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OZET
Bobrek tasi hastalifi genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya cikan
multifaktdriyel bir patolojiye sahiptir. Idyopatik tas hastalarinin akrabalarinda artmis
tas olusumu riskinin % 60’a varan oranlarda genetik faktorlerle agiklanabilecegi
sOylenebilir. Kalsiyum oksalat (CaOx) tas1 olan tiim hastalarin % 30 ile % 60’inda
hiperkalsiiiri goriiliir. Aktif kalsiyum emilimi i¢in en onemli faktor 1,25-dihidroksi
vitamin D3 ya da diger adiyla kalsitrioldiir. Kalsitriol, barsaktan kalsiyum emiliminin
yani sira, kemik ve bobrek tizerinde indirekt etkilere sahiptir. Dolayisiyla, Vitamin D
endokrin sistemi, kemik ve kalsiyum homeostazi kontroliiniin merkezinde yer alir.
Hiicre proliferasyonunu, kalsiyum absorpsiyonunu ve hiicre farklilagmasini diizenler.
Kalsitriol tiim genomik aktivitelerini vitamin D reseptorii (VDR) vasitasiyla yiiritiir.
VDR geni iizerinde birgok polimorfizm saptanmistir, bunlardan en ¢ok galisilanlart
Apal, EcoRV, Bsml, Taql, Fokl ve Tru9l’dir. VDR polimorfizmleri etnik gruplar
arasinda farkliliklar gostermektedir. Etnik alel varyasyonlarmin sonuglarini, etnik
gruplar arasinda diyet ve egzersiz gibi farkli ¢evresel faktorler yliziinden tam olarak
anlamak zordur. Buna ek olarak, etnik gruplar arasinda VDR polimorfizmlerinin
birbirleri ile ve diger genlerin varyantlariyla iliskide bulunduklar1 ¢ok farkli genetik
altyap1 bulunmaktadir. Bu nedenle farkli etnik gruplardaki VDR polimorfizmlerinin
haplotip yapisin1 agiklamak biiylik 6nem tagimaktadir. Bu c¢aligmada kalsiyum
oksalat bobrek tasi hastalarinda tas olusumu ile Bsml, Apal, Tagl, Tru9l ve Fokl
polimorfizmlerinin iligkisi aragtirilmistir. 98 hasta ve 70 saglikli birey ile yapilan
calismada Bsml lokusunun hastalikla iliskilendirilebilecegi ve b alelinin hastalik i¢in

1.5 kat risk faktorii teskil ettigi bulunmustur. Ayrica bt haplotipi hastalik ile
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iliskilendirilmistir. Yas, aile Oykiisii ve sigara kullaniminin tas olusumuna etkisi

saptanmamuistir.

Anahtar Kelimeler: Vitamin D reseptorii, Bsml, Apal, Taql, FokI
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SUMMARY

Kidney stone disease has a multifactorial pathology involving the interaction of
genetic and environmental factors. There is increased risk of stone formation in the
relatives of idiopathic stone patients, which can be explained up to 60% by genetic
factors. 30-60% of the patients with calcium oxalate (CaOx) stones are proved to
have hypercalciuria. The most important factor in the active calcium absorption is
1,25-dihidroxy vitamin D, which is also known as calcitriol. Calcitriol has indirect
effects on bone and kidney in addition to its role in intestinal calcium absorption.
Therefore vitamin D has a central role in the control of endocrine system, bone and
calcium homeostasis. Calcitriol mediates its genomic activities via vitamin D
receptor (VDR). There are lots of polymorphisms identified in the VDR locus, the
most widely studied ones are Apal, EcoRV, Bsml, Taql, Fokl and Tru9l. There are
ethnic variations in the distribution of VDR polymorphisms. The outcomes of the
ethnic variations are not easy to understand due to differences in dietary habits and
environmental factors among ethnic groups. In addition to that, there are different
genetic backgrounds on which VDR polymorphisms interact with each other and
with variants of other genes. Therefore it is important to explain the haplotype
stuructures of VDR polymorphisms in different ethnic groups. In this study the
relevance of Apal, Bsml, Taqgl, Fokl and Tru9l polymorphisms with the CaOx
kidney stone formation is studied. In this case-control study, including 98 patients
and 70 healthy controls, b allele of Bsml polymorphism is found to be associated

with 1.5 times increased risk for the disease. In addition to that, bt haplotype is found
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to be related to the disease state. Age, family history and smoking status are found

not to have an effect in stone formation.

Key words: Vitamin D receptor, Bsml, Apal, Taql, Fokl



1. GIRIS

Bobrek tasi hastalig (nefrolitiyaz) genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimiyle
ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir patolojiye sahiptir. Amerika’da kadmlarin %51,
erkeklerin ise %12’si hayatlarinin bir doneminde bobrek tast problemi
yagamaktadirlar ve bu rakamlar her iki cinsiyet i¢in de giderek artmaktadir. Bobrek
taglarinin % 80’inin yapisinda kalsiyum oksalat (CaOx) ve kalsiyum fosfat (CaP)
bulunmaktadir; % 10’u striivitten, % 9’u ise iirik asitten olusmaktadir. Taglarin %1°1
ise sistin veya amonyum asit irattan olusur, ya da ila¢ kullanimina bagli olarak
olusan taglardir. Bobrek tasi olusumu fizyolojik olarak, bahsedilen maddelerin
istenmeyen bir sekilde sivi fazdan kati duruma ge¢meleri sonucu olusur (Coe vd.,
2005). Giinlimiizde tas hastaliginin genetik temeli heniiz tam olarak anlagilamamustir.
Tas olusumu tetikleyici ve dnleyici faktorler arasindaki dengesizlikler sonucu ortaya
ciktigindan dolayi, genetik ve cevresel faktorler arasindaki kompleks iliskilerin
zaman i¢inde ortaya koyulmasiyla bobrek tasi hastaliinin  sebeplerinin

aydinlatilmas1 miimkiin olabilecektir.

1.1. Tas Olusumunun Fizyolojisi

1.1.1. Termodinamik coziiniirliik, satiirasyon ve siipersatiirasyon

Tas olusumunun temelini siipersatiirasyon olusturur. Belli pH ve 1s1da kristalize
olabilme yetenegine sahip bir madde suya artan miktarlarda katilirsa, kristallerin
olusabilecegi bir satlirasyon noktasina ulasilir. Bir sivida ¢oziinen maddelerin
¢Oziinmiis halde tutulabilecegi kritik bir smir vardir. Bu smir asildiginda
kristalizasyon baslar. Kristaller olustugunda, ¢ozeltinin o maddeye doymus oldugu
ifade edilir. Sistin, {irik asit gibi tek bir maddenin satiirasyonu i¢in maddenin
miktarint belli bir pH ve 1s1da giderek arttirmak yeterli iken, eger kristal iki ya da

daha fazla bilesenden olusuyorsa (6rnegin CaOx) satiirasyon diizeyini bu maddelerin



konsantrasyonlar1 carpimi kontrol eder. Kristalizasyonun baglamasi i¢in gerekli
doygunluk seviyesinde, termodinamik ¢oziiniirliikten bahsedilir ve bu deger (Ksp)
sabittir (Meyer, 1981). Idrardaki kalsiyum ve oksalat konsantrasyonlar1 sudaki
termodinamik ¢oztnirliiklerini agtig1 takdirde kalsiyum oksalat kristalleri ¢okebilir.
Bununla birlikte, idrarin i¢indeki inhibitorler ve diger molekiiller sayesinde kalsiyum
oksalat soliisyon igindekinden daha yiiksek konsantrasyonda bulunabilir ve bu
durumdaki idrara metastabil denir. Kalsiyum oksalat konsantrasyonu daha fazla
artarsa, soliisyon olarak kalamayacak bir seviyeye ulasilmis olur. Bu
konsantrasyonda (Kf) idrarda kalsiyum oksalat olusur. Idrardaki birgok tas
komponentinin konsantrasyonu Ksp ve Kf arasindaki metastabil araliktadir. Herhangi
bir kristalizasyon iglemi igin sicaklik ve pH her zaman belirlidir (Pak, 1990). Uriner
sistem taglar1 idrarda kristal olmadik¢a olusmaz. Kristal olusmasi i¢in idrarin tuzla
stipersatiire olmasi1 gerekir. Kristalleri olusturan kimyasallarin idrar ekskresyonunun
artmastyla, kristalizasyon riski artar. Sudaki doygunluk ve ¢oziiniirliik iiriinlerini
hesaplamak kolaydir, fakat idrar kompleks bir soliisyondur. Idrardaki maddelerin
konsantrasyonlar1 sudaki doygunluk noktasina ulasirsa beklenen kristalizasyon
olusmaz, c¢ilinkii idrar saf sudan daha fazla oranda soliisyonda ¢6ziinen madde

tutabilir (Welshman ve McGeown, 1975).

1.1.2. Niikleasyon ve agregasyon

Normalde idrardaki kalsiyum oksalat konsantrasyonu su igerisindeki
¢oziiniirliigiinden dort kat daha fazladir (Coe ve Parks, 1998). Idrar miktan
azaldiginda kalsiyum, oksalat, fosfat ya da iirat atilim oranmnin artmasi kalsiyum
oksalat siipersatiirasyonunu artirir. Oncelikle kalsiyum oksalat konsantrasyonu kendi
Ksp degerini gecer ve kristalizasyon baslar. Bununla beraber inhibitér ve diger
molekiiller sebebiyle siipersatiirasyon, kalsiyum oksalat ¢oziiniirliigiiniin 7-11 kati
oldugu zaman idrarda ¢okelme meydana gelir. Saf soliisyonlarda meydana gelen
cekirdek olusumuna homojen cekirdek (homojen niikleasyon) olusumu denir. Idrarda

ise bu kristal cekirdek yapilar var olan yiizeyler iizerinde olusur (heterojen



niikleasyon). Epitel hiicreleri, hiicre dokiintiileri, diger kristaller ve kirmizi kan
hiicreleri heterojen ¢ekirdek gibi davranabilir (Brown ve Purich, 1992). Epitel hiicre
yaralanmasi kristal olusumu i¢in gerekli konsantrasyonu diisiiriir. Biyolojik islemler
de ¢ekirdek olusumu i¢in zemin hazirlayabilirler.

Uriner taslarim olusumunu anlamada gerekli bir diger kavram da birikmedir.
Kristal ¢ekirdekler bobrek tiibiillerine 5-7 dakika igerisinde yapisabilecek ve liimeni
tikayabilecek kadar biiyiiyemeyecekleri icin tiibiillerden gecerek bobrek pelvisine
ulagirlar. Fakat ¢ok kisa bir siirede birikerek biiylik kiimeler de olusturabilirler (Kok
vd., 1990). Biiyime ve birikmenin birlikte olmasi tas hastaligi mekanizmasini

aciklar.

1.1.3. Serbest Partikiil Niikleasyonu ve Kristal Retansiyonu

Kristalizasyonun standart fiziksel kurallari, statik bir soliisyonda kristal
olusumunu agiklayabilir. /n vivo sartlarda olusan idrar statik bir soliisyon degildir;
siirekli akar, ¢oziinen eklenebilir ve ¢ikabilir. Idrar glomeriillerden nefronlar yoluyla
toplayic1 sisteme 2-5 dakikada gecer. Idrarin en yiiksek konsantrasyon noktasi
genellikle bobrek papillalarindadir (Jordan vd., 1978). Yapilan ¢aligmalarda serbest
partikiil tas olusumunun matematiksel olarak imkansiz oldugu hesaplanmistir
(Finlayson ve Dubois, 1978). Bu, tas hastaliginda kristallerin bobrek epitelyumuna
yapigsmasina ve partikiillerin birlesmesine ihtiya¢ oldugunu gostermektedir. Eger
kristal kitle bobrek papillasina ya da tiibiiliine yerlesirse, bunu sistemden atabilmek
cok uzun stirmez. Eger kristal bobrekte kalirsa, uzun zaman siirecinde idrarda asir1
doygunluk ya da yeni kristallerin toplanmasiyla biiylime gergeklesir. Bircok bobrek
tasinda, doygunluk donemindeki aralikli biiylimeyi gdsteren tabakali yapi vardir.
Mediiller siinger bobrek ya da {ireteropelvik darlik gibi anatomik anormallikler,
kristal ~ toplanmasinda  predispozan  faktorlerdendir.  Tiibiiler epitelyumun
yapigskanliginin artmasi da kristal toplanmasina sebep olur. Sonug olarak bobrekteki
hiicresel kalsiyum ya da oksalat transportundaki anormallikler intraseliiler ya da

interstisiyel kristal depolanmasina ve tas olusumuna sebep olabilir (Menon ve Kou,



1992). Tas hastalarinda papiller plaklarin prevalansinin kontrol grubuna gore iki kat
daha fazla oldugu bulunmustur. Kalsiyum fosfat ve iirik asit tasi olanlarda %100
papiller plaklar varken, striivit tas1 olanlarda yalnizca %20 oraninda plak oldugu

goriilmiistiir (Kumar, 1991).

1.1.4. Kristal Olusumunun Modifikatorleri

Idrar, kristal olusumunu etkileyen maddelerden olusur (Garside, 1982). Bunlar
inhibitorler, kompleks yapicilar ve indiikleyicilerdir. Cogu arastirmact idrari
slipersatiire olan hastalarin idrarlarinda kristalizasyon inhibitdrleri tasimasi sebebiyle
kristalizasyonun izlenmedigini belirtmislerdir. Tas olusma ihtimali olan hastalar
normal hastalardan ayiran ve yiliksek dogruluk oranmna sahip olan satiirasyon
inhibisyon indeksi adi verilen bir indeks gelistirilmistir (Garside, 1982). Idrar
inhibitorleri kristallerin gelisim noktalarina yapisarak kristalin daha fazla biiylimesini
ve agresyonu Onler. Bu inhibitdrler organik ya da inorganik olabilir. Idrarda kalsiyum
oksalat ve kalsiyum fosfat kristal sistemleri igin inhibitorler tanimlanirken, iirat igin
tanimlanmamustir. Magnezyum, sitrat, pirofosfat ve nefrokalsin kalsiyum fosfat,
kristal sisteminin inhibitorleridir (Ito ve Coe, 1977). Idrarda kalsiyum oksalat
kristallerinin inhibitorleri sitrat, profosfat, glukozaminoglikanlar, RNA parcalar1 ve
nefrokalsindir. En ¢ok inhibisyonu gerceklestiren, yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerdir (Khan vd., 1988). iki idrar glikoproteini olan nefrokalsin ve Tamm-
Horsfall proteini kalsiyum oksalat monohidrat sisteminin ana inhibitorleridir. Ikinci
olarak litostatin bdbrekte nefrokalsinle benzer yerde lokalize olur, ancak
immunolojik yapist farklidir (Grover vd., 1994). Diger bir idrar kalsiyum oksalat
sistemi inhibitérii iropotindir (Shiraga vd, 1992). Uropotinin, biiyiimenin yani sira
kalsiyum oksalat monohidrat sisteminin agregasyonu ve niikleasyonunu da
engelledigi gosterilmistir (Asplin vd., 1998). Bobrek taglarindaki diger bir protein de
alfa-1 antitripsindir. Bu protein kalsiyuma baglanmaz, ancak inflamasyonda 6nemli

rolii vardir. Bobrek taglarinda bu proteinin varligi, kristallerin olusum ve gelisim



asamasinda kan hiicreleriyle kontak halinde oldugunu gdstermektedir. Kristal ve kan
hiicreleri arasindaki reaksiyon, kristal yapismasina neden olur (Umekawa vd.,1993).
Spesifik kristalleri ¢evreleyen iyonlar ile c¢oziinebilir kompleks olusturan
kalsiyum oksalat gibi bilesikler, iyonun serbest iyon aktivitesini inhibe ederek, o iyon
sisteminin satlirasyonunu etkili olarak azaltir. Sitrat, kalsiyum icin en gigcli
kompleksor olup, maksimum etkisini pH 6,5 iken gergeklestirir. Kalsiyum oksalat
sisteminde magnezyum oksalat ile ¢oziinebilir kompleksler olusturur. Hem sitrat hem
de magnezyum sadece inhibitor olarak degil, kompleksor olarak da etki eder (Malek

ve Boyce, 1977).

1.1.5. Matriks

Uriner sistem taslarinin yapisinda kristalin ya da mineral fazin yani sira kristal
olmayan ya da organik bir faz da mevcuttur. Bobrek taslar1 basit kristaller degildir.
Tiplerine gore % 10 ile % 65 arasinda kristal olmayan materyal ya da matriks igerir.
Kalsiyumlu tiim taglarin % 2,51, lirik asit taglarinin % 2’si, striivit ve apatit taslarinin
ise % 1,1°in1 olusturur. Calismalar sonucunda matriksin idrar ve serumdaki bir¢ok
mukoproteinin tiirevi oldugu gosterilmistir (Rahman vd., 1986). Matriks igerigi
tagtan tasa degismekle birlikte, cogu sert tas yaklasik olarak % 3 agirliginda matrikse
sahiptir (Boyce ve King, 1959). Alternatif olarak matriks tas1 agirlik olarak % 65
oraninda matrikse sahip olabilir ve genellikle triner enfeksiyonla iliskisi vardir
(Mall, 1975). Matriksin % 64’1 protein, % 9’u non-amino seker, % 5’1 glikozamin,
% 10’u bagl su ve % 12’si de organik kiil yapisindadir. Matriks taginin kimyasal
analizi % 65 oraninda heksoamin ve % 10 oraninda bagli su igerdigini gostermistir.
Matriksin polimerizasyonu sonucu matriks tasi olusur. Matriksin renal tiibiilden,
muhtemelen de proksimal tiibiilden orijin aldig1 diisliniilmektedir (Malek ve Boyce,

1973).



1.2.  Kalsiyum Oksalat Tas1 Patofizyolojisi

1.2.1. Hiperkalsiiiri

Kalsiyum oksalat tasi olan tiim hastalarin % 30 ile % 60’inda serum kalsiyum
(Ca) diizeyi artmadan, idrar kalsiyum ekskresyonunda artis vardir. Bu durum
hiperkalsiiiri olarak adlandirilir. Idrar Ca atilim, bilyiik bir oranda diyetle alinan
kalsiyuma baglidir ve bu da bati iilkelerinde giinliik 400 ile 2000 mg arasinda
degismektedir. Hiperkalsiiiri en somut olarak en az bir hafta boyunca, giinde 100
mEq Na ve 400 mg Ca diyetine uyulmas: sonucunda, giinde 200 mg’dan fazla
kalsiyumun atilimi olarak tanimlanmaktadir (Pak vd., 1974). Hiperkalsiiirinin
absorbtif, renal ve resorptif hiperkalsiiiri olmak iizere ti¢ tipi bulunmaktadir.

Absorbtif hiperkalsiiiride primer problem artmis intestinal kalsiyum emilimidir.
Absorbtif hiperkalsiiirinin 1yi tanimlanmais ti¢ alt grubu vardir. Tip 1, Tip 2 ve Tip 3.
Absorbtif Hiperkalsiiiri Tip 1’ de hastanin kalsiyum-kisithi diyette olsun ya da
olmasin intestinal hiperabsorbsiyonu vardir. Absorbtif hiperkalsiiirisi olan hastalarda
barsaktan magnezyum absorbsiyonu normalken, oksalat absorbsiyonu artmistir
(Menon vd., 1992). Tip 2’de normal diyette 300 mg/giin’lin {lizerinde olan idrar
kalsiyum atilim1 kisith kalsiyum diyeti sonucunda 200 mg/giin’ {in altina iner. Tip
3’te ise, serum fosfat diizeyi diisiiktiir ve bunun sonucu olarak, artmis vitamin D
tretimi ve artmis kalsiyum absorbsiyonu vardir.

Renal hiperkalsiiiride, bobrekten primer kalsiyum kacagi s6z konusudur.
Bunun yarattigi hafif hipokalsemi, parathormon salinimini stimiile eder. Artan
kalsitriol ile barsaktan kalsiyum emilimi artar. Burada iki mekanizma
vurgulanmalidir. Birincisi, hem absortif hem renal hiperkalsiiiride barsaktan
kalsiyum emilimi artar. Ikincisi ise, absortif hiperkalsiiiride parathormon (PTH)
baskilanirken, renal hiperkalsiiiride PTH artar. Absorbtif hiperkalsiiiride aglik idrar
kalsiyum diizeyleri normaldir ve bu durum asir1 emilen kalsiyumu bdbrekten atacak

kadar a¢ kaldiklar1 anlamini tasir. Renal hiperkalsiiiride ise kalsiyum yiiksekligi



devam etmektedir. Aclikta ylikselmis idrar kalsiyum diizeyi ve uyarilmis PTH
fonksiyonlar1 renal hiperkalsiiirinin, absorbtif hiperkalsiiiriden ayrimini saglar.

Rezorptif hiperkalsiiiride idrardaki artmis kalsiyumun kaynagi kemiktir. Bu
sendrom hiperparatiroidizm ile es anlamlidir. Parathormonun direkt etkisiyle ya da
PTH bagimli kalsitriol sentezi sonucunda, fazla PTH salinimina bagli kemik
resorpsiyonunda, artmis intestinal kalsiyum emilimi kadar hiperkalsiiiri goriiliir.
PTH, tiibiiler kalsiyum resorbsiyonunu arttirmasina ragmen, kalsiyumun siiziilmiis
miktar1 bu resorbsiyonu asar ve hiperkalsiiiri ortaya ¢ikar.

Idyopatik hiperkalsiiiri, saglikli insanlarm % 5-10’unda ve Kalsiyum
nefrolitiazisi olan hastalarin da yaklagik % 50’sinde goriilir (Coe ve Bushinsky,
1984). Bu calismalar kalsiyum atiliminin poligenik kontrol altinda olmasina ragmen,
idyopatik hiperkalsiiiride kalitsal olarak otozomal dominant gecis goriilebilecegine

isaret etmistir (Holmes ve Goodman, 1995).

1.2.2. Hiperoksaliiri

Hiperoksaliirinin ii¢ farkli nedeni vardir: artmig oksalat iiretimi, enterik
hiperoksaliiri, ve hafif metabolik hiperoksaliiri. Artmis oksalat iiretimi, primer
hiperoksaliiri ya da artmis hepatik doniisiim sebebiyle olur. Primer hiperoksaliirinin
iki tipi vardir. Primer Hiperoksaliiri Tip 1; nefrokalsinozis, dokularda oksalat
birikimi ile karakterize ve tedavi edilmedigi taktirde 20 yasindan once bobrek
yetmezligi nedeniyle Oliime sebep olan, otozomal resesif bir metabolizma
bozuklugudur (Williams ve Smith, 1983). Primer Oksaliiri Tip 1’ in karacigerdeki
alanin glioksalat aminotransferaz (AGT) enzimindeki bir bozukluk sebebiyle
olustugu gosterilmistir (Danpure ve Jennings, 1988). AGT, normal insan
karacigerinde glioksalatin glisine transaminasyonunu ya da detoksifikasyonunu
katalizler. Primer hiperoksaliiride bu enzim eksik oldugu i¢in glioksalat oksalata
okside olur. Primer Hiperoksaliiri Tip 2 ya da L-gliserik asidiiri bu hastaligin nadir
goriilen bir tipidir (Williams ve Smith, 1983). Karaciger enzimlerinden D-gliserat
dehidrogenaz ya da glioksalat rediiktaz eksikliginde, idrardaki oksalat ve gliserat



atilimi artar. Primer hiperoksaliirinin her iki tipi de yiiksek seviyede oksalat
iretimine ve idrarla giinliik 1,5-3 mmol oksalat atilimina neden olur (Itami vd, 1990).
Primer hiperoksaliiri baz1 hastalarda oksalat {iretimini azaltan piridoksin (200-400
mg/giin) ile tedavi edilmektedir. Primer hiperoksaliirisi olan baz1 hastalarda
piridoksin, glioksalatin glisine doniisiimiinde kofaktor olarak rol oynar ve idrardan
oksalat atilimin1 azaltir.

Enterik hiperoksaliiride oksalat mideden ve kolondan emilir (Menon ve Mahle,
1982). ince barsak rezeksiyonu (Smith, 1992), intrensek hastaliklar ya da ileojejunal
baypas (Vainder and Kelly, 1976) gibi malabsorpsiyona yol acabilecek herhangi bir
sebep, kolonik epitelin artmis safra tuzuna maruz kalmasi nedeniyle, oksalatin
kolonik permeabilitesini artirir.

Bircok ¢alisma, idyopatik kalsiyum oksalat taslarinin patogenezinde, hafif
metabolik hiperoksaliirinin en az hiperkalsiiiri kadar 6nemli bir faktdr oldugunu
ortaya koymustur. Kalsiyum tasi olan hastalarin % 30-50’ sinde iiriner oksalat atilim1
artmistir (Menon ve Mahle, 1982). Hiperoksaliiri, normalden % 90 daha fazla oksalat
atitlim1 olarak tarif edilmis ve {iriner sistem tas hastaligi olanlarin % 37’ sinde bu

durum izlenmistir (Wallace vd., 1981).

1.3. Kalsiyum, Vitamin D ve Kalsiyum Oksalat Tag1 iliskisi

Bat1 diyetindeki kalsiyum miktar1 ortalama 600-1200 mg olmakla birlikte, kg
basma 15 mg civarindadir (Pak vd., 1974) ve bunun % 30-% 45’1 absorbe edilir.
Kalsiyumun barsaktan emilimi diyetle alimiyla ters orantilidir. Yani kalsiyum
emilimi, diisiik kalsiyum agirlikli diyetlerde daha fazladir. Emilen kalsiyumun 100-
200 mg’1t barsaga salmir. Barsaktan kalsiyum emilimi, hiicresel ve hiicre
cevresindeki yollar vasitasiyla saglanir. Yiiksek luminal konsantrasyonlarda, emilim
temel olarak hiicre ¢evresindeki yollar arasinda difiizyonla saglanir. Diislik
konsantrasyonlarda ise hiicresel yollar 6nem kazanir. Kalsiyum iyon formunda
emilir. Bu sebeple fosfat, sitrat, siilfat, oksalat, yag asitleri gibi kalsiyuma baglanan

maddeler kalsiyumun emilimini azaltirlar (Menon ve Mahle, 1982). pH 6,1’in altina



indiginde kalsiyum ile oksalatin birlesimi azaldig1 i¢in kalsiyum, jejenum ve ileumun
proksimal boéliimiinde maksimum emilir. Zaten buralardaki pH degeri genellikle
6’nin altindadir. Bir miktar kalsiyum ise tlim gastrointestinal sistem boyunca emilir.

Aktif ya da transseliiler kalsiyum emilimi i¢in en Onemli faktér 1,25-
dihidroksivitamin D3 (1,25(0OH);D3) ya da diger adiyla kalsitrioldiir. Kalsitriol,
barsak mukozasindaki fircams1 kenardan kalsiyum emilimini artirir. Bu da membran
lipid konsantrasyonunu degistirerek, zarin kalsiyuma gecirgenliginde hizli bir artis
meydana getirir. Diyetteki kalsiyumun miktar1 azalinca, kalsitriol iiretimi artar,
serum diizeyi yiikselir ve kalsiyum duodenum, jejunum, ileum ve kolondan emilir.

Vitamin D’nin 40 metaboliti tanimlanmis olmakla birlikte, kalsitrioliin vitamin
D’nin barsaktan emilimi artiran en gili¢lii uyarict oldugu kabul edilir (De Luca vd.,
1980; Henry vd., 1992). Giines 15181, 7-dihidrokolesteroliin cildin malpigi
tabakasinda previtamin D3’e donilismesine sebep olur. Previtamin D3 daha sonra
karacigere tasinir ve 25-hidroksi vitamin D3’e hidroksile edilir, bu iriin ise
proksimal renal tiiblilde 1,25-dihidroksivitamin D3’e hidroksile edilir. Bu doniisiim
paratiroid hormon ve hipofosfatemi ile uyarilir. PTH proksimal renal tiibiil
mitokondrisindeki 1-alfa hidroksilaz enzimini uyarir, kalsitriol kana salinir, barsaga
ulagir ve epitel hiicrelerdeki fircams1 kenarlardaki zarin reseptoriine baglanir.
Bobrek, kalsitrioliin en 6nemli iireticisi olmasina ragmen, aktive olmus makrofajlar
ve diger hiicreler de kalsitrioliin iiretimine katkida bulunur.

Barsaktan kalsiyum emiliminin yan1 sira 1,25 dihidroksivitamin D3, kemik ve
bobrek tizerinde indirekt etkilere sahiptir. Kemikte kalsitriol osteoklastik aktiviteyi
artirarak, PTH nun yardimiyla kemik resorpsiyonuna sebep olur (Raisz vd., 1972),
bdylece bobrege ulasan kalsiyum ve fosfat miktar1 artar. Fakat PTH renal kalsiyum
re-absorbsiyonunu ve fosfat ekspresyonunu artirir. Sonug olarak serum kalsiyum

seviyesi artar, PTH salinim1 baskilanir ve kalsitriol {iretimi de azalmis olur.
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1.4. Bobrek Tas1 Hastaligimin Genetik Temeli

Genetik faktorler, bobrek tast olusumunun Onemli belirleyicileri olarak
diisiiniilmektedir. Ornek olarak bir calismada tas hastalarnin % 16-37’sinin pozitif
aile Oykiisii oldugu saptanmis ve pozitif aile oykiilii erkek tas hastalarinda hastaliga
2.57 kat daha fazla rastlandigi tespit edilmistir (Curhan vd., 1997). Bu artmis
goreceli risk, sonuclarin hastaligi etkileyen g¢evresel faktorlere gore diizeltilmesi
sonucu da ayni kalmistir. Dolayisiyla, idyopatik tas hastalarinin akrabalarinda artmis
tas olusumu riskinin % 60’a varan oranlarda genetik faktorlerle aciklanabilecegi
sOylenebilir. Sonug olarak, diyete bagl bilinen faktorler kontrol altina alindiginda

pozitif aile dykiisii tek basina en dnemli risk faktorii olmaktadir (Curhan vd., 1997).

1.4.1. Hiperkalsiiiri, Kalsiyum Oksalat Tas1 ve Vitamin D Reseptorii liskisi

Renal tas olusumunun metabolik nedenleri arasinda en sik goriileni idyopatik
hiperkalsiiiridir. Idrara asir1 miktarda kalsiyum ekskresyonu sonucu olusan idyopatik
hiperkalsiiiri, tas hastalarinin yaklasik % 50’sinde mevcutken genel populasyonun %
10’undan azinda saptanmustir.

Idyopatik hiperkalsiiiri bobrek tasi olusumunda siklikla hiperiirikoziiri,
hiperoksaliiri ve hipositratiiri gibi diger metabolik risk faktorleriyle de iligkilidir.
Tekrar tas olusturan hastalarin en az tigte birinde hiperkalsiiiri ve hipositratiirinin her
ikisi de mevcuttur (Hamm vd., 2002; Rudman vd., 1982). Daha 6nce yapilan
calismalar, tas olusturan hastalardaki idyopatik hipositratiirinin normal olarak filtre
edilmis sitratin asir1 tiibililer reabsorbsiyonundan kaynaklandigimi gostermektedir.
Rudman vd. (1982) idyopatik hipositratiirili tag hastalarinda sitrat, kalsiyum ve
fosfatin renal islenmesini direk veya dolayli olarak etkileyen ortak bir bozuklugun
oldugunu one siirmektedirler. Kalsitrioliin genomik ve genomik olmayan etkilerinin
kontroliinde rol alan vitamin D reseptorii (VDR), ayn1 zamanda kalsiyum ve fosfatin

tiibiiler islemiyle ilgili molekiillerin hiicresel ekspresyonunu, bu molekiilleri
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kodlayan genlerin promotor bolgelerinde yer alan vitamin D cevaplayici elemanlar
yoluyla diizenler (Erben vd., 2002; Hoenderop vd., 2001).

Kalsiyum oksalat bobrek taslarinin olusumu, kalsiyum ve oksalatin idrardaki
konsantrasyonlariyla dogru orantili, magnezyum ve sitrat konsantrasyonlar ile ise
ters orantilidir (Lindberg ve Sprague, 2001; Pak, 1998; Scott vd., 1999; Nunziata vd.,
1991). Sitrat direkt olarak kalsiyum oksalatin spontan niikleasyonunu inhibe eder.
Ayn1 zamanda kalsiyum oksalat ve kalsiyum fosfat kristallerinin biiyiimesini,
aglomerasyonunu ve agregasyonunu engelleyen potansiyel bir inhibitordiir. Bu
durum da, hipositratiirinin kalsiyum taglar1 olusumuna yol agan bir sebep
olabilecegini gosterir (Pak, 1998). Uriner sitrat ekskresyonunun en 6nemli
belirleyicisi asit-baz dengesidir. Sitratiiri alkalozis ile atar, asidozis ile azalir. Ancak,
sitratin bobrekte islenmesi tam olarak anlagilabilmis degildir, bunu etkileyen birgok
faktor oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, Vitamin D’nin metabolik
aktivitelerinin  sitrat ekskresyonunu etkiledigi kanitlanmistir.  1,25(OH);Ds3,
bobrekteki mitokondriyal —sitrat metabolizmasint  diizenleyerek {iriner sitrat
ekskresyonunu  arttirmaktadir  (Simpson, 1983). 1,25(OH);D3’tin  etkisini
gosterebilmesi i¢in intraseliiler reseptoriine -vitamin D reseptorii- baglanmasi ve bu
kompleksin ¢ekirdek ve mitokondriyel genomdaki vitamin D cevap elementleriyle
etkilesimde bulunmasi gerekmektedir (Haussler vd., 1998). Buna ek olarak, niikleer
VDR, 1,25(0H),D3’tin hizli ve genomik olmayan etkilerinde de rol oynamaktadir
(Bouillon vd., 2001; Erben vd., 2002).

Bunlar gibi daha bircok veri, VDR lokusundaki alelik varyasyonlarin
hiperkalsiiiri ile ve dolayisiyla kalsiyum taslarinin olusumuyla iligkili olabilecegi
yoniindedir. Bunlardan biri, hiperkalsiiiri hastalariin artmis lenfositlerinde VDR
sayisini - arttiginin  gosterilmesidir  (Zerwekh vd., 1993). Bununla birlikte,
hiperkalsitirik kalsiyum tas1 hastalar1 azalmis vertebral mineral dansitesine sahiptir
(Alhava vd., 1976; Sutton ve Walker, 1986; Bataille vd., 1991) ve VDR lokusundaki
genetik varyasyon hepsinde olmasa bile (Hustmyer vd., 1994; Peacock, 1995;
Garnero vd., 1995; Garnero vd., 1996; Zmuda vd., 1997) bazilarinda kemik mineral

dansitesi ile iligkilendirilmistir (Morrison vd., 1994; Spector vd., 1995; Salamone
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vd., 1996; Harris vd., 1997). Ayrica, kadinlarda barsak kalsiyum emilimi VDR
genotipleri ile iligkili bulunmustur (Dawson vd., 1995; Wishart vd., 1997).

1.4.2. Vitamin D ve Vitamin D Reseptorii Fonksiyonlar:

Vitamin D endokrin sistemi, kemik ve kalsiyum homeostazi kontroliiniin
merkezinde yer alir. Hiicre proliferasyonunu, kalsiyum absorpsiyonunu ve hiicre
farklilagsmasini diizenler. Vitamin D’nin aktif formu, dolasimdaki seviyesi ¢ok siki
bir sekilde diizenlenen 1,25-dihidroksivitamin D3’tiir (kalsitriol) ve kalsiyum
homeostaz: ile ilgili tiim genomik aktivitelerini VDR vasitasiyla yiiriitiir. Bunun
disinda vitamin D, immiin-cevap ya da kanser gibi diger metabolik yolaklarda da
gorev alir (Haussler vd., 1998). Diyetle birlikte alinmis ya da 7-dehidrokolesteroliin
biyo-aktivasyonuyla olusmus vitamin D inerttir; biyolojik etkisini gosterebilmesi igin
aktive edilmeye ihtiya¢ duyar. Vitamin D3, deride 7-dehidrokolesteroliin ultraviyole
15181 ile previtamin-D3’e fotokonversiyonu (Holick vd., 1977; Okano vd., 1977) ve
bunu takiben vitamin D3’e termal izomerizasyonu (Hanewald vd., 1961; Fraser ve
Kodicek, 1970) ile iiretilir. Vitamin D’nin metabolik aktivasyonunda ilk agama 25.
karbonun hidroksilasyonudur; bu reaksiyon 25-hidroksilasyon olarak adlandirilir. Bu
reaksiyonun her ne kadar deri, barsak, bobrek gibi dokularda da gergeklestigi rapor
edildiyse de onemli dlgiide karacigerde meydana geldigi bilinmektedir. Vitamin D
biyo-aktivasyonunun ikinci ve daha 6nemli basamagi, fizyolojik sartlar altinda temel
olarak bobrekte gerceklesen 25(OH)D3’ten 1,25(OH),D3 olusumudur (Fraser ve
Kodicek, 1970). Bu reaksiyonun gergeklesmesini saglayan enzim, 25(OH)D-la-
hidroksilaz, i¢ mitokodriyal membranda bulunur ve molekiiler oksijen ile
indirgenmis ferrodoksine ihtiya¢c duyan bir sitokrom P-450 monooksigenazdir
(Ghazarian vd., 1974). Son yillarda bir¢ok g¢alisma 25(OH)Dj3’iin 1,25(OH),Ds’e
cevrilmesinin sadece bdbrekte olmadigimi gostermistir. Birgok hiicre ve doku la-
hidroksilaz eksprese eder, ancak insanlarda 1,25(OH);Ds’iin bu ekstra-renal

kaynaklar1 sadece hamilelikte, kronik renal yetmezlikte ve romatoid artrid,
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tiiberkiiloz, sarkaidoz gibi patolojik durumlarda o6nemli Ol¢lide sirkiile eden
1,25(0H),D3 seviyelerine katkida bulunur.

1,25(0OH),;D3’iin  ¢ogu biyolojik aktiviteleri, ligandla aktive olan bir
transkrispsiyon faktorii olarak gorev yapan, yiiksek afiniteli VDR reseptorii
vasitasiyla yiritiliir. VDR, steroid reseptor ailesine dahildir ve bir¢ok farkli genin
transkripsiyonuna etki etmek suretiyle aktif metabolit 1,25-dihidroksivitamin D3’{in
etkilerini diizenler (Whitfield vd., 1995). VDR tarafindan kontrol edilen gen
ekspresyonu prosesi sirastyla reseptore ligandin baglanmasi, retinoid X reseptori ile
(RXR) dimerizasyonu, bu heterodimerin vitamin D reseptorii cevaplayici elementine
(VDRE) baglanmasi ve diger niikleer proteinlerin transkripsiyon preinisiasyon
kompleksine dahil olmalar1 ile gerceklesir. Dolayisiyla, VDR genindeki genetik
degisimler gen aktivasyonunda onemli defektlere yol acabilir; bu da kalsiyum
metabolizmasini, hiicre proliferasyonunu, immiin fonksiyonu etkileyebilir.
(Ghazarian vd., 1974). VDR genindeki herhangi bir degisim Kkalsiyum
metabolizmasini degistirerek kalsiyum taslart olusumu riskini arttirabilir. Bu nedenle
VDR gen bolgesi, idyopatik kalsiyum tas1 hastaligi i¢cin aday gen lokusu olarak
disiiniilmiustiir. Alelik varyasyonlar reseptoriin aktivitesini ve dolayisiyla kalsiyum
absorpsiyonu ve ekskresyonu gibi Vitamin D’nin rol aldigi yolaklar
etkileyeceklerdir. VDR genindeki polimorfizmler yakin zamanlarda kalsiyum bobrek
tast hastaliginda farkli populasyonlar i¢in incelenmeye baslanmistir (Vezzoli 2002;
Mossetti 2004).

1.4.3. Vitamin D Reseptorii Geninin Yapisi

VDR c¢DNA’simin 1988 yilinda klonlanmasindan sonra (Baker vd., 1988) insan
VDR geninin genomik yapisinin kesfedilmesi yaklasik on yil siirmiis ve genin
onemli boliimleri 1997 yilinda ortaya koyulmustur (Miyamoto vd., 1997). VDR
geninin kromozom 12’deki yeri 6nce kabaca baglant1 analizi ile bulunmus (Labuda
vd., 1992), daha sonra floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve radyasyon hibrid
haritalama gibi ileri tekniklerle iyilestirilmistir (Taymans vd., 1999). Sonraki
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asamalarda kromozom 12ql13 bolgesinin yiiksek rezollisyonlu fiziksel haritasi
cikarilarak gen lokusu kesinlestirilmistir. Kromozom 12q13.1°e haritalanan VDR
geninin 100 kb’dan uzun oldukga biiyiik bir gen oldugu (Sekil 1.1) ve kolojen tip 1l
alfa 1 (COL2A1) geninin hemen yaninda lokalize oldugu bulunmustur (Huang vd.,
1991; Takahashi et al., 1990). Ancak, COL2Al ile VDR genleri arasinda halen
tanimlanamamis bir bdlge bulunmaktadir. Sekil 1.1°’de VDR geni ve etrafindaki
genomik bdlgelerin tamamlanmis fiziksel haritasi goriilmektedir. Bu haritadan da
anlagsilabilecegi gibi, VDR geni fosfofruktokinaz (PFKM), sentrin/SUMO-spesifik
proteaz (SENP1) ve histon deasetilaz (HDAC7) gen bdlgeleri arasinda yer almakta,
ayn1 bolgede heniiz bilinmeyen genler de bulunmaktadir.

VDR geni, bir¢ok dokuya 6zgiin transkriptler olusturabilme kapasitesinde olan
genis bir promotor bolgesine sahiptir ve dokuz ekzon icermektedir (Crofts vd., 1998)
Birbiriyle baglant1 esitsizligi (LD) gdsteren intron 8 ve ekzon 9’ da ve ayrica ekzon
2’de ¢esitli polimorfizmler saptanmistir (Tokita vd., 1996; Ferrari vd.,1996; Torres
vd., 1996; Gross vd., 1996).

1.4.4. Vitamin D Reseptorii Polimorfizmleri

VDR polimorfizmlerinin kesfi, 1990’larin basinda, gen lokusunun degisik
restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve polimorfik bant paternlerinin Southern Blot
hibridizasyonu ile gosterilmesi yoluyla baslamistir. Bu yontemle, VDR geninin 3’
ucunda Apal, EcoRV, Bsml, Tagl (Morrison vd., 1994) ve Tru9l (Ye vd., 2000)
restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmleri (RFLP) kesfedilmistir. Sekil 1.2°de

VDR geni iizerinde giiniimiizde bilinen VDR polimorfizmleri gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Kromozom 12q13.1 iizerinde VDR lokusunun genomik yapisi ve diger
komsu genler. VDR genine ait ok isareti VDR genindeki transkripsiyonun yoniinii
gostermektedir. (PFK: fosfofruktokinaz, VATPase: vakuol ATPase, SENPI:
sentrin/fSUMO-spesifik proteaz, HDACT7: histon deasetilaz 7) (Uitterlinden vd.,
2004Db).
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456 T8O 1UTR
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RFLP: Bsml Trugl EcoRY Apal Tagl
b AG GlA GlA, GT TIC

Sekil 1.2. VDR geninin ekzon-intron yapisi ve bilinen polimorfizmlerin pozisyonlari.
(Kodlayan dizilerdeki polimorfizmler (*) isareti ile gosterilmistir) (Uitterlinden vd.,
2004Db).

Fokl RFLP’si ise daha farkli bir yontemle bulunmustur. VDR cDNA’simin
Baker dizisi ad1 verilen orijinal dizisine (Baker vd., 1998) bakildiginda iki potansiyel
translasyon baslangi¢c noktasi (ATG) saptanmis ve dizi karsilagtirmalar1 sonucunda
ilk potansiyel baslama bolgesinde T/C polimorfizminin (ATG/ACG) olustugu
gosterilmistir (Gross vd. 1996; Saijo vd., 1991; Sturzenbecker vd., 1994). Baslangi¢
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kodonu polimorfizmi olarak da taninan bu polimorfizm daha sonralart bir RFLP
testinde FokI restriksiyon enzimi kullanilarak tanimlanmistir (Arai vd., 1997). Olasi
iki baslangic bolgesi kullanilarak iki protein varyanti sentezlenebilir: VDR
proteininin uzun versiyonu (“f” aleli) ve li¢ amino asit kisa olan protein versiyonu
(“F” aleli). FokI polimorfizmi, VDR geninde saptanan tek protein polimorfizmidir.

Diger bir VDR polimorfizmi olan Cdx2 polimorfizmi, VDR geninin ayni
bolgelerinin farkli bireylerde dizilenmesiyle ortaya g¢ikarilmistir. Japon kadinlar
tizerinde yapilan bir ¢aligmada VDR 1la promotor bolgesinde G/A sekans varyasyonu
rapor edilmistir (Arai vd., 2001). G/A polimorfizmi Cdx2 ad1 verilen barsak-spesifik
transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesinin i¢indedir (Yamamoto vd., 1999).
Yapilan diger bir ¢alismada Cdx2 polimorfizminin VDR 1e promotoru i¢inde oldugu
da gosterilmistir. Yakin zamanlarda bu polimorfizm farkli etnik gruplar arasinda da
tanmlanmistir (Fang vd., 2003).

Yapilan daha kapsamli bir ¢calismada VDR geninin dizi analizi yapilmis olan
22 kb’lik bolimiinde, ekzon 1f-1c ve ekzon 2-9’un iginde ve yakinlarindaki
promotor bolgelerinde ve ayrica 3’UTR’da 63 polimorfizm saptanmistir
(Uitterlinden vd., 2004b). Polimorfizmlerin biiyiik kisminin kodlayict boélgelerden
cok, diizenleyici bolgelerde oldugu gozlemlenmistir. Protein dizilerindeki varyasyon
ligandin afinitesinde veya DNA’ya baglanmasinda degisiklikler gibi biiyiik
fonksiyonel etkilere sebep olabilecegi icin, polimorfik varyasyonlarin ve dolayistyla
populasyon varyasyonlarinin 5’ promotor veya 3’UTR bolgesi gibi ekspresyon

seviyesini diizenleyen bolgelerde bulunmasi daha olasidir.

1.4.5. VDR Reseptorii Polimorfizmlerinin Fonksiyonelligi

Kullanilan polimorfizmlerin ¢ogunun anonim olmasi nedeniyle, VDR
polimorfizmleri kullanilarak yapilan asosiyasyon caligmalarinin yorumlanmasi
giiclesmektedir. Birgcok arastirmaci son yillarda i¢inde Bsml RFLP’si, Bsm-Apa-Taq
haplotipleri ve 3’UTR’daki polyA VNTR’ i1 da barindiran anonim polimorfizmleri

kullanarak ¢oklu biyo-cevap parametrelerini analiz etmistir. Bu ¢alismalar in vitro
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hiicre biyolojisi ve molekiiler biyoloji ¢alismalart ve ayni zamanda biyokimyasal
markdrler ve vitamin D, kalsiyum ve hormon replasman terapisi veya bifosfanat
muamelelerine  olusturulan cevaplarimin in vivo Ol¢limlerini  igermektedir.
Polimorfizmlerin fonksiyonelligi farkli seviyelerde (6rn. mRNA, protein, hiicre ve
organizma seviyelerinde) test edilmelidir. Optimal kosullarda bir polimorfizmin tiim
bu seviyelerde benzer alelik etkiler gostermesi beklenir, bu da molekiiler diizeydeki
mekanizmalar ile populasyon seviyesindeki epidemiyolojik veriler arasinda baglanti
kurulabilmesini saglayacaktir. Bu durum Cdx2 ve Fokl polimorfizmleri i¢in biiyiik
oranda tanimlanmigtir; fakat Bsml-Apal-Taql RFLP’leri ve polyA VNTR
polimorfizmleri ic¢in kesinlik kazanmamistir ve sonuglar oldukg¢a tartismalidir.
Anonim polimorfizmlerle fonksiyonel bir ¢alisma yapmak gereksiz gibi goziikse de,
bu tiir caligmalarda alinacak sonuglar, markér polimorfizmlerle gergekten
fonksiyonel polimorfizmler arasindaki kuvvetli LD sebebiyle, yine de informatif

olabilir.

1.4.5.1. Fokl polimorfizmi

Genetik bakis agisiyla Fokl RFLP’sinin VDR geni i¢in bagimsiz bir markor
oldugu disiiniilebilir; ¢linkii diger VDR polimorfizmleri ile arasinda hi¢bir LD
yoktur ve bu polimorfizmi g¢evreleyen LD alant ¢ok kiiciiktiir (Uitterlinden vd.,
2004b). FoklI polimorfizminin fonksiyonelligi {izerine yapilan bir ¢alismada VDRE
barindiran sican 24-hidroksilaz geni promotor bdlgesinin kisa bir pargasinin (-291 - +
9) kontrolii altinda bir raportdr kullanilarak, transfekte edilmis HeLa hiicrelerinde
transkripsiyonel aktivasyon deneyleri yapilmistir (Arai vd.,1997). Sonuglar 424
aminoasitlik kisa VDR protein varyantinin, 427 aminoasitlik uzun varyantindan 1.7
kat daha aktif oldugunu gostermistir. Ancak bu calisma daha sonra
tekrarlanamamistir (Gross vd., 1998a). Bu ¢alismada da FoklI alelik farklarinin VDR
proteininin transkripsiyon aktivasyonuna etkisini incelenmis, fakat deney COS7
hiicrelerinde ve sican 24-hidroksilaz promotorunun biraz daha biiyiik bir boliimii (-

1399 - +76) kullanilarak yapilmistir. Ek olarak insan osteokalsin geni ve sigan
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osteopontin genindeki VDRE’ler analiz edilmis fakat bu sistemler arasinda FokI
alelik farkliliklarinin etkisini gésterilememistir.

Ancak, bu test sistemlerinde polimorfizmin nispeten kiicliik etkilerinin
gbzlemlenmesinin zor olabilecegi de dikkate alinmalidir. Buna ek olarak, hiicre
tipinde, promotor bolgesi ve VDRE’nin gen 6zgiilliigiindeki kiiciik farklar, allelik
farkliligin analiz edilmesinde 6nemli kriterler olabilir.

Yapilan diger bir calismada COS7, HeLa, ve ROS2/3 hiicrelerinde 1100 bp’lik
sican osteokalsin promotoru igeren raportor yapilar kullanarak 424 aminoasitlik VDR
varyantinin transkripsiyon faktorii TFIIB ile daha verimli bir sekilde etkilestigi
gosterilmis ve 424 aminoasitlik kisa VDR varyantinin transkripsiyonel olarak daha
giiclii bir VDR proteinini temsil ettigi saptanmistir (Jurutka vd., 2000). Bu goriis,
ayni grup tarafindan sigan osteokalsin geninin dort kopyasini iceren bir raportdr yapi
kullanilarak degisik endojen Fokl VDR genotipine sahip 20 fibroblast hiicre hattinin
analizi ile de dogrulanmistir (Jurutka vd., 2000). Fonksiyonellige farkli bir
yaklasimla da 424 aa kisa VDR varyantinin yiiksek aktivitesi onaylanmistir. Bu
calismada post-menopoz donemindeki 72 kadindan elde edilen ve Fokl RFLP’si i¢in
degisik genotipler tasiyan periferal kan monontikleer hiicrelerinde (PBMC) vitamin
D’nin biiylime inhibisyon kapasitesi test edilmis ve F alelini tasiyan (kisa protein
varyant1) PBMC’lerin hiicre biiylimesini inhibe etmede daha aktif VDR varyantina
sahip olduklar1 gézlemlenmistir (Colin vd., 2000).

Sonug olarak FokI polimorfizminin fonksiyonel oldugu sdylenebilir ve 424 aa
VDR varyant1 427 aa varyantindan transaktivasyon kapasitesi acisindan daha aktiftir.
Bu durum gene 6zel bir etkiden kaynaklanabilir, yani vitamin D hedef genlerinin
baz1 promotor bolgeleri, VDR genotipe bagimli aktivite farkina daha hassas olabilir.
Ko-transkripsiyonel faktorlerle hiicre tipine 6zel etkilesim ile birlikte, bu durum
genotipe bagimli farkliliklarin hiicre tipine 6zgli ve organa 6zgii ekspresyonu ile

sonuclanabilir.
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1.4.5.2.Bsm-Apa-Taq ve 3’UTR polimorfizmleri

VDR geninin 3 UTR’si pek ¢ok polimorfizm igermektedir ve kuvvetli LD
vasitasiyla, Bsm-Apa ve/veya Taq RFLP’leri ile gozlenen asosiyasyonlar
aciklanabilir. Genlerin 3’UTR’lar1 ekspresyonun diizenlenmesinde, ozellikle de
mRNA stabilitesinin diizenlenmesi yoluyla, rol alirlar.

En sik goriilen iki haplotipe (baT ve BAt) bagh iki 3’UTR varyanti i¢in
degisen lusiferaz aktivitesi olduguna dair kanit elde edilmistir (Morrison vd., 2004).
Destabilize eden elemanlar olarak adlandirilan bazi UTR pargalarinin VDR
mRNA’sinin stabilitesini belirleme ile alakali oldugunu gosterilmistir (Durrin
vd.,1999). Ozellikle, 3°UTR’lerin mRNA stabilitesi i¢in hiicreye 6zgii etkilerinin
oldugu disiiniilirse, bu durum UTR bdlgesindeki sekans varyasyonlarinin
fonksiyonelligini gdstermede dnem tasiyabilir. 3’ polimorfizmlerine gore ekspresyon
diizeylerindeki farkliliklar1 analiz eden bagka calismalar da yapilmistir. BAt
haplotipinin baT haplotipinden genelde daha yiiksek diizeyde mRNA ekspresyon
egilimi olmasina ragmen sonugclar tutarli degildir.

Whitfield vd. (2001) translasyon baslangi¢c kodon polimorfizmi olan Fokl ve
3’UTR poli(A) dizisinin fonksiyonel dnemini gostermistir. Farkli VDR genotiplerine
sahip 20 fibroblast hiicre hattinda, Fokl RFLP’si (F ve f alelleri) ile uzun (L) ve kisa
(S) poli(A) uzantilar1 i¢in farkli genotipteki endojen VDR proteininin rolatif
transkripsiyon verimi 6l¢iilmiistiir. Endojen VDR proteini, hiicreye transfekte edilen
1,25-dihidroksivitamin D3 cevaplayici raportér geni (sigan osteokalsin geni igeren
VDRE) i¢in transkripsiyon faktorii gibi davranmistir. Bu calisma yiiksek (“FL”
genotipi) ve diisiik (“fS” genotipi) VDR aktivitesi kanitlarini desteklemektedir. Ayni
zamanda bu calisma VDR genindeki ¢oklu polimorfizmlerin birbirleri ile olan
iliskilerinin analiz edilmesine dikkat ¢cekmektedir.

Bagska bir asamada, VDR genotipinin olusturdugu cevaplar serum
markdrlerinin farkliliklar1 agisindan analiz edilmistir. VDR niin, belli protein ya da
protein fragmanlarinin dolasima salinmasina sebep olan vitamin D cevaplayici

genleri lizerinde rol oynadigi dislniilmistiir. Bu konuda yapilan 17 calisma
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osteokalsin ve PTH gibi vitamin D’ye 6zgii oldugu diisiiniilen bir¢ok degisik serum
markérii igermektedir. Ozellikle osteokalsin analiz edilmistir, ¢iinkii yiiksek oranda
vitamin D’ cevap veren bir gendir ve kemik metabolizmasini (kemik olusumu
aktivitesini) gozlemlemek icin klinik olarak sik¢a Olgiilir. On yedi ¢alismadan
yedisinde osteokalsinin serum seviyesinde (veya diger kemik markorlerinde)
genotipe bagimli farkliliklar saptanmamasina ragmen sekiz ¢alisma BAt haplotipli
kisilerde baT haplotiplilere gore daha yiiksek osteokalsin seviyeleri rapor edilmistir.
Fakat ii¢ calismada da tam tersi sonuglar rapor edilmistir (Uitterlinden vd., 2004b).

VDR genotipinin belli uygulamalara verdigi in vivo cevabi belirleyen
calismalar analiz edildiginde benzer sonuglar goriilebilir. Bu ¢alismalarda kalsitriol,
kalsiyum, kortikosteroidler, HRT ve etidronat ile yapilan muamelelere verilen
cevabin analizi yapilmis ve cevaplar cogunlukla kemik mineral dansitesindeki
degisimlerin Ol¢lilmesi seklinde olmustur. Dokuz ¢alismadan dordii BAt’in baT’tan
daha iyi cevap verdigini rapor etmistir. Fakat dokuzundan ii¢ii tam ters etki
gosterirken ti¢li de higbir etki gdstermemistir (Uitterlinden vd., 2004b).

Sonug olarak durum hala netlesmemesine ragmen Bat haplotipi (3°’UTR’deki
kisa poliA VNTR alelleri ile alakali) bir sekilde baT haplotipinden (uzun poliA
VNTR alelleri ile alakali) daha iyi cevap veriyor gibi goriinmektedir. In vitro
caligmalar ile birlikte, haplotip 2’nin (BAt) genel olarak haplotip 1’den (baT) daha
1yi cevap olusturdugu sdylenmektedir. Bunun belki de mRNA stabilitesinin ve yari-
Omriiniin daha 1y1 olmasi nedeni ile olabilecegi de diisiiniilebilir. Bu da teorik olarak
hedef hiicrede daha fazla sayida VDR olmasi1 ve sonugta vitamin D’ye daha iyi cevap

verilmesi anlamina gelir.

1.4.6. Vitamin D Reseptorii Polimorfizmlerinde Goriilen Etnik Varyasyonlar

VDR polimorfizmleri diger etnik gruplara gére en fazla beyaz irkta analiz
edilmis ve saptanmistir. En ¢ok calisilan VDR polimorfizmlerine bakildiginda irklar
ve/veya etnik gruplar arasinda bazi farkliliklar (Tablo 1.1) goriilmektedir (Zmuda
vd., 2000).
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Tablo 1.1. VDR alel frekanslarinin etnik gruplar arasinda karsilastirilmasi
(Uitterlinden vd., 2004)

VDR polimorfizmi Minoér allel Etnik grup (%)
Polimorfizmler Beyazirk  Asyal Afrikah
Cdx2 A 19 43 74
Fok I ~T 34 51 24
Bsm | B 42 7 36
Apa | A 44 74 31
Taq | T 43 8 31
poly A kisa n=13-17 41 12 29
Bsm-Apa-Taq haplotipleri

baT: haplotip 1 43 75 26

BALt: haplotip 2 39 7 16

bAT: haplotip 3 11 17 59

Fokl RFLP’sinin uzun protein varyantina (427 aa) karsilik gelen f aleli beyaz
itk ve Asyalilarla karsilastirildiginda Afrika toplumunda daha seyrek goriilmektedir.
Bsml RFLP’sinin B aleli beyaz 1wk ve Afrikalilarla karsilastirildiginda ise
Asyalilarda daha seyrek goriilmektedir. Bunun gibi, 3’UTR-polyA VNTR’1 da etnik
gruplar arasinda farkliliklar gostermektedir (Ingles vd.,1997). Ayrica, Cdx2 A
alelinin frekansi da etnik gruplar arasinda oldukga biiyiik farklar ortaya koymaktadir;
A aleli beyaz irkta en diisiik (% 19) ve Afrikalilarda en yiiksek (% 74) bulunmustur
(Fang vd., 2003)

Etnik alel varyasyonlarinin sonuglarini, etnik gruplar arasinda diyet ve egzersiz
gibi farkli ¢evresel faktorler yliziinden tam olarak anlamak zordur. Buna ek olarak,
etnik gruplar arasinda, VDR polimorfizmlerinin birbirleri ile ve diger genlerin diger
genetik varyantlariyla iliskide bulunduklar1 ¢ok farkli genetik altyap1 bulunmaktadir.
Bu nedenle farkli etnik gruplardaki VDR polimorfizmlerinin haplotip yapisini
aciklamak biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu, hangi VDR alellerinin belli haplotiplerde
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birlikte bulunacagini ve farkli etnik gruplar icin frekanslarinin ne olacagini
gosterecektir. Bu bilgiler 1s181inda ve etnik gruplar arasindaki ¢evresel faktorlerdeki
farkliliklar da g6z Oniinde bulundurularak ilgili gen-cevre etkilesimi agikliga

kavusturulabilir.
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2. AMAC

Bobrek tasi problemi yasayan bireylerin sayist giderek artmaktadir, ancak tas
olusumuna yol agan faktorler kesin olarak aydinlatilamamistir. Bobrek tasi
hastaliginin ~ genetik ve c¢evresel faktorlerin etkilesimiyle ortaya c¢iktig
diiginiilmektedir. Bobrek taglarin  %80’inin  yapisinda kalsiyum oksalat
bulunmaktadir. Buna ek olarak kalsiyum oksalat tasi olan hastalarin ¢ogunda
hiperkalsiiiri vardir. Kalsiyum metabolizmasinda en énemli faktor, emilimde gorev
alan 1,25-dihidroksivitamin D3, yani Kkalsitrioldiir. Kalsitrioliin vitamin D’nin
barsaktan emilimi artiran en giiclii uyarict oldugu kabul edilir. Kalsitrioliin etkilerinin
ortaya koyulmasinda vitamin D reseptorii (VDR) gorev alir. Birgok veri, VDR
lokusundaki varyasyonlarin kalsiyum taslarinin olusumuyla iliskili olabilecegi
yoniindedir. VDR polimorfizmleri irklar ve/veya etnik gruplar arasinda farkliliklar
gostermektedir. Bu nedenle farkli populasyonlardaki VDR polimorfizmlerinin
yapisint aciklamak ve frekanslarini hesaplamak Onem tasimaktadir. Bu bilgiler
151g¢inda ve etnik gruplar arasindaki ¢evresel faktorlerdeki farkliliklar da g6z ontinde
bulundurularak gen-gevre etkilesimi agikliga kavusturulabilir. Bu c¢ergevede, bu
caligmanin temel amact VDR lokusunda siklikla goriilen polimorfizmlerden olan
Bsml, Apal, Tagl, Tru9l ve Fokl polimorfizmlerini Tiirk kalsiyum bobrek tasi
hastalarinda ve saglikli bireylerde incelemektir. Hasta ve saglikli bireylerin
tasidiklart polimorfizmlerin belirlenmesi, alel frekanslarmin hesaplanmasi ve
karsilagtirilmast yoluyla incelenen polimorfizmlerin hastalik i¢in bir risk faktorii
teskil edip etmedikleri belirlenecektir. Buna ek olarak yas, sigara kullanimi ve aile
Oykiistiniin  bobrek tas1 olusumuna katkist incelenecektir. Bu sayede Tiirk
populasyonununda tas olusumunu etkileyebilecek genetik ve ¢evresel faktorler

aydinlatilabilecektir.
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3. GERECLER

3.1. Cahsmada Kullanilan Ornekler

Bu arastirma bir vaka-kontrol ¢alismasidir. Hasta grubu, Mart 2006 - Mart
2008 tarihleri arasinda Istanbul Sisli Etfal Hastanesi ve Erzurum Numune Hastanesi
Uroloji Polikliniklerine basvurarak iiriner sistem kalsiyum oksalat tas hastalig1 tanisi
konulan hastalar arasindan secilmistir. Hastalarin 6zge¢misleri ve soygecmisleri
incelenmis, rutin kan ve idrar biyokimyasal testleri yapilmistir. Tas tipi, rontgen filmi
ve/veya ultrasonografi sonrasinda belirlenmistir. Caligmaya dahil olma kriterleri tas
analizinde kalsiyum oksalat tipi tas belirlenmesi, herhangi bir organ ya da
hematolojik malignite taginmamasi, {lriner sistem enfeksiyonu olmamasi, bobrek
yetmezligi olmamasi, son ii¢ ay ic¢inde viicut dig1 tas kirma operasyonu gecirmis
olunmamasi ve hipertansiyon, konjestif kalp yetmezligi ve diabet gibi kronik
hastaliklarin bulunmamasidir. Caligma dahilinde, belirtilen kriterlerlere uymayan 34
hastanin caligma dis1 birakilmasi ile toplam 98 hastadan elde edilen Ornekler
degerlendirilmistir. Uriner tas hastalig1 oykiisii olmayan, fizik muayene, tam idrar
tahlili ve direkt iriner sistem grafisinde her hangi bir patoloji saptanmayan 70
saglikli birey kontrol grubuna alinmistir. Caligmaya dahil edilen hasta ve kontrol
grubundaki bireylerden EDTA igeren tiiplere 10 ml periferik kan alinmig ve daha

sonra DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

3.2. Kimyasallar

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

3.3.1. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden DNA izolasyonu amaciyla High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, ALMANY A) kullanilmistir.

3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Tamponlari ve DNA Polimeraz

Enzimleri
10X MgCl;’siiz Tampon : 500 mM KCI
100 mM Tris-HCI, (pH 9.0)
% 0.8 Nonidet P40, (Roche, ALMANYA)
MgCl, : dH,0’da 25 mM (Roche, ALMANYA)

Deoksiriboniikleotidler (ANTP) : 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Roche, ALMANYA)

Taq DNA Polimeraz : Fast Start DNA polimeraz
(Roche, ALMANYA)
Rekombinant  Taq DNA  Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)

3.3.3. Restriksiyon Enzimleri ve Reaksiyon Tamponlar:

Bsml : 10 U/ul (Roche, ALMANYA)

Tanima Dizisi: GAATGCN”N
CTTACAGNN

Bsml Reaksiyon Tamponu : SURE/Cut Buffer H (Roche, ALMANYA)
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Taql : 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
Tanima Dizisi: T"CGA
AGCAT
Taql Reaksiyon Tamponu : SURE/Cut Buffer B (Roche, ALMANYA)
Fokl : 5 U/ul (Roche, ALMANYA)
Tanima Dizisi: GGATG(N)y"
CCTAC(N)z3"
Fokl Reaksiyon Tamponu : SURE/Cut Buffer M (Roche, ALMANYA)
Tru9l : 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
Tanima Dizisi: T"TAA
AATAT
Tru9l Reaksiyon Tamponu : SURE/Cut Buffer M (Roche, ALMANYA)
Apal : 10 U/ul (Roche, ALMANYA)
Tanima Dizisi: GGGCC"C
CCCGG"G
Apal Reaksiyon Tamponu : SURE/Cut Buffer A (Roche, ALMANYA)

3.3.4. Elektroforez Tamponlar1 ve Jel Sistemleri
10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA): 890 mM Tris-Base,
890 mM Borik Asit,

20 mM Na,EDTA.2H,0, (pH 8.3)

10X Bromofenol Mavisi (BPB) : 2.5 mg/ml BPB



Etidyum Bromid (EtBr)

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel

: 10 mg/ml

: 0.5 X TBE Tamponunda % 1 veya % 2
(w/v) agaroz

27
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3.3.5. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1. Bu c¢alismada incelenen polimorfik bolgeleri ¢ogaltmak igin

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

Polimorfizm Primer Dizisi (5°— 3°)

BsmI BsmTagF: CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA
BsmR: AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG

Tagl BsmTagF: CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA
TagR: CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC
FokIF: AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT

Fokd FokIR: ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC
TrudlF: TGTATTGGTCCAGCTTGCTCT

Trl Tru9IR: CAGGGTTTCTCCATGTTGGT

Apal ApalF: CAGAGCATGGACAGGGAGCAA
ApalR: GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC

3.3.6. DNA Biiyiikliikk Markorleri

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

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

3.3.7. Cihazlar
Otoklav : Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)
Tartilar . Hassas Terazi, XB 220 A (Presica,

ISVICRE)



Santrifiijler

Derin Dondurucular

Dokiimantasyon Sistemleri

Yatay Elektroforez Sistemleri

Gii¢ Kaynaklar1

Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar

Buzdolaplari

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks
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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 1l (BIO-RAD,

ITALYA)

: Flowgen (INGILTERE)

Sub-Cell GT (BIO-RAD, ITALYA)

: EPS 301 (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)



Su Banyolari

Su Artma Sistemi
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: Niive BM 402 (TURKIYE)

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

4.1. Periferik Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Kan orneklerinden High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche,
ALMANYA) kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. Bu kitin kullanilmasindaki
temel prensip, niikleik asitlerin tuz varliginda cam fiber siinger i¢eren kolona adsorbe
olmalaridir. Diger kontaminantlar kolonun yikanmasiyla uzaklastirildiktan sonra
niikleik asitler cam fiber siingerden diisiik konsantrasyonlu tuz soliisyonu ile elde
edilirler. Bu tezde kullanilan DNA izolasyon kitinin kullanimi1 asagidaki gibidir:

¢ 1.5 ml steril mikrosantrifiij tiiptine 200 pl kan, 200 pl baglanma tamponu ve
40 pl proteinaz K soliisyonu eklenir, karistirilir ve 72°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilir.

e inkiibasyondan sonra 100 pl izopropanol eklenir ve érnekler cam fiber
stingerli tiiplere mikropipet yardim ile aktarilir.

e Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiijden sonra filtreli tiipiin
altindaki toplama tiipleri degistirilir.

e Inhibitdrlerden kurtulmak igin filtreli tiipe 500 ul inhibitdr uzaklastirma
tamponu eklenir, 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir ve toplama tiipleri tekrar
degistirilir.

e Ornegi yikamak igin 500 pl yikama tamponu eklenir, 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilir ve toplama tiipleri degistirilir.

¢ Yukaridaki yikama asamasi tekrarlanir.

o Tiipte kalan tampondan tamamen kurtulmak igin tiipler en yiiksek hizda
(yaklasik 13.000 rpm) santrifiij edilir.

e Filtreli tiipler 1.5 ml mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine konur.

e Niikleik asitleri elde etmek icin filtreli tiipe dnceden 70°C’ye 1s1tilmis 200 ul

eliisyon tamponu eklenir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
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e Altta kalan 1.5 ml mikrosantrifiij tiiptiniin i¢ginde genomik DNA elde dilmis

olur.

4.2. izole Edilen DNA’nin Nicel ve Nitel Analizi

Genomik DNA, izolasyon prosediirii sirasinda olugabilecek fragmantasyon
olasiligina karsi test edilir. Bu amagla Boliim 4.4.’te agiklanan metod ile yiizde birlik
agaroz jel hazirlanir. UV 1518min altinda tek bir bant gézlemlenmesi DNA 6rneginde
fragmantasyon olmamas1 olarak yorumlanabilir. Coziinmiis DNA’nin  tam
konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik analiz ile saptanir. DNA Ornegi
damitilmis su ile seyreltilir ve optik yogunlugu 260 nm (Azg0) ve 280 nm’de (Azg)
okunur. 50 pg cift zincirli DNA’nin 260 nm’deki absorbansi 1.0 oldugu i¢in 6rnek
DNA’nin konsantrasyonu asagidaki formiille hesaplanir.

Konsantrasyon (pg/ml) = seyreltme faktorii X Agzgo x 50 pg/ml

DNA’nin safligi Azgo/Azg0 orani hesaplanarak tahmin edilebilir. 1.8 (x 0.1)
oranina sahip Ornekler saf olarak kabul edilir; 1.8’den diisiik degerler protein

kontaminasyonuna isaret eder.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)’nun temeli, iki oligoniikleotid primerinin
DNA’nin homolog zincirlerinin karsi uglarima baglanarak Taq polimeraz enzimi
yardimiyla istenilen bolgenin ¢ogalmasini saglamaktir. Tipik bir PCR reaksiyonu
cogaltilacak DNA’y1, istenilen bolgeyi hedefleyen ileri ve geri primerleri, reaksiyon
tamponu, MgCl,, dNTP’ler ve Taq polimeraz enzimini igerir. Kalip denatiirasyonu,
primer baglanmasi ve baglanan primerlerin Taq polimeraz tarafindan uzatilmasim
igeren bir 1s1 dongiisiin seri halinde tekrar1 belirlenen 6zel DNA fragmaninin iissel
artist ile sonuglanir. Sonu¢ olarak 30 dongiilikk bir PCR, hedef DNA dizisini
milyonlarca kez g¢ogaltabilir. Bu tezde yapilan PCR reaksiyonlarimin igerikleri ve

reaksiyon kosullar1 Tablo 4.1. ve Tablo 4.2.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. PCR reaksiyonlar1

. Cogaltilan polimorfik bolgeler

Icerik
Bsml Apal Tagl Trudl Fokl
DNA (ng) 50 100 100 100 100
MgCl,
2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
(mM)
dNTP
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
(mM)
Primer
10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
(pmol)
Tampon
NH,SO, NH,SO, NH,SO, NH,SO, NH,SO,
(1X)
) Fast start
Enzim Taq pol Taq pol Taq pol Taq pol
Taq pol
(V) (Fermentas) (Fermentas) (Fermentas) (Fermentas)
(Roche)
Hacim 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
Tablo 4.2. PCR dongii sartlart
Baslangic¢ Dongii Denatii- Son
Lokus Baglanma Uzama T
denatiirasyonu sayisi rasyon Uzama
) 94°C, 68°C,
Bsml 94°C, 4 min 35 63°C, 1 dak )
30 sec 5 min
. 94°C, 60°C, 72°C, 72°C,
Apal 94°C, 4 min 30 ] ] ] ]
1 min. 1 min 1 min 5 min
. 95°C, 63°C, 68°C,
Taql 95°C, 4 min 35 )
30 sec 1 dak 5 min
) 94°C, 63°C, 68°C,
Tru9l 94°C, 4 min 35 )
30 sec 1 dak 5 min
) 94°C, 63°C, 68°C,
Fokl 94°C, 4 min 35

30 sec 1 dak 5 min
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4.5. Restriksiyon Enzimi Analizi

Restriksiyon enzimleri ¢ift zincirli DNA’y1 seker fosfat bagini kopararak keser.
Her restriksiyon enzimi DNA {izerinde 4-6 baz ciftlik belirli diziyi tanir ve ancak bu
tanima bolgesi bulundugu zaman DNA’y1 bu bolgeden veya bu bdlgeye belirli bir
uzakliktan ve de her tanima boélgesi i¢in bir kesim yapacak sekilde ayirir. Farkhi
tanima bolgelerine sahip pek ¢ok enzimin var olusu bu enzimlerin ilgili gen iizerinde
olusan bir mutasyonu veya polimorfizmi taramak i¢in sik¢a kullanilmasina olanak
saglamigstir. Tipik bir restriksiyon reaksiyonu DNA, enzim tamponu, restriksiyon
enzimi ve su igerir. Reaksiyon sicakligi kullanilan restriksiyon enziminin optimum
calisma sicakligi olmalidir. Bu tezde kullanilan restriksiyon enzimi kesim sartlar

Tablo 4.3.’te gosterilmistir.

Tablo 4.3. Restriksiyon enzimleri ve kesim sartlari

o ~ . Kullamlan )
Restriksiyon enzimi ] Sicakhik Kesim siiresi
miktar

Bsml 2U 65 °C 2 saat

Apal 2U 30°C 1 saat

Taql 2U 65 °C 2 saat

Trugl 2U 65 °C 1 saat

Fokl 2U 37°C 16 saat

4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi DNA fragmanlarini tespit etmek ve ayirmak i¢in standart bir
metottur. DNA fragmanlar1 uygun bir tamponun ig¢ine bir jele yiiklenmis olarak
negatif elektrottan (katot) pozitif elektrota (anot) vyiiriitiilerek ayrilir. DNA
iskeletindeki negatif yiiklii fosfat gruplarinin varligi nedeniyle DNA molekiilleri

anoda dogru yiirtir. DNA bantlar1 etidyum bromid veya giimiis boyamasi ile goriiniir
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hale getirilir. Bu tez dahilinde PCR ve restriksiyon enzimi kesim iiriinleri agaroz jel
elektroforezi ve etidyum bromid boyamasi ile incelenmistir.

Agaroz jel elektroforezi DNA fragmanlarini molekiiler agirliklarina gore ayirir.
Farkli agaroz konsantrasyonlar1 farkli ayirim kapasitesine sahiptir. Yiiksek
konsantrasyonlar kisa fragmanlar1 ayirmada daha spesifiktir. Agaroz jel, agarozun
0.5X TBE tamponu ig¢inde ¢odziinmesi ve kaynatilmasi ile hazirlanir. EtBr, son
konsantrasyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde ve jel sogutulduktan sonra koyulur.
Soliisyon jel kabina dokiiliir, taraklar yerlestirilir ve jelin polimerize olmasi igin
beklenir. Polimerizasyondan sonra jel iginde 0.5X TBE tamponu bulunan yatay jel
elektroforez aparatina konur, taraklar jelden c¢ikarilir ve boylece ornekleri yliklemek
icin  kuyucuklar olusturulmus olur. Ornekler yiikleme tamponu ile son
konsantrasyonu 1X olacak sekilde karistirilir ve jele yiklenir. Elektrik akimi
verilmesi ile birlikte DNA anoda dogru hareket etmeye baslar. Agaroz jeller
genellikle 100-150 voltta (V) 10-45 dakika yiiriitiiliir. Elektroforez tamamlandiginda
DNA bantlar1 UV 15181 altinda gozlenebilir.

4.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, DNA 0Orneklerindeki niikleotid dizilerinin sirasini ortaya
¢ikarmak i¢in kullanilan bir yontemdir. DNA dizi analizi kimyasal degradasyon ya
da enzimatik sentez yoOntemlerle, manuel ya da otomatik olarak yapilabilir.
Glinlimiizde tercih edilen yontem, dizi analizinin enzimatik sentez ile otomatik
olarak yapilmasidir. Son yillarda otomatik DNA dizi analizi, enzimatik sentez
yontemi ile gelismis bir kapiller sisteme uyarlanmistir. Boya terminasyon isaretleme
ad1 verilen bir metod kullanilarak farkli bazlarda (A, G, T, C) sonlanan DNA sentez
iiriinleri florasan isaretli boyalarla etiketlenir. Isaretli Ornekler bir kapillerden
gecirilerek elektroforez uygulanir. Floresan isaretli boyalar1 uyarmak igin bir lazer
sistemi, boyalarin yaydig1 15181 toplamak icin ise bir kamera kullanilir. Boylece, lazer
uyariminin ardindan dort farkli boya tarafindan yayilan farkli dalga boylarindaki 151k,

tek kulvarda ayirdedilebilir. Floresan miktarlarinin 6l¢lilmesi ve yorumlanmasinin
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ardindan DNA oOrnegindeki bazlarin dizilisi saptanir. Bu tez g¢ercevesinde
restriksiyon analizine tabii tutulan 6rneklerindeki kesim bolgeleri, Iontek A.S.’den
alman DNA dizi analizi hizmeti ile dogrulanmistir. Her polimorfik lokusta
restriksiyon analizine gore homozigot ve heterozigot olarak belirlenen Ornekler
dizilenmis, CLUSTAL W (1.83) ¢oklu dizi eslestirme programa ile karsilastirilmis ve

restriksiyon analizi sonuglar ile kiyaslanmustir.
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4.6. Bobrek Tas1 Hastaliginin Molekiiler Analizi

Bu tez ¢alismasinda bobrek tasi hastaliginin VDR geni {izerindeki Bsml, Taq]l,
Fokl, Tru9l ve Fokl polimorfizmleri ile iligkisini arastirmak iizere PCR-RFLP
metodu kullanilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda, DNA kandan ekstre edildikten sonra
VDR geninin polimorfik bolgeleri PCR metodu ile ¢ogaltilmis ve ¢ogaltilan gen
pargalar1 ilgili restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. PCR iiriinlerinin ve kesim
sonrast beklenen fragmentlerin boylar1 Tablo 4.4.’te gosterilmistir. Olusan
fragmanlar agaroz jel elektroforezine tabii tutularak ayrigtirilmis ve UV 15181 altinda
gbzlemlenmistir. Tiim restriksiyon enzimi kesim sonuglari incelenerek hasta ve
kontrol gruplarindaki polimorfizmler saptanmis, daha sonra DNA dizi analizi ile
sonuglar dogrulanmistir. Tim veriler SPSS 16.0, HapStat, Plink programlari
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmis ve polimorfizmlerin kalsiyum

oksalat bobrek tasi olusumu ile iliskisi irdelenmistir.

Tablo 4.4. VDR geni polimorfik bdlgelerinin PCR iriinleri ve restriksiyon
fragment uzunluklari.

Polimorfik bolge  PCR uzunlugu (b¢) Restriksiyon fragmentleri (bg)

Bsml 825 650 + 175
Apal 700 490 + 210
Taql 2000 1800 + 200
Tru9l 252 193 + 59

Fokl 265 196 + 69
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimi

Bu arastirma bir vaka-kontrol g¢aligmasi olarak diizenlenmis olup, yas ve
cinsiyet agisindan Ortiisme gosteren toplam 98 CaOx bdobrek tasi hastast ve 70
saglikli birey incelemeye dahil edilmistir. Tiim bireylerin cinsiyet, yas, boy, kilo,

sigara ve alkol kullanim sikl1g1 ve meslekleri sorgulanmistir.

Hasta grubu 66 erkek (% 67.3) ve 33 kadin (% 32.7) bireyden olusmaktadir.
Yas araligt 9-85 yaslar1 arasinda olup ortalama yas 47 olarak belirlenmistir.
Hastalarin soygecmisleri degerlendirildiginde, 52 vakada ailesel tas olusumu
saptanmistir, bu da hasta grubunun % 53’linii olusturmaktadir. Ailesel tas olusumu
gozlemlenen erkek bireyler ise 33 kisidir (% 33.6). Kontrol grubunu ise 9-71 yaslari
arasinda olan ve iiriner tas hastalig1 dykiisli olmayan, fizik muayene, tam idrar tahlili
ve direkt iiriner sistem grafisinde her hangi bir patoloji saptanmayan 70 saglikli birey

olusturmaktadir.

Degerlendirmeye alinan 98 hasta, klinik olarak daha once {iriner sistem tas
hastalig1r gecirip gecirmedigi, fizik muayene, tam idrar tahlili, idrar kiiltliri ve
antibiogram, direkt {iriner sistem grafisi ve {lriner sistem ultrasonografisi ile
degerlendirilmistir. Gerek goriilen hastalara intravendz piyelografi ve kontrastsiz
abdominopelvik spiral bilgisayarli tomografi yapilmistir. Ureteroskopik iireter tast
tedavisi, acik cerrahi, ve perkiitan nefrolitotomi ile alinan taslar X 1511 toz
difraksiyonu cihaz1 ile (XRD) X 1sin1 difraksiyon yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu yontemle saptanan taslar %70 ve daha fazla CaOx ve %5 ten daha az

kalsiyum apetit icerdiginde CaOx tas1 kabul edilmektedir.
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5.2. DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubuna ait kan ornekleri EDTA igeren tliplere alinmis ve
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, ALMANYA) ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. izolasyonu takiben, DNA 6rneklerinden 3.0 pl alinarak %1°lik
agaroz jelde incelenmis ve DNA’nin kirilmadan elde edildigi dogrulanmistir (Sekil
5.1.) DNA orneklerinin konsantrasyon ve saflik analizleri de spektrofotometrik
Olgiimlerle belirlenmistir. High Pure PCR Template Preparation Kit ile yapilan

izolasyonlarda protein kontaminasyonu minimal diizeyde bulunmustur.

<«— genomik DNA
ornekleri

Sekil 5.1. DNA izolasyonu sonrasinda 6rneklerin EtBr ile boyanmis %1°lik agaroz

jelde goriintiilenmesi

5.3. VDR polimorfik boélgelerinin PCR-RFLP yontemi ile molekiiler analizi
Hasta ve kontrol grubuna ait DNA Ornekleri Boliim 4.3.°te belirtilen sartlar
kullanilarak PCR yontemi ile g¢ogaltilmistir. Cogalan gen bdlgeleri agaroz jel
elektroforezi ve bunu takiben EtBr boyamasi ile UV 1181 altinda goriintiilenmistir.
Basarili amplifikasyonlar Bolim 4.5’te belirtilen sartlar kullanilarak restriksiyon
enzimi analizine tabii tutulmus ve reaksiyon Ornekleri yine agaroz jel elektroforezi
yontemi ile incelenmistir. Restriksiyon analizi ile belirlenen aleller DNA dizi analizi
ile dogrulanmis ve O6rnek olarak FokI polimorfizmine ait dizi analizi sonuglar

gosterilmistir.
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5.3.1. Bsml Polimorfik Bolgesinin Analizi

Bsml polimorfik bolgesi BsmTagF ve BsmR primerleri ile siirlandirilarak
PCR ile ¢ogaltilmis ve 825 bg¢’lik amplifikasyon iiriinii elde edilmistir (Sekil 5.2.).
PCR iiriinleri Bsml restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim iiriinleri %2’lik agaroz jel
tizerinde incelenmistir (Sekil 5.3.). Bsml kesimi, PCR {iriiniinii 650 ve 175 bg¢’lik iki

fragmente ayirmaktadir.

Sekil 5.2. Bsml PCR firiinlerinin % 1 ‘lik agaroz jelde goriintiilenmesi

(M: 50b¢ DNA markortii)

825 bg
< 650 b

175 bg

Sekil 5.3. Bsml restriksiyon kesimi iirlinlerinin % 2°‘lik agaroz jelde

gorlntiilenmesi (M: 50b¢ DNA markorii)

Tiim restriksiyon triinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu orneklerinin tasidiklar: aleller ve genotip frekanslart belirlenmistir (Tablo
5.1.). Buna ek olarak hasta bireylerin sahip olduklar1 genotipler aile dykiisii varligina

gore grafik tizerinde belirtilmistir (Sekil 5.4.).



Tablo 5.1. Bsml genotip frekanslari
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Grup Frekans | Yiizde
Hasta |BB 29 29,6
Bb 46 46,9
bb 23 23,5
Toplam 98 100,0
Kontrol |BB 13 18,6
Bb 33 471
bb 24 34,3
Toplam 70 100,0
100 %
90 /
801 /
70- /
60 1
50 @ Aile Oykiisii Yok
40 ® Aile Oykiisii Var
30 0O Toplam
20
101 Toplam
0- Aile Oykiisii Var
Aile Oykiisii Yok
bb

Sekil 5.4. Aile dykiistine gore Bsml genotipleri

5.3.2. Apal Polimorfik Bélgesinin Analizi

Apal polimorfik bolgesi ApalF ve ApalR primerleri ile sinirlandirilarak PCR
ile cogaltilmis ve 700 b¢’lik amplifikasyon firiinii elde edilmistir (Sekil 5.5.). PCR

triinleri Apal restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim iirlinleri %2’lik agaroz jel
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tizerinde incelenmistir (Sekil 5.6.). Apal kesimi PCR iiriiniint 490 ve 210 bg’lik iki

fragmente ayirmaktadir.

< 700 bg

500 b¢ +

250 bg

Sekil 5.5. Apal PCR iiriinlerinin % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi
(M: 50b¢ DNA markorii)

700 bg
490 b

<210bg

Sekil 5.6. Apal restriksiyon kesimi {iriinlerinin % 2°lik agaroz jelde
goriintiilenmesi (M: 50b¢ DNA markdrii)

Tim restriksiyon iiriinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu oOrneklerinin tasidiklar1 aleller ve genotip frekanslart belirlenmistir (Tablo
5.2.). Buna ek olarak hasta bireylerin sahip olduklar1 genotipler aile dykiisii varligina

gore grafik {izerinde belirtilmistir (Sekil 5.7.).
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Tablo 5.2. Apal genotip frekanslari

Grup Frekans | Yiizde

Hasta AA 43 43,9
Aa 40 40,8
aa 15 15,3
Toplam 98 100,0

Kontrol AA 26 37,1
Aa 34 48,6
aa 10 14,3
Toplam 70 100,0

100 %
90

80 1
701
60
50
40
301
20+
10+

o Aile Oykiisi Yok
® Aile Oykiisii Var
O Toplam

'/ Toplam
" Aile Oykiisii Var
Aile Oykiisi Yok

Sekil 5.7. Aile Oykiisiine gore Apal genotipleri

5.3.3. Tagl Polimorfik Bolgesinin Analizi

Taql polimorfik bolgesi BsmTaqF ve TaqR primerleri ile sinirlandirilarak PCR
ile ¢ogaltilmis ve 2000 bg’lik amplifikasyon iiriinii elde edilmistir (Sekil 5.8.). PCR
triinleri Taql restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim friinleri %1°lik agaroz jel

tizerinde incelenmistir (Sekil 5.9.). Taql kesimi PCR firtintinti 1800 ve 200 bg’lik iki

fragmente ayirmaktadir.



2000 bg

Sekil 5.8. Taql PCR iiriinlerinin % 1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi
(M: 1kb DNA markorii)

2000 bg
Fis00 bg

4200 bg

Sekil 5.9. Taql restriksiyon kesimi {irtinlerinin % 1°lik agaroz jelde

goriintiilenmesi (M: 1kb DNA markorii)

44

Tim restriksiyon tiriinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol

grubu Orneklerinin tasidiklar1 aleller ve genotip frekanslari belirlenmistir (Tablo

5.3.). Buna ek olarak hasta bireylerin sahip olduklari genotipler aile dykiisii varligina

gore grafik tizerinde belirtilmistir (Sekil 5.10).



Tablo 5.3. Taql genotip frekanslari
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" Aile Oykiisii Var
Aile Oykiisii Yok

Grup Frekans | Yiizde
Hasta TT 35 35,7
Tt 44 449
tt 19 194
Toplam 98 100,0
Kontrol TT 31 44,3
Tt 29 41,4
tt 10 14,3
Toplam 70 100,0
100 ]%
90
80
70
60 n
50 @ Aile Oykiisi Yok
40 ® Aile Oykiisii Var
304 O Toplam
20-
104 Toplam

Sekil 5.10. Aile dykiisiine gore Taql genotipleri

5.3.4. Tru9l Polimorfik Bolgesinin Analizi

Tru9I polimorfik bolgesi Tru9IF ve Tru9IR primerleri ile sinirlandirilarak PCR

ile ¢ogaltilmis ve 252 bg¢’lik amplifikasyon iiriinii elde edilmistir (Sekil 5.11.). PCR

triinleri Tru9l restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim iirlinleri %2’lik agaroz jel

tizerinde incelenmistir (Sekil 5.12.). Tru9I kesimi PCR {iriiniinii 193 ve 59 bg¢’lik iki

fragmente ayirmaktadir.
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252 bg

Sekil 5.11. Tru9I PCR firiinlerinin % 2°lik agaroz jelde goriintiillenmesi
(M: 50b¢ DNA markorii)

252 bg
4_
< 193 bg

4_59b<;

Sekil 5.12. Tru9I restriksiyon kesimi iirlinlerinin % 2°‘lik agaroz jelde

gorlntiillenmesi (M: 50b¢ DNA markorii)

Tiim restriksiyon triinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu orneklerinin tagidiklar aleller ve genotip frekanslari belirlenmistir (Tablo 5.4).
Buna ek olarak hasta bireylerin sahip olduklar1 genotipler aile dykiisii varligina gore

grafik tizerinde belirtilmistir (Sekil 5.13).
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Tablo 5.4. Tru9l genotip frekanslari

Grup Frekans | Yiizde
Hasta uu 18 18,4
Uu 41 41,8
uu 39 39,8
Toplam 98 100,0
Kontrol |UU 6 8,6
Uu 37 52,9
uu 27 38,6
Toplam 70 100,0

100
90
80
70
60
50
40

30
20
10

-wl
]
o=

Uu
uu

O Aile Oykiisii Yok
B Aile Oykiisii Var
O Toplam

,i.
NRRNRENER

Toplam
Aile Oykiisii Var
Aile Oykiisii Yok

Sekil 5.13. Aile oykiisiine gore Tru91 genotipleri

5.3.5. Fokl Polimorfik Bolgesinin Analizi

FokI polimorfik bolgesi FokIF ve FokIR primerleri ile sinirlandirilarak PCR ile
cogaltilmig ve 265 b¢’lik amplifikasyon iiriinii elde edilmistir (Sekil 5.14.). PCR
tirtinleri FokI restriksiyon enzimi ile kesilerek kesim iiriinleri %?2’lik agaroz jel

tizerinde incelenmistir (Sekil 5.15.). FoklI kesimi PCR {iriiniinii 196 ve 69 bg¢’lik iki



48

fragmente ayirmaktadir. Restriksiyon analizi ile belirlenen aleller DNA dizi analizi

ile dogrulanmustir (Sekil 5.16 — 5.18)

Sekil 5.14. FokI PCR iiriinlerinin % 2°‘lik agaroz jelde goriintiilenmesi

(M: 50b¢ DNA markorii)

Sekil 5.15. Fokl restriksiyon kesimi iiriinlerinin % 2°lik agaroz jelde

gorlntiilenmesi (M: 50b¢ DNA markorii)

18 28 8 48 58 68 78 88 98 180
ICEM GGCBE TCHTCTAC BNG AGGE ANTEGCEGCCAG CACT TCCCTGCC TG AGCC TG G AGACTTTEACCGGANCE TGCCCCEE NTE TETEGEE T

Sekil 5.16. Ff alelini tagtyan DNA 6rneginin dizi analizi
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18 28 48 58 68
n G66EE BC T €T TT T AC 6 GG 6 AG 6 AanTE 6 CGE G CCAG CAC T TCECCEEC TG CC TG ACCGC T

\M\IL\\UMA‘MM&-‘ M i

Sekil 5.17. FF alelini tastyan DNA 6rneginin dizi analizi

10 20 8 up 58 60
€ec m E6e¢ € 6C TEC T TTE T A AC GG € A6 & AR TE E CECGEGCCAE CAC T TCECCCE TE € C T AC

oo I A

Sekil 5.18. ff alelini tasiyan DNA 6rneginin dizi analizi

Tiim restriksiyon {irlinlerinin kesim paternleri incelenerek hasta ve kontrol
grubu oOrneklerinin tasidiklar: aleller ve genotip frekanslart belirlenmistir (Tablo
5.5.). Buna ek olarak hasta bireylerin sahip olduklar1 genotipler aile dykiisii varligina

gore grafik lizerinde belirtilmistir (Sekil 5.19.).



Tablo 5.5. Fokl genotip frekanslar

Grup Frekans | Yiizde

Hasta FF 48 49,0
Ff 38 38,8
ff 12 12,2
Toplam 98 100,0

Kontrol FF 39 55,7
Ff 25 35,7
ff 6 8,6
Toplam 70 100,0

50

100
90
80 1
70
60 -
50 -
401
30
201
10 1

@ Aile Oykiisii Yok
® Aile Oykiisii Var
O Toplam

/' Aile OykusU Var
/" Aile Oykisii Yok

Sekil 5.19. Aile dykiisiine gore FokI genotipleri

5.4. Verilerin Istatistiksel Analizi

PCR-RFLP yontemi ile elde edilen sonuclar gercevesinde VDR geninin bes
alelik varyantinin dagilimi incelenmis ve hasta ve kontrol populasyonda goriilen alel
ve genotip frekanslar1 karsilastirilmistir.  Daha sonra bu karsilastirma

detaylandirilarak bireylerin yas, cinsiyet, sigara i¢imi, aile Oykiisii ve tekrar tas
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olusturma o&zelliklerinin hastalik i¢in olusturdugu risk agisindan analiz edilmistir.
Istatistik analizler SPSS 16.0 (“Statistical Package for Social Sciences”, version
16.0) ile gerceklestirilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Haplotip frekanslar1 plink ve HapStat programlariyla belirlenmistir.

5.4.1. Hardy-Weinberg Analizi ve Genotip ve Alel Frekanslari

VDR polimorfizmlerinin Tirk populasyonundaki genotip ve alel frekanslarini
gostermek iizere Hardy-Weinberg kanunu uygulanmistir. Alel frekansi nesilden
nesile ayni kalan ve genotip frekansi alel frekansindan hesaplanabilen bir
populasyon, Hardy-Weinberg dengesi durumunda kabul edilir. Belirli bir 6rnegin
Hardy-Weinberg dengesindeki bir populasyondan rastgele alinan orneklerden biri
olup olmadigini test etmek amaciyla ki-kare testi kullanilmis ve calisilan populasyon
dengede bulunmustur (y°<3.84).

Her polimorfizme ait gézlemlenen genotip frekanslarindan yararlanilarak alel
frekanslar1 ve beklenen genotip frekanslari hesaplanmis, beklenen ve gozlemlenen
frekanslar ki-kare testi ile Kkarsilastirilmistir. Sonuglar Tablo 5.6 — 5.10.°da

gosterilmistir.

5.4.2. Polimorfizmlerin Hastahkla iliskilendirilmesi

Her polimorfizmin bobrek tasi hastaligy ile iligkisi, plink programi ile analiz
edilmistir. Alinan sonuglar ¢ergcevesinde, Apal, Taql, Tru9l ve FoklI polimorfizmleri
hastalikla kesinlikle iliskilendirilemistir, fakat Bsml polimorfizminin hastalikla
iligkili olabilecegi (Tablo 5.11.) bulunmustur (df=1, p=0.04835, X2=3.898).

Bu polimorfizmin yarattigi rolatif riskin hesaplanmasinda 95% giivenlik
araliginda ihtimaller orani (“odds ratio”) testi kullanilmistir (Tablo 5.12.). Test
sonuclarina gore, Bsml “b” alelinin bobrek tasi hastaligi riskini 1.5 kat arttirdigi

saptanmustir (p<0.05, CI: 1.002-2.403).
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Tablo 5.6. Bsml polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda gézlemlenen ve beklenen frekanslarinin

Gozlemlenen
Hasta
Kontrol
Toplam

Hasta
Kontrol
Toplam

Beklenen
Hasta
Kontrol
Toplam

karsilagtiritlmasi

BB Bb bb

29 46 23

13 33 24

42 79 47

Frekans

B b

0,53 0,47

0,42 0,58

0,49 0,51

BB Bb bb

27,59184  48,81633  21,59184

12,43214  34,13571  23,43214

39,5372 83,9256 44,5372

ki-kare

Hasta 0,326183
Kontrol 0,077485
Toplam 0,578679

Toplam
98

70

168

Toplam
98

70

168

Tablo 5.7. Taql polimorfizmlerinin hasta ve kontrol grubunda gézlemlenen ve beklenen
frekanslarinin kargilastirilmasi

Gozlemlenen
Hasta
Kontrol
Toplam

Hasta
Kontrol
Toplam

Beklenen
Hasta
Kontrol
Toplam

TT Tt tt
35 44 19
31 29 10
66 73 29
Frekans
T t
0,58 0,42
0,65 0,35
0,61 0,39
TT Tt tt
33,15306 47,69388 17,15306
29,575 31,85 8,575
62,5372 79,9256 25,5372
ki-kare
Hasta 0,587849
Kontrol  0,560491
Toplam  1,261397

Toplam
98

70

168

Toplam
98

70

168



karsilagtiritlmasi
Gozlemlenen FF Ff ff
Hasta 48 38 12
Kontrol 39 25 6
Toplam 87 63 18
Frekans
F f
Hasta 0,68 0,32
Kontrol 0,74 0,26
Toplam 0,71 0,29
Beklenen FF Ff ff
Hasta 4580612 42,38776 9,806122
Kontrol 37,88929 27,22143  4,889286
Toplam 83,58482 69,83036 14,58482
ki-kare
Hasta 1,050098
Kontrol 0,466166
Toplam  1,607339
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Tablo 5.8. Fokl polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda gozlemlenen ve beklenen frekanslarinin

Toplam
98

70

168

Toplam
98

70

168

Tablo 5.9. Tru91 polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda gozlemlenen ve beklenen frekanslarinin

karsilagtirilmasi
Gozlemlenen  UU Uu uu Toplam
Hasta 18 41 39 98
Kontrol 6 37 27 70
Toplam 24 78 66 168
Frekans
U u
Hasta 0,39 0,61
Kontrol 0,35 0,65
Toplam 0,38 0,63
Beklenen UU Uu uu Toplam
Hasta 15,125 46,75 36,125 98
Kontrol 8,575 31,85 29,575 70
Toplam 23,625 78,75 65,625 168
ki-kare
Hasta 1,482513
Kontrol  1,830179

Toplam

0,015238
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Tablo 5.10. Apal polimorfizminin hasta ve kontrol grubunda gézlemlenen ve beklenen frekanslarinin

karsilagtiritlmasi
Gozlemlenen AA Aa aa Toplam
Hasta 43 40 15 98
Kontrol 26 34 10 70
Toplam 69 74 25 168
Frekans
A a
Hasta 0,64 0,36
Kontrol 0,61 0,39
Toplam 0,63 0,37
Beklenen AA Aa aa Toplam
Hasta 40,5 45 12,5 98

Kontrol  26,41429 33,17143 10,41429 70
Toplam 66,88095 78,2381 22,88095 168

ki-kare
Hasta 1,209877
Kontrol  0,043675
Toplam  0,492963

5.4.3. Haplotip Analizi

Bsml, Apal ve Taql polimorfik bdlgelerinin haplotip olusturabilecegi daha
onceki calismalarda farkli populasyonlar i¢in gdsterilmistir. Bu ¢alismadan alinan
verilerle de Tiirk populasyonunda bu bolgelerin haplotip olusturma olasilig

HAPSTAT Analizi ile belirlenmistir (Tablo 5.13.).



Hasta

Bsml (Alelik) 104/92

59/81

x2

3.898

Tablo 5.11. Polimorfizm-hastalik iligkilendirme sonuglar

Saghkh df

1 0.04835

Tablo 5.12. Bsml polimorfizmine ait ihtimaller oram

xZ

P

OR L9 U95

Bsml

3.898

0.04835 1.552 1.002 2.403

Tablo 5.13. Bsml, Apal, Tagl haplotip analizi

Haplotip F

BAt 0.3801
BaT 0.02582
baT 0.3432
BAT 0.07925
bAT 0.1618
Bt 0.38

BT 0.1051
bT 0.505

Daha sonra plink programu ile haplotip-temelli iliskilendirme testleri yapilmuis,
Bsml-Tagl ve Bsml-Apal-Taql polimorfizlerinin birlikte goriilmeleriyle hastalik
iliskisi arastirilmigtir (Tablo 5.14.). Veriler 1s18inda “bT” haplotipinin bobrek tasi
hastalig ile iliskisi bulunmustur (x2:4.038 >3.84)

Tablo 5.14. Haplotip-hastalik iliskisi

Haplotip F hasta F sagikn xz df P
BAt 0.412 0.3448 1.547 1 0.2136
BaT 0.03575 | 0.01199 1.815 1 0.1779
baT 0.3253 0.3768 0.9485 1 0.3301
BAT 0.08861 | 0.06802 0.4662 1 0.4948
bAT 0.1383 0.1984 2.135 1 0.1439

Bt 0.4124 0.3453 1.538 1 0.2149
BT 0.1237 0.07914 1.711 1 0.1909
bT 0.4639 0.5755 4.038 1 0.0445

Bunlara ek olarak yas, aile Oykiisii, sigara kullanim1 ve tekrar tas olusturma
kriterleri g6z 6nilinde bulundurularak belirtilen kriterlerin hastalikla iliskilendirilmesi

arastirilmastir.
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5.4.4. Yas — Hastalik Iliskisinin Arastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplar1 dncelikle 60 yas iistii ve alti olmak tizere iki gruba
ayrilmistir (Tablo 5.15.) fakat hastaligin yas ile iligskisi bulunamamustir (X2<3.84)
(Tablo 5.16.). Daha sonra yas araliklar1 daraltilarak <20, 20-40, 40-60 ve >60 yas
gruplart  olusturulmus (Tablo 5.17.), ancak yas gruplar1 yine hastalikla
iliskilendirilememistir (x°<3.84) (Tablo 5.18.).

Tablo 5.15. Orneklerin 60 yas iistii ve alt1 olarak gruplandiriimasi

Grup Toplam
Kontrol Hasta
Yas > 60 9 20 29
<60 61 78 139
Toplam 70 98 168

Tablo 5.16. 60 yas istii ve alt1 gruplarda ki-kare testi

Deger df p

Pearson Ki-

) 1,630 1 221
kare testi

Tablo 5.17. Orneklerin <20, 20-40, 40-60 ve >60 yas gruplarma dagilimi

Grup
Kontrol Hasta Toplam
Yas <20 3 4 7
20-40 31 38 69
40-60 27 36 63
>60 9 20 29
Toplam 70 98 168

Tablo 5.18. <20, 20-40, 40-60 ve >60 yas gruplarinda ki-kare testi

Deger | df p
Pearson Ki-kare | 1,691 | 3 ,638
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5.4.5. Aile dykiisii — Hastahk iliskisinin Arastiriimasi

Aile Oykiisiiniin hastalikla olas1 iligkisinin arastirilmast amaciyla hasta
bireylerden aile oykiisii olanlar gruplandirilmistir (Tablo 5.19). Fokl, Bsml, Tru9l,
Apal, Taql genotiplerinden higbiri bobrek tasi hastaligr ile iligkili bulunmamistir
(x2<5.99) (Tablo 5.20. -5.24.).

Tablo 5.19. Hasta bireylerin aile 6ykiisiine gore gruplandirtlmasi

Cinsiyet
Kadin Erkek Total
Aile Oykiisii Yok 15 31 46
Var 17 35 52

Tablo 5.20. Fokl - Aile Oykiisii iliskilendirmesi

Aile Oykiisii

Yok Var Total

Fokl FF Deneysel 20 28 48
Beklenen 22,5 255 48,0

Ff Deneysel 20 18 38
Beklenen 17,8 20,2 38,0

ff Deneysel 6 6 12
Beklenen 5,6 6,4 12,0

Toplam Deneysel 46 52 98
Beklenen 46,0 52,0 98,0

Ki-kare Testi
Deger df p

|Pearson ki-kare 1,075 2 ,584




Tablo 5.21. Bsml - Aile Oykiisii iliskilendirmesi

Aile Oykiisii
Yok Var Total
Bsml BB Deneysel 13 16 29
Beklenen 13,6 15,4 29,0
Bb Deneysel 23 23 46
Beklenen 21,6 24,4 46,0
bb Deneysel 10 13 23
Beklenen 10,8 12,2 23,0
Total Deneysel 46 52 98
Beklenen 46,0 52,0 98,0
Ki-kare Testi
Deger df p
Pearson Chi-Square ,336° 2 ,846
Tablo 5.22. Trudl - Aile Oykiisii iliskilendirmesi
Aile Oykiisii
Yok Var Total
Tru9l  UU  Deneysel 10 8 18
Beklenen 8,4 9,6 18,0
Uu  Deneysel 17 24 41
Beklenen 19,2 21,8 41,0
uu  Deneysel 19 20 39
Beklenen 18,3 20,7 39,0
Total Deneysel 46 52 98
Beklenen 46,0 52,0 98,0
Ki-Kare Testi
Deger df p
Pearson Chi-Square 1,080% 2 ,583

58
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Tablo 5.23. Apal — Aile Oykiisii iliskilendirmesi

Aile Oykiisii
Yok Var Total
Apal AA Deneysel 20 23 43
Beklenen 20,2 22,8 43,0
Aa Deneysel 20 20 40
Beklenen 18,8 21,2 40,0
aa Deneysel 6 9 15
Beklenen 7,0 8,0 15,0
Total Deneysel 46 52 98
Beklenen 46,0 52,0 98,0
Ki-kare Testi
Deger df p
Pearson Chi-Square 4442 2 ,801
Tablo 5.24. Taql - Aile Oykiisii iligkilendirmesi
Aile Oykiisii
Yok Var Total
Taql TT Deneysel 14 21 35
Beklenen 16,4 18,6 35,0
Tt Deneysel 24 20 44
Beklenen 20,7 23,3 44,0
tt Count 8 11 19
Beklenen 8,9 10,1 19,0
Total Deneysel 46 52 98
Beklenen 46,0 52,0 98,0
Ki-kare Testi
Asymp. Sig. (2-
Value df sided)
Pearson Chi-Square 1,877 2 ,391
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5.4.6. Tekrar tas olusturma —Polimorfizm iliskisinin Arastirilmasi

Tekrarlayan tas olusumu gosteren 11 hastanin tasidigi polimorfizmlerle
hastalik iliskisi ANOVA testi ile arastirilmis, ancak higbir polimorfik lokusla iliski
bulunamamustir (p>0.05) (Tablo 5.25.)

Tablo 5.25. Tekrar tas olusturma ve hastalik iligkisi igin ANOVA testi

F Sig.

Fokil 194 |,661

Bsml ,020 |,887

Trugl |,077 |, 781

Apal 1,632|,204

Tagql ,621 1,433

5.4.7. Sigara kullamimi — Hastalik iliskisinin Arastirilmasi

Sigara kullanimi ile tas olusumu arasindaki olas1 baglantinin arastirilmasi i¢in
hasta ve kontrol populasyonu sigara kullanimlarina gére gruplandirilmig (Tablo
5.26.), ancak sigara kullaniminin hastalikla iliskisi saptanmamustir (}°<3.84) (Tablo
5.27.)

Tablo 5.26. Hasta ve kontrol populasyonlarinin sigara kullanimina gére gruplandirilmasi

Sigara Kullanimi

Kullanmiyor Kullantyor Toplam

Grup Kontrol 37 33 70
Hasta 58 40 98
Toplam 95 73 168




Tablo 5.27. Sigara kullanimi- hastalik iligkisinin gosterilmesi

Deger df
Pearson a
. ,665 1
Ki-kare
Continuity
b ,433 1
Correction
Likelihood Ratio ,664 1
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear
. y ,661° 1
Association
N of Valid Cases 168
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6. TARTISMA

Bobrek tasi hastaligi ¢evresel oldugu kadar hormonal ve genetik faktorler
etkisiyle de ortaya ¢ikan multifaktdriyel bir hastaliktir. Genetik faktorler, bobrek tas
olusumunun 6nemli belirleyicileri olarak diisiiniilmektedir. Cevresel faktorler kontrol
altina alindiginda pozitif aile 6ykiisii tek basina en 6nemli risk faktorii olmaktadir
(Curhan vd., 1997).

Kalsiyum oksalat, taslarin en sik goriilen kristal komponentidir. Cogu bobrek
tagit hastasinda tas olusumunun baslangic asamasi CaOx ile siipersatiire olan
idrardaki kalsiyum oksalatin kristalizasyonudur. Kalsiyum oksalat siipersatiirasyonu
kalsiyum ve oksalatin idrardaki konsastrasyonlartyla dogru orantilidir (Hess ve
Tiselius; 2002). Hiperkalsiiiri, kalsiyum taslart ile en fazla baglantili bulunan
biyokimyasal bir degisimdir. Idyopatik hiperkalsiiiri, idrardaki kalsiyum tuzlarmnm
satlirasyonunu arttirarak ve kalsiyum oksalat kristalizasyonunun inhibitorlerini
inaktive ederek kalsiyum tas1 olusumunu tetikleyebilir. Siklikla idyopatik
hiperkalsitiri bobrek tasi olusumuna yol agan diger metabolik risk faktorleriyle
(hipertirikostire, hiperoksaliire, hipositratiiri) de baglantilidir. Tekrarlayan tas
olusumu gozlenen hastalarin en az iicte birinde hem hiperkalsiiiri, hem de
hipositratiiri gériilmektedir (Hamm vd., 2002; Rudman vd., 1982). Vitamin D hiicre
proliferasyonunu, kalsiyum absorpsiyonunu ve hiicre farklilagmasini diizenler ve
etkilerini VDR vasitasiyla yiiriitiir. VDR genindeki herhangi bir degisim kalsiyum
metabolizmasini degistirerek kalsiyum tagslar1 olusumu riskini arttirabilir. Kalsiyum
metabolizmasinda en onemli faktor olan 1,25-dihidroksi vitamin D3, yani kalsitriol,
vitamin D’nin barsaktan emilimini artiran en gii¢lii uyaricidir. Kalsitrioliin etkilerinin
ortaya koyulmasinda vitamin D reseptorii gorev alir. Kalsiyum tas olusumu
sicanlarda da modellenmis, hiperkalsiiirik siganlarda VDR aktivitesinde artis
gozlemlenmistir (Bushinsky vd.; 2001). VDR aktivasyonu, tag matrisleri olusumunda
rol alan osteokalsin ekspresyonunu regiile eder (Celeste vd; 1986). Bununla birlikte,
VDR aktivitesi sadece vitamin D tarafindan degil, ayn1 zamanda da protein kinaz A,

paratiroid hormon ve biliylime faktorleriyle de artar. VDR ayn1 zamanda protein
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kinaz C ekspresyonunu bastirir (Krishnan vd., 1991). Hormonal sinyalizasyondaki
potansiyel etkisi de goz onilinde bulundurularak VDR geni kalsiyum tas1 hastalig1 i¢in
aday gen lokusu olarak ortaya koyulmustur. VDR ile baglantili bu fonksiyonlar,
VDR geni ile tag olusumu arasindaki iligskinin sadece kalsiyum regiilasyonuyla sinirl
olmadigini, ayn1 zamanda diger sinyal yolaklarindan da etkilendigini gosterir.
Dolayisiyla, tiim bunlar kalsiyum oksalat tasi hastaliginin haritalanmasini
giiclestirmektedir.

VDR geni 12ql3.1 lokusunda olup dokuz eksondan olusur ve oldukga
polimorfiktir. Restriksiyon enzimleri kullanilarak VDR geninde bir¢ok polimorfizm
tanimlanmistir. Bunlara 6rnekler Tru9l, Taql, Bsml, EcoRV ve Apal’dir. Tiim bu
RFLP’ler heniiz fonksiyonu bilinmeyen intron 8 ve ekzon 9 bolgelerinde yer alir.
Bunlardan farkli bir RFLP ise FokI’dir. Bu polimorfizm ekzon 2’de, baslangic
kodonu olan ATG’de T/C degisimi olarak tanimlanmistir (Uitterlinden vd.; 2004b).

Polimorfizm, populasyonun en az %]1’inde goriilen genetik varyant anlamini
tasir. Bu degisimler genlerin kodlamayan intronik bolgelerinde olursa protein
tiriiniine yansimazlar. Genin diizenleyici bolgelerindeki degisimler genin ekspresyon
seviyesini ve dolayisiyla protein diizeylerini etkiler. Ornegin VDR geninin 5’
promotor bdlgesindeki degisimler mRNA ekspresyon paternini ve seviyesini, 3’UTR
bolgesindeki degisimler ise mRNA stabilitesini ve protein translasyon verimini
etkileyebilir. Ekzonik boélgelerdeki degisimler ise protein dizisini degistirir. Ancak
ekzonik dizilerdeki degisimlerin protein yapisini degistirmemesi de olasidir (sinonim
polimorfizmler). Bu degisimler genellikle DNA’y1 kesen restriksiyon enzimlerinin
kesim bolgelerini yok ederler ya da yaratirlar. Enzim kesimi sonrasi farkli
uzunluklarda DNA fragmentleri olusur ve bunlar elektroforez yontemi ile
birbirlerinden ayirt edilebilir. Bu polimorfizmler RFLP polimorfizmleri olarak
adlandirilir.

Yakin zamanlarda VDR  polimorfizmleri  kalsiyum  metabolizmasi
hastaliklarinda ve kalsiyum tas hastaliginda incelenmeye baslanmigtir. Bu
polimorfizmlerin kalsiyum taslar1 olusumunda rolii oldugu diistinilmiistiir, bununla

ilgili kanitlar asagidaki gibi 6zetlenebilir (Scott vd; 1999):
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1. Hiperkalsiiire siklikla artmig barsak kalsiyum emilimi ile iliskilidir.
Kalsiyumun barsaktan emilimini etkileyen tek bilinen stimulan 1,25(0OH)2VitD
reseptorii yoluyladir.

2. Hiperkalsitire hastalarinin artmig VDR sayisinin arttigi gosterilmistir.

3. Hiperkalsiurik kalsiyum tas1 hastalar1 azalmis vertebral mineral
dansitesine sahiptir ve VDR lokusundaki genetik varyasyon hepsinde olmasa bile
bazilarinda kemik mineral dansitesi ile iliskilendirilmistir kadinlarda barsak kalsiyum

emilimi VDR genotipleri ile iligkili bulunmugtur

Son yillarda kompleks genetik oOzelliklerin calisilmasinda genetik markor
olarak tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) kullanilmaya baslanmistir. Tas
hastaligimin  genetik markdrlerinin  aydinlatilmast  klinik agidan biiyilkk 6nem
tagimaktadir. SNP’ler populasyon temelli ¢alismalarda aday genlerin aragtirilmasi
icin yeni bir yolak olmuslardir. Tas hastalifinin genetik alt yapis1 biiyiik oranda
tanimlanmamis ve sadece birkag polimorfizm arastirilmistir (Scott vd., 1999)
Hastaliklara yatkinlikla baglantili olan genetik varyantlarin kesfi koruyucu tip
kavrammin gelismesi i¢in kilit noktadir. Genellikle bir polimorfizmin hastalarda
saglikli kontrollerde goriildiglinden daha sik rastlandigini test etmek iizere
iliskilendirme (asosiasyon) analizleri yapilir. Asosiasyon c¢alismalarindan hastalikla
ilgili bir baglant1 bulunursa bu bulgu aday genin hastalik prosesine bir sekilde dahil
oldugunu kuvvetle destekler. Ancak asosiasyon c¢aligsmalarinin yorumlanmasi,
polimorfizmlerin ¢ogunun fonksiyonel bir etkisinin bilinmemesinden dolayi
giiclesmektedir. Dolayisiyla, bir hedef gen bolgesindeki polimorfizmlerin
bilinmesinin yani1 sira, bu polimorfizmlerin genetik ve fonksiyonel seviyede
birbirleriye olan iligkilerinin anlasilmasi da ¢ok énemlidir.

Belli polimorfizmlerin fenotiple baglantili goéziikkmesi ilgili durumdan bu
polimorfizmin kesinlikle sorumlu oldugunu gostermez. Bir populasyonda farkli
polimorfizmlerin birbirleriyle baglantili olmasi baglanti esitsizligi olarak adlandirilir.
Bir gen bolgesinde zaman iginde diisiik seviyede rekombinasyon olmussa, bu durum

belli polimorfizmlerin yiiksek diizeyde baglantili olmasi sonucunu dogurur. Pratikte
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bunun anlami belli bir alelin varliginin ona komsu ve bagh olan diger bir alel
vasitastyla belirlenebilmesidir. Yiiksek seviyede LD , birlikte bulunan alel bloklari,
yani haplotiplerin olugsmasini saglar. Bu haplotip bloklar1 bazi genetik hastaliklarin
sebebibin belirlenmesi i¢in oldukca yararlidir. Hangi haplotipin risk alelini tasidigi
belirlendikten sonra, bu haplotipteki hangi polimorfizmin gercekten fenotipten
sorumlu oldugu ortaya koyulabilir. VDR genindeki bilinen polimorfizmler arasindaki
LD’ni belirlemek {izere bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bugiine kadar elde edilen bilgiler
¢ok sinirli olmasina ragmen, dort farkli haplotipte Taql, Bsml, ECORV ve Apal
RFLP’leri arasinda kuvvetli bir LD bulunmustur. Farklt VDR polimorfizmleri
arasinda yapilacak olan LD calismalar1 belli bazi hastaliklarin etiyolojilerinin
aydinlatilmasina 151k tutacaktir.

Ruggiero vd.(1999), Bsml polimorfizminin bb aleli ve yiiksek iiriner kalsiyum
ekskresyonu ve dolayisiyla artmis tas olusumu riski arasinda bir baglanti
bulmuslardir. Ayn1 sekilde Mossetti vd.(2004) bb genotipli bireylerde azalmis iiriner
sitrat ekskresyonuna dikkat c¢ekmiglerdir, bu da populasyonda b aleline sahip
bireylerin bobrek tasi olusturma riskinin fazla olabilecegini gostermistir. Ancak bu
sonuclar tiim ¢alismalarda tekrar edilememistir.

Taql polimorfizmi ile de benzer tartismali sonuglar ortaya koyulmustur.
Nishijima vd., (2002) t alelinin yiiksek Ca ekskresyonu ve dolayisiyla yiiksek tas
olusumu riski ile baglantili bulmuslardir. Ancak diger bir ¢alismada T aleli ile
hipositratiiri arasinda, dolayisiyla tas olusumuna yol agan sartlar arasinda bir baglanti
bulunmustur. Bunlarin yaninda Taq I polimorfizmi ile tag olusumu arasinda herhangi
bir baglant1 bulmayan ¢alismalar da mevcuttur (Giines vd; 20006).

Baz1 caligmalarda Fokl ve Apal polimorfizmleri tas olusumuyla iligkili
bulunmustur (Chen vd; 2001). Iki ¢alisma C alelinin tas olusumuyla iliskili
olabilecegini saptamistir (Chen vd., 2001; Kumar Bid vd; 2005); bir ¢alisma ise AA
genotipinin tas hastalarinda daha fazla giiriildiigiinii ortaya koymustur (Ozkaya vd,
2003). Ancak diger bazi c¢alismalarda bu veriler dogrulanamamistir (Mossetti vd,
2004).
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Tiirk populasyonunda VDR polimorfizmleri ile tas olusumu ya da hiperkalsiiiri
arasindaki baglanti sadece ili¢ calisma kapsaminda ve sadece Bsml, Apal ve Taql
polimorfizmlerinin incelenmesiyle sinirli kalmistir. Ik ¢alismada 64 Ca tas hastasi
cocukta AA genotipinin kontrollere kiyasla hastalarda daha fazla oldugu tespit
edilmis, ancak Bsml ve Taql genotiplerinin dagilim1 saglikli ve hasta bireylerde
benzer bulunmustur (Ozkaya vd., 2003). Bunu takiben, aymi arastirma grubu
tarafindan hasta sayisinin 80 ¢ocuga c¢ikarilmasi ile yapilan ikinci incelemede ise
yine AA genotipinin hiperkalsiiiri ile iliskili oldugu raporedilmistir, Bsml ve Taq
polimorfizmleri ise iliskili bulunmamistir (Soylemezoglu vd; 2004). 110 tas
hastasiyla yapilan {igiincii ¢alismada ise tas tipi belirtilmemistir ve calisilan higbir
polimorfizm tas olusumuyla iliskilendirilemistir. (Gilines vd; 2006).

Bu ¢alisma kapsaminda 98 CaOx tas1 hastasi ve 70 saglikli kontrolii kapsayan
Tirk populasyonunda ilk kez bes farkli VDR polimorfizmi incelenmis, tas
olusumuna etkisi arastirilmis ve aile 0ykiisti, tekrar tas olusturma ve yas kriterlerinin
hastalikla iligkisi incelenmistir. Alinan sonuglar ¢ercevesinde, Apal, Taql, Tru9l ve
FokI polimorfizmleri hastalikla iliskilendirilemistir (p>0.05), fakat Bsml alelinin
hastalikla iliskili olabilecegi bulunmustur (p=0.04835, ?=3.898). Bu polimorfizmin
getirdigi rolatif riskin hesaplanmasinda 95% giivenlik araliginda ihtimaller orami
hesaplanmis ve “b” alelinin bobrek tasi hastalig riskini 1.5 kat arttirdigi saptanmastir
(p<0.05, CI: 1.002-2.403). Ancak bu sonug dikkatle degerlendirilmelidir, ¢iinkii p
degeri istatistiksel onemlilik sinirma (0.05) oldukga yakindir. Calisilan populasyon
bliytikliigliniin arttirilmasiyla bu durum biraz daha acikli§a kavusturulabilir.

Bu tez ¢alismasindan alinan sonuglar ¢ergevesinde Tiirk populasyonunda ilk
kez Bsml polimorfizmi CaOx tas1 olusumu ile iligkilendirilmistir. Buna ek olarak
yine ilk kez Tiirk CaOx tas1 hastalarinda VDR polimorfik bdlgelerinin haplotip
olusturma frekanslar1 incelenmis ve BAt, baT, bAT haplotiplerinin yiiksek oranlarda
goriildiigi tespit edilmistir (sirastyla %38, %34, %16). Diger haplotiplerin goriilme
olasilig1 oldukea diistiktiir (F: 0.03-0.08).
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Haplotip-temelli iliskilendirme testleri yapildiginda, yine Tiirk populasyonunda
ilk kez “bT” haplotipinin bdbrek tast olusumu ile iliskisi bulunmustur ( %°=4.038
>3.84).

Ayrica, yas, aile oykiisii, sigara kullanimi1 ve tekrar tas olusturmanin CaOx tas
olusumuyla baglantis1 arastirilmistir. Hasta ve kontrol gruplar1 dncelikle 60 yas tstii
ve alt1 olmak iizere ve daha sonra <20, 20-40, 40-60 ve >60 yas gruplarina ayrilmis,
ancak hastaligin yas ile iligkisi bulunamamistir (X2<3.84). Aile 6ykiisiiniin hastalikla
olast iligkisinin arastirilmasi amaciyla hasta bireylerden aile Oykiisii olanlar
gruplandirilmis, fakat yine Fokl, Bsml, Tru9l, Apal, Taql genotiplerinden higbiri
bébrek tast hastaligr ile iliskili bulunmamustir ((%<5.99). Tekrarlayan tas olusumu
gosteren 11 hastanin tasidigi polimorfizmler ve sigara kullanimi da yine hastalik ile
iliskilendirilememistir.

Sonug¢ olarak, 2001 yilindan itibaren VDR polimorfizmlerinin CaOx tasi
olusumu ile iliskisi arastirilmaktadir, ancak elde edilen sonuglar tartismalidir ve cogu
zaman birbirine zit diismektedir, bu nedenle de VDR polimorfizmlerinin tas
olusumundaki rolii heniiz aydinlatilamamistir. Irk, diyet alisgkanliklar1 ve yasanilan
cografi bolge bile polimorfizmlerin hastalik olusturmaya yatkinligini degistirebilir
Bu nedenlerden dolayr VDR polimorfizmleri-tas olusumu iligkisi, farkli populasyon
gruplarinda incelenmeli ve ayni populasyonlar i¢in alinan sonuglar farkli aragtirma
gruplarinca tekrar edilmelidir. Bu sayede hastaligin olusumunu aydinlatilabilir ve
yiiksek riskli bireylerin degerlendirilmesine 1s1k tutulabilir. Bu calisma ile VDR
lokusunda goriilen bes polimorfizm ilk kez birlikte ¢alisilmistir ve elde edilen

sonuglar literatiire katki saglayacaktir.



68

7. KAYNAKLAR

ALHAVA E, Juuti M, Karjalainen P: Bone mineral density in patients with
urolithiasis. Scand J Urol Nephrol 1976, 10: 154-156.

ARAI, H., Miyamoto, K., Taketani, Y., Yamamoto, H., lemori, Y., Morita, K.,
Tonai, T., Nishisho, T., Mori, S., Takeda, E., 1997. A vitamin D receptor gene
polymorphism in the translation initiation codon: effect on protein activity and
relation to bone mineral density in Japanese women. J. Bone Miner. Res. 12, 915—
921.

ARAI, H., Miyamoto, K.I., Yoshida, M., Yamamoto, H., Taketani, Y., Morita, K.,
Kubota, M., Yoshida, S., Ikeda, M., Watabe, F., Kanemasa, Y., Takeda, E. The
polymorphism in the caudal-related homeodomain protein Cdx-2 binding element in
the human vitamin D receptor gene. J. Bone Miner. Res. 16, 2001, 1256— 1264.

ASPLIN J, Arsenault D, Parks JH vd: Contribution of human uropontin to inhibition
of calcium oxalate crystallization. Kidney Int 1998; 53(1): 194-199.

BAKER, A.R., McDonnell, D.P., Hughes, M., Crisp, T.M., Mangelsdorf, D.J.,
Haussler, M.R., Pike, J.W., Shine, J., O’Malley, B.W.. Cloning and expression of
full-length cDNA encoding human vitamin D receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
85, 1988, 3294-3298.

BATAILLE P, Achard J, Fournier A, Boudailliez B, Westeel P, El Esper N, Bergot
C, Jans I, Lalau J, Petit J, Henon G, Laval Jeantet M, Bouillon R, Sebert J: Diet,
vitamin D and vertebral mineral density in hypercalciuric calcium stone formers.
Kidney Int 1991, 39: 1193-1205.



69

BOUILLON R. Vitamin D: from photosynthesis, metabolism and action to clinical
application. In: DeGroot LJ, Jameson JL, eds. Endocrinology. Philadelphia, PA:
W.B. Saunders Company, 2001; 1009-28.

BOYCE WH ve KING JS Jr. Crystal-matrix interrelations in calculi. J. Urol. 1959;
81:351.

BROWN CM, Purich DL. Plysical chemical processes in kidney stone formation. In
Coe FL, Flavus MJ (eds). Disorders of Bone and Mineral Metabolism. New York,
Raven Press, 1992, pp 613-624.

BUSHINSKY DA, Grynpas MD, Asplin JR. Effect of acidosis on urine
supersaturation and stone formation in genetic hypercalciuric stone-forming rats.
Kidney Int. 2001; 59: 1415-1425.

CELESTE AJ, Rosen V, Buecker JL, Kriz R, Wang EA, Wozney JM.Isolation of the
human gene for gla protein utilizing mouse and rat cONA clones. EMBO J, 1986; 5:
1885-90.

CHEN WC, Chen HY, Lu HF, Hsu CD, Tsai FJ. Association of the vitamin D
receptor gene start codon Fokl polymorphism with calcium oxalate stone disease
BJU International 87: 168-171, 2001.

COE FL, Bushinsky DA. Pathophysiology of hypercalciuria. Am. J. Physiol. 1984;
247:1-13.

COE FL, Evan A, Worcester E. Kidney stone disease. J. Clin. Invest. 2005;
115(10):2598-608.



70

COE FL, Parks JH. Nephrolithiasis: Pathogenesis and Treatment, 2nd ed. Chicago,
Year Book Medical Publishers, 1988.

COLIN, E.M., Weel, A.E., Uitterlinden, A.G., Buurman, C.J., Birkenhager J.C.,
Pols, H.A., van Leeuwen, J.P. Consequences of vitamin D receptor gene
polymorphisms for growth inhibition of cultured human peripheral blood
mononuclear cells by 1, 25-dihydroxyvitamin D3.Clin. Endocrinol. (Oxf.) 52,2000,
211 - 216.

CURHAN GC, Willett WC, Rimm EB, Stampfer MJ. Family history and risk of
kidney stones. J Am Soc Nephrol 1997; 8: 1568-1573.

DANPURE CJ ve JENNINGS PR. Further studies on the activity and subcellular
distribution of alanine: Glyoxylate aminotransferase in the livers of patients with
hyperoxaluria type 1. Clin. Sci. 1988; 75:315-322.

DAWSON-HUGHES B, Harris SS, Finneran S: Calcium absorption on high and low
calcium intakes in relation to vitamin D receptor genotype. J Clin Endocrinol Metab.
1995, 80: 3657—-3661.

DE LUCA LM, Sasak W, Adamo S, Bhat PV, Akalovsky I, Silverman-Jones CS,
Maestri N. Retinoid metabolism and mode of action. Environ Health Perspect. 1980;
35:147-52.

ERBEN RG, Soegiarto DW, Weber K vd. Deletion of deoxyribonucleic acid binding
domain of the vitamin D receptor abrogates genomic and nongenomic functions of
vitamin D. Mol. Endocrinol. 2002; 16:1524-1537.

FANG, Y., van Meurs, J.B., Bergink, A.P., Hofman, A., van Duijn, C.M., van
Leeuwen, J.P., Pols, H.A., Uitterlinden, A.G. Cdx-2 polymorphism in the promoter



71

region of the human vitamin D receptor gene determines susceptibility to fracture in
the elderly. J. Bone Miner. Res. 18,2003, 1632— 1641.

FERRARI S, Rizzoli R, Chevaley T. Vitamin D receptor gene polymorphism and the
rate of change of lumbar spine bone mineral density in elderly men and women.
Lancet 1995;345:423-4.

FINLAYSON B, Dubois L. Absorption of heparrn on sodium acid urate. Clin. Chim.
Acta 1978; 84:203-206.

FRASER DR ve E. Kodicek, Unique biosynthesis by kidney of a biologically active
vitamin-D metabolite, Nature 228 (1970) (5273), p. 764

GARNERO P, Borel O, Sornay-Rendu E, Arlot ME, Delmas PD. Vitamin D receptor
gene polymorphisms are not related to bone turnover, rate of bone loss, and bone
mass in postmenopausal women: The OFELY Study. J Bone Miner Res 1996,11:
827-834.

GARNERO P, Borel O, Sornay-Rendu E, Delmas PD: Vitamin D receptor gene
polymorphisms do not predict bone turnover and bone mass in healthy

premenopausal women. J Bone Miner Res. 1995, 10: 1283-1288.

GARSIDE J. Nucleation. In Nancollas GH (ed): Biological mineralization and
demineralization. New York, Springer-Verlag, 1982, pp 23-25.

GHAZARIAN JG, C.R. Jefcoate, J.C. Knutson, W.H. Orme-Johnson and H.F.
DelLuca, Mitochondrial cytochrome P450 — component of chick kidney 25-
hydroxycholecalciferol-1Alpha-hydroxylase, J Biol Chem 249 (1974) (10), pp.
3026-3033.



72

GROSS C, Eccleshall TR, Malloy PJ, Villa ML, Marcus R, Feldman D.The presence
of a polymorphism at the translation initiation site of the vitamin D receptor gene is
associated with low bone mineral density in postmenopausal Mexican-American
women. J Bone Miner Res 1996;11:1850-5.

GROVER PK, Marshall VR, Ryall RL: Tamm-Horsfall mucoprotein reduces
promotion of calcium oxalate crystal aggregation induced by urate in human urine in
vitro. Clin. Sci. 1994; 87:137-142.

GUNES S, Bilen CY, Kara N, Asci R, bagc1 H, Yilmaz AF. Vitamin D receptor gene
polymorphisms in patients with urolithiasis. Urol Res. 34: 47-52; 2006.

HAMM LL, Hering-Smith KS. Pathophysiology of hypocitraturic nephrolithiasis.
Endocrinol. Metab. Clin. North Am. 2002; 31: 885-893.

HANEWALD KH, M.P. Rappoldt and J.R. Roborgh, Analysis of fat-soluble
vitamins.5. The antirachitic activity of previtamin-D3, Recueil des Travaux
Chimiques des Pays-Bas-Journal of the Royal Netherlands Chemical Society vol.
80(9-10) (1961), pp. 1003-1014.

HARRIS SS, Eccleshall TR, Gross C, Dawson-Hughes B, Feldman D: The vitamin
D receptor start codon polymorphism (Fokl) and bone mineral density in
premenopausal American black and white women. J Bone Miner Res. 1997, 12:
1043-1048.

HAUSSLER MR, G.K. Whitfield ve C.A. Haussler vd. The nuclear vitamin D
receptor: biological and molecular regulatory properties revealed, J Bone Miner Res.
13 (1998) (3), pp. 325-349.



73

HAUSSLER MR, Whitfield GK, Haussler CA et al. The nuclear vitamin D receptor:
biological and molecular regulatory properties revealed. J Bone Miner Res 1998; 13:
325-49.

HENRY HL, Dutta C, Cunningham N, Blanchard R, Penny R, Tang C, Marchetto G,
Chou SY. The cellular and molecular regulation of 1,25(OH)2D3 production. J.
Steroid Biochem. Mol. Biol. 1992; 41(3-8):401-7.

HESS B, Tiselius HG. Physical-chemical processes in kidney stone formation. In:
Coe FL, Favus MJ, eds. Disorders of Bone and Mineral Metabolism (second edition).
Lippincot Williams and Wilkins, Philadelphia, PA: 2002; 619-628.

HOENDEROP JG, Muller D, Van Der Kemp AW vd.. Calcitriol controls the
epithelial calcium channel in kidney. J. Am. Soc. Nephrol. 2001; 12: 1342-1349.

HOLICK MF, J.E. Frommer, S.C. Mcneill, N.M. Richtand, J.W. Henley and J.T.
Potts, Photometabolism of 7-dehydrocholesterol to pre-vitamin-D3 in skin, Biochem
Biophys Res Commun 76 (1977) (1), pp. 107-114.

HOLMES RP, Goodman HD, Assimos DG. The distribution of urinary calcium
excretion in individuals on controlled diets. J. Urol. 1995; 153:350.

HUANG, M.C., Seyer, J.M., Thompson, J.P., Spinella, D.G., Cheah, K.S., Kang,
A.H. Genomic organization of the human procollagenalpha 1(11) collagen gene. Eur.
J. Biochem. 195,1991, 593- 600.

HUSTMYER FG, Peacock M, Hui S, Johnston CC, Christian J. Bone mineral
density in relation to polymorphism at the vitamin D receptor gene locus. J Clin
Invest 1994, 94: 2130-2134.



74

INGLES, S.A., Haile, R.W., Henderson, B.E., Kolonel, L.N., Nakaichi, G., Shi,
C.Y., Yu, M.C,, Ross, R.K., Coetzee, G.A. Strength of linkage disequilibrium
between two vitamin D receptor markers in five ethnic groups: implications for

association studies. Cancer Epidemiol. Biomark. Prev. 6,1997, 93— 98.

ITAMI N, Yasoshima K, Akutsu Y, Nonomura K. Spot urine screening for primary
hyperoxaluria. Nephron. 1990. 56:337-338.

ITO H, Coe FL. Acidic peptide and polyribonucleotide crystal growth inhibitors in
human urine. Am. J. Physiol. 1977; 233:455-463.

JORDAN WR, Finlayson B, Luxenburg M. Kinetics of early time calcium oxalate
nephrolithiasis. Invest. Urol. 1978; 15:465-468.

JURUTKA, P.W., Remus, L.S., Whitfield, G.K., Thompson, P.D., Hsieh, J.C,,
Zitzer, H., Tavakkoli, P., Galligan, M.A., Dang, H.T., Haussler, C.A., Haussler, M.R.
The polymorphic N terminus in human vitamin D receptor isoforms influences
transcriptional activity by modulating interaction with transcription factor 11B. Mol.
Endocrinol.14,2000, 401- 420.

KHAN SR, Shevock PN, Hackett RL. In vitro precipitation of calcium oxalate in the
presence of whole matrix or lipid components of the urinary stones. J. Urol. 1988;
139:418-422.

KOK DJ, Papapoulos SE, Bijvoet OL. Crystal agglomeration is a major element in
calcium oxalate urinary stone formation. Kidney Int. 1990; 37:51-56.

KUMAR Bid H, Chaudhary H, Mittal RD. Association of Vitamin D and calcitonin
receptor gene polymorphism in paediatric nephrolithiasis. Pediatr Nephr. 20: 773-
776, 2005.



75

KUMAR S, Sigmon D, Miller T, vd. A new model of nephrolithiasis involving
tubular dysfunction/injury. J. Urol. 1991; 146:1384-1389.

L.A. Crofts, M.S. Hancock, N.A. Morrison, J.A. Eisman, Multiple promotors direct
the tissue-specific expression of novel N-terminal variant human Vitamin D receptor
gene transcripts, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 95 (1998) 10529-10534.

Labuda, M., Fujiwara, T.M., Ross, M.V., Morgan, K., Garcia-Heras, J., Ledbetter,
D.H., Hughes, M.R., Glorieux, F.H. Two hereditary defects related to vitamin D
metabolism map to the same region of human chromosome 12g13- 14. J. Bone
Miner. Res. 7, 1992, 1447 1453.

LINDBERG JS, Sprague SM. Nephrolithiasis. In: DeGroot LJ, Jameson JL, eds.
Endocrinology. Philadelphia, PA: W.B. Saunders Company, 2001; 1169-80.

MALEK RS ve Boyce WH. Intranephronic calculosis: Its significance and
relationship to matrix in nephrolithiasis. J. Urol. 1973; 109:551-555.

MALEK RS ve Boyce WH. Observations on the ultrastructure and genesis of urinary
calculi. J. Urol. 1977; 17:336-341.

MALL JC, Collins PA, Lyon ES. Matrix calculi. Br. J. Radiol. 1975; 48:807-810.
Menon M ve Mahle CJ. Oxalate metabolism and renal calculi. J. Urol. 1982;
127:148-151.

MENON M, Koul H. Clinical review 32: Calcium oxalate nephrolithiasis. J. Clin.
Endocrinol. Metab. 1992; 74:703-707.

MEYER JL. Nucleation kinetics in the calcium oxalate-sodium urate mono-hydrate
system. Invest Urol 1981; 19:197-201.



76

MIYAMOTO K.-I. , Kesterson R.A., Yamamoto H., Taketan Y., Nishiwaki E.,
Tatsumi S., . Inoue Y., Morita K., Takeda E., Pike J.W. Structural organization of the
human Vitamin D receptor chromosomal gene and its promotor, Mol. Endocrinol. 11
(1997)

MORRISON NA, Qi JC, Tokita A, Kelly PJ, Crofts L, Nguyen TV, Sambrook PN,
Eisman JA. Prediction of bone density from vitamin D receptor alleles. Nature 1994,
367: 284-287.

MORRISON, N.A., Qi, J.C., Tokita, A., Kelly, P.J., Crofts, L., Nguyen, T.V.,
Sambrook, P.N., Eisman, J.A. Prediction of bone density from vitamin D receptor
alleles. Nature 367,1994, 284— 287.

MOSSETTI G, Rendina D, Viceconti R, Manno G, Guadagno V, Strazzullo P,
Nunziata V. The relationship of 3’ vitamin D receptor haplotypes to urinary
supersaturation of calcium oxalate salts and to age at onset and familial prevalence of
nephrolithiasis. Nephrol Dial Transplant 19: 2259-2265, 2004.

NISHIJIMA S, Sugaya K, Naito A, Morozumi M, Hatano T, Ogava Y. Association
of VDR polymorphism with urolithiasis. J Urol. 2002, 167(5): 2188-91

NUNZIATA V, Di Giovanni G, Giannattasio R, Lettera AM, Mancini M. Recurrent
kidney stones: causes and diagnostic criteria in patients from Campania (Southern
Italy). Br J Urol. 1991; 68: 125-31.

OKANO T, M. Yasumura, K. Mizuno and T. Kobayashi, Photochemical conversion
of 7-dehydrocholesterol into vitamin-D3 in rat skins, J Nutr Sci Vitaminol 23 (1977)
(2), pp. 165-168.



77

OZKAYA O, Sdylemezoglu O, Misirlioglu M, Goenn S, Buyan N, Hasanoglu E.
Polymorphisms in the Vitamin D receptor gene and the risk of Calcium
nephrolithiasis in children. Eur Urol 44: 150-154, 2003.

PAK CY, Oata M, Lawrence EC, Snyder W. The hypercalciurias. Causes,
parathyroid functions, and diagnostic criteria. J. Clin. Invest. 1974; 54:387-400.

PAK CY. Hypercalciuric calcium nephrolithiasis. In Resnick MI, Pak CY (eds).
Urolithiasis: A Medical and Surgical Reference. Philadelphia, WB Saunders, 1990,
pp 79-88.

PAK CYC. Kidney stones. pathogenesis, diagnosis and therapy. In: Avioli LV,
Krane SM, eds. Metabolic Bone Disease and Clinically Related Disorders. San
Diego, CA. Academic Press, 1998; 739-58.

PEACOCK M: Vitamin D receptor gene alleles and osteoporosis: A contrasting
view. J Bone Miner Res 1995, 10: 1294-1297.

RAHMAN MA, Rahman B, Perveen S: Studies on serum mucoproteins in patients
with urinary calculi. Biomed. Pharmacother 1986, 40:311-313.

RAISZ LG, Trummel CL, Simmons H. Induction of bone resorption in tissue
culture: Prolonged response after brief exposure to parathyroid hormone or 25-
hydroxycholecalciferol. Endocrinology. 1972 Mar;90(3):744-51.

RUDMAN D, Kutner MH, Red SC II, Waters WC IV, Gerron GG, Bleier J.
Hypocitraturia in calcium nephrolithiasis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1982; 55:
1052-1057.



78

RUDMAN D, Kutner MH, Red SC II, Waters WC IV, Gerron GG, Bleier J.
Hypocitraturia in calcium nephrolithiasis. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1982; 55:
1052-1057.

RUGGIERO M, Pacini S, Amato M, Aterini S, Chiarugi V. Association between
Vitamin Dreceptor gene polymorphism and nephrolithiasis. Miner Electrolyte Metab
25: 185-190, 1999.

SANO, T., Naito, E., Ito, M., Takeda, E., Hashimoto, T., Kuroda, Y. Therapeutic
effect of sodium dichloroacetate on visual and auditory hallucinations in a patient
with MELAS. Neuropediatrics 22, 1991,166-167.

SALAMONE LM, Ferrell R, Black DM, Palermo L, Epstein RS, Petro N, Steadman
NKLH, Cauley JA: The association between vitamin D receptor gene polymorphisms
and bone mineral density at the spine, hip and whole-body in premenopausal women.
Osteoporos Int 1996, 6: 63—68.

SCOTT P, Ouimet D, Valiquette L et al. Suggestive evidence for a susceptibility
gene near the vitamin D receptor locus in idiopathic calcium stone formation. J Am
Soc Nephrol. 1999; 10: 1007-13.

SHIRAGA H, Min W, VanDusen WJ, vd. Inhibition of calcium oxalate crystal
growth in vitro by uropontin: Another member of the aspartic acid-rich protein
superfamily. Proc. Natl. Acad. Sci .USA 1992; 89:426-430.

SIMPSON DP. Citrate excretion. A window on renal metabolism. Am J Physiol
1983; 244: F223-F234.

SMITH LH: Hyperoxaluric states. In Coe FL, Favus Ml (eds): Disorders of Bone and
Mineral Metabolism. New York, Raven Press, 1992, pp 707-728.



79

SOYLEMEZOGLU 0., Ozkaya O., Gonen S., Misirlioglu M, Kalman S, Buyan N.
Vitamin D receptor gene polymorphism in hypercalciuric children. Pediatr Nephrol.
19: 724-727, 2004.

SPECTOR TD, Keen RW, Arden NK, Morrison NA, Major PJ, Nguyen TV, Kelly
PJ, Baker JR, Sambrook PN, Lanchbury JS. Influence of vitamin D receptor
genotype on bone mineral density in postmenopausal women: A twin study in
Britain. Br Med J. 1995, 310: 1357-1360.

STURZENBECKER, L., Scardaville, B., Kratzeisen, C., Katz, M., Abarzua, P.,
McLane, J. Isolation and analysis of cDNA endocing a naturally occurring truncated
form of the human vitamin D receptor. In: Bouilon, R., Norman, A., Thomasset, M.
(Eds.), Vitamin D: A Pluripotent Steroid Hormone: Structural Studies, Molecular
Endocrinology and Clinical Applications. Walter de Gruyter, Berlin,1994, pp. 253—
257.

SUTTON R ve Walker V. Bone resorption and hypercalciuria in calcium stone
formers. Metabolism 1986, 35: 485-488.

TAKAHASHI, E., Hori, T., Sutherland, G.R. Mapping of the human type Il collagen
gene (COL2A1) proximal to fra(12) (g13.1) by nonisotopic in situ hybridization.
Cytogenet. Cell Genet. 54,1990, 84-85.

TAYMANS, S.E., Pack, S., Pak, E., Orban, Z., Barsony, J., Zhuang, Z., Stratakis,
C.A. The human vitamin D receptor gene (VDR) is localized to region 12cen— ql12
by fluorescent in situ hybridization and radiation hybrid mapping: genetic and
physical VDR map. J. Bone Miner. Res. 14, 1999, 1163-1166.



80

TOKITA A, Matsumoto H, Morrison NA, Tawa T, Miura Y, Fukamauchi K, et al.
Vitamin D receptor alleles, bone mineral density and turnover in premenopausal
Japanese women. J Bone Miner Res 1996;11: 1003-9.

TORRES A, Machado M, Conception MT, Martin Lorenzo V, Hernandez D,
Rodriguez AP, et al. Influence of vitamin D receptor genotype on bone mass changes
after renal transplantation. Kidney Int 1996;50:1726-33.

UITTERLINDEN André G., Yue Fang, Joyce B.J. van Meurs, Hans van Leeuwen,
Huibert A.P. Pols Vitamin D receptor gene polymorphisms in relation to Vitamin D
related disease states Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology. 2004a,
89-90 187-193.

UITTERLINDEN Andre” G., Yue Fang, Joyce B.J. van Meurs, Huibert A.P. Pols,
Johannes P.T.M. van Leeuwen Genetics and biology of vitamin D receptor
polymorphisms. Gene 338 (2004b) 143-156.

UMEKAWA T, Kohri K, Amasaki N vd. Sequencing of a urinary stone protein,
identical to alpha-one antitrypsin, which lacks 22 amino acids. Biochem Biophys Res
Commun 1993; 193:1049-1053.

VAINDER M ve Kelly J. Renal tubular dysfunction secondry to jejurioileal bypass.
JAMA 1976; 235:1257-1258.

VEZZOLI G, Soldati L, Provberbio MC, Adamo D, Rubinacci A,Bianchi G, Mora S.
Polymorphism of vitamin D receptor gene start codon in patients with calcium
kidney stones. J Nephrol 15: 158-164, 2002.

WALLACE MR, Mason K, Gray J. Urine oxalate and calcium in idiopathic renal
stone formers. NZ Med. J. 1981; 94:87-809.



81

WELSHMAN SG, McGeown MG. The relationship of the urinary cations, calcium,
magnesium, sodium and potassium, in patients with renal calculi. Br J Urol 1975;
47:237-242.

WHITFIELD GK, Hsieh JC, Jurutka PW, Selznick SH, Haussler CA, MacDonald
PN, Haussler MR. Genomic actions of 1,25-dihydroxyvitamin D3. J Nutr 1995, 125:
1690S-1694S.

WHITFIELD, G.K., Remus, L.S., Jurutka, P.W., Zitzer, H., Oza, A.K., Dang, H.T.,
Haussler, C.A., Galligan, M.A., Thatcher, M.L., Encinas, D.C., Haussler, M.R.
Functionally relevant polymorphisms in the human Nuclear vitamin D receptor gene.
Mol. Cell. Endocrinol. 177, 2001, 145— 1509.

WILLIAMS HE, Smith LH Jr. Primary hyperoxaluria. In Stanbury JB, Wyngaarden
JB, Fredrickson DS (eds): The Metabolic Basis of Inherited Disease, 5th ed. New
York, McGraw-Hill, 1983, pp 204-228.

WISHART JM, Horowitz M, Need AG, Scopacasa F, Morris HA, Clifton PM,
Nordin BE: Relations between calcium intake, calcitriol, polymorphisms of the
vitamin D receptor gene, and calcium absorption in premenopausal women. Am J
Clin Nutr 1997, 65:798-802.

YAMAMOTO, H., Miyamoto, K., Li, B., Taketani, Y., Kitano, M., Inoue, Y.,
Morita, K., Pike, J.W., Takeda, E. The caudal-related homeodomain protein Cdx-2
regulates vitamin D receptor gene expression in the small intestine. J. Bone Miner.
Res. 14, 1999, 240- 247.

YE, W.Z., Reis, A.F., Velho, G. Identification of a novel Tru9l polymorphism in the
human vitamin D receptor gene. J. Hum. Genet. 45,2000, 56— 57.



82

ZERWEKH JE, Yu XP, Breslau NA, Manolagas S, Pak CY: Vitamin D receptor
quantitation in human blood mononuclear cells in health and disease. Mol Cell
Endocrinol 1993, 96: 1-6.

ZMUDA JM, Cauley JA, Danielson ME, Wolf RL, Ferrell RE. Vitamin D receptor
gene polymorphisms, bone turnover, and rates of bone loss in older African-
American women. J Bone Miner Res. 1997, 12: 1446-1452.

ZMUDA, J.M., Cauley, J.A., Ferrell, R.E. Molecular epidemiology of vitamin D
receptor gene variants. Epidemiol. Rev. 22, 2000, 203— 217.



83

8. OZGECMIS

1977 yilinda Erzurum’ da dogan Omer Onur Cakir orta ve lise dgrenimini
Erzurum Anadolu Lisesi’nde tamamladi.

Yiiksek Ogrenimini Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi'nde goren Cakir,
tiniversite egitimini fakiilte onuncusu olarak 2001 yi1linda tamamlada.

Ihtisastm1 TC Saglik Bakanligi Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi 1.
Uroloji Klinigi’nde gordii. 2007 yilinda ihtisasin1 tamamlayarak, ‘Kalsiyum Oksalat
Tas Hastaligi'min Serum Antioksidan Enzim Seviyeleri ile iliskisi® konulu tezi ile
Uroloji Uzmani unvanini alds.

Omer Onur Cakir Cakir halen Erzurum Numune Hastanesi’nde iiroloji uzmani

olarak zorunlu hizmetini yerine getirmektedir.



