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OZET

Kalsiyum Okzalat Bobrek Tas1 Olan Hastalarda Klaudin (CLDN) Gen

Ailesi Uyelerinin Ekspresyon Profillerinin Belirlenmesi
Dr. Umit UYSAL

CLDN gen ailesi iiyelerinde gozlenen genetik varyasyonlarin bobrek tasi
olusumundan sorumlu olabilecegine dair c¢alismalar giincelligini korumaktadir.
Ancak, bu sorumlu gen ailesi {iyelerinin birlikte ekspresyon profillerinin
degerlendirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Kalsiyum okzalat tasi bulunan
bobrek hastalarinda ve saglikli kontrollerde tas olusum mekanizmasindan sorumiu
tutulan CLDN gen ailesi iiyelerinin ekspresyon durumlarini birlikte degerlendirmek

ve karsilastirma yapmayi arastirmayi amacladik.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Klinigine bagvuran
ve “’Kalsiyum Okzalat Bobrek Tag1’’ tanisi almis, 19 hasta birey ile kalsiyum okzalat
bobrek tagi tanist almamis 21 kontrol birey calismaya dahil edildi. Bobrek tasi tanisi
almis ve bu nedenle perkiitan nefrolitotomi operasyonu yapilan ¢alisma grubundaki
olgularda ve ayni sekilde bobrek tasi tanisit olmayan diger nedenlerle ameliyat edilen
kontrol grubundaki hastalarda ameliyat sirasinda herhangi bir komplikasyona neden
olmayacak sekilde bobrek dokusundan 10 mm?® biyopsi érnekleri alindi. Biyopsi
orneklerinden total RNA izolasyonu gergeklestirildi ve hedef genlerin (Klaudin
1,2,3,4,7,8,10,14,16,18,19) ekspresyon profilleri ger¢ek-zamanli PCR yontemi ile

belirlendi.

Kronik hastaliklarda hasta grubunda tas Oykiisiiniin yaninda DM ve HT
saglikli kontrol grubundan daha fazlaydi. Hasta ve kontrol grubu arasinda CLDN 2,
CLDN 3, CLDN 4, CLDN 7, CLDN 8, CLDN 10, CLDN 14, CLDN 16 ve CLDN 19
gen ekspresyon profilleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p<0,050). Ancak, kalsiyum okzalat bobrek tasina sahip olan hastalarda CLDN 1 gen
ekspresyonunun, kontrol grubuna gore yaklasik 4 kat yiiksek oldugu ve bu farkin
anlamli oldugu belirlendi (p<0,050). Ayn1 zamanda CLDN 1 ekspresyonunun; CLDN

4 (r=0,642), CLDN 7 (r=0,753) ve CLDN 14 (r=0,651) ile yiiksek diizeyde pozitif
Xi



korelasyon gosterirken, CLDN 2 (r=0,470) ve CLDN 8 (r=0,556) ile de orta diizeyde

pozitif yonde korelasyon gosterdigi saptandi.

Sonug olarak, CLDN 1 gen ekspresyon artisinin kalsiyum okzalat tas olusum
patogenezinde rol oynayabilecegini, ayn1 zamanda CLDN 2, CLDN 4, CLDN 7,
CLDN 8 ve CLDN 14 ile birlikte bu siiregten sorumlu olabileceklerini diisiiniiyoruz.
Kalsiyum okzalat bobrek tas1 patogenezinden sorumlu bu CLDN gen ailesi tiyeleri ile
ilgili daha genis hasta gruplar ile yapilacak caligmalara ve fonksiyon g¢alismalarina

gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Klaudin, Boébrek Tasi, Gen Ekspresyonu, Kalsiyum Okzalat
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SUMMARY

Determination of Expression Profiles of Klaudin (CLDN) Gene Family Members

in Patients with Calcium Oxalate Kidney Stones
Dr. Umit UYSAL

Studies suggesting that the genetic variations observed in the CLDN family
members are responsible for the formation of kidney stones remain up-to-date.
However, there is no study evaluating the co-expression profiles of the members. We
aimed to evaluate and compare the expression levels of CLDN gene family members
responsible for the stone formation mechanism in patients with calcium oxalate

stones and control group.

Fourty patients (19 patients who were diagnosed with "Calcium Oxalate
Kidney Stone" and 21 individuals who were not diagnosed with calcium oxalate
kidney stones) who applied to Pamukkale University Medical Faculty Hospital
Urology Clinic and underwent kidney surgery were included in the study. During the
surgery, 10 mm?® biopsy samples were taken from the kidney tissue, without causing
any complications, from the patients who were diagnosed with kidney stones and
therefore underwent percutaneous nephrolithotomy and from the patients in the
control group who were not diagnosed with kidney stones and were operated for
other reasons. Total RNA isolation was performed from biopsy samples and
expression levels of target genes (Claudin 1,2,3,4,7,8,10,14,16,18,19) were
determined by real-time PCR.

Among the chronic diseases, DM and HT were more common in the patients
with kidney stone disease than in the control group. There was no statistically
significant difference in the expression levels of CLDN 2, CLDN 3, CLDN 4, CLDN
7, CLDN 8, CLDN 10, CLDN 14, CLDN 16 and CLDN 19 between the patient and
control groups (p <0.050). However, it was determined that CLDN 1 gene expression
levels was approximately 4 times higher in patients with calcium oxalate kidney
stones compared to the control group and the difference was statistically significant

(p <0.05). The expression of CLDN 1 was also found to be extremely significantly
Xiii



positively correlated with the expression of CLDN 4 (r=0,642) , CLDN 7 (r=0,753)
and CLDN 14 (r= 0,651), while moderately positively correlated with the expression
of CLDN 2 (r=0,470) and CLDN 8 (r=0,556).

In conclusion, we suggest that renal overexpression of CLDN 1 might play a
role in the pathogenesis of calcium oxalate stone formation and be working together
with other claudin family members, CLDN 2, CLDN 4, CLDN 7, CLDN 8 and CLDN
14, to promote the disease initiation and/or progression in human kidney. Further
studies with larger sample sizes and functional studies are needed to confirm the

findings of the present study.

Keywords: Claudin, Kidney Stones ,Gene Expression, Calcium Oxalate,
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GIRIS

Bobrek tasi hastaliginin  goriilme sikligin Kuzey Amerika’da  %7-13,
Avrupa’da %5-9, Asya’da %1-5 ve iilkemizde ise yapilan ¢ok merkezli bir ¢aligmada
%14,8 oram1 ile degiskenlik gostermekle birlikte, tim diinyadaki ortak
Ozelliklerinden birisi de yiiksek diizeyde tekrarlama oranidir (1). Bobrek tasi olusum
mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ailede bobrek tasi dykiisii bulunan
erkek bireylerde riskin 2.57 kat arttig1 gosterilmistir. Endiistriyel toplumlarda goriilen
bobrek taslarinin en yaygin goriilen tipi kalsiyum okzalat veya bunun hidroksiapatit
kombinasyonu olup yaklasik olarak bobrek taglarmin %75’ini olusturur. Bobrek
taglarinin geri kalan %25’ini ise enfeksiyon taslari, iirik asit ya da sistin taglari
olusturur (2). Inflamatuar barsak hastaligi, primer hiperparatroidizm ve renal tiibiiler
asidoz gibi sistemik hastaliklarin kalsiyum tasi olusumuna yatkinlikla iliskili
olabilecegi disilinlilmekle birlikte, ¢ogu hastada bu problemler goriilmemektedir.
Konu ile ilgili bulgular, ¢ogunlukla intestinal apatit dositlerinden olusan ve Randall
plaklari(RP) olarak bilinen renal papilla ile baglantili bolgelerde kalsiyum okzalat
taglarinin olustugunu gostermektedir (3, 4). Bir baska ifade ile Randall plaklar
idiopatik kalsiyum okzalat bobrek tasi olusumuna katilmaktadir. Ancak, RP olusumu

ile iligkili genler heniiz bilinmemektedir.

Kalsiyum okzalat bobrek tas1 olusumunun patofizyolojisi ile ilgili ¢aligmalar
devam etmekle birlikte, henliz konsensiis saglanmis bir mekanizma
tanimlanmamistir. Genom-gapli iliskilendirme g¢alismalari (GWAS), ¢ogunlukla tas
matriksi, kalsiyum ve fosfat diizenlenmesi, inflamasyon ve oksidatif stresle iliskili
genlerin bdbrek tasi olusum riskine katilimlarma odaklanmistir. Bu caligmalarda
idiopatik kalsiyum tas1 olan hastalarda, her ne kadar monogenik nedenler
tanimlanmigsa da, etyolojide farkli genler ve ¢evrenin birlikte rol oynadigi kompleks
bir etkilesimin yer aldigi degerlendirilebilir. Bu caligmalarda sorumlu genler, bu

genlere ait varyantlar ve hastaligin fenotipleri listelenmistir (5-7).



Genom-gapli iligskilendirme caligmalarinin yanisira, genom-capli ekspresyon
calismalar1 da idiopatik bobrek tast olusum mekanizmasinin aydinlatilmasina
yardimel olmaktadir. Bu amagla yakin zamanda tamamlanan c¢alismada, kalsiyum
okzalat bobrek tasina sahip hastalar ve karsiliklar1 olan saglikli bireylerden alinan
renal papiller doku orneklerinde mikroarray analizi ile gen ekspresyon profilleri
karsilagtiritlmistir. RP doku 6rneklerinde Lipocalin 2 (LCN2), Interleukin 11 (IL11),
Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 1 (PTGS1) ve Glutathione peroxidase 3
(GPX3), genlerinin anlamli derecede upregiile olduklari, SLC12A1 ve NALCN
genlerinin anlamli derecede down-regiile olduklar1 gézlenmistir (6). Bu yil iginde
tamamlanan bir baska c¢alismada, kalsiyum okzalat bobrek hastalarinin idrar
ornekleri kullanilarak gerceklestirilen mikroarray analizleri sonucunda, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 467 genin up-regiile oldugu ve 416 genin down-regiile oldugu
rapor edilmistir. Up-regiile olan ilk 10 gen arasinda NT5E, CHD4, NBPF15, 1GLJ4,
TAF1, ANGPTL3, METTL2B, ASCC2, RPS26 ve NUP62CL yer alirken, down-regiile
olan ilk 10 gen arasinda RNU6, BCL2L14, UBAC1, GULP1, CLEC14A, CCNL1,
CASP4, SLC41A3, CAMK2G ve PDK4 genleri yer almaktadir (8). Bu ¢alismalar
ornek tipine bagli olarak gen ekspresyonlarinda farkliliklar goriilebilecegini
gostermektedir ve konu ile ilgili literatiirde heniiz tam bir konsensus saglanmis

degildir.

Yukarida da belirttigimiz iizere renal kalsiyum hastaliklar1 ve bobrek tas
hastaliklarinda linkage calismalari ile genom-c¢apli iliskilendirme ¢alismalar1 devam
etmektedir ve bu calismalardan elde edilen veriler, renal tuz saliniminda NKCC2,
ROMK ve CICkb/Barttin genlerinin; renal kalsiyum saliniminda CLDN 14, CLDN 16
ve CLDN 19 genlerinin; bobrekte su, tuz ve kalsiyum (Ca) homeostazinin
diizenlenmesinde CasR (Ca algilayict reseptor) geninin rol oynabilecegini
gostermektedir. Bu genlerin iiriinlerinin uyumlu c¢aligmasi, biiyiik olasilikla bobrekte

transepitelyal Ca transportunun seliiller mekanizmasini agiklayabilecektir.

Tight junctionlar (Tj) (Sik1 baglantilar); bobrek doku hiicrelerinde paraseliiler
gecirgenlik ve iyonlarin seciciligini diizenlerler ve bu sayede sivi ve iyonlarin hiicre

igine ve disina tasinmasinda bariyer olustururlar (9). Tight junctionlar(Tj), lateral
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membrandaki epitelyal hiicrelerin apikal kismina lokalizedir (10). Tight
junctionlar(Siki baglantilar), epitel hiicreleri arasindan her iki yone dogru (apikalden
— bazale, bazalden — apikale) oldukg¢a siki bir tutunma meydana getirir. Bu sayede
saglam bir barikat olusturarak madde ge¢isini engeller. Tight junctionlar (Tj) oldukga
fazla sayida transmembran proteine sahiptirler. Bu proteinler baglantilarin
sitoplazmik yiizeyinde bulunurlar. Baglantilarin en tepesinde Zonula okludens (ZO)

bulunur.

Tight junctionlar (Tj), occludin, klaudin (CLDN) proteinleri ve adezyon
molekiillerinden olusur (11). Klaudin ve okludinler; iki membrani birbirine baglayan
transmembran baglanti proteinleridir. Tight junctionlar’in esas integral membran
proteinleri  klaudinlerdir. Bobrek epitel hiicrelerinin  fizyolojisinde  ve

patofizyolojisinde klaudinlerin 6nemli rolleri vardir.

Klaudinler, epitel hiicrelerinin paraseliiler yolaginda hem por hem de bariyer
fonksiyonu goren tight-junction membran proteinleridir. Klaudinler 20-27 kilodalton

(kDa) agirliginda olan transmembran proteinleridir (12).

Klaudinler Tight junctionlarin komsu hiicreyle temas ettigi baglantilarda
bulunurlar ve primer yapilardir. Klaudinlerin en az 24 iiyesi bulunmaktadir (13).
Bobrekte, klaudinler renal tiibiil boyunca farkli nefron segmentlerinin
permabilitelerini ve oOzgiinliiklerini belirlerler. Proksimal tiibiilde tuz ve suyun
reabsorbsiyonunda, kalin asendens kolda kalsiyum ve magnezyumun(Mg) geri
emiliminde, distal nefronda katyon bariyerinin olusturulmasinda gérevlidirler. CLDN
16 ve CLDN 19°daki mutasyonlarin ailesel hipomagnezemik hiperkalsiiirik
nefrokalsinozdan (FHHNC) sorumlu olduklar1 bilinmektedir. Oysa CLDN 14’deki
polimorfizmlerin bobrek tasi riski ile iliskili oldugu disiiniilmektedir (14, 15).
Dolayisiyla, bobrek tasi olusumunda klaudin gen ailesi iiyelerinin rolleri heniiz

bilinmemektedir ve bu konuda yapilacak ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Bu calismadaki amacimiz, kalsiyum okzalat tas1 bulunan bobrek hastalarinda

ve bobrek tasi harici sikayetlerle klinigimize basvuran kontrollerde tas olusum



mekanizmasindan sorumlu tutulan CLDN gen ailesi {iyelerinin ekspresyon

durumlarin birlikte degerlendirmek ve karsilastirma yapmaktir.



GENEL BiLGILER

BOBREK ANATOMISI, FIZYOLOJIiSi VE FONKSiYONU

Bobrek Anatomisi

Bobrekler, abdominal boslugun arka boliimiinde, kolumna vertebralis‘in iki
yaninda yer alan, retroperitoneal yerlesimli bir ¢ift organdir. Normal bir bobrek 10-
12 cm uzunlugunda, 5-7 cm eninde ve yaklasik 3 cm kalinliginda olup, yaklasik
agirliklar1 150 gramdir. Sag bobrek karaciger ile olan komsulugundan dolay1 daha
asagidadir. Sag bobrek; L1-3 vertebralar arasinda, sol bobrek ise T12- L3 vertebralar
arasinda uzanir. Bobrekler transvers olarak 30° anteriora rotasyonedir. Hilumlar
anteromedial yondedir ve orta hattan 4-5 cm uzaktadirlar. Ust kutuplar1 orta hatta

daha yakindir. Alt kutuplar1 daha anterior yerlesimlidir (16).

Bobrekleri yerinde tutan en 6nemli olusumlar vaskiiler yapilar ve fascia
renalistir. Bobrekler igten disa dogru; fibroz kapsiil, perirenal yag dokusu (capsula
adiposa), Gerota fasyasi (fascia renalis), pararenal yag dokusu (corpus adiposum
pararenale) ile sarilmistir. Gerota fasyasi; perirenal yag dokusunun diginda yer alir ve
adrenal bezi icine alir. Bu yapr bobrek etrafinda onemli bir anatomik bariyer
olusturarak bobrek kaynakli patolojik olusumlari sinirlar. Gerota fasyasinin 6n ve
arka yapraklar1 bobregin 6n ve arka yiiziine dogru uzanarak bobregin lateral, medial
ve siiperiorunda kaynasirlar. Inferiorda ise, gerota fasyasi agik bir alan olarak kalarak

tireter ve gonadal damarlari igerir (16-18).



Sekil 1. Bobreklerin Genel Goriiniimii (16)

Bobrekler fonksiyon bakimindan iki farkli boliimden olusur. Dis kismina
renal korteks, i¢ kismina ise renal medulla denilir. Orta kisimda bulunan bobrek
seklindeki bosluga da renal siniis denilir. Renal medulla birbiri ile devamliligt
bulunmayan ve renal piramid olarak adlandirilan 8-10 adet koni seklinde
segmentlerden meydana gelir. Piramidlerin tabani kortekse bakar. Tepeleri papilla
adin alir ve her biri mindr kaliksler ile ¢cevrelenerek renal siniise agilir. Renal korteks
piramitleri periferde sararak interpiramidal alanda 4 renal siniise ulagirlar. Renal
korteksin bu interpiramidal kismina Bertini kolonlar1 denir ve renal vaskiiler

yapilarin renal parankime girig ve ¢ikiglar1 bu alanda gerceklesir (16).



Anterolateral abdamina
wall muscles Pertoneum

Sekil 2. Bobrek ve Gerota Fasyasi (16)

Bobregin Vaskiiler Anatomisi; Bobreklerin vaskiiler yapilari;Siiperior
mezenterik arterin distalinde, L2 vertebra korpusu diizeyinde, aort ve vena kava
inferior(VCI)’dan kaynaklanir. Sag bobregin arteri, sol bobrege gore daha yukarida ,
aortadan cikar ve VCI’nin arkasindan gecger. Sag renal arter, sol renal artere gore
daha uzundur. Renal arterler yukar1 dogru siirrenal beze, asagi dogru renal pelvis ve
tireterin iist kesimine kiiciik dallar verirler. Renal arterler, end arter yapisindadir.
Dolayisti ile, renal arter tikanikliklarinda bobregin beslenmesi bozulur. Renal arterler
%70 oraninda sag ve sol renal arter olmak {izere aortadan tek renal arter seklinde
cikarlar. Aksesuar sag renal arter goriilme sikligi %30 diizeyindedir. Aksesuar
arterler, ana renal arterin kranial ya da kaudalinden c¢ikabilir ve ona paralel

seyrederek renal hilusa girerler (16, 19).

Bobregin  arterleri, 5 segmenter artere ayrilir. Bunlar; superior, anterior
(anterior superior, anterior inferior), inferior ve posterior segmentlerdir. Segmenter
arterler arasinda anastomoz yoktur. Bu nedenle bu arterlerin tikanmasi, o arterin
besledigi bobrek alaninda infarktiise sebep olur. Renal arterin ilk dali ve aym
zamanda en genis dali posterior segmenter arterdir. Posterior segmenter dal arka

yiizlin orta kesimini beslerken; anterior dal hem {ist, hem alt ve hem de bobregin 6n
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yiziiniin tamamint  besler. Bobrekteki bu segmenter dagilim, bdbregin
posterolateralinde avaskiiler bir hat meydana getirir ve bu kistma Brodel hatti denir.
Brodel hatti, dis yiizde pelvis renalisin alt noktasina doner. Klinik olarak o6nemli
olan diger bir bolge, arter ve venlerin gaprazlastigi tist kutup olan infindibulumudur.
Segmenter arterler, her bir piramit i¢in lober artere ayrilir ve takiben lober arterler de
2-3 interlober artere ayrilip, piramitler arasinda seyrederek kortekse dogru ilerlerler.
Interlober arterler, kortikomediiller bdlgede, piramitlerin tabanina paralel seyretmek
lizere donerler ve arkuat arter adini alirlar. Arkuat arterler ¢ok sayida interlobuler
artere ayrilir. Komsu piramitlerin arkuat arterleri ve interlobuler arteri arasinda
anastomoz yoktur. Afferent glomeriiler arteriolii, interlobuler arterlerin ana dallari
olusturur ve afferent arteriol glomeriiler kapiller yumagi olusturduktan sonra ¢ikinca,
efferent arteriol adini alarak, peritubuler kapiller ag1 olusturur. Bu peritubuler
kapiller ag, proksimal ve distal tubuli kontortiyi sarar.Ardindan bu kapiller ag, venoz
kapillerlerle birleserek interlobuler venlere drene olur. Bébregin venleri, arterlerle
birlikte seyrederler ve ayni ismi tagirlar. Sag renal ven, sol renal vene gore daha
kisadir ve c¢ogunlukla tektir. Sol renal ven, sag renal venden daha uzundur. Sol renal
ven; inferior frenik , adrenal, gonadal ve 3.lomber veni drene eder. interlobiiler
venler, arkuat venlere; arkuat venler de interlober venlere dokiiliir. Arkuat arterlerin
aksine arkuat venler, komsu primidlerin arkuat venleriyle anastomoz yaparlar. Fibroz
kapsiiliin hemen altinda satellit pleksus ad1 verilen bir kapiller ven6z pleksus olusur.
Satellit venler; interlobuler venlerden gelir ve siirrenal, inferior frenik ,gonadal ve
iireteral venlerle anastomoz yaparlar. Sag renal ven, dogrudan VCl'ye agilir.Sag renal
ven, bazen iki ve ¢ok nadir olarak da 3 tane olabilir. Sol renal vene ise sirkumaortik
pleksus denir; sol renal ven, ilk olarak tek basina ilerlerken, aortaya yaklastiginda
lomber venler, hemiazigos sistemi ve kiiciik paravertebral venler de sol renal vene

dokiiliir (16, 19).
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Bobregin Fizyolojisi ve Fonksiyonu

Bobrekler, abdominal boslugun arka bodliimiinde, gogiis kafesinin hemen
altinda, kolumna vertebralis‘in iki yaninda yer alan, retroperitoneal yerlesimli sag ve
solda yerlesimli olmak tizere retroperitoneal alanda bulunan bir ¢ift organdir. (20).
Bobregin en onemli gorevlerinin basinda sivi ve elektrolit dengesini saglayarak
homeostazin siirdiiriilmesi gelmektedir. Bobrekler, kan hacmi ve basincinin,
ozmolarite ve pH’in diizenlenmesini, iire ve tirik asit gibi azotlu atik iirtinlerin ve
diger toksik maddelerin idrarla atilmasini saglamaktadir. Bobreklerin en temel ve
fonksiyonel birimi nefronlardir. Nefronlar; plazmanin filtre edildigi glomeriiler kistm
ve siiziilen sividan atilacak olan idrarin olusturuldugu tiibiiler kistmdan meydana
gelmektedir (21). Giinliik ortalama 1600 L kan, bobrek glomeriillerinden filtre
edilerek (glomeriiler filtrasyon) 180 L kadar ultrafiltrat adi verilen sivi olusturulur.
Viicut icin gerekli bilesenlerin geri emilimi (tiibiiler reabsorpsiyon) ve toksik
maddelerin sekresyonu (tiibiiler sekresyon) sonucunda ultrafiltrattan giinliik ortalama
1,5 L idrar olusturulur (22). Tiim emilim ve atilim stirecleri aldesteron, antidiiiretik
hormon ve paratiroid hormonlari tarafindan diizenlenmektedir (21). Her iki bobrekte
toplam 2 milyona yakin nefron bulunmaktadir. Bobrek hasari nefron sayisini
azaltmakta, hasar goren nefronlar ise yenilenememektedir. Bobrek fonksiyonunun
degerlendirilmesinde kullanilan glomertiler filtrasyon hizi (GFH); fonksiyonel olan
her bir nefronda bulunan glomeriillerden birim zamanda siiziilen toplam plazma
miktarmi ifade etmektedir (23). Idrarla atilan atik maddelerin biiyiik béliimii protein
metabolizmasinin son Uriinlerinden olugmaktadir. Atilmasi gereken giinliik soliit
yiikiiniin ¢ogunlugunu iire olustururken, idrarda daha az miktarlarda {iirik asit,
kreatinin ve amonyak da bulunmaktadir. Bu nitrojenli atik iiriinlerin idrar yoluyla
eliminasyonu bobrek fonksiyonunun diger bir gostergesidir (22). Bobrek
fonksiyonunda azalma ya da bobrek yetmezligi gibi durumlarda yiiksek diizeyde azot
iceren son trlinler idrarla uzaklastirilmadiginda kanda birikerek “azotemi”ye yol

acmaktadir (24).

Uriner sistem; iki bobrek iki iireter, mesane ve iiretradan olusmaktadir. Uriner
sistem homeostatik dengeye, sliziilme, emilim ve salgilama ile idrar lireterek katkida

bulunmaktadir. Bobreklerde iiretilen idrar; iireter, mesane ve iiretray1 gegerek viicut
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disina atilir. Her iki bobrekte dakikada 125 ml filtrat iiretirken, bu filtratin 124 ml‘si
cesitli mekanizmalar ile geri emilir ve kalan 1 ml idrar olarak salgilanir. 24 saat

igerisinde yaklasik 1500 ml (24x60) idrar olusumu beklenir (25-27).

Bobreklerde ayni zamanda renin hormunu da firetilir. Renin dogrudan sivi-
elektrolit dengesini saglarken, dolayli olarak da kan basincinin diizenlenmesine
katkida bulunur. Bobreklerin diger bir gorevi ise, eritropoietin iretimidir.

Eritropoietin; hem eritrosit tiretimini uyarir hem de D3 vitaminini aktive eder (28).

Glomeriillerde ki hidrostatik basing 45 mm Hg ve bu basing diger kan
kapillerindeki basingtan yiiksektir. Glomeriildeki bu yiliksek basing; kolloidler
tarafindan olusturulan 20 mm Hg‘lik onkotik basing ve kapsiil i¢i 10 mm Hg‘lik
hidrostatik basing ile dengelenir. Aradaki 15 mm Hg‘lik basing farki siiziilmeyi
saglar. Saglikli kisilerde glomeriiler siiziintiiden 70 kilodalton (kDa) iizeri bir
proteinin geg¢mesine izin verilmez iken diyabetus mellitus gibi hastaliklarda
glomeriiler filtre yapisal 6zelliklerini kaybeder. Boylece bu gibi hastaliklarda idrarda
yiiksek miktarda protein (proteiniiri) goriiliir (29).

Stizme islemi, corpusculum renale‘de kilcal duvarlara uygulanan hidrostatik
basing ile gerceklestir. Siizme isleminde hiicreler ve biiyiik proteinler tutulur iken,
daha kiiciik agirlikli maddelerin kandan siiziilerek idrar haline getirildigi bir

ultrafiltrat islemidir. Bobrek giinde 180 It filtrat Giretmektedir (21).

Geri emilim ultrafiltrat icerisine alinmis maddelerin peritiibiiler kilcallara geri
alinma islemidir. Liimen ¢evresindeki hiicrelerin zarlarinda bulunan segici reseptorler
bu islemi gergeklestirir. Proksimal tiibiildeki glukozun tamami, suyun yaridan biraz
fazlas1 emilime tabi tutulur. Fakat kan glukozu ¢ok yukarilara ¢ikar (145-180 mg/di
cocuklarda, 125-215 miligram (mg)/desilitre (dl) yetiskinlerde ise glukoz idrar ile
disart atilir. Amino asitler proksimal tiibiilde bulunan sodyuma bagiml tasiyicilar

tarafindan geri emilmektedir (30, 31).

Sekresyon, molekiillerin peritiibiiler kilcallardan hiicreler arasi siviya, sonra

renal tiibiiler hiicrelerden ultrafiltrat icerisine tasinmasidir. Geri emilimin tersidir

(32).
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Ultrafitratin  son adimi bosaltmadir. Ultrafiltratin nefron‘dan toplama

kanallarina, buradan da iireterlere gegmesidir (33).

BOBREK TASI

Urolitiasis, insanligmn en eski ve hala evrensel olarak devam eden insan
yasantisini ve sosyal yasamini olumsuz etkileyen onemli saglik sorunlarindan
birisidir. Kiiresel kiiltiiriin batililagsmasiyla iiriner sistem tas olusumu alt iriner
sistemden {ist lriner sisteme dogru yer degistirmistir. Her iki cinsi etkileyen ve
tiroloji pratiginde iiriner sistem enfeksiyonlari ve prostat hastaliklarindan sonra en sik

goriilen 3.hastaliktir.

Bobrek tast siddetli agrili sendromlara yol agan iiriner sistemde ki kati yumak
seklindeki yapilardir. Agrinin yani sira bobrek hasarina yol agmaktadir. Birgok
vakada taslar ¢ok kiiciik olup higbir belirti vermeden {iriner sistemden disar1 atilir.
Eger taslar triner sistemden gecemeyecek kadar biiylik ise iiriner sistemde
obstriiksiyona neden olur ve agrili semptomlara yol acar (34-38). Kalsiyum ve
okzalat bazli gesitli yapilar bobrek yiizeyinde birleserck kalsiyum okzalat (CaOx)
taglarini olusturur. Genellikle kalsiyum, iirik asit, struvit ve sistin taslar1 olmak tizere
dort tip tas olusumu goriiliir. Bobrek taslarinin endiistriyel toplumlarda en sik
goriilen tipi, Oncelikle kalsiyum okzalat(CaOx) ya da bunun hidroksiapatit
kombinasyonudur. Kalsiyum taglari olan hastalarin %70‘inde idrarda hiperkalsiiiri
goriiliir (39).

Kalsiyum okzalat(CaOx)  taslari, bobrek taslarinin yaklasik %75’ini
olusturur. Taslarin %25’ ise trik asit, struvit ya da sistin taglaridir. Nefrolitiyazis
yiiksek niiks oranimna sahip olan kalsiyum taslarinin olusum patogenezi tam
aydinlatilamamis ayrica tas olusumunda multipl faktorlerin birlikte rol oynadigi
toplumsal bir hastaliktir. Endiistriyel toplumlarda cografi bolge 6zelliklerine gore
degisiklik gostermekle beraber ortalama insidansi %12 oraninda rapor edilen bir
hastaliktir. ik kez tas tespit edilmis hastalarin niiks orani ortalama %350 oraninda
rapor edilmistir. Ulkemizde iiriner sistem tas hastalig1 prevalans1 %14,8 olarak rapor
edilmistir (40).
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Geligmis {iilkelerde iist iiriner sistem taslar1 daha sik goriiliirken, gelismekte
olan {ilkelerde mesane taglarinin daha sik oldugu kaydedilmistir. Mesane taglari
endemik TUriner sistem taglaridir. Genellikle erkeklerde goriiliir. Tas kusaginda
(Hindistan, Tiirkiye, Dogu Avrupa, Orta Dogu, Giineydogu Asya, Giiney Amerika ve
Ingiltere’nin giineydogusu) halen en sik gdriilen iirolitiyazis tipidir. Ulkemizde son
yillarda yapilan arastirmalarda, iist iriner sistem taglar1 daha yiiksek siklikta
saptanmaktadir (41). Bu cografi dagilimda iklim, beslenme ve ailesel faktorlerin rolii

tizerinde durulmaktadir (42).

Iklim ile tas tesekkiilii arasinda direk iliski bulmak gii¢ ise de, sicakligin
yiikksek oldugu yerlerde ve yaz mevsimlerinde daha fazla goriilmektedir. Sicak
iklimde terle su kaybi, idrar konsantrasyonunun yiikselmesine ve idrar voliimiiniin
azalmasina sebep olur. Bu durumda idrar asiditesi arttigi gibi molekiillerin
konsantrasyonu da artarak tas yapmaya egilimli insanlarda bu molekiillerin
kristalizasyonuna sebep olur. Bir taraftan kalsiyum okzalat(CaOx) ve kalsiyum
fosfat(CaP) konsantrasyonu artip biiyiik kristaller ve tas tesekkiil ederken, diger

taraftan da idrar pH’ sinin diismesi ile iirik asit ve sistinin erimesi zorlasir (40).

Su alim1 da ¢ok 6nemlidir. Fazla miktarda su alimi idrar miktarini arttirarak
tas yapimina olan egilimi azaltir. Giinliik idrar miktarinin 800 ml’den 1200 ml’ye
cikarilmast dahi tas olusumunu %86 oraninda azaltir. Bununla birlikte diiirezin
idrardaki iyon aktivitesini arttirarak, kristal olusumunu hizlandirdigr gosterilmistir.
Fakat dilirez, idrardaki serbest kristal partikiillerinin bobrekten atilmasini
hizlandirarak yine de yararli olur (40). Suyun igerisindeki bazi eser elementlerin
varligi veya yoklugu tas olusumunda rol oynar. Ornegin c¢inko kalsiyum
kristalizasyonunu &nler. Idrarda ginko seviyesi diisiikliigii tas olusumuna egilimi
arttirabilir. Piirin, oksalat, kalsiyum, fosfat ve diger maddelerin diyetle asir1 alinmasi
idrarda bu maddelerin asir1 atilmasina ve tas olusumunun kolaylagmasina yol

acabilir. Tas yapan hastalarda bu durum daha énemlidir (43).

Kalsiyum okzalat taslari
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Kalsiyuma bagl taslar %75 oraninda kalsiyum okzalat taslar1 (CaOx)
taglart’dir. Oksalat kalsiyuma ¢oziilmez bir sekilde baglanir. CaOx taslari, kalsiyum
monohidrat (COM), kalsiyum dihidrat (COD) ve nadiren de kalsiyum trihidrat
(COT) formlarinda var olur. Bobrekte ki CaOx taslar1 en stk COM formundadir. Bu
formda tas olan hastalarin idrarlarinda hiperkalsiiiri belirlenir. CaOx taslar1 genellikle

idiopatik olarak ortaya ¢ikmaktadir (44, 45).

Kalsiyum fosfat taslar

Kimyasal gosterimi CaP‘tir. Kalsiyum bazli taslarin yaklasik %10‘unu
olusturmaktadir. Bu tip taslar yaygin olmamakla birlikte metabolik veya
paratiroidizm gibi hormonal hastaliklara bagli olarak olusabilir. Idrarda pH‘in
yiikselmesi, sitrat seviyesinin diismesi ile karakterizedir. CaP taslarinin iki formu
vardir: kalsiyum hidroksit fosfat (Ca5PO4)3(OH) ve brusit olarak da bilinen
kalsiyum hidrojen fosfat (CaHPO42H20). Hidroksil bazli taglar daha fazla
goriiliirken brusit taslari direngli yapilardir ve olusturdugu sok dalgalarini kirmak ¢ok

zordur. Her iki CaP taslar1 da asidik ortamda ¢oziilebilir (46).

Urik asit taslar

Bobrek taglarinin %10‘unu olusturan {irik asit taglar1 piirinin par¢alanmasi ile
olusur. Karacigerde tretilen tirik asit kan dolasimima girer ve biiylik bir kismi
bobreklerden geger ve idrar ile atilir. Bu tip taslarda idrarda yiiksek diizeyde iirik asit
gortiliirken hidrojen(H) giicii ve (pH) seviyesi diiser (47, 48).

Struvit taslarn

Magnezyum amonyum fosfat bazli bu taglara idrar yolundaki bakteri
enfeksiyonlar1 (proteus, pseudomonas gibi) yol acar. Bakterilerin salgiladig1 enzimler
lireyi amonyum ve karbonata indirger. Yiikselen amonyum orani {ireyi daha alkali

hale getirir. Bu bazik ortam struvit taglarini1 olusturur (35).

Sistin taslarn

Sistiniiri, erken yaslarda ortaya c¢ikann ¢ocukluk c¢agi tas hastaliginin %6-

10’luk kismini olusturur. Eriskinlerde %1 oraninda goriilir. Otozomal resesif
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kalitilan bir hastaliktir. Kromozom 2 ve 19°da bulunan iki gende defekt vardir. Hem
bobrek tiibiillerinden hem de gastrointestinal sistemden sistin, lizin, arginin ve ornitin
gibi dibazik aminoasitlerin emilim bozuklugu mevcuttur. Bunlardan sadece sistin
normal idrar pH’sinda ¢oziiniir degildir ve bu nedenle tas olusumuna neden olur (16).
Genetik bozukluklarin hatali amino asit transferine yol agmasi sonucunda baz1 sistin
gibi 6nemli amino asitler bobreklerde ve sindirim sisteminde taginir. Bu hatali tagima

tiriner sistemde sistin taglarinin olusmasina neden olur (1, 35, 49).

Tablo 1. Taslarin Olusum Nedenlerine Gore Gruplandirilmasi (35)

Enfeksiyon taslar Karbonate apatit, Amonyum {irat,
Magnezyum amonyum fosfat

Non-Enfeksiydz taslar Kalsiyum okzalat, Kalsiyum fosfat, Urik asit

Ilag kullanimina bagli olusan taslar Indinavir, Efedrin, Triamteren

Genetik kokenli taslar Sistin, 2,8-dihidroksiadenin, Ksantin

Tablo 2. Uriner Sistem Taslarinin Bilesenleri (35)

Kalsiyum okzalat Whewellite CaC204H20

monohidrat

Kalsiyum okzalat Wheddelite CaC2042(H20)

dihidrat

Kalsiyum fosfat Apatit Cal0(PO4)6(0H)2
Kalsiyum hidrojen fosfat  Brushite CaHPO4-2H20

Urik asit Uricite C5H4N403

Magnezyum amonyum Striivite MgNH4PO46H20

fosfat

Kalsiyum karbonat Aragonite Cal0(P0O4,C03,0H)6(0H)2
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TAS OLUSUM MEKANIZMASI

Tas olusumu kompleks bir antitedir ve halen tag olusum siirecinin neden
basladig1 kesin olarak bilinmemektedir (12). Tas olusumunda rol oynayan birgok
temel fizyokimyasal mekanizma vardir. Bunlar; supersatiirasyon, c¢ekirdeklenme,

kristal biiyiimesi ve kristal toplanmasini igerir (50).

Supersatiirasyon Teorisi

Stiper doygunluk, kristallesme en sonunda tas olusumuna yol acan ilk ve en
temel adimdir. Sividan katiya bir faz degisimi oldugunda ortaya ¢ikan termodinamik
itici kuvveti ve iki faz arasindaki asir1 serbest enerjiyi temsil eder (35, 51). Bu itici
gii¢ veya serbest enerji (AG) denklemiyle verilir: AG=RT in (A/Aeq) (35). Burada R,
gaz sabitidir, T sicakliktir, A, siiper doymus ¢o6zelti igindeki tuzun aktivitesidir ve
Aeq, c¢ozeltideki dengenin aktivitesidir. Stiper doyma oran1 (A I Aeq), nispi siiper
doyma (RS) olarak adlandirilir. RS <I oldugunda, ¢ozeltinin doymamis oldugu
sOylenir ve mevcut herhangi bir tas olusturan tuz serbest¢e coziilebilir. RS = 1
oldugunda, ¢ozelti doyurulur. Boyle bir durumda, zaten mevcut olan tuzlar
¢oziilmeyecek, yeni tuzlar olugsmayacak. RS>1'de, ¢Ozelti asir1 doyurulur. Bu
durumda, mevcut kristaller biiyiiyebilir (39, 51). Idrar igerisinde bulunan sitrat
benzeri bazi organik maddeler kalsiyum iyonlar1 (Ca) ile birlesip erimesi kolay olan
kalsiyum sitrat kristallerinin olusumuna neden olmaktadir. Sitrat eksikliginde ise
mevcut Ca’nin oksalat ile birlesmesi sonucu CaOx tuzlariin olusumuna zemin

hazirlamaktadir (52).

Kristal Cekirdeklenme

Cekirdeklenme, asir1 doymus bir cozelti icerisinde sividan kati bir faza
doniisiimiine izin veren ilk kinetik adimdir. Bu islemdeki ilk adim, ¢ozelti i¢indeki
tas olusturan tuzlarin, yeni kiimelerin eklenmesi nedeniyle boyut olarak artabilecek
olan gevsek kiimeler halinde birlesmesidir. Yavas yavas, bu kiimeler zaten
gelismekte olan tiim gekirdegi ile kristal embriyolar haline gelir (34, 53). CaOx'un
sulu ¢ozeltileri, RS degerleri 0.80 ile 1 arasinda oldugunda bile kristalsiz kalabilir.

Bu ¢ozeltilerin metastabilite bolgesinde oldugu ifade edilir. Cozelti, metastabilitenin
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iist sinirin1 astiginda, ¢ozelti hizla kararsiz hale gelir ve yeni kristaller kendiliginden
olusur. Bu yeni kristallerin kendiliginden olusum siirecine homojen ¢ekirdeklenme
denir. Pek ¢ok idrar makromolekiilii, kristal ¢okeltilmesinin diisiik RS degerlerinde

gerceklestigi, tas olusumunun heterojen ¢ekirdeklerini olusturur (35, 49, 53, 54).

Kristal Biiyiimesi

Kristal bilesenlerin hali hazirda olusturulmus bir CaOx kristal ¢ekirdegine
dahil edilmesi, kristal biliytimesi olarak adlandirilir. Bir kristal g¢ekirdegi kritik
boyutuna ulastifinda bu gerceklesir ve RS her zaman 1'in tizerinde kalir (¢ozelti asir1
doymus olur). Kristal bliylimesinin ger¢eklesmesi igin, idrarda yeni olusan kristal
¢ozeltiden gegerek mevcut kristallerin yiizeyine tutturulmalidir (35, 55, 56). CaOx
kristallerinin ¢okeltilmesi, olusan kristaller idrar yolundan serbestce gecebildigi
siirece bir sorun teskil etmeyebilir. Bobrekten gecen normal gecis, kristallerin renal
tiibiillerin igine girebilecek boyut araligina biiyliimesi i¢in yeterince uzun degildir.
Bununla birlikte, bu kristaller tutulduktan ve bdbrek tiibiillerinden serbestce
gecemeyecek kadar biliylik hale geldiklerinde idrar akisini bozarlar. Bu nedenle
kristal olusumu tas olusumunda Onemli olarak kabul edilir, ¢iinkii kristaller ¢ok
yeterli bir boyuta gelmedikge tas olusturmazlar. Kristal bliylimesinin meydana gelme

hiz1 da siiper doygunluga baglidir (53, 57).

Kristal Agregasyonu

Kristal agregasyonu, ¢ozelti i¢indeki bir¢ok partikiiliin daha biiyiik partikiiller
olusturmak i¢in birbirine yapismasidir. Daha biiyiik parcaciklarin toplanmasi enerjik
olarak tercih edilir ve bu nedenle tiim doyma durumlarinda olusabilir. Karsilikli
etkileri olan birkag¢ temel kuvvetle elde edilir. Bu temel kuvvetlerden bir tanesi Van

der Waals kuvvetidir (54, 58).

Van der Waals kuvveti, partikiil toplanmasin1 destekler ve parcaciklar arasi
mesafeler ¢ok kii¢iik oldugunda kuvvetli bir sekilde artar. Zeta potansiyeli, taneler
arasindaki itme veya ¢ekme degeri dl¢limiidiir. Zeta potansiyeli, kristal parcaciklarin
ayristirilmasint  destekleyen itici elektrostatik kuvvettir. Sudaki kristallerin +20

mV'luk bir zeta potansiyeline sahip oldugunu; idrarda zeta potansiyeli sitrat ve
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makromolekiiller gibi negatif yiiklii idrar molekiillerinin absorpsiyonu nedeniyle
negatiftir (44). Birkag arastirmaci kristal toplanmasinin bobrek tasi olusumu igin en
onemli faktér olduguna inanmaktadir. Bunun nedeni, tek basma CaOx kristal
bliylimesinin, idrarin renal tiibiillerden gectigi siire i¢inde klinik olarak &nemli
parcaciklar tiretmek icin ¢ok yavas olabilecegi gercegidir, oysa toplanma saniyeler
icinde gerceklesir. Buna ek olarak, bobrek taslarinin mikroskobik ve ultrastriiktiirel
analizleri, taslarin oldukga toplanmis yapilar oldugunu ortaya koymustur. ilgingtir ki
tas olusturuculardan gelen idrar daha fazla toplanmis kristal icerir. Oysa saglikli

deneklerden daha az toplanmis pargaciklara sahiptir (53, 59).

KALSIYUM OKZALAT TAS OLUSUMUNUN iNHIiBITORLERI

Viicutta kalsiyum okzalat (CaOx) tas olusumunu engellemek icin bazi
proteinler gorev almaktadir. CaOx kristalizasyonu inhibitorleri makromolekiiller ve
mikromolekiiller olmak tiizere iki kategoride simiflandirilir. Glikozaminoglikanlar
(GAGS), nefrokalsin (NC), tamm horsfall proteini (THP), alblimin, iiriner
protrombin fragmani 1(UPTF1) gibi proteinler, bikunin, Kristal matriks protein
extratt (CME) ve osteopontin gibi proteinler makromolekiillerdir. Sitrat, magnezyum

ve pirofosfatlar ise mikroproteinler grubunda yer almaktadir (35).

Glikozaminoglikanlar (GAGS)

GAGS, tekrarlayan bir disakkarit {initesinden olusan wuzun dalli
polisakaritlerdir. Disakarit iinitesi, bir N asetil-heksosarninden (amino seker) ve bir
veya her ikisi de siilfatlanabilen bir heksoz veya heksuronik asitten olusur. Her iki
bilesen de bir glikozid bag: ile birbirine baglanir. Siilfat grubu ve {ironik asit
kalintilarinin karboksilat gruplar1 kombinasyonu, onlara ¢ok yiiksek bir negatif yiik
yogunlugu verir. GAGS genellikle CaOx kristal biiylimesini, toplanmasini ve
¢ekirdeklesmesini inhibe eder (44, 60).

Kristal Matriks Protein Extrati (CME)

Kristal matriks olarak adlandirilan bobrek taslarinin organik bir bileseninin
kesfi, Von Hyde"n taslarin, genellikle yliksek glutamik ve aspartik asit icerigi ve y

karboksigliitamik asit ile karakterize edilen secici olarak birlestirilen proteinlerden
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olusan organik bir g¢erceveye sahip oldugunu kesfettigi zaman 1684 yilina kadar
uzanir. Genel olarak, iiriner taslar yaklasik % 5 oraninda organik matriks igerir, bu
matriksin % 67'sinin protein oldugunu gostermistir (61). CME'nin idrarda test edilen
en gilicli makromolekiiler idrar inhibitorii oldugu sonucuna varildi. Yeni olusan
kristallerin birikmesini 6nleyerek, CME'nin bilesenleri in vivo olarak partikiil tutma
olasiligini ve dolayisiyla iirolitiyazis olusumunu Onemli Olc¢lide azaltabildigi

goriilmiistiir (62).

Albumin

Albumin, idrarda ikinci en bol bulunan proteindir. Tiim insan idrarindan ve
ayrica idrar taglarindan elde edilen kristal matriksinde tespit edilmistir. Albiimin‘in
saglikli insanlar tarafindan giinliik atilim1 1,6 - 34,2 mg / giin arasinda degismektedir.
Albiiminin CaOx taglar1 olusana kadar {irik asit kristallerine de baglandig1 ve CaOx

kristal toplanmasini ve biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir (63).

Uriner Protrombin Fragman 1 (UPTF1)

Doyle ve ark. (1991) (62) UPTFl'in insan idrarinda indiiklenen CaOx
kristallerinin organik matriksinin ana proteini oldugunu gostermistir. UPTFI
tirolitiyaziste diizenleyici bir proteinden beklenen bazi o6zelliklere sahip olmasina
ragmen, kesin rolii bilinmemektedir. Seyreltilmemis insan idrarinda in vitro olarak
yapilan bir caligma ile CaOx kristal biiylimesini ve toplanmasini inhibe ettigi iyi
belgelenen idrar proteininin renal ekspresyonunda onemli bir azalmanin oldugunu

rapor etmistir (64).

Bikunin

Bir¢ok arastirmaci bikuninin CaOx kristallesmesinin bir inhibitorii oldugunu
gostermistir. Bikunin‘in ayrica minimum 10 ng/ml konsantrasyonlarda renal epitel
hiicrelerine CaOx kristal yapismasini 6nledigi ve 200 ng/ml'de tamamen bloke ettigi

gosterilmistir (50, 65).

Nefrokalsin
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NC, tas literatiiriinde bildirilen en yaygin arastirilmis protein olmustur.
1978'de Nakagawa ve meslektaglart bunu tanimlanamayan bir asidik polipeptit
olarak ve ardindan birka¢ yil boyunca CaOx kristal biliylimesinin glikoprotein
inhibitorii olarak tanimladilar. 1987'de idrardan izolasyonunun ilk raporundan sonra,
proteine NC adi verildi. NC, idrarda CaOx kristallesmesinin baglica inhibitorii
oldugu iddia edilen iirolitiyazis arastirmalarinda belirgin bir konuma sahiptir,
aktivitesinin, idrarin CaOx kristalizasyonu iizerindeki toplam inhibitor etkisinin

yaklagik %90'm1 olusturdugu bildirilmektedir (61).

Osteopontin

Osteopontin baglangicta mineralize kemik matriksinden izole edilmis ¢ok
islevli bir kollajen olmayan fosfoproteindir. Daha sonraki donemlerde idrardan izole
edildiginde uropontin olarak da bilinmektedir (66, 67). Genel olarak, mevcut veriler
Osteopontinin kristal olusumuna karst endojen savunmada bir rol oynadigim
gostermektedir.  Osteopontin  kristal — ¢ekirdeklenmesini, biliylimesini  veya
toplanmasin1 geciktirmek yerine, kristallerin tutulmasini engellemek i¢in in vivo

olarak hareket etmekte oldugu bildirilmistir (30).

SIKI BAGLANTILAR

Siki1  baglanti proteinleri(Tight junctionlar), evrimsel olarak adezyon
baglantilari ve dezmozom proteinlerinin flizyonu ile olugsmustur. Bu integral
transmembran proteinler, apikal-lateral baglant1 bélgesinde lokalizedir ve okludin,
klaudin ve baglanti adezyon molekiilii (junctional adhesion molecul-JAM)’nden
olugsmaktadir (Sekil 2.7). Tight junctionlar (Tj), epitel hiicreleri arasindan her iki
yone dogru (apikalden — bazale, bazalden —apikale) olduk¢a siki bir tutunma
meydana getirir. Bu sayede saglam bir barikat olusturarak madde ge¢isini engeller.
Bu proteinler, homofilik (CLDN1/CLDN1) ve heterofilik (CLDN1/CLDN3)
etkilesimler ile epitelde bariyer fonksiyonu goriirler. Bobrek doku hiicrelerinde
paraseliiler gegirgenlik ve iyonlarin segiciligini diizenlerler ve bu sayede sivi ve

iyonlarin hiicre i¢ine ve digina tasinmasinda bariyer olustururlar (9).
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Bu transmembran proteinlerinin hiicre i¢i bolgeleri skaffold (ZO-1, 202,
Z0O-3, hiicre polarite proteini-PAR3) ve adaptor proteinlerinin (Post-synaptic density
Protein 95/Drosophila disc large/Zona-occludens(PDZ) ) domainlerinin etkilesimleri
ile  hiicre iskeletini, polaritesini, sinyalini ve  vezikiil  tasmimim
diizenleyebilmektedirler. Siki baglant1 proteinleri kinazlarin, fosfatazlarin ve diger

sinyal molekiillerinin fosforilasyonu ile diizenlenirler (68-70).

Liimen
Apikal membran

A ¥ 8
70-3 ‘ Siki baglanti ‘

{ l

\
\

Aktin filamentlen | [
M. \ZO-I Klaudin-1 | Klaudin-1

Ser Thr

Ser Thr
Akun flamentleni

Aktin filamentleri

ZO- l\\{ A B C Aktin filammentleri
-2 - ZO-1
1 5 \ _\- . w» B 702
| Z0-3
J—\\I \u< ! \'\

Paraseliiler arahk

Sekil 5. Sik1 Baglant1 ve Skaffold Proteinleri (9)

Zonula Okludensler

ZO proteinleri; ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 olmak flizere ilk tanimlanan ii¢ spesifik
sik1 baglant1 proteinleridir. Bu proteinler, membran iliskili guanilat kinaz protein
ailesindendir ve ii¢ PDZ yapisal bolgesi, bir Src homoloji-3 (SH3) bolgesi ve bir de
guanilat kinaz (GUK) homoloji bolgesinden olusmaktadir. Sekil 2.8’de gosterildigi
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gibi bu yapisal bolgeler, hiicre i¢i skaffold yapilarin olusumunu saglar ve siki
baglant1 komplekslerinin diizenlenmesi ic¢in gereklidir. ZO-1 geni, siki baglanti
protein 1 (Tight Junction Protein 1- TJP1) olarak da adlandirilmaktadir. ZO-1 geni,

33 ekzondan olusmaktadir ve 15. kromozomun q13.1 bolgesinde lokalizedir (71).

ZO-1 = PDZ1 [=PDZ2 HPD23 |- SH3 = GUK

Klaudinler Z0-2  JAM-A Okludin ~ Aktin
Z0-3
70-2 —| PDZ1 H PDZ2 Hmw_s ]- SH3 = GUK
1 j 1 ] —_
Klaudinler <£O-2 Aktin

Z0-3

Okludin

ZO-3 = PDZ1 = PDZ2 = PDZ3 = SH3 = GUK

Klaudinler Z0-1
L ]

Okludin

Sekil 6. ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 Integral Skaffold Siki Baglant1 Proteinleri ve
Diger Proteinler ile Etkilesimleri (71)

Okludinler

Okludin, integral membran proteini olarak ilk tanimlanan spesifik bir siki
baglant1 proteinidir. Daha ¢ok epitel ve endotel hiicrelerinde ifadelenmektedir. 60-80
kDa agirliginda zar1 kateden dort transmembran kismi ve ekstraseliiler ve intraseliiler
bolgelerden olusmaktadir. Ekstraseliiler bolgesi, segici paraseliiler gecirgenlikte rol
alirken intraseliiler bolgesi ZO-1 proteininin PDZ domaini ile etkileserek aktin

filamentlerine baglanmaktadir (72, 73).

Klaudinler (CLDN)

Klaudinler (CLDN), iyon ve suyun paraselliiler gegisinde rol oynayan
transmembran proteinlerdir (14). Siki baglantilarin(Tj) esas integral membran

proteinleri klaudinlerdir. Klaudinler, siki baglantilarin temel yapisini olusturduklari
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diistinilmektedir. Klaudinler epitelial hiicrelerin segici olarak gegirgenliginde
dogrudan dogruya etki etmektedir. ilk olarak 1998 yilinda Japon arastirmacilar
Furuse ve ark. (74) tarafindan bulunmustur. Insanda 21-34 kilodalton (kDa)
agirh@inda olup, 207 ila 305 amino asit igerir. Klaudinler, renal epitel hiicrelerinde
paraselliiler yolda hem gozenek hem de bariyer olarak islev goren siki baglantili
membran proteinleridir (14). Bobrek epitel hiicrelerinin  fizyolojisinde ve

patofizyolojisinde Klaudinlerin énemli rolleri vardir.

CLDN’ler Sekil 7°de gosterildigi gibi 4 transmembran alana, iki hiicre dis1
halkaya (ECL 1-ECL 2) sitoplazmik bolgede amino ve karboksi terminal alana
sahiptir. CLDN ailesinin en az 27 iiyesi tamimlanmistir. Bu proteinler genellikle
epitelyal ve endotelyal hiicreler tarafindan eksprese edilir. Ekspresyonlar1 diger siki

baglant1 proteinlerinden farkli olarak doku ve hiicre tipine gore ¢esitlilik gosterir (14,

75, 76).

imza dizisi

Disulfar bag: ?

lyon baglayict alan

2.ECL
Trans etkilegimli alan ve
CPE baglayici alan

\ \_/ COOH
Fosforilasyon \

Palmitoilasyon alani sinyalleri PDZ baglayici motif

Sekil 7. Klaudin (CLDN) Protein Modeli (14)

Uzerinde calisiilmis CLDN tiplerinin ¢ogunlugu bobrekte eksprese edilir.
CLDN’lerin 6zel kombinasyonlarinin, her nefron segmentinde Onemli paraseliiler
gecirgenlik ozelliklerini belirledigine inanilmaktadir. Klaudinler bobrek dokusunda

tiibiiller boyunca yerlesmis olup; nefron segmentlerinin seciciligini ve gegirgenligini
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diizenler. Bobrekte bulunan CLDN’lerin farkli fonksiyonlar1 ve lokalizasyonlari

vardir (14).

Klaudinler (CLDN); Proksimal tiibiilde, suyun ve tuzun yeniden emilmesinde
gorev alir. Henlenin ¢ikan kalin kolunda (TALH), magnezyum ve kalsiyumun
yeniden emilmesinde rol alir ve kalsiyum sensitif reseptorii tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir. Distal nefronda; elektrojenik sodyum yeniden emiliminde goérev alir
(14).

CLDN 1;Parietal epitel hiicrelerinde (PEC) eksprese edilir. PEC’lerin bir
belirteci olarak kabul edilir. Glomeriiler podositlerde, hiicre baglantilarinda
belirleyici rol oynar. Bowman kapsiilinde lokalizedir. Katyon bariyer olarak gorev
alir (14).

CLDN 2; Yiiksek iletken katyon gbzenekleri olusturan CLDN 2, proksimal
tiibiil ve Henle’nin inen ince kolunda eksprese edilir. CLDN 2 proksimal tiibiildeki
paraseliiler sodyum(Na) geri emiliminden sorumludur. Aksine, CLDN 4 ve CLDN 8
esas olarak katyon bariyerleri olarak iglev goriirler ve genel olarak nefronun distal
kisimlarinda eksprese edilir. CLDN 2, epitelyal hiicre dizilerinde asir1 eksprese
edildiginde, katyona gegirgen paraseliiler gozenek gibi davranir. Bobrekte, farelerde
CLDN 2'nin bloke edilmesi, proksimal tiibiil S2 segmentlerinin Na iletkenliginde bir
azalmaya sebep olmus ve Na ve suyun geri emilmesinde azalmaya yol agtigi
bildirilmistir. Bir bagka calismada CLDN 2'nin bloke edilmesi ile hiperkalsiiiri
gozlenmistir. Bu sonuglar CLDN 2'nin sodyum(Na) ve kalsiyum(Ca) geri emilimini

sagladigini ve suyun emilmesine katkida bulundugunu diisiindiirmektedir (76).

CLDN 3: Toplama kanalina giden ince yiikselen henle kolunda eksprese

edilir.Gegirgenlik 6zelligi bilinmemektedir.

CLDN 4: Henlenin ince yiikselen kolunda ve toplayici tiibiillerde eksprese

edilir.Katyon bariyer ve anyon seg¢ici gdzenek olarak gorev alir.

CLDN 7: Henlenin distal ince inen kolunda, makiiler densa, distal tibiil,

toplayici kanallarda eksprese edilir. Anyon bariyer olarak gorev alir.
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CLDN 8: Henlenin distal ince inen kolunda, distal tiibiil, toplayic1 kanallarda

eksprese edilir.Katyon bariyer olarak gorev alir.

CLDN 10: Proksimal tiibiilden toplayici kanallara kadar olan bdliimde

eksprese edilir.Anyon gozenekli veya katyon gézenekli degisken olarak gorev alir.

CLDN 10’un; CLDN 10 a ve CLDN 10 b olmak tizere iki ¢esidi vardir. Bu iki
CLDN farkli hiicre dis1 alanlara ve farkli fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Anyon
secici olan CLDN 10 a, korteksteki nefron tiibiilleri i¢inde daha yogun bulunurken,
katyon se¢ici CLDN 10 b medullada daha fazla bulunur.

CLDN 14: Toplayic1 kanallarda eksprese edilir .Katyon bariyer olarak gorev
alir.CLDN 14 genindeki polimorfizm bobrek tasi riski ile iliskilidir. Yakin tarihli bir
genom ¢apinda iliski ¢alismasi, klaudin-14 "G hiperkalsitirik nefrolitiyazis ig¢in 6nemli

bir risk geni olarak tanimlamistir (14).

CLDN 16 (paracellin-1): Henlenin ince yiikselen kolunda ve kalin yiikselen
kolunda eksprese edilir. Katyon segici gozenek olarak gorev alir. Klaudin 16 daki
genetik mutasyonlar, nefrokalsinoz ile birlikte ailesel hipomagnezemik

hiperkalsiiiriye neden oldugu ( FHHNC) goriilmiistir (14, 77).

CLDN 18: Toplayici kanallarda eksprese edilir .Sodyum (Na) ve Hidrojen (H
) iyon bariyeri olarak gorev alir.

CLDN 19: Henlenin ince ylikselen kolunda ve kalin yiikselen kolunda
eksprese edilir. Bu gendeki resesif mutasyonlar, kalitsal bir kalsiyum ve magnezyum
kayb1 hastaligina neden olur (78). Bobrek tiibiilii boyunca CLDN lokalizayonu Sekil
2’de verilmistir (79).
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Sekil 8. Bobrek Tiibiiliindeki Klaudin (CLDN) Lokalizasyonu (79)
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MATERYAL VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Klinigine basvuran
ve “’Kalsiyum Okzalat Bobrek Tag1’’ tanisi almis,15°1 erkek 4’1 kadin olmak iizere
19 hasta birey ile bobrek tasi tanist almamis ve diger nedenlerle klinige bagvuran 15’i
erkek 6’si kadin olmak iizere olan toplamda 21 kontrol birey ¢alismaya dahil edildi.
Universitemizin Istatistik Anabilim Dali tarafindan degerlendirilen giic analizi
sonucunda ¢alismaya en az 38 kisi (her grup i¢in en az 19 kisi) alindiginda %95
giiven diizeyinde %80 gii¢ elde edilebilecegi hesaplanmistir. Hasta ve kontrol

gruplarmin belirlenmesinde oncelikli kriterlerimiz su sekildedir.
Hasta Grubunun Belirlenmesinde Uyulan Kriterler
18 yas ve iizerinde olmasi
Bobrek tasi nedeni ile ameliyat endikasyonu olan hastalar.
Tas analizi sonucunda kalsiyum okzalat tasi olan hastalar.
Kontrol Grubunun Belirlenmesinde Uyulan Kriterler
18 yas ve iizerinde olmast
Uriner sistem tag dykiisii olmamasi

Bobrek tas1 disindaki nedenlerle (Renal Hiicreli Karsinom, Atrofik Bobrek,

Transizyonel Hiicreli Karsinom) ameliyat olan olgular.

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin cinsiyetleri, yaslari, beden kitle

indeksi (BKI), ek hastaliklari, tag dykiisii olup olmamasi ve sosyodemografik verileri
kaydedildi.

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 19.11.2019 tarih ve 20 nolu kurul toplantis1 karari ile
onaylanmistir. Caligmaya dahil olan bireylere yapilacak olan islemlerin detayli

aciklamalarini iceren bilgilendirilmis goniilli olur formlar1 okutularak, bireylerin
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yazili izinleri alinmistir. Calismaya dahil edilen tiim bireylerden mRNA
ekspresyonlarinin analizi i¢in, bobrek tasi tanisi almis ve bu nedenle perkiitan
nefrolitotomi operasyonu yapilan ¢alisma grubundaki olgularda ameliyat sirasinda
herhangi bir komplikasyona neden olmayacak sekilde perkiitan trakt hattindaki
bsbrek dokusundan 10 mm® biyopsi 6rnekleri alindi. Yine ayni sekilde bobrek tasi
tanist olmayan ve diger nedenlerle (renal hiicreli karsinom nedeni ile parsiyel yada
radikal nefrektomi yapilan olgular, transizyonel hiicreli karsinom nedeni ile
nefrotireterektomi yapilan olgular, atrofik bobrek nedeni ile basit nefrektomi yapilan
olgular,) ameliyat edilen kontrol grubundaki olgularin ameliyat materyalindeki
bobrek dokusundan alinan 10 mm?® biyopsi érnekleri, icinde RNA later soliisyonu
bulunan tiiplere konuldu ve bobrek doku 6rnekleri alinir alinmaz RNA stabilize edici

ajan varliginda, total RNA izolasyon asamasina kadar -80°C’de saklandi.

Doku ornekleri ¢alisma ve kontrol grubu olmak iizere ayri ayri isaretlendi.
Ayrica bobrek tagi nedeniyle ameliyat edilen hastalarin tag Ornekleri hastanemiz
biyokimya laboratuvarindaki tas analizi bolimiinde analiz edilerek kalsiyum okzalat

tast olduklari belirlendi.

Alman bobrek dokusu biyopsi orneklerinden sirastyla total RNA izolasyonu,
cDNA sentezi ve gercek-zamanli PCR komponentleri kullanilarak, her bir hedef gene

0zgiin ekspresyon analizleri yapildi.

BOBREK DOKUSU ORNEKLERINDEN TOTAL RNA
IZOLASYONU

Bobrek dokusu oOrneklerinden total RNA izolasyonu igin ticari RNA
izolasyon kiti (Hybrid-R™, Geneall) kullanilmistir. RNA izolasyonu igin uygulanan

basamaklar su sekildedir:

1. RNA later soliisyonunda -80°C’de saklanan bdbrek biyopsi doku drnekleri
oda sicakliginda ¢oziiliinceye kadar bekletildi.

2. 100 mg bobrek biyopsi 6rnegi 1ml RiboEx™ soliisyonunda doku
homojenitori yardimi ile homojenize edildi.

3. Elde edilen homojenat oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi.
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10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.
18.

Inkiibasyon sonrasi homojenat 4°C’de, 12.000 x g’de 10 dk santrifiij edildi
ve siipernatan temiz tiipe aktarildi.

Stipernatan {izerine 200 pl kloroform eklendikten sonra homojenat
kuvvetlice vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasi homojenat 4°C’de, 12.000 x g’de 15 dk santrifiij edildi
ve Ustteki sulu faz temiz tiipe aktarildi.

Temiz tiipe aktarilan sulu faz {izerine 1 hacim RB1 (RB Transcriptional
Corepressor 1) tamponu eklendi ve tiip ters ¢evrilerek karistirildi.

Elde edilen karisimdan 700 pl alinarak mini kolona transfer edildi.

Oda sicakliginda 10.000 x g *de 30 sn santrifiij uygulandi.

8 ve 9. Basamaklar tekrar edildi.

Mini kolon tizerine 500 pl SW1 tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 10.000 x g *de 30 sn santrifiij uygulandi.

Mini kolon iizerine 500 ul RNW tamponu eklendi.

Oda sicakliginda 10.000 x g *de 30 sn santrifiij uygulanda.

Kalan yikama tamponunu uzaklastirmak iizere oda sicakliginda 10.000 x g
’de 1 dk santrifiij uygulandi ve mini kolon yeni 1.5 ml santrifiij tiipline
aktarildi.

Mini kolon membranina 50 pl niikleazlardan arindirilmis su eklendi ve mini
kolon oda sicakliginda 1 dk inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 10.000 x g *de 1 dk santrifiij uygulandu.

Elde edilen RNA 6rnegi ileri analizler i¢in -20°C’ye kaldirildi.

BOBREK DOKUSUNA AiT TOTAL RNA ORNEKLERININ SAFLIK

DERECELERININ VE KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

Calisma ve kontrol grubuna ait bobrek biyopsi doku orneklerinden izole

edilen total RNA Orneklerinin safliklar1 ve konsantrasyonlar1 260 ve 280 nm dalga
boylarinda absorbanslarinin dl¢iilmesiyle degerlendirilen spektrofotometrik yontemle
belirlendi. Ardindan saflik ve konsantrasyon seviyeleri belirlenen bobrek dokusuna
ait RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezi gergeklestirildi
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cDNA SENTEZI

cDNA sentezi i¢in VitaScript™ FirstStrand cDNA Sentez Kiti kullanilmistir.
Toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon karisimlari hazirlandi. Tek bir 6rnek
i¢in hazirlanan reaksiyon karisim igerigi Tablo 3’te gdsterilmistir. Ornek sayisina
gore gerekli miktarda reaksiyon karisimi hazirlandi ve 0.2 ml’lik ependorf tiiplerine

dagitildi.

Tablo 3. cDNA Sentezinde Tek Bir Ornek i¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisimi

Tek reaksiyon (hacim) Bilesenler

4 pul 5X VS Reaction Buffer

1 ul VitaScript™ Enzyme Mix
1-6 ul Total RNA

20 pl’ye tamamlanir Nukleaz-free H20

20 ul Toplam hacim

Yukaridaki tabloda belirtildigi sekilde hazirlanan reaksiyon karigimlarina
hasta ve kontrol gruplarma ait bobrek dokusundan elde edilen RNA &rnekleri
eklendi. Hazirlanan ornekler thermal cycler cihazina (BioRad) yerlestirildi. cDNA

sentezinde uygulanan protokol Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. cDNA Sentezinde Thermal Cycler Cihazinda Uygulanan Protokol

1. Basamak 2. Basamak 3. Basamak
Sicaklik(°C) 42 80 4
Zaman 1 saat 10 dakika 0

Elde edilen cDNA’lar ger¢ek-zamanli PCR analizine kadar -20°C’de

saklandi.

GERCEK-ZAMANLI KANTITATIF PCR YONTEMi ILE GEN
EKSPRESYONLARININ BELIRLENMESI

Hedef genlerin (CLDN 1, 2, 3, 4, 7, 8, 10, 14, 16, 18 ve 19) ekspresyonlarinin
analizi i¢in bobrek doku oOrneklerinden elde edilen RNA’lardan sentezlenen

31



cDNA’lar kullanilmigtir. Gergek-zamanli PCR sistemi (Rotor Gene, Qiagen)
kullanilarak hedef genler ve B-aktin (referans gen) i¢in relatif kantitasyon analizi
gerceklestirilmistir. Gergek-zamanli PCR’da analiz edilen hedef genlere ait primer ve
prob dizileri (Roche Diagnostics) Tablo 5°te gosterilmektedir.

Tablo 5. Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primer ve Prob Dizileri

CLDN1 TGG TCA GGC TCT CTT CAC TG (Forward)
TTG GAT AGG GCC TTG GTG TT (Reverse)
TTC TCT CTG CCT TCT GGG AGG TGC C (Prob)

CLDN2 ACC CTC AAC TTG AAA CCC CA (Forward)
GGT CAG TCA GTG GGA TGT GA (Reverse)
CCA GGA CTC AGA GGA TCC CTT TGC CCT (Prob)

CLDN3 CCA AGG CCA AGA TCA CCATC (Forward)
GGT TGT AGA AGT CCC GGA T (Reverse)
AGG CGT GCT GTT CCT TCT CGC C (Prob)

CLDN4 CTG GAT ATT GGG GAG GGA C (Forward)
AGG GTT AAG CTA TCC TGG C (Reverse)
ACA GGG TGT GGT GGT GGA GTG GGG A (Prob)

CLDN7 AAA GTG AAG AAG GCC CGT ATA GC (Forward)
GCT ACC AAG GCG GCA AGA C (Reverse)
CCA CGATGA AAATTA TGC CTC CAC CCA (Prob)

CLDN8 ATTCCCTGC TGG CTCTTT CT (Forward)
AGA AGG ACA TCA CGG AAG CA (Reverse)
CTA CAG GCA GCC AGA GGACTG ATG T (Prob)

CLDN10 GGA GCC GCT CTG TTT ATT GG (Forward)
TGG CCC CGT TGT ATG TGT AT (Reverse)
AGG AGC CTC ACT GTG CAT AAT TGG T (Prob)

CLDN14 CAC CAG CTG CCT ACA AAG AC (Forward)
TAG TCG TTC AGC CTG TAC CC (Reverse)
CCT CAG TGA CCT CGG CCA CGC A (Prob)

CLDN16 TGC CTG TAG TCC CAG CTA (Forward)
CTC ACT GCA ACC TCC ACC (Reverse)
AGG CTG AGG CAG GAG AAT CGT TTG (Prob)

CLDN18 GGA TGG TGC AGA CTG TTC AG (Forward)
CCC AAT TAG TGT GAG GCC T (Reverse)
ACA CAT TTG GTG CGG CTC TGT TCG T (Prob)

CLDN19 CTCCTT CCT CTG CTG CAC AT (Forward)
AGA GGG TCC AGG CCG ATA (Reverse)
AGC CAG AGA GAC CCA ACA GCA GC (Prob)

p-aktin CCCAGATCATGT TTG AGA CCT T (Forward)
CCA GAG GCG TAC AGG GAT (Reverse)
TGT ACG TTG CTATCC AGG CTG TGC (Prob)
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Hedef genlerin (CLDN 1,2,3,4,7,8,10,14,16,18,19) ve referans genin (beta
aktin) hasta ve kontrol gruplarinda mRNA diizeyinde relatif ekspresyonunu
degerlendirebilmek amagli 2x PCR master karisimi (Roche Diagnostics) ile
reaksiyon karigimi hazirlandi. Ekspresyon analizi i¢in reaksiyon karisimi asagida

tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Ekspresyon Analizi I¢in Hazirlanan Reaksiyon Karisimi

Bilesenler Hacim
Su, PCR-grade 6.5 ul
Primer-Prob karigimi 1 ul
2x master karisimi (Taq Polimeraz igeren) 10 pl
cDNA 2.5 ul
Toplam hacim 20 pl

Yukarida belirtilen sekilde hazirlanmis olan reaksiyon sonrasinda Gergek-
zamanli PCR cihazina (Rotoe Gene, Qiagen) yerlestirilerek Tablo 7‘te belirtilen

protokol gerceklestirilmistir.

Tablo 7. Ekspresyon Analizinde Kullanilan Gergek-Zamanli PCR Protokolii

Program Denatiirasyon Amplifikasyon Sogutma
Analiz modu yok Kantifikasyon modu Yok
Déngii 1 45 1
Hedef [°C] 95 95 60 72 40

Siire 00:12:00 00:00:10 00:00:30 00:00:01 00:00:30
[hh:mm:ss]
Kazanim Yok Yok Yok Tek okuma Yok
modu

Calismamizda sonuglarin relatif kantitasyonunu degerlendirme amaclh
comparative Ct (AACt) yontemi kullanilmistir. Bu amagla, 6ncelikle reaksiyon
sonucunda hasta ve kontrol gruplarina ait 6rneklerin esik dongii (Cr=threshold cycle)
degerleri hedef genler (CLDN 1,2,3,4,7,8,10,14,16,18,19) ve referans gen olan f-
aktin icin belirlendi. Her bir hedef genin ekspresyonu, referans gen (f-aktin)
ekspresyonuna gore normalize edilmistir. Bu deger AC+t olarak ifade edilmektedir.
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Sonrasinda, relatif ekspresyon katli degisimleri i¢in ACt degerinin logoritmik degeri

aliarak AACt degeri hesaplandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Gruplar arasinda elde edilebilecek olan etki biiyiikliigiiniin orta derece
(d=0.5) olabilecegi varsayilarak yapilan gii¢ analizi sonucunda ¢alismaya en az 19
kisi alindiginda (her grup icin en az 38 kisi) %95 giivenle %80 gii¢ elde edilecegi
hesaplanmistir. Veriler SPSS 25.0 paket programiyla analiz edilmistir. Siirekli
degiskenler ortalama + standart sapma ve kategorik degiskenler say1 ve yiizde olarak
verilmistir. Parametrik test varsayimlarini saglanmadigi icin ¢alismada bagimsiz grup
farkliliklarin karsilastirilmasinda Mann whitney U testi kullanilmistir. Ayrica siirekli
degiskenlerin arasindaki iliskiler Pearson korelasyon analizi ile incelenmistir. Tim

analizlerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya bobrek tasi olan ve buna bagli sikayetlerle klinigimize bagvuran 19
hasta birey ile tas Oykiisii olmayan ve diger nedenlerle klinigimize basvuran 21
kontrol birey c¢alismaya dahil edildi. Tablo 6’ daki demografik veriler
degerlendirildiginde hasta grubunda en kiiglik yas 25, en biiyiikk yas 73 ve yas
ortalamasi 51,58 iken, kontrol grubunda ise en kiigilik yas 20, en biiyiik yas 76 ve yas
ortalamas1 54,10 olarak bulundu. Hasta ve kontrol gruplari arasinda yas farki
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p=0.611). Boy ortalamasi
hasta grubunda 170,05 cm iken, kontrol grubunda 167,52 ¢cm oldugu goriildi. Hasta
ve kontrol gruplari arasinda boy ortalamalar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamistir (p=0.295). Hasta grubunun ortalama kilo degeri 78,11 kg iken,
kontrol grubunun ki 75,05 kg idi. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda kilo degerleri
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.464). Beden Kitle
Indeksi (BKI) ortalama degerleri hasta grupta 27,01 kontrol grubunda 26,76 olarak
hesaplandi. Hasta ve kontrol gruplari arasinda BKI ortalama degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p=0.854) Hasta ve kontrol

gruplarina ait demografik veriler asagida tablo 8’ da belirtilmistir.

Tablo 8. Hasta ve Kontrol Grubunun Demografik Verileri

Hasta Grubu (n=19) Kontrol Grubu (n=21)
Ort. +£S.S. Med (min- maks) Ort. £ S.S. Med (min- maks) p
Boy 170,05+6,01 170 (162-185) 167,52+8,65 168 (151-185) 0,295
Kilo 78,11+£14,43 74 (57-112) 75,05+11,69 73 (59-107) 0,464
BKi 27,01+4,75 25,61 (20,76-36,36) 26,76+3,72 25,70 (21,22-36,51) 0,854
Yas 51,58+14,60 54 (25-73) 54,10£16,23 57 (20-76) 0,611
n (%) n (%)

Cinsiyet Kadin 4 (%21,1) 6 (%28,6) 0429

Erlek 15 (%78,9) 15 (%71,4)

Calismaya dahil edilen hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin tas 6ykiisii

haricinde bulunan ek hastaliklar1 tablo 9 ‘da verilmistir. Hasta grubunda en sik
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goriilen komorbiditesi HT (n=9) ve DM (n=4) oldugu goriilmiistiir. Kontol grubunda
sik goriilen komorbidite CA 6ykiisii (6zellikle de RCC) oldugu goriilmiistiir.

Tablo 9. Hasta ve Kontrol Grubunun Ek Hastalik Bilgileri

Fk hastalik Hasta Grubu (n=19)  Kontrol Grubu (n=21)
Tas Oykiisii 18 0

Yok 6 0

HT 9 6

DM 4 1

RCC 0 11
PN(Piyelonefrit) 0 2

CA 2 15
Varikosel 0 1

KOAH 2 2

KBY 2 0

[KATE [KATEG _

Gori fastac®rabu (n=19) KeategdGrybu (n=21)
ADI]:[ O RI pian

DEGER AQ

]

Sekil 9. Hasta ve Kontrol Grubunun Ek Hastalik Bilgileri

Hasta ve kontrol grubunun CLDN gen ekspresyon katli degisim degerlerinin
ortalamalari tablo 10°da verilmistir. Calismamizda CLDN 18 gen ekpresyonu hasta

ve kontrol grubundaki bireylerin higbirinde gézlenmemistir. Tablo 10°daki istatiksel
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verilere bakildiginda CLDN 2, CLDN 3, CLDN 4, CLDN 7, CLDN 8, CLDN 10,
CLDN 14, CLDN 16, CLDN 18 ve CLDN 19 genlerinde ekspresyon artiglar

acisindan gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,050).

Hasta grubu CLDN 1 gen ekspresyon katli artis1 12,82 ortalamaya ve kontrol

grubunda 3,57 ortalamaya sahipti ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(Tablo 10,Sekil 10) (p=0,037). Ornek olarak, hasta grubumuza ait baz1 bireylerin

CLDN 1 i¢in amplifikasyon egri gorselleri Sekil 11 ve Sekil 12’de sunulmustur.

Tablo 10. Hasta ve Kontrol Grubunun CLDN Gen Ekspresyon Profilleri

HASTA KONTROL

A.O=£S.S Med (min - maks) AO=xS.S Med (min - maks) p
CLDN 1 12,82+17,51 4.42(0.81 — 54,68) 3,57+4,64 2.25(0 — 20,29) 0.037
CLDN 2 11.88 +21.31 2.47 (0.08 - 79.60) 5.17+6.91 3.00 (0 - 21.48) 0.282
CLDN 3 5.31+8.81 1.17(0.13 - 29.57) 2.92+4.46 0.89 (0.06 - 14.48) 0.405
CLDN 4 20.19+43.25 3.78(0.96 - 165.7) 10.98 £26.41 2.43(0-117.21) 0.093
CLDN 7 10.87+21.37  1.86 (0.22 - 80.63) 2.73+2.92 1.90 (0 - 10.80) 0.410
CLDN 8 5.13+11.32 1.31 (0.04 - 45.98) 347+6.17 0.92 (0 - 26.22) 0.460
CLDN 10 4.25+13.29 0.50(0.01- 55.31) 490 +6.58 2.20(0 .03- 23.25) 0.143
CLDN 14 6.66 = 13.73 1.44(0.09- 58.44) 3.33+6.71 0.75(0.05 - 29.02) 0.258
CLDN 16 5.61+£9.62 2.60 (0.14 - 35.66) 2.19+2.43 1.69 (0.03 - 8.79) 0.196
CLDN 18 0(0-0) 0(0-0) 0+0 0(0-0)
CLDN 19 5.89+12.85  1.55(0.05 - 50.69) 494+ 11.6 0.89(0.03- 51.75) 0.627
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80 ~

60 A

20 -+

meme o Meme b lierd L)

CLDN._1 CLDN 2 CLDN_ 3 CLDN 4 CLDN_7 CLDN_8 CLDN_10 CLDN_14 CLDN_16 CLDN_19

@ hasta kontrol

Sekil 10. Hasta ve Kontrol Gruplarinin CLDN  Ortalama Gen Ekspresyon

Profillerinin Karsilastirilmasi

H3-f aktin =
H3-CLDN! et

H2-CLDNI

HI1-CLDNI

Sekil 11. Hasta Grubunda Yer Alan 3 Bireye Ait g-aktin ve CLDN 1 Amplifikasyon
Egrileri (K: Kontrol, H: Hasta, NTC: Negatif Template Control )
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K2-B aktin

K3-p aktin
K3-CLDNI / _—F
K2-CLDNI J\/ ] J/

KI1-CLDNI /
/" K1-p aktin

Sekil 12. Kontrol Grubunda Yer Alan 3 Bireye Ait p-aktin ve CLDN 1
Amplifikasyon Egrileri. (K: Kontrol, H: Hasta, NTC: Negatif Template Control )

Tablo 11’de hasta grubundaki bireylerin klaudin gen ekspresyonlarinin birbiri
ile korelasyonu goriilmektedir. Buna gore CLDN 1 gen ekspresyonu; CLDN 2 ve
CLDN 8 ile orta diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon gosterirken, CLDN 4,
CLDN 7 ve CLDN 14 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon
gostermistir. CLDN 2 gen ekspresyonu; CLDN 4 ile negatif yonde korelasyon
gosterirken, CLDN 1 ve CLDN 8 ile ise orta diizeyde; CLDN 10 ile de yiiksek
diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon gostermistir. CLDN 3 gen ekspresyonu;
CLDN 14 ve CLDN 19 ile orta diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN
4 gen ekspresyonu; CLDN 1 ve CLDN 7 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde
korelasyon gosterirken, CLDN 2 ve CLDN 19 ile ise negatif yonde korelasyon
gostermistir. CLDN 7 gen ekspresyonu; CLDN 8 ile orta diizeyde; CLDN 1 ve CLDN
4 ile yiiksek pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 8 gen ekspresyonu; CLDN
1,2,7 ve 14 ile orta diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 10 gen
ekspresyonu; CLDN 16 ile orta diizeyde; CLDN 2 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde
korelasyon gostermistir. CLDN 14 gen ekspresyonu; CLDN 3 ve CLDN 8 ile orta
diizeyde ; CLDN 1, CLDN 16 ve CLDN 19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde
korelasyon gostermistir. CLDN 16 gen ekspresyonu; CLDN 10 ile orta diizeyde ;
CLDN 14 ve CLDN 19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir.

CLDN 19 gen ekspresyonu; CLDN 4 ile negatif yonde korelasyon gosterirken, CLDN
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3 ile orta diizeyde, CLDN 14 ve CLDN 16 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde

korelasyon gostermistir.

Tablo 11. Hasta Grubunun Korelasyon Analizi Sonuglari

Hasta Grubu CLDN_ CLDN_ CLDN_ CLDN_ CLDN_ CLDN_ CLDN CLDN CLDN  CLDN_
1 2 3 4 7 8 10 14 16 19
CLDN 1 r 1,000
p
CLDN 2 r 470 1,000
p 0,049
CLDN 3 r 0,470 0,202 1,000

p 0,057 0,436

CLDN 4 r 6427 -0,039 0,304 1,000
p 0,004 0,877 0,236

CLDN 7 r 7537 0,212 0,125  ,820** 1,000
p 0,000 0,399 0,633 0,000

CLDN 8 r 556" ,520* 0,275 0,309 ,550* 1,000
p 0,017 0,027 0,286 0,213 0,018

CLDN 10 r 0,036  ,680** 0,003 0,341 0,456 0,408 1,000
p 0,891 0,003 0,991 0,181 0,066 0,104

CLDN 14 r 6517 0,353 ,576* 0,007 0,196 ,529* 0,190 1,000
p 0,003 0,164 0,016 0,978 0,451 0,029 0,481

CLDN 16 r 0,359 0,388 0,456 0,166 0,243 0,348 ,495* ,756** 1,000
p 0,131 0,111 0,066 0,510 0,332 0,157 0,043 0,000

CLDN 19 r 0,265 0,438 517*  -0,073 0,059 0,463 0,293 798**  614** 1,000
p 0,272 0,069 0,034 0,773 0,817 0,053 0,254 0,000 0,005

*istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur

Tablo 12’de kontrol grubundaki bireylerin Klaudin gen ekspresyonlarinin
birbiri ile korelasyonu goériilmektedir. Buna gore CLDN 1 gen ekspresyonu; CLDN 3
ile orta diizeyde, CLDN 4 ile yiliksek diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon
gosterirken, CLDN 8,10,14,19 ile negatif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 2
gen ekspresyonu; CLDN 4 ve CLDN 16 ile orta diizeyde, CLDN 7, CLDN 8 ve
CLDN 19 ile ise yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 3 gen
ekspresyonu; CLDN 1 ile orta diizeyde ; CLDN 7,8,10,14,16,19 ile yiiksek diizeyde
pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 4 gen ekspresyonu; CLDN 2 ve 7 ile
orta diizeyde; CLDN 1 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gdstermistir.
CLDN 7 gen ekspresyonu; CLDN 4, CLDN 16 ve CLDN 19 ile orta diizeyde, CLDN
2,3 ve 8 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 8 gen

ekspresyonu; CLDN 1 ile negatif yonde korelasyon gosterirken; CLDN
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2,3,7,10,14,16,19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gdstermistir. CLDN
10 gen ekspresyonu; CLDN 1 ile negatif yonde korelasyon gosterirken, CLDN 3,8,
14,16,19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 14 gen
ekspresyonu; CLDN 1 ile negatif yonde korelasyon gosterirken; CLDN 3,8,10, 16 ve
CLDN 19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir. CLDN 16 gen
ekspresyonu; CLDN 2 ve CLDN 7 ile orta diizeyde pozitif yonde korelasyon
gosterirken ; CLDN 3,8,10,14 ve 19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon
gostermistir. CLDN 18 gen ekspresyonu kontrol grubundaki higbir bireyde
gozlenmemistir. CLDN 19 gen ekspresyonu; CLDN 1 ile negatif yonde korelasyon
gosterirken, CLDN 7 ile orta diizeyde, CLDN 2,3,8,10,14 ve 16 ile yiiksek diizeyde

pozitif yonde korelasyon gostermistir.

Tablo 12. Kontrol Grubunun Korelasyon Analizi Sonuglart

Kontrol CLDN CLDN2 CLDN_ CLDN_ CLDN_ CLDN CLDN CLDN CLDN CLDN
Grubu 1 3 4 7 8 10 14 16 19
CLDN 1 r 1,000 0,078 476" 8417 0,375 -0,035 -0,303 -0,087 0,348 -0,093
p 0,737 0,046 0,000 0,094 0,882 0,221 0,724 0,123 0,697
CLDN 2 r 1,000 0,420 467" 6157 584" 0,311 0,386 442" 587"
p 0,082 0,038 0,003 0,005 0,209 0,102 0,045 0,006
CLDN 3 r 1,000 0,300 7627 7597 7827 8287 8327 6457
p 0,226 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005
CLDN 4 r 1,000 496" 0,400 0,235 0,152 0,392 0,197
p 0,026 0,081 0,363 0,548 0,087 0,420
CLDN 7 r 1,000 568" 0,360 0,378 508" 547"
p 0,007 0,142 0,111 0,019 0,013
CLDN 8 r 1,000 7987 8847 8697 8387
p 0,000 0,000 0,000 0,000
CLDN 10 r 1,000 7307 7117 ,698™
p 0,001 0,001 0,001
CLDN 14 r 1,000 856" 8307
p 0,000 0,000
CLDN 16 r 1,000 756"
p 0,000
CLDN 19 r 1,000
p

*istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur
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TARTISMA

Bobrek tast hastaliginin  goriilme sikligi Kuzey Amerika’da 9%7-13,
Avrupa’da %5-9, Asya’da %1-5 ve iilkemizde ise yapilan ¢ok merkezli bir ¢caligmada
%14,8 oram1 ile degiskenlik gostermekle Dbirlikte, tiim diinyadaki ortak
ozelliklerinden birisi de yliksek diizeyde tekrarlama oranidir (1, 80). Semptomatik
taglarin olusumu biiyiik 6l¢iide yasa ve 1rka baglidir ve niiks oran1 yiiksektir. Bobrek
tast olusum mekanizmasi heniliz tam olarak bilinmemektedir. Ailede bobrek tasi
Oykiisii bulunan erkek bireylerde riskin 2.57 kat arttign gosterilmistir (81).
Endiistriyel toplumlarda goriilen bdbrek taslarinin en yaygin goriilen tipi kalsiyum
okzalat veya bunun hidroksiapatit kombinasyonu olup yaklasik olarak bobrek
taglarinin %75’ini olusturur. Bobrek taslarinin geri kalan 9%25’ini ise enfeksiyon

taglari, tirik asit ya da sistin taglar1 olusturur (2).

Inflamatuar barsak hastalig1, primer hiperparatroidizm ve renal tiibiiler asidoz
gibi sistemik hastaliklarin kalsiyum tas1 olusumuna yatkinlikla iligkili olabilecegi
diistiniilmekle birlikte, ¢ogu hastada bu problemler goriilmemektedir. Konu ile ilgili
bulgular, ¢ogunlukla intestinal apatit dositlerinden olusan ve Randall plaklar1 (RP)
olarak bilinen renal papilla ile baglantili bolgelerde kalsiyum okzalat taslarmin
olustugunu gostermektedir (3, 4). Bir baska ifade ile Randall plaklar1 idiopatik
kalsiyum okzalat bobrek tasi olusumuna katilmaktadir. Ancak, RP olusumu ile

iligkili genler heniiz bilinmemektedir.

Kalsiyum okzalat bobrek tas1 olusumunun patofizyolojisi ile ilgili calismalar
devam etmekle birlikte, henliz konsensiis saglanmis bir mekanizma
tanimlanmamistir. Genom-gapli iliskilendirme g¢alismalari (GWAS), ¢ogunlukla tas
matriksi, kalsiyum ve fosfat diizenlenmesi, inflamasyon ve oksidatif stresle iliskili
genlerin bobrek tasi olusum riskine katilimlarma odaklanmistir. Bu ¢alismalarda
idiopatik kalsiyum tasi olan hastalarda, her ne kadar monogenik nedenler

42



tanimlanmigsa da, etyolojide farkli genlerin ve ¢evrenin birlikte rol oynadigi

kompleks bir etkilesimin yer aldig1 degerlendirilebilir.

Kalsiyum okzalat tas1 hastaliginin genetik belirtecleri, risk altindaki hastalari
tanimlamak ve irolitiyazisi Onlemek icin yararli olabilir (82). Tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler), karmasik hastalik genlerini haritalamak icin bir arag¢
olarak kullanilmistir (83). D vitamini reseptorii (84), kalsitonin reseptorii (85) ve gen
polimorfizmlerinin tiimii, bu iliski arayisinda adaylar olarak oOnerilmistir. Son
zamanlarda, renal kalsiyum hastaliklari ve bobrek tasi hastaliklarinda linkage
calismalar1 ile genom-capl iliskilendirme calismalar1 devam etmektedir ve bu
calismalardan elde edilen veriler, renal tuz saliniminda NKCC2, ROMK ve
CICkb/Barttin genlerinin; renal kalsiyum salinnminda Klaudin 14, 16 ve 19
genlerinin; bobrekte su, tuz ve Ca homeostazinin diizenlenmesinde CasR ( Kalsiyum
algilayic1 reseptér ) geninin rol oynabilecegini gostermektedir. Bu genlerin
driinlerinin  uyumlu ¢aligmasi, biiyiikk olasilikla bdobrekte transepitelyal Ca
transportunun seliiler mekanizmasini agiklayabilecektir. Tight junctionlar(Tj,(Sik1
baglantilar)); bobrek doku hiicrelerinde paraseliiler gegirgenlik ve iyonlarin
seciciligini diizenlerler ve bu sayede sivi ve iyonlarin hiicre i¢ine ve disina
tasinmasinda bariyer olustururlar (9). Tight junctionlar (Tj) olduk¢a fazla sayida

transmembran proteine sahiptirler.

Tight junctionlarin esas integral membran proteinleri klaudinlerdir. Bobrek
epitel hiicrelerinin fizyolojisinde ve patofizyolojisinde Klaudinlerin énemli rolleri

vardir.

Klaudinler, epitel hiicrelerinin paraseliiler yolaginda hem por hem de bariyer
fonksiyonu goren tight-junction membran proteinleridir. Klaudinler 20-27 kilodalton

(kDa) agirliginda olan transmembran proteinlerdir (12).

Klaudinler Tight junctionlarin komsu hiicreyle temas ettigi baglantilarda
bulunurlar ve primer yapilardir. Klaudinlerin en az 24 iiyesi bulunmaktadir (13).

Bobrekte, klaudinler renal tiibiil boyunca farkli nefron segmentlerinin
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permabilitelerini ve oOzgiinliiklerini belirlerler. Proksimal tiiblilde tuz ve suyun
reabsorbsiyonunda, kalin asendens kolda kalsiyum(Ca) ve magnezyumun(Mg) geri
emiliminde, distal nefronda katyon bariyerinin olusturulmasinda gorevlidirler.
Klaudin 16 ve 19’daki mutasyonlarin ailesel hipomagnezemik hiperkalsiiirik
nefrokalsinozdan (FHHNC) sorumlu olduklari bilinmektedir.

Bobrek taslarinin ¢ogunda major komponent kalsiyumdur. Kalsiyum en ¢ok
proksimal tiibiilden ve henle kivrimmin kalin yiikselen kolundan (TALH)
paraseliiler (epitel hiicreleri arasindan) yoldan yeniden emilir. Bobrek tasi olusumu
icin en biiylik risk faktorii hiperkalsitiridir. Artmis triner kalsiyum atilimi, Kristal
biiylimesine katkida bulunur. Tersine, iriner kalsiyum atilmindaki azalma ise
bobrek tasi olusumunu yavaslatir  (86).Hiperkalsitiri, Kkalsiyumun ¢esitli
organlarda tasinmasinin bozuklugundan kaynaklanabilir. Artmis bagirsak emilimi
veya kemikten rezorpsiyon hiperkalsiliriyi tesvik eder ¢iinkii renal kasiyum
tastyicilar, serum kalsiyumunu normal smurlar i¢inde tutmak igin idrar atilimini
ayarlar (87). Klaudinler, bir maddenin gegirgenlik 6zelliklerini veren siki baglanti
proteinleridir. Klaudinlerde olusan bir mutasyon ya da defekt durumunda ultrafitrata
kalsiyum gegcisi artar ve hiperkalsiiiri, nefrokalsinozis ve nefrolitiasis olur. Ornegin
CLDN 14 de’ ki mutasyonlarda hiperkalsiliri ve buna bagli bobrek tasi olusumu
izlenir (88).Yani Klaudin-14’deki polimorfizmlerin bobrek tasi riski ile iliskili
oldugu diistiniilmektedir (14, 15). Dolayisiyla, bobrek tasi olusumunda Klaudin gen
ailesi liyelerinin rolleri heniiz bilinmemektedir ve bu konuda yapilacak caligmalara
gereksinim duyulmaktadir.

Son yillarda yapilan caligmalarin CLDN gen poliformizminin bdbrek tasi
olusumunda aktif rol oynadigini bildiren ve alt mutasyonlaria yogunlasan ¢aligmalar
siklagsmistir (89-91). Yapilan galismalarin biiyiikk bir bolimiiniin CLDN ailesinin
genetik varyasyonlarina (mutasyonlar ve polimorfizimler) odaklandig1 goriilmekle
birlikte, bu aile {liyelerinden hangilerinde goézlenen ekspresyon degisikliklerinin tas
Oykiisiinde daha aktif bulundugu arastirllmamistir. Klinigimize basvuran hastalarin
onemli bir kismi iiriner sistem tasi sikayeti ile bagvurmakta ve klinik olarak tas
tedavisine yoOnelik cerrahi tedavi modaliteleri rahatlikla yapilmasmma ragmen
kurumun bagli bulundugu bolge itibariyle bobrek tasi dykiisii popiilasyonda yiiksek

bir deger tasimaktadir (92). Kalsiyum okzalat bobrek tasi bulunan hastalarda ve
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bobrek tasi harici sikayetlerle klinige bagvuran kontrollerde tas olusum
mekanizmasindan sorumlu tutulan CLDN gen ailesi {iyelerinin ekspresyon
durumlarim1 ~ birlikte degerlendirmek, karsilastirma yapmayir ve arastirmayi

amagladik.

Calismamiza dahil ettigimiz iiriner sistem tasi olup bu sikayetle klinigimize
bagsuran 19 hasta birey ile tas Oykiisii olmayan ve diger nedenlerle klinigimize
bagvuran 21 kontrol birey olarak planladik. Calismaya dahil ettigimiz hasta ve
kontrol grubundaki bireylerin boy, kilo, BKI, yas ve cinsiyet agisindan her ne kadar
CLDN gen ekspresyonunun arastirmasinda etken belirte¢ olarak gérmesek de benzer
araliklarda olmasina dikkat ettik. Calismamizdaki hasta grubunda tas dykiisii bulunan
18 hasta ve bunun yaninda kronik bobrek yetmezligi olan ailede sik goriilen bobrek
tag1 Oykiisii bulunan 1 hasta alindi. Hasta grubumuzdaki ek hastaliklarda HT, DM
cogunluktaydi.

Calismamiza aldigimiz hasta ve kontrol grubundaki bireylerin hicbirinde
CLDN 18 ekspresyonunu goézlemlemedik ve bu nedenle de analiz i¢in aldigimiz
doku oOrneklerinde CLDN 18 ekspresyonunun olmadigini yorumladik. Sahip
oldugumuz c¢alisma grubunu incelerken CLDN 18 ekspresyonunun bobrek tasi

olusumuna etkisinin olmadigin diisliniiyoruz.

CLDN 1; okludin ve diger klaudinlerle birlikte siki baglantilarin omurgasini
olusturan ve epitelyal bariyer fonksiyonlart i¢in gerekli olan bir membran proteinidir
(93). Klaudin ailesinin 22 kDa molekiiler agirligi ile tanimlanan ilk iyesidir ve
bagirsak, dalak, beyin, karaciger (hepatositlerin sik1 baglanti noktalarinda ve ayrica
safra kanali kolanjiyositlerinin lateral membran1 boyunca eksprese edilir) , bobrek
(86) ve testis gibi viicudun ¢ogu yerinde giiglii bir sekilde eksprese edilir (94, 95).
CLDN 1 Dbariyer oOzelliklerini tagiyan 211 amino asit proteinini kodlayan dort
eksondan olusur. (96). CLDN 1'in aym1 zamanda bariyer olusturan klaudinler olan
CLDN 3 ve CLDN 5 ile etkilestigi gosterilmistir (97). Ayn1 zamanda Deride
epidermiste ifade edilir ve ‘Bariyer Klaudin’ gérevi gortir. CLDN 1 stratum corneum,
stratum basale, stratum granulosum ve stratum spinosumda eksprese edilir. (85).

CLDN 1 mutasyonlarinin c¢alismalarda genelde kolon kanserleri, oral skuamoz
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hiicreli karsinomlar, meme kanserleri, melanomlar ve tiroid kanserleri gibi ¢esitli
kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinde CLDN 1'in dogrudan rol oynadigini
gostermistir ve CLDN 1 ile iliskilendirilmistir (98-100). Yapilan galismalarda CLDN
1 gen ekspresyonunun bazi timor tiplerinde destekleyici (tiroid kanseri, melanom,
oral skuaméz hiicreli karsinom), bazilarinda ise timor baskilayict (prostat kanseri,
akciger kanseri ve meme kanserinin bazi suptiplerinde ) etkisi oldugunu gostermisler
(99). Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubundaki hastalarimizin ¢ogunda (11 Renal
Hiicreli Karsinom (RCC), 4 Transizyonel Hiicreli Karsinom (TCC) ) RCC (renal
hiicreli karsinom ) timdr tanist mevcuttu ve bu kontrol grubundaki hastalarin CLDN
1 gen ekspresyonunun galigsma grubuna gére anlamli derecede diisiik oldugunu (hasta
grubu: 12,82+17,51, kontrol grubu: 3,57+4,64 p degeri: 0,037) goézlemledik.
Dolayisiyla RCC agisindan CLDN 1 ekspresyonunun diisiik olmasi RCC (renal
hiicreli karsinom) i¢in tiimor destekleyici olarak gériinmektedir. Ayrica Fritzsche ve
ark. yaptiklar1 bir calismada CLDN 1 ‘in RCC (renal hiicreli karsinom) alt tiplerinden
olan papiller RCC ile berrak hiicreli RCC arasindaki ekspresyon oranlarini
incelemisler. CLDN 1 ‘in Papiller RCC ‘de berrak hiicreli RCC ‘ye gore daha ytiksek
oranda eksprese olduklarini bulmuslar.(Papiller RCC; %76-86, Berrak hiicreli RCC;
%29,9) (101).

Yine bizim ¢aligmamizdaki kontrol grubundaki RCC (renal hiicreli karsinom)
tanili bireylerin ¢ogunlugu berrak hiicreli tip RCC olup (11 RCC tanili kontrol
bireyin 8 tanesi berrak hiicreli tip RCC), CLDN 1 ekspresyonunun hasta grubuyla
karsilastirildiginda kontrol grubunda daha diisiikk olmasi (hasta grubu: 12,82+17,51,
kontrol grubu: 3,57+4,64 p degeri: 0,037) bu c¢alismayr destekler niteliktedir.
Calismamiz haricinde CLDN 1 geni ile bobrek tasi dykiisiiniin incelendigi bagka
calismaya rastlamadik. Calismamiz sonucunda CLDN 1 gen ekspresyon artiginin
bobrek tasi ile anlamli derecede iligkili oldugunu gozlemledik. Renal kalsiyum
okzalat kristal gelisiminde TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin rolii 1iyi
bilinmektedir (102). Her ne kadar renal doku ozelinde olmasa da intestinal
inflamasyonda TNF-o (Tiimor Nekroz Faktorii-o)’nin klaudin 1 sentezini arttirdigi
belirlenmistir. Benzer mekanizma ile hasta grubunda CLDN 1 ekspresyon artis

mekanizmasi agiklanabilir.
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Klaudinlerdeki ekspresyon degisimleri, renal iskemi gibi olaylara yanit
olarak da degistirilebilir. Yapilan bir deneysel renal iskemi-reperfiizyon hasarinda
CLDN 1 ve 7 genlerinde up-regiilasyon izlenmistir (103). Bizim ¢alismamizda da
Ozellikle hasta grubunda CLDN 1 ve CLDN 7 ‘nin istatistiksel olarak pozitif yonde
anlamli korelasyon gdstermesi olast bir iskemi reperfiizyon hasarina bagli bu
genlerdeki ekspresyon artiglarinin tas olusum mekanizmasina katkist oldugunu

diistinebiliriz.

Cogu klaudinlerin (CLDN 1,4,5,8,11 ve 14), genellikle katyon gecirgenligini
azaltarak konake1 hiicre hattinin transepitelyal direncini arttirdigl gézlenmistir (104).
Bu klaudinlerde olusan bir ekspresyon artisi  durumunda konakg¢i hiicrenin
transepitelyal bariyer mekanizmasinda defekt meydana gelir ve katyon
gecirgenliginde artig olur. Hiperkalsiiiri’ nin kalsiyum okzalat tagi olusumu i¢in en
biiyiik risk faktorii oldugu goz Oniine alindiginda bu patofizyolojik mekanizmanin
daha 6nemli hale geldigini 6ngdrebiliriz. Bizim ¢alismamizda da 6zellikle tas dykiisii
olan hasta grubunda CLDN 1 ekspresyon artisinin, CLDN 8 ile orta diizeyde; CLDN
4 ve 14 ile de yiiksek diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon gostermesi, 6zellikle
tas hastalarinda bobrek hiicrelerinin transepitelyal bariyer direncinin 6nemli
oldugunu gostermektedir. Calisma grubumuzda yer alan hasta sayisint Covid-19
pandemi kosullarina uygun tutmak durumunda kaldik ve bu pandemi nedeni ile daha
fazla hastaya ulasma ¢abasini gosteremedik. Ozetle, CLDN 1 ekspresyon artisinin
rolii ile ilgili daha genis katilimli ¢alismalarin yanisira fonksiyon ¢aligmalarinin da

yapilmas1 gerekliligini diisliniiyoruz.

Nedeni belli olmayan hiperkalsiiirili hastalarda tas olusumunun patogenezi
tasin bilesimine bagli olarak degismekle birlikte cogunlugunun renal papilla veya
papiller nefrokalsinozda kalsiyum birikimi ile basladigina inanilmaktadir (105). Bu
idiyopatik hiperkalsiiirili hastalarda yapilan bazi calismalarda, proksimal renal
tibiilde (PT) kalsiyum reabsorbsiyonunda spesifik bir kusur oldugunu
diisiindiirmektedir.  Proksimal tiibiil (PT) ‘de yiiksek oranda ifade edilen
klaudinlerden birisi de CLDN 2 ‘dir. Klaudin 2, paraselliiler su, sodyum ve kalsiyum
gecirgenligini korumak i¢in gereklidir (74). Kalsiyumun proksimal tiibiilden
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paraseliiler yoldan yeniden emiliminde klaudin 2’ nin 6nemli rolii bulunmaktadir.
CLDN 2 de herhangi bir defekt durumunda kalsiyumun reabsorpsiyonunda bozulma
olur ve buna baglh kalsiyum okzalat tasi olusumuna zemin hazirlar (106). CLDN 2
ozellikle bobrekte tas olusumu ile dogrudan iliskili olabilecek bir klaudin ailesi tiyesi
olarak bildirilmistir (107). Curry ve ark.lar1 tarafindan yapilan ¢alismada CLDN 2
geninin mutasyonlarinda tag olusumunun daha yaygin goriildiigiinii ve tasin boyutu
ile iligkisinin bulundugunu bildirmislerdir. (107). Bizim c¢alismamizda CLDN 2
genomunun tas olusumuyla dogrudan iligkili oldugunu belirleyebilecegimiz
istatistiksel anlamlilik bulunmamasina ragmen gozlemledigimiz CLDN 1 gen
ekspresyonu ile CLDN 2 gen ekspresyonlarmin birbirleri ile paralellik gosterecek
sekilde korele oldugunu goézlemledik. Hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki
sonuglara baktigimizda hasta grubunda klaudin 2 gen ekspresyon artisi 11,88
ortalama iken, kontrol grubunda 5,17 ortalamada kalmigtir. Ortalama degerlerin
birbirleriyle anlamli iligki bildiriyor gériinmesine ragmen ¢aligsma grubunun azlig1 ve
hastalar arasindaki ekspresyon katli degisim degerlerinin genis aralikta oldugundan
dolay1 standart sapmalarin araliginin genisledigini ve anlamli iliski varligim
engelledigini diisiiniiyoruz. CLDN 1 ve CLDN 2 gen ekspresyon artiginin bobrek tasi
ile iliskisinin oldugunu ve daha genis bir ¢alisma grubu ile ¢aligmanin tekrarlanmasi

gerektigini diistinmekteyiz.

CaSR(Ca-algilayicireseptor) tiim viicut Ca homeostazinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar. Bobrekte, esas olarak TALH (Henle'nin kalin ¢ikan kolu) 'nin
bazolateral membraninda eksprese edilir, burada renal tiibiler Ca geri
emilimini azaltir ve Ca yiikiine yanit olarak kalsiiirezi indiikler (108). CLDN 14 geni
toplayict kanallarda ifade edilir ve katyon bariyer olarak gorev alir. CLDN 14
ekspresyonunun CaSR(Ca-algilayic1 reseptor) aktivasyonu ile giicli bir sekilde
yukar regiile edildigi ve bobrek CaSR-CLDN14 yolagmin diizensizliginin bobrek
tasi gelisimine 6nemli 6lgiide neden olabileceklerini bildirmislerdir (109). 2009 da
Thorleifsson ve ark.lar1 yaptiklart GWAS (Genom Capli Iliskilendirme Calismast)
‘da Tek niikleotid polimorfizmi rs219778, rs219779, rs219780 ve rs219781 iceren
CLDN 14 geninin bir izlanda popiilasyonunda bobrek tasi, kalsiyum atilimi ve kemik
mineral yogunlugu ile iligkili oldugu bildirilmistir (91). Baska bir c¢aligmada ise
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CLDN 14'teki rs199565725'in bobrek taslari ile en glgli iliskiyi gosterdigi
bildirilmigtir ~ (110). Bu ¢aligmalarda tanimlanan polimorfizimlerin  gen
ekspresyonuna etkisi bilinmemekle birlikte, bizim c¢alismamizda CLDN 14 gen
ekspresyon artisinin hasta grubunda (ortalama 6,66 kat) kontrol grubuna gore
(ortalama 3,33 kat) daha yiiksek oldugunu gordiik. Istatistiksel olarak anlamlilik
gormesek de literatiirle uyumlu bir sekilde bobrekteki tas olusumunda aktif roli

oldugunu diisiinmekteyiz.

CLDN 16 (paracellin-1) ve CLDN 19; bobrekte henle‘nin ince yiikselen
kolunda ve kalin yiikselen kolunda (TALH) eksprese edilir. CLDN 16 (paracellin-1)
ve CLDN 19, kalsiyum ve magnezyumun paraselliiler hareketini kontrol ederler
(111). Yapilan calismalarda CLDN 16 ve CLDN 19 gen poliformizmlerinin
birbirleriyle iliskili sonuglar ortaya koydugu soylenebilir (110, 112). Astrid Godron
ve ark. lar tarafindan 26 aileden akraba olmayan genetik olarak tanimlanmig 32 tane
FHHNC (ailesel hipomagnezemik hiperkalsiiirik nefrokalsinoz) hastasinin klinik ve
biyokimyasal verilerini retrospektif olarak incelemisler. Yapilan molekiiler
caligmalarda 8 ailenin probandlarinda CLDN 16 mutasyonlar1 ve 18 ailenin
probandlarinda ise CLDN 19 mutasyonlari olduklarin1 bulmuglar. CLDN 16 ve 19
daki mutasyonlar FHHNC (Ailesel Hipomagnezemik Hiperkalsiiirik Nefrokalsinoz)
iligkili bulunmus (113). FHHNC, kalsiyum ve magnezyumun idrarla artmis atilimi
ile karakterize otozomal resesif gegisli nadir bir hastaliktir (90, 113).
Hipomagnezemi, hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozis (bobrek parankiminde kalsiyum
bazli kristalin parankimal birikimi) ile seyreden ve yetiskin dncesi bobrek yetmezligi
nedenlerindendir. Bu hastalarin ¢ogunda tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonlari,
hematiiri, abakteriyel 16kositiiri, poliiiri, polidipsi ve nefrolitiazis mevcuttur. FHHNC
hastalarinda CLDN 16 ve CLDN 19 ‘da nokta mutasyonlar goriiliir. Bu genlerde
goriilen mutasyonlar TALH ( Henlenin kalin yiikselen kolu )‘da kalsiyum ve
magnezyumun paraselliiler yeniden emiliminde CLDN 16 ve CLDN 19’ un 6nemli
bir rol istlendigini gostermektedir (90, 113). CLDN 16 ve CLDN 19 ° daki
mutasyonlarda ayn1 zamanda hastalarda sasilik, astigmatizm gibi okiiler
anormallikler de goriilebilir (114). Bizim ¢alismamizda ise hasta grubunda CLDN 16
ekspresyonu 5,61 ortalamada iken, kontrol grubunda bu oran 2.19” du. Yine CLDN
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19 i¢in hasta grubunda 5,89 ortalamada iken, kontrol grubunda bu oran 4,94’ dii. Her
ne kadar istatistiksel olarak anlamli bulmasak da her 2 gendeki ekspresyon orani
hasta grubunda daha yiiksek bulundu. Ayni1 zamanda ¢alismamizda CLDN 16 ve 19
birlikte yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir.

Bizim ¢alismamizda da 6zellikle tas dykiisii olan hasta grubunda CLDN 14
ile CLDN 16 ve CLDN 19 arasinda yiiksek diizeyde pozitif yonde anlamli bir
korelasyon sagladigin1 gozlemledik. Bu verilerimizin 6zellikle bébrek tasi olan
hastalarda CLDN 14, 16 ve 19 ile iliskilendirilmis ¢alismalarla uyumlu oldugunu
gordiik.

Calismamizda CLDN gen ailesi {yelerinden 11 tanesinin (CLDN
1,2,3,4,7,8,10,14,16 ve 19) o6zellikle kalsiyum okzalat bobrek tasi olan hastalarla ile
iligkisini arastirdik. Bu CLDN genlerinin tas olusumu ile iliskisi incelendiginde
CLDN 1 istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu goézlemledik. Ayrica CLDN 1
‘in CLDN 2 ve 8 ile orta diizeyde; CLDN 4,7 ve 14 ile de yiiksek diizeyde pozitif
yonde anlamli bir korelasyon sagladigin1 gozlemledik. Fakat bu klaudin gen ailesinin
daha biiyiik bir ¢caligma grubuyla ¢alisildiginda daha anlamli sonuglarin olabilecegini
diisiiniiyoruz. Ozellikle de CLDN 2, CLDN 4, CLDN 7, CLDN 10, CLDN 14 ve
CLDN 16 olarak hasta grubunda ortalama degerlerinde iki kat daha yogun olmasina
ragmen standart sapmanin genis olmasindan dolayr anlamlilik belirleyemedik.
Calisgmamizdaki genlerin birbiri ile korelasyonlarini inceledigimizde zaten birden
fazla CLDN genomunun birbirleriyle iligkili oldugunu disiiniiyoruz. Daha onceki
calismalarda 6zellikle de CLDN 1 ‘in bobrek tasi ile dykiisiinlin gosterilememesi ve
ilk olarak bizim ¢alismamizda CLDN 1 geninin anlamli goriilmesi, ilerde bu gen ile
kalsiyum okzalat tas1 bulunan bdbrek hastalarinin patofizyolojisine yonelik

caligmalara yardimci olacagini diistiniiyoruz.

Ozellikle son yillardaki ¢alismalara bakildiginda insan bobregindeki klaudin
gen ailesinin bobrek tasi ile iliskisi ve viicuttaki iyon dengesi ile iliskisine yonelik
bilgiler zaman gectikge giderek artmaktadir. Klaudinlerdeki mutasyonlara sekonder
olusan bazi1 sendromlarda (6rnegin FHHNC) ve klinik sonuglara bakildiginda

klaudinlerin roliiniin ne kadar 6nemli oldugu goriilmektedir. Biz ¢alismamizda
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klaudin gen ailesinden olan 11 genin ekspresyon durumlarii inceledik. Son
zamanlarda diinya genelinde bir sorun teskil eden covid -19 pandemisi nedeni ile
kisitli bir zamanda ve dar bir hasta grubu ile calismamizi tamamladik. Calismamizda
her ne kadar 6zellikle istatiksel anlamda sadece CLDN 1 geninde anlamlilik tespit
etsek de ozellikle CLDN 14, CLDN 16 ve CLDN 19 genlerinin hasta grubunda hem
kendi aralarinda pozitif yonde korelasyon gdstermesi, hem de tas hastalarinda kontrol
grubuna gore yiiksek oranda ekspresyonlar gostermesi, daha once bu genlerle
yapilmis olan ekspresyon ¢alismalariyla uyumlu oldugunu gézlemledik.Sonug olarak
klaudinlerin patofizyolojisini anlamak, bu genlerdeki ekspresyonlara sekonder
olusacak olan sendromlarin ve klinik sonug¢larin dogru anlasilmasini saglayacaktir.
Bu genlerdeki ekspresyonlara bagli nadir goriilen sendromlara faydali tedavi
alternatifleri saglamak ne kadar zor goziikse de bu nadir goriilen sendromlarin ciddi

Klinik sonuglar1 goz oniine alindiginda bu ¢abaya deger goziikecektir.

51



SONUCLAR

Kalsiyum okzalat bobrek tasi bulunan hastalarda ve bobrek tasi harici

nedenlerle klinige bagvuran kontrollerde tas olusum mekanizmasindan sorumlu

tutulan CLDN gen ailesi {iyelerinin ekspresyon durumlarin1  birlikte

degerlendirdigimiz ¢aligmamizda sonug olarak:

1.

Hasta ve kontrol grubunun demografik parametreleri benzerdi ve gruplar arasi
anlaml farklilik saptanmadi. (yas, BKI, cinsiyet)

Kronik hastaliklarda hasta grubunda tas Oykiisiiniin yaninda DM ve HT kontrol
grubundan daha fazlaydi.

Hasta grubu CLDN 1 gen ekpresyonu 12,82 ortalamaya ve kontrol grubunda 3,57
ortalama ile anlamli sekilde farklilik gosterdi (p<0,050)

CLDN 2, CLDN 3, CLDN 4, CLDN 7, CLDN 8, CLDN 10, CLDN 14, CLDN 16,
CLDN 18 ve CLDN 19, genlerin ekpresyonlarinda gruplar arasi istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmamistir (p<0,050).

CLDN 1 ekspresyonu; CLDN 2 ve CLDN 8 ile orta diizeyde pozitif yonde anlaml
korelasyon gosterirken, CLDN 4, CLDN 7 ve CLDN 14 ile yiiksek diizeyde pozitif
yonde anlamli korelasyon gostermistir

CLDN 1 ekspresyonu; kontrol grubundaki RCC (renal hiicreli karsinom) tanili
bireylerde ¢alisma grubuna gore diisiik bulundu ve dolayisiyla RCC agisindan
CLDN 1 ekspresyonunun diisiik olmast RCC (renal hiicreli karsinom) i¢in tiimor
destekleyici olarak goriinmektedir.

CLDN 2 ekspresyonu; CLDN 4 ile negatif yonde korelasyon gosterirken; CLDN 1
ve CLDN 8 ile orta diizeyde pozitif yonde anlamli korelasyon gosterirken; CLDN
10 ile de yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir.

CLDN 14 gen ekspresyonu; CLDN 3 ve CLDN 8 ile orta diizeyde ; CLDN 1,
CLDN 16 ve CLDN 19 ile yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir.
CLDN 16 ekspresyonu, CLDN 10 ile orta diizeyde ; CLDN 14 ve CLDN 19 ile
yiiksek diizeyde pozitif yonde korelasyon gostermistir.
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10. CLDN 19 ekspresyonu, CLDN 4 ile negatif yonde korelasyon gosterirken; CLDN
3 ile orta diizeyde pozitif yonde, CLDN 14 ve CLDN 16 ile de yiiksek diizeyde
pozitif yonde anlamli korelasyon gosterdi.

11. Caligmamizda CLDN 18 gen ekpresyonu hasta ve kontrol grubundaki bireylerin

hi¢birinde gézlenmemistir.
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