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Farkh kiiltiir ortamlarindaki bobrek hiicrelerinde osteopontin sentezi
ve lokalizasyonu
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Ozet: Osteopontin (OPN), boébrek epitel hiicrelerinden idrara salgilanan ve iiriner sistemde tas olusumuna karst (6zellikle
kalsiyum okzalat tasi olusumunda) savunma mekanizmasinda 6nemli rolii olan bir glikoproteindir. Bu ¢aligmada, OPN’nin tas
olusumunu indiikleyen farkli kiiltiir ortamlarindaki MDCK (Madin Darby Canine Kidney) hiicrelerinde ve ortama salinan
diizeylerindeki degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir. Calismanin diger bir amaci ise farkli kiiltiir ortamlarindaki MDCK
hiicrelerinde OPN’in lokalizasyonunda olusabilecek degisikliklerin arastirilmasidir. Calismada MDCK II (Madin Darby Canine
Kidney) hiicre hatt1 kullanilmigtir. MDCK hiicrelerinde OPN ekspresyonu, RT-PCR takiben agar jel elektroforez ile gdsterilmistir.
NaHPOs, MgS04, CaClz, NasCsHsO7 ve NaOx/CaCiz (COM) uygulamasiyla olusturulan farkli kiiltiir ortamlarindaki osteopontinin
hiicre i¢i yerlesimi immunofloresans konfokal mikroskopla gosterilmistir. Hiicre i¢gi OPN diizeyleri Western blot yontemiyle, ortama
salgilanan OPN diizeyleri ise immunopresipitasyon sonrast Western blot ile gosterilmistir. Farkli kiiltiir ortamlarindaki MDCK
hiicrelerinde ve ekstraseliiler matrikse salinan OPN diizeylerinde kontrol grubuna gore herhangi bir farklilik tespit edilememistir.
NasCsHsO7 ve COM eklenen gruplarda konfokal lazer mikroskobik incelemesinde OPN’in hiicre i¢i homojen dagilimimnin bozuldugu
ve fibriler kiimelenmeler tarzinda hiicre zarima dogru biriktigi gézlenmistir. Farkli MDCK kiiltlir ortamlarinda, OPN’in hiicre i¢i
lokalizasyonunda degisiklikler sekillenmistir. OPN’in fonksiyonlarin1 agiklamak i¢in, OPN izoformlarinin yapisi ve
modifikasyonlariyla ilgili daha ¢ok arastirmaya gerek duyulmaktadir.

Anahtar sozciikler: Kalsiyum okzalat, MDCK hiicre hatt1, osteopontin, RT-PCR, Western blot.

Osteopontin synthesis and localization in different cultured renal cells

Summary: Osteopontin (OPN) is a glycoprotein which synthesized within the kidney and secreted into the urine by epithelial
cells and can inhibit forming the kidney stones especially calcium oxalate stones. The aim of this study is to compare levels of OPN in
MDCK (Madin Darby Canine Kidney) cells with different culture conditions and levels of secreted OPN in different culture conditions.
Another objective of this study is determination of OPN localization in MDCK cells with different culture conditions. MDCK Il (Madin
Darby Canine Kidney) cell line were used. OPN expression in MDCK cells was investigated with RT-PCR and agar gel electrophoresis
methods. MDCK cells treated with NaHPOs, MgSOa4, CaClz, NasCsHsO7 and COM, intracellular distribution of osteopontin in that
cells were monitored by confocal immunofluorescence microscopy tecnique. Intracellular OPN levels were analysed by Western blot.
Secreted OPN in the medium were also analysed by Western blot after immunoprecipitation. Osteopontin levels in different MDCK
culture conditions and secreted in extracellular matrix were compared with control groups, there was found any differences between
the groups. Intracellular homogen distribution of OPN in cells that made with NasCsHsO7 and COM solutions were not monitored,
osteopontin conglomerates near the cell membrane as a fibrillar aggregate were observed in that cells. Intracellular localization of OPN
in different MDCK cell culture conditions was changed. In order to explain functions of OPN, it is necessary that making more
researches about structures and modifications of OPN isoforms.

Keywords: Calcium oxalate, MDCK cell line, osteopontin, RT-PCR, Western blot.

Giris

Osteopontin (OPN), ¢ok sayida fonksiyonu olan, yonu ve Thl cevabinin stimiilasyonu gibi 16kosit

ozellikle kemik dokusunda yiiksek oranda salinimi
olmasinin yaninda makrofajlar, epitel hiicreleri, diiz kas
hiicreleri ve endotel hiicreler gibi ¢esitli hiicrelerde de
salinimi tesbit edilmis bir glikofosfoproteindir (2, 18, 31).
Normal kemik rezorpsiyonunun diizenlenmesi, {iriner
kristalizasyonun ve kardiyovaskiiler kalsifikasyonun
engellenmesi, makrofaj sitokin iiretimi, T hiicresi aktivas-

fonksiyonlari, epitel, endotel ve diiz kas hiicrelerinin
yasamini siirdlirmesi, hiicre proliferasyonu yara iyiles-
mesi, timdr invazyonu ve metastaz gibi kanser biyolojisi
olmak iizere bir¢ok biyolojik fonksiyonu vardir (17, 18).

OPN bobrek epitel hiicrelerinden (Henle kulbu,
distal tubul hiicreleri ve papillar epitel hiicreleri dahil)
idrara salgilanmaktadir (18).
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OPN’in, {iriner sistemde tag olusumuna Kkarsi
ozellikle de kalsiyum okzalat tagit olusumuna karsi
savunma mekanizmasinda oOnemli bir roli vardir.
Normalde idrar, igerisindeki mineral maddeler ve tuzlarla
doygun durumda bulunmaktadir. Homeostazis sayesinde
bu mineraller idrar yollarinda ¢okme yapmadan viicuttan
uzaklastirilmakta ve 6zellikle kalsiyum tuzlarinin ¢6kmesi
engellenmektedir (18).

OPN, kalsiyum okzalat kristallerinin in vitro
ortamda niikleasyonunu, gelismesini ve agregasyonunu
engelleyebilmektedir. Ayrica, bobrek hiicre kiiltiiriine
kalsiyum okzalat kristallerinin baglanmasin1 engelle-
mektedir. Bunlara ek olarak osteopontin, kalsiyum okzalat
kristallerinin kalsiyum okzalat dihidrat fazinda kalmasini
saglar ki bu form kalsiyum okzalat monohidrat fazina gore
bobrek epitel hiicrelerine daha az tutunan bir fazdir (18, 33)

OPN’in posttranslasyonel modifikasyonlar1 tam
olarak anlagilmamis olmakla beraber fosforilize olmus
osteopontinin, bdbrekte kristal olusumunu inhibe ettigi
tespit edilmistir (15, 20, 26, 34).

Calismada, bobrek epitel hiicrelerinden idrara
salgilanan ve iiriner sistemde tas olusumuna kars1 6zellikle
de kalsiyum okzalat tast olusumuna kargi savunma
mekanizmasinda Onemli bir roli oldugu diisiiniilen
OPN’in, tas olusumunu indiikleyen CaCl,, MgSOs,
NasCsHsO7, NaHPO,4, NaOx/CaCl, (COM) solusyonlari
ile farkli kiltiir ortamlar1 olusturulan MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) hiicrelerindeki diizeylerinin
aragtirtlmasi ve OPN’in hiicre igerisinde sentezlenip hiicre
disina sekrete edilen bir protein olmasi nedeniyle de, hem
ortama salgilanan diizeylerinin belirlenmesi hem de
ortama  salgilanan  diizeyleri ile farkli  kiiltiir
ortamlarindaki MDCK hiicrelerinde OPN yerlesimindeki
farkliliklarin gosterilmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Hiicre kiiltiirii: Calismada MDCK II (Madin Darby
Canine Kidney) hiicre hatt1 kullanilmigtir. MDCK | ve 11
olmak iizere 2 tipi vardir. MDCK 1 distal tubul epitel
hiicrelerinden, II ise toplama kanali epitel hiicrelerinden
olugsmaktadir (28). MDCK hiicreleri, %10 fotal dana
serumu (FCS), %1 Penicilin-Streptomycin ve 1 g/l glikoz
iceren DMEM (Dulbeco’s Moddified Eagle Medium) ile
37 °C’de ve %5 CO2’li etiivde inkube edilmistir. Hiicreler
%90 konfluent hale gelinceye kadar tiremeleri izlenmistir.

Hiicre kiiltiiriinde RNA ile cDNA ekstraksiyonu ve
reverse transcriptase RNA ile cDNA ekstraksiyonu ve
reverse transcriptase PCR: MDCK hiicre kiiltiiriinde,
OPN varligmmi ortaya koyabilmek amaci ile, MDCK
hiicrelerinden, total RNA izolasyon kiti (Niikleospin RNA
I1, 740 955 22) ile total RNA izolasyonunu takiben cDNA
sentezi (Fermentas Revert Aid Stand, K 1612) yapilmis ve
elde edilen cDNA’larda OPN’e spesifik gen bolgesi PCR
yardimu ile tiretilmistir.

Primer olarak;
Forward Primer: GGCATTGCCTACGCCATTCCGA
Reverse Primer: GAGGTGCCTCTCACTGTCCGGGAA
kullanilmugtir.

cDNA’lardaki spesifik sekansin iiretilmesi amaci ile
DNA Polimerase sample kiti (RO10Q) ile PCR islemi
tamamlanmigtir. PCR  sonrasi  %1’lik agaroz jel
elektroforezi ile MDCK hiicrelerinde OPN ekspresyonu
gosterilmistir (Sekil 1).

Sekil 1. MDCK hiicrelerinde osteopontin ekspresyonunun tespiti
amaciyla yapilan RT-PCR ve agar jel elektroforez sonucu.
Figure 1. RT-PCR and agarose gel electrophoresis results for the
detection of osteopontin expression in MDCK cells.

Farkli  kiiltiir  ortamlarimin  olusturulmasi. OPN
ekspresyonu tespit edildikten sonra konfluent hale getirilen
MDCK hiicrelerine CaCl,, Na,HPO,, MgSOs4, Na,C;H:O,,
COM'1n pH’lar1 7,4’¢ ayarlanmus farkli konsantrasyonlari
uygulanmistir. Bir hafta sonunda hiicrelerin 6lmedigi en
yiiksek dozlar (0,01 M NaHPOs, 0,2 M MgSOg, 0,06 M
CaCl,, 0,015 M Na,CiH,O, 0,001 M COM) tespit
edilmistir. Uygulanacak konsantrasyonlar hiicre canlilik
testlerine gore belirlenmistir. Calismada her ¢dzeltinin en
yiiksek dozlarinin yaninda farkli 2 diisiik konsantrasyon
daha (CaCl; 0,045 M ve 0,03 M, Na;HPO, 0,0075M ve
0,005M, Sodyum sitrat 0,00125M ve 0,0075M, COM
0,00075M ve 0,0005M, MgSO; 0,15 M ve 0,1 M)
kullanilmigtir. Kontrol grubu, higbir kimyasalla muamele
edilmeyen 1g/1 glikoz igeren Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) ortamindaki MDCK hiicreleri
tarafindan olusturulmustur;

SDS-PAGE ve Western blot analizleri: Olusturulmus
olan farkl kiiltiir ortamlarindaki kimyasallarla muamele
edilerek yaklasik bir haftada yogun hale gelen MDCK
hiicreleri, PBS ile yikandiktan sonra Triton X 100 ile
muamele edilip hiicre kaziyici ile pleytlerden kazinmus,
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polipropilen tiiplere alinmustir. Lizatlardaki protein
miktarlar1 Bradford metoduyla 6l¢iilmis ve 50 ug uygula-
nacak sekilde tiim numuneler esit diizeyde uygulanmustir.

SDS-PAGE metodu, Reynolds ve Tanford’un (23)
bildirdikleri sekilde uygulanmistir. SDS-PAGE sonucu
elde edilen jel membrana aktarilarak Amherscam ECL
plus Western bloting tayin Kiti (cat no: RPN2132) ile
bantlar immunofloresans prensibine dayanarak goriintii-
lenmistir. Primer antikor olarak Biotrend polyclonal
osteopontin human antikoru (100-401-404), ve sekonder
antikor olarak Dakocytomation polyclonal goat anti rabbit
Ig kullanilmustir.

OPN’in  hiicre i¢i yerlesimi immunofloresans
konfokal mikroskop ile gosterilmistir. 1:50 konsantrasyonda
osteopontin antikoru bloking buffer icerisinde hazirlanmis;
sekonder antikor (Alexa Fluor® 568 rabbit anti-goat 1gG
A11079, invitrogen) 1:100 konsantrasyonda hazirlan-
mistir.

Farkli kiiltiir ortamlarindaki MDCK hiicrelerinden
ortama salgilanan OPN diizeyleri ise immunopresipitas-
yonu takiben Western blot ile gosterilmistir.

Bulgular
Yogun MDCK hiicrelerinden total RNA izolasyo-
nunu takiben elde edilen cDNA RT-PCR ile gogaltilip,
%1’lik agar jel elektroforezinde goriintiilenmistir. Ayni

Kontrol

jele uygulanan 100-1200 bp’lik markira gore degerlendiri-
lerek 498 bp’lik osteopontin banti belirlenmigtir (Sekil 1).

MDCK hiicrelerindeki OPN ii¢ bant olarak gézlen-
mektedir (Sekil 2, 3). Tkinci bant 66 kDa agirligindaki en
onemli OPN bantidir (Kompleks 1 bant1). Birinci bant
kompleks 1 formu, ii¢iincii bant ise mannozdan zengin
olan formdur. Kompleks 1 ve 2 izoformlarinin fosforilize
velveya O-bagli oligosakkarit igeren formlar olduklari
diigiiniilmektedir (30).

CaCl; (0,06 M, 0,045 M ve 0,03 M), Na;HPO4
(0,01M, 0,0075M ve 0,005M), Sodyum sitrat (0,015M,
0,00125M ve 0,0075M), COM (0,001M, 0,00075M ve
0,0005M) ile MgSO. (0,2 M, 0,15 M ve 0,1 M) ilave
edilen gruplar ile kontrol grubu MDCK hiicrelerinde OPN
diizeyleri incelenmis, yapilan denemelerde de fark tespit
edilememistir (Sekil 2).

Farkli kiiltiir ortamlarindaki MDCK hiicrelerinin
ortamlarina salgilanan OPN diizeyleri immunopresipitasyon
Western blot metoduyla gosterilmistir. 32 kDa agirliktaki
bant, osteopontinin sekrete edilen formudur. Ortama
salgilanan osteopontin diizeylerinde kontrol grubuna gore
fark tespit edilememistir (Sekil 3).

Saglikli MDCK hiicrelerinde OPN’in yogun bir
sekilde hiicre igerisinde homojen lokalizasyon gosterdigi
tespit edilmistir. Hiicre membranimmin siyah renkli
gozlenmesi membranda lokalizasyonun olmadigini

gostermistir (Sekil 4A).

MgSO4-1 MgS04-2

Sekil 2. 0,2 M (MgS0y-1), 0,15 M, (MgSOy4-2) ve 0,1 M (MgSOy4- 3) MgSO,4 uygulanmis, MDCK hiicrelerdeki ostopontin diizeyleri.
Figure 2. Osteopontin levels in MDCK cells treated with 0,2 M (MgSOy4-1), 0,15 M, (MgSOy-2) and 0,1 M (MgSQy4- 3) MgSO,

0D

Sekil 3. 0,06 M CaClz, 0,015 M Na-Sitrat, 0,2 M MgSOa, 0, 01 M NaHPO4, ve 0,001 M COM uygulanmis MDCK hiicrelerden ortama

salinan osteopontin diizeyleri.

Figure 3. Released osteopontin levels from MDCK cell treated with 0,06 M CaClz, 0,015 M Na-Sitrat, 0,2 M MgSOs, 0, 01 M NaHPO4

and 0,001 M COM.
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Sekil 4. MDCK hiicrelerinde osteopontin lokalizasyonunun konfokal lazer mikroskobik goriintiisii. A. Kontrol MDCK hiicrelerinde
osteopontin lokalizasyonu (x100). B. 0,2 M NazCsHsO7 uygulanmis MDCK hiicrelerinde osteopontin fibriler tarzda hiicreler arasinda
ve hiicre i¢inde kiimelenmis, homojen dagilim bozulmustur (x100). C. 0,001 M COM uygulanmig MDCK hiicrelerinde osteopontinin
homojen dagilimi bozulmus, fibriler tarzda kiimelenmis ve kalsiyum-okzalat kristalleri gozlenmistir (x100).

Figure 4. Confocal microscopic image of osteopontin localization in MDCK cell. A. Osteopontin localization in control MDCK cells
(X100). B. Osteopontin clustered fibrillar style in MDCK cells treated with 0,2 M NasCsHsO7. Homogeneous distribution is distorted
(x100). C. Homogeneous distribution of osteopontin is distorted and clustered fibrillar style in MDCK cells treated with 0,001 M COM

and calcium-oxalate crystals were observed (x100).

Hiicre ortamina CaCl, eklenmis MDCK hiicrelerinde
gOriintii alinamamigtir, kalsiyumun hiicre membrani iize-
rine etkisi sebebiyle goriintii alinamadig diisiinilmektedir.

Hiicre ortamina Na;HPO, ve MgSOs eklenmis
MDCK hiicrelerinde kontrol hiicreleriyle karsilastirildik-
larinda OPN lokalizasyonunda fark gézlenmemistir.

Hiicre ortamma NasCeHsO7 eklenmis MDCK
hiicrelerinde OPN lokalizasyonunun, Nas;CsHsOy7 ilavesi
sonucunda fibriler tarzda hiicreler arasinda ve hiicre i¢inde
kiimelendigi, homojen dagilimin bozuldugu goézlenmistir.
Hiicrelerin yapisinda bir degisim gézlenmemistir (Sekil
4B).

Hiicre ortamina COM eklenmis MDCK hiicrelerinde
OPN’in homojen dagilimimin bozuldugu, fibriler tarzda
kiimelenmeler olusturdugu ve kalsiyum-okzalat kristalleri
gozlenmistir (Sekil 4C).

Tartiyma ve Sonu¢

OPN’in tas olusumunu hem engelledigine (6, 7, 9,
11, 14, 19, 22, 25, 29, 30, 35, 37) hem de indiikledigine
(8, 13, 24, 38, 39) dair pek ¢ok caligmalar bulunmaktadir.
Bununla birlikte halen OPN’in tas olusumu {izerine
etkisiyle ilgili bilinmeyen yonler ve buna iliskin
tartismalar bulunmaktadir.

Bu ¢alismada, MDCK hiicrelerinde OPN (498 kb)
ekspresyonu RT-PCR metodu ile gosterilmistir. Itoh ve
ark. (12), bobrek epitel hiicrelerinde oksidatif stres sonucu
olusan apoptozisin OPN’le iligkisini arastirdiklar
calismada, OPN ekspresyonunu RT-PCR metodu ile
gostermislerdir. Yamate ve ark. (38) ise MDCK hiicre
membranina kalsiyum okzalat kristallerinin tutunmasi
iizerine osteopontinin etkisiyle ilgili olarak yaptiklar
calismada, OPN’in MDCK hiicrelerindeki ekspresyonunu,

immunofloresans metodu ile gostermiglerdir. MDCK
hiicre kiiltiiri disinda BSC-1 (maymun boébrek hiicre
kiiltiirii), LLCPK1 (domuz bobrek hiicre kiiltiirii) gibi pek
cok bobrek hiicre kiiltirinde de OPN ekspresyonu
oldugunu bildirmislerdir (16, 36). Ayrica in vivo ortamda
insan bobrek hiicrelerinde (10, 15) ve rat bobrek hiicrele-
rinde de (13) OPN ekspresyonu gosterilmistir. OPN’in
molekiil agirhgi, kullanilan SDS-PAGE sistemin-deki ve
akrilamid oranindaki farkliliga bagli olarak ya da
osteopontinin post-translasyonel modifikasyonlar1 sonucu
hiicre i¢i formlarinin 44 ile 75 kDa arasinda farkli molekiil
agirligina sahip formlari olugtugu bildirilmektedir (5, 34).
Farkli hiicrelerden orijin alan OPN’in, farkli post
translasyonel modifikasyonlara bagli olarak farkli
fonksiyonlar1 olabilecegi bildirilmektedir (27). Bu
caligmada da MDCK hiicrelerinde Western blot
metoduyla osteopontine ait 72 ile 55 kDa arast molekiil
agirligina sahip 3 adet bant tespit edilmistir. Tespit edilen
ikinci bant 66 kDa agirlhigindaki en 6nemli OPN bantidir
(Kompleks 1 banti). Birinci bandin mannozdan zengin
olan, i¢iincii bandin ise kompleks 2 formu oldugu;
kompleks 1 ve 2 izoformlarinin fosforile ve/veya O-bagl
oligosakkarit iceren formlar olduklar1 diisiiniilmektedir
(30). Yapilan bir ¢alismada da ikinci bandin 66 kDa
molekiiler agirliga sahip form oldugu, ortamda gozlenen
formun ise 32 kDa molekiiler agirliga sahip bagl form
oldugu bildirilmistir (1). Bu ¢alismada da tespit edilen 32
kDa molekiil agirligina sahip bantin, Agnihotri ve ark.’nin
da (1) belirttigi forma karsilik geldigi diigiiniilmektedir.
Bu ¢alismada, saglikli hiicrelerdeki OPN sitoplaz-
mada homojen dagilim gostermektedir ve bu dagilim
kirmizi 1s1mayla gosterilmistir. Hiicre membraninda ise
osteopontin goriillmemekte ve hiicre membrant siyah
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renkte gozlenmektedir. Hiicre membraninda osteopontinin
gorintillenememesinin, OPN'nin sentezlendikten sonra
hiicreden disar sekrete edilmesi ve hiicreler aras1 bosluga
verilmesinden kaynaklanmis olabilecegi disiiniilmektedir.
Versult ve ark. (33), insan bobreginden izole edilen distal
ve proksimal bobrek tubul hiicre kiiltiiriinde, OPN’in
hiicre igerisinde lokalizasyonunu immunofloresans ve
konfokal lazer mikroskopla goriintillemisler, proksimal
tubul hiicrelerinin hiicre membraninda OPN lokalizasyonu
gozleyemez iken, distal tubul hiicrelerinde hiicre
membraninda lokalize oldugunu gdstermislerdir (15).

Hiicre ortamma sodyum sitrat eklenmis MDCK
hiicrelerinde OPN’in fibriler tarzda hiicreler arasinda ve
hiicre i¢inde kiimelendigi gozlenmis, fakat hiicrelerin
yapisinda bir degisim gdzlenmemistir. Hiicre ortamina
COM eklendiginde OPN, hiicreler arasinda ve bazi
hiicrelerin i¢inde vezikiiler tarzda, kiimelenmeler halinde
gbzlenmigtir. Ayrica parlak kirmizi renkli olarak kalsiyum
okzalat kristalleri goriilmiigtiir. Verhulst ve ark. (33),
insan bobrek tubul hiicrelerinde kalsiyum okzalat
kristallerinin  tutunma kapasitesini  incelemek igin
yaptiklart ¢aligmada da, hiicrelerdeki kalsiyum okzalat
kristallerini floresans mikroskop ile gostermislerdir (33).
In vitro calismalarda, okzalat veya kalsiyum okzalat
kristallerinin bobrek epitel hiicrelerinde oksidatif strese
sebep oldugu bildirilmektedir. Artan oksidatif stresin de
OPN iiretimine neden oldugu belirtilmistir (32).

Calismada CaCl uygulanan hiicrelerde
immunofloresans ile goriintii alinamamustir. Kalsiyumun
hiicre membrani permabilitesini azalttig1 diistiniildigiinde,
hiicre membran kanallarindaki permabilitenin azalmasi ya
da hiicresel iletinin tamamen kesilmesi sitoplazmadaki
iyonize kalsiyum miktarinda artiga neden olmaktadir. Bu
nedenle kalsiyumun ayirict bir ajan oldugu ileri siiriil-
mektedir (21). Buna gore ¢alismada immunofloresans ile
gOriintii alinamamasi, hiicre membran permabilitesinin
azalmast sonucunda hiicreye OPN antikor girisinin
engellenmesi ve buna bagli olarak immunofloresansin
¢alismamis olmasindan kaynaklanmig olabilir.

In vitro sartlarda, CaCl,, Na;HPOs, MgSOs,
NasCsHsO7 ve COM ile bir hafta boyunca muamele edilen
MDCK hiicrelerindeki ve kontrol hiicrelerindeki OPN
diizeyleri Western blot metoduyla incelendiginde; OPN
diizeylerinin kontrol grubu ile diger gruplarda ayni oldugu
gdzlenmistir. In vitro sartlarda yapilan bir ¢alismada (40),
sitrat verilen gruplarda OPN ekspresyonunun azaldigi
tespit edilmistir. Cha ve ark.’nin (3) yaptiklar1 baska bir
caligmada ise, sodyum icermeyen yemle beslenen
farelerin bobrek dokularmmda OPN ekspresyonunun daha
az oldugu tespit edilmistir (3).

Lieske ve ark. (16), MDCK ve BSC-1 (maymun
bobrek hiicre kiiltiirii) hiicreleriyle yaptiklar1 ¢aligmada,
kalsiyum okzalat kristali hiicre ortamlarina eklendikten 6
saat sonra, BSC-1 hicrelerinde ise 12 saat sonra OPN
mRNA diizeylerinin maksimum seviyede oldugunu, 24

saatte ise normal seviyeye indigini Dbildirmislerdir.
Kalsiyum okzalat kristalinin eklenmesinin stimiilasyonu
hizlandirdig1 ve bu nedenle 6 ve 12 saatte degisimleri
gozledikleri bildirilmektedir. Ayrica bu ¢aligmada
Nothern blot teknigi kullanilmistir. Calismada kullanilan
RT-PCR  sonucunda farkli kiiltir —ortamlarindaki
hiicrelerde OPN mRNA diizeylerinde de bir farklilik tespit
edilememistir. Western blot ve RT-PCR sonuglari ile OPN
diizeylerinde degisiklik olmadig1 desteklenmistir. Farkli
kiiltiir ortamlarindaki MDCK hiicrelerinin ortamlarina
salgilanan OPN diizeyleri kontrol grubu ile diger
gruplarda ayn1 oldugu gézlenmistir.

OPN’in farkli izoformlarinin kristal olusumu iizerine
etkilerinin bakildig: bir ¢aligmada, rekombinant OPN’nin
COM kristal olusumunu 6nlemede etkisi bulunamazken,
fosforilasyon yoniinden zengin siit OPN ve daha az
fosforile olan kemik OPN’nin kristal olusumunu dnledigi
ifade edilmistir (15). Fosforile OPN yaninda
poliaspartikasit uzantis1 olan OPN’nin tag olusumunu
onledigini bildiren ¢aligmalarda bulunmaktadir (4).

Sonug olarak; MDCK hiicrelerine CaClz, NazHPOa,
MgS0Os, NazCeHsO7 ve COM c¢ozeltileri eklenerek elde
edilen farkli kiiltiir ortamlarindaki ve ekstraselliiler
matrikse salinan osteopontin diizeylerinde kontrol grupla-
ryla karsilastirilmalart sonucunda herhangi bir farklilik
tespit edilememistir. OPN’in diizeylerinde farklilik
gozlenmemekle beraber sodyum sitrat ve kalsium okzalat
eklenen gruplarda osteopontinin hiicre i¢i homojen
dagiliminin bozuldugu ve fibriler kiimelenmeler tarzinda
hiicre zarina dogru biriktigi gozlenmistir. OPN formlarinin
fizyolojik Onemleri heniiz tam olarak agik olmasa da
muhtemelen post translasyonel farkliliklar sonucunda
OPN’in farkli fonksiyonel rolleri olugsmaktadir. OPN’in, tas
olusumunu engelledigine ve indiikledigine dair farkli
goriisler olmakla beraber OPN’in tas olusumu iizerine
etkisiyle ilgili bilinmeyen yonler bulunmakta ve halen
tartigmalar devam etmektedir. OPN’in tas olusumuna
etkisini gosterecek ¢alismalarda, diizeylerinden ¢ok
fosforile ve glikozile formlarina iliskin yapilacak tespitler
ileriye 151k tutmasi bakimindan daha faydali olacaktir.
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