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1. OZET

Osteopontin (OPN) (bone sialoprotein 1 (BSP1), early T-lymphocyte activation 1
(Eta-1), secreted phosphoprotein 1 (SPP1) ) kemik, bobrek gibi ¢esitli dokularda ve ayni
zamanda T lenfositler, makrofajlar, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri
gibi farkli bir¢ok hiicre tipinde eksprese olur. OPN, miiltipl skleroz (MS), sistemik lupus
eritematozus (SLE), romatoid artrit (RA) gibi otoimmun hastaliklar ve Crohn hastaligi,
obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek hasart gibi kronik inflamasyon ile karakterize
olan hastaliklar ve cesitli kanser tiplerinde onemli rol oynamaktadir. OPN rs1126616
polimorfizminin irolitiyazis, primer biliyer siroz (PBC) ve SLE ile iligkisi g¢esitli
caligmalarda gosterilmistir. Ayrica OPN genindeki diger tek niikleotit polimorfizmlerinin
(SNP) tas hastalig1 tizerindeki etkileri ile ilgili gesitli calismalar bulunmaktadir.

Bu calismadaki amacimiz, 64 iirolitiyazis hastasi ve aile Oykiisiinde tag hastalig
olmayan 50 saglikli kontrolde OPN geni rs1126616 polimorfizminin tas olusumu
tizerindeki etkisini arastirmaktir. X 1s1mm1 difraksiyon (XRD) yontemi ile tas analizleri
yapilan 62 kalsiyum oksalat ve 2 adet striivit tas hastas1 toplamda 64 adet {irolitiyazis tanisi
konmus hasta ile aile dykiisiinde tas hastaligi bulunmayan 50 adet saglikli kontrolde OPN
rs1126616 polimorfizminin siklig1 arastirildi. Genotipleme, polimorfik bdlgenin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile c¢ogaltilmasinin ardindan restriksiyon uzunluk parga
polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak yapildi.

Urolitiyazis hastalarinda OPN genine ait CC, CT ve TT genotip frekanslar1 sirasiyla;
%37.5, %43.7 ve %18.7; kontrol grubunda ise %80, %4 ve %16; hasta grubunda en az bir
mutant T alleli tasima siklig1 % 62.5 iken kontrol grubunda %20 olarak bulundu. Hasta ve
kontrol grubu viicut kitle indekslerine (VKI) gére 25 kg/mz’den kiiciik (VKI<25 kg/mz) ve
25 kg/m? den biiyiik (VKIi>25 kg/m?) olmak iizere smiflandinldiginda, VKI>25 kg/m?
olan iirolitiyazis hastalarinda en az bir mutant T alleli tasima siklig1 %66.7 iken VKI>25
kg/m? olan saglikl1 kontrollerin tamami yabanil tip (CC) olarak bulundu.

Sonu¢ olarak Tiirk popiilasyonundaki tas hastalarinin  OPN rs1126616
polimorfizmini tasima sikliginin yiiksek olmasi {irolitiyaziste OPN’nin o6nemli rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica fazla tartili irolitiyazis hastalarinda bu
polimorfizmin goriilme sikliginin yiiksek olmasi, iirolitiyazis ile obezite arasinda bir iliski

olabilecegini akla getirmektedir.



2. SUMMARY

Osteopontin (OPN) (bone sialoprotein 1 (BSP1), early T lymphocyte activation 1
(Eta-1), secreted phosphoprotein 1 (SPP1) ) is found to be expressed various tissues
including bone, kidney and in also T lymphocytes, macrophages, endothelial cells, smooth
muscle cells and epithelial cells. OPN has an important role in various disorders as such;
autoimmune disorders such as multiple sclerosis (MS), sistemic lupus erythematosus
(SLE), rheumatoid arthrit (RA); characterized chronic inflammation related diseases e.g;
Crohn disease, obesity, cardiovascular disease and renal injury and in various cancer types.
Recent studies shows that OPN rs1126616 polymorphism is associated with urolithiasis,
primary biliary sclerosis (PBC) and SLE. In the literature, other defined SNP’s in OPN
gene have also been investigated in order to define their role in urolithiasis.

The aim of our study was to investigate OPN rs1126616 polymorphism in 64
urolithiasis patients together with 50 healthy controls having no history of kidney stone in
their families. Stones were analyzed for chemical composition by the use of X-Ray
diffraction method. The analysis revealed that 62 of our patients were having calcium
oxalate (CaOx) stone and only 2 struvite stone. The study groups were genotyped by using
PCR-RFLP method.

In urolithiasis patients the genotype frequencies for OPN rs1126616 revealed the
following results; CC, 37.5%; CT, 43.7%; TT, 18.7% and in control group the results were
as follows; CC, 80%; CT, 4%; TT, 16%. In patient group the frequency of carrying at least
one mutant T allele was found to be 62.5% and in control group 20%. The patient and
control groups were also analyzed according to their body mass index (BMI). The groups
were classified regarding to their BMI being bigger than or smaller than 25 kg/m?. The
results showed that 66.7% of patients with BMI>25 kg/m? were carrying at least one
mutant T allele wheras the healthy controls with BMI>25 kg/m? were all having CC
(wildtype).

Our results showed that OPN rs1126616 polymorphism is found to be significantly
higher in Turkish urolithiasis patients. These results might be indicating the important role
of OPN in urolithiasis. Our urolithiasis patients having BM1>25 kg/m? clearly showed that
they are carrying at least one polymorphic allele. Interestingly, the link between

urolithiasis and obesity need to be further studied in our population.



3. GIRIS VE AMAC

Urolitiyazis ¢evresel faktorler, beslenme aliskanliklari, metabolik anormallikler ve
genetik faktorler gibi ¢esitli etmenlerin rol oynadigi kompleks bir hastaliktir. Patogenezi
tam olarak aydinlatilmamis olup ¢esitli teoriler 6ne siiriilmektedir. Tag olusumunda esas
olay, ¢ozeltide soliit yiikii fazla oldugunda asir1 doygunluga ulagmasi ve bu durumun da tag
olusumuna neden olan kristallerin ¢ekirdeklesmeye ve birikmeye baslamasidir. Ayrica
kristalizasyon siireci ¢esitli inhibitorler (sitrat, pirofosfat, glikozaminoglikanlar,
nefrokalsin, Tamm-Horsfall, nefrokalsin) tarafindan da etkilenebilir.

Osteopontin (OPN), kalsiyum tast matriksinin bir bileseni olup 6dnemli 6l¢iide renal
tubiillerde eksprese olur. Kristallerin ¢ekirdeklesme, biiyiime ve birikmesinde inhibitoér mii,
yoksa kristallerinin ¢6kelmesini ve renal tubiiler hiicre membranlarina baglanmasini tesvik
ederek tag olusum siirecinde aktivator rol mii oynadigi hala tartismali bir konudur.

Bu c¢alismanin amaci, iirolitiyazis tanist konmus 64 hasta ve 50 saglikli kontrolde
OPN geni rs1126616 polmorfizm sikliginin, demografik 6zellikler ve hastalik olusumu

tizerindeki etkilerini aragtirmaktir.



4. GENEL BILGILER

Tas hastalig1 (Urolitiyazis), iiriner enfeksiyonlar ve prostat patolojilerinden sonra
{iriner sistemi etkileyen iiciincii patolojik durumdur. Uriner sistem tas hastalig1 diinyada
genis bir toplulugu etkilemektedir. Prevelanst %5-12 arasinda degismektedir ve 6zellikle
endiistrilesmis toplumlar1 daha fazla etkileyen dnemli bir saglik sorunudur (1). Uriner
sistem tas hastaliginin neden oldugu morbidite ve mortalite bu hastaligin ne kadar ciddi bir
halk sagligi1 sorunu oldugunu gostermektedir (2).

Uriner sistem tas hastalif1 yiiksek oranda niiks eden bir hastaliktir. Ilk ataktan sonra
3 yil iginde yaklasik %50 rekiirrens oranina sahiptir. Uriner sistem tas hastaligiin medikal
tedavisinde amag¢ bu hastaligin rekiirrensinin Onlenmesi ve var olan tas yiikiiniin
azaltilmasidir. Uriner tas hastaligi olusumuna neden olan birgok hastalik genetiktir.
Hastaliga neden olan ¢esitli genetik bozukluklar tanimlanmis ancak en 6nemli tas grubunu

olusturan kalsiyum icerikli taglarin genetik patogenezi tam olarak aydinlatilamamaistir (3).

4.1. ETIYOLOJi

Idrar yollarinda tasin olusmasi kompleks, tam anlagilmamis ve ¢ok etmenli bir
olaydir. Cevresel faktorler, beslenme aliskanliklar1 ve metabolik anormallikler birlikte rol
oynamaktadir. Urolitiyazis niiks eden bir hastalik olup patogenezi tam olarak

aydinlatilabilmis degildir, fakat ¢esitli teoriler 6ne siiriilmiistiir (4, 5).

1. Siipersatiirasyon-Kkristalizasyon teorisi

2. Inhibitor eksikligi teorisi

3. Matriks-niikleasyon teorisi
4. Epitaksi teorisi
5

Kombine teoriler

Tas olusumunda esas olay siipersatiirasyondur. Cozeltide soliit yiikii fazla oldugunda
asir1 doygunluk mevcuttur. Bu durum sadece bobrekteki madde miktarina bagli olmayip

ayni zamanda idrar pH’s1, 1s1, iyonik potense, ¢Ozlinen maddenin yogunluguna ve
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kompleks olusturma yetenegine baglidir. Asir1 doygunluk durumunda tas olusumuna neden
olan kati kristallerin niikleasyonu ve agregasyonu olusur (6). Kristalizasyonun baglamasi
icin gerekli doygunluk seviyesinde, termodinamik c¢Oziiniirliikten (thermodynamic
solubulity product — Ksp) bahsedilir. Bu deger sabittir ve kati-sivi evrelerin dengede
oldugu ortamda saf kimyasal elemanlarin konsantrasyonuna esittir. Termodinamik
¢coziinilirliik seviyesini asan konsantrasyonlar yayilmayi, kristallerin biiylimesini ve
heterojen niikleasyonu (¢ekirdek olusumu) tetikleyebilme kapasitesindedir. Eger idrardaki
kalsiyum (Ca) ve oksalat (Ox) konsantrasyonlar1 sudaki termodinamik ¢oziiniirliiklerini
asarsa, kalsiyum oksalat kristalleri ¢okebilir. Bununla birlikte idrarin igerisindeki
inhibitorler ve diger molekiiller sayesinde kalsiyum oksalat soliisyon igerisindekinden daha
yiiksek konsantrasyonda bulunabilir ve bu durumdaki idrara “metastabl” denir. Kalsiyum
oksalat konsantrasyonu daha da arttirilirsa soliisyon olarak kalamayacak bir seviyeye
ulagsmis olur. Bu konsantrasyonda (Kf) idrarda kalsiyum oksalat olusumu meydana gelir.
Idrardaki birgok tas komponentin konsantrasyonu Ksp ve Kf arasindaki metastabl
araliktadir. Kalsiyum oksalatin idrardaki konsantrasyonundan ziyade iyonlarin kimyasal
aktiviteleri de kristalizasyonda etkilidir. Sitrat ve fosfat gibi maddeler kalsiyum ile;
magnezyum ve sodyum gibi elementler ise oksalatla kompleks olusturarak her birinin
serbest iyon konsantrasyonunu azaltirlar (7).

Idrar siipersatiirasyonu tek basmna tas olusumu icin yeterli degildir. Normal kisiler
idrarlarinda kristal olusum, gelisim ve agregasyon inhibitorleri tasirlar. Tas olusumundaki
bir teori tas olusturan kisilerin, olusturmayanlardan farkinin triner inhibitérlerin yoklugu
veya diisiik yogunluklarda bulunmasidir. Bu inhibitorler, sitrat ve pirofosfat gibi diisiik
molekiil agirlikli  maddeler olabildigi gibi  glikozaminoglikanlar, nefrokalsin,
Tamm-Horsfall proteini gibi daha biiyiik molekiiller de olabilir. Idrar glikoproteinleri;
nefrokalsin ve Tamm-Horsfall proteini basit soliisyonlarda kristal agregasyonunun potent
inhibitorleridir. Sitrat ve magnezyum ise kristal gelisiminin inhibitérleridir (7).

Uriner matriks, genelde iiriner tas olusumunda rol alan, kristal yapisinda olmayan bir
mukoproteindir. Tas olugmayan kisilerde iiriner matriks inhibitdr gibi davranir. Ayrica,
matriks bazi taslarin olugmasinda tetikleyici rol oynar ve kristal birikiminin olugmasinda

sablon gorevi yapar (Sekil 1) (6).
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Sekil 1: Bobrek Taginin Olusum Asamalari (8) (Modifiye edilmistir).

4.2. EPIDEMIYOLOJi

Uriner sistem tas hastalig1 endiistriyel toplumun %1-5’ine etki eden bir hastaliktir.

Bobrek taglarinin endiistriyel toplumlarda en sik goriilen tipi oncellikle kalsiyum oksalat ya

da bunun hidroksiapatit kombinasyonudur (1).

Yetiskin beyaz erkeklerde Omiir boyu tas olusturma riski %20’dir. Bu oran
bayanlarda %5-10 arasindadir. Urolitiyazisli hastalarda rekkiirens oranmi ilk tas
olusumundan itibaren 5 yillik bir siire¢ i¢inde %50’den yiiksek olarak rapor edilmistir.

Bununla birlikte yetiskin siyah erkeklerde tas hastaligi beyaz erkeklere gore 1/3 ya da 1/4

oraninda daha azdir (9).




Hastaligin olusumunda 1rksal nedenler de Onemli bir oOzellik olarak goze
carpmaktadir. Tas hastaligi prevalansi ABD’de %2-8 (10), Avrupa iilkelerinde %3-11
arasinda degismektedir (11, 12). Bu oran Giiney Kore’de %3.5 (9), Japonya’da %7 olarak
verilirken erkeklerde %9.6, kadinlarda ise %4.5 oldugu bildirilmektedir (13).

Ulkemizde Akdeniz, Karadeniz ve Giineydogu bolgelerinde tas hastaligmin
prevelansi yiiksektir. Tiirkiye’de yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada, hastalik prevalansinin
%14,8; hastalik insidansinin da %2.2 oldugu rapor edilmektedir. Hastaligin en sik 30 ve
40’11 yaglarda goriildiigili, erkeklerde 1.5 kat daha fazla oldugu, diisiik sosyoekonomik
seviyeli kisilerde ve diisiik egitim seviyeli bireylerde daha sik goriildiigl, buna karsilik
sehirde ve kirsal alanda yasayanlar arasinda prevelans agisindan farklilik saptanmadigi
bildirilmektedir. Caligmada alt1 ¢izilen bir baska nokta da hastaligin tekrar1 ve girisim
gerekliliginin sikligidir. Tas nedeniyle tedavi gérmiis olanlarin %16’smin iki veya daha
fazla girisim gegirdigi rapor edilmistir. Tim bu bulgular, {iriner sistem tas hastaliginin
Tiirkiye’de endemik oldugunu vurgulamaktadir (14).

Stamatelou ve ark’nin yaptig1 bir derleme de ise, tas hastaligi prevelansinin tiim yas
dekadlarinda arttigin1 gostermektedir (15). Tas hastalarinin %67’sinde 1.5 ile 8 y1l arasinda
tek ya da birden fazla niiks’e rastlanir (16). Niiks eden vakalar idiopatik kalsiyum taglar1 ve
urik asit taglaridir. Cocuklarda ise tas hastaligi, testesteron nedeni ile karacigerde yapilan
endojen oksalat miktar1 az oldugundan her iki cinste de yakin oranda goriilmektedir (17).

Su alimi tas olusumunda olduk¢a 6nemlidir (18, 19). Giinliik idrar miktarmi 800
ml’den 1200 ml’ye ¢ikarmak bile tas olusumunu %86 azaltir (20). Aragtirmalarin bir kismu,
kalsiyum fosfat gibi maddeleri igeren asir1 sert sularin tas olusumunu kolaylastirdigini
bildirmesine karsin, diger bir kisim arastirmaci sodyum karbonat gibi maddeleri igeren
yumusak sularin da bu olay1 arttirdigini bildirmislerdir (19, 21).

Diyet faktorii de tas olusumunda 6nemli bir faktordiir (22). Piirin, oksalat, kalsiyum,
fosfat ve diger maddelerin diyetle asir1 alinmasi idrarla bu maddelerin asir1 atilmasina ve
tas olusumunun kolaylastirilmasina yol agabilir (23, 24). Diyetle alinan fazla seker bobrek
tasina neden olabilir. Sekerin idrar kalsiyumunu arttirdig: ileri siiriilmektedir. Asirt tuz
alimi nedeniyle bobrek tubiiliislerindan sodyumun reabsorbsiyonu sonucu kalsiyumun
tubiiler sekresyonu, hiperkalsiiiriye neden olarak tas olusum riskini arttirir (1).

Yapilan ¢aligmalar; rahat yasam tarzi siiren biiro personelinde, aktif calisan iscilere

oranla iiriner sistem tas hastaliginin daha fazla oldugunu gostermektedir (1). Vahlensieck
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ve ark. ise tas hastaligindan en ¢ok emeklilerin, daha sonra ise ev kadinlar1 ve memurlarin

etkilendigini bildirmektedir (11).

4.3. TASLARIN YAPISI

Bobrek taslar1 golf topu kadar biiylik olabilecegi gibi kum tanesi kadar kiigiik;
yiizeyleri diiz, asimetrik, sivri vb. sekillerde; ¢cogu sari-kahverengi renkte olup kimyasal
bilesimine gore bronz rengi, altuni veya siyah renkte olabilir. Bobrek taglarinin kimyasal
icerikleri farklilik gostermekle beraber temel olarak kristal ve matriks bileseni olmak iizere

iki bilesenden olusur (25).

4.3.1. Kristal Bileseni

Taslar esas olarak bir kristalize bilesenden ibarettir. Biiyiiklik ve saydamlig
polarizasyon mikroskobu ile kolayca tanimlanabilir. Taglarin geometri ve yapilanmasini
degerlendirmek i¢in X-1s1n1 difraksiyon mikroskobu tercih edilir.

Kristal olusumunda c¢ekirdeklesme (niikleasyon), biiyime ve kiimelesme
(agregasyon) gibi birden fazla asama vardir. Cekirdeklesme tas olusumu siirecini baglatir.
Proteinli matriks, kristaller, yabanci cisimler ve diger partikiillii dokular1 igeren cesitli
maddeler bu siirecin tetiklenmesine neden olabilir. Daha az enerji gerektiren ve daha az
yogun idrarda olusabilen heterojen c¢ekirdeklesme (epitaksi) tas olusumunun ortak
paydasidir. Bu nedenle bir kristal tipi benzer bir kristalize ¢atiy1 igeren baska bir tipin
cekirdeklesmesi i¢in bir odak olusturur. Bu model, kalsiyum oksalat olusumunu baslatan
urik asit kristallerinde sik goriiliir. Odaklarin biiyiiyiip, topaklasarak idrar yollarindan
kolayca gegemeyecek biiyiikliikte bir tas haline gelmesi zaman alir (25).

4.3.2. Matriks Bileseni

Uriner taglarm kristallesmemis matriks bilesenin miktar, idrar tasinin tipine gore
degisiklik gostermekle birlikte tas agirliginin %2 ile %10’unu olusturur. Esas olarak
proteinden az miktarlarda heksoz ve heksozaminden ibarettir. Kristal kiimelesmesi i¢in bir

cekirdek veya kiigiik kristal bilesenleri yapistiran ve bdylece taglarin idrar yollarindan
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herhangi bir olaya neden olmaksizin diismelerini engelleyen dogal bir yapistirict gorevi
gorebilirler. Diger taraftan matriks, tas olusumunda engelleyici bir rol oynayabilir veya

herhangi bir aktif katkis1 olmayabilir (25).
4.4. TAS TIPLERI

4.4.1. Kalsiyum Taslar

Gliniimiizde en ¢ok goriilen tag, kalsiyum oksalat (CaOx) ve kalsiyum oksalat-
kalsiyum fosfat karigimi olan mixt taglardir (26). Bobrek taslarinin %80°1 kalsiyum igerir
(27). Ca taglann c¢ogunlukla mixt tipte bulunur. CaOx taslari monohidrat
(COM-Whewellite) veya dihidrat (COD-Weddellite) olarak ya da ikisinin kombinasyonu
seklinde bulunur (26). Hiperkalsiiiri, idrar miktarinin azalmasi ve inhibitor aktivitesindeki
diisiikliik, kalsiyum ¢okelmesi ve agregasyonu igin risk faktoriidiir. Kalsiyum tuzlarinin
olusum siireci oksalat ve fosfatin idrar pH’sindaki kullanilabilirligine baghdir. Diisiik pH
CaOx taglarmin olusumunu kolaylastirirken kalsiyum fosfat ¢okelmesi icin diisiik pH

onemli bir belirtectir (28).
4.4.2. Kalsiyum Dis1 Taslar

Enfeksiyon taglar1 olarak bilinen striivit taglari tiim taslarin %10-15ni olusturur. En
cok kadinlarda bulunur ve hizla niiksedebilirler. Striivit taslar1 Proteus, Pseudomonas,
Providencia, Klebsiella, Staphylococcus ve Mycoplasma benzeri iireyi pargalayan
bakterilerin yol agtig1 bir enfeksiyon sonucu olusur ve magnezyum, amonyum ve fosfattan
(MAP) idrarin doymus olmas1 gerekir. Enfeksiyon olsa bile idrar pH’ s1 5.85’in {izerine
cikmadikea struvit taslar1 olusmaz. MAP tasi olan bir hastanin idrar pH’s1 6.8-8.3 arasinda
olup nadiren 7’nin altina diiser ve bu yiiksek idrar pH inda MAP kristalleri ¢oker (25, 28).

Urik asit taslar1 tiim idrar yollar1 taslarinin %35’inden azini olusturur ve siklikla
erkeklerde rastlanir. Yiiksek tirik asit diizeyleri siklikla dehidratasyon ve asir1 piirin alimina
baghdir. Siirekli diisiik idrar pH’1 6nemli bir risk faktoriidiir. Anormal intestinal mukozal
emilime ve sistin, ornitin, lizin ve arginin dahil dibazik aminoasitlerin renal tubiiler

emilimine neden olan bir kalitsal metabolik bozukluk sistin taglarina neden olur (25).



Klasik sistiniiri otozomal resesif kalitimla taginir ve bu defektin tek belirtisi sistin
taglaridir. Tim driner taslarin %1-2’sini temsil eder. Sistin taglari siklikla kalsiyum
taslariyla ve bunlarla baglantili metabolik anormalliklerle iligkilidir (25).

Ksantin oksidaz aktivitesinin yoklugu ya da azlig1 sonucu ksantin taslar1 olusur. Bu
enzim normal olarak hipoksantinin ksantine ve ksantinin iirik aside oksidasyonunu kataliz

eder. Ksantin oksidaz eksikligi olan hastalarin %25’inde iiriner taslar gelisir (25) .

4.5. BOBREK ANATOMISI

4.5.1. Embriyolojik Gelisim

Bobregin gelisimi tireterik tomurcuktan (ureteric bud) olur ve eriskin bobrekte
metanefrojenik mezankimle beraber tubiilogenez baslar. 26 farkli hiicre tipi ortaya cikar.
Ureterik tomurcuk kollektdr tiiplerin epitelyal hiicrelerine, mezankimal yapi ise geri kalan
tubiiliislerin ve endotelin yapiminda rol oynar. Metanefrotik mezengial hiicrelerden
kollektor kanallar hari¢ biitiin epitelyal hiicreler {iretilebilir. Bu bulgular bobregin kok
hiicrelere (stem cell) sahip oldugunun bir belirtisidir. Embriyolojik gelisimde bazi biiyiime
faktorlerinin rolii vardir. Bunlardan vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) humoral,
inflamatuvar ve hormonal vaskiilogenezde 6nemli rol oynamaktadir.

Renal mezankimal apoptoz, bobregin embriyolojik gelismesini diizenleyici rol
oynamaktadir. Apoptozu ayarlayicit sistemde meydana gelebilecek dengesizlik, mesela
apoptozdaki artis dogustan nefron azligina ve bununla ilgili bazi hastaliklara yol

acabilmektedir (29).

4.5.2. Makroskopik Anatomi

Her biri ortalama 150 gram agirlifinda olan bobrekler radyolojik goriintiilerde
yaklasik ii¢ buguk vertebra biiyiikliigiinde, uzunluguna 12-13 cm, enine 7-8 cm, derinligine
3 cm civarinda bir yer tutarlar. Sag bobrek karaciger basisi dolayisiyla daha asagidadir.
Bobrekler kalp atim hacminin yaklasik dortte birini alirlar (dakikada 1.2 litre kan). Bu

kanin 120 ml’si bir dakikada glomeriilerden filtre olur (glomeriiler filtrasyon degeri).
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Bobregin sagital kesitinde ii¢ bolim vardir. Bunlar korteks, dis medulla (i¢ ve dis
boliimleri var) ve i¢ medulladir. Kisa nefronlar i¢c medullada yoktur. Glomeriiller, kortekste

bulunur. Proksimal ve distal tubiiliisun biikliimlii kisimlar1 da burada yer almaktadir

(Sekil 2) (29).

Bobrek __l

Kaliks

Renal arter Renal
pelvis
Renal ven
Medulla

Ureter

Korteks

Sekil 2: Bobregin Sagital Kesiti

4.5.2.1. Nefron

Makroskobik olarak bobregin en kiigiik anatomik ve fonksiyonel {initesi nefrondur.
Yaklasik 50 mm uzunlugundadir ve her iki bobrekte yaklagik iki milyon kadar bulunur.
Nefron sayisi insandan insana degisebilir. Bir nefronun yapisi asagida goriilmekte olup,
glomeriil, proksimal tubiiliis, Henle kulpu, distal tubiiliisten ve birka¢ nefronun agildig
kollektdr kanallardan ibarettir. Glomeriiller, proksimal ve distal tubiiliisler kortekste,
kollektor kanallar ve henle kulpunun bir kismi medullada bulunmaktadir. Iki tiir nefron
vardir. Kisa henle kulpu olan nefron korteks ve dis medullada, uzun henle kulpu olan

nefron ise dis ve i¢ medullada bulunmaktadir (29).

11



4.5.2.2. Glomeriil

Glomeriil, dis kaynakli ilag ve toksinlerin viicuttan atilmasinda, {ire, kreatinin, tirik
asit gibi sabit metabolik iiriinlerin ve ayrica sodyum basta olmak iizere elektrolitlerin
stiziilmesinde rol oynamaktadir. Glomeriiliin stizme (filtrasyon) kabiliyeti sabit olmayip
diger kapillerler gibi baz1 faktdrlere de baglidir. Bu faktdrlerden hidrostatik ve onkotik
basing, filtrasyon ylizeyindeki kan akimi ve permeabilite degisiklikleri 6n planda gelir.
Glomertiliin yapis1 ii¢ ana hiicre tipi (epitelyum, mezangial ve endotelyal hiicreler) ve
ekstraselliiler olarak da, filtrasyon fonksiyonu olan iki ekstraselliiler bolgeden (glomeriiler
bazal membran ve mezengial matriks) olugmaktadir.

Glomeriiler bazal membran, agirlikli olarak kollajen ve glikoprotein (%10)
elemanlarindan ibarettir. Glikoproteinler siyalik asit igerir. Orta tabaka (lamina densa)
agirlikli olarak tip IV kollajen icerir ve elektron mikroskobunda yogun olarak goriiniir.
Distaki subepitelyal tabaka ise laminin ve glikozamin gibi glikoproteinlerden ibarettir.
Glomertiil bazal membranin 50 A° biiyiikliiglinde molekiillere ge¢irgen oldugu halde, 36 A°
biiyiikliigiindeki albumini gecirmemesi bazal membran gegirgenliginde elektrosimik
olaylarin roliinii gostermektedir. Glomeriil endotel hiicreleri, siyalik asit tabakas1 ve bazal

membran negatif yiikle yiikliidiir (29).

4.5.2.3. Podositler

Glomeriil visseral epitelyumyal hiicrelere bu isim verilir. Mezangial 6zellikleri de
vardir. Kontraktil fonksiyonlara da sahiptirler. Ayaksi cisimlerin (Podosit foot process)
bazolateral boliimleri podosit fonksiyonun merkezidir. Paryetal epitelyumyal hiicreler ise
Bowman kapsiiliinii olustururlar ve proksimal tubiiliis epitelyumyale devam ederler.
Podositler ayakciklarla bazal membrana dayanirlar. Hem bunlar hem de bunlarin
aralarindaki slit diyafragmanin negatif yiikii, salgiladiklar1 protein gibi maddelerle
(podosin, nefrin, alfa-aktin katherin, FAT, CD2AP vs) saglanir (29).
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4.5.2.4. Tubiiliisler

Proksimal tubiiliis hiicreleri kiibik yapidadir ve villuslara sahiptirler. Bu villuslar
tubiilis emilim ylizeyini arttirirlar. Bu hiicrelerde biiylik miktarda ribozom ve
mitokondriler vardir ki bunlar hiicrenin metabolik aktivitesi ile yakindan ilgilidir.
Proksimal tubiiliis hiicreleri bir yandan tiip limeni diger yandan peritiibiiler kapillerler ile
temas halindedirler. Glomeriilden siiziilen sodyum ve suyun %60-70’1 nefronun proksimal
tubiiliis kismindan geri emilmektedir. Ayrica potasyum, glikoz, iirat, kiiclik molekiil
agirlikli proteinler, aminoasit, lire, bikarbonat, fosfat, siilfat, kalsiyum degisik miktarlarda
buradan emilmektedir. Proksimal tubiiliis suya, kiigiik ve biiyiik iyonlara kars1 gegirgendir.
Bu kadar biiylik gecirgenlige ragmen, tubiiler sivi ile peritubiiler ekstraselliiler sivi
arasindaki ozmotik basing ve sodyum, potasyum, kloriir konsantrasyonlar1 dengeli bir
sekilde muhafaza edilebilmektedir (29).

Henle kulpu; proksimal ve distal tubiiliisler arasinda kalan U seklinde olan bolimdiir.
Biiyiik kism1 medulladadir ve medulla hipertonistlerin olusumunda biiyiik rol oynar. Ince
inen, ¢ikan ve kalin ¢ikan kisimlar1 vardir. Kalin ¢ikan kismu distal tubiiliise dahildir. inen
ince kol, proksimal tubiiliis gibi suya kars1 cok gecirgendir ve aquaporin I isimli kanalcik
proteinlerini igerir. Ince kolun ¢ikan kismi ise suya karsi gegirgen degildir. Cikan kalin
kisim ise (diliisyon segmenti) suya gecirgen olmayip sodyuma gecirgendir ve sodyumun
buradan aktif olarak (Na* pompasi) peritubiiler bolgeye (medulla, intersisyum) aktarilmas,
meduller hipertonistlerin olusmasina neden olur. Su buradan vasorectalarla sistemik
sirkulasyona gecer ve inen kulpla beraber idrarin diliisyonunun gerceklesmesinde énemli
rol oynar (29).

Distal tubiiliis; henle kulpunun g¢ikan kalin kismi, makula densa ve biiklimlii
boliimlerden olusur. Diiz ve biikiimlii distal tubiiliislerden sodyum kloriir aktif olarak
emilir. Idrarm diliisyonu ve konsantrasyonunu saglayan zit yonlii akim cogaltici
mekanizma burada 6nemli rol oynar (29).

Konnektif (baglayici tubiiliis) tubiiliis; distal tubiiliis ve kollektor kanallarr baglayici
boliimdiir. Bu kisim son distal tubiiliis olarak da tanimlanmaktadir. Bu bolim amiloride
duyarlidir. Boylelikle sodyum emilimi ve potasyum atilimi gerceklesir (29).

Kollektor kanallar; baglayict boliim (connecting tubule), kortikal ve meduller

kollektor kanallardan olusur. Bir kollektor kanala ortalama 11 nefron agilir. 2500-3000
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kollektor kanalda bir bobrek papillasina agilmaktadir. Kollektor tiip kanallar i¢inde suya
gecirgen kanalcik proteinleri vardir. Bu protein igeren kanalciklar antidiiretik hormonla
aktive olurlar ve suyun hipertonik medullaya emilimi ve sonugta idrarin
konsantrasyonunda 6nemli rol oynarlar (29).

Bobrek 6nemli bir endokrin organ olarak renin, eritropoetin, 1-25 dihidroksikole
kalsiferol, prostaglandin ve kinin salgilar. Birgok hormon icin de (steroidler, antiditiretik
hormon vs.) hedef organ gorevini yapar. Ayrica son yillarin en sasirtict bulgularindan olan
akuaporinler (su kanallar1 gorevini yapan proteinler) yoluyla da ozellikle kollektor

tubiiliislerde hiicresel seviyede su gegirgenligini saglar (29).

4.6. URINER SISTEMDE TASLARIN YERLESIM YERLERI

Taslarin sekli gelistigi yerin anatomik yapisindan etkilenmektedir. Endiistriyel
toplumlarda triner taslarin %97’si renal parankim, papilla, kaliks, renal pelvis veya

iireterde bulunurken, %3’{i mesane veya iiretrada bulunmaktadir (Sekil 3) (30).

Mindr ve major
kalikslerde bobrek
tasi

Ureterde /
bobrek tast

Sekil 3: Bobrekte Taslarin Yerlesim Yerleri
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4.7. UROLITIYAZIS iLE ILGILi GENETIiK CALISMALAR

Cevresel faktorlerin yani sira aile Oykiisii gibi genetik faktorler de bobrek tasi
patogenezinde Onemli rol oynamaktadir (31, 32). Urolitiyazisin poligenik ve kismi
penetrans bir bozukluk oldugunu gosteren kesin sonuglar Coe ve ark. ve Goodman ve ark.
tarafindan yapilan genetik calismalar ile gosterilmistir (33, 34). Urolitiyazis hastaliginin
kismen de olsa kalitimla aktarilabilecegi Vietnam Era Twin Registry tarafindan yapilan
ikiz ¢alismasi ile gosterilmistir (35). Yakin zamanda Edvardsson ve ark. tarafindan yapilan
calismada, Izlanda populasyonundaki iirolitiyazis hastalarinda kalitsal &zellikleri
inceleyerek genetik faktorlerin bu bireylerde bobrek tasi gelistirme riskini oldukca
etkiledigi gosterilmistir (36).

Tek niikleotit polimorfizmleri (Single nucleotide polymorphism) (SNP), kompleks
hastaliklar ile iliskili genleri haritalamada kullanilir (37). Vitamin D reseptorii (38-41),
androjen ve Ostrojen reseptorii (42), kalsitonin reseptorii (43), interlokin-1p (IL-1B) ve
antogonist reseptorii (44, 45), interlokin-18 (IL-18) (46), tirokinaz (47, 48), vaskiiler
endotelyal bliylime faktorii (49), e-kadherin (50), heparan siilfat (51), manganez siiperoksit
dismutaz (52), bobrek tasi hastaliinda aday gosterilen genler olup, bu genlerdeki
polimorfizmler {irolitiyazis ile iligkili bulunmustur. Yakin zamanda klaudin-14
varyantlariin bobrek tasi ile iliskisi oldugu genom boyu asosiyasyon g¢alismasi (GWAS)
ile gosterilmistir (53). CaOx tas hastaligina spesifik olan genetik markerler risk grubunda
olan bireyleri saptamak ve tag olusumunu 6nlemek amaciyla yararl olabilir. Dolayisiyla
tirolitiyazis ile ilgili genlerin tanimlanmasi ve bu genlerdeki SNP’ler ve mutasyonlarin

aragtirtlmasi hastaligin patogenezinde dnemli rol oynamaktadir.
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4.8. OSTEOPONTIN (OPN)

Osteopontin  (OPN) (OMIM# 166490) yaklasik 300 aminoasitten olusan, 40
kiloDalton (kDa) agirliginda negatif yiiklii, hidrofilik ve fosforilize olmus asidik bir
glikoprotein olup ilk olarak kemikte major sialoprotein olarak tanimlanmistir. Bone
sialoprotein 1 (BSP-1), early T-lymphocyte activation 1 (Eta-1), secreted phosphoprotein 1
(SPP-1) olarak da bilinmektedir (54, 55). OPN kodlayan gen insanda 4.kromozomun uzun
kolunun 21 ile 25. bolgeleri (4921-q25) tlizerindedir (Sekil 4). Yaklasik 11 kilobaz (kb)
uzunlugunda olup 7 ekzon igermektedir (56). Bobrek, beyin, T lenfositler, makrofajlar,
endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, epitel hiicreleri gibi farkli bircok hiicre tiplerinde
eksprese olur (57, 58). T lenfosit aktivasyonu, inflamasyon, hiicre adhezyonu, sitokin

ekspresyonu, hiicre gogii, doku onarimi gibi bir¢ok biyolojik gorevi vardir (59).
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Sekil 4: OPN geninin kromozomal lokalizasyonu (‘ osteopontin geninin 4.kromozom

tizerindeki yerinin isareti). Ekzon bolgeleri kutularla gdsterilmistir; siyah renkte olan

kutular kodlanan, beyaz renkte olanlar ise kodlanmayan bolgeyi gostermektedir.
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4.8.1. Osteopontin’in Yapisi

OPN; aspartik asit, glutamik asit ve serin aminoasitlerince zengin yaklasik 300
aminoasitten olusan bir glikoprotein olup SIBLING (Small Integrin Binding Ligand
N-linked Glycoprotein) protein ailesi igerisinde yer almaktadir (60). En &nemli
karakteristik yapist arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) dizisinden olusan hiicre baglanma
bolgesine sahip olmasidir (Sekil 5) (59). Bu bolgeye ¢esitli integrinler ve ekstraselliiler
matriks proteinleri baglanir (61). Bu baglanmalar ile OPN hiicre-matriks ve hiicre-hiicre
etkilesimleri, hiicre gocii, kemotaksi ve hiicre i¢i sinyallesme yolaklarini tetiklemektedir
(62). Ayn1 zamanda bir kalsiyum, iki heparin baglanma bdlgesine de sahiptir (59). Hiicre
etkilesim bolgelerinin yani sira OPN’nin fonksiyonunun diizenlenmesinde onemli olan
proteaz ayrilma bolgeleri de bulunmaktadir. RGD bdlgesinin yakininda birgok tiirde
bulunan olduk¢a korunmus diziye sahip trombin ayrilma motifi (trombin cleavage motif)
bulunmaktadir (Sekil 5 ve Sekil 6) (63). Trombin ayrilmasi ile OPN amino (N) ve
karboksil (C) terminal bolgesi olmak iizere farkli sinyal fonksiyonlar1 tasiyan 2 reseptor
baglanma bolgesinin olusmasina neden olur. CD44v6 dogrudan, CD44v3 ise heparin
kopriileri araciligi ile C terminal bolgesine baglanmaktadir (64). OPN’nin a,B3 integrin
reseptoriine verimli bir sekilde baglanabilmesi i¢in trombin ayrilmasi ve fosforilizasyon ile
RGD bolgesini iceren N terminal bdlgenin aktivasyonu ilk kosuldur (65). Yapilan
caligmalarda, bitiin hiicre dizilerinde trombin ayrilmasi ile OPN’nin hiicrelere
baglanmasini ve ayrilmasini belirgin bir sekilde tesvik ettigi gosterilmistir (63). Trombinin
ayrilmasindan sonra gizli bir integrin baglanma bolgesi serin-valin-valin-tirozin-glutamat-
16sin-arjinin (SVVYGLR; insanda) aciga ¢ikar. Bu bolgeye ou Ve ag integrinlerinin
baglamasi ile hiicre adhezyonu ve hiicre gocli uyarilmaktadir (66). Son zamanlarda OPN
cesitli matriksmetalloproteinazlar (MMP’ler) i¢in bir substrat gibi nitelendirilmektedir.
MMP’ler, OPN’nin SVVYGLR bdlgesini glisin ve lizin rezidiilerinden ayirdig gibi cesitli
bolgelerinde de yer almaktadir (Sekil 6). MMP’ler ile aktive olmus OPN formlar1 farkl
baglanma bolgeleri ile ¢esitli integrinlere baglanabilmekte ve bdylece OPN etkinligini ve

hiicre yanitlarinin degismesini diizenlemektedir (67).
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Proteolotic aynlma bolgeler

; it Trombin
Hngelam Poly D bélgesi
MMP3/7 MMP3 MMP3/7
y 1 J i v v
1 17 8595 169 202 1 297
]OOll. ]00 IOOIOO'n": ‘] . o0
O-Gly
IAGRGDSWYGLR ! |
S — CD44 v3w6v7 baglanma
ovf135 odfi7 bolgesi
04,58 91

Integrinler OPN’e

baglanabilir * = serfthr fosforilizasyonu

Sekil 5: OPN’nin yapisi. Soldan saga: N-terminal sinyal dizisi OPN salgilandiginda ayrilir
ve proteinin salgilanmasini diizenler; aspartat rezidiileri bakimindan zengin olan bolge
hidroksiapatitin baglanmasindan sorumludur; O-glikozillenmeye ugrayan GRGD dizisi
integrinlerin baglanmasindan sorumludur; C-terminalden YGL dizisine kadar olan
trombin ayrilma bolgesi; C-terminal bolgesine dogru CD44 varyantlarinin baglandigi
bolge. Metalloproteinazlar ile ayrilmaya yatkin bolgeler ve serin/treonin fosforilizasyon

bolgeleri gri noktalar ile gosterilmistir (59).
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Sekil 6: A) OPN’nin yapisal 6zellikleri. Kalsiyum baglanma bolgeleri gri renkte, diger
matriks baglanma bolgeleri siyah renkte gosterilmistir. Ayrica fosforilizasyon bolgeleri de
“P” ile gosterilmistir. B) OPN’nin aminoasit dizisi. Baglanti dizileri renkli olarak
gosterilmistir. Oklar ayrilma bdlgelerini gostermektedir. Trombin ayrilma bolgesi mavi,

MMP ayrilma bolgesi kirmizi ok ile gosterilmistir (68).

Molekiil, post-translasyonel modifikasyon (PTM) olarak O-glikozillenme (69),
ser/thr fosforilizasyonu (69) ve stilfatlanmaya (70) ugrar ve bu modifikasyonlar OPN’nin
fonksiyonunu etkiler (71). PTM bdlgeleri bir¢ok tiirde olduk¢a korunmustur; ancak
modifikasyon derecesi doku ve hiicre tipine veya farklilasma evresine baghdir (59).
OPN’nin fosforilizasyonu molekiiliin yapisini, 6zelliklerini ve sinyal etkinligini degistirir
(59) ve dogrudan mineralizasyonda etkisini gostermektedir; OPN’nin defosforilizasyonu
sonrast hidroksiapatit kristellerinin biiylimesini inhibe edici etkisi azalmigsken (72), OPN
fosforilizasyonu ile kalsiyumoksalat monohidrat (COM) kristallerinin inhibisyonunu

belirgin sekilde arttirmistir (73).
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4.8.2. Osteopontin’in Regiilasyonu

OPN ekspresyonunun diizenlenmesi giiniimiizde hala anlasilmamis olup ¢esitli hiicre
tipleri arasinda degisiklik gostermektedir. OPN’nin ekspresyonu, transkripsiyon orani,
MRNA sentezi, stabilitesi ve translasyon ve post-translasyonel modifikasyonlar cesitli
hormon, sitokin ve biiylime faktorleri tarafindan etkilenir (74). Genel olarak steroidler,
retinoik asit ve glukokortikoidler ve sekosteroid hormon 1,25-dihidroksivitamin D3 kemik
hiicrelerindeki OPN ekspresyonunu arttirir (75, 76). OPN ekspresyonu ayni zamanda
cesitli blyiime ve differansiyasyon faktorleri olan epidermal growth factor (EGF),
platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor-fs (TGF-Bs), bone
morphogenetic proteinler (BMPs) ve enflamatuvar sitokinler ile upregiile edilir (74). OPN
ekspresyonu hormonlar ve sitokinler ile up-regiile edilirken kemik (77) ve bobrekte (78)
bisfosfonat ile baskilanir (Sekil 7).
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Sekil 7: OPN’in a3 integrini araciligi ile sinyal iletim yolagi. OPN’nin oyf3 gibi
integrinler ile baglanmasi fokal adhezyon kinaz (FAK), paksilin, tensin ve Src’nin
fosforilizasyonuna yol agarak proliferasyon, sitoskeletal organizasyon, motilite ve

apoptozun bloke edilmesini baglatir (62).
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4.8.3. Osteopontin’in Fonksiyonlari

OPN, kemigin yeniden sekillendirilmesi ve rezorpsiyonunu diizenleme (79), diiz kas
hiicrelerinin kalsifikasyonunu inhibe etme (80), biyomineralizasyonu diizenleme (81),
tiimor olusumu ve transformasyonu (82), apoptoz (83), indiiklenebilir nitrikoksitsentaz
(INOS) ekpresyonunun inhibisyonu (84) gibi bir¢ok gorevi bulunmakla beraber;
makrofajlar, notrofiller, dendritik hiicreler, natural killer (NK) hiicreleri, T ve B
lenfositlerde 6nemli 6l¢iide eksprese olur ve hiicresel bagisiklikta rol oynar (Sekil 8) (59).
Birgok kanser tipi ve inflamatuvar hastaliklarda biyomarker olarak tanimlanmistir (64, 85).

Ayrica, OPN’nin asir1 veya diizensiz ekspresyonu; miiltipl skleroz (MS) (86),
sistemik lupus eritematozus (SLE) (87), romatoid artrit (RA) (88), otoimmun
lenfoproliferatif sendrom (APLS) (89) gibi otoimmun hastaliklar; yiiksek OPN serum
diizeyi, Crohn hastaligi (90), obezite (91), kardiyovaskiiler hastaliklar (92), bobrek hasari

(93) gibi kronik inflamasyon ile karakterize olan hastaliklar ile iligskilendirilmistir.

Biomineralizasyon Lokosit fonksiyonu
*Normal kemik *Makrofaj sitokin tiretimi
rezorpsiyonun regiilasyonu *T hiicre aktivasyonu
*Kardiyovaskiiler *Th1 yanitin uyarilmasi
kalsifikasyon ve {iriner

kristalizasyonun inhibisyonu \ /
—

Lokositlerin bir araya
iINOS Regiilasyonu toplanmasi
*Epitel hiicreler *Makrofaj

Makrofajlar *T Hiicresi
Hiicrenin Yasamim
Siirdiirmesi
Kanser Biyolojisi *Epitel hiicreleri
*Tiimor invazyonu Doku yenilenmesi *Endotel hiicreleri
*Metastatik yayilma *Hiicre proliferasyonu *Diiz kas hiicreleri
*Fibroz

Sekil 5: OPN’nin Cesitli Onemli Biyolojik Fonksiyonlar1 (54) (Modifiye edilmistir).
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4.8.4. Osteopontin’in Bobrek Tas1 Olusumundaki Rolii

Bobrek tasi olusumunun erken evrelerinde OPN, Tamm-Horsfall protein, bikunin,
iiriner protrombin fragment-1 gibi birtakim uyarici faktorler kalsiyum kristallerinin distal
renal tubiiler hiicrelerine adhezyonunu ve ¢okmesini tesvik eder (94). Bu kristaller ile
distal renal tubiiler hiicreler arasindaki iligkisinin bobrek tasi olusum siiresince dnemli bir
faktor oldugu diistiniilmektedir (95, 96).

OPN, kalsiyum tasi matriksinin 6nemli bir bileseni olup Onemli Olgiide renal
tubtillerde ozellikle distal tubiillerde Henle kulpunun yukari dogru ¢ikan ince kolunda
eksprese olur (97) ve CaOx kristalizasyonunu inhibe edecek kadar yeterli miktarda idrara
salgilanir (98). Bu miktar, tas olusumu goriilen hastalarda, saglikli bireylere gére daha
diisiik saptanmistir (99). Yapilan in vitro g¢alismalar, OPN’nin {iriner formu olan
tiropontin’nin CaOx krsitallerinin niikleasyon, biiyiime ve agregasyonunu ve dogrudan
CaOx kristallerinin renal epitel hiicrelerine baglanmasini inhibe ettigi gosterilmistir
(100-102). Poliaspartik asit sekansindaki kalsiyum baglama ozelligi ve serin
fosforilizasyon baglanma bolgeleri ile dogrudan ilgili oldugu diisiiniilen bu inhibisyonun,
aslinda spesifik olarak kristal yilizey-asidik protein (6zellikle HA {100} yiizeyi) ve fosforile
proteinlerin-{010} ylizey baglantilarina sebep oldugu diisiinilmektedir (103, 104).
OPN’nin, CaOx kristalizasyonunu, renal tubiiler hiicrelere CaOx monohidrattan (COM)
daha az baglanma ozelligine sahip CaOx dihidrat (COD) evresine yonlendirip COD
olusumunu uyardig1 ve bu yolla da CaOx tas olusumunu engelledigi bilinmektedir (105).

Diger taraftan bazi in vitro ¢alismalarda OPN’nin CaOx kristallerinin ¢okelmesini ve
renal tubiiler hiicre membranlarina baglanmasini tesvik ederek tas olusum siirecinin erken
evresinde onemli rol oynadig1 gosterilmistir (106, 107). Dolayistyla OPN’nin tas olusumu

stirecinde inhibitdr mii yoksa tetikleyici rol mii oynadigi hala tartismali bir konudur.
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4.8.5. OPN ve Urolitiyaizs ile Iliskili Genetik Calismalar

Urolitiyazis ile OPN arasindaki iliskiyi gosteren ilk c¢alisma Yamate ve ark.
tarafindan Japon popiilasyonunda yapilmistir. Tek zincir konformasyonel polimorfizm
(SSCP) ve dizileme yontemi ile OPN geninde 250. pozisyonunda (Ala250) yer alan
aminoasitte sinonim bir degisime yol acan substitiisyon (GCC—GCT; rs1126616)
saptanmig; Urolitiyazis hastalarinda tasinma sikhigi saglikli bireylere gore yiiksek
bulunmustur ve bu polimorfizmin (rs1126616) ilk kez tas hastaliginda ailesel olarak
kalitildig1 gosterilmistir (108).

Gao ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada; OPN geninde 9402 ve 9171. pozisyonda
bulunan sinonim olmayan bir degisiklige neden olan iki tane SNP ve bunlarin kalsiyum
tas1 gelistiren bireylerde taginma siklig1 arastirilmistir. 9171. pozisyonda bulunan SNP ile
kalsiyum tas1 gelistiren hastalarda saglikli bireylere gore anlamli bir farklilik saptanmamis
iken 9402. pozisyonda bulunan SNP tas hastalarinda kontrol grubuna gore yiiksek
bulunmus ve iirolitiyazis ile iligkili oldugu gosterilmistir (109). Ayn1 grubun yaptig1 diger
bir ¢alismada 11 kb uzunlugundaki OPN geni, Japon popiilasyonunda sekanslanarak 6
tanesi yeni (novel) (olmak tizere toplamda 61 SNP saptanmistir. Novel SNP’lerden 2
tanesinin OPN geninin promotdr bdlgesinde oldugunu ve bu polimorfizmlerin iirolitiyazis
hastalarinda saglikli bireylere gore yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica 4 tane haplotip-
tagging SNP (htSNP)’de yaptig1 asosiyasyon analizi sonucunda; bir haplotipi koruyucu,
diger bir haplotipi ise risk haplotipi olarak saptamislardir. Bu ¢alisma, OPN’i tas
hastaliginda hem koruyucu hem de risk faktorii olarak gosteren ilk genetik calisma oldugu
i¢in 6nemlidir. (110).

Lee ve ark’nmin yaptigi c¢alismada ise, Kore popiilasyonundaki {irolitiyazis
hastalarinda OPN geninde 9250. pozisyondaki SNP’nin taginma sikligi arastirilmis ve
tirolitiyazis hastalarinda mutant allelli tasima frekansi saglikli bireylere gore daha ytiksek
bulunmustur (111).

Heniliz yaymlanmis olan Liu ve ark. tarafindan Tayvan’da yapilan c¢aligsmada,
transkripsiyonel aktivite ve gen ekspresyonu iizerine fonksiyonel etkisi olan OPN’nin
promotor bolgesindeki -66T/G, -156delG/G, -443T/C polimorfizmleri, iiriner parametreler
ile karsilastirilarak kalsiyum tas1 olusumundaki etkileri arastirilmistir. Urolitiyazis hastalar

ve saglikli kontroller arasinda -66T/G ve -443T/C genotip dagilimlari agisindan anlamli bir
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farklilik saptanmamis iken -156delG/G genotip dagilimi karsilastirildiginda, delG/delG
genotipini tasiyan hastalarin kalsiyum tasi gelistirme riskinin daha yiliksek oldugu
gosterilmis ve bu polimorfizmin genetik marker olarak kullanilabilecegini ileri

stirmiiglerdir (112).
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5. MATERYAL VE METOD

5.1. MATERYAL VE LABORATUVAR EKiPMANLARI

5.1.1. Aletler

Santrifiijler

PCR

Spektrofotometre
Elektroforez Ekipmanlari
Jel Sistemi
Goriintiileme Sistemi
Jel Fotograf Sistemi
Pipetler

Vorteks

Distile Su Cihazi
Hassas Terazi

Su Banyosu
Mikrodalga
Buzdolaplar1
(-20C*,-80 C*, +4 C°)

Beckman Coulter

Techne 512 Thermo Cyler Thermo Scientific

Picodrop Microlitre Spectrophotometer

Thermo Scientific
Thermo Scientific
FotoDyne Incorporated
Mitsubishi

Thermo Scientific
Niive

Niive

Radwag

Precitherm

Argelik

Arcelik, SANYO, Regal

5.1.2. Kimyasallar, Enzimler ve Markerlar

Agaroz

Bromfenol Mavisi
dNTP

EDTA

Etidiyum Bromid
Glasiyal Asidik Asit

Multicell
Fermentas
Fermentas
Multicell
ApliChem

Carlo Erba Reagenti



Etanol

Isopropanol

MqCl,

NH,CI

KHCO3

PBS Tablet

Primerler

Tris baz

10X PZR Tamponu
10X Enzim Tamponu
Inhibitor Removal Buffer
Wash Buffer

Elution Buffer

Taq polimeraz

Alu |

Proteinaz K

DNA Molekiiler Agirlik Standarti

pUC Mix Marker, 8, ready-to-use

Fragment Sizes
b bp ng/05pg % bp
1118
=118
1kb = o8
=1 — 118 6875 138 e
1= @2 108 i
5203 5 A5
= ~ 501 124 404
o =5 489 607 120
" 04 5015 10.0 -
[ kel 82 -
=&t 2 305 60 o
T 190 26 47
= W7 1825 37 190
- =120 1M1 138 28
10 1365 27 147
—_ 7 @ B B3 17
-0 & m
100bp — .- 110
= 0.5n/ane, &
- Bem lenglh gel, @
- 1% TEE, Su/cm, 1.50r3 E
=
— 3
N £ 34,34
- bos .
IR 20cm length gel,
* The 489 and 501 bp bands migrate
10bp =

anomalously (1,2, 3)

** The 26 and 19 bp fragments are not visible

on gels (they make 0.9%)

k!

Merck

Sigma

Fermentas

Pancreac

Sigma

Zymed

Integrated DNA Technologies, Inc XX IDT
Multicell

Fermentas

Fermentas

Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit)
Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit)
Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit)
Fermentas,Roche

Fermentas

Roche (High Pure PCR Template Preparation Kit)

Fermentas



5.1.3. Kullanilan Kitler

DNA izolasyonu i¢in ROCHE High Pure PCR Template Kit kullanilmistir.

5.1.4. Cozeltilerin Bilesenleri ve Hazirlanisi

1) Etidiyum Bromid

Etidiyum bromid konsantrasyonu 10mg/ml olacak sekilde dH,O ile sulandirildi.
2) Gey’s Soliisyonu

NH,CI 8,291 gr
KHCO; 1,001 gr
1000 ml dH»0 ile tamamlanir ve otoklavlanir.

3) TAE (Tris-Asetat-EDTA) Cozeltisi (500 ml, 5X)

Tris baz 242 gr
Glasiyal Asetik Asit 57.1 ml
4) EDTA 100 ml (0.5 M, pH 8.0)

1000 ml dH,0 ile tamamlanir ve pH 8.0’¢ ayarlanir.
5) Proteinaz K

100 gr liyofilize Proteinaz K 20 ng/ml olacak sekilde 4.5 ml dH,O ile sulandirilir.

6) Inhibitor Removal Buffer

Kullanilmadan 6nce 20 ml %100 etanol eklendi.

7) Wash Buffer

Kullanilmadan 6nce 80 ml %100 etanol eklendi.

8) PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu)

1 adet tablete 100 ml dH,0 ilave edildi.
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5.2. CALISMA GRUBU

Calismamiza, Bakirkdy Dr. Sadi Konuk Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji
Klinigi’'ne bagvuran 64 iirolitiyazis hastast ve 50 saglikli kontrol alinmistir. Hasta grubunu
olusturan kisilerin 18’1 kadin (K) 46°s1 erkek (E) iken saglikli kontrollerin 22’si kadin 28’1
erkekten olugsmaktadir. Hasta ve saglikli kontrollerin; yaslari, 6zge¢cmisleri, aile oykiileri,
sigara kullanip kullanmadiklar1 kayit edildi. Calismaya dahil edilen tiim kisilerin boy ve
kilolar1 &l¢iiliip, viicut kitle indeksi (VKI) hesaplandi. Urolitiyazis hastalarinin tas cinsleri
analiz edildi. Hasta ve kontrol gruplarina ¢alismanin amaci agiklanarak hasta olur formlar
dolduruldu.

5.3. KULLANILAN iNCELEME YONTEMLERI

5.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanma Kosullari

Hasta ve saglikli kontrollerin vendz kan 6rnekleri 4 ml’ lik vakumlu steril K3-EDTA”

I1 tiiplere alindi. + 4 °C’de saklanan kanlardan daha sonra genomik DNA izole edildi.

5.3.2. Uygulanan Laboratuvar Analizleri

Hastalari tas analizleri, Istanbul Universitesi Ileri Analizler Laboratuvarinda X 1511

difraksiyonu (XRD) yontemi ile yapildu.
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5.4. OSTEOPONTIN GENININ COGALTILMASI VE 9250.
POZISYONDAKI rs1126616 (NCBI-ID) POLIMORFiZMIiN
TESPITI ILE iLGILI YONTEMLER

Hasta ve kontrol grubuna ait kisilerden alinan vendz kan oOrneklerinden, l6kosit
izolasyonunu takiben genomik DNA izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA 6rneklerinin
kantifikasyonu yapildi. DNA o6rnekleri, kalitelerinin kontrolii i¢in housekeeping bir gen
olan B Globin geni ile amplifiye edildi. Daha sonra, 252 b¢’lik OPN gen iiriiniini
cogaltmak amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandi. Cogaltilan iirlinlere,
9250. pozisyondaki genotiplerin belirlenmesi amaciyla restriksiyon parca uzunluk

polimorfizmi (RFLP) yontemi uygulandi.
5.4.1. Lokosit Izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan alinan 4 ml kan orneklerinden, Gey’s soliisyonu ile
eritrositler patlatilip uzaklastirilarak 16kositler elde edildi. Alinan 4 ml kan 6rneklerinin
tizerine 2 kat1 kadar (8 ml) Gey’s soliisyonu eklendi. Tiipler, iyice ¢alkaladiktan sonra
+4°C’de 20 dakika bekletildi. 3200 rpm’de 10 dakika santrifuj edildikten sonra siipernetant
kismi atildi ve ¢oken Iokositleri homojenize etmek amaci ile tiipe iyice vuruldu. Daha
sonra 4 ml Gey’s soliisyonu eklendi ve 3200 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi. Siipernetant
atildi, tizerine 1000 ml fosfat tampon soliisyonu (PBS) eklendi ve vorteks yapildi. PBS
icerisinde ¢oziinen 16kositler ependorf tiiplere aktarildi ve 10000 rpm’de 5 dakika santrifuj
edildikten sonra siipernetant atildi. Elde edilen l6kositlerden DNA izolasyon asamasina

gecildi.
5.4.2. Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu High Pure PCR Template Preparation Kit (ROCHE) kullanilarak
yapildi. Elde edilen 1okositlerin sayis1 105-107 ise 300 ul PBS, 10* - 10° ise 200 pl PBS ile
¢ozdiiriildii ve vorteks yapildi. Uzerine sirastyla 200 ul Binding buffer ve 40 pl Proteinaz
K eklendi ve pipetaj yapildi. 70°C*de 10 dakika inkiibe edildikten sonra 100 pl isopropanol

eklendi, 6rnek toplama tiipliniin (collection tube) igine yerlestirilen filtre (filter tube)
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tiipline aktarildi ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildi. Filtre tlipli yeni bir toplama
tiipline alindiktan sonra 500 pl Removal buffer eklendi ve 14000 rpm’de 1 dakika santrifuj
edildi. Steril toplama tiipii yerlestirildi ve 500 ul Wash buffer eklendi. 14000 rpm’de 1
dakika santrifuj edildi (Yikama asamasi iki kez tekrarlandi1). Toplama tiipii degistirildi ve
herhangi bir soliisyon eklenmeden 14000 rpm’de 10 saniye santrifuj edildi. Ependorf tiipe
gecirilen filtre tiipe 200 ul Elution buffer eklendi ve DNA’nin baglanmasi i¢in 5 dakika
bekletildi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifuj edildikten sonra filtre tiipii atildi.

5.4.3. DNA Miktarmin Olciilmesi

Izole edilen DNA’nmin konsantrasyonu ve safliit  Picodrop Microlitre
Spectrophotometer Version 3.0 ile odlgiildii. Her bir 6lglimde 1ul DNA O6rnegi, blank
soliisyonu olarak da Elution buffer (Roche) kullanildi. izole edilen DNA 6rneklerinin
konsantrasyonu 260 nm optik dansitesinden (OD), saflig1 ise 260 nm / 280 nm dalga
boyundaki OD oranindan tespit edildi. DNA konsantrasyonu formiil a’da, saflig1 ise formiil

b’ de gosterilen sekilde hesaplanmaistir.

(@) DNA konsantrasyonu (ng/ul) = Ageo x Sulandirim orani x 50
(b) DNA safligi = A0 x Sulandirim orani x 50 / Ago X Sulandirim orani x 50

5.4.4. Primerlerin Hazirlanmasi

Izole edilen DNA 6rneklerinin kalitesini kontrol etmek amaciyla yapilan B Globin
PZR primerleri ve OPN rs1126616 genotiplerinin belirlenmesi i¢in kullanilan ileri ve geri
primerler DNaz, RNaz icermeyen ¢ift distile su ile ¢oziindiiriilerek stok primerler
hazirland1 (100 pmol/ul). Daha sonra stok primerler tekrar ¢oziindiiriilerek (10 pmol/pl)
-20°C’de saklandu.

Bu calismada B Globin PZR’inda ve OPN rs1126616 genotiplerinin belirlenmesi

amaci ile kullanilan oligoniikleotit primerlerin dizileri asagida verilmistir (Tablo 1).
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Tleri primer Geri primer

B Globin
_ ) 5-GAAGAGCCAAGGACAGGTA - 3/ 5'- CCACTTCATCCACGTTCACC - 3'
primerleri
Osteopontin
rs1126616 5'- TACCCTGATGCTACAGACGAGG -3’ | 5'- CTGACTATCAATCACATC GGAATG - 3'

primerleri

Tablo 1: Oligoniikleotit Primerlerin Dizileri

5.4.5. OPN geninde 9250. Pozisyondaki rs1126616 Polimorfizminin Bulundugu

Bolgenin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Hasta ve saglikli kontrollere ait DNA 6rnekleri dncelikle kalitelerinin kontrolii i¢in
housekeeping bir gen olan B Globin geni ile daha sonra OPN geninde 9250.konumdaki
polimorfik bolge PZR yontemi ile amplifiye edildi. Standart 25 ul’ lik PZR karigimi 0.5
ml’ lik ince duvarli PZR tiiplerinde Tablo 2’ de belirtildigi gibi hazirlandi.
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Kullanilan temel Stok Kullanilan .
] Final konsantrasyon
komponentler konsantrasyon miktar
10 X PZR Tamponu 10X 2.5 ul 1X
MgCl, 25 mM 1.5l 1.5 mM
fleri primer 10 pmol/ul 1pl 0.5uM
Geri primer 10 pmol/ul 1 ul 0.5uM
Taq polimeraz 5 Ulul 0.15 ul 0.05 U/l
dNTP mix 2 mM 2 ul 40 uM
Cift distile su — 14.85 ul —
Kalip DNA 50 ng/ul 2 ul 100 ng
TOPLAM 25 pl

Tablo 2: B Globin PZR ve OPN PZR Reaksiyon Karisimi igerigi
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5.4.6. PZR Kosullari

B Globin PZR’1 ve OPN PZR’nin kosullar1 sirasiyla Tablo 3 ve 4’ de gosterilmistir.

Dongii sayis1 Derece Siire Evre
Baslangi¢
1 95°C 3 dak s
denatilirasyonu
95°C 45 sn Denatiirasyon
Primerlerin
40 56 °C 30 sn
baglanmasi
72 °C 30sn Uzama
1 72 °C 10 dak Sonlanma
1 4°C oo Saklanma 1s1s1

Tablo 3: B Globin PZR Kosullar1
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Dongii sayis1 Derece Siire Evre
Baslangi
1 95°C 4 dak FAnels
denatiirasyonu
95°C 30 sn Denatiirasyon
Primerlerin
40 60 °C 45 sn
baglanmasi
72 °C 30 sn Uzama
1 72 °C 10 dak Sonlanma
1 4°C oo Saklanma Isis1

Tablo 4: OPN PZR Kosullar1

5.4.7. PZR Uriinlerinin Yatay Agaroz Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

Jel elektroforezinde kullanilacak agaroz jelin konsantrasyonu, ayristirilmak istenen
parcanin biiylkliigline gore degismektedir. Bu calismada, DNA kalitesini kontrol etmek
amac1 ile yapilan B Globin PZR iiriinleri %2’lik agaroz jellerde, ¢ogaltilan OPN gen
tirtinleri ise %2.5’1uk jellerde, enzim kesimi tirlinleri %3’liik jellerde yiiriitiildi ve jeller
ultraviyole (UV) 1s1k altinda incelendi.

% 2.5’lik agaroz jel; 1.25 gr agaroz ve 50 X ana stoktan sulandirilmis 50 ml 1X TAE
icerisinde ¢ozilindiirlilerek hazirlandi. Elle tutulabilecek sicakliga geldiginde 2 pl etidiyum
bromid (EtBr) eklenerek iyice karistirildi. Kuyucuklar1 olusturacak taraklar kasete
yerlestirildi ve jel {izerine dokiildii. Jel donduktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarildi.

5 pl PZR friinleri 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilip kuyucuklara yiiklendi ve

Thermo Scientific elektroforez sistemi ile 90 V gerilimde 1X TAE tamponu igerisinde 30
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dakika yiiriitiildii. PZR {irlinlerinin biiyiikliikleri PUC8 DNA molekiiler agirlik standarti ile
karsilastirilarak belirlendi.

5.4.8. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Analizi

OPN geninde 9250. pozisyondaki rs1126616 polimorfizminin belirlenmesi amaci ile
cogaltilan 252 bg’ lik PZR iiriinleri Alu I enzimi kullanilarak kesildi (Sekil 2). 10 ul PZR
triinii 10 pl/U Alul enzimi ile 37 °C’de su banyosunda 6 saat boyunca inkubasyona

birakildi.

5AG|CT3
3T C|GAS

Sekil 2: Alu I Enziminin Kesim Bolgesi

5.4.9. Bobrek Taslarinin Analizi

Tas kompozisyonunun kalitatif ve kantitatif bilgilerinin eksiksiz ve dogru olmasi
etiyolojilerinin ve koruyucu onlemlerin alinmasi agisindan oldukc¢a onemlidir. X 1s1n1
difraksiyon (XRD) yontemi kristal yapiya sahip maddeleri analiz etmek i¢in oldukca sik
kullanilan ve X 1sinlarinin kristal kafes {izerinde dagilimlarina dayanan bir yontemdir
(113). Bu yontemin kristal yapiya sahip olan iiriner sistem taglarinin analizine uygulanisi

ilk kez 1947 yilinda Prien ve Frondel tarafindan gergeklestirilmistir (27).

5.4.10. istatistiksel Analiz

Istatiksel analiz SPSS 10.0 programinda yapilmistir. Hasta ve saglikli kontrollerin
yas, viicut kitle indeksi (VKI) ortalamalar1 Student’s t test, hasta ve kontroller arasinda
genotip dagilimlar ki-kare testi kullanilarak yapilmistir. Hardy Weinberg dengesine gore
allel frekanslarindan beklenen genotip dagilimi hesaplandi. Genotip dagilimlarindaki
standart sapma Kki-kare testi kullanilarak saptandi; P degeri 0.005’in altinda olmasi
(p<0.005) istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Bu calismada 62 adet kalsiyum oksalat tas1 ile 2 adet struvit tas1 diisiiren toplamda 64
tane lirolitiyazis hastasi ile aile dykiisiinde tag hastaligr bulunmayan 50 tane saglikli kontrol

ile ¢aligildi (Tablo 5).

Tas cinsi Kalsiyum Oksalat Striivit

Hasta % 96.87 3.13

Tablo 5: Tas Cinslerinin Hasta Grubundaki Dagilim1

Urolitiyazis hasta grubu yas ortalamalar1 44.15+12.03 olan 46 erkek ve 18 kadin,
kontrol grubu ise yas ortalamalar1 37.14£13.02 olan 28 erkek ve 22 kadindan olusmaktadir.
Tedavi sonrasinda hastalarin %62.5” inde tekrar tas olusumu goriiliirken %37.5 inde
tas olusumu tekrarlanmamistir. Calisma grubumuzu olusturan iirolitiyazis hastalarina ve

kontrol grubuna ait demografik 6zellikler Tablo 6’da verilmistir.

Urolitiyazis Kontrol gurubu
Cins (E/K)
n 46/18 28/22
Yas 44.15+12.03 37.14+13.02
VKI
(kg/m?) 27.1442.71 23.52+2.41

Degerler ortalama £SE olarak ifade edilmistir.

Tablo 6: Hasta ve Kontrol Grubuna Ait Bazi Demografik Ozellikler
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6.1. PZR-RFLP SONUCLARI

Osteopontin rs1126616 genotiplerini saptamak amaci ile dncellikle polimorfizmin
bulundugu bolge PZR ile ¢ogaltildi ve PZR sonucunda 252 bg¢’lik triin elde edildi
(Sekil 3). PZR fiiriinleri Alul restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasi, mutant alleli
tasimayan yabanil tipler (CC); 147 ve 105 bg¢’lik iiriinler, mutant alleli yalniz bir allelinde
tasityan heterozigotlar (CT); 147, 105, 61 ve 44 bg¢’lik iirlinler ve mutant alleli her iki
allelinde de tasiyan homozigotlar (TT) ise 147,61 ve 44 bg¢’lik iirlinler olusturmaktadir
(Tablo 7).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

..o
mpp——l LU L R Ll o d e N — 252b¢

Sekil 3: OPN 9250. konumdaki polimorfik bolgenin PZR {irlinlerinin %?2.5’luk agaroz jel
goriiniitiisii. M: PUC 8 DNA molekiiler agirlik standarti, kuyu 1-19: 252 b¢’ lik PZR

tiriinleri
Yabanil tip Heterozigot Mutant ~ Homozigot Mutant
CC CT TT
147 be — — —
105 bg —_— —_—
61 bg — —
44 be - .

Tablo 7: OPN PZR Sonrasinda Alu I Enzim Kesimi Sonucu Ortaya Cikan Uriinler
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Allellik polimorfizmler, 9250. konumdaki CT polimorfizminin her iki allelde de
bulunmamas1 (yabanil tip); her iki allelde bulunmasi (homozigot mutant) ve sadece bir

allelde bulunmasi (heterozigot mutant) seklinde aciklanabilir (Sekil 4).

- - ~,, . | — 147b¢

—> 105hbg

61 b¢

Sekil 4: PZR iiriinlerinin Alu I ile kesimi sonucu elde edilen tiriinlerin %3’liik agaroz jel
goriintiisii. M: PUC8 DNA molekiiler agirlik standarti, kuyu 1-2: TT genotipi (homozigot
mutant) 44 b¢’lik bant goriintiilenemedi); kuyu 3: CT genotipi (heterozigot mutant) 44
bg’lik bant goriintiilenemedi, kuyu 4: CC genotipi (yabanil tip).

Urolitiyazis hastalarinda 24 kisi yabamil tip, 28 kisi heterozigot ve 12 kisi homozigot
mutant; kontrol grubunda ise 40 kisi yabanil tip, 2 kisi heterozigot ve 8 kisi homozigot
mutant olarak bulunmustur. Hasta ve kontrol grubuna ait 9250. konumdaki OPN
rs1126616 genotiplerinin dagilim sikliklar1 Grafik 1’de gosterildigi gibidir. Hasta ve
kontrol gruplarinda CC genotip sikligi, CT ve TT genotiplerine gore anlamli olarak fazla
bulundu. Kontrol grubunda CC genotip siklig1 en fazla, CT genotip siklig1 ise en diigiik
oranda gézlendi (p<0.001) (Tablo 8). Hasta grubunda en az bir mutant alleli tasima siklig1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiikksek bulunmustur (p<0.001)
(Sekil 5) (Tablo 8). Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip ve allel frakanslari
bakimindan Hardy-Weinberg kuralina uyumluluk goriilmiistiir (p<0.005) (Tablo 9).
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Hasta grubundaki kadin ve erkekler arasinda hem genotip dagilimi hem de en az bir
mutant alleli tasima siklig1 agisindan anlamli bir farklilik bulunmamstir (sirasiyla p=0.207
ve p=0.239). Tas hastalig1 niikkseden ve niiksetmeyen hastalar, hem genotip dagilimi hem
de en az bir mutant alleli tasima siklig1 acisindan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak

anlaml1 bir farklilik saptanmamustir (sirastyla p=0,133 ve p=0.131).

0670 0662.5 2062.5

2660

2043.8

9650 2637.5

2040

2630 L) R - 2620

2620

2610
260

%4

CcC T cT TT+CT

m Hasta grubu Kontrol grubu

Sekil 5: Hasta ve Kontrol Grubuna Ait OPN Genotip Dagilimlar

OPN rs1126616 Hasta Grubu Kontrol Grubu p
n (%) n (%)
Genotip
cC 24 (37.5) 40 (80)
CT 28 (43.75) 2 (4)
TT 12 (18.75) 8 (16) <0.001
CT+TT 40 (62.5) 10 (20)

¥ testi ile hesaplandi p<0.005

Tablo 8: Hasta ve Kontrol Grubunda OPN Genotip ve Allel Frekanslarinin Dagilimi
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Allel frekans | Heterozigot Homozigot Allel pozitifligi Armitage’s
farkhihig trend testi
Risk alleli - T
C/IT CC/ICT CC/ITT CCICT+TT Genel odds
ratio
OR=3.117 OR=23.333 OR=2.500 OR=6.667 OR=1.813
C.1.=(1.676- | C.1.=(5.097- C.1.=(0.894- C:1:=(2.827-
5.796) 106.812) 6.987) 15.724) chi2=9.78
chi2=13.51 chi2=25.76 chi2=3.15 chi2=20.59 p=0.00177
p=0.00024 p=3.864e-07 p=0.07593 p=5.686e-06
Risk alleli - C
T/C TT/CT TT/CC CCH+TTI/TT Genel odds
ratio
OR=0.321 OR=9.333 OR=0.400 OR=0.825 OR=0.526
C.1.=(0.173- | C.l.=(1.721- C.1.=(0.143- C.1.=(0.309-
0.597) 50.614) 1.118) 2.205) chi2=9.78
chi2=13.51 chi2=8.33 chi2=3.15 chi2=0.15 p=0.00177
p=0.00024 p=0.00389 p=0.07593 p=0.70167

OR: odds ratio; C.I.: konfidans aralig1 (confidence interval)

Tablo 9: OPN rs1126616 Genotip ve Allel Frekanslarinin Dagilim1
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Hasta ve kontrol gruplarinin viicut kitle indeksleri (VKI) hesaplanarak 25 kg/m*den
kiigik (VKIi<25 kg/m?) ve 25 kg/m® den biyik (VKi>25 kg/m®) olmak iizere
siiflandirildi. En az bir mutant alleli tagima sikhign VKI>25 kg/m2 olan iirolitiyazis

hastalarinda anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.001) (Sekil 6).

9100

2100
#6920 o %76.7
2430 200606.7
%70
%60 0et0
2030 2333 e

2640 p 26233

630
620 060
%10

©60

VKI=25Hasta VKI<25Hasta VKI=25 VKI<25
Kontrol Kontrol

BCC mTT+CT

Sekil 6: Hasta ve Kontrol Grubu VKIi>25 kg/m® ve VKi<25 kg/m® Olarak
Gruplandirildiginda OPN rs1126616 Polimorfizmini “En Az 1 Allelinde” Tagima Sikliklar
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7. TARTISMA

Urolitiyazisin erken evrelerinde bir takim uyarici faktorler, kalsiyum kristallerinin
gelisimi, agregasyonu, distal renal tubiiler hiicrelere adhezyonu ve ¢okelmesinde rol oynar.
Osteopontin (OPN) 40 kiloDalton (kDa) agirliginda bir glikoprotein olup normal ve
anormal kalsifikasyonun diizenlenmesi gibi birgok biyolojik siiregte rol oynamaktadir (54).
Uriner sistemde ise OPN idrarm temel bir bileseni olup, bobrekte sentezlenir ve renal epitel
hiicreler araciligiyla idrara salinir (54, 114). Yapilan in vitro g¢alismalarda, OPN’nin
kalsiyum kristallerinin niikleasyonu, agregasyonu ve renal epitel hiicrelerine adhezyonunda
inhibitdr olarak etki ettigi gdsterilmistir. idrardaki OPN diizeyi ise iirolitiyazis hastalarmda
saglikli bireylere gore diisiik saptanmis ve tas olusumunda protektif rol oynayabilecegi ileri
striilmiistiir (100, 115). Bunlarin tersine bazi in vitro calismalarda, OPN’nin CaOx
kristallerinin ¢okelmesini ve renal tubiiler hiicre membranlarina baglanmasini tesvik
ederek tas olusum siirecinin erken evresinde O6nemli rol oynadigi gosterilmistir (107).
Biitiin bu ¢aligmalara gére OPN’nin tas olusum siirecinde promotdér mii yoksa inhibitor
olarak m1 rol oynadigi tam anlamiyla kesinlik kazanmamastir.

Ik kez 2000 yilinda Yamate ve ark. tarafindan Japon popiilasyonunda yapilan tek
zincir konformasyonel polimorfizm (SSCP) ve dizileme yontemi ile OPN geninde
250.aminoasiti (Ala250) kodlayan bolgede sinonim bir degisime neden olan GCC—GCT
substitiisyonu (rs1126616; 9250.niikleotid) saptanmis ve bu polimorfizmin ailesel olarak
kalitildig1 gosterilmistir. Bu polimorfizmin sikligy, aile dykiisiinde tirolitiyazis gegmisi olan
(FSF) 25, tas olusumu tekralanan (RSF) 40 hasta ile 36 saglikli kontrolde arastirilmistir.
Orjinal kodon olan GCC frekansi, kontrol grubunda 0.528, FSF grubunda 0.3 ve RSF
grubunda 0.35 olarak saptanmis ve kontrol grubundaki insidansi diger iki gruba gore
anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0.05). GCT frekansi ise kontrol grubunda 0.472,
FSF grubunda 0.7 ve RSF grubunda 0.65 olarak saptanmis ve {iirolitiyazis hastalarindaki
insidans1 anlamli olarak yiikksek bulunmustur (p<0.05). Calismalarinda {irolitiyazis
hastalarinda Ala250 polimorfizminin ailesel olarak kalitildiginin gosterilmesi ile hastaliga
yatkinlik genlerinin tanimlanarak diagnostik bir yontem olarak kullanilabilecegini 6ne
stirmiislerdir (108). Bu calisma ile Japon iirolitiyazis hastalarinda OPN rs1126616

polimorfizmi tagima siklig1 bizim ¢alismamizla uyumlu olarak yiiksek bulunmustur.
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Bizim calismamizda ise, 64 iirolitiyazis hastasindan 9%62.5’i OPN rs1126616
polimorfizmini en az bir allelinde tasirken saglikli kontrollerde bu oranmn %20 oldugu
saptanmistir. Bu polimorfizmi tasimayan iirolitiyazis hastalart (%37.5) ise saglikl
kontrollere (%80) gore yaklasik 2.2 kat daha diisiik bulunmustur. Kadin ve erkekler
arasinda ve tekrarlayan tas hastalarinda OPN rs1126616 polimorfizmini tagima sikligi
arasinda her hangi bir anlamlilik saptanmamistir. Sonug olarak, hem genotip hem de allel
frekanslar1 Tiirk iirolitiyazis hastalarinda saglikli kontrollere gére anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.001) ve bizim toplumumuzda OPN geninde 9250. pozisyonda yer alan
rs1126616 polimorfizminin tag olusumunda bir risk faktorii olabilecegini saptadik. Lee ve
ark. tarafindan Kore’de yapilan benzer bir calismada ise OPN geninde ayni SNP
(rs1126616)’nin tirolitiyazis ile iligkisi aragtirilmistir (111). Hasta grubunda CC, CT ve TT
genotip frekanslari sirasiyla %10.6, %36.6 ve %52.8 iken kontrol grubunda sirasiyla %6.7,
%27.9 ve %65.8 olarak saptanmistir (p<<0.05). C ve T allel frekanslar1 hasta grubunda
sirastyla %28.9 ve %72.1 iken kontrol grubunda %20.7 ve %79.3 olarak bulunmustur
(p<0.05). Bu c¢alismada OPN gen frekanslar1 ile {irolitiyazis arasinda bir iliski
bulunamazken, allel frekanslar1 {irolitiyazis hastalarinda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise hem genotip frekanslart hem de allel frekanslar
tirolitiyazis hastalarinda saglikli kontrollere gore yiiksek bulunmustur. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, Tiirk irolitiyazis hastalarinda riskli genotipin heterozigot olarak
taginmasi bile hastalik riskini 6nemli dlciide arttirabilecegini gostermistir, yani T allelini
tasimak hastaliga olan yatkinligi arttirabilir (OR=9.333, C.1.=(1.721-50.614) p=0.00389).
En az bir mutant T allelinin iirolitiyazis hastalarinda tasinma siklig1 Kore popiilasyonunda
Tiirk popiilasyonuna gore daha fazladir, saglikli kontrollerde ise bu insidans yaklasik 4 kat
daha fazladir. Kore popiilasyonundaki saglikli bireylerde bu polimorfizmin Tiirk
poplilasyonuna goére daha sik goriilmesi Korelilerin {irolitiyazise daha yatkin
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Bu farkliligin sebebi ise beslenme aligkanliklar1 ve
¢evre kosullarin etkisi olabilir.

Gao ve ark. ise OPN geninde farkli SNP’lerin; 9402 (Arg/His) ve 9171 (Asn/Ser)
pozisyonlardaki sinonim olmayan degisime neden olan substitiisyonlarin, kalsiyum tas1
olusumunda risk faktorii olup olmadigim1i 76 tas hastast ve 124 saghkli kontrolde
arastirmistir (109). Calismanin sonucunda, hasta grubunda 9171. pozisyonunda yer alan

SNP ile hasta ve saglikli kontroller arasinda anlamli bir farklilik saptanmamis iken; 9402.
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pozisyonunda yer alan A/G genotipi saglikli kontrollere gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur (p<0.01), fakat klinik o6zellikler ile genotip dagilimi arasinda bir iliski
saptanamamistir.  Ancak  bu  polimorfizmin tag olusturma riski  agisindan
degerlendirilmesinde genetik marker olarak kullanilabilecegini 6ne slirmiislerdir. Ayni
grubun Japon popiilasyonunda yaptig1 diger bir ¢alismada ise 11 kb uzunlugundaki OPN
geni, 45 trolitiyazis hastasi ve 54 saglikli kontrolde dizilenerek 6 tanesi yeni (novel) olmak
tizere toplamda 61 SNP saptanmustir (110). Saptanan novel SNP’lerden, novel 2 (-145T/G)
ve novel 3 (-144G/T) OPN geninin promotdr bdlgesinde lokalize olup bobrek tasi
olusumunda olduk¢a anlamli bulunmustur (sirasiyla p=0.026 ve p=0.0113). Minoér allel
frekanslar1 >%]1 olan 23 SNP’de baglant1 analizi yapilarak, 4 Linkage Disequilibrium (LD)
blogu belirlenmis ve toplamda 11 haplotip-tagging SNP (htSNP) saptanmistir. Daha sonra
asosiyasyon analizi yapilarak, bloklardan bir tanesinde TGTG (odds ratio (OR)=0.0526;
%95 confidence interval (C1)=0.007-0.402; P=0.0001) ve GTTG (OR=3.7947; %95
Cl1=1.31-10.989; p=0.0093) haplotip frekanslarinin tas hastalar1 ve kontrol grubu arasinda
anlamli oldugu gosterilmistir. TGTG haplotip frekansi1 saglikli kontrollerde daha yiiksek
bulundugundan koruyucu, GTTG haplotip frekans1 ise lirolitiyazis hastalarinda yiiksek
oldugundan risk olusturan haplotip olarak saptanmustir. Diger 3 haplotip blogunda,
haplotip frekanslar ile ilgili istatistiksel anlamda bir farklilik bulunmamistir. Risk ve
koruyucu haplotip blogunda c¢alismamizda arastirdigimiz SNP rs1126616 olmamasina
ragmen farkli bir haplotip blogunda SNP rs6532039 ve SNP rs4754 ile birlikte asosiyasyon
analizi yapilmistir. Fakat bu bloktaki haplotip frekanslari ile hasta ve saglikli kontroller
arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Bu ¢alisma, OPN’nin tas hastaligindaki hem
promotdr hem de inhibitor etkisinin olabilecegini gosteren ilk genetik bulgu oldugu icin
oldukca 6nemli olup, risk ve koruyucu ozellikleri olan haplotiplerdeki bireyler arasinda
bilinmeyen bir patogenezin altta yatabilecegi one siirtilmiistiir.

OPN geninin transkripsiyonel aktivitesinin diizenlenmesi ile ilgili mekanizmalarin
arastirilmasi, yatkinlik geni olarak aday gosterilen hastaliklarin genetik calismasinda
yardimci olabilir. Nitekim Giacopelli ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada OPN geninin
promotdr bolgesinde bulunan ve transkripsiyonel aktivitesine etki eden ii¢ polimorfizm
saptanmistir (116). OPN geninde saptanan promotor polimorfizmlerinden -66T/G,
SP1/SP3  transkripsiyon faktoriiniin baglanma afinitesini  degistirdigini; -443T/C

polimorfizminin heniiz bilinmeyen niiklear bir faktoriin farkli bir baglanma bolgesi
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oldugunu ve -156delG/G polimorfizminin ise RUNX2 baglanma bolgesinin i¢inde
bulundugunu gostermislerdir. Daha sonraki ¢alismada Hummelshoj ve ark. tarafindan OPN
geninin promotor bolgesinde bulunan 3 SNP’nin luciferase reporter gene assay yontemi
ile gen ekspresyonu arastirilmistir. Calismalarinda -443C/-156G/-66T haplotipinin diger
haplotipler ile karsilastirildiginda promotdr aktivitesinin  dnemli Olgiide  arttig
gosterilmistir (117). Transkripsiyonel aktivite ve gen ekspresyonu lizerine fonksiyonel
etkisi olan OPN geninin promotor bolgesindeki SNP’lerin tas hastalarinda 6nem kazandigi
Liu ve ark. tarafindan Tayvan’da yapilan c¢alismada gosterilmistir (112). Calismalarinda
promotor bolgesindeki 3 fonksiyonel polimorfizmin (-66T/G, -156delG/G, -443T/C) tiriner
parametreler ile karsilastirilarak kalsiyum tasi olusumundaki etkisi arastirilmigtir. Hasta
grubu (G/G=33, delG/G=110 ve delG/delG=106) ile saglikli kontroller (G/G=47,
delG/G=126 ve delG/delG=74) arasinda 156delG/G genotip dagilimi karsilastirildiginda
anlamli farklilik saptanmisken (p=0.01), -66T/G ve 443T/C genotip dagilimlart agisindan
anlamli bir farklilik saptanmamistir. Ayrica -156delG/G ve -443T/C polimorfizmleri ile
haplotip analizi yapilmis fakat anlamli bir sonug elde edilmemistir (p=0.568). DelG/delG
genotipini tastyan hastalar, G/G genotipini tasiyanlar ile cinsiyet, viicut kitle endeksi
(VKI), giinliik siv1 tiiketimi ve idrardaki {irik asit diizeyi gibi parametreler agisindan
karsilastirildiginda delG/delG genotipini tagiyan hastalarin kalsiyum tasi1 gelistirme riskinin
daha yiiksek oldugu gosterilmistir (OR=1.95, %95 Cl=1.01-3.77, p=0.046). Idrardaki
kalsiyum diizeyini OPN diizeyine oranladiklarinda, bu oranin delG/G ve delG/delG
genotipini tastyan hastalarda tasimayanlara gére anlamli olarak yiiksek oldugu saptanmistir
(p=0.021). Sonu¢ olarak, idrardaki diisik OPN diizeyinin kalsiyum iirolitiyazisi
gelisiminde 6nemli bir risk faktorii oldugunu ve bunun degerlendirilmesinde -156delG/G
polimorfizminin genetik marker olarak kullanilabilecegini gostermislerdir. Ayrica delG
allelini tastyan bireylerin yemek aligkanliklarini ve yasam tarzlarmi degistirerek kalsiyum
tas olusumunun Oniine geg¢ilebilecegini  vurgulamiglardir. Bizim ¢alismamizda
arastirdigimiz OPN rs1126616 polimorfizmi disinda farkli SNP’ler de; 6zellikle promotor
bolgedeki polimorfizmler, transkripsiyonel diizeyde etki ederek tas olusumunda risk
faktorii olarak gosterilmistir.

Tas hastaliginda beslenme aliskanligi énemli bir risk faktorii oldugundan, viicut
dlgiisii artisinin (kilo, boy ve viicut kitle indeksi (VKI) ), yiiksek tas olusum riski ile iliskili

olabilecegi ileri siiriilmiistiir (118). Yapilan ¢oklu lineer regresyon ¢alismalarinda; VKI ile

46



idrardaki iirik asit, sodyum ve amonyum diizeyi, fosfat salinimi, sadece kadinlarda iiriner
oksalat salinimi ve sadece erkeklerde iiriner kalsiyum salinimi arasinda pozitif bir iligki
saptanmis iken; hem kadin hem de erkeklerde idrar pH’s1 ile VKI arasinda ters bir iliski
saptanmis ve sonu¢ olarak VKI artisinin tas olusum riskini arttirabilecegi gdsterilmistir
(119). Urolitiyazis ile VKI arasindaki iliskinin yanisira, OPN proinflamatuvar &zelliginden
dolay1 obezite gibi inflamatuvar hastaliklarla da iliskilidir. OPN, obezitenin erken
evrelerinde makrofajlarda yliksek oranda eksprese olurlar ve sahip oldugu reseptorler
aracilig1 ile makrofajlarin adipoz dokuya gogiinde, infiltrasyonunda ve birikmesinde rol
oynarlar (120, 121). Daha sonraki calismalarda, Kiefer ve ark. obez insan ve fare
modelinde, OPN’nin adipoz dokudaki (AT) ekspresyonunu arastirmiglardir (122).
Calismalarinda morbid obezlerde omental ve subkutan AT’da, diyet ile uyarilmis ve
genetigi degistirilmis obez farelerde periton makrofajlar ve gonadal AT’da; osteopontin
(SPP1), adiponektin (AdipoQ) ve tiimor nekroz faktdr (TNF) gen ekspresyonlari ile serum
OPN seviyesine bakilmistir. Diyet ile uyarilmis ve genetigi degistirilmis farelerde OPN
gen ekspresyonu zayif farelere gore siraysiyla 42 (p<0.01) ve 40 kat (p<0.05); morbid
obezlerde saglikli kontrollere gére subkutan AT da 7 kat (p<0.01), omental AT’ da 3.3 kat
(p<0.001) daha yiiksek bulunmustur. Serum OPN diizeyi ise morbid obezlerde saglikli
bireylere gore 1.7 kat daha yiiksek iken (p<0.05); diyet ile uyarilmis ve genetigi
degistirlimis farelerde anlamlilik bulunamamistir. Bu ¢alisma ile OPN’nin obezite
gelisiminde patofizyolojik bir rolii olabilecegi ve AT inflamasyonu ile ilgili hastaliklarin
tedavisinde 6nemli bir hedef haline gelebilecegi ileri siiriilmiistlir. Biz de calismamizda,
tirolitiyazis ile obezite arasindaki iligkiyi arastirmak i¢in tas hastalarini, Diinya Saglik
Orgiitii’niin obezite kriterlerinden biri olan (fazla tartili >25kg/m? ve obezite >30kg/m?)
(123, 124) VKi’ne gore 25kg/m2’den biiyiik ve kiigiik olmak iizere 2 gruba ayirarak, OPN
151126616 polimorfizminin tagima sikligim bu gruplarda arastirdik. VKI’leri 25 kg/mz’den
biiylik yani fazla tartili olan trolitiyazis hastalarmin en az bir allelinde OPN rs1126616
polimorfizmini tagima sikhigi, VKI’leri 25kg/m2’den az olanlara gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p<0.001). Bu sonug¢ bize iirolitiyazis hastalarinin obezite gelistirmeye
daha yatkin olabilecegini diger bir deyimle fazla tartili bobrek tasi gelistirme olasiligiin
daha yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Fakat obez bireylerin mi tas olusturma
riskinin daha fazla oldugu yoksa tas hastalarinin mi1 obezite gelistirmeye daha yatkin

olduklar1 ¢alisilmas1 gereken bir konudur. Henliz yayinlanmamis diger bir ¢alismamizda
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ise obez g¢ocuklarin OPN rs1126616 polimorfizmini saglikli kontrollere gore daha sik
tagidiklarini ve obezite gelisiminde bir risk faktorii olabilecegini saptadik.

Tirk popiilasyonundaki tas hastalarinda OPN’nin transkripsiyonel aktivitesini
etkileyen promotor bolgede yer alan polimofizmler ve OPN geninde 9250. pozisyondaki
rs1126616 (Ala250) polimorfizminin ailesel olarak kalitilabilecegini gdsteren ¢aligmalar
yapilmalidir. Ayrica OPN’nin 4. kromozomun belirli bir bolgesinde grup halinde bulunan
SIBLING ailesinin bir iiyesi olmasi, bu ailede bulunan diger genlerin tas hastaliginda OPN
ile birlikte etki edebilecegini diisiindiirmektedir. Farkli haplotiplerdeki bireylerin belirli
sartlarda farkli OPN protein konsantrasyonlarin1 eksprese edip etmedikleri ve SIBLING
ailesinde yer alan diger genler ile birlikte tas hastaligi riski olusturup olusturmadiklar1 Tiirk
irolitiyazis hastalarinda ¢aligilmasi gereken bir konudur.

Calismamizin devaminda ise hasta ve saglikli kontrollerin sayisini arttirmayi ve her
iki grupta da OPN serum diizeylerine bakarak OPN rs1126616 polimorfizmi ile iliskisini

arastirmayi planlamaktayiz.
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8. SONUC

Sonug olarak, iirolitiyazis hastalarinda hem CT ve TT genotip dagilimint hem de T
allel frekansini yabanil tipe (CC) gore yiiksek bulmamiz OPN rs1126616 polimorfizminin
hastalik olusumu ile iligkili olabilecegini gostermektedir. Ayrica fazla tartili
(VK1>25kg/m2) iirolitiyazis hastalarinin normal tartili hastalara kiyasla en az bir mutant T
alleli tasima sikliginin yiiksek olmasi tas hastaliginin obezite ile iliskili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Hasta ve kontrol grubumuzun kisith sayida kisiden olusmasina ragmen
tirolitiyazis hastalarinda OPN rs1126616 polimorfizminin Tiirk popiilasyonundaki siklig1
ve klinik 6nemi hakkinda bilgi vermektedir. Calismaya hasta ve kontrol grubundaki
sayilar1 arttirarak ve serum OPN diizeyi ile bu polimorfizmin arasindaki iliskiyi arastirarak

devam etmekteyiz.
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