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Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Kurulu’ nun
27.04.2009/- tarih ve bila sayili toplantisinda; “Dogu Anadolu Bolgesinde Uriner Sistem Tas
Hastaligi Olan Kisilerde Hepatocyte Growth Factor Gen Polimorfizminin  Oneminin
Arastirilmas1” baslikli konunun Dr. Nurinnisa OZTURK ’e uzmanlik tezi olarak verilmesine
ve tez yonetiminin Prof. Dr. Hiilya AKSOY tarafindan yiiriitiilmesine karar verildi. Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 17.04.2009/3 tarih ve sayili karari ile ilgili tezin
etik kurul onay1 alindi ve Temel Tip Bilimleri Boliimiiniin 29.04.2009/2.3 tarih ve sayili

karar ile tez konusu olarak kabul edilmesine karar verildi.
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KISALTMALAR
HGF . Hepatocyte Growth Factor (Hepatosit Biiyiime Faktorii)
COM . Calcium Oxalate Monohydrate (Kalsiyum Oksalat Monohidrat)
Ksp . Coziiniirlik Carpimi Sabiti
SNP . Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
MGP . Matriks Gla Protein
PH 1 . Primer Hiperoksaliiri tip 1
PH 2 . Primer Hiperoksaliiri tip 2
PCR . Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

RT-PCR : Real Time-PCR
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OZET

Uriner sistem tas hastalign multifaktoriyel ve kompleks bir hastaliktir. Hastaligin
gelismesinde ¢evresel ve genetik faktorler rol oynamaktadir. Son zamanlarda yapilan bir
calismada, ‘hepatosit biliyiime faktorii (hepatocyte growth factor, HGF)’nin antiapoptotik
etkilerinin oldugu bu yiizden de kalsiyum oksalat monohidrat kristallerinin renal epiteliyal
hiicrelere adezyonunu azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismanin amaci, iiriner sistem tas hastaligi
olan kisilerde HGF gen polimorfizminin triner sistem tas hastalig1 ile muhtemel iliskisini
belirlemekti.

Ayn1 demografik 6zellikleri tasiyan toplam 104 iiriner sistem tasi olgusu ve 68 saglikli
goniillilerde HGF intron 13 C>A ve 99 bobrek tasi olgusu ve 56 saglikl kiside intron 14 T>C
polimorfizmleri real time-polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak ‘TagMan allelik
diskriminasyon yontemi’ ile belirlendi. Ayrica, her iki grupta serum HGF diizeylerinin
Ol¢timii yapildi. HGF intron 13 C>A ve intron 14 T>C bolgelerine ait genotiplerin dagilimi
agisindan iki grup arasinda 6nemli bir farklilik gozlenmedi (sirastyla X?=1.72 df=2; p=0.42 ve
X?=0.68 df=2; p=0.71). Ayrica tas hastaligi olan kisilerde serum ortalama HGF diizeyleri
kontrol grubuna gore diigiik bulundu (sirasiyla 1.05+£0.63 ng/mL ve 1.35+0.58 ng/mL,
p<0.0001). Tas hastalar1 ve saglikli kisiler allel dagilim siklig1 agisindan karsilastirildiginda
HGF intron 13 ve intron 14 bolgesinde iki grup arasinda istatistik olarak énemli bir farklilik
bulunmadi (sirasiyla p=0.43 ve p=0.44).

Bu sonuglara gore, HGF azalmasinin gen polimorfizminden bagimsiz olarak
bobreklerde tas olusumunda rolii olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Uriner sistem tas hastalig, Hepatosit Biiyiime Faktorii,

Polimorfizm.
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ABSTRACT

Urolithiasis is a complex, multifactorial disorder. The environmental and genetic
factors are important in development of the disease. In a recent study, it was demonstrated
that hepatocyte growth factor (HGF) has an anti-apoptotic effect and thus can reduce the
adhesion of calcium oxalate monohydrate crystals to renal epithelial cells. The aim of this
study was to evaluate the possible association of HGF polymorphism with nephrolithiasis.

One-hundred and five patients with urolithiasis and 70 healthy volunteers with similar
demographic features were included in the study. HGF intron 13 C>A (in 104 stone patients
and 68 healthy subjects) and intron 14 T>C (in 99 stone patients and 56 healthy subjects)
polymorphisms were determined using real time-polymerase chain reaction with TagMan
allelic discrimination method. Additionally, serum HGF levels were measured in two groups.
There were no statistically significant differences in terms of HGF intron 13 C>A and intron
14 T>C polymorphisms between the control and patient groups (X*=1.71 df=2; p=0.42, and
X?=0.68 df=2; p=0.71, respectively). Mean serum HGF concentration were significantly
lower in the stone disease patients than in control subjects (1.05+0.63 pg/mL and 1.35+0.58
ng/mL respectively, p<0.0001). When the allele distribution frequency between stone patients
and healthy subjects was compared, there were no significant differences in intron 13 and
intron 14 allele distributions between two groups (p=0.43 and p=0.44, respectively).

It may be concluded from the findings that decrease in HGF levels has a role in renal
stone formation independently from gene polymorphisms.

Key words: Urolithiasis, Hepatocyte Growth Factor, Polymorphism.



1.GIRIS VE AMAC

Uriner sistem tas hastaligi, iiriner enfeksiyonlar ve prostat patolojilerinden sonra
{iriner sistemin {i¢iincii siklikta goriilen hastahigidir ve M.O. 4800 yillarindan beri
bilinmektedir. 1940’1 yillardan beri tas olusumu ile ilgili ¢ok sayida aragtimalar
yapilmistir. Tas hastali1 giinlimiizde de sik goriiliir ve sik niiks eder. Tasin kimyasal ve
striikktiirel yapisi, bilesimi hakkinda bilgiler saglanmus, taslarin kristaloid ve kolloid
yapilar1 belirlenmistir. Fakat etiyolojisi bugiin bile tam olarak aydinlatilamamistir. Tas
hastalig1 tek bir nedenle degil, multipl, kompleks ve birbiri ile iliskili birgok faktoriin
birlikte meydana getirdigi olaylar dizisidir (1).

Tim tas tipleri i¢in temel neden tasi olusturan bilesenlerin idrardaki
stipersaturasyonudur ve ¢Ozilinilirliik idrar volimii, pH’st ve soliit atilimindan
etkilenmektedir. Kalsiyum taslari, en sik goriilen tas tipi olup, en sik idiopatik
hiperkalsiiiri olmak iizere ¢esitli metabolik bozukluklar ile ilgilidirler.

Hepatosit Biiytime Faktorii (Hepatocyte Growth Factor, HGF) ilk olarak matiir
karaciger hiicreleri i¢in potent mitojen 6zellikli bir molekiil oldugu belirlenmis daha
sonralart ise multifonksiyonlu bir polipeptit olarak tanimlanmistir (2,3,4). HGF’nin
birgok farkli hiicre {izerine mitojenik, motojenik (hiicre hareketinin artirilmasi),
morfojenik, yayilma, dallanma, proliferasyon, anjiogenezis ve antiapopitozis gibi
degisik biyolojik etkileri vardir. Fizyolojik olarak HGF’nin karaciger, akciger, mide,
pankreas, kalp, noronlar ve bobrek gibi ¢esitli organlarda zedelenmeye karsi koruyucu
fonksiyonu vardir. Bu nedenle akut zedelenme ve hastalik sonrasi kan ve doku
diizeylerinde artis goriilir (5). HGF’nin biyolojik etkilerine reseptor tirozin kinaz
ailesinin bir {iyesi ve protoonkogen iiriinii olan c-Met reseptorii aracilik eder (5,6). HGF
ve reseptorii c-Met, bobreklerin gelisiminde ve adult bobreginin ise yapt ve
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde 6nemli fonksiyonlar tistlenmistir (5). Literatiirde tiriner
sistem tas hastaligi ile ilgili olarak bir ¢alismada deneysel olarak tas olusturulan rat
bobrek modelinde HGF’ nin kristal-hiicre etkilesiminde ve kristal olusumunda roliiniin
olup olmadigi arastirilmistir. Calisma sonunda HGF’nin oksalat ve kalsiyum oksalat
monohidrat (COM) kristalleri ile meydana gelen hiicre hasarin1 ve apopitozu inhibe
ettigini ve bOylece COM kristallerinin bdbrek tubulils hiicrelerine adezyonunu

engelledigini gostermislerdir (7).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Tei%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Uriner sistem tas hastalig1 ve ozellikle de kalsiyum tasi Tiirkiye’de endemik
olarak bulunmaktadir (8). Idiyopatik kalsiyum tas hastaliginda aile hikdyesinin 6nemli
oldugu agik olarak gosterilmistir, fakat bunun genetigi hakkinda bilgiler sinirhdir.
Osteopontin, Fetuin-A ve Matriks Gla protein (MGP) gibi baz1 kalsifikasyon inhibitorii
olan proteinlerin gen polimorfizminin iiriner sistem tas hastaliginda 6nemli olabilecegi
gosterilmistir (9,10). Ancak literatirde HGF gen polimofizminin tas hastalarinda
herhangi bir roliiniin olup olmadigina iliskin bir yaym bulunamamistir. Bu nedenle bu
caligmada triner sistem tas hastaligi olan kisilerde, HGF gen polimorfizminin herhangi

bir 6neminin olup olmadigini arastirmay1 amacladik.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ozokutan%20BH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

2. GENEL BILGILER
2.1. Uriner Sistem Tas Hastahig

2.1. 1. Epidemiyoloji

Uriner sistem tas hastaligi; genetik yatkilik, metabolik degisiklikler, anatomik,
enfeksiyoz, besinsel ve ¢evresel faktorler gibi farkli nedenlerle ortaya c¢ikabilmektedir
ve son yiizyilda prevelansi artmaktadir (11). Global sosyoekonomik durumlar ve bunu
takip eden beslenme aligkanliklardaki degisiklikler tas hastaliginin sadece insidansini
degil ayni zamanda lokalizasyonunu ve kimyasal yapisini da etkilemektedir (12).
Renoiireteral taglar daha ¢ok erigkin yaslarda ve ekonomik olarak gelismis iilkelerde
goriilir ve genelde kalsiyum oksalat ve fosfattan olusur. Prevalansi %4-20 arasinda
degisir. Mesane taglar1 ise daha ¢ok Asya iilkelerinde yaygindir ve amonyum iirat ve
kalsiyum oksalattan olusur. Yirminci yilizyilin baslarinda Avrupa’da nispeten sik
goriilen mesane taglarinin insidansinda gegen yiizyilla birlikte bir azalma olmus ve bu
taglar yerini renoiireteral taglara birakmistir. Bu durum “tas dalgas1” olarak isimlendirilir
ve sosyal durumlar ve yeme aliskanliklarindaki degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya
ciktigr diistiniilmektedir (13).

Gilineydogu Asya, Tirkiye, Hindistan, Giiney Amerika, Ortadogu ve Dogu
Avrupa’da mesane taglart hala endemik olup, bu bélgeler diinyanin tas zonu olarak
isimlendirilir (14). Son zamanlardaki ¢alismalarda, Tiirkiye’de yasam standartlarindaki
artma ile orantili olarak mesane tasi insidansinda diisiis ile beraber mesane taslarinin
yerini iist {iriner sistem taslarina biraktigi bildirilmistir (8).

Uriner sistem tas hastalign 30-60 yaslar1 arasinda sik goriiliir. Semptomatik tas
olusum prevalansi erkeklerde %10, bayanlarda %5°tir (15). Hastalik erkeklerde
kadinlardan 2-3 kat daha fazla goériilmektedir (16). Kadin ve erkek arasindaki oransal
farklar degisik ¢alismalarda farkli olarak bildirilmis olup son yillarda tas prevalansinin,
her iki cinsttede arttigi bildirilmistir (17). Ileri yasalarda kadimlardaki prevalansin
artisindan obezite ve Ozellikle de bel ¢evresi artisi sorumlu tutulmustur (15). Tas
hastalig1 6zellikle kadinlarda artmis hipertansiyon riski ile beraberdir ancak bunun
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir (18).

Kalsiyum taglar1 renal taglarin yaklasik %75’ini olustururken %25’ini ise lirik

asit, struvit ya da sistin taglari olusturur (19). Radyoliisen ve enfeksiyon taslari ¢evresel
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faktorlerden daha az etkilenirken kalsiyum taslar1 ¢evresel faktorler ve 6zellikle diyet ve
yasam tarzindan biiylik oranda etkilenmektedir. Kalsiyum oksalat taslarinin
patogenezinde, diyetle alinan yliksek oranda protein, rafine karbonhidrat ve sodyumun
rolii bilinirken besinlerle alinan kalsiyum ve oksalatin rolii agik degildir (13).

Kalsiyum tas olusumu i¢in genetik yatkinlik ta kritik rol oynamaktadir. Genetik
aktarimin rolii 6zellikle Dent hastaligi, sistiiniiri ve primer hiperoksaliiri gibi monogenik
hastaliklarda agik olarak gosterilmistir (19,20). Idiyopatik kalsiyum tas hastalig1 igin ise
aile hikayesinin 6nemi agikca ispat edilmis olmasada altta yatan metabolik degisiklikler
ve diger genetik ge¢is mekanizmalart hakkinda sinirli miktarda bilgi mevcuttur (11).

Tas olusan hastalarin %67’sinde 1-8 yil igerisinde tek veya miikerrer niikslere
rastlanir. Niiks eden vakalar idiopatik kalsiyum taslari ve trik asit taslaridir. Medikal
tedavi géormemis kalsiyum oksalat taginin niiks oran1 bir yilda %10, bes yilda %35 ve on
yilda ise %50 olarak bildirilmistir (21).

Cocuklarda tas hastaligi goriilme sikligi erigkinler kadar iyi tanimlanmamistir.
Tirkiyede endemik olarak goriilen tas hastalarinin %17°si 14 yasin altindadir (22).
Cocuklarda tas hastaliginin insidansinin daha diistik olmasinin nedeni olarak, idrar
magnezyum, sitrat ve fosfor miktarinin ve kalsiyum oksalat kristal inhibitorlerinin
cocuklarda erigkinlerden daha fazla olmasi1 gosterilmistir (23). Yine Miyake ve ark. (24)
pediatrik yas grubunda idrar makromolekiillerinin, kalsiyum oksalat kristal
agregasyonunu Ve renal tiibiiler epitel hiicrelerine adezyonunu daha giiglii inhibe ettigini
gostermislerdir. Primer ve rekiirren pediyatrik tas olusumlarinin 6nemli bir ylizdesinde
metabolik anormallikler tespit edilmektedir. (25).

Tas hastaligi ile hava sicakligi arasindaki iliski eskiden beri bilinmektedir ve yaz
aylarinda tas hastaligi goriilme sikligindaki bir artis oldugu ve bu artisin muhtemel
sebebi olarak da yetersiz sivi alimi ve diistik idrar ¢ikisi olabilecegi bildirilmistir (26).

Teorik olarak fazla miktarda sivi alimi, tas olusturan bilesenlerin idrar
konsantrasyonlarini diisiirerek tas olusumunu inhibe edebilmektedir. Bu nedenle iiriner
sistem tas hastalarinda enfeksiyon ve obstriiksiyonun ortadan kaldirilmasinda daha fazla
oranda sivi tiiketimi tavsiye edilmektedir. Diger yandan tas inhibitorlerinin de idrar
konsantrasyonlarinin diliie olmasina sebep olabilmektedir. Bununla beraber yapilan bir

calismada in vivo olarak idrarin diliisyonu, tas olusturan bilesenlerin (kalsiyum, oksalat,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Trinchieri%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Trinchieri%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Miyake%20O%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

fosfor ve trik asit) ve inhibitorlerin (magnezyum, sitrat) idrarla atiliminmi veya idrar

pH’sin1 6nemli derecede degistirmedigi belirlenmistir (27).

2.1.2. Tas Olusum Teorileri

2.1.2.1. Siipersaturasyon-Kristalizasyon

Belirli bir pH ve sicakliktaki suya, kristalize olabilen bir element ilave edildiginde
soliisyon halinde kalir ve element konsantrasyonu artirilinca belirli bir seviyeden sonra
eriyik halde kalamaz. Doymus haldeki madde kristalize olmaya baslar. Taslarin
olusumu ve biiylimesi i¢in kristallerin bobrek icerisinde olugmasi ve orada kalmasi
gerekir. Kristallerin olusabilmesi i¢in idrarin ilgili tas maddesi ile siipersatiire olmasi
gerekir. Coziinlrlik ¢arpimi sabiti (Ksp) ¢oziiniirliigli az olan iyonlarin saturasyon
noktasini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Ksp; az ¢oziinen bir tuzun doymus
cozeltisinde sicaklik sabit iken, tuzu olusturan iyonlarin molar konsantrasyonlarinin
carpimina esittir. Tas tuzlarmin siipersaturasyonu ise idrardaki konsantrasyonun,
¢Oziinlirliigline olan orani olarak tanimlanir ve 1 {izerindeki her oran o maddenin
stipersaturasyonunu ifade eder (17,28,29). Kalsiyum fosfat (Caz(PO,);) suda ¢éziinmez
ve denge reaksiyonu ve Ksp’si asagidaki gibidir:

3Ca*? + 2P0,° *=————= Ca3(PO,);
Ksp= [Ca*]® [PO,
[Ca™]® X[PO4)? carpimi Ksp yi gegerse ¢okelme baslamaktadir.

Idrar birgok yiiklii iyonlarin karisimindan olusmaktadir ve bu iyonlar ¢ekme ve
itmelere sebep oldugundan molekiillerin ¢dzliinmesini kolaylastirir. Bu nedenle de idrar
daha fazla molekiili soliisyon halinde tutabilme Ozelligine sahiptir. Ancak idrarda
bulunan kristalize olabilen molekiillerin konsantrasyonu ¢ok artirilirsa ¢oziiniir halde
kalamaz ve kristal niiveleri olusmaya baglar (1,28). Eger benzer iyonlar Kristaller
olusturmak iizere birlesirse bu niivelenmeye ‘homojen niivelesme’ denirken, bir
kristalin baska bir tiir kristalin etrafinda olusmasi ‘heterojen niivelesme’ olarak
isimlendirilir. Olii epitelyal hiicreler, hiicre membranlar1 ve diger materyaller etrafinda
da heterojen niivelesme meydana gelebilir (1,28).

Dinamik bir siire¢ olan kristal olusumu, kristal biiyiimesi, agregasyonu,

disagregasyonu ve kristallerin ¢oziinmesi, idrarin fizikokimyasal durumundaki giinliikk
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degisimlere eslik eder. Tas olusumu veya kristalizasyonun olugmasi igin devamli ya da
aralikli idrar siipersaturasyonu meydana gelmelidir. Stipersaturasyon sivi alimi ve idrar
akim hizindan etkilendiginden artmis sivi aliminin indiikledigi ytliksek idrar akim hizi
idrar siipersaturasyonunu azaltir (28,29).

Tasin komponentlerinin kimyasal serbest iyon aktivitesi yani Ssaturasyonu,
iyonun konsantrasyonundan oldugu kadar, idrar pH’sindan (28) ve idrarda bulunan
molekiillerin kompleks yapmasindan da etkilenmektedir (30). Idrar pH’s1 6 nin {izerine
ciktiginda kalsiyum fosfat ¢oziiniirliigiinde azalma olurken, {irik asit ¢oziiniirliigiinde ise
artma olmaktadir (17).

Khan ve ark. (31) kalsiyum ve tirik asit tagi olanlarin idrar 6rneklerinde saglikli
kontrollere gore kolesterol, kolesterol esteri ve trigliserit igeriginin fazla oldugunu,
ayrica kalsiyum oksalat tasi olanlarda asidik fosfolipitlerin daha fazla bulundugunu
bildirmislerdir. Buna gore hiicre membrani yikim friinlerinin kalsiyum oksalat
niikleasyonu igin uygun substrat olmasinin yaninda lipitlerin, kalsiyum taglarinin
kristalizasyonunu hizlandirmasinin s6z konusu olabilecegi vurgulanmistir.

Tas olusturan kisilerin idrarinda kalsiyum oksalat siipersaturasyonunun daha
belirgin olarak yiiksek oldugu, ancak siipersaturasyonunun tas olusumu i¢in gerekli olsa
da yeterli olmadigi tesbit edilmistir (17). Bu da gostermektedir ki tas olusumu, tek bir

faktorden ziyade birgok faktoriin bir araya gelmesi ile gergeklesmektedir.

2.1.2.2. Inhibitér Eksikligi

Ayn1 miktarda ve yapida kalsiyum, oksalat, iirik asit veya sistin igeren siipersatiire
idrar1 olan kisilerin hepsinde tas olusmamasi kristalizasyonu inhibe eden molekiillerin
varligini diistindiirmistiir. Tselius ve ark. (32) tas olusan kisilerin normal kisilere gore
kristal agregasyon inhibisyonunun daha az oldugunu gdstermislerdir. Arastirmalar bu
inhibitorlerin in vitro olarak; niikleasyon, kristallerin biiyiime ve agregasyonunu
Onleyebildigi ve renal epitel hiicrelerine tutunmasimni azalttigini gostermistir (33,34).
Diisitk molekiil agirlikli organik (sitrat vb.), inorganik (pirofosfat vb.) molekiiller ve
cok degerli metalik katyonlar (magnezyum vb.) (21,35), ayrica osteopontin, protrombin
F1 fragman, inter-o-trypsin inhibitér molekiil, bikunin, kalgraniilin, Tamm-Horsfall
glikoprotein gibi proteinler ile RNA ve DNA fragmanlari, nefrokalsin ve

glikozaminoglikanlar idrar kristalizasyon inhibitérleri olarak tanimlanmiglardir
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(28,29,36-38). Bu molekiillerin genelde kalsiyum atomlarina baglanabilen ve kristal
biiyiimesini 6nleyen uzun polianyonik zincirleri vardir (29). Yapilan ¢alismalarda tas
hastalarinda bu inhibitér molekiillerde defekt veya varyasyon ve konsantrasyonlarinda
bir azalma olabilecegi bildirilmistir (29,37,38).

Bobrek tiibiillerinde veya toplayici kanallarda olusan birgok kristalin bir araya
gelmesi, tiirotelyuma tutunmasi, idrar tarafindan temizlenememesi Ve toplayici
kanallarda tikaniklik olmasi gibi olaylar sonucunda tas olusur. Ayrica idrar akimini
engelleyen mediiller siinger bobrek, iiretero-pelvik bileskede darlik, tiibiiler epitelyum
kalinliginda artma gibi anatomik anormalliklerin ve iriner sistemi etkileyen idrar yolu
enfeksiyonlarin varligi ve renal hiicresel fonksiyon bozuklugu sonucu artmis kalsiyum
ve oksalat emilimi de kristalizasyona sebep olur ve bu durum tas olusumu ile
sonuglanabilir (21).

Aslinda glomeriillerde filtratin olugsmasindan idrarin mesaneye ulasmasina kadar
gegen sirede devamli bir akim s6z konusudur. Olusan kristaller genellikle idrar
yolundan atilir. Boyle bir ortamda tas olusumu ve olusan tasin biiyiimesi ile ilgili olarak
iki kuram One siiriilmektedir. ‘Serbest Partikiil Kurami’na gore tas olusumu ig¢in
kristallerin renal tiibiili tikayip akimi engellemeye yetecek bir boyutta agrege olmalari
gerekmektedir.  “Sabit Partikiil Kurami’nda ise olusan Kkristallerin renal epitelyal
hiicrelere, papiller uca, kaliks duvarina veya idrar yolunda baska bir bolgeye tutunmasi
s6z konusudur (28,39,40). Renal tiibiiler epiteldeki hasar tutunmay: artirir. Toksinler,
enfeksiyon veya kristaller hasar olusumunu indiikleyebilmektedir (41).

Son yillarda kalsiyum oksalat kristalleri ile renal tubiiler hiicreler arasindaki
etkilesimin tas olusumunda 6nemli bir rol oynadig: bildirilmektedir. Renal hiicre hasar
artisinin renal epitel hiicrelerine Kristallerin tutunmasimi hizlandirdigi birgok arastirici
tarafindan One siirilmektedir (7,42,43). Tas hastaliginda renal hiicre hasarinin
mekanizmasi tam olarak agiklanamamakla birlikte bazi ¢alismalarda yiiksek oksalat
diizeylerinin hiicre zedelenmesini artirarak COM Kristallerinin renal tiibiiler hiicrelere
adezyonunu artirdig1 gosterilmistir (7,44). Hiicre membraninda lipit peroksidasyonuna
neden olan reaktif oksijen metabolitlerinin de hiicre hasarina yol ac¢tig1 ve antioksidant
tedavi ile iiriner oksalat atilimininin azaldig: belirlenmistir (45,46). Ayrica Tsujihata ve
ark. (47) fibronektinin, hasarli epitel dokusunu tamir ederek kristallerin tubiiler epitel

hiicrelerine adezyonunu 6nledigini bildirmislerdir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22H%C3%B8jgaard%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Bergsland%20KJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22H%C3%B8jgaard%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

2.1.2.3. Matriks-Niikleasyon Teorisi

Uromukoidlerdeki sialik asidin ayrilmasi sonucu olustugu sdylenen, %65 oraninda
heksozaminlerin olusturdugu, proksimal tiip hiicrelerinde yapilan matriksin, ¢ekirdek
gorevi gormesi ve diger kristallerin bu ¢ekirdek etrafina tabakalar halinde yapismasi
esasina dayanan bir teoridir. Genellikle kalsiyum igeren taslarin %3’linii, iirik asit
taglarinin  %2’sini ve enfeksiyonun eslik ettigi matriks taslarinin ise %65’ini

olusturmaktadir (1,28).

2.1.2.4. Epitaksi

Bir element kristalizasyon siirecinde ¢ok fazla kristalize olursa idrarin kalan
kisminda saturasyonunun azalmasi sonucu c¢ekirdek biiyiiyemez. Ancak bir baska
element kristalin yiizeyine yapisarak heterojen cekirdeklesme olusur ki bu olaya
‘Epitaksi’ denir. Ornegin iirik asit kristalleri {izerine kalsiyum oksalat kolaylikla epitaksi
ile tutunabilmektedir (1,48).

2.1.2.5. Kombine Teoriler

Uriner sistemde tas olusumu igin yukaridaki teorilerin hepsinin birlikte gegerli
oldugu teoridir.

Tas olusumu igin bu teoriler ile birlikte bazi predispozan faktorler de vardir.
Bunlar yukarida da saydigimiz gibi; idrar pH’sindaki degisiklikler, tiriner enfeksiyonlar,
konjenital anomaliler, {irostaz ile bobrekteki kalsifikasyonlar, tiriner sistemdeki yabanci
cisimler, iiriner sisteme istiraki olan fistiiller, iiriner sistem tiimorleri ve nekrotik doku
parcalaridir. Bazi olgular ise, tas olusum teorileri ya da bu nedenlerle agiklanamaz.
Bunlara ise ‘Idiopatik Tas Hastalig1’denir. Bu gurupta en ¢ok kalsiyum iceren taslar
bulunmaktadir.

2.1.3. Yapilarma Gére Uriner Sistem Taslar

Uriner sistem taslar1 icerdikleri elementlere, kimyasal yapilarina ve makroskobik
goriiniislerine gore degisik sekillerde isimlendirilmislerdir (Tablo 2.1).

Tas olusumunda yer alan molekiiller:

Inorganik: Kalsiyum, oksalat, fosfat, siilfat, sodyum, magnezyum

Organik: Sistin, iirik asid, ksantin



Yetiskin taglarinin %65-70’1 saf kalsiyum oksalat tagi (monohidrat veya dihidrat)
olup kalsiyum oksalat-kalsiyum fosfat karigimi olan miks taslarla beraber tiim triner
sistem taslarmin %80’ini kalsiyum taslari olusturmaktadir. Taslarin %10 kadarini
magnezyum amonyum fosfat (striivit), %9’unu {irik asit, %1 kadarini ise sistin veya

amonyum iirat ya da ilaglara bagl taslar olusturmaktadir (29).

Tablo 2.1: Taslarin Ozel Isimleri ve Kimyasal Formiilleri

Madde adi Mineral ad1 Formiil
Oksalatlar

Kalsiyum oksalat monohidrat Whewellite CaC,04.H,0
Kalsiyum oksalat dihidrat Weddelite CaC,0,4.2H,0
Fosfatlar

Hidroksiapatit Hydroxiapatite ~ Caig(PO4)s(OH),
Karbonat-apatit - Cayo(PO4.CO3.0H)6(OH),
Kalsiyum hidrojen fosfat dihidrat Brushite CaHPO,4.2H,0
Trikalsiyum fosfat Whitlockite Ca3(POy)2

Mg amonyum fosfat Struvite MgNH4PO,4.6H,0
Urik asitler

Urik asit - CsH4N4O3

Urik asit dihidrat - CsH4N403.2H,0
Uratlar -

Amonyum iirat - CsH3N4O3NH,
Sodyum iirat monohidrat - CsH3N4O3Na.H,0

2.1.3.1. Kalsiyum Taslar:

Ginliik idrar kalsiyum atiliminin 4 mg/kg veya erkeklerde 7 mmol’den,
kadinlarda 6 mmol’den fazla olmasi veya 200 mg’dan fazla olmasi ‘hiperkalsiiiri’
olarak tanimlanir (21,30). Kalsiyum tasi olan hastalarda, altta yatan metabolik durumlar
siklik sirasina gore hiperkalsitiri, hipositratiiri, hiperiirikoziiri, hiperoksaliiri olup, bu
metabolik bozukluklar tablo 2. 2°de verilmistir. Birgok hastada ise bu degisikliklere
diisiik idrar hacmi ve idrar pH degisiklikleri de eslik etmektedir (49).
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Hiperkalsiiiri ii¢ baslik altinda incelenebilir:

1. Absorptif hiperkalsiiiri: Barsaklardan kalsiyum absorbsiyonunun artimasi ile
karakterizedir.

2. Rezorptif hiperkalsiiiri: Primer hiperparatiroidizmle karakterize olup kemikten
kalsiyum kaybi vardir.

3. Renal hiperkalsiiiri: Renal tubiiler kalsiyum reabsorbsiyon bozuklugu sonucu
olusan hiperkalsitiridir (17,50).

Idiopatik hiperkalsiiiri ise normal serum kalsiyumu, normal ya da ¢ok hafif
diismiis serum fosfor diizeylerinin bulundugu, herhangi bir kemik hastaligin1 gdsteren
bulgunun olmadigi, primer hiperparatiroidizm, sarkoidoz, Cushing sendromu, bazi
kanserler, asir1 vitamin D alimi, hipertiroidzm, glukokortikoid kullanimi, Paget hastalig1
ve renal tubiiler asidozis gibi diger hiperkalsiiiri sebeplerinin ekarte edildigi
durumlardaki asir1 kalsiyum atilimi  durumudur. Kalsiyum tasit olan erigkin ve

cocuklarin %30-60’1nda goriilen en yaygin metabolik durumdur (51).
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Tablo 2.2. Kalsiyum Tas Olusumunun Baslica Sebepleri - (17)’nolu kaynaktan alinmustir.

Kalsiyum oksalat veya kalsiyum fosfat taslari

Normokalsemi ile beraber hiperkalsiiiri
-Idiopatik hiperkalsiiiri
-Granulamatoz hastaliklar (Sarkoidoz gibi)
Hiperkalsemi ile beraber hiperkalsitiri
-Primer hiperparatiroidizm
-Granulomat6z hastaliklar (Sarkoidoz gibi)
-Vitamin D fazlalig1
-Maligniteler (Nadir)
-Hipertiroidizm
Hipositratiiri
-Hipokalemiye sekonder
-Metabolik asidozise sekonder
-Idiopatik

Primer olarak kalsiyum oksalat taslari

Hiperoksaliiri
-Primer hiperoksaliiri (Tipl, Tip2)
-Enterik hiperoksaliiri (Ince barsak rezeksiyonu,
bariatrik cerrahi, yag malabsorbsiyonu)
-Diyeter hiperoksaliiri (Kalsiyum aliminin az olmasi ve
asirt vitamin C alimi)
Hiperiirikoziiri
-Myeloproliferatif hastaliklar,
-Piirin igerigi zengin diyet
Devamli diisiik idrar hacmi (Diyare)

Pirimer olarak kalsiyum fosfat taslar

Normokalsemi ve metabolik asidozis ile beraber hiperkalsitiri
-Distal renal tubiiler asidoz

Hiperoksaliiri gilinliik iiriner oksalat atiliminin 45 mg’dan fazla olmasi olarak
tanimlanir (52) ve sebepleri tablo 2.2. de verilmistir. Oksalat; glisin ve glioksilat
yikiminin  son  Uriiniidiir. Primer hiperoksaliiri tip 1 (PH 1) glioksilat
metabolizmasindaki defekt sonucu olusan otozomal resesif gecisli bir hastaliktir.
Karacigere spesifik peroksizomal, pridoksal fosfat bagimli alanin glioksilat
aminotransferaz (AGT) enziminin yoklugu veya diizeyinin diisiik olmas1 sonucu kan ve

idrar oksalat diizeyi artar (53,54). Bobrek tasi, nefrokalsinozis ve bobrek yetmezligi
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Klinik bulgulart olup semptomlar erken yaslarda goriiliir (17). Primer hiperoksaliiri tip 2
(PH 2) ise daha az siklikta goriilmesine ragmen, iiriner sistemde daha ¢ok tas olusumu
ile karakterize bir metabolik bozukluktur. PH 2, dokuzuncu kromozomda bulunan
glioksilat rediiktaz (GR)/hidroksipiruvat rediiktaz (HPR) genindeki mutasyon
sonucunda GR/HPR enzim aktivitesi olan sitozolik bir proteinin diizeylerinde ve
aktivitelerinde azalma ve oksalat birikimi ile karakterizedir (sekil 2.1) (53).

Plazma oksalat konsantrasyonu 1-2.4 mg/mL olup, idrarla atilimi gilinliik 17.5-
35.1 mg’dir (55). Hiperoksaliiri, kalsiyum oksalat saturasyonunu Ve tas olusum riskini
artirmaktadir. Ayrica eksperimental calismalarda, oksalatin lipit peroksidasyonunu ve
serbest oksijen radikallerini artirarak, bobrek tubiil hiicre zedelenmesine ve bdylece
kristallerin biiyiimesi ve tubiil epiteline tutunmasina aracilik ettigi de gosterilmistir

(44,50).

Hepatosit
Sitozol L-gliserat (PH 2)

HPR LDH

D-gliserat <€—X— Hidroksipiruvat

!

Glikolat (PH 1)

Peroksizom

Glikolat

GR

\

Oksalat (PH 1/PH2)

Glisin GlioKksilat @« sererrrersnnnnsinnnnnncnnfoneenan ®» Glioksilat

N\

Sekil 2.1. Oksalat Biyosentez Yolu

AGT: Alanin Glioksilat Aminotransferaz, PH 1: Primer Hiperoksaliiri Tip 1, GR: Glioksilat
Rediiktaz, HPR: Hidroksipiruvat Rediiktaz, PH 2: Primer Hiperoksaliiri Tip 2. GO; Glikolat
Oksidaz, DAO; D-Amino Oksidaz, LDH; Laktat dehidrogenaz. — (53)’nolu kaynaktan
almmustir,

Hiperiirikoziiri, giinliik {irik asit atilimimin 600 mg’dan daha fazla olmasi olarak
tanimlanir. Kalsiyum tasi olan hastalarda, idrarla {irik asit atiliminin artmasi genellikle

fazla miktarda pirin aliminin bir sonucudur. Hiperiirikoziirik kalsiyum tasi olan
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hastalarin, gut ve irik asit tasi1 olan hastalardan farkli olarak idrar tirik asit diizeylerinin
yani sira idrar pH’lar1 da artmastir (17).

Monosodyum firat idrarda bulunan tas inhibitorlerine baglanarak kalsiyum oksalat
kristalizasyonunu baslatabilmektedir (50,52).

Sitrat idrarda en fazla bulunan organik anyondur. Genel olarak meyvelerle
alinmaktadir ve giinde idrarla 116-926 mg (0.6-4.8 mmol) gibi genis bir ranjda
atilmaktadir (55). Hipositratiiri, glinlik sitrat atilimmin 320 mg’dan daha az olmasi
seklinde tanimlanir. Kalsiyum tas1 olan hastalarin %20-60’1nda hipositratiiri risk faktori
olarak tamimlanmistir. Idrarda bulunan sitrat, kalsiyum ile ¢dziinebilir kompleksler
olusturarak tas olusumunu inhibe etmektedir. inhibisyon mekanizmalarindan birincisi
tag olusumuna sebep olan kalsiyum tuzlarinin saturasyonunu azaltmasi, ikincisi ise idrar

pH’si1 artirmak yolu ile kalsiyum fosfat presipitasyonunu azaltmasidir (35,50).

2.1.3.2. Striivit taslar

Magnezyum amonyum fosfat’dan olusan striivit taglari, iireaz enzimini
bulunduran Proteus, Providensiya, Pseudomonas, Klebsiella ve Enterokoklar’la olusan
liriner sistem enfeksiyonlarinda gériilebilmektedir. Ureaz enzimi reaksiyonu, takip eden
magnezyum amonyum fosfat ve karbonat apatit olusumu asagidaki reaksiyonlarda
goriilmektedir (56):

1. Ure — 5 Amonyak

Ureaz
(NH2)2CO + H,O — CO, + 2NHj3

. Amonyak ——» Amonyum

N

2NH3 +2H,0 — 5 2NH," + 20H  (pH>7.2)
3. Karbondioksit —— Asit olusumu
CO, +H,0 —— H'+HCOy — 2H" + CO,”

4.  Magnezyum amonyum fosfat olusumu (striivit)

pH> 7.2
6H,0 + Mg®* + PO, + NH;* ——— (MgNH,PO,.6H,0) (striivit)

5.  Karbonat apatit olusumu

pH>6.8
CO;” +10Ca*" + 6PO,* — Cayo(P04)6CO3 (Karbonat apatit)


http://en.wikipedia.org/wiki/Urea
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon_dioxide
http://en.wikipedia.org/wiki/Ammonia
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Mikroorganizmalarin etrafinda ve toplayici sistemde, kalikslerde ve pelviste
striivitle beraber kalsiyum karbonat presipitatlar1 olusur ve genellikle kalikslerin
yapisina benzer sekilde bobregin tiim toplayict sistemini dolduracak sekilde geyik
boynuzu (staghorn) taslar olusur. Uriner sistem enfeksiyonlar ile iliskili oldugu icin bu
tas tiirti kadinlarda erkeklerden ti¢ kat daha sik goriiliir (17,30,52).

2.1.3.3. Urik Asit Taslan

Urik asit taglar1 diisiik idrar pH’s1, hiperiirikoziiri veya her ikisinin bir sonucu
olarak olusur. Idrar pH’s1 5.5’in altina diistiigiinde ¢dziinmeyen iirik asit presipitatlar:
olusur (35).

Urik asit kristalizasyonunun belirleyicisi idrar pH’sidir. Urik asit zayif asittir ve
pKa’s1 5.5°dir (57).

Urik asit ¥———= Urat + H"

Urik asitin sulu ¢ozeltilerde 37°C sicaklikta (Ksp)’si yaklasik 90 mg/L (17) iken
tratinki 20 kat daha fazladir. Bu nedenle {irat, iirik asitten daha fazla suda ¢6ziiniir.
pH’s1 5 olan idrarda iirat konsantrasyonu ¢ok azdir (15 mg/dL). Oysa pH’s1 7 olan
idrarda 150-200 mg/dL iirat bulunur. idrarin alkalizasyonu daha fazla iirik asidin iirata
doniisiimiine neden olur ve dolayisi ile ¢cokelme riskini azaltir.

Urik asit taslar1 primer olarak gut hastaliginda veya piirinden zengin diyetle
beslenme durumunda goriiliirken, sekonder olarak da digki ile alkali kaybinin asit idrara
neden oldugu kronik diyare durumlarinda iirik asit taglar1 gorilir (30,51,52). Lesch-
Nyhan sendromunda da benzer sekilde asir1 iirik asit tiretimine bagli olarak iirik asit
taslar1 goriilmektedir. Urik asit taslar1 tiim tas hastalarmin %5-10’unda gériiliirken
diabetik tas hastalarinda bu oran %30-40’a kadar yiikselmektedir (58). Bu olgularda
insiilin rezistansina sekonder olarak gelisen amonyum sentezindeki azalma, idrar

pH’sin1 diisiirerek tirik asit tasi olusumunu artirmaktadir (17,59).

2.1.3.4. Sistin Taslan
Sistiniiri nadir goriilen otozomal resesif bir hastalik olup, dibazik amino asitler ve
sisteinin reabsorbsiyonunu saglayan transport proteinlerindeki genetik defekt sonucunda

idrarla artmig lizin, ornitin, arjinin ve sisteinin atilimi sonucunda sistin taslari
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olusmaktadir. Sistinin ¢oziiniirliigii alkali idrarda daha fazladir. Normalde idrarla giinde
30 mg kadar sistin atilmaktadir, sistin tas1 olan kisilerde ise bu miktar 400 mg veya daha
fazladir. Idrar pH’sin1 yiikselten ve sistin ¢dziiniirliigiinii artiran ajanlar bu hastalarda

tedavi se¢eneklerindendir (17 ).

2.1.4. Semptomlar

Kaliks veya renal pelvise yerlesmis taslar, kismi obstriiksiyon yaparsa kiint bir
agriya, ureter ve toplayici sistemde tikayici nitelikte ise kolik tarzinda agriya neden
olurlar. Hematiiri, enfeksiyon, ates, bulanti ve kusma fiiriner sistem tas hastaliginda

goriilen diger bulgulardir (1).

2.1.5. Tam

Uriner sistem tas hastaligmin tams1 fizik muayene, idrar analizleri ve kan
biyokimyasini iceren laboratuvar testleri ile direkt tiriner sistem grafisi, ultrasonografi,
intravendz pyelografi, niikleer radyoloji ve bilgisayarli tomografi gibi radyolojik

tetkiklerle konur (1).

2.1.6. Tedavi

Tedavinin planlanmasinda tasm cinsi, lokalizasyonu, boyutlari, tek ya da gok
saylida olmasi, iriner sistemin anatomik ozellikleri, hastanin ek patolojileri, yas1 ve
fiziksel aktivitesi gibi faktorler onemlidir. Tedavinin amaci akut donemde agrinin
giderilmesi ve taslarin temizlenmesi, sonraki donemde yeni tas olusumunun veya var
olan tagin biiyiimesinin dnlenmesidir.

Medikal tedavi, endotirolojik yontemler, viicut disindan sok dalgalari ile tag kirma
(ESWL, Extracorporeal Shock Wave Lithotripsy), acik cerrahi ve profilaktik tedavi

secenekleri hasta i¢in uygun zaman ve kombinasyonda kullanilmalidir.

2.1.7. Uriner Sistem Tas Hastahginin Molekiiler Yonii
Uriner sistem tas hastaliginda genetik faktdrlerin katkismin oldugunu diisiindiiren
bulgular, bu konuda detayli incelemelerin yapilmasina neden olmustur. Bu ydnde

diistinceler tiriner sistem tas hastaliginin pozitif aile hikayesi olanlarda daha sik olarak
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goriilmesiyle giiclenmistir (60). Tas hastaliginda herediter faktorlerin 6nemi bir ¢ok
calismada ortaya konulmus olmasina ragmen spesifik gen heniiz tanimlanamamuistir ve
poligenik bir hastalik oldugu vurgulanmistir (11). Bu konuda yapilan bir ¢alismada,
ayni bolgede yasayan insanlar arasinda tas hastaligi Oykiisii olan ailelerde normal
populasyona gore hastaligin 3 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (61). Bu ailelerde tas
hastaliginin sik olarak goriilmesinin nedeninin genetik faktorlere bagli olabilecegi
sonucuna varilmistir. Genetik yatkinlikla ilgili olarak yapilan detayli ¢alismalarda tas
olusum mekanizmalariyla genler arasinda baglantilar kurulmaya c¢alisilmigtir. Yakin
zamanda yapilmis ¢alismalarda, oksalat ve kalsiyum oksalat kristallerinin renal tiibiiler
hiicrelerde tamir ve yeniden yapilanma gibi genlerin ekspresyonunu etkiledigi
belirlenmistir (62,63). Bunun sonucunda kalsiyum oksalat kristallerinin tutunma,
biiylime ve agregasyonu etkilenmektedir.

Multifonksiyonel glikozile fosfoprotein olan osteopontin; inflamasyonda ve hiicre
aracili immiin reaksiyonlarda, hem makrofajlarda hem de renal tubuler epitel
hiicrelerinde uyarilabilir nitrik oksit sentazin regiilasyonunda, renal epitel hiicrelerinin
apopitozdan korunmasinda ve makrofajlarin adezyon, migrasyon ve sitokin saliniminin
modiilasyonunda rol oynayan bir molekiildiir. Osteopontin proteininin tas matriksinde
bulundugu tesbit edildikten sonra tas olusumunda nasil bir fonksiyonunun oldugunun
arastirildigi calismalar yapilmistir (9,62,63). Osteopontin proteini, bobreklerde anormal
kalsifikasyon inhibitorii olarak gosterilmistir. Osteopontin {iretiminin, oksalat ve
kalsiyum oksalat kristallerine maruz kalan renal epitel hiicrelerinden yanit olarak arttigi
tesbit edilmistir (63). Yine osteopontin geninin bazi tek niikleotid polimorfizmlerinin
(single nucleotide polymorphism, SNP) bobrek taslar ile iliskili oldugu bulunmustur
(9,62).

Inorganik pirofosfat (PPi) plazma ve idrarda bulunan ve kalsiyum fosfat
kristallerinin yiizeyine baglanarak Kristal biiyiimesini inhibe eden bir molekiildiir. Son
yillarda toplayict tiibiillerde PPi tasiyicisi olarak kesfedilen ANKH molekiiliiniin
geninde olusan mutasyon sonucu, hipofosfatiiri ve kalsiyum fosfat dihidrat ¢okmesi ile
karakterize renal tas olusumu tanimlanmustir (64).

Uromodulin olarak da isimlendirilen Tamm-Horsfall proteini Henle kulpunun
¢ikan kolundaki tubiiler hiicreler tarafindan sentezlenir ve hiicre membranina fosfatidil

inozitol vasitasi ile baglanmis sekilde bulunur (64). Proteolitik yikim ile idrara
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cikmaktadir ve idrarda en fazla bulunan proteindir (36). Bu molekiil olusan kristallerin
iiriner epitel hiicrelerine adezyonunu inhibe ederek tas olusumunu engellemektedir.
Hatta Tamm-Horsfall protein gen defekti olan farelerde iiriner kalsiyum oksalat tasi
olusumunun arttig1 gosterilmistir (64).

MGP, lokal olarak kalsifikasyonu inhibe eden, aktivitesi i¢in K vitaminine bagimli
y-karboksilasyona ugrayan bir proteindir (36). Yapilan ¢alismalarda MGP geninden
yoksun ratlarda arter duvarlarinda kalsifikasyon gelistigi ve zamanla bu damarlarin
riiptiire oldugu bulunmustur (65). Ayrica serum MGP diizeylerindeki azalmanin koroner
arter kalsifikasyonunun siddetini artirdigi da gézlenmistir (10,64).

Fetuin-A (o 2-Schmid Heremans glycoprotein) karaciger tarafindan sentezlenen
bir glikoprotein olup, negatif bir akut faz reaktantidir. Fetuin-A’nin Onemli
fonksiyonlarindan birisi hidroksiapatit kristal olusumu ve biiylimesini engellemektir. Bu
etkisi muhtemelen kalsiyum ve fosfat ile suda ¢oziiniir ozellikte olan ve gegici
kompleksler yapmasina baghdir (36). Fetuin-A geninden yoksun ratlarda yapilan
caligmalarda kalp, akciger, deri ve bobrek gibi kemik disindaki bazi dokularda
kalsifikasyonlarin olustugu belirlenmistir (66). Yaptigimiz bir caligmada fetuin A
c.766C>G gen polimorfizminin dolasimdaki fetuin A diizeylerini etkiledigini ve CG
genotipine sahip olanlarin, CC genotipi tasiyanlara gore tas hastaligir icin 6nemli
derecede artmis riske sahip olduklarini gosterdik (67).

Hiperkalsiiiri ile iligkili diger genler tablo 2.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 2.3. Hiperkalsiiiri- Tas ile Ilskili Genler - (68)’nolu kaynaktan alinmistir.

Gen Gen Renal tubiiler Renal fenotip
iiriinii/fonksiyonu ekspresyon bélgesi
VDR Vitamin D reseptorii DKT, TK Kalsiyum reabsorbsiyonunda
azalma, hiperkalsiiri,
nefrokalsinozis, tas
CLCN5 CI/H antiporter PT, Cikan kol, Hiperkalsitiriye neden olan inaktif
intermedier mutasyon, hiperfosfatiiri, diisiik
hiicreler molekiiler agirlikli proteiniiri,
nefrokalsinozis, tas.
CASR Kalsiyum duyarh PT, MTK, Cikan Tas olusumuna neden olan
reseptor kol, DKT mutasyon hiperkalsiiiri,
nefrokalsinozis, tas
CLDN16 Tight junksiyon Cikan kol, DKT Hiperkalsiiiri, magnezyum kaybi,
proteini nefrokalsinozis,
NPT2a/c Sodyum fosfat ko- PT Hiperkalsiiiri, hipofosfatemi,
transporter fosfat kaybi, nefrokalsinozis, tas
TRPV5 Kalsiyum selektif DKT Hiperkalsiiiri, hiperfosfatiiri
transient reseptor
potansiyel kanal
SAC Coziinebilir adenilat DKT, Cikan Kol, Hiperkalsiiiri, tas
siklaz TK
KLOTHO  Yaslanmay1 DKT Hiperkalsitiri
baskilayict protein
VDR: Vitamin D reseptoriinii kodlayan gen NPT2a/c: Sodyum fosfat ko-transporter
proteinin kodlayan gen
CLCNS5: Klor/proton antiportir proteinini kodlayan =~ TRPV5: Tubul hiicre apikal kalsiyum
gen kanal proteinini kodlayan gen,
CASR: Kalsiyum duyarli reseptor geni SAC: Bikarbonat sensorii ¢oziinebilir
adenilat siklaz1 kodlayan gen
CLDN16: Kalsiyum ve magnezyum tasiyicisi KLOTHO: Yaslanmay1 baskilayict proteini
Claudin-16 membran proteinini kodlayan kodlayan gen
gen
DKT: Distal kivrimli tubiil TK: Toplayici kanal
PT: Proksimal tubiil MTK: Mediiller toplayici kanal

2.2.

Hepatosit Biiyiime Faktorii

Hepatosit biliyiime faktord, ilk olarak 1984 yilinda hepatositlerde hepatosit

proliferasyonunu uyaran bir mitojen olarak tanimlanmistir. Ancak giiniimiizde ¢ok

fonksiyonlu bir sitokin oldugu anlagilmistir. Bu proteinin amino asit dizilimi 1989

yilinda belirlenmis ve HGF geninin, 7. kromozomda lokalize oldugu bulunmustur.

Sonraki siiregte 1991 yilinda siki bir sekilde paketlenmis memeli epitel hiicrelerinin
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dagilimina sebep olan ve daha onceden ‘scatter faktor (SF)’ olarak bilinen fibroblast
kaynakli faktérin HGF ile ayni protein oldugu tesbit edilmistir. Bu ylizden bazi
arastirmacilar molekiilii HGF/SF olarak da gostermektedirler (2- 4,69).

2.2.1. HGF Sentezi, Aktivasyonu ve Hiicre I¢i Cevabi

Hepatosit biiylime faktorii basta fibroblastlar olmak {izere pek ¢ok mezensimal
kokenli hiicre tarafindan tretilmektedir. HGF geni, kromozom 7q11.2-g21 fizerinde
bulunmaktadir. 18 ekson ve 17 introndan olusmaktadir. Yaklasik 70 kb uzunlugundaki
bu dizinin translasyonu ile, 728 amino asit iceren yaklasik 94 kDa agirliginda, inakitif,
biiyiik ve tek zincirli bir protein meydana gelir. Pro-HGF, spesifik serin proteaz olan
HGF aktivator (HGFA) proteini ile Arg*®* Val*®® arasindan proteolitik kesim sonucunda
iki zincirli heterodimer yapiya doniisiir (5,6,70,71). HGFA da HGF gibi karaciger
hiicrelerinden inaktif halde sentezlenip salgilanir ve doku hasari sonucu aktive olan
trombin tarafindan belli bolgelerinden proteolitik yikima ugramak suretiyle aktive olur
(71). Aynm1 zamanda iirokinaz, plazminojen aktivatorii, doku plazminojen aktivator gibi
bircok faktériin HGF aktivasyonunda rolii oldugu gosterilmistir (72). Matir HGF
birbirine distlfiir bag: ile bagli, amino ucunda hairpin domain ve dort tane kringle
domain i¢eren 69 kDa agirligindaki a zinciri ve serin proteaz benzeri domain iceren 34
kDa agirligindaki B zincirinden olusur (Sekil 2.2) (4,5,73-76). HGF amino asit dizilimi
plazminojenle %38 oraninda homoloji gostermektedir (73). Yapay olarak bu hairpin
domain veya birinci ve ikinci kringle domainin kesilmesi proteinin biitiin
fonksiyonlarmin kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle bu domainler, muhtemelen

HGF’nin biyolojik etkilerinden ve reseptdre baglanmasindan sorumludurlar (77).

pro HGF HGF L.
a-zincir
a-zincir ‘[‘ B-zincir
islem bdlgesi B-zincir

Sekil 2.2. Pro-HGF ve HGF - (5)’nolu kaynaktan alinmistir.



20

HGF’nin biyolojik etkilerine reseptdr tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi ve
protoonkogen iiriinii olan c-Met reseptorii aracilik eder (5,6,73,78). HGF reseptoriiniin
hepatosit, fibroblast, keratinosit, melanositler, bobrek, akciger ve dalaktada bulundugu

gosterilmistir (4).

c-Iet reseptor

domain

ho Anti-apopitotik
ritojenik -7 e e
&
=D
= g : “~ @
» P = ‘s‘
(*n 4 : . Motojenik
e 9o ”’ ; ‘ . —
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Sekil 2.3. c-Met/HGF Reseptdr Aracili HGF’nin Biyolojik Aktivasyonu ve Hiicre ici ileti
Yolagi - (5)’nolu kaynaktan alinmustir.

c-Met reseptorii 1436 amino asitden olusan tek zincir polipeptid olarak sentezlenir
ve proteolitik yikim ile hiicre yiizeyinde aktif, heterodimer yapisi meydana gelir. N
terminal o zinciri (50 kDa) membranin dis yiiziinde lokalizedir. C terminal f zinciri
(145 kDa) ise ekstramembran kisim, tek transmembran bolgesi ve sitoplazmik protein
kinaz domaininden olusur. Bu {initeler birbirlerine disiilfiir baglar1 ile baglanmislardir.
HGF reseptoriine baglandigi zaman ATP ve Mg?* varliginda reseptoriin sitoplazmik
kismindaki trozin rezidiilerinde otofosforilasyona neden olur ve HGF sinyali hiicre i¢ine
birgok farkli yolla iletilir (Sekil 2.3) (5,69,79-81) HGF-Met sinyali normal gelisim
siiresince anahtar rol oynar. Bunlar arasinda kas onciil hiicrelerinin ve motor néronlarin

migrasyonunu harekete gecirmesi sayilabilir (6,73,80,81).
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2.2.2. HGF’nin Biyolojik Etkileri
Mezensimal hiicrelerden sekrete edilen HGF, epitelyal kaynakli birgok farkli

hiicre lizerinde mitojenik, motojenik, morfojenik, yayilma, dallanma, proliferasyon ve
antiapopitotik etki gibi bir¢ok biyolojik aktivite gosterir. Bu biyolojik aktiviteler, doku
yapilanmasinin organizasyonunda, gelisim siirecinde ve rejenerasyonda onemlidir.
Epitelyal hiicrelerde tubiiler yapilarin olusumu, endotelyal hiicrelerde giiglii anjiogenik
faktor, kemigin yeniden yapilanmasi, osteoblast-osteoklast koordinasyonu ve eritroid
kolonilerin stimiilasyonu gibi fizyolojik olaylarda HGF rol oynamaktadir (5,81).
Karaciger, bobrek, akciger, plesenta, dis ve meme bezleri gibi organ veya dokularin
gelismesi ve sekillenmesinde HGF’nin 6nemli roliiniin oldugu gosterilmistir. HGF
karaciger, akciger ve mide gibi ¢esitli organlarda zedelenmeye karsi koruyucu ve
rejenerasyonda organotropik fonksiyonlara sahiptir. Bu nedenle akut zedelenme ve
hastalik sonras1 kan ve doku diizeylerinde artis goriilmektedir. Bobrek, ovaryum ve
testis dokularinin gelisim siirecinde mezensimden epitelyuma doniisimde HGF rol
oynamaktadir (5).

c-Met reseptoriiniin asir1 aktivasyonu timor gelisimine neden olabilmektedir.
Ayrica birgok kanser hiicresinde HGF ile motilite artisi, invazyon, metastaz ve timor
anjiogenezisi arasinda iligkili oldugu bulunmustur (4,5,80-83).

Son yillarda bobrek hastaliklarinda HGF’nin  renotropik  etkilerinin
belirlenmesinde ilerlemeler kaydedilmistir ve bu konuda kapsamli ¢ok sayida derleme
yaymlanmigtir. HGF’nin akut hasar sonrasinda hiicre 6liimii ve hasarm 6nlenmesinde
sitoprotektif ajan olarak rol oynadigi diisiiniilmektedir. Normal bobrekten ekstrakte
edilen HGF proteini, karacigerden elde edilenden dort kat fazladir (6). HGF, renal
epitelyal hiicrelere ve primer kiiltiirlerde proksimal tubiil hiicreleri tizerine mitogenik
etki gostermektedir (69,81).

Laboratuar ¢aligmalarinda 6zellikle tek tarafli nefrektomi yapildiktan sonra kalan
bobrekte biiylimeye neden olan “renotropin” denilen bir protein varlig tesbit edilmistir
(82). Ancak bu molekiil tam olarak tanimlanamamissa da HGF’nin renotropine en yakin
molekiil oldugu diistiniilmektedir. HgCI, gibi renal toksinlerin verilmesi, renal iskemi,
vitamin E eksikligi ve iireteral obstriiksiyon gibi farkli nedenlerle olusan akut bobrek
hasarinda kanda ve bobrekte HGF mRNA ve protein diizeyleri yiikselmektedir (69,84-

86). Benzer sekilde akut bobrek yetmezligi olanlarda ve renal transplantasyon sonrasi
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akut renal rejeksiyon durumlarinda hastalarin HGF kan diizeyleri hizla yiikselmektedir.
Bu kompansatuar cevap tubiiler hasar1 onlemeye yonelik olup renal rejenerasyonu
uyarmaktadir. Yine rekombinant HGF uygulanmasi yukarida belirtilen sebeplere bagh
olarak olusan bobrek hasarinda renal rejenerasyonu uyarmaktadir (69). Bu sonuglar
HGF’nin renal biiylime ve rejenerasyonda ‘“renotropin” igin potansiyel bir aday
oldugunu gostermektedir (82,84). Yine son zamanlarda eksperimental g¢alismalarda
azalmis HGF ekspresyonunun kronik renal yetmezlik ve fibrozis ile iliskili oldugu

gosterilmistir ve HGF alimi ile bu hastaligin 6nlenebilecegi ileri stiriilmiistiir (82,87).

2.2.3. HGF ve Kristal Inhibisyonu

Hem hiicre kiiltiirlerinde hem de hayvan modellerinde yapilan c¢alismalarda,
yiiksek diizeyde oksalat ve COM kristallerinin varliinda renal epitelyal hiicrelerin
hasara ugradigt ve bu hasarin apopitotik degisimleri baslattigi bildirilmistir
(42,44,88,89).

HGF, apopitozisi 6nleyici bir molekiildiir. HGF’nin antiapopitotik etkilerine Bcl-2
protein ailesi aracilik eder. HGF fosfoinozit 3-kinaz bagimli yolda Akt kinaz enzimini
aktive ederek proapopitotik olan Bad proteinini fosforiller. Bu proteinin fosforile hali
inaktiftir. Ayrica tiibiiler epitel hiicrelerinde antiapopitotik ozelligi olan Bcl-xl
proteininin gen ekspresyonunu da artirmaktadir. Yukarida bahsedilen iki yolla HGF
apopitozisi inhibe etmektedir (5,6). HGF’nin oksalat ve COM kristalleri ile meydana
gelen hiicre hasarii ve apopitozisi inhibe ettigi ve bdylece COM Kkristallerinin
adezyonunu azalttigi disiiniilmektedir. Yine g¢aligmalarda HGF gen transferinin tas
olusturan rat bobreklerinde kristal depozitlerini ve apopitotik hiicre sayisin1 azalttigi
gosterilmistir (7,44).

Hayvanlarda olusturulan siroz modelinde parsiyel hepatektomi sonrasinda HGF
gen transferinin apopitozis iizerine etkileri incelenmistir. HGF’nin karaciger
hiicrelerinde Bcl-xI proteininin ekspresyonunu artirarak apopitozisi Onledigi tesbit
edilmistir. Bu hayvanlarda parsiyel hepatektomi sonrasi erken ve ge¢ donemlerde sag
kalimin arttig1 gosterilmis ve bu durum HGF nin etkisine baglanmistir. Hatta bu
calismanin sonucunda siroz hastalarinda karaciger yetmezligini 6nlemek i¢in HGF gen

tedavisinin etkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (90).
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2.2.4. HGF Gen Polimorfizmi

Polimorfizmler tabii olarak mevcut bulunan DNA sekans varyasyonlaridir ve
replikasyon hatalarindan dogarlar. Bunlar gen mutasyonlarindan, normal popiilasyonda
bulunmalart ve en az %1 oraninda goriilmeleri ile ayrilirlar. Yani mutasyonlar
polimorfizmlere gore ¢ok daha nadirdir. DNA polimorfizmlerinin %90°1 tek baz
degisimlerine  bagli olarak meydana gelmis SNP’lerdir. Digerleri ise
insersiyon/delesyon polimorfizmleri ve minisatellit, mikrosatellit polimorfizmleridir.
Her ne kadar ¢ogu polimorfizmler sessiz olsa da bazilarmin gen regiilasyonu, proteinin
fonksiyonu veya o proteinin ekspresyon diizeyi iizerine etkileri mevcuttur. Bazi
polimorfizmler proteinin kan diizeyini artirirken, bazilari kan diizeyinin diismesine ve
buna bagl olarak bazi patolojik sayilabilecek degisikliklerin meydana gelmesine sebep
olmaktadirlar. Ayrica fonksiyonel polimorfizmler, kisiler arasinda hastaliklara olan
duyarlilig1 ve hastaligin siddetini etkileyebilmektedirler (91).

Literatirde HGF gen polimorfizmi analizi c¢aligmalar1 sinirli  sayidadir.
Ateroskleroz (92), hipertansiyon (93), myopi (94,95) ve otizm (96) gibi hastaliklarda
HGF gen polimorfizmi ¢aligmalari yapilmig ve proteinin gen polimorfizmi ile bu

hastaliklarin bazilarimin iliskili oldugu tesbit edilmistir.

2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Real Time-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction, PCR) hiicrede dogal
olarak meydana gelen replikasyona benzer sekilde, istenilen bir DNA pargasinin
kopyalarinin, in vitro kosullarda sentezlenmesini saglayan tepkimelere verilen ortak bir
isimdir. Bir PCR dongiisii denaturasyon, primerlerin baglanmasi ve uzama olmak iizere
li¢ basamaktan olusur. Bir dongii 25-35 kez tekrar edilerek DNA amplifiye edilir.
Denatiirasyon, yiiksek sicaklikta (90-95°C’de yaklasik 5 dakika siireyle) ¢ift zincir
DNA’nin tek zincirli hale getirildigi asamadir. Baglanma asamasinda 50-70°C arasinda
bir sicaklikta oligoniikleotid primerlerin tek zincirli DNA’ya baglanmasi saglanir.
Uzama asamasinda, yiiksek sicakliga dayanikli bir DNA polimeraz (Tag DNA

polimeraz enzimi), uygun tampon, MgCl, ve dort ¢esit deoksiriboniikleozid trifosfat
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(dNTP; dATP, dGTP, dCTP, dTTP) varliginda primerin 3’hidroksil ucundan uzamast
ve hedef bolgenin sentezlenmesi gergeklesir. Boylece kalip DNA ipligine tamamlayici
olan yeni DNA molekiilii sentezlenmis olur. Ardarda tekrarlanan denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi ve primerlerin uzamasi evreleriyle DNA parcalar1 eksponansiyel
olarak artar. Bu artisin nedeni, bir dongii sonucu sentezlenen liriiniin, ardisik dongiide
diger primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir. Boylece her PCR dongiisiit DNA molekiilii
tizerinde istenilen bolgenin iki katina ¢ikmasi ile sonuglanir (Sekil 2.4). Boylece
baslangictaki az miktardaki kalip DNA’dan analiz edilebilecek miktarda DNA elde
edilmesi saglanir. Ornegin 30 dongii boyunca amplifiye edilen tek bir DNA
molekiilinden, teorik olarak 2% adet (vaklastk 1 milyar) yeni molekiil elde

edilebilecektir (97).
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Sekil 2. 4. PCR’1n Isleyisi (2 dongii gosterilmis)
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2.3.2. PCR Uygulama Alanlan

PCR amplifikasyonu kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisinin
konmasinda, klinik 6rneklerdeki patogenik organizmalarin saptanmasinda, adli tipta,
kanser, ilag direnci ve gen expresyonu arastirmalarinda, DNA dizi analizlerinde,
mutasyon taramalarinda, irklarin arastirilmasinda ve polimorfizm analizlerinde
kullanilmaktadir (97).

2.3.3. Real Time-PCR

Thermus aquaticus bakterisinden saflastirilan, sicakliga dayanikli polimerazin (taq
polimeraz) kullanimi ile birlikte PCR igin otomatize termal sikliis cihazlar
gelistirilmeye baslanmistir. Floresan 1sima tekniklerinin de kullanima girmesiyle real
time-PCR (RT-PCR)’da gelismeler saglanmistir. RT-PCR teknigini Higuchi ve ark. (98)
1992 yilinda gelistirmislerdir. Klasik PCR ile kompleks bir 6rnekten herhangi bir
niikleik asit dizisi siklik islemlerle ¢ok sayida ve istenilen miktarda kolayca
cogaltilabilmektedir. Ancak tek basina PCR ile iiriin miktar1 hakkinda bilgi saglanamaz
ve sonrasinda iriin miktarin1 net olarak belirlemek olduk¢a zordur. Ciinkii klasik
PCR’da, baslangicta var olan DNA miktarindan bagimsiz olarak bir {iriin olusur. RT-
PCR teknigi sayesinde arttk gen kopya driinlerinin diizeylerini sayisal degerlere
doniistiirerek 6lgmek, devam eden PCR reaksiyonunu, kullanilan floresan boyalar veya
hedefe 6zgii isaretli problar ile ekranda izleyerek eszamanli olarak reaksiyonun gidisine
miidahale etmek ve PCR dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir (99). Bu
yontemle baslangigta var olan DNA miktarindan bagimsiz bir sekilde ¢ok sayida DNA
elde edilmis olur ve olusan DNA ile dogru orantili floresan 151ma meydana gelir.
Bir¢ok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma yapmasi nedeniyle yabanci
yayinlarda ‘floresan kantitatif RT-PCR’ veya ‘kantitatif-kinetik PCR’ gibi ¢esitli isimler
verilmektedir. Bu sayede gen ekspresyon analizi, patojen belirlenmesi, SNP analizi gibi
birgok farkli alanda gen ifadesini sayisal bir deger olarak 6lgmek miimkiin olmaktadir
(99).

RT-PCR, SNP analizi igin, giin gectikge kullanim alani1 artmaktadir. Bu yontem,
hizli, sensitif, spesifik, uygulamasi kolay ve kesin sonuglar veren ucuz bir uygulamadir.
RT-PCR teknigi kolaylikla otomatize edilebilmekte ve PCR sonrasi islemleri ortadan

kaldirmaktadir. Standart egrilerin kullanimi ile Ornekler ve deneyler arasinda
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karsilagtirma imkani saglayan, internal standartlar yardimi ile baslangi¢ miktarindaki
farkliliktan kaynaklanacak problemlere son veren yiiksek verimde sonuglar elde
edilmektedir (100).

RT-PCR metodu i¢in reaksiyon tiipiindeki floresan: olcebilecek bir ‘thermal
cycler’, lazer veya halojen lamba ve her bir tiipteki floresan emisyon
monitorizasyonunda kullanilan CCD kamera gereklidir (101). RT-PCR sistemleri, PCR
trtinti ile floresan 1s1ma arasindaki oranti ile sonug¢ belirleme esasina dayali olarak
caligirlar. RT-PCR’da dizi spesifik olmayan ¢ift zincirli DNA’nin minér oluguna
baglanan ‘SYBR Green’ gibi floresan boyalar kullanilarak floresan artis1 es zamanl
olarak izlenebilir. Ancak 6zgiil olmayan reaksiyon iiriinleri de boyaya baglanip 6l¢iim
artefaktlar1 olusturabilir. Bu yilizden spesifik bir diziye baglanabilen &6zgiil floresan
isaretli problar (TagMan prob gibi) kullanilabilir.

Bizim de c¢alismamizda kullandigimiz TagMan Problar, DNA polimeraz
enziminin 5’ niikleaz aktivitesini hidroliz i¢in kullanan problardir. Prob floresan
ozellige sahip ‘reporter’ (R) (artiric1) ve ‘quencher’ (Q) (durdurucu) ozellikte iki
floroforla isaretlidir (Sekil 2.5). PCR sirasinda prob, hedef DNA dizisiyle hibridize olur
ve uzama islemi sirasinda polimeraz enzimi ile uzaklastirilir. ‘Reporter Quencher’dan
polimeraz enziminin 5°-3’ niikkleaz etkisi ile ayrilir, serbest kalan ‘reporter’ floresan 151k
yayar (99-102).

RT-PCR i¢in tampon igerigi, siklus kosullari, MgCl, konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu, prob konsantrasyonu ve kalip DNA konsantrasyonu Kriterleri optimize
edilmelidir. Su an igin ticari amaglh tretilen master miskler mevcut olup bunlar PCR

optimizasyonunu kolaylastirmaktadirlar.
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Sekil 2.5. “TagMan Prob’un Yapist

RT-PCR sirasinda baslangi¢ fazinda, iriin olusmakta, ancak floresan 1sima
zemindegeri (background) seviyesinin altinda kalmaktadir (Sekil 2.6). Logaritmik
fazda, iriiniin eksponansiyel birikimiyle floresan zemindegeri Seviyesinin {izerine
cikmaktadir. Floresan amplifiye olan iiriin miktariyla direkt orantili olarak artmaktadir.
Plato fazinda, DNA veya floresan miktarinda primer, taq polimeraz gibi reaksiyon

bilesenlerinin tikenmesinden dolay: anlamli artis yoktur (102).
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Sekil 2.6. RT-PCR Sirasinda Amplifikasyonun Meydana Getiridigi Evreler



28

3. GEREC ve YONTEM
3.1. GERECLER
3.1.1. Hasta Grubu ve Ornek Alinmasi

Bu calismaya Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun onay:
(17.04.2009 tarih ve 3 sayil1 karar1) alindiktan sonra basland1. Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Uroloji Kliniginde iiriner sistem tas hastalig1 tanisi ile
takip edilen, yeni tanisi konulup tedavilerine heniiz baglanmamis olan veya cerrahi
operasyon diisiiniilen ancak heniiz ameliyat yapilmamis olan 105 hasta c¢alisma
kapsamina alindi. Hastalarin 68’1 erkek 37’si ise kadin idi. Hastalardan daha sonra
endoskobik olarak veya spontan diisiirme sonrasinda taslari elde edildi. Bu taslarin cinsi
hassas bir yontem olan ‘X-ray diffraction’ metodu ile tayin edildi. Bu islem Maden
Tetkik ve Arama Genel Miidiirliigii'nde yapildi. Tas analizi sonuglarina gore 103
hastada kalsiyum, 4 hastada iirik asit, 1 hastada sistin ve 1 hastada ise striivit tas1 oldugu
tespit edildi.

Kontrol grubu ailesinde ve kendisinde tas hikdyesi olmayan yas ortalamalar1 ve
cinsiyet oranlart hasta grubununkine benzer 70 saglikli kisiden olusturuldu.

Hasta ve kontrol gruplarinda solunum hastaliklari, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
endokrinopatisi (diyabet ve tiroid fonksiyon bozukluklar1 gibi) olan hastalar ve her
hangi bir ilag¢ kullanan hastalar ¢alisma kapsamina alinmadi.

Bu calisma ile ilgili biyokimyasal 6l¢timler ve gen polimorfizmi arastirmalari
Universitemiz Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali Molekiiler ve Arastirma

Laboratuvarlarinda ve Aziziye biyokimya laboratuvarinda yapildi.

3.1.2. Kan ve Idrar Numunelerinin Alinmasi

Calismamiz icin saglikli ve tag hastalig1 olan kisilerden herhangi bir miidahale
yapilmadan 6nce hem kan ve hem de 24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. 24 saatlik idrar
analit 6l¢timlerinde rutin olarak uyguladigimiz idrar asidifikasyonu, {irik asit 6l¢limiinii
etkiledigi i¢in uygulanmadi. Bunun igin Ferraz ve ark. (103) tarafindan daha 6nceden
asidifikasyon yapilan ve yapilmayan 24 saatlik idrar numunelerinde calisilan analitler
arasinda istatistiksel olarak farkli sonuglar veya klinik olarak iliskili farkliliklar
bulamadiklarini rapor ettikleri ¢alisma referans alindi. Her idrar 6rnegi laboratuvarimiza

ulastiginda rutin olarak idrar analitleri (oksalat, sitrat, iirik asit ve kalsiyum) c¢alisildi.



29

Kan oOrneklerinden serum ayirma tiipiinde olanlar uygun hizda santrifiijlenerek
serumlar1 ayrild1 ve alikotlanarak, EDTA’l1 olanlar ise DNA izolasyonu i¢in herhangi
bir isleme tabi tutulmadan derin dondurucuda -80°C sakland.

HGF proteinine ait gende 2 bolgedeki polimorfizm igin genetik ¢aligma yapildi.
Derin dondurucuda saklanan ornekler, DNA izolasyonu yapilacagi zaman once -20
°C’ye daha sonra +4 °C’ye alinarak kademeli ¢6ziinmeleri saglandi. Pure Link Genomic
DNA mini kit (Invitrogen, Germany) kullanilarak asagida detay1 verilen yontemle DNA

izolasyonu yapildi.

3.1.3. Cahismada Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Calismamizda kullandigimiz kimyasal maddeler ve Kitlere ait bilgiler Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Temin Edilen Firmalar

Kimyasal Malzeme veya Reaktif Adi Temin Edildigi Firma ve Katalog
No

Pure Link Genomic DNA izolasyon Kiti Invitrogen Cat.N0:K1820-01

20 x TagMan SNP Genotyping Assay Mix Applied Biosystems

2 X FastStart Universal Probe Master Roche

Human HGF ELISA Kit Biosource Cat No:KAC2211

Etanol (%96-100) Merck

Etidyum Bromiir(EDTA) Sigma

10xTaq Buffer, KCI’li Fermentas

MgClI; Cozeltisi (25 mM) Fermentas

dNTP Karigimi (25 mM) Fermentas

Tag DNA Polimeraz (5 U/uL) Fermentas

Sitrat Tayin Kiti Far Diagnotics REF:7046

Oksalat Tayin Kiti Sigma Diagnostics Cat N0:591-D
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3.1.4. Calismada Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismamizda kullandigimiz alet ve cihazlara ait bilgiler Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan Alet ve Cihazlar

Alet/Cihaz

Marka

Mikropleyt Okuyucu

7300 Real Time PCR Sistem
Derin Dondurucu (-80 °C),
Derin Dondurucu (-20 °C)

Spektrofotometreler

Laminar Flow Kabin

Mikro Santrifiij

Mikro Otomatik Pipetler
Termomikser

Vorteks Yellov Line TTS2

Farkli Boyutlarda Filtreli Pipet Uglari
PCR Tiipleri (DNAaz ve RNAaz free)
Pudrasiz Tek Kullanimlik Eldivenler
RT- PCR Optik 96 Well-

Reaksiyon Pleyti (Barkodlu)

UV Kiivetler

Otoklav

Cobas 6000 Otoanalizor

Bio-tek PowerWave XS, The USA

Applied Biosystems, California, USA
Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd,
Arcelik, Tiirkiye

Cecil CE 304 UV

Beckman DU 500

Niive LN 120, Tiirkiye

Mikro 200 Hettich, Germany

Eppendorf, Finnpipette, Medispes plus
Thermomixer Comfort Eppendorf, Germany
IKA, USA

Biosphere filter tips, Niimbrecht, Germany
Axygen, Union City, USA

Aldrich, Malasia

MicroAmp, Singapore

Plastbrand, Germany
Hmc-Hirayama, Japan.

Roche, Germany
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3.2. Yontemler
3.2.1. Deneylerin Yapihisi

3.2.1.1. DNA izolasyonu
Pure Link Genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak EDTA’l1 tiiplere alinan

periferik venoz kan drneklerinden genomik DNA izolasyonu yapildi:

1.

Termomikser 55°C’ye ayarlandi. Her bir numune icin steril mikrosantriifiij tiiplerine
200’er uL vortekslenmis tam kan aktarildi. 20 pL proteinaz K, 20 uL. RNAaz A
eklendi, karisim hafifce vortekslendi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Uzerine 200 uL ‘genomik lysis binding buffer’ eklendi ve homojen olmasi igin
vortekslendi.

Termomikserde 55°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasi iizerine 200 pL %96-100’lik etanol eklendi. Homojenizasyonu
saglamak i¢in vortekslendi.

Karisim ependorflara yerlestirilen spin kolona aktarildi. 10.000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

Kolonlar yeni ependorflara aktarildi ve 500 uL ‘wash buffer 1’ eklenerek kolon
yikandi. 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

Ependorfun altinda kalan kisim kolona bulastirilmadan atildi, kolon yeni toplama
tiipiine yerlestirildi ve kolona 500 pL ‘wash buffer 2’ ilave edilerek 14.000 g’de 3
dakika santrifiij edildi.

Yine alta kalan kisim atildi. Spin kolon steril mikro santrifiij tiipiine konuldu.
Uzerine 100 uL “elution buffer D” eklendi, oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi
ve daha sonra 14.000 g’de 1dakika santrifiij edildi.

. Dipte kalan kisim 50 mikrolitrelik 2 adet PCR tiipiine aktarildi.

3.2.1.2. DNA Saflik Tayini ve Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

DNA konsantrasyonlar1 ve saflik derecelerini belirlemek icin izole edilen

DNA’larin absorbanslar1 spektrofotometre ile 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda,
quartz kiivete, 195 pL saf su + 5 pL DNA konularak 6l¢iildii. A260/A280 oranindan
DNA saflig1 saptandi ve bu deger 1.7 iizerinde ise DNA saf olarak kabul edildi ve PCR
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analizlerinde kullanildi. DNA konsantrasyonu 260 nm’de okunan absorbans
degerlerinden asagidaki formiile gore hesaplandi:

DNA konsantrasyonu (ng/uL)= Az X 50 x Seyreltme Faktorii
Cift iplik DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans, 50 ng/uL. DNA’ya

karsilik gelmektedir (97),

Bu izolasyon yontemiyle elde edilen DNA konsantrasyonu 30-95 ng/uL araliginda
degismekte idi. Allelik diskriminasyon analizi, her reaksiyon i¢in birden fazla primer ve
probun kullanildigi bir multipleks PCR yontemidir. RT-PCR allelik diskriminasyon
analizi i¢in Onerilen final DNA konsantrasyonu 5 ng/uL oldugu i¢in, izole edilen DNA

ornekleri, Tris-EDTA (pH 8.0) ile son konsantrasyonu 5 ng/uL olacak sekilde seyreltildi

3.2.1.3. HGF Gen Polimorfizm Analizi

HGF geni intron 13’te C>A baz degisimi (rs2074725) ve intron 14’te T>C baz
degisimi (rs2074724) analizleri, RT-PCR kullanilarak ‘TagMan allelik diskriminasyon

yontemi’ ile belirlendi.

HGF SNP analizi, TagMan PCR metoduyla yapildi. PCR islemi sonunda verilerin
elde edildigi ‘end-point” olgtimii ile ilgili DNA dizisindeki tek niikleotid varyantlari
tespit edildi. HGF SNP analizi igin, allele spesifik ‘TagMan problar’ kullanildi. HGF
geni intron 13 C>A baz degisimi i¢in kulanilan problar:
5’-FAM-GCACAAATTATAGTCCAGAGCTTACCGTCTGGCAAGCAGATGTGATCAGCT
-Tamra-3’ ve
5’-VIC- GCACAAATTATAGTCCAGAGCTTACaGTCTGGCAAGCAGATGTGATCAGCT
-Tamra-3’

Primer dizileri ise;

Forward 5°-CTACCTCTGGAGGCACAAATTA-3’ ve

Reverse 5’-GGGTACAACCTTCAGGACCA-3’ seklinde idi.

HGF geni intron 14 T>C baz degisimi i¢in kulanilan problar:
5’-FAM-CTACAGGAGAAAGAAGTAGTGAGGAITGAAAAAAGCCTATTGACAATTTAG
-Tamra-3’ ve
5’-VIC-CTACAGGAGAAAGAAGTAGTGAGGACTGAAAAAAGCCTATTGACAATTTAG
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-Tamra-3’ seklinde idi.

96 well PCR reaksiyon pleytine, negatif kontrol amaghi 6 kuyucuk bos
birakilarak (No template control, NTC) diger kuyucuklara 1 uL. DNA (5 ng/uL) 6rnegi
pipetlenerek oda sicakliginda evaporasyona birakildi. Ornekler tamamen ugtuktan sonra
hazirlanan PCR reaksiyon miksi [20 x TagMan SNP Genotyping Assay Mix (Applied
Biosystems), 2 x FastStart Universal Probe Master (Roche) ve nuclease-free su]
kuyucuk basina 5 pL olacak sekilde, pleyte yiiklendi. Pleyt {izeri sikica kapatildiktan
sonra ‘Applied Biosystems 7300 RT-PCR’ cihazina yiiklenerek ‘pre-read run’ islemi
yapildi. ‘Pre-read run’da, PCR amplifikasyonu Oncesi, problardan kaynaklanan
zemindeger floresan isimalar okutuldu. Daha sonra RT-PCR cihazina PCR protokolii:
95 °C’de 10 dk baslangi¢ denatiirasyonu, 92 °C’de 15 sn ve 60 °C’de 90 sn seklinde
toplam 50 siklus olarak girildi. PCR amplifikasyonundan sonra ‘post-read run’ islemi
yapildi. ‘Post-read run’da, pleytteki floresan 1s1ma diizeyi okundu ve ‘pre-read run’
stirecinde tespit edilen zemindeger floresan isimalar otomatik olarak ¢ikartildi. Daha
sonra amplifiye olmus datalar kullanilarak, cihazin yazilim programi yardimiyla
floresan 1s1manin renk 6zelligine gére HGF geni intron 13 C/A ve intron 14 T/C allel

varyantlar1 saptandi.

Applied Biosystems 7300 RT-PCR cihazinin yazilim programi olan ‘7300 System
SDS Software’de bir dagilim grafigi olusturuldu. Ornegin sahip oldugu genotipe gore
¢ farkli dagilim grafigi elde edilmektedir. Sadece allel X ya da allel Y’yi tasiyanlar
homozigot, her iki alleli tasiyanlar ise heterozigot seklinde gruplandirilmaktadir;
homozigot (allel X), heterozigot (allel X/allel Y) ve homozigot (allel Y). Bizim
calismamizda HGF 13 A/C i¢in; allel A, VIC floresan boya; allel C ise FAM ile
isaretlendi. HGF 14 C/T igin; allel C, VIC ile; allel T ise FAM boyasiyla isaretlendi.
Pasif boya olarak ROX kullanildi. Calisma sonuglariyla ilgili grafikler sekil 3.1, sekil
3.2 ve sekil 3.3’te goriilmektedir.
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Sekil 3.1. HGF intron 13 C>A polimorfizmine ait scatter plot goriintiileri. Sol st kosede
toplanan Allel Y (mavi), C allelini temsil etmektedir. Sag alt kosede toplanan Allel X (kirmizi),
A allelini gostermektedir. Grafigin orta kisminda gruplanan ii¢gen sekille sematize edilen yesil
renkli “Both alleli” heterozigot C/A genotipini temsil etmektedir. Grafikte sol alt kdsede
gruplanan veriler, negatif kontrolleri (NTC) temsil etmektedir. Yine sol alt kdsede toplanan
ancak X isareti ile gosterilen veriler, genotipi belirlenemeyen ornekleri temsil etmektedir
(muhtemelen ¢ok diisik DNA konsantrasyonu veya PCR inhibisyonundan dolay1). ilk analizde
genotipi saptanmayan 6rnekler tekrar ¢aligildi.
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Sekil 3.2. HGF intron 14 T>C RT-PCR Reaksiyonlarini Gésteren Logaritmik ‘Delta Rn-Cycle’
Grafigi.
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3.2.1.4. HGF Serum Diizeyinin Ol¢iimii

HGF serum diizeyi, ‘Human HGF ELISA kiti’ (Biosource Cat No:KAC2211)
kullanilarak mikropleyt okuyucuda (Bio-tek PowerWave XS) belirlendi. HGF diizeyleri
pg/mL cinsinden hesap edildi. Kitin bir ¢alisma i¢i varyasyon katsayist (%CV), 4.8 iken
calismalar aras1 %CV’si 5.4 idi. Kitin en diisiik tesbit etme sinir1 ise 20 pg/mL idi.

3.2.1.5. Idrar Analitlerinin Ol¢iimii

Idrar oksalat diizeyi ‘Oksalat tayin kiti> (Sigma Diagnostics Cat N0:591-D)
kullanilarak enzimatik yontem ile 6l¢iildii.

Oksalat, oksalat oksidaz enzimi ile CO, ve H,0,’ye doniistiiriildii. H,O,, 3 metil-
2-benzotiazolinon hidrazon (MBTH) ve 3-dimetilamino benzoik asit (DMAB) ile

peroksidaz enzimi varliginda reaksiyona sokularak renkli kompleks olusturuldu.

Oksalat oksidaz
Oksalat + O, » 2CO, + H,O,

Peroksidaz
H,O, + MBTH + DMAB ——» Renkli kompleks + H,O
Olusan bu renkli kompleksin absorbansi 590 nm’de 6lgiilerek numunedeki oksalat

konsantrasyonu standartla karsilastiriimak suretiyle hesap edildi.

Sitrat diizeyi ‘sitrat tayin kiti’ (Far Diagnotics REF:7046) kullanilarak 6l¢iild.
Sitrat, sitrat liyaz enzimi varliginda oksaloasetat ve asetata doniistii. Oksaloasetat
malat dehidrogenaz enzimi ile malata; piiriivat, laktat dehidrogenaz enzimi ile laktata

indirgendi ve NADH ytikseltgendi.
Sitrat Liyaz
Sitrat ———» Oksaloasetat + Asetat

Malat Dehidrogenaz
Oksaloasetat + NADH + H” » Malat+ NAD"

Oksaloasetat dekarboksilaz
Oksaloasetat » Pirtivat + CO,
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Laktat dehidrogenaz
Piiriivat + NADH+ H” » Laktat + NAD"

Harcanan NADH’ye bagh olarak 340 nm’deki absorbans azalis1 olgiildii. Bu

absorbanstaki azalma numunede bulunan sitrat konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Idrar kalsiyum ve iirik asit diizeyleri standart spektrofotometrik metodlar
kullanilarak Cobas 6000 (Roche, Germany) otoanalizoriinde dlgiildii.

Kalsiyum iyonlar1 alkali ortamda o-kresolftalein (0-CPC) ile reaksiyona girerek
kirmizi1 renkli kalsiyum-kresolftalein kompleksi olusturuldu.

Alkali pH

Ca’*+0-CPC — 3 Ca- 0-CPC kompleksi

Olusan bu renkli kompleks 570 nm’de spektrofotometrik olarak o6l¢iildii. Rengin
siddeti kalsiyum konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Urik asit 6l¢iimii icin, iirik asit asagidaki reaksiyonlar sonucunda renkli bir iiriin
olan quinonim’e doniistiiriildi.

) Urikaz

Urik asit + 2H,0 +O, —  Allantoin + CO; + H,0;

Peroksidaz
2H,0, + H + TOOS? + 4-aminofenazon — Quinonim + 4H,0

TOOS (N-etil-N-(2-hidroksi-3-siilfopropil)-3-metilanilin)

Olusan renkli kompleksin absorbansi iirik asit konsantrasyonu ile dogru

orantilidir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Istatistik analizleri SPSS 11.5 istatistik programi (SPSS Inc, Chicago, USA)
kullanilarak yapildi. Siirekli degiskenlerin dagiliminin normal olup olmadig
Kolmogorov Smirnov testi ile belirlendi. Normal dagilima uymayan testlerin istatistik
degerlendirmesi Mann Whitney U testi ile yapildi. Sonuglar ortalama+standart
deviasyon (SD) olarak verildi. Hasta ve kontrollerde gen polimorfizm dagilimini

karsilagtirmak i¢in X2 (Chi square) testi uygulandi. p<0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Toplam 104 tas hastasinda ve 68 saglikli kisilerde HGF geni intron 13 C>A baz
degisimi (rs2074724) arastirildi.

Buna gore hastalarin 8’inde AA genotipi, 28’inde CA genotipi ve 68 hastada ise
CC genotipi oldugu tesbit edildi. Saglikl kisilerde ise 2 kiside AA, 20 kiside CA ve 46
kiside CC genotipinde oldugu saptandi (Tablo 4.1). Genotiplerin dagilimi agisindan
farkin énemlilik testi X ile yapildi ve 2 grup arasinda énemli bir farklilik gézlenmedi
(X?=1.72 df=2; p=0.42).

HGF geni intron 14’deki T>C baz degisimi (rs2074724) analizleri ise toplam 99
hasta ve 56 saglikli kiside arastirildi. Buna gore hastalarin 3’iinde CC genotipi, 26’sinda
CT genotipi ve 70 hastada ise TT genotipi oldugu tesbit edildi. Saglikli kisilerde ise 3
kiside CC, 16 kiside CT ve 37 kiside TT genotipi oldugu saptandi (Tablo 4.1).
Genotiplerin dagilimi agisindan farkin énemlilik testi X? (Chi square) ile yapildi ve 2
grup arasinda dnemli bir farklilik gozlenmedi (X°=0.68 df=2; p=0.71).

Tablo 4.1. HGF Intron 13 ve intron 14 Gen Polimorfizm Sonuglari

Polimorfizm Hasta (%) Kontrol (%) p

Intron13

cC 68 (60) 46 (40) X?=1.72, df=2
AA 8 (80) 2 (20) p=0.42

CA 28 (58) 20 (42)

Intron 14

TT 70 (65) 37 (35) X?=0.68, df=2
CT 26 (62) 16 (38) p=0.71

CC 3 (50) 3 (50)

Allel siklig1 agisindan, saglikli kontrol ve iiriner sistem tas hastaligi olan kisiler
arasinda farkliligin olup olmadigi arastirildi. Ne HGF intron 13 ne de intron 14
bolgesinde allel siklig1 agisindan iki grup arasinda istatistik olarak 6nemli bir farklilik
bulunmadi (siras1 ile p=0.43 ve p=0.44). Tablo 4.2 ve 4.3’te detayli veriler

verilmektedir.
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Tablo 4.2. HGF intron 13 igin Allel Siklig
Allell tipi  Calisma grubu (%) Kontrol grubu (%) p
A 44 (65) 24 (35) 0.43
C 164 (60) 112 (40)

Tablo 4.3. HGF intron 14 i¢in Allel Siklig
Allell tipi  Calisma grubu (%0) Kontrol grubu (%) p
C 32 (60) 22 (40) 0.44
T 166 (65) 90 (35)

Toplam 105 tas hastasinda ve 70 saglikli kisilerde serum HGF diizeylerini 6lgtiik.
Tas hastalarinda ortalama serum HGF diizeyi 1.05+£0.63 ng/mL iken kontrol grubunda
1.35+0.58 ng/mL idi. Iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak cok onemli oldugu
bulundu (p<0.0001).

Ayrica HGF intron 13 C>A genotiplerinin serum HGF diizeyleri {izerine etkisinin
olup olmadig: arastirildi. Saglikli kisiler ve tiriner sistem tas hastalarinda CC genotipini
tasiyanlar ile CA veya AA tasiyanlar arasinda serum HGF diizeyleri agisindan 6nemli
bir farklilik gézlenmedi (Kontrol grubu i¢in p= 0.10, hasta grubu i¢in p=0.50). Her iki
grupta HGF intron 14 T>C genotiplerinden saglikli kisiler ve iriner sistem tas
hastalarinda TT genotipini tasiyanlar ile CT veya CC tasiyanlar arasinda serum HGF
diizeyleri agisindan 6nemli bir farklilik g6zlenmedi (Her iki grup igin p= 0.20).

24 saatlik idrar analit sonuglar1 tablo 4.4’te goriilmektedir. Uriner sistem tas
hastaligi olan grupta 24 saatlik idrar orneklerinde ortalama kalsiyum (p=0.03) ve
oksalat konsantrasyonu (p=0.04) kontrol grubuna goére daha yiiksek iken, sitrat ise
(p=0.04) daha diisiik olarak bulundu. Idrar iirik asit diizeyleri acisindan iki grup

arasinda onemli farklilik gézlenmedi.



40

Tablo 4. 4. Hasta ve Kontrol Gruplarina ait 24 Saatlik idrar Orneklerinde Sitrat, Oksalat,
Kalsiyum ve Urik Asit Diizeyleri

Analitler Hasta (n=105) Kontrol (70)

(mg/24 sa) Ortalama+SD Ortalama+SD

Sitrat 282.9+120.7 300.6+8.6 0.04
Oksalat 39.01+15.3 33.5+7.1 0.04
Kalsiyum 234.8+114.3 199.3+71.2 0.03
Urik asit 408.1+172.2 411.4+141.4 0.43
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5. TARTISMA

Uriner sistem tas hastalig1, sik goriilen, 6nemli morbiditeye sebep olan ve
ekonomik olarak yiik olusturan bir saglik problemidir. Tas olusumu, genetik, gevresel
ve anatomik faktorlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir durumdur. Bu
hastalikta aile hikayesi uzun zamandan beri bilinmekte olup, genomik g¢alismalardaki
ilerlemeler ile altta yatan genetik defektler tanimlanmaya baslanmistir. Klinik pratikte
tiim taslar igerisinde en sik olarak goriilmekte olan tas cinsi kalsiyum taslaridir ve bu
taglarin olusumu hiperkalsiliri ve diger metabolik bozukluklarla iliskilidir. Nadir
goriilen izole gen defektleri ve tek gen kusurlari (sistiiniiri ve primer hiperoksaliiri ile
iliskili kalsiyum oksalat tas hastalig1 gibi) tas olusumuna sebep olurlar. Tas olusumunun
en Onemli sebebi idiopatik hiperkalsitiridir. Ancak idiopatik kalsiyum tagslari igin
yapilan molekiiler genetik calismalarin sonuglari, etiyoloji ve patogenezi tam olarak
aciklamamaktadir.

Bu nedenle, tas hastaligi konusundaki calismalarin ¢ogunda hiperkalsiiiri ve
idiopatik kalsiyum taslar1 ile ilgili genler arastiilmistir. Ornegin kristalizasyon
inhibisyonu yapan, oksalat ve sitrat metabolizmasinda rol alan ve bobrek, kemik ve
barsaklarda kalsiyum metabolizmasinda fonksiyonu olan proteinleri kodlayan genler
bunlardan bir kacini olusturmaktadir (9,68,104). Calismalarda, osteopontin, Tam-
Horsfall proteini, inorganik pirofosfat tasiyict molekiilii, MGP, fetuin-A, vitamin D
resptorii gibi bircok molekiiliin genetik caligmalar1 {iriner sistem tas hastaligi ile
iliskilendirilmistir.

Aslinda tag olusum mekanizmasi olduk¢a komplekstir ve ¢ok sayida farkli protein
isin  igine girebilmektedir. Aymi zamanda kristal-hiicre etkilesiminde veya
kalsifikasyonun baslamasinda rol oynayan molekiillerin genleri de arastirma
konularindandir. Hiicre biitiinliigliniin bozulmasi1 kristal tutulumu ile iliskilidir ve
kalsiyum oksalat kristallerinin biiylimesi ve tas olusumu icin kristallerin renal
tubiillerde birikmesi gerekmektedir. Bu baglamda Tei ve ark. (7) deneysel olarak tas
olusturulan ratlarda, HGF’nin oksalat ve COM kristalleri ile meydana gelen hiicre
hasarin1 ve apopitozu inhibe ettigini ve bdylece COM kristallerinin bobrek tubuliis
hiicrelerine adezyonunu engelledigini gdstermislerdir. Ayn1 zamanda tas olusturulan
ratlarda, HGF gen transferinin renal tubiilllerde kristal depozitlerini 6nemli derecede

azalttigr da bulunmustur. Bu sonuglardan yola ¢iktigimiz ¢alismamizda; iiriner sistem
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tas hastalig1 olan kisilerde HGF genindeki polimorfizmlerin tag olusumunda etkili olup
olmadigini ve polimorfizme bagimli ya da bagimsiz olarak serum diizeylerindeki
degisimin bu hastaliktaki dnemini arastirdik.

HGF ilk olarak karaciger hiicreleri i¢in mitojen etkili bir molekiil olarak
kesfedildikten sonra (2) hepatektomi yapilmis ratlarda da serumda izole edilmistir
(105). Bugiin HGF’nin birgok hiicre i¢in tanimlanmis ¢ok fonksiyonlu bir molekiil
oldugu bilinmektedir. HGF, epitelyal kaynakli bir¢ok farkli hiicre iizerinde mitojenik,
motojenik, morfojenik, yayilma, dallanma, proliferasyon ve antiapopitotik etkilere
sahiptir. Ayrica epitelyal hiicrelerde tubiiler yapilarin olusumu, endotelyal hiicreler
tizerine giiclii anjiogenik etki, kemigin yeniden yapilanmasi, osteoblast-osteoklast
koordinasyonu gibi fizyolojik olaylarda da rol oynamaktadir (5).

Mevcut ¢alismada HGF geni intron 13’teki C>A baz degisimi (rs2074725) ve
intron 14’deki T>C baz degisimi (rs2074724) arastirildi. Caligma sonunda, HGF geni
intron 13’teki C>A polimorfizmi ve intron 14’deki T>C polimorfizminin iiriner sistem
tas hastaligi ile iligskisinin olmadigi tesbit edildi. Yine ¢calismamizda HGF geni intron 13
icin, A ve C alleli, intron 14 i¢in C ve T alleli siklig1 agisindan, saglikli kontrol ve
iiriner sistem tas hastaligi olan kisiler arasinda 6nemli bir fark gostermedi. Yapilan
literatiir taramasinda HGF gen polimofizminin tag olusum riskinde herhangi bir roliiniin
olup olmadigina iliskin bir yayin bulunamamustir.

Farkli hastalik gruplarinda HGF gen polimorfizmi ve kan diizeyleri ile iligkili
calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda hipertansiyon siklig1 ve siddeti ile serum HGF
konsantrasyonu arasinda pozitif bir iligkinin oldugu tesbit edilmistir (106,107). Motone
ve ark. (93) bu sonuglardan yola ¢ikarak HGF gen polimorfizmi ve esansiyel
hipertansiyon arasindaki ilskiyi arastirmiglardir. Bizim de arastirdigimiz HGF geni
intron 13 C/A degisimini, intron 14 T/C degisimini ayrica da intron 8’deki T/A
degisimini incelemislerdir. HGF geninin intron 13 bdlgesindeki C/A polimorfizminin
genotip dagilimi CC %83, CA %16 ve AA %1 seklinde bulmuslardir. Ayni ¢alismada
hipertansiyon ile allel dagilimi arasinda énemli bir iligki bulunamazken kadinlarda ve
zayif kisilerde intron 13’teki C/A polimorfizminde A allelinin bulunmasinin esansiyel
hipertansiyon riskini azalttig1 belirlenmistir.

Yine hipertansiyon ve ateroskleroz gibi vaskiiler endotelyal hasarli kisilerde

serum HGF diizeylerinin yiikselmesinden yola ¢ikilan bir ¢alismada, kan basinci veya
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karotik ateroskleroz ve HGF genindeki SNP’ler arasindaki iligki arastirilmistir. HGF
promotoriinde 8, ekson 15’te 1 ve intron 7, 8, 9,10, 11, 13, 14 ve 17°de 12 adet olmak
tizere toplam 21 SNP tanimlamiglardir ve bu ¢alismanin sonuglari, HGF genotipi ve kan
basinci veya hipertansiyon prevelansi arasinda oOnemli bir iligkinin olmadigimni
gostermistir. Ancak intron 8’de A43839T nin A allelli kadinlarin T allelli olanlara gore
daha siddetli karotik ateroskleroza sahip olduklar1 gosterilmistir (92).

Otizmin baz1 gen polimorfizmleri ile iliskisinin arastirildig1 baska bir ¢alismada,
arastirtlan HGF geni intron 1-15 aras1 birgok gen bolgesindeki polimorfizminin otizm
riskini etkilemedigini ortaya koymustur. Bu gen bdlgelerinden birisi de bizim
calismamizda oldugu gibi intron 14 bolgesi idi (96).

Wei ve ark. (94) Han Cin populasyonunda yiiksek miyopi ile HGF gen
polimorfizmini iliskilendirdikleri ¢alismada HGF5-5b, HGFe9, HGFelOb SNP’lerini
aragtirmiglar ve HGF5-5b gen bolgesi polimorfizmini, myopi yatkinhig: ile iligkili
olarak bulmuslardir. Yine bir baska ¢alismada hafif-orta miyopi grubu ile HGF SNP
rs3735520, HGF haplotipleri rs2286194-rs3735520-rs17501108 ve rs12536657-
1s2286194 arasinda giiclii iliskinin oldugunu gostermislerdir. Ayn1 ¢aligmada yiiksek
miyopi ile rs2286194 arasinda da iliski oldugu belirlenmistir (95) .

Biz calismamizda HGF serum diizeyini ELISA yontemi ile dl¢tiik. Uriner sistem
tas hastalig1 olan kisilerin serum HGF diizeylerini kontrol grubuna gore diigiik bulduk.
Ayrica HGF intron 13 ve 14 genotiplerinin serum HGF diizeyleri iizerine etkisinin
olmadigini tesbit ettik. Bu sonuglara gore, HGF diistikliigiinlin inceledigimiz gen
bolgelerinin  polimorfizmlerinden bagimsiz olarak bobrek hiicrelerinde apoptozis
artisina ve buna bagli kristal ¢cokmesine neden olabilecegi sdylenebilir. Bu nedenle tas
hastalarinda serum HGF diizeyleri ile renal hiicre apopitozisi arasindaki iligkinin
irdelenecegi calismalara ihtiyag vardir.

HGF, myokardial hiicrelerde de apopitozisi onleyerek ve iskemik alandaki kan
damari olusumunu artirarak myokardin korunmasinda fonksiyon gérmektedir (108).
Chen ve ark. (109) deney hayvanlarinda iskemi éncesi HGF gen transferinin myokardial
alan infarkt biytkligini azaltigini, anjiogenez ve Bcl-2 ekspresyonunu artirarak
antiapopitotik, antioksidan ve antifibrotik etkisi ile sol ventrikiil fonksiyonlarini

korudugunu goéstermislerdir.
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Bell ve ark. (110) obez kisilerde zayif kisilere gére serum HGF diizeyinin daha
yiiksek oldugunu, obez kisilerdeki adipoz dokudan kaynaklanan ylikselmis HGF
diizeyinin kilo kaybr ile azalabilecegini bildirmislerdir. Benzer sekilde Nishimura ve
ark. (111) proliferatif retinopatili diabetlilerde, retinopatisi olmayan diabetlilere gore
serum HGF diizeyinin daha yiliksek oldugunu ve bu yiiksekliginde proliferatif
retinopatide  neovaskiilarizasyon =~ mekanizmasindan ~ sorumlu  olabilecegini
bildirmislerdir. Aymi1 ¢alismada diyabete ilaveten komplikasyon olarak periferik damar
hastalig1 olanlarda olmayanlara gére HGF diizeyinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Serum ya da kanserli dokudaki HGF konsantrasyonu ile kanser ve hastaligin seyri
arasindaki iligki literatiirde cokca arastirilmistir. Meme kanseri ile ilgili yapilan bir
calismada meme kanserli hastalarda HGF diizeyinin yiiksekligi ile TNM evrelemesi
arasinda paralel bir iligski oldugu vurgulanmistir. Bununla birlikte preoperatif donemde
hastaligin siddetinin belirlenmesinde HGF’nin kullanilmas: i¢inde daha detayl
caligmalar yapilmasi gerektigi ifade edilmistir (112). Toiyama ve ark. (113) kolorektal
kanserlerde yiikselmis serum HGF diizeyi ile tiimor olusumu, lenf nodu, uzak metastaz
ve kisalmis sagkalim arasinda iligki oldugunu ve HGF diizeyinin sagkalim igin
bagimsiz risk faktorii oldugunu ifade etmislerdir.

Mevcut calismada 24 saatlik idrarda sitrat, oksalat, kalsiyum ve firik asit
Ol¢timlerini yaptik. 24 saatlik idrarda kalsiyum konsantrasyonu hasta gurubunda kontrol
grubuna gore yiiksek idi. Yiikselmis idrar kalsiyum atilimi hem c¢ocuk hem erigkin
tiriner sistem tas1 olan kisilerde en sik goriilen bozukluktur (17). Curhan ve ark. (114)
tarafindan yapilan ve 24 saatlik idrar biyokimyasi ile tag olusum riski arasindaki
iliskinin degerlendirildigi caligmada tas hastaligi hikayesi olan kisilerde idrarla
kalsiyum atiliminin tas hikéyesi olmayanlara gore daha yiiksek oldugu tesbit edildi. Bu
calismada yas ve cinsiyete gore farkliliklar olsa bile, bu analit l¢limiiniin genel olarak
tas olugma riskini belirlemede 6nemli olabilecegi sonucuna varildi.

Yirmi dort saatlik idrar orneklerinde oksalat diizeyini hasta grubunda kontrol
grubuna gore daha yiiksek olarak bulduk. Diyetle oksalat alimindaki degisimler, analitik
metodlardaki farkliliklar ve askorbatin oksalata doniisiimii nedeni ile idrar oksalat
diizeylerinde ¢alismadan calismaya farkliliklar olabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
hiperoksaliirisi bulunan idiopatik kalsiyum oksalat tasi olan hastalarda ii¢ ay siire ile

normal kalsiyum, hayvansal protein ve tuz kisitlanmasi ile idrar oksalat atiliminin
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azaldigin1 gosterilmistir (115). Curhan ve ark. (114) hasta ve kontrol grubu arasinda
hiperoksaliiri siklig1 acisindan bir fark olmadigini, ancak erkeklerde bayanlara gore ii¢
kat daha fazla goriildiigiinii bildirmislerdir. Genel olarak kalsiyum tas1 olan kisilerin
%20’sinde hiperoksaliiri bulunmaktadir.

Idrarla sitrat atiliminin az olmasi, tas hastalarmmn biiyiik bir kisminda gériilebilen
kalsiyum tas olusumu i¢in bilinen bir risk faktoriidiir (116) ve biz de 6nceki ¢alisma
sonuglarina uygun sekilde hasta grubunda 24 saatlik idrar sitrat diizeylerini daha diisiik
tesbit ettik. Sitrat kalsiyumla ¢ozlinebilir kompleksler olusturarak kalsiyumun iyonik
konsantrasyonunu diislirmesinin yani sira COM Kkristallerinin olusmasini, biiyiimesini
ve agregasyonunu da inhibe etmektedir. Yine sitratin Tamm-Horsfall protein gibi
kristalizasyon inhibitorii proteinlerin etkilerini de artirdigi gosterilmistir (117). Bu
etkilerinden dolayi idrar sitrat diizeyinin diislik olmasi, tas olusum riskinde artisa neden
olmaktadir. Bu nedenle oral olarak potasyum sitrat verilmesi tas hastaliginin
tekrarlanmasinin  onlenmesinde etkili bir tedavi yoOntemi olarak kullaniimaktadir.
Miyake ve ark. (118) ¢ocuklarda tas hastaliginin daha az siklikta goriilmesinin nedeni
olarak erigkinlerden daha yiiksek idrar sitrat atilim1 oldugunu gostermislerdir.

Marickar (119) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, idrar kalsiyum ve oksalat
diizeylerinin kalsiyum oksalat tas1 olan kisilerde kontrol grubu ve gut hastaligi olan
kisilere gore daha yiiksek, sitrat diizeyinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Ayni
calismada iirik asit tasi, kalsiyum oksalat tas1 veya gut hastaligi olanlarda idrar {irik asit
diizeylerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Idrarla artmus iirik asit atilimi kalsiyum taslarinin yaklasik olarak %10’ununda
goriilebilen bir metabolik anormalliktir (52,59). Ancak calismamizda Idrar iirik asit
diizeyleri agisindan iki grup arasinda dnemli farklilik bulunamadi. Curhan ve ark. (120)
ise idrar irik asit atiliminin artmast ile tag olusum riski artmadigini aksine azaldigini
bildirmislerdir. Bu sonucun sebebi olarak ta hastalarin tas nedeni ile piirin icerigi az
gida ile beslenmeleri belirtmislerdir. Yine ayni ¢alismada idrar kalsiyum ve oksalat
atiliminin artigi ile tag olusum riskinin arttigini, sitrat atitlimi ve idrar volumiiniin artisi
ile de tas olusum riskinin azaldigini bildirmislerdir.

Kim ve ark. (121) obesite insidansindaki artisa bagl olarak hiperiirikoziirinin son

yillarda en sik goriilen iiriner metabolik anormallik oldugunu ileri siirmiiglerdir.
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Belirtilen idrar analitlerinin klinik 6nemi yiiksek veya diisiik olmalar ile
tanimlanmis olmasina ragmen sadece bunlarin sonuglarina gore belli bir risk diizeyi
tanimlanmasi1 zordur. Ciinkii risk faktorleri fazladir ve idrar bilesenleri yas, cinsiyet,
iklim ve diyete gore genis bir aralikta degismektedir. Urik asit atilimi da, viicut kitle
indeksinden, 24 satlik idrar Ornegi toplanirken fazla piirin tiiketiminden
etkilenebilmektedir.

Auge ve ark. (122) metabolik anormalliklerin tas olusumuna katkida bulundugu
bilgilerinden hareketle cerrahi tedavi gormiis ve Kalisiyel divertikiil tasi olan hastalarda
etkili selektif tedaviyi belirlemek amaci ile metabolik analizler yapmislar. Endoskopik
tedavi yapilmis kalisiyel divertikiil tasi olan ve rastgele secilmis tas hastalarinin 24
satlik idrar orneklerinden elde edilen hiperkalsiiiri, hiperoksaliiri, hipositratiiri ve
hiperiirikoziiri bulgularinin her iki grupta da benzer oldugunu bulmuslardir. Kalisiyel
divertikiil tas1 olan hastalarda, anatomik bozukluk nedeni ile olusan iiriner stazin, tas
olusumunu ag¢iklamak igin yeterli olmadigini birlikte anatomik olarak normal kalsiyum
tas1 olan kisilere benzer sekilde metabolik bozukluklarin da oldugunu bildirmislerdir.
Bu nedenle 24 saatlik idrar analiz sonuglar1 tas rekiirrensini azaltmak i¢in kullanilicak

olan medikal tedavi i¢inde bir 6ngorii saglamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, iiriner sistem tas hastalig1 olan 105 kisi ve saglikli 70 kisiden hem
kan hem de 24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. Kan 6rneklerinden serum ayirma tiiptinde
olanlar uygun hizda santrifiijlenerek serumlar1 ayrildi. Idrar ve serum &rnekleri
alikotlanarak, EDTA’l1 olanlar ise DNA izolasyonu i¢in herhangi bir isleme tabi
tutulmadan derin dondurucuda saklandi.

Hastalardan daha sonra endoiirolojik yontemlerle veya spontan pasajla iiriner
sistem taglar1 elde edildi. Bu taslarin cinsi hassas bir yontem olan ‘X-ray diffraction’
metodu ile tayin edildi. Bu islem Maden Tetkik ve Arama Genel Miidiirliigii nde
yapildi. Tas analizi sonuglarina gére 103 hastada kalsiyum, 4 hastada iirik asit, 1
hastada sistin ve 1 hastada ise striivit tas1 oldugu tesbit edildi.

HGF proteinine ait 2 bolgedeki polimorfizmler i¢in genetik ¢alisma yapildi. Ticari
kit kullanilarak DNA izolasyonu yapildi. HGF geni intron 13 C>A baz degisimi
(rs2074725) ve intron 14’deki T>C baz degisimi (rs2074724) analizleri, real-time PCR
(RT-PCR) kullanilarak TagMan allelik diskriminasyon yontemi ile belirlendi. Calisma
sonunda HGF geni intron 13 ve 14’deki SNP’ler ile {iriner sistem tas hastalig1 arasinda
onemli bir iligki bulunamadi. Yine allel siklig1 agisindan HGF geni intron 13 igin A ve
C alleli, intron 14 i¢in C ve T allelinin hasta ve kontrol grubu arasinda farklilik olmadig:
goriildii.

Serum HGF diizeyi, Human HGF ELISA kiti (Biosource Cat No:KAC2211)
kullanilarak mikropleyt okuyucuda (Bio-tek PowerWave XS) olgiildii ve sonugta tas
hastalig1 olan kisilerde serum HGF diizeyleri kontrol grubuna gore diisiik bulundu.
Ayrica HGF intron 13 ve 14 genotiplerinin serum HGF diizeyleri {izerine etkisinin
olmadigimi belirledik. Bu sonuglara gore, HGF disiikliigiiniin gen polimorfizminden
bagimsiz olarak bobrek hiicrelerinde apoptozis artisina ve buna bagl kristal ¢cokmesine
neden olabilecegini diisiinmekteyiz.

24 saatlik idrarda oksalat diizeyi Sigma marka kit kullanilarak enzimatik yontem
ile sitrat diizeyi ise sitrat liyaz enzimi kullanilarak Far Diagnostics marka kit
kullanilarak 6lciildii. Idrar kalsiyum, iirik asit diizeyleri standart spektrofotometrik
metodlar kullanilarak Cobas 6000 otoanalizoriinde olgiildii. Hasta grubunda kontrol

grubuna gore idrar kalsiyum ve oksalat atiliminin daha yiiksek, sitrat atiliminin ise daha
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diisiik oldugu bulundu. idrar iirik asit diizeyleri agisindan ise iki grup arasinda onemli
farklilik gozlenmedi.

Sonug olarak; genetik, anatomik, metabolik ve ¢evresel faktorlerin etkilesiminin
sonucunda kompleks bir sekilde meydana gelen tas hastaliginda genetik ¢alismalar artik
bir takim veriler sunmaya baglamistir. Tas hastalig1 olan kisilerin idrar bilesimi ve
kalsifikasyonda rolii olan veya olabilecegi diisiiniilen diger aday proteinler proteomik
calismalar ile, bu proteinlerin genleri de genetik ¢alismalarla incelenebilir. Boylece bu
caligmalarin 1g1ginda  klinik kullanima girebilecek biyomolekiiller belirlenerek
giintimiizde hala 6nemli bir saglik sorunu olan iiriner sistem tas hastaliginin ¢éztimiine

onemli katkilar saglanabilir.
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