1. GIRIS

Son vyillarda, Ozellikle endlstri Ulkelerinde, kalsiyum okzalat (CaOx)
kristallerinin neden oldugu bobrek tasi hastaliginin gérilme sikligi 6nemli
derecede artmistir (1). Bobrek tasi yaygin bir saghk problemi olarak karsimiza
cikmaktadir (2). Dinya genelinde; 1992 yili kayitlarina goére, cografik bolgeye
de bagl olarak, populasyonun %1-14 kadarinin bu rahatsizliga sahip oldugu
bilinmektedir (3).

Biyolojik mineralizasyon, canli organizmalar igin énemli bir biyolojik
strectir (4). Kemik ve dis olusumu mineralizasyonu saglikh bir isleyis ile
sonuglanan normal durumlar iken, bdébrek taslan patolojik bir sirecin
daranuddrler (4).

Bobrek tasi yaygin rastlanan bir hastallk olmasina ragmen gelisimi ve
mekanizmas! tam olarak anlasilabilmis degildir (2). Bu durum; bobrek tasi
olusumunun ¢ok sayida faktorin rol aldigi karmasik bir isleyis olmasindan
kaynaklanmaktadir (2). Tas hastaliginin birincil nedeni, idrarin kalsiyum tuzlarn
acisindan asiri doygun (supersaturation) olmasidir (5,6). Ancak; tiim insanlarin
idrarlar bu tuzlarca asin doygun olmasina ragmen, neden sadece bazilarinda tas
olusumunun gozlenip bazilarinda gézlenmedigi bir bilinmezdir (2).

Kalsiyum okzalat taslarinin olusumu; kristal gekirdeklesmesi, bliyime ve
kiimelenme, kristallerin renal tubulllerde tutulumu gibi karmasik olaylar
silsilesinin bir sonucudur (7). Idrar icerisinde; cesitli iyonlar, makromolekdller,
tuzlar ve metabolitler hakimdir (8). Bu Uriner bilesenler, kristallerin
olusumundan renal tdbulllerde tutulumuna kadar gelisen tas fizyolojisinin
olusumunda rol sahibidirler (8).

Ancak, idrarda tas olusumunu vyonlendiren faktérlerin yani sira
engelleyen faktorler de mevcuttur (5). Bunlar arasinda; bikunin, osteopontin,
Tamm-Horsfall glikoproteini, matriks Gla proteini ve protrombin fagment-1
sayilabilir (8). Bikunin, CaOx kristal cekirdeklesmesinin ve kimelenmesinin
kuvvetli bir dnleyicisidir (9,10,11).

Bikunin 35 kDa adirhdinda kuguk bir glikoprotein olup esas olarak
hepatositlerde sentezlenmektedir (9). iki adet Kunitz tip serin proteaz &nleyici
bélgeye (domain) sahiptir (12). Bu bdlgeleri N- ve C-ug uzantilan gevreler (12).

Bikunin, karaciger kokenli inter-o(alfa)-6nleyici (inhibitor) ailesinin bir

Uyesidir (4). Inter-a-6nleyici (Iol), plazmada serin proteaz ®&nleyicisi olarak



gbrev yapmaktadir (11). Serin proteaz onleyici etkinlik IoI'lin hafif zinciri olarak
bilinen bikunin sayesinde gerceklesmektedir (1,11). Ailenin diger uyeleri,
birbirinin homologu olan 2 ayri adir zincirdir (heavy chain 1-2; H1, H2) (13,14).
Adir zincirler ile bikunin arasindaki etkilesim bikunine ait kondroitin sllfat zinciri
sayesinde olmaktadir (11).

Bikunin, plazma ve idrarda serbest halde de bulunmaktadir (11). Bikunin
idrara glomerular filtrasyonla gegebilmektedir (12).

Yapilan galismalar bikuninin; bébrek, testis, kalp, akciger, beyin gibi
cesitli dokularda da sentezlendigini ortaya cikarmistir (10,14). Bikunin cesitli
fizyolojik rollere sahip dlzenleyici bir proteindir (12,14). Plazmadaki serin
proteaz onleyici gérevinin yani sira; kanser hicrelerinin metaztaz ve yayiliminin
onlenmesinde, hlicre gelisiminde, badisiklik cevabinda ve hicresel kalsiyum
aliminin engellenmesinde etki sahibidir (12).

Canh disi (in vitro) ortamda yapilan gesitli galismalarla; bikuninin CaOx
kristal gelisiminin 6nlenmesinde 6nemli bir role sahip oldudu anlasiimistir.
Deneysel olarak tas gelistirilmis sicanlarda karaciger ve bobrekteki bikunin gen
ifadeleri (transkripsiyon) izlenmis ve bdbrek epitel hiicrelerinde, CaOx’a cevap
olarak, sentezin ciddi derecede arttigi goérilmistir (9). Ayni galismada
karacigerdeki sentezde kayda deder bir farkliik olmadigi rapor edilmistir (9).
Dolayisiyla; idrardaki artmis bikunin derisiminin kaynadinin, karacigerde
sentezlenip glomerular filtrasyonla idrara salinmis bikunin dedil; renal epitel
hicrelerin CaOx’a karsi bir cevap olarak bizzat Urettigi bikunin oldugu
distntlmektedir (9).

Deneysel olarak tas gelisen sicanlarda vyapilan RT-PCR (reverse
transcription - polymerase chain reaction; ters-diz polimeraz zincir tepkimesi)
deneyleri ile bébrek hicrelerinde sentezi artan ve azalan mRNA’lar tespit
edilmistir (7). Bu galisma neticesinde; bikunin, osteopontin, matriks Gla proteini
ve Tamm-Horsfall proteinin mRNA’larinda artis oldugu dogrulanmistir (7).

Bikuninin CaOx onleyici etkinliginin, tas hastalarinin idrarlarinda saglikli
bireylere nazaran zayif oldugu tespit edilmistir (3). Ayrica; tas olusturan
bireylerin idrarlarindaki bikunin derisiminin saglikli bireylere oranla distk oldugu
da go6zlenmistir (4).

Farkl bir calismada, canh disi ortamda okzalat ve kalsiyum okzalat
kristallerine maruz birakilan renal hicrelerin bikunin genini ifade ettigi
godzlenmistir (6). lida ve ark. artan bikunin Uretiminin; okzalatin zararl
etkilerine karsin, renal epitel hicrelerinin koruyucu bir cevabi seklinde

yorumlamislardir (6).



Bikunin karbonhidrat zincirlere sahip bir moleklldir (12). Ancak
bikuninin CaOx tas olusumunu o6nleyici etkinligi icin karbonhidrat zincirlere
gereksinim yoktur (15). Onleyici etkinligin ikinci Kunitz tip bélge ile gerceklestigi
distnulmektedir ve Kunitz-2 bolgesinin varliginin CaOx kristallerini énlemede
gerekli ve yeterli olduguna inanilmaktadir (15,16).

Bikuninin CaOx olusumunu nasil 6nledigi hakkinda cesitli gértsler vardir.
Bu etkiyi aciklayan ilk olasi modele gdre; bikunin ikinci Kunitz bdlge iginde
pozitif yikli bir gruba sahiptir ve elektrostatik bir etkiyle kalsiyumun kristallere
baglanmasini engellemektedir (5,15). Proteinin baglanisi kristallerin etrafindaki
elektrostatik ylzeyi dedistirmektedir (15). Protein molekulinin pozitif ylzeyi
katyonlar itmekte ve disik Ca iyon derisimine neden olmaktadir (15). Ikinci
olasi modele gére ise; bikunin proteinin CaOx kristallerine baglanmasi kristalleri
ve kristal matriks proteinlerini yapisal dedisime silrtklemekte ve kalsiyumun
baglanma enerjisinde dedisiklige neden olmaktadir (15). Bdylece bikunin, Ca
iyonlariyla etkileserek birbirleriyle aralarindaki etkilesimin 6nliine gecmis
olmaktadir (15).

Bikunin, alfal-mikroglobulin (al-m; A1M) proteiniyle ayni 6ncli gen
(AMBP; alphal-microglobulin/bikunin precursor) Uzerinden sentezlenmektedir
(13,14,16,17). Alfal-mikroglobulin ve bikunin vyapisal ve islevsel agidan
birbirinden bagimsiz iki ayri aileye mensup proteinlerdir (17). Gen toplam 10
ekzon, 9 introndan olusmaktadir (17,18,19,20). ilk alti ekzon «1-m’i kodlarken
son doért ekzon bikunini kodlamaktadir (17,18,19,20). Tek mRNA Griand iki
protein translasyon sonrasinda golgi aygitinda kesilerek birbirinden ayrilir (21).

Bu calismada; bdbrek tasi olusturan bireylerin, bikunin yapisal ve
6zendirici (promoter) gen bdlgelerinde c¢okyapiliik (polymorphism) taramasi
gerceklestirilmistir. Bikunin , tas olusumunun engellenmesinde dnemli bir role
sahiptir (1,4,6,9,10). Dolayisiyla hasta bireylerde, bikuninin tas olusumunu
Onleyici etkinligindeki degdisimin transkripsiyonel dizenlenmesinin iyi anlasiimasi
ile tedavi hizmetlerine yardimc olunacagi duasltnulmektedir. Bobrek tasi
olusumunun molekller temellerinin arastiriimasi, ileride daha etkin saglik
hizmetleri verebilmemizi, moleklller anlamda bilgi ve tecribe sahibi olmamiz
saglayacaktir. Bu calismada, tas olusum mekanizmasinda engelleyici etki sahibi
bikuninin muhtemel allelik degisimi ile tas olusumu arasinda bir iliskinin varhdi

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Tasi Olusumu

Idrarda cesitli iyonlar, tuzlar, makromolekiller ve metabolitler bulunur
(8). Bobrek tasi olusumu tim bu bilesenlerin varlidinda gergeklesir (8).
Proteinler, yaglar ve glikozaminoglikanlar yaygin Uriner makromolekullerdir.
Idrarda baskin olarak bulunan kristaller ise kalsiyum okzalat (CaOx) ve kalsiyum
fosfattir (CaP) (8).

Insanhgin biyitk bir kismi icin ciddi bir saglik sorunu olan bébrek tasi
(kalkuli), Uriner sistemde CaOx ve CaP gibi kati maddelerin olusumuyla
tanimlanir (3). Dinya genelinde, cografik bolgeye de bagl olarak, populasyonun
%1-14 kadan tas hastaligindan muzdariptir (3).

Bobrek tasi cok cgesitli organik veya inorganik bilesimlerin olusumu
neticesinde goézlenir. Ancak tas olusumlarinin %70’den fazlasi birincil eleman
olarak CaOx igerir (3). Tas olusumunda iki ana basamak aciklikla ayirt edilir (3).
Birincisi; bobrekte tutulmus kati fazdaki bir takim pargaciklarin tas cgekirdegi
olarak gérev yapmasi, ikincisi ise olusan gekirdegin tizerine devamli olarak CaOx
birikimi sonucunda bdbrek tasinin gelisimidir (3). Bu iki basamak; gekirdek

olusumu, kristalin gelismesi ve kiimelenme safhalarindan olusmaktadir (3,22).

2.1.1. Cekirdek Olusumu

Okzalokalsik tas hastalarinin idrarlari CaOx agisindan asiri doygundur (3).
Asirt doygunluk kristallesmenin gerceklesmesi icin 6n kosuldur (23). Ancak
kristali olusturacak parcaciklarin homojen gekirdeklesmesi igin yeterli degildir
(3). Kalsiyum okzalat; kalsiyum fosfat, Urik asit, bazi mikropartikiller ve bébrek
dokusu gibi cesitli substratlarin da katilimi sonucu bir mekanizmayla karma
yapil (heterojen) cekirdeklesmeye gider (3). Bu gekirdek bdbrekte kalabilmek
icin ic duvarlara tutunur (3). Bobrek duvan glikozaminoglikan bir tabaka ile
korunuyor oldugundan olusan tas gekirdekleri koruyucu tabakanin hasarli veya
ince oldugu kisimlara tutunabilir (3). Kalsiyum okzalat kristallerinin renal
epitellere tutunumu kristal tipine 6zgln bir durumdur ve idrarda bulunan

glikozaminoglikanlar ve glikoproteinlerce énline gegilebilir (24).



2.1.2. Kristal Gelisimi

Bbbrekte hakim olan kosullar altinda, CaOx kristal gelisimi, “ylzey
tepkimesi” ile kontrol edilir (3). Tas gelisimine katkida bulunan her bir kristal
parcgasl, gelismekte olan kristal gdvdeye dahil olmak (zere kristal ylizey Gzerine
yerlesir (3). Yeni kristal parcacik gdvde vylizeyinden gegirilir (3). Pespese
gerceklesen kristal katilimi, tasin gelisimine neden olur, ancak; gelisim oranini
belirlemede rol sahibi dedildir (3). Bu sartlar altinda kristal gelisimini 6nleyen
molekiller (inhibitérler) gekirdek olusumunu kayda deder olglide dislrir (3).
Ancak bu slirec surekli ve tam bir sonug saglamaz (3). Dolayisiyla bobrekte
tutulan CaOx tas cekirdedi bir zaman sonra tam buyulklikte bir tasa dontstr
(3). Altini gizmek gerekir ki; bu gelisimin orani asiri doygunluk ve cesitli

bilesiklerin varligi gibi bobrekteki mevcut sartlarin bir Grintdur (3).

2.1.3. Kiimelenme

Okzalokalsik renal taglarin merkezleri, 5 pm genislikteki sayisiz
parcaciktan olusan, kimesel ¢oklu kristalin bir yapiya sahiptir (3). Tas
cekirdedini olusturan 5 um cgapli, cok sayidaki kristalin dlizenli gelisimi sonucu,
az sayida ve genis captaki kristaller olusur (3). Bu asamali isleyis ve
organizasyon, kimelenmenin tas gelisiminde 6nemli bir basamak olduguna
isaret etmektedir (3).

Bazi arastirmacilar kiimelenmenin “ikincil yigilma mekanizmasi” denen
bir yolla gergeklestigine inanmaktadirlar (3). Bu disinceye gore; kiimelenme,
sivi icindeki Brownian hareketi sergileyen badimsiz parcaciklarin carpismasi
neticesinde gerceklesmektedir (3). Fakat; idrarda bulunan kati parcaciklar
yukari uriner sistemde de varlik gostermektedir (3). Burada ikincil yidilmanin
ortaya cikabilmesi icin gerekli kosullari saglayabilmektedir (3) Bu durumda
parcaciklarin tas olusturan tim bireylerin idrarlarinda gézlenmesi ve bu kisilerin
kristalUriyi sergilemesi beklenir (3). Ancak klinik arastirmalar neticesinde tas
olusturan bireylerin édnemli bir kisminin gézlenebilir bir kristalliri sergilemedikleri
bilinmektedir (3). Bu demek olur ki; ikincil yidilma mekanizmasinin, sanilanin
aksine, tas gelisiminde bir roll yoktur (3).

Kimelenme igin 6ne slrulen bir diger mekanizma ise “birincil yigilma
mekanizmasi”dir (3). Cesitli sayidaki, farkh orijinli kristallerin olusturdugu goklu-
kristalin yapinin tas olusumuna neden olusu ile acgiklanir (3). Birincil yidilma;
yeni kristallerin, dlzensiz gelismis ana kristallerden koparak gelisip ayni
bayuklige gelmesi ile aciklanabilecek bir tlir kristal gelisim bozuklugudur (3).

Bu mekanizma tas olusumuna neden olacak kristallerin dereceli olarak artisina



neden olur (3). Yapilan galismalar gostermistir ki; birincil yigilma mekanizmasi,
kalsiyum okzalat monohidrattan olusan okzalokalsik tas g¢ekirdeginin

olusumundan sorumlu birincil baskin mekanizmadir (3).

2.1.4. Tas Olusum Mekanizmasi

Kalsiyum okzalat taslari, yukarn Uriner sistem duvarlarina tutunmus
¢o6zlinmez kati pargaciklarin olusturdugu gekirdekten koken alarak olusurlar (3).
Bu parcaciklar ancak sivi igerisinde meydana gelebilirler (3). Her iki durumda da
isleyis onleyicilerin (inhibitor) eksikligi veya 6zendiricilerin (promoter) varlidi ile
desteklenir (3). Tas olusumu icin gerekli kosul bébredin ic duvarlarini kaplayan
tutunmayi engelleyici tabakanin hasarl veya incelmis olmasidir (3).

Olusan her bir tas cgekirdedi bobrekten yikanip atilamadigi takdirde
gelismis bir tasa donusir (3). Bir tasi olusturan kristallerin sayisi, birincil yigiima
ve yeni kristallerin karma yapili (heterojen) cekirdeklesmesi ile artar (3).

Tas olusumunda, 6nleyici etkinligin azalmasi ve cgekirdeklesmeye yo6n
veren 6zendiricilerin varligi 6nemli derecede etki sahibidir (3). Ancak bébregin ig
ylzi tutunmay! engelleyici tabaka ile gok iyi korunuyorsa bu faktérlerin varhgi
tas olusumu igin yeterli degildir (3). Koruyucu glikozaminoglikan tabaka hasar
gérdigunde veya inceldiginde onleyici eksikligi ve O6zendirici varhdl tas
olusumunu destekler (3). Bu halde renal tas olusumunun belirleyici basamagdi
tas gekirdeginin olusumudur (3). Dolayisiyla bu basamak baskilanirsa taslasma
da engellenebilecektir (3). Tas olusumunda, O6nleyici proteinlerin etkisi bu

proteinleri sifreleyen genlerin galisiimasi ile netlige kavusacaktir (25).

2.2. Tas Olusumunu Etkileyen Faktorler

2.2.1. Okzalat

Okzalat (C,0427) kiclk bir dikarboksilik asittir (26). Glomerulustan
kolayhkla stzilebilir (26). Pek cok tas olusumu vakasinda ortak olan idrarda
asirn doygun miktarda okzalatin bulunmasidir (27). Bu durum hiperokzalairi
olarak adlandinimaktadir (27). Memelilerde beslenme vyoluyla asin dozda
alinmasina ragmen serumdaki okzalat miktar dusUktar (28). Glomerulustan
slzilen okzalatin derisimi ise % 50-80 gibi ylksek oranlardadir (28). Suyun geri
emilimi ile tlbller sistemdeki okzalat derisimi doygunluk noktasinin Gzerine
¢ikar (supersaturasyon) ve idrara salinacak olan kalsiyum okzalat kristallerinin

olusmasina neden olur (kristallri) (27).



Hiperokzalalirinin CaOx tas hastaliginda 6nemli bir role sahip oldugu
disinilmektedir (26, 29). Uriner okzalatin, kalsiyumun asin doygunluk
seviyesinden daha 6nemli bir belirleyici olduguna inanilmaktadir (26).

Idrara salinan okzalat miktari beslenme yoluyla alima, viicut ici tretime,
badirsaklardaki emilime ve renal tasinima baghdir (26, 29). Vicuttaki Uretim
glioksilat ve askorbat metabolizmasi sonucu gercgeklesir (26). Ancak tas

hastalarinda okzalat metabolizmasinda bir diizensizlik gosterilememistir (26).

2.2.2. Sitrat

Sitratin toplam salinimi ve idrardaki derisimi, saghkh bireylerden olusan
kontrol grubuna gére tas olusturanlarda disuktir (3). Sitrat kristal gelisiminin,
yigilmanin ve heterojen cgekirdeklesmenin etkin bir dnleyicisidir (3). Kalsiyum
iyonlari ile etkilesime girerek kalsiyumun okzalat iyonlariyla bir araya gelmesine
engel olur (22).

2.2.3. Magnezyum

Normal sartlarda idrarda bulunan magnezyum, okzalat iyonlarina
baglanarak kalsiyum okzalat kristal olusumunu engeller (22). Magnezyumun
idrarda distk derisimde bulunmasi hali hipomagneziri olarak adlandirlir.

Hipomagneziri tas olusumunda etkindir (22).

2.2.4. Urat

Urat, idrarda yliksek derisimde bulundugu takdirde (hiperirikosiiri)

CaOx’in cokelmesini saglar (22).

2.2.5. pH

Bobrek icerisinde hakim olan pH, CaOx’in ¢6zunUrligu Uzerinde etkilidir
(22). CaOx tas hastalari ve sadlikli bireylerin idrarlarinda yapilan calismalar
neticesinde kristallesme riskinin en ylksek oldugu pH araligi 4,5-5,5 olarak
bulunmustur (30). 4,5'tan disik ve 6,0'dan ylksek pH dederleri de galisiimis ve
en az tas riskinin 4,5'tan duslk pH dederlerinde oldugu gozlenmistir (30). Bu

durum asidik pH’da CaOx’in ¢6zinUrliglinin artmasindan dolayidir (30).



2.3. Inter-o (Alpha)-Onleyici (Inhibitor) Ailesi Proteinleri

Inter-a-6nleyici (Ial) ailesi proteinleri karaciger kdkenli bir grup plazma
proteaz dnleyicisi olup doért farkli genden sentezlenirler (13). Bu polipeptitlerden
Ugl homolog ve 75-85 kDa molekiler agirlikta olup agir zincir (heavy chain) 1,
2 ve 3 (H1, H2, H3) olarak adlandinimaktadirlar (13,14,31). Dérdincl ise hafif
zincir veya bikunin olarak isimlendirilmis, 25 kDa adirliginda ve proteaz 6nleyici
etkinligini tasiyan proteindir. Olusan IoI 220 kDa molekiler agirlida sahip bir
molekdldiar (31).

Bikunin bir kondroitin sllfat zinciri tasir. Bu zincir yiksek molektler
agirlikli  Gyelerin (inter-o-6nleyici ve pre-a-6nleyici: Pal) olusumu igin adir
zincirlerin bikunine baglanmasinda gérev yapar (11). insanda; Inter-o-6nleyici
bilesigi, bikunin, H1 ve H2'nin birlesimiyle; pre-a-6nleyici (Pal) ise bikunin ve
H3'lUn birlesimiyle olusmaktadir (Sekil 1) (11).
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Sekil 1. Ial ve Pol’'nin sematik gosterimi. a) Ial molekdlinin iki adir zinciri bikuninin
kondroitin sulfat zincirine kovalent olarak baglanmaktadir. b) Pal’yi olusturan agir zincir 3
ve bikunin, kondroitin silfat zincir sayesinde kovalent olarak baglanmaktadir. Her iki
molekilde de baglanma adir zincirin C ucundaki amino asitin o karbonu ile kondroitin
slilfat zincirinin sllfatlanmamis GalNAc kalintisi arasinda ester badi olusumu ile
gerceklesmektedir (37).

Diger turlerde insandaki olusumlardan farkli kombinasyonlar gorulir.
Ornegdin sigir plazmasinda bikunin ve H2'nin ya da bikunin H2 ve H3’ln

olusturdugu bilesimler goérulir (14).



2.3.1. Bikunin

1909 yilinda gesitli patolojik durumlardan muzdarip hastalarin idrarlarinin
tripsin etkinligini engelleme 6zelligine sahip oldugu ortaya atildi (12). 1955'te
antitriptik etkinlige sahip molekul idrardan saflandirildi ve UTI (urinary trypsin
inhibitor) olarak adlandirildi. Glcglli asitlere dayanikh oldugu gérilen proteine
farkh arastirmacilarca ASTI (acid stable trypsin inhibitor) adi verildi (12).
Serumda tespit edilmis ve molekiler agirligindan dolayr HI-30 (human inhibitor
30) adi verilmis olan proteinin UTI ile ayni protein oldugu anlasildi (12). Ayni
protein farkli kaynaklarda mingin, Urinastatin, Ulinastatin gibi isimler de almistir
(1,12). 1990 yilinda bir grup arastirmaci bir araya gelerek isim gesitliliginden
kaynaklanan sorunu ¢6zmek maksadiyla, sahip oldudgu iki Kunitz bdlgeden
dolayi, bikunin isminin kullanilmasina karar vermislerdir (12).

Bikunin; tripsin, kimotripsin, plazmin, |6kosit elastaz, katepsin B ve H
gibi cesitli serin proteazlarin 6nleyicisidir (inhibitér) (16). Serumda, idrarda ve
cesitli dokularda yuiksek miktarlarda bulunur (16). Serumda serbest ve bilesik
halde bulunurken idrarda sadece serbest durumdadir (16).

Bikunin hicre igi kalsiyum seviyesinin ayarlanmasinda rol aldigi gibi
hicre disi matriks proteinlerinin diizenlenmesinde, inflamasyonda ve kanser
hlcrelerinin metastazi ve yayilliminin etkin bigimde 6nlenmesinde de rol aldigi
rapor edilmistir (12,14). Bikunin hlicre gelisiminin diizenlemesinde iki fazh bir
etkiye sahiptir. Dlslk derisimdeki bikunin gelisimi tesvik ederken, ylksek
derisim hicre gelisimini engellemektedir (16).

Farkh calismalarda; insan, sican ve farelerde bikunini kodlayan cDNA
klonlanmis ve bikuninle beraber o1-mikroglobulinin («1-m) de kodlandigi ortaya
¢tkarilmistir (17,18,19,20).

2.3.2. Bikunin Protein Yapisi

Bikunin polipeptit zinciri etkin Kunitz tip iki proteaz onleyici bdlgeye
(domain) sahiptir (Sekil 2) (2,16). Bu bdlgeler ayni zamanda HI-14 ve HI-8
olarak da adlandinimaktadirlar (2). Ortalama 50 amino asitten olusan kunitz tip
bélgeler isimlerinden de anlasilacagi gibi 14 ve 8 kDa adirliktadirlar (2,16). Bu
bolgeler igerdikleri ¢ disulfit képri ile kendilerine 6zgl bir yapi olustururlar
(Sekil 2) (14). Farkh sayilarda Kunitz tip bdlgeye sahip bilinen birgok protein
mevcuttur (14). Bunlar BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor), TFPI (tissue
factor pathway inhibitor), APP (Alzheimer amiloid B-protein precursor)’nin
alternatif intron ayiklanmasi sonucu olusan varyanti, yilan zehiri temel proteaz

Onleyicileri ile tip VI ve tip VII kollajenlerin C-ug kisimlarnidir (14,16).



Kristalografik calismalar, ayni eksen Uzerindeki iki kunitz tip bélgenin
kisa bir peptitle birlestigini ortaya cikarmistir (16). Proteazi tanimakla gorevli
kisimlar V bigimli her bir Kunitz bélgenin birbirine zit uglarinda bulunur (Sekil 2)
(14).

Bilge II

Sekil 2. Bikuninin katlanmis protein yapisi ve Kunitz tip bélgeleri. Agcik ve koyu gri
bolgeler sirasiyla Kunitz bélge 1 ve 2'dir. Proteaza baglanmakla gorevli kisimlar Met 36
ve Arg 92 gorlilmektedir. Tripsinden daha bliylk enzimlerin ikinci bélgeye badlanmasi
birinci bolge tarafindan engellenir (12).

Kunitz tip bdlgeleri 10-25 amino asit uzunluktaki N ve C ug uzantilar
cevreler (14,16). N ug peptit Ser-10'a (peptit zincirinde 10. sirada bulunan serin
amino asiti) bagli bir kondroitin stlfat zinciri tasir. Zincir protein saflandiriimasi

sirasinda Ser-10'un proteolitik kesimiyle peptitten uzaklastirilabilmektedir (16).

2.3.2.1. Bikunin Karbonhidratlar

Bikunin 35 kDa adirlikta bir glikoprotein olup % 8,5 oraninda
karbonhidrat icerir (32).

Bikunin N-ug¢ uzantisi UGzerinde SerlQ (peptit zincirinde 10. sirada
bulunan serin amino asiti) ve Kunitz bélge 1 icinde Asn45 (peptit zincirinde 45.
sirada bulunan asparajin amino asiti) olmak Uzere iki glikozilasyon bdlgesi
bulundurur (Sekil 3) (14,16). Ser10’a bagl kondroitin sulfat zinciri 7-8 kDa
molekiler agirliga sahiptir ve GlcA (glukuronik asit) ve GalNAc (N-asetil galaktoz
amin)’in olusturdugu 15+3 disakkarit birimden olusur (16). H1, H2 ve H3 ile
bikunin arasindaki badlanti kondroitin silfat zinciri aracihidiyla olmaktadir
(12,13,16). Kunitz bolge 1 igindeki Asn45’e bagh diger karbonhidrat zincirinin

elektron mikroskopisi ile sadece N-asetilglukozamin birimi anlasilabilmistir (16).
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Kondroitin silfat zincirindeki silfatlanma polipeptite en yakin bes GalNAc
birimden gergeklesmektedir (12). Diger glikozaminoglikan tiplerinde de
gorulduga gibi polipeptit baglanma bolgesindeki seker birimleri kondroitin stlfat
zincirinde de Xyl-Gal-Gal-GIcA’dir (12,14). Bikunine baglanan diger karbonhidrat
ise Kunitz boélge 1 icinde bulunan Asn45’e tutunan N-baglh oligosakkarittir (16).

Karbonhidrat zincirleri bikunin molekulinin hidrodinamik &zellikleri
Uzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir (14). 25-26 kDa adirliktaki bikuninin SDS-
PAGE (sodyum dodesil stlfat- poliakrilamid jel elektroforezi)'ndeki hareketliligi
neticesinde goézlenen agirhigi 35-45 kDa’'dur (14,16). Kondroitin silfat zincirinin
uzunluguna ve sulfatlanmanin derecesine bagli olarak bikunin SDS-PAGE’de

siklikla net olmayan yayilmis bir bant gértntidsa verir (14).

Kondroitin
silfat zincin

) itz
M= bilge 11
M=-badh
aligosalklarit -
~C
Funitz |
bilge T I

Sekil 3. Bikuninin sematik yapisi ve bagh karbonhidratlar. Amino asitler daire, seker
birimleri kare ile gosterilmistir. Protein, iki Kunitz tip bélge, N ve C ug¢ uzantilarindan
olusmaktadir. Kunitz bélgeler kisa bir peptit ile baglanmislardir (12).



2.3.3. Adir Zincirler

Agir zincirlerin (H1, H2, H3) genleri, atasal bir H geninden ikilenmeler
(duplikasyon) neticesinde olusmustur (13). Proteinlerin cDNA dizileri birbirinin
homologudur (13).

Agir zincirlerin yapisal 6zellikleri hakkinda su an elde bulunan bilgiler
biyokimyasal analizler ve diger proteinlerle dizin karsilastirmalari sonucu elde
edilmistir (14). Insan Iol'den izole edilen agir zincirler jel filtrasyonunda
yayillimcr birer protein davranisi sergilemektedirler (14). Sinirlh proteolizis ve
elektron mikroskobi deneyleri neticesinde polipeptit zincirlerinin  N-ug
kisimlarinin globuler bdlge olusturdugu, kalan kisimlarin ise cubuksal ve
diizensiz bir yapiya sahip oldugu anlasiimistir (14).

Adir zincirler hem N- hem de O-glikozillenmistir (14). Agdir zincir 1 gift
anten gibi bir yapiyr andiran Asn251 ve Asn554’e tutunmus iki oligosakkarit ve
polipeptitin C-uc kismindaki treonin amino asitine badgli GalNac (N-asetil
galaktoz amin)-Gal (galaktoz)-NeuA (ndéraminik asit)'ten olusan bir trisakkarit
zincire sahiptir (14). Benzer sekilde H2 de N-ucunda anten bigimli
oligosakkaritler ve C-ucunda 4 adet O-bagh trisakkarit zincir tasimaktadir (14).

Inter-a-6nleyici ailesine dahil her iki agir zincir de disilfit képrisi icerir
(14). Adir zincir 1'e ait iki disulfit képrisliinden sadece biri polipeptitin uzak
kisimlarini bir araya getirirken diger disulfit bagi ve H2'ye ait iki distlfit koprisi

pespese veya iki amino asit uzakliktaki sisteinleri baglar (14).

2.3.4. Bikuninin Katildigi Bilesikler

Bikunin ve adir zincirler, bikunine ait kondroitin stlfat zinciriyle kovalent
baglanarak bilesik olustururlar (Sekil 4) (12,13,14,16). Bu durum polipeptit
zincirlerinin kondroitinaz muamelesi sonucu salinimiyla anlasiimis, bagin yapisi
daha sonra kutle spektrometresi ile ilk olarak Pal’da daha sonra IxI’'da acikliga
kavusturulmustur (14). Bag; adir zincirin C ucundaki aspartik asitin o-karboksil
grubu ile bikuninin kondroitin silfat zincirindeki N-asetil galaktoz aminin C6
hidroksil grubunun ester badiyla baglanmasi neticesinde olusur (16). Bu tip
baglanma Iol ailesinde goérilir ve protein-glikozaminoglikan-protein (PGP)
olarak da adlandinilir (14).

12



?C}D'

CH
adir zincirin | = {P
polipeptidi —NH —DH—G\
D

;_5’\0 \5\ 0, Q “5\
HMNAC HMNAC

bikuninin kondroitin siilfat zinciri

Sekil 4. Bikunin ile adir zincirleri baglayan kondroitin silfat zinciri (37).

2.3.5. Viicuttaki Dagihm

Inter-a-6nleyici ailesi proteinlerinin nerede sentezlendigini bulmak
amaciyla yapilan Northern bantlama deneyleri neticesinde tim polipeptitlerin
baslica karacigerde ifade edildigi gortlmustlir (14). Karacigere ek olarak H1-3
ve bikuninin diger bazi organlarda da ancak daha az miktarlarda sentezlendigi

ortaya cikarilmistir (14). Bunlar Tablo 1’de goérilmektedir.

Tablo 1. Bikunin ve H1-3'iin Sentezlendigi Organlar (14).

T
[T

Bikunin H2 H3

Bobrek +

Testis

+

+
Kalp +
Pankreas +
Adrenal Bez

Akciger +

+ 4+ 4+ 4+ + 4+ 4+

Uterus

Periferal

—+

Lokositler

Beyin +

Bikunin ayrica vicut sivilarinda da gozlenebilmektedir (14). Plazmada 4-

7 UM olup %2-10 kadarn serbest haldedir (14). Bikunin plazmanin yani sira
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idrarda, bronsiyal mukusta, seminal plazmada, lenfte ve safrada da
bulunabilmektedir (14). Bu calismanin odak noktasini, diger dokularin yani sira,
bobrek epitel hicreleri tarafindan sentezlenip idrara salinan bikunin proteini

olusturmaktadir.

2.3.6. Biyosentez

Inter-a-6nleyici ailesine dahil tiim proteinler dncli polipeptitler olarak
sentezlenirler (14). Bu 6ncl polipeptitler uyari-ileti dizilerine ve ilave uzantilara
sahiptirler (14). Olgunlasma esnasinda bu uzantilar proteolitik olarak
uzaklastirilir (14).

2.3.6.1. Bikunin Onctisiiniin Proteolitik Islenmesi ve Glikozillenmesi

iki iliskisiz proteinin ayni genden sentezlenmesi ve ayni mRNA'dan tek
polipeptit olarak Uretimi sadece «1-mikroglobulin/bikunin énciliinde gérilen bir
durumdur (14). Onci polipeptitin N-u¢ kisminda bulunan o1-mikroglobulin
bikuninden Arg-X-Arg-Arg tetrapeptidiyle ayrilir (14). Bu tetrapeptit proprotein
doénustiricd enzimler (konvertaz) igin tipik bir tanima bdlgesidir (14). Ancak «1-
mikroglobulin/bikunin  dnctsind  canh icinde  kesen enzim henlz
tanimlanmamistir  (14). Furin adh enzimin benzeri bir enzim oldudu
disindlmektedir (13). Furin, canl disi galismalarda kesimi gergeklestirirken,
canli icinde ayni etkinligi géstermemektedir (13).

Bikuninin kondroitin silfat zinciri, polipeptidin N-ucunda yer alan Ser10
amino asiti Uzerine sentezlenir (14). Ksiloziltransferaz (xylosyltransferase)

enzimi bikunin zerinde GAG (glikozaminoglikan) sentezini baslatir (14).

2.3.6.2. Adir Zincir Onciillerinin Proteolitik Islenmesi

Agir zincirler sinyal dizilere ek olarak N- ve C-ug uzantilar da igerirler. Bu
uzantilar protein salinmadan evvel uzaklastirilir (13). Agir zincir 2 ve adir zincir
3'te yer alan kisa N-ug propeptidin rolld bilinmemektedir (14).

Proteinin C-ug uzantisi (CTX: C-Terminal Extension) ise her (g adir
zincirde de mevcut olup 30 kDa adirliktadir (14). Bu uzanti Val-Asp/Glu-X-Asp-
Pro-His-Phe-Ile-Ile uyusum dizisinde Asp ve Pro arasindan kesilir (14). Dizi
icerisindeki X amino asiti; Thr (treonin), Gly (glisin) veya Asn (asparajin) amino
asitlerinden herhangi birisidir (14). Dolayisiyla bu tip bir diziyi 6zglin olarak
taniyan bir enzim tanimlanamamistir (14). Cesitli deneyler neticesinde C-ug

uzantisinin dogruluk ve batanldganin H3’Un saliniminda 6nemli oldugu
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gordlmustir (14). C-ug uzantisinin kesimine asidik pH’In neden oldudu ve

kesimin otokatalitik olarak gerceklesebilecedi distnllmektedir (14).

2.3.6.3. Adir Zincirlerin Bikunine Baglanmasi

Pre-a-onleyici ve inter-a-6nleyicide adir zincirler ile bikunin arasindaki
bag bikunine ait kondroitin stlfat zinciriyle adir zincirlere ait C-ug aspartik asitin
a-karboksil gruplarinin baglanmasiyla olusur (14). Aspartik asit ayni zamanda
CTX'in kesimi igin tanima bolgesidir ve kesim sonucu agida cikan Asp artik
baglanmada gorev alacaktir (14).

Adir zincir o6ncillerinin  islenmesi ve badlanmasi hepatositlerde
tamamlanmaktadir (14). Dolayisiyla adir zincir onculleri  islenmeden
salinamadiklari gibi olgunlastiktan sonra da serbest halde salinamamaktadirlar
(14). Yalnizca inter-alfa-6nleyici ailesi blnyesinde yer alan adir zincirlerden
farkli olarak uretilen bikuninin yariya yakini serbest halde de salinabilmektedir
(14).

2.4. Alfa1-Mikroglobulin (a1-m, A1M)

Bikunin ile ortak bir 6énci gen (AMBP: Alphal-Microglobulin/Bikunin
Precursor) Uzerinden sentezlenen Alfal-Mikroglobulin sari-kahverengi, 26 kDa
agirlikta bir glikoproteindir (17,18,19,20,27). Alfal-mikroglobulin, lipokalin
ailesine ait ve gerek yapisal gerekse islevsel olarak bikuninle tamamen iliskisiz
bir proteindir (17,18,19,20).

Alfal-mikroglobulin hepatositlerde bikuninle beraber degil, tek basina
sentezlenir (33). Bu; ayni gen bdlgesinden farkh gen ifade mekanizmasi ile iki
farkhh gen Urininin sentezlenmesi islemidir. Alfal-mikroglobulin polipeptidi
182-184 amino asitten olusmaktadir (33). Iki N-bagh, bir O-bagh oligosakkarit
tasir (33).

Alfal-mikroglobulin glikoproteini gelisimin dlizenlenmesinde, hicre
gelisiminde, metabolizmada, badisiklik cevabinda ve davranis bozukluklarinda
rol sahibidir (27). Plazmada klglk hidrofobik molekilleri tasimakla gérevlidir
(27). Alfal-mikroglobulin diger plazma proteinleriyle ylksek molekiler agirhikh
protein bilesenlerin olusmasinda gérev alir (27).

Plazmada bulunan A1M’in yaklasik yarisi serbest halde bulunurken diger
yarisi immunoglobulin A, protrombin ve albumin gibi farkli makromolekiillerle
bilesikler halinde bulunur (27).

Alfal-mikroglobulin/bikunin énct gen Grind proteinlerin her ikisi de tim

memelilerin idrarlarinda ve bdbrek taslarinin organik matriksinde bulunmaktadir.
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Uriner A1M’in de kalsiyum okzalat kristal olusumunun engellenmesinde rol
sahibi oldugu dustnllmektedir (27,33,34).

2.5. Bikuninin Bobrek Tasinin Onlenmesindeki Rolii

Makromolekdlller ve tas kristalleri arasindaki etkilesimin kristallesme ve
tas olusumu Uzerinde naslil bir etkiye sahip oldugunu anlamak amaciyla pek gok
teknik  denenmistir (8). Bunlar arasinda; canli disi calismalarda
makromolekillerin  varligi ve vyoklugunda kristallerin incelenmesi, hayvan
modeller Gzerinde deneysel olarak tas gelistirilmesi, canli disi ortamda tas ve
renal epiteller arasindaki iliskinin arastirilmasi, bébrek taslarinin isik ve elektron
mikroskoplari yardimiyla incelenmesi ile tas ve kristallerin biyokimyasal
analizleri gibi cesitli yaklasimlar sayilabilir (8).

Proteinler idrarda en yaygin bulunan molekiiller ve tas matriksinin énemli
bilesenleridir (8,27). Bdbrek taslarinin organik matriksinde yirmiden fazla farkh
protein bulunmaktadir (27). Bu proteinlerin biyo-mineralizasyondaki gercek
rolleri hakkindaki bilgi henlz yeterli degildir (27).

Idrar igerisinde kristallerin epitel hiicrelere tutunmasini azaltan
makromolekiiller de mevcuttur (35). Bunlardan dort proteinin dncelikli olarak
tas hastaliginin 6nlenmesinde rol oynadigi go6zlenmistir (35). Bunlar bikunin,
osteopontin, protrombin fragment 1 ve Tamm-Horsfall glikoproteinidir (35). Bu
proteinler asidik amino asitlere sahip anyonik molektller olup fosforilasyon,
glikolizasyon gibi translasyon sonrasi islemlerden gegmislerdir (27). Etkilerini
CaOx’in ylizeyine badlanarak gostermektedirler (27).

inter-a-dnleyici  glikoprotein ailesine dahil proteinler tas olusumu
Uzerinde onemli rollere sahiptirler (10). Bikunin CaOx kristallesmesini
engelleyen bir molekildir (10). Bikuninin rolind anlayabilmek amaciyla normal
ve deneysel olarak tas olusturulmus sicanlarda Iol dagihmi ve bikunin gen
ifadesi calisiimistir (10). Yapilan badisiklik cevabi galismalarinda bikunin proteini,
normal sicanlarda proksimal tibullerde gézlenirken tas gelistirilmis sicanlarda
proksimal tibullere ek olarak kortikomeddller birlesme yerinde de gdézlenmistir
(10). Alfal-mikroglobulin/bikunin 6ncisline ait mRNA'nin karaciger ve bobrekte
ylksek miktarlarda, beyin ve testiste ise dlisik miktarlarda sentezlendigi ortaya
cikarimistir (10). Bikuninin gesitli dokularda sentezleniyor olusu farkli fizyolojik
rollere sahip oldugunu gostermektedir (14).

Normal sicanlara nazaran tas gelistiriimis siganlarda bikunin gen

ifadesinde (transkripsiyon) artis gorllmuistiar (10). Bu durum boébredin bikunini
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CaOx’a cevap olarak sentezledigini, hiperokzalolrinin bikunin gen ifadesini
tetikledigini ortaya koymaktadir (10).

Icme sularina etilen glikol katilarak tas olusturulmus sicanlarla yapilan
RT-PCR galismalari sonucunda da bikunin gen ifadesinde artis gézlenmistir (7).

Serbest haldeki bikunin hem plazmada ve hem de idrarda bulunur (6).
Idrardaki bikunin glomerular filtrasyonla salinmaktadir (12). Ancak; deneysel
olarak kalsiyum okzalat tasi gelistiriimis sicanlarin, bébrek ve karacigerlerinde,
gen ifadesindeki dedisimlerin kiyaslamali olarak izlendigi bir galismada, normal
sicanlar ile tas olusturulmus sicanlarin karacigerdeki bikunin sentezleri arasinda
onemli bir farklilk olmadigi ortaya gikariimistir (9). Bu durum bikuninin Uriner
salinimdaki artisin karacigerdeki Uretimin artisindan kaynaklanmadigina isaret
etmektedir (9). O halde hiperokzaloirinin artisi ile bikuninin bdbrekteki
sentezinin artisi arasinda iliski vardir (9). Kalsiyum okzalata maruz kalan renal
epitel hicreler bikunini artan kristal deisimine cevap olarak sentezlemektedirler
(9).

Idrarda iki farkh bikuninin bulundudu dustiniilmektedir (36). Bunlarin
kristallesmeyi o©nleyici etkinlikleri ve molekiler agirliklarn birbirinden farklidir
(36). iki bikunin arasindaki farklilik kéken aldiklar dokudan kaynaklanmaktadir
(36). Bu dislinceye gore; idrarda bulunan bikuninlerden biri karaciger, digeri
bobrek kaynaklidir (36). Ayni zamanda CaOx taslarin matriksinde IoI ailesine ait
H1 ve H2'ye de rastlanmistir (36). Bu demek olur ki; normal kosullarda
glomerular filtrasyonla idrara gegebilen Iol-iliskili proteinler, bébrek tarafindan
da sentezlenip idrara salinabilmektedir (36).

Bikunin CaOx kristallesmesini derisimine bagh bir davranisla kuvvetle
engeller (1). Bikunin derisimi saglklh bireylerle tas hastalari arasinda dikkate
deder bir farklihk gostermektedir (1). Proteinin derisimi Uretilen miktarina bagli
olarak dedisir (4). Tas hastalarinda bikunin derisiminin normal bireylere oranla
dusuk oldugu tespit edilmistir (4).

Saglkl bireylerde bikunin ve beraber sentezlendigi A1M'in Uriner
saliniminda dodgrusal bir iliski vardir (1). Ancak tas hastalarinda bu iligki
gozlenememektedir (1). Bikunin ve A1M’in Uriner derisimlerindeki dogrusal
iliskinin ortadan kaybolma nedeni ve 6énemi net olarak bilinememektedir (1).

Farkli bir calismada; canh disi ortamda okzalata maruz birakilan renal
epitel hicrelerde bikunin sentezinin arttigi gorilmustir (6). Artmis bir sentez ile
Uretilen bikunin, okzalat degisiminin zararh etkilerine karsi verilmis, renal epitel
hicrelerin koruyucu bir cevabidir (6). Fakat bu cevabin nasil bir mekanizmayla

olustugu hakkinda bilgi yoktur (6).
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Bikunin karbonhidrat zincirlere sahip bir moleklldir (12). Ancak
bikuninin CaOx tas olusumunu 6nleyici etkinligi Gzerinde karbonhidrat zincirlerin
etkisinin olmadigi distnilmektedir (15). Bilindigi gibi bikunin iki Kunitz tip
boélgeye sahiptir (12). Bunlardan Kunitz boélge 2'nin (HI-8) varhidinin CaOx
kristallerini 6nlemede gerekli ve yeterli olduguna inanilmaktadir (15,16).

Bikuninin CaOx’a baglanarak kristallesmenin 6ntine nasil gectigi hakkinda
farkli goérisler vardir. Bu etkiyi acgiklayan birinci olasi modele goére; bikunin
Kunitz bdlge 2 icinde pozitif yikli bir gruba sahiptir ve elektrostatik bir etkiyle
kalsiyumun kristallere baglanmasini engellemektedir (5,15). Proteinin baglanisi
kristallerin etrafindaki elektrostatik yutzeyi degistirmektedir (15). Protein
molekilinin pozitif ylzeyi katyonlan itmekte ve disik Ca iyon derisimine
neden olmaktadir (15). ikinci olasi modele gére ise; bir dnleyici proteinin CaOx
kristallerine baglanmasi kristalleri ve kristal matriks proteinlerini yapisal
degisime suruklemekte, bdylece kalsiyumun baglanma enerjisinde degisiklige
neden olmaktadir (15). Yani bikunin Ca iyonlariyla etkilesime girerek kendi
aralarindaki olasi etkilesimin éniine gegmektedir (15). Sonug olarak; kristallerin
renal hicrelere tutunmasi engellenmis olmaktadir (15).

Tas olusumunun hastalik seklinde gelisimi diger patolojik mineralizasyon
olaylarinda oldugu gibi inflamasyonun 6nemli role sahip oldugu bir isleyis olabilir
(9). Inter-alfa-6nleyici, TSG-6 (tumour necrosis factor-stimulated gene-6)
tarafindan etkin hale getirilen bir anti-inflamatuar ajandir (37). Tumoér nekrozis
faktor ve interlékin 1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin diizenlemesiyle cesitli
hicre tiplerinden sentezlenen TSG-6, 35 kDa adirlikh bir proteindir (37). Tahris
olmus doku; hyaluronan, TSG-6 ve Ial’'nin katimiyla onarilir (37). Hyaluronan
molekulleri hiicre ylizey reseptéri CD44’e bagh veya serbest halde bulunurlar
(Sekil 5) (37). inter-a—6nleyiciye dahil adir zincirler bu hyaluronan molekiillerine
baglanir (Sekil 5) (37). TSG-6 turl bilinmeyen bir bagla agir zincirlere baglanir
(37). Hyaluronan ve TSG-6 kovalent olmayan bir etkilesimle bir arada
tutulmaktadirlar (37). Adir zincirlerin hyaluronan molekiline baglanmasi ile
bikunin serbest kalmaktadir (Sekil 5) (37).

Bobrek tasina sahip bireyler ile saglkh kontrollerden alinan idrarlar
Uzerinde yapilan deneyler; tas hastalarinin idrarlarindaki bikunin proteininin
kontrollere oranla daha dustk oOnleyici etkinlik gosterdigini ortaya cikarmistir
(4). Etkinlikteki bu azalma, bikunin geni lGzerinde meydana gelmis ve protein
yapisini etkilemis olan bir dedgismeden kaynaklanabilir (4). Bunun yani sira tas
hastalarinin idrarlarinda normal bireylerdekinden daha distk derisimde bikunin
varhgi goézlenmistir (4,12). Bikunin derisiminin distk olmasi gen ifadesini

dizenleyen 0zendirici bolge lizerinde meydana gelmis olasi bir farklilasmaya
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dikkat cekmektedir. Bikuninin idrardaki taslasmayi ©6nleyici etkinligindeki
degisim bu galismanin cikis noktasidir. Genetik analizler ile bikunin yapisal gen
bolgesi ve dlzenleyici gen bodlgesi incelenerek tas hastalarinda gen

cokyapihliginin (polimorfizm) arastirilmasi planlanmistir.

=1 T5G-6

_—hyaluronan t, bikunin

—_—
~
inter-o-cnleyic

&“ CcD 44

Sekil 5. Iol'lin inflamasyondaki roli. Ial ve TSG-6 hiicre disi matriks onariminda rol alir.
Iol’'nin adir zincirleri, hiicre ylizey reseptérii CD 44’e bagll veya serbest halde bulunan
hyaluronan molekiillerine kovalent olarak baglanirlar. Bu esnada bikunin serbest kalir.
TarG bilinmeyen bir badla TSG-6 adir zincirlere baglanir ve TSG-6'nin ayrica hyaluronana
baglanmasiyla dayanikh bir yapi olusur (37).

2.6. Bikunin Geni

Bikunin 9q.32-33 kromozomal bolgede  vyerlesik olan  «ol-
mikroglobulin/bikunin énci geni AMBP (Alphal-Microglobulin/Bikunin Precursor)
tarafindan sentezlenir (17,18,19,20). AMBP gen urinlerinden ol-mikroglobulin
(A1M) ve bikunin birbiriyle yapisal ve islevsel olarak herhangi bir iliskiye sahip
degdildirler (17,18,19,20).

Gen toplam 1,3 kb buayukligunde 10 ekzon ve 16,5 kb buyuklikte 9
intron icermektedir (17,18,19,20). Bikunin mRNA’si 7nci, 8inci, 9uncu ve
10uncu ekzonlar tarafindan sifrelenmektedir (17,18,19,20). En bilylk intron
olan intron 6, 6.5 kb uzunlukta olup uyari-ileti peptidi ve alfal-mikroglobulini
sifreleyen 1-6nci ekzonlar ile baglayic peptid ve bikunini sifreleyen 7-10uncu
ekzonlari birbirinden ayirir (Sekil 6) (17,18,19,20).
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Ekzon 7, alfal-mikroglobulin ile bikunin arasindaki baglantiyi saglayan
badlayicl peptid ve bikunin proteininin N ucunu; ekzon 8, Kunitz tip boélge 1'i;
ekzon 9 Kunitz tip boélge 2'yi ve ekzon 10 da bikunin proteininin 10 amino

asitten olusan C ucunu sifrelemektedir (Sekil 6) (20).

1 34 5 6 7 8910
Lo e feflef e 1 F Lo [ull]
I I I — IR

Sekil 6. AMBP geninin sematik gosterimi. Ekzonlar rakamla, intronlar harfle
gOsterilmistir. Iki ok arasinda kalan kisim bikunin gen bdélgesidir (17).

AMBP genine ait ekzon ve intron blyuklikleri Tablo 2'de gdsterilmistir.

Tablo 1. AMBP Genine Ait Ekzon-intron Biyuklikleri (19).

Ekzon Intron
No. B¢ No. Bg
1 249 1 1349
2 143 2 1561
3 77 3 806
4 117 4 1004
5 102 5 3100
6 47 6 6500
7 82 7 1085
8 168 8 325
9 174 9 652
10 144

Alfal-mikroglobulin ve bikunin kodlayan bélgeler arasinda bulunan intron
6'nin dider intronlara oranla oldukca buytk olusu dikkat cekicidir (Tablo 2).
insan, balilk ve farede yapilan gen analizleri bu intron icinde A/Tce zengin
bolgeler oldugunu ortaya koymustur (17). Bu durum 6nci intronun kararsiz ve

rekombinasyonel olaylar igin sicak bir bélge olduguna isaret etmektedir (17,19).
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iki gen bolgesinin evrimsel siire¢ icerisinde birlestikleri disinilmektedir
(17,19).

Alfal-mikroglobulin ve bikunin ayni 06zendirici bdlge (zerinden ifade
edilirler (13,21). Transkripsiyonda rol alan gesitli faktorler bu 6zendirici bélge
Uzerindeki kendilerine 6zgl cesitli ntkleotid dizilerine baglanarak gorev yaparlar
(17,18,19,20). Yani bikunin gen bdélgesinin 5’ tarafinda kendine 6zgln tipik bir
6zendirici bélgesi bulunmamaktadir (19,20). Ancak bikuninin ilk ekzonundan
once gelen intron 6 iginde CAAT dizisi ve TATA kutusuna esdeder, anlamlh ve
karsit anlamli ipliklerde, sirasiyla, TATATAT (konum 15744) ve AATATAT (konum
15743) dizileri yer almaktadir (Sekil 7) (17,20). Ek olarak konum 5629'da
poliadenilasyon bdlgesine benzer A1M’e ait GATAAA dizisi bulunmaktadir (Sekil
7) (20). Bu durum iki genin birbirinden bagimsiz atasal genler oldugunu
diustundirmektedir (20). iki genin nasil kaynasmis olabilecedi hakkinda bilgi
yoktur (20).

Transkripsiyonel faktér CTF'nin badlanma bdlgesi olarak bilinen CAAT
kutusu, mRNA islenmesi esnasinda guanin kapadin takildigi sapka (cap)
bolgesinin 162 nikleotid 5’ tarafinda (konum -162) bulunmaktadir (Sekil 7)
(20). Transkripsiyonel faktor SP1’in baglanma bolgesi olan GC kutusu konum -
207'de yer alirken Jun/Fos heterodimerinin baglanma bdlgesi konum -267'de
yer almaktadir (Sekil 7) (20).

Nikleotid dizi analizleri gende en sik rastlanan cis etkili, transkripsiyonel
faktor badglanma bolgesinin  glukokortikoid cevap elementleri oldugunu
gostermistir (Sekil 7) (17). Glukokortikoid cevap elementleri ayrica 6nci intron
icerisinde de bulunmaktadir (Sekil 7) (17).
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1CCTGTﬁlGlAATGGGCCCAATCAEGCTTGACCTGCTGGCTCACAGAGCrGTGAGG1CCAGATGECAIGACTCAGCAGA!&GGECAGETCGCTCCCCAICCTCGCATGCCCTCTGTGGGG
ACTTTTGGGEGCOGAGCCCAACCTGGTGLTCCAGRGCCCTATTGTGCT TGGECARTGCCTCTTCTGAAGCAGCCATCCCGGCCTCT TEGTACTGCTGACCCCAGCCAGGETACAGGGATC

+

GﬁTTGEAGCTGTCCTTGGGGCTGTAATTGGCCCC&GETEAGCAGBGCAAACAC1GAGGTCRACTACﬁACGCACAGGCECCTTCCCCAGCETCA GTTCACAGCTGCCCTGTTGCAGGGAG
Ekzon 1

GCGGTGGCCCTTCTGTTGCTAGACCGAGCCTGTGGGATATACCAAGGCAGAGGAGLCCATAGLE ATG AGG AGC CTC GGG GCC CIG CIC TIG CIG CIG AGC GCC TGC
Met Arg Ser Leu Gly Ala Leu Leu Leu Leu Leu Ser Ala Cys

CTG GCG GTG AGC GCT GGC CCT GTG CCA ACG CCG CCC GAC AAC ATC CAA GTG CAG GAA AAC TTC AAT ATC TCT CGG|GTAAGGCTGCCGCTCTCTGT
Leu Ala Val Ser Ala Gly Pro Val Pro Thr Pro Pro Asp Asn Ile Gln Val Gln Glu Asn Phe Asn [le Ser Arg

GGTAGGGTGGATGTGGTGATGGGGAGT CCAGGCAGAT GGGCCCTGCTGGECAAGTGCGGCCTGTCTCGGGGTCTCAGGCTTCCACTCAGATCATCTGGEATTATGGGATCCTTTGAAGGT
ACAGCTCTATCCCCTGCCATTCCGTGGGCCTCTTGGCTGACATTCTATGAGTCARACATCCTCACCTTCTGCACTGTCCTCGTGGGCTCCAAGGGGAACCCTTGTGTTAATGGGAACCTG
CTCCAGAGAAGGCTTT. v v uuues (0.8kb)...... ., TGCAGGGCAGGTTGGGACCCCABCCGLACACCTGETTCCTGGGTTCOCTGTGATGLCTGAAACGCCACTCT TAGGEATCTG
GCCTCCTTGAAGGTGTGTGGCCTCTGATTAGTTGTAAGACATTATCCCTTAAARGGATAAGTCATTTTGAGGAGAAGGAGGAGGAAGAGGAGGAGGTGEGAGGGTGRGGAGCAGATGTCA

..............................

GCCAGGTCTGCTTTTGAGGTCTGAGACTGATGCAGACCCCCAGAGCCTCACCTGCCCTCCTAG|ATC TAT GGG AAG TGG TAC AAC CTG GCC ATC GGT TCC ACC 166
Mﬂmmmmmmmmmmmmmm

CCC TGG CTG AAG AAG ATC ATG GAC AGG ATG ACA GTG AGC ACG CTG GTG CTG GGA GAG GGC GCT ACA GAG GCG GAG ATC AGC ATG ACC AGC
Pro Trp Leu Lys Lys Ile Met Asp Arg Met Thr Val Ser Thr Leu Val Leu Gly Glu Gly Ala Thr Glu Ala Glu Ile Ser Met Thr Ser

ACT CGT TGG CG|GTGAGCACTAGGGTGGGGCTGGAAAGCTGAGAGAGACCCAGAGACCCACRACCTTCCCAGCCCCGTCCATCCTGOGAAGTTG. u\uu s, (kb)Y aiiniiaT
Thr Arg Trp Ar

CAGCTCCTCCTGCCTCAGTATAATGTGTAGATTTGAT TAAGGAAGGCGGCAT TAGTGCTGGCTTGTGCCCAGGAGGATGGCATGGATTTGTCTCTTCTTCTTTGTCCCTCCATCATATGE
AARATGGGGGTCTCTCAGGGCTAGTGTGAGGAT TAAACAAGACAT TTGGAAATGTTCATTTCCGAAT TAAARAGCAAACAAARACACACAAACAAAAAAACCCCAARACCAAGGCATTTG

CAAAGAGCCCTGCAGGAGGETTGAGTGTCAGGACCATGATCTCTACCAGGAGTGACCTTCCTTTTGATTIGTTCATTTCTAG|G AM GGT GTC TGT GAG GAG ACG TCT GGA
Ekzon 3 g Lys Gly Val Cys Glu Glu Thr Ser Gly

GCT TAT GAG AAA ACA GAT ACT GAT GGG AAG TTT CTC TAT CAC AAA TCC A|GTAAGTGGAGTGGAAAGAGACACATGCATTCTCTCCTTTGCTTGAAAATACCTT
Ala Tyr Glu Lys Thr Asp Thr Asp Gly Lys Phe Leu Tyr His Lys Ser L

GAIGTECTCAGCTCCCTCTGCCTCTGTAACCTTTCCTCCC&TTT#GCIGﬁGﬂTGTCATCTﬁGCCTTECCCCAAACA&CTCCTCCTCTTCCTCCTCCTCCTTCTCCTCCTCTCCTCCTCCC

..............................

CTTCCCTETCTCCTTCCTGCCCCACCAGTGCCATGCCAGAGTAGG. . v v .o (0,42KkD) .. 1. .. . TGTGAGTACATGGAGGAGATAGATGGGTGGATAGGGAGAGATTGAATATGGA
TGAATTGATAAATGGAGATATGGAAGGCATGGGTGGATAGATGGATGGATGAGGAGATGATGTGTGAGTARACAGG TGACGGACCTCCAGCTAGAAGAGTCTACTGACCACTGATCCCTT

TGGTCTGCCTGCACCTCCCATGCAG|AA ®GG AAC ATA ACC ATG GAG TCC TAT GTG GTC CAC ACC AAC TAT GAT GAG TAT GCC ATT TIC CTG ACC AAG
Elzon 4 |8 TP Asn Ile Thr Met Glu Ser Tyr Val Val His Thr Asn Tyr Asp Glu Tyr Ala Ile Phe Leu Thr Lys

AAA TTC AGC CGC CAT CAT GGA CCC ACC ATT ACT GCC AAG CTC TAC G|GTAAAGGCTCATTACTAGATGTGCCC. ... (0.94kb). .. AGTGTATCAAATAGAT
Lys Phe Ser Arg His His Gly Pro Thr Ile Thr Ala Lys Leu Tyr G

TARACTGCATCAATAGTTTTCAAATTTTCCCTAAGTGGAARATCGCTGGCGAAAATCATTTCAGGCCGGCCACTCCAAGCACCTCGTGOTTCTAGECOTCTCCTCTGETTCCTCCTTGRA

G|GG CGG GCG CCG CAG CTG AGG GAA ACT CTC CTG CAG GAC TTC AGA GTG GTT GCC CAG GGT GTG GGC ATC CCT GAG GAC TCC ATC TTC ACC
ly Arg Ala Pro Gln Leu Arg Glu Thr Leu Leu Gln Asp Phe Arg Val Val Ala Gln Gly Val Gly Ile Pro Glu Asp Ser [le Phe Thr

ATG GCT GAC CGA G|GTACATAGCACCCCTCCGCCTCAAATTCCTGTCCCCTCTTCGTCCCTTCTGGGCGECAGAGACCATCCCAGECECTGRTCCTTACTATAACCCTCTGAGATA
Het Ala Asp Arg G)Ekzons

AARAGGCGCCACAGCTCCCCTCCATAGTGAATCAGGARGCCAGTGGATTTGCTCCAAGTCTCACAGCTTATTCCTAGCAGACGT TAGACTAGAACCCAGGCAGTGTTCATTCTACTGCCA
TGTGTCTCAGGGAGGTTGTAGCCAGAATCCACAGATACCTCT TAGGAGCAAAAAGAGT TTTGGGATTAAGAAAGTGGGCTCAGGAATCAGAGT GTTACGGGATCT TTGGGGCATTGLTTT
TTCTGGCTGEAARCCTCTGTGGCCAGTGGTGCCTTTGCCTGAGTTTTGCTTGEGCCTGTGEGCTTGTCCACCCACTTGGLCTGGTAGACCGTGCTTGGETCAATGLTAC, L (2, 75kb).
TGCAGCCACCAGTCTCTTGCTTTTCCAGTGAATGGCCTTGAGCAAGCCACACAGGCAGGACCAT TCATGAAGTGEACTAAGECACGACAAGT TCCCAGCACGATGCTCACCARAGATACA

ARAGTCCGGGTCTAGGATGCCCCTGGCCTGGTCCTGTATTCACTCCTCTCTCCTGCTCTGTCACCTAGIGT GAA TGT GTC CCT GGG GAG CAG GAA CCA GAG CCC AT
&méwmmmwmwmmmwmwml

CTTA aIt CCG | GTGAGTGCCTCATCCCCCGACCCCATCCCACCCCATCCCACCCCACTCTGCCCCAGGCACGCTGCACACTTGATCCTECTGCEGEEECAGEEAGAGT
e Leu Ile Pro

.........

22

=574
-454
=334
-2
-9

26

132

227

347
467

1364
1484

1589

1679

a1

3093
3213

3323

3426

3546
4063
4183

L2n

5307

5627

5517

5632

5752
5872
8731
8851

8958



<+ (5.8Kkb). ... . TTTTTTGTTGTTTTTTTGGATGCATGTCATCTTGAATTTCAGGGAAGGTTTAAGT GTTCYTCTGTTTCTTACTGCCATCAACCTGAATTCCAGAAGATCCAGAAT 14970
ATCTCCCATTTAGTAAGGGTATTTCTTCATCCCAACCCAATTCTGGEAGCTGCAGTATTTAACTTGTCCCACGATTTTTATCCATTTCTCTATCCTCATCAAGGARAGCCTATATGCCAC 15090
CAGCTTAAGACTGGTCTGGAAGACAATGAAAGTCCCTGACAGTTTTCACAGTGTTTTGTTGCCCCTGARAAGGAGAT GGGAAAT TTTGAGAT TACTACAGCTACCTTCTCAAGTTCCAGG 15210
TCTCACCTGTGGGCAGGGCTGCTCATCTCTTCTATAATAGCCCTGGGATCCTGCCTCAAGGACTCTACACCCAGAGGCCCTCTTGGCAGCT TTGECAGCCTGCCTGCTCTGCAGTCECCA 15330
CCACCACAGCAAGGAGTTAGGATCAGTTTCAGGGTCCCTTCTTTCTCTCTGGATTTTTTTTTTTTTCTGCAAGCAGCTAATGATGATCTGGTCAGCCETTCCTGTAAACCAGTTGCACET 15450
GTGCTCTGTTGTGCAACAATGCCTTCACATCTTTAGTGTGAGGGTGCTGCTCTCCCCTRGTTTCCAACTCTGGGAGGTACCTTTTCATTACTATATTCCT TTAGGCACTTCAACTGGGAG 15570
TTGGATATGGGGCTATTGTCATACCTCATGGTTTTAAATTTCATTTCAGACCAGAAATCTGTCCTCTGATGCCTGT TCAGGAATTCAGGTTGACAGT TTTGTCCCCAGTCTCCTTTAACE 15690

AGTCTAAGAGCTGTGTTCCTACCTACCCTGAT TCCCARAGCAAGTTGTTCAT TATATA T CCAGGGGTACAGGARAGCAATAGCGGCAAGGAGTCTGCAACTGCTTCTTCTCTTTETCT 15810

CCCCCGCAGJAGA GTC CGG AGG GCT GTG CTA CCC CAA GAA GAG GAA GGA TCA GGG GGT GGG CAA CTG GTA ACT GAA GTC ACC AAG AAA GAA G| 15901
Ekzon 7 |Arg Val Arg Arg Ala Val Leu Pro Gln Glu Glu Glu Gly Ser Gly Gly Gly Gln Leu Val Thr Glu Val Thr Lys Lys Glu A

GTAATGAACACCTGCCTTTTCACCCCCTCTGCCATACTCCAGAAAGGAAGGGCCCACAGTTGGCTCACCCTGGCTACTCTTATCAGTGCAGTCTCTTTATCTGT TAGAGACTCAAGGGCT 16021
GGACTGAGAAAAGGCAAATCAAGTACTCTGCACT CTGCCAGGGGTTGTGEGGGCACAGAGAAGAGCTAGAGGCATCGTCCTGOGCTTGAGAACTGTCAACTCCATGATGAGRAGETGRTT 16141
CTTGCCCTGTCTATATGACTGTGTGGCCTCCTAGCCTTGGTTTCCTCATCCCATATTATGGGATAATAGCCTGTGGGECTAAACATCAGGGETCT TGTAGGAGGAAGTCGGGEAGEEACA 16261
1GTGA&TGCTTTGTGTAGTTGACAGTGTCCATGACATAACAACTTCCTCTCC&ACTCGkTCAGCAA&CAﬂﬁEACTGﬁACCCTCGTCCGCCCCNGGCCCTETGCTGGGCACT&GG@TC&QQ 16381

CAGACCACTTGTGTCATTTTGGAACT TCTGGTCTAGTGGGGAAGGCATCCAAGGGAGTAGGT GATGGECCCAARAGGAAGGGT CAGCTARAGGGCAGGGGGAGCTGAGACGTTGBAGEGE 16501
TGAGGGGATCAGGAGGACTTCATGGATAARGGGGAAT TCACACT GTGTCCAGGCATCCAGGT ARAGT TTTATGGAGGGTGGCATTCCAGEGAGCAAGGAACAAT GGAGCAAAGGLAGGG 16621
TGGGTGGBACTTGGTGAAAAGGT CAGGCT GGCCAGTGTGGGTGCTGETACATATGTCATCAACTACTAT TACAGAGT TTTGGGGCAGGCAAGACCAATACAGGGGGACAGTGGGECTGTG 16741
GTTCACTGGTAACTCCCCATGACATGGGAGTGCAATGEGCATTGGTTT TGGAGACAGGGTTTTGAATCT TAGETCTATGTGACCCGGCCAAGTTACTTCACCCTCTCTGAGAGTCAGTTT 16861

GCTTATCGAAAAAGAATTGATAATCCTTTTAGT GAAAATTAAATGAGATGGCGCATATCAAGTGCCCAGCCTGATAATGGGTACACAGTCAACACTTGGTCAGTGCTGCTGGTCTGECEE 16981

.................... AsEasarw

TCCCTAGJAT TCC TGC CAG CTG GGC TAC TCG GCC GGT CCC TGC ATG GGA ATG ACC AGC AGG TAT TTC TAT AAT GGT ACA TCC ATG GCC TGT G|17072
Ekzon 8 [P Ser Cvs Gln Leu Gly Tyr Ser Ala Gly Pro Cys Met Gly Met Thr Ser Arg Tyr Phe Tyr Asn Gly Thr Ser Met Ala Cys G

GT CTG CAG ACC TGC CGA ACT GTG G|GTGAGTG 17163
ys Leu Gln Thr Cys Arg Thr Val A

Lu Thr Phe Gln Tyr Gly Gly Cys Wet Gly Asn Gly Asn Asn Phe Val Thr G

AG ACT TTC CAG TAC GGC GGC TGC ATG GGC AAC GGT AAC AAC TTC GTC ACA GAA AAG GAG T
lu Lys Glu C

CGGGTCCCCACCCCTGTGCGCTCTGCACCCTCAAGACCCTGTCCCTCCAGTAAACCACCTGLGAAT TGAAAAGGTAGCTAACAGAGGGCATTCCAGTGGTAGAACTCCAGGCGGTTTCET 17283
GAAATCTTAGGAATTCCACCTTTGGATGTGGAGGACCTCGGGCARATCATTTTCTTCCTGTGGGCCCCAGTTTCCCCATCTGTCAACGAGGGAT GAGGTGT TCTAGATGAGCAGGGECET 17403

CTGGCTCAGCAGTCTCATGTATGTCTGATCAGCAGTCACAAGGGTTTCTCAAGTTCCATGCCTCTCTCCACTCCACAG|CG GCT TGC AAT CTC CCC ATA GTC CGG GGC cCl17512
Elzon 9 la Ala Cys Asn Leu Pro Ile Val Arg Gly Pr

G6C TG
Gly Cy

A
s

g
l
C AAG TTC TAC TCA GAG AAG GAG TGC AGA GAG TAC TGC GGT GTC CCT GGT GAT G|GTAGGCAGCCTGCAGGGTGCCAGGCTGGCCRAGGGELTATTGRAGTCE 17703

n Lys Phe Tyr Ser Glu Lys Glu Cys Arg Glu Tyr Cys Gly Val Pro Gly Asp G

C TGC CGA GCC TTC ATC CAG CTC TGG GCA TTT GAT GCTHGTC AAG GGG AAG TGC GTC CTC TTC CCC TAC
o Cys Arg Ala Phe Ile Gln Leu Trp Ala Phe Asp Ala Val Lys Gly Lys Cys Val Leu Phe Pro Tyr
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AGGTGGGAGAGCCCTGGGAGGAGTAGGGGT CTGGAGAGCTGAGTTCTGGACT CTGTACCTGGTAAGCAGCCCATCTACTCTCTGARATGEGGCT GAGCCTGGGECCTTACCCCAGCTGEA 17823
ATTGGGCCTTGGGGAGTTATTAGCCAGGCACTGGCAGAGGGTATGCAGGGCTGACTGAGGAGTGGEGCAGAGCTGGGTTCTAATTTTGCACCTGCAACGT TGAGCAAGTGCCAATCTGAG 17943
TGTCAGTATTCTCTTGTAAAATGGGACAAAGCACCTGCCTCCCAGCCTTCCCAGTACCTGACGCGGAGTTAGTACTCAGCTAACAGCAACTGCTCCTAATAATAACGACAACGATACAAT 18063
GGTAACAGTAATAGCATTCCAGGGAAGAGCAACCATTGAAGATGTCTGTGCCTTGATTTTCCCACTGGARAAT GGCACCTGCGGTAAACCAGAAGAGGAAAAAARRATCTGATCATTTCA 18183
TGGARTACCCTTTGGAGATAAATGGTTCAGCAAGCAGAGGTTTCTGGCCCCAGGTGACAGCTGCCTTCCCTTCCCTGAGTGTCCCTGCCTACGGACCCCTCELTGAGTCTCTCTGTGTCE 18303

Ekzon 10

Ak

ACAG]|GT GAT GAG GAG CTG CTG CGC TTC TCC AAC TGA CAACTGGCCGGTCTGCAAGTCAGAGGATGGCCAGTETCTGTCCCGEOGTCCTGTG6CAGGCAGCGCCAAGCA] 18411
ly Asp Glu Glu Leu Leu Arg Phe Ser Asn

ACCTGGGTCCAAATAAARACTAAATTGTAAACTCCTGAAR [ TTCTGTGTCCTCATTGTTCATTGTCATCACAAGTGTAACTAACAGGGTGGCGGAGGGGAGARAAAGCCAGGETGGGGEE 18530

ATATGCAACCCCAGCTTTCCCCAGAAGT GAAAACTGCGTTGGAAACATAATAGAACTATCTTCAGTACATGACGTTGGCTATGCARATTTTGAAACARATCARAGTTCTATTTACAATAG 18650
TGTARARTGOGATTATTTTGTTTTGTTGTAATAAGGCTAGGAAAGAAAGGAAGACACTCTGGGGACTTGTCTCTGEGAGAGGT TTCGTGGTCATCAGTGACCCAGGCTCAGAAGARATGA 18770
TTGATTGTGCCCTGCTGTGCCCAAGGAGCTCAGGGCAGACAGCCCACAAATGCCTGARATAATTCCCCTGTCLTTTGETGTACAARACATCTCCCCAGGGTTTTACTTCAGCTGLAGCCA 18890
TATCCCC#GAACCAGCTEACCGGIGCTGGAAAGCCTTChGCTGTTTCTCTGCﬁTGﬁCCCTGGBGAGCCCA1CCCCTGGGACCTTCCCCTGGGCCTTiﬁlgglﬁﬁhﬂGEkGAGTGCTCACT 15010
GGCCTTCACATTGTGTCCAGTGCAACTGCTGGGCCCTGRCCAGGLCAGAAGCCCTTGATTTGBGECTGGCTTCTCCTCACCCTTGAGAAAGGGAGTAGGTGGECTGTCTAGAGCAGCTCAG 19130
GACAAACTTGGCCCAAGAACACAACTCCAGGATACTCCAGTGTAGACACACAGGCT TTACARACGTCTGATT TATARATATCTCTTGCTAACTGCATCCACCCACAGCCCCGATEACTGE 19250
TGTGGCTGTGGAGGGATTGGAGGCCCCAGCTTTGTGTGT TCTGAAGTGOAGAGCTGACGCTGGCAGAAGAAACCCAGGCAGGGCCCTACCTCCTCTTCTCTCTGEGTGACCAGCGTCCTA 19370
RGGGCCGGTGGCTAGTTCAGTCCTGGGTTCGCCCCTTGTGLCCTTAGCTCATTGGCTTGAGGGACCAGGCAGGCAGGAAGGAGGGATTCCATACTTCTGGTTGAGGGCATGAACCTGBAG 19490
RCAAGGATTTGAGGATTGAAAGCTTTGCAGTCCCCTGGGTCAGACACATCAAGACCCTCCCTTTGTCTCCCCCAACATCCARAGTGTGEGGET TACAGGT TCCAACAGAGAAGACTGELE 19610
TGAGGGACAGCATCTGTGGTCACGGCCTGBACT TTCTGGGCAGAAGCAGGT GGGGTCAGGTGCAGGEAGACAGGCAAT TGTCCAGGAGRAGTGAGAGCCTCCCOCCTRERACTAACARAG 19730
GTCCTCCCATCCTGTGTCCACATCCTGTTCCTTCCACACGTGCCTCCCATACCAGGGCCAGCCAGCCACGGCAGT TTGAAGGGGCCATGTTGAAGAGTGATATTTTGAAGTGACTTGRAC 19850
TGAA#GAGAAA&TGTTTAAATTGGAGGGTGTGAGCTGCRGGIGTlC#GGCCAGCTTCAGCTGETGGAABGAAACGTTGCTCACGAGGTATTTTTTTTAAATIITATTTT]IIGAG&CAAG 19970
GTCTCGCTCTGTCACCCAGGCTGCAGTGCAGTGCCATGATCTTGGCTCCCTGAATCCT TGACTTCCTGOGETCAAGLGATCCTCCCACCTCOGECTCCTGAGTAGCTGERACTACAGEES 20090
CCTGCCACCATGCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTGTTGTTGAGACGGGGTTTCACCATGTTGCCTGOGLTGGTCTTGAACTCCTGAGCTTAAGCGATCCTCCCATCTTGACTTCACARAG 20210
TCTTGGGATTACAGACATGAGCCACCACGCCTGGCCGAGGTATTTTTTCACAGCTCT 20267

Sekil 7. AMBP gen dizini. TATA ve CAT kutulan kutu igerisinde gortlmektedir. AP-1
bolgesi ve SP1 badlanma bdlgesinin alti tek cgizgi ile glukokortikoid reseptdér baglanma
bélgesinin ise cift cizgi ile cizilmistir. Ug yildiz isareti translasyon dur kodonunu
gostermektedir. Dogrudan tekrarlar kesik cizgilerle, ters donmis tekrarlar ise dalgal
gizgilerle gosterilmistir (20).
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Genin tim ekzon-intron birlesim noktalar GT (3’ verici) - AG (5" alic) kuralina
uyumludur (17,19,20). intron ayiklanma bélgeleri ve intron fazlari da Tablo 3'te
goraldaga gibidir. Bikunin ve ol-mikroglobulini birbirinden ayiran 6nci intronun
faz 0 bir intron olusu dikkat cekicidir (Tablo 3) (12). Intron fazlarn 0, 1 ve 2
olmak Uzere 3 tiptir (38). Her bir ekzon icinde Ucli nidkleotit gruplarinin
olusturdugu cesitli sayida kodonlar vardir (38). Ekzon bitip intron baslarken
kodon yarim kalir ve devami bir sonraki ekzonla tamamlanirsa o kodonun geride
biraktigi ntkleotit sayisi intron fazi numarasini tanimlar (38). Faz 0 intron iki
ekzonun bir kodonu paylasmadigi anlamina gelir (Tablo 3) (38). Alfal-
mikroglobulin bikunin 6ncl geninde iki geni ayiran intron 6, genin diger

intronlarindan farkh olarak faz 0 bir introndur (Tablo 3) (19).

Tablo 2. AMBP genine ait intron ayiklanma bdlgeleri ve intron fazlari (19).

Ekzon Intron Ekzon Intron Fazi
1 TCTGG GT..1... AG ATC TAT 2 0
2 TGG G GT..2...AG GAAA 3 2
3 TCCA GT..3...AG AATGG 4 1
4 TACG GT..4...AG GG CGG 5 1
5 CGAG GT..5...AG GT GAA 6 1
6 ATCCCG GT...6...AG AGA GTC7 0
7 GAAG GT..7...AG AT TCC 8 1
8 GTG G GT...8...AG CG GCC 9 1
9 GATG GT..9...AG GT GAT 10 1

Bilgisayar analizleri gen iginde pek cok tekrar dizilerinin oldugunu ortaya
citkarmistir (20). Ekzon 1'de (konum 98-124), ekzon 2'de (konum 1572-1599)
ve bikunini kodlayan ekzonlardan ekzon 8 (konum 17078-17133) ve ekzon 9
icinde (konum 17571-17626) tekrar dizilerine rastlanmaktadir (Sekil 7) (20).
Dogrudan tekrarlar ayrica kodlayici olmayan dizi igerisinde de gérulur (Sekil 7)
(20). Genin 5’ kodlanmayan bdlgesinde (konum -685/-652 ve -385/-356) ve
7nci intron igerisinde (konum 16372-16397, konum 16936-16963) tekrar dizileri
bulunmaktadir (20). Benzer diziler birinci, Gglincl, dérdinctl, altinc ve sekizinci
intronlarda ve yapisal gen bélgesinin 3’ tarafinda da goérilmektedir (20). Ayrica
DNA igine dadilmis olarak bulunan Alu ailesine mensup tekrar dizileri bikunini

kodlayan gen bélgesinin her iki tarafinda yer almaktadir. ilk Alu tip tekrar dizisi
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intron 6 iginde, ekzon 6’dan 2,2 kbg ilerisinde olup Alu uyusum dizileriyle %88
benzerlige sahiptir (20). Ikinci Alu Uyesi dizi ise bikunin geninin 3’ ucunda ve
karsit iplikte (konum 19956-20246) yer alip %82 benzerlik géstermektedir (20).
Ayrica intron 4 iginde de Alu tekrarlar gérilmektedir (19). Bikunin geni icinde
yer alan Alu elementlerinin biyolojik roliiniin ne oldugu heniz acikliga kavusmus
degildir (19). Alu elementlerinin icerdigi GGAGGC dizili kisa motif
rekombinasyon icin sicak bir bélgedir ve Alu dizileri yoluyla rekombinasyonun bu
batlnlesik genin olusumundan sorumlu olabilecegi diustntlmektedir (17,19).

Ekzon 8 ve 9 icinde bulunan tekrar dizileri korunmus amino asit dizilerini
olusturmaktadir (20). Bu diziler sirasiyla FQYGGCMGNGNNFVTEKEC ve
FPYGGCQGNGNKFYSEKEC'dir (20). Alt cizilmis olan amino asitler iki dizi
arasinda uyusmayan amino asitlerdir (20). Bu diziler her iki reaktif bélgenin de
17 amino asit asagr 3’ tarafindadir ve proteaz Onleyici (inhibitor) bodlgenin
kararhliginda gorevli oldugu dusiuntlmektedir (20).

Ortak bir 6zendirici bélge (promoter) tarafindan sentezlenmelerine
ragmen bu iki protein fizyolojik ve yapisal olarak tamamen birbirinden bagimsiz
iki aileye mensupturlar (17,18,19,20). Sentez asamasindan hemen sonra golgi
aygitinda kesilerek ayrilan proteinlerden o1-mikroglobulin lipocalin ailesine dahil
olurken bikunin serbest halde bulunabildigi gibi inter-o-6nleyici (Ial: Inter-
alpha-Inhibitor) ailesi icinde de gorev alir (4,10).

Alfal-mikroglobulin 31 kDa adirliginda olup 183 amino asitten, 35 kDa
agirligindaki  bikunin ise 147 amino asitten olusmaktadir (19). Birlikte
sentezlenmis olan birincil translasyon Urinidnidn olgunlasmasi sirasinda golgi
aygitinda proteolitik islem gercgeklesir. Bu esnada yalnizca «1-mikroglobulin ve
bikuninin birbirinden ayrilmasini saglayacak sinyal peptidden degil daha icerlek
olan Arg-183 ve Arg-186 bdélgelerinden de kesim yapilir (19). Dolayisiyla son
drinde 184-186nci amino asitler kaybedilmistir (16). A1M ve bikunin cDNA'lari,
9 ntkleotid uzunlukta bir dizi ile baglidir (14). Bu 9 ntkleotidlik dizi bir tripeptidi
(X-K/R-R) sifrelemektedir (14). Tripeptit, A1M’in ug arjinin amino asiti ile, golgi
aygitinda iki proteinin kesimini gercgeklestirecek olan furin benzeri enzimin
tanima bodlgesi olan tetrapeptidi (R-X-K/R-R) olusturur (13,14).

Her iki protein de kendi yolunu gizmek Uizere hiicreden tasinmadan 6nce
glikolizasyona ugrar (14) .

Alfal-mikroglobulin/bikunin 6ncl geni esas olarak karacigerde, A1M (al-
mikroglobulin)’e 6zgl cis etkili elementler ve transkripsiyon faktorlerinin
dizenlemesiyle ifade edilir (21).

Olgun «l-mikroglobulin ve bikunin proteinleri serum ve idrarda

bulunabilirler (5,6,9). Bikunin geninin bdbrek hiicreleri tarafindan da yiksek
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miktarda ifade edildigi yapilan galismalar neticesinde ortaya cikarilmistir (1,2,4-
7,9-11,15,23,32,36,39-41).

Bikunin geninin, cokyapilihk (polimorfizm) yéninden, timdlyle veya
kismen analiz edildigi bir calisma mevcut olmayip tim genin (yapisal ve
duzenleyici gen bélgeleri dahil olmak Uzere) incelendigi ilk molekiler calisma bu

tezde tarafimizca gergeklestirilmistir.

2.7. Bikunin Gen Ifadesinin Diizenlenmesi

Bikunin geni 9q.32-33 kromozomal bdélgede ol-mikroglobulin ile birlikte
AMBP geninden ayni dizenleyici bélge Uzerinden sentezlenir
(11,13,17,18,19,20,21). Alfal-mikroglobulin/bikunin énci geninin esas olarak
sentezlendigi ve ilk tespit edildigi organ karacigerdir (21). Ancak; bébrek, testis,
kalp, pankreas, adrenal bez, akciger, uterus, beyin gibi pek ¢ok dokuda sentez
edildigi sonralari ortaya cikarilmistir (14). Bikuninin farkli dokularda, farkli
durumlarda Uretilmesi dizenleyici bir protein oldugunu ve dedisik fizyolojik
rollere sahip oldugunu gostermektedir (14). Kanser, inflamasyon, tas olusumu
gibi patolojik durumlarda gosterdigi etki, genin ifadesindeki dolayisiyla protein
Uretimindeki artis neticesinde gerceklesmektedir (12,37).

Bikunin ve al-mikroglobulin tek bir mRNA olarak sentezlenirler (Sekil 8)
(39). Gene ait 6zendirici bdélge, genin a1-m’i kodlayan ilk ekzonunun 5’ tarafinda
yer almaktadir (Sekil 8) (17,18,19,20). Bikunin ve ol-mikroglobulini ayiran
intron 6 icerisinde de 6zendirici bdlge elemanlarina rastlanmaktadir (Sekil 8)
(19,20). Fakat bu bdlgenin rekombinasyonel olaylara acik oldugu ve bu sayede
degistigi, dolayisiyla iki genin evrimsel slirecte kaynastigi distnulmektedir
(17,18,19,20).

Tek gen urinu iki proteine ait mMRNA islendikten sonra polipeptitin sentezi
tamamlanir (Sekil 8) (16). Uretilen polipeptit golgi aygitinda heniz

tanimlanamamis furin benzeri enzim ile kesilir ve ayrilir (14).
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Sekil 8. AMBP geni ve ifadesinin sematik gdsterimi. AMBP geni 10 ekzondan olusur. ilk 6
ekzon alfal-mikroglobulini, kalan 4 ekzon bikunini kodlar. iki ayri genin Grinleri olan
proteinler V-R-R (valin, arjinin, arjinin) amino asitleri ile birbirlerinden ayrilirlar. Bikunin
Iol veya Pal'ya dahil olurken, alfal-mikroglobulin diger plazma proteinleriyle kovalent
olarak baglanir (33).

Alfal-mikroglobulin/bikunin 6ncli geninin ifadesi karacigere 0zgln
hepatosit nikleer faktdr olarak bilinen trans-etkili 3 farkh transkripsiyon faktori
(HNF 1-4) ile duzenlenir (Sekil 9) (21,27). Bu faktorler karacigerde farkli pek
c¢ok genin ifadesinde rol sahibidirler (13). Alfal-mikroglobulin/bikunin édnci geni
6zendirici gen bdlgesinin -2600 ile -2800 konumlarn arasinda kalan kisim
karacigere 6zgun artirici (enhancer) bolgedir (21). Hepatosit gekirdek faktorleri
(HNF) bu bélgeye baglanarak gen ifadesinde artisa neden olurlar (Sekil 9) (21).
Artirici bolge icinde 5’-3’ yonliinde HNF'lerin baglandigi 6 cis-etkili eleman (kutu
1-6) bulunmaktadir (Sekil 9) (21). Hepatosit c¢ekirdek faktoérleri bu islevsel
baglanma bdélgelerine HNF-1, HNF-4, HNF-3, HNF-1, HNF-3, HNF-4 sirasini
olusturacak sekilde baglanirlar (Sekil 9) (21). Bu grup, 6zendirici etkinligi
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konum ve uzaklktan badimsiz bir davranisla artirmaktadir (21). Alfal-
mikroglobulin/bikunin 6éncl geninin ifadesi zayif bir 6zendirici bolge, kuvvetli bir
artiria ile dizenlenmektedir (Sekil 9) (21).

+1
'23.05 | karacigere &zgii artiric '21552 '3‘13 ( |

Zayif bzendirici
bélge

5T | HNF-1 [T | HNF-4 [T | HNE-3 [T | HNFA [T \'12‘”;3 T |HNF-47 ¥
1 2 3 4 5 6

Sekil 9. AMBP geni 06zendirici bdlgesinde konum -2600/-2800'de artirici bdlge yer
almaktadir. Hepatosit cekirdek faktorleri artirici bolge lzerine gorllen sira ile baglanirlar
ve gen ifadesinin artisinda rol alirlar. Koyu renkli ok ile gbsterilen bdlge transkripsiyon
baslangig bélgesidir (13).

Daha 6nce deginildigi gibi; bobrek epitel hiicrelerinde, CaOx kristallerine
cevap olarak, bikunin tGretimi tetiklenmektedir (7,9).

Yapilan canh disi calismalarda, okzalat ve kalsiyum okzalat kristallerine
maruz birakilan renal epitel hiicrelerde ifade edilen genler arastinimistir (6,44).
Kalsiyum okzalat kristalleri Ug sinif proteinin ifadesinde degisiklige neden
olmaktadir. Bunlar; gen ifadesini etkinlestirenler (transkripsiyonel aktivatérler),
hicre disi matriks dizenleyicileri ve blylime faktorleridir (44).

Kalsiyum okzalat kristalleri hicrelere hasar vermektedirler (44). Hicre
hasarinin ardindan c-fos, c-jun, Nur-77 ve c-myc gibi erken cevap genlerinin
ifadesi gerceklesmektedir (6,44). Jun/Fos heterodimeri cesitli genlerin 6zendirici
bolgesine baglanarak gen ifadesini etkinlestiren bir molektldur (45). Alfal-
mikroglobulin/bikunin  énci geninin 6zendirici bélgesi lzerinde Jun/Fos
heterodimerinin baglanma bdlgesi mevcuttur. TGACTCA dizisinden olusan
boélgenin AMBP geni Uzerinde varlidi tarafimizca bilgisayar analizi sonucu tespit
edilmis ve bu bdlge calismaya dahil edilmistir.

Alfal-mikroglobulin/bikunin 6éncli geni 6zendirici bdlgesi igerisinde;
transkripsiyon faktoérlerinin baglanarak gen ifadesini baslattigi bolge, karacigere
6zgln artinc bélge ve rekombinasyona sebebiyet vermelerinden dolayi iki Alu

dizisi galismanin kapsamina dahil edilmislerdir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gruplarin olusturulmasi ve kan orneklerinin eldesi

Bu calismada; klinik olarak CaOx tasi olusturdugu tespit edilmis, yas
ortalamasi 25,24 (*17,1) olan 110 hasta birey ile bdbrek tasi rahatsiziidi
olmayan, yas ortalamasi 18,8 (£1,05) olan 101 saglkl bireyden alinan kanlar
kullanildi. Hasta bireylerin 75'i ailesel bdbrek tasi hikayesine sahip iken 35’i
ailesel bir tas hikayesi olmayan kendiliginden tas olusumu go6steren kisilerdir.

Her Ug gruptaki bireylerden, DNA eldesi icin kullanilmak lzere EDTA’l
tipe 5’er mL kan alindi. EDTA’l taplere alinan kanlar DNA eldesine kadar gecen

sire icerinde -20 °C’de saklandi.

3.2. Tas Hastalarinda Yapilan Radyolojik Taramalar

Uroloji klinigi tarafindan calismaya dahil edilen bébrek tasi hastalarinda
radyolojik taramalar gerceklestirilmistir. Ailesel bdbrek tasi hikayesi olan iki
bireyde ve kendiliginden tas olusumu gosteren iki bireyde Uriner sistem
anatomisinde bozukluga rastlanmistir. Bunlar; Ureterosel, Ureteropelvik darlik ve
at nali bébrek anomalileridir. Bu tanilar; hasta bireylerin Uriner sistemlerinin,
intravendz pyelografi ve ardindan diliretik renogram ve sistoskopi tetkikleri ile

incelenmesi neticesinde konulmustur.

3.3. Geregler

Santrifij (Eppendorf, Hamburg, Almanya), mikropipet (Eppendorf,
Hamburg, Almanya), derin dondurucu (Bosch, Istanbul, Tirkiye), manyetik
kanstirici (Velp, Scientifica, italya), vorteks (Niive, istanbul, Tirkiye), biyolojik
emniyet kabini (Bilser, Istanbul, Tirkiye), inkibatdér (Uniequip, Martinsried,
Almanya), dlsik basingh kurutucu (EI yapimi), mikrosantriflij (Eppendorf,
Hamburg, Almanya), PCR aleti (MJ research, Boston, Amerika), glic kaynadi
(Bio Rad, Kaliforniya, Amerika), mikrodalga firin (Argelik, istanbul, Tirkiye),
elektroforez tanki (EC apparatus, New York, Amerika), elektroforez tanki

(Hoefer, San Fransisko, Amerika), hassas terazi (Shimadzu, Kyoto, Japonya)
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3.3.1. Kimyasal maddeler

NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya), KCl (Merck, Darmstadt, Almanya),
Na,HPO, (Merck, Darmstadt, Almanya), Ure (Merck, Darmstadt, Almanya),
Proteinaz K (Sigma, St Louis, Amerika), sodyum dodesil silfat (SDS) (Sigma, St
Louis, Amerika), Etil alkol (Tekel, Istanbul, Tirkiye), mono bazik sodyum fosfat
(NaHPOQO,) (Merck, Darmstadt, Almanya), Tris-HCI (Merck, Darmstadt, Almanya),
Kloroform (Merck, Darmstadt, Almanya), Akrilamid (Sigma, St Louis, Amerika;
Applichem, Darmstadt, Almanya), Bisakrilamid (Sigma, St Louis, Amerika;
Applichem, Darmstadt, Almanya), Amonyum persilfat (Sigma, St Louis,
Amerika), Asetik asit (Carlo Erba, Nord, Italya), Agaroz (Prona, Madrid,
Ispanya), EDTA (Merck, Darmstadt, Almanya), Formaldehit (Sigma, St Louis,
Amerika), Sigma cote (Sigma, St Louis, Amerika), Borik asit (Carlo Erba, Nord,
Italya), dNTP (Fermentas, Vilnius, Litvanya), Taqg DNA polimeraz (Fermentas,
Vilnius, Litvanya), Binding Silane (Promega, Mannheim, Almanya), 10X
Amonyum sulfath PCR tamponu (Fermentas, Vilnius, Litvanya), Na,COs (Merck,
Darmstadt, Almanya), Sodyum tiyosilfat (Merck, Darmstadt, Almanya), MgCl,
(Fermentas, Vilnius, Litvanya), TEMED (Sigma, St Louis, Amerika), Ksilen
Siyanol (Sigma, St Louis, Amerika), Bromofenol Mavisi (Merck, Darmstadt,

Almanya).

3.3.2. Cozeltiler

10X TBE (108 g tris, 55 g borik asit, 8,3 EDTA), parcalama c¢ozeltisi
(300 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI), Ureli parcalama ¢ozeltisi (4,2 g
dre, 10 mL su, 1 mL pargalama ¢ozeltisi), 49:1 %50’'lik akrilamid ¢ozeltisi (49 g
akrilamid, 1 g bisakrilamid, 50 mL saf su), SSCP ylikleme tamponu (8 mL
formamid, 2 mL saf su, 0,025 g bromofenol mavisi, 0,025 g ksilen siyanol),
gimaus nitrat ¢ozeltisi ( 2 g gimus nitrat, 2,5 mL %37’lik formaldehit, 2 litre saf
su), sodyum karbonat c¢ozeltisi (60 g sodyum karbonat, 420 upl 10 mg/mL
sodyum tiyosdulfat, 2 L saf su) (46).

3.4 DNA Eldesi

I. glin

EDTA'll tlipe alinan kanlarin oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra
Uzerlerine hacimleri kadar saf su eklendi. Iyice altiist edildikten sonra 4000

devir/dakika’da 20 dakika santrifij edildi ve Ustteki sivi kisim atildi. Bu islem (g
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kez tekrar edildi. Uglincli santrifiijin ardindan, atilan sivi kismin yerine her bir
tipe 3 mL dreli parcalama ¢ozeltisi eklendi ve gokeledin iyice gozlinmesi
saglandi. Ardindan 400 pyL %20'lik SDS ve 100 pL 10mg/mL proteinaz K
eklenerek 37 °C'de 1 gece igin inklibasyona birakildi (46).

II. gin

Inkiibasyondan cikarilan érneklere 2 mL 5M NaCl eklendi ve 10-15
dakika altist edildi. Ardindan, Uzerlerine 8 mL kloroform konularak 4000
devir/dakika’da 15 dakika santriflij edildi. Santriflij sonunda olusan 3 kisimdan
Ustteki kisim temiz bir tlpe alinarak, Gzerine hacmi kadar soguk %96’lik etil
alkol eklendi. Alkol ilavesi ile ¢goken DNA’lar pipet ucu ile 1,5 mL'lik santriflj
tiplne alinarak (zerlerine 1000 uL %70'lik etil alkol eklendi. Tipler 13000
devir/dakika’da 10 dakika santriflij edilerek DNA’larin tipin dibine yapismasi
saglandi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. En son santrifij isleminden sonra, alkol
dikkatli bir sekilde dokuldu. Tuplerin dibine yapismasi saglanan DNA’lar vakumlu
kurutucuda yarim saat bekletildi ve Uzerlerine gerekli miktarlarda deiyonize
steril su eklendi. Bir gin +4°C’de bekletilerek ¢6zliinmesi saglanan DNA'lar

saklanmak Uzere -20°C’lik derin dondurucuya kaldirildi (46).

3.5. DNA analiz yontemi

Bu calismada DNA analizi icin kullanilan PCR (Polymerase Chain
Reaction) teknigi, ilgilenilen gen bélgesinin canl disi ortamda gogaltiimasina
dayanan, pratikligi ve guvenilirligi ile gUinumutzde molektler biyolojik
calismalarda en sik kullanilan tekniklerden biridir (47).

Bikunin yapisal ve 6zendirici (promoter) gen bdlgelerinin gogaltiimasi
islemi in-house tird MJ Research PTC-200 PCR cihazi ile yapildi. PCR tepkimesi
icin gerekli karnisimlarin timid otoklavlanmis malzemeler kullanilarak steril

kabinde hazirlandi.

3.5.1. Primer tasarimi ve kullanilan primerler

Bu tezde kullanilan primerleri tasarlamak maksadiyla referans dizilim
olarak NCBI veritabanindaki; bikunin yapisal gen boélgesi icin NT_08470.17
kontig numaral bdlge icerisindeki gi:51467683 numaral dizilim, 6zendirici gen
bélgesi icin ise X_67082.1 erisim numarali bélge icerisindeki gi:28673 no'lu
dizilim esas alindi. Bikunin geni ve 0&zendirici gen bodlgesine ait primerler

http://workbench.sdsc.edu adresindeki online primer tasarim programi
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kullanilarak tasarlandi. Bu galismada bikunin yapisal gen bdélgesine ait 4, bikunin

Ozendirici gen bolgesine ait ise 5 gift primer takimi kullanildi (Tablo 4, 5).

Tablo 3. Bikunin yapisal gen bélgesine ait kullanilan primerler ve PCR UGriinG
buyukltkleri.

5 — 3’

Ekzon 1 307 bg

Bkn1-F CAGAAATCTGTCCTCTGATGC
Bknl-R GGGTGAAAAGGCAGGTGTT
Ekzon 2 277 bg

Bkn2-F ACACTTGGTCAGTGCTGCTG
Bkn2-R ATTCGCAGGTGGTTTACTGG
Ekzon 3 255 bg

Bkn3-F ATGCCTCTCTCCACTCCACA
Bkn3-R TCTCCCACCTCGACTCCAAC
Ekzon 4 209 bg

Bkn4-F TGTGTCCACAGGTGATGAGG
Bkn4-R TCCGCCACCCTGTTAGTTAC

Tablo 4. Bikunin 6zendirici gen bdlgesine ait kullanilan primerler ve PCR Urini
buyulkltkleri.

5 - 3’
Alu tekrar-1 300 bg.
Alul-F TGTTGCCCAGACTGGAGTG
Alul-R GAGCATGTCGTTCTAAATCCTCT
Alu tekrar-2 330 bg.
Alu2-F GACAACGGACCTGGGTTTTA
Alu2-R GACGGAGTTTCACTCTTGTCG
Artirici bdlge 205 bg.
Enh-F TGGTCTTGCAACTTGTGTCC
Enh-R TCATTCAGTTGCACAGCCTC
Baslangig-1 280 bg.
Initl-F GGAAGCTCGTAACAGTCATCA
Init1-R GAGGATGGGGAGCGACCT
Baslangig-2 256 bg.
Init2-F ATCCTCGCATGCCCTCTG
Init2-R ACAGGGCAGCTGTGAACTG

3.5.2. PCR karisiminin hazirlanmasi ve PCR sartlarinin primerlere gére

uyumlandirilmasi

PCR tepkimesinde kullanilan primer giftlerinin en verimli galisabilecekleri
erime sicakliklarinin tespit edilmesi ve tepkime kosullarinin iyilestiriimesi amaci
ile ilk basta 110 6rnek icerisinden 1 6rnek DNA secildi ve 9 cift primer takimi igin
iyilestirme ve gradient PCR yapildi (Sekil 10). Iyilestirme yapilan érnekler igin
toplam karisim hacmi 6 uL olarak ayarlandi (Tablo 6). Bu islem neticesinde elde

edilen erime sicakliklar Tablo 7 ve Tablo 8’ de verilmistir.
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Sekil 10. Tepkime kosullarinin iyilestiriimesi amaciyla yapilan gradient PCR jel
gorintlsi.1.ve 2. kuyulardaki PCR Grini zayif; 3. kuyuda ise 6rnek gézlenememektedir.
4-10 numarah kuyulardaki PCR Urinleri istenen dliizeydedir. Bunlar igerisinden 8 numarali
kuyudaki Grtinin codaltildigi sicaklik tim tepkimeler icin tercih edilmistir.

Tablo 5. Secilen 6rnek igin toplam hacim 6 pL olacak sekilde tepkime karisim

oranlari.

Eklenen Kimyasal Madde Miktar (uL)
Kalip DNA 0,5
Steril deiyonize su 4,135
10X Amonyum sulfatli PCR tamponu 0,5

25 mM MgCl, 0,3

2 mM dNTP karisimi 0,4
100 mM F primeri 0,07
100 mM R primeri 0,07

5 U/PL Taq DNA polimeraz 0,025

Tablo 6. Bikunin yapisal gen bdlgesi igin deneysel olarak elde edilen primer
erime sicakliklari.

Yapisal Gen Bolgesi

Ekzon ismi Erm:]e
sicakligi °C

Bkn 1 57,1

Bkn 2 59,8

Bkn 3 62,3

Bkn 4 61,3
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Tablo 7. Bikunin 6zendirici gen boélgesi icin deneysel olarak elde edilen primer
erime sicakliklari.

Ozendirici Gen Bélgesi
Bolge Erime sicakligi

ismi °C
Alu 1 60,6
Alu 2 58,7
Enh 62,6
Init 1 62,1
Init 2 62,1

Batin primer ciftlerinin tepkime kosullarinin iyilestiriimesi bittikten
sonra kalan diger 6rnekler icin toplam karisim hacmi, bastaki oran korunarak
6uL olarak hazirlandi ve malzemenin ekonomik sekilde kullanimi sagland.

Tepkime kosullarina ait dediskenler primerlere ait erime sicakliklari
haricinde tim tepkimelerde ayni tutulmustur (Tablo 9). Elde edilen Uriinler SSCP
(single strand conformation polymorphisms) ydntemi ile gokyapililik yoéninden

arastirild.

Tablo 8. PCR tepkime kosullari.

Basamak Sicaklik Silre
Ilk denatiirasyon 95 °C 5 dakika
Denatirasyon 95 °C 15 saniye
Baglanma Tablo 7 ve 8' deki degerler 30 saniye
Uzama 72 °C 30 saniye
35 tekrar
Son uzama 72 °C 2 dakika

3.6. Elektroforez

Elektroforez, yukli molekullerin dogrusal elektrik akimi yardimi ile
birbirinden ayrnilmasi igin kullanilan bir fiziksel ayinm yéntemidir (47).
Elektroforetik tekniklerden, bu calismada agaroz jel elektroforezi ve SSCP

yontemi kullanilmistir.

3.6.1. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi PCR tepkimelerinin verimli calisip calismadiginin
kontroliinde kullanildi. Ornekler, yiizde 1 oraninda hazirlanmis olan agaroz jelde
90 voltta 40 dakika kadar (100-1500 bg araliginda) pUC19 Haelll kesimi DNA
belirleyici esliginde yuritildi ve etidyum bromtr ile boyanarak UV isik altinda

gorintdlendi.
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3.6.2. SSCP ybntemi

SSCP, DNA uzerindeki farkliliklari tesbit amaciyla gelistirilen yéntemler
icerisinde cok caba ve kimyasal gerektirmemesiyle ve pratik olusuyla en cok
kullanilan yéntemlerden biridir (47). Nokta mutasyonlari, ekleme/gikarma tipi
mutasyonlar, yeniden diizenlenme tipi mutasyonlar gibi durumlarin tespiti icgin
cok uygundur (48). Bunun yaninda, tek bir baz ciftinde olan dedisikleri bile
SSCP ile yakalamak mimkdndir (48).

Yéntem, denatire edilerek tek sarmal haline getirilen DNA pargaciklarinin
denatlire edici kimyasal icermeyen poliakrilamid jelde ydiritilmesi esasina
dayanmaktadir (47). Nukleotit diziliminden kaynaklanan ikincil yapinin kendi
Uzerine katlanarak molekll adirhdgindan badimsiz, dizilime o6zel bir sekilde
elektromanyetik alanda hareket etmesi SSCP’nin diger metotlardan farkini
olusturmaktadir (47). SSCP, kiyasa dayali bir metottur. Bu nedenle saglikli
analiz yapabilmek icin 6rnek sayisi mimkin oldugunca fazla tutulmalidir. SSCP
jelinde varyasyon/mutasyon iceren yapilar jel gérintiisiinde érnek basina iki, Gg
veya dort tane bant verebilirler. Iki bant ve kiyaslanan érneklerden farkli
konumda bant yerlesimi farkli dizilime; ¢ bant mozaik yapiya; dort bant ise her
iki sarmalda da farkli dizilime isaret etmektedir (46).

Bu yontemin en blytk avantaji hizli bir sekilde ¢ok sayida o6rnedin
taranabilmesine imkan vermesidir. Ancak, SSCP kullanilarak %100 oraninda
mutasyon/varyasyon tespit etmek muUmkin dedildir. Bunun sebebi dis
etkenlerden cok fazla etkilenmesidir (48). Jele ylklenen 6rnek buyukligunin
belli bir aralikta olmasi geredi de bu yontem kullanilarak yapilan arastirmalar
sinirlayan diger bir faktérdir. Genellikle, SSCP’de en saglikli sonuca ulastiracak
artn blyUkliglu 150-400 bg arahdidir (46).

3.6.3. SSCP’nin yapilisi

Camlarin hazirlanmasi?

Kullanilacak olan, U sekilli ve dikdértgen sekilli her iki cam da ilk énce
%70'lik ardindan da %96'lik etil alkol ile iyice temizlendi. Jelin baglanmasi
istenen U cama 1000 pL jel baglama ¢ozeltisi (3 L gamma-metakriloksipropil-
trimetoksi silane, 5 pL asetik asit, 1000 pL %96'lik etil alkol) hav birakmayan
pecete ile dikkatlice yayildi ve 10 dakika kurumasi icin beklendi. Dikddrtgen

cama ise 650 pL kayganlastirici ¢ozelti (sigmacote) hav birakmayan pecete ile

' Prof Dr Ahmet Arslan, yayinlanmamis laboratuar notlari.
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yayildi ve 10 dakika kurumasi igin beklendi. Yanlara aralik gubuklar, Uste ve
alta da ters olarak birer tarak vyerlestirildikten sonra camlar birbiri Uzerine

kapatilip mandalla birbirine tutturuldu (46).
Jelin hazirlanmasi®

Jel karisimi, 250 mL'lik beher igerisine 49:1 akrilamid:bisakrilamid
oraninda hazirlandi. Jel karisimi, 14 mL %50‘lik stok akrilamid g¢bzeltisi, 6 mL
10X TBE ve 80 mL saf su seklinde hazirlandi ve iyice g¢dzlinmesi saglandi.
Manyetik karistirici Uzerine alinan karisima burada 450 uL %10 APS ve 45 pL
TEMED eklendi. 4-5 saniye karismasi beklendikten sonra beher yardimiyla
yavasca ve hava kabarcigi birakmamaya 06zen gostererek iki cam arasina
dokildi ve kopek bahdi disli tarak ters olarak jelin Ust kismina yerlestirildi. Jelin

donmasi icin en az 45 dakika beklendi.
Orneklerin hazirlanmasi?

Ornekler, 0,2 mL lik tiiplere 20 yL'lik toplam hacmin 6 pL’si PCR Griini ve
14 uL’si SSCP tamponu olacak sekilde hazirlandi. Hazirlanan érnekler 95,5°C'de
3 dakika denatiirasyonun hemen ardindan buz lzerine alindi ve buz lizerinde en
az 5 dakika bekletildi.

Orneklerin yiiklenmesi!

Jel donduktan sonra alttaki ve Ustteki taraklar ile mandallar c¢ikanldi.
Camlar U cam arkada kalacak sekilde ve elektroforez tankinda sizmaya meydan
vermeyecek sekilde vyerlestirildi. Tankin (st ve alt kisimlarina 1X TBE
dolduruldu. ki cam arasindaki jel artiklar temizlendikten sonra képek balig disli
tarak bu sefer diiz olarak yerlestirildi. Gug kaynadi ile badlantilar yapilarak 450
Volt'ta 30 dakika bos olarak pH dengesinin saglanmasi amaciyla 6n yiritme
yapildi. On yiritmenin ardindan, hazirlanan 6rnekler kuyucuklara 3’er pL
hacimde yuklendi ve 430 Volt'ta +15°C'de 16,5 saat yuratalda.

Orneklerin gériintiilenmesi?

Yiritmenin ardindan tanktan alinan camlar birbirinden ayrildi. Uzerinde
jel olan U cam, calkalayicl Gzerinde %10’luk 2 litre asetik asit icinde 15 dakika
bekletildi. Ardindan, 10 dakika 2 litre saf su iginde bekletildi. Gimis nitrat
cOzeltisi icerisinde 45 dakika bekletildikten sonra soguk sodyum karbonat

gOzeltisi igine alindi. Bantlarin gorinmesiyle zemin kararmadan hemen &nce
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tekrar %10’luk asetik asit gozeltisine alinarak bantlarin sabitlenmesi saglandi.
Bes dakika bekletildikten sonra tekrar saf suya alinarak ortamdan fazla asetik
asitin uzaklastirnlmasi saglandi. Bunun ardindan cam kurumaya birakildi.

Kurumanin ardindan, jelin goérintist 1200 dpi tarayic kullanilarak bilgisayara
aktarildi.

3.7. Sonuclarin Istatistiki Yéntemlerle Analizi

Elde edilen bulgular ki-kare testi ile degerlendirmeye tabi tutuldu.

2 Prof Dr Ahmet Arslan, yayinlanmamis laboratuar notlari.

37



4.BULGULAR VE SONUCLAR

4.1. SSCP sonuglarinin istatistiki olarak degerlendirilmesi

Bu galismada; ailesel gegis gézlenen bébrek tasi hastalarinin bulundugu 4
farkl ailenin toplam 75 bireyinden, ailesel hikayeye sahip olmayip kendiliginden
tas olusumu gosteren 35 bobrek tasi hastasindan ve 110 saglikli bireyden alinan
kanlardan izole edilen DNA’lar kullanilmistir. Bikunin yapisal gen bdélgesine ait 4
ekzon ve 06zendirici gen boélgesine ait 5 kisim c¢okyapililik agisindan SSCP
yéntemi ile taranmistir. Sonug olarak; bikunin ézendirici gen bdlgesinde, Init-2
olarak adlandirdigimiz ve gen ifadesini diizenleyen faktérlerin baglanma bdélgesi
olan bdlge icerisinde, calismaya dahil edilen tim gruplarda dadinik olarak 3

farkli genotipe rastlanmistir.

1 2343 6768 910 111213141516 171819 2021222324 232627 28290303132 33

Sekil 11. SSCP neticesinde gozlenen farkh 1,2,3,4 numarali bantlarin jel Gzerindeki
gorintdleri. 1-5,13,28,31 ve 33 numarah kuyularda 1 ve 3 numarali bantlar; 6-
9,11,12,14-16,20-23,25-27,29 ve 32 numaral kuyularda 2 ve 4 numarali bantlar; 10,17-
19,24 ve 30 numaral kuyularda 1,2,3,4 numarali bantlar gériilmektedir. ilk 5 érnek ayni

cekirdek ailenin Uyeleridir. 6-33 numarali 6rnekler saglikli bireylere aittir.

Bu bdlgede rastlanan 1,3; 2,4 ve 1,2,3,4 bantlarinin gruplar arasindaki

dagilimi Tablo 10’ da gdsterilmistir.
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Tablo 9. Bikunin 6zendirici gen bdlgesi icinde yer alan Init-2 bélgesinde SSCP sonucu
gozlenen bantlarin hasta gruplari arasindaki dagilimi.

Ailesel olan Ailesel olmayan Kontrol
Genotip
Adet % Adet % Adet %
1,3 15 20,0 5 14,3 16 15,84
2,4 40 53,3 21 60,0 66 65,35
1,2,3,4 20 26,7 9 25,7 19 18,81
TOPLAM 75 %100 35 %100 101 %100

Init-2 bélgesinde; calismaya katilan toplam birey sayisi iginde, %17,06
oraninda 1,3; %60,19 oraninda 2,4 ve %22,75 oraninda 1,2,3,4 olmak Ulzere
farkli SSCP bantlarindan olusan 3 farkl genotip tespit edilmistir (Tablo 10). Bu
{¢ genotipin toplam birey sayisi igindeki dadilimi incelenirken dikkat edilmesi
gereken iki nokta vardir. Ilk olarak; her bir genotipin gézlendidi tim bireyler
arasindaki gruplara 6zel dagiiminin, ikinci olarak ise bir genotipin digerlerine
oranla ne siklikla gézlendidinin incelenmesi gerekmektedir. Ornedin; 1,3
bantlarinin temsil ettigi genotip toplam 36 kiside gozlenmekte ve bunlar
arasinda, 15 ailesel hikayesi olan, 5 ailesel hikayesi olmayan ve 16 kontrol
bulunmaktadir. Sayisal dederler birbirine ¢ok yakin olup 1,3 genotipi herhangi
bir gruba 6zel bir dagihm g6stermemektedir (Tablo 10). Ayni zamanda her bir
grup icinde 1,3 genotipi gbézlenen bireylerin gbzlenmeyen bireylere orani
incelendiginde ailesel hikayesi olan bireylerde bulunma orani 15/75 = 1/5,
ailesel hikayesi olmayanlarda 5/35 = 1/7, kontrollerde ise 16/101 = 4/25
oldugu gorulmektedir (Tablo 10). Benzer bicimde 2,4 genotipi toplam 127 kiside
gdzlenmekte ve bu bireyler arasinda 40 ailesel, 21 ailesel olmayan ve 66 kontrol
seklinde bir dagilm gostermektedir. Saglikli bireyler géz 6ntine alindiginda 2,4
genotipinin hasta kisilerde gézlenme oraninin diisiik oldugu dikkat cekmektedir
(Tablo 10). Ayrica 2,4 genotipi ailesel hikayeli bireyler arasinda 40/35 = 8/7
oraniyla, ailesel hikayesi olmayan bireyler arasinda 21/14 = 3/2 ve kontrol
bireyler arasinda 66/35 = 13/7 oraniyla g6zlenmektedir. Toplam 48 Kkiside
gozlenen 1,2,3,4 genotipi 20, 9 ve 19 kisi seklinde dagilim gostermektedir. Grup
ici dagihmi ise ailesel hikayesi olan bireyler arasinda 20/55 = 4/11, ailesel
hikayesi olmayan bireyler arasinda 9/26 =~ 1/3, sadglkl bireyler arasinda ise
19/82 = 1/4 oraninda goérilmektedir (Tablo 10).

Elde edilen bulgular istatistiki ki-kare testi ile dederlendirilmis ve bébrek
tasi olusumu ile bulunan cokyapililik arasinda istatistiki olarak anlam tespit
edilememistir (Tablo 11). Her (ic genotipin de p anlamlilik dederi 0,05'ten blyuk
bulunmustur (Tablo 11).
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Tablo 10. Ug grupta gézlenen 3 farkli genotipin ki-kare testi ile ortaya ¢ikan anlamllik
dereceleri.

s s . Serbestlik

Genotip X“ degeri p degeri _

derecesi
1,3 0,754 0,685 2
2,4 2,592 0,273 2
1,2,3,4 1,721 0,422 2

Gozlenen 1,3 genotipinin bulunan p anlamhlik dedgeri 0,685; 2,4
genotipinin 0,273; 1,2,3,4 genotipinin ise 0,422'dir. Bu hesaplama, Tablo 10'da
gorulduga gibi calismaya dahil edilen bireylerin 3 grup olarak kabul edilmesi ile
yapilmistir. Ailesel hikayesi olan hastalarla beraber ailesel hikayeye sahip
olmayan, kendiliginden tas olusumu goésteren hastalar tek bir grup olarak kabul
edilmis ve bulgular ikinci kez ki-kare testine tabi tutulmuslardir. Uc genotipin p
anlamhlik dederi 0,05'ten blylk bulunmustur. Ortaya gikan sonuglar Tablo 12
ve 13’de gorlldtugu gibidir.

Tablo 11. Gézlenen SSCP bantlarinin galismaya dahil edilen bireylerin iki grup olarak
kabulliyle ortaya gikan dagihmi.

Genotip Hasta sayisi Kontrol sayisi
1,3 20 16
2,4 61 66
1,2,3,4 29 19
Toplam 110 101

Tablo 12. Calismaya katilan bireylerin hasta ve sadlikli olarak iki gruba ayrilp
hesaplanan istatistiki degerleri.

. . Serbestlik
Genotip X2 degeri P degeri _
derecesi
1,3 0,203 0,651 1
2,4 2,150 0,142 1
1,2,3,4 1,708 0,191 1

Ikinci kez tekrarlanan ki-kare testi ile p anlamlilik degerleri 1,3 genotipi
icin 0,651; 2,4 icin 0,142; 1,2,3,4 icin ise 0,191 bulunmustur (Tablo 13). Elde
edilen bulgular bébrek tasi olusumu ile iliski icerisinde degildir. Init-2 gen

bolgesinde bulunan gokyapililik tas olusumu ile dogrudan iliski géstermiyorsa da
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bu bdlgenin oldukga polimorfik bir bdlge oldugunu gostermektedir. Bu
galismanin bikunin geni ve 6zendirici bolgesinin analiz edildigi ilk calisma olmasi
ve literatlire ciddi bir katki yapacak olmasi nedeniyle elde edilen sonuglar
oldukga o©Onemlidir. Bulunan genotipler ile tas hastalii arasinda iligki
gdzlenememesinde gen ifadesinden sonra gerceklesen islemlerin veya tas

olusumunu 6nleyici diger proteinlerin varliginin 6nemi muhtemeldir.

4.2. Sonuglarin aile agaclari ile birlikte degerlendirilmesi

Calismaya 4 aile dahil edilmistir. Bu ailelere ait aile agaclari ve bobrek

tas! hastaligina sahip Uyeleri Sekil 12, 13, 14 ve 15'te gosterilmistir.
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Birinci ailenin calismaya katilan bireylerine ait genotipler Tablo 14'te

gosterilmektedir.

Tablo 13. Birinci ailenin galismaya katilan bireylerine ait genotipler.

Kisi No Genotip
II-6 1,3
I1-8 1,2,3,4
I1-9 2,4
I1-12 1,2,3,4
I11-7 1,3
I11-8 1,2,3,4
I1I-10 1,2,3,4
I11-11 1,2,3,4
I11-12 1,2,3,4
I11-13 2,4
I11-14 1,3
ITI-16 1,3
V-1 1,2,3,4
V-2 1,2,3,4
V-3 2,4
V-4 1,2,3,4
V-5 1,2,3,4
V-7 2,4
V-8 2,4
V-9 1,2,3,4

Ilk aileye ait aile ajaci gozlenen genotiplerle beraber incelendiginde
1,2,3,4 genotipinin aile bireyleri arasinda yaygin bulundugu dikkat gcekmektedir
(Tablo 14). Ailenin 11 bireyi 1,2,3,4 genotipine sahiptir. Ancak bu bireylerden
sadece ikisi (III-12, IV-9) hastadir. Benzer bigimde 2,4 genotipi de 1 hasta (IV-
8) bireyde gozlendigi gibi saglikli bireylerde de ortaya g¢ikmistir. Ancak 1,3
genotipi bu ailenin sadece saglikli fertlerinde mevcuttur. Fakat bu genotipin
hastalik riski tasimayan bir genotip oldugunu distinmek igin erkendir. Bu aileye
ait aile adacinda (¢ bireyde (III-14, III-16, IV-3) beklenmeyen bantlar
gorilmektedir (Tablo 14). Bu kisiler anne babalarindan aktarilabilecek
bantlardan farklh bantlara sahiptirler. Bu durum, ancak; bu bireylerde sonradan
meydana gelmis bir farklilasmayla aciklanabilir. Ayni zamanda bu bdlgenin ciddi

derecede polimorfik bir bélge olusunun da kanitidir.
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Tablo 14. ikinci ailenin calismaya katilan bireylerine ait genotipler.

Kisi No genotip
I1-10 1,3
I1-57 1,3
I11-21 1,3
I11-22 1,3
I11-23 1,3

Ikinci aile agacinda goriilen bireylerden Tablo 15te numaralari verilen
bireylerin olusturdugu cekirdek aile galismaya katilmistir. Bu ailenin 3 ferdi (II-
57, 111-22, 111-23) tas hastaligindan muzdariptir. Ancak ailenin tim bireyleri 1,3
genotipine sahiptir. Bu durumda 1,3 genotipini hastalikla iliskilendirmek gictar.
Ilk ailede 1,3 genotipi yalnizca saglikli bireylerde gézlenirken bu ailede saglikl

ve hasta bireyler arasinda yaklasik olarak esit dagilim gostermektedir.
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Tablo 15. Uciincii ailenin calismaya katilan bireylerine ait genotipler.

Kisi No Genotip
IvV-18 2,4
IvV-30 2,4
V-16 2,4
V-20 2,4
V-24 2,4
V-28 2,4
V-30 2,4
V-31 2,4
V-32 1,3
V-33 1,2,3,4
V-34 1,2,3,4
V-39 2,4
V-40 1,2,3,4
V-41 2,4
V-42 2,4
VI-5 2,4
VI-6 2,4
VI-8 2,4
VI-9 2,4
VI-11 1,2,3,4
VI-12 2,4
VI-17 2,4
VI-21 1,2,3,4
VI-23 2,4

Uglincii aile 24 ferdiyle calismaya katilmistir. Bu kisilere ait genotipler
Tablo 16'da gdsterilmistir. Bu ailede de 2,4 genotipi yaygin goézlenmektedir.
Ailenin 13 saglikli bireyi 2,4 genotipine sahipken 4 hasta bireyi de (V-20, VI-5,
VI-6, VI-17) 2,4 genotipine sahiptir. Benzer bicimde 1,2,3,4 genotipi 3 saglikli

ve 2 hasta bireyde kendini gostermektedir.
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Tablo 16. Doérdlncul ailenin galismaya katilan bireylerine ait genotipler.

Kisi No Genotip
I11-3 1,2,3,4
I1I-5 2,4
V-2 1,2,3,4
V-5 1,3
V-6 1,3
V-9 2,4
IV-12 2,4
IV-19 2,4
IV-24 2,4
IV-26 2,4
IvV-27 2,4
IvV-29 2,4
IV-34 2,4
Iv-35 2,4
V-9 1,3
V-11 1,3
V-13 1,3
V-14 1,2,3,4
V-15 2,4
V-16 2,4
V-38 1,2,3,4
V-42 1,2,3,4
V-43 2,4
VI-4 2,4
VI-5 2,4
VI-6 2,4

Son ailenin 16 ferdi Tablo 17'de de gorildigi gibi 2,4 genotipine sahiptir.
Ancak bu bireylerden sadece 7’si (IV-12, IV-26, IV-34, 1V-35, V-16, V-43, VI-4)
tas hastasidir. Diger ailelerle birlikte incelendiginde, 2,4 genotipinin, saglikl
bireyler arasinda daha yaygin oldugu dikkat gekmektedir.

Ilk ailede oldugu gibi bu ailede de beklenmeyen bantlar gdzlenmistir. Bu
genotiplere sahip bireyler V-14, V-38 ve V-42 numarali bireyler olup
ebeveynlerinden aktarilamayacak 1,2,3,4 genotipine sahiptirler. Daha 6nce de

deginildigi gibi bu durumun aciklamasi bu boélgenin dedisime yatkin, polimorfik
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bir bdlge olusunda yatmaktadir ya da tam tersi olarak bu sonuglarin bu
dislinceyi dogurdugu soylenebilir. Bu kimseler sonradan olusmus bir farklhihgi
tasimaktadirlar. Ancak bu bireylerden yalnizca biri (V-14) bdbrek tasi hastasidir.
Bu sekilde sonradan ve kendiliginden gelismis bir cokyapilihdin da tas olumuyla

dogrudan iliskili oldugu soylenememektedir.

4.3. iliski-eslik (association) degerlendirmesi

Calismaya 4 farkli aile dahil edilmistir. Dogal olarak, her bir ailenin
fertleri digerlerinden farkli fenotipik 0Ozelliklere sahiptirler. Gorilen bu
fenotiplerin tas olusumuna eslik edip etmediginin bilinmesi arastirmacilar igin
dnemlidir.

Ilk aile icinde 8liim sebebi bilinmeyen 6 birey (III-1, III-2, III-3, III-4,
ITI-5, III-6) bulunmaktadir. Pespese ve kiz cocuklarda goérilen bu 6limlerin
nedeni bilinmemekte ve 1,5-2,0 vyaslan arasinda hayatini kaybeden bu
cocuklarin bdbrek tasina sahip olup olmadiklarn hakkinda da bilgi
bulunmamaktadir. Ayni ailenin IV-12 numaral bireyi kalp rahatsizligina sahiptir
ve bdbrek tasi olusumu gobstermemektedir. Bu bireyin DNA’si calismada
kullanilmamistir. Bu aileye mensup diger fertlerin bilinen bir hastaligi yoktur.
Dolayisiyla tas olumunu iliskilendirebilecegimiz herhangi bir fenotip bu ailede
gOzlenememistir. Ailenin hasta bireyleri akraba evliligi yapmis baba ve
cocuklaridir. Bébrek tasi olusumunun kalitsal bir hastalik oldugu varsayilirsa
akraba evliliginin riski artiracagi bir gergektir.

Ayni zamanda birinci ailenin I-5 numarali bireyinde Ureterosel olarak
bilinen Uriner sistem anomalisi gézlenmistir. Bu bireyde, Init-2 bélgesinde 2,4
genotipi tespit edilmistir.

Ikinci aile diger ailelerin yani sira mineralizasyon ve renal bozukluklar
acisindan sorun yasayan bireylere sahip bir ailedir. Bu ailede bobrek agrisi
yasayan ve bdbrek kumu doken bireyler (II-38, II_42, 1I-43, 1I-53, III-24, III-
26) bulunmaktadir. Ayrica osteoporoz ve kemik erimesi gozlenen bireyler de (I-
2, I-4, 1I-15) mevcuttur. Bu kisilerden sadece II-53 numaral kisi tas olusumu
gdstermektedir. Ancak bu kisi ailenin calismaya dahil edilen bireyleri arasinda
degildir. Fakat ailenin yukarida ifade edilen bireylerinde goézlenen rahatsizliklar
bébrek islevini ve mineralizasyonu ilgilendiren hastaliklar olmasi nedeniyle
bikunin geni cok yapilihdi ile veya ileride gerceklesecek calismalarla bulunacak,
tas olusumunda rol alan farkli etkenler ile iliskilendirilebilecek durumdadirlar.
Bikunin proteininin bu anlamda da etkin rol oynayabilecegi diustnulebilir.

Uglincli aile akraba evliliklerinin sik gérildigi bir aile olarak dikkat
¢cekmekte ve tas olusturan bireylerin (VI-5, VI-6, VI-7, VI-17, VI-19, VI-21) bu
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evliliklerden dinyaya gelmis bireyler oldugu gorilmektedir. Ayrica bu ailede
bobrek tasi godzlenen bireyler haricindeki bir kiside boébrek iltihabi (IV-18)
gorilmektedir. Bu birey Init-2 gen bélgesi agisindan 2,4 genotipine sahiptir.

Doérdinci aile bireyleri, ilk aile gibi bdbrek tasi yani sira tarafimizca
bilinen bir hastalia sahip degildirler. Tas olusumu ile beraber yurliyen bir
hastalik bu ailede g6zlenememistir. Bu aile iginde de ilk ailede oldugu gibi Uriner
sistem anomalisine sahip bir hasta birey bulunmaktadir. Aile agacinda III-23
olarak numaralandirilmis bu bireyde (reteropelvik darlik goézlenmistir ve
calismalarimiz neticesinde 1,3 genotipine sahip oldugu goértlmaustar.

Ailesel boébrek tasi hikayesine sahip bu bireylerin yani sira ailesel hikayesi
olmayan, kendiliginden tas olusumu gosteren bireyler arasinda da Uriner sistem
anomalisine sahip iki birey bulunmaktadir. Bu bireyler at nali bdbrek ve
Ureteropelvik darlik olarak bilinen anomalilere sahiptirler.

Calismada bikuninin yapisal ve 6zendirici gen bdlgeleri inceleme altina
alinmis ve Init-2 bélgesinde 3 farkl genotipe rastlanmistir. Ancak gerek aile
adaclarinin incelenmesi gerekse istatistiki ki-kare testinin sonuglara uygulanmasi
neticesinde bu gesitliligi fenotiple iliskilendirebilmek mimkin olmamistir. Her (g
genotip de hem sadlikh hem hasta breylerde gdérilebilmektedir. Onemle
Gzerinde durulmasi gereken bir diger nokta sudur ki; bikunin geninin incelendigi
ve cokyapilihdin ortaya gikarildigi ilk galisma bu tez kapsaminda gergeklesmis
bulunmaktadir. Bu bulgular literatlire 6nemli bir katki saglayacak ve konuyla
ilgilenen baska arastirmacilara kaynaklik edecektir. Bu galisma boébrek tasini
onleyen proteinlerin genetik vyapilarinin incelenmesi geredine inanilarak
baslatiimis bir calismadir. Bikunin gibi diger Onleyici proteinlerin de genleri
incelenmeli ve kapsamli bir sonuca ulasilmaldir. Zira bikunin ile tas olusumu
arasinda iliski bulunamamasinda dider 6nleyici proteinlerin genetik yapilarinda
meydana gelmis bir dedisiklik sonucu gergeklesen islev kaybi veya zayifligi s6z
konusu olabilir. Bu durumda normal sartlarda yetersiz veya bozuk bikuninin
acigini kapatmasi beklenen proteinlerin, molektler yapilarindaki duzensizlik
nedeniyle tas olusumunun énlenmesinde tamamiyla yetersiz kalmalari mimkin
olabilecektir. Bu calisma sayesinde boébrek tasi olusumunun engellenmesinde
pay sahibi olan bikunin proteininin tani amach kullanilabilecek belirleyicilerden
olmadigi sonucuna varilmistir. Fakat bikuninin diizenleyici bir protein oldugu ve
cesitli dokularda farkli gérevleri yerine getirdigi unutulmamalidir. Bulunan bu
cokyapihiligin, bikuninin farkli dokulara 6zgl gorevlerinde etkili olabilecegi
didsinalebilir. Bu agidan bu bulgular 6neme sahiptirler.

Bikunine ait doért ekzon ve 6zendirici boélge icerisinde yapilan SSCP

deneyleri neticesinde Init-2 bélgesi haricindeki bélgelerde gen cokyapililiina
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rastlanmamistir. Calismaya baslarken bu bdlgelerden artirici bélge iginde farkhlik
gozlenmemesi beklenmekteydi. Clnkl artirici bélge karacigere 6zglin gekirdek
faktorleri tarafindan etkinlestiriimektedir. Halbuki biz idrarda gézlenen bikunin
artisinin bobrekte sentezlenen bikuninden kaynaklandidi disincesinden yola
cikarak bu calismayi planladik. Beklenildigi Gzere karacigere 6zgi artiricida
farklilik gézlenmemistir. Dolayisiyla bu bulgu ¢ok sayida arastirmaci tarafindan
desteklenen dusinceyi dogrular durumdadir. Karacigere 6zgu artiricida farklihk
bulunamamasi, tas hastalarinda gorilmesi muhtemel bikunin eksikliginin
karacigerin bikunin sentezinde yetersiz kalmasi nedeniyle gerceklesmedigi
distincesini kuvvetlendirmektedir. Idrara salinan eksik veya bozuk bikunin
proteininin kaynadinin renal epitel hicreler olmasi muhtemeldir. Bu durum
bobredin CaOx kristallerine maruz kaldiktan sonra bikunin proteinini Urettigi

fikrini desteklemektedir. Artirici bélgeye ait jel resmi Sekil 16’da gérilmektedir.

o0 11 12 13 14 13 1s 1Y 18 19 A4 21 22 23

Sekil 16. Bikunin 6zendirici gen bdlgesi igindeki artiriciya (enhancer) ait jel goérintlsu.
Gorillen ornekler ilk ailenin 10-23 numarali bireylerine aittir. Bu bdélgede calismaya
katilan tim bireyler arasinda genotipik farklilik gésteren banda rastlanmamistir.

1= 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
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Sekil 17. Bikunin 6zendirici gen bdlgesi icindeki Alul bdlgesine ait jel gérintisi. Gorilen
ornekler ilk ailenin 13-23 numarali bireylerine aittir. Genotipik farklhlik gdsteren bant
bulunmamaktadir.

Zamani ve malzemeyi ekonomik kullanmak amaci ile ayni jele birden
fazla sira 6rnek ylklenebilmektedir (46). Bu calismada ayni jel (zerine bes
siraya kadar yltkleme yapilmis ve sonuc¢ alinmistir. Bu sekilde zamandan ve
malzemeden ciddi anlamda tasarruf saglanmistir. Ayni jel Gzerine yuklenen 3
farkli buyudklikteki PCR dridnlerinin goérintisd Sekil 18'de gdsterilmistir. Farkli
blyUklikteki PCR driunleri en kicik olandan baslayarak jele yuklenmistir.
Uriinlerin blyuklikleri arasinda en az 15-20 niikleotidlik fark bulunmasina ézen
gosterilmistir. Calismada planlanirken primer tasarimi asamasinda, bu nokta goz
o6niinde bulundurularak, PCR urian bidyudklikleri tarafimizca bu yonteme uygun
bicimde ayarlanmistir. Klglkten blylde dogru sirayla ylklenen 6rneklerin
ylkleme islemleri en az 10-15 dakika arayla yapilmistir. Ayrica ilk ylklenen
ornekler 450 voltta yuritilmuis, sonuncu da yilklendikten sonra tim ydritme
islemi 430 voltta yapilmistir. Bu sayede farkli érneklerin lst Uste gelmesi ve

karismasi dnlenmistir.
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Sekil 18. Uc farkli ekzonun ayni jel Gzerindeki gérintileri. 1-24 numarali

ornekler ailesel hikayeli, 25-34 numarali 6rnekler ise kendiliginden gelisim gosteren tas
hastalarina aittir. Verilen numaralar her ekzon igin gegerlidir.

123456783910 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34

Sekil 18’de gorilen Bkn 4 ekzonu 209 baz cifti, Bkn 2 ekzonu 277 baz
cifti ve Bkn 1 ekzonu 307 baz cifti uzunlugundadir. Jele ilk yliklenen Bkn 4 PCR
drininin iki bandi arasindaki mesafe; hem klglik olusu hem uzun sire
ylarimus olmasi hem de kendinden menkul dizisel 6zellikleri nedeniyle oldukga
aciktir (Sekil 18).

Bu yéntem givenilir ve 6zglin bir yéntemdir (46). Her jele tek sira 6érnek
ylikleyerek calismaya oranla; 5 sira 6rnek ylkleyerek cok daha kisa slirede
calismanin arastirmaciya ve laboratuara katkisi buaytktir. Malzeme israfinin
ontne gecildigi gibi zamani iyi dederlendirmek acisindan da avantajli bir
yontemdir (46).
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5.TARTISMA

Bobrek tasi olusumu patolojik bir mineralizasyon olayidir (23). Bobrek
taslarinin %70-80 kadarinin birincil bileseni kalsiyum okzalattir (CaOx) (3).
Kalsiyum okzalattan tas olusumu; c¢ekirdeklesme, kristallerin blylmesi,
kimelenmesi ve bdbreklerde tutulumu ile gerceklesir (22,23). Tas olusum
sUreci, idrarin kalsiyum ve okzalat iyonlarinca asin doygunlugu (super-
saturation) ile baslar (23). Fakat hem saglikh bireylerin hem de tas hastalarinin
idrarlar benzer derecede doygundur (23). Iki grup arasindaki farkhhgi, saglikh
kisilerin idrarlarindaki, tas olusumu ve kiimelenmesini engelleyebilme 6zelligine
sahip faktorlerin varligi aciklayabilmektedir (23).

Proteinler; bobrek taslarinda en fazla miktarda bulunan organik
bilesenlerdir (49). Bu durum tas hastaliginin olusumunda 6nemli rollere sahip
olabileceklerini disindirmektedir (49). Son yillarda; biyokimyasal, immunolojik
ve fizikokimyasal gelismelerin 1siginda bu proteinlerin yapilari ve etkileri
aydinliga kavusmaktadir (49). Bobrek taslarinda tanimlanmis proteinler arasinda
mukoproteinler, serum proteinleri ve kalsiyum bagdlanma proteinleri gibi gesitli
proteinler yer alir (49). Idrar tas olusumda diizenleyici role sahip bir takim
makromolekdller igerir (11). Bunlardan bazilarn kristalizasyona firsat verip
kristallerin renal epitel hlicrelere tutunmalarina imkan sadlarken bazilan
engellemeye calismaktadir (11). Kalsiyum okzalat kristalizasyonunun etkin bir
Onleyicisi inter-alfa-6nleyici ailesinin hafif zinciri olan bikunin glikoproteinidir
(11).

Bu calismada; bdébrek tasinin engellenmesinde 6nemli bir role sahip
bikunin proteininin yapisal ve 6&zendirici gen bdlgelerinde gen gokyapililik
(polymorphism) taramasi yapilmistir. Bu bdlgelerde meydana gelmis, genin
ifadesinde veya gen Urdninidn vyapisinda bozukluga neden olabilecek
degisikliklerin taranmasi duslntlmastlir. Boyle bir durum mevcut ise, bikunin
proteininin normalden az lretimi veya yeterli miktarda uretilen proteinin %100
etkinlik gbésterememesi s6z konusudur. Dolayisiyla; tas hastalarinda, bikunin
proteininin molekiler yapisinin ve islevinin iyi anlasiimasi igin bu calisma
onemlidir. Bdbrek tasinin olusma mekanizmasi heniz aciklia kavusabilmis
degildir. Bikunin ve bikunin gibi baska onleyici proteinlerin genetik yapilarinin
ortaya cikarilmasi tas olusum mekanizmasi (zerinde bazi aciklanamayan
noktalarin izahina yardimca olacaktir. Bikunin geninin c¢okyapililik ydninden

arastinldigi bir calisma, bilgilerimize gére, bugline dedin yapilmis degildir. Bu
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acidan, elde ettigimiz bulgular literatlire 6nemli bir katkida bulunacaktir. Gerek
bikunin gerekse bodbrek tasi olusumunun 6nlenmesinde rol alan diger proteinler
icin bu zamana kadar gelistirilmis bir tani ydntemi de yoktur. Bu calisma ile
bikunin proteininin islevinin anlasiimasina yardimci olmanin yaninda, bikunin
eksikliginin veya islev kaybinin tanisinda faydalanilabilecek olasi allelik
belirleyicilerin tespiti amaclanmistir.

Bu tez kapsaminda bikunin yapisal gen bdlgesini olusturan 4 ekzon ve
6zendirici gen bodlgesi lzerinde o6nemli goérilen bazi kisimlar c¢okyapilik
yoninden taranmistir. Bunlar iki Alu tipi tekrar dizisi, karacigere 6zgln artirici
(enhancer) bolge ve transkripsiyon faktérlerinin baglanma bdélgesi olan
transkripsiyon baslangi¢ bélgesidir. Son olarak ifade edilen ve yaklasik 530 bg
bayuklagindeki bolge iki cift primer takimi  kullanilarak taranmustir.
Transkripsiyonun basladigi +1 noktasi ile 256 bg yukar (5°) tarafini icine alacak
sekilde dizayn edilen primer ciftiyle yapilan arastirmada bu bélgenin ciddi
derecede polimorfik oldugu gozlenmistir. Bu bolge igerisinde, gen ifadesinde cis-
etkili olan TATA, CAAT ve GC kutulan yer almaktadir. CAAT; RNA Polimerazin
gevsek, TATA ise siki baglanma bélgesidir (38).

Ancak; tas hastalan ile saglikh bireylerin bikunin genlerinde kiyaslamal
olarak yapilan bu arastirmada, ortaya cikan farkli genotiplerin istatistiki olarak
tas olusumu ile iligkili olmadiklar gézlenmistir.

Yapilan cesitli calismalar, kalsiyum taslarinda inter-alfa-6nleyici ailesine
ait proteinlerin varliina isaret etmektedir (49). Kunitz tip serin proteaz 6nleyici
suiper-ailesinin bir Gyesi olan inter-alfa-6nleyici, Gg¢ farkli peptidin birlesimiyle
olusmaktadir (49). iki adir zincir ve onlara kovalent olarak, kondroitin silfat
zinciriyle bagh bir hafif zincir (bikunin) icerir (49).

Inter-alfa-dnleyici ailesine ait proteinlerin birincil sentez yeri karacigerdir
(13). Karacigerde sentezlenen bikunin plazmada serbest halde bulunabildigi gibi
idrara da salinabilmektedir (49). Ancak yapilan canl disi galismalarla, bikuninin
bobrek, akciger, beyin gibi organlarda da sentezlendigi ortaya gikariimistir (39).
Cesitli hayvan deneyleri ve RT-PCR c¢alismalan sonucu, bébrekteki bikunin
sentezinin artan okzalat derisimine cevap olarak gerceklestigi gortulmustlr
(6,7,10). Bu durum; idrarda g6zlenen bikunin varliginin, karacigerde sentezlenip
idrara salinan bikunin ile agiklanamayacadini, ayni zamanda bobrekte de bikunin
sentezlendigini gosteren 6nemli bir kanittir.

Bikunin geninin 6zendirici bolgesinde karacigere 06zgin bir artiric
(enhancer) bulunmaktadir (21). Bu bélge tGzerine HNF1, HNF3, HNF4 gibi cesitli
hepatosit cekirdek faktorleri baglanmakta ve gen ifadesi Uzerinde etki

gOstermektedirler (21). Karacigere 6zgun artirict bdlge bu calismaya dahil
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edilmis ve yaptigimiz gokyapillik calismasi neticesinde, bobrek tasi hastalar ile
saglikl bireyler arasinda, artirici boélgede bir farklliga rastlanmamistir. Bu
sonug; tas hastalari g6z oOnine alindiinda, idrarda CaOx kristalizasyonunu
Onlemede vyetersiz kalan, disuk derisimdeki bikunin proteininin Gretimindeki
aksakhdin karacigere 6zgun artiricildan kaynaklanmadigini  gGstermektedir.
Bobregin karaciere 6zgln gekirdek faktorlerine sahip olmasi beklenemez.
Bobrekte CaOx’'a cevap olarak sentezlenen bikunin UGretimindeki artis ne bu
faktorlerin bobrekte var olusuyla ne de karacigerin bikunin sentezini tek basina
yapiyor olusuyla aciklanamaz. Dolayisiyla; elde ettigimiz bu bulgu, bobregin
bikunin proteinini bizzat Urettigi disincesini kuvvetlendirmektedir.

Farkli bir calismada idrarin iki ayri bikunin igerdigi tespit edilmistir (25).
Bunlar kristalizasyon onleyici etkinlik ve molekller adirhk bakimindan
birbirlerinden farklhidirlar (36). iki bikunin proteininden sadece biri CaOx
kristalizasyonunun kuvvetli énleyicisidir (36). Ortaya ¢ikan bu farklihdin, bikunin
proteinlerinin koken aldiklari dokudan kaynaklandigi dustnulmektedir (36).
Bikuninlerden biri idrara plazmadan gecmis, dideri ise boObrek tarafindan
dretilmistir (36). Ancak tas olusumunu onleyici etkinlikteki dedisiklik dikkat
gekicidir. Ayni genden sentezlenen ve ayni olmasi beklenen iki proteininin nasil
olup da ayni islevi yerine getiremedigi acgikliga kavusturulmasi gereken bir
noktadir. Bu durumun izahi bikuninin bir glikoprotein olusunda yatmaktadir.
Bikunin ve Tamm-Horsfall proteini, osteopontin, protrombin fragment 1, kristal
matriks proteini gibi diger tas olumunu Onleyici proteinlerin timi fosforilasyon
ve glikolizasyon gibi translasyon sonrasi islemlerden gecmektedirler (27). Bu
halde, bu proteinlerin CaOx vylzeyine badlanarak tas oOnleyici etki
gosterebilmeleri igin translasyon sonrasi bu islemlerin gerekli oldugu akla
gelmektedir. Bikuninin sentezlendigi organa bagl olarak translasyon sonrasinda
ugradigi islemlerin farkh olabilecedi distnulmelidir. Bikunin %35 oraninda
karbonhidrat icermektedir (41). Bu karbonhidratlar daha 6ncede bahsedildigi
gibi Ser-10 ve Asn-45’e tutunmustur (14,41). Ser-10 bir glikozaminoglikan
zincir tasimaktadir (14,41). Glikozaminoglikan zincirde sulfatlanmadaki farkhliga
bagl olarak Uriner bikuninin elektromanyetik alandaki hareketine gére 4 ana
izomere sahip oldugu go6zlenmistir (41). Bu glikozaminoglikan zincirin Griner
bikuninin, canh icinde ve disinda, fizikokimyasal, fizyolojik ve biyolojik
Ozelliklerinin korunmasinda 6énemli oldugu dudstnulmektedir (41). Ayni zamanda
bikuninin molekuler agirhgi igin farkli kaynaklarda farkl rakamlar verilmektedir.
Yaklasik agirhdi 25-26 kDa olan bikuninin SDS-PAGE’'deki (sodyum dodesil
stlfat- poliakrilamid jel elektroforezi) hareketliligi neticesinde g6zlenen agirhid

35-45 kDa araligindadir (14). Bu rakamsal farkhligin temelinde, karbonhidrat
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zincirlerin bikunin proteinin SDS-PAGE’deki hareketliligini glglestirerek proteini
farkh molekdiler blylkliklere denk gelecek sekilde bantlar vermeye zorlamasi
yatiyor olabilir. Ayrica farkh bir calismada, idrarda, glikozil grubu uzaklastiriimis
olan 25 kDa’luk ve glikozil grubu bulunan 40 kDa’luk bikunin proteinlerinin
varligi g6zlenmis ve 25 kDa adirhdindaki bikuninin hasta kisilerde daha ylksek
oranda bulundugu tespit edilmistir (42). Glikozil grubu uzaklastirnlmis olan 25
kDa'luk bikuninin renal tas hastalidina yatkinhigi dogurdugu dusintlmektedir
(42). Dolayisiyla; bikuninin tasidigi karbonhidrat yuUkinin, tas olusumunun
engellenmesinde herhangi bir role sahip olmadigi fikri yaygin kabul goéren bir
fikir olmasina ragmen curutulebilir bir fikirdir. Tas olusumunun engellenmesinde
glikoproteinin polipeptit yapisinin yani sira sahip oldugu karbonhidrat yukiantn
de etkili olabilecegi dustnulmelidir.

Bikunin alfal-mikroglobulin (A1M) proteiniyle ayni gen Ulizerinden ve
ortak bir 6zendirici bélge ile sentezlenmektedir (17,18,19,20). AMBP (alphal-
microglobulin/bikunin precursor) geni 10 ekzondan olusmaktadir (17,18,19,20).
Ilk 6 ekzon A1M’i kodlarken son 4 ekzon bikunin kodlamaktadir (17,18,19,20).
iki protein yapisal ve islevsel olarak birbirinden bagimsiz iki aileye mensupturlar
(13). Bundan dolay! farkli atasal genlerin kaynasmasiyla bir araya geldikleri
disiiniilmektedir (17,18,19,20). iki proteinin gen bdlgelerini birbirinden ayiran
6nci intron diger intronlara nazaran oldukga blylk olup 6,5 kb uzunlugundadir
(17,18,19,20). Bu intron iginde tipik 6zendirici bélge elemanlari olan cis-etkili
CAAT dizisi ve TATA kutusuna esdeder, anlamh ve karsit anlaml ipliklerde,
sirastyla, TATATAT (konum 15744) ve AATATAT (konum 15743) dizileri yer
almaktadir (17,20). Ek olarak konum 5629'da poliadenilasyon boélgesine benzer,
Al1M’e ait GATAAA dizisi bulunmaktadir (20). Ayni zamanda, intron 6 faz 0 grup
intronlara dahildir (12). Iintron fazlari 0, 1 ve 2 olmak Uzere 3 tiptir (38). intron
fazlarini belirleyen faktér, her bir ekzon igindeki Ggli nlkleotit gruplarinin
olusturdugu kodonlardir (38). Sayet bir ekzon biterken kodon yarim kalir ve
devami bir sonraki ekzonla tamamlanirsa o kodonun geride biraktigi nikleotit
sayisl intron fazinin numarasini verir (38). Yani faz 0 intron iki ekzonun bir
kodonu paylasmadigi anlamina gelir (38). Alfal-mikroglobulin bikunin 6nci
geninde iki geni ayiran intron 6, genin diger intronlarindan farkli olarak faz 0 bir
introndur (19). Intron 6'nin bu 6zelligi, bikunin MRNA sentezinin hiicredeki
derisikliginin kontrol edildigi bir bolge olabilecegini dusundirmektedir. Ayrica;
saglikh bireylerde Uriner bikunin ve A1M’in sentezi birbiriyle paralel
gerceklesirken tas hastalarinda bu birliktelik gézlenememektedir (1). Bikunin
sentezindeki artis A1M sentezinde gérilmemektedir (1). Bu bilgiler i1siginda

bikunin geninin intron 6 icinde kendine has bir 6zendirici bélgeye sahip
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olabilecedi akla gelmektedir. Asiri okzalatin zararl etkilerine maruz kalan renal
epitel hicreleri bikunin sentezini bu 6zendirici bélge lGzerinden yapiyor olabilir.
Bundan dolayi, 6nci intron iginde bir 6zendirici bolge olup olmadigi molekiler
tetkikler kullanilarak aciklida kavusturulmalidir. Bu takdirde tas olumu ile
muhtemel iliskisini belirlemek mimkin olacaktir.

Bobrek taslarinda bikuninin yani sira inter-alfa-dnleyici ailesine mensup
agir zincirler de g6zlenmistir (43,49,50,51). Tas olumunun o&nleyicisi olan
bikunin idrarda serbest halde bulunabildigi gibi inter-alfa-6nleyici dahilinde de
bulunabilmektedir (49,50,51). Bu durumda inter-alfa-6nleyicinin yapisinin
bozulmasi ile tas olumu arasinda iliski oldugu distnilebilir. Inter-alfa-énleyici
sentezinin olamamasi ylzinden bikunin mRNA’sinda artis go6zlenmesi
muhtemeldir.

Bobrek tasi olusumunun patogenezi diger biyolojik mineralizasyon
olaylarinda oldugu gibi, inflamasyonun énemli role sahip oldugu bir sireg olabilir
(9). Bikuninin Uyesi oldugu inter-alfa-6nleyici, fizyolojik roli yeni yeni acikliga
kavusturulan bir proteindir. Inter-alfa-6nleyicinin TSG-6 (tumour necrosis
factor-stimulated gene-6) ile etkinlestirilen anti-inflamatuar bir ajan oldugu
tespit edilmistir (37). Huicre kultldrd calismalan neticesinde hiicrelerin jel benzeri
bir kihfla 6rttlt oldugu goézlenmistir (37). Bu kilif hyaluronan igermektedir (37).
Hyaluronidaz ile muamale edilen hticrelerin kiltir ortamina serum eklenip enzim
uzaklastinldiginda, kilifin kendini yeniledigi ortaya cikarilmistir (37). Serumda
bulunan ve kilif olusumu igin gerekli olan maddenin inter-alfa-6nleyici oldugu
tespit edilmistir (37).

Tumor nekrozis faktdér ve interlékin 1 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin
dizenlemesiyle cesitli hlicre tiplerinden sentezlenen TSG-6; 35 kDa agirlikh bir
proteindir (37). Tahris olmus doku; hyaluronan, TSG-6 ve inter-alfa-6nleyicinin
katihmiyla onarnilmaktadir (37). Hyaluronan molekilleri hiicre ylzey reseptoéri
olan CD44’e bagl olarak veya serbest halde bulunurlar (37). Inter-alfa-dnleyici
ailesine dahil agir zincirler transesterifikasyonla bu hyaluronan molekullerine
baglanir (37). Turl bilinmeyen bir bagla TSG-6 da agir zincirlere baglanmaktadir
(37). Ayni zamanda hyaluronan molekilleri ile TSG-6 kovalent olmayan bir
etkilesimle bir arada tutulmaktadir (37). Agir zincirlerin hyaluronan molekliine
baglanmasi bikuninin serbest kalmasina neden olmaktadir (37). Kalsiyum
okzalat kristalleri renal epitel hicrelerde inflamasyona neden olacak bir hasar
olusturmaktadirlar. Hatta kristal g¢ekirdedinin buytyebilmek igin 0©ncelikle
bobredin i¢c duvarina tutunmasi gerekmektedir (3). Kristallerin epitel hlicrelere
zarar vermesi ve gelisebilmek icin uygun ortami sadlamasi neticesinde tas

olusum sireci baslamaktadir. Hal bu iken; inter-alfa-6nleyicinin sentezi
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gerceklesmekte ve epitel hasari agir zincirlerin katihmiyla onarilmaktadir. Adir
zincirlerden ayrilarak serbest hale gegen bikuninin idrardaki derisimi artacaktir.
Bu durumda; tas hastalarinin idrarlarinda gozlenen bikunin artisinin inflamasyon
nedeniyle oldugu dustndlebilir. Tas olusumu sirasinda bikuninle birlikte inter-
alfa-6nleyicinin sentezi gerceklesmektedir (49,50,51). Renal epitel hiicrelerce
sentezlenen bikuninin mRNA’sindaki artis inter-alfa-6nleyiciye katilmak Ulzere
sentezlenen bikunin nedeniyle olabilir. Ancak lizerinde disintlmesi gereken bir
nokta da sudur ki; hiicre her zaman ekonomik davranir ve Urettigi higbir
molekili bosa harcamaz. Dolayisiyla inter-alfa-6nleyiciden kilif onarimi
esnasinda serbest kalan bikunin proteininin, ayni zamanda, molekiler 6zellikleri
sayesinde, kristalizasyonun ©6nline gecilmesinde de rol almasi sasirtic
olmayacaktir. Bu, canlhinin mikemmeliyetine de yakisir bir durumdur.

Bikuninin  CaOx  kristalizasyonundaki  etkisi cesitli ydntemlerle
arastinlmistir (50). Yapilan cgalismalarla; bikuninin tas o6nleyici etkinligi farkli
derisimlerde test edilmis ve farkh sonuclar bulunmustur (50). Bikuninin kristal
olusumunu, 286 nmol/L derisimde %72 oraninda; 10 000 nmol/L derisimde
%60 oraninda engelledigi gozlenmistir (15,50). Bu calismalarda kullanilan
protein konsantrasyonu oldukga ylksektir. Ancak 16 nmol/L derisimdeki
bikunin, kristalizasyonu sadece %1,1-3,1 oraninda engelleyebilmistir (50). Bu
durum; bikuninin kristalizasyon sonucu koruyucu etki gésterebilmesi igin,
ylksek derisimlere ulagmasi gerektigininin gostergesidir. Renal epitel hiicrelerde
artan CaOx miktarina cevap olarak bikunin sentezi artmaktadir (1). Ancak
bikunin derisiminin yeterli seviyeye ulasip ulasmadidi kesin olarak sdylenemez.
Beslenmenin de idrardaki makromolekillerin derisimi Uzerinde etkili olacadi
unutulmamalidir.

Cesitli calismalarda idrardaki bikunin derisimleri dedisik sayilarla ifade
edilmektedir (50). Bunlar arasinda; 500 nmol/L, 10,13+1,13 pg/mL (280,5
nmol/L), 6,72+0,93 pg/mL (186 nmol/L), 5,01+£0,91 pg/mL (208 nmol/L),
4,82+2,46 mg/gun (138 nmol/L) ve 3,86%1,35 mg/gin (110 nmol/L) gibi
dederler yer almaktadir (50). Bugtne dedin gosterilmis en diastk Uriner bikunin
derisimi, idrarda bol miktarda bulunan kreatininin 1 mg’ina karsin 0,25+0,11 ug
bikunindir (50). Referans olarak 8-23 mmol/gin kreatinin salinimi alinirsa ve
insanin glnde vyaklasik 1 litre idrar Urettigi varsayilirsa gunlik bikunin
saliniminin ortalamasi 0,225 pg/mL (6,42 nmol/L) ve 0,650 pg/mL (18,6
nmol/L) araliinda hesaplanmalidir (50). Farkh bir calismada Uriner bikunin
derisimi 500 nmol/L olarak hesaplanmistir (15). Ancak bu deder cok yiksek
olup giinde 17,5 mg bikunin salinimina esdegerdir (50). Idrarda en bol bulunan

proteinlerden biri albumindir (50). Albumin idrarda yiksek miktarda
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gozlenmesine ragmen 20 mg/L'den daha dislk derisime sahiptir (50). Bu
durumda; idrarda albumine nazaran ¢ok az miktarda bulunan bikunin igin
hesaplanan konsantrasyonun dogrulugu siiphe uyandirmaktadir.

Beslenme, cinsiyet gibi faktérlerin de bdbrek tasinin olusumunda etkili
oldugu dusuntlmektedir (52,53,54). Cinsiyet hormonlari tas olusumunda 6nemli
bir role sahiptir (52). Kadin ve erkek bireyler gocukluk c¢adindayken CaOx
kaynakli tas hastaligina esit derecede yatkin olmalarina ragmen erkeklerde tas
hastaligi kadinlara nazaran daha yaygindir (52). Bu durum hepatik glikolat
oksidaz adli enzimin testesteron cevrimindeki roll ile aciklanmaktadir. Hepatik
glikolat oksidaz serumdaki testesteron seviyesinde artisa neden olmaktadir
(52). Artan testesteron miktar ise karacigerin okzalat Uretiminde artisa sebep
olmaktadir (52). Dolayisiyla, kadin ve cocuklarda disik miktarda bulunan
testesteronun hiperokzalotriden korunmada etkin oldugu distinilmektedir (52).

Hiperokzalalri kalsiyum okzalat olusumunda énemli bir risk faktéradir
(28). Bitkisel veya hayvansal proteinlerle beslenmeye dayali olarak okzalat
salinimi dedismektedir (53). Kalsiyum okzalat tasi olusturan bireylere asiri
havyansal protein alimindan sakinmalan Onerilmektedir (53). Bu proteinler
okzalat metabolizmasina dahil olarak vicut icinde okzalata
donustirilmektedirler (29). Hiperokzalolri okzalatin badirsaklardaki anormal
derecede fazla emilimiyle de ortaya cikar. Bu durumda bdbrek tarafindan blyutk
miktarda okzalat salinacaktir. Bu galismada kullanilan kanlar Gaziantep agirlikli
olmak Uzere Glneydodu Anadolu bolgesinde yerlesik olan tas hastalarindan
toplanmistir. Yoresel beslenme aliskanhdi ciddi miktarda hayvansal gidalarn
icermektedir. Dolayisiyla tas olusumu beslenmeyle yakindan iligkili olabilir.

C vitamininin fazla miktarda alimi da tas hastaliginda etken olmaktadir.
Bilindigi tzere C vitamininin fazlasi vicutta depo edilememektedir. Gliinde 200
mg’dan fazla alinan C vitamini okzalata donuUstlrilmekte ve badirsaga ve idrara
salinmaktadir. Bu nedenle tas hastalarina asiri miktardaki C vitamini alimindan
sakinmalari 6nerilmektedir.

Beslenmede kalsiyum sinirlamasi ise sadece bazen olumlu sonug
vermektedir. SUt, yogurt gibi kalsiyumlu gidalar nadiren tas olusumuna neden
olmaktadir. idrardaki okzalat derisiminin kalsiyum derisimine oranla daha ciddi
boyutta tas olusum nedeni oldugu dusintlmektedir (26).

Sofra tuzlarniyla alinan asin miktardaki sodyum da tas olusumunu
yonlendirmektedir. Yalniz yasayan universite 6drencileri ve Ozellikle bekar
erkekler beslenmelerinde tuz ile korunan hazir gidalan tercih etmektedirler. Bu

durum bu bireylerin tas hastaligindan sikayetci olmalarina sebep olabilmektedir.
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Anlasildidi (zere beslenme bobrek tasi olusumu Uzerinde oOnemli bir
etkiye sahiptir. Bu rahatsizliktan muzdarip kimselerin beslenme aliskanliklari
bilinmeli ve uygulanan dietin ne 6lglide tas olumunu engelledidi gézlenmelidir.
Boylelikle bu bireylerdeki tas olusumunun ne derece kalitsal olabilecegi hakkinda
fikir sahibi olunup o yénde calismalar planlanabilecektir.

Terlemenin de tas olusum fizyolojisi tGzerine etkileri olabilir. Fazla hareket
etmeyi gerektiren islerde calisan insanlar ve sporcular arasinda tas olusumunun
daha ylUksek oranlarda oldugu goézlenmistir. Terlemeye bagli olarak su kaybi
idrarla atilacak su miktarinin azalmasini saglamakta ve idrardaki CaOx gibi kati
parcaciklarin derisiminde artisa neden olmaktadir. Burada 6nemli olan nokta
sudur ki; CaOx’in miktan sabit kalirken derisimi artmaktadir. Bu durumda tas
olusumu; vyalnizca, terlemeyle su kaybi sonucu ortaya cikmis, ailesel veya
genetik bir temeli olmayan gegici bir rahatsizlik olarak gelismis olabilir. Yaz
mevsimi terlemenin yogun olarak yasandigi mevsim olmasi nedeniyle bdbrek
tasi mevsimi olarak da degerlendirilebilir. Ailesel bobrek tasi hikayesi olmayip
kendiliginden tas olusumu gosteren hastalarin hangi mevsimde rahatsizliktan
sikayetgi olduklari bu agidan dnemlidir.

Bikunin bdbrek tasi olusumunu 6nlemede rol alan tek protein dedgildir.
Yapilan calismalar osteopontin, Tamm-Horsfall proteini, matriks Gla proteini,
nefrokalsin, protrombin fragment 1 ve renal litostatin gibi 6nleyici proteinlerin
de etkin olarak tas olusumunda rol aldiklarini g&stermektedir (7,25).
Laboratuarimizda; bu tezde kullanilan hasta sayisindan daha az sayida hasta
kullanilarak  osteopontin gen  c¢okyapilligi  lzerine bir 06n c¢alisma
gergeklestirilmistir (55,56). Bu calisma neticesinde, osteopontin yapisal gen
bolgesinde, ekzon 7a (Ex7a) ve ekzon 7e’de (Ex7e) SSCP bantlarinda farkliliga
rastlanmistir (55). Bu bulgular NCBI veri tabaninda yer almayan vyeni
bulgulardir. Bu durum bdébrek tasi olusumunun engellenmesinde rol sahibi olan
proteinlerin genetik yapilarinda, islevlerini etkileyebilecek &nemli dedisiklikler
olabilecedginin gostergesidir. Bikunin ve osteopontin genlerinde vyaptigimiz
cokyapililk calismasi, boébrek tasi olusumunun molekiler mekanizmasinin
anlasilmasi igin baslatilmis bir calismadir. Tas olusumunu 6nleyen tim
proteinlerin genetik yapilarninin arastinlmasi ve tas olusumu Uzerindeki
etkilerinin go6zlenmesi bu yolda o6nemli ilerlemeler kaydedilmesine neden
olacaktir.

Bdbrek tasi olusumunda ©&nemli etkenlerden biri de hastanin Uriner
sistem anomalisine sahip olmasidir. Calismaya dahil ettigimiz hastalar arasinda
driner sistem anatomisi kusurlu dért birey vardir. Bu bireylerde gozlenen

Ureterosel, at nali bébrek ve lreteropelvik darlik gibi anatomik bozukluklar
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idrarin akisini glglestirmekte ve CaOx kristallerinin yigilmasi neticesinde tas
olusumuna neden olmaktadirlar. Ancak bu bozukluklar, yapmis oldugumuz
calismaya katilan 110 hasta bireyden sadece dérdiinde goézlenmistir. Dolayisiyla
tas olusumunun anatomik bir temele baglanmasi mimkiin olmamaktadir. Bu
durum; daha 6nce de deginildigi gibi, tas olusumunu 6nlemede etkin rol sahibi
tim onleyici proteinlerin genetik yapilarinin incelenmesi gerektigini acik bicimde
ortaya koymaktadir. Bu yolla tas olusumunun molekiiler temelleri blylk capta

acikhida kavusmus olacaktir.
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