,ancak ilging olarak ayni aleli tasiyan kisilerin hepsi
hipokalsemik degildir, buna neden olarak Arg990Gly polimorfizminin paratiroid ve bobrek
hicrelerinde kullanilan sinyalizasyon sistemleri izerine farkli etkilerinin oldugu distnulebilir.
Primer hiperparatiroidizmdeki hiperkalsemik ve Uriner tas olusumunun eslik ettigi
hiperkalsitirik durum belirtilen polimorfizmin énemini agiklar niteliktedir. Baslangi¢ intronu
ve transkripte edilmeyen promotore yakin 5’ bélgelerinde yapilan galismalarda tespit edilen
polimorfizmlerin ise aminoasit degisikliklerine bagl fonksiyonel degisimlerden ziyade
,0zellikle promotor alana yakinlklari dolayisiyla daha ¢ok CaSR geninin transkripsiyonunun ve
eksprese edilecegi renal papilladaki tubuler lokalizasyonunun modifikasyonu yoluyla triner
tas olusumuna yatkinligi arttirabilecekleri saptanmistir.>> Dolayisiyla papillada yiiksek
kalsiyum konsantrasyonu varhginda CaSR nin farkli bir hiicresel ekspresyonu kalsiyum

tuzlarinin presipitasyonu ve oksalat tasi olusumunu hizlandirabilir.>®



Nefrolitiyazisle iligkili oldugu ortaya konan diger bir polimorfik gen, intestinal mukozada
eksprese edilen bir kalsiyum kanalini kodlayan TRPV6 dir. Bu gendeki aktive edici
mutasyonlar intestinal kalsiyum absorpsiyonunun artisi yoluyla nefrolitiyazis ile iliskili hale

gelir.””

GENETIK BOZUKLUK TASIYAN HAYVAN MODELLERI

Knockout fareler belirli bir genin ekspresyonunun engellenmesi amaciyla genetik olarak
programlanmis deney hayvanlaridir. Elde edilmeleri goreceli olarak kolay ve yararli bilgi
kaynaklaridir,ancak genellikle arastirmalar agisindan bir doniim noktasi niteligi tasimazlar.
Elde edilen bilgileri farelerden insanlara uyarlamak ilgili proteinlerin insan fizyolojisindeki
biyolojik 6zelliklerinin de bilinmesini gerektirir. Nefrolitiyazis rneginde bir knockout fare
neslinin fenotipinde bobrek tasinin gelisimi, ilgili susturulmus genin tas olusumunun

onlenmesinde rol alabilecegini gostermektedir.

Slc26a13 knockout fareler oksalati intestinal [imene tasiyan bir tasiyicidan yoksundurlar.
Organizmada biriken ve renal ekskresyonu artis gosteren oksalat ,tas olusumuna neden
olur.”® Kalsiyum pompasi,CaSR, VDR gibi hiicresel fonksiyon agisindan énemli proteinlerin
toplandigi plasma membran invajinasyonlarinin meydana gelmesini saglayan caveol
proteininin Giretiminden sorumlu caveolin-1 geninden yoksun knockout farelerde de
hiperkalsiiiri, tiibiler kalsiyum-fosfat depozitleri ve Griner tas olusumu gézlenmistir.>®
NHERF1 knockout farelerde sodyum,kalsiyum ve (irik asit reabsorpsiyonunu modiile eden bir
proteinin kaybi ve sonucta tas olusumu sézkonusudur.® Tamm-Harsfall ve osteopontin
proteinlerinin her ikisinin de inaktive edildigi double knockout farelerin %39 unda kalsiyum
tuzlarinin presipitasyonunun inhibisyonundaki yetersizlik nedenli meydana geldigi disiinilen
papiler interstisyel depozitler gézlenmistir.®* Sézkonusu iki proteinin sinerjistik antilitojenik
etkiye sahip oldugu gozlenmistir, dyle ki herhangi birisinin tek basina bloke edildigi knockout
farelerdeki interstisyel papiller depozit saptanma orani %10-15 lere diismektedir.5!
insanlarda proksimal tiibiilde fosfat reabsorpsiyonu amaciyla %85 oraninda NPT2 (sodyum
fosfat kotransporter-2) ve %15 oraninda ise NPT1 kullaniimaktadir. Fosfat alim,PTH ve FGF23
liminal membranda NPT2 ekspresyonunu internalizasyon ve lizozomal lizis yoluyla bloke
ederek fosfaturik etki saglamaktadir. Renal sodyum fosfat kotransporter (NPTa) knockout
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fareler, renal fosfat kaybina sekonder hipofosfatemi, artmis renal vitamin D sentezi,
hiperkalsilri ve renal tas olusumu ile karakterizedir ki bu tablo otozomal dominant herediter
hiperkalsiiirik, hipofosfatemik rikets (HHRH) sendromlu hastalarininkine benzemektedir.5%63
Halihazirda NPT2a knockout fareler, HHRH li hastalardaki renal bozukluk igin bir model teskil
etmektedir.®3ilging olarak yine HHRH li kisilerde NPT2a da gen mutasyonu saptanmamistir.
Bunun yerine proximal tiibul NPT2c sinde mutasyonlara rastlanmistir. Farelerde proksimal
fosfat reabsorpsiyonu icin NPT2a kullanilirken insanlarda NPT2c kullanilmaktadir. iki fosfat
taslyicisi fonksiyonel olarak farklilik gésterir, NPT2a 3 sodyum iyonu ve 1 fosfati iceren
elektrojenik kotransport 6zelligine sahipken, NPT2c 2 sodyum iyonu ve 1 fosfatin reabsorbe
edilmesini saglayan elektronotral kotransport mekanizmasina sahiptir. NPT2a ve NPT2c
eksiklikleri kemik tzerinde de farkli etkiler gosterir,fare fenotipinde insanlarda gozlenen
rikets yoktur. Bu durumda her iki fosfat tasiyicisinin kemikteki farkl ekspresyon profilleri rol
alir. Ozellikle NPT2a osteoklastlarda eksprese edildiginden NPT2a knockout fareler daha az

sayida ve daha az aktif osteoklastlara sahiptir.5*

Nefrolitiyazis ile ilgili genetik galismalarda arastirilacak genlerin segilmesinde 6zellikle
kalsiyum metabolizmasi Gzerinde rol alan genlere odaklanilmistir. Sozkonusu genler primer
hiperkalsiliri ve osteoporozis siirecinde 6nem tasirlar ve bu sebeple belirtilen durumlarin
nefrolitiyazis ile iliskisi, hiperkalsitrinin patojenik bir faktor oldugunu ortaya koymakla
birlikte kalsitri diizeylerine bakilmaksizin tas olusturucular igcinde osteoporozisin yiiksek
sikligini da agiklar niteliktedir. Kalsiyum metabolizmasina ilave olarak renal elektrolit
metabolizmasinin diger yonleri de tas olusumu patogenezinde ayrica pay sahibi olabilir. SAC
geni igin yapilan galismalar bu duruma 6rnektir. Genom galismalari da yeni hipotezlerin
formiile edilebilmesi ve yeni arastirma perspektiflerinin kazanilabilmesi agisindan firsatlar

sunmaktadir.

Esasen mevcut ¢alismalar genellikle tek bir geni g6z 6niine almakta iken bobrek taslarinin
gelisiminde farkli genler ile genler ve gevre arasindaki etkilesimler bobrek tasi gelisiminde
belirleyici major faktordir. Gen-gevre etkilesimi farkli yollarla olabilmesine karsin en dikkat

cekici tarafi epigenetik boyutudur.5>



Epigenetik agidan gevresel etkiler genotipi degistirmeden fenotipi kararl ve sonraki
jenerasyonlara aktarilabilecek sekilde degistirebilir. Gen ekspresyonunun modifikasyonu
cesitli mekanizmalar yoluyla olabilirken en yaygini promotor gen alanlarinin metilasyonudur.
Hiper ya da hipometilasyon genin aktifligini diizenler.®® Fetal ya da perinatal hayatta dahi
farkli gevresel kosullar yenidoganin kronik hastaliklara egilimini belirleyen epigenetik

degisimlere yol agar.

Sonug olarak nefrolitizyazis siirecinin aydinlatiimasi agisindan tas olusumunda rol alabilecek
genlere iliskin oldugu kadar gen-gevre etkilesimi ile epigenetik anlamda da
konvansiyonel,epidemiyolojik ve hayvan modelli ileri deneysel ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

1.3. UROKRISTALIZASYON ve URINER TAS OLUSUMUNUN FiZiKOKIMYASAL YONLERI

Tas olusumu kristalizasyon ile baslayan, kristal biiyiimesi, agregasyon ve adezyon ile kristal
formasyonuna giden kompleks bir stregtir. Bu siireglerde uyarici veya baskilayici nitelik
tasiyan faktorlerin de etkisi sézkonusudur. idrar pH si ve iyonik giigler bunlara birer érnektir.
Alkali pH kalsiyum igeren taslarla iliskili iken, asidik idrar Urik asit ve sistin taslari ile
iliskilidir.idrar sikhkla kalsiyum oksalat, kalsiyum fosfat veya sodyum iirat ile siipersatiire
durumdadir. Baskilayici faktorlere 6rnek olarak
sitrat,magnezyum,pirofosfatlar,glikozaminoglikanlar ve nefrokalsin verilebilir. Yine birgok
calismada sistemik hastaliklar ile tas olusumu arasindaki patofizyolojik mekanizmalar
arastirnilmistir ancak halen patofizyolojiden sorumlu mekanizmalar net degildir ve ileri
arastirmalara gereksinim vardir. Tablo 1 de tas olusumui ile iliskili oldugu dastinilen sistemik

hastaliklar ve bazi etyolojik faktorler listelenmistir.
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Tablo 1: Uriner sistem tag olusumunda sistemik hastaliklar ve etyolojik faktérler.

ETYOLOJi

MEKANIZMALAR

VASKULER HASTALIKLAR
Myokard enfaktiisi-MI
Ateroskleroz

Hipertansiyon

OBEZITE (BMI >30)

DIABETES MELLITUS

DISLIPIDEMI

METABOLIK SENDROM
(bozulmus aghk glikoz seviyesi,
1 kan basinci, santral obezite,
dislipidemi (t serum trigliserid
veya | HDL kolesterol seviyesi)
(bu dzelliklerinden en az iigii)

INTESTINAL KALSTYUM
ABSORBSIYONU

AGIR METALLER

KALSIFIYE
NANOPARTIKULLER (CNPs)

GENETIK ILISKILER

CEVRESEL FAKTORLER

Ateroskleroz, Randall plak olusumunda vaskiiler teori

Ateroskleroz, Randall plak olusumunda vaskiiler teori

Magnezyum ve oksalabn idrar miktan, kalsiyum metabolizmasi bozukluklari, t paratiroid gland
aktivitesi, t idrar siklik AMP, ! intestinal kalsiyum emilimi. { idrar tirik asit, | idrar sitrat, diyet,

1 diyette sodyum miktan

Hipositratiiri, hiperiirikoziir, idrar kimyasallar, 1 idrar oksalat/urik asid ekskresyonu, fosfat/sodyum/
stilfat/ sistein, diabetes mellitus

urik asid tas olusumu, | interstisyal hiicrelerin fonksiyonu/ néral doku / lireteral peristaltizm, triner
staz, Insiilin dirend | renal ammoniagenezis sonucunda asidik idrar, 1 proksimal tubulusda firik asit
geri emilimi / hiperurisemi. { idrar kalsiyum ve oksalat ekskresyonu.

Kalsiyum oksalat ve tirik asit taginda total kolesterol seviyesi, atorvastatin anti-inflamatuar uygulamasi
| antioksidatif etki ile renal tubular hiicre hasarimin énlenmesi (1- renal tubular hiicre hasaninda biyo-
isaretleyicilerin idrar seviyesi (N-asetil glukozamidaz) foksidatif stres (8-OHdG) |, 2- | renal tubular
hiicrelerde apoptoz), inflamasyon ve renal tubular hiicrelerde hiicresel hasar.

Hipertansiyon, idrar kimyasinin toplam etkisi, vaskiiler teori, inflamasyon ve doku hasanmin
sistemik iglevsel bozuklugu

Hiperkalsiiri, intestinal hiperkalsitiride fraksiyonel kalsiyum emilimi, diyetle ve destek kalsiyumu,

| oksalata baglanan intestinal kalsiyum (kanda oksalat 1), 1 iiriner tas hastahginda osteoporotik kirniklar.
Metabolik asidoz, genetik faktorler, hiperkalsiirik taglarda anormal kemik yeniden sekillenmesi,

1 vitamin D seviyesi anormal lokal sitokin ve biiytlime faktord sinyalleri

Stronsyum, kalsiyuma benzer, benzer olarak divalan katyon biyomineralizasyon, stronsyum
hidroksiapatit -cekirdegi, karbapatitde artmis ginko seviyesi.

Nanobakteri (canl kendini qogaltabilen yapilar / mineralo-protein komplekslerin olusumunda cansiz
fizikokimyasal fenomen, CNIler aterosklerotik plaklarda yaygm

primer hiperoksaliiri- AGXT geni, sistiniiri- SLC3A1/ SLC7A9 genleri, ksantintiri- XDH geni. Kalsiyum
duyarl reseptorleri kodlayan genler (CASR geni- | interstisyal kalsiyuma yamt olarak assendan kisimda
} kalsiyum emilimi. primer hiperparatiroidizm), osteopontin (OPN geni- idrar kristalizasyon inhibitorii)
vitamin D reseptorii (VDR geni- | sitrat geri emilimi), ve claudin ailesinin genleri (CLDN14 geni-
kalsiyum ekskresyonu)

Diyet, etilen glikol, tag olusumunda promotérler veya inhibitorler, antilitojenik ajanlar-potasyum sitrat,
hiperoksaltiri

TAS OLUSUM MEKANIZMALARI

Siupersatirasyon : Birinci mekanizma ¢6ziici niteligi tagiyan idrarin ¢dzlinen bir madde ile
asirt doygunlugudur. Slipersatlirasyonun temel mekanizmasi tim taglar igin ortak olmasina
ragmen tas bilesimini belirleyen ¢6ziinenin tiirl ve duzeyi kisiden kisiye degisir. Spontan tas

olusumu icin gerekli ¢6ziinen miktarinin tekrarlayan tas hastaligi olan kisilerde daha diistik
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oldugu gdsterilmistir.5”.8 idrardaki litojenik tuzlarin siipersatiirasyon degerleri
konsantrasyonlarinin ¢éziiniirliiklerine orani ile hesaplanir.?? Bu oran “1” degerinin altinda
ise sollisyon satiirasyon degerinin altindadir ve ¢6ziinme gergeklesecektir. Oran “1” degerini
astigl takdirde ise spontan kristalizasyon olusabilir ve idrarin bu durumu metastable olarak
adlandirilir.”®idrarda siipersatiirasyon olusumunun mekanizmasi tas bilesimine gére
farkhiliklar gosterir.Kalsiyum, %60 kadar oksalat ya da %20 kadar fosfat ile birleserek tim
bébrek taslarinin %80 kadarini olusturur.”* Taslarin %10 kadari ise rik asit yapisindadir.”?
DM, obezite, metabolik sendrom ve gut hastaligi artmis rik asit tasi olusumu riski ile
iliskilidir. idrar pH sinin 5,5 un altinda oldugu durumlarda idrar zayif ¢éziiniirlige sahip dirik
asit ile stipersatire hale gelir ve Urik asit ¢oker. Bu durum {rik asit taslarinin olusumunun
Oonlenmesi ve tedavisinde 6rnegin potasyum sitrat gibi bir bilesikle idrar alkalinizasyonu
yénteminin temelini olusturur. Sistin taglari epitelyal hiicrelerdeki ilgili transporter larin
bozuklugu dolayisiyla sistinin idrarda yiksek miktarda atilmasindan kaynaklanir. SistinGri
otozomal gekinik gegen kalitimsal bir hastaliktir. Sistinin ¢d6zUnUrlGgi alkalinizasyon ile arttig

icin profilaksi sitrat alimi ve hidrasyonun artisiyla saglanir.

Niikleasyon (Cekirdek olusumu)

Tas olusumu dncesinde doymus idrarda kristaller olusur ve ¢oker. Bu siirecin ilk basamagi
nikleasyondur. Niikleasyon, stabil solid faza sahip olan daha bliyuk kristallere kendiliginden
blylime yetenegi gosteren ¢okeltinin ilk partikillerinin olusumudur. Kristal ¢cekirdekler,
sistemde bulunan solid partikiller tarafindan (heterojen nikleasyon) veya siipersatire
sollisyonda spontan olarak (homojen niikleasyon) olusturulabilir.Heterojen niikleasyon,
hucresel atiklar,eritrositler ve silendirler gibi yabanci yiizeylerin varli§indan daha disik
siipersatiirasyon seviyelerinde olusur.”> Homojen niikleasyon mekanizmasi kalsiyum oksalat
kristal olusumu mekanizmasini, gerceklesmesine yetecek diizeyde siipersatiire olmamasi
nedeniyle tam agiklayamamaktadir.”* Niikleasyonu saglamak icin gerekli olan
supersatirasyon miktari “olusum Griini” (formation product; FP) olarak adlandirilir.
Siupersatiirayon diizeyi bu seviyenin altina diiser ancak metastabil bolgede kalirsa, 6nceden

var olan kristallerin boyutu artabilir, fakat spontan niikleasyon artik olusamaz.
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Kristalizasyon

Niikleasyon olustugunda, idrar, ¢okelen tuzlar bakimindan stpersatiire kaldigi stirece, kristal
gelisimi devam eder. Tas analizinde taslarin yapisinda birden fazla kristalin bulundugu
gosterilmistir ve yaklasik 2/3’sinde karma bir yapi s6z konusu olup, en sik kalsiyum oksalat ve
apatit bilesimi gériilmektedir.”® Farkl molekiiler yapilardaki kristallerin hangi mekanizmalar
ile etkilesime girdigi ve birbirine baglandigi heniiz tam olarak anlagilamamistir. Belli
kristallerin bir arada bulunma egilimine bagh olarak epitaksi kavrami éne siiriilmistiir.”® Eger
bir kristalin yapisi bir digerine benziyorsa, ikinci kristal ilkinin tizerinde ¢ekirdek olusumu
saglayip, blyuyebilir. Bu durum kristallerin birbiri Gizerinde yonlendirilmis bicimde asiri
blylumesine yol agar. Bu siire¢ hem yapisal, hem de kimyasal uyuma baghdir. Epitaksinin rol
tas olusumunda yogun olarak arastiriimaktadir.”” Ozellikle, epitaksinin katkisini
degerlendiren deneysel modellerin ¢ogu, saf inorganik kristaller arasindaki etkilesim tzerine
kurulmustur. Bu ¢alismalarin eksikligi, kristallerin organik matriksle iligkili olarak sekillendigi
idrar ortamini tam olarak yansitamamalaridir.”® Kalsiyum oksalat taglarinda osteopontin ve
albimin gibi idrar proteinlerinin, membran lipidleri ve membran yikim Grlnlerinin,
metastabil bir sollisyonda heterojen niikleasyonu uyardiklari distiniilmektedir. Bu organik
maddelerin kalsiyum oksalat ve fosfat kristalleri igin yilksek ilgilerinin oldugu
gosterilmistir.’®7° idrarda olusan ufak kristaller, kimyasal ve elektriksel gliglerinin bilesimi ile
toplanirlar. Bu islem “agregasyon” veya “aglomerasyon” olarak adlandirilir ve kristal

bilyiimesinden sorumlu olabilir.®

Kristal Retansiyonu

Tum bireylerde distal renal tlibilis kalsiyum ve oksalat icerigi olarak stipersatiredir.
Niikleasyon ve kristalizasyona ragmen kristaliiri az sayida insanda tas olusturur.8 Olusan
kristaller kolayca atilacagindan ana mekanizma renal tiiblllerde kristallerin biiylimesi olana
kadar yeterince uzun siire kristal retansiyon yetenegidir.8! Kristal retansiyonunda ve tas
olusumunda serbest ve sabit partikil teorilerilerini de kapsayan ti¢ mekanizma ileri
siiriilmiistiir.8% Serbest partikiil teorisi, siipersatiire tiibiiler sivi varliginda niikleasyon ve
kristal olusumunun tlbdler limen iginde gergeklestigini dne stirmektedir. Kristaller daha
sonra papiller toplayici kanallarda sikisip kalabilirler. Diger yandan tiibller akimin fizyolojik
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¢alismalari normal kosullarda kristal olusumu ve Bellini kanallarini tikamaya yetecek kadar
blyiimesi icin yeterli zamanin olmadigini gdstermistir.®3 Sabit partikiil teorisinde, kristaller ile
renal tiibiiler epitel hiicreleri arasinda bir etkilesim oldugu ileri siiriilmektedir.8* Osteopontin
ve hyaluronan gibi bazi baglayici molekiiller izerinde yogun olarak calisiimistir.8>8 Ozellikle
kalsiyum oksalat taslarinda hiperoksallrinin renal epitelyal hiicrelerde hasara sebep oldugu
ve bunun da kristal retansiyonuna katkida bulunabilecegi disiniilmektedir. Hiperoksalirinin
epiteldeki etkileri oksidatif stres ve reaktif oksijen tirlerinin (ROS) Gretimi ile
iliskilendirilmistir.8”.88 Epitel hasari varliginda kalsiyum oksalat kristallerinin yiizeye
yapismasinin arttig gésterilmistir.®° Bu mekanizma vaskiiler sistemde gériilen endotel hasari
ya da; aterosklerotik plak erozyonu varliginda trombositlerin agregasyonuna benzemektedir.
idiopatik kalsiyum oksalat tasl hastalardan alinan papiller biyopsi érneklerinde
suprafizyolojik diizeylerdeki oksalat varligini destekleyici kanitlar elde edilememistir.®* Sekil 1

tas olusum sirecini gostermektedir.

| Normal idrar I

Promotdérier inhibitérier

Idrar Miktar1 |, pH, anormal > < idrar miktari T, pH
gbzanar atim
I Supersaturasyon |
Idrar miktari |, pH, anormal idrar miktari T, pH, sitrat,
B — e
¢ozanar atimi magnezyum, fosfat, GAG ve
nefrokalsin

| Kristal olusumu |

Idrar miktari |, pH, lipid, Idrar miktari # pH, sitrat,
makromolekiller, anormal > magnezyum, fosfat, GAG ve
codzanar atimi - nefrokalsin

Kristal Bayumesi ve
Nikleasyon

Idrar miktari |, pH, tabaler idrar miktari f pH, sitrat,

obstriuksiyon, epitelyal hasar, Lgind magnezyum, fosfat, GAG ve
nefrokalsin

anormal ¢ézanur atirm -

Kristal Agregasyonu ve
Adezyonu

Idrar miktari | . pH, anormal Idrar miktari T, sitrat,
gozanar atirm ——» | 4— | magnezyum, fosfat, GAG ve
nefrokalsin

| Kristal Retansiyonu l

| Tas olusumu I

Sekil-1 : Tas olusum siireci
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interstisyel Apatit (Randall) Plaklar

Papiller kalsiyum birikimi (Randall plaklar) subepitelyal (tip 1) veya intratubdler (tip 2,
hidroksiapatit veya karbapatit) olarak siniflandirilir. Renal papillada interstisyel kalsiyum
fosfatin (Randall plagi) kristallerine idrardaki kristaller tutunabilir. Bu teoriye gore interstisyel
plaklar ile baslangigtaki lezyonlar ayni lokalizasyondadir. inflamasyon nadir olup, birikintiler
tubiiler bazal membranla birlikte interstisyel kollajen materyaline esas olusturacak sekilde
yerlesir. Bu taslar papillalara tutunmustur. Randall plaklari en ¢ok idiopatik kalsiyum oksalat
taglari ile karakterizedir. Otopsi ¢alismalarinda kalsiyum birikimi %20 renal papillada
bulunmus ve bu kisilerin 1/3’linde o yerlesimde primer bébrek tasi saptanmistir. Histoloji
galismalarinda birikimlerin nefron limeninin icinden daha ¢ok nefronun segmentlerine yakin
papillanin interstisyel dokularinda oldugu gosterilmistir. Randall teorisine gore bu plaklar tas
olusumu igin gekirdek gorevi gorir. Plaklar papillanin i¢ derinliklerine,vasa rektanin ve
toplayici kanallarin bazal membranina uzanir. Bu teoriye gore hasarl papiller damarlar
onarim slrecinde aterosklerotik benzeri etkiyle kalsifiye olmakta ve birikim renal papiller
intertisyumdan papillanin derinliklerine ulagmaktadir. Randall plaklarinin vaskiler teorisi 3
renal fizyolojiye dayanmaktadir. Birincisi bu alanda ‘tirbilan akim’ vardir ve inflamasyon ile
aterosklerotik degisikliklere zemin hazirlar. Genelde aterosklerotik plaklar arterlerin
bifurkasyon yerlerinde olusmaktadir. Ote yandan laminar kan akimi renal papillanin
tepesinde turbilan akima degisir,degisim aterosklerozdaki gibi ardindan olusacak plak
olusumu icin ortam saglar. ikinci olarak renal korteks ve papillanin tepesinde ‘osmolalite’ 10
kat veya daha fazla artar. Bu hiper ozmolar mikrogevrede, mevcut inflamatuvar sitokinler ve
proteinler vaskiiler hasara cevap olarak plak agregasyonunu uyarir. Uglincii olarak renal
korteksten papillalarin uglarina dogru kan damarlarinin ‘oksijen tasima kapasitesi’ndeki
azalma egilimi ileri siriImustir. Diabetes mellitus gibi ciddi vakalarda papiller nekroz,
obstriiksiyon ve mikrogevrede inflamasyona sebep olur. Bu (i aterosklerotik inflamasyona
benzer cevap ile perivaskiler kalsifikasyon, Randall plak olusumuna sebep olur.
Aterosklerotik siiregteki esterlesmis kolesteroliin etkisi, kalsiyum oksalat taglarinin
kolesterolle iligkisinin arastirilmasina neden olmustur. Artmis renal kan akimi ile artan
tirbilans, inflamasyon elemanlarinin birikimine ve dolayisiyla tas olusumuna 6ncilik eden
vaskuler olaylara sebep olur. Artmis kan akimi yani sira hiperfiltrasyona bagh artmis ¢oziintr

madde yiikii ve birikimi tag olusumuna katki saglayabilir. Plak kapsami idrarin kalsiyum atimi,
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idrar miktari ve pH’si ile iliskilidir. Apatit kristallerinin gevreledigi organik matriks ve kristaller
laminar tarzda tabakali halde gosterilmistir. Papiller subepitelyal ve intratubdler kalsiyum
fosfat (CaP) birikimleri kalsiyum oksalat (CaOx) tas olusumunda 6nemlidir. Tim taslarin %70’
CaP igerir. Heterojen CaP niikleasyonunda major uyarici faktor olarak fosfolipidler
gosterilmistir ve oksidatif stres sonucu proksimal tubdllerin firgamsi kenarlarindan salinir.
BUtlin makromolekuller tas olusumu igin uyaran faktér olan kalsiyum baglayan bolge igerir.
CaOx kristalleri CaP kristallerinin ylizeyinde gelisir. Heterojen niikleasyonun (spontan
kristalizasyon) slipersatilirasyon seviyesi homojen niikleasyonun seviyesine gore daha azdir.
Tas olusumundaki Gig mekanizmanin birincisinde, idiopatik kalsiyum oksalat taslarinda
Randall plaklarinin rolii ortaya konulmaktadir.®2 Plaklarin sayisi ve papillalarin plak ile kapli
yiizeyinin yeri dogrudan kalsiyum oksalat taslarinin sayisi ve yeri ile iliskilidir.*® Plak ile kapli
yuizey,idrarda kalsiyum atilimi ile dogru, buna karsin idrar voliimu ve pH degeri ile ters bir
iliski icindedir.”! Tipik olarak yiiksek sivi alimi, tiazid grubu diiiretikler hiperkalsiiiriyi azaltmak
icin tedavide kullaniimaktadir. Mikroskopik diizeyde plaklar Henle kulbunun ince kolundaki
bazal membranda olusurlar.®? Birikintiler Girotelyumun bazal yiizeyine yakin bélgeye go¢
eder. Kalsiyum oksalat taslarinin olusumundaki plaklar daima kalsiyum fosfat (apatit)
yapisindadir.?? Tipik olarak plaklarin etrafinda inflamatuvar reaksiyon yoktur. Arastirmalarda
birbirini takip eden kristal ve organik matriksten olusan kath biryapi olusturmak Uzere apatit
kristallerini cevreleyen organik matriksin varligi ortaya konulmustur.®* Apatit-organik tabaka
birlesim ylizeyinde saptanan ve kalsiyum oksalat niikleasyonuna katkida bulunabilecek
osteopontin disinda organik matriksin yapisi heniiz net olmayip, potansiyel bir tedavi
hedefini olusturmaktadir.®® Endoskopik gériintiilemede siklikla Randall plaklarini értecek
bicimde araya giren ince bir Grotelyum tabakasi gosterilmistir. Bu karmasik glikoprotein
tabakasi farkli glikozaminoglikanlari icerir.®* Apatit kristalleri, organik matriks ve glikoprotein
tabakanin, kristal tutulumu ve formasyonunu uyaracak sekilde birbirleriyle hangi mekanizma
ile etkilesim iginde olduklari heniiz net degildir.8* ikinci mekanizmada renal tubiiler kristal
depozisyonu (¢okmesi) ileri striimustir. Kalsiyum fosfat ile iliskili olarak ortaya gikan
plaklarin yapisi ve yeri, kalsiyum oksalat tas hastaliginda goriilenden farklidir. Kalsiyum fosfat
taslarinin (“brushite” -kalsiyum mono hidrojen fosfat) prevalansi gittikce artmaktadir.®>
ESWL’nin yaygin olarak kullanilmasi ile birlikte kalsiyum fosfat tag hastaliginin prevalansi

artmistir.”® Mekanizmasi net olmasa da, ESWL’'nin papiller ve mediiller hasara yol acabildigi
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ileri sirilmektedir.®> Hiperkalsiriye ek olarak kalsiyum fosfat taslari genellikle yiiksek idrar
voliimii ve pH degeri ile iliskilidir.?® Mikroskopik seviyede brushite taslari i¢ mediiller toplayici
kanallar ve Bellini kanallarinin liimenini dolduran apatit tikaglari ile karakterizedir, plak duktal
dilatasyona sebep olur ve renal toplayici sisteme protriize olur.®2 Bu durumda interstisyel
inflamasyon ve fibrozis ile sonuglanan epitelyal hiicresel hasari vardir. Buna karsin kalsiyum
oksalat tasi olusturanlarda Randall plaklari, intratlibiler kristallerin olmamasi ve apatit
plaklar etrafinda inflamatuvar yanitin bulunmamasi ile karakterizedir. Endoskopik olarak
plaklar subiirotelyal alanda yerlesmis veya toplayici sisteme uzanan byik, sari birikintiler
olarak gorilirler. Primer hiperparatiroidizm ve distal renal tubdiler asidoz varliginda iki
mekanizmanin kombinasyonu ileri stirtilmastdr. Tubdller ve intertisyel apatit plaklariile
bunlarda interstisyel fibrozis gosterilmistir.82 Artan obezite oranlarinin tas hastaliginin
prevalansindaki artis ile baglantili oldugu distiniilmektedir. Obezitenin idrar parametrelerini,
Grik asit,kalsiyum, oksalat ve sodyum atiliminin artmasi ile olumsuz yonde etkiledigi
gosterilmistir.”” Obezitedeki bariatrik cerrahi, yiiksek hiperoksaliiri oranlari ve 5 yil icinde
kalsiyum oksalat tasi gelisimi ile iliskilendirilmektedir.®® idiyopatik oksalat tasi
olusturanlardan farkh olarak intestinal diversiyon yapilan hastalarda Randall plaklari nadiren
gorulir.??Bu gibi hastalarin biyopsileri intratubiler apatit kristal cokmesi oldugunu
gostermektedir. Bu hasta grubunda hiperoksaliiriye ragmen plaklar oksalat icermez. Apatit
ile duktal obstriiksiyon ve ardindan gelisen intertisyel fibrozisin pH regiilasyonunu bozdugu
dne suriilmektedir.?® Uglincii mekanizma olarak serbest soliisyonda kristalizasyon ileri
strtlmustiir. Bu mekanizmanin en iyi 6rnegi sistiniri hastalaridir. Bu otozomal resesif (OR)
durum dibazik aminoasitlerin (arginin, lizin, ornitin, sistin) transportundaki aksakliga bagh
olarak asiri sistin atilimi ile sonuglanmaktadir.1% Sistin tasi olanlarda Bellini kanallari ve
intrameddller toplayici kanallarda sistin ve apatit tikaglarinin her ikisinin de bulundugunu
gdstermistir.101 Sistin tag hastaliginin patogenezinde apatit plaklarinin rolii ve sistin
kristallerinin yapismasindaki etkileri heniiz netlesmemistir. Tas olusumunda serbest partikiil
teorisine destek olarak idrarda s6z konusu ylksek konsantrasyonlarda sistinin bellini
kanallarinda kristalize olup, renal pelvise uzanabilecegi disliniimektedir.Tip 1 ve tip 2 primer
hiperoksalliri otozomal resesif (OR) 6zellikte kalitimsal hastaliklardir. Oksalatin asiri tiretimi

hiperoksaliiriye ve sistemik oksalozis ile kalsiyum oksalat tas olusumuna sebep olur.

17



Tas Olusumu ve Bilylmesinin Baskilayici ve Uyaricilari

Tablo 2’'de bdbrek tasi olusumunu baskiladigi disiiniilen cesitli maddeler listelenmistir.% Tas
olusumunun, idrar stipersatiirasyonu ile idrardaki inhibitér maddeler arasindaki bir
dengesizlikten kaynaklandig ileri stiriilmiistiir.1%2 Kalsiyuma baglanarak siipersatiirasyonunu

azaltan ve kalsiyum igeren

Tablo 2: Tas olusumunu etkileyebilen baskilayic1 triner
maddeler.

e Albumin

e Kalgranulin

e Sitrat

* Glukozaminoglikanlar
e Inter-a-inhibitér

* Magnezyum

* Nefrokalsin

¢ Osteopontin

¢ Protrombin F1 fragman
¢ Pirofosfat

* Renal litostatin

¢ RNA /DNA parcaciklar
¢ Tamm-Harsfall protein

taslarin 6nlenmesinde potasyum sitrat seklinde kullanilan sitrat disinda diger inhibitor
maddelerin higbirinin bugtin igin tedavi amaciyla kullanimi yoktur. Kalsiyum oksalat
monohidrat kristal agregasyonunun énemli bir inhibitoradir. Tamm-Horsfall proteinin
(THP)fonksiyonu idrar pH’si ve konsantrasyonuna baghdir. idrar pH’si diisiik ve
konsantrasyonu yiksek oldugundaTHP’nin kristallerin agregasyonunu uyardigi
distintilmektedir. Tersine konsantrasyonu duslik, alkali idrarda ise THP, kristal agregasyonu

ve bilyiimesinde inhibitér etkiye sahiptir.1% inhibitér molekiillerin cogu, anyonik baglarla
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kalsiyum atomlarina baglanir ve bu sebeple kristal blylimesini 6nlerler. Glikozaminoglikanlar
gibi makromolekiiller kristal agregasyonu ve biyiimesini baskilar, kristal niikleasyonunu ise
uyarir. Nefrokalsin genellikle tas olusumunu baskilayici etki gostermesine ragmen, bazi
kalsiyum oksalat monohidrat taslarinda bireylerde nefrokalsin molekiillerinde y-karboksi
glutamikasidin bulunmadigi ve bunun da tas olusumunu baskilayici fonksiyonlarin kaybi ile
sonuglandigi gosterilmis-tir.2%4 Staz / obstriiksiyon, nérojenik mesane islev
bozuklugu,konjenital anatomik anomaliler ve kalici kateterler gibi yabanci cisimlerin
varliginda uriner enfeksiyon gelisebilir,bu ise tas olusumunda litojenik substrat olarak 6nemli
bir faktérdiir.1% Magnezyum amonyum fosfat (struvite) taslarini olusturan iireaz lireten
bakteriyel enfeksiyonlarin (klebsiella, proteus, pseudomonas, stafilokok) rolt kanitlanmistir.
Bu enfeksiyonlarda idrardaki lire, amonyak ve karbondioksite yikilir, ardindan amonyum
iyonlari ve bikarbonata hidrolize olur. Daha sonra katyonlara baglanmasiyla magnezyum
amonyum fosfat ve karbonat apatitin olusmasi ile sonuglanir.1%Sitrat kalsiyum gibi tiriner
katyonlarla kompleks olusturabilme yetenegine baglh olarak koruyucu rol oynar. Uriner
enfeksiyonlarin varliginda sitratin bakteriler tarafindan metabolize edilmesiyle baskilanma
daha az olur.1’

Kristalizasyonda, agregasyon igin matriks olusumu bakterinin iginde veya etrafinda lokal
inflamasyon ve salgilanan mukusla olur. Urenin yikim triinleri ise bakteriyal adheransi
artirabilen Urotelyal hasari uyarabilir. Bakteriyel enfeksiyonun tedavisi bakteriyal biyofilmler
nedeniyle oldukga zordur. Biyofilmlerin igindeki bazi organizmalarin planktonik bakterileri
eradike etmek igin gerekli olan dozlardan 1000 kat daha fazla antibiyotik
konsantrasyonlarinda yasayabildikleri gdsterilmistir.1% Biyofilm, ekzopolisakkarid (EPS)
matriksi, diger biyolojik bilesenlerle kaplanmis ve sivi-ylizey ara yliziine tutunmus
mikroorganizmalar toplulugu olarak tanimlanabilir.1% Biyofilmdeki direncin 3 mekanizmayla
olustugu distinilmektedir. Birincisinde biyofilmlerin EPS matriksi, selasyon, yikim ve
dogrudan blokaj destriiksiyon yoluyla antimikrobiyal ilaglarin penetrasyonunu énler. ikinci
olarak biyofilm igerisinde bazi antibiyotiklerin etkisini bozacak anaerobik, degismis pH
ve/veya kimyasal yapi iceren mikro cevreler gelisebilir.}1° Sonuncu mekanizmada ise
antibiyotik tedavisine ileri derecede direngli hiicrelerin gelisimi s6z konusudur. Bu gibi
hicreler antibiyotik tedavisi varliginda uyku durumuna gegip,antibiyotikler subterapotik

seviyelere dustiigiinde patojenik fonksiyonlarini tekrar kazanma yetenegine sahiptirler.1*0 At
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nali bobrek, UPJ obstriiksiyonu, kaliks divertikilii ve mediiller siinger bobrek gibi bir dizi
konjenital veya kazanilmis anatomik anomalisi olan bobrek taslari gelisimi bakimindan Griner
staz etkisiyle risk olusturur.''! Staz triner enfeksiyona zemin hazirlar ve kristal retansiyonunu
uyarir. Bazi arastiricilar bu hastalarda daha yiiksek oranlarda metabolik anomalilerin
oldugunu da ileri sirmislerdir.}'2 Buyiik olasilikla bu faktérlerin hepsinin kombinasyonu tas

olusumuna katki yapmaktadir.
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1.4. OBEZITE,METABOLIK SENDROM ve TASLAR

Obezite tim diinyayi etkileyen epidemik bir sorundur. Avrupa llkelerinde obezite gériilme
sikligi erkeklerde %10-27, kadinlarda %38 civarindadir.13BMI 30 kg/m2 nin zeri olarak
degerlendirildiginde A.B.D de obez eriskinlerin orani 2013-2014 CDC verilerine gére %37
olarak saptanmistir. Amerikan eriskin popilasyonunun %5 ten fazlasinda morbid obezite

mevcuttur.’** Diinya genelinde 300 milyondan fazla insanin obez oldugu diisiinilmektedir.!3

Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda daha yiksek BMI, kilo fazlaligi ve bel ¢cevresindeki artis
gibi faktérlerin artmis renal tas olusumu ile ilgili oldugu anlasiimistir.}*> Gercekten de 6000
tas olusturucu kisi Gizerinde yapilan bir galismada 120 kilonun tizerinde olanlarda 100 kilonun
altinda olanlarla kiyaslandigi zaman kalsiyum, oksalat ve irik asidin Griner ekskresyonunun
onemli olglide artmis oldugu saptanmistir. Bununla birlikte 2176 erkek ve kadin tas
olusturucu ile 1097 saglikli erkek ve kadin grubu ile yapilan HPFS (Health Professionals Follow
Up) ve NHS (Nurses Health Studies) 1-2 ¢alismalarinda BMI ve iriner kalsiyum arasindaki
pozitif iliskinin, 6zellikle diyetteki tuz ve protein igerigi ile Griner sodyum ve fosfat diizeyinin
degistirilmesi sonrasi ortadan kalktigi gosterilmistir.12eDiger taraftan triner pH BMl ile ters
yénde iliskilidir,daha obez kisiler daha diisiik triner pH a sahiptir.''” Obez kisilerde 6zellikle

Urik asit nefrolitiyazisinde artis sézkonusudur.

Abdominal ya da santral obezite, metabolik sendromun anahtar 6zelliklerinden birisidir.
Avrupada yasayanlar igin bel cevresinin erkeklerde 94,kadinlarda 80 cm nin,Amerikallar
icinse erkeklerde 102, kadinlarda 88 cm nin Uzerinde olusu santral obeziteyi
tanimlamaktadir. Obezite ve metabolik sendromun diinyada artan prevalansi ,baslica
patofizyolojik mekanizmasi, idrar pH sinda azalmaya paralel olarak meydana gelen irik asit
olusumundaki artis olan bir nefrolitiyazis epidemisinin kendisini takip edebilecegini
distndiirmektedir. Sikga yapilan bariatrik cerrahiler sonrasi gergeklesen hiperoksaliri

yoluyla da kalsiyum oksalat taslarinin prevalansinda artis gézlenmektedir.

PATOFiZYOLOVJI
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Dusuk pH liidrarda trik asit primer olarak zayifga ¢oziilebilir dissosiye olmamis urik asit
formunda bulunur.'*® Bu durumda iirik asit ekskresyonu tamamen normal olsa dahi
kristalizasyon ve tas olusumu meydana gelebilir. Dlslik idrar pH sinin primer gut hastalarinda
sikga gorilmesi baslangigta idiyopatik urik asit nefrolitiyazisinin primer gut hastaligi belirtisi
oldugunun kabul edilmesine yol agmistir.**Ancak bunu takiben yapilan iki calismada
normodrikozirik Grik asit olusturucu birgok hastada tespit edilen diistik idrar pH sinin baslica
nedeninin azalmis renal amonyum ekskresyonu oldugu saptanmistir.22Ayrica (irik asit
olusturucu kisilerde asit yiklenmesi sonrasi Griner amonyum ekskresyonundaki artisin
kalsiyum tasi olusturucular ya da saghkh kontrollere gére 5-7 kat daha diisiik oranda oldugu
da anlagilmigtir,12

A.B.D de 5000 kisi Gizerinde yapilan bir ¢alismada viicut agirligi ve idrar pH 1 arasinda ters bir
iliski oldugu anlasildi.*'” Calisma sonuglarina gére daha obez kisiler belirgin bicimde daha
disiik Uriner pH degerlerine sahipti, ek olarak kalsiyum tasi olugturucularin veya saglkli
kontrollerin higbiri diyabetik 6zellik tasimazken, Urik asit olusturucularin 3 te 1 inde diyabet
saptandi.’?'Benzer sekilde yapilan farkl bir calismada?? diisiik triner pH degerleri ve azalmis
Uriner amonyum ekskresyonu olan rik asit olusturucularda insilin direncinde artis,belirgin
bicimde daha fazla bel gevresi degerleri ile daha yliksek kan basinci, aglik kan
glukozu,trigliserid degerleri ve daha diisiik HDL kolesterol diizeyleri oldugu
gozlenmistir.Daha dislk Uriner pH daha ylksek insiilin direnciyle iliskili olup asit atilimina
eslik eden amonyum ekskresyonu da 6ncelikle insilin sensitivite diizeyleriyle korele gibi
gérinmektedir.??2 Hayvan ¢alismalarinda insiilinin renal proximal tibilde L-glutamin den
amonyak Uretimini arttirdigi ve amonyagin tibduler [imene salgilanmasini saglayan Na+/H+
antiporter ini uyardigi saptanmistir.'2insiilin direnci ile ortaya ¢ikan amonyagenezisteki
azalma beraberinde dislik idrar pH ini getirir. Sonug olarak urik asit olusturucular metabolik
sendrom tanisi igin gereken kriterleri tasimaya daha yatkin olup saglikli kontrollere gére daha

duslk Griner amonyak dlzeyi ve daha disik Griner pH degerlerine sahiptirler.

Kalsiyum oksalat tag olusum mekanizmalari Urik asit taglarininkinden daha kompleks olup
genel olarak dislik idrar volimu,hiperkalsitri, hiperirikoziri, hipositratiiri, hiperoksaliiri ve
idrar pH duizeyindeki anormallikleri igerir. Bunlar igerisinde hiperkalsidri, kalsiyum litojenezi

acisindan en 6nemli faktordir. Yiksek sodyum dizeyi kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonuna
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ve bu yolla sitrat diizeyinde azalmaya yol acarak (rolitiyazise zemin hazirlar.13 Sistemik
asidoz ve protein fazlaligi ya da yiiklenmesi de hiperkalsiiiri nedeni olabilirler.13¢
Hiperoksaliri satlirasyonu arttirarak dolayli yoldan kalsiyum igceren tas olusumunu arttirir.
Esansiyel yag asitleri omega 3 ve omega 6 arasindaki sistemik dengesizlik hiperoksaliiri ve
hiperkalsitiriden sorumlu olan fosfolipid arasidonik asit yiiksekligine neden olur.*3” Kalsiyum
fosfat tasl olusumu ise kalsiyum oksalat tasi olusumundan mekanizma olarak farklilik
gosterir. Kalsiyum fosfat tasi ic meddiller toplayici kanallarda apatit kristallerinin depozisyonu
ile karakterizedir. Henlenin kalin ¢ikan kolunda anormal bikarbonat reabsorpsiyonu idrar pH
inda yiikselmeye ve kalsiyum fosfat tasi olusumuna yol acar.3¥Kalsiyum oksalat tasi olusumu
riski metabolik sendrom varliginda daha fazladir. Normal sartlarda Gstrojenin driner
slipersatiirasyonu onleyici etkisi ve daha yiksek {iriner sitrat diizeyleri gibi nedenlerle bébrek
tasi hastaligi gelisimi agisindan, erkeklere nazaran % 4-9 civarinda daha diisik prevalansa
sahip olmalarina karsin metabolik sendrom durumunda risk kadinlarda erkeklere goére daha
fazla gériinmektedir.’® Metabolik sendrom modeli olusturulmus sicanlar tizerinde yapilan bir
calismada®?? insiilin direncinde artisla birlikte diisiik tiriner pH, azalmis sitrat atilimi ve artmis
kalsiyum atilimi gibi nedenlere bagli kalsiyum oksalat tas olusumunda artis gozlenmistir.
Benzer sekilde metabolik sendromlu bir sigan modelinde insiilin direncinin Griner tas olusum
riskini arttirdigi saptanmistir.'3*Metabolik sendromun sikligi ve bébrek taglarinin %80
civarinin kalsiyum oksalattan olustugu dislinaldiginde tas olusumuyla iligkili Griner risk
faktorleri ve metabolik sendrom 6zellikleri arasindaki iliskiyi arastiran galismalarin yapilmasi
kritiktir. Kalsiyum oksalat tasi saptanan 198 hastanin, Urolitiyazis 6ykisi bulunmayan 200
katihmcidan olusan kontrol grubuyla birlikte antropometrik karakteristikleri ve biyokimyasal
profilleri yoniinden degerlendirildigi retrospektif nitelikli bir calismada BMI >30 uzeri
olanlarin <30 olanlara kiyasla 2,54 kat daha fazla kalsiyum tasi gelisim riskine sahip olduklari

ve obezitenin erkek ve kadinlarda kalsiyum tagi riskini arttirdigi saptanmistir.12*

Ayni ¢alismada diyabetik erkeklerde kalsiyum oksalat tas hastaligi riski belirgin derecede
daha fazladir. Benzer sekilde hipertansiflerde de normotansiflere nazaran kalsiyum oksalat
tasi hastaligi riski dnemli 6lgtide artmistir. Sarica ve arkadaslari, viicut dlgllerindeki artisin
oksalat, kalsiyum ve sitrat gibi Uriner tas olusturucu risk faktorlerinin ekskresyonunu da

arttirdigini ortaya koymustur.2> BMI degeri yiiksek olan idiopatik kalsiyum oksalat tasi
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olusturucularinda Uriner tas promotérleri 6nemli dlgtide artmistir.126 Diyabetik hastalarda

bébrek tasi dykiisii ve tekrarlayan tas hastaligi epizodlari daha siktir.127:128

Bébrek tagi hastaligi olanlarda hipertansiyona daha sik rastlanmaktadir.132133 Hipertansiyon
ve Uriner taslar arasindaki iliskiyi agiklamaya yonelik hayvan ¢alismalarinda hipertansif
rodent modellerinde hiperkalsiiiri ve metabolik asidoz saptanmustir.1?? Klinik bir ¢calismada
hipertansif hastalarda artmis hiperkalsiiiri gdsterilmistir.23° Hiperkalsiiirinin yanisira
metabolik asidoza baglh olabilecegi duslinilen hipositratiiri de hipertansif hastalardaki artmig
Uriner tas olusumunun nedenleri arasinda gosterilebilir. Dislipidemi de , obezite ve diyabet
gibi diger metabolik sendrom komponentlerinden bagimsiz olarak artmis bobrek tasi
insidanst ile iliskili olabilir.23* Bu durum &zellikle tirik asit taslari ve bir dereceye kadar
kalsiyum oksalat dihidrat taslari icin gegerlidir. Lipid profilindeki degisiklikler triner tas
olusum riskini etkiliyor olabilir. Yiksek total kolesterol ve trigliserid diizeyleri ile diisiik HDL
diizeyi daha asidik idrar ve Uriner tas olusumuyla iliskilidir. Hiperlipidemik diyetle beslenen

siganlarda da nefrokalsinozis ortaya konmustur.*3>

Metabolik sendromu belirleyen 6zelliklerin birlikteligi de eslik eden bobrek tasi hastaliginin
siddetini etkilemektedir.’3* Her birey icin bu 6zelliklerin daha fazla sayida birlikte olusu ayni
zamanda hiperkalsilri,hipertrikoziri,hipositratiriyi ve daha az oranda da olsa hiperoksalUriyi

arttirmigtir. 131
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1.5. FGF-23 ve KLOTHO
1.5.1. Fibroblast Growth Factor Ailesi

FGF ler embriyonik gelisim, organogenez, anjiyogenez,yara iyilesmesi ve metabolizmanin da
icerisinde oldugu genis bir biyolojik siire¢ spektrumu lizerinde pleiotropik etki potansiyeline
sahip peptidlerden olusan biyiik bir stiperailedir.*° Bu ailenin tyeleri B-t¢lii yonca yapisi ile
karakterize FGF homoloji bélgesi tasirlar.'> Fibroblast biiyiime faktérii olarak
degerlendirilebilecek ilk protein aktivitesi ilk kez 1973 te sigir hipofizinde gosterilmistir.1>8
insanlarda filojenik olarak 7 alt aileye ait toplamda 22 FGF tespit edilmistir.*° Bunlar, FGF1 (
fgf 1 (asidik FGF)-fgf 2 (Bazik FGF)) , FGF4 (fgf4,5,6), FGF7 (fgf 3,7,10,22), FGF 9 (fgf9,16,20),
FGF 8 (fgf8,17,18) , FGF11 (fgf 11,12,13,14) ve FGF 19 (fgf 19,21,23) alt aileleridir.(Sekil 2) 1,

4,7,8ve 9. alt aileler otokrin ve parakrin etkili FGF lerdir.

FGF4 FGF7
Alt Ailesi FGF3 Alt Ailesi

FGF5 FGF10

FGF6 FGF22

FGF4

FGF9

FGF1 FGF2 FGF9
FGF16 -
Alt Ailesi Alt Ailesi
FGF20
FGF1
FGF8
FGF13
FGF14 FGF17
FGF11 FGF8
o FGF12 FGF18
Alt Ailesi ECEY FGF19 Alt Ailesi
FGF21
FGF23
FGF19
Alt Ailesi

Sekil 2: insan FGF filogenetik agaci.Dallarin uzunlugu her bir genin digerine evrimsel

uzakligini ortaya koyar.
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FGF 11 alt ailesi FGF reseptoriine baglanmaksizin intraselliler medyatorler olarak fonksiyon
gorirler, bu yuzden nikleer ya da iFGF olarak isimlendirilirler. FGF 15 farelerdeki insan FGF
19 esdegeri olup insan FGF 15 i bulunmamaktadir. FGF 19 alt ailesi ise sirkiille eden ve diger
FGF lerin lokal etki profilinin aksine sistemik etkilere sahip “Endokrin FGF” lerdir. Normalde
FGF ler heparan baglayici proteinler olup bu durum FGF sinyal iletiminde 6nem arzeder.
Endokrin FGF grubu Uyeleri ise aktif heparan silfat baglama bolgesi olmadigi igin heparan
sulfattan zengin ekstraselliiler matriks ile hidrojen baglari kuramamakta, bu durum kan
dolasimina karismalarina imkan saglamaktadir. Endokrin FGF’lerin bu 6zelligi ayni zamanda
FGF reseptorlerine affinitelerinin diisiik olmasina neden olmakta, reseptorlerine baglanmak
ve aktiflestirmek icin heparan silfat yerine bir kofaktori zorunlu hale getirmektedir ki bunlar

klotho proteinleridir. FGF-23 icin kofaktér a-Klotho iken digerleri icin Beta-Klothodur.4°

FGF15/19 FGF21 FGF23
ileti Ligand Safra Asidi Yag Asidi Vitamin D
etl
Reseptdr FXR PPARa VDR
Kaynak @ ’ E %
Bagirsaklar Karaciger Kemik
- 4 ¥ v v ¥
Birincil Hedef Organ ~ _
@ ) oMo
A\ ©-¢
Karaciger Safra Kesesi Yag Hiicreleri Bébrek Paratiroid
Reseptér | FGFR FGFR4 | FGFRIC ‘ FGFRIc FGFRIc, -3¢, 4
Kompleksi | kiotho BKlotho aKlotho
Postprandial: Postprandial: Aglik: Fosfat Homeostazi:
l Safra Asidi Sentezi Gevseme ve Yag Asidi Oksidasyonu 1 Uriner Fosfat lPTH
Biyoaktivite 4 Glikojen ve Dolus Aulimi
Protein Sentezi ¥ Kalsitriol

. . Sentezi
l Glikoneojenez

Sekil-3 : Endokrin FGF-Klotho akslari.
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FGF19

FGF 19 alt ailesi endokrin etkilerini esasen enerji ve mineral metabolizmasi tizerinde gosterir

(Sekil-3,4,5). Primer olarak sirasiyla ince barsak, karaciger ve kemikte eksprese edilirler.

FGF21

y

KARACIGER
4+ Leptin Reseptdr Ekspresyonu
setil Koenzim rboksilaz 2 ekspresyonu
Asetil K im A Karboksilaz 2 ek
ikojen Sentaz Aktivitesi
T Glikojen Sentaz Aktivitesi

KARACIGER
Glukoneojenez ve Ketojenezde artig
Yag Asidi oksidasyonunda artis

YAG DOKUSU
Kahverengi yag dokusu aktivasyonuyla
ilgili gen ekspresyonu profilinde artis

YAG DOKUSU
Glukoz girisi ve termojenezde artis
Lipolizde azalma

SANTRAL SINIR SISTEMi
ERK1/2 Sinyal yolu aktivasyonu
ARGP/NPY Néron aktivasyon supresyonu

SANTRAL SINIR SISTEMI
RB-Klotho aracih direk etki
ERK1/2 sinyal yolunun aktivasyonu

. PANKREAS
Insiilin ekspresyonunda arti ve glukagon

sekresyonunda azalma

|

Metabolik hizda artig
Enerji tilketiminin hizlanmasi
Yag doku kitlesinde azalma

Glikojen sentezinde arti
Kilo kaybinin uyarilmas

Glikoz homeostazinda iyilesme

1

insillin duyarhgnda artis
Glukoz homeostazinda iyilesme
Eneriji tiiketiminde artis
Viicut afirhinda azalma
LDL kolesterol diizeyinde azalma
HDL kolesterol diizeyinde artma

Sekil-4 :Endokrin fibroblast buytime faktorleri FGF 19 ve FGF 21 in karbonhidrat

metabolizmasi ile iliskili rolleri
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YAG DOKUSU
( (p\ X : v
PANKREAS (AP )
\;J\j 4
Glukoz Kontrolii AN KARACIGER

‘Glukagon* insiilin I:.?uY.arllé.l 1‘
inflamasyon W Enerji Tiketimi /AN Ketojenez AN
B-Hiicre  fh Esmerlesme Serbest Yag Asidi At
Olimii Glukoz Cikist W

KAS DOKUSU

Yagh Karaciger W

BOBREK

BAGIRSAK /
Nefropati J @

Glukoz Girigi “
Biyojenez )]

\ KALP
. Glukoz Girisi A\
Oksidatif Stres W

Hipertrofi W

Bobrek Hasariy

inkretinler A <jyin sistemi

Besin alimi A\ Olu
sum
Fertilite W

" BAT Aktivasyonu N

Rezorpsiyon A

Sekil-5: FGF 21 in doku spesifik koruyucu etkileri

FGF ligandlarinin baglanmasiyla aktive edilen FGF reseptorleri, cesitli sitozolik adaptor
proteinleri ile RAS-MAPK,PI13-AKT,PLCy ve STAT gibi bazi hiicre igi sinyalizasyon yolaklariyla

etkilesime aracilik edecek spesifik tirozin rezidilerini fosforile ederler.4!

Fibroblast Growth Factor reseptor ailesi temelde 4 (iyeden olusur; FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve
FGFR4.14! FGFreseptérleri imminglobulin siiperailesine ait transmembran tirozin
kinazlardir.1#? Reseptérler ekstraselliiler alanda 3 Ig-tip bélge (D1,D2,D3),1 single-span
(membrani bir kez kateden) transmembran bdlge ve 1 adet intraselliiler tirozin kinaz
bélgesine sahiptirler. ilk Ig benzeri bélge olan D1, reseptdr oto-inhibisyonunda rol alirken, D2
ve D3 alanlari FGF ligandlarinin baglanma alanlaridir. D3 ayrica, ligand baglanma

spesifisitesini belirleyici 6zellige de sahiptir, heparan siilfat baglantisi D3 araciligiyla
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saglanir.2#! Alternatif mRNA splicing ile FGF reseptérlerinin farkl (b,c) varyantlari meydana
gelir ki bu mekanizmayla 7 FGFR alt tipi olusur.'*! Herbir alt tip belirli FGF alt gruplarini
baglar. FGF1, 7 reseptor ¢esidini de baglamasi agisindan bu agidan prototip bir Gniversal
ligand olma niteligi tasir. Yakin zamanda FGFR ailesinin 5. bir iyesi daha kesfedilmistir:
FGFRS5 (FGFRL1).1*3 FGFRS5, tirozin kinaz bélgesinden yoksun olup ,hiicresel proliferasyon

tizerinde inhibitér,diffensiasyon tzerinde ise promotér etkiyi iletir.143

FGF ler yukarida da belirttigimiz gibi multifonksiyonel proteinler olup dncelikle mitojenik ve
ek olarak duzenleyici, morfolojik ve endokrin etkilere sahiptirler. FGF hem omurgali hem de
omurgasizlarin gelisim slirecinde rol alir ve disfonksiyonlari gesitli gelisimsel defektlere yol
acar.}*41%5 FGF1 ve 2 nin dnemli bir fonksiyonu endotelyal hiicre proliferasyonunu ve endotel
hicrelerinin tlip benzeri formasyona dontsimiini,dolayisiyla anjiyogenezisi uyarmasidir.
FGF1-2, VEGF ve PDGF den daha potent anjiyojenik faktérlerdir.2%¢ FGF1 ve 2 nin bu
anjiyojenik etkisini kalpte de gosterdigi ortaya konulmustur.#’ Yara iyilesmesinde de FGF 1
ve 2 nin damarlar ve fibroblast proliferasyonu tizerine etkileri grantilasyon dokusunun
olugsmasi agisindan 6nem tasirken, ayni zamanda keratinocyte growth factor leri olarak ta
bilinen FGF7 ve FGF10, doku remodelizasyonunda epitelyal kemotaktik etkilere sahiptir.
Santral sinir sistemi gelisiminde FGF ler noral kok hiicre, nérojenez, axon gelisimi ve
diferensiasyonu agisindan énemli rol oynarlar. FGF sinyalizasyonu gelismekte olan serebral
kortekste, noronal diferensiasyonu azaltip kortikal progenitor hiicrelerin yenilenmesini
saglayarak yiizey alaninin biyiimesini tetikler.® Fare beyni tizerinde yapilan bir hayvan
calismasinda FGF2 verilmesi ile kortikal girifikasyon saglanmistir.24° Diger bir FGF aile tyesi
FGF8, serebral korteks fonksiyonel alanlarinin blyuklik ve yerlesimini diizenleyici etkiye
sahiptir.’*° FGF ler yetiskin beyin fonksiyonlarinin idamesinde de aktif rol oynar.
Yetiskinlerdeki hipokampal nérojenez de 6nemli 6lglide FGF2 bagimlidir. FGF 1-2 ,6grenme

ve hafizayla ilgili hipokampal fonksiyonlara katilirlar.1>!

1.5.2. FGF-23

FGF23, endokrin FGF ler olarak ta adlandirilan FGF19 alt ailesinin bir Gyesidir. FGF23 ilk
olarak fare beyninde ventrolateral talamik niikleusta saptanmistir.>3 Bunun yanisira
timis,ince barsaklar ve kalpte de doku ekspresyonlari saptanan FGF23 {in esas kaynagi
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kemikte osteosit ve osteoblastlardir. Kodlayici geni Kromozom 12p13.3 te bulunan FGF 23,
kemik tarafindan ilk olarak 251 aminoasit uzunlugunda bir propeptid olarak
sentezlenmektedir (Sekil-6). Bu propeptid 24 aminoasitlik bir sinyal peptidi ve dolasima
salinan yaklasik 227 aminoasitlik FGF 23 proteininden olusmaktadir. Sinyal peptidi dolagima
salinmadan uzaklastiriimaktadir.'> 32 kD agirligindaki FGF 23 proteini ise ugradigi O-
glikozilasyon sonucu pargalanmaya karsi korunmaktadir. Biyolojik olarak aktif FGF 23
molekilinde UGg adet O-glikozilasyon bolgesi bulunmaktadir. O-glikanlarin bir ya da iki olmasi
proteolitik enzim etkisine agik hale gelmesine neden olmakta ve inaktif pargalarin olusumuna
yol agmaktadir. O-glikozilasyonun engellenmesi sonucunda intakt FGF 23 sekresyonunda
azalma gozlenirken C-terminal FGF 23 diizeylerinin normal veya yiiksek oldugu
belirlenmistir.1>> FGF homoloji bélgesi amino ug (N-terminal) bélgesinde yer alir. Karboksil ug
(C-Terminal) bolgesi ise kendine 6zglidur ve FGF 23 Un sistemik etkilerinden sorumludur. Fgf
23 Gin amino pargasi FGFR 1 c ile etkilesime girerken, karboksil pargasi ko-reseptori alfa-
klothoyu baglamaktadir. Her iki etkilesim de FGF 23 {in in-vivo ve in-vitro aktivitesi igin dGnem

arz etmektedir.>®

Aktif (intalt) FGF-23 7o " m L™
" . <
176 160 251

1T M

FGF Bomoio) DoQes KIOtho be eteiepm Doge

Inaktif FGF-23

18 40a I 1240

£ (Amno pargas ) 17 10 (ardouss pargas) »
(N terminal) (C terminal)

Sekil-6: FGF 23 yapisi gorilmektedir.

FGF 23 sentezinin en 6nemli uyaricilari P ve D3 vitaminidir.Demir bilesikleri gibi bazi
maddeler de FGF 23 sentezini arttirabilmektedir. Etkilerini en belirgin olarak FGFR 1c

tizerinden gerceklestirmekte ve a-klotho ko-reseptériine ihtiyag duymaktadir.?%’
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FGFRIC FGFRIc

Sekil-7: FGF-23,a-Klotho ve FGFR1c nin olusturdugu heterodimer kompleks

FGF 23 : Regiilasyon ve Sinyalizasyon

FGF 23 endokrin bir hormon gibi fonksiyon gormekte,baslica kemik tarafindan iiretilmekte ve
asll etkisini 6zgiin reseptorleri vasitasiyla bobrekler Gizerinde gostermektedir. FGF 23,
olasilikla serum fosfat ve kalsitriol diizeylerinin en 6nemli regulatoridir. Esasen fosfatiirik
etkili olan FGF 23, bu etkisini proksimal tiibllde Na bagimli P ko-transporter lari olan NPT-
2a,NPT-2c ve Pit-2 yi inhibe ederek gosterir.>>10 FGF 23 ayni zamanda aktif vitamin D
sentezi icin gerekli olan la-hidroksilazi kodlayan Cyp27b1 geninin ekspresyonunu azaltip,
vitamin D degradasyonunu saglayan 24a-hidroksilazi kodlayan gen olan Cyp24 n gen
ekspresyonunu da arttirarak kan vitamin D diizeylerini diistirmektedir. ilging olarak FGF 23
proksimal tlbul Gizerine etkili gibi gériinmekle birlikte, klotho ekspresyonu distal tibillerde
daha fazladir.1%1 Bir olasilik, diisiik diizeylerde de olsa proksimal tiibiilde de klotho
ekspresyonu bulundugundan?®®® FGF 23 iin proksimal tiibiilde etkilesime girerek az miktarda
FGFR-Klotho kompleksi ile fonksiyonlari diizenlemesi, diger bir olasilik ise FGF 23 in,
klothonun bol miktarda eksprese edildigi distal tlbdllere etki etmesiyle meydana gelen olasi
parakrin faktérler araciligiyla komsu proksimal tiibiilde fonksiyonlarin olusmasidir®® (Sekil
8,9). D vitamini metabolizmasi Gzerindeki etkisine ek olarak FGF23, paratiroid bezlerinden
PTH Uretimini baskilayici 6zell ik te gosterir. Paratiroid bezinde distal renal tubuller gibi bol
miktarda klotho ekspresyonu mevcuttur ki bu da paratiroidin FGF 23 igin bir hedef organ
olduguna isaret eder'®2, D vitamini ve PTH ise kemik,bdbrek ve paratiroid bezleri arasindaki
feedback dénguler ile FGF 23 {in gen ekspresyonunu ve/veya kemikte sekresyonunu

arttirmaktadir'63164165(Sekil 10).
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Sekil-8: intrarenal parakrin bir faktér olarak klotho
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Sekil-9: FGF 23 (in klotho bagimh fosfatirik etkisine aracilik eden intrarenal parakrin sistem

Osteosit ve osteoblastlarda sentezlenen FGF23 igin bilinen regilatérler PHEX (Phosphate
Regulating Neutral Endopeptidase,X-linked), dentin matrix protein (DMP-1), fosfat

yuk,ylksek vitamin Ds,disik klotho diizeyleri,PTH ve etkinligi yakin zamanda tespit edilen
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kalsiyumdur.166167 PTH, FGF 23 in aksine Cyp27b1 ekpresyonunu arttirarak kan aktif vitamin
D diizeyini yukseltir. PTH, FGF 23 e benzer bicimde ancak ondan bagimsiz olarak fosfatirik
etkiye de sahiptir.1®® Vitamin D, VDR araciligiyla FGF 23 ekspresyonunu arttirir. Fosfat,
vitamin D den bagimsiz bir sekilde FGF23 diizeylerini arttirmaktadir. Kan fosfat
diizeylerindeki hizh yiikselisler FGF23 te artisa neden olmazken,diyetle kronik fosfat
yuklenmesi kan plazma fosfat diizeyinde degisime yol agmaksizin FGF 23 te artisa neden
olur.16%170 By konudaki gézlemler FGF 23 diizeyini regiile eden faktériin plazma fosfati
olmadigini disiindlirmustir. Osteosit ya da osteoblastlarin fosfor metabolizmasina duyarlik
bigimleri henliz tam olarak anlasilmamistir. Cok yiiksek FGF 23 diizeyleri primer klotho
eksikliginde (genetik delesyon, mutasyonel hipomorf) ve ¢ok daha yaygin olan 6ncelikle
kronik bébrek yetersizligine bagh sekonder klotho eksikliginde gériilmektedir.1”* Klothonun
kemikte FGF 23 Uretimini etkiliyor olabilecegi ya da membrana yerlesik klothonun eksikligine

bagli direng nedeniyle FGF23 seviyesinin artabilecegi dusinilmektedir.
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Sekil-10: Fosfat ve kalsiyum metabolizmasinin endokrin regiilasyonu

Sirkadyan ritimler ve sempatik aktivitenin de FGF 23 regilasyonunda rol aldig
disiiniilmektedir.’2173Sirkiile eden fosfor diizeylerinin ritmik paternler gésterdikleri
bilinmektedir. Fosfor metabolizmasi sirkadyan ritmlerin kontroli altinda olabilir. Fareler
Uzerinde yapilan bir galismada kemiklerdeki FGF 23 ekspresyonunun sirkadyan ritm
gostererek, karanlk fazda gergeklesen ekspresyon diizeylerindeki piklere sahip oldugu ve
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ayni fazda idrarla fosfat atiiminda énemli artigin eglik ettigi ortaya konulmustur.”® FGF 23
ekspresyonunun sempatik aktiviteyle olan iliskisi heniiz yeterince ortaya konamamis olsa da
bu sistem myokard enfarktilsi ve KBY gibi durumlarda saptanan FGF 23 yuksekligi ile
baglantili gériinmektedir.}”* FGF reseptorlerinin de FGF 23 regiilasyonunda rol aldig
belirlenmistir. Non-ossifiye kemik lezyonlari ve anormal mineral metabolizmasi ile
karakterize Osteoglofonik displazi hastaliginda FGFR1 deki heterozigot missense (kayip)
mutasyonlari yiiksek FGF 23 diizeylerine yol agmaktadir.}’> Fare modellerinin in-vivo analizi
de FGFR1 sinyal kaskadinin FGF 23 regiilasyonunda rol aldigini ortaya koymustur.’°FGFR1 in
FGF 2 tarafindan aktivasyonu FGF 23 ekspresyonunu arttirmaktadir.'’” FGF 23 regiilasyonunu
ozellikle sentez basamaklarinda saglayan bir diger faktor demirdir. Demirin intakt FGF 23 {n
degradasyonunda gorev alan bazi enzimlerin kofaktorii oldugu ve degrade edilen bazi
pargalarin atiiminda rol aldigi diisiiniilmektedir.17218%181 Demir, intakt FGF 23 (in
degradasyonunu inhibe eder. Dolayisiyla ferritinin yiiksek olusu C-terminal FGF 23 fragman
dlzeyinin disik olusuna yolagar ve bu durum demir eksikliginde FGF 23 artigini
aciklar.82FGF 23 diizeyleri, yukarida belirtilen regiilator faktérlerin yanisira leptint®?,

dstrojent®®

gibi hormonlar ve basta inflamasyon olmak lizere, insiilin rezistansi,miyokard
infarktlist ve metabolik asidoza iligkin gesitli biyomarker lar ile pozitif bigimde iliskilidir,
ancak olusan FGF 23 indiksiyonunun altinda yatan molekiler mekanizmalar heniiz yeterince

acikhga kavusturulmamistir. Sekil 11 de gesitli FGF 23 uyaranlari resmedilmistir.
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Sekil-11: FGF uyaricilari
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Belirttigimiz gibi osteoblast ve 6zellikle osteositler biiylik miktarda FGF 23 sentezlerler.
Bunun yanisira ince barsak,kalp,akcigerler,ventrolateral talamik niikleus,timus,kemik iligi
venoz sinlizoidleri ve lenf nodlarinda da FGF 23 sentezi yapilmasina karsin bu dokularda
meydana gelen sentezin fizyolojik dnemi bilinmemektedir.'®3 FGF 23 iin reseptoriine
baglanabilmesi icin primer yolak klotho proteini varligini gerektirir ki bu anlamda FGF 23
hedef dokulari Klotho eksprese eden dokulardir. FGF 23, klotho ile birlikte FGFR 1c, 3c veya 4
ile kompleks olusturur.’®FGF 23,Klotho ve FGFR kompleksi olusumu sonrasi ERK
(Extracellular Signal Regulated Kinases)/EGR-1 (Early Growth Response-1) gibi yolaklari
iceren gesitli sinyalizasyon selaleleri aktive olur (Sekil 12). FGF 23 bu sinyal yolagini solubl
klotho (sKl) ile de aktive edebilir. Membrana bagli Klothoya benzer olarak skl nun da FGFR ve
FGF 23 ile protein kompleksi olusturabilecegi gosterilmistir.1® Ancak sKl ile FGFR Giniin
baglanma ve sinyalizasyon kaskadlarini aktive etme giici membran bagiml klothoya gore
daha dusuktlr. skl nun FGF 23 sinyalizasyonundaki in-vivo rold, asiri klotho eksprese eden bir
fare modelinde gdsterilmistir.'%¢ Bu calismada kondrojenik hiicrelerde FGF 23/sKI/FGFR3
kompleksinin kondrosit proliferasyonunu suprese ettiginin gosterilmesinin yanisira membran
bagimli klothonun eksprese edilmedigi hiicrelerde skl nun FGF 23 etkilerine aracilik ettigi de
ortaya konmustur.Artan miktarda kanit FGF 23 (in etkilerini klothonun yoklugunda da
meydana getirebilecegini gostermektedir. Faul ve ark. FGF 23 ile uyarilmis sol ventrikiil
hipertrofisinin klothodan bagimsiz FGFR ve Calcineurin-NFAT sinyal yolagi ile basarildigini
gdstermistir.18” Benzer sekilde FGF 23 yine klothodan bagimsiz bir sekilde Calcineurin-NFAT
yolagi ile PTH yi suprese edebilmektedir.'® Fazla miktarda FGF 23 (in klotho eksprese
etmeyen osteoblastik hiicrelerde osteogenezisi baskiladigi gosterilmistir. Mevcut ¢alisma ve
kanitlara karsin FGF 23 iin klotho yoklugunda FGFR Uni aktive etme mekanizmalari agikhiga

kavusturulmayi bekleyen sorular arasindadir.'8?
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Sekil-12: FGF 23 in bdbrek ve paratircid Gzerindeki etkileriile FGF 23-Klotho yolaginin bir
sinyal kaskadi
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1.5.3. FGF-23 : islevleri

Fosfor Metabolizmasindaki roli

FGF 23 fosfor homeostazinin dnemli bir regiilatériidiir. ilk olarak 2000 yilinda fare embriyosu
beyni ventrolateral talamik niikleusunda doku ekspresyonu tespit edilen'® FGF 23 (in fosfat
metabolizmasindaki esas roli, yine 2000 yilinda, kendisi ile iliskili bir fonksiyon kazanim
mutasyonuna bagli otozomal dominant hipofosfatemik rikets tablosunun ortaya konmasi*!
ve hipofosfateminin eslik ettigi, timore bagl osteomalazi (TiO) tablolarinda renal fosfat

192 sonrasi anlagiimistir. Daha énce de belirttigimiz

ekskresyonu nedeni olarak tespit edilmesi
gibi FGF 23,06zellikle FGFR1c lizerinden ve a-klotho varliginda renal proksimal tiibillerde
NPT2a ve NPT2c yi azaltarak fosfatiirik etki gostermektedir. FGF 23 {in vitamin D yi suprese
etmesi de NPT2b aracili 1 intestinal fosfat absorpsiyonunu azaltarak regtlasyonun farkli bir

yolagini teskil eder.

Kalsiyum Metabolizmasindaki Roll

FGF 23 6zellikle D vitamini ve PTH Uzerine olan etkileri nedeniyle fosfat yanisira kalsiyum
homeostazi agisindan da regitile edicidir. 1,25 Ds in FGF 23 tarafindan baskilanmasi kalsiyum
emilimini de azaltmaktadir. PTH nin 1,25 Ds U arttirici etkisi diisintldGgiinde agiri kalsiyumun
FGF 23 U stimiile ettigi varsayilabilir ancak kesin tanimlanmis bir geri-besleme donglisu
heniiz yoktur. 4 hafta sliresince PTH ve D vitamini verilen veya 9 hafta boyunca ylksek
kalsiyum, yiksek fosfath diyetle beslenen farelerle yapilan bir galismada iFGF 23 ve serum
kalsiyum diizeyleri arasinda pozitif korelasyon saptanmistir.1®* Farkli bir calismada
inflzyonundan 5 dakika sonra artan serum kalsiyumu PTH represyonu saglarken, kalsiyum
injeksiyonundan 5 saat kadar sonra ilimli diizeyde baslayan ve tedaviden 12 saat sonrasina
kadar artis gdstererek devam eden bir FGF 23 yiiksekligi yaniti alinmistir.1%> Kalsiyum ve
vitamin D den yoksun diyet verilen siganlarda yliksek PTH diizeylerine ragmen FGF 23
oldukga diistik olarak saptanmistir. PTH veya CaSR (niin genetik ablasyonu kalsiyumun FGF
23 i uyarici etkisini engelleyememistir.1°® Buna zit bicimde, 1,25 D3 (in eksikligi nedeniyle
hipofosfatemik olan Cyp27b1 knockout farelerde bolus kalsiyum enjeksiyonu sonrasinda FGF

23 artigi gorilmemistir. Bu durum diger in vivo galismalara paralel olarak dusuk fosfat
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diizeylerinin kalsiyumun FGF 23 i uyarma yetenegini bloke ediyor olabilecegini
dusindirmektedir. Quinn ve ark.nin yaptigi bir calismada, mineral homeostazi ile ilgili
dokularda kalsiyum diizeyine duyarli CaSR knockout farelerde kalsiyumun FGF 23 G uyarici
etkisinin devam ettigi dolayisiyla CaSR nin bu uyariya aracilik etmedigi anlagilmistir.1%¢ Ayni
calismada kalsiyumun FGF 23 (i uyarabilmesi i¢cin en az 5 mg/dl fosfor diizeyine gereksinim
oldugu ve kalsiyum 8 mg/dI nin altinda iken fosforun FGF 23 (i regtile edebilirliginin ortadan
kalktigi saptanmistir. Aslinda bu ¢alismada FGF 23 dizeylerinin Ca ve P gcarpimiyla, Ca ve P
icin ayri ayri olana gére daha iyi korelasyon gdsterdigi anlasiimaktadir.’®® Fosforda oldugu
gibi diyetle alinan kalsiyuma yanit olarak FGF 23 akut degil ancak tedrici bir sekilde artar.1?
Kalsiyumun FGF 23 ekspresyonunu modiile edici etkisinin yanisira, FGF 23 te kalsiyum
homeostazini regiile edici etkiye sahiptir?% (Sekil 13). Fosfatiirik etkisini proksimal tiibiilde
gosteren FGF 23, distal tliblilde TRPV5 in ekspresyonunu arttirarak kalsiyumun
reabsorpsiyonunu saglamaktadir.2°2 TRPV5 bébreklerde kalsiyum tutulumunda gérev alan
onemli bir glikoproteindir. Klothonun, sialidaz 6zelligi sayesinde TRPVS5 in epitelyal
hiicrelerdeki aktivasyon ve trafigini kontrol ettigi gésterilmistir.29%2%3 Solubl Klotho bu sekilde

renal kalsiyum transportunu regiile etmektedir.2%*
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Sekil-13: FGF 23 ve Klotho tarafindan renal distal tiibillerde apikal TRPVS regiilasyonu

Kalsiyum ve fosfor metabolizmasi birbiriyle yakin iliskili olup FGF 23 /Klotho aksi bu linki

saglayan 6nemli bir sistemdir.



Sodyum Metabolizmasi ve Kan basinci Reglilasyonu

FGF23 distal tlbdllerde a-Klotho bagimli olarak NCC (Sodyum/Kloriir Ko-transporter)
miktarini regiile etmektedir?®? (Sekil 14). Buradaki sinyal yolaginda kesfedilen anahtar bir
molekiil WNK-4 (with-no-lysine-kinase-4) tiir.2%8 Renal sodyum reabsorpsiyonu ve NCC distal
tibiler membran ekspresyonunun FGF23 ve klotho knockout fare modellerinde azaldigi,
asirt FGF 23 fenotipli fare modellerinde ise NCC miktarinin artis gésterdigi, volim
ekspansiyonu ve kalpte hipertrofinin meydana geldigi gézlenmistir.2%” NCC inhibitérii
klorotiyazid ile FGF 23 ile uyarilmis volim ekspansiyonu ve kalp hipertrofisi engellenmistir. 207
Benzer ¢alismalar da FGF 23 {in sodyum tutucu rollini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica diyetle
alinan fazla fosfatin, FGF 23 artisiyla birlikte olusan sodyum tutulumuna yol agmasiyla

hipertansiyon igin zemin olusturdugu ¢ikan sonuglar arasindadir.
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Sekil-14:FGF 23 (in distal tibullerde klotho bagimli sodyum transportu regulasyonu

tzerindeki etkileri
Vitamin D Metabolizmasindaki Rolu

FGF 23 1,25-(0OH).D Un sentezini klotho bagimli olarak regiile etmektedir. FGF 23 bu
regllasyonu aktif vitamin D sentezinden sorumlu 1a hidroksilazi kodlayan Cyp27b1 geninin
ekspresyonunu suprese etme ve vitamin D inaktivasyonundan sorumlu 24a hidroksilazi
kodlayan Cyp24al geninin ekspresyonunu uyarma yoluyla sirkiile eden aktif vitamin D

dizeylerini azaltarak saglar.
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Vitamin D ise VDR bagiml mekanizmalarla kemikte FGF 23 Uretimini tetikler. Bu agidan FGF

23 D vitamini igin counter-regulatuar bir hormondur. Vitamin D ayni zamanda FGF 23 {n

fosfat regiilasyonunu da modiile eder. VDR knockout fare modellerinde diyetle artan fosfata

FGF 23 yaniti yoktur.2%> FGF 23 PTH (zerine olan etkisiyle de indirek olarak D vitamini

sentezini regiile etmektedir.2%°

Parathormon Sentez ve Sekresyonunun Regiilasyonu

FGF 23 paratiroid bezlerine FGFR1-3 ve klotho bagimli olarak etki eder ve PTH supresyonuna

yol acar (Sekil 15). FGF 23 paratiroid bezinde klotho miktarini arttirir.
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Sekil-15: Paratiroid hiicrelerinde FGF 23 sinyalizasyonu

Supresyondaki iki ana mekanizma dogrudan PTH ekspresyonu azaltiimasi ve Cyp27b1

ekspresyonunun baskilanmasidir. FGF 23 paratiroid glandi Gizerine direkt etkisiyle PTH yi

azaltmasi yanisira aktif vitamin D yi azaltarak PTH yi indirekt yolla arttirir.
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1.5.4. KLOTHO

1997 yilinda yapilan bir ¢alismada prematiir yaslanma 6zellikleri gbsteren kisa yasam sireli
bir fare modeli gelistirildi.?% Bu fenotipten sorumlu gene ise yunan mitolojisinden

esinlenilerek Zeus ve Themisin kader tanrigasi kizlari Moira lardan biri olan ve hayat ipligini

egiren “Klotho” nun ismi verilmistir?® (Sekil 16,18).

Sekil-16: Mitolojide “Klotho”

Sonrasinda klotho ile benzer homoloji tasiyan iki protein daha tespit edilmistir. Bunlar -
Klotho ve Klotho/Lactase-Phlorizin Hydrolase Related Proteindir (KLPH, y-Klotho ), (Sekil 17).
Yaslanma baskilayici gen olarak baslangigta tespit edilen esas klotho siklikla a-klotho olarak
anilir.22% o ve B klotho genleri %41 aminoasit benzerligi tasiyan tip-1 tek gegisli
transmembran proteinlerdir. Sitoplazmik pargalari ekstraselliler pargalarina gére daha kiiglik
ve fonksiyonel bolge icermezler. Ekstrasellller parga ise B-glukozidaz homolojisi tasiyan iki
internal tekrardan meydana gelir.2*?y-Klotho daha kisa yine tek gecisli transmembran
proteini olup tek B-Glukozidaz 6zellikli internal tekrara ve kisa bir sitoplazmik kuyruga
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sahiptir.?!!Glikozidazlar patojen defans sistemleri,detoksifikasyon,sinyal transdiiksiyonu ile
hormon modifikasyonu gibi durumlarda rol alan oligosakkarid ve polisakkaridlerin sentez ve

yikiminda gérev yapmaktadir.

BKlotho yKlotho
N
N
——m | _  Proteolitik
Salimim
C
C
C
B&brek, Koroid Karaciger, Bobrek, Cilt, Beyin,
Pleksus, Pankreas, Cilt, Gis, Kalp, Arterler,
Paratiroid, Beta iskelet Kast Karaciger, Akciger,
Adacig Mide, Testis

Sekil-17: Klotho ailesi

1012 aminoasitten olusan 130 kD agirhginda Tip 1 membran proteini olmasina karsin a-
klotho, intraselliiler alanda da bol miktarda tespit edilmistir.2!* Ek olarak transmembran
pargasi N-terminal bolgesinden yariklanarak ortaya,dolasima katilarak kan,idrar ve BOS ta
tespit edilebilen “Salgilanmis (Solubl) Klotho” gikar. a-Klotho esas olarak bébrek,paratiroid
bezleri ve koroid pleksusta eksprese edilir. Bobrek ve paratiroid glandlarda FGFR1c,3c ve 4 ile
kompleks olusturarak FGF 23 etkilerine aracilik eder. B-Klotho ise karaciger,pankreas ve yag
dokusunda FGFR1c ve 4 ile kompleks olusturup metabolik etkilerle iliskili FGF19-21 sinyalini
saglar. y-Klothonun ise gézler,bobrek ve yag dokusuna (6zellikle kahverengi yag dokusu) ait
kiltir hiicrelerinde FGFR1b,1c,2c ve 4 reseptorleri ile etkilesime girerek FGF19 aktivitesini

arttirmasi disinda diger fonksiyonlari bilinmemektedir.210-211

41



A) Klotho-Eksik Farelerdeki Major Fenotipler ~ B) a- Klothoyu eksprese eden majér dokular
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Sekil-18:Klotho defektif farelerin major fenotipleri ve klotho eksprese eden major dokular.

1.5.5. Klotho: islevleri

Son donemlerde a-klothonun sialidase aktivitesine sahip oldugu ve hiicre ylzeyinde yeralan
¢ok sayida glikoproteinin oligosakkarit zincirinden terminal sialik asiti uzaklagtirdigi kabul
gdrmiistir. intraselliiler yerlesimli a-Klotho, bébrek,paratiroid glandi ve koroid pleksusta
Na/K ATPase kompleksine baglanir.2**Bu kompleksler hiicre disinda azalan kalsiyum
diizeylerine yanit olarak golgi ag1 ve endozomlar vasitasiyla hizla membrana tasinir. Es
zamanli olarak a-klotho ekstraselliler bosluga salinir. Membrana yerlesen Na/K ATPase
aktivitesiyle meydana gelen elektrokimyasal gradyan Na/Ca degistiricisinin de galismasini
saglayarak koroid pleksusta kalsiyumun kandan BOS a gegisini, bébreklerde distal
tibillerden kalsiyum reabsorpsiyonunu ve paratiroid bezinde PTH sekresyonunun
regiilasyonunu saglar.?' intraselliiler klothonun diger bir islevi ise hiicre yaglanmasiyla ilgili
bazi stireglerin inhibisyonudur. Yaslanmanin, IL-6 ve IL-8 gibi bazi proinflamatuvar

sitokinlerin, RIG (Retinoic Acid Inducible Gene) aracili artmis ekspresyonuyla iliskili oldugu iyi
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bilinmektedir. Yakin zamanda yapilmis bir calismada klothonun RIG-1 i bagladigi ve

multimerizasyonunu bloke ettigi ortaya konmustur.??

Membrana yerlesik a-Klotho temelde FGFR ile kompleks olusturarak FGF 23 {in etkilerine
aracilik etmektedir. FGFR/a-Klotho kompleksi FGF 23 { yalniz FGFR veya yalniz a-Klothoya
gore ¢ok daha yiiksek afinite ile baglar. Bu nedenle eksikliginde FGF 23 (in ¢ok yiksek

diizeylerinde bile reseptor diizeyinde yanitsizlik mevcuttur.

Klothonun ekstraselliler pargasi, ADAM10 ve ADAM17 (a-sekretazlar) gibi membran
protezlarinca yikilarak diger bir form olan “Solubl Klotho” olusur. %23 Membran klothonun
aksine solubl klotho FGF 23 igin solubl bir reseptor degildir. Biyolojik etkilerini FGF 23 ten
bagimsiz olarak yiritir. sKlotho pleiotropic etkilere sahip olup, yaslanma karsiti ve organ
koruyucu fonksiyonlari mevcuttur. Dolagimdaki bu ¢éziintr form, instlin, TGF-B, INF-y ve IGF-
1 gibi biiylime faktérleri ve sitokinlerin sinyalizasyonlarini azaltir.2t5216 Klothonun asiri
ekspresyonu farelerde insiilin ve IGF-1 sinyalleriyle ortaya cikabilen reaktif oksijen tirlerini
azaltarak yasam siiresini uzatmistir.2t7218 Benzer sekilde klotho knockout farelerde Wnt, TNF-
a,INF-y sinyalizasyonunda artis ve hizlanmis yaslanma siireci gézlenmistir.21>21° TNF-a ve
INF-y klothoyu baskilamakta ve bu durum da klothonun anti-inflamatuvar 6zelligini
vurgulamaktadir. Artmis Wnt sinyalizasyonu kok ve progenitor hiicrelerde disfonksiyon ve
azalmaya yolagarak yaslanmaya katkida bulunur. Klotho ise Wnt proteinlerini suprese
etmektedir.?!? skl iyon kanallari ve transporter lari regiile ederek iyon homeostazina da
katkida bulunur (Sekil 19). Sialidaz 6zelligi sayesinde TRPV5 in epitelyal hiicrelerdeki
aktivasyon ve trafigini kontrol eder ve boylece kalsiyumun intestinal emilimi ve bdbrekten
geri emilimini arttirir 202203204 Benzer enzimatik aktivitesini renal dig mediiller K kanali
ROMK-1 {izerinde de gdsterir ve distal tiibiillerden potasyum atilimini arttirir?2° (Sekil 20).
sKlotho ayni zamanda NaPi-2a proteininin deglikozilasyonu ile sayi ve aktivitesini azaltarak
fosfor transportunu da diizenler. Boylece FGF-23 ten bagimsiz olarak ta fosfatiriye

yolagmaktadir.1>22

a-Klotho ve vitamin D arasindaki iliski komplekstir. Vitamin D a-klotho aktivitesini a-klotho
Uretimini arttirarak pozitif yonde,a-klotho ise D3 vitamin sentezini 1a-hidroksilaz gen
ekspresyonunu baskilayarak negatif yonde etkilemektedir (Sekil 19). Renin-anjiyotensin-
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aldosteron sistemi de (RAAS) a-Klothoyu bébrekte azaltan bir etmendir.?22223 Tablo 3 klotho

proteininin biyolojik fonksiyonlarini 6zetlemektedir.

Proksimal Toplayici Tiibiil Distal Toplayici Tiibiil

idrar Géztinir

Yar Gaetinte Dbkilme Dkilme Klothosu

Klothosu

* Fosfatiirik etki nedeniyle
azalmig plazma fosforu *  Renal kalsiyum
kaybi yoluyla
kalsiyum iyonu
dengesinin idamesi

* Sentez inhibisyonu ve
metabolizmasinin
uyariimasi nedeniyle
azalmig aktif Vitamin D
dizeyi

Sekil-19: Klothonun soliit kanal ve tagiyicilari ile vitamin D metabolizmasi izerindeki etkileri

Kafes Olusumu

a2,6-linked = X))( Galectin-1 &
@ Sialik Asit
© Galaktoz Klotho
M GicNAc
O Mannoz
*

e - - RS et

Geri Allm[ROMK1 {
Endozom ©

Sekil-20:Klothonun distal tubullerden potasyum attirici etkisi
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Kiotho P Baglica Biy

Klotho Formu Cekirdek Hiicre ici Membran Hiicre Digt
Lokalizasyon GCekirdek  Sitoplazma Hicre Yizeyi idrar ve BOS
Domen Bilinmiyor KL1 veya tam uzuniukta  Tam uzunlukta KI 1 ve KI 2 iceren ektodomen
ivolojik Fonksi Y Sitokin Uretiminde azalma (1) FGF-23 (1) FGF -23 Bagimli :
Karsiti Yaslanma karsit: etkiler Bagimh : Transmembran formu ile ayni ancak
Etkiler Na/K ATPace Modiilacyonu Yaglanma kargits etkiler endokrin ya da parakrin bigimde
PTH salinimi ANti-IGF (2) FGF- 23 Bagimsiz :
Kalsiyum homeostazi Kalsiyum ve fosfor regiilasyonu  Antioksidasyon
PTH ve Vitamin D Sipresyonu Renal iyon kanallarinin
2 modilasyonu
(2)FGF 23 Bagimsiz : Cozunur Anti-WNT Sinyali
Klotho Salinimi Anti-Apoptor
Anti-Senil
Anti-RAAS

Tablo-3:Klothonun biyolojik islevleri

1.6. FGF-23/Klotho AKSI PATOFIZYOLOJiSi ve HASTALIK iLiSKILERI

1.6.1. FGF23 Gen Mutasyonlari

Otozomal dominant hipofosfatemik rikets (ADHR), idrarla asiri fosfat atilimiyla birlikte,
rikets,osteomalazi, kisa boy,kemik agrilari ve dental apselerle karakterize bir bozukluktur. Bu
klinik duruma FGF 23 genindeki R176Q mutasyonunun neden oldugu anlasilimistir.?2*
Belirtilen mutasyon fonksiyon kazandirici nitelikte olup FGF 23 Un proteolitik yariklanmasini
engellemekte ve asiri intakt FGF 23 aktivitesine neden olmaktadir. Demir FGF 23
yariklanmasinda kofaktér olmasi nedeniyle yiiksek doz demir tedavisi verilen ADHR
hastalarinda rikets klinigi gerilemistir.22>Hiperfosfatemik familyal timoral kalsinoziste ise
GALNT3 genindeki mutasyon 233234 proteolitik yariklanmada artisa neden oldugu icin
fonksiyonel intakt FGF 23 dizeyleri azalirken C-terminal FGF 23 diizeyleri artmistir. X-linked
hipofosfatemik riketste fosfat regiile eden PHEX genindeki fonksiyon kaybettiren mutasyona
bagli olarak dolasan FGF 23 diizeyleri artmistir.?26 XLH ta olusan rikets ve kisa boy gibi klinik
semptomlarin esasen asiri FGF 23 dzeyleri ile iliskili olmasi FGF 23 antikorlari ile tedavi
¢alismalarini glindeme getirmistir. Bu hastalara aylik olarak FGF 23 blokeri olan KRN 23
uygulanmasi hipofosfatemiyi basarili bir bigimde diizeltmis, 1,25 vitamin D3 seviyesini
arttirmistir.?2” Otozomal resesif hipofosfatemik rikets 1-2 de sirasiyla DMP-1 (Dentin Matrix
Proteini-1) ve ENPP-1 (EktonUkleotid pirofosfat/fosfodiesteraz --1) genleri mutate olup her
iki tabloda da artmis FGF 23 mevcuttur.??® Kinaz aktivitesine sahip sekretuvar bir protein olan
FAM20C genindeki bir mutasyonun da hipofosfatemi,dental anomaliler ve ektopik

kalsifikasyonlarla baglantili oldugu ortaya konmustur.??®> FAM20C proteini FGF 23 {i de
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fosforillemekte ve FGF 23 {in yariklanmasini hizlandirmaktadir. McCune Albright
sendromunda aktive edici GNAS gen mutasyonu FGF 23 diizeylerini arttirir.?3° Ostoeglofonik
displazide FGFR 1 mutasyonu 7> ile FGF 23 artisi vardir. Timér Induced Osteomalasia

21 ye Jansen Metafizeal Displazisi 232 de FGF 23 elevasyonu gériilen diger

(TIO,paraneoplazi)
durumlardir. Kawasaki sendromu 6zellikle gocukluk caginda gorilen vaskiler ,inflamatuvar
bir hastalik olup kardiyak patoloji gelisimi riski tasir. Hastalarin %33 kadarinda kardiyak

anomalilerle iliskili FGF23 polimorfizmi ve FGF 23 elevasyonu mevcuttur.23%

1.6.2. FGF 23 ve Kronik Bobrek Yetersizligi

Fosfat Toksisitesi

Fosfat homeostazinin idamesi organizma agisindan hayatiyet tasir ve toksisitesinin sonuglari
anlasilmaya devam etmektedir (Sekil 21,22). Enterik fosfat yiikiiniin nefrotoksik potansiyel
tasidigl hayvan ¢alismalarinda agikca gdsterilmistir.23¢237 insanlarda barsak temizligi amaciyla
kullanilan oral sodyum fosfat sollisyonlari ile akut bobrek hasari ve kronik bébrek
yetersizligine gidis gérilebilmektedir.?3 Kronik bébrek yetersizliginde fosfat yiiksekligi artmis
mortalite ile iligkili bulundugundan 239240 anti fosfat tedaviler ortaya ¢ikmis ve sonuglarda
diizelme saglamistir. A.B.D. de kisi basina fosfat tiiketimi son 4 dekatta progresif olarak
artmis ve giinliik alinan doz énerilenin %260 kadarina ulasmistir.?*! Diyet 6gelerinin dogal
fosfor igeriginin yanisira gesitli amaglarla ve katki maddeleriyle meydana gelen ek bir fosfor
icerigi de mevcuttur. Bu katki diyetle alinan fosforu énemli élctide arttirabilmektedir.24?
Besinlerle alinan dogal fosforun intestinal biyoyararlanimi %0-60 arasinda degisebilirken
katki maddeleri ile gelen fosforun absorpsiyon orani %100 e yaklasabilmektedir.?*3 GFR deki
azalmadan bagimsiz olarak bile artmis diyetsel fosfat ylikii mortalite artigina yol
acmaktadir.2* Fosfor artisinin gesitli mekanizmalarla bébrek hasari olusturabilecegi ileri
strtlmustiir. Fosfor konsantrasyonu 1 den 2-5 mM ye yikseldiginde MAPK aktivasyonu,
reaktif oksijen tlrlerinde artis,kalsifikasyon,hicre siklus arresti ve hiicre 6lum gibi hiicresel
yanitlar gdzlenmistir.245246 Ozellikle 1000 nm nin altindaki kalsiyum fosfat kristallerinin

osteopontin ve BMP-2 yi arttirarak kalsifikasyonu baslatacak sekilde 6nemli derecede
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biyoaktiviteye sahip oldugu saptanmistir.24” CaPi nanokristalleri endositoz edilebilir ve
lizozomlarda ¢6zliniir. Sonugta kalsiyum sitozole sizar ve apoptoz tetiklenir. Ayrica bu
kristaller renal proksimal tubil hiicrelerinde reaktif oksijen tirlerinin olusumuna ve oksidatif
hiicresel hasara yol acar.?*® Fosforun diger faktérlerden bagimsiz olarak yaslanmayla iliskili
oldugu ortaya konmustur.?*

Paratiroid
Diyetle Alinan Fosfat Bezleri

(1500 m;/gun)

PTH Sekresyonu

Flnrasvon
_—

Fosfat Emilimi

“Gerl Emilim V

Bagirsak (900 mg/giin) FGF-23
Sekresyonunun l
l Olusum uyarimi
idrarla Fosfat Atilimi

(900 mg/giin)

Yikim @

Fekal Yolla Atilan Fosfat
(600 mg/giin)

Kemik

Sekil-21:Fosfat homeostazinin normal fizyolojisi

Vaskiler Kalsikasyon- /‘ ]
Endotelyal disfonksiyon 12 J-uﬁquﬁmhmnhnndmiduhw

D"‘km‘" - lnﬂummn

Fadddl;mm uyanr
Yiksek dizeyde
Imnmbuhr Fosfat

PTH Sekresyonunu
R\ Babrek Hastalijinin
Sekresyonuny Progresyonu
wyanir .

Fetuin- Mineral Kompltbl
(Kalsiprotein Partikalleri) #°

i - -
& | g \\( .

Sodwm Atihienin inhil n
Sol Ventrikal ¢ =
~ Voldm immiin Kas Atrofisi
ehspansiyony  Malsiryol retimini o Disfonksiyon
inhibe eder FEREE

Sekil-22:Fosfat toksisitesi
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FGF23 ve Kronik Bobrek Hastalig

FGF 23 KBY de Ca-P dengesinin saglanmasina katkida bulunur. Fosfatirik etkisiyle KBY nin
erken donemindeki hastalarda fosfor diizeyinin normal sinirlarda tutulmasinda buytik rol
oynar. Ek olarak yliksek FGF 23 dlzeyleri hizli bobrek hasari ilerlemesinin bir
dngdriiciistidir.’>” FGF 23 diizeylerinin genel popiilasyonda KBY gelisim riskini
belirleyebilecegini gbsteren ¢alismalar mevcut olmakla birlikte ileri calismalara ihtiyag

bulunmaktadir.?0

FGF 23 diizeyleri KBY nin erken evrelerinden itibaren normal sinirlarin izerindedir. Bobrek
fonksiyonlari heniiz nispeten yeterli iken meydana gelen yikseklik esasen osteositler
tarafindan fazla tretime baglidir. Bu ylkseklik serum fosfor diizeyinde belirgin bir yikseklik
ve vitamin D3 dilizeylerinde bir azalma olmaksizin gergeklesir. Dolayisiyla serum FGF 23
dizeylerinin 6lgimi klinik uygulamada 6nem tasiyacaktir. Erken evre KBY de FGF 23
dlzeyleri PTH artisindan da dnce yiikselir. FGF 23 daha 6nce de belirttigimiz Gzere PTH
salinimini paratiroid hiicrelerine direkt etki ile azaltir. Bununla beraber FGF 23 vitamin D3 (in
bobrekteki Gretimini de azaltarak PTH {izerindeki inhibitor etkinin ortadan kalkmasina bagh
sekonder hiperparatiroidizm (SHPT) gelisiminde rol oynamaktadir.2>* SHPT li hastalarin
paratiroid dokusunda FGFR ve a-klotho ekspresyonu azalmis olup FGF 23 yiiksek
duzeylerinde dahi PTH diizeylerindeki ylkselmeyi engelleyememektedir. FGF 23 en yiiksek
diizeylerine evre 4-5 te ulagir.2> Diyaliz hastalarinda saglikli bireylere gére 1000 kata yakin
FGF 23 artisi olabilir.?>3 KBY de gériilen bu FGF 23 artisi yiikselen fosforun normal sinirlarda
tutulmasi icin kompanzatuvar bir yanit olabilecegi gibi yine KBY de belirgin sekilde izlenen a-
Klotho eksikligine bagli bir end-organ direncini yansittigini savunan alternatif hipotezler de
mevcuttur. Son dénem bobrek yetersizligi olan hastalarda FGF 23 diizeyleri anormal kemik
metabolizmasi,sol ventrikil kitle indeksi, SVH,vaskiler kalsifikasyon ve artmis mortalite ile
iliskilidir. Dolayisiyla FGF 23 KBY sirecinde de fosfor dengesi yanisira kardiyovaskiiler sistem
hastaliklari agisindan hassas bir biyobelirte¢ olmaya adaydir.**” Basarili bébrek
transplantasyonu sonrasi KBY siirecinde meydana gelen anormalliklerin ¢ogu diizelmektedir.
Ancak israrci hiperparatiroidizm devam etmekte ve FGF 23 diizeyleri de posttransplantasyon

uzun siire yiksek seyrederek PTH dan bagimsiz bir bigcimde hipofosfatemi ve vitamin D3
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duguklugiine neden olmaktadir. FGF 23 Uin uzun dénem graft islevlerini tahmin etmek igin

kulanilabilecegi de &ne siiriilmektedir.?>3

1.6.3. FGF 23 ve Ekstrarenal Etkileri

Endotelyal Disfonksiyon

Endotelyal disfonksiyon; hipertansiyon,dislipidemi, hiperhomosisteinemi gibi bilinen risk
faktorlerinin olmadigi durumlarda bile KBY li hastalarda saptanabilir ilk kardiyovaskiler
anormallik olarak tespit edilmistir.2>* Bu patolojik durum,ortamda erisilebilir nitrik oksit ile
NADPH oksidaz upregiilasyonu ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumu arasindaki dengesizlik ile
karakterizedir.2>> Yilmaz ve ark. evre 3 ve 4 183 KBY li eriskin hastayla yaptiklari bir calismada
artmig serum FGF 23 diizeylerinin bagimsiz bir sekilde endotelyal disfonksiyonla iligkili
oldugunu ortaya koymuslardir.2°® FGF 23 siiperoksit diizeylerini arttirip nitrik oksit erisimini
azaltma yoluyla direk olarak endotelyal disfonksiyonu bozabilmektedir.?>” KBY de FGF 23
artisi yanisira kazanilmis klotho deplesyonununda goriilmesi ve klothonun bilinen endotelyal
fonksiyonlari koruyucu etkileri géz 6niine alindiginda FGF 23,Klotho,FGFR ve endotel gibi

komponentler arasindaki iliskileri aciklayacak ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.2>8

Sol Ventrikil Hipertrofisi

Cesitli klinik ve deneysel ¢alismalar FGF 23 diizeyinin diger faktorlerden bagimsiz olarak sol
ventrikiil hipertrofisi ile iliskili oldugu ortaya koymustur.187:259.260.261 K|otho knockout
farelerde ylksek FGF 23 dlzeyleri konsantrik tipte hipertrofi ile daha belirgin olmak tizere
sol ventrikdl hipertrofisi ile koreledir. Dolayisiyla FGF 23 Un kardiyak myositler Gzerindeki
hipertrofik etkisi klotho dan da bagimsizdir.26* FGF 23 iin bu patolojik etkisine FGFR4 ve
PLCy-Calcineurin-NFAT sinyal yolagi aracilik eder?>252 (Sekil 23).
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Sekil-23:FGF 23 Un kardiyak hipertrofi Gizerine etkisi

Son dénem bobrek yetersizligi olan pediatrik bir hasta grubunun postmortem otopsisinde
LVH + hastalarda LVH — lere gore kardiyak myositlerde FGF 23 ve FGFR4 mRNA ekspresyonu

dnemli élgiide daha fazla tespit edilmistir. 263

FGF 23 Un kardiyak hipertrofiyi tetiklemesindeki diger bir mekanizma ise indirek olarak RAAS
aktivasyonu yapmasidir.22%264 FGF 23 anjiyotensin-1 ve 2 yi vazodilatatér ve hipotansif etkili
anjiyotensin-1-7 ye donistliren ACE-2 enzimini bloke eder (Sekil 24). Ayrica normal
kosullarda aktif vitamin D renal renin iiretimini siiprese eder??2ve FGF 23 iin arttig
durumlarda vitamin D diizeyi duser (Sekil 25). KBY de buna nefron kaybi ve klotho eksikligi de
neden olur. Anjiyotensin-2 artigi ve renin supresyonunun azalmasi beraberinde myokardial

hipertrofiyi getirir.2222%8
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Sekil-24:FGF 23 iin RAAS iizerindeki etkiler
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Sekil-25:Saglikh kisiler ve kronik bébrek hastaligi olanlarda FGF 23/klotho aksi,RAAS ve

vitamin D iliskileri
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inflamasyon ve immiin sistem

inflamasyon, direk etkisiyle ve HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-1) in rol aldigI demir
dengesine iliskin bir mekanizma yoluyla kemikten FGF 23 salinimini arttirmaktadir.2> Kronik
inflamasyon halinin belirgin oldugu KBY li hastalarda FGF 23 diizeylerinin inflamasyon ve
oksidatif stres belirtegleri ile kuvvetli bicimde iliskili oldugu ortaya konmustur.2%6267 FGF 23
Un proinflamatuvar makrofajlarda ektopik olarak eksprese edildigi ve TNF-a y1 arttirdigi da
gosterilmistir.26® Yakin zamanda yapilan bir calismada Rossain ve ark. KBY li hastalarda FGF
23 (in nétrofil integrin deaktivasyonu yaparak migrasyonu bozdugu anlasilmistir.2%° FGF 23,
konak yanitinin negatif regtilatori olarak davranan bir anti-inflamatuvar gibi gérinmektedir.

inflamatuvar hastaliklar yéniinden terapétik potansiyeli arastiriimalidir.

Ateroskleroz ve Vaskdler Kalsifikasyon

FGF 23 ve vaskiiler komplikasyonlar arasindaki iliskiyi agiklayan gesitli mekanizmalar
mevcuttur. FGF 23 artisi ve a-Klotho eksikligi vaskdiler kalsifikasyonla iliskili goriinmektedir.
FGF 23 hemodiyaliz hastalarinda aortik kalsifikasyonla bagimsiz olarak iliskili bulunmustur.27°
Benzer sekilde yiiksek serum fosforu ve yiksek FGF 23 diizeyleri koroner kalsifikasyonlarin
progresyonuyla iliskili olarak saptanmistir.?’* Endotelyal disfonksiyona yol agmasi yanisira,
FGF 23 artisina eslik eden klotho eksikligi,PTH artisi,vitamin D eksikligi,hiperfosfatemi ve
hiperkalsemi gibi diger bazi durumlar da vaskiiler kalsifikasyona egilim olusturmaktadir.
Klothonun vaskiler yapilarda da eksprese edildiginin gdsterilmesi asiri FGF 23 iin direk

endokrin yolakla damarlar Gzerinde zararh etki olusturabilecegini diisindirmektedir.

Santral Sinir sistemi

Yakin zamanda yapilan galismalar santral sinir sisteminin de FGF 23 i¢in hedef organ
oldugunu gostermektedir.?’2 FGF 23 {in korteks,kaudat putamen,hipokampiis,amigdala ve
hipotalamusta,klothonun koroid pleksus ependimal hiicrelerinde ve FGFR lerinin serebrum,
serebellum, beyin sapi,hipotalamus ve hipofiz bezinde eksprese edildigi gdsterilmistir. FGF
23 ve klothonun molekiiler agirliklari sirasiyla 32 ve 130 kDa kadar olup her ikisi de kan-beyin

bariyerinden gegebilmektedir. Ventrotalamik niikleusta FGF 23 ekspresyonu en fazladir ve
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BOS taki FGF 23 (in esas kaynagi olabilir. Kronik bobrek yetersizliginde asiri FGF 23 kan beyin
bariyerini gecerek SSS disfonksiyonuna neden olur.273274275 By disfonksiyon dzellikle kognitif

ve hafizayi ilgilendiren siireglere aittir.

Sekil 26 ve 27 FGF 23 (in fizyolojik ve patofizyolojik etkilerini 6zetlemektedir.

7 N
tFGF23 |
Y,
11,25(0H),D —» 1RAAS —»  Klotho 1 inflamasyon ’ 1LVH
Ekspresyonu

KVH,Metabolik . .
Bozukluklar, KVH ve Metabolik Vaskiiler ve KVH, Protein

Aritmiler ve
Kardiyovaskiiler
Mortalitede
Artig

Metabolik ve Enerji

Enfeksiyon, bozukluklar Bozukluklar Tiiketimi T

Malignansi

Sekil-26: Yiksek FGF 23 diizeyleri ile ortaya ¢ikan patolojik bulgular ve altta yatan

mekanizmalar.
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Sekil-27:FGF 23 Un kronik bobrek hastaliginda gorilen renal ve ekstrarenal etkileri

Ateroskleroz

1.6.4. Klotho ve Kronik Bobrek Yetersizligi

Kronik bobrek yetersizligi sistemik bir a-klotho eksikligi olarak gériilmektedir. KBY evresi

arttikga bobrek islevlerindeki azalmaya paralel olarak FGF 23 diizeylerinde artis,a-klotho

dizeylerinde ise azalma meydana gelmektedir. KBY hastalarindan alinan bdbrek biyopsi

orneklerinde klotho mRNA ekspresyonlari dnemli derecede disiik saptanmigstir. KBY ve SDBY

de plazma a-klotho diizeyleri de diiser. Bu azalmanin KBY nin erken evrelerinde fosfor

metabolizmasindaki degisikliklere yanit olarak meydana gelen en erken degisikliklerden biri
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olabilecegi 6ne surilmektedir. Yiiksek FGF-23 diizeyleri bébrek D3 vit Gretiminde azalmaya
yol agar. a-Klotho’nun disik plazma diizeyleri ve tiremik paratiroid bezde FGFR ve a-klotho
ekspresyonunda azalma paratiroid hticrelerini FGF-23’in baskilayici etkisine karsi direngli
hale getirmekte ve sekonder hiperparatiroidizm (SHPT) gelisimini tetiklemektedir. KBY de
hiperfosfatemi, plazmadaki yliksek FGF-23 ve PTH ile birlikte diisiik a-klotho diizeylerine
katkida bulunmaktadir. Yiksek plazma PTH, P, FGF-23 ile diistiik plazma D3 vit ve a-klotho
dlzeyleri hep birlikte SHPT, kardiyomiyopati, vaskiiler kalsifikasyon ve metabolik kemik
hastaliklarinin gelisimine katkida bulunmaktadirlar. Ayrica dolasima salinan a-klotho yalnizca
bobrekteki P geri emiliminden sorumlu NaPi-2a co-transporter sistemini degil ayni zamanda
NaPi-2c ve yaygin olarak epitel, barsak, karaciger,akciger, kalp ve diiz kas hiicrelerinde
eksprese edilen NaPi tip 3 (Pit-1 ve Pit-2) co-transporter sistemini de inhibe etmektedir.
Benzer sekilde a-klotho’nun damar diiz kas hiicre kilturine eklendiginde Pit-1
ekspresyonunu azalttigi ve P ile iliskili kalsifikasyonu engelledigi gbzlenmistir. a-Klotho’nun
damarlarda Pit-1 ve Pit-2 ekspresyonunu inhibe ederek vaskiler kalsifikasyona karsi
koruyucu olabilecegi diisiinilmektedir. KBY de D3 vit eksikligi, RAAS aktivasyonu, FGF-23
yuksekligi ve bobrekte a-klotho ekspresyonunda azalma bobrek hasarinin ilerlemesi ve

kardiyovaskuler komplikasyonlar ile iliskili bulunmustur.

1.6.5. Klotho ve Kardiyovaskiler Hastaliklar

Fizyolojik fonksiyonlarin progresif olarak geriledigi multifaktoryel bir siire¢ olan yaslanmayla
birlikte diyabet, hipertansiyon ve kronik bobrek hastaligi gibi kardiyovaskiiler morbidite ve
mortaliteyi arttiran risk faktorleri de artis gosterir. Klotho geninin ekspresyonu yaslanma
sirecinde azalmakta ve bu durumun kardiyovaskiiler hastaliklara katkida bulundugu
dusinulmektedir. Ayrica yaglanma disinda diyabet ve hipertansiyon gibi faktorlerin kendileri
de klothoyu azaltir. Ritter ve ark.lari, vaskdler yapilarda klotho ekspresyonunu
gbstermistir.2’® Membrana yerlesik ve 6zellikle de solubl klotho vaskiiler proteksiyonda
6nemli rol oynar (Sekil 28). Klotho eksikliginde NO sentezi azalir,endotelin (ET-1)
artar,insulin/IGF1 sinyalizasyonu bozulur, dolayisiyla oksidatif stres artar,endotelyal
disfonksiyon meydana gelir. Endotelyal disfonksiyona ilave olarak klothonun azalmasina eslik
eden FGF 23 dlzeylerinde artis,aktif vitamin D eksikligi,vaskuler diiz kas hiicrelerinde Pit-1 ve

2 supresyonunun azalmasina bagh hiperfosfatemi ile WNT aracili osteojenik konversiyona
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karsi koruyucu etkinin ortadan kalkmasi ve hiperkalsemi vaskdler kalsifikasyonu
tetiklemektedir. Klotho gen polimorfizmleri de gesitli kardiyovaskiler olaylarla birliktelik
gostermektedir.2”’Hipertansiyonlu bir hasta grubunda belli klotho gen polimorfizmleri
karotid aterosklerozu ile iliskili saptanmistir.2’8Klothonun fonksiyonel KL-VS varyanti erken
baglangich gizli kardiyovaskiiler hastalik ile iliskili bulunmustur.?84 Farkli bir calismada KL-VS
homozigositesi ile 40 yas alti iskemik inme arasinda pozitif iliski saptanmigtir.285395A
varyanti ise klotho ekspresyonunu arttirarak esansiyel hipertansiyona karsi koruyucu etki
sagliyor olabilir.286 Tip 1 DM li hastalarda klothonun ateroskleroza karsi koruyucu bir faktér
oldugu gosterilmistir.2’° italyanin tuscany bélgesinde yapilan INCHIANTI ¢alismasinda diisiik
plazma klotho dizeyinin kardiyovaskiiler risk faktorlerinin ve kardiyovaskiler olaylarin artmis
insidansiyla birlikte oldugu gozlenmistir. Koroner anjiyografileriyle degerlendirilen 2948
katihmcil prospektif bir kohort galismasi olan Ludwigshafen Kardiyovaskiiler Risk (LURIC)
galismasinda ise yliksek solubl klotho diizeylerinin uzun dénemli mortalite riski ile iliskisi
olmadigi ve kardiyovaskiiler risk biyomarkeri olamayacagi sonucuna varilmistir.28 Hipertansif
sicanlarda yapilan bir ¢calismada klotho, hipertansiyon ve kalp hasari progresyonunu
zayiflatmistir.28! Klotho, kardiyak hipertrofi ve remodelinge karsi koruyucu etkiye sahiptir.
Patolojik kardiyak hipertrofi ve remodeling slirecinde anahtar bir basamak, anormal kalsiyum
sinyalizasyonu nedeniyle kalmodulin bagiml kalsin6rin aktivasyonudur. Kalbi de iceren
birgok dokuda eksprese edilen TRPC (Transient Receptor Potential Canonical) kalsiyum kanal
ailesi, kalsinorin sinyal yolagi ile birlikte hiicre igine kalsiyum akisina yol agarak kardiyak
hipertrofide 6nemli rol oynar.282 Solubl Klotho kardiyak TRPC-6 kanallarini inhibe ederek

hipertrofi ve remodelinge karsi kardiyoproteksiyon saglar?® (Sekil 29).
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Sekil-29: TRPC6 nin klotho aracili inhibisyonu ve kardiyoproteksiyon
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1.6.6. Klotho ve Metabolizma

Klothonun adiposit matiirasyonu ve sistemik glukoz metabolizmasinda roli oldugu
dustnulmektedir. Enerji metabolizmasinin 6nemli bir regilatori olan PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) ailesinin bir Gyesi olan PPAR-y, klotho ekspresyonunun giicli
bir uyaricisidir.28’ Benzer sekilde klothonun da PPAR-y ve FABP4,CCAAT-enhancer binding
protein gibi diger bazi adipojenik faktérleri uyarabildigi in-vitro olarak gésterilmistir.288 PPAR-
y agonistleri (thiazolidinedionlar) ile yapilan tedavi klotho diizeylerini arttirmaktadir.?®” Bir
metabolik sendrom hayvan modeli olan Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF)
siganlarinin bébreklerinde klotho ekspresyonu azalmistir.?8? Bu siganlara yine bir PPAR
agonisti olan troglitazon verilmesi sonrasi renal klotho ekspresyonu artmistir. ilging olarak KI
aktivitesinden yoksun K7 farelerin adipoz dokulari normal olanlara kiyasla belirgin derecede

azalmistir?®%2% (Sekil 30).
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Sekil-30: Farelerde klotho inaktivasyonu ve yag dokusu birikiminde azalma

Klotho eksikligi beyaz adipoz dokuyu azaltirken ayni farelerde esmer yag dokusunda
degisiklik gozlenmemistir.292KI7- farelerde azalmis karaciger glikojeni ve pankreas insiilin
diizeyleri de tespit edilmistir.222KI7- farelerde gorilen bu etkiler ve klothonun in vitro
adiposit uyarici etkisi bu proteinin adiposit matlrasyonu ve intraselliler lipid birikiminde
katkisi oldugunu diistindirmektedir (Sekil 31).
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Sekil-31:Klotho ve adiposit gelisimi

Obezite ve tip-2 diyabetes mellitus hayvan modellerine benzerlik tasiyan leptin mutant obez
farelerde (Lep®’°b) klothonun da elimine edilmesiyle ortaya ¢ikan KI7- Lep®®/°b double
knockout farelerin hepatik intraselliiler lipid birikimi suprese olmustur?®3(Sekil 32). Yiiksek
yag icerikli diyet verilen KI7- farelerde normal diyet verilenlere kiyasla viicut agirliginda bir
artis gérilmemistir.2®3 Klotho fonksiyonunun in vivo manipiilasyonu glukoz metabolizmasini
da etkilemektedir.2932%4 Klotho defektif (KI¥/¥) farelerde pankreatik insiilin icerigi azalmistir

ancak insiilin sensitivitesinde artis nedeniyle hipoglisemiler goriilmektedir.

Sekil-32: Klothonun karaciger yapisi Gzerindeki etkileri
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Asiri klotho eksprese eden transgenik farelerde insulin rezistansinin biyokimyasal 6zellikleri
saptanmistir.?Y” Klotho, insiilin sensitivitesini azaltiyor gériinmektedir. Yas ilerledikce diyabet
sikligi azalmaktadir. Benzer sekilde yasa bagl dizeyleri gerileyen klothonun da yeni diyabet
vakalarinin insidansini azaltmada etkili olabilecegi arastirma konusudur. Farkh ¢alismalarda
¢6zinlr klothonun IGF-1 Gretimi ve/veya insilin sinyalizasyonunda herhangi bir etkiye sahip
olmadigi ve klotho diizeylerinin insiilin direnci gelisimiyle korele olmadigi saptanmigtir.2%>
Bununla birlikte instllinin membran klothosunun ekstrasellller pargasinin (soluble klotho)
dolasima dékiilmesini sagladig gdsterilmistir.2°® Yukarida degindigimiz OLETF siganlarina ek
olarak diyabet ve hipertansiyonlu hayvan modellerinde de klotho belirgin olarak dislik
saptanmistir.2?7.2%8 Metabolik sendromun da KBY ye benzer bicimde ve hatta bobrek hasar

olusmadan once genel bir klotho eksikligi durumu oldugu 6ngorilmektedir.

Az dikkat ¢eken baska bir konu da elektrolit homeostazi (6zellikle fosfat) ve enerji
metabolizmasi arasindaki iliskidir. KI7- farelerde fosfat toksisitesi gdzlenen diger bir
bulgudur. Disuk serum fosfat diizeylerinin ise azalmis insilin aktivitesi ile iliskili oldugu
ortaya konmustur.2°%3% Non-diyabetik 881 hastayla yapilan bir calismada yas,cinsiyet,yag
dokusunun viicuttaki dagilimi,serum kalsiyumu ve kreatinin gibi faktérlerden bagimsiz olarak
serum fosfat diizeyleri insiilin sensitivitesi ile pozitif bicimde korele bulunmustur.30!
Simdiye kadar belirttiklerimiz a-klotho ile ilgili olup metabolizma ve termoregiilasyon
acisindan énemli rolleri olan FGF-21 in etkilerine aracilik eden B-klotho nun da gézardi
edilmemesi ve klotho ve B-klothonun birbirlerinin regiilasyon ve fonksiyonlarini etkileyip
etkilemediginin de ortaya konmasi gerekmektedir.3923% Bobrekte klotho ekspresyonunun

modiilasyonu gelecekte dnemli bir tedavi opsiyonu olacaktir.

1.6.7. Klotho ve Kanser

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar klothonun tiimérijenez, kanser progresyonu ve prognozu
ile iliskili oldugunu ortaya koymaktadir.3%*Klotho cesitli kanser tiirlerinde 6zellikle IGF-1,
p53/p21 ve WNT gibi sinyal yolaklarini bloke ederek bir timér stpresor faktor olarak
davranmaktadir. Klothonun bu roli ilk kez 2008 de Wolf ve ark. lari tarafindan meme

kanserinde saptanmistir.3%> Duktal karsinoma in-situ doku érneklerinde normal meme
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dokusuna kiyasla klotho ekspresyonu distiktir (%17-%90). Klotho ekspresyonu Ki-67 ile
karakterize edilen daha dustk proliferatif indeksle dogru orantilidir. Meme kanserinde
klotho ekspresyonu histon deasetilasyonu ve metilasyon gibi epigenetik mekanizmalarla
baskilanmaktadir.3% Disfonksiyonel bir klotho gen varyanti olan KL-VS, artmis meme kanseri
riski ile baglantilidir.3%7 Akciger kanseri hiicre kiiltiirlerinde yapilan calismalarda klotho
ekspresyonu indiiksiyonu ile ve doz bagimli olarak neoplastik hiicre proliferasyonunda
baskilanma ve apoptoziste artis meydana gelmektedir. Wang ve ark.nin bir ¢alismasinda
disik klotho diizeylerinin akciger kanserinde sisplatin ile yapilan kemoterapiye direng
olusturdugu gézlenmistir.3%8 Yiiksek klotho diizeyleri cesitli akciger kanser tiplerinde daha iyi
prognozla iliskilidir.3%%310 Hepatoselliler kanserde de klotho diizeylerinin arttiriimasiyla
malign komponentte otofaji ve apoptozda artis olmustur.3?
Kolon,mide,pankreas,over,melanoma ve benzeri birgok kanser ¢esidinde de yine IGF-
1/IGF1R, WNT/B-Catenin gibi sinyal yolaklarinin inhibisyonu, bazi FGFR lerinin aktivasyonu ve
epigenetik mekanizmalar ile klothonun evrensel olarak timor stipresor aktivite gésterdigi
anlagilmistir.312 Tiim veriler 1siginda klotho, dnemli bir klinik bir biyomarker olmasi ve
hedeflenmis epigenetik veya direk klotho aktivasyonu bazli onkoterapilerin gelistirilmesi

acisindan potansiyel bir segenektir.

1.6.8. Klotho ve Diger Hastalik iliskileri

Organ koruyucu fonksiyonlari nedeniyle klothonun birgok sistemik hastalikta 6nem tasidig
distintilmektedir. Bu anlamda gesitli 6rnekler verilebilir. Multiple skleroz gibi bazi
nérodejeneratif hastaliklarda BOS ta klotho diizeylerinin azaldigi tespit edilmistir.3'3 Hipofiz
bezinde de eksprese edilen klothonun serum dizeyleri GH Ureten pitliter adenom varliginda
ve akromegali tablosunda artis géstermektedir.34 Klotho pulmoner epiteli oksidatif hasara
karsl korumakta ve azalmasi gesitli pulmoner komplikasyonlarin olusumuna egilimi

arttirabilmektedir.31>:316,317
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2. FGF 23, KLOTHO ve URINER TAS HASTALIGI

Uriner tas olusumuna katkida bulunan birgok faktériin FGF 23 ve klotho sistemi ile yakin
iliskisi bulunmaktadir.FGF 23 ve klotho genleri idiyopatik Urolitiyazisin sinirli sayidaki genetik
risk faktorleri arasinda tespit edilmistir.318 Tas olusturucu hastalarla yapilan bir calismada FGF
23 genine ait fonksiyonel bir allelik varyantin kalsiyum nefrolitiyazisi ve renal fosfat kagagiyla
iliskili oldugu anlagilimigtir.31°

Diinyanin gesitli bolgelerinde yapilan ¢alismalarda bazi klotho gen polimorfizmlerinin
kalsiyum oksalat taslariyla birlikteligi ortaya konmustur.322323:324325 By calismalardan birinde
GG genotipli G395A klotho gen polimorfizmi tasiyan Uriner tas hastalikh kisilerde -
glukuronidaz aktivitesindeki degisiklige bagli olarak renal tibullerde azalmig kalsiyum
reabsorpsiyonu nedeniyle idrarda asiri miktarda kalsiyum atilimi oldugu 24 saatlik idrarda
artmis kalsiyum degerleri saptanarak ortaya konmustur. Genetik galismalar ayni zamanda
klotho geninin insilin ve IGF-1 gibi medyatérlerle iligkili sinyal yolaklari ile oksidatif stresi
baskilayarak kalsiyum ve fosfor homeostazini etkilemek suretiyle de tas olusumunu
engelledigini distindirmektedir.326Tas olusumu gézlenen bazi genetik hastaliklardaki
fizyopatolojik mekanizmalar FGF 23 ve klotho islevleri ile yakinlik géstermektedir. Genetik bir
nefrolitiyazis nedeni olan otozomal dominant herediter hiperkalsilrik, hipofosfatemik rikets
(HHRH) sendromlu hastalarda NPT2c mutasyonu mevcut olup FGF 23 Uin bilinen fosfatiirik
etkisi de NPT2a,2c gibi kanal proteinlerinin inhibisyonuna baghdir. intak FGF 23 iin dolasima
salinmasindan sorumlu GALNT3 mutasyonu ile karakterize hiperfosfatemik familyal timoral

kalsinoziste nefrokalsinosiz ortaya cikar.337

FGF 23-klotho sistemi, Uriner tas olusumu igin de bircok nedensel faktori icinde barindiran

merkezi bir role sahip kalsiyum-fosfat metabolizmasinin énemli bir diizenleyicisidir.3%’
Hiperkalsilri kalsiyum oksalat taslarinin olusum mekanizmalari igerisindeki en baskin
faktordir. Asiri protein alimi ve sistemik asidoz, hiperkalsiiriye yolagmalari nedeniyle
kalsiyum oksalat tas olusumuyla iligkili bulunmuslardir. Randall plaklari en fazla bu taslarin
olusumuyla karakterize olup daima kalsiyum fosfat (apatit) yapisindadir. Glomeriilden filtre

edilen kalsiyumun ortalama %1-3 U idrarla atilir. Kalsiyum reabsorpsiyonu %60-65 proksimal
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tiibilde, %25-30 henle kulpunun gikan kalin kolunda ve %8-10 civarinda ise distal toplayici
tiibiilde gerceklesir.3%8Distal tiibiildeki apikal emilim TRPVS tarafindan saglanmaktadir.3%°FGF
23 ve klotho TRPVS5 ekspresyonunu arttirir. Ekspresyonu etkileyen diger bazi ajanlar kallikrein
ve PTH tir.32%340Membrana yerlesik TRPV5 aktivitesi ise kalsiyum ve magnezyum gibi iyonlar
ile pH tarafindan regitile edilir. Ekstrasellller alkalinizasyon TRPV5 etkinligini arttirirken
asidifikasyon azaltir. Bununla birlikte pH taki 0,2-0,5 gibi azalmalar kalsiyum atilimini %10
kadar arttirirken TRPV5 ekspresyonundaki kiyaslanabilir azalma kalsiyum atiimini ¢ok daha
fazla arttirmaktadir. Asiri FGF 23 varliginda ise tiibiil hiicresi membraninda NCC artisi ile
birlikte sodyum tutulumunda da artig olur. Bu durum hiicre igi kalsiyumun artisi ve TRPV5
kanal aktivitesinde azalmayi beraberinde getirerek hiperkalsiliriye zemin hazirlar. Limendeki
yiksek sodyum diizeyinin kendisi de kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonu ve sitrat diizeyinde
azalmaya yol agan bir etmendir. Sodyum tutulumunun fazlaca oldugu hipertansif hastalarda
hiperkalsitriye siklikla rastlanir. TRPVS5 genindeki L530R varyasyonu nefrolitiyazis ve rekirren
tas olusumu ile iliskili bulunmustur.338 Benzer bir bagka calismada rs4236480 tek niikleotid
gen polimorfizminin nefrolitiyazisi olan hastalarda tas gesitliliginin artisiyla karakterize
oldugu anlasiimistir.33°Sonug olarak TRPV5 regiilasyonu hiperkalsiiiri ve bébrek tagi
olusumunun engellenmesi agisindan 6nem arzeder ve FGF 23/Klotho sistemi bu bakimdan iki
onemli diizenleyicidir. Tag olusumu icin bir diger olasi faktor fosfor ve dolayisiyla fosfatiridir.
Rendina ve ark. larinin yaptigi bir calismada kalsiyum nefrolitiyazisi ve serum fosfat kagagi
olan hastalarin serumlarinda da FGF 23 diizeyleri nemli seviyede yiiksek saptanmistir.320
Fosfatirik etkisi nedeniyle FGF 23, kalsiyum fosfatin Uriner slipersatiirasyonunu arttirarak
bébrek tasi olusumuna katkida bulunuyor olabilir.3%'Tas olusturucu 1068 hastanin idrar
biyokimyalarinin analiz edildigi bir galismada bu kisilerde kontrol grubuna nazaran %95
oraninda daha fazla hiperfosfatiiri saptanmistir.33°Hiperfosfatiirik tas olusturucu grup
icerisinde de digerlerine kiyasla %23 oraninda daha fazla tas olusum rekirrensi mevcuttur.
Kronik asiri fosfatiiri ve renal fosfat kagagi D vitamini dlizeyini arttirir ve bu durum
barsaklardan fosfat ve kalsiyum emiliminde de artisa yol acar.33°Her iki elektrolit diizeyindeki
es zamanli artis diger uygun sartlarin varliginda tibillerde kalsiyum fosfat kristallerinin
olusumuna neden olur. Bu kristaller 6zellikle proksimal ve toplayici tiibiillerde reaktif oksijen
tirlerinin meydana gelmesiyle epitel hasarina neden olur. Hasarlanmis epitel alanindaki

kristaller kalsiyum fosfat taslarina ilerleyebilir ya da kalsiyum oksalat kristallerinin
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niikleasyon,retansiyon ve taglarinin gelisimine yataklik eder.33'Serum konsantrasyonuna
bagh olmaksizin tamami glomeriilden serbestge filtre edilen fosfatin %80 kadarinin proksimal
tubildeki geri emiliminden sorumlu NPT2a ve NHERF-1 gibi renal fosfat tasiyici ve

332ye bozukluklar da fosfatiiri ve tas olusumunun

diizenleyicilerindeki genetik varyasyonlar
bir nedeni olarak tespit edilmistir.3330rnegin NHERF-1 knockout farelerde
sodyum,kalsiyum,fosfat ve ilging olarak Urik asit atihminda artis ve kalsiyum veya drik asit tas
olusumu ortaya ¢ikmaktadir.33* Renal fosfat atiliminin atiliminin gesitli yollarla
manipiilasyonu fosfat ve tas iliskisini ortaya koymaktadir. Ornek olarak tiyazid grubu
diuretikler kalsiyum ve fosfat atilimini 6nemli 6lglide azaltirken oksalat atilimini belirgin
sekilde arttirir. Bu durum kalsiyum-fosfat slipersatiirasyonunu azaltarak rekiirren kalsiyum
oksalat tas olusumunun engellenmesine yardimci olur.33® Fosfatiiri kontrolii rekiirren triner
tas olusumu acisindan giivenilir prediktif bir faktor olabilir.336FGF 23/Klotho sisteminin,
bilinen fosfatiirik etki potansiyeline karsin fizyolojik kosullarda 6zellikle D vitamini
olusumunu inhibe etmesi nedeniyle hiperkalsiiiri ve nefrolitiyazise neden olmasi beklenmez.

Ancak renal fosfat tasiyici sistemi tizerindeki patolojik aktivitesi hiperfosfatiri ve dolayisiyla

tas olusumuna katkida bulunuyor olabilir.

D vitamini ve PTH, FGF 23 ve klotho tarafindan inhibe edilen ve Uriner tas olusumu gozlenen
cesitli durumlarda patofizyolojik rollere sahip ,kalsiyum-fosfor metabolizmasinin iki Gnemli
diizenleyici hormonudur. Klotho knockout farelerde asiri vitamin D ekspresyonu yanisira
idiopatik hiperkalsiiiri ve ektopik kalsifikasyonlar gériilmektedir.2%? intestinal kalsiyum
reabsorpsiyonunu arttirmasi ve renal kalsiyum atilimi tGzerindeki etkileri nedeniyle vitamin D
hiperkalsemi ve hiperkalsiiiri ile yakin iliskilidir.3* Ozellikle genetik yatkinligi olan kisilerde
kalsiyum ile kombine alinan ylksek dozda vitamin D, toksisiteye ve ek bir sonug olarak
bébrek tasi olusumuna neden olabilir.342343 Bir meta-analizde aktif vitamin D diizeyi
urolitiyazisli kisilerde kontrollere gére belirgin bicimde yliksek saptanmistir.34Vitamin D
reseptoriine ait bazi gen polimorfizmleri de nefrolitiyazise yatkinlhk nedeni olarak
belirlenmistir. Yine vitamin D reseptoriniin artmis aktivitesi ya da kalsitriole asiri yanitlilig
tas olusumuyla baglantilidir.3** Standart dozda yapilan vitamin D replasmani genel
popiilasyon igin belirgin hiperkalsiiiri agisindan risk olusturmuyor gériinmektedir.34
Hiperkalsilri tas olusturucu kisilerin %60 kadarinda gorilmekte ve bu grupta renal kalsiyum

ve ona eglik eden fosfat sizintisi aktif vitamin D diizeyini arttirmaktadir3>#3>>ancak vitamin D
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nin depo formunun diizeyi hiperkalsitri ile korele degildir. Yaygin kaninin aksine aslinda
yakin donemde yapilan birgok galisma ise tas olusturucu kisiler arasinda vitamin D
eksikliginin yaygin oldugunu géstermekte.34>347:348 Dimkovich ve ark. lari diisiik 25-hidroksi
vitamin D diizeylerinin tas olusumu agisindan riskli oldugunu saptamstir.3*° Litojeneze yatkin
olundugu distiniilen postmenopozal siiregteki saglikh kadinlarla yapilan bir calismada ise
vitamin D replasmaninin hiperkalsiiriyi ve tas olugumu riskini arttirmadigi anlagilmigtir.3°
Vitamin D eksikligiyle olusan hipokalsemi nedeniyle PTH diizeyi artarak sekonder
hiperparatiroidizm meydana gelir. PTH etkisiyle kalsiyum tutulumu artar ancak
normokalsemiye ragmen hipofosfatemi olusur. Sekonder nedenlerin yoklugu,yiksek serum
PTH diizeyi ve normal serum kalsiyumu ile karakterize “Normokalsemik Primer
Hiperparatiroidizm” tablosunda diisiik aktif vitamin D seviyesi ve semptomatik olgularda
sikca osteopeni ve bobrek tasi olusumu gézlenmektedir.35%3523%3 By tabloda vitamin D depo
formu normal sinirlarda olmalidir ve hiperkalsitiri dislama kriterleri arasindadir. Diislik
vitamin D diizeyi saptanan tas olusturucularin da serum biyokimyasal 6zellikleri kismen de
olsa normokalsemik hiperparatiroidizmdekine benzemektedir. Belirtilen hasta gruplarinda
belirgin vitamin D yiksekligi ya da renal hiperkalsitiri olmayisina karsin Uriner taglarin dnemli
semptomlardan biri olusu akla vitamin D ve PTH sentezi ile kalsiyum-fosfat metabolizmasini

diizenleyen FGF 23-Klotho sisteminin patogenetik roliinii getirmektedir,34834°

FGF23/Klotho sistemi Uriner tas olusumunda etkili bazi inhibitdr ve promotérler Gzerinde
etki gdstermektedir. Osteoblastlarda ve bobrekte henle kulpunun gikan kalin kolunda
Uretilen, inflamatuvar bir kemokin olmasinin yanisira kalsiyuma yuksek affinitesi dolayisiyla
kristal matrixin major bir komponenti olan ve kristal biylimesinin etkin bir inhibitori niteligi

taslyan osteopontinin dnemli bir diizenleyicisi FGF23 tiir.322

FGF 23 {in, oksidatif hasari azalttigl ve kas dokusunda egzersiz performansini arttirdigi tespit
edilen bir calismada ayni zamanda sitrat sentazi aktive ettigi saptanmistir3®®. Benzer bir

indiiksiyon bobreklerde tas olusumunu engelleyen sitrat diizeyinin artigini saghyor olabilir.

Kalsiyum oksalat taslarinin olusumunda bir diger 6nemli fakt6r oksidatif strestir. Klothonun
renal anti-inflamatuvar ve anti-oksidatif koruyucu etkinliginde azalma kalsiyum oksalat
taslarinin tibiiler hasar etki esigini distrlyor olabilir. Hiperoksaliirik siganlar tGzerinde
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yapilan iki ayri calismada E vitamini kalsiyum oksalat kristalizasyonunu azaltmigtir.3%6:357
Benzer bigimde hidroksi-L-Proline ile uyarilmis hiperoksaliirik sican modelinde klotho
diizeylerinde azalma,oksidatif belirteglerde artis ve vitamin E ve vitamin C replasmani ile bu
durumlarda diizelme gézlenmistir.3> Calismada ilging olarak klotho doku protein diizeyleri
azalirken mRNA diizeylerinde ise artig saptanmistir. Bu durum adaptif bir yanitin isareti
olabilir. Eksojen olarak verilen klotho proteini akut hasarl bébreklerde oksidatif stres ve
apoptozu azaltmistir.35%3%Dolayisiyla doku klotho diizeyinin, tas olusumunda dnemli bir

hasar gostergesi potansiyeline ya da aktif koruyucu bir role sahip oldugu dusinlebilir.

Suprafizyolojik dizeylerdeki kalsiyum oksalatin yolagtigi renal tiibller epitel hasarinin diger
bir boyutu endotel disfonksiyonudur. Epitel hasari sonucu ortaya ¢ikan gesitli modulatér
makromolekiiller kristal olusumuna katkida bulunmanin yanisira inflamasyon gelisimine de
katkida bulunurlar.36! Endotel hiicrelerinin tiibiler epitel hiicreleriyle yakin iliskisi gdzéniine
alindiginda bu medyatorlerin inflamatuvar aktivitenin bir pargasi olarak endotel hiicrelerinde
de modiilasyon ve disfonksiyona yolacabilecegi diisiiniilebilir. insan hiicrelerinin
sitoplazmasinda bulunan ve protein modifikasyon slreglerinin metabolik bir yan Grlini olan
Asimetrik dimetil arjinin (ADMA) bu medyatérlerden biri olup 6zellikle nitrik oksit sentazin
kompetetif inhibisyonu yoluyla endotelyal disfonksiyona sebebiyet verir. Etilen glikol ile
kalsiyum oksalat tas hastaligi modeli olusturulan sigcanlarla yapilan bir ¢alismada
hiperoksaliiri olusumunun ilk 24 saati icerisinde artmis plazma diizeyleri tespit edilmistir. 362
Ayni ¢alismada kalsiyum oksalat tasi rekirrensini azalttigi bilinen verapamilin verildigi sican
grubunda kristal depozisyonu, iriner oksalat ekskresyonu ve plazma ADMA diizeylerinde
belirgin azalma gozlenmistir. Sistemik endotelyal disfonksiyonun
ateroskleroz,diyabet,hipertansiyon ve metabolik sendrom gibi durumlarda énemli rol
oynadigl dusinildiglinde, hiperoksaliri kaynakli yiiksek plazma ADMA diizeyinin sistemik
endotelyal disfonksiyona yolagmasinin3®3 nefrolitiyazis ve sistemik hastaliklar arasinda eksik
bir baglanti igin gliclii bir 6rnek teskil ettigini séylemek yanlis olmaz. Bu durum bize anti-
oksidan,anti-inflamatuvar ve sistemik endotel koruyucu 6zellikleri basta olmak lizere
pleiotropik etki potansiyeline sahip klotho proteininin kalsiyum oksalat tas olusumu
sirecinde renal ekspresyon profili,idrar ve kan diizeyleri gibi parametrelerinin degisiklikleri
ile cesitli oksidatif ve metabolik parametrelerin degisimi arasindaki iliskileri ortaya

¢ikarmanin da oksalat nefrolitiyazisi ve sistemik hastaliklar arasinda dnemli eksik halkalardan
66



birini yerine koyabilecegini dustindirmustlr. Nefrolitiyazis ve metabolik sendrom arasindaki
direk bir yolaga 1sik tutar nitelikte farkh bir calismada ise etilen glikol ile hiperoksaliirik hale
getirilen sicanlarda, metabolik sendrom ve diyabet gibi sistemik hastaliklar tizerinde olumlu
etkilere sahip bir PPAR-y agonisti olan pioglitazonun renal kristal depozisyonunu,oksidatif
stresi ve inflamasyonu azalttigi saptanmigtir.354 Calismada etilen glikol+pioglitazon grubunda
hipertrigliserideminin azaldig13,idrar volimiiniin daha dustik oldugu,iriner pH,Mg,P ve Ca
atihminin ise kontrol grubuna gore dnemli degisiklik gostermedigi anlagiimistir. Bu durum
pioglitazon ve dolayisiyla PPAR-y aktivitesinin farkh yolaklar Gizerinden tas olusumunu
baskiliyor olabilecegini gbstermektedir. Klotho nun PPAR-y yi aktive edici 6zelligi ise boyle bir
yolagin tas olusum siirecinin endojen bir diizenleyicisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
Nitekim statinler ve klotho arasindaki yakin iliskiyi vurgulayan farkli calismalar da
mevcuttur.366:367.368 Belirttigimiz 6rneklerin de isaret ettigi gibi FGF 23/klotho sistemi, triner
tas olusumu ile metabolik sendrom gibi bazi sistemik hastaliklar arasindaki iliskiyi agiklayan
ve bu hastaliklarin tedavisinde 6nemli ipuglari saglayacak bir kdpri olabilir. Bu agidan her g

komponenti bir arada degerlendirebilecek yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.
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3-GEREC ve YONTEMLER

3.1. Kalsiyum Oksalat Nefrolitiyazisi Hayvan Modeli

intrarenal kristal formasyonunun patofizyolojisini ortaya ¢ikarmak igin gesitli rodent
modelleri gelistirilmistir. Etilen glikol uygulamasi iyi bilinen ve yaygin olarak kullanilan bir
nefrokalsinozis modelidir. Oral alimini takiben EG, glikolat,glioksilat ve oksalata metabolize
olur. 0,75 Vol/vol oraninda EG igerikli igme suyu alan siganlarda baslangigtan 1 giin sonrasi
itibariyle hiperkalsiiri ve hiperoksaliiri gelisir. Yine bu sicanlarda 1 glin kadar kisa bir stre
icerisinde bobrek medulla ve korteks bolgelerinde tiibller hasar,dilatasyon,rejenerasyon ve
interstisyel inflamasyonun eslik ettigi intratlibller kristal depozisyonu tespit
edilebilmektedir. EG Uriini oksalatin kristal olusumunda temel metabolit olmasi yanisira
glikolat ve glioksilat metabolitlerinin de normal tiibuler epitelin kristal baglayici hale
gelmesinde rol oynadiklari tespit edilmistir.37%37 Bu siirecte basta OPN,bikunin ve Tamm-
Harsfall proteini olmak Gzere gesitli kalsifikasyon promotér ve inhibitorleri aktive
olmaktadir.37! Ozellikle erkek wistar siganlari ile yapilan calismalarda EG ile baslangigta
tetiklenen nefrokalsinozise ilerleyen glinlerde nefrolitiyazis te eklenir. Diger bazi
nefrokalsinozis ve/veya nefrolitiyazis modelleri; subkitanéz osmotik potasyum oksalat
“minipump” lari*’2373 intraperitoneal sodyum oksalat uygulamasi®’#,bir oksalat prekiirsérii
olan hidroksi-L-prolin uygulamasi®’>, THP,NPT2a,GRHPR (glyoxylate reductase/hydroxy
pyruvate reductase) gibi protein veya enzimlerin genetik modifikasyonlari3’>376 genetik
hiperkalsiiirili jenerasyonlarin secilmesi3”’,yiiksek doz vitamin D veya glikolik asit ya da
vitamin B6 dan yoksun diyet verilmesi3’8372:38 ye ileal rezeksiyon ya da bypasstir.38!
3.2 DENEYSEL HiPEROKSALURIK SICAN MODELLERININ iINCELENMESINDE
IMMUNOHISTOHISTOKIMYANIN ROLU

Yukarida belirttigimiz sican modelleri Uriner tas olusumunda rol alan kristal
blyUmesi,klirensi,kristal-epitel iliskileri,promotér ve inhibitér makromolekiiller gibi konular
hakkinda bilgi saglamanin yanisira immiinohistokimya gibi ek olarak kullanilan bazi
yéntemler yardimiyla nefrolitiyazis Gzerinde etkili endojen veya eksojen faktérlerin etki

sekilleri ve mekanizmalarinin ortaya gikarilmasinda ve gesitli biyokimyasal,metabolik ya da
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sistemik hastalik stireglerine iliskin parametrelerin yine nefrolitiyazis ile iliskilerinin
saptanmasinda biyuk faydalar saglamaktadir. Thamilselvan ve ark. nin yaptigi bir
calismada3® EG ile hiperoksaliirik hale getirilen sicanlarda, eksojen olarak verilen vitamin E
tedavisinin dokunun oksidan durumunu iyilestirerek kristal depozisyonunu azalttigi histolojik
orneklerin 1stk mikroskobisiyle incelenmesi sonrasi ortaya konabilmistir. Taguchi ve ark.
larinin bir calismasinda3® yine EG ile hiperoksaliiri olusturulmus sicanlarda PPAR-a ve PPAR-y
nin kristal formasyonu tizerine olan farkli etkileri immiinohistokimyasal incelemeyle
degerlendirilmistir. Okamoto ve ark.larinin bir calismasinda38* ise bir metabolik sendrom
modeli olan Otsuka Long-Evans Tokushima fatty (OLETF) siganlarinda EG ile uyarilan
hiperoksaliirik kosullarda artmis kristal depozisyonu ve bununla iligkili OPN ve MCP-1 gibi
faktorlerin doku ekspresyonu isik mikroskobisi ile histolojik inceleme ve immiinohistokimya

kullanilarak degerlendirilmistir.

Sekil-33 te hiperoksaliirik sigan bobreginin gesitli biyomolekiillere iliskin

immunohistokimyasal boyama kesidi goriilmektedir.
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Sekil-33. A)Kalsiyum oksalat kristal birikiminin oldugu tubullere komsu interstisyumda
monosit-makrofaj infiltrasyonuna isaret eden ED-1 pozitif kahve-siyah renkli alan B) Kristal
matriks komponentleri olan OPN,hyaluronan ve kollajen gibi bazi ligandlar agisindan reseptor
vazifesi goren CD44 igin pozitif boyanan tubil epitel hiicreleri C) OPN igin belirgin boyanma
gosteren renal forniksteki papilla yiizey epiteli D) Proliferatif ve rejeneratif hiicresel aktiviteyi
gosteren tiibiler epitelyal boyanma E)Kristal olusumunun fazlaca oldugu renal kortikal
tibullerde kuvvetli OPN pozitif boyanma F) Hiicre adezyonu i¢in 6nemli rol sahip E-
Cadherin(+) renal kortikal tiibiiler epitel hiicreleri G) inflamasyon ve hiicresel hasar
gostergesi olan NF-kB pozitif tubil epiteli H)Kristal depozisyonunun yogun oldugu alanlarda

bobrek hasar belirtegleri agisindan yogun boyanma gosteren tiibil epiteli
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3.3 HIPEROKSALURI OLUSTURULMUS SICANLARDA BOBREK DOKUSUNDA FGF23/KLOTHO
EKSPRESYON PROFILININ UROLITiYAZiS PATOGENEZINDEKi ROLUNUN ARASTIRILMASI

3.3.1 Deney Hayvanlari

Calismamizda uluslararasi deney hayvanlari bakim ve kullanim standartlarina uygun nitelikte
35 adet 200-300 gram agirliginda ve tahminen 6-8 haftalik ya da bu agirliktaki yaslara uyan
saglikh erkek Wistar sicanlari kullanilmistir. Sicanlarin tamami Yeditepe Universitesi Deneysel
Arastirma Merkezinden temin edilmis olup ¢alisma igin Yeditepe Universitesi Deney
Hayvanlari Etik kurulundan izin alinmistir. Siganlar patojensiz metabolik kafeslerde ortalama
22-24 derecelik sicaklikta ve %50-60 civari nem oraniyla barindirilmistir. Bulunduklari

ortamin 12 saat boyunca isik almasi ve 12 saat karanlik olmasi saglanmistir.

3.3.2 Sigan Gruplari ve Etilen Glikol Uygulamasi

Mevcut 35 sigan 7 serli 5 farkli gruba ayrildi. A,B,C ve D grubundakilere etilen glikol verilmesi,
E grubunun ise kontrol grubu olarak kalmasi planlandi. Calismamizda siganlarda hiperoksaluri
olusturabilmek igin etilen glikol kullandik. Birgok ¢alismada etilen glikollin igme suyuna
karistirilarak deney hayvanlarinin serbest erisimine birakilmasina karsin,biz tim hayvanlarin
ayni dozda etilen glikol aldigindan emin olmak amaciyla feeding tip kullanarak gavaj yoluyla
etilen glikollin hayvanlara verilmesini sagladik. Hiperoksaliri olusumu igin gereken doz farkh
¢alismalardaki uygulamalar da baz alinarak 0,12 ml. %5 lik etilen glikoliin 1 ml. normal suda
¢oziindurilerek 0,75 lik Volim/voliim orani saglanmak suretiyle giinde iki kez verilmesi
olarak belirlendi. Hiperoksaliiri amaciyla etilen glikol disinda ek olarak farkh bir model
kullanilmadi. EG uygulamamiz diginda hayvanlar normal su ve yiyecek ile beslenmeye devam
ettirildi. EG verilenler igerisinde A grubu 7. glin, B grubu 14. giin, C grubu 21. giin ve D grubu
ise 28. glin sonunda anestezi altinda dekapitasyon yoluya sakrifiye edilerek sag bobrekleri
patolojik inceleme igin ekstrakte edildi. E grubundaki kontrol siganlari ise 24 saatlik normal
beslenme ve takibin sonunda sakrifiye edilmistir. 28 glinliik deney siiresince higbir hayvanda

enfeksiyon ya da 6nemli hastalik bulgusu ve sakrifikasyon 6ncesi 6lim ile kayip gézlenmedi.
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3.3.3 Patolojik inceleme

Parafine gomilu olarak saklanan sigan bobreklerinden 3 um kalinliginda kesitler elde edilmis
sonrasinda xylene ile deparafinize edilip dereceli etanol serisinden gegirilerek fosfat
tamponlu salin igerisine birakilmigtir. Sonrasinda FGF 23 (St. John's Laboratory,lot: B7101) ve
Klotho (GeneTex, Lot: 821700243) antikor kit leri kullanilarak immiinohistokimyasal (Bond-
Max-Leica marka cihaz ve immunohistokimya kit leri ile) boyama yapilmistir. FGF23 ve klotho
icin ayri ayri elde edilen her sican bobrek kesiti preparatinda, kortikal, mediiller ve
glomeriiler alanlardaki ekspresyon oranlari boyanma ylzdesi ve yogunlugu tzerinden ayri
ayri degerlendirildikten sonra yine her sigan preparati igin, belirtilen histolojik alanlarda bu
iki veriyi iceren tek bir ekspresyon skoru olusturuldu. Boyanma ytizdesi 4, yogunlugu ise 3
asamada skorlandi. Boyanma ylzdesi hic boyanma gostermeyen veya %25 ve altinda bir
alanda boyanma gosteren olgular igin 1, %25-%50 ‘lik bir alanda boyanma gosteren olgular
icin 2, %50-%75 arasinda boyananlarda 3 ve %75’ten daha yaygin boyanma gosteren olgular
icin 4 olarak skorlandi. Benzer sekilde bir skorlama boyanma yogunlugu icin de uygulandi.
Boyanma olmayan ya da hafif yogunlukta boyanma gosteren olgular Skor 1, orta diizeyde
boyanma gosteren olgular Skor 2, siddetli boyanma gosteren olgular Skor 3 kategorisine
dahil edildi. Boyanma ytizdesi ve siddetini birlikte hesaplayan ekspresyon skoru ise her
olguda boyanma ylizdesi ve siddetinin ¢carpimi ile elde edildi. Bu garpim sonucu 1 ile 12
arasinda degisen ekspresyon skorlarina ulasildi. Calisma grubundaki sigan sayisi gbz 6niine
alinarak, istatistiksel anlam analizi yapabilmek amaci ile olgular ekspresyon skoru 6’dan

duslk ile 6 ve Uzeri olanlar seklinde iki gruba aynildi.

3.3.4 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi igin SPSS 20.0 paket programi kullaniimistir. Degerlendirmede 1 kontrol 4
deney grubu olmak tzere 7’serli toplam 5 sigan grubu arasinda, kortikal, meddller ve
glomeriiler olmak Gzere 3 farkli bolgede Klotho ve FGF23 degiskenlerine ait skor ortalamalar
arasinda fark olup olmadigi analiz edilmistir. Karsilastirmalar, Kruskall Wallis ve Dunn’s

testleri kullanilarak yapilmis olup tiim analizlerde anlamlilik diizeyi 0,05 olarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. FGF23 ve Klotho Doku Ekspresyon Degerlendirme Tablosu

KONTROL A Grubu 7. Gin) B Grubu (14. gun)

Kortikal Tubiler Glomeril Kortikal Tbiler Glomeril Hortikal Tubiler Glomeril

B Yizdesi [ Intenste |B. Vizdesi| intensite B Yides| ntensie B.Yﬁzdesi|imensile B. Viiesi| intensite B‘Yﬁzdesi| intensite (B.Yizdesiintensie |B. Yizdesi intensite |8, Yizdesi) ntensite
1 (] 1 i 1 a0 ] k] 3 bl 1 0 3 4 ] 0 1 i} 1
1 0 3 30 1 50 b} k] 3 0 1 B 3 bl 1 3 1 n 1
3 0 3 4 1 4 3 L] 3 0 1 0 3 0 1 1 1 L] 1
4 0 3 0 1 Bl 3 L] 1 5 1 4 3 4 ] b 1 ] 3
b 0 3 10 1 10 3 k| 3 0 1 4 3 4 ] Kl 1 ki) 3
] 0 3 10 1 bl 3 0 1 0 0 10 3 L ] 0 1 ] 3
1 0 3 0 1 bl 3 0 3 10 1 50 3 Bl 1 £l 1 b} 1
1 b 1 E] 1 i 1 0 1 8 1 10 1 bl 1 n 1 0 1
1 L] 1 L] 3 Ell 1 0 1 0 1 50 3 0 0 0 0 b} 1
3 k(] 1 L] 1 il 1 0 1 100 3 5 1 pli 1 0 1 b} 1
4 b1 1 i 1 il 1 3 1 0 1 B 1 kil 1 10 1 0 1
b] L] 1 L] 1 50 1 i} 1 0 1 n 1 pli 1 £l 1 0 1
] b 1 i 1 b0 1 i} 1 100 1 0 3 10 1 0 1 k] 1
7 B 1 L] 1 1 5 1 5 1 ] 1 10 1 0 1 k] 1

C Grubu (21. Giin) D Grubu (28. glin)
Kortikal Tibiiler Glomeriil Kortikal Tiibiiler Glomeril

B.Yiizdesi |intensite |B. Yiizdesi| intensite |B. Yiizdesi| intensite |B.Yiizdesi |intensite |B. Yiizdesi| intensite |B. Yiizdesi| intensite
1 50 2 30 2 40 2 10 1 20 2 30 1
2 30 2 20 1 30 2 20 1 10 1 30 1
3 50 2 20 2 50 2 20 2 20 2 10 2
a 30 2 20 1 50 2 30 2 20 2 30 1
5 20 1 10 1 50 1 10 1 20 1 10 1
6 30 2 10 1 20 1 10 1 20 2 30 1
7 20 1 10 1 10 1 10 1 20 2 10 1
1 1 1 50 1 10 1 10 1 30 2 5 1
2 10 1 20 2 10 1 2 1 30 1 10 1
3 10 1 10 1 10 1 2 1 10 2 5 1
a 30 1 20 2 10 1 30 2 20 3 10 1
5 5 1 30 2 10 1 5 1 5 1 10 1
6 10 1 20 2 10 1 1 1 20 2 1 1
7 3 1 70 1 2 1 10 1 30 2 10 1

Tablo 4. Sigan bobrek kesitlerinin imminohistokimyasal boyanmasi ile elde edilen

preparatlarda FGF23 ve Klothonun boyanma yiizdesi ve siddetini gdsteren sonug tablosu
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4.2. Gruplarin Normal Dagilim Analizleri

Skorlama sonrasi parametrik testlerden ANOVA’nin sartlarindan biri olan tim gruplarin
normal dagilima uymasi maddesini inceledigimizde, tiim bolgelerde normal dagilmayan en az
bir grubun oldugunu goérilmustir (p<0,05). Glomeril bolgesinde FGF23 skorlarinda Kontrol,
A ve B gruplari normal dagilsa dahi C ve D gruplarinda tiim deneklerin skorlari 1 oldugu igin
normal dagihm zaten s6z konusu degildir. Bu nedenle tiim karsilastirmalar ANOVA’nin

alternatifi olan Kruskal-Wallis testi ile yapilacaktir.

4.3. Gruplarin Arasinda Coklu Ortalama Karsilagtirma Analizleri

Kruskal Wallis Testi

Degisken Grup Ki-Kare Anlamlilik Degeri (p)

Klotho Kortikal Tiibiler 14,032 0,007%
Mediiller Tiibiiler 7,536 0,110
Glomeriil 18,787 0,001%

FGF23 Kortikal Tubuler 16,740 0,002%
Mediiller Tiibiiler 10,665 0,031%
Glomeriil 23122 0,000%

Tablo 5. Gruplararasi analiz tablosu

Kruskal Wallis testlerinin sonuglari incelendiginde mediiller tiibil bolgesinde gruplarin klotho
skor ortalamalari arasinda anlamli bir fark olmadigi gérlmustur (p>0,05). Kortikal tubuler
alanda ve glomeriler bolgede hem klotho hem de FGF23 skorlari igin, meddller tibdil
bolgede ise FGF23 skorlari igin grup ortalamalari arasinda anlamli fark tespit edilmistir
(p<0,05). Fark bulunan bélgelerde farkin hangi gruplardan kaynaklandigini bulmak amaciyla

parametrik olmayan Dunn’s Testi kullanilmistir.

4.4.Gruplar Arasinda ikili Ortalama Karsilastirma Analizleri
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Dunn’s Testi

Deéi;km BE’.SIEE G:l'lrp Test Degeni Anlamlihk (p)
Klotho Kortikal Tiibiiler Kontrol Grubu — A Grubu -0,929 1,000
Kontrol Grubu - B Grubu 0,143 1,000
Eonfrel Grubu — C Grubu 6.000 1,000
Eontrol Grubu — D Grubu 15,500 0,030%
A Grubu — B Grubu 1071 1,000
A Grubu — C Grubu 6,929 1,000
A Grubu — D Grubu 16.419', 0,017*
B Grubu — € Grubu 5,857 1,000
B Grubu — D Grubu 15,357 0,033
C Grubu — D Grubu 9.500 0,689
Klotho Glomeriil Kontrol Grubu — A Grubu -2 857 1,000
Eontrol Grubu — B Grubu 3429 1.000
Kontrel Grubu - C Grubu 7.714 1.000
Kontrol Grubu — D Grubu 15714 0,032#
A Grubu — B Grubu 0.371 1,000
A Grubu — C Grubu 10,571 0476
A Grubu — D Gmubu 18,571 0,005*
B Grubu — C Grubu 11,143 0,368
B Grubu — D Grubu 19,143 0.003*
C Grubu — D Grubu 8.000 1.000
FGF23 Kortikal Tiibiiler Kontrol Grubu — A Grubu 4143 1,000
Konfrol Grubu — B Grubu 13.714 0,067
Kontrol Grubu — C Grubu 16,286 0,013#%
Eontrol Grubu — D Grubu 15,143 0,027*
A Grubu — B Grubu 9.571 0.583
A Grubu — C Grubu 12,143 0,163
A Gmbu - D Gmbu 11,000 0,296
B Grubu — C Grubu 2571 1,000
B Grubu — D Grubu 1479 1,000
C Grubu — D Grubu -1,143 1,000
FGF23 Mediiller Tiibiiler Kontrol Grubu — A Grubu 1429 1,000
Kontrol Grubu — B Grubu 11,857 0,260
Kontrel Grubu - C Grubu 11,857 0,260
Kontrol Grubu — D Grubu 12,000 0,243
A Grubu — B Grubu 10429 0,503
A Grubu — C Grubu 10429 0.503
A Grubu — D Gmubu 10,571 0472
B Gmubu - C Grubu 0.000 10040

Tablo 6. Gruplararasi ikili analizler
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Tammlayiel Istatistilder

Degisken Baolge Grup Ortalama(M) Standart Sapma(SD)
Klotho Kortikal Tiibiiler KONTROL (E Grubu) 5,14 2268
A Grubu (7.Giin) 5.14 1.574
B Grubu (14.Giin) 4386 1,952
C Grubu (21. Giin) 371 2,059
D Grubu (28. Giin) 157 1.134
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KONTROL (E Grubu) A Grubu (7.Gln) B Grubu (14.Gin)  C Grubu (21.Gln) D Grubu (28. Gln)

Grup_No

Error Bars: 95% CI

Tablo 7. Kortikal Tiibller Bolgede Klotho ekspresyonunun gruplara gore dagilimi

Kortikal alanda klotho eskpresyonu 7. Giinden itibaren azalma egilimi gostererek 28. Gilinde

(D Grubu) kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bigcimde daha disuk tespit

edilmistir (p<0,05).
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Tammlayier Istatistikler

Degisken Bolge Grup n Ortalama(M) Standart Sapma(sD)
Klotho Mediiller Tiibiiler KONTROL (E Grubu) 7 1,86 1215
A Grubu (7.Giin) 7 0.86 0378
B Grubu (14.Giin) 7 L7l L113
C Grubu (21. Giin) 7 L57 1.134
D Grubu (28. Gi) 7 L7l 0.488
3 R

(]
1

Mean Klotho_MT

: ————M HIEHHEEE
KONTROL (E Grubu) A Grubu (7.Gin) B Grubu (14.G0n) € Grubu (21.Gin) D
Grup_No

Error Bars: 95% ClI

Tablo 8. Mediiller tubiiler bolgede klotho ekspresyon dagilimi

Mediiller Tubller bolgede bes grup arasinda klotho ekpresyon skor karsilagtirmasi
yapildiginda Kruskal Wallis testi sonucunda p degeri 0,110 olarak saptanmistir. Buna gore 5
grubun skorlari arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,05). Nitekim grafikte de

ortalamalarin birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmektedir.
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Tanumlayic: Istatistilder

Degisken Bilge Grup n Ortalama(M) Standart Sapma(SD)
Klotho Glomeril KONTROL (E Grubu) 7 6.00 3.464

A Grubu (7.Giin) 7 6,43 2,070

B Grubu (14.Giin) 7 6.57 1.813

C Grubu (21. Giin) 7 3.57 2,070

D Grubu (28. Giin) 7 1,71 0,488

10

6

Mean Klotho_G

2+

T . T 4
KONTROL (E Grubu) A Grubu (7.Gin) B Grubu (14.GUn)  C Grubu (21.GUn) D Grubu (28. Gin)
Grup_No

Error Bars: 95% Cl

Tablo 9. Glomeriiler bolgede klotho ekspresyon dagilimi

Glomeriil bolgesinde bes grup arasinda klotho ekpresyon skoru karsilastirmasi yapildiginda D
ve A grubu arasinda, D ve B grubu arasinda, D ve kontrol grubu arasindaki skor ortalamasi
farki anlamlidir (p<0,05). Buna gore D grubunun skor ortalamasi olan 1.71, bu 3 grubun skor
ortalamalarindan istatistiksel olarak farkli ve daha diisiktir. D grubu haricindeki diger 4 grup

arasindaki ikili karsilastirmalardaki farklar ve D ile C grubu arasindaki ortalama farkliliklari
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anlamli degildir (p>0,05). Diger bir deyisle bu bolgede kontrol grubu ile deney grubu

arasindaki skor farkliliklari, ancak 28. giinde tespit edilebilmistir. Ayrica deney gruplarinda, 7.

glnden itibaren baslayan azalma 28. Giinde anlamli bir fark olusturacak noktaya ulasmistir.

Tamumlayicl Istatistilder
Degisken Balge Grup Ortalama(M) Standart Sapm[Sﬁ
FGF23 Kortikal Tiibiiler KONTROL (E Grubu) 3,71 0.756
A Grubu (7.Giin) 329 2360
B Grubu (14 Gin) 1Tl 1,604
C Grubu (21. Giin) 1,14 0378
D Grubu (28. Giin) 143 1,134
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Tablo 10. Kortikal TubUler Bolgede Gruplara Gére FGF23 Dagilimi
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Error Bars: 95% Cl

it i i
C Grubu (21. Gln) D Grubu (28, GUn)

Kortikal Tiibller bolgede bes grup arasinda FGF23 ekpresyon skoru karsilastirmasi

yapildiginda D ile kontrol grubu arasinda ve C grubu ile kontrol grubu arasindaki skor
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ortalamasi farki anlamlidir (p<0,05). Buna gore D grubunun skor ortalamasi (1,43) ve C
grubunun skor ortalamasi (1,14) kontrol grubu ortalamasindan (3,71) istatistiksel olarak farkl
ve daha dusliktir (p>0,05). Diger bir deyisle bu bolgede deney ve kontrol grubu arasindaki
anlamh skor farkliliklari, 21. giinde tespit edilebilmistir. Bu glinden sonra da fark artarak

devam etmistir.

Tamumlayic: Istatistilder
Degisken Balge Grup n Ortalama(M) Standart Sapma(SD)
FGF23 Mediiller Tiibiiler KONTROL (E Grubu) 7 571 3.147
A Grubu (7.Giin) 7 5.86 3.871
B Grubu (14.Giin) 7 2.86 2734
C Grubu (21. Gin) 7 3.00 2300
D Grubu (28. Giin) 7 2,57 1.134
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Error Bars: 95% ClI

Tablo 11. Mediiller Tiibiiler Bolgede Gruplar Arasi FGF23 Dagilimi
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Mediiller Tubil bolgesinde bes grup arasinda FGF23 ekpresyon skoru kargilastirmasi

yaptigimizda, toplu karsilastirmada Kruskall Wallis’in anlamlilik degeri 0,05’in altinda

¢itkmasina ragmen ikili karsilastirmalarda herhangi 2 grubun arasinda anlamli fark

bulunamamistir (p>0,05). Buna gore meddller tubuler alanda gruplar arasinda FGF23 skor

ortalamalari arasindaki farklar anlamli degildir.

Tanumlayicr Istatistlkler
Dedisken Balge Grup Ortalama(M) Standart Sapma(SD)
FGF23 Glomertil KONTROL (E Grubu) 6.57 1512
A Grubu (7.Giin) 443 3645
B Grubu (14. Giin) 3.71 1,799
C Grobu (21. Giin) 1,00 0.000
D Grubu (28. Giin) 1,00 0.000

Mean FGF23_G

2

Grup_No
Error Bars: 95% CI

Tablo 12. Glomeriiler Bélgede Gruplara Gore FGF 23 Dagilimi
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Glomerdl bolgesinde bes grup arasinda FGF23 ekpresyon skoru karsilastirmasi yaptigimizda
D ile kontrol grubu ve C grubu ile kontrol grubu arasindaki skor ortalamasi farki anlamhdir
(p<0,05). Buna gére D ve C grubunun esit olan skor ortalamalari (1,00) kontrol grubu
ortalamasindan istatistiksel olarak farkli ve daha dustktur. Diger gruplar arasindaki ikili
karsilagtirmalarda skor farkliliklari anlamli degildir (p>0,05). Diger bir deyisle bu bolgede

deney ve kontrol grubu arasindaki anlamli skor farkliliklari, 21. giinde tespit edilebilmistir. 4

deney grubu arasinda fark bulunmamaktadir.

Sekil-34. 7. Gune ait bir sican preparati 6rneginde FGF 23 in x200 biyutme ile kortikal
tubiler ve glomerdler dagilimi.Birikimin glomeriillerde daha belirgin olmasi dikkat cekicidir

(Mavi oklar)
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Sekil-35. 7. Gline ait bir sigan preparati 6rneginde FGF 23 (in x200 biiylitme ile medulladaki

dagilimi (oklar)
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Sekil 36. Kortikal sahada klothonun intrantkleer boyanmasi
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Sekil 37. Glomertler alanlarda klothonun mezangial ve periferik (podositler?) birikimi (mavi

oklar)
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5. TARTISMA

Uriner tas olusumunda klotho ve FGF23 proteinlerinin rolinii degerlendiren calisma sayisi
sinirlidir. Daha 6nce gesitli iliskilerle belirttigimiz gibi bu sistem, Uriner tas olusumunun
sistemik hastalik yonlerinin daha fazla aydinlatiimasini saglayabilir. Akut Uriner tas olusumu
siirecinde, FGF 23 ve Klotho renal doku ekspresyon profilinin ortaya konmasi, bu
proteinlerin, artis gbsteren hiperoksaliirik ortamdaki davranis degisikligini gormemizi
saglayarak Urolitiyazis patogenezindeki rollerini degerlendirmemize yardimci olacaktir.
Deneyimiz, dzellikle klothoyu iceren gesitli doku ekspresyon ¢alismalarinin ¢okga
bulunmasina karsin klotho yanisira fizyolojik etkileri agisindan kendisiyle yakin iliskili olan
FGF23 Un birlikte degerlendirilmesini saglamasi bakimindan da driner tas hastaliginin bilinen

metabolik ve vaskiler hastalik iliskilerine katkida bulunabilir.

Calismamizda meydana getirdigimiz hiperoksallrik siireg icerisinde FGF 23 ve klothonun
ekspresyon degisikliklerini yorumlamadan 6nce normal sartlarda bu proteinlerin bébrekteki

sentez, etki lokalizasyonu ve klirens bigimlerini gozden gegirmek gerekir.

a-Klotho nun en fazla eksprese edildigi organ bobrektir. Farelerde yapilan bir calismada a-
Klotho nun renal tiibil spesifik delesyonu ile serum klotho diizeylerindeki belirgin diisis
bébregin, endokrin solubl a klotho nun esas kaynagi oldugunu diisiindiirmiistir. 3%2
Bobreklerden olan bu salinim ADAM 10 ve 17 isimli a ve B sekretazlar tarafindan saglanir.
Klirenste de temelde bobregin rol oynadiginin ortaya koyulmasina karsin eksojen verilen
klotho karaciger ve dalakta da saptanmigstir. a-Klotho proksimal renal tiibillerde transsitozis
yoluyla hiicre igerisine girip ¢ikabilir ancak burada trafik tek yonli olup bazalden alinma ve
apikal limene gikis seklindedir, apikal Iimenden igeriye girebilen klotho bazalden dolagima
girmez. Bobrekte klotho en giigli sekilde korteksteki distal tbillerde eksprese edilirken,
daha degisken yogunlukta 7yine kortikal proksimal tlbillerde, vaskiler yataktaki kiiglik
arterlerde ve i¢ toplayici kanallarda daha belirgin olmak tizere medullada da eksprese

edilmektedir,159:392,393

FGF23 ise kemikte osteositler tarafindan sabit bir hizla sentezlenir ve dolagima katilir. Basta

fosfatiiri olmak lizere temel etkilerini bébrek distal tibullerindeki FGF reseptorii/klotho
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kompleksi tizerinden proksimal tlibiillerde gosterir. Ortalama yari dmrii 1 saat kadardir ve
eliminasyonu da bk 6lgctide yine bébrek tarafindan glomeriiler filtrasyon yoluyla
saglanir.3% Bébrek fonksiyonu bozuldukca FGF23 diizeyi artar. FGF23 iin,
kalp,karaciger,timis,dalak ve barsaklar gibi diger bazi dokularin yanisira bobrekte de az

miktarda da olsa sentezlendigi saptanmistir.3%>

Calismamizin histopatolojik incelemesinde klotho ve FGF23 (in tiibiler alanlardaki
ekspresyon dagilimi homojen nitelikte gérinmektedir. Klothonun bilinen
membrandz,intrasitoplazmik ve soluble formlarinin yanisira hiicre gekirdegindeki yerlesimi
de dikkat ¢cekmistir (Sekil 36). Bu yerlesime iliskin olarak literattirde sinirli sayida galisma
vardir.*®Klotho ekspresyonu acisindan dikkat cekici diger bir alan glomeriillerdir. Bu durum
oncelikle soluble klothonun glomeriler gegisini (klirensini) diisiindirmekle birlikte proksimal
veya distal tiibllde Uretilen soluble klothonun glomeriile gegisinin katkisi da sézkonusu
olabilir. Klothonun mezangial ekspresyonu yoktur ya da sadece marjinal olarak saptanmistir
ve LPS (lipopolisakkarid) uyarisi gibi durumlarda artip azalabilir.#19411412 K|otho,diyabetik
farelerde renal hipertrofi ve glomeriiler hasari azaltmistir.*'3 Ji-Hee ve ark. larinin bir
¢alismasinda klothonun, podositlerdeki TRPC6 kanallarini suprese ederek proteindriyi
diizelttigi gdsterilmistir.*'* Bu,klothonun glomerular filtrat {izerine olan direk koruyucu
etkisini gosterir. Calismamizdaki histopatolojik 6rneklerde de glomeriiler filtrasyonda énemli
rol alan podositlerin yerlesim alanlarina uyabilecek boyanmalar géze ¢carpmaktadir (Sekil 37).
Klothonun renin-anjiyotensin sistemini modiile edici etkisi ile de kan basincini normalize
edebilmesi ve bobrek hasari ve fibrozisi azaltmasi glomeriler patogenezde roli oldugunu da

ortaya koymustur.*?!

Deneyimizde klotho ekspresyonlari bolgesel olarak degerlendirildiginde,kortikal alanda ancak
28. glinde anlaml dlsls saptanmistir. Mediiller alanda ise 7. glinde kontrol grubuna gére
daha disuk ekspresyon oranlari olmasina karsin 14.,21 ve 28. glinlerde ekspresyon dizeyleri
yiksek seyretmis ve gruplararasi anlamli fark bulunamamistir. Glomeriler bolgede de
kortikal sahadakine benzer bir bicimde ekspresyon diizeylerinde anlamh diisis 28. giinde
gozlenmistir. FGF23 ekspresyonlari ise kortikal alanda 7 ve 14. ginler igin ylksek
seyrederken 21. giinden itibaren digsmeye baslamis, 28. giinde ise 21. gline gore yiksek

ancak kontrol grubuna gére yine anlamli bicimde disiik kalmistir. Meddller bélgede FGF 23
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ekspresyon oranlari 14.,21. ve 28. giinler igin daha dlslk gozlenmekle birlikte anlamli fark
saptanamamistir. Glomeriler alanda ise FGF23 ekspresyonlari 7. glinden baslayarak 28. giine
kadar kararli bigcimde dusis sergilemistir.FGF23 ekspresyon dizeyleri klotho
ekspresyonlarina paralel azalmis ancak klothodaki diisiis daha geg¢ olmus gériinmektedir. Bu
durumun bir nedeni normal sartlarda da goriilen FGF23 {in bobrekte klothoyu arttirici etkisi
415 ye kronik bébrek yetersizliginde oldugu gibi azalan FGF 23 (in klotho mRNA diizeylerini
arttirmasi olabilir. Ayrica bobrek hasarina bagli olarak sistemik FGF23 dizeylerinin artigi
beklenirken, burada sentezi olmayisina ragmen renal ekspresyonu tedrici olarak azalmistir.
Diger bazi inflamasyon durumlarinda oldugu gibi, etilen glikol ile olusan renal inflamasyon da
FGF23 ekspresyonunu baskilamis olabilir. Genel olarak FGF23 ve klotho ekspresyonlari EG

dozu ve zamana bagimli bir bicimde down-regiile olmustur.

FGF23 ve klotho birlikte azalmak suretiyle Uriner tas olusumuna katkida bulunuyor
goriinmektedir. Bunun bir nedeni kalsiyum metabolizmasi Gizerine olan etkileri olabilir.
Nefrolitiyazis olusumunda etkili major bir faktor olan hiperkalsitrinin erken diyabetik

nefropatili farelerde a-klotho azalmasina bagli bicimde arttig1 saptanmistir.*16

Hiperoksalliri maruziyeti artmasina karsin klotho ekspresyonunun yiiksek seyretmesi
oncelikle klothonun koruyucu etkilerini hatirlatmaktadir. Metabolik sendromlu bir sigan
modelinde etilen glikol iliskili renal hasarin bu siganlarda sadece etilen glikol verilen
kontrollere gére daha fazla oldugu ve daha fazla kristal depozisyonu gézlenmesi3®°
calismamiz agisindan saglikh sican gruplarindaki koruyucu faktorlerden birinin klotho
oldugunu distindirir. Klothonun apoptoz ve oksidatif hasara karsi dnemli bir direng faktori
oldugunu destekleyen bircok calisma literatiirde mevcuttur,218401,402,403,404,405 Hineroksaliiri
beraberinde oksidatif stresi getirir.394% Hiperoksaliirik bir sican modelinde hizlanmis
oksidatif stres siireci, artig gosteren PMDA (Plazma malondialdehid) dlzeyleri ile
gosterilmistir.3*’Siipersatiirasyon ya da kristalizasyon sonrasinda meydana geldigi diisiiniilen
oksidan hasar, Uriner tas olusumunda kritik bir basamaktir. Vitamin E ve benzeri
antioksidanlarin diyete ilave edilmesi sicanlarda kristal depozisyonunu azaltmistir.% Benzer
bir sekilde ancak farkli bir calismada, HLP ile uyariimis hiperoksaliiri ve MDA,SOD gibi artan
oksidatif hasar parametreleri ile birlikte klotho ekspresyonunda bilinen antioksidan 6zelligine

karsin azalma meydana gelmis ancak E ve C vitamini verilen grupta klotho diizeylerinde artis
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olmusgtur.3>8 Mitobe ve ark. larinin fareler ile yaptigi bir ¢alismada, i¢ mediiller toplayici kanal
hicre serisinde H202 (Hidrojen peroksit) ile olusturulan oksidatif stres klotho ekspresyonunu
azaltmistir. Calismamizda klothonun FGF23 ile paralel olarak azalma gostermesi normalde
bagimsiz olan bu antioksidan etkisinin patolojik stireglerde FGF23 gibi faktorlerden
etkileniyor olabilecegini diisiindiirmistiir. ilging olarak kendisi de sekonder ve sistemik bir
klotho eksikligi nedeni olan kronik bobrek yetersizligi siireci, siganlarda sadece oxalate diyeti
ile modellenebilmistir.*%® Dolayisiyla KBY de klothonun azaldigi dikkate alindiginda,
deneyimizde saptanan klotho azalmasinin etilen glikol ile olusturulan hiperoksaliirik modelin
kronik bobrek yetersizligi agisindan da bir prototip olabilecegini disiinmek gerekir. KBY
ornegine ek olarak obezite,diyabet,hipertansiyon, ateroskleroz ve metabolik sendrom gibi
cesitli hastaliklara ait sican modellerinde de klotho ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir.#05497 Belirttigimiz rahatsizliklarda oksidatif stres, ortak bir patogenetik
parametre olmasinin yanisira hastaliklarin ortaya gikisi agisindan nefrolitiyazis ile aralarinda
eksik bir baglanti olabilecegi3®® gibi deneyimizin de gosterdigi tizere klotho da antioksidan
ozelligi ile bu potansiyeli tagimaktadir. S6zkonusu hastaliklar igin diger bir ortak patogenez
faktoriinlin sistemik endotelyal disfonksiyon oldugu diistintilmiistiir. Daha 6nce degindigimiz
gibi bu durumu destekleyen bir molekdl nitrik oksit sentetazin potent bir inhibitori ve
endotel disfonksiyon belirteci olan ADMA dir.*'7 Sistemik ADMA diizeyleri tas olusumunda
da yiikselmektedir.362 Klotho ise sistemik olarak NO sentezini stimiile ederken ET-1 i baskilar
ve inflamasyonu engelleyici etkiye sahiptir. Dolayisiyla klothonun da ADMA gibi 42°
Urolitiyazis ile kardiyovaskuler hastaliklar ve metabolik sendrom siiregler arasinda 6nemli bir

baglanti oldugu disunlebilir.

Calismamizda bazi sinirlayici faktérler mevcuttur.

1) Kristal depozisyonu yéniinden boyama yapilmamistir*® ancak etilen glikol etkisi ve artan
hiperoksaliiri diizeylerinin oksidatif stres,inflamasyon, endotelyal disfonksiyon ve epitel
hasari gibi siireclerin gelisimine yolacacag éngoriilebilir.387,388.389,3%0 Normal sartlarda kronik
etilen glikol uygulanan sicanlarda ortalama 12. ginde israrli kristaliri, 3. hafta sonrasinda ise
renal kristal depozitleri goriilmeye baslar.3°® Ancak deneysel hiperoksaliirinin uyarildig
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bircok sicanda kalsiyum oksalat kristal depozisyonu gérilmesine karsin 6zellikle farelerde
hiperoksaliiri tek bagina interstisyel ya da inratubiiler kristal olusumu igin yeterli
olmayabilir.38 Belirgin renal depozit olmasa da idrarda kalsiyum fosfat ve sinirli sayida
kalsiyum oksalat kristali goriilebilmektedir.3®> Hiperoksaliiriye ek olarak hiperkalsiiirinin
bulunmasi nefrolitiyazis olasiligini arttiran bir etmendir. Etilen glikol dozu ve verilme siiresi
de kristal depozisyonunu belirleyen bir faktérdir. Duslk EG dozuyla,renal hasar ve kristal
depozisyonu meydana gelmeden sadece hiperoksaliirik siire¢ olusturulabilir.**® Sican tiirleri
arasinda da etilen glikol uygulamasina bagh kalsiyum oksalat kristali olusumu agisindan da
fark bulunmaktadir. Li ve ark.larinin yaptigi bir calismada wistar siganlarinda F344 siganlarina
gore belirgin sekilde daha fazla kristal olusumu saptanmistir.38®

2-Calismamizda oksidatif stres parametreleri degerlendirilmemistir, ancak literatiirde

hiperoksaliiri nedenli oksidatif stres olusumunu kanitlayan yeterli calisma mevcuttur.

3-Son olarak hayvanlarla yapilan deneylerde gozlenen degisikliklerin her zaman

insanlardakiyle ayni olmayacagi gozoniinde bulundurulmahdir.
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6. SONUC ve ONERILER

1. FGF23 ekspresyonu kortikal,mediiller ve glomeriiler alanlarda, 28. glinde kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha dugsuktdr.

2. Klotho ekspresyonu,28. giinde kortikal ve glomerdler alanlarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha disiik saptanmis ancak meddiller alanda
sadece 7. glinde diger gruplara gore diisiik ekspresyon diizeyi olmasina karsin bu

durum istatistiksel anlamlilik seviyesine ulasmamistir.

3. Genel olarak FGF23 ve klotho ekspresyonu artan hiperoksaliri ve oksidatif hasar

strecinde etilen glikol dozu ve zamana gére down-regilasyona ugramistir.

4, Klotho oksidatif hasarin bir indikatora olabilir.

5. Elde ettigimiz anlamli ekspresyon degisiklikleri bize FGF23 ve klothonun Urolitiyazis

patogenezine katildigini gostermektedir.

6. Sistemik etkileri distiniildigiinde klothonun patogenezinde yer almasi, lirolitiyazisin

aslinda sistemik bir hastalik oldugunu destekler niteliktedir.

7. Klotho sentezinin esasen bobrekte olmasi ve bilinen yaygin
antioksidan,antiinflamatuvar ve endotel disfonksiyonunu engelleyici etkileri;
diyabet, hipertansiyon,metabolik sendrom ve ateroskleroz gibi hastalik siireglerindeki
klinik ve deneysel ¢alismalarla kanitlanmig olumlu rolleri ile birlikte gozéniine
alindiginda, klothonun irolitiyazis patogenezine katilmasinin Urolitiyazisi, bu
hastaliklara eslik etmesinin yanisira, ortaya gikislarinda da nedensel bir faktor haline

getirebilecegini hipotetize edebiliriz.
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