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1.GIRIS ve AMAC

Nefrolitiazis multifaktoryel etiyolojiye sahip, poligenik olarak kalitilan bir
durumdur (1,2). Nefrolitiazis olusumu kristal formasyonunun sonucunda meydana
gelmektedir (3,4). idrarda kristal formasyonu birgok faktér tarafindan inhibe edilmekte
veya uyarilmaktadir. Bu faktorler arasinda makromollekuler proteinler de
bulunmaktadir (5). Makromolekuler proteinler renal epitel hicrelerinde kristallerle
etkilesim gosterip, kristallerin nukleasyon, buyume, agregasyon ve adezyonunu
diizenlemektedir (6,7,8). Uriner makromolekdillerin kalitatif ve kantitatif eksiklikleri tas
olusum riskini etkilemekte ve nefrolitiazis patogenezinde anahtar rol oynamaktadir
(9). Tamm-Horsfall proteini, nefrokalsin ve osteopontin basta gelen proteinler olup,
tas olusumunda farkli basamaklarda etki gostermektedir. OPN hem kalsiyum
taslarinin yapisinda yer almasi, hem de tas olusum mekanizmalarindaki her U¢
asamada da olan etkileri ve diger proteinlere gore daha potent olarak gosterilmesi
nedeniyle en dnemli roli oynayan protein olarak géze carpmaktadir (10). OPN geni
uzerinde meydana gelen polimorfizmlerin  nefrolitiazis ile iligkili  oldugu
disintlmektedir (7,8,11).

Bu arastirmada nefrolitiazisli ¢ocuklarda ve kontrol grubunda OPN gen
polimorfizminin arastirilarak, nefrolitiazis ve saptanan polimorfizmlerin aralarindaki
iliskinin incelenmesi; hastalarin cinsiyet, tani yasi, takip suresi, ebeveynler arasinda
akrabalik durumu, ailede nefrolitiazis dykusu gibi demografik 6zellikleri, bilateral ve
multipl tas varligi gibi radyolojik bulgulari, Uriner metabolik risk faktorlerinin
belirlenmesi amaciyla 24 saatlik veya spot idrarda tespit edilen kalsiyum, okzalat,
sitrat, Urik asid, sistin, magnezyum ve kreatinin atilimlari, tas analizi yapiimig
hastalarin belirlenmis tas cinsi ve hastalarin takip sudresi dahilinde rekurrens
durumunun incelenmesi ve bu Ozelliklerin saptanan genotipik dagilim ile

karsilastirilarak aralarindaki iligkinin arastirilmasi amaclanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1.NEFROLITIAZiS

Urolitiazis organik bir matriks icinde kristal komponentler iceren, Uriner
traktusun herhangi bir yerinde olusabilen anormal bir birikimdir (12). Yuksek
morbiditesi ve son donem bobrek yetmezligi potansiyeli nedeniyle dnemli bir saglik
sorunudur (13). Urolitiazis Turkiye’de pediatrik Urolojik sorunlarin en yaygin
olanlarindan biridir (14). Urolitiazis 6zellikle erigkinlerde gdzlenmekte ve tim hayat
boyunca goérilme oraninin yaklasik %3-12 oldugu belirtiimektedir (1). Cocukluk
¢aginda ise daha nadir goérulmekte ve prevalansi %2-3 arasinda degismektedir
(15,16). Dusuk prevalansina ragmen c¢ocukluk ¢aginda Urolitiazis, yuksek rekurrens
orani ve morbiditeye sahiptir. Reklrrens orani % 6,5 ile % 54 arasinda degismektedir
(1,15). Turk Nefroloji Dernegi 2008 yili icinde renal replasman tedavisine baslanilan
kronik bdbrek yetmezlikli gocuklarda etyolojinin %3,3’Un0 Urolitiazisin olusturdugunu
bildirilmistir (17). Cocuklarda Urolitiazise bagli uzun ddonem etkiler ve morbiditeyi
azaltmak icin metabolik nedene yonelik uygun bir yaklasim gerekmektedir (18).

Insidans, lokalizasyon ve etiyolojisi cografi bélgelere gore degismektedir
(1,19). Bu degigkenligin iklim, diyet, genetik ve sosyoekonomik faktorlere bagh
oldugu belirtiimektedir (20,21). Uzak Dogu, Orta Dogu’nun belli alanlari ve Turkiye
gibi gelismekte olan Ulkelerde endemik bir sorundur (5). Turkiyede okul cagi
cocuklarinda urolitiazis insidansinin %0,8 oldugu belirtilirken; bagka bir calismada ise
14 yasin altinda bu hastaligin goértlme oraninin %17 oldugu bildiriimektedir (15,20).

Cocukluk caginda tim vyas gruplarinda Urolitiazis gorulebilmektedir;
calismalarda tani anindaki ortalama yas 7,3-9,4 olarak saptanmistir (20). Cinsiyet
acgisindan degerlendirildiginde ise belirgin bir farklilik olmamasina ragmen erkeklerde
biraz daha fazla gozlendigi bildiriimektedir (5,22). Turkiye’de yapilan g¢alismalarda
Ozokutan ve arkadaglari tarafindan 4 kat, Tekin ve arkadagslar tarafindan 2 kat, Bak
ve arkadaslar tarafindan 2.3 kat, Tabel ve arkadaslarl tarafindan ise 1.6 kat daha
fazla erkek Ustunligu saptanmistir (23,24,25). Yine Turkiye’de Ece ve arkadaslari
tarafindan yapilan baska bir calismada cocuklarda genel olarak esit oranda ya da
erkeklerde biraz daha fazla gorilmesine ragmen kiz Ustinligunin saptandigi
belirtiimis; ve bunun nedeni kizlarda daha sik idrar yolu enfeksiyonu gorilmesi ile sik

olusan enfeksiyon taslari olarak disunudlmustar (1).
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Cocukluk caginda durolitiazis multifaktoryel etiyolojiye sahiptir; nedenler
arasinda Uriner sistemin anatomik malformasyonlari, metabolik bozukluklar, genetik
yatkinlik, cevresel faktorler, nutrisyonel nedenler ve tas olusumunu Kkolaylastirici
medikal tedaviler sayilmaktadir. Glineydogu Asya, Turkiye ve Uzakdogu’da mesane
taslari endemik olarak goérulmekte ve bunun tahil bazli ve dusuk protein icerikli
beslenme gibi diyetsel faktorlere bagli oldugu dusunulmektedir (1,21,26).

Ailede Urolitiazis oykusunun varligi tas olusum patogenezinde genetik
faktorlerin varligini destekleyen bir unsurdur (27). Aile dykusu gesitli yayinlarda %12-
50 oraninda bildiriimektedir (14,20). Tirkiye’de Ozokutan ve ark. tarafindan yapilan
bir calismada idiopatik hiperkalsitri saptanan ¢ocuklarin %70’inde ailede urolitiazis
Oykusu tespit edilmigtir (14). 1 yas altinda tani alan Urolitiazisli cocuk hastalarda aile
oykusunun varligi %11.8-78.7 arasinda bildiriimigtir (26). Tabel ve arkadaslari
tarafindan yapilan galismada ailede urolitiazis dykusu %50 hastada tespit edilmis ve
bunun toplumumuzda sik rastlanan akraba evlilikleriyle birlikte genetik yatkinlik ve
erken yasta nefrolitiazis olusumu ile iliskili oldugu disuniimustir (25).

Bobrek taslarinin etyolojisi primer ve sekonder olarak ikiye ayriimaktadir.
Sekonder nedenler arasinda uriner sistem obstriksiyonu, yineleyen enfeksiyonlar,
uzamis yatak bagdimlihgi, endokrin bozukluklar, tasa yol agcan veya yapisina katilan
ilaglar ve metabolik hastaliklar sayilmaktadir. Diger vakalar da primer ya da idiopatik
olarak siniflanmaktadir (28).

Uriner sistem taslari sistemin herhangi bir bdliminde olusabilir; fakat
endustrilesmis ve zengin ulkelerde genellikle bobreklere sinirli kalmaktadir (3).
Tarkiye'de yapilan calismalarda Bak, Tabel ve Alpay uUst Uriner sistem taglarinin
siklikla goéruldigunu bildirmislerdir (25,29,30).

Urolitiazisli cocuklarda metabolik bozukluklarin orani %12,3 ile %96 arasinda
degismekte oldugu bildirilmistir (15). Turkiye’de yapilan c¢alismalarda c¢ocuklarda
anatomik bozukluklar ve enfeksiyon disinda metabolik bozukluklarin Uriner sistem
taglarinda etiyolojinin %20-25’ini olusturdugu belirtilmistir (29). Idiopatik hiperkalsitiri
en sik metabolik risk faktorii olarak belirtiimektedir. idiopatik hiperkalsiiiri insidansi
cesitli calismalarda %40-69 olarak bildiriimektedir (15). Turk ¢ocuklarinda idiopatik
hiperkalsiUrinin prevalansi %2,4 olarak bildirilirken, Manisa ilinde yapilan bir
calismada idiopatik hiperkalsiuri sikligi %4.8, Bursa bdlgesinde yapilan bir galismada
ise %4.7 olarak bulunmustur (31,32). Bunun yaninda hiperkalsiurili gocuklarda %4-17

oraninda bdbrek taslarinin gelistigi belirtimektedir (20). Spivacov ve ark. tarafindan
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yapilan galismada Ikinci en sik bozukluk olarak hipositratiiri saptanmistir (15).
Turkiye'de Tefekli ve ark. tarafindan yapilan bir calismada %60,6 oraninda olan en
sik metabolik risk faktori olarak hipositraturi rapor edilmigtir (15). Tekin ve ark.
tarafindan ylUksek siklikla gorllen hipositratiiri, lokal diyetsel aligkanliklara ya da
diger bolgesel faktorlere baglanmistir (15). Bak ve ark. tarafindan Urolitiazisli
hastalarda %33 oraninda metabolik nedenler tespit edilirken bunun %54’Unde
idiopatik hiperkalsitri, %21’inde hiperokzaluri, %8.5’'inde sistinlri, %8.5’inde
hipositratlri, %4’Unde normodurisemik hiperlUrikozlri, %4’Unde ise ksantinUri
saptanmisgtir (29). Alpay ve ark. yaptiklari arastirmada hiperkalsitri %33.8 ve
hipositratlri %33.1 oraninda saptanirken, %13.1 vakada normal metabolik sonug
elde edilmistir (30). Tabel ve ark. tarafindan yapilan galismada ise %59.6 siklikla en
sik metabolik neden olarak hiperkalsiuri tespit edilmistir (25). Cocuklarda 24 saatlik

ve spot idrarda normal ekskresyon oranlari Tablo-1‘de verilmigtir

Tablo-1: Cocuklarda 24 saatlik ve spot idrarda normal ekskresyon oranlari
(24,25,26,33).

24 saatlik idrar Spot idrar
Kalsiyum <4 mg/kg/gin Kalsiyum/kreatinin (25)
Okzalat <40mg/1.73m?/giin 0-6 ay <0.8 mg/mg
) 7-12 ay <0.6 mg/mg
Urik asid <10.7 mg/kg/gln veya 1-18 yas <0.2 mg/mg

< 815 mg/1.73m?/giin Okzalat/kreatinin
Sitrat >400 mg/g kreatinin veya <6ay <0.3 mg/mg

, 6 ay-4 yas <0.15 mg/mg

>320 mg/1.73m*/gun >4 yas <0.1 mg/mg
Sistin <75 mg/1.73m?/giin Urik asid <0.53 mg/dl GFR
Magnezyum (25) <88 mg/1.73m?/giin Sitrat/kreatinin >0.51 g/g

Sistin/kreatinin (33) <0.075 mg/mg

idrar miktari >20 ml/kg/giin

Magnezyum/kreatinin (26) >0.12 mg/mg




2.1.1.TAS TiPLERI

Tas tiplerine baktigimizda kalsiyum okzalat taglari Ust Uriner sistem
taslarindan en sik gérulenidir (20). Bak ve ark. tarafindan yapilan bir g¢alismada
kalsiyum okzalat tas sikhdi %74 olarak bildirilirken, kalsiyum fosfat %12, struvit %38,
sistin %3, Urik asid %1.5, ksantin %1.5 oraninda saptanmistir (29). Yine Tabel ve
Alpay yaptiklari c¢aligsmalarda kalsiyum okzalat taslarini daha ylksek oranda

saptamiglardir (25,30).

2.1.1.1.KALSiYUM TASLARI

Cocuklarda uriner sistem taslarinin buylk bir kismini kalsiyum okzalat ve
kalsiyum fosfat taglari olusturmaktadir ve sikligi %75’den fazla olarak bildiriimektedir.
idrarin kalsiyum okzalat ile siipersatiire olmasi kalsiyum, okzalat ve iirik asidin artmis
ariner atihmi veya hipositratiri ve hipomagnezuiri sonucunda meydana gelmektedir
(5,12,34).

2.1.1.1.1.Hiperkalsiuri

Hiperkalsiuri ¢ocuklarda udrolitiazisin en yaygin nedenidir; ve butun pediatrik
tas hastaliklarinin %34 ve daha fazlasini kapsamaktadir (5). Hiperkalsitri Gzerinde
etkili diger risk faktorleri olarak Uriner volum ve sitrat konsantrasyonu sayilabilir.
Optimal degerlendirme igin bu risk faktorlerin etkilerini yansitan Uriner kalsiyum
okzalat ve fosfat dlgulmelidir (12,25,34).

Hiperkalsiuri; U¢ sistemden birinde ya da daha fazlasindaki bozukluk sonucu
gelismektedir. Gastrointestinal kalsiyum absorbsiyonunun artmasi, kemik formasyonu
ve rezorpsiyonunda bozukluk ya da renal kayip hiperkalsitriye neden olabilmektedir.
Bu sistemlerdeki sekonder degisiklikler sonucu hiperkalsiuri olugabilmektedir (34).

Hiperkalsiurik kalsiyum taglari, normokalsemik ve hiperkalsemik olarak
ayrilmaktadir. Normokalsemik hiperkalsiiride en sik olarak go6zlenen idiopatik
hiperkalsitiridir; absorptif ve renal hiperkalsiiiri olarak gruplanmaktadir (12). idiopatik
hiperkalsiUri tipinin belirlenmesinde oral kalsiyum ylUkleme testi uygulanmaktadir (35).
Diger normokalsemik nedenler arasinda distal renal tubuler asidoz, Bartter

sendromu, Dent hastaligi sayilmaktadir. Hiperkalsemik hiperkalsitiri nedenleri
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arasinda ise rezorptif hiperkalsitri, D vitamini intoksikasyonu, maligniteler,
hiperalimentasyon yer almaktadir (12).

Hiperkalsemik hiperkalsitride iki dnemli grup bulunmaktadir. Bunlar kalsiyum
rezorpsiyonuna neden olan rezorptif hiperkalsilri ve kalsiyumun intestinal sistemden
asiri emilimi sonucu olusan hiperkalsitridir. Rezorptif hiperkalsitrinin en sik nedeni

primer hiperparatiroididir (12).

2.1.1.1.2.Hiperokzaliiri

Okzalat karacigerde Uretilen bir Grindur; bobrekler tarafindan primer olarak
atihmi saglanmaktadir. Ayni zamanda diyetten absorbe edilmektedir ve renal atilimi
kombine olarak endojen ile ekzojen okzalat yuklerini yansitmaktadir (5). Hiperokzaluri
primer ve sekonder olarak gorulebilmektedir (36). Primer hiperokzaluri, otozomal
resesif gecisli bir hastaliktir ve iki ayri enzim defekti ile iliskili olarak tip1 ve 2 olarak
ayrilmaktadir (5,36). Primer hiperokzallri nefrolitiazisten dramatik sistemik okzalozise
kadar degisen genis bir spektruma yol agabilmektedir (34). Hiperokzaluri ayrica ince
barsak rezeksiyonu veya inflamatuar barsak hastaliyi gibi barsak hastaligina
sekonder olarak artan intestinal absorbsiyona veya yuksek okzalat igerikli yiyecekler
ya da askorbik asit (C vitamini) gibi okzalat prekursorlerinin asiri tuketimine bagl
olarak da gorulebilmektedir (12,34).

2.1.1.1.3.Hiperurikozuri

HiperUrikozuri kalsiyum tasina sahip hastalarin %10’'unda tek basina saptanan
anormallik olarak gorulmektedir. Hiperurikozuri kalsiyum tasi olusumunda birgok
etkiye sahiptir. Primer mekanizma, Urik asid veya sodyum uratin kalsiyum okzalat
¢ozunarligunu azaltarak c¢okelmesini artirmasidir.  Hiperurikozurik  ¢ocuklarin

%75’inde ailede Urolitiazis dykusu mevcuttur (12,34,37).

2.1.1.1.4.Hipositratiiri

Kalsiyum tagi olan olgularda dusuk uriner sitrat atilimi yaygin bir bulgudur

(38). Sitrat kalsiyuma baglanarak, kalsiyum okzalat ve kalsiyum fosfat kristallerinin
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yapismasini ve buyumesini dnleyen 6nemli bir tas inhibitoradur (39). Sitrat atilimi
proksimal tubulde sitrat emilimi ve metabolizmasi sonucu ayarlanmaktadir. Her iki
durum da sistemik metabolik asidoz, potasyum alimi veya ketojenik diyet gibi
durumlarin neden oldugu proksimal tubulde olusan hiicre ici asidoz tarafindan
uyariimaktadir (34). Metabolik asidoz sitratin renal tlbuler geri emilimini arttirip,
sentezini azaltarak hipositratiuriye neden olmaktadir (12). Bakterilerin sitrati
metabolize etmesi nedeniyle enfeksiydz nedenler; cevresel faktdrlerden yuksek
protein alimi ve asiri tuz tuketimi hipositratiriye neden olabilmesi nedeniyle g6z

onunde bulundurulmalidir (34, 39).

2.1.1.1.5.Hipomagneziiri

Diyetle alinan magnezyumun yetersizligine bagli olarak ortaya c¢ikan
hipomagnezuri kalsiyum-okzalat kristalizasyonu icin énemli bir risk faktérudur (12).
Magnezyum barsaklarda okzalata baglanmakta ve emilimi azalmaktadir (40). idrarda
ise magnezyum okzalat ile ¢ozunurligu yuksek kompleksler olusturarak kalsiyum-
okzalat kristalizasyonunu suUpersaturasyon, bliyime ve nikleasyon asamalarindaki
inhibitor etkisiyle onlemektedir (12,40,41).

2.1.1.2.URIK ASID TASLARI

Urik asit taglar gocuklardaki tim bdbrek taslarinin %4-8'ini olusturur (5,39).
Urik asit, purin metabolizmasinin son Griintdir ve drik asid tagi olusumunda ana
neden hiperirikoziridir. Urik asid taslari konjenital metabolik bozukluklara veya
lenfoproliferatif hastaliklara bagl olarak artmig trid asit Uretimi sonucu olusmakta, ya
da diyetle asiri purin alimi, trikozurik ilag kullanimi ve buna benzer nedenlerle olusan
hiperurikozlri sonucu meydana gelmektedir (12,39). Urik asid atilimi yas ile degisim
gOstermektedir. En yuksek atihm yenidogan déneminde gorilmekte; yasla azalmakta
ve adolesan dénemde ise erigkin diizeylerde godzlenmektedir (34). Urik asid tas
formasyonundan Ug¢ temel faktdor sorumludur; bunlar asidik idrar pH’si, idrarla atilan

urik asit miktarinda artis ve dusuk idrar volimudur (34,39).



2.1.1.3.SiSTIN TASLARI

Cocuklardaki tum bobrek taslarinin %1-3’UnU sistin taslari olusturur (12).
Sistinuri otozomal resesif gecisli, proksimal tibulde sistin ve dibazik aminoasitlerin
transportunun bozuldugu kalitsal bir hastaliktir. insan sistin transport geninde
(SLC3A1) mutasyon tanimlanmistir. DUsuk pH’da, idrarda sistinin ¢ozunurlik
derecesi asilmasi durumunda tas olusumu gozlenmektedir. Sistinin zayif ¢ézUnurlugu
nedeniyle %60’a varan siklikla rekdrren tas olusumu gozlenmektedir (12,24, 34,42).
Sistinari tip 1, 2 ve 3 olarak alt gruplara ayrilimaktadir ancak bu geleneksel
siniflamadan farkl olarak hastaligin genetik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore yeni bir
siniflama tanimlanmistir. Bu siniflama mutasyonun kromozomal lokalizasyonuna
g6re olmaktadir; tip A kromozom 2, tip B kromozom 19 ve tip AB her iki kromozomda

bulunan mutasyonlari gostermektedir (42).

2.1.1.4.STRUVIT (ENFEKSIYON) TASLARI

Bobrek tasi bulunan gocuklarin yaklagik %2-24’Gnde struvit (enfeksiyon)
taslarn gorulmektedir (5). Struvit taglari Ureaz ile Urenin hidrolizini saglayan ve bu
sayede amonyum ve bikarbonat olusturan organizmalarla olan enfeksiyonlar
nedeniyle meydana gelmektedir (34). Amonyumdan zengin, yluksek pH’daki Uriner
bilesim magnezyum ve fosfatin ¢okelmesini kolaylastirarak tas olusumuna neden
olmaktadir (34,37,43). Enfeksiyon taglari Uriner sistemde staza neden olan anatomik

ve fonksiyonel anormalligi olanlarda daha sik gorulmektedir (5,37).

2.1.1.5.KSANTIN TASLARI

Ksantinlri nadir goértlen, otozomal resesif kalitilan bir hastaliktir. Purin
metabolizmasinin son basamagindaki ksantini Urik aside donustiuren ksantin-oksidaz
enziminin eksikligi sonucu hipoksantin ve ksantinin idrarla atilimi artmaktadir.

Ksantinurik hastalarin yaklasik %40 inda urolitiazis meydana gelmektedir (12).



2.1.1.6.0ROTIiK ASID TASLARI

Herediter orotik asiduri pirimidin metabolizmasinin nadir rastlanan genetik bir
bozuklugudur. Orotik asidin Uridin-5-fosfat'a dontisimuinde gorevli oratat-fosforibozil-
transferaz (OPRT) ve orotidin-5-fosfat-dekarboksilaz (ODC) enzimlerinin eksikligi

sonucu idrarla atilimi artan orotik asit kristalleserek orotik asid taslarini olusturur (12).

2.1.1.7.INDINAVIR TASLARI

indinavir siilfat HIV enfeksiyonu tedavisinde kullanilan bir proteaz
inhibitéridtr. Bu ilaci kullanan hastalarin  %4’Gnde semptomatik Urolitiazis

gelismektedir (44).

2.1.2.TAS OLUSUM MEKANIZMALARI

Bobrek taglarinin olusumu bobreklerde kristal formasyonunun bir sonucudur
(3,4). Idrarda kristal formasyonu bircok fizikokimyasal ya da anatomik faktdrlerce
inhibe edilen ya da uyarilan kompleks bir surectir. Belirli risk faktorlerinin idrarla
atihmi, driner stpersaturasyon, tubuler akim hizi, triner pH ve uriner yolun gelisimsel
anomalileri bu olaya neden olan faktorler arasinda sayilmaktadir (5).

Tas olusum mekanizmasi U¢ ayri hipotez dogrultusunda seyir gostermektedir
(Sekil-1). Kalsiyum okzalat taslarinin buyuk ¢ogunlugu Randall plaklarina yapisma
sonucu olustugu kabul edilmektedir. Bunun diginda serbest partikil modelinde
supersaturasyonun artmasi ile [imende olusmus olan kristal ¢ekirdedi buyimekte ve
tibuler segmentte obstruksiyon olusturmaktadir. Diger bir hipoteze gore ise kristal
hicre etkilesimi ile hasarlanmig epitele kristal ¢cekirdegi yapismakta ve supersature

ultrafiltrat nedeniyle buyumektedir (45).



Sekil-1: Tas olusum mekanizmalarinda Ug hipotez (45)
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2-Renal hasar bblgelerinde
kristal yapismasi ve Kristal
cekirdeginde blytime

3-Uriner kristallerin, renal

papilla  droteliyal  ortistnin

kaybi ile sonuglanan interstisyel

kalsiyum fosfat kristalciklerinin

birikim alanlarina yapismasi

Randall ilk olarak bdbrek papillasinin 6nemini vurgulamig, tas olusumunda
uriner supersaturasyonun ve renal tubuler hasarinin rol oynadigini gosteren bir teori
kurmustur (3). Kristalizasyon icin hareket ettirici gu¢ c¢oOken tuza bagh olarak
stipersatiirasyon gelisimidir. idrar, kalsiyum ve okzalat ile etkilesen ve kristalizasyonu
saglayan cesitli iyonlar ile makromolekdilleri iceren kompleks bir solisyondur (4).
Cesitli Uriner iyonlar ile makromolekiilleri etkileyen herhangi bir hiicresel disfonksiyon
kalsiyum okzalat  supersatirasyonunu ve  bdbreklerde kristalizasyonu
etkileyebilmektedir. Supersatirasyonun gelisiminde etkili olabilecek milyonlarca
ariner kristal atihmi gunluk olarak gerceklesmektedir. Bunun az bir kismi bobrek tasi
olusturmaktadir; bunun nedeni olarak kristal formasyonuna neden olabilecek Ust
sinirlar ve sitrat, magnezyum ve Uriner proteinler gibi dnleyici faktorlerin arasindaki
dengenin varligi, kristallerin bobrekte olusmamasi ya da olusanlarin orada
kalmamasi gosterilmektedir (3,46). Bobreklerden 5-10 dakikalik bir gecis zamani
nikleasyon ve yeterince buyume igin yeterli olmamaktadir. Renal tubullerin gesitli

segmentlerinin ic capit 15 ile 60 um arasinda degismektedir. Kalsiyum-okzalat
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kristalleri 1-2 um/dk hizinda buylimektedir; daha fazla baylime gézlenemedidi igin tas
olusumuna yol agmadan idrarla atihm gerceklesmektedir. Kristaller agrege
olmadiginda bobrekler igcinde kalmamakta ve hastaliga neden olmadan atiimaktadir.
Bu kristallri olarak tanimlanmaktadir. Sonu¢ olarak kristaller stpersaturasyon
gerceklesmeden olusamamaktadir. Fakat supersaturasyon sadece kristalizasyonu
saglayabilmektedir. Bu bulgu bazi olgulardaki yuksek supersaturasyona bagl olarak
sadece kristalUrinin olmasini ve tas olusumunun olmamasini agiklamaktadir (3,4).

Tas olusumundaki kristal formasyonu, kristal-hlicre etkilesimi, hlcresel
disfonksiyon ve hicre hasari igin gereklidir. Bobrek hucrelerindeki yanit aktif
kristalizasyon inhibitérlerinin Gretimini yol agan fizyolojik yanit ya da kristal
agregasyonu ile baglanmasini saglayan defektif inhibitoérleri Greten patolojik yanit
seklinde olabilir. Hucrelerdeki hasar hucrenin kristal gekirdegi ile baglanmasina yol
acmaktadir. lyonik ve makromolekiler kristalizasyon modulatérleri kalsiyum ile
okzalatl baglayarak supersaturasyonu etkileyebilmektedir. Tas olusumunda en kritik
durum interstisyel kristal depozitlerinin inflamatuar hicreler ve metalloproteinazlarin
uretimi ile dizenlenen papiller ylzeye migrasyonudur. Papillar yizeyde olusan kristal
depolarizasyonu plak olusumu ile sonuglanmaktadir. Kristalizasyona kargi olusan
inflamatuar yanit nidus formasyonu icin gereklidir (3,4,46) (Sekil-3).

Idiopatik kalsiyum okzalat taslarinin gelisiminin sematik sunumu sekil-2'de
verilmistir.
Sekil-2: idiopatik kalsiyum okzalat taslarinin gelisiminin sematik sunumu (45)

1-Henlenin ince tipleri bazal membranda
apatit birikimi meydana gelir

2-Bu apatit birikimi interstisyel alana
yayilir, matrikse gémdillir, Randall plagi
adi verilen adaciklar olusturur.

3-Bu plaklar Ureteliyal &rtiinin  kaybi
nedeniyle idrara maruz kalirlar.

4-idrarda bulunan iyonlar ve proteinler
maruz kalinan plagi érter.

5-Plagin dstinde amorf apatit tabakasi
olusur ve bu yeni mineral tabaka idrar
matriks molekdilleriyle oOrtliliir.

6-Amorf apatit biyolojik apatit ve matriks
ile ortdllir.

7-Apatit ve CaOx tabakasi olusur, tasin
dis tabakasinda sadece CaOx bulunur.
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Sekil-3: Tas olusum mekanizmasi (3)

Uriner suipersaturasyon
{L A
A 4

Kristal formasyonu ve blyime,
agregasyon yok

Kristal formasyonu ve buyime

A A
A 4
Kristal/hlicre etkilesimi, hiicresel P kristalizasyon
disfonksiyon ve hasar - inhibitorleri/modulatorier

A

\ 4

Kristal agregasyonu, bobrek
dokusuna yapisma ve birikim

Bobrekte kristal
birikimi yok

\ 4

intestisyel kristalleri cevrelemek
Uzere makrofaj hareketi

\ 4 h 4

Makrofajlarin oksidatif pargalanmasi, Kiguk parcal
inflamasyon, metalloproteinaz Gretimi kristalUri

\ 4

Kristallerin papiller ylizeye
hareketi, nidus olusumu

~.

Tas olusumu var Tas olusumu yok

Idrar pH’si kritik risk faktérlerinden biri olarak gdsteriimektedir. Tas olusumunu
saglayan bazi maddelerin ¢ozunurlugunu degistirmektedir. Asidik idrar Urik asit ve
sistinin ¢ozunurligunu azaltmaktadir, alkali idrar ise struvit ile kalsiyum taglarinin
olusumundan sorumludur (5).

Tas olusumunda bir diger kolaylastirici faktdér de dusik idrar volumuddar.
Yetersiz sivi alimi ve buna bagli dehidratasyon bunun asikar nedenlerinden biri
olarak gosterilirken, tekrarlayan ataklar tas olusumu icin risk olusturmaktadir (47).

idrarda hiperkalsiiiri, hiperokzaliiri, hiperiirikoziiri gibi belli risk faktdrlerinden
bagska organik ve inorganik inhibitorlerde bulunmaktadir. Bunlar arasinda

magnezyum, sitrat, pirofosfat, glikozaminoglikanlar, Tamm-Horsfall proteini, (32
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mikroglobulin ve osteopontin (OPN) ve nefrokalsin sayiimaktadir (5). Uriner sitrat ve
magnezyum atiliminin azalmasi Urolitiazis olusumuna neden olabilmektedir (12).
Urolitiazis poligenik bir durumdur ve neden olabilecek genetik varyasyonlar
arastinimaktadir (2). Cézulebilir adenilat siklaz (sAC), vitamin D reseptér (VDR),
kalsiyum baglanma reseptort (CaSR), sodyum fosfat kotransporter-2 (NPT-2), klorid
kanal-5 (CLC-5), gecici reseptor potansiyel katyon kanali V (TRPV 5) ve Claudin-16
genleri hiperkalsiuri ve idipatik nefrolitiazis ile iligkilidir (4). Vitamin D metabolizmasini
etkileyen vitamin D reseptdrinde (VDR) Taq | polimorfizmi 6zellikle pediatrik
urolitiaziste gorllebilmektedir. Bunun yaninda interlokin  1'in - (IL-1) kemik
metabolizmasi ve hiperkalsiuri Uzerindeki etkilerinin olmasi varyasyonel IL-1 reseptor
antagonistlerinin de ¢ocuklarda nefrolitiazis ile iliskili oldugunu diusindirmektedir (2).
Kalsiyum duyarl reseptorler, nefrokalsin, osteopontin, Gromodulin (Tamm-Horsfall
protein), protrombin fragman 1, glukozaminoglikanlar, a1 mikroglobulin, CD44,
Calgranulin, osteonektin, fibronektin, matriks G1a protein ve bikunin gibi protein
yapilardaki genetik degisiklikler Urolitiazis icin risk olusturmaktadir (4,48). Okzalat
metabolizmasinda gorevli homolog alanin-gliokzalat amino transferaz (Agxt), Band3
anyon transport protein (Slc4a1) ve solut baglantili tasiyict 26 ailesi (SIc26)
mutasyonlari hiperokzallri ve okzalat tagl olusumu igin risk olugturmaktadir. Sodyum-

sitrat kotransporter-1 (NaDc-1) gen polimorfizmi ise hipositraturi nedenidir. (4).

2.2.0STEOPONTIN

Osteopontin (OPN) basta kemik olmak Gzere makrofaj, endotelial hicreler, diz
kas hucreleri ve epitelial hicreler gibi ¢esitli hiicre tiplerinde Uretilen ¢ok fonksiyonlu
bir proteindir (49,50). 1986'da Oldberg ve ark. tarafindan adlandiriimistir. Kemik
matriks, bobrek, gastrointestinal sistem epitel hicreleri, safra kesesi, pankreas,
urogenital sistem, akciger, meme, tukurUk bezleri, ter bezleri, i¢ kulak, beyin,
plasenta, arterler, sit ve idrar gibi viicut sivilarinda bulunmaktadir (50). iImmunite ve
inflamasyonda gorevli bir sitokindir. Sitokin Eta-1 (early T-lenfosit activation 1) olarak
da adlandiriimaktadir. Anne sutunde lactopontin, idrarda ise Uropontin adi ile
aniimaktadir (51,52). OPN, SPP-1 geni tarafindan kodlanmaktadir. OPN geni
insanlarda 4921-25 kromozomunda, farelerde ise Ric geni olarak 5. kromozomda
bulunmaktadir (52,53,54). OPN negatif yukll, asidik hidrofilik, 44 kDa buyukliginde
bir proteindir. 7 ekzon icermektedir. Yapisinda 48 aspartik asid, 27 glutamik asid, 42
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serin ve 14 treonin tagidigi bildirilmektedir (55). Yaklagik olarak 298-317 aminoasid
rezidlsu icermektedir (50,53,55). OPN yapisi sekil-4‘de goériimektedir (54). Molekdil
posttranslasyonel modifikasyona ugramakta fosforile ve glikozile olmaktadir. Arjinin-
glisin-aspartik asid hiucre baglanma sirasi, kalsiyum baglanma yeri ve iki heparin
baglanma alani bulunmaktadir. Hucreler OPN’i vitronektin reseptor iceren coklu
integrin reseptorleriyle baglamaktadir. OPN trombine baglanarak fonksiyonel
kemotaktik pargalar gibi yeni baglanma alanlari olusturmaktadir (49,55,56,57). OPN
etkisini integrin ve CD44 aileleri iceren reseptorler araciliiyla gerceklestirmektedir
(49,50). CD44, OPN’in kemotaktik fonksiyonlarindan sorumlu reseptordur (58).

Sekil-4: Osteopontinin yapisi (54)
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*Ok igareti ile gosterilen alanlar; Thrombim: Trombin baglanma goélgesini, RGD: arjinin-glisin-
aspartik asid baglanma bolgesini gostermektedir.

OPN fare bobreginde henle tibunin kalin ¢ikan kolu ve distal kivrimli tlbulde,
rat bobreginde henle tubunin inen ince kolunda, insanda ise primer olarak distal
nefronda, yogun olarak henle tiibliniin kalin gikan kolunda salinmaktadir (50) Insan,
fare ve rat bobreginde OPN salinim alanlari Sekil-5'de gosterilmisgtir.  OPN
transkripsiyon ve ekspresyonu proinflamatuar sitokinler, hasarlanma ve inflamasyon,
fibrozis, mineralizasyon ve kemik, bobrek, kalp, damarlar gibi birgok doku ve hicrenin
iyilesme faaliyetleri tarafindan dlzenlenmekte; blyime faktorleri, sitokinler,
parathormon, vitamin D3, kalsiyum, fosfat ve ilaclar gibi bircok faktor tarafindan
uyariimaktadir (49,50). OPN ekspresyonunu uyaran sitokinler arasinda anjiotensin I,
TNFa, trombosit derive buyume faktoru (PDGF), epiteliyal buyume faktora (EGF),
transforming buyume faktéri B (TGFB), interlékin 1 (IL-1), interlokin 2 (IL-2),
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endotelin-1 ve insulin benzeri buyume faktord 1 (IGF1) gibi mediyatorler
bulunmaktadir (50,59). Disi seks hormonlari (6strojen, dstradiol ve progesteron),
alendronat, enalapril, ramipril, verapamil, valsartan, dusuk tuz orani gibi faktorler de
OPN salinimini inhibe etmektedir (50).

Sekil-5: Fare, rat ve insan bobreginde OPN salinimi (50)
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*Siyah ile igaret bolgeler OPN saliniminin yapildigi alanlar gostermektedir.

insanlarda renal karsinomlar, esansiyel hipertansiyon, progresif idiopatik
membrandz nefropati, kresentik glomerulonefrit, immunglobulin A nefropatisi, diffiz
proliferatif lupus nefriti, minimal lezyon nefrotik sendromu ve renal allograftlarda OPN
ekspresyonu bildirilmistir (50). Farelerde yaratilan deneysel nefrit ve akut iskemik
renal hasar, interstisyel inflamasyon ve fibrozis, hidronefroz, hipertansiyon ve akut
tubuler nekroz tablolarinda OPN mRNA ve OPN duzeyinin yukseldigi gozlenmistir
(50). Ateroskleroz, valvular stenoz, hipertrofik myokard infarktist ve kalp yetmezligi
gibi kardiyovaskuler hastaliklarla iliskisi gosterilmistir (51). OPN immun regulasyonda
gorevlidir. Multipl skleroz (MS), romatoid artrit ve sistemik lupus eritematozus (SLE)

gibi otoimmun hastaliklarda OPN ekspresyonunun arttigi tespit edilmistir. Psoriazis
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patogenezinde rol almaktadir. Literatlirde hipertansiyon ve diyabet ile iligkili oldugunu
belirten yayinlar mevcuttur (52,58).

OPN glomeruler hastaliklarda rol oynamaktadir. Doku hasarinda bdlgeye
makrofaj gocunde ve glomerulonefrite eslik eden tubulointerstisyel hasar
patogenezinde rol almaktadir. OPN’in deneysel bdbrek hastalilarindaki roll
arastinimaktadir. Anjiotensin ile olusturulan tubulointerstisyel nefrit, Unilateral Gretral
obstriksiyon, anti-Thy 1 glomerulonefriti (mezenjial proliferatif nefrit), puromisin
nikleozid nefroz (fokal segmental skleroz), asiri protein ytkine badli proteiniri,
Heyman nefriti (membrandéz nefropati) ve siklosporin nefropatisinde OPN
ekspresyonu gosterilmistir (59,60). Literatlrde kresentik glomerulonefritlerde kresent

cevresinde yerlesimli OPN aktivasyonunu bildiren yayinlar mevcuttur (61).

2.2.1.0steopontinin Fonksiyonlari

OPN fizyolojik ve patolojik mineralizasyonun duzenlenmesinde gorev
almaktadir. Kemik dokuda hem osteoblast hem de osteoklastlar tarafindan
salgilanmaktadir. Normal kemik olusumunda osteoklast kaynakli OPN hidroksiapatit
olusumunu inhibe etmektedir. OPN -/- farelerde normal kemik yapisinin gézlenmesi
OPN’in kemik rezorbsiyonundaki gorevini isaret etmektedir. Bu fareler overektomi
sonrasi kemik kaybina kargi korunmaktadir. Parathormona bagll olan kemik
rezorpsiyonu OPN bagimli olarak gerceklesmektedir (49,62).

OPN ektopik kalsifikasyonu inhibe etmektedir. Dejeneratif ve distrofik
kalsifikasyon alanlarinda, aortik, koroner ve karotik aterosklerotik plaklarda artmig
OPN ekspresyonu gdzlenmistir. In vitro modellerde diiz kas hiicre kalsifikasyonunda
OPN’in engelleyici etkileri gosterilmektedir. OPN bu kalsifikasyonlarda koruyucu ve
sinirlayici gorev ustlenmektedir (49,53,62,63).

OPN kalsiyum tas matriksinde yer alan en 6nemli komponentlerden biridir ve
Ozellikle distal tubulde tas hastalari ve deneysel modellerde saliniminin uyarildigi
gosterilmektedir (50). OPN, o6zellikle kalsiyum okzalat olmak Uzere bobrek tasi
olusumuna kargi Uriner sistemin korunmasinda gorevlidir. Suyun dogal bilesiminden
dolayr normal idrar da kristaller icermekte ve suUpersature olmaktadir. Fizyolojik
mekanizmalar kalsiyum tuzlarinin kristalizasyonunu inhibe etmektedir. OPN kalsiyum

okzalat kristallerinin nukleasyon, buyume ve agregasyonunu inhibe ettigi gibi direkt
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olarak kalsiyum okzalat kristallerinin bobrek epitel hicrelerine baglanmasini da inhibe
etmektedir. OPN kalsiyum okzalat kristalizasyonunu kalsiyum okzalat monohidrat fazi
yerine renal tubuler epitelyum hicrelerine tutunmasi daha az olan kalsiyum okzalat
dihidrat fazina cevirmektedir (49). Osteopontinin tas olusum mekanizmasindaki
etkileri Sekil-7 ‘de gorulmektedir.

OPN akut ve kronik inflamasyonda rol oynamaktadir. Epitel, diz kas hucreleri
makrofaj ve T hucreleri tarafindan eksprese edilmektedir. Makrofaj ve T hucrelerin
inflame alanlarda toplanmasinda, T hlcre proliferasyonunda gorevlidir (49).
Glomerulonefritli farelere anti-OPN antikorlarinin verilmesi ile T hicre aktivitesi ve
gecikmig asiri duyarhlik yanitinin inhibe oldugu gozlenmistir. Hayvan modellerinde
glomertulonefrit, hipertansif glomeruloskleroz ve siklosporin nefropatisi, insanda
kresentik glomerulonefrit gibi akut ve kronik renal hasar durumlarinda OPN
ekspresyonunun makrofaj infiltrasyonu ile korele oldugu gosterilmigtir. Renal
hastaliklarda OPN’in dnemli bir roli de akut glomerulonefritli fare modellerinde anti-
OPN antikorlarini bloke etmesidir. Glomerller ve tibuler makrofaj infiltrasyonu ve
akumdulasyonu azalmaktadir (49). OPN hasarlanmis karacigerde kuppfer hicreleri ve
stellat hicreleri tarafindan salinmakta ve nekrotik alanlara makrofaj migrasyonunu
saglamaktadir. Mochida ve ark. tarafindan 443. pozisyonda tek gen polimorfizmi
kronik hepatit C hastalarinda hepatit aktivitesi ile iligkili bulunmustur (64).

OPN’in tuberkuloz, sarkoidoz ve silikoz gibi grantlomatéz lezyonlarda
eksprese oldugu bildiriimektedir. Bu hastaliklarda grantlom formasyonu ile iligkilidir.
Mikobakteriyal enfeksiyonlara kargi direng gelisimine katkida bulunmaktadir. T hucrel
immun cevaba katkida bulunmakta, Th1 sitokin ekspresyonunu uyarirken, Th2 sitokin
ekspresyonunu inhibe etmektedir. OPN -/- farelerde Herpes simplex virusu ve Listeria
monositogenes gibi enfeksiyonlara kargi defektif Th1 cevabi mevcuttur. Bu defektif
cevap interldékin-12 ve interferon-g’nin makrofajda Uretiminin azalmasi ve interlokin-
10 (IL-10) Gretiminin artmasi ile iliskilidir (49,52).

Artmis OPN duzeyi, OPN’in B hucrelerinde poliklonal aktivasyona ve
dolayisiyla immunglobulin Gretimine neden olarak otoimmunite patogenezinde rol
almasi ile otoimmun hastalik modellerinde beklenen bir durumdur (49). Forton ve ark.
tarafindan OPN’in SLE'de bobrek hastaliyi patogenezinde rol aldigi ve
hipergamaglobulinemiden sorumlu oldugu bildirilmistir (58). Niino ve ark. ise

yaptiklari c¢alismada OPN’in otoimmun bir hastalilk olan Multipl Skleroz (MS)
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patogenezinde 6nemli rol oynadigini bildirmistir. 6. exonda 8090. pozisyondaki C/C
polimorfizmi MS ile iligkili olarak bulunmustur (65).

OPN, hucreleri apoptozise karsi korumaktadir. Nitrik oksid (NO), doku hasari
ile iligkili bir mediatérdir. OPN, iINOS ekspresyonunu makrofaj ve renal tlbuler epitel
hicrelerde inhibe etmekte ve ¢cevre dokularda faydali etkiler yaratmaktadir.(49,50,62)

OPN, doku onarimi ve hiicresel yenilenme igin 6nemlidir (49). Iskemik
dokularda OPN ekspresyonunun arttigi gosterilmektedir. Meller ve Doyle tarafindan
ekzojen OPN verilmesinin beyin dokusunu iskemik hasara karsi korudugu
gosterilmigtir  (66). OPN’in  ayrica mikroglia ve makrofajlari aktive ederek
noroblastlarin lateral migrasyonunda rol oynadigi bildiriimektedir (66). Artmis OPN’in
iskemik beyinde postiskemik gliozis gelisiminde rol oynadig! bildiriimekte ve bunun
sonucu olarak da endojen OPN’in serebral iskemi sonrasi doku remodelinginin
saglanmasiyla iligkili oldugu dusunulmektedir (66). OPN, vaskuler diz kas hucreleri
ve glomerller mezenjial hicrelerde hipoksinin sebep oldugu proliferasyon ile
iligkilidir (49). Farelerde iskemi ile olusturulan akut bobrek yetmezliginde goérevli bir
mediator olan endotelin-1 etkisi ile OPN mRNA duzeylerinin ylkseldigi gozlenmistir
(67). insan tibuler epitel hiicrelerinin OPN ekspresyon kapasitesi bobregdin yasi ile
azalmaktadir. Bu yaslanmis bdbregin iskemi-reperfizyon hasarina artmis hassasiyeti
ile aciklanmistir (49,54).

OPN, doku skarlanmasi ve fibrozis ile iligkilidir. OPN ve doku fibrozisi iligkisi
eslik eden makrofaj infiltrasyonu ve TGFB dretiminden kaynaklanmaktadir (49).
Deneysel hidronefroz olusturulan farelerde renal kortikal OPN ekspresyonunda artis
gozlenmigtir (68). Giachelli ve ark. tarafindan anjiotensin inflUzyonu sonrasinda
bdbrek distal kortikal tubdlleri ve Bowman kapsulinde artmis fokal OPN mRNA ve
protein ekspresyonu saptanmistir (68). Tubulointerstisyel hasarda hasar derecesi ile
orantili olarak monosit ve makrofaj infiltrasyonu ve OPN ekspresyonu bildiriimektedir.
Dolayisi ile OPN tubuler hasarda bir gosterge; monosit ve makrofaj toplanmasinda
kemotaktik ve adeziv faktor olarak rol almaktadir (69).

OPN tumor hucre biyolojisi igin 6nemlidir. OPN malign transformasyona
ugrayan epitelial ve fibroblastik hucrelerden izole edilmigtir. (49,50) Tumor genetigi,
timor invazyonu ve metastaz acisindan prognostik faktér olarak kabul edilmektedir.
Tumor belirteci olarak kabul gérmektedir. OPN yapisinda bulunan CD44 reseptort ile
ekstraselliler matrikste hyaluronata baglanarak migrasyonun uyarilmasi ile tUmor

hicrelerinde metastatik potansiyeli artirmaktadir. Bu genin ekspresyonu meme,
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akciger, prostat, kolon, over, servikal ve mide kanserlerinde artis gOsterir
(70,71,72,73). OPN’in vaskuler diz kas, malign astrositom, myelom ve melanom
hicrelerinde migrasyonu uyardigl bildirilirken (66), Mandelin ve ark. tarafindan
artmis OPN dlzeyinin meme, prostat, karaciger, bas ve boyun tiumdrlerinde artmis
metastaz ve koétl prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir (74).

OPN’nin temel fonksiyonlari sekil-6’da gdsterilmistir.

Sekil-6: OPN’in fonksiyonlari (49)

Biyomineralizasyon:
-Normal kemik

rezorbsiyonunun .y .
diizenlenmesi Lokosit fonksiyonu:

-Uriner kristalizasyon -Makrofaj sitokin Gretimi
-T hicre aktivasyonu
-Th1 cevabinin uyariimasi

ve kardiyovaskuler
kalsifikasyonun
inhibe edilmesi

iNOS regulasyonu: B OPN Lékosit gbg:
-Epitelyal hiicre E -Makrofaj

-Makrofajlar \ -T hiicre

Hiicre yasami:
-Epitelyal hucreler
-Endotelyal hiicreler
-Diz kas hicreleri

\ 4

Kanser biyolojisi:
-TUmér invazyonu
-Metastatik yayilim

Yara onarimi:
-Hucre proliferasyonu
-Fibrozis

2.2.2.Deneysel Renal Hasar Modellerinde Osteopontin

Kalsiyum okzalat taglarinin protein yapisi analiz edildiginde Kohri ve
arkadaslari tarafindan tas yapisinda OPN varli§i gosterilmigtir (75). Glioksilik asid
uygulanarak tas olusumu uyarilan ratlarda (76), anjiotensin Il ile olusturulan
tubulointerstisyel nefritte (77), puromisin nefriti (59), aminontkleozid nefrozu (minimal
lezyon hastaligi/fokal segmental glomertloskleroz), anti-Thy-1 nefriti (mezenjial

proliferatif nefrit) (69) ve Heymann nefriti (membrandéz nefropati) (69) gibi
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glomerulonefrit modellerinde, akut iskemik renal hasar modelinde ve 0&zellikle
rejenerasyon déneminde (67,78), hayvan kaynakli albumin ile olusturulan interstisyel
inflamasyon ve fibrozis modelinde (50), deneysel hidronefroz durumunda (68), kronik
siklosporin nefropatisinde (79), diyet ile hiperkolesterolemi yaratilarak olusturulan
interstisyel inflamasyon ve fibrozis modelinde (50), anti-glomeriler bazal membran
glomerulonefriti ve buna bagli kresent olusumunda (80), deneysel nefrektomi sonrasi
kalinti bobrek dokusunda (50,81), streptozosin uyarisi ile olugturulan diyabet ve buna
bagli diyabetik nefropatide (82), otoimmun lupus nefritinde (50), fenilefrin inflizyonu
ile olusturulan hipertansiyon modelinde (83) ve gentamisin ile uyarilan akut tubuler
nekroz modelinde (50) artmis OPN salinimi mRNA ve/veya protein dlzeyinde tespit
edilmistir. Cogu modelde OPN saliniminin renal hasara bagh olarak dokuda makrofaj

infiltrasyonu ile korele oldugu gosterilmigtir (50).

2.2.3.insan Bobrek Hastaliklarinda Osteopontin

Cesitli deneysel kanser modellerinde dokudan OPN salinmaktadir. Insan
bobrek karsinomlarinda da tumor hucre ve makrofajlarin OPN salinimi yaptigi
gosterilmigtir (50). Makrofajlarda OPN mRNA varligi tumor kenarinda ve tumor
nekroz alanlarinda oldugundan bahsedilmektedir. Makrofajlarin OPN’'in GRGDS
hidcre baglanma noktasiyla tumor hicresine baglanarak salinim yaptigi gosterilmigstir
(50). Esansiyel hipertansiyona bagh arterioskleroz gelisen hastalarin renal
biyopsilerinde fibroblastlarca salinan a diz kas aktin ve artmis tip 4 kollajen birikimi
ile iligkili olarak OPN mRNA ve protein artmis oldugu gosterilmistir (50,84). Progresif
idiopatik membranéz nefropatili insanlarda tlbuler epitelyal hicrelerde T hicre
uyarici kemokin ve OPN salinimi gozlenmistir (60). Kresentik glomerulonefritte,
makrofaj, pariyetal epitel hicreleri, CD3 pozitif T hiicreler ve a diz kas aktin pozitif
myofibroblastlarin OPN protein ve mRNA salinimi yaptigi gosterilmistir (61). IgA
nefropatili ve diffuz proliferatif lupus nefritli hastalarda interstisyel mononukleer hicre,
Ozellikle CD68(+) monosit infiltrasyonu ile paralel olarak OPN salinimi bildirilmigtir.
Bununla birlikte myeloperoksidaz-antindtrofil sitoplazmik otoantikor iligkili mikroskobik
polianjitiste tlbuler epitel hiicrelerde ciddi monosit infiltrasyonuna ragmen OPN artigi
g6zlenmemis ve bu durum hastalarda bdbrek hastaliklarinda OPN saliniminin
interstisyel monosit infiltrasyonu ve tubulointerstisyel degisiklikler ile iliskili oldugunu
disundurmastir (50,85).
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Sekil-7: Osteopontinin tas olusum mekanizmasindaki etkileri (49)

Kalsiyum & Okzalat

v
CaOx Kristalizasyonu

PN
~,

KOM kristali KOD kristali

Kristal buyimesi ve kristal
agregasyonuna bagl kristal
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kristal adezyonu (KOM>KOD) ve
bdbrekte birikim

*KOM: kalsiyum okzalat monohidrat; KOD: kalsiyum okzalat dihidrat; (-): inhibe edici etki; (+):
uyarici etki

2.2.4.0steopontin Nefrolitiazis iliskisi

Tas olusumu bazi maddeler tarafindan kristal-kristal ve kristal-hlcre etkilesimi
inhibe edilerek onlenmektedir (6). Normal idrar fizyolojik inhibitor mekanizmalarin
olmamasi halinde slUpersature olarak kristallesme egilimindedir (49). Magnezyum,
pirofosfat ve sitrat gibi kiglik molekiller inhibitdr olarak gosteriimesine ragmen
kalsiyum okzalat kristalizasyonunun inhibisyonunda en buyuk destek idrar protein
icerigi tarafindan saglanmaktadir. idrar proteinlerinden nefrokalsin, kristal matriks
protein, bikunin, Tamm-Horsfall protein ve OPN’nin inhibitdr etkileri gosterilmigtir
(6,49,62). Proteinler kalsiyum okzalat kristalizasyonunda farkli agamalarda etkilidir.
Tamm-Horsfall proteini sadece agregasyonu inhibe ederken, nefrokalsin ve OPN
agregasyon, buyime ve nlkleasyon fazlarini inhibe etmektedir. Tamm-Horsfall
proteininin agregasyon inhibisyonu, yuksek protein konsantrasyonu, dusuk pH ve

yuksek sodyumun yol actigi proteinin kendi kendine agregasyonuna bagh olarak
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azalabilmektedir (10). Uriner sistem taslari analiz edildiginde agirliklarinin %1-5’inin
protein yapilardan olustugu gozlenmekte ve c¢esitli yayinlarda proteinlerin tas
olusumundaki 6nemi vurgulanmaktadir. Ozellikle OPN ve kalprotektinin kalsiyum
okzalat ve kalsiyum fosfat taslarinda tas matriksinde yer aldi§i gézlenmistir (6,56,57).
Bunun yaninda kalsiyum okzalat taslarinin albumin, globulin, Tamm-Horsfall protein,
nefrokalsin, a1-mikroglobulin, hemoglobin, nétrofil elastaz, transferin, inter-a-tripsin
inhibitor (bikunin), kristal matriks protein (Uriner protrombin F1), a1-antitripsin,
litostatin, CD59 protein (protektin), superoksid dismutaz, kalprotektin, [2-
mikroglobulin, a1-asid glikoprotein, apolipoprotein A1, retinol baglayici protein gibi
makromolekdlleri de igerebildigi bildiriimektedir (86).

Urolitiazisli hastalar ve tas olusturulan hayvan modellerinde, bdbrek distal
tibul hicrelerinde siddetli OPN mRNA ekspresyonu bildirilmistir. In vitro olarak ise
OPN’in kalsiyum okzalat kristal formasyonunda nukleasyon ve buyumeyi ayrica
kalsiyum okzalat kristallerinin bobrek epitelyum hicrelerine baglanmasini inhibe ettigi
gOsterilmigtir (6,62,87). OPN kalsiyum okzalat kristalizasyonunu kalsiyum okzalat
monohidrat fazi yerine renal tubuller epitelyum hucrelerine tutunmasi daha az olan
kalsiyum okzalat dihidrat fazina ¢evirmektedir (49,62).

Yapilan c¢aligmalarda etilen glikol ile hiperokzaliri yaratilan farelerde distal
nefronda OPN ekspresyonunun ciddi bigimde artmis oldugu goézlenirken, OPN -/-
farelerde okzalat seviyesinin en ylksek dizeyde oldugu distal nefron ve toplayici
sistemde tas olusumu goézlenmis ancak normal fareler etkilenmemistir (6,62). Jiang
ve ark. tarafindan yapilan c¢alismalarda tas olusturulan fare modellerinde bdbrek
distal ve toplayici tubuler epitel hicrelerinde OPN mRNA ve protein diuzeyinde
normal farelere gdre belirgin artis gdzlenmistir (87). idrar OPN diizeylerine
bakildiginda urolitiazisli hastalarda OPN duzeyinin kontrol grubuna gore daha dusuk
oldugu gosterilmistir. Bu iki mekanizma ile agiklanmistir; kalsiyum okzalat
kristallerinin nukleasyon, buyume ve agregasyon asamalarinda inhibitor etkili olan
OPN’in dusuk diuzeyde olmasinin tas olusumunda artisa neden oldugu veya OPN
sentezinin devam ettigi ancak tas yapisinin iginde yer almasi nedeniyle idrarla atilan
miktarin azaldigi dustunulmuastar. Tas olusturulan hayvan modellerinde OPN’in renal
dokularda artmis ekspresyonunun gosteriimis olmasi ve OPN’in hidroksiapatite
kuvvetli baglandiginin bilinmesi nedeniyle ikinci mekanizma daha c¢ok kabul

gbérmustar (6). Yasui ve ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada deneysel bobrek tasi
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olusturulan farelerde sitratin kalsiyum depozisyonu ve bunun sonucu olarak OPN
ekspresyonunu onledigi gbzlenmistir (88).

OPN saglikli insanlarda, normal olan bdbrekte mevcuttur ancak urolitiazisli
hastalarda miktar ve yapisal degisiklikler olugsmaktadir. Normal ve Urolitiazisli
hastalarda OPN geni yapisindaki farklliklar arastiriimistir. Sinonim olarak tanimlanan
Ala-250 GCC>GCT nukleotid degisimi sonucu proteinde yapisal farkllik
saptanmazken, Ala-250 kalitiminin drolitiazisli hastalarda kolaylastirici kalitimsal
faktorler arasinda tanisal metod olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (7). Gao ve ark.
tarafindan yapilan bir calismada OPN geninde arastirilan polimorfizmlerde tas
olusum icin ylksek ve dusuk risk tasiyan birer haplotip gosterilirken (8), baska bir
calismada ise OPN geninde 9,402 pozisyonunda gortlen polimorfizmin uriner
kalsiyum taglari ile iligkili oldugu bildiriimis ve bu polimorfizm kalsiyum taslarinda

genetik riski gosteren belirteg olarak gosterilmistir (11).
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3.GEREG ve YONTEM

Arastirmaya Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Nefroloji Bilim
Dalinda nefrolitiazis tanisiyla takip edilen, 4-210 ay yas araliyinda, 37’si erkek, 27’si
kiz 65 hasta dahil edildi. Bu hastalarin cinsiyet, tani yasi (ay), takip slresi (ay),
ebeveynler arasinda akrabalik durumu, ailede nefrolitiazis dykusu gibi demografik
Ozellikleri incelendi. Hastalara ait radyolojik bulgular; Uriner sistem ultrasonu ile
gosterilmis tas lokalizasyonu, bilateral ve multipl tas varligi tespit edildi. Uriner
metabolik risk faktorlerini belirlemek amaciyla hastalardan 24 saatlik veya spot idrar
ornekleri alinarak kalsiyum, okzalat, sitrat, Urik asid, sistin, magnezyum ve kreatinin
atihmlar tespit edildi. Tasi, cerrahi tedavi veya tas dusurme yoluyla elde edilen
hastalarin tag ornekleri Turkiye Maden Tetkik ve Arama Genel Maudurligune
gonderilerek analiz sonuglari elde edildi. Hastalarin demografik, radyolojik ve
metabolik sonuglari, tas analizi ve takip suresi igindeki rekurrens durumlari dnceden
hazirlanmis olan hasta takip formlarina kaydedildi. Hastalarin idrar sonuglari Tablo-1
‘de verilen c¢ocuklarda 24 saatlik ve spot idrarda normal ekskresyon oranlari ile
karsilastirilarak uriner metabolik risk faktorleri belirlendi. Hastalardan poliklinik
kontrolleri sirasinda osteopontin gen polimorfizminin arastirimasi amaciyla EDTA’li
tupe (hemogram tupu) 2cc periferik kan 6rnegdi alindi.

Kontrol grubu icin driner sistem ultrasonunda tas veya tasa zemin
hazirlayabilecek Uriner sistem anomalisi saptanmayan, ailesinde urolitiazis oykusu
olmayan, hasta grubu ile benzer yas ve cinsiyette 50 ¢ocuk segildi. Bu gocuklardan
da osteopontin gen polimorfizminin aragtirilmasi amaciyla EDTA’ll tipe (hemogram
tlpu) 2cc periferik kan érnegi alindi.

Genetik analizlerin yapilabilmesi i¢in galisma amag ve yontemi ile ilgili ayrintili
bilgi verilmis ve galismaya katiimayi kabul etmis hasta ve kontrol grubu Uyelerinin
ebeveynlerine hasta onay formu imzalatilarak onay alindi.

Arastirmanin yapilabilmesi icin Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi

Dekanhgi Etik Kurul Baskanhgr’'ndan etik kurul onayi alindi.

3.1.0PN-SPP1 Gen DNA Dizi Analizi Yontemi

OPN-SPP1 geninde (4922.1) mutasyon taramasinin yapilmasi icin saglikli

bireylerden ve hastalardan EDTA’lI tipe (Hemogram tlpu) 2 cc olarak alinan periferik
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kandan her defasinda 200 pl alinarak genomik DNA elde edildi. Bu amagla tuzsuz
DNA ekstraksiyon yoéntemi kullanildi. Bu ydntem icin QIAGEN (QIAGEN, Ontaria
Kanada) Mini Blood DNA izolasyon kiti kullanildi. Ekstraksiyon iglemleri kit
prospektlisune gore yapildi.

Elde edilen genomik DNA, 280 nm dalga boyunda NanoDrop
spektrofotometrede olgulerek kantitasyonu yapildi ve DNA 50 ng/ ul olarak 200 ul
volimde ¢dzuldu. Daha sonra bu DNA molekalinun kalitasyonu yapildi. Bu amagla
2 ul (100ng) DNA molekula % 1 lik Agaroz (Sigma) jelde elektroforeze tabii tutuldu.
Molekuler Biyolojide kullanilan Agarozdan 1 gr tartilarak 100 pyl 1XTBE (10XTBE;
Sigma, Blue View Nicleic Acid Stain) tamponunda magnetik karistiricida boncuklar
kullanilarak karistirildi. Bu karisim Mikrodalga firininda eritildi. Magnetik karistirici
lizerinde karistirilip 60°C kadar sogutularak Uzerine 10 pg/ml konsantrasyonlu
Etidyum Bromur (Sigma) solusyonundan 7 pl ilave edildi ve karigtirildi. Bu agaroz
solisyonu o6nceden hazirlanmis elektroforez tankinin (Owl, Heidelberg,Germany)
taraklar yerlestirilmis kamerasina doékuldi ve sertlesinceye kadar bekletildi. Uzerine
1XTBE tamponu eklendikten sonra taraklar ¢ikarildi ve 2 ul DNA-1 pl 1X6 yukleme
solisyonu ve 3 pl su ile karistirilarak jele yuklendi. Elektroforez EC (EC Apparatus
Corporation,<500mA) gu¢ kaynad:r 100 mV, 80mA kosullarinda kullanilarak 30-40
dakika arasinda uygulandi.

Jeldeki DNA dijital DNA goruntileme sisiteminde (SynGene) ultraviyole (UV)
transluminatériinde goruntllendi ve baz ¢ift sayisi bilinen standart olarak kullanilan
DNA marker (Hae Ill, Fermentas) ile kargilastirildi.

Kontrol edilen bu DNA'dan OPN geninin tim protein kodlayan ekzonlarinin

amplifikasyonu icin PCR reaksiyonlari yapildi.
3.2.PCR islemleri

SPP1 genin protein kodlayan 5 ekzonu igin ExonPrimer programi kullanilarak
intron-exon baglanma bdlge primerleri segildi ve Invitrogen (Carlsbad,UK) firmasinda
sentezlendi. 5 ekzon igin sentezlenen primerler 100 yM olarak ¢6zuldu ve galisma
soltsyonlari 5 pMol olarak hazirlandi.

Bu sentetik oligonukleotid primerleri ve AmpliTaq Gold PCR kitleri (Applied

Biosystems) kullanilarak Gradientli Thermal Cycler ( Bioneer) makineleri kullanilarak
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her bes sekans bolgesi i¢cin PCR yapildi. Elde edilen PCR UrUnleri %2’lik agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilerek ve pozitif PCR orneklerinden saflastirma yapildi.

PCR saflagtirma islemleri Millipore Genomics Sentricon PCR purifikasyon
kolonlari (Millipore) kullanilarak yapildi. Her sekans bdlgesinin Grlnleri icin ayri kolan
kullanildi. Purifikasyon islemleri 14000rpm’li soduk santrtftij (Eppendorff) kullanilarak
yapildi. Elde edilen saflastiriimis PCR Urunu tekrar %2’ lik agaroz jel elektroforezinde
kontol edildi. Saf PCR urunlerinden ayni primerleri ayrilikta (6nce ileri, sonra geri
primerleri) kullanarak Cycle-Sequencing PCR yapildi.

Cycle Sequencing PCR BigDye Terminator v.3.1 kiti kullanilarak ve her
sekans bolgesine uygun ya reverse ya da forward primer kullanilarak kit
prospektistinde yazilan protokole goére yapildi (Tablo-2). Cycle Sequencing PCR
GeneAmp 9700 Termal Cycler cihazinda yapildi. Elde edilen Cycle Sequencing PCR
urtnleri  BigDye XT kiti kullanarak 15 dakika shaker'da sallanarak inklUbasyon
sonrasi fazla boya urlnlerinden saflastinildi. Bu saf GrGnler DNA dizi analizleri icin
ABI 3130XL Otomatik Jel Kapiller Analizatér sistemine ylUklendi. Elde edilen 903
adeti cDNA olmakla toplam 1870 baz cift dizileri ayni sistemin kendi SeqScape2.0
programi kullanilarak FASTA elektonik kitiphaneden elde edilen normal SPP1 gen
dizisi (NM_000582) ile karsilastirildi ve var olan nukleotid yerdegisimleri ve uygun
301 adet aminoasitten olusan referans dizisi (NP_000573) kullanilarak
polimorfizimler veya mutasyonlar kayit edildi. Nukleotid yer degisimleri veya uygun
aminoasit mutasyonlari (sinonim ve missense mutasyonlar) HGVS siniflamasina

gore yapildi ve nukleotid sayilari cDNA sayisina gore yapildi.
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Tablo-2: OPN geni primer listesi

SIF259-1F-5'- AATTCTGGGAGGGCTTGGTTGTCA
SIF259-1R-5- AGACACCTTTGTTCCAGGAGACCT
SIF259-2F-5'- TTTGTGATCATTTTGTAATGTGG
SIF259-2R-5’- TACGTTTCTTGCACCTCTCG
SIF259-3F-5'- TTTTCCATTCATCCCTACATTTC
SIF259-3R-5'- ATGGCCTGAGTGTGGCTATC
SIF259-4F-5'- CTAATGTGCTATAAAGGCTAAGGG
SIF259-4R-5’- TGCAAACTGTGGTTTCCTAGAC
SIF259-5F-5'- CCATATTCCCATCCCTAGCC
SIF259-5R-5- CAGACTCAAATAGATACACATTCAACC
SIF259-6F-5'- TGTGGCTTCATGGAAACTCCCTGT
SIF259-6R-5'- AATTGCTGGACAACCGTGGGAAA

3.3.Uriner Metabolik Risk Faktérlerinin Galigilma Yoéntemi

Hastalardan vyasi itibariyle idrar kontinansina sahip olanlardan 24 saat
boyunca toplanmis idrar, olmayanlardan ise sabah ikinci idrar 6rnegi alinarak idrar
kalsiyum, okzalat, sitrat, Urik asid, sistin, magnezyum ve kreatinin duzeyleri asagida

belirtilen yontem, cihaz ve kitler kullanilarak analiz edildi.

Kalsiyum: O-kresolfitaleinli Schwarzenbach yontemiyle, Cobas integra 800 Analyzer
cihazinda analiz edildi. (Roche Diagnostics GmbH, D-68298 Mannheim kit)

Oksalat: Spektrofotometrik, enzimatik yontemle, Cobas Mira Plus cihazinda analiz
edildi.( Trinity Biotech plc,Wicklow, Ireland kit)

Sitrat: Spektrofotometrik, enzimatik yontemle Cobas Mira Plus cihazinda analiz edildi.
( R-Biopharm AG Landwehrstr 54, D-64293 Darmstadt kit )

Urik Asit: Cobas Integra 800 Analyser cihazinda analiz edildi.( Roche Diagnostics
GmbH, D-68298 Mannheim kit )

Sistin: HPLC ydntemiyle Agilent 1100 cihazinda c¢alisildi.
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Magnezyum: Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi yontemiyle Perkin Emler
cihazinda analiz edildi.

Kreatinin: Deproteinizasyon yapilmadan, Jaffe reaksiyonu ile 6lgim yapan Cobas
Integra 800 Analyser cihazinda analiz edildi.( Roche Diagnostics GmbH, D-68298
Mannheim Kkit)

3.4.istatistiksel Analiz

Genotip ve allel sikliklari ile  nefrolitiazis arasindaki iligkinin
degerlendiriimesinde olasilik oranlari (OR), %95 guven arahdi (Cl) ile birlikte
hesaplanmigstir. Ki kare ve Fisher'in gerceklik testleri demografik verilerin kontrol ve
calisma gruplari arasinda karsilastiriimasinda kullanilimistir. Istatistiksel anlamlilik
p<0.05 olarak tanimlanmistir. Saptanan her iki polimorfizm igin Hardy-Weinberg
esitlik testi uygulanmigtir. Tim istatistiksel analizler SPSS Windows 11.0 programi

kullanilarak elde edilmistir.
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4 BULGULAR

Aragtirmaya dahil edilen 65 hastanin 37’si (%56.9) erkek, 27’si (%43.1) kiz,
erkek/kiz orani 1.37, yas ortalamalari 84.8 ay (4-210 ay) idi. Hastalarin tani yasi
ortalamasi 67.2 ay (3-210 ay) iken 21 (%32.3) hasta 1 yas altinda tani almisti.
Hastalarin ortalama takip suresi 13 ay (1-45 ay) idi. 17 (%26.2) hastada ebeveynler
arasinda akrabalik saptandi. 46 (%70.8) hastada ailede tag 6ykisu mevcuttu. Ailede
tas Oykusu olanlarin cinsiyet dagilimina bakildiginda, erkeklerde daha sik olmakla
birlikte istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmadi (p=0.3). 1 yasin altinda tani
almis 21 hastanin 17’sinde (%80.9) ailede tas dykusu saptandi. Ailede tas oykusu
olanlarin olmayanlara gore daha sik olarak 1 yasin altinda tani aldigi gézlendi ancak
bu istatistiksel olarak anlamh degildi (p=0.2). Bu grupta da cinsiyetler arasinda

anlamli farklihk saptanmadi. 1 yas altinda tani alan 21 hastanin 5‘inde (%23.8)

ebeveynler arasinda akrabalik tespit edildi (p=0.6).

Tablo-3: Hastalarin demografik 6zellikleri

Ortalama yas (yas araligi) (ay)
Ortalama tani yasi (tani yasi arahgi) (ay)

Ortalama takip suresi (takip suresi araligi) (ay)

n (%)
Hasta 65
Erkek 37 (56.9)
Kiz 28 (43.1)
Erkek:Kiz 1.32

84.8 ay (4-210 ay)
67.2 ay (3-210 ay)
13 ay (1-45 ay)

1 yas altinda tani alan hasta 21 (32.3)
Ailede tas 6ykusu 46 (70.8)
Ebeveynler arasinda akrabalik 17 (26.2)
Bilateral tas 15 (23)
Multipl tas 29 (44)
Rekurrens 4(6.1)
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Arastirmamizda 15 (%23) hastada bilateral tag saptanirken, 29 (%44) hastada
multipl tas saptandi. Hastalarda saptanan Uriner metabolik risk faktorlerine
bakildiginda; 15 (%23.1) hastada hiperkalsiuri, 14 (%21.5) hastada hiperokzallri, 23
(%35.4) hastada hipositraturi, 16 (%24.6) hastada hiperurikoziri, 9 (%13.8) hastada
sistinuri, 10 (%15.4) hastada hipomagnezuri saptanirken, 8 (%12.3) hastada higbir
uriner risk faktori saptanmadi. Bu takip suresi iginde 4 (%6) hastada tas rekurrensi
g6zlendi. 8 hastaya tas analizi yapildi. Tag analizi yapilan tUm hastalarda kalsiyum
tasi saptandi. Hastalarin demografik, klinik ve radyolojik o6zellikleri Tablo-3‘de
verilmigtir.

SSP1 geninde 65 hasta ve 50 saglikli gocuktan olusan kontrol grubunda 240
T>C (cD80D) polimorfizm analizi yapildi. 240 T>C polimorfizminin sinonim aspartik
asid aminoasid degisimine neden oldugu saptandi. Analiz sonucuna gore genotip
dagilimi hasta grubunda; %15.4 (10) CC, %41.5 (27) TC, %43.1 (28) TT olarak
saptandi. Gozlenen bu dagilim Hardy Weinberg esitligi ile uyum gdéstermekteydi.
Kontrol grubunda ise genotip dagihmi; CC %8 (4), TC %26 (13), TT ise %66 (33)
seklinde saptandi. Hasta grubunda allel dagiimi %63.8 T, %36.2 C seklinde
bulundu. C allel sikhginin hasta grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak
yuksek oldugu goézlendi (p=0.013). C alleline sahip olmanin tas gelisimi agisindan
2.13 kat risk tasidigi tespit edildi. Genotip dagilimlari hasta ve kontrol gruplarinda
karsilastirildiginda TT genotipleri arasinda anlamli farklihk saptanirken (p=0.049), CC
genotipinin tas gelisimi acisindan 2.94 kat (p=0.094), TC genotipinin ise 2.44 kat
(p=0.035) risk olusturdugu tespit edildi (Tablo-4). 240. pozisyonda saptanan
heterozigot ve homozigot mutasyonlara ait elektroferogramlar Resim-1 ve Resim-

2‘de verilmistir.

Tablo-4: Hasta ve kontrol gruplarinda 240 T>C polimorfizmi genotip ve allel dagihmi

Hasta Kontrol

Genotip n (%) n (%) OR 95%CI P
CC 10 (15.4) 4 (8) 2.946 | 0.832-10.431 0.094
TC 27 (41.5) 13 (26) 2.448 | 1.066-5.622 0.035*
TT 28 (43.1) 33 (66)

Allel
T 83 (63.8) 79 (79.0)
C 47 (36.2) 21 (21.0) 2.130 |1.170-3.880 0.013*

*p<0.05
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Resim-1: 5. ekzon 240. pozisyonda homozigot D80D sinonim aminoasid mutasyonu

elektroferogram goérinimu

F& Sample Manager

Sample Mame

Show  Sample File MName
|0PN-4R-1?349

[} opt-4r-17849_E03 009

BC P

=
O

DyeSetPrimer
}<B_3 130_POP?_BDTw3.mob

P BaseCaller

| O P(B.bcp

| Annotation | Sequence | Features | Electropherogram . Raw | EPT | Audit | Electronic Signature|

[E) T G

BEZE 5248 BZ270

& T & i i

&160 518E B204

lwildtype G

i3

e}
ks

i
'y

&

T

14

G & G

&4

(E3 G & [t G
5336 5358 G380 E40Z BdZd Gtdde

G 4 T T

e L T G A A

SIIJG 3?5 3l|J4 3?3 392 3?1

G & T =6 i =F

3?0 2?9 2?8 2?? 2?6 2?5

mutant

type

G 4

2?4 2?3

1 -

92

[E] i C C ke T o T G F ik C

2?1 Z?D 2?9 2?8 2?'? 2?6 2?5 2?4 2?3 2?2 2?1 2?0

ZEZ4E
2183
Zlz4
2065
2006
1547
1288
1823
1770
1711
1652
1593

1534
1475

(Dsﬂ[l sinonim aminoasit nurtasyomq

1ld4le
1357
1298
1233
1180
1121
106E
1003
S44
885
BZE
7ev
708
549
£o0
531
472
413
354
Z95
Z36
177
115
]

| el

31



Resim-2: 5. ekzon 240. pozisyonda heterozigot D80D sinonim aminoasid mutasyonu

elektroferogram goérinimu

B Sample Manager

F... Show Sample File Mame Sample Mame BiZ FFP = BaseCaller
B OFN-4R-17827_G06_014 OPN-4R-17627 | | O | O ksbep

Annckation | Sequence | Features | Electropherogram | paw | EPT || Audit || Electronic Signature |

T G . F = T = & [ C T =
=

ild type 1 -
E3Z5 5348 E371 B394 g£417 L E453 486 E50

!
| T
I = az
el T 1T 11101 o fu s s s 11T 1T 1111
| = Y 'y = a T = Y iy T = g =

T [EJ C = s C C 4
I;IEI 2?9 2?8 ZEIJ'? 2?6 2?5 2?4 2?3 2?2 2p1 =290 ESS 22I38 22I3'? 22I36 22I35 22I34 22I33 22I32 22I31 22I3EI

1056 (DBI]D sinonim aminoasit mutasyonu ]

ol 1
It il
E7e i it H
E44 ] | ] | |

480 ol ] 1 | ]
445 1L T | [ 1 b L
418 L Ly J 1 |
z54 [ [ 1 I i

a5z L T4 = I 1
zz0 [ ] . I [ [
zas B A4 | | | S |
zEe [ | |} [ [
zzd [y | | |

19z { | B | !
160 L | | |
lz= i | | [ [ |

TS | i | | | | [

54 . | | i |

i -. | | _ | 1 I

& L ] | | |

<
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SSP1 geninde 64 hasta ve 50 saglikh gocuktan olusan kontrol grubunda 708
C>T (cA236A) polimorfizm analizi yapildi. 1 hastada 6. ekzon analizi DNA'da
meydana gelen bozukluk nedeniyle yapilamadi. 708 C>T polimorfizminin sinonim
alanin aminoasid degisimine neden oldugu saptandi. Analiz sonucuna goére genotip
dagilimi hasta grubunda; %15.6 (10) TT, %42.2 (27) CT, %42.2 (27) CC olarak
saptandi. Gozlenen bu dagilim Hardy Weinberg esitligi ile uyum gostermekteydi.
Kontrol grubunda ise genotip dagihmi TT %8 (4), CT %26 (13), CC ise %66 (33)
seklinde saptandi. Hasta grubunda allel dagilimi %63.3 C, %36.7 T seklinde
bulundu. T allel sikhginin hasta grubunda anlamli olarak yuksek oldugu goézlendi
(p=0.011). T alleline sahip olmanin tas gelisimi acisindan 2.18 kat risk tasidigi tespit
edildi. Genotip dagihimlari hasta ve kontrol gruplarinda karsilastirildiginda CC
genotipleri arasinda anlaml farklihk saptanirken (p=0.040), bobrek tasi gelistirmek
icin TT genotipininin 3.05 kat (p=0.084), CT genotipinin 2.53 kat (p=0.029) risk
tasidigi saptandi (Tablo-5). 708. pozisyonda saptanan heterozigot ve homozigot

mutasyonlara ait elektroferogramlar Resim-3 ve Resim-4‘de verilmigtir.

Tablo-5: Hasta ve kontrol gruplarinda 708 C>T polimorfizmi genotip ve allel dagilimi

Hasta Kontrol

Genotip n (%) n (%) OR 95%CI P
TT 10 (15.6) 4 (8) 3.056 | 0.861-10.839 0.084
TC 27 (42.2) 13 (26) 2.538 | 1.102-5.848 0.029*
CC 27 (42.2) 33 (66)

Allel
C 81 (63.3) 79 (79.0)
T 47 (36.7) 21 (21.0) 2.183 | 1.197-3.980 0.011*

*P<0.05

Hasta ve kontrol grubunda analiz edilen OPN geninde incelenen her ki
polimorfik bolgede intragenik bir baglantiyi (linkaj) gosteren benzer genotip dagilimi
g6zlenmigtir (Bir bolgede heterozigotsa diger bolgede de heterozigot, bir bdlgede

homozigotsa diger bélgede de homozigot).
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Resim-3: 6. ekzon 708. pozisyonda homozigot A236A sinonim aminoasid mutasyonu

elektroferogram goérinimu

i} Sample Manager

BaseCaller DyeSet/Primer

R... Show Sample File Mame Sample Mame BC PP P
1 ) OPK-5R-17831 D07_007  OPN-SR-17631 n O | O ks.bep E_3130_FOF7_B
| &nnotation | Sequence | Features | Electropherogram | pav | EPT | Audit || Electranic Signature |
wildtype 4 4 6 © & 6 4 4 ale ec]c]la & T 5 &4 T 6 & G A& & £
L5493 LE&70 EE91 571z 5733 3754 Hi75 5796 5817 5838 5359 LE&8s0 5901 L5azd
5;‘)’2"“ A K 5B o5 o5 ok kO A|E o plE & & e E s kK o5 K B OB
302 301 300 299 298 297 296 295 294 |93 292 | 291|290 289 268 287 286 285 284 283 282 281 280 279

(A236A sinonim aminoasit mutasyanu]




Resim-4: 6. ekzon 708. pozisyonda heterozigot A236A sinonim aminoasid

mutasyonu elektroferogram goérinimu

£ Sample Manager
R.... Show  Sample File Mame Sarmple Name BC PP P BaseCaller IDyeSet,l'Primer Matrix A
1 m (OPN-GR-17855_C10_006 |OPN-5R-1?855 n O | m }<B.hcp KB_3130_POP7_BOTva.mab
I fnratation | Sequence | Features| Electrapheragram | raw | EPT | dudit| Electronic Signature
|l wildtype T & T i L e 1B e e i i i ed C iz & 4 7 [E) A 2 4 el & E) & e) E

5397 E412 433 E4e0 E48l EEDZ EEEz EEdd EEEEL EEge Lel? Leig Ledd Ee70 Ee3l E

I O O AR U O O B
mutat T L T & & G C (LRt S A & G L |T i 4 T G A T G & G A G E
type 39? 396 395 394 393 392 391 390 2?9 2?8 2?'? 2?6 £95 294 PS3 | 292 2?1 2?0 23|39 2?8 2?? 2?6 2?5 2?4 2?3 23|32 2§l

(A?%A sinonim amineasit mutasyonu ]

heter ozigot
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240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinde allel ve genotip dagilimlari ile cinsiyet
arasindaki iligkinin anlamh olmadigi saptandi. Allel dagilimlarina bakildiginda 240
T>C polimorfizminde erkeklerde T %67.6, C %32.4; kizlarda T %58.9, C %41.1
siklikta saptanirken (p=0.3), 708 T>C polimorfizminde erkeklerde C %66.7, T %33.3;
kiziarda C %58.9, T %41.1 siklikta saptandi (p=0.3). Genotip dagilimlarina
bakildiginda ise 240 T>C polimorfizminde erkeklerde TT %48.6, TC %37.8, CC
%13.5; kizlarda TT %35.7, TC %46.4, CC %15.4 siklikta saptanirken (p=0.5), 708
T>C polimorfizminde erkeklerde CC %47.2, CT %38.9, TT %13.9; kizlarda CC
%35.7, CT %46.4, TT %17.9 siklikta saptandi (p=0.6).

Bir yas altinda tani alan 21 hastanin 14’Unde (%66.7) 240. pozisyonda TT
genotipi saptanirken (p=0.023), ayni grupta 13 (%65) hastada 708. pozisyonda CC
genotipi saptandi (p=0.035). Hastalar tani yaslari 1 yas alti, 1-5 yas, 5-10 yas ve 10
yas Ustl olacak sekilde siniflandiginda tani yasinin artmasiyla 240. pozisyonda TT,
708. pozisyonda ise CC genotip sikliginin azaldigi gézlendi (p=0.2).

Tablo-6: Hastalarin tani yas gruplarina goére 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri

genotip ve allel dagilimlar

Tani yasi <1 yas 1-5 yas 5-10 yas >10 yas
240 T>C
TT 14 (%66.7) 5 (%38.5) 5 (%29.4) 4 (%28.6)
TC 6 (%28.6) 6 (%46.2) 8 (%A47.1) 7 (%50.0)
CC 1 (%4.8) 2 (%15.4) 4 (%23.5) 3 (%21.4)
p=0.2
T 34 (%81.0) 16 (%61.5) 18 (%52.9) 15 (%53.6)
C 8 (%19.0) 10 (%38.5) 16 (%47.1) 13 (%46.4)
p=0.038"*
708C>T
CC 13 (%65) 5 (%38.5) 5 (%29.4) 4 (%28.6)
CT 6 (%30.0) 6 (%46.2) 8 (%47.1) 7 (%50.0)
TT 1 (%5.0) 2 (%15.4) 4 (%23.5) 3 (%21.4)
p=0.2
C 32 (%80.0) 16 (%61.5) 18 (%52.9) 15 (%53.6)
T 8 (%20.0) 10 (%38.5) 16 (%47.1) 13 (%46.4)
p=0.056
*P<0.05

Bir yas altinda tani alan hastalarin allel dagilimina bakildiginda 1 yas altinda
tani alan hastalarda 240 T>C polimorfizminde %81 T alleli saptanirken (p=0.005),
708 C>T polimorfizminde C alleli %80 siklikta (p=0.008) bulundu. Hastalar tani
yaslari 1 yas alti, 1-5 yas, 5-10 yas ve 10 yas Ustl olacak sekilde siniflandiginda tani
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yasinin artmasiyla 240. pozisyonda T (p=0.038), 708. pozisyonda C allelinin
(p=0.056) azaldigi gbézlendi (tablo-6).

Ebeveynler arasinda 1. derece akrabalik Oykisu olan grupta 240 T>C
polimorfizmi genotip dagilimi incelendiginde TT genotipinin %72.7 siklikla bulundugu
tespit edilirken (p=0.03), 708 C>T polimorfizmi genotip dagihmi incelendiginde CC
genotipinin %72.7 siklikla bulundugu saptandi (p=0.03). Allel dagilimina bakildiginda
240 T>C polimorfizminde T allelinin %86.4 siklikta oldugu tespit edilirken (p=0.008),
708 C>T polimorfizminde C allelinin %86.4 siklikta oldugu saptandi (p=0.008) (Tablo-
7). 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinde genotip dagihmi, ailede tas Oykusu
bulunup ebeveynler arasinda da akrabalik olan grupla karsilastiriidiginda 240.
pozisyonda TT, 708. pozisyonda CC genotipleri %77.8 siklikta gorulda (p=0.065,
p=0.056). Ayni grupta allel dagihmlar karsilagtirildiginda ise 240. pozisyonda T, 708.
pozisyonda C alleli %88.9 siklikta saptandi (p=0.017, p=0.015).

Tablo-7: Ailede urolitiazis 0ykusu ve ebeveynler arasinda akrabalik varliginin 240

T>C ve 708 C>T polimorfizmleri genotip ve allel dagihmu ile iliskisi
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Ailede tas Oykiisii Ebeveynler arasinda akrabalik
Yok 1.derece | 2-3.derece Yok 1.derece | 2-3.derece
240 T>C
Genotip TT | 11 (%57.9) | 7 (%41.2) | 10 (%34.5) | 19 (%39.6) | 8 (%72.7) | 1(%16.7)
Genotip TC | 6(%31.6) | 5(%29.4) | 16 (%55.2) | 22 (%45.8) | 3 (%27.3) | 2(%33.3)
Genotip CC | 2(%10.5) | 5(%29.4) | 3(%10.3) | 7 (%14.6) 0 (%0) 3 (%50.0)
p=0.1 p=0.03*
Allel T 60 (%62.5) | 19 (%86.4) | 4 (%33.3) | 28 (%73.7) | 19 (%55.9) | 36 (%62.1)
Allel C 36 (%37.5) | 3(%13.6) | 8(%66.7) | 10 (%26.3) | 15 (%44.1) | 22 (%37.9)
p=0.008* p=0.2
708 C>T
Genotip CC | 11 (%57.9) | 7 (%41.2) | 9(%32.1) | 18 (%38.3) | 8 (%72.7) | 1(%16.7)
Genotip TC | 6(%31.6) | 5(%29.4) | 16 (%57.1) | 22 (%46.8) | 3 (%27.3) | 2 (%33.3)
Genotip TT | 2(%10.5) | 5(%29.4) | 3(%10.7) | 7 (%14.9) 0 (%0) 3 (%50.0)
p=0.1 p=0.03*
Allel C 58 (%61.7) | 19 (%86.4) | 4 (%33.3) | 28 (%73.7) | 19 (%55.9) | 34 (%60.7)
Allel T 36 (%38.3) | 3(%13.6) | 8(%66.7) | 10 (%26.3) | 15 (%44.1) | 22 (%39.3)
p=0.008* p=0.2
*p<0.05




Ailede tas oykusu olan hastalarda 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinde
genotip ve allel dagilimlari karsilastinldiginda gruplar arasinda farklihgin anlamh
olmadigi saptandi (Tablo-7).

240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinde genotip ve allel dagilimlari hastalarda
saptanan Uriner metabolik risk faktorleriyle karsilastirildiginda anlamh farkhilik

olmadigi gbzlendi (Tablo-8).

Tablo-8: Uriner metabolik risk faktorleri ile 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri

genotip ve allel dagilimlari iligkisi

Hiperkalsilri HiperokzalUri Hipositratdri Hiperirikozlri Sistinri Hipomagnezduri
n(%) 15 (%23.1) | 14 (%21.5) | 23 (%35.4) | 16 (%24.6) | 9 (%13.8) | 10 (%15.4)
240T7>C
T 6 (%40.0) | 5(%35.7) | 9(%39.1) | 6(%37.5) | 5(%55.6) | 5 (%50.0)
TC 6 (%40.0) | 2(%14.3) | 8(%34.8) | 6(%37.5) | 3(%33.3) | 4 (%40.0)
CC 3(%20.0) | 7(%50.0) | 6(%26.1) | 4(%25.0) | 1(%11.1) | 1(%10.0)
P 0.8 0.7 0.2 0.4 0.7 0.8
T 18 (%60.0) | 17 (%60.7) | 26 (%56.5) | 18 (%56.3) | 13 (%72.2) | 14 (%70.0)
C 12 (%40.0) | 11 (%39.3) | 20 (%43.5) | 14 (%43.8) | 5(%27.8) | 6 (%30.0)
P 0.6 0.6 0.1 0.3 04 0.5
708C>T
CC 6 (%40) 5 (%35.7) 9 (%39.1) 6 (%37.5) 4 (%50.0) 5 (%50)
CT 6 (%40) 2 (%14.3) 8 (%34.8) 6 (%37.5) 3 (%37.5) 4 (%40)
TT 3 (%20) 7 (%50.0) 6 (%26.1) 4 (%25) 1 (%12.5) 1 (%10)
P 0.8 0.7 0.2 0.4 0.7 0.8
C 18 (%60.0) | 17 (%60.7) | 26 (%56.5) | 18 (%56.3) | 13 (%72.2) | 14 (%70.0)
T 12 (%40.0) | 11 (%39.3) | 20 (%43.5) | 14 (%43.8) | 5(%27.8) | 6 (%30.0)
P 0.6 0.7 0.2 0.3 0.6 0.4

*p<0.05

Tas analizi sonucu kalsiyum tagi tespit edilen hastalarin 240 T>C polimorfizmi
genotip ve allel dagilimina bakildiginda 4 (%50) hastada TT, 3 (%37.5) hastada TC
ve 1(%12.5) hastada CC genotipi saptanirken T alleli %68.8, C alleli ise %31.3
siklikta saptandi. 708 C>T polimorfizmi genotip ve allel dagihmina bakildiginda ise 4
(%50) hastada CC, 3 (%37.5) hastada CT ve 1(%12.5) hastada TT genotipi
saptanirken C alleli %68.8, T alleli ise %31.3 siklkta saptandi. Kalsiyum tasi
saptanan hastalarda 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri genotip ve allel

dagihmlarinda anlamh farkhliklarin olmadigi saptandi.
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Multipl tasa sahip hastalarda 240 T>C ve 708 C>T
polimorfizmleri genotip ve allel dagilimlari incelendiginde anlamli farklihgin olmadigi
saptandi (Tablo-9).

veya bilateral

Tablo-9: Bilateral ve multipl tasa sahip olmanin 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri
genotip ve allel dagilhimi ile iligkisi

Tas Dagilimi Bilateral Unilateral Multipl Tek
240 T>C
Genotip TT 7 (%43.8) 21 (%42.9) 16 (%55.2) | 12 (%33.3)
Genotip TC 7 (%43.8) 20 (%40.8) 10 (%34.5) | 17 (%A47.2)
Genotip CC 2 (%12.5) 8 (%16.3) 3(%10.3) | 7(%19.4)
p=0.9 p=0.1
Allel T 21 (%65.6) 62 (%63.3) 42 (%72.4) |41 (%56.9)
Allel C 11 (%34.4) 36 (%36.7) 16 (%27.6) | 31 (%43.1)
p=0.8 p=0.068
708 C>T
Genotip CC 6 (%40) 21 (%42.9) 15 (%53.6) | 12 (%33.3)
Genotip CT 7 (%46.7) 20 (%40.8) 10 (%35.7) | 17 (%A47.2)
Genotip TT 2 (%13.3) 8 (%16.3) 3(%10.7) | 7 (%19.4)
p=0.9 p=0.2
Allel C 19 (%63.3) 62 (%63.3) 40 (%71.4) | 41 (%56.9)
Allel T 11 (%36.7) 36 (%36.7) 16 (%28.6) | 31 (%43.1)
p=0.9 p=0.09
*p<0.05

Tas rekurrensi gozlenen 4 hastanin 240 T>C polimorfizmi genotip ve allel
dagilimlarina bakildiginda 1 (%25) hastada TT, 2 (%50) hastada TC ve 1 (%25)
hastada CC genotipi saptanirken T ve C allelleri esit siklikta saptandi. 708 C>T
polimorfizmi genotip ve allel dagilimina bakildiginda ise 1 (%25) hastada CC, 2
(%50) hastada CT ve 1 (%25) hastada TT genotipi saptanirken C ve T allelleri esit
siklikta saptandi. Rekurrens gozlenen hastalarda 240 T>C ve 708 C>T

polimorfizmleri genotip ve allel dagihmlarinda anlaml farkliliklarin olmadigi saptandi.
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5.TARTISMA

Nefrolitiazis, bdbreklerde kristal formasyonunun bir sonucunda meydana
gelmektedir (3,4). idrarda kristal formasyonu bircok faktor tarafindan inhibe edilmekte
ya da uyarilmaktadir. Belirli risk faktorlerinin idrarla atilimi, Uriner supersatirasyon,
tubuler akim hizi, Griner pH ve Uriner yolun gelisimsel anomalileri bu olaya neden
olan faktorler arasinda sayillmaktadir (5). Hiperkalsiuri, hiperokzaluri, hiperurikozuri
gibi belli risk faktoérlerinden bagska idrarda organik ve inorganik inhibitorler de
bulunmaktadir. Bunlar arasinda magnezyum, sitrat, pirofosfat, glikozaminoglikanlar,
Tamm-Horsfall proteini, B2 mikroglobulin, osteopontin (OPN) ve nefrokalsin
sayllmaktadir (5). idrardan ve tas matriksinden izole edilebilen ¢ok sayida
makromollekuler protein bobrekler tarafindan olusturulmaktadir. Bu proteinler saglikli
bireylerde oldugu gibi nefrolitiazisli hastalarda da mevcut olup kristallerin nukleasyon,
bluylime, agregasyon ve adezyonunu duzenleyerek tas olusum riskini etkilemekte,
kristal-kristal ve kristal-hiicre etkilesimini inhibe ederek nefrolitiazis patogenezinde
anahtar rol oynamaktadir (6,7,8). Kalsiyum okzalat kristalizasyonunun inhibisyonunda
en buyuk destek idrar protein igerigi tarafindan saglanmaktadir (6,49,62). Tamm-
Horsfall proteini, nefrokalsin ve osteopontin basta gelen proteinler olup, bu proteinler
tas olusumunda farkli basamaklarda etki gostermektedir. Tamm-Horsfall proteini
sadece agregasyonu inhibe ederken, nefrokalsin ve osteopontin agregasyon,
blylime ve nikleasyon fazlarini inhibe etmektedir (10). Uriner makromolekiillerin
kalitatif ve kantitatif eksiklikleri nefrolitiazisde 6nemli bir neden olarak gosteriimektedir
(9). OPN hem Kkalsiyum taslarinin yapisinda yer almasi, hem de tas olusum
mekanizmalarindaki her GU¢ agsamada da olan etkileri ve diger proteinlere gore daha
potent olarak gosterilmesi nedeniyle en 6nemli roli oynayan protein olarak goze
carpmaktadir (10).

Urolitiazis poligenik bir durumdur ve neden olabilecek genetik varyasyonlar
arastinimaktadir (2). Urolitiazis olusumundan sorumlu olabilecek hiperkalsitiri,
hiperokzaluri ve hipositraturi ile iligkili olarak gosterilen gesitli genler ve bu genlerdeki
mutasyonlar literaturde bildirilmistir (2,4,48).

OPN negatif yukll, asidik hidrofilik, 44 kDa buyukliginde, adezyondan
sorumlu  arjinin-glisin-aspartik  asid  bdlgesi iceren  bir  glikoproteindir.
Posttranslasyonel modifikasyona ugramakta, fosforile ve glikozile olmaktadir. Viicutta

osteoklast, osteoblast, cesitli epitel hiicreleri, makrofaj, T lenfosit, diz kas hlcresi ve
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bazi timor hucreleri tarafindan salgilanmakta ve gesitli vicut sivilarina salinmaktadir
(49,55,56,57,80).

OPN c¢ok fonksiyonlu bir protein olup, inflamasyon ve hicre aracili immun
reaksiyonlarin etkilenmesi, makrofaj ve renal tlbuler epitel hicrelerde INOS’un
dizenlenmesi, renal epitelyal hlcrelerin apoptozisten korunmasi, makrofaj adezyon,
migrasyon ve sitokin saliniminin duzenlenmesi, doku onarimi ve fibrozis gibi
fonksiyonlari vardir (8). Bunun yaninda OPN bdbrekte sentezlenip henle, distal tubul
ve papiller epitel gibi epitelyal hiicreler tarafindan idrara salinmaktadir. OPN kalsiyum
okzalat kristallerinin nukleasyon, buyiUme ve agregasyonunu in vitro olarak ve
kristallerinin bobrek epitel hiucrelerine baglanmasini direkt olarak inhibe etmektedir.
Kalsiyum okzalat kristalizasyonunu renal tubuler epitelyal hicrelere baglanma gucu
daha fazla olan kalsiyum okzalat monohidrat fazi yerine kalsiyum okzalat dihidrat
fazina yonlendirmektedir (7).

Literatirde OPN ve nefrolitiazis iliskisini gdsteren ¢cok sayida calisma yer
almaktadir. Asplin ve ark. OPN, Tamm-Horsfall protein ve nefrokalsinin tas olusum
asamalarindaki etkilerini karsilastirmis ve OPN’i her U¢ asamada etkili ve potent bir
inhibitor olarak gostermiglerdir (10). Yasui ve ark. tarafindan bir galismada idrar OPN
duzeylerinin, bobrek tasi olan hastalarda azalmis olmasinin proteinin tas yapisina
katiimasindan kaynaklandigi bildirilirken, bagka bir ¢aligmada ise etilen glikol ve
vitamin D3 verilerek bobreklerinde kalsiyum okzalat tasi olusturulan farelerde OPN
saliniminin arttigi ve sitrat tedavisinin hem tas olusumu hem de OPN saliniminda
azalmaya neden oldugu bildirilmistir (6,88). Jiang ve ark. tarafindan OPN ve mRNA
dizeylerinin bobrek distal ve kollektor tuplerinde Uriner sistem tasi olusturulan
farelerde arttiyi ve bunun OPN’in kalsiyum okzalat kristalizasyonundaki inhibitor
aktivitesini yansittigi bildirilmigtir (87). Wesson ve ark. tarafindan hiperokzalurik, OPN
-/- farelerde tas olusumu goézlenirken, okzallriye cevap olarak artmis OPN dlzeyinin
diger farelerde tasa karsi koruyucu oldugu duisuntlmasttr (62).

Yapilan bazi ¢alismalarda OPN geninde saptanan polimorfizmlerin nefrolitiazis
ile olan iligkisi arastirnimigtir. Yamate ve ark. tarafindan Ala-250 nukleotid degisimi
saptanan urolitiazisli hastalar ve saglikh bireylerde OPN yapisinin degismedigi ancak
transkripsiyon hizindaki farkhliklardan kaynaklandigi dusinilen OPN dizeyinde
farkhliklar bulunabilecegi bildiriimis, Ala-250 polimorfizminin Urolitiazisli hastalarda ve
ailesel Urolitiazisde kalitimsal faktorleri gOsteren tanisal bir gdsterge olabilecegi

vurgulanmistir (7). Gao ve ark. yaptiklari bir calismada nefrolitiazisli hastalarda
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osteopontin geni Uzerinde 6’s1 yeni, 61 polimorfizm tespit etmis, baska bir ¢galismada
ise OPN geninde 9402. pozisyonda goérilen polimorfizmin Uriner sistem kalsiyum
taslar ile iligkili oldugunu bildirmistir. Bu polimorfizmler sonucu olugsan OPN
varyantlari ile bobrek tasi riski arasinda iligski oldugu gosterilmis, OPN’in Uriner sistem
kalsiyum tas hastaliginda riski gosteren genetik bir gosterge oldugu bildirilmigtir
(8,11).

OPN’nin bagka hastaliklarla iligkisini gosteren ¢ok sayida klinik ¢alisma
bildirilmistir. lwasaki ve ark. tarafindan OPN geninde 13 tek ntkleotid polimorfizmi
saptanmis ve OPN’nin kemik metabolizmasi ve osteoporoz patogenezinde rol aldigi
bildirilmistir (89). Frootan ve ark. tarafindan OPN dlzeylerinin prostat kanserinde
yuksek oldugu belirtilmis, malign karakterin artigiyla ve prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmigtir (90). Reinholz ve Dai yaptiklari ¢alismalarda OPN’nin meme kanserinde
kanserin invaziv ve metastatik Ozelligi ile iligkili oldugunu belirtirken, Dai ve ark.
meme kanserinin antikor bazli tedavisinde OPN’i hedef olarak gdstermis ve anti-OPN
antikorlarinin (hu1A12) tedavide umut verici ajan oldugunu bildirmistir (71,91). Song
ve ark. tarafindan OPN’nin servikal kanserde tanisal faktor olarak kullanilabilecegi ve
saliniminin kanser invazyonu ile iligkili oldugu saptanmigtir (70). Kim ve Imano
calismalarinda OPN’nin mide kanserleri ile iligkisini gostermigstir (72,73). Ichikawa ve
ark tarafindan safra kesesi kolesterol taglarinda OPN tas yapisinda gosterilmis,
deneysel safra kesesi tasi olusturulan farelerde ise OPN mRNA ve protein
saliniminin artti1  bildirilmistir (92). Forton tarafindan yapilan calismada SLE’li
hastalarda 707 C>T polimorfizminde kontrol grubu ile kargilastirildiginda allel
sikliklari arasinda 1.63 kat fark saptanmis, genotipik dagilimlari arasinda anlaml
farkhlik tespit edilmis ve OPN geni, SLE patogenezinde etkili bir gen olarak
gosterilmigtir (58). Niino ve ark tarafindan MS’li hastalarda yapilan ¢alismada OPN
geni 6. eksonda 8090. pozisyonda C allelinin ise MS gelisimi agisindan 2.57 kat risk
tasidigi ve CC genotipinin MS gelisimi ile anlamlh olarak iligkili oldugu gosterilmistir.
Ayni galismada saptanan 2 polimorfizmin ise MS ile iligkili olmadigi belirtiimigtir (65).

Aragtirmamizda SSP1 geninde yapilan 240 T>C polimorfizm analizi sonucuna
gore C alleline sahip olmanin tas gelisimi icin istatistiksel agidan anlamli olarak 2.13
kat, CC genotipinin 2.94 kat, TC genotipinin ise istatistiksel agidan anlamli olarak
2.44 Kat risk olusturdugu saptanmistir. 708 C>T polimorfizm analizi sonucuna gore
ise T alleline sahip olmanin tas gelisimi igin istatistiksel agidan anlamli olarak 2.18

kat, TT genotipininin 3.05 kat, CT genotipinin ise istatistiksel agidan anlaml olarak
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2.53 kat risk tasidigi saptanmistir. Arastirmamizda analiz edilen her iki pozisyonda
saptanan polimorfizmde de kodlanan aminoasidlerin sinonim degisimi tespit
edilmigtir. Bu degisikliklerin sinonim olmasi nedeniyle proteinin yapisinda degisime
neden olmadigi ancak Kklinik belirtilerden sorumlu olarak proteinin duzeyinde
degisiklikler meydana gelmis olabilecegi dusunidlmustir. Gao ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢calismada OPN gen polimorfizmleri ile nefrolitiazis riski arasindaki iligki
arastinimistir. 45 hasta ve 54 saglikli birey arasinda -144 ve -145. pozisyonlarda
saptanan yeni polimorfizmler anlamh olarak allel farki gostermis, tas gelisimi
acgisindan 3.79 kat risk tasidigi tespit edilmistir. 2. blokta incelenen TGTG ve GTTG
haplotiplerinin sikliklari da hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli olarak farkli
bulunmus ve tas gelisimi acisindan 0.05 ve 3.79 kat riskli bulunmustur. 126 hasta ve
214 saglikli birey arasinda tas gelisimi -145. pozisyonda G alleli tasiyanlarda 1.64
kat, -144. pozisyonda T alleli tagiyanlarda 1.76 kat riskli bulunmustur. 2. blokta GTTG
haplotipi tas gelisimi igcin 1.67 kat riskli bulunurken TGTG haplotipi disuk risk
go6stermistir. Bu sonug OPN’in tas gelisimi icin yuksek risk ve diusuk risk olarak iki
yonlu iligkisini gostermistir (8). Yamate ve ark tarafindan 36 saglikh birey, 40
nefrolitiazisili hasta ve 25 ailesel nefrolitiazisli hastadan olusan g¢alisma grubunda
OPN geni incelenmis ve 7. eksonda Ala-250 GCC>GCT polimorfizmi saptanmistir.
Bu polimorfizmin sinonim Ala-Ala aminoasid degisiminden sorumlu oldugu
bildirilmistir. Nefrolitiazisli gruplarda GCT kodon ve GCT/GCT genotip sikhdr anlaml
olarak fazla saptanmistir. GCC ve GCT kodon sikhgindaki farkhliklara ragmen
sinonim degisim nedeniyle proteinde yapisal degisikligin olmamasi gruplar arasinda
OPN duzeyinde farkliliklarin olabilecegini dustundurmustir. OPN mRNA ve protein
miktarindaki farklihigin nedeni olarak transkripsiyon hizi ve bunu etkileyen
transkripsiyon faktor baglanma bdlgesinde veya transkripsiyon faktorlerinin
sentezinde GCC ve GCT kodonlarina ait farkhliklar gosterilmistir (7). Arastirmamizda
Gao ve Yamate'nin calismalarinda elde ettikleri sonuglarla da uyumlu olarak OPN
geninde saptanan polimorfizmlerin OPN sentezini etkilemek suretiyle proteinin
kalitesinde bozulma ve/veya miktarinda azalma yaratarak nefrolitiazis gelisiminde
kolaylastirici genetik faktor oldugu dugunulmustar.

Arastirmamizda nefrolitiazisli hastalarda cinsiyet dagilimina bakildiginda erkek
ustinligu gobze carpmaktadir. Erkek/kiz orani 1.37 olarak bulunmustur. Cesitli
yayinlarda epidemiyolojik ¢alismalarin ¢ocukluk ¢caginda urolitiaziste erkek cinsiyeti

baskin olarak gdsterdigi belirtilirken (20,21), erkek/kiz orani 1.1-4 arahdinda
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degismektedir (29,30). Turkiye'de yapilan calismalarda Tabel ve Bak tarafindan
erkek Ustunligu gosterilirken (25,29), Dursun ve Ece tarafindan urolitiazis kizlarda
daha fazla tani almigtir (1,20). Arastrmamizda 240 T>C ve 708 C>T
polimorfizmlerinde allel ve genotip dagilimlari ile cinsiyet arasinda anlamli bir iligki
saptanmamistir. Benzer olarak Gao ve ark. da nefrolitiazisli hastalarda OPN
polimorfizmleri allel ve haplotip dagilimi ile cinsiyet arasinda iliski saptamamistir (8).

Bircok ailesel hastalikta, meydana gelen nukleotid degisimi nedeniyle
hastaligin olusumundan sorumlu genler tanimlanmistir (7). Bunun sonucu olarak gen
sekanslarinin incelenmesi, Adenin-fosforibozil-transferaz (APRT) eksikligi ve sistindri
gibi tas olusumuna neden olabilen ve sorumlu olan genin tanimlanmis oldugu
hastaliklarda tanisal metod haline gelmistir (7).

Genetik faktorler, bireyin hidrasyon durumu ve diyetsel aligkanliklar gibi
cevresel faktorlerin iyon konsantrasyonlari Uzerindeki etkisine gore daha az bilinen
mekanizmalar tzerinden etkilemektedir (48). Tas olusumu genetik olarak degiskenlik
gOsteren, hucrelerin ylzeysel oOzelliklerinde ve kristal niUkleasyon ve/veya
agregasyonunu inhibe eden maddelerin idrardaki kompozisyonu ve/veya
konsantrasyonundaki degdiskenliklerden kaynaklanmaktadir (48). Tek nukleotid
polimorfizmleri insan genomunda bagta gelen varyasyon turl olup yaklasik her 1200
baz ¢iftinden birinde bulunmaktadir (48). insan genomunun biyikligu gdz éniinde
bulundurulursa bu farkhliklar dikkate deger olmasina ragmen herhangi iki bireyde
yaklasik %99.92 oraninda 6zdes nikleotid sekansi bulunmaktadir (48).

Urolitiazisin infantil ya da erken gocuklukta prezente olmasi, ebeveynler
arasinda akrabalik, ailede Urolitiazis dykusl, multipl, bilateral ve/veya rekurren tas
olusumu, tubuler disfonksiyon bulgularinin olmasi, nefrokalsinozis ve bdbrek digi
sendromik bulgularin olmasi ¢ocukluk ¢aginda Urolitiazis etiyolojisinde kalitimsal
nedenleri distindirmektedir (33).

Akraba evliligi sistinuri, primer hiperokzallri ve ksantintri gibi resesif kalitilan
hastaliklarin ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir (93). Al-Eisa ve ark. tarafindan tas
olusumuna karsi duyarlilik olusturan metabolik hastaliklara genetik yatkinligin,
ebeveynler arasinda akrabaligin sik goruldugu Kuveytli gocuklarda diyet ve iklim gibi
erigskin yasta tas olusumu icin sorumlu tutulan cevresel faktoérler yaninda belirleyici
oldugu dasunulmustar (93). Iguchi ve ark. tarafindan urolitiazisli hastalarin yaklagik

%30’unun ailesel olarak kalitildigi bildirilmigtir (7).



Arastirmamizda 46 (%70.8) hastada ailede tas dykusu saptanmistir. Bu oran
Arjantin ve italya’da yapilan calismalar ile benzerlik gosterirken Tiirkiye’den yapilan
baska calismalara gbére daha yuksek bulunmustur (15,25,26,30). Ailede bir veya
birden fazla hasta birey olmasi sonraki nesilde hastalik gelisiminin daha erken yasta
olmasi igin gucll bir risk faktort olarak bildiriimistir (94). Arastirmamizda 1 yasin
altinda tani almis 21 hastanin 17’sinde (%80.9) ailede tas Oykusu saptanmigtir
(p=0.2). Literaturde infant tas hastalarinda ailede tas oykusunun varhdr %11,8-78,7
arasinda bildiriimektedir (26). Arastirmamizda 240 T>C polimorfizminde CC, 708 C>T
polimorfizminde ise TT genotipleri ailede tas 6yklsl olan grupta daha fazla siklikta
goralurken, bu istatistiksel olarak anlamh bulunmamistir. 240 T>C polimorfizminde C,
708 C>T polimorfizminde ise T alleli ailede 2-3. derece akrabalarda tas olan grupta
daha yuksek siklikta saptanmistir. Bu oran istatiksel olarak da anlamli bulunmustur.
Gao ve ark tarafindan nefrolitiazisli hastalarda OPN polimorfizmleri allel ve haplotip
dagihmi ile ailede hastalik déykusU arasinda anlamli iliski saptanmazken (8), Yamate
ve ark. tarafindan OPN geni 7. ekzonda saptanan Ala-250 nukleotid degisiminin
ailesel olarak kalitildigr tespit edilmigtir (7). Arastirmamizda saptanan OPN
polimorfizmleri ile ailede tas oOykusu varligi arasindaki iligki Yamate ve ark.’nin
sonuglariyla da uyumlu olarak ailede bobrek tagi varhiginin genetik yatkinlig
arttirdigini desteklemektedir.

Arastirmamizda ebeveynler arasinda akraballk 17 (%26.2) hastada
saptanmistir. 1 yas altinda tani alan 21 hastanin 5‘inde (%23.8) ebeveynler arasinda
akrabalik bulunmustur. Ailede tas Oykusunun bulunmasi ve ebeveynler arasinda
akraballkk olmasi genetik ve c¢evresel faktorler arasinda etkilesim sonucunda tas
patogenezinde genetik faktorlerin 6nemli Olgclde etkili oldugunu dustndirmektedir
(20, 27). Arastirmamizda ebeveynler arasinda akrabalik olan grupta genotip ve allel
dagihmlarina bakildiginda beklenin tersine 240 T>C polimorfizminde T allel ve TT
genotip, 708 C>T polimorfizminde ise C allel ve CC genotip sikliklari daha ylksek
bulunmustur. Bu sonucun arastirmaya alinan hasta sayisinin az olmasina bagh
olabileceg@i dugunulmustur.

Koyuncu ve Al-Eisa yaptiklari galismalarda ailede Uurolitiazis dykusu olan
hastalarda tas gelisiminin, olmayanlara gore daha erken yaslarda meydana geldigini
ve yuksek rekurrens orani gosterdigini bildirmigsler ve bu durumun hastalar ve
ailelerde bulunan genetik faktoérlere bagl oldugunu disunmuslerdir (93,94). Cesitli

ulkelerden yapilan yayinlarda urolitiazisli ¢gocuklarda tani yasi ortalama 4.2-9.4 yas
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olarak bildirilmistir (20,29). Arastirmamizda ortalama tani yasi literaturle de uyumlu
olarak 67.2 ay (3-210 ay) bulunmustur. Bu ortalama Turkiye’den yapilan bagka
yayinlarla da benzerlik gostermektedir (25,29). Hastalarin 21’inin (%32.3) 1 yas
altinda tani aldi§i gézlenmistir. Arastirmamizda 240 T>C polimorfizminde TT genotipi
ve T alleli, 708 C>T polimorfizminde CC genotipi 1 yas altinda tani alan hastalarda
anlamli olarak yuksek siklikta bulunmugtur. Tani yaslari 1 yas alti, 1-5 yas, 5-10 yas
ve 10 yas Ustu olacak sekilde siniflandiginda tani yaginin artmasiyla bu genotip ve
allellerin sikhginda azalma saptanmistir. Shin ve ark yaptiklari ¢alismada OPN
geninde saptanan -1800 G>T polimorfizminin ve ht-2 haplotipinin hepatoselltler
karsinom gelisim yasi ile iligkili oldugunu bulmustur (95). Niino ve ark MS’li hastalarda
yaptiklari calismada OPN geni 7. Eksonda 9583. pozisyondaki polimorfizmin
hastaligin baslangi¢ yasi ile iligkili oldugunu bildirmistir (65). Gao ve ark tarafindan
nefrolitiazisli hastalarda OPN polimorfizmleri allel ve haplotip dagilimi ile tani yasi
arasinda iligki saptanmazken, farkli haplotipleri tasiyan bireylerde farkli OPN
dizeylerinin bulunabilecegi bildiriimistir (8). Yasui ve arkadaslar yaptiklari calismada
nefrolitiazisli hastalarda OPN duzeyinin dusuk oldugunu gostermistir (6). Yamate ve
ark tarafindan OPN geninde saptanan Ala-250 polimorfizmine bagli olarak OPN
yapisinda degisiklik saptamazken drolitiazis gelisiminden protein diuzeyindeki
farklihklarin ~ sorumlu  oldugu dusunulmustur (7). Bu sonuglar Dbirlikte
degerlendirildiginde arastirmamizda OPN geninde polimorfizm saptanan ¢ocuklarin
bir yas altinda nefrolitiazis tanisi almamalarinin bu polimorfizmin bazi hastalarda
protein yapisinda bozukluga neden olarak tas olusumundan sorumlu olurken,
bazilarinda ise proteinin miktarindaki degisiklikler nedeniyle sadece tas hastaligina
karsi yatkinlik olusturmasi sonucu oldugu dasunulmastar. Bununla birlikte
asemptomatik hastalarin degerlendiriimesi sirasinda goruntuleme yontemlerinin
kullaniimamasi ve buna badli olarak nefrolitiazis tanisinin atlanmasi da hastalarin
daha ge¢ tani almalarina neden olabilmektedir.

Koyuncu ve ark. tarafindan ailede urolitiazis 6ykusu olan hastalarda rekurrens
ve multipl tag gorilme orani olmayanlara gore daha fazla olarak bildirilmistir (94).
Bagka bir galismada ise rekurren tas olusumunun genetik bozukluklari distindurdugu
bildiriimektedir (28). Arastirmamizda 15 (%23) hastada bilateral tas saptanirken, 29
(%44) hastada multipl tas saptanmistir. Bilateral veya multipl tagl olan hastalarin 240
T>C, 708 C>T polimorfizmleri allel ve genotip dagilimlari incelendiginde anlamli

farkhlik saptanmamistir. Bu sonucun hasta sayisinin az olmasina bagh olabilecegi
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disunulmastir. Arastirmamizda elde edilen sonuglarla benzer olarak Gao ve ark.
tarafindan da nefrolitiazisli hastalarda OPN polimorfizmleri allel ve haplotip dagihmi
ile tag sayisiI arasinda anlamli iligki saptanmamistir (8).

Rekurrens orani gesitli yayinlarda ortalama 3-24 yillik takip suresi boyunca
%6-54 arasinda bildirilmektedir (1,29). Arastirmamizda ortalama 13 ay (1-45 ay)
sureli izlem boyunca rekurrens orani %6 bulunmustur. Reklrrens oraninin dusuk
olmasinin ortalama takip suresinin kisa olmasindan kaynaklandigi dusunulmasgtar.
240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri allel ve genotip dagilimlari incelendiginde 240
T>C polimorfizminde TC ve CC genotipleri TT'den, 708 C>T polimorfizminde ise CT
ve TT genotipleri CC’den daha yuksek siklikta saptanmistir. Bu oran istatistiksel
olarak anlamli olmadi§i bulunmustur. Yasui ve ark tarafindan OPN dulzeyleri reklrren
tas hastalarinda ilk kez tas saptanan hastalara gore daha dusuk saptanmistir (6).
Arastirmamizda saptanan bu sonuglarin izlem sdresinin kisa ve tas rekurrensi
gozlenen hasta sayisinin az olmasina bagl olabilecegi dusunulmustur.

OPN sadece kalsiyum taslarinin yapisina katilirken, Urik asid ve sistin
taslarinin yapisinda gosterilmemistir (7,56). Arastirmamizda 8 hastaya tas analizi
yapilmigtir. Tas analizi yapilan tum hastalarda kalsiyum tagi saptanmigtir. Kalsiyum
tasi saptanan hastalarda 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri allel ve genotip
dagihmlarinda farkhihgin anlamh olmadigi saptanmistir. Benzer olarak Gao ve ark
tarafindan da tas tipi ile OPN polimorfizmleri arasinda iliski saptanmamigtir (8).
Arastirmamizda elde edilen bu sonuglarin hasta sayisinin az olmasina bagli
olabilecegi dusunulmusgtur.

240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinde allel ve genotip dagilimlari hastalarda
saptanan hiperkalsitri, hiperokzallri, hipositraturi, hiperurikozuri, sistinuri ve
hipomagnezuri gibi Uriner metabolik risk faktorleriyle kargilastirildiginda iliskinin
anlamli olmadi§i g6zlenmistir. Hiperokzallrik hastalarda 240 T>C polimorfizminde
CC, 708 C>T polimorfizminde TT genotipleri yiksek oranda tespit edilmistir ancak bu
oranin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmugtur. Wesson ve ark. tarafindan
yapilan bir galismada hiperokzalurik, OPN -/- farelerde kalsiyum okzalat monohidrat
kristallerinin olusumu go6zlenirken, OPN +/+ fareler korunmus ve bu durum OPN’nin
kalsiyum okzalat kristal formasyonu icin inhibitdr oldugu sonucunu distindirmustar
(62). Yasui ve Min tarafindan yapilan calismalarda OPN dlzeyi ile kalsiyum ve
magnezyum atilimi arasinda iliski saptanmamistir (6,96). Arastirmamizda elde edilen

sonuclarla benzer olarak Gao ve ark. tarafindan da nefrolitiazisli hastalarda OPN
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polimorfizmleri allel ve haplotip dagilimi ile Uriner metabolik risk faktorleri arasinda

anlamli iligski saptanmamistir (8).
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6.SONUC

Arastirmamizda OPN-SPP1 geninde 5. ekzonda 240 T>C ve 6. ekzonda 708
C>T polimorfizm analizi yapiimistir. 240 T>C polimorfizminin cD80D, 708 C>T
polimorfizminin ise cA236A sinonim aminoasid dedisimlerini kodladi§i saptanmistir.
Bu polimorfizmler hasta ve kontrol grubunda karsilastirildiginda nefrolitiazis geligimi
ile iligkili bulunmustur. Bununla birlikte arastirmamizda hastalarin cinsiyet, ailede
nefrolitiazis OyklUsu, ebeveynler arasinda akrabalik, erken yasta tani, bilateral tas,
multipl tas, tas cinsi, tas reklrrensi ve Uriner metabolik risk faktorleri gibi 6zellikleri ile
240 T>C ve 708 C>T polimorfizmleri arasinda iliski saptanmamistir.

Sonug olarak sinonim aminoasid degisimleri proteinlerin yapisinda degisiklige
neden olmazken, duzeylerinde degisiklikler yaratarak etki olusturabilmektedir. Bu
arastirmada nefrolitiazis ile iligkili olarak saptanan ve sinonim aminoasid degisikligine
neden olan polimorfizmlerin daha genis hasta gruplari ile yapilacak galismalarda
OPN mRNA ve/veya idrar OPN duzeyleri ile birlikte degerlendiriimesinin klinik iliskinin
saglamlastinimasi ve risk faktorleri ile nefrolitiazise genetik yatkinlik iligkisinin

belirlenmesi igin gerekli oldugu dasunulmustar.

49



7.0ZET

Urolitiazis organik bir matriks icinde kristal komponentler iceren, Uriner
traktusun herhangi bir yerinde olusabilen anormal bir birikimdir. Metabolik
bozukluklar, genetik yatkinlik, cevresel faktorler, nutrisyonel nedenler, Uriner sistemin
anatomik malformasyonlari ve tas olusumunu kolaylastirici medikal tedavileri iceren
multifaktoryel etiyolojiye sahiptir. Cocukluk c¢aginda prevalansi %2-3 arasinda
degismektedir. YUksek morbiditesi ve son donem bdbrek yetmezligi potansiyeli
nedeniyle énemli bir saghk sorunudur. insidans, lokalizasyon ve etiyolojisi; iklim,
diyet, genetik ve sosyoekonomik faktérlere bagli olarak degismektedir. Nefrolitiazis
olusumu, birgok faktér tarafindan inhibe edilen veya uyarilan kristal formasyonunun
sonucunda meydana gelmektedir. Uriner makromolekiillerin kalitatif ve kantitatif
eksiklikleri tag olusum riskini etkilemekte ve nefrolitiazis patogenezinde anahtar rol
oynamaktadir. OPN hem kalsiyum taglarinin yapisinda yer almasi, hem de tas
olusum mekanizmalarindaki nukleasyon, buylime ve agregasyon asamalarinda olan
etkileri nedeniyle en dnemli roll oynayan protein olarak goze garpmaktadir.

Arastirmamizda 65 hasta ve 50 saglikli ¢ocuktan olusan kontrol grubu ile
cocuklarda nefrolitiazis gelisiminde OPN gen polimorfizminin rolt incelenmistir. OPN-
SPP1 geninde 5. ekzonda 240 T>C ve 6. ekzonda 708 C>T polimorfizm analizi
yapilmistir. 240 T>C polimorfizminin ¢cD80D, 708 C>T polimorfizminin ise cA236A
sinonim aminoasid degisimlerini kodladi§i saptanmistir. Bu polimorfizmler hasta ve
kontrol grubunda Kkarsilastirildiginda nefrolitiazis gelisimi ile iligkili bulunmustur.
Bununla birlikte arastirmamizda hastalarin cinsiyet, ailede nefrolitiazis dykusd,
ebeveynler arasinda akrabalik, erken yasta tani, bilateral tag, multipl tas, tas cinsi,
tas reklrrensi ve Uriner metabolik risk faktorleri gibi 6zellikleri ile 240 T>C ve 708
C>T polimorfizmleri arasinda iliski saptanmamigtir.

Sonu¢ olarak OPN geninde 240 T>C ve 708 C>T polimorfizmlerinin
nefrolitiazis ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Saptanan bu polimorfizmlerin sinonim
aminoasid degisimini kodlamalari nedeniyle proteinin yapisinda degisiklik
yaratmadigi bulunmus ancak proteinin duzeylerinde degisiklikler yaratarak etki

olusturdugu dasunulmustar.

Anahtar kelimeler: Osteopontin, Nefrolitiazis, Polimorfizm
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8.INGILizCE OZET

THE ROLE OF OSTEOPONTIN GENE POLIMORPHISM IN CHILDREN WITH
NEPHROLITHIASIS

Urolithiasis is an abnormal accumulation, containing crystal components in an
organic matrix, that can form anywhere along the urinary tract. Its’ etiology is
multifactorial including metabolic abnormalities, genetic susceptibility, nutritional
factors, anatomic malformations of urinary tract and medical treatments facilitating
urinary stone formation. Its’ prevalance in childhood is 2-3 %. It is an important health
problem with high morbidity and potential to cause end-stage renal failure. Incidence,
localization and etiology change depending on climatic, dietary, genetic and
socioeconomic factors. Development of nephrolithiasis occurs through crystal
formation, stimulated and inhibited by many factors. Qualitative and quantitative
deficiencies of urinary macromolecules are associated with formation of urinary
stones and play an important role in nephrolithiasis pathogenesis. Because of its’
involvement in structure of calcium stones and effects on mechanisms of renal stone
formation, like nucleation, growth and aggregation phases, OPN seems to be the
protein having the most important role.

Our study group was composed of 65 children with urinary stones and 50
healthy children. We investigated the role of OPN gene polymorphism in
development of nephrolithiasis in children. We evaluated the polymorphisms of 240
T>C at 5th exon and 708 C>T at 6th exon on OPN-SPP1 gene. We found that 240
T>C and 708 C>T polymorphisms were coding cD80D and cA236A synonym
aminoacid changes, respectively. These polymorphisms were found to be associated
with development of nephrolithiasis when patient group and control group were
compared. We also detected association between 240 T>C and 708 C>T
polymorphisms and characteristics of the patients like sex, family history of
nephrolithiasis, consanguinity between parents, diagnosis at an early age, bilateral
stones, multiple stones, type of stones, stone recurrence, and urinary metabolic risk
factors.

In conclusion, it was found that there is an association between 240 T>C and
708 C>T polymorphisms in OPN gene and nephrolithiasis. Although these

polymorphisms code for synonym aminoacid changes and therefore does not cause
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any change in protein structure, we believe that they may create their effects through

promoting changes in protein levels.

Key words: Osteopontin, Nephrolithiasis, Polymorphism
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