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BOBREK TASI OLUSUMUNU ETKILEYEN
GEN POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Uriner sistemde tas olusumu sik goriilen, morbiditeye ve is giicii kaybina
neden olan, global bir saglik sorunudur. Bobrek tasi hastaligi ¢evresel ve genetik
faktorlerin rol oynadigi multifaktoriyel bir rahatsizliktir. Beslenme sekli, iklim, sivi
alimi, meslek gibi etmenler tas olusumundaki en 6nemli ¢evresel faktorler olarak
sayilabilir. Son yillarda yapilan genetik ¢alismalar, bazi genlerdeki polimorfizmlerin
tas olusumu ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu genler arasinda Vitamin D
reseptorii geni, Uirokinaz geni, E-kaderin ve kalsitonin reseptorii genleri sayilabilir.
Ancak yapilan g¢aligmalar celiskili sonuclar ortaya koydugundan, polimorfik gen
lokuslar: farkli etnik grup ve popiilasyonlarda incelenmelidir. Genlerdeki polimorfik
varyasyonlarin tas olusumuna etkilerinin belirlenmesi ile bu varyasyonlar genetik
belirte¢ olarak kullanilabilir ve tam1 ve tedavi yoOntemlerinin kesinlestirilmesine
katkida bulunabilir.

Bu c¢aligmada kalsitonin reseptorii geninin (CTR) 1377. niikleotid
bolgesindeki C/T polimorfizmi 130 kalsiyum oksalat (CaOx) tas hastas1 ve 130
saglikli bireyde incelenmis ve tas olusumu ile polimorfizm iliskisi arastirilmistir.
Bununla birlikte hastalik ile cinsiyet, yas, aile oykiisli ve sigara kullanimu iliskisi de
sorgulanmustir.

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi sonucunda CaOx bdbrek tast olusumu

ile C/T polimorfizmi iligkili bulunmustur (p<0.05; OR=1,699; %95 Cl= 1,316 —
IX



2,194). Tas olusumu ile hastalarin cinsiyeti, aile dykiisii ve sigara kullanimi iliskili
bulunmamustir. 55 yas ve iizerinde tas olusumu sikliginin arttig1 gézlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Bobrek tasi, kalsitonin reseptorii geni, C/T polimorfizmi
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ABSTRACT

Stone formation in the urinary system is a common health problem which
leads to morbidity and loss of work power. Kidney stone disease is multifactorial
disorder for which both environmental and genetic factors play roles. The type of
nutrition, climate, fluid consumption, business could be ranked as the most important
environmental factors. Genetic studies in the recent years demonstrated that
polymorphisms in some genes are associated with stone formation. Vitamin D
receptor gene, urokinase gene, E-cadherin gene and calcitonin receptor gene are
among these genes. However, since the studies display contradictory results,
polymorphic gene loci should be analyzed in different ethnic groups and populations.
Given that the effects of the polymorphic variations in the genes are determined,
these variations can be used as genetic markers and can contribute to the
establishment of diagnostic and treatment methods.

In this study the C/T polymorphism at nucleotide position 1377 in the
calcitonin receptor gene (CTR) gene has been examined in 130 CaOx kidney stone
patients and 130 healthy individuals; and the association between stone formation
and the polymorphism has been investigated. In addition to that, the association
between the disorder and sex, age, family history and cigarette smoking were

questioned.
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Statistical analyses revealed an association between CaOx kidney stone
formation and C/T polymorphism (p<0.05; OR=1,699; %95 Cl= 1,316 — 2,194). Sex,
family history and smoking status of the patients were not found to be associated
with stone formation. It was observed that the frequency of stone formation increases
after the age of 55.

Key words: Kidney stone disease, calcitonin receptor gene, C/T polymorphism.
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1. GIRIS

1.1.Bobrek Tas1 Hastaligi’na Genel Bakis

Uriner sistem tas hastalig, idrar yollarinda tasin mevcut olmasi ile tanimlanir
ve diinyanin birgok bolgesinde genis hasta popiilasyonlarmi etkileyebilen,
endistrilesmis toplumlarda giderek artmakta olan ciddi bir saglik sorunudur (Kirag
ve dig., 2008). Yaklasik 7000 yildir insanoglunu etkileyen bu hastaliga milattan dnce
4800 yillarina ait Misir mumyalarinda bobrek ve mesane tasi olarak rastlanmistir
(Adayener ve dig., 2002; Lopez ve Hoppe, 2008). Ornegin 1901 yilinda Ingiliz
arkeolog E. Smith, Misir El Amrah’ta 5000 yillik bir mesane tas1 bulmustur. Milattan
sonra 1500 yilinda eski Misir'a ait tip bilgileri iceren en eski ve en 6nemli yazmadan
biri olan Eber Tip Papiriisii’nde de iiriner sistem taslariin tedavisi ile ilgili bilgiler
bulunmaktadir (Lépez ve Hoppe, 2008). Uriner sistem taslar1 ¢cok eski zamanlardan
beri bilinmesine ragmen, Avrupa’da bu hastalik ile ilgili ilk epidemiyolojik verilerin
toplanmasina 19. ylizyilda baslanmistir. Bu dénemde incelenen taslarin ¢ogunlugu
amonyum iirat taslar1 olup geri kalanlar1 ise kalsiyum oksalat taslar1 seklindedir.
Zaman i¢inde hizla degisen sosyo-ekonomik sartlar, degisen diyet alisgkanliklar1 gibi
etmenlerle son 100 yilda mesane taglarinin, kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat
taslarindan olustugu belirlenmistir (Misliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 10). Son
20 yillik siirecte liriner sistem tas hastaligit Merkez ve Giiney Avrupa, Ortadogu
tilkeleri, Tirkiye, Tayvan, Japonya ve Brezilya gibi iilkelerde anlamli bir artis
gostermistir (Heilberg ve Schor, 2006). Uriner sistem tas hastaliginin diinyadaki
prevalanst yaklasik %5-12 arasinda olup Tiirkiye’deki prevalanst %14,8’dir
(Adayener ve dig., 2002; Mutlu ve dig., 2002; Tefekli ve dig., 2005) ve iilkemizin
Gliney ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde daha sik rastlandigr bildirilmistir
(Adayener ve dig., 2002).



Uriner sistemde tas olusumu cevresel, anatomik ve genetik faktorlerin
karsilikli etkilesmesine dayanan multifaktoriyel bir olaydir. Giiniimiizde genel olarak
kabul edilen risk etkenleri hiperkalsiiiri, hiperoksaliiri, hiperiirikoziiri ve hipositratiiri
olup, azalmis idrar miktar1 da bu duruma neden olabilen ¢ok 6nemli bir faktordiir.
Beslenme, yas ve cinsiyet, sivi alimi, genetik, cografya, iklim ve mevsimsel etkenler,
meslek gibi diger bir¢ok faktor de tas hastaliginda 6nem arz etmektedir (Demirel ve
Adanur, 2009, Trinchieri A., 1996). Genetik bozukluklar {iriner sistem tas
hastaliginin hemen her evresinde etkili olabilmekte, her tip tas (kalsiyum oksalat,
kalsiyum fosfat, ksantin, sistin, iirik asit gibi) olusumuna neden olabilmektedir.
Ozellikle kalsiyum emilimi, oksalat iiretimi ve transportu, idrarda inhibitor
maddelerin  (osteopontin, iiromodiilin, sitrat) sentezi asamalarinda genetik
bozukluklar goze ¢arpmaktadir (Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 78).

1.2. Tas Olusumunu Etkileyen Faktorler

1.2.1.Cografi Konum

Farkli cografi konumlarda yasayan bireylerde tas olusumu siklig1 farkliliklar
gosterir. Yetigkinlerde iiriner sistemde tas olugmasi riski bat1 yarikiirede (Avrupa’da
%5-9, Kanada’da %12, Amerika’da %13-15) dogu yarikiireden (%1-5) daha
yiiksektir. Ayrica daglik, ¢ol ve tropikal bolgelerde tas hastaligi prevalansinin yiiksek
oldugu bildirilmektedir (Lopez ve Hoppe, 2008). Iskandinavya, Akdeniz Ulkeleri,
Kuzey Hindistan, Pakistan, Kuzey Avustralya, Orta Avrupa ve Orta Amerika bobrek
tas1 hastalig1 acisindan yiiksek insidansh tilkeler olarak siniflandirilmaktadir (Tefekli
ve dig., 2005). Suudi Arabistan gibi baz1 Asya iilkelerindeki risk en yiiksek (%20,1)
olarak rapor edilmistir. Hastaligin insidansi cografi bolgeye, irksal ozelliklere ve
sosyo-ekonomik statiiye gore degismektedir (Soucle M. ve dig., 2008). Zaman i¢inde
sosyo-ekonomik kosullarin degisimi ve diyet aliskanliklarinin farklilasmasi sadece
insidans1 degil bobrek tasinin kimyasal yapisin1 ve yerlesim yerini de etkilemistir.
Ekonomik olarak gelismis iilkelerde kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat tas1 daha
stk goriiliirken, Asya’da amonyum iirat ve kalsiyum oksalat taglarindan olusan
mesane tasi olusumu epeyce yaygindir (Lopez ve Hoppe, 2008). Son 20 yillik
siirecte iist iiriner sistem tas hastaligi Merkez ve Giiney Avrupa, Ortadogu Ulkeleri,
Tayvan, Japonya ve Giiney Amerika (Brezilya) gibi iilkelerde de anlamli artis
gostermistir (Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 11)



1.2.2.Yas, Irk ve Cinsiyet

Ulkemizde, iiriner sistem tas hastaliginin epidemiyolojisi ile ilgili olarak
yapilan bir caligmada erkek: kadin orani 1,5:1 ve en sik goriildiigii yas grubu 55 yas
iistii olarak rapor edilmistir (Adayener ve dig., 2002). Diger yandan, tag hastaliginin
erkek: kadin orani literatiirde 2:1 veya 3:1 olarak bildirilmistir (Tefekli ve dig., 2005;
Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 12). Yapilan bir ¢alismada goreceli olarak tas
hastaligit olusumuna neden olan kronik {iiriner sistem enfeksiyonlari, sistiniiri,
hiperparatiroidizmin bayanlarda daha sik goriilmesinin tas hastaligi sikligin
artirabilecegini one siirlilse de, bayanlardaki diisiik serum testosteron diizeyleri ve
idrarlarindaki sitrat miktarinin yiiksekligi tas hastaliginin erkeklerde daha fazla
goriilmesini agik¢a ortaya koymaktadir (Tefekli ve dig., 2005).

Bobrek tasi hastaligi beyaz Kafkaslarda, siyahilerden cografi alana bagh
olmaksizin daha siklikla goriilir (Lopez ve Hoppe, 2008; Elaine ve dig., 2008).
Eskimolarda ise hi¢ gériilmemektedir (Demirel ve Adanur, 2009).

Uriner sistem tas hastaligmin insidansi erkekler igin 20’li yaslarda
yiikselmeye bagslar, 40-60 yaslar arasinda en yiiksek noktaya ulasir ve sonra azalir.
Kadinlarda ise 20’lerin sonunda yiikselen insidans, 50’li yaslarda azalir. Almanya’da
yapilan bir ¢alismada 50 yas istiindeki erkeklerde prevalansin %9,7 kadinlarda ise
%5.,9 oldugu vurgulanmistir (Demirel ve Adanur, 2009).

1.2.3.Genetik Faktorler

Ailesinde tas hastaligi olan bireylerin hastaliga yakalanma ihtimali, aile
Oykiisii olmayanlardan 2,5 kat daha fazladir. Bu yiiksek risk, cevresel ve kalitsal
etmenlerin kombinasyonudur (Curhan, 2007). Bobrek tasi tespit edilen hastalarin
bobrek tas1 hastaligi olmayan grupla karsilastirildig: bir ¢alismada ailede tas hastaligi
hikayesinin, tas hastaligi olmayanlardan ii¢ kat fazla oldugu gozlenmistir (Curhan ve
dig., 1997; Demirel ve Adanur, 2009). Italya’da yapilan bir ¢calismada, son on yilda
prevalansin %11,7°den, %17,2’ye yiikseldigi ve hastalarin anne-babalarinda %22,5
ve kardeslerinde %14,1 oranlarinda tas olusumun goriilmesiyle hastaligin kalitsal
yatkinligi oldugu saptanmustir (Serio ve Fraioli, 1999). Ulkemizde yapilan bir
caligmada, hastalarin %40’ 1mnin birinci derece akrabalarinda tas hastaligi gorildiigi
bildirilmistir (Tefekli ve dig., 2005).

Tas hastaliginin multifaktoriyel dogasi nedeniyle genetigin katkisini tespit

etmek zorluk arz etmektedir. Ancak bobrek tasi olan hastalarin %25’inde aile



Oykiisiiniin pozitif olmast ve tas olusumuna yol agan ailesel renal tubiiler asidoz,
sistiniiri, primer hiperoksaliiri, Lesch—Nyhan sendromu, ksantiniiri ve Dent hastalig1
gibi bir¢ok hastaligin herediter’ olmast tas hastaliginda genetik bozukluklarin roliinii
ve 6nemini gostermektedir (Demirel ve Adanur, 2009).

1.2.4.iklim ve Mevsimsel Etmenler

Sicak iklim kusaginda yasayan bireylerde artan sivi kaybi, daha satiire olmus
idrar atilim1 gibi nedenler ile daha yiiksek oranda tas hastaligina rastlanir (Lopez ve
Hoppe, 2008; Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 11). Sicak iklim bolgelerinde
ortaya ¢ikan artmis tag hastaligin en onemli sebebi, cilt yoluyla kaybedilen sivi
miktarinin artigina bagli olarak idrar miktarinin azalmasidir (Tefekli ve dig., 2005).
Buna ek olarak, daha uzun siire giines 1s18ina maruz kalma ile 1,25 dihidroksivitamin
D3 liretiminin arttig1 ve bundan dolayi artan idrar kalsiyum miktarinin tag olusumunu
yaz aylarinda hizlandirdig: ileri stiriilmiistiir (Parry ve Lister, 1975). Yil boyunca
sicaklik farkliliklarinin gozlemlendigi iilkelerde ise tag hastaliginin siklig1 yil i¢inde
farkliliklar gostermekte olup, en yogun donem yaz aylar1 (Haziran — Eyliil) olarak
saptanmugtir (Tefekli ve dig., 2005).

1.2.5.Mesleki Faktorler

Uriner sistem tas hastalig1 icin cesitli meslek gruplarinda farkli goriilme
sikliklar1 rapor edilmis ve sedanter’ meslek gruplarinda tas hastaligima daha sik
rastlandig1 bildirilmistir (Adayener ve dig., 2002; Tefekli ve dig., 2005). Yapilan bir
caligmada, yoOnetim ve biiro isinde calisanlarda, beden isi yapanlara gore tas
hastaligina daha sik rastlandigini belirtilmistir (Adayener ve dig., 2002). Islerinin
igerigi ve bulunduklar1 ortam geregi yiiksek 1sitya maruz kalan bireylerde de (gemi
calisanlari, firm ve dokiim isgileri vs.) tas hastaliina daha sik oranda
rastlanilmaktadir (Miislimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 13; Curhan, 2007).
Ulkemizde bu konuda yapilan bir calismada klinige basvuranlarin %57,1’inin
sedanter yagsam siiren mesleklerde ¢alistiklari tespit edilmistir (Tefekli ve dig., 2005).

1.2.6.S1vi Alim

Asirt su alminin idrar hacmini artirarak seyreltik idrar olusumunu ve
ditlireziyi artirmasi nedeniyle kristallerin iiriner sistemi daha hizli terk etmesinin tas

olusumunu engelledigi bilinmektedir. Literatiirde idrar hacminin azalmasi sonucu

! Kalitsal
2 Hareketsiz, duragan.



idyopatik kalsiyum tas1t sikligimin arttigi belirtilmektedir (Tefekli ve dig., 2005;
Taylor, Stampfer ve Curhan, 2004). Giinde 2 litre ve iizerindeki miktarlarda sivi
aliminin iriner sistem tas hastalizi (USTH) olusumunu 6nledigi, idrar miktar1 ve
idrar akim hizim1 arttirarak idrarda disiik solid konsantrasyonu sagladigi
gosterilmistir (Bellizzi ve dig., 1999). Uriner sistem tas hastalariin %19’unda
yetersiz sivi alimi tespit edilmistir (Embon, Rose ve Rosenbaum, 1990). Alinan
stvinin tiirii de triner sistem tas hastaliginin olusumunu etkileyebilir (Demirel ve
Adanur, 2009). Portakal suyu ve limonatanin idrar sitrat miktarini arttirarak tas
olusumunu azalttigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (Wabner ve Pak, 1993). Portakal
suyu kalsiyum fosfat tasi i¢in olusum ¢arpimini arttirir, idrarda ¢oziinmemis iirik asiti
azaltir (Curhan, 2007). Elma ve greyfurt suyunun tas olusum riskini artirdigi
belirtilmistir (Curhan, 2009; Demirel ve Adanur, 2009). Cay, kahve gibi igeceklerin
ve alkol aliskanliginin da kalsiyum oksalat tasi icin risk faktorii oldugunu belirten
¢alismalar mevcuttur (Curhan, 2007).

1.2.7.Beslenme

Uriner sistem tas hastalig1 ve diyet iliskisi literatiirde sik islenen bir konudur
(Adayener ve dig., 2002; Curhan ve dig., 1998). Burada en 6nemli iki faktor ise
idrarin bilesimi ve bdbregin anatomik yapisidir. Etiyolojik faktorlerin 6nemli bir
kism1 diyet yoluyla degistirilebilir, ¢iinkii idrar bilesimi dogrudan diyetle iligkilidir.
Diyetteki hayvansal protein miktarindaki artisin oksalat absorbsiyonunu ve iiriner
sistem tas hastaligi riskini arttirdig1 birgok ¢alismada gosterilmistir (Lopez ve Hoppe,
2008; Taylor, Stampfer ve Curhan, 2004; Fromberg, 1992; Demirel ve Adanur,
2009). Ornegin Ingiltere’de yapilan bir galismada hayvansal proteinden fakir bir
diyet ile tas olusma riskinin azaldigi ve tas hastalifina vejetaryenlerde normal
popiilasyondan %40-60 daha az rastlandigini rapor etmistir. Yapilan bir baska
caligmada giinliik icilen su miktart arttirilmis, hayvansal kaynakli protein, sofra tuzu
ve kalsiyum miktar1 azaltilmig bir diyetle idrardaki kalsiyum oksalat satiirasyonunun
azaldig1 rapor edilmistir (Adayener ve dig., 2002). Tas hastaligi prevalansinin
Amerika ve Avrupa’dan yliksek oldugu Suudi Arabistan’da hayvansal protein
tilketimi Amerika’dan %10 ve Avrupa’dan %50 daha yiiksektir. Japonya’da mesane
ve Ust Uriner sistem taslarinin prevalansi 1950 yilinda aymi iken 1980°de %95’e

yiikselmistir. Bu aralikta Japonlarin gilinliik protein tiiketimi 20g’dan 40g’a



yiikselmistir (Lopez ve Hoppe, 2008). Dolayisiyla iirik asit ve kalsiyum oksalat
taglarinin olumunun diyetle hayvansal gida alimindan etkilendigi goriilmektedir.

Diyetle asir1 piirin, kalsiyum, oksalat ve fosfat alinmasi, idrarda bu
maddelerin asir1 atilimina neden olarak tas hastaligini kolaylastirmaktadir (Tefekli ve
dig., 2005). Siit lriinleri hayvansal protein ve kalsiyum icererek esas rolii oynarlar.
Amerika’da 40.000 saglikli birey iizerinde, diyetle kalsiyum aliminin tas hastalig
riskine etkilerini arastiran bir caligmada giinliik kalsiyum tiiketiminin 1,050g’dan
600g’a diisliriilmesinin tas hastaliginin gelisim riskini arttirdig1 ispatlanmistir
(Tefekli ve dig., 2005; Demirel ve Adanur, 2009). 45.000 erkek {izerinde yapilan bir
diger calismada tasli olgularin, digerlerinden daha az oranda kalsiyum igeren besinler
tilkettiklerini belirtmislerdir (Adayener ve dig., 2002; Hiatt ve dig., 1996). Yetiskin
ve c¢ocuk poplilasyonunda sodyum alimi hiperkalsiiiri ile iligkili olarak tas
olusumunda major rol oynar (Lopez ve Hoppe, 2008). Asirt tuz alimi nedeniyle
bobrek tubiluslarindan sodyumun geri absorbsiyonu sonucu kalsiyumun tiibiiler
sekresyonu, hiperkalsiiiriye neden olarak tas olusum riskini artirir. Ulkemizde
yapilan bir ¢alismada hastalarin %77,6’sinin asir1 tuzlu beslenmesi diyetin 6nemini
ortaya koymaktadir (Tefekli ve dig., 2005; Demirel ve Adanur, 2009).

Bobrek tasi hastalarinin beslenmelerinde lifli besin tiikketiminin diisiik oldugu
gbzlenmistir. Son zamanlarda yapilan calismalar, diyette lifli besin tiiketiminin tag
hastaliginin tekrarin1 Onlemedeki rolii ilizerine odaklanmistir. Beslenmelerinde
giinlik 30 g. soya ve bugday tiiketen kisilerde bobrek tasi hastaliginin tekrarinda
belirgin bir azalma oldugu g6zlenmistir (Hughes, Richard ve Norman, 1992).

1.2.8.Eslik Eden Hastaliklar

Tas hastalifinin olusum riski viicut agirligi ve viicut kitle indeksi artisina
bagli olarak artmaktadir (Misliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 13; Curhan, 2007;
Curhan ve dig., 1998; Demirel ve Adanur, 2009; Erden ve dig., 2004). Viicut kitle
indeksinin 25’in iizerinde olmasi durumu tas hastalig1 icin risk faktorii olarak
belirlenmistir (Adayener ve dig., 2002). Viicut kitle indeksinin artig1 ile idrardaki
{irik asit, sodyum, amonyum fosfat artmakta, idrar pH’s1 diismektedir. Idrarda iirik
asitin artmasi kalsiyum oksalat ¢Oziiniirliigiinii ve glikozaminoglikanlarin tas
olusumu {izerindeki inhibitdr etkisini azaltmaktadir. Bu iki mekanizma kalsiyum
oksalat tasi olusumu riskini artirir (Demirel ve Adanur, 2009). Tas hastaliginin

mekanizmasi ¢ok iyi bilinmemesine ragmen 6zellikle kadinlarda hipertansiyon ile de



iligkili oldugu bildirilmistir (Elaine ve dig., 2008; Strazzullo ve Cappuccio, 1995;
Cappuccio, Strazzullo ve Mancini, 1990) Tas hastaliginin diger bir takim kronik
hastaliklarla birliktelik gosterebilecegine dair ¢alismalar mevcuttur (Miisliimanoglu,

Esen ve Tefekli, 2007: 13).

1.3.Tas Olusum Teorileri

Normalde idrarda belirli bir pH ve sicaklikta belirli bir maddenin ¢oziiniirligi
sabittir. Eger idrardaki bu maddelerin miktarlarinda artis devam ederse, madde
idrarda kristalize olmaya baslar. Bu olusum siipersatiirasyon teorisiyle aciklanir.
Kristalizasyondan sonraki asama niikleizasyon donemidir. Niikleizasyon eger primer
olarak benzer kristaller {izerinde olursa homojen niikleizasyon adim alir.
Kristalizasyon, ortamda var olan hiicrenin debrisi, epitelyum hiicreleri veya tirik asit
kristalleri gibi bagka bir ylizey lizerinde devam ederse heterojen niikleizasyon adini
alir. Heterojen niikleizasyon homojen niikleizasyondan daha diisik yogunlukta
gelisir. Idrarda bulunan epitel hiicreler, eritrosit hiicreleri ve diger kristaller heterojen
niikleizasyon icin yiizey gérevi goriirler. idrarda kristallerin bulunmasi tas olusumu
icin yeterli degildir. Kalsiyum oksalat kristalleri idrarla birlikte hareket edip
bobrekten atildigr siirece bir sorun olusturmaz. Ancak kristaller idrarla
atilamadiklarinda tas olusumu i¢in ¢ekirdek gorevi goreceklerdir. Bu ise kristallerin
hareketlerinin idrar hareketlerinden yavas olmast demektir. Bu durumda
niikleizasyon ile olusan kristaller idrarda biiyiiyerek bir araya toplanmaya
(agregasyon) baglar (Macfarlane, 2006).

Bu siirecte biiyiiyen kristallerin tas olusumuna nasil yol actig1 konusunda iki
temel goriis vardir. Bunlardan birisi serbest pargacik teorisidir. Bu goriise gore;
kristallerin ileri derecede siipersatiire olan idrarda hizla biiyiidiigii ve bir araya
geldigi, boylece idrarin tiibiillerden gecis zamanindan daha kisa bir siirede tiibiil
liimenini tikayacak biiyiikliige ulastig1 kabul edilir. Bu biiyiikliige ulasan parcacik,
tiibiil liimeni icinde takilarak tas olusumu icin bir cekirdek olusturur. Ikinci teoriye
gore ise; idrarin tiibiillerden gegis siiresi i¢inde kristallerin liimen igine takilacak
boyuta ulagmasinin miimkiin olmadigina inanilir. Bu nedenle kristallerin biiyiirken
tiibiil epiteline yapisarak tas olusumu i¢in c¢ekirdek olusturdugu diisiintiliir. Bu
konuda her iki teori i¢in yapilmis calismalar vardir. Finlayson ve Reid, bobrek i¢inde

idrarin akim hizi ile kalsiyum oksalat kristallerinin biiyiime hizim1 karsilagtirmas,



idrarin nefrondan gegis siiresi iginde kristallerin tikanikliga yol agacak kadar
biliylimelerinin miimkiin olmadigin1 gostermistir. Kok ve Khan ise tiibiiller i¢inde
kristallerin idrara gére daha yavas hareket edecegini ve ozellikle yemeklerden sonra
olusabilecek akut hiperoksaliiri durumunu da gbéz Oniine alarak hesaplamalar
yapmiglardir. Bu hesaplamalarda, tiibiillerden gecis siiresi i¢inde kalsiyum oksalat
kristallerinin liimen iginde takilmalarina yetecek biiyiikliige ulagmalarinin miimkiin
oldugunu gostermislerdir (Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 22; Yapanoglu ve
Okyar, 2009).

1.4.Yapilarina Gore Taslar

1.4.1.Kalsiyum Oksalat Taslar

Kalsiyum oksalat taslari, tiriner sistem taslarinin %60-%75’ini olusturan, en
sik goriilen tas tipidir (Elaine, Worcester ve Fredric, 2008; Miisliimanoglu, Esen ve
Tefekli, 2007: 141; Yapanoglu ve Okyar, 2009). Kalsiyum oksalat taglari monohidrat
ya da dihidrat (daha az yogunlukta) olmak {iizere iki degisik yapida olabilir
(Yapanoglu ve Okyar, 2009; Macfarlane, 2006). CaOx tas hastaliginda, hastalarin
idrarlarinda hiperkalsiiiri, hipositratiiri, hiperoksalatiiri ve hipomagneziiiri gibi
metabolik anomalilerin biri ya da birkac1 saptanabilir. Ulkemizde bu durumlardan en
one ¢ikan metabolik anomali, hipositratiiridir (Yapanoglu ve Okyar, 2009).

1.4.1.1.Hiperkalsiiiri

Hiperkalsiiiri, 24 saatlik idrardaki kalsiyum miktarmin 250 mg’dan fazla
olmas1 seklinde tanimlanir (Yapanoglu ve Okyar, 2009; Miislimanoglu, Esen ve
Tefekli, 2007: 124). Iyonik kalsiyum (Ca) artmasina bagh olarak idrardaki kalsiyum
miktar1 artar. Artmig Ca miktarina bagli olarak Ca tuzlari tas haline doniisiir. Bu
doniistimde idrardaki sitrat ve glikozaminoglikan gibi inhibitér madde miktarlarinin
az olmasi da katkida bulunur (Yapanoglu ve Okyar, 2009). Tefekli ve arkadaslari,
kalsiyum oksalat tas1 olan erkeklerde %44,1 oraninda hiperkalsiiiri saptamislardir
(Miislimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 125). Hiperkalsiiirinin sebepleri arasinda
barsaktan fazla kalsiyum emilmesi, bobrekten kalsiyum kagagi ve asir1 D vitamini
alimi gosterilmektedir (Coe, Evan ve Worcester, 2005; Elaine ve Fredric, 2008;
Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 126; Yapanoglu ve Okyar, 2009; Macfarlane,
2006).



1.4.1.2.Hiperoksalatiiri

Hiperoksalatiiri idrarda oksalat miktarinin 24 saatte 45 mg iizerinde olmasi
seklinde tanimlanir (Miislimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 140; Curhan, 2007;
Yapanoglu ve Okyar, 2009). Idrardaki oksalat konsantrasyonu artisiyla ve kalsiyum
ile siipersatiirasyonunu etkileyerek kristal olusumunu tetikler, tas olusumunda
anahtar rol oynar. Kristalizasyon iizerinde kalsiyuma gore on kat daha giiclii etkisi
vardir. Uriner oksalatin %80’ karacigerde endojen iiretimden ve %20’si diyetlerden
gelir. Oksalattan zengin gidalar ¢ay, kahve, bira, ravent, kakao, 1spanak ve diger yesil
sebzelerdir (Macfarlane, 2006). Diyetteki Ca miktarmin kisitlanmasi barsaklarda
oksalatin Ca’a baglanmasini azaltir ve barsaklarda oksalat emiliminin artmasina
neden olur. Ayrica asir1 C vitamini aliminda, hiicre iginde askorbat oksalata
cevrildigi i¢in oksalat miktari artabilir (Yapanoglu ve Okyar, 2009).

1.4.1.3.Hiperiirikoziiri

Hipertirikoziiri idrarda iirik asit miktarinin 24 saatte 600-700 mg’dan fazla
olmasidir (Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 127; Yapanoglu ve Okyar, 2009;
Macfarlane, 2006). Urik asit kalsiyum oksalat kristal formasyonunu artirir
(Macfarlane, 2006). idrarda iirik asit kristallerinin bulunmasi kalsiyum oksalat
kristallerinin olusumu i¢in ¢ekirdek gorevi goriir ve heterojen niikleizasyona yol agar
(Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 127). Hiperiirikoziirinin en sik nedeni diyet
ile asir1 miktarda piirin alinmasidir.

1.4.1.4.Hipositratiiri

Idrardaki sitrat, hem idrardaki kalsiyumu baglayarak hem de kalsiyum oksalat
ve kalsiyum fosfat kristal formasyonunu azaltarak tas formasyonu {izerinde inhibitor
etkiye sahiptir (Macfarlane, 2006). Idrardaki sitrat kalsiyumla birleserek ¢oziiniirliigii
daha yiiksek olan bir kompleks olusturur. Bu durum Ca miktar1 azalmasina neden
oldugu i¢in CaOx tasi olusumu azalir. Idrarda sitrat, kadinlarda erkeklerden daha
yiiksek miktarda bulunur. Bu durumun kadinlarda tas hastaligini1 erkeklere gore daha
az goriilmesinin 6nemli sebeplerinden biri oldugu diisiiniilmektedir (Miisliimanoglu,
Esen ve Tefekli, 2007: 126). Giinliikk idrardaki sitrat miktarinin 300 mg altinda
olmasi hipositratiiri olarak adlandirilir (Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 126;
Yapanoglu ve Okyar, 2009). Hipositratiiri kalsiyum tash hastalarin %15-%63’iinde

goriilmektedir.



1.4.1.5.Hipomagneziiri

Magnezyum, oksalatla birleserek idrarda ¢oziiniirliigli CaOx’den daha diisiik
olan bir madde olusturmaktadir. Boylece idrarda CaOx satiirasyonu diismektedir.
Magnezyum, in vitro kalsiyum oksalat kristal olusumu ve biiyiimesini inhibe eder.
Ayrica magnezyum oral yolla alindiginda oksalatin barsaktan emilimini azaltir.
Preminger ve ark. nin yaptigi ¢alismada CaOx tas hastaliginda hipomagnezemi orani
%4,4 bulunurken Tirkiye’de Akinci ve ark. nin yaptigi calismada ise tas hastalarinda
%?24,4 oraninda hipomagnezemi saptanmistir (Miislimanoglu, Esen ve Tefekli,

2007: 126; Yapanoglu ve Okyar, 2009).

1.4.2.Infeksiyon (Striivit) Taslar

Infeksiyon taslart magnezyum, amonyum, fosfat ve karbonat apatit
icermektedir. Uriner sistem taslarinin %10-15’ini olusturan infeksiyon taslar1 en sik
kadmlarda goriilmektedir. infeksiyon taslarinin olusumu igin birkag faktor bir arada
olmaldir. Ogzellikle iiriner infeksiyon varlig,, magnezyum amonyum fosfat
kristallerinin doymus olarak idrarda bulunmasi ve idrar pH’sinin 7,2’nin iizerinde
olmasi mekanizmay1 tetiklemektedir (Miislimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 128;
Yapanoglu ve Okyar, 2009; Macfarlane, 2006).

1.4.3.Urik Asit Taslar

Urik asit piirin metabolizmasinin {iriinii olup idrarla atilir. Diisiik idrar hacmi,
disik pH ve idrar {rik asit diizeylerinin yiiksek oldugu durumlarda olusur
(Macfarlane, 2006).

Urik asit taslari, kalsiyum igerigi ile birlikte veya saf olarak iiriner sistem
taglarmin &nemli bir kismm olusturmaktadir. Ulkelere gére degismekle birlikte
genellikle tiim tas hastalarinin %5-8’ini {irik asit tasi teskil eder. Goriilme siklig
cografi yerlesim yerlerine goére Onemli farkliliklar gosterir. Genel olarak fazla
proteinli gida alan ve alkol tliketiminin yogun oldugu zengin, endiistriyel iilkelerde
daha siktir (Misliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 128).

Normalde idrarin 1 litresinde 500-600 mg, giinliik olarak 600-800 mg iirik
asit atilir. Giinde 750 mg’dan fazla atildiginda tas olusum riski artar. idrar miktar:
azaldikca giinlik toplam c¢ikan iirik asit miktar1 azalmakla beraber, litredeki

konsantrasyonu daha yiiksek hale gelir. Bu nedenle sicak iklimlerde yasayan ya da



kronik  dehidratasyonu olan insanlarda daha kolay {rik asit tasi
olusur(Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 129).

Serum iirik asit miktar1 %7 nin iizerine ¢iktifinda silipersatiirasyon meydana
gelir ve kristal formasyonu artar. Kandaki {irik asit %7-8 mg’in {izerine ¢ikinca tas
olusmaya baslar (Yapanoglu ve Okyar, 2009). Urik asit taslar1 genellikle gut
hastalarinda, metabolik sendromu olan hastalarda ve diyabet hastalarinda goriiliir
(Coe, Evan ve Worcester, 2005; Elaine ve Fredric, 2008).

1.4.4.Sistin Taslar

Sistiniiri dort aminoasidin (sistin, ornitin, lizin, arjinin) renal tiibiillerden geri
emiliminde bozukluk olan kalitimsal otozomal, resesif bir durumda goriiliir. Sistin
diyetle alinabildigi gibi, metiyoninden doniisiimle de olusabilir. Normal idrar sistin
seviyesi 24 saatte 100 mg’dan diisiik olmakla birlikte homozigot sistiniiride viicuttan
giinde 600 mg’lik asirt salinim vardir (Miislimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 132;
Macfarlane, 2006).

Sistin taglar1 sadece sistiniirisi olan hastalarda goriiliir ve iiriner sitemde tas
olusumu ile karakterize kalitsal hastaliklar arasinda en sik goriilenidir
(Miisliimanoglu, Esen ve Tefekli, 2007: 132). Uriner sistem taslarinin ABD’de %]1-
2’sini, Isveg’te ise %4,3 {inii olusturmaktadir. Tiirkiye’de yiiksek riskli 6050 bebegin
metabolik hastalik olarak tarandigi bir ¢alismada sistiniiri prevalansi 1:1000 olarak
belirlenmistir. Sistiniiride tas olusumu ve buna bagli komplikasyonlara daha ¢ok 20-
30’lu yaslarda rastlanir (Macfarlane, 2006).

1.5.Tas Hastaligina Neden Olan Gen Polimorfizmleri

Uriner sistem tag hastalif1 ¢evresel ve genetik etkenlerin birlikte rol oynadig
bir hastaliktir. Genetik bozukluklar {iiriner sistem tas hastaliinin hemen her
evresinde etkili olabilmekte ve her tip tas olusumuna neden olabilmektedir (Mittal ve
dig., 2008; Tefekli ve Miisliimanoglu, 2009).

Insan genomunda pek ¢ok genin polimorfik oldugu bilinmektedir. Bir genin
kodlanan veya kodlanmayan kisimlarinda tek baz ¢iftini kapsayan degisimler (SNP-
“single nucleotide polymorphism™), ya da tekrar eden bazlarin sayilarinda degisimler
s0z konusu olabilir. Bu genetik degisimler gen transkripsiyonunu, mRNA’nin
kararliligini, olusan proteinin kalitesini ve islevini degistirebilir. Dolayisiyla
genlerdeki polimorfizmler pek ¢ok hastaliga yatkinligi veya hastaligin ciddiyetini

belirleyebilir. Son yillarda ¢ok sayida gen polimorfizmi ile tas hastaligi, 6zellikle
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idiyopatik kalsiyum oksalat tas hastaligi, arasindaki iligkiyi inceleyen calismalar
yapilmis, ancak bu arastirmalar geliskili bulgularla sonuglanmigstir. Bobrek tasi
hastalig1 ile ilgili olarak calisilan gen polimorfizmleri Tablo 1.1°de Ozetlenmistir
(Mittal ve dig., 2008).

1.5.1.Vitamin D Reseptor Geni

Vitamin-D, steroid reseptor ailesinin bir {iyesi olup, farkli hiicre genlerinin
miktarlarim1  sentezleyip diizenleyerek, aktif ara madde 1,25(OH),VitDs’i
bigimlendirir. Vitamin D’nin hedef hiicrelerdeki etkisi, aktif ara maddesi kalsitriol ve
hiicresel reseptorii VDR arasindaki etkilesim ile olusur. 12. kromozom iizerinde
bulunan VDR geni, hacimsel olarak 5,6 kb’dir. Hormon baglanmasina karsilik olarak
VDR geni, hedef genlerin diizenleyici bolgelerinde bulunan Vitamin D yanit genleri
ile birlesmis 1,25(0OH),D3 yanit genlerinin transkripsiyonal hareketini diizenler. VDR
geninde ¢esitli polimorfizmler belirlenmis, islevsel Onemi ile hastaliga karsi
duyarliligi aragtirllmigtir (Mittal ve dig., 2008; Uitterlinden ve dig., 2004).

VDR genindeki bu polimorfizmlerin basta kemik mineral yogunlugu ve
osteoporoz (Mittal ve dig., 2008; Uitterlinden ve dig., 2004; Uitterlinden ve dig.,
2006) olmak iizere, prostat kanseri (Cicek ve dig., 2006), psoriyazis (Erden,
Karaduman ve Yurter, 2007) ve bobrek tasi hastaligi (Mittal ve dig., 2008;
Uitterlinden ve dig., 2004) ile iliskileri arastirilmigtir.

1.5.2.interlékin — I gen Kiimesi

Kromozom 2q14-21 bolgesinde yer alan interlokin-1 geninin enflamasyon ve
doku yikiminda merkezi bir rolii vardir. Ustelik kemik rezorbsiyonu ve osteoklast
olusumunu tesvik eder. Yapilan c¢aligmalarda postmenapozal osteoporoz ve
hiperkalsitiri ile interlokin I geni iligkisi gosterilmistir (Mittal ve dig., 2008).

1.5.3. E-kaderin Geni

E-kaderin, hiicre epiteli baglanma proteinlerinden biridir ve epitelyal
gelisimde, hiicresel biitlinliigiin saglanmasinda énemli bir rol oynar. E-kaderin geni
(CDH-1) kromozom 16q22.1 bolgesinde yer alir. Tsai ve ark. e-kaderin geni 3’UTR
bolgesindeki C/T polimorfizmi ile kalsiyum oksalat tas hastalig1 arasinda anlamli bir
baglanti oldugunu bildirmislerdir (Mittal ve dig., 2008).

1.5.4. CLDN14 Geni

Claudin 14 (CLDN 14) geni, membran proteinlerinden claudin ailesinin bir
tiyesidir. CLDN 16 ve CLDN 19 genlerindeki bazi mutasyonlar bobrek tasi
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olusumuna neden olan mekanizmalarin tetiklenmesine yol agabilirler. CLDN 14 geni

bobrekte ifade edilir. (Thorleifsson ve dig., 2009). Kuzey Avrupa’da Izlanda ve

Hollanda popiilasyonlariyla yapilan caligmalarda CLDNI14 genindeki iki farkh

SNP’nin bobrek tas1 hastaligiyla belirgin bir sekilde iliskili oldugu gdsterilmistir (Wu

ve dig., 2009; Thorleifsson ve dig., 2009).
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1.5.5. TRPV5 ve TRPVG6 Genleri

Intestinal ve renal epitelyal kalsiyum mekanizmas ii¢ basamakta gerceklesir;
(i) apikal Ca**un TRPV “Transient Receptor Potential Vanilloid Gene” kalsiyum
kanallarindan girisi, (ii) Ca*®un kalbindin D3’ye baglanmasi, (iii) bazolateral’
kalsiyumun disar1 ¢ikist ve Ca"'u Na‘*/Ca*® mekanizmasina pompalamasidir. Birinci
ve ikinci 1,25 dihidroksivitaminin aktif formu vitamin D tarafindan yapilir. Apikal
kalsiyumun girisi i¢in kilit rol TRPVS ve TRPV6’ya aittir.

TRPVS geni, bobrekteki aktif kalsiyum metabolizmasinda yer alan renal
epitelyal kalsiyum kanallarindan biridir. TRPVS geni 15 exon igerir ve kromozom
7935 bolgesinde lokalize olmustur (Kirsten ve dig., 2009). Bu gen 729 aminoasitlik
bir protein kodlar ve renal hiperkalsiiiri igin aday bir gendir. Bu gende yer alan
polimorfizmlerin, bu genin Ca™ aktivitesini engelledigi ve bobrek tasi olumunun
major problemlerinden hiperkalsiiiriye neden oldugu disiiniilmektedir. Bu konuda
Renkema ve Ark.’nin 2009 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, A8V, R154H ve A561T
polimorfizmlerinin hiperkalsiiiri etiyolojisinde rol oynamadig1 sonucuna varilmistir
(Renkema ve dig., 2009).

TRPV6 geninde yer alan C157R, M378V, M681T polimorfizmlerinin bobrek
tas1 hastalarinda belirgin sekilde yiiksek oldugu gozlenmistir (Suzuki ve dig., 2008).
Ancak bu iki gen ile yapilan tiim ¢alismalarda 6rnek sayisinin arttirilmas: gerektigi
bilgisi verilmistir (Renkema ve dig., 2009; Suzuki ve dig., 2008).

1.5.6.Urokinaz Geni

Urokinaz geni kromozom 10q24 bolgesinde lokalize olmustur. 6,4 kb
uzunlugundadir ve 11 ekson igerir (Mittal ve dig., 2008; Tripputi ve dig., 1985).
Urokinazin reseptoriine baglandigi kisim proteinin N-terminal bdlgesidir. Asil serin
proteaz aktivitesini tagiyan B zinciri 252 amino asitten olusur ve proteinin C-terminal
boliimiindedir. Plazminojenden plazmin aktivitesini saglayan kisim burasidir (Mittal
ve dig., 2008).

Urokinaz geninde ii¢ polimorfik bdlge bildirilmistir. Bunlar 3°UTR (+4065)
bolgesindeki C/T, ekson 6°daki C/T ve intron 7°deki T/C polimorfizmleridir (Oztiirk

3Kalbindin D protein: 1,25-dihidroksikolekalsiferol'e yanit olarak olusturulan mRNA'larin olusturdugu
protein toplulugu. Insan barsagi, beyni ve bobreklerinde ve siganlarda rastlanmistir.

*Bir olusumun (korpus amigdaloideum) yan alt b&liimii.

13



ve dig., 2008; Wu ve dig., 2004, Tsai ve dig., 2002). Bunlar arasinda c¢esitli
hastaliklarla iligkisi en ¢ok arastirilan polimorfizm 3’UTR polimorfizmidir, bunun
sebebi de 3’UTR bolgelerinin trasnlasyonel seviyede gen ifadesini diizenlemeleri ve
dolayisiyla bu bolgelerdeki niikleotid degisimlerinin gen ifadesi degisimlerine yol
acarak hastaliklarla sonuclanabilecegidir. Kolorektal, oral, prostat ve mesane
kanserlerinde ve bobrek tasi olusumunda tirokinaz geni 3’UTR C/T polimorfizmi
arastirllmustir (Oztiirk ve dig., 2008).

1.5.7.Kalsitonin Reseptorii Geni

Kalsitonin hormonu, tiroid bezindeki C hiicrelerinde iiretilen ve kalsiyum
dengesinde 6nemli bir fizyolojik rol oynayan 32 aminoasitlik bir peptid zinciridir
(Menon ve Bharath, 2008). Bu hormon, hedef hiicrelere kalsitonin reseptorleri (CTR)
aracilifiyla etki eder. Kalsitonin reseptorleri Sinif-1I G-proteine bagli reseptorler
grubuna girerler (Chen, 1997). Osteoklastlarin yiizeyinde bulunan 7-membran gecisli
CTR’leri, kalsitonin hormonu ile aktiflenir ve adenilat siklaz1 tetikleyerek
osteoklastik kemik resorpsiyonunda azalmaya sebep olur.

Insan kalsitonin reseptdrii geni kromozom 7q21.3 bdlgesinde yer alir (Lin,
1991). Bu genin bilinen bes kirpilma varyant1 bulunmaktadir, bunlardan ikisi CTR-1
ve CTR-2 olarak bilinir (Wolfe ve dig., 2003). CTR geninin 8. eksonunda meydana
gelen farkli kirpilma CTR-1’de CTR-2’ye goére 16 amino asit inserte neden olur.
Kalsitoninin CTR-2 ile etkilesiminin kemik resorpsiyonunu engelledigi
diistinilmektedir (Wolfe ve dig., 2003). Kalsitoninin bu 0&zelligi dolayisiyla
osteoporoz, Paget hastaligi, hiperkalsemi gibi metabolik kemik hastaliklarinda
incelenmesi ongoriillmiistiir.

Kalsitonin reseptorii geninde bugiine kadar tanimlanan 11 polimorfik bolge
olmasina ragmen, sadece 1377. niikleotid pozisyonunda meydana gelen sitozin (C) -
timin (T) baz degisimi proteinde amino asit degisimine neden olur. Bunun sonucu
olarak da 16sin yerine prolin kodlanmaktadir. Ugiincii intraseliller domainde
gerceklesen bu degisimin reseptoriin yapisim1 degistirecegi intraseliiler sinyal
yolaklar1 vasitasiyla etkisini gosterecegi ve biyolojik aktivitesindeki degisim yoluyla
da hastalik olusumuna katkida bulunabilecegi belirtilmistir (Taboulet ve dig., 1998;
Bid ve dig., 2005). Bu polimorfizmin belirlenmesinde PCR ile cogaltilan gen
bolgesinin Alul restriksiyon enzimi kullanilarak kesimi yapilmasi nedeniyle C/T

polimorfizmi, Alul polimorfizmi olarak da adlandirilir (Kang, Kim ve Lee, 2007).
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CTR genindeki Alul polimorfizmi ile kemik mineral yogunlugu arasinda
belirgin bir iligki bulunmustur (Bid, Chaudhary ve Mittal, 2005). Chen ve ark. benzer
bir hipotezle Tayvanli bobrek tasi hastalarinda bu polimorfizmi incelemisler ve TT
homozigot genotip yiizdesinin daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir (Mittal ve
dig., 2004). Kalsitonin reseptorii geni ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalardan ¢ogu
kemik mineral yogunlugu ve osteoporoz iizerinedir. Osteoporoz diisiik kemik kiitlesi
ve kemik dokusunun mikro yapisinin bozulmasi sonucu, kemik kirilganliginin ve
kirik olasiliginin artmasi ile karakterize sistemik bir iskelet hastaligidir (Zajickova ve
Zofkova, 2003). Biiyiime doneminde; kemik yapimi (formasyon) kemik yikimindan
(rezorbsiyon) fazladir. Eriskin donemde ise yapim ve yikim birbirine esittir.
Yaslanma ile birlikte yapim ve yikim arasindaki denge bozularak kemik kayb1 baslar,
kayip belli bir diizeye geldiginde osteoporoz gelisir (Saridogan ve Ozkul, 2003).

Yakin zamanda yapilan iki arastirmada Tayvan’li eriskin tas hastalarinda ve
Kuzey Hintli ¢ocuk tas hastalarinda C/T polimorfizmi CaOx tas hastalig1 ile
iligkilendirilmistir (Chen, 2001; Bid 2005). Ancak Kuzey Hintli hasta popiilasyonu
ile gerceklestirilen diger bir ¢calismada ise tas olusumu ile bu polimorfizmin iligkisi
saptanamamugtir  (Mittal, 2004). Bunlara ek olarak Alul genotipleri saglikli
popiilasyonlarda da incelenmis ve yine frekanslar arasinda farklilik gozlenmistir
(Oztiirk T., 2008: 35; Menon 2008, Chen 2001; Bid 2005; Mittal 2004). Saglikli
bireylerle yapilan incelemelerde de genotip ve alel frekanslari arasinda farklilik
goriilmesi de bu polimorfizmin ¢esitli etnik gruplarda veya farkli popiilasyonlarda
arastirilmas1 gerekliligini ortaya koyar. Farkli popiilasyonlara ait saglikli ve tas
hastas1 bireylerin genotip frekanslariin belirlenmesi ve tas olusumu ile polimorfizm
iligkisinin arastirtlmasi sonucunda veriler karsilastirilarak bu polimorfizmin tas
olusumu i¢in bir belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi belirlenebilir. Saglikli
popiilasyonlarda saptanan genotip ve alel frekanslarinin farkli olusu da Bu ¢eliskili
sonuglar nedeniyle tas olusumu ile Alul polimorfizmi iligkisi farkli etnik gruplar i¢in

arastirilmalidir.
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2. AMAC

Insan genomundaki pek ¢ok gen dizisinin bireyler arasinda polimorfiklik
gosterdigi bilinmektedir. Polimorfizmler bir genin kodlanan veya kodlanmayan
kisimlarinda, tek baz ciftini iceren degisimler, delesyon ya da insersiyonlar, veya
tekrar eden kisa DNA dizilerinin tekrar sayilarindaki degisimler olarak karsimiza
cikar. Tek niikleotid polimorfizmleri gen transkripsiyonunda, mRNA’nin
devamliliginda, olusan proteinin kalitesi ve etkinliginde farkliliklara yol agabilirler;
dolayisiyla pek ¢ok hastaliga yatkinligin ya da hastaligin ciddiyetinin
belirlenmesinde kullanilabilirler.

Bobrek tasi hastaliginin genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya
ciktigt kabul edilmektedir. Genetik faktorlerin belirlenebilmesi amaciyla, bu
hastaliga yatkinlikta rolii oldugu diisiiniilen genlerdeki tek niikleotid polimorfizmleri
belirlenmeye calisilmaktadir. Bobrek tasi hastaliginda rol oynadigi diisiiniilen
polimorfizmlerden biri de kalsitonin reseptorii genindeki polimorfizmdir. Kalsitonin
reseptorli geninin kalsiyum ve fosfolipid metabolizmasina katilarak kalsiyum oksalat
tas hastalig1 ile baglantili oldugu gosterilmistir.

Bu tez caligmasinda kalsitonin reseptdrii geninde belirlenmis olan Alul
polimorfizmi, saglikli bireyler ve CaOx bobrek tasi hastalarinda incelenecektir. Hasta
ve saglikli bireylerin alel ve genotip frekanslar1 karsilastirilacak ve bu polimorfizmin
bobrek tasi olusumuna yatkinligin belirlenmesindeki rolii tespit edilecektir. Bu
sayede Alul polimorfikliginin toplumumuzda %14,8 gibi 6nemli bir prevalansi olan
bobrek tasi hastaligr i¢in bir belirte¢ olarak kullanilip kullanilamayacagi ortaya
koyulacaktir. Sigara i¢imi, cinsiyet, aile Oykiisii, mesleki durum, yas ve tekrar tas
olusturma kriterlerinin de katkilar1 incelenerek tas olusumuna etkisi olabilecek

genetik ve cevresel faktorler irdelenecektir.
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3.MATERYALLER

3.1.Cahsmada Kullanilan Ornekler

Bu ¢alismadaki hasta grubunu olusturan bireyler, Ocak 2009 — Haziran 2009
tarihleri arasinda GATA Tip Fakiiltesi Uroloji Klinigi’ne ve Sisli Etfal Egitim ve
Arastirma Hastanesi’ne bagvuran ve kalsiyum oksalat bobrek tasi hastaligi tanisi
konan hastalar arasindan seg¢ilmistir. Tas tipi, rontgen veya ultrasonografi
yontemleriyle belirlenmistir. Hastalarin yaslari, cinsiyetleri, meslekleri, aile dykiileri,
sigara ve alkol kullanma aliskanliklar1 ile daha once gegirdikleri tas kirma
operasyonlart (ESWL) ve tas Oykiileri de sorgulanmistir. Calismaya dahil olma
kriterleri CaOx tas tipi olmasi, herhangi bir malignite taginmamasi, lriner sistemi
enfeksiyonu ve bobrek yetmezligi olmamasi ve herhangi bir kronik rahatsizligin
bulunmamasidir. Bu kriterleri saglayan 130 hasta bireyden kan 6rnekleri alinmistir.

Uriner tas hastalig1 dykiisii olmayan, fizik muayene ve tam idrar tahlilinde
herhangi bir patoloji saptanmayan 130 saglikli birey kontrol grubuna dahil edilmis ve
yanak i¢i epitel hiicre 6rnekleri alinmistir.

Hasta ve kontrol grubu oOrnekleri, bireylerin c¢alisma hakkinda
bilgilendirilmesi ve yazili onalylarinin alinmasindn sonra toplanmistir. Bu calisma
T.C. Hali¢ Universitesi Insan Arastirma Etik Kurulu izni ile gergeklestirilmistir.

3.2.Kimyasallar

Bu caligmada kullanilan tiim kati ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji
kalitesindedir, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck
(ALMANYA) tercih edilmistir.

3.3. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler

3.3.1. Kandan DNA izolasyon Tamponlari

Kan orneklerinden DNA izolasyonu i¢in RGDE metodu (Ali, Mahnaz ve
Mahmood, 2008) kullanilmistir.
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Hiicre Lizis Tamponu : Tris HCL 10mm/I
Siikroz %11(w/v)
MgCl, 5mm/I
Triton X-100 %1 (w/v)

Cekirdek Lizis ; Tris HCL 10mm/I
Tamponu SDS %1 (w/v)
EDTA 10mm/I

Sodyum Sitrat 10mm/I

3.3.2.Yanak i¢i Epitelinden DNA izolasyon Tamponlar

Lizis Tamponu : Tris pH:8.0 50mM
EDTA 50mM
Stikroz 50mM
NaCl 100mM
SDS 1%
Proteinaz K : 10mg/ml dH.O0 iginde
Low- TE pH 8.0 : Tris pH 8.0 10mM

EDTA pH 8.0 0.1mM

3M NaOAc ; 3M dH,0 i¢inde %70 EtOH
Fenol

Kloroform (CHCI,): : 25:24:1

[zoamilalkol (IAA)

CHCIz:IAA ; 24:1

3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponlar1 ve DNA Polimeraz
Enzimleri

10X MgCl;’siiz Tampon : 500mM KCI

100 mM Tris-HCI pH 9.0
% 0.8 NonidetP40

(Fermantas,LITVANYA)
MgCl, : dH,O’da 25 mM

(Fermantas, LITVANYA)
Deoksiribontikleotidler : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve
(dNTP) dTTP

(Fermantas, LITVANYA)
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Taq DNA Polimeraz ; 5U/ul Taq DNA Polimeraz
(Fermantas, LITVANYA)

3.3.4. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlari

Alul ; 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
Tanima Dizisi AG|CT
TC1GA
Alu | Reaksiyon 10X Reaksiyon Tamponu (Roche,
Tamponu : Almanya)

3.3.5.Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

10X TBE (Tris-Borik asit- : 890 mM Tris-Baz

EDTA)
890 mM Borik Asit

20mM Na,EDTA.2H,0

pH 8.3
10X Bromofenol Mavisi : 2.5mg/ml BPB
(BPB)
Etidyum Bromid (EtBr) : 10mg/ml
%1, %2 veya %3'liik agaroz : 0.5 X TBE Tamponunda
jel %1,%2 veya %3 (W/v)
agaroz

3.3.6.0ligoniikleotid Primerler
Bu ¢aligmada incelenen polimorfik bdlgeleri ¢ogaltmak i¢in kullanilan primer

dizileri Tablo 3.1.’de gosterilmistir.
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Tablo 3.1. Alu | polimorfik bolgesini ¢ogaltmak amaciyla kullanilan primer dizileri

(F : ileri primer, R : geri primer)

Primer Adi

Primer Dizisi

CLCR-F 5" CTCAGTGATCACGATACTGTG 3°

CLCR-R 5" ATTCAGTGGAACCAGCGTTGG 3’

3.3.7. DNA Biiyiikliik Markorleri

GeneRuler 100 bp DNA markoérii: 80, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800,
900, 1000 baz wuzunlugunda fragmentler iceren DNA markorii (Fermentas,

LITVANYA)

GeneRuler 50 bp DNA markérii : 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 baz uzunlugunda fragmentler igeren DNA markorii (Fermentas,

LITVANYA)

3.3.8. Cihazlar

Otoklav

Tartilar

Santrifiijler

Derin Dondurucular

Doékiimantasyon Sistemleri

Yatay Elektroforez Sistemleri

:Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

:Hassas Terazi, XB 220A (Presica, ISVICRE)

Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)

:Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus

(Eppendorf, ALMANYA)

1 -20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)

:Bio-RAD Universal Hood Il

(BIO-RAD, ITALYA)

‘Flowgen (INGILTERE)
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Gii¢c Kaynaklari

Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar
Buzdolaplari

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks

Su Aritma Sistemi

Sub-Cell GT (BIO-RAD, iTALYA)
‘EPS301

(Amersham Pharmacia Biotech, ISVEQ)
PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)
PowerPac Universal (BIO-RAD, iITALYA)

:DB 2D (Techne, INGILTERE)

‘MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)
‘Beko 8742, Arcelik 3061 Plus (TURKIYE)

:Schimadzu UV 1601 (JAPONYA)

:Techne TC-512 (INGILTERE)

‘Heidolph REAX (ALMANYA)

:Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)
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4. KULLANILAN YONTEMLER

4.1.Kandan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan DNA, “Rapid Genomic DNA Extraction” (RGDE)
metoduyla izole edilmistir (Ali, Mahnaz ve Mahmood, 2008). Bunun i¢in 500 pl kan
ornegi 1,5 ml Eppendorf tiip igerisine alinir. Alinan kan 6rnegi iizerine 1000 pl hiicre
lizis tamponu eklenir. Tiip nazik¢e karistirtlir ve 2 dakika 6000 rpm’ de santrifiij
edildikten sonra, siipernatant atilir. Bu islem ii¢ kez tekrarlandiktan sonra, pellet
tizerine 300 ul g¢ekirdek lizis tamponu eklenir. Mikrofiij tiipii oda sicakliginda 2
dakika bekletilir. Mikrofiij tiiptine 100ul 5M NaCl ve 600 ul kloroform eklenir. Tiip
hafifce sallanarak 2 dakika 6000 rpm’de santrifiij edilir. Stipernatantin 300 — 500 ul’
si 1,5 mI’lik yeni bir tiipe aktarilir. Uzerine 600 pl soguk izopropanol eklenerek tiip
hafifce sallanir. Mikrofiij tiipii 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
tipten uzaklastirildiktan sonra oda sicakliginda kurumaya birakilir. Kuruduktan
sonra tiipe 6rnegin miktarma gore 50 — 100 ul TE tamponu eklenir. izole edilen
DNA oda sicakliginda c¢oziilmeye birakilir. DNA ¢oziindiikten sonra tiipler
(-)20 °C’de saklanir.

4.2.Yanak ici Epitelinden DNA izolasyonu
Calismada kontrol grubu i¢in kullanilan DNA 6rnekleri yanak i¢i epitelinden siirtintii
alinarak elde edilir. Bunun i¢in yanak i¢i epitel doku 6rnegi tasiyan steril cubuk 600-
700 pl arasi lizis tamponu igeren 1,5ml Eppendorf tiipe yerlestirilir. Tampon
hacminin en az 500 pl oldugundan emin olunduktan sonra; 50 pl 10mg/ml Proteinaz
K ile 55 derecede 30dk. — 1 saat aras1 veya bir gece (yaklasik 16 saat) inkiibe edilir.
Tiipiin i¢inde ¢eperlere ve tiipiin agzina bastirilarak steril ¢cubugun emdigi tamponu
hiicrelerle beraber birakmasi saglanir ve tiipten gikarilir. Uzerine 300 pl fenol ve 600
ul kloroform eklenir. 12.000 g de 2 dk. santrifiij edilir. Yeni tiipe aktarilan sulu faza
esit hacimde (yaklasik 500 ul) Fenol: CHCI3: 1AA (24:1) eklenir. Tip 12.000 g de
2dakika santrifiijlenir. Sulu faz yeni tiipe aktarilir ve 1:10 hacimde 3M NaOAc
eklenip karistirilir. Uzerine toplam hacmin %6’s1 kadar izopropanol eklenir. Tiipler

(-)20 °C’de gece boyu inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra tiipler 12.000g’de 10 dk.
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santrifiijleyerek DNA ¢oktiiriiliir. DNA peleti 500 pl %70 etanol ile 12.000 g de 5
dk. santrifiijlenerek yikanir. Stipernatant atildiktan sonra tiipler yaklasik 15-20 dakika
kurumaya birakilir. DNA 50 ul Low-TE eklenerek oda sicakliginda 2-3 giin
birakilarak ¢oziintir. DNA igeren tiipler (-)20 °C’de saklanir.

4.3.izole Edilen DNA’min Analizi

Izole edilen DNA’nin analizinde spektrofotometrik yontemler kullanilir. Bu
yontem absorbsiyon temeline dayanir. Olgiimler, UV gecirgen kuvartz kiivetler ile
yapilir.

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon gosterir. Bu nedenle 260 nm’de 6lgiilen absorbsiyon degerleri (Ago) saf
olarak elde edilen niikleik asitlerin pg diizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilir. Cift zincirli DNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin (OD) 50 pl/ml’ye
karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore cift zincirli DNA i¢in miktar tayininde;

C (png/ ml) = Ageo x 50 x sulandirma faktorii formiili kullanilir.

Ayrica izole edilen DNA’nin ne kadar saf oldugu da 6nemlidir. Bu sebeple
protein kontaminasyon varligl, her izolasyon isleminden sonra kontrol edilmesi
gereken bir parametredir. Bunun i¢in 260 ve 280 nm’de 6lgiilen degerler kullanilarak
Aoeo [Azg0 orani hesaplanir. Saf DNA’da bu oran 1,75 — 1,80’in lizerinde olmalidir.
1,80’in tlizerindeki degerler RNA, altindaki degerler ise protein kontaminasyonunu
gosterir. Protein kontaminasyonunun yiiksek olmasi, sonrasinda uygulanacak PCR
isleminde sorunlara sebep olur. Proteinler 280 nm dalga boyunda maksimum
absorbsiyon gosterirler.
4.4.Uygun Primer Secimi

PCR islemi icin kullanilacak primerlerin se¢imi, referans alinan makalelerden
yapilmustir. Primerler segildikten sonra NCBI internet sitesinden elektronik PCR
yontemiyle CTR geni mRNA dizisinde ¢ogalacak olan bdlgeye baglandiklar (Sekil

4.1.) dogrulanmistir (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast).

ATTCAGTGGAACCAGCGTTGGGGGAGGCGCCCCTCCAACCGCTCTGCTCGCGCTGCA
GCCGCTGCTGCGGAGGCTGGCGACATCCCAATTTACATCTGCCATCAGGAGV CTGAG
GAATGAACCAGCCAACAACCAAGGCGAGGAGAGTGCTGAGATCATCCCTTTGAATATC
ATAGAGCAAGAGTCATCTGCTTGAATGTGAAGCAAACACAGCATCGTGATCACTGAG

Sekil 4.1. PCR islemi ile gogaltilacak bdlgenin belirlenmesi. Gri ile vurgulanmis bolgeler
primer baglanma bolgelerini ifade etmektedir. Sari ile vurgulanmig olan bolge restriksiyon

enzimi tanima bolgesidir.
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45.PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), spesifik bir DNA pargasinin kopyalarinin
primerler tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesine dayanan in
vitro bir yontemdir. PCR’1n temel bilesenleri kalip olarak kullanilan DNA molekiili,
DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon ve MgCl,‘diir. PCR
isleminde baglangi¢c denatiirasyonu i¢in genomik DNA gibi kompleks kaliplarin
denatiire olmasi i¢in 90-100 °C gibi yiiksek sicakliklara kadar isitilir. Primerler
baglandiktan sonra 1s1ya dayanikli olan Taq polimeraz enzimi, 5’ - 3’ yoniinde olmak
lizere, ortamdaki niikleotidleri kullanarak, primerlerin 3’ hidroksil ucuna
niikleotidleri yerlestirir ve boylece hedef DNA parcasinin bir kopyast elde edilir.
Sekil 4.1’de PCR asamalar1 gosterilmistir. Toplam dongii sayis1 genellikle 25-35
arasindadir (Temizkan ve dig., 2004 :136).

DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK
o JOINIIIOIT

BAGLANMA
47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA.

25%

Sekil 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonu asamalari

4.6.PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi

DNA’nin enzimatik kesimi, restriksiyon endoniikleazlari kullanimai ile yapilir.
Restriksiyon enzimleri ¢ift iplik¢ikli DNA’da 6zgiil bolgelerden kesim yapan ve
DNA’dan bir gen bolgesinin veya gen tasiyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda
rol alan enzimlerdir. Bakterilerde bulunan bu enzimler DNA’da 6zgiin kisa dizileri
tanir ve kesme islemini, enzime gore degiserek, tanima yerinde ya da dizide baska bir
bolgede gergeklestirir. Kesim sonucunda kiit veya yapiskan uglu DNA fragmentleri
olusur (Temizkan ve dig., 73-74). Bu yonteme restriksiyon fragmant uzunluk

polimorfizmi (RFLP) denir.
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Farkli tanima bolgesine sahip pek ¢ok enzim vardir. Boylece gen dizilerinde
olusan bir mutasyonun ya da polimorfizmin taranmasina olanak saglanmistir. Tek
niikleotid polimorfizmlerin  (SNP) belirlenmesinde de restriksiyon enzimleri
kullanilir (Turner ve dig., 2004; 65).

Restriksiyon iglemi i¢in mutasyonun belirlenmesi i¢in uygun enzim, tampon
ve distile H,O gereklidir. Hazirlanan tampon — enzim karisimi PCR friinlerine
eklenerek uygun sicaklikta 1-16 saat inkiibasyon yapilir.

4.7.Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, bir kirmiz1 alg tiirii olan Agar agar’dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agaroz sicak suda ¢Oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde
karsilikli hidrojen baglarinin olusumu ile geri doniisiimli bir jel yapisi olusur.
Agaroz konsantrasyonu degistirilerek jelin por ¢api ayarlanabilir. Bdylece, kiigiik
DNA fragmentleri i¢in diisiik agaroz konsantrasyonu kullanilarak DNA’nin jelde en
uygun sekilde yiirimesi saglanir (Temizkan ve dig., 2004: 71).

PCR sonuglarinin goriintiillenmesi i¢in %2’lik agaroz jel kullanilir. Bunun igin
60 ml %0,5 X TBE iginde 1,2 g agaroz c¢oziiliir, i¢ine UV 1s1k altinda PCR
tirlinlerinin jelde goriilmesini saglamak i¢in 20 pg/ml etidyum bromiir’den 5 pl ilave
edilir ve daha Once taraklar1 yerlestirilmis olan elektroforez kiivetine dokiilerek
sogumaya birakilir.

Jel soguduktan sonra taraklar dikkatlice uzaklagtirilir ve kiivet igerisinde
%0,5 X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirilir. Taraklarin ¢ikarilmas ile
olusan kuyucuklara PCR {iriinli ve bromofenol mavisi karistirilarak yiiklenir. 120V
elektrik akiminda 20 dakika ytritilir. Jeldeki bantlar jel goriintiileme sistemi
yardimut ile ultraviyole 151k altinda goriintiilenir.

Restriksiyon iiriinleri i¢in %3’liik jel hazirlanir ve sonuglar yine goriintiileme

sistemi yardimi ile UV 151k altinda goriintiilenir.

4.8.Kalsitonin Reseptorii Geni Mutasyon Taramasi

4.8.1.Gen Bolgesinin Cogaltilmasi

Kalsitonin reseptorii geninde yer alan Alul polimorfizminin belirlenmesi i¢in
PCR-RFLP yontemi kullanilir. Bu yontemde her birey i¢in hazirlanan total genomik
DNA’dan CTR geninin C/T polimorfizminin bulundugu 228 bg¢’lik bolgesi PCR
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islemi ile amplifiye edilir. PCR bilesenleri 10 pmol primer, 2 mM MgCl, 0,8 mM
dNTP (dATP, AGTP, dCTP, dTTP), 1X Tag Tamponu ve 1U Taq polimeraz
enzimidir. Toplam hacim 25ul olacak sekilde PCR reaksiyonu gergeklestirilir. PCR
reaksiyonunda sicaklik kosullart; 94 °C 5 dakika ilk denatiirasyon, 35 dongii olarak;
95 °C 30 saniye denatiirasyon, 57 °C 30 saniye baglanma, 72 °C 30 saniye uzama ve
72 °C 10 dakika son uzama olarak gergeklestirilir.

4.8.2.Cogaltilan Gen Bolgesinin Restriksiyonu

PCR islemi ile ¢ogaltilan gen bolgesi uygun enzim yardimi ile restriksiyon
islemine tabi tutulur. Bunun i¢in 10 pl PCR iiriiniine, 1X kesim tamponu ve 1U Alu |
kesim enzimi ve hacmi 25ul’ye tamamlamak tizere steril su eklenerek 37°C’de 3 saat
inkiibe edilir.

Restriksiyon sonrasinda kesilen PCR firiinleri 108 ve 120 bp olarak ikiye
ayrilir (Becherini ve dig., 1998). Sekil 4.3.’te restriksiyon sonucunda olusan iki

fragment sematik olarak gdsterilmistir.

B g

L 228bp l
Py

Prolin GAG CCG AGC

228bp

Loucine GAG) CTG AGG 120bp  108bp

Alul

Sekil 4.3. Restriksiyon sonucunda olusan fragmentlerin sematik gdsterimi (Masi ve dig., 1998)

Restriksiyon reaksiyonlart %3’liikk agaroz jelde 100 bg’lik markor ile birlikte
120 Volt’ta 30 dakika yiiritilir. Jel UV 15181 altinda goriintiilenir ve fragment

uzunluklar1 markor bantlarinin uzunluklari ile karsilastirilarak belirlenir.

4.9.PCR Saflastirma ve Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA Orneklerindeki baz dizilerinin sirasini1 ortaya
cikarmak i¢in kullanilan bir genetik sifre ¢ézme yontemidir. Otomatik DNA dizi
analizinde, Sanger tarafindan gelistirilen enzimatik sentez yontemi gelismis bir
kapiller sisteme uyarlanmistir. Boya terminasyon isaretleme adi verilen bir metod
kullanilarak farkli bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez iiriinlerine floresan
isaretli boyalar ilistirilir. Elektroforez, 6rnekler bir kapillerden gegirilirken uygulanir.

Floresan isaretli boyalar1 uyarmak i¢in bir lazer ve boyalarin yaydigi 15181 toplamak
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icinse bir CCD kamera kullanilir. Boylece, lazer uyariminin ardindan dort boya
tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 11k tek kulvarda ayirt edilebilir. Floresan
miktarlarinin 6l¢lilmesi ve yorumlanmasiin ardindan DNA 6rnegindeki baz dizisi

saptanir (Sekil 4.4.) (Klug ve dig., 2000).

AA A CAACTTOCGEGTAAGT AT A

Sekil 4.4. Bir otomatik dizi analizi 6rnegi (www.wikipedia.org)

Dizi analizi yapilacak oOrneklerin PCR iiriinleri High Pure PCR Product
Purification Kit (Roche) kullanilarak saflagtirilir. Filtreli tiipe 50 pul PCR dirlind ile
250 pl baglanma tamponu konur. 1 dakika 14.000 rpm’de santrifiij edilir.
Stipernatant atildiktan sonra 250 pl yikama tamponu eklenir ve santrifiij islemi
tekrarlanir. DNA’nin yikanmasi islemi ile ikinci kez 100 pl tampon konarak iki kez
tekrarlanir ve sonrasinda 100 pl eliisyon tamponu konarak 1 dakika oda sicakliginda
bekletilir. Yine 1 dakika 14.000 rpm’de santifiij yapildiktan sonra tiipiin igerigi

0,2’lik Eppendorf tiipe aktarilarak dizi analizi i¢in hazirlanmis olur.
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5.SONUCLAR

5.1.0rneklerin Tanim

Bu arastirmaya CaOx bobrek tasi hastaligi teshisi konan 130 hasta ve 130
saglikli birey dahil edilmistir. Hastalarin ve saglikli bireylerin cinsiyeti, yasi,
bireylerin ailelerinde tas hastaligi olup olmadigi, sigara i¢im siireleri, miktar1 ve
markasi sorgulanmistir. Bununla birlikte hastalarin daha 6nce kag kez tas diistirdiigi
ve gordiikleri tedavi de sorgulanmustir.

Hasta bireylerin 80’1 (%70) erkek, 50’si (%30) kadindir. Bu bireylerin 70’inin
(%54) ailesinde tas Oykiisii varken, 60’1nin (%46) ailesinde olmadig1 saptanmustir.
Hasta bireylerin yaglari 16-80 yas arasindadir ve yas ortalamasi 44’tiir. Hasta
grubundan 75 kisi (%57,6) sigara kullanmiyorken, 55 kisi (%42,3) sigara igmektedir.
Hastalarin tas diisirme hikayeleri sorgulandiginda 104’{iniin (%80) klinige ilk kez
tas hastalig1 sikayeti ile bagvurdugu, 26’sinin ise (%20) daha 6nce bir ya da birden
fazla defa tag diislirdiigli 6grenilmistir.

Kontrol grubu 91 (%61,5) erkek ve 39 (%38,5) kadin saglikli bireyden
olusmaktadir. Kontrol grubu yas ortalamasi 42,2 olup yas araligi 16-74 arasidir.
Bireylerin sigara i¢gme oranlarina bakildiginda 76’s1 (%58,5) sigara kullanmakta,
54°1 (%41,5) ise sigara kullanmamaktadir.

5.2.DNA izolasyonu

Hasta grubuna ait kan 6rneklerinden RGDE metodu kullanilarak DNA izole
edildi. Kontrol grubunun DNA izolasyonu ise yanak ici epitellerinden
gerceklestirildi. Elde edilen DNA 6rneklerinden 3’er ul, %1°lik agaroz jelde 120V
elektrik akiminda 15 dakika yiiriitiildii, UV 15181 altinda incelend: (Sekil 5.1.). DNA
orneklerinin saflik ve konsantrasyon analizleri spektrofotometrik Ol¢iim ile

belirlendi.
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125 123124 130 131 132 133 134 135 136 137 138

—dmprE cEPEe

Sekil 5.1. Izole edilen DNA’larm %1°lik agaroz jeldeki gériintiisii

5.3. Kalsitonin Geni Reseptorii Polimorfizm Taramasi

5.3.1. ilgili Gen Bélgesinin Cogaltilmasi

Kalsitonin reseptorii geninde yer alan Alul polimorfizminin belirlenmesi igin
PCR-RFLP yontemi kullanildi. Total genomik DNA’daki CTR geninin polimorfik
bolgesi CLCR-F ve CLCR-R kullanilarak amplifiye edildi. Elde edilen 228 bg’lik
PCR diriinleri 100 bg’lik DNA markérii kullanilarak %2’lik agaroz jelde goriintiilendi
(Sekil 5.2.).

228

be'lik
PCR
urind

Sekil 5.2. 228 bg’lik PCR iiriiniiniin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisti (L: 100 b¢ DNA markorii)

5.3.2.Cogaltilan Gen Bolgesinin Restriksiyonu

PCR islemi ile ¢ogaltilan gen bolgesine Alu | enzimi ile 37°C’de 3 saat siire
ile restriksiyon islemi uygulandi. Restriksiyon islemi sonucunda 1377. niikleotid
pozisyonunda timin (T) — sitozin (C) degisimi olup olmadig1 saptanmistir. Bu gen
pozisyonunuda yabanil tip alel olan C aleli mevcutsa Alu I i¢in tanima bdlgesi yoktur
ve %3’lik agaroz jelde 228 bg’lik tek bir bant gozlenir. Eger homozigot C-T baz
degisimi varsa Alu I tanima bolgesi olusur ve jelde 120 ve 108 bg’lik iki bant
gozlenir (mutant tip). Heterozigot bireyler i¢in ise jelde 128, 120 ve 108 bg olarak ii¢
bant gozlenir (Sekil 5.3.).
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CcC CT TT CT

500 b w=p 228 bg
120b¢
100 bg =——> 108 be

Sekil 5.3. %3’liik agaroz jelde Alul restriksiyon analizi
5.3.3.Dizi Analizi

PCR-RFLP yontemi ile saptanan genotipler arasindan DNA dizi analizi ile
konfirme edilmek iizere rastgele olarak homozigot ve heterozigot 6rnekler secildi
Dizi analizi yapilacak DNA o6rnekleri PCR ile ¢ogaltild1 ve saflastirildi. Saflastirilan
PCR orneklerinin kalitesi agaroz jel elektroforezi ile teyid edildikten sonra dizi
analizi isleminin gergeklestirilmesi i¢in Iontek A.S.’ye gonderildi. CLCR-F primeri
kullanilarak yapilan dizi analizi sonuglar1 Codoncode Aligner ve Chromas Pro
yazilimlari ile incelenerek (Sekil 5.4.) restriksiyon sonuglari ile karsilastirildi ve PCR
islemi ile gogalan gen bolgesinin dogrulugu ile restriksiyon sonucu elde edilen

genotip bilgisinin dogrulugu kontrol edildi.

GTTL‘-TTL‘-G':?GGTT“:AT?C".‘TC
K3P48-CLCRF

o Wiy

Hnmnzignt

genotip (TT)
kesim bdlgesi

".‘!:'I'GJ.TGI

TTGGTTGTTGGCTGGTTC}LTTCCTC

Hetéruzignt

genatip (ST
kesim bilgesi
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cTTGGTTG GTT G GCTOGEGGEGTTCAT T COCOCTCH-EECEENESNS. C T G AT G G

Homozigot
genotip (CC)

Sekil 5.4. KSP 48, 60 ve 134 numarali drneklerin dizi analizi goriintiileri

5.3.4.Genotip Dagihminin Incelenmesi

Kalsitonin reseptorii geninde yer alan polimorfizmin belirlenmesi amaciyla
Hasta ve kontrol gruplart i¢in PCR-RFLP yontemiyle belirlenen genotiplerin
dagilimi incelenmistir (Tablo 5.1, Sekil 5.5.).

Tablo 5.1. Alu I polimorfizmi genotip frekanslar1 (%)

% CcC CT TT TOPLAM
Hasta 14,6 49,2 36,2 100
Kontrol | 24,6 55,4 20 100

Alul Genotip Dagilimi

80
70
60
50
40
30
20
10

0

CC CcT T
@ Hasta 19 64 47

O Kontrol 32 72 26

Sekil 5.5. Alu I polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol gruplarina ait genotip dagilimi (n)
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5.3.5.Verilerin Istatistiksel Analizi

PCR-RFLP yontemi ile hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlart analiz
edilmis ve genotip ve alel frekanslar1 karsilastirilmistir. Bununla birlikte hastalik
olusumu ile cinsiyet, aile Oykiisii, sigara icimi ve yas iliskisi incelenmistir.
[statistiksel analizler plink ve SPSS 13.0 programlari ile gergeklestirilmistir.

5.3.5.1.Hardy-Weinberg Analizi

Gozlenen genotip frekanslarindan yararlanarak alel frekanslari (Tablo 5.2.) ve
beklenen genotip frekanslar1 hesaplanmistir. G6zlenen ve beklenen degerler plink
programi ile ki-kare testi yapilarak karsilastirilmis (Tablo 5.3.) ve analize dahil
edilen o6rneklerin Hardy-Weinberg (HW) dengesine uygunluklari incelenmistir.

Tablo 5.2. CTR geni Alu I polimorfizmi alel frekanslari

% C T

Hasta 0,40 0,60
Kontrol 0,52 0,48
Total 0,46 0,54

Tablo 5.3. Orneklerin PLINK ile Hardy-Weinberg uygunluk testi

R P A A O O D

CTR| ALL | T | C | 51/136/73| 0.5231| 0.4964 | 0.4535
CTR| AFF | T 19/64/47 | 0.5538 | 0.4989 | 0.2907
CTR|UNAFF| T | C | 32/72/26 | 0.4923 | 0.4768 | 0.854

@)

Tabloda CTR polimorfizmin bulundugu kromozom numarasini, SNP
polimorfizmin adini, TEST ¢alismada konu olan hasta ve kontrol gruplarini, Al ve
A2 sirastyla mindr ve major aleli, GENO genotip sayilarini, O(HET) gozlenen
frekansi, E(HET) beklenen frekansi1 gostermektedir. Test sonuglarina gére p degeri
hasta ve kontrol gruplart i¢in 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in gruplar Hardy-Weinberg
dengesinde kabul edilmistir.

5.3.5.2.Capraz Tablolar ve Ki kare Bagimsizhik Testi

Hasta ve kontrol gruplar ile olusturulan capraz tablolar ve SPSS 13.0

programi ile yapilan ki-kare bagimsizlik testi sonuglart Tablo 5.4. ve 5.5’de

gosterilmistir.

Tablo 5.4. Hasta ve kontrol gruplari ile Alu I genotipleri ¢apraz tablosu
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cC CT TT Toplam

Hasta 19 64 47 130
Kontrol 32 72 26 130
Toplam 51 136 73 260

gostermektedir.

Tablo 5.5. Ki-kare bagimsizlik testi

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 9,825* 2 ,007
Likelihood Ratio 9,949 2 ,007

N of Valid Cases 260

*5'ten kiiglik higbir hiicre beklenmedi.
Minimum Tahmin 25,50

x> degeri 9,825 (¥>>5.99) ve p=0.007 (p< 0,05) degerleri, hasta ve kontrol

popiilasyonlarindaki genotip dagilimlari arasinda anlamli diizeyde fark oldugunu

5.3.5.3.Alul Polimorfizmi ile Hastalik iliskisinin Arastiriimasi

Hasta ve kontrol gruplarinin alel frekanslarinin karsilastirilmasi esasina
dayanan asosiyasyon testi ile hastaligin olusumunda genotipin etkisi olup olmadigi
incelenmistir. Tablo 5.6.’da verilen sonuglara gore y? (ki-kare) degeri 5,99’dan biiyiik
ve p degeri 0,05’ten kiicliktiir. Bu sonug¢ hastalik ile polimorfizmin iliskili
olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte hastalik riski i¢in goreli orant1 (OR)
degeri 1,699 bulunmustur. Bu da polimorfizmi tasiyan bireylerin tasimayanlara

oranla hasta olma riskinin 1,7 kat fazla oldugunu ifade etmektedir. %95 C1=1,316 —

2,194 arasindadir.

Tablo 5.6. PLINK ile asosiyasyon testi

SNP BP|A1 FA FU A2 CHISQ OR L95

CTR| 1

Bu sonuglar, model asosiyasyon testi ile de dogrulanmis ve genisletilmistir
(Tablo 5.7.). GENO hasta ve kontrollerin genotiplerini karsilastirmaktadir. TREND,
Cochran-Armitage Trend testi; ALLELIC, alelik testi; DOM, dominant gen ve REC,
resesif gen testlerini ifade eder. GENO, genotip sayilarini karsilastirdig: igin SPSS

13.0 ile yapilan ki-kare bagimsizlik testi ile ayni sonucu verir. GENO verilerine gore

y* degeri 9,825 (y*> >5.99) ve p degeri 0,0073 tiir (p<0,05).
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Tablo 5.7. PLINK ile model asosiyasyon testi

CHR SNP ‘ Al A2 ‘ TEST ‘ AFF UNAFF CHISQ DF p
7 CTR C GENO | 19/64/47 | 32/72/26 | 9,825 | 2 |0,007353
7 CTR | T C | TREND | 136/124 | 102/158 | 9,465 | 1 |0,002095
7 CTR | T C | ALLELIC | 136/124 | 102/158 | 8,956 | 1 |0,002765
7 CTR | T C DOM 104/26 83/47 8399 | 1 |0,003753
7 CTR | T C REC 32/98 19/111 | 4,122 1 | 0,04232

5.3.5.4.Yas ve Hastalik iliskisinin Arastiriimasi
Hasta grubunun yas dagilimi incelenmis ve Sekil 5.6.’da gosterilmistir. Daha
once yapilan ¢aligmalarla benzer sekilde, hastaligin daha ¢ok 55 yas iistii bireylerde

rastlandig1 gézlenmistir.

Hasta Grubunun Yag Dagilimi

40
35 40

30

25

27
15 21

10

19

Hasta Sayisi

16-25 26-35 36-44 45-54 55+

Sekil 5.6. Hasta grubunun yas dagilimu

5.3.5.5.Cinsiyet ve Hastalik Iliskisinin Arastirilmasi

Bobrek tas1 hastaliginin cinsiyetle olast iligkisi, hasta ve kontrol gruplarindaki
kadin ve erkek oranlariin (Tablo 5.8.) SPSS 13.0 programinda ki-kare bagimsizlik
testi ile karsilagtirilmasi yoluyla arastirtlmistir (Tablo 5.9.). ¢* degeri 2,067 (}><3.84)
ve p=0.151 (p>0.05) degerleri, cinsiyet ile hastalik arasinda bir iliski olmadigim

gostermektedir.

Tablo 5.8. Cinsiyet ve hastalik ¢apraz tablosu
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Erkek Kadin Toplam
Hasta 91 39 130
Kontrol 80 50 130
Toplam 171 89 260

Tablo 5.9. Cinsiyet ve hastalik ki-kare bagimsizlik testi

Value

df

Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.

(2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 2,067 1 ,151
Continuity Correction 1,708 1 ,191
Likelihood Ratio 2,071 1 ,150
Fisher's Exact Test ,191 ,096
N of Valid Cases 260

*5'ten kiigiik higbir hiicre beklenmedi.

Minimum Tahmin 44,50

5.3.5.6.Aile Oykiisii ve Hastahk iliskisinin Arastirilmas

Aile oykiisii ile bobrek tasi olusumu arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla

hasta bireylerden aile dykiisii olanlar ve olmayanlar gruplandirilmig (Tablo 5.10.) ve

genotip dagilimi1 incelenmistir (Tablo 5.11.).

degerlendirilmistir (Tablo 5.12). Beklenen ve gozlenen frekans degerleri birbirine

uygundur. Ki kare degeri 3,862 bulunmustur ve p degeri 0,145°tir. Bu sonuglar aile

Sonuglar  ki-kare

Oykiisii ile hastaligin iligkili bulunamadigin1 gostermektedir.

Tablo 5.10. Aile 6ykiisii-genotip dagilimi

Aile Oykiisii
Yok Var | Toplam
CC Gozlenen 12 19
Beklenen 6,7 13,7 20,4
CT Gozlenen 26 38 64
Beklenen 26,7 34,5 61,2
TT Gozlenen 27 20 47
Beklenen 26,7 21,7 48,4
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Tablo 5.11. Hastalik ve aile 6ykiisii gapraz tablosu

Genotip
Aile Oykiisii cc CT TT Toplam
var 12 38 20 70
yok 7 26 27 60
Toplam 19 64 47 130

Tablo 5.12. Polimorfizm aile dykiisii ki-kare testi

Asymp. Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 3,862 2 ,145
Likelihood Ratio 3,871 2 ,144
Linear-by-Linear
Association 3,335 1 068
N of Valid Cases 130

*5'ten kiiglik higbir hiicre beklenmedi.
Minimum Tahmin 8,77

5.3.5.7.Sigara Kullamm ve Hastahk iliskisinin Arastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplar sigara i¢ip igmediklerine gore kategorilere
ayrilmislardir (Tablo 5.13.). Sigara kullaniminin bobrek tas1 olusumuna katkis1 ki-
kare testi ile arastirilmistir (Tablo 5.14.). y* degeri 0,016 (}* < 3.84) ve p=0.9
(p>0.05) degerleri, sigara kullaniminin hastalik olusumuna etkisi olmadigim

gostermektedir

Tablo 5.13. Sigara kullanimi ve hastalik olusumu ¢apraz tablosu

igiyor  igmiyor Toplam

Hasta 55 75 130
Kontrol 54 76 130
Toplam 109 151 260

Tablo 5.14. Sigara Kullanim1 ve Hastalik Olusumu Ki-kare Testi

Asymp. Exact Exact
Value df Sig. Sig. Sig.
(2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square ,016 1 ,900
Continuity Correction ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,016 1 ,900
Fisher's Exact Test 1,000 ,500
N of Valid Cases 260
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6. TARTISMA

Insan Genomu Projesi’nin baslatilmasmin onuncu yili olan 1997°ye kadar
Microsoft Word programi, “Genom” kelimesi yazildiginda yazim hatas1 yapildigin
kabul ederek otomatik olarak “Insan Genomu Projesi” olarak degistiriyordu ve bu
kelime insanlar arasinda yeni kullanilmaya baglanmisti. 1999 yilinda, Pennsylvania
Universitesi’nden biyoetik kuramcist Arthur Caplan, insan kopyalama konusunda
kafalar1 karigmis meclis iiyelerine bir konusma yapma daveti aldi. Caplan, kanun
yapicilara genomlarmin nerede konumlandigint bilip bilmediklerini sordu.
Katilimcilarin kabaca tigte biri bu soruyu beyin diyerek cevapladi, diger tigte birin
yanit1 erbezi oldu, geri kalanlar ise emin degillerdi. Tiim bunlardan sadece 11 yil
sonra gilinlimiizde bireylerin genomlar1 arasindaki varyasyonlar ortaya c¢ikarilarak
genomun ve bu varyasyonlarin sebep oldugu hastaliklarin sirlari hizla ¢éziilmektedir.

Insan genomunda bireyler arasi varyasyon gosteren polimorfik bolgelerin
incelenmesi, Ozellikle genetik ve c¢evresel faktorlerin birlikte sekillendirdigi
hastaliklarin sebeplerinin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Genetik polimorfizm,
popiilasyonun en az %1’inde belli bir gen bolgesi dizisinin bireyler arasinda farklilik
gostermesidir. Genlerin intronik bolgelerindeki polimorfizmler protein {riiniine
yansimazken, diizenleyici bdlgelerdeki varyasyonlar gen ifadesinde degisimlere yol
acabilirler. Eksonik degisimler ise amino asit degisimine sebep olduklari siirece
protein yapisini degistirirler. Son yillarda gen dizilerinde sadece tek bir bazin
degisimi ile tanimlanan tek niikleotid polimorfizmleri ¢esitli kompleks hastaliklarin
mekanizmalarimin  aydinlatilmasinda  kullanilmaya  baslanmistir.  Hastaliklara
yatkinlikta rol oynayan SNP’lerin ortaya cikarilmasi ile uzun vadede hastaliklarin
Onlenmesi ve yeni tedavi secenekleri olusturulmast miimkiin olabilecektir. SNP’ler
genellikle restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin  DNA’daki kesim dizilerini
degistirirler. Bazi polimorfizmler mevcut kesim dizisinde degisime yol acgarak
kesimin engellenmesi ile sonuglanir, diger baz1 polimorfizmler ise yeni enzim kesim
bolgeleri olusturabilirler. Dolayisiyla, ayn1 gen bolgesinde polimorfik bazlar tasiyan

bireylerin DNA’lar1 restriksiyon enzimleri ile kesildiginde farkli uzunlukta

37



fragmentler olusturabilirler. Bu sayede, DNA’nin restriksiyon enzimlerine tabi
tutulmasiyla bireyler arasindaki niikleotid farklar1 ortaya cikarilabilir ve cesitli
hastaliklarla olan iliskileri arastirilabilir.

Uriner sistem tas hastalig1 toplumda morbidite ve mortaliteye yol agan diinya
capinda bir problemdir. Tas olusumunda genetik faktorler ile birlikte c¢evresel
etkenlerin de bobrek tasi olusumu i¢in oldukca etkili oldugu bilinmektedir. Cevresel
faktorler olarak cografya ve iklim sartlari, beslenme aligkanliklari, sosyo-ekonomik
faktdrler ve meslek gruplari sayilabilir. Ornegin Avrupa’da bobrek tasi hastaliginin
prevalanst %5-9 iken, Kanada’da %12 ve Amerika’da %13-15’tir. Protein agirlikli
beslenme tarzi olan Suudi Arabistan’da ise bu oran %20,1’dir (Lopez ve Hoppe,
2008). Ulkemizde de bolgesel olarak iklim ve beslenme tarzi degismektedir ve tas
hastaliginin Dogu ve Giineydogu Anadolu bdlgelerinde daha sik goriildiigii
bildirilmistir (Adayener ve dig., 2002). Uriner sistem tas hastaliginin cinsiyete, yasa
ve en Onemlisi ailesel yatkinliga bagl olarak da ortaya ¢iktigi son zamanlarda
yapilan calismalar ile gosterilmistir (Adayener ve dig., 2002; Mutlu ve dig., 2004;
Mittal ve dig., 2008; Demirel ve Adanur, 2009). Tas Oykiisii bulunan ailelerde
otozomal dominant kalitm modeli Onerisini destekleyen pek c¢ok aday gen
bulunmaktadir. Bu genlerden bazilar1 VDR, E-kaderin, interlokin, lirokinaz, p21 ve
CTR genleridir. Bu genlerdeki polimorfizmlerin kiigiik katkilart belirlenmeye
baslandiysa da, bobrek tasi olusumuna iliskin baslica genetik belirtecler heniiz
kesinlik kazanmamistir (Mittal ve dig., 2008).

Hiperkalsiiiri, kalsiyum igerikli tas olusumunda en belirgin biyokimyasal
belirtegtir. Idrardaki kalsiyum tuzlarnin konsantrasyonunun artistyla kalsiyum tasi
olusumu tetiklenebilir. Tas olusumunun tekrarlandig1 hastalarin en az {igte birinde
hiperkalsiiiriye rastlanir. Bu nedenle, kalsiyum metabolizmasinda gorev alan
genlerdeki degisimlerin incelenmesi, CaOx tas1 olusumunun genetik altyapisina dair
bilgileri ortaya koyabilir. Anti-hiperkalsemik 6zellikleri olan ve 32 amino asitten
olusan kalsitonin, bir peptid hormonudur ve kalsitonin reseptorlerini aktive eder.
Kalsitonin reseptdrii geni 7-gecisli transmembran G proteine bagl reseptordiir ve
kalsiyum metabolizmasinda rol oynayan kalsitonine cevap verir (Menon M.,
Bharathi, 2008). Bu nedenlerden dolayir CTR genindeki polimorfizmlerin CaOx

bobrek tast olusumu ile iliskisinin arastirilmasi anlamli olacaktir.
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Kalsitonin reseptdrii geninde 11 tane polimorfizm tanimlanmasina ragmen
(Wolfe ve dig., 2003), sadece C/T polimorfizmi amino asit degisimine yol
agmaktadir. Sitozin (C) — timin (T) baz degisimine yol agan bu polimorfizm,
proteinde 16sin amino asiti yerine prolin gelmesine neden olur. Proteinin karboksi
ucundan 28 amino asit uzakliktaki bu degisim sitoplazmik domainde meydana gelir
ve G-protein baglanmasinda ve sinyal aktariminda aksakliklara yol acarak biyolojik
fonksiyonu etkileyebilir. Bu nedenle CTR polimorfizmi, kalsiyum metabolizmasini
icine alan hastaliklar ile kalsitonin reseptorii geni iligkisini ortaya ¢ikarmak amaciyla
calisilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda bu gendeki polimorfizmin bobrek tasi olusumu,
kemik erimesi (osteoporoz) ve gogiis kanseri ile iliskili oldugu gozlenmistir. (Kang
B., Kim J., Lee K., 2007)

Bu tez calismasinda CTR geninindeki Alul polimorfizminin CaOx bdbrek
tag1 olusumuyla baglantis1 incelenmistir. Bu amagla 130 CaOx bobrek tasi hastasi ile
130 saglikli bireyin genotipleri belirlenerek karsilagtirilmistir. Kontrol grubundaki
genotip dagilimi HW dengesine uygun bulunmustur. Hem hasta, hem de kontrol
grubunda tiim genotipler (CC, CT, TT) gozlenmistir. CaOx bobrek tasi olusumu ile
calisilan polimorfizm arasindaki iligski asosiyasyon testi ile arastirildiginda, Alu I
polimorfizminin hastalik ile iliskilendirilebilecegi sonucu ¢ikarilmistir (p<0.05).
Goreli orant1 degeri 1.699 olarak bulunmustur (%95 C.1. = 1,316-2,194). Bu da C/T
polimorfizmi varliginda bireylerin tas olusturma olasiliginin 1,7 kat fazla oldugunu
ifade etmektedir.

Daha once CTR geni polimorfizmi ile CaOx bobrek tasi iliskisinin
incelenmesi sadece {li¢ aragtirma ile siirl kalmis ve Tiirk bobrek tasi hastalarinda hig

incelenmemistir. (Tablo 7.1).

Tablo 7.1. CTR geni ve bobrek tast hastalig ile ilgili yapilan ¢aligmalar

Calismanin Calismayi (;allsmaljln Calismadaki P degeri
Yih Yapan Aragtirmaci Yapildigi Ulke Hasta/Kontrol Sayisi
2001 Chen ve dig. Tayvan 102/105 < 0,05
2004 Mittal R. ve dig. Kuzey Hindistan 100/ 105 0,185
2005 Bid H., Chaudhary ve Mittal Kuzey Hindistan | 50/60 pediatrik grup 0,048

Ik kez 2001 yilinda 105 saglikli ve 102 tekrarlayan tas olusumu gdzlenen
Tayvan’li hasta ile yapilan calismada CaOx tasi olusumu ile Alu I polimorfizmi

arasindaki iliski gosterilmis (p<0.05) ve 16sin aleli icin hesaplanan goreli oranti
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degeri 5,6 (%95 C.1.: 2.286-13.885) olarak bulunmustur (Chen ve dig. 2001).
Incelenen kontrol popiilasyonunda TT (16sin) homozigotlarina rastlanmamus, hasta
popiilasyonunda ise bu oran %?2 olarak bulunmustur. Ancak bu popiilasyondaki CT
heterozigotlarinin oranm1 %5,7 iken TT homozigotlarinin hi¢ gériillmemesi alisiimisin
disindadir. Bu durumda popiilasyondaki heterozigotlarin varligi sorgulanmalidir.
Olas1 sebepler kontrol popiilasyonuna dahil edilen birey sayisinin yeterli olmayist ya
da restriksiyon alellerinin jel lizerinde dogru yorumlanmamasi olabilir.

Mittal ve dig.’nin 105 saglikli ve 100 tekrarlayan tag olusumu goézlenen
Kuzey Hintli hasta ile yaptiklar1 asosiyasyon g¢alismasinda ise polimorfizm ile tas
olusumu arasinda bir iliski kurulamamistir (p>0.05). Incelenen Kuzey Hintli tas
hastalarinda TT genotipi %13 oraninda goriiliirken saglikli popiilasyonda bu oran
%6’ dir; ancak bu fark istatistiki onem i¢in yeterli olmamstir (Mittal ve dig.,2004)

C/T polimorfizmi ile tag olusumu iliskisini arastiran tigiincii ¢calisma ise 50
Kuzey Hintli pediatrik CaOx tas1 hastast ile ayni yaslardaki 60 saglikli birey ile
gerceklestirilmistir (Bid ve dig, 2005). Bu arastirmada polimorfizm ile tas olusumu
iliski bulunmus ve 16sin aleli i¢in goreli orant1 degeri 1.99 olarak hesaplanmistir
(%95 C.1.:0.9-4.39). Ancak elde edilen p degerinin 0.048 olmas1 bu sonuca temkinli
yaklasilmas1 gerekliligini ortaya koyar. Incelenen bu Kuzey Hintli popiilasyonunda
TT homozigotlari hastalarda %10, saglikli bireylerde ise %4 oranindadir.

Nakamura ve dig.’nin 117 saglikli birey ile yaptiklar1 genotipleme
caligmasinda sadece 1 adet TT homozigot bireye rastlamislardir, CC ve CT
genotipleri sirasiyla %80 ve %18,9 oranlarinda goriilmiistiir. Japonya’da C alelinin
major alel oldugu tespit edilmistir (Nakamura ve dig., 2007).

Yapilan ¢aligmalardan anlasilabilecegi gibi, CTR genotip dagilimi farkl etnik
gruplarda degisiklik gosterebilmektedir. Bu c¢aligmaya dahil edilen kontrol grubu
genotipleri, SNP veritabaninda bildirilen genotiplerle karsilastirilmis ve Tablo
7.2.°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore ¢alismamizda elde elden genotip dagimi en

fazla Japonlar ile benzerlik gostermistir.

Tablo 7.2. C/T polimorfizminin popiilasyon dagilimi

Genotip Frekansi Alelik Frekans

Polimorfizm  |Populasyon CcC CT TT C T
Kontrol 0,250 0,550 0,200 0,52 0,48

. Avrupa 0,800 0,183 0,017 0,89 0,11
%Eﬁrgsp;lzcrg Asya (Pekin/Cin) | 0,356 0,444 0,2 0,58 0,42
Asya (Japonya) 0,295 0,523 0,182 0,56 0,44

Afrika 0,932 0,068 0,97 0,03
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Yapilan calismalarda bobrek tasi hastaliginin prevalansinin 50 yas {istiinde
arttigr gosterilmistir (Demirel ve Adanur, 2009, Curhan, 2007). Calismamizda da
hasta grubunun yas dagilimi incelendiginde 55 yas tistli bireylerin diger sonugclar ile
uyumlu olarak daha fazla oldugu goézlenmistir.

Bobrek tasi olusturmanin cinsiyet ile iligkisi pek ¢cok caligmada arastirilmistir
(Demirel ve Adanur, 2009; Adayener ve dig., 2007; Akinci, Esen ve Tellaloglu,
1991; Adayener ve dig., 2002; Curhan, 2007). Bu ¢alismada CaOx tas olusumunun
cinsiyetle iligkisi bulunmamistir (p>0.05). Erkek/kadin orani popiilasyonlara gore
degisiklik gostermektedir. Yapilan c¢alismalarda Almanya’da bu oran 1,4 iken,
fran’da 1,9 ve Hindistan’da 2,1°dir. Tiirkiye’de bu oran 1,5 olarak belirtilmistir
(Demirel ve Adanur, 2009). Bu calismada ise erkek/kadin oran1 2,3 olarak tespit
edilmistir.

Bobrek tast hastaliginin olusumunda gevresel faktorlerin, 6zellikle de sigara
kullaniminin oldukg¢a etkili oldugu yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Tefekli ve
dig., 2005). Bu dogrultuda, hastalarin ve saglikli bireylerin sigara icme aliskanligi
sorgulanmis ve veriler istatistiksel olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore,
calismaya dahil edilen popiilasyonda bobrek tast olusumu ile sigara kullanimi
arasinda bir iliski bulunamamistir (p>0.05). VDR polimorfizmleri ile tag olusumu
iligkisinin arastirildig1 diger bir tez c¢alismasinda da sigara icimi ile hastalik
iligkilendirilememistir (Cakir, 2008: 86). Buna ek olarak, aile dykiisii de tas olusumu
ile iliskili bulunmamistir. Bu sonug¢ da, yukarida belirtilen ve 98 bobrek tasi hastasi
ile yapilan tez ¢alismasi sonuglar ile uyumludur.

Bobrek tasi hastaliginin prevalansi son yillarda ¢esitli cevresel faktorlerin de
etkisiyle artmaktadir. Tas olusumunda genetik yatkinliga yol acan polimorfik gen
lokuslarinin ortaya c¢ikarilmasi sonucunda bu polimorfizmlerin genetik belirteg
olarak kullanilmast ve popiilasyon taramalar1 yapilarak yiiksek risk gruplariin
belirlenmesi miimkiin olabilir. Bu yiiksek risk grubuna dahil olan bireylerde
beslenme, meslek grubu, yasanilan ¢evre gibi kosullar da diizeltilerek bireylerde tas
olusumu engellenebilir. Dolayisiyla tas olusumuna katkida bulunan genetik
altyapilarin belirlenmesi, toplum saghiginin daha iyiye ulastirilmasinda, hastaligin
Onlenmesi ve tedavisi i¢in dogru yontem ve tedavilerin belirlenmesinde biiyiik 6nem

tasimaktadir. Ulkemizde de prevalansi oldukca yiiksek olan tas hastalig: ile ilgili
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olarak bu yonde yapilacak ¢alismalar ileriki nesillerin daha saglikli ve bilingli olmasi

yolunda verilerin ortaya konmasini saglayacaktir.
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