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OZET

Postmenapozal Osteoporozlu Hastalarda Vitamin D Reseptor Geninin Taql,
Apal, Bsml, Fok1lveTip 1 Kollajen Alfa Al Zincir Geninin Spl1Ve-1997 G/T
Polimorfizmleri Agisindan Arastirilmas

Osteoporoz, dusik kemik kitles ve kemigin mikro mimarisinde bozulma
ve artan kirik riski ile karakterize multifaktériyel ve poligenik bir hastaliktir. ikiz
ve aile calismalar osteopor oz patogenezinde genetik ve cevresel faktorlerin énemli
bir rol oynadigini gostermistir. Vitamin D reseptor (VDR), Tipl kollajen al zincir
(COLIA1), ostrojen reseptér a (ER- a) ve interlokin-6 (1L-6) genleri gibi cesitli
aday genler kemik mineral yogunlugu (KMY) ileiliskilendirilmistir.

Bu calismaya 84 osteoporotik postmenopozal (64,48+9,61 yas) ve 45 saghkh
postmenopozal (58,31 £8,61 yas) kadin dahil edilmis olup VDR ve COLIA1 (Bsml,
Apal, Tagl, Fokl, Spl1 and -1997 G/T) polimorfizmleri genotip ve allel frekans
dagihmlari, KMY ve kemik biyomarkirlari arasindaki iliski incelenmistir. Bunlara
ilaveten kemik kitlesinin korunma ve devamhhgina katki saglayan cok sayida
cevresel faktorlerde degerlendirilmistir. TUm olgular polimeraz zincir reaksiyonu-
parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) uygulanarak genotiplendirilmistir.
Genotip ve allel frekanslarr bakimindan gruplar arasinda, VDR ve COLIAL gen
polimorfizmlerinde anlamh farkhhk gorulmedi ayrica bu polimorfizmlerle bel
omuru ve femur boyun KMY, T ve Z skoru ve kemik yeniden duzenlenme
belirtecleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski tespit edilmedi. Cahsilan
hem hasta hem de kontrol gruplarinda skhik srasina gore VDR’ye ait “Bb”, “Aa”,
“Tt”, “FF” genotiplerinin ve COLIAYl e ait “GT” ve “SS’ genotiplerinin
bulundugunu saptadik. VDR geni icin hastalarda “BAt” kontrollerde ise “baT”
haplotiplerinin, COLIAL geninde ise her iki grupta da “TG” haplotipinin en sk
gorulen haplotipler oldugu saptanmustir.

Sonug olarak, gelecekteki calismalarda osteoporoz ile iliskili olabilecegi
distinilen genler ile polimorfizmler daha genis calisma gruplarinda
degerlendirilmelidir.

Anahtar sozcikler: COL1A1 Geni, Osteoporoz, Polimorfizm, Postmenopoz,
VDR Geni
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ABSTRACT

Investigation of Vitamin D Receptor; Taql, Apal, Bsml, Fok1, and Type 1
Collagen Alpha 1 Chain; Spl and -1997 G/T Gene Polymorphismsin
Postmenopausal Patients with Osteoporosis.

Osteoporosis is a multifactorial polygenic disease characterized by a
reduced bone mass, which leads to micro architectural deterioration of bone tissue
and increased fracture risk. Twin and family studies have shown that genetic
factors play an important role along with the environmental factors in the
pathogenesis of osteoporosis. Several candidate genes such as vitamin D receptor
(VDR), type | collagen a 1 chain (COLIA1), estrogen receptor-a (ER-a) and
interleukin-6 (I1L-6) genes have been associated with bone mineral density BMD.

In this study, 84 osteoporotic postmenopausal (64,48+9,61 years of age) and
45 healthy postmenopausal (58,31 +8,61 years of age) women included to
investigate the relationship between VDR and COLIA1 gene polymorphisms
(Bsml, Apal, Tagl, Fokl, Spl and -1997 G/T), distribution of genotype and allele
frequencies and BMD, as well as biochemical markers of bone remodeling. In
addition to these, numerous environmental factors that contribute to the
maintenance of bone mass were also taken into account. All subjects were
genotyped by employing polymerase chain reaction—restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP). There was not any significant difference in the
genotype and allele frequencies of VDR and COLIA1 gene polymorphisms among
groups. In addition, we did not establish a significant relationship between VDR
and COLIAL1 polymorphisms and lumbar spine, femur neck BMD, T score and Z
score and the biochemical markers of bone remodeling. In all groups most
frequently observed VDR and COLIA1 genotypes were “Bb”, “Aa’, “Tt”, “FF”,
“SS’ and “GT” respectively. Beside that the most frequent haplotype for VDR
gene in patients was “BAt”, in controls “baT” and for COLIA1 gene in both
groupsit was“TG”.

In conclusion, broader sample size, and different genes and their
polymorphisms that could be related to osteoporosis should also be investigated in
the future studies.

Key Words. COLIA1 Gene, Osteoporosis, Polymorphism, Postmenopause,
VDR Gene
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1.GIRIS

Insanin yeryiiziinde ortaya cikisindan itibaren genetik yapisinin belirledigi
Maksimum Omiir Potansiyeli (MOP) 120 yil civarindadir. Baslangictan guniimiize
kadar bu yapinin (MOP) korundugu samilmaktadir. Ancak, daima olumsuz ve giic
cevresel etmenlerin genetik yapiyla etkilesimi sonucu, insan 6mri hi¢ bir donemde 120
yila ulasamamustir. Ilk insan olan Homo habilisten (2.5 milyon yil 6nce), Neolitige
kadar (8 bin y1l dnce) ortalama insan 6mrii 20-25 yil civarinda olmustur. Neolitikten 20.
Y lizyilin basina kadar da insamin ortalama oémri higbir zaman, 45-50 yili gegmemistir.
21. Yuzyilhin basinda sanayilesmis Bat1 toplumlarinda ortalama émir uzunlugu 80 yila
ulagmustir. Ortalama Oomir uzunlugunun 80 yila ulasmasi gevresel etmenlerin dGmir
uzunluguna ne denli etkili oldugunu gostermektedir. Bilimsel, teknolojik ve ekonomik
gelismislik dizeyi arttigi slrece, yasam standardi yikselerek insamn ortalama 6émir
uzunlugunun en azindan 100 yilin (izerine gikmast beklenmektedir™.

Gunumuiizde yasam siresinin giderek uzamasiyla, ileri yas populasyonu ve
beraberinde getirdigi saglik sorunlar1 da 6nem kazanmaktadir. Uzayan yasam siresi ile
birlikte osteoporoz, dinyanin bircok bolgesinde 6nemli bir halk saglhigi problemi haline
gelmistir. Bu nedenle osteoporozun 2000’ li yillarda genis halk kitlelerini ilgilendiren
onemli bir saglik sorunu oldugu diinya tibbr tarafindan kabul edilmektedir?. Osteoporoz,
sadece yaslilarda gortlen bir hastalik degildir. Ancak yasin ilerlemesine bagli olarak,
daha cok yaslilikta gériilen fizyolojik ve hormonal bozulmayla ortaya cikan bir olaydir™.
Gunumuzdeki yasli nufusuna ek olarak, onimizdeki gunlerde genel nifusun %60
oraninda, 80 yas Uzeri nufusun ise %40 oraminda artacagi tahmin edilmektedir.
Dolayistyla bu durum da osteoporozun gériilme sikligin: arttiracaktir®,

M.O. 400 yilinda Hipokrat hastaligin tanrilar tarafindan gonderilen bir ceza
olmadigini sdyleyen ilk kisidir ve guinimuizdeki bircok medikal durumu ilkel metodlar
kullanarak ve gozlemleyerek belirlemistir. O zaman diliminde kadinlar ortalama 30 yil
yasamaktayd: ve osteoporozun cok nadir oldugu sarmlmaktadir. Osteoporoz ilk kez
Lobstein tarafindan 1829'da gdzenekli kemik (porous bone) olarak tanimlanmustir.
Daha sonra 1948'de Albright ‘too little bone in bone’ (kemik icinde gok az kemik)

tammlamasini yaprmstir,



Kelime anlami olarak osteoporoz, gozenekli-delikli (porous), kemik (0s)
demektir. ilk yillarda histolojik olarak normal yapisindan daha fazla gozenekli hale
gelmis kemik hastalig1 tamsina osteoporoz (porous bone) denilmistir. Tip literatiriine
Fransizca dan gecmis olan osteoporoz, ginimizde prevalans: yasa bagli olarak artan,
kemigin zayiflamasi ve kirik riskinin artmasi ile karakterize kompleks hastaliklardan
birisi olup Dinya Saglik Orgiitince (WHO) *“global saghk sorunu” olarak

belirlenmistir*>®.

Gerekli Onlemler alinmadiginda, ilerleyen yasla birlikte kemik kirilganlig:
artmakta, gunluk normal aktiviteler esnasinda kemiklerde kirilmalar meydana
gelmektedir. Osteoporoz sonucu, 6zellikle omurgayr olusturan omurlar tzerine yapilan
kucik baskilarla bile, omurlarda kiriklar meydana gelerek, blyUk problemler ortaya
cikmaktadir. Kemiklerde kiriklar nedeniyle meydana gelen is gicu kayiplari ve
kiriklarin tedavisinin yiksek maliyeti nedeniyle osteoporoz, 6nlenmesi ve tedavisi

bakimindan tizerinde en fazla arastirma yapilan hastaliklardan birisi haline gelmistir®.

Osteoporoz, hormonal, gevresel, yasam sekli (sigaraicilmesi, fiziksel egzersizler
gibi) ve beslenme faktorlerinin (kalsiyum alimi, alkol tiketimi) etkisi altindaki genetik
faktorlerin kontrol ettigi multifaktoriyel poligenik bir hastaliktir®”®. Kemik mineral
yogunlugu (KMY) Uzerine pek cok cevresel faktortn etkili olmasina karsin kemik
kitlesi bakimindan bireyler arasinda gorulen farkliliklarin %50-85'i genetik nedenlere

baglichr>”.

Son yillardaki calismalar osteoporozda irk ve etnik koken, yas ve pozitif aile
Oykusunin rol aldigini, normal dagilim ve devamli varyasyon gosteren bir hastalik
oldugunu, bu nedenle istenmeyen kosullarin belli bir esik degerin Ustinde olmasi
halinde ortaya ¢ikan bir hastalik (esik model) oldugunu gostermistir. Genlerin kemik
yogunlugu Uzerindeki etkisi iskeletin farkli yerlerinde farkli genler tarafindan (yerine
6zgll) regille edilebilecegini dusiindirmektedir’. Simdiye kadar osteoporozla iliskisi
oldugu dustnilen cesitli aday genlerle iliskili pek cok arastirma yapilmistir.



Osteoporozla iligkili oldugu dustinulen aday genler; Vitamin D Reseptor Geni
(VDR), Tip 1 Kollgjen Alfa A1 Zinciri Geni (Col1A1), Ostrojen Reseptér Geni
(ESRa), Interlokin Reseptor Geni (IL-R), Dustk Yogunluklu Lipoprotein (LDL) —
Benzeri Protein 5 (LRP5), Androjen Reseptdr Geni (AR), Progesteron Reseptor Geni
(PR), Transforming Buyume Faktort B (TGF B), Apolipoprotein E Geni (Apo E),
Paratiroid Hormon (PTH), Paratiroid Hormon Reseptorii Geni (PTHR1) dir >"°°. Son
yillarda osteoporoz genetigi ile yapilan ¢alismalarin gogu 6zellikle VDR, COL1A1 ve
ESR genlerine ait polimorfizmler tizerinde yogunlasmustir®’.

Turk toplumunda bu aday genlerden VDR geni Bsm |, Apal, Taql, ve Fokl ile
COL1A1 geni Spl polimorfizmlerinin durumu arastirilmis ve Sisleyici ve ark.’min®
calismalarinda postmenopozdaki osteoporotik kadinlarda VDR geni Taqg | polimorfizmi
ile KMY arasinda 6nemli bir iliskinin oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada, bugline degin
calisilan aday genlerden diger toplumlarda, osteoporozla kuvvetli baglantilar1 oldugu
saptanan, VDR geni Tagl, Apal, Bsml, Fokl polimorfizmleri ve COL1A1 geni Spl ve
-1997 GI/T polimorfizmlerinin, Cukurova bolgesindeki durumunun taranmasi ve
haplotip dagilimlarinin belirlenmesi amaglanmustir.



2. OSTEOPOROZ

2.1. Osteoporozun Epidemiyolojis

Osteoporoz dusik kemik kitlesi ve kemigin mikro mimari yapisinda bozulmaile
karakterize kronik, progressif bir hastalik olup, orta yasli ve yasl eriskinlerdeki
kiriklarin - major sebebidir. Kiriklarin ise yasam kalitesi Uzerine olumsuz etkisi
bulunmaktadir™***?, Osteoporoz 6nemli bir halk sagligi sorunudur®?. Elli yas ve
Uzerindeki beyaz (Caucasian) kadinlarin %50’si, erkeklerin ise %20’ si yasamlarinin bir
déneminde klinik bir kirik ve kirikla iliskili morbidite ile karsilasmaktadir.
Osteoporotik kiriklar 6nemli sonuglara yol agar. Vertebra ve kalga kiriklarinin
prevelans: ilerleyen yagla birlikte artar. Vertebra kirigi, en sik rastlanan osteoporotik
kirik tipidir. Her t¢ kadindan birinde kirik saptanabilir. Vertebra kirigi, beraberinde;
agn, yataga bagimlilik ve aktivitede kisitlanma, boyda kisalma, kamburlasma, solunum
zorlugu, hayat kalitesinde bozulma, artrus mortalite ve artmis maliyeti getirmektedir.
Kalga kiriklart bu hastalarda baska dnemli bir sorundur. Cogunlukla cerrahi girisim
gerektirmeleri nedeniyle énemli bir morbidite ve mortaliteye yol acarlar™.

Osteoporozun en sik gorilen formu olan primer osteoporoz, genellikle 45 yastan
sonra baglar ve yas ilerledikge gorulme insidanst artar. 50 — 60 yas arasinda kadinlarda
prevalans %40-55, 60-70 yas arasinda %75, 70 yas Uzerinde ise %85-90 olarak
bildirilmektedir. Osteoporozun kirikla olan baglantisi 6zellikle yasli populasyon igin
onemli bir toplum sagligir sorunudur. Kemik mineral yogunlugu azaldikga kirik riski
artar. ingiltere’de her yil 60.000 kalca kirigi, 50.000 radius kirigi ve 40.000 klinik
olarak tam konmus vertebra kirigi gorulmektedir. Bu rakamlar ABD igin sirasiyla
300.000, 500.000, 200.000'dir. Bunlara ek olarak, 6zellikle osteoporoza bagli pelvis ve
humerus kirig1 gibi yashlarda 6énemli bir morbidite sebebi olan kiriklarin toplam
ingiltere’de 250.000, ABD’de ise 1.500.000 dolayindadir®. Osteoporoza bagli kirik
insidansinda populasyonlar ve bolgeler arasindaki farkliliklar 6nemli rol oynar.
Iskandinavya ve Kuzey Amerika toplumlarinda kalca kirigi riski, Guney Avrupa
popiilasyonlarina gore yaklasik 7 kat daha fazladir'?.

Ozetle Asyali ve beyaz rk (Caucasians) kadinlarda osteoporoz yaygin iken,
Afrika kokenli Amerikal1 siyah kadinlarda nadir olarak izlenmektedir®.



Tirkiye' de osteoporozun gorilme sikligina bakildiginda; saglikli 849 kadin
kapsayan bir calismada, 20-39 yas grubunda kemik-mineral yogunlugu (KMY)
degerleri normal bulunurken, 40-59 yas grubunda tim lokalizasyonlarda belirgin olarak
kemik mineral yogunlugunda azalma oldugu saptanmistir. Yapilan calismalarda, Turk
kadimmmin kemik mineral yogunlugunun, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa

referanslarina gore %5 oraninda daha diisiik oldugu belirlenmistir?.

2.2. Osteoporozun Patofizyolojis
2.2.1. Kemik Yapis

Kemik vicut icin destek olusturmasinin yaminda, iskelet sistemi, kalsiyum,
fosfat ve mineral deposu olarak gorev yapar. Kemik doku, hticreler ve ara maddeden
(matriks) yapilmistir. Kemik dokunun esas hicreleri olan osteoblast ve osteoklastlar
mineralize olmus kemik matriksteki lakiinalarin icinde bulunurlar. Diger hicreler ise
osteositler, makrofajlar, kemik dokunun oncll hicreleri ve hematopoetik serinin esas
hicreleridir®®,

Osteoblastlar: Kemik formasyonunu (olusumu) saglayan, kemik matriksi
sentezleyen ve mineralizasyonu dizenleyen hicrelerdir. Daha dnceden osteoklastlar
tarafindan rezorbe edilen kemik ylUzeylerinde yeni kemik olustururlar. Osteoblast
kaynakli kalsiyum ve fosfat birikimi kemik yapiminda ¢ok ©6nemli olan kollajen
mineralizasyonunda rol oynamaktadir.

Osteoklastlar: Kemik rezorpsiyonundan (yikimindan) sorumlu ¢ok gekirdekli
dev hiicrelerdir. Monosit yolu ile hematopoetik kék hiicrelerinden koken alir'. Matriks
¢cOzucl, kalsiyum ve fosfat serbestlestirici etkileri vardir. PTH ve 1,25 vit Dj
osteoklastik aktiviteyi stimile ederken, kalsitonin inhibe eder. Artmis osteoklastik
aktivitenin belirleyicisi idrar hidroksiprolin ve pridinolin miktarlaridir. Her ikiside
kollajen yikim dirinleridir®,

Osteositler: Osteositler en basit tammlar: ile kendilerini, kendi sentezledikleri
kemik matriks igine hapsetmis olan osteoblastlardir. Her bir osteosit, kemik lamellar
yapisi arasina yerlesmis olan lakiina ad verilen bosluklarda yer alir'.



Kemik ara maddesi, organik ve inorganik maddelerden olusur. Organik
matriksin % 90’1 protein kokenli kollajen ipliklerden meydana gelmistir. Organik
matriksin geri kalamni proteoglikanlar, alkalen fosfataz, osteonektin gibi glikoproteinler
ile osteokalsin gibi gamma karboksi glutamik asit iceren proteinler meydana getirir.
Bunlar kemik matriksinin esnekligini saglar ve hepsine birden Osein de denir.
inorganik matrikste en cok Ca olmak Uizere P, Mg, F gibi mineraller vardir”.
Vicudumuzdaki kalsiyumun %98'i, fosforun % 751 kemiklerde depo edilir.
Matriksteki mineraller madensel tuzlar halinde bulunur.  Madensel tuzlardan
hidroksiapatit kristalleri [Cayo(PO4)s(OH),] (enfazla) % 80-85, CaCOs; %10, Mg PO,
CaF ve digerleri % 5 oraninda bulunur™*,

2.2.2. Kemik Yeniden Sekillenmes (Remodelling)

Kemik doku canli ve dinamik bir dokudur; bir taraftan emilime (rezorpsiyon)
ugrarken, diger taraftan emilime ugrayan kemik dokunun yerine yenisi olusturularak,
surekli yenilenir. Bu isleme kemigin yeniden yapilanmasi (remodelling) veya kemik
donisumi (turnover) adi verilir ve 30-40 yaslarinda bir bireyin bir yilda slinger
(trabekiler) kemik dokusunun % 25'i, sert (kortikal) kemik dokusunun % 3’0

yenilenmektedir. 341°1¢

Kemik yeniden olusumu (remodelling) bes asamada gerceklesir.

1. Aktivasyon: Bu fazda remodelling olusturulacak olan alandaki Uniteler aktive
edilirler. Tk olarak faaliyet gosteren hiicreler osteoklastlardir. Osteoklastlar 6nceden
miktar1 belirlenmis olan miktardaki kemik hacmini rezorbe etmek Uzere bu alana
yonlenmislerdir.

2. Rezorpsiyon: Aktive edilmis olan osteoklastarin kemik yikimint gergeklestirdigi
asamadir. Osteoklastlar, yapilari icinde yer alan, organelleri araciligi ile kemik
bolgesine tutunur ve salgiladiklari proteolitik enzimler ile kemik yikimin
gerceklestirirler.

3. Geri donusum: Osteoblastlarin rezospsiyon alamna yonlendirilmesine baglanir.
Donlsum fazinda osteoklastlarin aktivite gosterdigi alanda, bazi mononiikleer-makrofaj
benzeri hlcrelerin aktivasyonu ile bir sement hatti olusturulur. Olusturulan bu hat



rezorpsiyon alamnin sinirlarint belirlemesi itibariyle 6nemlidir. Bu olusumun ayrica
rezorpsiyonu sonlandiran sinyaller Urettigi de sanilmaktadir. Sonucta olusan yeni kemik

doku ile eski doku birbirlerinden ayri tutulurlar.

4. Formasyon: Bu asamanin etkin hticreleri osteoblastlardir. Bunlar preosteoblastlarin
uyarilarak evrimi sonucunda olusurlar, kemik matriks sentezini gergeklestirirler. Sonra
bunlarin bir kismi osteosit yapisin alirlar. Formasyon asamasindaki osteoblast aktivitesi
ortalama 2-3 ay kadar stirmektedir. Bu asamada olusan osteoid dokunun mineralizayonu
gerceklesir. Mineralizasyon siireci de yaklasik 10 glin kadar stirmektedir.

5. Suklnet: Bu asamada remodelling alaninda olusan kemik doku yeni bir remodelling
siklusuna kadar suk(net icerisinde kalmaya devam eder. Cocuklarda kemik donguisiniin
hizi yillik %20’ lere ulasabilmekte iken eriskinlerde bu hiz yillik olarak %3-5 gibi
oranlara dismektedir. Eriskin bir insanda kemik dongusi 3-12 ay (ortalama 6 ay)
sirmektedir. Her bir BMU (basic multicellular units) icerisinde gergeklesen olaylarin
diger Unitelerden bagimsiz oldugu, ve bunun temelinde de bazi lokal kontrol
mekanizmalarinin yattigi 6ne sirilmektedir (Sekil 1).

Sikunet
== 2
—
[Mineralizasynn >
Endosteal sinus [ stkunet s
R Mezenkimal kok hiicreler ¢
. =

-

By “N Monosit / Yash kemik
Hemopoietik @ . Sement Cizgisi

kok hucreler  pre.osteoklast Pre-osteoblast : Geg;s:ien.ﬁcilk
eoi
— * l Kemik astar hicreleri
1'h e _“&r.ci:uﬁ.)'"
7 P =
L '-_';r“‘r_,_'} f/'\. ”
oy [ .= - 2 g J
|

b T O N —
B TR / o -] /
: LAt b
Osteosit = E Ng o rE—
Osteoklast Makrofaj -

Osteoblast
Osteosit

Sekil 1: Kemik hicreleri ve yeniden ol usumu17

Kemik remodellingi, esas itibariyle kemigin endosteal ylzeyinde
gerceklesmektedir. Trabekuler kemik, kortikal kemige oranla remodelling agisindan
daha aktif olan kemik yapidir. Kemik dongust kapsaminda yer alan kemik yapimi ve



yikimu birbirleri ile eslestirilmis olan iki fenomendir. ideal denge pozisyonu, yapim ve
yikiminin birbirine esitlendigi durumdur™®.

Kemik yikimi ve yapim farkli yaslarda, farkli hizlarda gercekleserek yasam
boyu devam eder’. insanda kemik kitlesi [kemik mineral yogunlugu, (KMY)]
dogumdan itibaren artmaya baslayarak hayatin 3. veya 4. dekatlarinda maksimuma
ulasir (doruk kemik kitlesi) ve izleyen yillarda azalir****. Siinger kemik doku yapim
10-20 yaslar1 arasinda en Ust seviyeye cikarken, kadinlarda menopoz doneminden sonra
kemik kaybi hizlanir. Y aklasik 30 yasinda kemik yikimi ve yapimi dengededir. 40-50li
yaslarda kemik kayb1 baslar ve bu kayip yasam boyu devam eder. Maksimum kemik
kitlesine ulasma ve bunun korunmasi blylk oranda genetik faktorler ile daha az oranda
bireyin beslenme durumu ve fiziksel aktivitesiyle iliskilidir®.

2.2.3. Kemik Olusum Ve Yikim Gostergeleri

Kemik mineral yogunlugunun (KMY') 6l¢tlmesinin yaninda, kemik déngusinin
biyokimyasal gostergeleri de dolayli yoldan kemik kaybimin hizi hakkinda fikir
vermekte ve bGylece risk tayininde, tedavi segciminde, kemik kaybinin ve tedavinin
etkinliginin takibinde faydali olmaktadir. Bu amaca yonelik olarak kemik kokenli
molekillerin serum veya idrardaki miktarlariin tespiti calismalart yogun olarak
kullamlmaktadir. Bunlardan 6zellikle osteokalsin, alkalen fosfataz (ALP), tartarata
direncli asit fosfataz (TRAP) ve tip | kollajen telopeptidler (NTX, CTX) sklikla
calisilan molekiillerdir™.

Osteoblastlar tarafindan yeni kemik yapimi, osteoklastlar tarafindan ise eski
kemigin yikilmas: “kemik dontsimind” (turnover) belirler. Bu iki aktivite yeniden
yapilanma tnitesi iginde birbiri ile siki sikiya baglantilidir. Yeniden yapilanma tiniteleri
icinde; yikim ve yapim arasindaki denge ve belirli bir kemik yizeyinde belirli bir zaman
dilimi icinde aktive olan “yeniden yapilanma Unite” sayisi (aktivasyon frekansi) kemik
kitlesini etkileyen en dnemli iki faktorddr.

Kemik matriksinin olusum ve yikim orani, hem kemigin olusumuna hem de
yikimina yol acan hicrelerin alkalen ve asid fosfatazlar gibi enzimatik aktivitelerinin

Olcliimuyle degerlendirilebilir. Kemik yapim ve yikimi enzimatik aktiviteler yaninda,



kemik olusumu ve yikimi sirasinda dolasima salinan kemik matriks komponentlerinin
Olctimleri ile de degerlendirilebilir.

Bu gostergeler farkli duyarlilik ve 6zgillige sahiptirler ve bunlardan bazilar
henliz tam olarak incelenmemistir. Bu gostergelerden hicbiri hastaliga spesifik degildir,
fakat bu gostergelerden biri, metabolik bir kemik hastaligindaki kemik dongusiini
degerlendirmede digerinden daha degerli olabilir. Mesela, serum osteokalsini
osteoporozda kemik olusumlarindaki degisiklikleri degerlendirmede serum alkalen
fosfatazdan daha degerli olabilir. Aksine, Paget hastaliginda bunun tersi dogrudur.
Idrarda piridinolin atilimimin artmasi son zamanlarda kemik yikiminin 6nemli bir
gostergesi olarak kullanilmakta olup 6zellikle metabolik kemik hastaliklarimin klinik
arastirilmasinda yararl olmaktadir.

Biyokimyasal belirleyiciler yapim ve yikim belirleyicileri olarak ikiye ayrilir.
Yapim ve yikim arasindaki dengenin korundugu hastaliklarda iki grup da kemik

déniistim hizini yansitir™,
Kemik Olusumunun Biyokimyasal Gostergeleri

Total Alkalen Fosfataz ve Kemige Spesifik ALP: ALP1in kemik (osteoblast),
karaciger, bobrek ve plasenta kaynakli izoenzimleri vardir. Karaciger fonksiyonlari
normal olan saglikli kisilerde total ALP 1n yaklasik %50'si kemik kokenlidir. Kemige
spesifik ALP, osteoblastlarin membraninda lokalizedir ve osteoblast fonksiyonu, kemik

yapimi ve mineralizasyonu gosterir. Postmenopozal donemde kemik dongusiindeki
artisa bagli olarak serum ALP normalin 2 katina kadar yukselebilir. Osteomalazi, Paget

hastalig1, primer hiperparatiroidi ve kemik metastazlarinda AL P artmaktadir'®®.

Osteokalsin : Osteokalsin, kemik Gla-protein olarak ta bilinen kemik ve dentin igin
0zgin kollagjen olmayan bir proteindir. Bununla beraber tam fonksiyonu
bilinmemektedir. Osteokalsin biylk oranda osteoblastlar tarafindan sentez edilir ve
kemigin hicre dis1t matriksine dahil olur. Ancak, osteokalsinin yeniden sentezlenen bir

fraksiyonu dolagima salinir ve RIA ile dlgulebilir.

Prokollajen | Ekstansiyon Peptidleri: Tip | kollgjenin hiicre dis1 olusumu stiresince,
fibril yapisi olusturmadan 6nce, aminoterminal (PINP) ve karboksiterminal (PICP)
ekstansiyon peptidleri molekilden ayrilir. Bu peptidler kanda dolastiklarindan kemik
olusumu icin yararl bir gosterge olarak kullanilirlar. Clinkl kollajen, kemik matriksinde
en fazla bulunan organik bilesendir.



Kemik Yikim Gostergeleri

Achk Idrar Kalsiyumu, Hidroksipirolin: Sabah érneklerinde ve kreatin ekskresyonu
ile dizeltilmis aclik idrar kalsiyum olgclimleri en ucuz kemik yikim olcimudir. Béyle
bir 6lgim kemik yikimindaki ¢ok belirli degisimleri gostermede yararli olabilirse de
duyarlilig: yetersizdir. Acglik idrar kalsiyum dizeyi hem kemik yikimi sirasinda agiga
cikan kalsiyum miktarim hem de 6strojen ve kalsiyumu diizenleyen hormonlarin etkisi
ile renal kalsiyum metabolizmasindaki degisiklikleri yansitir.

Biyolojik sivilarda bulunan endojen hidroksipirolinin gogu kollajenin cesitli
sekillerinin  yikimindan kaynaklanir. Insan kemik dokusunda kollgjen turnoveri
yumusak dokudan daha fazla olup idrardaki hidroksiprolin atiminin yarisint olusturur ve
kemik yikimimin bir gosterges olarak kabul edilir. Gergekte idrar hidroksiprolin
atiminin kollajen metabolizmast ile iliskisi karmagiktir
Piridinolin ve Deoksipiridinolin: Piridinolin (Pyr) ve deoksipiridinolin (D-Pyr) olgun
kollajende bulunan iki capraz bagdir. Bu baglar hiicre dist matriks iginde kollajen
zincirlerini stabilize ederler. Piridinolin kemik ve kartilaj matrikste ve de az miktarda
bazi bag dokularinda bulunur. Deoksipiridinolin 6nemli miktarda sadece kemik
kollejeninde bulunur.

Hidroksilizin: Hidroksilizin kollajen ve kollajene benzer kisimlar igeren proteinlere
Ozgu bir amino asiddir. Hidroksiprolin gibi kollagen yapiminda yeniden kullamimaz.
Hidroksilizin kismen galaktozil hidroksilizin (GHYL) kismen de glukozil-galaktozil-
hidroksilizin (GGHYL) olarak bulunur. Bu iki formun toplam miktar: ve oranlari
kemikte 1:7, deride 1.6:1'dir. Hidroksiproline gore daha duyarli bir yikim
parametresidir.

Tartrat Direncli Ast Fosfataz (TRAP): Kemik yikimimn diger bir gostergesidir.
Asid fosfataz kemik, progtat, trombosit, eritrosit ve dalakta bulunan bir lizozomal
enzimdir. Bu izoenzimler duyarli ve 6zgul olmayarak elektroforezle ayrilabilir. Kemik
asid fosfataz1 L(+)-tartarata direnclidir. Normal plazmada TRAP plazma izoenzim 5'e
uyar ve kismen kemikten kaynaklanir . Osteoklastlar dolasima salinan TRAP icerirler.
Plazma TRAP' 1 artmis kemik dongisi olan cesitli metabolik kemik hastaliklarinda ve
ooferoktomiden sonra artar. Yine de Uriner hidroksiprolinden daha duyarl: bir gosterge
olup olmadchg: belirsizdir. TRAP 1n kemik izoenzimine kars1 spesifik olarak yonelmis
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monoklonal antikorlar kullamlarak yeni immunoassayler osteoporoz vakalarinda
osteoklast aktivitesinin degerlendirilmesinde yararl: olabilir'.

Beta-Crosslaps (Beta-CTx): Beta-Crosslaps (Beta-CTx), Tip | kollgenle ilgili
fragmanlardan biridir. C terminal telopeptidlerde bulunan alfa-aspartik asit kemigin
yaslanmas ile beta form aspartik asite donusir. Bu izomerize telopeptitler (Beta-CTx)
kemikteki Tip | kollajen yikimu igin spesifiktir. Serum Beta-CTx duzeyleri guclu bir
sirkadiyen degisim gosterir. Serum CTx duzeyleri; kemik kayip hizimin belirlenmesi,
kalca kirik riskinin hesaplanmasi, hizli kemik kaybeden bireylerin belirlenmesi ve
tedavilerinin planlanmasi, hormon replasman ve bifosfonat tedavilerinin takibi ile tedavi
etkinliginin izlenmesi, metabolik kemik hastaliklar1 tedavilerinin takibi, tedavide
kullanilan ilag dozlarimn ayarlanmasi, en uygun tedavi bigiminin segilmesi, Kemik
metastazlarimin  ve Paget’s hastaliginin  tedavisinin  takibinde kullamlir.  Cesitli
calisgmalarda kemik rezorpsiyonunun arttigi hastalarda serumda Beta-CTX'in arttig1 ve
rezorpsiyon-inhibisyon tedavisi sonrasinda da normale dondiigii gosterilmistir'®.

Kemik yapimi ve yikimini diizenleyen birgok etmen vardir.
1- Vicuttaki kalsiyumu diizenleyen hormonlar.
PTH (Parathormon), 1.25 - dihidroksivitD, Kalsitonin.

2- Sistemik hormonlar

Instilin, Bulytime Hormon (Growth hormonu), Glukokortikoidler.
3- Lokal etmenler

Cinsiyet hormonlari, Tiroksin hormonlari, Somatomedinler, kemik, deri ve blytme
faktorleri, Prostoglandin E2, Transforming buyume faktorleri (TGF), Lenfokinler,
kemik yapisint olusturan proteinler.

4- Tyonlar

Kalsiyum, Fosfat, Flor, Magnezyum
5- Yas, genetik yapi, cinsiyet ve vicut yapisi (ince, narin yapili1 olma)
6- Alinan ilaglar ve bazi hastaliklar

7- Sigara, alkol, beslenme aliskanligi, yasam bicimi ve egzersiz.
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Kemik remodelling Uzerine etkili olan sistemik faktorler lokal faktorlerin
sentezini, aktivasyonunu, etkinligini ve bunlarin baglayici proteinlerinin sentezini
module ederler. Lokal faktorler ise, hiicre metabolizmasina dogrudan etki ederler.
Osteoblastik ve osteoklastik hicrelerin lokal faktorler tarafindan daha gugli olarak
module edildigi bilinmektedir. Hormonlarin muhtemel etkileri arasinda lokal faktérlere
doku spesifitesi kazandirmak belki de en énemlisidir'®.

Kemik yapim ve yikimint dizenleyen etmenlerden birinde meydana gelen
degisme ve dizensizlikler, daha erken yaslarda ve daha fazla kemik yikimina neden
olarak osteoporoz riskini artirir 4.

Vicuttaki kalsiyumu diizenleyen hormonlardan biri olan D vitamin'nin eksikligi
osteoporoz gelisiminde 6nemli bir parametre olup D vitaminin biyosentezi cesitli
basamaklardan olusmaktadir.

2.2.4. Vitamin D ve Biyokimyas

D vitamini, hormon benzeri fonksiyonlar: olan bir grup steroldiir®. D vitamini
steroid yapida bir prohormon (6n hormon) olarak kabul edilebilir®. Yagda eriyen
vitaminler arasinda bulunmaktadir®. Viicuttaki metabolik islemlerden sonra aktif hale
gelen D vitaminin en belirgin biyolojik eylemi barsaklardan
kalsiyumun emilmesini saglamak olmakla birlikte hemopoietik hicreler, epidermal
hicreler, pankreas adacik hiicreleri, kas hiicreleri, néronlar gibi pek ¢ok degisik doku ve
sistemin hiicrelerinde reseptorlerinin olmast bu vitamin-hormonun kalsiyum homeostazi
disinda da 6nemli islevleri oldugunu telkin etmektedir?".

D vitamininin en 6nemli etkisi kalsiyum homeostazi ve kemik saglig1 Gzerinedir.

Vitamin D, mayada ve mantarlarda ergosterolden (provitamin D,) UV isik

etkisiyle tremis ergokalsiferol (Vitamin D,) ile hayvanlarda deri altindaki yag dokuda
7-dehidrokolesterolden (provitamin D,) UV 1sik etkisiyle turemis kolekalsiferollin
(Vitamin D,) ortak achdir (Sekil 2) %%,
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7-Dehidrokolestrol

Kolekalsiferol
(vitamin D3)
diyetle alim

Vitamin D3 (balik, et)
Vitamin D2 {ilaveler)
Karaciger

25-dihidroksivitamin D3

1,25 - dihidroksivitamin D3
Viicutta kalsiyum dengesini
Bobrek  siirdiiriir.

Sekil 2: Vitamin D metabolizmas’®*
Insanlarda ve yilksek hayvanlarda deri alt1 yag dokusunda 7-dehidrokolesteroliin
fotolizi ve diyetle agiz yoluyla alim olmak Uzere baslica iki vitamin D kaynag1 vardir.
Vitamin D,, mantar ve mayada fazla miktarda bulunur; vitamin D, en cok baliklarin

karaciger yaglarinda, az miktarda yumurta sarisi, siit ve tereyaginda bulunur. Vitamin D
1stya dayaniklidir ve pisirilmekle parcalanmaz®®?.

Diyetle alinan vitamin D, ve vitamin D,, ince bagirsakta misellere katilirlar ve
proksmal ince bagirsaktan emilirler. Emilen vitamin D, ve vitamin D,, spesifik bir

globuline bagli olarak kanla karacigere tasinir.

Vitamin D,, karaciger hlcresi mikrozomlarinda spesifik bir vitamin D,-25-

hidroksilaz tarafindan 25 nolu pozisyonda hidroksillenir; 25-hidroksi vitamin D, olusur:

25-hidroksi vitamin D,, vitamin D’nin kanda bulunan depo seklidir; fizyolojik
konsantrasyonda hedef dokular Uzerine direkt etkisi yoktur. 25-hidroksi vitamin D,’'tn
onemli bir kismi enterohepatik dolanima girer ki enterohepatik dolammda bir bozukluk,
vitamin D eksikligine yol acabilir.

25-hidroksi vitamin D,, bobrek tubuluslarinda, kemikte ve plasentada bulunan
spesifik bir mitokondrial enzim (25-hidroksi vitamin D-1a-hidroksilaz) etkisiyle 1 nolu

pozisyonda hidroksilasyona ugrar ve en gucli vitamin D metaboliti olan la,25-
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dihidroksi vitamin D, (aktif vitamin D,, kalsitriol)’e donusturulur. 25-hidroksi vitamin
D,, bir baska mitokondrial enzim etkisiyle 24 nolu pozisyonda hidroksile olabilir ve
24,25-dihidroksi vitamin D3’e donisebilir:

la,25-dihidroksi vitamin D,’'Gn olusmasi, parathormon, serum fosfat diizeyi ve

2+
kendi dizeyi tarafindan diizenlenir. Serum Ca diizeyinin normal oldugu durumlarda

la,25-dihidroksi vitamin D, duzeyi ile 24,25-dihidroksi vitamin D, diizeyleri yaklasik
olarak birbirine esittir. Hipokalsemi durumunda paratiroidlerden parathormon
sahverilisi artar; parathormon, bobreklerde 25-hidroksi vitamin D_-la-hidroksilaz
aktivitesini ve dolayisiyla 1a,25-dihidroksi vitamin D, olusumunu artirir; sonucta 24,25-
dihidroksi vitamin D, diizeyi oransal olarak azalir. Hipofosfatemi durumu, bobreklerde
la,25-dihidroksi vitamin D, olusumunu direkt olarak uyararak aym sonuca neden olur.
Hiperfosfatemi ve Uremi durumlarinda bobreklerde 1a,25-dihidroksi vitamin D,

olusumu inhibe olur.
Vitamin D’'nin genel etkisi, kalsiyum ve fosforun organizmaya alimsint ve
organizmada tutulmasini artirmak, onlarin kullanilmasi ile kemik mineralizasyonunu

21,22

saglamaktir

la,25-dihidroksi vitamin D, (aktif vitamin D,), kalsiyumun ince bagirsaktan
emilimi icin gerekli olan ince bagirsak kalsiyum baglayici proteininin sentezini ve
kalsiyuma bagimli ATPaz aktivitesini artirarak kalsiyumun ince bagirsaktan emilimini
artirrr; belirlenemeyen mekanizmalarla bagirsaktan fosfat emilimini artirr. 1a,25-
dihidroksi vitamin D, (aktif vitamin D), kemik kollgjeninin c¢apraz baglarinin
olusmasint etkiler, kemigin kalsiyum baglayici proteini olan osteokalsini artirir ve
bGylece kemik dokularin mineralizasyonunu saglar. 1a,25-dihidroksi vitamin D, (aktif

vitamin D,), bobrekte kalsiyum ve fosfat geri emilimini artirir, fakat bobrekte fosfat geri

emilimini artirict etkiss mutat olarak parathormon tarafindan maskelenir. Bu etkiler
sonucunda serum kalsiyum diizeyi normallesir, parathormon ve dolayisiyla 25-hidroksi
vitamin D,-1a-hidroksilaz aktivites azalir.

24,25-dihidroksi vitamin D3’ Un de ince bagirsaktan kalsiyum emilimini arttirict

etkisi vardir; fakat bu madde normal kemik mineralizasyonunu ve mineralize olmus
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kemikte ve kikirdakta bulunan baslica kalsiyum sekli olan hidroksiapatit sentezini
artirarak serum kalsiyum ve fosfat diizeyini distrdr.
Hiperfosfatemi ve Uremi durumlarinda bobreklerde 1a,25-dihidroksi vitamin D,

olusumunun inhibe olmasina bagli olarak ince bagirsaktan kalsiyum emilimi minimal
olur; ince bagirsakta fosfat selatlayicilarin verilmesi suretiyle serum fosfat duzeyi
dusurulince la,25-dihidroksi vitamin D, sentezi ve dolayisiyla kalsiyum emilimi

artirilabilir.

Vitamin D eksikligi biyokimyasal olarak hipokalsemi ve hipofosfatemiye neden
olurken klinik olarak iskeletin gelismesi doneminde ragitizm; iskelet gelisimi
tamamlandiktan sonra osteomalazi ile sonuglanir. Vitamin D ayrica yetiskinlerde iskelet

biitinl igiiniin korunmas: ve devamlilig: agisindan da énemlidir %22,

2.2.5. Osteoporozun Siniflandiriimas

Patogenetik nedenlere gore osteoporoz iki gruba ayrilir.

1- Primer osteoporoz; kendi arasinda tige ayrilarak incelenir.

& Menopoz sonrasi osteoporoz (Tip 1)

b- Senil (yasliliga bagli) osteoporoz (Tip 1)

c- Idiyopatik (nedeni bilinmeyen) juvenil ve yetiskin tip osteoporoz
2- Sekonder osteoporoz.

Osteoporoz yapan ilaglar, malign tumadr, endokrin (i¢ salgi bezi), kollajen,
gastrointestinal, romatolojik, bobrek ve karaciger hastaliklar: ile hareketsizlik gibi
nedenlere bagl: ortaya cikan osteoporoz bu grup atinda toplanir®’.

Osteoporoz, bircok genetik ve cevresel etmenlerin etkilesimi sonucunda ortaya
cikmaktadir ve bu yilzden hastaligin genetik yoninin (patogenez) anlasiimasi
zorlasmaktadir*®. Ayrica, osteoporozda tiim iskeleti olusturan kemiklerde ayn: diizeyde
degisiklik meydana gelmez. Ornegin; omurlarda ve kalga kemiklerinde kemik Kitlesi
kaybr cok olurken, tyelerdeki kemiklerde az olabilmektedir. Osteoporik kiriklar yasla
artmaktadir ve kafatas: haric iskeletin her yerinde goriilebilmektedir”.
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Menopoz sonras osteoporozun (Tip 1) Ozellikleri; 50-65 yagslarinda gorultr.
Singer kemik dokusunda kayip fazladir. Kemik kaybi hizlidir ve kemik emiliminde
artis vardir. Paratiroid bezinin fonksiyonu azalmistir. En cok kemik kirigi omurlarda ve
on kol kemiginin distal bolgesindedir. Kadin erkek oram 6:1'dir. Kadinlarda bu kadar
fazla gorilmesinin nedeni menopozdur®®. Kadinlarda postmenopozal osteoporoz,
menopozdan sonra 15-20 yil iginde gorulmektedir. Menopozdan sonra kadinlar Gstrojen
eksikligine bagli olarak hizli bir sekilde trabekiler kemik kaybina ugrarlar®.
Menopozdan sonraki ilk 5 yilda bu kayip, erkeklere oranla kadinlarda 6 kat daha
fazladir. Kemik kaybr ilk 5 yilda %11, sonraki 20 yilda %5 olarak gerceklesir®.
Postmenopozal kadinlarda menopoza girmemis yasitlarina gore 3 kat daha hizh
trabekiler kemik kaybi gortlmektedir, buna karsilik kortikal kemik kaybi hafifce
artmigtir. En 6nemli klinik bulgular omurga, kalga ve distal 6n kol kiriklaridir. Ayrica
perialveolar kemik kaybinin artmasina bagli dis kaybi da oldukca sik gorilir. Kemik
kaybinin hizi menopoz donemindeki pik kemik yogunlugu ve risk faktorlerine gore
degismektedir. Ostrojenin kemik yikimina neden olan sitokinleri inhibe ettigi, diger
taraftan da kemik yapiminda rolleri olan sitokinleri arttirdigr distintlmektedir.
Postmenopozal osteoporozda dstrojen hormonunun azalmasina bagli olarak, kemik
yikimini uyaran interlokin-1, interlokin-6 ve tumor nekroz faktor-a seviyesi yukselir.
Boylece kemik yikimi artar ve kanda kalsiyum seviyesi hizla yikselerek idrarla fazla
miktarda kalsiyum kaybedilmeye baslar. Kanda artan kalsiyum, paratiroid hormon
(PTH) sekresyonunun azalmasina, PTH sekresyonunun azalmasi da 1,25-(OH)2Ds
yapiminin azalmasina neden olur. Azalmis 1,25-(OH)2D3 nedeniyle kalsiyum emilimi

bozulur ve bu durum kemik kaybinin artmasina neden olur (Sekil 3)%.

Tedavi yontemi olarak Ostrojen verilen kadinlarda, kirik gordlme sikligimin
azaldhigim gosteren cok sayida calisma vardir.  Son bilgilerde, uzun sireli hormon
replasman tedavisi (HRT) alanlarda, siinger kemiklerde belirgin ve devamli bir artis
oldugu ifade edilmektedir. Piko Eiken ve ark.’'min® 10 yillik takibi kapsayan
calisgmalarinda, ostrojen tedavisi alan kadinlarda kontrol grubuna gére lumbar bdlgede
%13,1 daha fazla kemik kitlesi oldugu saptanmustir. Ayrica progesteronun da kemik
yapimini uyarici etkisi vardir ve éstrojenin varhig: ile bu etki daha da guicluduir®.
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Sekil 3: Ostrojen eksikliginin kemik yikimi ve kalsiyum emilimi iizerine etkisi®

Dunya Saghk Orgiitii osteoprozileilgili 4 tan kriteri kabul etmistir.

1- Normal kemik yogunlugu: Kemik mineral yogunlugu veya kemik mineral igerigi
genc eriskin ortalama degerlerine gore 1 standart sapmadan (SD) daha az sapma
gosterenler.

2- Dusuk kemik kitles (Osteopeni): Kemik mineral yogunlugunun geng eriskin
ortalama degerlerine gore — 1SD ile — 2.5 SD arasinda oldugu degerler.

3-Osteoporoz: Kemik mineral yogunlugunun geng eriskinlerin ortalama degerlerine
gore-2.5 SD ve daha distk oldugu degerler.

4-Yerlesmis osteoporoz: Kemik mineral yogunlugu geng eriskin ortalama degerlerine
gore -2.5 SD veya daha fazla diisik oldugu degerler ve beraberinde bir veya daha ¢ok

kirigin eslik etmesi®,
Senil (yashhga bagh) osteoporozun 6zellikleri; 75 yasindan sonra gordlir. Sert

kemik dokuda kayip fazla olmak Uzere, her ikisinde de kemik kitle kayb1 vardir. Kemik
kaybi yavas olurken, kemik yapiminda azalma gozlenir. Paratiroid bezi fonksiyonunda
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hafif artig gorulur. Kirik daha ¢ok kalga bolgesindeki kemiklerde meydana gelir. Kadin
ve erkekte goriilme orani 2 : 1'dir. Nedeni yashliktir®,

Yasliliga bagli osteoporozda kemik yikimi, kemik yapimint karsilayamaz hale
gelmektedir. Bunun, Ca ve Vitamin D metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerden kaynaklandigi dustnulmektedir. Kadinlarda menopoz dncesinde

ostrojen hormonunun azalmasi nedeniyle, kemik kaybr daha hizli olmaktadir.

Yashliga bagli osteoporozda siinger ve sert kemik kitlesinde azalma daha
uyumlu bir iliski gosterirken, menopoz sonrasi osteoporozda siinger dokuda kemik
kitlesinde kay1p ¢ok fazladir.

Genetik yap1 ve cinsiyetin pik kemik kitlesi Gizerinde etkisi 6nemlidir. Menopoz
sonrasi osteoporoz olan bir kadinin, menopoz 6ncesi donemde olan kizlarinda kemik
kaybi1 ayni yastaki normal kizlardan daha fazla olmasi, osteoporozun genetik yapi ile
iliskisini gosterir. Beyaz rk kadinlarinda kemik kitlesi miktar1 siyah irk kadinlarindan

daha azdir. Ayrica, yasam standard: iyi olanlarda kemik kitlesi daha fazla bulunmustur®.

2.3. Osteoporozda Risk Faktorleri

Osteoporozda risk faktorlerinin erken tammlanmasi ve 6nleme programlarinin
gelistirilmesi; hastaligin artisgtm durdurmak, kiriklart onlemek ve saglik bakim
giderlerini azaltmak icin gereklidir. Clinkii osteoporoz ve osteoporotik kiriklar igin risk
faktorlerinin tammlanmas: ile risk altindaki hastalar belirlenebilmekte, kirik basta
olmak Uzere olusacak diger komplikasyonlar o©nlenebilmektedir. Osteoporozun
patogenezine katkida bulunan risk faktorleri Cizelge 1'de 6zetlenmistir. Risk faktorleri
kemik mineral yogunlugunda azalmaya neden olarak veya disme olasiligim arttirarak
kirik olusumuna zemin hazirlar.

Osteoporozdaki en dnemli risk faktorleri; yas, cinsiyet, vicut agirligi, menopoz,
hormonal nedenler, genetik ve irksal nedenler, beslenme, yasam tarzi, sigara ve alkol
kullanmi, immobilizasyon, gesitli ilaglar ve hastaliklar seklinde belirtilmektedir®?%%,
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Cizelge 1: Osteoporozda risk faktorleri?

1. Yashhk

Intestinal kalsiyum emiliminde azalma
Paratiroid hormonda yukseme
Kalsitoninde azalma

Kemik multisdlller Unitenin yaslanmast

2. Genetik verrk

Ailede osteoporotik kirik hikayes
Dustk doruk kemik kditlesi

Beyaz irk

Sarisin, ince ve solgun derili olma
Dusuk vicut agirhg (< 58 kg)

Monozigot ikizlerde anne ve kizlarinda uyumlul uk

3. Hormonal
Kadin cinsiyet
Erken menopoz
Gec menars
Nulliparite

Egzersize bagli amenore

4. Bedenme

Duslk kalsiyum ve D vitamini alimm
Proteinden zengin diyet

Y tksek sodyumlu gida tiketimi

5. Yasam stili
Sedanter yasam
Sigara, akal kullanim
Fazla kahve tiketimi

Gines 1s181na az maruz kalma

6. immobilizasyon
Herhangi bir inaktivite

7. Ilaglar ve Hastaliklar
Glikokortikoid kullanimi
Tritoksikoz
Hiperparatiroidizm
Diabetes Mdllitus
Malign hastaliklar

Heparin
Antikonvulsanlar
Metotreksat
Romatizmal hastaliklar

Diger (KOAH, Bagirsak hastaliklari, organ transplantasyonu)

Yas: Ilerleyen yasla birlikte bagirsaklardan kalsiyum ve D vitamini emilimi,
bébreklerden aktif D vitamini
parathormon seviyesini

arttirr,

osteoporoza yatkinlik olusur. Vitamin

olusumu azalr.

boylece kemik rezorpsiyonu artar. Dolayisiyla
D ekskligi yashlarda sik goralir. Yetersiz
beslenme, ciltteki vitamin D sentezinde azalma ve gines isigindan yararlanmada
azalma, yashlardaki vitamin D eksikliginin en ©6nemli sebeplerindendir. Yaslilar,
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vicutlarimn blydk bir kismimi guineslendirirlerse diyetle vitamin D alimmina ihtiyag
duymazlar. Ancak diyetle yeterli vitamin D’yi alamayan ve vicudunun sadece belli bir
kismimi (el-ytiz) guineslendiren yashilar vitamin D yetersizligi ve osteomalazi agisindan
risk altindadir. Ozellikle eve bagimli olan yashlarin giineslenme sanslari, daha da
azalmstir, ki bu da nutrisyonel D vitamini desteginin 6nemini agiga gikarir. BUtin
bunlar osteoporoz gelisimi agisindan oldukca nemlidir®.

Menopoz: Kadinlarda menopoz dénemindeki hormon yetersizligi nedeni ile
kemik kaybinin hizlandig: bilinmektedir. Kemik kitle kayb1 menopoza kadar her iki
cinsiyette de aym olurken, kadinda menopoz ve menopoz sonrast donemde hizl1 bir artis
olur.

Vicut Agirhgr: Vicut agirliginin kemik kaybr ile iligkili oldugu gosterilmistir.
70 kg'dan daha zayif olan kadinlarin ve vicut agirligimin %5’inden fazlasin
kaybedenlerin, daha hizl1 kemik kaybi gosterdikleri belirtilmektedir.

Viicut kitle indeks (VKI), vicut agirligimin (kg), boy uzunlugunun metre cinsinden
karesine bollinmesiyle hesaplanir. ideal agirlik ise ulasilmak istenen VKI'nin, boy
uzunlugunun karesi ile carpilmasiyla elde edilir.

Vilcut Kitle indeksi (VKI) = Viicut Agirhigi (kg) / (Boy Uzunlugunun Karesi)®?3

VK1 kategorileri:
Dustk kilolu : <18.5 Normal kilolu: 18.5-24.9

Kilolu: 25-29.9 Obez (asir1 kilolu) : >30

Genetik faktorler: Osteoporozun olusumunda genetik faktorlerin varligi bir
sireden beri kabul edilmekle birlikte bu konuda hala bir takim kuskular da
bulunmaktadir. Ozellikle ailesinde osteoporoz 6ykiisii olanlarda ve beyaz tenli kisilerde
osteoporoz riski yuksektir. Monozigotik ve dizogotik ikizlerde yapilan arastirmalarda,
kemik yogunlugundaki patolojik degisimlerde benzerlikler oldugu saptanmis ve bu

durumun genetik etkilerle ortaya ciktigi diistinil miistiir®®"*>3637,
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Bedenme: Beslenme osteoporozun patogenezinde, 6nlenmesinde ve tedavisinde
onemli rol oynar. Kalsiyum, potasyum, magnezyum, fosfor, D vitamini ve proteinden
zengin beslenme cgocukluk ve buyime c¢aglarinda doruk kemik kitlesine ulasmada
blylk 6nem tasir. Kalsiyum ve D vitaminin yaslilarda kemik kitlesini korudugu ve
kirik riskini azalttigi gosterilmistir. Kalsiyum, D vitamini ve protein verilmesinin, kalca
kirig1 sonrasinda iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigini bildiren ¢alismalar mevcuttur. 50
yas Uzerindeki kadin ve erkeklerin yeterli kalsiyum almasi saglanmali, gerekirse destek
tedaviler verilerek acik giderilmelidir. D vitamini giinde 400-800 IU ainacak sekilde
duzenlenmelidir. Bunun yanminda demir, bakir, ¢inko, magnezyum ve K vitamini de
alinmalidrr. Sigara, kahve, alkol ve fazla tuz tiketiminden kaginmalari dnerilmelidir.
Sonugta kisinin yasami boyunca kemik sagligint koruyabilmesi igin modifiye edilebilir
risk faktorlerinin, 6zellikle beslenmenin diizenlenmesi oldukga 6nemlidir.

Alkol alimi: Alkol, mineral metabolizmasinda degisikliklere neden olarak
kemik kutlesinde kayiplara neden olur. Karaciger hastaligi olmasa bile D vitamini
diizeyi, kalsiyum emilimi azalir ve atilimi artar. Bunlar kemik dansitesini azaltarak,
kirik riskini de arttirabilir.

Sigara kullammi: Ostrojen yapimini ve kullammin azaltarak erken menopoza,
dolayisiyla osteoporoza neden olmaktadir. Sigara tiketiminin genel olarak osteoporoz
ve fraktir olusumunda 6nemli bir risk faktort oldugu bilinmektedir. Sigara icimi ile
osteoporoz arasindaki iliski, nikotinin ¢esitli etkilerine de baglidir.

Immobilizayon: Kemik kaybinin 6nemli bir nedenidir. Sedanter yasam tarzinin
artmis fraktlr riski ile birlikte oldugu belirlenmistir. Turkiye capinda 1281 post
menopozal osteoporozlu birey Gzerinde yapilan cok merkezli bir calismada, azalmis
fiziksel aktivitenin osteoporoz igin 6nemli bir risk faktori oldugu saptanmustir. Y tksek
dizeylerde fiziksel aktivite kemige asirt miktarda mekanik guic bindirir. Bu guc,
kemigin dayanikliligini arttirir. Fiziksel aktivite yoklugunda veya azliginda kemik
kaybimin ve kalsiyum atiliminin artis1 ve osteoporozun ortaya Gikisi kagimlmazdir.

ilaclar: Uzun siireli furosamide, antikonviilsan ve kortikosteroid grubu ilaglarin
kullanimi yaygin kemik kaybina yol acarak fraktir gelisimine neden olabilir. Ayrica
kemik yapimini baskilayarak, bagirsaklardan kalsiyum emilimini azaltarak, kemik
yikimi ve bobreklerden kalsiyum atilimini da arttirarak osteoporoz gelisimine neden

olurlar?,
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2.4. Osteoporozdan Korunma

20. yuzyilin sonlarina dogru hem toplum, hem de siyasi ¢rgutler saglik bakim
politikalarint saglhigi koruma ve gelistirme Uzerine odaklamglardir. 1979 daki “2000
yilinda herkese saglik” hedeflerinin 6nemli bir kismina ulagilamamast nedeniyle halk
saghigr programlart primer olarak sagligr gelistirme ve bireylerin kendi saglik
sorumluluklarint Gstlenmeleri konularina odaklanmak zorunda kalmuslardir. Sagligi
gelistirme; dogrudan birey, aile, toplum ve toplum gruplarinin saglik potansiyelinin
gelismesi ve iyilik diizeyinin artmasina yonelik aktiviteleri ifade etmektedir. Bireyin var
olan sagligint kendi davraniglariyla en st diizeye ¢ikarmasidir. Osteoporozdan korunma
ve saghigt gelistirmenin amaci ise; bireylerin osteoporoza neden olabilecek risk
faktorlerini bilmesi ve korunmak igin kendi saglik sorumlulugunu almasidir. Cunku
osteoporoz, buylk bir saglik problemi olarak giderek gincellesmekte, morbidite ve
ekonomik kayiplara yol agmakta, is glicli kaybina neden olmakta, hastane yataklarini
isgal etmekte, tedavisi icin ¢cok uzun sireli ve pahali ilaglarin  kullamlmasini
gerektirmekte ve bitin bunlarin sonucunda da ortaya koydugu ekonomik boyutla
kronik hastaliklar igerisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle korunma, erken tan:
ve tedavi yaklasimlar: 6n plana ¢ikmaktadir. Clnk( korunma, osteoporoz insidansin: ve
maliyetini azaltan en ucuz yoldur. En 6nemli ve en etkili yaklasim ise, kemik kutle
kaybim 6nlemektir. Bunun icin oncelikle kemik kitlesini maksimum diizeye gikartmak,
daha sonra da kemik kaybini onleyecek girisimlerde bulunmak gerekmektedir. iskeletin
bliyiime ve gelismesinin intrauterin hayatta baslayip, hemen hemen 20 yil boyunca
devam ettigi bilinmektedir. O halde bu sireclerde ulasilan kemik yogunlugu ne kadar
fazla ise, daha sonra olabilecek kayiplardan etkilenme de o kadar az olacaktir. Bunun
icin 20°'li yaslara kadar kemik gelisimi igin yapilacaklarin osteoporozu ©Onleme
acisindan son derece 6nemli oldugu unutulmamalidir. Genel anlamda osteoporozdan
korunma gesitli stratejiler gerektirir.

Bunlardan ilki, belirgin risk altinda olanlarin tanumlanmasidir. Bunun igin, risk
faktorlerinin iyi ayirt edilmesi gerekmektedir. Bir diger stratgji ise, toplum bazinda risk

faktorlerinin ortadan kaldirilmasidir.
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Bunlar;

1. Yeterli kalsiyum ve D vitamini alinmasi: Ozellikle 65 yas (istii her birey giinlilk 10 ng
(400 1U) D vitamini almalidir. D vitamini eksikligi veya olasilig1 varsa 6nerilen doz 20
mikrogram (800 [U) D vitamini destegidir.

Kalsiyum ihtiyaci yas ve cinse gore degisir. NIH (National Institues of Health)

tarafindan yas ve cinse gore optimal kalsiyum alimi 6nerileri Cizelge 2 de gosterilmistir.

Cizelge 2: NIH tarafindan 6nerilen giinlik kalsiyum alim:®®

Birey Optimal Alim (mg/giin)
Erkek
25-65 yas 1000
65 yas Uzeri 1500
Kadin
25-50 yas 1000
Postmenopozal

Ostrojen alan 1000
Ostrojen almayan 1500
65 yas Uzeri 1500

2. Her giin en az hir saat gunes 1sinlarindan yararlanilmasi: Giines 1s1gindan yeterince
yararlanamayan kadinlar, 6zellikle premenopozal ve postmenopozal dénemde disardan
D vitamini verilerek desteklenmelidir.

3. Yasam biciminin dizenlenmesi: Kafein alimim azaltiimali, alkol ve sigara
aliskanliklar: 6nlenmelidir.

4. Cok ve sik dogumlarin dnlenmesi: Kadinlarin asir1 zayifliktan kaginmasi: Y asa gore
olmasi gereken kiloya sahip olmak, hem kemikler Uzerindeki istenilen baskiy: arttirir,
hem de Gstrojen yapimini saglar.

5. Genglerin ve premenopoz donemdeki kadinlarin kemik kditlesini arttirmaya ve
osteoporozu 6nlemeye yonelik davranis gelistirmeleri desteklenmelidir.

6. Egzersizin doruk kemik kuitlesinin saglanmasi, kemik kitlesinin korunmasi,
kondusyon, fleksibilite ve guc artis1 saglanarak dismelerin engellenmesi ve kiriklarin

Onlenmesi agisindan son derece 6nemli oldugu unutulmamalidir.
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Fiziksel aktivitenin, kemigin dis yapisi ve trabekiler yapinin olusmasin
etkiledigi ifade edilmektedir. Bu da gugli bir iskelet yapisimin olugsmasinda 6nemli rol
oynar. Ust diizeyde fiziksel aktivitede bulunan cocuklarin kemik dansitelerinin,
kendilerinden %25 daha az aktif olan cocuklarinkine gore %8-12 oraminda daha fazla
oldugu ve zaman icinde bu bireylerin daha fazla kemik kuitlesine ulastiklar:
belirlenmistir. Ayrica kemik Uzerine uygulanan dinamik streslere verilen biyolojik
cevabin en belirgin olarak gen¢ yastan dizenli spor yapan kadinlarda oldugu
gordlmistur. Bu kisilerin menopoz yasina geldiklerinde toplam kemik kuitleleri,
sedanter yasam sirenlere kiyasla %40 daha fazla bulunmustur. Ozellikle yiiriimenin,
bisiklete binmek ya da yiizmekten daha fazla kemik yogunluguna pozitif etkisi oldugu
bulunmustur. Cesitli calismalar; merdiven inip ¢ikma ve step yapma gibi egzersizlerin
kemik yogunlugunu arttirdigini géstermistir. Duizenli kas guclendirme egzersizleri, kas
gucu ve dengeyi dizelterek kirik riskini azaltir, 6zellikle postmenopozal osteoporoziu
kadinlarin kemik kutlesini korur. Yapilan calismalar, disik yogunluklu yik binme
egzersizleri ile kombine egzersiz programimin ve yiksek yogunluklu glglendirme
egzersizinin erkeklerde ve postmenopozal kadinlarda kemik mineral yogunlugunu
arttirchgim gostermistir.

Agirlik kaldirma ve aerobik turti egzersizlerin, yillik %1-2 oraminda kemik
kaybini onledigi, ancak erken postmenopozal donemde veya steroid kullanimina
sekonder olarak gelisen hizli kemik kaybi Gzerine etkisinin olmadigi belirlenmistir.
Ayrica egzersizler, fraktar ileilgili risk faktorlerini de modifiye ederek, kas kitlesini ve
gucunt arttirmakta, boylece denge ve koordinasyonu gelistirmektedir. Bu durum disme
egilimini azaltmaktadir. Ancak bitin bu aktiviteleri yaparken; kardiyak, gorme veya
eklem problemleri olanlarin daha dikkatli davranmalar1 gerekmektedir.

Egzersiz program ve sportif aktivitelerin siiresi, sikligi ve agirlig: kirik riski ve
yas gibi faktorler dikkate alinarak her hastamn durumuna gore diizenlenmelidir. Degisik
agirliktaki egzersiz dizeyleri her hastaya gére ayri planlanmalidir. Birgok calismada
haftada 3 giin yapilan egzersizin yeterli oldugu bulunmustur.

Ozetle osteoporozun énlenmesi icin; hareketsiz yasamdan kagimilmali, diizenli egzersiz

yapiimali, guines 1s1gindan yeterli sekilde yararlamlimali, kalsiyumdan zengin gidalar
tiketilmeli, asirn zayifliktan, sigara, alkol ve kafein tiketiminden kaginilmali,
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premenopozal ve postmenopozal donemde dizenli olarak kemik dansitesi olctirilmeli,
menopozda hormon replasman tedavisinin 6nemi ve kontrendike oldugu durumlarda
aternatif tedavi secenekleri konusunda bilgi alinmali ve bu bilgiler davranisa
donustaralmelidir. Sonug olarak, her gecen giin osteoporoz oram artmakta, en ciddi
komplikasyonu olan kiriklarin sayist da bu duruma paralel olarak artis gbstermektedir.
Bu nedenle osteoporozda risk faktorleri ve korunma temel alinarak sikligi azaltiimaya
calisiimali, daha da dnemlisi osteoporozlu kisilerde kirik olusmasi engellenmelidir.
Sadece kirik riski tasiyanlarin Onceden belirlenmesi ve hemen gerekli koruyucu
tedbirlerin alinmasi ile kalga kiriklarinda %20, omurga kiriklarinda %12 ve diger viicut
bolgelerindeki  kiriklarda %25 oraninda azalma saglanmaktadir. Bu nedenle
osteoporozun Onlenmesinde saglik ekibi Uyeleri, hastanelerde dogum ve kadin
hastaliklar1 servislerinde, menopoz polikliniklerinde ve ana ¢cocuk sagligi merkezlerinde
osteoporozun Onlenmesinde Onemli gorevlerinin  oldugunu unutmamalicir. Bu
gorevlerin yeterli bicimde yerine getirilebilmesi icin, 6ncelikle bu konunun neminin ve
kemik sagligimin gelistirilmesi konusunda yapilabileceklerin bilinmesi gerekir. Bu
dustinceler dogrultusunda ¢zellikle kadin sagligi alaminda galisan ve aym sorunlarla
kendilerinin de karsilasmasi olasi olan saglik ekibi Uyelerine, hastalarinin ve kendi
kemik sagliklarimin korunmasinda, gelistirilmesinde aktif olarak rol almalarimin son
derece 6nemli oldugunu sdyleyebiliriz. O halde osteoporoz bir kader olmamali, tim
yonleri ile ele alinmali, hastalara gerekli tant ve tedavi dogru zamanda/erken yapilmali
ve ulke bltcesine dnemli yikler getirecek bu hastaligin morbiditesini azaltmak icin
ulusal ve uluslar arasi gerekli koruyucu dnlemler alinmalidir?.
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2.5. Osteoporozda Tam Yontemleri

Osteoporoz birgok vakada sessiz bir hastalik olarak kalir. Hafif bir agirlik
kaldirma gibi gunlik aktiviteler sirasinda vertebra kirigi olusunca veya diisme sonucu
kalca kirig1 gelisene kadar osteoporoz tanisi konulmayabilir.

Osteoporozlu hastalarin tamsi, tedavisi ve takibinde oyki ve fizik muayenenin

yaninda kullanmlan tan: yontemleri sunlardir:
A-Goruntileme yontemleri

a. Radyografik incelemeler: Konvansiyonel radyografiler sik kullamlan ucuz
yontemlerdir. Torakal ve lumbosakral bdlgelerin 6n-arka ve yan, pelvisin ise 6n-arka
grafilerinin alinmasi gerekir. Radyografilerde osteoporoz tarsi igin kullanmilan kriterler;
radyolusens (i1sik gegirgenligi) artisi, trabekller yamdaki degisiklikler, kemik
korteksinin incelmesi, vertebra korpusu, radius distali ve femur boynu kiriklaridir.

b. Kemik mineral yogunlugu (KMY) dlgim yontemleri: KMY dlgtmleri,
osteoporoz teshisi, tedavisi, izlenmesi ve kirik riskinin hesaplanmasinda kullanilan
yontemlerdir. Gunimuzde dogruluk payr yuksek tekniklerle 6lculebilmektedir. Bu
tekniklerin hepsi osteoporoz tam ve izlenmesinde geleneksel radyografilerden Gstinddr.
Bu gune kadar olan bilgilerimiz, distik KMY ile kemik kiriklar1 arasinda, kuvvetli bir
iliski oldugunu gostermektedir. KMY kemik dokunun temel kuvvetliliginin %75-
85'inden sorumludur, yani kemik kuvveti ile yiksek korelasyon gosterir.

Osteoporozun, toplum saglhigindaki ©nemi, neden oldugu harcamalarin
yuksekligi anlasilinca, KMY'nin dlgima ile ilgili yeni invasive olmayan tetkiklerin
gelistirilmesine hiz verilmistir. Cogunlukla vertebra ve kalgadan yapilan KMY
Olcimleri, osteoporoz tamsimn en Onemli kismim olusturmaktadir. KMY’'nin
olclimiinde son zamanlarin en 6nemli gelismesi DEXA yontemidir. Ideal dansitometrik
Olglim; hizli, tekrarlanabilir ve glivenilir olmali, alinan radyasyon dozu ve hata payi az
olmali, kirik riski konusunda fikir vermeli, trabekiler ve kortikal kemigi ayri ayri
degerlendirebilmeli ve tedavinin takibinde glivenle kullarilabilmelidir. Disik hata payi,
dustik radyasyon dozu ve kalibrasyonundaki kolayliklar nedeniyle, DEXA osteoporozun
hem tarusinda hem de tedavi yonteminin secilmesinde uygun bir yontemdir.
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KMY Olciimiinde K ullanilan Y éntemler:
Tek Foton Absorpsiyometri (SPA) (Single Photon Absorptiometry)
Cift Foton Absorpsiyometri (DPA) (Dual Photon Absorptiometry )
Tek Enerji X-151n1 Absorpsiyometri (SEXA) (Single Energy X-ray Absorptiometry )
*Cift Enerji X-151m Absorpsiyometri (DEXA) (Dual Energy X-ray Absorptiometry)
Kantitatif Bilgisayarli Tomografi (QCT) (Quantitative Computed Tomography)
Kantitatif Ultrasonografi (QUS) (Quantitative Ultrasonography)
Manyetik Rezonans (MRI) (Magnetic Resonance | maging)

c. Kemik sintigrafisi: Ozellikle osteopoprozun, kemik metastazlari, osteomalazi
gibi hastaliklardan ayirt edilmesinde kullanilir. Onceden olusmus  kriklarin
gogerilmesinde de yeri vardir. Osteoporoz tamsinda fazla spesifitesi olmayan bir
yontemdir.

B- Laboratuar testleri:

Osteoporoz tamsi, tedavisi ve takibinde biyokimyasal testlerin dnemli bir yeri
vardir. Primer osteoporoz tanmisim kesinlestirip sekonder osteoporoz olasiligini ekarte
etmek icin yapilmas: gereken laboratuar testleri asagidadir:

Rutin olarak yapilanlar:

- Tam kan sayimi - Eritrosit sedimentasyon hizi
- Serum kalsiyum , fosfor.. - Tota alkalen fosfataz
- Karaciger fonksiyon testleri - Tam idrar tetkiki

- Serum albumin, total protein
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Gerekli goruldugiunde yapilanlar:

- 24 saatlik idrarda kalsiyum ve sodyum diizeyi

- Serum ve/veya idrar elektroforezi - PTH, 1,25(0OH) D vitamini
-TSH, FT3,FT4 - LH, FSH, Prolaktin

- Plazmatestosteron ve Ostradiol diizeyi - Serum Kkortizol diizeyi

- Bence-Jones proteini

- Kemik dongusunin biyokimyasal belirtecleri (cesitli kemik yapim gostergeleri ve
kemik yikimi gostergeleri)

C- Kemik biyopsisi: Kemik biyopsisi metabolik kemik hastaliklarinin tamsi ve
arastirilmasi igin 6nemli bir yontemdir. Doku veya hiicre diizeyinde incelemeye imkan
tanmyan tek yontemdir. Kemik biyopsisi ve histometrisinin klinik kullanimi stpheli
osteomalazi, sistemik mast hicresi hastaligi (mastositoz), renal osteodistrofi, tansi
koyulamamis osteoporoz, dstrojen yetersizligi olmayan kadinlarda osteoporoz, klasik
tedaviye yanitsiz osteoporoz ve tamsi konulamamis ¢cocukluk ¢agi kemik hastaliklari ile

sinirhdir®,

2.6. OSTEOPOROZ GENETIGI

Osteoporoz, kemik kirilganliginda ve kirik riskinde artisa yol agacak olcude
distk kemik kitlesi ve kemik dokunun mikromimarisinde bozulma ile karakterize olan
hormonal, gevresel, yasam sekli (sigara igilmesi, fiziksel egzersizler gibi) ve beslenme
faktorlerinin (kalsiyum alim, alkol tiuketimi) etkisi altindaki genetik faktorlerin kontrol
ettizgi multifaktoriyel ve poligenik bir iskelet hastaligidir®®"44142  Multifaktoriyel
olmasinin yaminda yapilan calismalarda genetik faktorlerin kemik fenotipindeki
degisikliklerin %50-85 ninden sorumlu oldugu gésterilmistir.>94344

Hastaligin genetik temeli Gzerine yapilan galismalar osteoporozla iligkili gok
sayida aday gen oldugunu gostermistir. Osteoporoza katkida bulunan genetik

varyasyonlara ait bilgilerin ¢ogu aday genlerle kemik mineral yogunlugu
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calismalarindan gelmektedir. Bu calismalar1 degerlendiren meta analizlere gore vitamin
D reseptor geni (VDR), 6gtrojen reseptor alfa geni (ESR1), tip 1 kollajen alfa A1 zinciri
geni (Col1A1) ve interlokin 6 (IL-6) geninin alelik varyasyonlar: ile BMD velveya
kiriklar arasinda 6nemli iligkilerin oldugu saptanmistir. VDR, ESR1, CollAl ve
interlokin-6 (1L-6) genlerinden baska ve dusik yogunluklu lipoprotein (LDL) — benzeri
protein 5 (LRP5) genlerinin polimorfizmlerinin  de osteoporozla iliskisi
calisiimaktadir®®. Col1A1 haric diger dort gen pleitropik etkili (master gen) olup bazi
calismalarda osteoporozdan baska yaslanmaya bagli bazi hastaliklar, kolorektal ve
gogus kanseri ile de iliskili oldugu belirtilmistir>®°.

Osteoporoz gibi poligenik hastaliklarin  patogenezinde rol alan genleri
belirlemek icin ¢cok nesilli genis ailelerde linkage analizi, ikiz caligmalari, kardesler
arasinda (sib-pair) allel paylasim yontemi, akraba olmayan kontrol ve hastalarda
assosiyasyon calismalart ve hayvanlarda caprazlama deneyleri gibi birkag farkl:
yaklagim vardir. Bu yontemlerin cogu pratikte hastaligin belli bir fenotipik 6zelligi ile
polimorfik markerler arasindailiski kurma yaklasimina dayanmaktadir”*.

Polimorfizm, gen fonksiyonunda degisime neden olmaksizin gerceklesen ayni
genin DNA dizisindeki degisikliklerdir. Bir genin, toplumda %1 veya daha fazla siklikla
rastlanan varyasyonlarii tammlamak icin kullamlir. Bu orandan daha az siklikla
rastlanan varyasyonlar ise mutasyon olarak adlandirilir. Polimorfizmler bir veya daha
fazla bazin diziye katilmas: (insersiyon), diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir
bazin digeri ile yer degistirmesi (substitisyon) gibi bir¢cok yolla olusabilir. Farkli
habitatlarda adaptasyon avantaji saglayan alellere yonelik baskidan kaynaklandigi
distintlmektedir. Insan genomunda en gok gorilen polimorfizmler tek bir nikleotidin
degismesi ile meydana gelen tek nikleotid polimorfizmleridir (SNP). SNP ler genomda
yaklasik her 100-200 bazda bir tane olacak siklikla bulunur. Baz degisimi ile olusan
yeni kodon eskisi ile aym aminosidi kodluyorsa, bir degisimin etkisini diger bir degisim
ortadan kaldirtyorsa, daha dnceden olusan bir degisiklik yeni bir degisiklikle normale
dondurdlmisse, degisiklik kodlanmayan dizilerde ise ve degisiklik sonucu proteine
yanls olarak giren amino asit, proteinin aktif bolgesinde degilse ve proteinin Ug
boyutlu yapisini, fonksiyonunu etkileyecek sekilde degistirmiyorsa, bu tir degisimler
polimorfizm olusmasina neden olur. Bu DNA bolgeleri bireyler arasi farklilik gosterir
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ancak tum kalitim kurallarina uyarlar. Bu tip genetik degisimler fenotipik bir
degisiklige neden olmaz*’.

Polimorfizmler populasyonda dusik siklikta olmasina karsin bazi durumlarda
cok dnemlidirler. Polimorfizmlerin yaklasik %90 mint olusturan ve insan genomunun
yuksek cesitliliginin dogal etkeni olan tek nikleotid polimorfizmleri (SNP) belirli
hastaliklara yatkinligi arttirabilir ya da azaltabilir. Bu etkilerini de, ilag yamtim
degistirmelerinde oldugu gibi, fizyolojik fonksiyonlar1 dizenleyerek veya bozarak
yaparlar®.

Polimorfizmin etkisi, o polimorfizmin yerlesimine baglidir. Genin kodlanan
bolgesinde yani ekzonunda meydana gelen farkliliklar  protein  dizisini
etkileyebileceginden proteinin yapisi ve fonksiyonu degisebilir. Ayrica proteini
kodlayan bolgelerin disinda, genin sonundaki dizenleyici bdlgede veya intronik
dizilerde de niikleotid degisiklikleri goriilebilir’. Eger bu degisiklikler (6zelliklede tek
baz degisikliginden olusanlar) bir restriksiyon enziminin kesme bdlgesinin yok
olmasina ya da yeniden olusmasina sebep olursa kolaylikla saptanabilir. DNA sarmali
Ozgul restriksiyon endoniikleaz ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda fragmentler
olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu fragmentler RFLP (Restriksiyon Parga
Uzunluk Polimorfizmi) olarak adlandirilir. RFLP ler bir ¢ok hastalikta kalitsal marker
olarak kullanlir®.

Polimorfizm ve hastalik iliskisini arastiran calismalarda kullamlan hasta ve
kontrol grubunun etnik kdkeni 6nemlidir. Cunku genetik gesitlilik, farkli etnik gruplarda
farkli allel sikliklarinin ve farkli hastalik risklerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur.
Dolayisiyla olusan polimorfizmlerin hastalik Uzerindeki etkileri de ¢alisma grubunun
etnik kokenine bagl olarak degisebilir’’. Son yillardaki calismalar osteoporozda irk ve
etnik koken, yas ve pozitif aile dykiisiinin rol aldigini gostermistir”.

Kemik oldukca dinamik bir doku olup metabolik kontrolu sitokin, blyime
faktorleri, nitrik oksit, hiicre sinyal yollar:1 gibi lokal faktorlerle ve sistemik yollarla
kontrol edilir. Hormonlarin sistemik yolla endokrin regilasyonu, ya hiicre zarindaki
reseptorler yolu ile ya da steroid/tiroid reseptdr slper ailesinde oldugu gibi
transkripsiyon faktori olarak nukleus seviyesinde gergeklesir. Kemik hicresi
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fonksiyonlarimin 6nemli regulatorleri olan vitamin D ve cinsiyet hormonlari nikleus

seviyesinde gorev yapmaktadir’.

Steroid hormon reseptér genlerinden Ostrojen reseptor geni (ESR) (14
polimorfizm), androjen reseptdr geni (AR), progesteron reseptdr geni (PR) ve Vit D
Reseptoér (VDR) genine ait polimorfizmlerle osteoporozun iligkisi calisilmis ve son
yillarda osteoporoz genetigi ile yapilan calismalarin ¢cogu 6zellikle VDR, COL1A1 ve

ESR (izerinde yogunlasmmistir>"?°,

Osteoporoza etki eden kalitimsal faktorlerin ve bu faktorlerle gevresel faktorlerin
etkilesimlerinin dahaiyi anlasiimasi ile tedavi ve korunmada daha etkili olunabilir®.

2.6.1. Vitamin D Reseptér (VDR) Proteini ve Geni

Bireysel farkliliklardan %75 oraminda genetik faktorler sorumludur. Kemik
yogunlugu, buyukligl, yapim ve yikim dongusi genetik kontrol altinda olup, bazi
genlerdeki  polimorfizmler bireysel kemik yogunlugunu belirlemektedir. VDR
osteoporoz aday genlerinden kemik Kkitlesi Uzerinde etkisi oldugu belirlenen ilk
gendir®®.

VDR proteini nikleer hormon resepttr ailesinin Uyesidir ve gercek steroid
hormon olmamakla birlikte, steroid hormonlar gibi nikleer reseptorler aracilig: ile
gorev yapmaktadir#*>°2%3 K alsitriol [1,25(OH).D3], VDR'ye baglanarak kalsiyumun
barsaktan emilmesini, bobrekten kalsiyum ve fosfatin geri emilimini ve paratiroid

hormon diizeyini ayarlamaktadir®*®=°,

VDR proteni, kalsiyum ve kemik metabolizmasim kontrol eden Vitamin D
hormonunun (1,25-dihidroksivitamin D3) etkisini dizenlemektedir. Bu dizenlemeyi

farkl1 genlerin transkripsiyonunu kontrol ederek yapar®.

VDR proteini, 427 amino asitlik 48.3 kD agirliginda molekuler kitleye sahip bir
protein olup ligand baglayict ve DNA baglayici bélgeler icerir*®*?, Bu alanlar steroid
hormonlar, tiroid hormonu ve vitamin A icin homologtur®. Ligand baglayici bolgesi ile
hedef gende bulunan vitamin D cevap elemanina (vitamin D response element)
baglanir. Bu baglanmamin gergeklesebilmesi icin VDR proteininin - 6ncelikle
transkripsiyon baglangi¢ faktorlerinin bir araya toplanmasint saglayan retinoik asit X

31



reseptort (RXR) ile kompleks olusturmasi gereklidir. Bircok ko-aktivatér ve ko-
represdr molekiller bu reseptdr kompleksine baglanir ve transkripsiyonu regile eder
(Sekil 4)2+%3495354 /DR proteinin paratiroid hiicrelerde, pankreas adacik hiicrelerinde
hematopoietik hiicrelerde, keratinositlerde, Greme organlart ve immun sistem Uzerinde
etkileri oldugu gosterilmistir®.

o e 5T

23 %
HO "=r
_|‘a'n:|a -::.anila.'. Tid
VDR,

l Helergdimerizasyen

l DA 'y afilarma

VDR
MR
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Sekil 4: VDR proteinin DNA’ya baglanmasi ve VDR geninin regiilasyonu®

VDR geni 12g12-14' de haritalanmustir ve 100 kb uzunlugundadir. 11 ekzondan
olusan genin 1A, 1B,1C ekzonlar1 5 UTR bdlgesini kodlar. 1B ve 1C ekzonlarinin farkli
splayz1 sonucunda 3 farklit mRNA izoformu olusur. Exon 1A, GC bazlar1 agisindan
zengindir. Diger 8 ekzon (2-9) yapisal gen iriinii olan proteini kodlamaktadir*®>>2,
Ekzon 2 ve 3 DNA baglanma domainini, ekzon 4 ve 9 ligand baglanma bdlgesini
kodlar. Nukleer reseptorlerin birgogunda tipik promotor bdlgesi olmasina ragmen
TATA kutusunun olmamasi ve birgok transkripsiyon baslangi¢ bolgesine sahip olmasi
yaygin gorulen bir 6zelliktir. VDR geninin ekspresyonu birgok dokuya 6zgii promotor
tarafindan kontrol edilmektedir™->>>°,
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Insan VDR geninde onemli sayida RFLP polimorfizmi saptanmustir (Sekil 5).
Genin 3 ucunda Taq I, Apa | ve Bsm | enzimlerinin, 2. ekzonda transkripsiyon
baslangi¢ noktasinda Fok | enziminin kesim yaptig1 polimorfik bolgeler bulunmaktadr.
Her bir endonikleaz icin restriksiyon alanimin bulunmasi geleneksel olarak enzimin ilk
harfinin kiicugu ile (t, a, b, f), restriksiyon bolgesinin olmamasi da biytk harfler (T, A,
B veya F) ile gbsterilmektedir®’. Kesim durumuna gére bireylerin genotipi homozigotlar
icin tt, aa, bb, ff veya TT, AA, BB, FF ve heterozigotlar igin Tt, Aa, Bb ve Ff olarak

. -1:.5,7,52
gogerilir>"<,
100 kb
r(onmmu EKZONLAR | |3'REGULATE)R |
1
vy ead ¢ 2 3 456 789 3UR
al HH— D—-E‘ HHFHL
Cdx2 Fokl*
| o]
RFLP: Bsml Trugdl EcoRV Apal Tagl
bp: AIG GIA GIA GT TiC

Sekil 5: insan VDR geni ve polimorfizmleri®®

Ekzon 2 de bulunan Fok1 polimorfizmi (rs17881966) fonksiyonel olup kesimin
oldugu allelde (f) transkripsiyon ilk ATG dizisinden basladigindan normal, kesim yoksa
(F alleli) transkripsiyon bir sonraki ATG dizisinden bagladigindan transkrip daha kisa
(fakat yine fonksiyonel) olur. Yapilan calismalarda Fokl allelik varyantlarimin BMD
Uzerine etkisi 1k, yas, menopoz durumu ve iskelet bolgesine gore degismekte, ayrica
kalsiyum alimi gibi cevresel faktorlerden de etkilenmektedir’. Baslangic kodonu olan
ATG de bulunan T—C degisimi sonucunda ATG, ACG’ye donusur ve translasyon
ikinci ATG'den baslar. Bunun sonucunda 424 aminoasit uzunlugunda VDR proteini
sentezlenir. T—C degisimi olmadig1 durumda ise translasyon ilk ATG den baslar ve 3
aminoasit daha uzun olan (427 aminoasit, f alleli) VDR proteini sentezlenir. Bu

polimorfizmi belirlemek icin Fokl restriksiyon enzimi kullamlmaktadr*®->+>6=859%0
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Ikinci polimorfizm 8.intronun 5 ucundan 1280 baz cifti ilerde olan Apal
(rs17879735) polimorfizmidir. Bu polimorfizmi belirlemek igin Apal restriksiyon
enzimi  kullamlmaktadir. Uglincii  polimorfizm ise 9. ekzonda bulunan Tag|
(rs17880019) polimorfizmidir ve T—C degisimi sonucunda ATT kodonu ATC'ye
donusir. Hem ATT, hem de degisim sonucunda olusan ATC kodonu (352. kodon)
izolosini kodlamaktadir. Bu polimorfizmi belirlemek igin Tagl restriksiyon enzimi

kullanlr*®:%,

Diger bir polimorfizm olan Bsml (rs1544410), Apal gibi intron 8 ile ekzon 9
arasinda bulunmaktadir ve kodlanan proteinde amino asit dizisini degistirmeyen sessiz
bir tek niikleotid polimorfizmidir (SNP). Ancak Bsml polimorfizmi, mRNA stabilitesini
diizenleyerek gen ekspresyonunu etkileyebilmektedir®. VDR geninin 3'UTR
bdlgesindeki Tagl, Apal ve Bsml polimorfizmlerine ait alleller birbirlerine ¢ok yakin
olduklarindan dolay: aralarinda kuvvetli bir Linkage Disequilibrium (LD) vardir. Fakat
Fokl polimorfizmi ile diger polimorfizmler arasinda ise LD yoktur™. VDR genotipleri
populasyon spesifitesi gostermektedir®®. Asya populasyonlarinda b alleli, Avrupa
kokenli populasyonlarda ise B alleli daha egemendir ve Japonlarda Bb genotiplerinin
bb'ye gore, vit D bilesiklerine daha fazla cevap verdigi bulunmustur. Genelde
Asyalr' lar vit D metabolitlerine Avrupa lilardan daha fazla yanit vermektedir (b alleli
yaygin). Ancak VDR genotipleri ile BMD iliskisi kalsiyum alimina orantili olarak
degismektedir. Kalsiyum ve vit D alan yashlar arasinda BB genotiplerinde olanlarin
lumbar omurlardaki kemik kaybir Bb ve bb genotiplerinden daha fazla bulunmustur

Ancak farkli sonuglar bulanlar da vardir> ",

VDR varyantlari ile kemik kalsiyum homeostazi ve kemik kitlesi arasindaki
iliskinin molekuler mekanizmasi fonksiyonel in vitro calismalara ragmen hentiz tam
anlagilamamustir, bunun bir nedeni de polimorfizmlerden sadece bir tanesinin ekzonda

olmasindandir’.
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2.6.2. Kollajenler

Omurgalilarda en yiksek oranda gorilen ve tim proteinlerin %25 kadarin
olusturan bir protein olan kollgjen tim ¢ok hticreli hayvanlarda bulunur. Coziinmeyen
guclt kollgjen lifleri kemik, dis, kikirdak, tendon, deri ve kan damarlarlarimin bag
dokularimin destek proteinidir. Fibriler proteinlerin degisik yapi-fonksiyon iliskilerini
carpict bigimde kollajenler sergilemektedir.

Tendonlarda bulunan ve yiiksek gerilme kuvveti olan kollajen, asimetrik yapilar
olusturmaktadir. Gevsek dokunmus deri kollajeni, esnek lifler meydana getirmektedir.
Dis ve kemiklerin sert bolgelerini olusturan kollgjen, kalsiyum fosfat polimeri olan
hidroksiapatit icermektedir. Korneada yer alan kollajen gegirgen bir yapi1 olusturmak
lizere diizenlenmistir®®.

Kollgjenler, en az 19 farkli Uyesi bulunan biyik bir protein ailesidir. Ug
polipeptid zincirinin, halata benzer bir yapi olusturmak Uzere birbirlerine sikica
dolandig: Gglt sarmal yapilartyla karakterizedir. Kollajenlerin Ggli sarmal bdlgelerinde
Gly-X-Y amino asit dizisi tekrarlari bulunur. Polipeptid zincirlerinin, kollajen G¢li
sarmal1 olusturmak Uzere, yeterince yakin paketlenebilmesi icin her (ic aminoasitte bir
glisin (sadece hidrojenden ibaret bir yan dal1 bulunan, en kiiciik aminoasit ) bulunmasi
gerekir. X pozisyonunda siklikla prolin ve Y pozisyonunda da hidroksiprolin yer alir;
halka yapilart nedeniyle bu amino asitler polipeptid zincirlerinin sarmal dtzenini
saglamlastirirlar.

Ender gordlen hidroksiprolin amino asiti, dnceden kollajen polipeptid zicirinin
yapisina girmis olan prolinlerin  endoplazmik retikulumda modifikasyonu ile
olusturulur. Kollajende bulunan lizin amino asitleri de genellikle hidroksilizine cevrilir.
Bu degistirilmis amino asitlerin hidroksil gruplarinin, polipeptid zincirleri arasinda
hidroksil  gruplart  olusturarak, Ggli  sarmalin  dayarikliligini  arttirdiklar:
dustinulmektedir. Hidroksiprolinin bitki duvarindaki bazi glikoproteinlerin yapisinda da
siklikla gorilmesine karsin, bu amino asitler diger proteinlerde nadiren bulunur.

En bol bulunan kollajen tipi (tip | kollajen) bag dokularinin temel yapisal
bileseni olan fibril olusturan kollajenlerden biridir. Bu kollajenlerin polipeptid zincirleri,
yaklasik olarak bin amino asit yada 330 Gly-X-Y tekrar1 kapsar. Bu kollgenler,
hiicreden salgilandiktan sonra, U¢li sarmal molekdllerin, dizenli aralikli diziler halinde

bir araya geldigi, kollgjen fibrillerini olustururlar. Hiicre icerisinde bu fibriller olusmaz
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gunkd, fibril olusturacak olan kollajenler, polipeptid zincirinin her iki ucunda sarmal
yapmayan kisimlari bulunan, ¢6zinir ©nci molekiller (prokollajen) halinde
sentezlenirler. Prokollajen salgilandiktan sonra kollajen olusturmak Uzere kesilir, bu
nedenle, kollgjenin fibriller halinde birlesmesi sadece hiicre disinda gerceklesir.
Kollajen molekdllerinin olusturdugu fibriller, lizin ve hidroksilizin molekillerinin yan
zincirleri arasinda kovalent garpraz baglantilarin olusmasiyla daha da guiclenir. Siklikla
fibriller bir araya gelerek, caplari birkag mikrometreye ulasabilen kollajen lifleri
olustururlar®®,

Tip 1,11 ve Il kollajenler, fibriler kollajenlerin 6nemli bilesenleridir ve vicuttaki
kollajenlerin %70’ ni olustururlar®™. Tip | kollajen, viicutta cok miktarda bulunan yapisal
protein olup, deri, kemik, lif, bag doku, kan damarlari, sklera ve korneamn temel
protei nidir 25,64,65,66,67,68,69,70,71.

Tip Il kollajen ise eklemlerdeki kikirdaklarda bulunur. Tip I11 kollajen ise tip |

ileiliskilidir ve deri, damar, uterus ve barsaklarin temel proteinidir®.

2.6.3. Tip 1Kollajen Alfa 1 Zinciri Geni (Col1A1) ve Proteini

Tip 1 kollajen Ureten genler (CollAl ve Col1A2) osteoporoz patogenezi
acisindan 6nemli aday genlerdendir. En sik gorilen kollgjenlerden biri olan ve 285 kDa
molekdl agirhigindaki tip | kollajende 2 tane al(l) ve 1 tane a2(l) zinciri
bulunmaktadir®. Tip | kollajen, heterotrimer yapida olup, pro ai(l) zinciri kollajen tip |
alfal (COL1A1l) geni tarafindan, pro a2(l) zincirleri ise kollajen tip | alfa 2 (COL1A2)
geni tarafindan kodlanir’#""4">"®_ Bu zincirlerden pro a1(l) zincirini kodlayan kollajen
tip | alfal (COL1A1) geni kromozom 17g21.3-22' de lokalize olup, 18 kb uzunlugunda
ve 52 ekzon, 51 intron icermektedir®"®"’. Pro a2(1) zincirlerini kodlayan kollajen tip |
alfa 2 (COL1A2) geni ise kromozom 7q21.3—-g22.1 de lokalize, 38 kb uzunlugunda, 52
ekzon, 51 introndan olusmaktadir 2>">"®"". Her iki genin yapilar: birbirlerine oldukca
benzer olup aralarindaki bulyukltk farkliliklarr intronlarimin biydkloklerinin farkl
olmasindan ileri gelmektedir ve bu genlerin ekzon biyuklikleri 45-283 bg arasinda
degismektedir. Bu genlerin en temel 6zelligi kollajen zincirlerinin Gglu heliksi kodlayan

ekzonlarinin cogunlukla 54 bg uzunlugunda olmasidir®? .
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Tip | kollgjenin pro al(l) zinciri 1464 amino asitten olusan 140 kDa (102)
agirhiginda bir protein olup yapisinda sinyal peptidi (A bolgesi), N terminal propeptidi
(B,C,D bolgesi), tclt heliks sarmal domaini (E bolgesi) ve C terminal propeptidi (F,G
bdlgesi) yer ailmaktadir. Pro al(l) zincirini kodlayan COL1A1 geninin 1. ekzonu sinyal
peptidi, 2—6. ekzonlart N terminal propeptidi, 7-48. ekzonlar1 ve 49. ekzonun bir kismi

Uclt heliks domainini ve 49-52. ekzonlar C terminal propeptidi kodlamaktadir (Sekil
6)25,76,78.

COL1A1 geni
1

48 52 Eksonlar

5 —i—Hi—HH—HHHHHHE - — 3
| i S =
NH, 5, 5 AR 3 SRR R RS "}~ COOH
A B CD E (Ucli sarmal) F G Etkin
pro o1(1) | = ] bblgeler
B N terminal C terminal
propeptidi propeptidi

Sinyal peptidi

Sekil 6: Tip | kollajen pro al(l) zinciri ve COL1A1 geninin yapisi’®.

Genetik calismalar, tip | kollajen genlerini (COL1A1l, COL1A2) kodlayan
dizilerdeki mutasyonlarin  osteogenezis imperfektaya (Ol) neden oldugunu

goaerml $t| r65,67,69,76,79,80,81

. Nitekim osteoporoz ve Ol arasindaki fenotip benzerligi
nedeniyle bu genlerin osteoporozda da rol oynayabilecegini distindiirmektedir®®. Ol,
erken osteoporoz ve kemik kirilganligiyla karakterize kalitsal bir hastaliktir’”®'. Bu
hastaliga sahip probandlarla yapilan calismalarda, COL1A1 ve COL1A2 genlerinde
kodlayan bdlgelerde olmak izere yaklasik olarak 200 mutasyon tammlanmustir’’. Tipl
kollajen genlerindeki polimorfizmler ise kodlayan dizilerde oldukga nadir gérulur ve bu
genlerde osteoporozla iligkili degillerdir. Fakat COL1A1 regulatér bolgesindeki
polimorfizmlerin kemik kitlesiyle ve olasi osteoporotik kiriklarla baglantili oldugu
gosterilmistir (Sekil 7)*82,

Kollajen gen transkripsiyonu kontrollnin, proksmal promotor ve 5'reguilator
bdlgelerinde cis-acting elemanlarim tamyan, DNA baglanma proteinleriyle kompleks

bir iligki iginde oldugu disunilmektedir. Bir¢ok ¢alismada fare, sigan ve insan COL1A1
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geni promotor fonksiyonu, hem in vitro da hem de transgenik sicanlar kullanilarak
calisilmistir. COL1A1 geni transkripsiyon baslangic bolgesinin 220 bg ilerisindeki
bdlge iginde kisa bir promotor dizisinin bazal ve dokuya 6zgii transkripsiyon igin yeterli
oldugu bildirilmistir".

Ilk defa 1996’'da COL1A1 geninin transkripsiyonunu diizenledigi dustinilen ve
bir transkripsiyon faktori olan Spl'in  baglanma boélgesinde (l.intron da
+1245.pozisyonda) olusan bir polimorfizmin (G/T) osteoporotik kiriklarla iliskili
oldugu belirtilmistir®®37®8  gp1 polimorfizmi (rs1800012), Spl’'in baglanmasin
arttirarak transkripsiyonun guiclenmesine dolayisiyla da anormal oranda yiksek mRNA
ve protein Urininun olusmasina sebep olur. Sonugta COL1A1 ve COL1AZ2 zincirleri
arasinda dengesizlik olur. Bunun da Spl polimorfizmi (“s’ veya “T” alleline sahip
olmak) tasiyan kisilerde kemik kitlesi ve giclinde azalmaya yol agacagin
diistindirmektedir®8488087 - Bircok aragtirmaci Spl polimorfizmi ile osteoporoz
arasinda 6nemli bir iligkinin oldugunu gosterse de bazi calismalarda aym sonuglar
bulunamamistir®®. Bunun nedeni ise COL1A1 polimorfizmi ile osteoporotik kiriklarin
oramt arasinda etnik farkliliklarin  bulunmasidir. Bu  polimorfizm  Kafkas
populasyonunda olduk¢a yaygin olmasina ragmen Afrikalilarda ve Asyalilarda nadiren
goriilmektedir® .
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Sekil 7: COL1A1 geni -1997 GIT, -1663 in/del T ve Sp1 polimorfizmleri®,

COL1A1 geni promoter bolgesinde, Garcia-Giralt et al.* tarafindan 2002’ de, 2
polimorfizm (-1663 indel T ve -1997 G/T) daha tanimlanmis olup bu polimorfizmlerin
hem Spl ile hem de birbirleriyle kuvvetli olarak linkage disequlibrium (LD)
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gosterdikleri bulunmustur®®®®. Bu calismada, postmenopozal ispanyol kadinlarda -
1997 G/T polimorfizmi (rs1107946) ile bel omuru KMY'si arasinda onemli derecede
bir iliskili oldugu tespit edilmistir. Bu iliski daha sonra Ingiliz kadinlarda da
gosterilmistir .

COL1A1 geni -1997 G/T polimorfizmi, COL1A1 geni promotorinin proksimal
bolgesinde, -1997. pozisyonunda tammlanmstir. Promotér polimorfizmlerinin,
fonksiyonel oldugunu ve DNA baglanmasi ve gen transkripsiyonu Uzerine regule edici
etkisi oldugunu, gbsteren bircok kamt vardir. Fakat bu polimorfizmlerin, kemik
biyomekanik ¢zellikleriyle veya olasi kirik dykuleri ile ne kadar iligkili oldugu henliz
netlik kazanmamstir®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

Calismada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler temin
edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.

Kimyasal M alzemeler

1. PCR tamponu (Vivantis, Fermentas)

2. Magnezyum klorir (MgCly) (Vivantis, Fermentas)

3. Primerler (T1B Molbiol, Biomers)

4. dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Roche,Vivantis)

5. Tag DNA polimeraz enzimi (Vivantis, Fermentas), Hot Start Taq DNA polimeraz
enzimi  (Fermentas)

6.Restriksiyon enzimleri Apal, Tagl, Bsml, Fokl, Mscl, Eco3ll (Roche, NEB,
Fermentas)

7. FastRuler Low Range DNA Ladder 50 bp (Fermentas) ve VC 100 bp Plus DNA
Ladder (Vivantis), N3236S 50 bp DNA Ladder (New England BioL abs)

8. Etidiyum bromid (Sigma)

9. Tris-base (Sigma)

10. Borik asit (Sigma)

11. Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)

14. Sodyum klorir (NaCl) (Merck)

15. TritonX 100 (Sigma)

16. Suikroz (Merck)

17. Proteinaz-K (Sigma)

18. Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

19. Bromfenol mavisi (Merck)

20. Etil alkol (Merck)

21. Digtile ve bidistile su

22. Agaroz (Sigma)

23. Basica LE Agarose (Prona)
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Cihazlar ve Teknik M alzemeler

. PCR cihaz1 (Thermal cycler Ependorf Mastercycler)

. Elektroforez gu¢ kaynagi: (EC3000-90)

. Yatay ve dikey elektroforez sistemi (Biogen)

. Otomatik pipetler (Gilson, Biohit, Socorex, Eppendorf)

. Derin dondurucu (Siemens, Bosch)
. Buzdolabi (Arcgelik)
. Sogutmal1 santriftij (Universal 16R)
Mikrosantriftj (Techne force 16)
10. Su banyolar1 (Grant)
11. Vorteks (Nive NM 110)
12. Etiiv (Dedeoglu )
13. Hassas terazi (Sartorius)
14. Terazi (Shimadzu 321-33557)
15. pH metre (Inolab)
16. Otoklav (Trans)
17. Manyetik karistirict (NUve MK 390)

1
2
3
4
5. UV jel goruntileme sistemi (UVItec)
6
7
8
9

Kan Orneklerinin Saglanmas

Hasta grubu: Cukurova Universitess Tip Fakiltes Fiziksel Tip ve
Rehabilitasyon Anabilim Dal1 Osteoporoz poliklinigince takip edilen menopoza girmis
osteoporoz hastalarindan asagida belirtilen kriterlere gore ¢alisma grubu olusturuldu.

T-skor degeri —2.5 ve daha az olan osteoporozlu postmenopozal kadinlar
calismaya dahil edildi.
Kalsiyum ve fosfor metabolizma hastaliklar1 olanlar, endokrinolojik hastaliklar
(hipertiroidizm, vs.) olanlar, kronik karaciger ve bobrek hastaliklari olanlar,
iskelet hastaliklar1 (paget, romatoid arthrit vs.) olanlar, kemik yogunlugu ve
metabolizmasimi  etkileyecek ilag alanlar (kortikosteroid, antikonvilzan,
kalsitropik ilaglar vs.), HRT (hormone replacement therapy), TRT (tiroid
replacement therapy) ve ER (estrogen receptor) modulator ilaglart alanlar
calismaya dahil edilmedi.
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Hastalarin yasi, boyu, kilosu, menars yasi, menopoz yasi, osteoporoz aile
Oykusll, gebelik sayisi (canli dogum sayisi), 6nceki osteoporoz tedavileri ve
sireleri (HRT dahil), osteoporoza eslik eden hastaliklar ve medikasyonlari,
fiziksel aktivite diizeyleri, diyetle sit ve sit Grtnlerinin tiketimi, kafeinli gida
tuketimi, alkol ve sigara kullammlari, giinese maruz kalma slreleri ve giyim
tarzlar1 anket formuna doldurularak sorguland.

Lomber (L1-L4) ve femur neck DEXA (Hologic/Lunar) dlgimleriyle KMY, T
skor, Z skor degerleri, serum Ca, P, ALP, osteokalsin, 25(OH)Ds;, PTH, ve 3
crodlapps (CTX) bulgular1 degerlendirildi.

Kontrol Grubu: Postmenopozal olan fakat osteoporozu olmayan asagidaki
dislama kriterlerini saglayan kadinlar ¢alismaya dahil edildi.
Kalsiyum ve fosfor metabolizma hastaliklar1 olanlar, endokrinolojik hastaliklar
(hipertiroidizm, vs.) olanlar, kronik karaciger ve bobrek hastaliklari olanlar,
iskelet hastaliklar1 (paget, romatoid arthrit vs.) olanlar, kemik yogunlugu ve
metabolizmasimi  etkileyecek ilag alanlar (kortikosteroid, antikonvilzan,
kalsitropik ilaglar vs.), HRT (hormone replacement therapy), TRT (tiroid
replacement therapy) ve ER (estrogen receptor) modulator ilaglart alanlar
calismaya dahil edilmedi.
Hastalarin yasi, boyu, kilosu, menars yasi, menopoz yasi, osteoporoz aile
Oykusl, gebelik sayisi (canli dogum sayisi), 6nceki osteoporoz tedavileri ve
sireleri (HRT dahil), osteoporoza eslik eden hastaliklar ve medikasyonlari,
fiziksel aktivite dizeyleri, diyetle sit ve sit Grdnlerinin tiketimi, kafeinli gida
tuketimi, alkol ve sigara kullammlari, giinese maruz kalma slreleri ve giyim
tarzlar1 anket formuna doldurularak sorgulandh.
Lumber (L1-L4) ve femur neck DEXA (Hologic/Lunar) dlgimleriyle KMY, T
skor, Z skor degerleri, serum Ca, P, ALP, osteokalsin, 25(OH)Ds, PTH, ve j
crodlapps (CTX) bulgular1 degerlendirildi.

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan bu calismanmn

uygunlugu onanmistir. Calismada yer alan tim hastalar ve kontrol bireyleri, Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurullar1 Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda
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belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmis Katilimci Bilgilendirme ve Riza Formunu

doldurarak calismaya katilmustir.

3.2. YOntem

3.2.1. Periferik Kandan Tuzla Coktirme Y 6ntemi ile DNA Eldes

Periferik kandan DNA eldesi icin Miller ve arkadaslarinin gelistirdigi® tuzla

¢coktirme (salting out) yontemi modifiye edilerek uygulandh.

1

1,5 ml lik ependorf tUpl icerisine iyice alt Ust edilmis kan 6rneginden 700
pl, eritrosit lizis (Ek-1.1) solisyonundan da 700 pl konulup dikkatlice alt Ust
edilerek 3-5 dk. oda 1sisinda bekletildi. 4000 rpm.de 5 dk. santrifdyj edildi.
Santrifdjj isleminden sonra stipernatant kism atild.

Elde edilen pellet Uzerine 700 pl eritrosit lizis solisyonu eklendi. Tap
kuvvetlice calkalanarak pellet ¢ozdirildi. 4000 rpm.de 5 dk. santrifdj edildi.
Santrifdjj isleminden sonra stipernatant kism atild.

Pellet Uzerine 1000 pl (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenip pellet
¢cOzdardldi. 4000 rpm.de 5 dk. santriflij edildi. Santrif(jj isleminden sonra
stpernatant kism atild.

300 ul TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilip pellet ¢cozduruldi. Bunun Uzerine
100 pl SDS (Ek-1.4) ile 20 pl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks
tizerinde tlp icerigi iyice karistirilch. 65 °C de 1-2 saat benmaride tutuldu.
20 dk. da bir tip alt Gst edildi.

Inkiibasyon sonunda tlp icerigine 200 pl 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi.
Olusan beyaz gorunimli yapiyr dagitmak icin tip kuvvetlice calkalamp
13500 rpm. de 10 dk. santrifdij edildi.

Santriflj sonunda slpernatant baska bir tipe alinip pellet atildi. Tekrar
13500 rpm. de 5 dk. santrifiij edildi.

Yine slpernatan baska bir tipe alinip pellet atildi. Tuzdan arinmis olan
stipernatantin Uizerine 900 pl %99 etil alkolden eklendi. Tp iyice karistirildh.
Bu asamada DNA ipliksi formunda gorulebilmektedir.

13500 rpm. de 5 dk. santriflij edildi. Stpernatant atildh.
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9. Tupun dibine yapisan DNA y1 kaldirmak igin %70 lik etil alkolden (Ek-1.7)
1000 pl eklendi. 13500 rpm. de 10 dk. santriftj edildi. Stpernatant atildi. Bu
islem bir kez daha tekrar edildi.

10. Stpernatant dokultp tip ters gevrilip DNA nin tipe yapismas igin 15 dk.
beklendi.

11. DNA nin biydkltugine gore 50-100 pl TE (TrisEDTA) (Ek-1.8) konuldu.

12. DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak icin 70-80 °C benmaride 10-15 dk.
inktibasyona birakildi.

13. DNA ornekleri +4 °C de kullanilincaya kadar muhafaza edildi. Uzun slireli
muhafazalar icin ise -20 °C ye alinch.

3.2.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi, Orneklerin Agaroz Jele Yiklenmes ve

Yuratdlmes

PCR ve kesim reaksiyonu sonrasinda elde edilen drdnleri goruntilemek igin
agaroz jellerden yararlanildi. Genellikle %2-3 oraninda agaroz jel hazirlandh.

Calismaya baslamadan once jel kabi iyice temizlenip kurutulup jel dokme

kalibina yerlestirildi. Bu kalip, dizgin bir ylzeye yerlestirildi. Kuyucuk

olusturmak icin kullanilan taraklar diizgiince yerlerine yerlestirildi.

Jel dokme kabimin boyutlar1 (boyutlar1 7 X 7,5cm ve 8 X 20,5 cm) ile jelin

kalinligr (0,5cm) dikkate alinarak yapilan hesaplamayla gereken miktardaki

agaroz tartildi. Erlenmayer icindeki elektroforez tamponuna (1 X TBE) (Ek-2.1)

%2-3 konsantrasyonda olacak sekilde toz agaroz eklendi. Mikrodalga firinda

agaroz iyice eriyene kadar 1sitild.

Jelin icine son konsantrasyon 0,5 pg/ml olacak sekilde stok EtBr (Etidiyum

bromirr) (Ek-2.2) sollsyonundan ilave edildi. Etidiyum bromir kuvvetli bir

mutajen ve oldukca da toksik oldugundan bu boyay: iceren cozeltilerle

calisirken her zaman eldiven giyildi.

Agaroz c¢ozeltisinin sicaklig1 45-50 °C ye (el yakmayacak sicakliga) gelinceye

kadar sogutuldu.

Ik agaroz c¢ozeltisi hava kabarcig: olusturulmadan jel dokme kabina dokuldo.

Jel, oda sicakliginda yaklasik 30-45 dakikada polimerize oldu. Jel, elektroforez
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tankina alindi, Gzerini ortecek kadar 1 X TBE tamponu (Ek-2.1) ilave edildi.
Taraklar dikkatlice gekilerek yikleme yapmak icin jel hazir hale getirildi.

Goruntulenmek istenen DNA 6rnekleri jel yikleme tamponu (DNA yikleme/
Loading dye) (Ek-2.3) ile birlikte yukledi. Jelin sagindaki veya solundaki ilk kuyuya
molekuler agirligr bilinen marker DNA dan 5 pl yiuklendi. Mikropipet ile 5ul PCR
ardnd ile 1 pl yikleme tamponu karistirihp toplam 6 pl kuyucuklara yuklendi. 120
voltta elektrik akimina maruz birakilarak yuratuldd. Jel UVIdoc cihazinda ultraviyole
151k altinda gériintiilendi ve jel gorintiileri diskete kaydedildi®.

3.2.3. Nondenatiire Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi, Orneklerin Jele

Y Uklenmes, Yirutilmes ve Boyanmas

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) 1 kb'min atindaki DNA pargalarinin
ayriminda kullamlabilmektedir. Agaroz jeldeki blyuk deliklerin aksine poliakrilamid
jelde kucuk delikler olusmaktadir. Ayrica agaroz jel elektroforezine gére calisiimasi
daha zahmetlidir.

1. Ticari kaynaktan saglanan dikey elektroforez tankina uygun boyuttaki camlar
iyice yikanip 6nce distile su ile daha sonrada %99 etanol ile iyice silindi. ki cam
arasina 1 mm kalinhigindaki spacerler (aralik yapici) aym hizada olacak sekilde
yerlestirildi. Ust Uste kapatilan camlar dikkatlice jel dokme cercevesine
yerlestirildi.

2. 8 ml, %8 lik poliakrilamid jel hazirlamak igin asagida belirtilen miktarlarda
kimyasal kullanild.

Akrilamid / bisakrilamid Stok soliisyonu %40 (29:1) (Ek-2.4) 1,6ml
Bidistile su 5,6 ml
10 X TBE tamponu (Ek-2.5) 0,8 ml
%25 APS (Amonyum persiilfat) (Ek-2.6) 50 ul

TEMED 4-6 pl

TEMED eklenmeden 6nce hazirlanan karisimin havasi alindi. Daha sonra
polimerizasyonu baslatan TEMED ilave edildi. Jel solisyonu hizlica, hava
kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek iki cam arasina dokuldu. Tarak
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dikkatlice vyerlestirilip, jel polimerlesmeye birakildi. Polimerizasyon igin
yaklasik 30-45 dakika yeterli oldu.

3. Polimerizasyondan sonra taraklar dikkatlice cikarildi. Kuyularda akrilamid
kalintisi kalabilecegi icin enjektor yardimiyla kuyular tamponla yikanip yikleme
yapmak icin hazir hale getirildi.

4. Elektroforez islemini baglatmak icin aparat tankin igine yerlestirildi. Jelin alt ve
st sinirlarina temas edecek sekilde tanka 1 X TBE tamponu eklendi.

Jelin sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekuler agirligi bilinen marker
DNA dan 5 pl yiklendi. Mikropipet ile 5 pul PCR drani ile 1 pl yukleme tamponu
karistirihip toplam 5ul kuyucuklara yiklendi. 120 voltta elektrik akimina maruz
birakilarak yarataldo.

Y Uritme islemi tamamlandiktan sonra iki camin arast agilarak jel dikkatlice
EtBr boyama solisyonuna (Ek-2.2) alindi. Yaklasik 2-5 dakika boyandiktan sonra
boyanin fazlaligindan arindirmak igin saf su iginde yikandi. Daha sonra jel UVlidoc
cihazinda ultraviyole isik altinda gérintiilendi. Jel goruntileri diskete kaydedildi®®.

3.2.4. PCR (Polymerase Chain Reaction) ve RFLP (Restriction Fragment

L enght Polymorphism) Y ontemlerinin Uygulanmas

Elde edilen DNA o6rneklerinden Vitamin D Reseptdr Geni (VDR) Apal, Tagl,
Bsml, Fokl polimorfik bolgeleri ve Kollgjen 1 Alfa 1 (Collal) geni Spl ve -1997 G/T
polimorfik bolgelerinin tespiti icin PCR-RFLP yontemleri uygulandi. Apal ve Taq|
icin Stisleyici ve ark.’min® calismalarinda kullandiklar: primerler secilmis olup Bsml
icin Morrison et al.* ve Fokl bolgesi icin Lucotte et a.** calismalarinda kullandiklar:
primerlerle calisma yapildi. Bsml ve Fokl boélgeleri Gene Runner programinda (3.05
versiyonu) bu bolgelere ait baz dizileri ile karsilastirilip bir takim modifikasyonlarla
primer dizileri olusturuldu. Kollajen 1 Alfa 1 (Collal) geni Spl bolgesi icin Grant et
al.%, -1997 GIT polimorfik bblgesi icin Zhang et a.®” referans alindi. Bu primerler
HPLC purifikasyonuyla ticari firmalara hazirlatilmustir. Primerlerin timd 100 pmol
olacak sekilde sulandirilip her birinden 10 pmol kullanildi. Kullanilan primer ¢iftlerinin

8,50,67,83,91

dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 3)
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Cizelge 3: VDR ve Col1A1 genlerineait polimorfik alanlarin primer dizileri

ApalveTagl |INT8F:5- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG- 3
EK 9 R: 5-GCAACTCCTCATGGCTGAGGTCTCA-3

Bsml Primer 1: 5-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3
Primer 2: 5-AACCAGCG*GAAGAGGTCAAGGG-3

Fokl Primer 1. 5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGG CTCT -3
Primer 2: 5-ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3

Spl Forward 5-TAA CTT CTGGACTAT TTGCGGACT TTT TGG-3
Reverse 5'-GTC CAG CCCTCA TCCTGG CC-3

-1997 G/T Forward 5'- CAC CCT GCC CTA GAC CAC -3
Reverse5'- GAA AAT ATA GAG TTT CCA GAG-3

Not: Bsml ve Fokl igin literatirde belirtilen primer dizileri modifiye edildi. Modifiye baz bolgeleri * ile

isaretlenmistir. Bsml Primer 2'de 9.pozisyonda bulunan G nikleotidi ¢ikartilch. Fokl Primer 1'de ise
24.pozisyona G nikleotidi eklendi.

Orneklerimizin  uygun amplifikasyon kosullarim saptanmak icgin  cesitli
denemeler yapildi. Primerlerin, Tag DNA polimerazin ve magnezyum klortriin (MgCly)
farklt konsantrasyonlar: ile PCR programinda farkli 1s1 dongileri ve annealing
(yapisma) 1silart denendi; her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu.
Optimal amplifikasyonun gerceklestigi  kosullar, bitin PCR reaksiyonlari igin
kullanildi. Bu reaksiyonlar tim bolgeler igin ayri ayri uygulandi.

3.2.4.1. VDR geni Tagl ve Apal polimorfik bolgelerineait PCR reaksiyonu,
PCR dongusi ve RFL P reaksiyonu, kosullary

Tagl ve Apal polimorfik bolgeleri icin tek bir primer cifti kullanilip 2 ayr1
enzimle (Apal ve Tagl enzimleri) kesim reaksiyonu gergeklestirildi.

Tagl ve Apal’ e ait PCR reaksiyon kosulu ve 1s1 donguleri asagidaki cizelgelerde
verilmistir (Cizelge 4,5).
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Cizelge4: Tagl ve Apal icin optimal amplifikasyonlarinin gergeklestigi PCR reaksiyon kosullart:

PCR Bilesenleri Miktar
10X PCR Tampon (MgCly'stiz) | 2,5 ul
MgCl; ( 25 mM) 1,5 pl
Taq Polimeraz (5u/ul) 0,5 ul
Primer 1 (10 pmol) 1ul
Primer 2 (10 pmol) 1ul
dNTP (2 mM) 0,25 pl
DNA (~100 ng) 2ul

Su 16,25pl
Toplam Hacim 25ul

Cizelge 5: Tagl ve Apal icin optimal amplifikasyonlarimin gerceklestigi PCR programi 1si dongileri :*

Sicaklik Sire
1. 94°C ‘de— 5 dk
2.94°C‘de—20sn
3.65°C ‘de—40sn
4.72°C ‘de—1dk
5.94°C ‘de— 20 sn
6
7
8

10 Déngu

.63°C‘de—40sn

.72°C‘de—1dk

.72°C‘de—6dk
9.4°C- «

25 dongu

Elde edilen PCR urinleri %2'lik agaroz jelde Ultraviyole (UV) 1sik atinda
kontrol edildi. Tagl ve Apal’eait PCR Urin buyukltgu 740 be.'dir.
Asagida Tagl’e ait RFLP reaksiyon kosullar: verilmistir (Cizelge 6) .
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Cizelge 6: VDR geni Tagl polimorfik bolgesine ait RFLP reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

Tampon 1pl

Restriksiyon Enzimi (Taqgl) 0,25 pl

PCR Urund 5ul

Steril Bidistile Su 3,75 ul

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon 1sisi 65°C

Reaksiyon siresi ~3 saat

Tagl enzimi kesim noktasi 5 T"CGAZ
JAGCTY

Reaksiyon Urtnleri %3’ Uk agaroz jele yiklenerek 120 voltta elektroforeze tabi
tutuldu, EtBr ile boyanarak UVldoc jel gortntileme cihazi ile goruntilendi ve
degerlendirildi. Kesim reaksiyonu sonunda 493 bg, 291 bg, 247 bg ve 202 bg

blyuklUklerinde kesim Uriinleri elde edilmistir.
Asagida Apal’e ait RFLP resksiyon kosullari verilmistir (Cizelge 7).

Cizelge 7: VDR geni Apal polimorfik blgesineait RFLP reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

Tampon 1pl

Restriksiyon Enzimi (Apal) 0,25 pl

PCR Urdnt 5ul

Steril Bidistile Su 3,75 ul

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon 1sisi 37°C

Reaksiyon siresi ~3 saat

Apal enzimi kesim noktasi 5GGGCCCT
I CCCGGGYH

Kesim reaksiyonu sonunda 740 bg kesilmeyen PCR Uriint ile 529 bg ve 211 bg

blyUklUklerinde kesim Urdinleri elde edilmistir.
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3.24.2. VDR geni Bsml polimorfik bdlgesine ait

dongust ve RFL P reaksiyonu, kosullari

Bsml’e ait PCR reaksiyon kosulu ve 1st donguleri asagidaki cizelgelerde

verilmistir (Cizelge 8,9).

Cizelge 8: Bsml icin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyon kosulu

PCR Bileseni

10X PCR Tampon (MgCl,’ sliz)
MgCl; (25 mM)

Taq Polimeraz (5u/ ul)

Primer 1 (10 pmol)

Primer 2 (10 pmol)

dNTP (2 mM)

DNA (~100 ng)

Su

Toplam Hacim

Miktar
2,5 ul
1,5ul
0,5 pl
1ul

1ul
0,25 pl
2ul
16,25ul
25ul

Cizelge 9: Bsml icin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR programi 151 dongul eri:

Sicaklik Sire
1. 94°C ‘de—5dk
2.94°C‘de—45sn

3.64°C‘de—40sn 32 Dong

4. 72°C‘de—1dk
5.72°C ‘de—7 dk
6.4°C- o

Elde edilen PCR UrlUnleri %2'lik agaroz jelde UV 1s1k altinda kontrol edildi.

Bsml’ e ait PCR Uiriin biiyikliigii 825 bg. 'dir.

AsagidaBsml’e ait RFLP reaksiyon kosullar: verilmistir (Cizelge 10) .
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Cizelge 10: VDR geni Bsml polimorfik bolgesineait RFLP reaksiyonu kosullari

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

Tampon 1pl

Restriksiyon Enzimi (Bsml) 0,25 pl

PCR Urdnt 5ul

Steril Bidistile Su 3,75 ul

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon 1sisi 37°C

Reaksiyon siresi ~3 saat

Bsml enzimi tanima noktas 5SGAATGCNANZ
ICTTACGNNY

Reaksiyon Urtnleri %3’ Uk agaroz jele yiklenerek 120 voltta elektroforeze tabi
tutuldu, EtBr ile boyanarak UVldoc jel gortntileme cihazi ile goruntilendi ve
degerlendirildi. Kesim reaksiyonu sonunda 825 bg kesilmeyen PCR Uruind ile 650 bg ve
175 bg blyukltklerinde kesim Urtinleri elde edilmistir.

3.24.3. VDR geni Fokl polimorfik bélgesine ait PCR reaksiyonu, PCR
dongust ve RFL P reaksiyonu, kosullari

Fokl’e ait PCR reaksiyon kosulu ve 1s1 donguleri optimum kosullar: saglamak
icin baz1 kiicik modifikasyonlarla asagidaki cizelgelerde verilmistir (Cizelge 11,12) .
Cizelge 11: Fokl icin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyon kosullar:

PCR Bileseni Miktar
10X PCR Tampon (MgCly'stiz) | 2,5 pl
MgCl; (25 mM) 1,5 pl
Taq Polimeraz (5u/ pul) 1l
Primer 1 (10 pmol) 1pl
Primer 2 (10 pmol) 1pl
dNTP (2 mM) 0,25 pl
DNA (~100 ng) 2ul

Su 15,75ul
Toplam Hacim 25ul
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Cizelge 12: Fokl icin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR programi 15t dongul eri:

Sicaklik Sire
1.94°C ‘de—-5dk
2.94°C ‘de—30sn
3.60°C ‘de—1dk 30 Déngil
4.72°C‘de—30sn
5.72°C ‘de—7 dk
6.4°C- «

Elde edilen PCR UrlUnleri %2'lik agaroz jelde UV 1s1k altinda kontrol edildi.
Fokl’ e ait PCR Uruin biyukligu 265 bg' dir.
Asagida Fokl’e ait RFLP reaksiyon kosullar1 verilmistir (Cizelge 13) .

Cizelge 13: VDR geni Fokl polimorfik bolgesine ait RFLP reaksyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

Tampon 1pl

Restriksiyon Enzimi (Fokl) 0,25 pl

PCR Urund 5ul

Steril Bidistile Su 3,75 ul

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon 1sisi 37°C

Reaksiyon siresi ~3 saat

Fokl enzimi tanima noktas 5..GGATG(N)"...3
3..CCTAC(N)"...5

Reaksiyon Urtnleri %3’ Uk agaroz jele yiklenerek 120 voltta elektroforeze tabi
tutuldu, EtBr ile boyanarak UVldoc jel gortntileme cihazi ile goruntilendi ve
degerlendirildi. Kesim reaksiyonu sonunda 265 bg kesilmeyen PCR Urund ile 196 bg ve
69 bc blyukltklerinde kesim Urtinleri elde edilmistir.
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3.2.4.4. Col1A1 geni Spl polimorfik bdlgesine ait PCR reaksiyonu, PCR
dongust ve RFL P reaksiyonu, kosullari

Spl’e ait PCR reaksiyon kosulu ve 1st dongdleri optimum kosullar1 saglamak
icin baz1 kiigik modifikasyonlarla asagidaki cizelgelerde verilmistir (Cizelge 14,15).

Cizelge 14: Splicin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR reaksiyon kosullar:

PCR Bileseni Miktar
10X PCR Tampon (MgCl.'I0) 25ul
MgCl; (25 mM) 2ul
Hot Start Taq Polimeraz (5u/ pl) | 0,2 ul
Primer 1 (10 pmol) 0,5 ul
Primer 2 (10 pmol) 0,5 ul
dNTP (2 mM) 0,3 pl
DNA (~100 ng) 2ul
Su 17ul
Toplam Hacim 25ul

Cizelge 15: Splicin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR programi 1st donguleri:

Sicaklik Sire
1. 95°C ‘de— 10 dk
2.94°C ‘de—1dk
3.60°C ‘de—1dk 35 Déngil
4.72°C ‘de—1dk
5.72°C ‘de—-5dk
6.4°C- «

Elde edilen PCR drlUnleri %2'lik agaroz jelinde UV 1s1k altinda kontrol edildi.
Spl'eait PCR Urin buyukligi ~265 b¢' dir.
Asagida Spl'eait RFLP reaksiyon kosullar: verilmistir (Cizelge 16).
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Cizelge 16: Col1A1 geni Spl polimorfik bolgesine ait RFLP reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar

Tampon 1pl

Restriksiyon Enzimi(Mscl 5u/pl) | 0,5 pl

PCR Urdnt 5ul

Steril Bidistile Su 3,5l

Toplam hacim 10 pl

Reaksiyon 1sisi 37°C

Reaksiyon siresi 1 gece

Mscl (Mlsl) enzimi tammmanoktas: | 5..T GGM"C CA...3
3. ACC'GGT..5

Reaksiyon urunleri %8’ lik poliakrilamid jele yiklenerek 120 voltta elektroforeze
tabi tutuldu, EtBr ile boyanarak UVIidoc jel goruntileme cihazi ile gorunttlendi ve
degerlendirildi. Kesim reaksiyonu sonunda 265 bg kesilmeyen PCR Urund ile 247 bg ve
18 bg buyukluklerinde kesim Grunleri elde edilmistir.

3.2.45. Col1A1 geni -1997 G/T polimorfik bolgesine ait PCR reaksiyonu,
PCR dongusi ve RFL P reaksiyonu, kosullary

-1997 G/T'ye ait PCR reaksiyon kosulu ve 1s1 dongileri optimum kosullar
saglamak icin bazi kiicik modifikasyonlarla asagidaki cizelgelerde verilmistir (Cizelge
17,18)%.
Cizelge 17: -1997 G/T icin optima amplifikasyonun gerceklestigi PCR reaksyon kosullart:

PCR Bileseni Miktar
10X PCR Tampon (MgCly’ 1) 2,5 ul
Taq Polimeraz (5u/ pul) 0,5 ul
Primer 1 (10 pmol) 0,5ul
Primer 2 (10 pmol) 0,5ul
dNTP (2 mM) 0,5ul
DNA (~100 ng) 2ul
Su 18,5l
Toplam Hacim 25ul
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Cizelge 18: -1997 G/Ticin optimal amplifikasyonun gergeklestigi PCR programi 1s1 donguleri:

Sicaklik Sire
1. 94°C ‘de—3 dk
2.94°C‘de—40sn
3.57°C ‘de—45sn 35 Dong
4.72°Cde—30:
5.72°C ‘de—7 dk
6.4°C- «

Elde edilen PCR drUnleri %2'lik agaroz jelinde UV 1s1k altinda kontrol edildi.
-1997 G/T’ye ait PCR 0rtin buyukltgt 293 be'dir.
Asagida-1997 G/T'ye ait RFLP reaksiyon kosullar1 verilmistir (Cizelge 19).

Cizelge 19: Col1A1 geni -1997 G/T polimorfik bolgesine ait RFLP reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Tampon 1pl
Restriksiyon Enzimi (Eco31l 10u/ul) | 0,5 pl
PCR Urdnt 5ul
Steril Bidistile Su 3,5l
Toplam hacim 10 pl
Reaksiyon 1sisi 37°C
Reaksiyon siresi 1 gece
Eco3ll (Bsal) enzimi tammanoktast |5..G G T C T C (N)~..3
3.C C AG AG (Ns.5

Reaksiyon drtnleri ayirim gicl yuksek olan %3 |k Basica LE (Promega)
agaroz jele yuklenerek 120 voltta elektroforeze tabi tutuldu, EtBr ile boyanarak UVIdoc
jel goruntileme cihazi ile gorinttlendi ve degerlendirildi. Kesim reaksiyonu sonunda,
293 bg kesilmeyen PCR riint ile 212 bg ve 81 bg buyukliklerinde kesim Urtnleri elde
edilmistir.
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3.2.4.6.igtatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 18.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olcimler say1 ve ylzde olarak, sayisal 6lciimlerse ortalama ve standart sapma, ortanca
ve minimum-maksimum olarak  oOzetlendi. Genotipler  gruplar arasinda
karsilastirilmasinda Ki Kare ve Fisher Exact test istatistigi kullamldi. Normal dagilim
gostermeyen sayisal Ol¢timlerin iki grup arasinda karsilastirmasinda Mann Whitney U
testi kullanildi. Normal dagilim gostermeyen sayisal Olgumleri ikiden fazla grup
arasinda genel karsilastirmada Kruskal Wallis testi kullanildi. TUm testlerde istatistiksel
Onem duizeyi p=0.05 olarak alind:.
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4. BULGULAR

Bu calismada postmenopozal osteoporozlu hastalarda (n=84) ve saglikh
kadinlarda (n=45) Vitamin D Reseptor Geni Taql, Apal, Bsm1, Fok1 ve Tip 1 Kollajen
Alfa Al Zincir Geni Spl ve -1997 G/T polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslari,
osteoporozla iliskili biyokimyasal degiskenler, lomber omuru ve femur boynu KMY, T
ve Z skoru taranmustir. Olgulara ait, VDR geni Bsml, Apal ve Tagl genotip
kombinasyonlari, BBAATT, bbAalT, BBAAtt, bbaalT, BbAATT, BBAATL,
bbAATT, bbaalt, genotip kombinasyonlarina sahip hasta ve kontrol bireylerine ait
haplotipler, COL1A1 geni Spl ve -1997 G/T genotip kombinasyonlari, “GTGT” harig
meydana gelebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen genotip kombinasyonlarina ait
haplotiplerin  dagilimlari, demografik  Ozellikler, biyokimyasal degiskenlerin
ortalamalar1 (ortxSD) ve istatistiksel analizleri, ailede osteoporoz Gykisiunin hasta ve
kontrol gruplart arasindaki dagilimlar,, st ve st drdnleri tUketiminin  gunlik
porsiyonlara gore hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimlari, sigara tuketiminin
hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimlari, kafein tiketiminin hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki dagilimlari, haftalik fiziksel aktivite sirelerinin hasta ve kontrol
gruplar1 arasindaki dagilimlari, gines alma siresinin hasta ve kontrol gruplar
arasindaki dagilimlari, giyim tarzinin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlari,
giyim tarzimin gines alma siresi ile iligskisinin hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki
dagilimlar, egitim stiresinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi, is durumunun
hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki dagilimlari, VDR geni Tagl, Apal, Bsml, Fok1,
COL1Al1 geni Spl ve -1997 G/T polimorfizmlerinin genotip dagilimina gore
biyokimyasal degiskenlerin ortalamalar1 (ortxSD) ve istatistiksel analizleri, VDR geni
Tagl, Apal, Bsml, Fokl, COL1A1 geni Spl ve -1997 G/T polimorfizmlerinin genotip
dagihimina gore KMY degerleri ortalamalar1 (ort+SD) ve idtatistiksel analizleri
degerlendirilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan vendz kan orneklerinden genomik DNA
elde edilmistir ve bu 6rneklerin her bir polimorfizme uygun PCR-RFLP yontemi ile
genotiplendirilmesi yapilmistir. VDR geni Bsml, Apal, Tagl ve Fokl, COL1A1 geni
-1997 GI/T ve Spl polimorfizmlerinin PCR-RFLP agaroz jel elektroforez goruntileri
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sirast ile sekil 8, 9, 10, 11, 12 ve 13 de gosterilmektedir. Her bir polimorfizme ait jel

gorintlst analizlerine gore genotip verileri cizelge 20, 21’ de verilmistir.

VDR ve COL1A1 GENLERIi POLIMORFIiZIMLERINE AiT JEL
GORUNTULERI

Sekil 8: VDR geni Bsml polimorfizminin PCR-RFLP agaroz jel elektroforez gérinttisi M : Markir (100
bec- 1100 be) 1:Kesim bdlges tasimayan “BB” genotipi (825 bg) 2-4: Heterozigot genctip “Bb” (825 bg
+ 650 b + 175 bg) 3: Kesim bdlgesi tasiyan “bb” genotipi (650 bg + 175 bg be)

Sekil 9: VDR geni Apal polimorfizminin PCR-RFLP agaroz jel elektroforez géruntisii M : Markir (100
bc- 1100 be) 1,2: Kesim bdlgesi tasimayan “AA” genotipi (740 bg) 3-4: Heterozigot genotip “Ad’ (740
bc + 529 bg + 211 bg) 5: Kesim bdlges tasiyan “aa’ genotipi (529 bg + 211 bg)
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Sekil 10: VDR geni Tagl polimorfizminin PCR-RFLP agaroz je elektroforez gérintiisii M : Markir (100
be- 1100 be) 1: PCR Uriini (740 bg) 2: Kesim bolges tasimayan “TT” genotipi (493 bg + 247 bg)

3,4: Heterozigot genotip “Tt” (493 bg +291 b + 247 bg + 202 bg ) 5,6: Kesim bdlges tastyan “tt”
genotipi (291 be + 247 bg + 202 be)

Sekil 11: VDR geni Fokl polimorfizminin PCR-RFLP  agaroz jd eektroforez gorintisii
M: Markir (50 bg- 500 bg) 1,2: Kesim bdlges tasimayan “FF’ genctipi (265 bg) 3,4: Heterozigot
genotip “Ff" (265 bg + 196 bg + 69 bg) 5: Kesim bolgesi tasiyan “ff” genotipi (196 bg + 69 bg)
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Sekil 12: COL1A1 geni Spl polimorfizminin PCR-RFLP %8’ lik poliakrilamid jel elektroforez gorintisii
M: Makirr (50 bg- 1350 bg) 1,2,3: Kesm bdlges tasimayan “SS’ genotipi (265 bg)
4,5,6,8: Heterozigot genotip “Ss’ (265 bg + 247 b¢ + 18 be) 7,9: Kesim bolges tasiyan “ss’ genctipi
(247 be + 18 bg)

Sekil 13: COL1A1 geni -1997 G/T polimorfizminin PCR-RFLP NuSive agaroz je e ektroforez gorintisi
M: Markir (50 bg- 500 bg) 1:Heterozigot genotip “GT” (293bg + 212 bg + 81 bg) 2: Kesim bolges
tasimayan “TT"” genotipi (293 b¢) 3: Kesim bolgesi tasiyan “GG” genctipi (212b¢ + 81 bc)
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Cizelge 20: Hasta grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizm genotipleri

gaﬁ;‘ HastaNo | Bsml | Apal | Tagl | Fokl | Spl ;31??7
1 10.T |Bb |AA [Tt |Ff |SS |TT
2 2N.C. |Bb |Aa [Tt |[ff |SS |GT
3 3ZM. | bb |Aa |TT |FF |8 |-
4 4GL. |Bb |Aa |Tt |FF |ss [7T
5 5SS |BB |AA |t |Ff |SS |GT
6 6NC. |- i T F (s |-
7 1BNM. |bb  |aa |[TT |[ff |SS |GT
8 14MSS |Bb |Aa |Tt |FF | S [TT
9 15NS. |bb  |aa |TT |Ff | S |TT
10 6AIO |Bb |- [Tt |FF |Se [TT
11 17AC. |Bb |Aa |Tt |FF |Se [TT
2 18GY. |Bb |- [Tt |FF |8 |-
13 20FM. |BB |AA |t |Ff |S |GT
14 2LNF. |Bb |- ~ [FF [ |oT
15 22GB. |BB |-  |Ff [sS |oT
16 23HD. |BB |AA |t |FF |ss |TT
17 24NE |BB |AA |t |F |S |GT
18 25FG. |bb  |aa |TT |Ff |SS | 7T
19 275B. |Bb |AA [Tt |Ff |SS |GT
20 20SK. |Bb |AA [Tt |FF |8 |-
21 30HK. |bb |AA |TT |FF |SS [T
22 3LMC. |Bb |Aa |Tt |FF |SS |GG
23 32C1. |BB |AA [Tt |FF |SS |GT
24 3BNB. |Bb |Aa |Tt |[ff |SS |GT
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Cizelge 20: Hasta grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizim genctipleri (Devan)

25 34GA. |BB |[AA |Tt |FF [SS |GG
26 35BS |BB |AA |t ff [SS |[TT
27 360K |Bb |Aa |Tt |ff |SS |-

28 37.GY. |BB |AA |Tt |FF [S |GT
29 38NG. |bb |Aa |TT |FF |Sc |GT
30 39HH. |Bb |AA |Tt |FF |Sc |TT
31 40SE. |Bb |Aa |Tt |FF |SS |GT
32 300, |BB |[AA |t FF | SS |GT
33 4470. |Bb |AA |[TT |FF |Sc |GT
34 45T.G. |bb |Aa |TT |FF |SS |GT
35 46MA. |Bb |Aa |Tt |Ff |SS |GT
36 47HO. |Bb |Aa |Tt |FF |SS |GG
37 48NZ. |BB |AA |t FF |ss |GG
38 49NS. |[bb |[Aa |TT |[Ff |s |GG
39 50M.C. |Bb |Aa |Tt |ff |Ss |TT
40 51.EO. |Bb |Aa |Tt |Ff |Sc |GT
41 52SY. |bb |aa |TT |F |SS |GT
42 53.CA. |BB |AA |Tt |FF |SS [TT
43 54RN. |bb |aa |TT |FF |SS |TT
44 55EG. |bb |AA |TT |ff |SS |GT
45 57HS. |bb |AA |TT |FF |SS |TT
46 58HU. |bb |AA |TT |F |Sc |GT
47 50Pi. |BB |AA |t FF | S |GT
48 60HB. |BB |AA |t Ff | SS |GT
49 61LGA. |Bb |Aa |TT |F |- |GT
50 62S.C. |Bb |Aa |Tt |FF |SS |GT
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Cizelge 20: Hasta grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizim genctipleri (Devan)

51 63.D.G. bb Aa TT ff Ss | GT
52 64.S.C. Bb AA | Tt Ff SS |TT
53 65.H.G. Bb Aa Tt Ff Ss | GT
54 66.N.T. Bb Aa Tt Ff Ss | GT
55 67.G.D. bb Aa TT FF Ss | GT
56 68.E.K. Bb Aa Tt Ff SS | GT
57 69.A.K. Bb Aa Tt FF SS | GT
58 70.SA. bb aa TT Ff SS | GT
59 71.0.T. BB AA | tt FF Ss | GT
60 72.N.C. - Aa TT Ff Ss | GT
61 73.S.D. Bb Aa Tt FF Ss | GT
62 74.ZM. | bb aa Tt FF SS | GT
63 75.N.U. bb aa TT Ff SS |TT
64 76.F.K. bb AA | TT Ff Ss | GT
65 77.F.0. Bb Aa Tt FF ss | TT
66 78.2.G. bb Aa TT FF SS | GT
67 80.E.G. BB AA | Tt FF S |TT
68 81.F.G. Bb Aa Tt Ff SS | GT
69 82.G.S. bb Aa TT Ff SS |TT
70 83.SEE. bb AA | TT Ff - GT
71 84.F.K. bb Aa TT FF Ss | GT
72 85.SN.S. | Bb Aa Tt Ff SS | GT
73 86.G.Y. bb Aa TT Ff SS | GT
74 87.EM. Bb Aa Tt FF SS | GT
75 88.SK. BB AA |t ff SS | GT
76 89.F.G. bb Aa TT FF ss | GT
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Cizelge 20: Hasta grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizim genctipleri (Devan)

7 90.1.B. bb aa TT Ff SS | GT
78 91.Z K. BB AA | TT Ff Ss | GT
79 92.H.A. BB AA | Tt FF SS |TT
80 93.F.E. bb Aa TT Ff SS | GG
81 94.K.K. Bb Aa Tt FF SS | GG
82 95.SA. Bb Aa Tt FF SS | GG
83 96.5.K. Bb AA | Tt FF SS | GT
84 97.D.0. BB Aa Tt FF Ss | GG
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Cizelge 21: Kontrol grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizm genotipleri

Kontrol | kontrol adi | Bsml | Apal | Taqgl | Fokl | Spl | -1997 G/T
1 = B.S. Bb Aa Tt FF Ss GT
2 N. K. BB AA Tt F Ss GT
3 S. G bb Aa TT Ff SS | GT
4 F.F. bb Aa TT FF SS | GT
5 F. K. Bb Aa Tt F SS | TT
6 U.S. Bb Aa Tt Ff SS | GG
7 K. E. Bb Aa Tt FF SS | TT
8 N. M. bb Aa TT FF SS | TT
9 N. S. BB AA tt F SS | TT
10 A. K. Bb Aa Tt FF SS | GT
11 A.S. BB AA TT F SS | TT
12 A.K. Bb Aa Tt FF - TT
13 A.A. Bb Aa Tt F S TT
14 E. D. bb aa TT FF TT
15 H.O. bb AA TT ff - TT
16 LY. bb Aa TT FF S TT
17 A.A. BB AA tt FF SS | GT
18 A. S Bb AA Tt FF GT
19 G. D. bb Aa TT F - GT
20 S.Y. Bb Aa Tt FF SS | GT
21 R. E. bb Aa TT FF SS | GT
22 Z.T. Bb Aa Tt FF Ss GT
23 B. O. bb Aa TT ff SS | TT
24 A.K. Bb Aa Tt FF Ss TT
25 A.K. Bb Aa Tt FF SS | GT
26 A.K. bb Aa TT FF SS TT
27 G.D. Bb Aa Tt FF SS | GT
28 R.T. bb aa TT F SS TT
29 N. A. Bb Aa TT FF SS TT
30 S.A. Bb Aa TT FF Ss GG
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Cizelge 21: Kontrol grubu VDR ve COL1A1 genleri polimorfizim genotipleri (Devami)

31 F.T. Bb [AA [Tt [Ff [SS |[TT
32 U. A. bb |[Aa |TT |[FF [SS |TT
33 N. U. bb aa TT |FF |Ss |GT
34 Z.T. Bb [Aa [Tt |FF [SS |-

35 B. 1. Bb |[AA [Tt |FF [SS |GT
36 N.S. BB |AA it Ff |ss |GG
37 N. E. Bb |[Aa |TT |[FF [SS |GG
38 N. G. BB |AA [Tt |- SS | GT
39 S.B. bb aa |TT |FF [Ss |GT
40 E.S. BB |[AA [Tt |FF [Ss |-

41 S. M. Bb |[Aa [Tt |FF [SS |GG
42 U.A. BB |AA it Ff |SS |GT
43 G.E. Bb [Aa [Tt |[ff - GG
44 S.K. BB |[AA [Tt |[Ff [Ss |GT
45 M. U. Bb |[Aa |TT |Ff [SS |GG

66



Cizelge 22: VDR geni Bsml, Apal, Tagl ve Fokl polimorfizmlerinin genotip ve allel frekanslari
(n=Birey say1s1)

VDR Geni Hasta Kontrol
polimorfizmleri n % n % c2
Testi
Bb 35 42,7 22 48,9
_oa
£ *g g BB 20 24,4 9 20 0,77
DO pp 27 32,9 14 31,1
Toplam 82 100 45 100
— @ B 75 45,7 40 44,4
ol 0,32
o <2 b 89 54,3 50 55,6
Toplam 164 100 90 100
Aa 39 494 28 62,2
-] o%, AA 31 39,2 13 28,9
© O y )
2_ g @ 0,38
(Oe aa 9 11,4 4 8,9
Toplam 79 100 45 100
~ 58 A 101 639 54 60
g8 =9 0,05
< <2 a 57 36,1 36 40
Toplam 158 100 90 100
Tt 39 48,2 22 489
_go0
g*g g TT 30 37 19 42,2 0,59
TOI 12 148 4 8,9
Toplam 81 100 45 100
— w8 T 9  6L1 60 667
8 =¥ 0,14
B <92
ot 63 38,9 30 33,3
Toplam 162 100 90 100

Ff 32 38,1 14 31,8
FF 43 51,2 27 61,4 0,51

f 9 10,7 3 6,8
Toplam 84 100 44 100
@ 118 702 68 77,3
28 F
[} <=( ¥ 0,07
L ST f 50 208 20 227
Toplam 168 100 83 100

67



VDR geni Bsml polimorfizmi agisindan, 82 hasta ile 45 kontrol olgusu
genotiplendirilmis olup p degeri 0,77, allel frekansi p degeri ise 0,32, Tagl polimorfizmi
icin 81 hasta ile 45 kontrol bireyi taranmis olup genotip frekansi p degeri 0,59, alel
frekanst p degeri ise 0,14 olarak hesaplanmistir ve istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorulmemistir (Cizelge 22).

Apa | polimorfizminde 79 hasta ile 45 kontrol calisilmistir.“Aa’ genotip
frekansi ylzdelerine bakildiginda kontrollerin %12,8 oraminda daha fazla “Aa’ genotipe
sahip oldugu, “AA” genotip ylzdelerine bakildiginda ise hastalarin %10,3 oramnda
daha fazla oldugu gorilmektedir. Bu yizde farklarina ragmen hasta ve kontroller
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir. “A”  allelinin %3,9
oraninda hastalarda, “a’ allel frekansinin ise %3,9 oraninda kontrollerde daha yuksek
olmasi ise hastalarda “A” alleli yonunde bir artis meylinin oldugunu gostermesi
bakimindan anlamlidir (p = 0,05) (Cizelge 22).

Fokl polimorfizmi genotip frekansi tespitinde 84 hasta ile 44 kontrol, birlikte
calisilmis olup kontrollerin daha yiksek oranda (%610,2) “FF’ genotipine sahip oldugu
fakat istatistiksel olarak anlamli farkliliga sahip olmadigi gorilmustir (p= 0,51). Allel
frekansi agisindan da istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir (p=0,07)
(Cizelge 22).
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Cizelge 23: Col1A1 geni Splve-1997 G/T polimorfizmlerinin genctip ve allel

frekandari(n=Birey say1s1)

COL1A1 Geni Hasta Kontrol
polimorfizmleri n % n % c2
Tedti
Ss 28 34,1 11 268
_e %
B 4 27 7
% 23 SS 9 59,8 65,9 0,70
O 5 6,1 3 7.3
Toplam 82 100 41 100
ES
= T g SIG 126 768 65 793 080
d <3 ’
&L 9T 38 232 17 207
Toplam 164 100 82 100
_ GT 48 60,8 19 44,2
28 g T 21 266 17 395 020
[ 23N ]
SO0L GG 10 126 7 163
Toplam 79 100 43 100
= s G 68 43 33 384
2 23 0,73
g <8 |
< . 90 57 53 616
Toplam 158 100 86 100

COL1A1 geni Spl polimorfizmi genotip taramasinda 82 hasta ile 41 kontrol
calisilmis olup genotip ve allel frekanslar: agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptanmamistir (sirasiyla p= 0,82 ve p=0,73) (Cizelge 23). * (*S" aleli “G” olarak, “s’

aleli “T” olarak ta gosterilebilmektedir.)

-1997 G/T polimorfizmi genotip frekansi ylzdes agisindan, hastalarin %16,6
oraninda daha fazla “GT” genotipine sahip oldugu gorilse de, hasta ve kontroller

arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0,20).

farklilik  saptanmamustir

frekanslarinda da anlaml1 farklilik saptanmamistir (p=0,73) (Cizelge 23).
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Cizelge 24: VDR geni Bsml, Apal ve Tagl genotip kombinasyonlarina sahip hasta ve kontrol
bireyleri (n=Birey sayisi)

Genotip Hasta Kontrol
K ombinasyonu Olas: haplotipler n % n o C2 Tedti
BbAaTt EAALTEZ,AE;A’E’A?E‘T’ 24 307 16 355
BBAATT BAT 1 1,3 1 2,2
BbAATt BAT, bAT, bAt, BAt 6 7,7 3 6,7
bbAaTT bAT, baT 12 15,4 9 20
BBAALt BAt 11 141 4 8,9
bbaal T baT 8 10,2 4 89 0.7
BbAATT BAT, bAT 2 2,6 0 0
BBAATt BAT, BAt 6 7,7 4 8,9
bbAATT bAT 5 6,4 1 2,2
BbAaTT BAT, BaT, bAT, baT 1 1,3 3 6,7
bbaaTt baT, bat 1 1,3 0O O
BBAaTt BAT, BaTl, BAt, Bat 1 1,3 0 0
Toplam 78 100 45 100
Zd?pe:;wm 6 0

Hasta ve kontrollerde Cizelge 24 de VDR geni Bsml, Apal ve Tagl genotip
kombinasyonlari ve bu kombinasyonlardan meydana gelebilecek haplotipler belirtilmis
olup, sadece 6 hastanin genotip kombinasyonlar: belirlenememistir. Hasta ve kontroller
arasinda genotip kombinasyonlarimin dagilimlar1 arasindaki farklar istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmamustir (p=0,77).
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Cizelge 25: Meydana getirebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen Cizelge 24 deki VDR geni
Bsml, Apal ve Tagl genotip kombinasyonlarina (BBAATT, bbAaTT, BBAALtt, bbaalT,
BbAATT, BBAATt, bbAATT, bbaalt) ait haplotiplerin, hasta ve kontrol bireylerindeki
dagilimlar1 (n=Birey sayisi)

_ Hasta Kontrol

Haplotip - ” . ” 2 Tesi
BAT 12 127 6 13,1

BAt 29 308 12 26,1

bAT 23 245 11 239

baT 28 298 17 36,9
bAt 1 1,1 0 0 08
bat 1 1,1 0 0

Bar 0 0 0 0
bAt 0 0 0 0
Toplam 94 100 46 100
gdﬁwen 74 44

Cizelge 25'de tim genotipler icin homozigot (BBAATT, BBAALt, bbaaTlT,
bbAATT) ve bir alel icin heterozigot olan (bbAaTT, BbAATT, BBAATt, bbaaTt)
genotip kombinasyonlarimin meydana getirebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen
haplotipleri gosterilmistir. Genotip kombinasyonlarinda birden fazla heterozigot allel
bulunduran genotiplerin, haplotipleri tahmin edilemedigi icin hesaplamaya dahil
edilmemistir. Hasta ve konrotroller arasinda haplotiplerin allelik frekans dagilimlar:
bakimindan anlaml1 bir fark bulunamamustir (p= 0,89). Bu verilere gore hastalarda en
sik “BAt” haplotipi, kontrollerde ise “bal” haplotipi gorulmektedir.
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Cizelge 26: COL1A1 geni -1997 G/T ve Spl genotip kombinasyonlarina sahip hasta ve kontrol
bireyleri. Spl polimorfizmineait “S’ aldi “G” olarak “s’ dldi ise“T” olarak gosterilmistir.

(n=Birey say1s1)

: Hasta Kontrol
Genotip
K ombinasyonu Olasi n % n 0 €2 Tedli
haplotipler
TTGG TG 12 1644 10 256
GTGG GG, TG 26 3561 12 307
GGGG GG 6 8,21 4 103
TTGT TGTT 6 8,21 3 7,7
GG, TG,
GTGT GTTT 17 23,3 6 154 0,84
GGGT GG, GT 1 1,36 1 26
TTTT TT 2 2,73 2 51
GTTT GT,TT 1 1,36 0 0
GGTT GT 2 2,73 1 26
Toplam 73 100 39 100
Tespit
edilemeyen > 6
COL1A1 geni -1997 GI/IT ve Spl genotip kombinasyonlari

kombinasyonlardan meydana gelebilecek haplotipler cizelge 26’ da gosterilmistir. Hasta
ve kontroller arasinda genotip kombinasyonlarimin dagilimlart arasindaki farklar
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,84). Bu sonuglara gére hasta ve kontroller

arasindaen sik “GTGG” genotip kombinasyonunun goruldigl saptanmustir.
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Cizelge 27: COL1A1 geni -1997G/T ve Spl genotip kombinasyonlarindan “GTGT” hari¢ meydana
gelebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen genotip kombinasyonlarina ait haplotiplerin, hasta ve
kontrol bireylerindeki dagilimlar1 (n=Birey say1s1)

_ Hasta Kontrol
Haplotip - ” - ” 2 Tedi

GG 40 345 21 31,8

TG 58 50 35 53

GT 6 52 3 46 0%
T 12 103 7 10,6

Toplam 116 100 66 100

Hesap 52 24

edilemeyen

COL1A1 geni -1997G/T ve Spl polimorfizmleri genotip kombinasyonlarindan
“GTGT” harig, meydana gelebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen genotip
kombinasyonlarina ait haplotiplerin alelik frekans dagilimlart hasta ve kontroller
arasinda anlaml olarak bulunmamistir (p= 0,95). Genotip kombinasyonlarinda birden
fazla heterozigot allel bulunduran genotiplerin (GTGT), haplotipleri tahmin edilemedigi
icin hesaplamaya dahil edilmemistir. Hasta ve kontrollerde en sk “TG” haplotipi
ardindan da“GG” haplotipinin goruldigi tespit edilmistir. (Cizelge 27)
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Cizelge 28: Hasta ve kontrol gruplarinin demografik dzellikleri

Ozellik Hasta Grubu Kontrol Grubu p
(ort+SD) (ort+SD)
Median (Min-max) Median (Min-max)

Say1 (n) 84 45

Yas (Y1) 64,48+9,61 58,31 +8,61 <0,001
64 (44-84) 56 (47-90)

Boy (cm) 156,49 £5,79 160,07+6,02 <0,001
157 (130-165) 160 (149-178)

Kilo (kg) 63,96 £11,82 78,20+12,90 <0,001
62 (45-90) 79 (46-110)

VKI (kg/n) 26,13+4,89 30,56+4,99 <0,001
25,5 (16,5-38,7) 29,85 (18-43)

Menars yasi 1352+1,3 13,07+0,91 0,037
13 (11-17) 13(11-15)

Menopoz yasi 45,87+5,103 48,60+3,54 0,002
46 (35-57) 48 (40-55)

Menopoz siiresi 18,63+10,66 9,71+8,32 <0,001
18 (1-41) 7(1-42)

Lomber omuru 0,73+0,11 0,92+0,08 <0,001

KMY (g/cm?) 0,73 (0,40-1,07) 0,92 (0,78-1,14)

Lomber T skor -2,90£1,05 -1,09+0,76 <0,001
-2,80 (-6,5-0,20) -1,10 (-2,40-0,90)

Lomber Z skor -1,23+1,25 0,11+0,86 <0,001
-1,40 (-5,50-3,10) 0 (-1,50-2,80)

Femur Boyun 0,67 £ 0,09 0,86+0,09 <0,001

KMY (g/cm?) 0,67 (0,39-0,86) 0,87 (0,65-1,02)

Femur Boyun T -2,0+0,84 -0,63+0,81 <0,001

skor -2,10 (-4,10-0,10) -0,70 (-2,40-0,70)

Femur Boyun Z -0,58+1,05 0,16+0,83 <0,001

skor

-0,45 (-2,80-1,80)

0,20 (-1,90-1,70)

Gruplar arasinda demografik 6zellikler agisindan istatistiksel olarak anlaml:
(p=0,05) farkliliklar bulunmustur. Hasta grubunda kontol grubuna gore yasin yiksek,
menopoz sliresinin uzun, vicut kitle indeksi (VKI), menopoz yasi Lomber KMY
(g/lcm®)’nin, Lomber omur T skoru, ve Femur Boyun T skorunun disik oldugu

gorulmistur (Cizelge 28).
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Cizelge 29: Hasta ve kontrol gruplar: biyokimyasal degiskenlerin ortalamalar1 (ortxSD) ve

istatistiksel analizleri

Biyokimyasal Hasta Grubu Kontrol Grubu

Degisken (ort£SD) (ort£SD) p
Median (Min-max) Median (Min-max)

Say1 (n) 84 45
9,74 +0,39 9,43+0,36

Ca(mg/d)) 9,8 (8,9-10,6) 9,3 (8,8 10,4) <0,001
3,57 +0,53 3,77+0,55

InP (mg/dl) 3.6 (2,3-4.8) 3.7(2.8-5.3) 0,049
178,23 466,45 193,13+39,27

ALP(UIL) 165,5 (73-496) 188(103- 310) 0,170

Osteokalsin 20,69+15,10 20,54 +6,75 0,950

(ng/ml) 1869 (6,64-1369)  19,1(7,36-41,49) :

B-Crosslaps 0,29+0,20 0,26£0,13 0371

(ng/ml) 0,24 (0,03-0,96) 0,25 (0,07-0,65) :

. 34,84+18,77 17,97+10,27

vitb3 32 (5-98) 16 (4-49) <0,001
18,98+7,95 15,34+19,67

E2 (pg/m) 20 (5-49,05) 10,14 (5-118,7) 0,139

oTH (pgm)  6L57:2325 47,43+15,51 0001

53,27 (20,44-164,7)

44,61 (18,89-79,49)

Hasta ve kontrol gruplart arasinda Ca (mg/dl), VitD3 ve PTH (pg/ml)
biyokimyasal degiskenleri agisindan sitatistiksel olarak anlamli farklilik godzlenmis
(p<0,001) olup, diger degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gbzlenmemistir (Cizelge 29).
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Cizelge 30: Ailede osteoporoz dykisiiniin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlar
(n=Birey say1s1)

Aile Hasta Kontrol
osteopor 0z
Oykisl — n % n % 2 Tei
Var 24 698 12 30
Yok 19 302 28 70 0

Hasta ve kontrol gruplar: arasinda ailede osteoporoz dykusi agisindan anlamlt farklilik
vardir. Hastalar arasinda %69,8 oraninda, kontroller arasinda ise % 30 oraninda ailesel dyku
mevcuttur (p=0) (Cizelge 30) .

Cizelge 31: Sit ve st Urinleri tiketiminin giinl Gk porsiyonlara gére hasta ve kontrol gruplar:
arasindaki dagilimlar: (n=Birey sayisi)

Sit ve sit

Urdnleri Hasta Kontrol

toketimi

(Gunluk n % n % c2 Tedi
por siyon)

<1 11 131 10 22,2

1-2 46 548 16 35,6 0,10
34 27 321 19 4272

Hasta ve kontrol grubunun siit ve st Uriinleri tiketim ylzdeleri arasinda farklilik
gorulse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. Hastalarda giinlik olarak , <1 ve
3-4 porsiyon tuketiminin kontrollere gore daha diistk, 1-2 porsiyon tiketiminin ise daha
yuksek oldugu gorulmustur (Cizelge 31).

Cizelge 32: Sigaratuketiminin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlar: (n=Birey say1s1)

Sigara Hasta Kontrol
Tiketimi
n % n % c2 Test
Yok 61 726 28 622
0,16
Var 23 2714 17 378

Sigara tuketimi agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur (p=0,16)
(Cizelge 32).
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Cizelge 33: Kafein tiketiminin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlar: (n=Birey say1s1)

K afein Hasta Kontrol
TUketimi
n % n % c¢2 Tedti
Yok 49 583 18 40
0,001*
Var 35 417 27 60

Kafein tiketimi hastalarda %41,7 oraninda kontrollerde ise %60 oraninda bulunmustur.
Istatistiksel olarak anlaml1 farklilik vardir (p=0,001) (Cizelge 33).

Cizelge 34: Gines alma siresinin hasta ve kontrol gruplar arasindaki dagilimlar: (n=Birey

sayisi)

Gunes Hasta Kontrol
almasiresi
(Gnldik) % % c2Tesi
0 12 143 3 6,7
<15 dk 19 226 11 244
16-30 dk. 24 286 16 356
31-60 dk. 19 226 13 289 013
61-120 dk. 3 3,6 2 44
>121 dk. 7 8,3 0 0
%  ®Hasta mKontrol
IRE R
226 &4 226
11.5
i I I | I I HI.‘
16 4.4
N am B
o =15k 1a-30 k. 3L-el0k. B1-120 k. =121¢lk.

Sekil 14: Hasta ve kontrol gruplarimin giineslenme siirelerinin % olarak gosterilmesi.
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Hasta ve kontrol gruplarinda giineslenme siireleri incelendiginde kontrol grubunun
genel olarak daha yuksek oranda guines aldig1 gozlenmistir (Cizelge 34, Sekil 14).

Cizelge 35: Giyim tarzinin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlar: (n=Birey say1st)

Giyim Hasta Kontrol  c2 Testi
Tara % n %
Gdeneksd 43 512 16 35,6
Baty 41 488 29 644 007

Hasta ve kontrol gruplart arasinda geleneksel ve bati giyim tarzi yizdeleri
karsilastirildiginda, hastalarda geleneksel giyim tarzinin (%51,2) kontrollerde ise bati
giyim tarzinin (%64,4) daha baskin olmast yonunde bir farklilik gorilse de istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmustur (p=0,065) (Cizelge 35).

Cizelge 36: Giyim tarzinin giines alma siiresi ile iliskisinin hasta ve kontrol gruplar arasindaki

dagilimlar1 (n=Birey sayisi)

Giyim Gunes Hasta Kontrol c2
Testi
n % n %
0 8 186 2 125
<15 dk 9 2089 6 375
Geleneksel 16-30dk. 10 233 4 250 0.39
31-60dk. 10 233 4 25 '
61-12dk. 1 2.3 0 0
>121dk. 5 116 O 0
0 4 9,8 1 3.4
<15 dk 10 244 5 17,2
16-30dk. 14 34,1 12 414
Bali 3160k 9 2 9 31 0%
61-12dk. 2 4.9 2 6,9
>121dk. 2 4.9 0 0

Geleneksel ve bat1 giyim tarzlarimin glines alma siiresi ile iliskisinin, hasta ve
kontrol gruplart arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farkliliga sahip olmadig:
gorilmektedir (p>0,05) (Cizelge 36).
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Cizelge 37: Egitim siiresinin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimi (n=Birey sayisi)

Egitim c2
Siresi Hasta Kontrol Teti
Yil n % n %
0 24 286 o 4.4
1-5 22 26,2 16 35,6

0,001*
6-11 19 226 19 42,6
13 + 19 226 8 17,8

m Hasta m Eontrod

424
356
286 16,3
136 226
17,8
- I l I
] 1-5y1 11+

11yl

Sekil 15: Egitim siresinin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimimin % olarak gosterimi

Egitim siresinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki dagilimi incelendiginde
kontrollerin hastalara oranla daha uzun siire egitim aldiklar: goriilmektedir. Istatistiksel
olarak anlamli farklilik gozlenmektedir (p=0,001) (Cizelge 37, Sekil 15).

Cizelge 38: Is durumunun hasta ve kontrol gruplar: arasindaki dagilimlar: (n=Birey sayisi)

2
. Hasta Kontrol cs
Is durumu Testi
n % n %
Evhammu 56 66,7 31 689 0,48
Calisan 28 333 14 311

Hasta ve kontrollerin is durumlar: arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir farklilik

bulunmamistir (p=0,48) (Cizelge 38).
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Cizelge 39: VDR geni Tagl polimorfizminde genotip dagilimina gore biyokimyasal degiskenlerin ortalamalart

(ort£SD) veidtatistiksel analizleri (n=Birey say1s1)

Polimorfizm  Tagl

Hasta Tt TT tt p
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 39 30 12

Ca 9,70+0,39 9,79+0,41 9,72+0,31 0,58
9,70 (9-10,60) 9,80 (8,90-10,60) 9,70 (9,20-10,40)

iNP 3,60+0,47 3,61+0,58 3,48+0,50 0,81
3,60 (2,70-4,80) 3,50 (2,40-4,60) 3,45 (2,60-4,20)

ALP 171,44+62,75 179,60+76,10 189,17+58,43 0,56
160 (73-338) 162,50 (88-496) 190 (106-324)

. 19,70+8,20 23,48+22,88 16,72+7,37 0,50

Osteokalsin
18,55 (6,64-43,77) 19,20 (8,43-136,90) 15,88 (7,92-28,94)

Berossl aps 0,27+0,20 0,33+0,21 0,23+0,14 0,28
0,21 (0,03-0,78) 0,27 (0,10-0,96) 0,25 (0,04-0,46)

VitD3 34,34+18,92 34,50+18,89 39,23+20,85 0,78
32 (5-98) 32 (10-84) 30 (16-86)

E2 18,70+8,79 20,36+6,90 17,81+7,61 0,24
18,41 (5-49,05) 21,17 (5-35,17) 18,52 (5-30,54)

PTH 60,82+21,77 61,63+21,67 64,52+33,32 0,84
57,54 (35,81-125,6) 61,32 (20,44-107,7)  56,33(37,48-164,70)

Kontrol

n 22 19 4

Ca 9,49+0,30 9,42+0,43 9,12+0,12 0,12
9,55 (8,90-9,90) 9,30 (8,80-10,40) 9,10 (9-9,30)

iNP 3,77+0,61 3,76x0,53 3,77+0,15 0,97
3,75 (2,80-5,30) 3,70 (2,80-4,80) 3,70 (3,70-4)

ALP 188,41+45,73 200,21+34,37 185,50+18,21 0,40
180,50 (103-310) 191 (147-273) 181 (169-211)

Osteokalsin 19,86+7,47 21,46+6,64 19,93+1,87 0,73
17,89 (7,36-41,49) 20,10 (14,61-40,24) 20,19 (17,53-21,83)

Berossl aps 0,260,13 0,24+0,10 0,32+0,21 0,84
0,25 (0,07-0,65) 0,25 (0,09-0,51) 0,24 (0,18-0,62)

VitD3 16,94+10,95 19,14+10,31 17,95+7,19 0,63
15,48 (5-49) 20 (4-40) 17,15 (10,50-27)

E2 15,76+15,11 15,27+25,62 13,33+11,37 0,54
11,93 (5-68,17) 8,55 (5-118,70) 9,12 (5-30,01)

PTH 53,66x+17,02 41,38+11,81 41,81+10,27 0,03*
55,55 (18,89-79,49) 40 (19,74-69,09) 39,30 (32,44-56,21)

Biyokimyasal degiskenlerin Tagl genotiplerine gore ortalamalarina bakildiginda
grubunun PTH degerleri (Tt 53,66+17,02, TT 41,38+11,81,
tt 41,81+10,2), arasinda istatistiksel olarakta anlamli farklilik gorulmektedir (p=0.03).
Diger degiskenler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0,05)
(Cizelge 39).

sadece kontrol
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Cizelge 40: VDR geni Apal polimorfizminde genotip dagilimina gére biyokimyasal degiskenlerin
ortalamalar (ort=SD) veistatistiksel analizleri (n=Birey sayisi)

Polimorfizm  Apal

Hasta Aa AA aa p
Ort+xSD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 39 31 9

Ca 9,69+0,43 9,73+0,32 9,97+0,32 0,14
9,70 (8,90-10,60) 9,70 (9-10,50) 9,90 (9,50-10,60)

iNP 3,68+0,51 3,40+0,42 3,83+0,71 0,02*
3,70 (2,60-4,80) 3,30 (2,60-4,30) 4 (2,40-4,60)

ALP 177,62+64,11 187,13+77,92 145,44+28,89 0,30
175 (73-338) 166 (100-496) 153 (88-179)

Osteokalsin 23,95+20,47 16,70+6,91 20,17+6,65 0,08
19,78 (8,43-136,9) 16,40 (6,64-32,48) 20 (10,75-30,61)

Berossl aps 0,32+0,22 0,24+0,17 0,27+0,16 0,38
0,27 (0,06-0,96) 0,22 (0,03-0,78) 0,25 (0,13-0,61)

VitD3 37,91+20,01 33,23+17,83 31,46+20,20 0,37
35 (5-98) 28 (6-86) 25 (18-84)

E2 19,30+7,64 19,34+6,55 16,01+7,44 0,61
19,67 (5-35,17) 20,34 (5-30,54) 20,06 (5-22,99)

PTH 57,50+19,90 68,66+27,42 56,96+20,54 0,16
57,50 (20,44-98,38) 61,25 (37,48-164,70) 51,61 (40,40-107,70)

Kontrol

n 28 13 4

Ca 9,52+0,35 9,24+0,30 9,40+0,42 0,06
9,55 (8,90-10,40) 9,20 (8,80-9,80) 9,30 (9-10)

iNP 3,81+0,61 3,72+0,44 3,67+0,36 0,75
3,80 (2,80-5,30) 3,70 (3-4,50) 3,55 (3,40-4,20)

ALP 196,07+42,69 180,54+34,06 213,50£16,03 0,09
189,50 (103-310) 177 (115-261) 217 (191-229)

Osteokalsin 20,72+7,50 18,49+3,99 25,92+6,41 0,14
18,09 (7,36-41,49) 19,10 (10,74-24,85) 26,47 (17,61-33,16)

Berossl aps 0,27+0,12 0,23+0,14 0,30+0,14 0,36
0,27 (0,07-0,65) 0,23 (0,09-0,62) 0,24 (0,20-0,51)

VitD3 19,08+10,87 15,19+8,85 19,15+11,02 0,48
18 (4-49) 14,30 (5-33) 16,30 (10-34)

E2 14,25+14,07 11,08+6,91 36,81+54,75 0,85
10,53 (5-68,17) 10,14 (5-30,07) 11,77 (5-118,7)

PTH 46,23+16,34 50,85+15,68 44,61+8,21 0,59

44,05 (18,89-79,49)

56,21 (25,52-75,01)

42,08 (38,07-56,20)

Biyokimyasal degiskenlerinin  Apal genotiplerine gore ortalamalarina
bakildiginda sadece hasta grubunun INP degerleri (Aa 3,68+0,51, AA 3,40+0,42,
aa 3,83+0,71) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmustur (p= 0.02).
Diger degiskenler arasindaki farklhiliklar ise istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05)
(Cizelge 40).
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Cizelge 41: VDR geni Bsml polimorfizminde genotip dagilimina goére biyokimyasal degiskenlerin

ortalamalar (ort=SD) veistatistiksel analizleri (n=Birey sayisi)

Polimor fizm Bsml

Hada Bb BB bb p
Ort+SD Ort£SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 35 20 27

ca 9,64+0,39 9,80+0,38 9,84+0,38 0,22
9,70 (8,90-10,30) 9,75 (9,20-10,60) 9,80 (8,90-10,60)

NP 3,58+0,49 3,44+0,50 3,62+0,60 0,46
3,60 (2,30-4,80) 3,25 (2,60-4,30) 3,50 (2,40-4,60)

ALP 185,51+81,51 180,45+65,86 164,67+42,77 0,72
166 (77-496) 170 (73-324) 160 (88-282)

. 23,18+21,34 16,32+7,29 20,20+8,16 0,16

Osteokalsin 19 78 (8,36-136,90) 14,68 (6,64-28,94) 19,33 (8,43-34,87)
0,28+0,22 0,24+0,19 0,31+0,18 0,31

porossLaps () 53(0,03-0,96) 0,20 (0,04-0,78) 0,27 (0,10-0,76)

VitD3 36,37+19,63 35,18+19,00 32,27+18,48 0,56
35 (5-98) 27,50 (14,56-86) 27,20 (10-84)

Eo 19,07+8,84 17,21+7,68 20,25+7,21 0,26
18,41 (5-49,059 19,57 (5-30,54) 21,10 (5-35,17)

BTH 59,29+20,16 65,24+30,03 62,26+22,04 0,62
56,20 (35,81-125,60) 59,38 (35,50-164,70) 62,98 (20,44-107,70)

Kontrol

n 22 9 14

ca 9,50+0,33 9,27+0,24 9,41+0,44 0,20
9,55 (8,90-9,90) 9,20 (9-9,70) 9,30 (8,80-10,40)

NP 3,79+0,59 3,88+0,40 3,67+0,56 0,59
3,80 (2,80-5,30) 3,70 (3,30-4,50) 3,65 (2,80-4,80)

ALP 194,05+41,43 169,78+26,39 206,71+37,96 0,05*
182,50 (103-310) 169 (115-211) 199 (147-273)

Oseoralsn 2007735 18,52+2,89 22,57+7,35 0,49
18,09 (7,36-41,49) 19,10 (12,34-21,83) 21,63 (14,87-40,24)
0,26+0,13 0,24+0,17 0,27+0,09 0,59

Berosslaps (55 (0,07-0,65) 0,19 (0,09-0,62) 0,27 (0,09-0,51)

VitD3 16,59+11,12 15,00+7,64 21,9749, 73 0,13
15,48 (4-49) 14,30 (5-27) 20,50 (8-40)

Eo 15,12+15,32 11,90+7,92 17,90+29,61 0,94
10,66 (5-68,17) 10,37 (5-30,07) 8,61 (5-118,70)

BTH 49,06+17,16 50,33+16,79 42,99+11,58 0,49
51,09 (18,89-79,49) 56,21 (25,52-75,01) 42,16 (19,74-69,09)

Biyokimyasal degiskenlerinin  Bsml genotiplerine gére ortalamalarina
bakildiginda sadece kontrol (Bb 194,05+41,43, BB
169,78+26,39, bb 206,71+37,96) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur (p= 0.05). Diger degiskenler arasindaki farkliliklar ise istatistiksel olarak

anlamsizdir (p>0,05) (Cizelge 41).

grubunun ALP degerleri
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Cizelge 42: VDR geni Fokl polimorfizminde genotip dagilimina gére biyokimyasal degiskenlerin

ortalamalar (ort=SD) veistatistiksel analizleri (n=Birey sayisi)

Polimorfizm  Fokl

Hasta Ff FF ff P
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 32 43 9

Ca 9,77+0,41 9,70+0,39 9,86+0,36 0,57
9,80 (8,90-10,60) 9,70 (8,90-10,60) 9,80 (9,30-10,60)

iNP 3,58+0,56 3,53+0,51 3,73+0,57 0,76
3,50 (2,40-4,80) 3,60 (2,30-4,50) 3,60 (3-4,60)

ALP 181,00+53,77 177,91+79,49 169,89+36,49 0,58
168 (88-324) 157 (73-496) 193 (107-202)

Osteokalsin 22,94+22,06 19,14+7,55 20,11+12,22 0,90
20 (8,36-136,90) 18,55 (6,64-39,85) 16,23 (8,64-43,77)

Berossl aps 0,28+0,21 0,30+0,21 0,27+0,18 0,95
0,23 (0,03-0,96) 0,27 (0,04-0,78) 0,21 (0,06-0,61)

VitD3 33,63+16,93 36,97+20,60 29,00£15,72 0,46
32 (10-84) 34 (5-98) 24 (13-64)

E2 19,8518,19 18,37+0,21 18,81+6,12 0,55
20,93 (5-35,17) 19,79 (5-49,05) 18,99 (7,97-27,64)

PTH 56,77+16,58 66,35+26,69 55,84+23,48 0,16
53,96 (35,50-93,50) 61,25 (20,44-164,70) 49,71 (22,45-98,38)

Kontrol

n 27 14 3

Ca 9,51+0,34 9,41+0,37 9,23+0,40 0,45
9,60 (9-10) 9,30 (8,90-10,40) 9,30 (8,80-9,60)

iNP 3,93+0,48 3,72+,59 3,56+0,32 0,36
3,90 (3,20-4,70) 3,70 (2,80-5,30) 3,70 (3,20-3,80)

ALP 193,79+40,74 188,89+36,03 238,33+£50,01 0,25
183,50 (147-310) 191 (103-252) 261 (181-273)

Osteokalsin 21,27+9,87 0,29+5,08 20,44+4,88 0,98
19,28 (7,36-41,49) 18,10 (13,33-33,16) 22,51 (14,87-23,94)

Berossl aps 0,25+0,15 0,26x0,12 0,27+0,01 0,79
0,22 (0,07-0,65) 0,25 (0,09-0,62) 0,28 (0,26-0,29)

VitD3 19,86+10,20 16,98+10,36 22,33£9,71 0,36
21,50 (6-40) 15,96 (4-49) 20 (14-33)

E2 13,68+7,46 17,22+24,72 5,71+1,23 0,13
12,78 (5-30,07) 8,99 (5-118,70) 5(5-7,13)

PTH 47,06£17,33 47,46+15,20 42,99+12,48 0,86
40,48 (25,52-79,49) 47 (18,89-79,22) 44,12 (29,98-54,86)

Biyokimyasal degiskenler ile Fokl polimorfizmi genotipleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli farklilik bulunmamstir (p>0,05) (Cizelge 42).
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Cizelge 43: COLIA1 geni Spl polimorfizminde genctip dagilinuna gére biyokimyasal degiskenlerin ortalamalari

(ort£SD) veidtatistiksel analizleri (n=Birey say1s1)

Polimorfizm  Spl

Hasta Ss SS ss p
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 28 49 5

Ca 9,80+0,38 9,73+0,39 9,72+0,44 0,70
9,85 (9,10-10,60) 9,70 (8,90-10,60) 9,80 (9-10,20)

iNP 3,60+0,52 3,55+0,54 3,52+0,55 0,86
3,60 (2,30-4,50) 3,50 (2,40-4,80) 3,80 (2,60-4)

ALP 185,18+77,83 177,90+60,72 123,40+22,25 0,04*
177,50 (73-496) 165 (77-338) 131 (95-149)

Osteokalsin 18,79+9,12 20,14+7,54 13,63+4,68 0,14
15,08 (6,64-43,77) 20,15 (8,36-39,85) 14,30 (7,92-18,83)

Berossl aps 0,27+0,19 0,29+0,19 0,19+0,12 0,53
0,21 (0,04-0,76) 0,25 (0,03-0,78) 0,18 (0,06-0,36)

VitD3 36,63+14,93 32,96+20,79 34,20+14,70 0,25
33 (13-64) 26 (5-98) 35 (18-54)

E2 19,52+9,07 18,71+7,78 17,15+3,90 0,72
20 (5-49,05) 19,83 (5-35,17) 17,21 (12,28-21,67)

PTH 61,27+18,36 63,25+25,87 41,92+14,60 0,12
59,07 (22,45-98,38) 59,05 (35,50-164,70) 40,70 (20,44-56,20)

Kontrol

n 11 27 3

Ca 9,460,25 9,43+0,41 9,43+0,32 0,85
9,40 (9,10-9,90) 9,30 (8,90-10,40) 9,30 (9,20-9,80)

iNP 3,97+0,61 3,70+0,58 3,67+0,06 0,52
3,90 (3-5,30) 3,70 (2,80-4,80) 3,70 (3,60-3,70)

ALP 180,09+32,95 198,48+42,4 182,67+5,50 0,47
171 (115-217) 191 (103-310) 183 (177-188)

Osteokalsin 21,31+9,06 20,24+6,59 18,95+2,55 0,95
17,33 (12,34-41,49) 19,46 (7,36-40,24) 18,09 (16,94-21,83)

Berossl aps 0,27+0,16 0,24+0,13 0,28+0,02 0,36
0,25 (0,09-0,65) 0,23 (0,07-0,62) 0,28 (0,26-0,29)

VitD3 20,05+12,18 16,82+9,04 10,50+4,50 0,31
19 (6-49) 17 (4-35) 10,50 (6-15)

E2 19,75+33,37 14,11+13,82 16,71+12,24 0,65
6,30 (5-118,70) 10,37 (5-68,17) 14,08 (6-30,07)

PTH 48,63+14,24 48,60+16,17 46,14+19,20 0,83
47,68 (26,87-75,01) 45 (18,89-79,49) 36,89 (32,44-69,09)

Biyokimyasal degiskenlerinin  Spl genotiplerine gobre ortalamalarina
bakildiginda sadece hasta grubunun ALP degerleri (Ss 185,18+77,83, SS
177,90£60,72, ss 123,40+22,25) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmustur (p= 0.04). Diger degiskenler arasindaki farkliliklar ise istatistiksel olarak

anlamsizdir (p>0,05) (Cizelge 43).
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Cizelge 44: COLIAL1l geni -1997 G/T polimorfizminde genotip dagilimina gore biyokimyasal

degiskenlerin ortalamalar: (ort+SD) ve istatistiksel analizleri (n=Birey say1s1)

Polimorfizm  -1997 G/T

Hasta GT GG TT p
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)

n 48 10 21

Ca 9,73+0,41 9,74+0,40 9,82+0,31 0,50
9,75 (8,90-10,60) 9,70 (9,20-10,60) 9,90 (9-10,30)

iNP 3,52+0,60 3,85+0,38 3,55+0,45 0,13
3,40 (2,30-4,80) 3,90 (3-4,40) 3,55 (2,70-4,40)

ALP 183,19+73,14 164,91+63,67 175,60+60,58 0,71
175,50 (77-496) 159 (73-297) 161,50 (95-338)

. 22,07+18,54 18,99+8,39 19,75+8,96 0,92

Osteokalsin
18,95 (8,83-136,90) 16,70 (7,92-34,87) 19,89 (6,64-43,77)

Berossl aps 0,32+0,22 0,19+0,12 0,26+0,18 0,14
0,27 (0,04-0,96) 0,18 (0,05-0,47) 0,25 (0,03-0,61)

VitD3 35,60+17,05 29,23+19,50 36,46+23,30 0,39
32 (6-84) 25 (5-62) 28,60 (13-98)

E2 20,19+6,35 16,74+7,80 17,71+11,40 0,15
21,02 (5-32,81) 17,21 (5-27,64) 17,71 (5-49,05)

PTH 59,29+19,97 51,32+15,19 67,04+29,62 0,21
57,50 (20,44-123) 47 (35,93-84,70) 60,15 (36,24-164,70)

Kontrol

n 19 7 17

Ca 9,42+0,38 9,63+0,35 9,33+0,33 0,17
9,40 (8,90-10,40) 9,80 (9-9,90) 9,20 (8,80-10)

iNP 3,78+0,64 3,85+0,57 3,73t47 0,71
3,70 (2,80-5,30) 3,90 (2,80-4,70) 3,70 (3-4,80)

ALP 182,32+32,71 207,29+51,67 202,06+35,7 0,27
180 (103-243) 181 (170-310) 191 (148-273)

Osteokalsin 21,41+7,05 18,89+6,41 20,60+7,11 0,92
20,92 (12,34-40,24) 20,10 (7,36-26,58) 18,10 (10,74-41,49)

Berossl aps 0,27+0,12 0,21+0,10 0,28+0,14 0,57
0,25 (0,09-0,62) 0,24 (0,07-0,34) 0,26 (0,09-0,65)

VitD3 19,56+12,14 12,81+6,83 19,35+8,90 0,32
17 (5-49) 12 (4-22) 20 (6-34)

E2 20,77+28,89 12,33+9,25 11,3145,40 0,95
8,99 (5-118,70) 9,88 (5-30,07) 10,37 (5-24,60)

PTH 50,36+14,84 44,75+18,19 44,87+16,20 0,43
47 (18,89-79,22) 38,18 (26,87-75,66) 44,12 (19,74-79,49)

Biyokimyasal degiskenler ile COL1A1 geni -1997 G/T polimorfizmi genotipleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir (p>0,05) (Cizelge 44).
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Cizelge45: VDR geni Tagl polimorfizminde genotip dagilimina gére lomber omuru ve femur boynu
KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve idatistiksel analizleri (n=Birey sayi1si)

Polimorfizm Taql
Hasta Tt T it
Ort£SD Ort£SD Ort+SD P
Median (Min-Max)  Median (Min-Max)  Median (Min-Max)
n 39 30 12
Lomber omuru 0,74+0,12 0,73+0,13 0,70+0,09 075
KMY 0,72 (0,40-1) 0.75(0.41-1,07) 0,73 (0,50-0,84) :
Lomber omuru -2,84+1,10 -2,91+1,05 -3,15+0,99 093
T skor 2.00[-650- (040)] -2.70(-570-020)  -2.63 [-4,90- (1,92)] :
Lomber omuru  -1,36+1,15 -1,07+1,40 1.45+1,27 051
Z skor 140 (-550-1,10)  -130(-430-310)  -165(-330-0,73) :
0,67+0,09 0,66+0,10 0,67+0,14
Femur BoynuKMY' 5’67 (0,40-0,83) 0,66 (0,41-0,86) 0,70 (0,39-0,96) 0.79
FemurBoynu T~ -2,07+0,78 -1,03+0,88 -2,09+1,08 078
sor 219[4- (-021)] -2 (-390-0,10) -2.29[-4,10- (0,20)] :
Femur BoynuZ  -0,75+1,05 -0,46+1,03 -0,46+1,22 062
sor 0.70(-2,80-090)  -040(-260-180)  -0,55 (-2,40-1,38) :
Kontrol
n 22 19 4
Lomber omuru 0,92+0,08 0,94+0,09 0,90+0,09 068
KMY 093(079-1,14)  092(079-110)  0.89(0,79-1,02) :
Lomber omuru -1,10+0,72 -1,02+0,81 -1,43+0,88 057
T skor 110(-240-090)  -110(-230-050)  -1.50 [-2,40- (0,30)] :
Lomber omuru 0,11+0,95 0,15+0,77 -0,07+1,03 0.9
Z skor 0 (-1,30-2,80) 0(-0,90-1,30) 0,15 (-1.50-0,90) :
0,86+0,10 0,89+0,09 0,78+0,09
Femur BoynuKMY' g5 (0,65-1,02) 0,89 (0.76-1,02) 0,76 (0,70-0,91) 0.14
Femur Boynu T -0,67+0,83 -0,49+0,74 -1,15+41,02 0.30
sor 0.75(-240-070)  -0.60(-150-0,60)  -1.45 (-2-0,30) :
Femur BoynuZ  0,18+0,89 0,28+0,70 -0,50+1,04 029

skor

0,20 (-1,90-1,70)

0,20 (-0,90-1,30)

-0,70 (-1,50-0,90)
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Cizelge 46: VDR geni Apal polimorfizminde genotip dagilimina gére lomber omuru ve femur boynu

KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve idatistiksel analizleri (n=Birey sayi1si)

Polimor fizm Apal
Hasta Aa AA aa
Ort+SD Ort+SD Ort+SD p
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max)
N 39 31 9
Lomber omuru 0,73+0,12 0,73+0,11 0,680,883 02
KMY 0,75 (0,40-0,94) 0,72 (0,50-1,07) 0,70 (0,50-0,76) :
Lomber omuru -2,94+1,08 -2,91+1,07 -3,16+0,65 0.82
T skor 2.80[-650- (-1,03)] -2.80(-490-020)  -310[-420-(-250)]
Lomber omuru -1,40+1,22 -1,03+1,35 -1,74+1,05 026
Z skor 140 (-550-090)  -140(-330-310)  -2.10(-3,10-0,20) :
0,680,10 0,66+0,10 0,66+0,06
Femur BoynuKMY 4’67 (0,40-0,86) 0,65,039-086) 066 (0,59-0,74) 0.80
Femur Boynu T -1,96+0,88 -2,1140.87 -1,09+0,64 077
sor -1.90 (-4-0,10) 2.30[-4,10- (-0,20)] -2.20[-2,90- (-1)] :
Femur Boynu Z -0,67+£1,04 -0,45+1,06 -0,69+1,16 0.64
sor 0,68(-270-180)  -040(-280-1,38)  -1.17 (-2,20-1,40) :
Kontrol
N 28 13 4
0,93+0,09 0,90+0,06 0,99+0,09
Lomber KMY 0,93 (0,79-1,14) 0,89 (0,78-1,01) 1,00 (0.87-1,10) 0.15
-1,06+0,79 -1,34+0,60 -0,55+0,97
Lomber T skor -1,05(-230-090)  -1,30[-2,40- (-0,30)] -0,55 (-1,60-0,50) 0,18
0,00+0,88 0,10+0,87 0,30+0,97
Lomber Z skor 0,00(-1,30-280)  020(-150-160) 0,40 (-0,70-1,20) 0.88
0,87+0,10 0,83+0,09 0,91+0,04
Femur BoynuKMY 5 a5'(0,65-1,01) 0,80 (0,70-1,02) 0,90 (0.87-0,97) 0,20
Femur Boynu T -0,53+0,82 -0,02+0,8 -0,47+0,64 035
skor 0.45(-240-060)  -120 (-20-070)  -0,55 (-1,10-0,30) :
Femur Boynu Z 0,25+0,83 -0,01+0,91 0,12+0,68 .

skor

0,20 (-1,90-1,70)

0,00 (-1,50-1,70)

0,00 (-0,50-1,00)
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Cizelge 47: VDR geni Bsml polimorfizminde genotip dagilimina gére lomber omuru ve femur boynu

KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve idatistiksel analizleri (n=Birey sayi1si)

Polimorfizm Baml
Hasta Bb BB bb p
Ort£SD Ort£SD Ort£SD
Median (Min-Max)  Median (Min-Max)  Median (Min-Max)
N 35 20 27
Lomber omuru 0,74+0,11 0,7240,11 0,73+0,13 086
KMY 0,73 (0,40-1) 0,72 (0,50-0,94) 0,74 (0,41-1,07) ’
Lomber -2,86+1,08 -3,00+1,04 -2,84+1,07
Toé(“or omuru -2,90 [-6,50- (- -2,78 [-4,90- (- -2,70 (-5,70-0,20) 0,90
0,40)] 1,32)]
Lomber omuru -1,30+1,13 -1,1741,20 -1,05+1,45 064
Z skor -1,50(-550-0,80)  -1,25(-330-1,10)  -1,20 (-4,30-3,10) ’
0,67+0,09 0,6740,11 0,66£0,10
Femur BoynuKMY 67 (0.40-0,83) 0,69 (0,39-0,86) 0,65 (0,41-0,86) 0.67
Femur Boynu T -2,060,80 -2,04+0,86 -1,97+0,90
210[-4 (-021)]  -2,19[-4,10- (- -2,10 (-3,90-0,10) 0,97
skor
0,20)]
Femur Boynu Z -0,84+1,01 -0,31+1,07 -0,48+1,10 0.3
skor -0,70(-2,80-0,70)  -0,30(-2,40-1,38)  -0,40 (-2,60-1,80) ’
Kontrol
N 2 9 14
Lomber omuru 0,93+0,08 0,89+0,07 0,95+0,08 034
KMY 0,92 (0,79-1,14) 0,89 (0,78-1,02) 0,94 (0,82-1,10) ’
-1,0740,75 -1,43+0,67 -0,92+0,81
Lomber omuru -1,10(-2,30-0,90)  -1,30[-2,40- (- -1,05 (-2,10-0,50) 0,28
T skor
0,30)]
Lomber omuru 0,110,092 -0,01+0,89 0,19+0,81 089
Z skor 0 (-1,30-2,80) 0,40 (-1,50-1) 0,05 (-0,90-1,30) ’
0,8740,10 0,83+0,10 0,87+0,07
Femur BoynuKMY 709 (0.65-1,02) 0,80 (0,70-1,02) 0,87 (0,76-0,99) 0.54
Femur Boynu T -0,53+0,86 -0,86+0,91 -0,66+0,67 062
skor -0,40 (-2,40-0,60)  -1,20 (-2-0,70) -0,80 (-1,50-0,50) ’
Femur Boynu Z 0,28+0,01 0,01:+0,95 0,07+0,62 054
skor 045(-1,90-1,70)  0(-1,50-1,70) 0,15 (-0,90-1,20) ’
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Cizelge 48: VDR geni Fokl polimorfizminde genotip dagilimina gére lomber omuru ve femur boynu

KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve idatistiksel analizleri (n=Birey sayi1si)

Polimorfizm Fokl

Hasta Ff FF ff P
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max)  Median (Min-Max)  Median (Min-Max)

N 32 43 9

Lomber omuru 0,74+0,11 0,72+0,12 0,75+£0,11 079

KMY 0,74 (0,51-1,07) 0,72 (0,40-1) 0,75 (0,59-0,92) ’

Lomber omuru -2,82+0,99 -3,00+1,11 -2,62+1,01 0,55

T skor -2,80 (-4,60-0,20) -2,90 [-6,50- (-0,40)] -2,60 [-4,20- (-1,10)]

Lomber omuru -1,18+1,33 -1,34+1,20 -0,90+1,32 0,68

Z skor -1,45 (-3,30-3,10) -1,40 (-5,50-1,10) -1,20 (-3,10-0,90)

Femur Boynu KMY 0,6610,08 0,67+0,10 0,67+0,13 0,73
0,66 (0,43-0,81) 0,69 (0,39-0,86) 0,67 (0,40-0,86)

Femur Boynu T -2,00+0,71 -2,02+0,90 -1,99+1,06 0,90

skor -1,90[-3,20- (-0,21)] -2,10(-4,10-0,10) -2,10 [-4- (-0,70)]

Femur Boynu Z -0,66+0,93 -0,57+1,09 -0,35+1,39 0,62

skor -0,55 (-2,80-0,80) -0,50 (-2,60-1,80) 0,10 (-2,70-1,38)

Kontrol

N 14 27 3
0,9440,08 0,92+0,08 0,92+0,12

Lomber BMD 0,93 (0,79-1,08) 0,93 (0,79-1,14) 0,89 (0,81-1,05) 0.74

Lomber T skor -1,02+0,70 -1,08+0,77 -1,17+1,07 0,88
-1,10 (-2,40-0,30) -1,10 (-2,30-0,90) -1,40 (-2,10-0)

Lomber Z skor 0,10+0,83 0,18+0,87 -0,17+1,27 0,84
0,05 (-1,50-1,40) 0 (-0,90-2,80) -0,40 (-1,30-1,20)

Femur Boynu KMY 0,8310,09 0,87+0,09 0,8310,15 0,34
0,82 (0,70-1,02) 0,90 (0,65-1) 0,76 (0,73-0,99)

Femur Boynu T -0,92+0,75 -0,51+0,76 -0,90+1,22 0,26

skor -1,05 (-2-0,60) -0,30 (-2,40-0,50) -1,50 (-1,70-0,50)

Femur Boynu Z -0,13+0,72 0,31+0,78 -0,30+1,31 0,17

skor

-0,20 (-1,50-1,20)

0,30 (-1,90-1,70)

-0,90 (-1,20-1,20)

89



Cizelge 49: COLIA1L geni Spl polimorfizminde genotip dagilimina gore lomber omuru ve femur boynu

KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve idatistiksel analizleri (n=Birey sayi1si)

Polimor fizm Spl
Hasta Ss SS ss p

Ort£SD Ort£SD Ort£SD

Median (Min-Max)  Median (Min-Max)  Median (Min-Max)
N 28 49 5
Lomber omuru 0,76x0,13 0,72+0,11 0,71+0,07 054
KMY 0,74 (0,41-1,07) 0,73 (0,40-0,94) 0,75 (0,63-0,79) '
Lomber omuru -2,73+1,20 -2,96+1,01 -3,00+0,66 0,92
T skor -2,85 (-5,70-0,20) -2,70[-6,50- (0,90)] -2,70[-3,80- (2,30)]
Lomber omuru -1,04+1,41 -1,37+1,18 -0,72+1,24 0,45
Z skor -1,19 (-4,30-3,10) -1,40 (-5,50-0,80) -0,30 (-2,40-0,50)
Femur Boynu 0,67+0,10 0,67+0,09 0,650,13 0,96
KMY 0,68 (0,41-0,83) 0,66 (0,39-0,86) 0,67 (0,49-0,77)
Femur Boynu T -2,02+0,88 -1,97+0,83 -2,16+0,96 0,89
skor -2,14[-3,90- (0,20)] -2 (-4,10-0,10) -1,60[-3,20- (1,30)]
Femur Boynu Z -0,68+1,11 -0,51+1,09 -0,52+0,34 0,81
skor -0,59 (-2,60-1,10) -0,40 (-2,80-1,80) -0,40[-1- (-0,10)]
Kontral
N 11 27 3
Lomber omuru 0,91+0,05 0,94+0,09 0,89+0,13 065
KMY 0,92 (0,83-1) 0,93(0,78-1,14) 0,85 (0,78-1,04) '
Lomber omuru -1,18+0,55 -1,02+0,82 -1,3741,23 0,71
T skor -1,20 (-2-0) -1,10 (-2,40-0,90) -1,70 (-2,40-0)
Lomber omuru -0,02+0,72 0,28+0,88 -0,27+1,43 0,53
Z skor 0 (0,90-1,20) 0,20 (-0,90-2,80) -0,60 (-1,50-1,30)
Femur Boynu 0,89+0,07 0,86x0,10 0,86+0,15 0,51
KMY 0,91 (0,80-1) 0,85 (0,65-1,02) 0,90 (0,70-0,98)
Femur Boynu T -0,46+0,66 -0,67+0,85 -0,63+1,23 0,70
skor -0,20 (-1,20-0,50) -0,90 (-2,40-0,70) -0,30 (-2-0,40)
Femur Boynu Z 0,34+0,54 0,18+0,89 0,03+1,36 0,86

skor

0,30 (-0,50-1,30)

0,20 (-1,90-1,70)

0,50 (-1,50-1,10)
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Cizelge 50: COLIA1L geni -1997 G/T polimorfizminde genctip dagilimina gére lomber omuru ve femur
boynu KMY, T skor ve Z skor degerleri ortalamalar: (ort+SD) ve istatistiksel analizleri (n=Birey sayisi)

Polimorfizm -1997 G/T
Hasta GT GG TT p
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
Median (Min-Max)  Median (Min-Max)  Median (Min-Max)
n 48 10 21
Lomber omuru 0,72+0,11 0,75+0,08 0,74+0,14 075
KMY 0,72 (0,41-1,07) 0,75 (0,65-0,94) 0,74 (0,40-1) ’
Lomber omuru -2,96+1,06 -2,75+0,59 -2,79+1,26 0,79
T skor -2,83 (-5,70-0,20) -2,70[-3,60- (1,62)] -2,73[-6,50- (-0,40)]
Lomber omuru -1,30+1,26 -1,26%0,75 -1,13+1,55 0,67
Z skor -1,45 (-4,30-3,10) -1,20 (-2,30-0,20) -1,35 (-5,50-1,10)
Femur Boynu KMY 0,66+0,10 0,66+0,12 0,68+0,08 0,84
0,66 (0,39-0,86) 0,71 (0,40-0,78) 0,67 (0,57-0,86)
Femur Boynu T -2,09+0,87 -2,06+0,93 -1,84+0,80 0,47
skor -2,20 (-4,10-0,10) -1,90[-4- (-1)] -1,80[-3- (-0,21)]
Femur Boynu Z -0,65+1,04 -0,87+0,95 -0,38+1,24 0,38
skor -0,60 (-2,80-1,80) -1,10 (-2,70-0,90) 0,45 (-2,60-1,40)
Kontrol
n 19 7 17
Lomber omuru 0,92+0,08 0,91+0,12 0,94+0,08 076
KMY 0,93(0,79-1,14) 0,92 (0,79-1,08) 0,92 (0,83-1,10) ’
Lomber omuru -1,08+0,79 -1,27+1,07 -1,04+0,68 0,70
T skor -1 (-2,40-0,90) -1,20 (-2,40-0,30) -1,10 (-2-0,50)
Lomber omuru 0,26+0,98 -0,10+1,11 0,04+0,68 0,74
Z skor 0,20 (-0,90-2,80) 0 (-1,50-1,40) 0 (-0,90-1,30)
Femur Boynu KMY 0,850,09 0,88+1,13 0,87+0,09 0,75
0,87 (0,65-1,02) 0,91 (0,70-1,02) 0,89 (0,74-1)
Femur Boynu T -0,73+0,78 -0,52+1,07 -0,60+0,78 0,84
skor -0,70 (-2,40-0,70) -0,30 (-2-0,60) -0,90 (-1,70-0,50)
Femur Boynu Z 0,13+0,89 0,26+1,17 0,14+0,69 0,83

skor

0,20 (-1,90-1,70)

0,90 (-1,50-1,30)

0,20 (-0,90-1,20)

VDR geni Tagl, Apal, Bsml ve Fokl, COLIAL1 geni Spl ve -1997 G/T
polimorfizmleri genotip dagilimlar: ile lomber omuru ve femur basit KMY, T skor ve Z
skor degiskenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (p>0,05)
(Cizelge 45,46,47,48,49,50).
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5. TARTISMA

Osteoporoz dusik kemik kitlesi ve kemigin mikro mimari yapisinda bozulmaile
karakterize kronik, progressif, multifaktoriyel ve poligenik bir hastalik olup, orta yasl
ve yash erigkinlerdeki kiriklarin major sebebidir ve 6zellikle yaslilarda morbidite ve
mortalitenin 6nde gelen nedenlerindendir®*” 81123680939 " Ogenporoz, énlenebilir ve
tedavi edilebilir bir hastalik olup, yasam siresinin giderek uzadigi toplumlar igin
Uzerinde durulmasi gereken ve gittikge de 6nem kazanan bir saglik sorunu olmustur
1293 Diinya niiffusunun giderek yaslandizi g6z oniine alimirsa sorunun giderek
blylyecegi aciktir. Bu nedenle osteoporozla ilgili klinik ve deneysel calismalar
artmaktadhr. Ulkemizde ortalama yasam siiresinin uzamasi ve Turk kadinlarinin birgok
risk faktorini bir arada tasimalari nedeniyle Glkemiz icin de osteoporozun erken tam ve

koruyucu tedaviyi gerektiren 6nemli bir saglik sorunu oldugu duistintilmektedir®.

Osteoporozda risk faktorlerinin erken tammlanmasi ve 6nleme programlarinin
gelistirilmesi; hastaligin artisgtm  durdurmak, kiriklart onlemek ve saglik bakim
giderlerini azaltmak icin gereklidir. Clnkl osteoporoz ve osteoporotik kiriklar igin risk
faktorlerinin tammlanmas: ile risk altindaki hastalar belirlenebilmekte, kirik basta
olmak Uzere olusacak diger komplikasyonlar 6nlenebilmektedir. Risk faktorleri kemik
mineral yogunlugunda azalmaya neden olarak veya dusme olasiligim arttirarak kirik
olusumuna zemin hazirlar. Osteoporozdaki en 6nemli risk faktorleri; yas, cinsiyet, vicut
agirligi, menopoz, hormonal nedenler, genetik ve irksal nedenler, beslenme, yasam
tarzi, sigara ve alkol kullamm, immobilizasyon, ¢ssitli ilaglar ve hastaliklar seklinde
belirtilmektedir®?®®, Ozellikle ailesinde osteoporoz dykiisii olanlarda ve beyaz tenli

kisilerde osteoporoz riski yiiksektir®.

Son yillarda yapilan calismalarda genetik faktorlerin kemik fenotipindeki

>7:434495.9.97 Monozigotik

degisikliklerin %50-85" ninden sorumlu oldugu gosterilmistir
ve dizogotik ikizlerde yapilan arastirmalarda, kemik yogunlugundaki patolojik
degisimlerde benzerlikler oldugu saptanmis ve bu durumun genetik etkilerle ortaya
ciktign diistinilmiistir®®3+%3"%_ Kalitim incelemeleri monozigotik ikizler ve aym
cinsiyette dizigotik ikizlerdeki goreceli farkliliklara bakilarak yapilmistir. Monozigotik

(%2100 ayni genotipe sahiptirler) veya dizigotik (%50 oraninda ayn genotipe sahiptirler)
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olsun ayni cinsiyet ve yastaki ikiz esleri aym cevresel faktorlerle kars1 karsiyadir. Bu
durum da dig faktorlerin kemik fenotipi Uzerine etkilerinin incelenmesine firsat
vermistir. Monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere gore hem lomber omuru hem de
femur boynu kemik yogunluklar: daha fazla benzer bulunmustur. Bu genetik etki bazi
iskelet bolgelerinde daha ¢ok gozlenmistir. Bunun disinda birgok calismada da iskeletin
farkli bolgelerinde farkli yontemlerle tespit edilen kemik yogunluklarindan farkl
genlerin sorumlu oldugu gosterilmistir®*4.

Michaelsson et al.”” isvegli ikizlerde kiriklarin katilimiyla ilgili yaptiklar
calismada, 69 yas altindaki yetiskinlerin kalgca kirigina daha fazla maruz kalmalarinda
genetik faktorlerin 6nemli bir roliiniin oldugunu géstermistir®.

Hastaligin patogenezi Uzerine yapilan ¢alismalar osteoporozla iliskili gok sayida
aday gen oldugunu gostermistir. Osteoporoza katkida bulunan genetik varyasyonlara ait
bilgilerin cogu aday genlerle kemik mineral yogunlugu ¢calismalarindan gelmektedir. Bu
calismalar1 degerlendiren meta analizlere gore vitamin D reseptor geni (VDR), dstrojen
reseptor alfa geni (ESR1), tip 1 kollajen alfa A1 zinciri geni (Col1A1) ve interlokin 6
(IL-6) geninin allelik varyasyonlar: ile KMY vel/veya kiriklar arasinda 6nemli iliskilerin
oldugu saptanmistir. VDR, ESR1, CollAlve interlokin-6 (IL-6) genlerinden baska
distik yogunluklu lipoprotein (LDL) — benzeri protein 5 (LRP5) genlerinin

polimorfizmlerinin de osteoporozlailiskileri calisil maktadir®374>80,94.95.100101

Bireysel farkliliklardan %75 oraminda genetik faktorler sorumludur. Kemik
yogunlugu, buyukligl, yapim ve yikim dongusi genetik kontrol altinda olup, bazi
genlerdeki polimorfizmler bireysel kemik yogunlugunu belirlemektedir. VDR
osteoporoz aday genlerinden kemik Kkitlesi Uzerinde etkisi oldugu belirlenen ilk
gendir®®.

Calismamizda, VDR ve COL1A1 genleri Bsml, Apal, Tagl, Fokl, Spl ve -1997
G/T polimorfizmleri agisindan 84 postmenopozal osteoporotik kadin (64,48+9,61 yas
ortalamasi) ile 45 postmenopozal saglikli kadinin (58,31 £8,61 yas ortalamasi) genetik
taramast yapilmis, osteoporozla iliskili biyokimyasal belirtegler ve osteoporoz

olusumunda etkili olan ¢esitli cevresel faktorler incelenmistir.
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Demografik ©zellikler agisindan, c¢alismamizda hasta ve kontrol gruplari
arasinda, istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur (Cizelge 28). Hasta
grubunda yas ortalamasi 64,48+9,61, yas aralig1 44-84 olarak, kontrol grubunda ise yas
ortalamasi 58,31+8,61, yas araligi ise 47-90 olarak tespit edilmistir. Bu verilere
bakilarak hasta ve kontrol grubu arasinda yas ortalamasinda ~6 yas fark oldugu gorilse
de yas araliklarimin yakin oldugu kabul edilebilir. Yas ortalamalar: arasindaki farktan
dolay1, hasta grubunda ortalama menopoz siresi de (18,63+10,66) kontrol grubuna
(9,71+8,32) nazaran daha uzun bulunmustur. Kadinlarda menopoz dénemindeki hormon
yetersizligi nedeni ile kemik kaybimn hizlandigi bilinmektedir. Kemik kitle kaybi
menopoza kadar her iki cinsiyette de aynm olurken, kadinda menopoz ve menopoz
sonrast dénemde hizl1 bir artis olur. Menopozdan sonraki ilk 5 yilda bu kayip, erkeklere
oranla kadinlarda 6 kat daha fazladir. Kemik kaybi ilk 5 yilda %11, sonraki 20 yilda %5
olarak gerceklesir®. Kontrol grubunda menopoz yas ortalamas: (48,60+3,54) hastalara
gore (45,87+5,103) daha yuksek olarak saptanmistir. Hasta grubunda menopoz
siresinin  kontrollere gdre daha uzun, menopoz yasimn ise daha disik olmasi
osteoporoz agisindan dezavantaj olarak gortlmektedir.

Vicut agirhigimn kemik kaybr ile iligkili oldugu gosterilmistir. 70 kg'dan daha
zayif olan kadinlarin ve vicut agirliginin %5’ inden fazlasim kaybedenlerin, daha hizli
kemik kaybi gosterdikleri belirtilmektedir®. Kontrol grubunda hem kilo (78,20+£12,90)
hem de VKI (30,56+4,9) ortalamas: hastalara gore daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
Bu da kontrol grubunun osteoporoza maruz kalma riskini azaltan bir faktorddr.

Bu calismada hasta grubumuzun osteoporoz tedavisi almasindan dolay1 Ca
(mg/dl) ve VitD3 oranlar1 hastalarda kontrollere gore daha yuksek bulunmustur. PTH
(po/ml) degeri hastalarda daha yiksek olup, PTH kemiklerde osteoklastik aktiviteyi
stimile ederek kan kalsiyum seviyesinin yikselmesini saglamakta, dolayisi ile kemik
yikimint arttirmaktadir (Cizelge 29).

Ailesinde osteoporoz Oykist olanlarda ve beyaz tenli kisilerde osteoporoz

riskinin yiiksek oldugu bildirilmigtir®®343%37.38%

. Caismamizda hasta ve kontrol
gruplar arasinda, ailede osteoporoz 6ykusi agisindan anlamli farklilik oldugu, hastalar
arasinda %69,8 oraninda, kontroller arasinda ise %30 oramnda ailesel éykinin mevcut

oldugu tespit edilmistir (Cizelge 30).
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Kemik yapisinin 2/3 tiniin mineral ve bu mineralin de %40’ imin kalsiyum oldugu
dikkate alindiginda, diyetle alinan kalsiyumun kemik yapisindaki dnemi agikga goruldr.
Y eterli miktarda kalsiyum alinmasi, doruk kemik kitlesi degerinin elde edilmesinde rol
oynadig1 kadar, bu degerin korunmasinda ve devam ettirilmesinde de 6nemli rol oynar.
Diyetteki kalsiyum eksikligi ile osteoporoz iliskisi birgok calismada gosterilmistir.
Cocukluk caginda diizenli st tiketmis olan postmenopozal kadinlarda kemik dansitesi
yuksek saptanmus, ayrica osteoporoza bagli kiriklarin ortalama baslangi¢ yasinin diyet
ve aktivite diizenlenmesiyle yaklasik 10 yil kadar geciktirilebilecegi 6ne sirtilmiistiir’2,
Galismamizda hasta ve kontrol grubunun siit ve sit Uriinleri tiketim ytzdeleri arasinda
farklilik gorilse de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Hastalarda gunlik olarak,
<1 ve 3-4 porsiyon tuketiminin kontrollere gore daha distik, 1-2 porsiyon tuketiminin
ise daha yuksek oldugu gorulmustir (Cizelge 31).

Sigara icen kadinlarda, icmeyenlere oranla vertebral kiriklarin yaklasik iki kat
daha fazla gorildugii bildirilmistir'?. Fakat calismamizda sigara tiketimi agisindan
gruplar arasinda anlaml1 bir farkliligin olmadig: tespit edilmistir (Cizelge 32).

Kandaki kafein diizeylerinin yiksek olusunun, idrar ve barsak kalsiyum atilimi
Uzerine etkili oldugu, ancak kalsiyum emilimini c¢ok fazla etkilemedigi
dustinulmektedir. Gunlik 150 mg kafein alinmasi durumunda idrar kalsiyum atilimi
yaklasik 5 mg artmaktadir. Ancak kahve alim gunlik 2-3 fincanla sinirlandirildiginda
kafeinin bu etkisi 6nemsizdir'®. Calismamizda kafein tiketiminin hastalarda %41,7
oraninda, kontrollerde ise daha fazla (%60) oldugu bulunmustur (Cizelge 33).

Diyetle alinan kalsiyumun emilebilmesi igin vitamin D’ye ihtiyag vardir. Yas
ilerledikge barsaklardan kalsiyum emilimi ile birlikte, kalsiyum emilimini uyaran
vitamin D’nin fizyolojik aktif formu olan 1,25- dihidroksikolekalsiferol sentezi de
azalmaktadir'®. Bu yiizden giineslenme ve giinesten yararlanma oldukca 6nem
kazanmaktadir. Calismamizda hasta ve kontrol gruplarinda guneslenme sireleri
incelendiginde kontrol grubunun genel olarak daha yiksek oranda gines aldigi,
geleneksel ve bat1 giyim tarzi yuzdeleri karsilastirildiginda, hastalarda geleneksel giyim
tarzinin kontrollerde ise bat1 giyim tarzimin daha baskin olmast yontnde bir farkliligin
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamsiz oldugu ve geleneksel ve bati giyim

tarzlarimin gines alma siresi ile iliskisinin, hasta ve kontrol gruplari arasinda
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istatistiksel agidan anlamli bir farkliliga sahip olmadigi gozlenmistir (Cizelge
34,35,36,).

Egitim diizeyi, toplumlarda kronik hastaliklara yakalanma riskini azaltan énemli
bir belirteg olup calismamizda egitim siresinin hasta ve kontrol gruplar: arasindaki
dagilimi incelendiginde, kontrollerin hastalara oranla daha uzun siire egitim aldiklar1 ve
kontrol bireyleri yonunde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gorulmektedir
(p=0,001) (Cizelge 37, Sekil 15).

Hasta ve kontrollerin is durumlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulunmamistir (Cizelge 38).

Hasta ve kontrollerde genotip dagilimina gore biyokimyasal degiskenler
bakimindan ortalama degerlere bakildiginda Tagl genotiplerinde, kontrol grubunun
PTH degerleri (Tt 53,66+17,02, TT 41,38+11,81, tt 41,81+10,2) arasinda; Bsml
genotiplerinde, kontrol grubunun ALP degerleri (Bb 194,05+41,43, BB 169,78+26,39,
bb 206,71+37,96) arasinda, Spl genotiplerinde, hasta grubunun ALP degerleri (Ss
185,18+77,83, SS 177,90+60,72, ss 123,40+22,25) arasinda istatistiksel olarak da
anlamli farkhiliklar gordlmektedir (p<0.05) (Cizelge 39, 41, 43). PTH degeri “Tt”
genotipini tastyan kontrollerde daha yuksek tespit edilmistir. ALP degeri ise “bb”
genotipini  tasiyan kontrollerde ve “Ss’ genotipini tasiyan hastalarda yiksek
bulunmustur. Burada her biyokimyasal degisken ile her genotip kendi grubu iginde
karsilastirildigindan elde edilen sonuclar net olarak yorumlanamamaktadir.

Calismamizda VDR geni Tagl, Apal, Bsml ve Fokl, COLIAL geni Spl ve-1997
G/T polimorfizmleri genotip dagilimlar: ile lomber omuru ve femur boynu KMY, T
skor ve Z skor degiskenleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir
(Cizelge 45-50).
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VDR Geni Taql, Apal, Bsml veFokl Polimorfizmleri ile Osteoporoz

Araandaki Tliski

Vitamin D’ nin aktif metaboliti olan kalsitriol (1,25(0OH).D3), kemik hticrelerinin
fonksiyonlarinin ayarlanmasinda ve serum kalsiyum homeostazisinin korunmasinda
onemli bir role sahiptir ve bunu da vitamin D reseptorine baglamp ilgili genlerin gen
ekspresyonunu diizenleyerek yapmaktadir? 444 jnsan VDR geninde 6nemli sayida
RFLP polimorfizmleri saptanmistir. Genin 3'ucunda Bsml, Apal ve Tagl enzimlerinin,
2. ekzonda transkripsiyon baslangic noktasinda Fokl enziminin kesim yaptigi
polimorfik bdlgeler bulunmaktadir®”.

VDR varyantlari ile kemik kalsiyum homeostazi ve kemik kitlesi arasindaki
iliskinin patogenezi, ilk olarak Morrison et a.>’ tarafindan Avusturalya’da ingiliz-
Irlanda kokenli Kafkas wrkinda calisilmis (1992) ve serum osteokalsin diizeylerinin
VDR geninin 3' bolgesindeki Bsml polimorfizmiyle (“B” allelini tasiyor olmak) iliskili
oldugu gosterilmistir**. Morrison at al.>®, daha sonraki bir ikiz calismasinda (1994)
Bsml polimorfizmi ile lomber omuru ve femur boynu KMY’s arasinda gugli bir
iliskinin oldugunu rapor etmistir. Ancak bu guclu iliskinin genotipleme hatasindan
(“bbTTaa” genotipinin, “BBttAA” genotipinden %15 daha fazla oldugu tespit
edilmistir) dolay: oldugu anlasilmis (1997) ve belirtilenden daha zayif bir iliskiye sahip

oldugu bildirilmistir'®

. Cok sayida calisma bu orijinal bulgular1 (“BB” genotipi ile
dusik KMY iliskisi) desteklese de farkli populasyonlardaki bazi calismalar
desteklememektedir 219319 K ore' de yapilan bir calismada “BB” genotipine sahip
hasta bulunamamustir. iskogya’ da Houston et al.'® “BB” genotipindeki bireylerin “bb”
genotipindekilere gore daha yiksek femur basi KMY’sine sahip olduklarin
aciklamislardir®. Gong et al.'®, 1994-1998 yillar1 arasinda VDR polimorfizmlerinin
KMY ile iligkisi Uzerine yapilan calismalarin (75 makale ve 6zet bulgulari), meta
analizlerini yaparak VDR polimorfizmleri ile KMY arasinda 6nemli derecede pozitif bir
iliski oldugunu gostermislerdir'®. Bu pozitif bulgu izerine bircok arastirmaci Bsml
polimorfizmi ile kiriklar arasindaki iliskiyi galismis, bunlardan sadece Feskanich et
al.%" 75 yas ve tizeri bir grup kadinda pozitif bir iliski bulabilmistir®*.

Y aygin olarak gorulen diger bir polimorfizm ise ekzon 2'deki Fokl restriksiyon
enziminin tamma bolgesindeki T—C transisyonudur. Bu transisyon alternatif bir
translasyon baslangic kodonu olusturarak VDR geninin daha kisa bir izoformunun
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meydana gelmesine neden olur'®'%°, Osteoporozda “diisiik kemik mineral yogunlugu
(KMY)” ve “kirik” gibi iki ana fenotip vardir. Baz1 ¢alismalarda Fokl polimorfizminin
KMY ile iliskili oldugu ifade edilmistir fakat bu bulgu tim calismalar ile
dogrulanamamustir'®® %14, Fokl polimorfizminin osteoporotik kiriklarla olan iliskisi de
calisiimistir. italyan kadinlarinda yapilan bir calismada Fokl alleli kiriklarla iliskili
bulunurken aym iliski Danimarkal: kadinlarda kurulamarmstir®. Pozitif iliski
bulunamayan calismalarda populasyonlarin heterojen olmasi ve cevresel faktorlerin
etkilemesi dnemli bir faktordir'®.

VDR polimorfizmlerinin osteoporozla iliskili fenotiplerle baglantisim inceleyen
kapsaml1 calismalardan biri Fang et al.'* tarafindan 2005 yilinda, 6148 kadin ve erkek
katilimciyla Rotterdem’da yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, artan kirilma riski ile
iliskili VDR geni promotériinde (Cdx) ve 3'UTR bolgesinde (Bsml, Apal, ve Taqgl)
haplotipler saptanmistir. Her iki bolgede de risk allellerini (polimorfizmini) tasiyan
bireylerin olusturdugu grupta kirik riski, kontrollerle karsilastirildiginda %15-%48
oraminda artmustir. Sasirtict olarak, bu calismada kirik icin tammlanan risk allelleri,
KMY’deki degisimlerleiliskili gdrilmemistir®.

Uitterlinden et al.™® 9 Avrupa iilkesini kapsayan ve GENOMOS (Genetic
Markers for Osteoporosis) Konsorsiyumu olarak adlandirilan, 26242 6rnegin dahil
edildigi genis capli arastirmalarinda, VDR geni Fokl, Bsml, Apal ve Taql
polimorfizmleri ile KMY veya kirik riski arasinda bir iliski olmadigi sonucuna
varmiglardir. Fakat baska bir polimorfizm olan Cdx2 polimorfizmi ile omurga kiriklart
arasinda duisiik bir iliski olabilecegi gosterilmistir'®.

Bircok arastirmact VDR polimorfizmi ile KMY arasindaki iligskinin, diyete
dayal1 kalsiyum alim ve vitamin D diuzeyi gibi cevresel faktorlerle degisebilecegini
gostermistir**"*181° Baz; calismalarda, intestinal kalsiyum absorbsiyonu ile VDR geni
Bsml polimorfizmi arasinda bir iliski olmasina ragmen, bu iliskinin mekanizmas: tam
olarak agiklanamamustir. Fokl polimorfizmi ve intestinal kalsiyum absorbsiyonu
arasinda Ames et al.'?° tarafindan pozitif bir iliski bildirilmisken Cauley et al.*! ve
Zmuda et al.>® tarafindan ise negatif bir iliski bildirmistir. VDR polimorfizmleri ile
diyete dayali kalsiyum alimi arasindaki iliskiyi inceleyen en blyik calismay:r 3000
ingiliz kadinla Mac Donald et al.*® yapmistir ve VDR polimorfizmleri ile KMY
arasinda iliski bulamamustir. Bu calismada VDR polimorfizmleri, besinsel kalsiyum
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alimi, serum 25 hidroksi vitamin D3 seviyeleri ve KMY arasinda iliskiye dair bir kanit
gbzlenmemistir. Bu caligmalardaki tek pozitif bulgu VDR genine ait baska bir
polimorfizm olan Cdx2 polimorfizmi ile kemik kaybi arasindaki zayif iliskidir ki, bu
sonug gesitli dogrulama testlerinden sonra anlaml: bulunamamustir®.

Pek ¢ok arastirmact VDR polimorfizmleri ve haplotiplerinin  fonksiyonel
analizini yapmistir. VDR geninin 3’ bolgesinden hazirlanan reporter gen yapilari, farkli
bireylerde gen transkripsiyonunda haplotipe 6zgti farkhiliklar1 gostermistir, bu da bu
bdlgedeki polimorfizmlerin RNA stabilitesinin diizenlenmesi ile ilgili oldugu olasiligin
arttirmaktadir™. Tagl polimorfizmi bakimindan heterozigot olan hiicre serilerinde VDR
geninde allele 6zgii transkripsiyon farkliliklar gozlenmistir*®. Bu calismada (V erbeek
et a.'®) “t” dlelleri “T"lerden %30 oraninda daha sik gorilmiistir. Bu da Morrison et
al.”1n sonuglarinin tersi yonundedir. Baska bir ¢calismada (MrOs' un calismasinda) erkek
bireylerin kemiklerinde 3'VDR haplotipleri ile alele 6zgl transkripsiyonun iliskili
oldugu gézlenmistir'?*. Ozellikle haplotipl (baT)’in tasinmasi, VDR geni mRNA’sinin
birikimi ile iliskili olup bu haplotipin erkeklerde artmus kirik riski ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Diger in vitro calismalar (Mocharlaet et al.,** Grosset al.,'® ; Durrinet
al.,*?") dlele 6zgui transkripsiyon, mRNA stabilitesi veya ligand baglanmasi ile Bsml
polimorfizmi arasindailiskiye dair bir bulgu géstermemistir®*.

Ozetle, bugiine kadar yapilan calismalar VDR genindeki allelik varyasyonlarin
(baz1 polimorfizmlerin en azindan in vitro da tanimlanan fonksiyonel etkisine ragmen )
kemik kitlesinin duzenlenmesinde veya osteoporotik kiriklarda dnemli rol oynadigi
hipotezini desteklememektedir. Bazi bulgular, VDR allelerinin etkilerinin diyete dayali
kalsiyum vitamin D alimu ile degistirilebilecegini gostermektedir fakat bu sonuglar
birbirleri ile bagdasmamakta ve bilyik capli calismalar bu tir etkilesimleri ikna edici
sekilde sunamamaktadir®*.

Calismamizda, hasta ve kontrol bireylerinde VDR geni polimorfizmlerinin
(Bsml, Apal, Tagl, Fokl) genotip ve allel frekanslar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Ancak Apal genotip frekansimin hasta ve kontrol
populasyonlarindaki dagilimi istatistiksel olarak anlamli gortilmese de hastalarda “A”
aleli frekansinin artis1 yontnde bir genetik kaymanin oldugu istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur  (p=0,05) (Cizelge 22). Bu sonu¢ osteoporoz hastalarinda Apal
polimorfizminde “A” alleli yoninde artis meyli oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Mendel’in 1. Kurali olan genlerin serbest dagilim ilkesi, s6zi edilen genlerin
farkli kromozomlar Uzerinde olmasi halinde gecerlidir. Halbuki her canlida
kromozomlardan ¢ok fazla sayida gen oldugundan, her kromozom Uzerinde yuzlerce
gen bulunmak durumundadir. Bir kromozom Uzerinde bulunan genler igin iki tammmlama
yapilir. Bir kromozom Uzerinde fiziksel olarak iki veya daha fazla gen lokusunun
bulunmasina sisteni denir. Sisteni durumundaki bazi genlerin birbirine gok yakin ve
mayozda birbirinden ayrilmama egiliminde olmalarina da linkage (baglilik) denir.
Buradan anlasilacag1 gibi aym kromozom tzerinde bulunan genler teorik olarak serbest
dagilim gostermezler'?®,

VDR genin 3UTR bdlgesindeki Bsml, Apal ve Tagl polimorfizmlerine ait
aleller birbirlerine ¢ok yakin olduklarindan dolay: aralarinda kuvvetli bir Linkage
Disequilibrium (LD) vardir®. Calismamuzda, bu polimorfizmler icin, “BbAaTt”,
“BBAATT”, “BbAATt", “bbAalT”, “BBAAtt", “bbaalT”, “BbAATT”, “BBAATLt",
“bbAATT”, “BbAaTT”, “bbaalt”, “BBAaTt” genotip kombinasyonlarinin oldugu tespit
edilmis olup hasta ve kontroller arasinda en sk “BbAaTt” kombinasyonunun daha
sonra ise sirastyla  “bbAaTT”, “BBAALt” kombinasyonlarinin oldugu gordlmuistar.
Asya populasyonlarinda en stk “bbAaTT” and “bbaal T” genotip kombinasyonlari
gorilurken, Kafkas populayonlarinda ise “BbAaTt” ve “BBAAtt” kombinasyonlarinin
gorildugti  bildirilmistir'®Bu  bilgiler 1sizinda calisma  verilerimizin - Kafkas
populasyonu ile Ortlstigini sbyleyebiliriz. Hasta ve kontroller arasinda genotip
kombinasyonlarimin  dagilimlari  arasindaki  farklar istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p=0,77) (Cizelge 24). Cizelge 25'de tUm genotipler icin homozigot
(“BBAATT”, “BBAALtt”, “bbaalT”, “bbAATT”) ve bir allel icin heterozigot olan
(“bbAaTT”, “BbAATT”, “BBAATL", “bbaaTt”) genotip kombinasyonlarinin meydana
getirebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen haplotipleri gosterilmistir. Genotip
kombinasyonlarinda birden fazla heterozigot allel bulunduran genotiplerin, haplotipleri
tahmin edilemedigi icin hesaplamaya dahil edilmemistir. Hasta ve kontroller arasinda
haplotiplerin allelik frekans dagilimlar: bakimindan anlamli bir fark bulunamamustir (p=
0,89). Bu verilere gore hasta ve kontroller arasinda gorulme sikligindaki fark anlamli
olmasa da hastalarda en sk “BAt” haplotipinin, kontrollerde ise “baTl” haplotipinin
oldugunu ifade edebiliriz.
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Turkiye'de osteoporoz ile VDR ve COL1A1 gen polimorfizmlerinin iligkisi
cesitli calismalarla incelenmis ve bu calismalarin genotip dagilimlar1 cizelge
51,52,53,54 ve 55'de yillara gore Tlrkiye derlemesi olarak sunulmustur. Bu calismalar
siklikla postmenopoza kadinlarda yapilmis olmakla birlikte geng, saglikl, kadin ve
erkek gruplarinda da yapilmistir. DNA’ nin stabil bir yapisimin olmasi nedeniyle, genotip
frekansinin belirlenmesi calismalarinda herhangi bir yas araliginda olma veya tedavi
alip almama gibi durumlarindan genotip etkilenmez. Bu yuizden Turkiye' de yapilan tim
caligmalar Turkiye genotip dagilimimin belirlenmesi icin bir arada degerlendirilmistir.

Yoldemir ve ark.’'mn'® calismalarinda postmenopozal osteoporotik kadin
(59.12+6.33 yas ortalamasi) hastalar ile premenopozal kadinlarin (23.34+1.54 yas
ortalamasi) genotip dagilimi karsilastirilmis olup Bsml, Fokl, Apal ve Taql
polimorfizmleri agisindan bir fark bulunmamustir (Cizelge 51,52,53,54).

Uysal ve ark.’®® 100 postmenopozal osteoporoz hastasi ve 146 postmenopozal
saglikli kontrol ile yaptiklari calismalarinda, VDR geni Bsml, Apa ve Tagl
polimorfizmi genotip dagilimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulamamiglardir. Hasta ve kontrol gruplarinin her ikisinde de, bizim galismamizda
oldugu gibi en sik “BbAaTt” genotip kombinasyonunun goruldigi belirtilmistir. Uysal
ve ark.’min Bsml, Apal ve Tagl genotip bulgulari da Cizelge 51, 52 ve 53'de diger
calismalarla birlikte gosterilmektedir.

Dingel ve ark.”*® COL1A1, VDR, ESR (Ostrojen reseptor), IL-6 (interlékin 6),
OPG (osteoprotegerin) gen polimorfizmlerini 21 erkek ve kadin osteoporoz hastasinda
calismistir. Dincel ve arkadaslarimin VDR geni Bsml polimorfizmi genotip bulgular:
Cizelge 51’ de gosterilmektedir.

Suisleyici-Duman ve ark.’min® arastirmalarinda 75 postmenopozal osteoporotik
(53.16 + 1.31 yas ortalamasi) hasta ile 66 postmenopoza saglikli kadinin VDR geni
Bsml, Apal ve Tagl polimorfizmleri ile femur boynu (FN), bel omuru (L1-4), trokanter
ve Ward's triangle KMY’si ve kemik donisimi metabolik parametreleri arasindaki
iliski taranmustir. Osteoporotik hastalarda, Tagl genotipi ile ttm KMY alanlari arasinda
onemli bir iliskinin oldugu tespit edilmis olup ayn zamanda “tt” genotipinin hastalarda
yiksek serum osteokalsin dizeyleri ile iliski oldugu gosterilmistir. Hasta ve kontrol

gruplarinin her ikisinde de bizim c¢alismamizda oldugu gibi en sik “BbAaTt” genotip
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kombinasyonunun goriildiigii belirtilmistir. Stisleyici-Duman ve ark.2 Bsml, Apal ve
Tagl genotip bulgular1 Cizelge 51, 52 ve 53'de diger calismalarla birlikte
gosterilmektedir.

Glirsoy ve ark.™®" 70 postmenopozal kadin osteoporoz hastasi (60.5 + 5.5 yas
ortalamsi) ve 71 postmenopozal saglikli kadin kontrol (60.4 + 5.2) ile yaptiklar:
calismalarinda VDR geni Tag | polimorfizmi analizini yaparak hasta grubunda “Tt”
genotiplerinin kontrol grubuna oranla anlamli olarak yiksek oldugunu fakat “T”
alelinin varligimin kemik KMY ve DEXA degerlerinde “t” alleline gore anlamli olarak
131

daha iyi oldugunu gostermislerdir. Glrsoy ve ark.’ nin
53’ de gosterilmektedir.

Taqgl genotip bulgular: gizelge

Gogas-Yavuz ve ark.,”*> Marmara Bolgesinde yasayan, yaslar: 18-26 arasinda
degisen, saglikli 238 kadin ve 162 erkek denekte, VDR geni Bsml, Apal, Fokl ve Tagl
polimorfizmlerinin tepe kemik mineral yogunlugu ve kemik dongi belirtecleri ile
iliskisini arastirmiglar ve calisma gruplar arasinda genotip frekanslar agisindan anlamli
bir farklilik olmadigint belirtmiglerdir . Polimorfizmler arasinda kemik dansitometrisi
ve kemik dongu belirtecleri agisindan da farklilik bulunmamistir. VDR gen
polimorfizm sikliklar:: “BB”, “Bb”, “bb” icin kadinlarda %12,6, %54,6 ve %32,8
erkeklerde %9,9, %63,6 ve 26,5; “FF’, “Ff”, “ff” icin kadinlarda %46,7, %44,1 ve %9,2
erkeklerde %44,4, %50,6, %5; “AA”, “Ad’ ve “ad’ icin kadinlarda %25,6, %64,7,
%11,7 erkeklerde %23,4, %62,6, %13,5; TT, Tt, tt icin kadinlarda %39, %56,8, %12,2
erkeklerde %31,5, %58, %10,5 bulunmustur.

Dayangac ve ark.* VDR geni Fokl, Apal ve Tagl polimorfizmlerinin saglikli
Turk populasyonundaki dagilimini gbstermek icin yaslar: 8-48 arasinda degisen erkek
ve kadin saglikl1 bireylerden olusan ¢alismalarinda “ AaTt” haplotipinin en sik gozlenen
haplotip oldugunu saptamuslardir. Cizelge 52, 53 ve 54'te Dayanga; ve ark.’min®
saglikli kadinlar ile saglikli erkeklerdeki VDR geni Apal, Tagl ve Fokl polimorfizmleri
genotip bulgular1 gosterilmektedir. VDR gen polimorfizm sikliklar:: “AA”, “Aa’ ve
“ad’ icin kadinlarda %31, %52, %17 erkeklerde %29, %57, %14; TT, Tt, tt icin
kadinlarda %35, %44, %21 erkeklerde %35, %54, %11 “FF’, “Ff”", “ff” icin kadinlarda
%67, %29 ve %4 erkeklerde %44, %42, %14 bulunmustur.
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k.*? ve Dayangac ve ark.”®) kadinlar ile

Her iki calismada (Gogas-Yavuz ve ar
erkekler karsilastirdigindan, bu iki calisma Tirkiye ortalamasina dahil edilmemistir.
Fakat yinede bu verilere gore erkekler ile kadinlar arasinda genotip agisindan fark

olmadigi gorulmektedir.

Cizelge 51: VDR geni Bsml polimorfizminin Tirkiye' de yapilan calismalarla genotip dagilimlarinin
karsilastirilmas: (n=Birey sayisi)

Hastan (%) Kontrol n (%)

Cg';j:;‘a 8332:1 BB Bb bb 8332:1 BB  Bb bb T‘;i
oo 2 oy @y @9 | S @ we @ O
Yo(lsoerlnli)r T (1%3?9) (5?2) (22?9) 130 (12?9) (gg) (32?1) >0

o P v oy | ™ ey e @py O

Dingdl o 2 11 6 1 0 14 7 -
(2008) ** (1,5 (57,9) (31,6) 0) (66,7) (33,3)
Sisleyid-

[(’2“5“;%‘? B ooy o | ® w9 @e e O

Tolen 406 s | are ean ean OO

* Yoldemir ve ark.’nin kontrol gruplari premenopozal kadinlardan olusmaktachr. Istatistiksel
onemlilik dizeyi p< 0,05 olarak ainmustir.

**Dingel ve ark.’nin ¢alisma grubu osteoporoz hastas: erkek ve kadin bireylerden olusmaktadir; bu
calismadaigatistiksel dnemlilik diizeyi belirtilmemistir.

Turkiye'de, Bsml polimorfizmi agisindan yapilan calismalarda hasta ve
kontroller dahil, toplam 814 bireyin genotip dagilimlar1 “BB” 152 (%18,6), “Bb” 442
(%54,3), “bb” 129 (%27,1) olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore Turkiye'de, en sik
“Bb” genotipi, sonrasinda ise “bb” ve “BB” genotiplerinin goruldigu soylenebilir
(Cizelge 51).
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Cizelge 52: VDR geni Apal polimorfizminin Turkiye de yapilan ¢alismalarla genotip dagilimlarinin
karsilastirilmas: (n=Birey say1si)

Osteoporotik Hastan (%) Kontrol n (%)
Olgu Olgu c2
alisma (Y1ih AA Aa aa AA Aa aa
¢ (Yl Sayisi Sayist Testi
Caligmamiz 31 39 9 13 28 4
7 4
(2011) O (92 @4 | P @289 (622 @89y °O°
Yoldemir 34 60 36 31 73 2%
ot * 0 o262 661 %277)| SO (06239 (6561) (%20) O
Uysd 35 50 15 46 79 21
1 14
(2008) 0 oas) @50 @615 | P (3150) %5410) (61438 O
Sgifny;ﬁ o B %6 6 e B 45 6 0,46
(%17.2) (%748) (%8) %227) (%682) (%91
(2004)
113 206 66 105 225 57
Toplam 384 o004y (6534) (9617.2)| O (271) (4582 (W1a7) O30

* Yoldemir ve ark.’nin kontrol gruplari premenopozal kadinlardan olusmaktachr. Istatistiksel
onemlilik diizeyi p< 0,05 olarak alinmustir.

Turkiye'de, yapilan calismalarda hasta ve kontroller dahil toplam 771 bireyin,
VDR geni Apal polimorfizmi agisindan genotip dagilimlart “AA” 218 (%28,3) “Ad’
430 (%55,7) “aa’ 123 (%15,9) olarak tespit edilmistir. Bu sonuclara gore Tirkiye' de
en sik “Aa” genotipi, sonrasinda ise “AA” ve “aa’ genotiplerinin goruldigu soylenebilir

(Cizelge 52).
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Cizelge 53: VDR geni Tagl polimorfizminin Turkiye de yapilan ¢alismalarla genotip dagilimlarinin
karsilastirilmas: (n=Birey say1si)

Osteoporotik Hastan (%)

Postmenopozal Kontrol n (%)

Calisma (Yih) 8332:1 T Tt tt 8332:1 T Tt tt T‘:ﬂ
Coon M ey wan wme | P @n we 69 ¥
\((;(I)ﬁ;f 130 (359?2) (455?4) (1?3(,)4) 130 (34;?7) (455?4) (12?9) ~0.0%
oo 00 G wy an | eee oy g O
ot O e @ @5 | P @y ws @y <O
Sideyici - 23 42 10 23 28 15
Duman 75 66 0,19
(2000 (30,8) (56) (13,2 (349 (424) (227)
Toplam 456 (3%56;) (52321) (1?;6) 48 (3%;2) (jé,i) (1?3) oA

* Yoldemir ve ark.’mn kontrol gruplar1 premenopozal kadinlardan olusmaktachr. Istatistiksel 6nemlilik

diizeyi p< 0,05 olarak ainmustir.

** Glrsoy ve ark.’mn caligmalarinda gruplar arasinda “Tt” genctipi yoninde anlamli farklilik oldugu

gosterilmistir.

Turkiye de yapilan calismalarda hasta ve kontroller dahil toplam 914 bireyin,

VDR geni Tagl polimorfizmi agisindan genotip dagilimlart “TT” 339 (%37,1) “Tt” 443
(%48,5) “tt” 132 (%14,4) olarak tespit edilmistir. Bu sonuclara gore Turkiye de en sik

“Tt” genotipi, sonrasinda “TT” ve “tt” genotiplerinin goruldugl sdylenebilir (Cizelge

53).
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Cizelge 54: VDR geni Fokl polimorfizminin Turkiye' de yapilan ¢alismalarla genotip dagilimlarimn
karsilastirilmas: (n=Birey say1si)

Hastan (%) Kontrol n (%)
Calisma (Y1)

Olgu Ff g |9 Ff i 2
Sayisi Sayisi Testi

Calismamiz 3 32 9 27 14 3
(2011) 8 512 @y wn | ¥ 6L @e 6 °OF
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(2011) * (507) (423) (6,9) 47,7)  (423) (10) ’

109 87 18 89 69 16
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*Yoldemir ve ark.’mn kontrol gruplari premenopozal kadinlardan olusmaktachr. Istatistiksel
onemlilik diizeyi p< 0,05 olarak ainmustir.

Turkiye de yapilan calismalarda hasta ve kontroller dahil toplam 388 bireyin,
VDR geni Fokl polimorfizmi agisindan genotip dagilimlart “FF’ 198 (%51), “Ff” 156
(9%40,2), “ff” 34 (%8,7) olarak tespit edilmistir. Bu sonuclara gore Turkiye de en sik
“FF” genotipi, sonrasinda “Ff” ve “ff” genotiplerinin goruldugl soylenebilir (Cizelge
54).

COL1A1 Geni Splve-1997 G/T Polimorfizmleri ile Osteoporoz

Araandaki Tliski

Tip 1 kollajen kemigin ana yapisal proteinidir ve bu proteini kodlayan genler
(COL1A1 ve COL1A2) osteoporoz patogenezi agisindan 6nemli aday genlerdendir.
Genetik calismalar, tip | kollajen genlerindeki (COL1A1, COL1A2) kodlayan
dizilerdeki mutasyonlarin  osteogenezis imperfektaya (Ol) neden oldugunu
g(')'stermistir44'65'67'69'76'79'8°'81.

Bu hastaliga sahip probandlarla yapilan calismalarda, COL1A1 ve COL1A2
genlerinde kodlayan bolgelerde olmak Uzere yaklasik olarak 200 mutasyon
tammlanmustr’”’. Tipl kollajen genlerindeki polimorfizmler ise kodlayan dizilerde
oldukca nadir gorulir ve bunlarda osteoporozla iliskili degildirler. Fakat COL1A1l
regulator bolgesindeki polimorfizmlerin kemik Kitlesiyle ve olasi osteoporotik kiriklarla
baglantil oldugu gésterilmistir®.
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Ilk defa 1996'da COL1A1 geninin transkripsiyonunu diizenledigi dustintlen ve
bir transkripsiyon faktori olan Spl'in baglanma bdlgesinde (1.intron) olusan bir
polimorfizmin (G/T) osteoporotik kiriklarla iliskili oldugu belirtilmigtir®10.737683133
Birgcok arastirmact Spl polimorfizmi ile osteoporoz arasinda 6nemli bir iliskinin
oldugunu gosterse de bazi calismalarda aym sonuclar bulunamamistir®®. Bunun
nedeninin  COL1A1 polimorfizmi ile osteoporotik kiriklarin oramt arasindaki
farkliliklarin - etnik  gruplar  arasindaki  cografi  farkliliklardan ileri  geldigi
dustinulmektedir; Ornegin bu polimorfizm Kafkas populasyonunda oldukga yaygin
olmasina ragmen Afrikalilarda ve Asyalilarda nadiren goriilmektedir &

COL1A1 Spl poimorfizminin KMY ve kirikla iligkisini inceleyen en biyuk
bireysel calisma 20786 oOrnekle yapilan GENOMOS calismasidir. Bu calismada
COL1A1 Sp1 alellerinin omurga ve kalca KMY’si ile kalitimin resesif modeli ile
iliskili oldugu bulunmustur, bu durum diger calismalar ve meta analizlerde bildirilen
kodominant model ile farklilik gbstermektedir. Spl polimorfizmlerinin daha onceki
calismalarda bildirilen etki dizeyinin bu calismada belirtilen kaza sonucu olusan
omurga kiriklarr ileiligkili oldugu bulunmustur.

COL1A1 allélleri ile kemik kaybr arasindaki iligki iki grup tarafindan calisilmis
olup Uitterlinden et al.” tarafindan KMY’nin artmis yas ve genotip ile iliskili
farkhliklara sahip oldugu bildirilmistir. Harris ve ark.’mn™° calismasinda 5 yillik
periyotta takip edilen 243 yash erkek ve kadinda “TT”/ “ss’ genotipinin artan kemik
kaybi ile guclu bir iliskiye sahip oldugu gosterilmistir. Benzer sonuglar 3000’ den fazla
perimenopozal kadini kapsayan buyiik 6lcekli calismada da bildirilmistir*?. Ancak
baska bir ¢alismada 133 postmenopozlu kadin 18 yil boyuncaizlenmis ve COL1A1 Spl
polimorfizmi ve kemik kaybi arasinda bir iliski saptanmamistir*®*. COL1A1 Spl
polimorfizmlerinin ¢ocuklarda ve ergenlerde KMY ile iliskisi calisilmustir, ancak
sonuclar birbiri ile celismektedir. Bir calismada COL1A1 allelleri ile Meksikan-
Amerikan kizlarda kantitatif bilgisayarli tomografi ile volumetrik KMY dlgtmleri
arasinda guiclii bir iliski bulunmustur'®®. Benzer sekilde baska bir calismada ergenlik
dénemindeki Finli kizlarda da bir iliski bidirilmistir'>®. Ancak prepubertal Kafkas
kizlarda yapilan baska bir calismada DEXA tarafindan oOlcilen KMY ve COL1A1

alelleri arasinda bir iliski bulunamamustir.
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COL1A1 Sp1l polimorfizminin kemik biyukltugl ve femur boynu geometrisi ile
iliskili oldugu ve bir calismada da Spl “T” allelinin artrms femur boynu shaft acisi ile
iliskili oldugu bulunmustur”. Baska bir calismada ise “T” alleli ile bilek kemik
blyUkligl arasinda iliski gosterilmesine ragmen kalca kemik blyuUklGgl Uzerine etkisi
bulunmamigti. COL1A1 Spl polimorfizminin  populasyon prevalanst farkl
populasyonlarda degisiklik gostermektedir. Osteoporozla iligkili “T” alleli Kafkas
populasyonlarinda sikken, Afrika alt kitalarinda nadir olup Asya populasyonlarinda
neredeyse hic gorilmemektedir®.

Birgok calismada Spl polimorfizminin osteoporoza yatkinlikla iliskisinin
molekiler mekanizmasi Uzerinde durulmustur. “T” alleli yabanl tip olan “G” aleline
gore daha yikksek Spl protein baglanma affinitesine sahiptir. /n vitro ortamda
heterozigot “GT” allelerine ve homozigot “GG” allellerine sahip osteoblast hiicrelerinin
kultura yapilmistir. COL1A1 ve COL1A2 ekspresyon duzeyleri karsilastirildiginda
“GT” aleli tasiyan hicrelerde COL1A1 mRNA ve protein duzeylerinin “GG” alleli
tasiyanlara gore daha yuksek oldugu gorulmistir. COL1A1 transkripsiyonundaki bu
farkliliklar kemigin mekanik guctine ve kemik mineralizasyonuna etki gostermektedir.
Biyomekanik calismalarda heterozigotlarin (GT) homozigot “GG” alleli tasiyanlara
gore kemik guciinde ve mineralizasyonunda 6nemli derecede azalmalara sebep oldugu
bildirilmistir. Hem in vitro hem de ex vivo yapilan ¢alismalarda Spl polimorfizminin
“T” alelinin COL1A1 transkripsiyonunu arttirdigr bununda kollojen o 1 proteininin
dretiminin artmasina yol actigi gosterilmistir. Kollajen alfa 1 proteininin artis1 da
anormal al ve a2 zincir oranina sebep olmakta bu da kemik mineralizasyonunda
defekte, kemik giiciinde azalmaya ve kirik riskinin artmasina yol agmaktadir®* .

COL1A1 geni promoter bolgesinde, Garcia-Giralt et al.® tarafindan 2002’ de, 2
polimorfizm (-1663 indel T ve -1997 G/T) daha tanimlanmis olup bu polimorfizmlerin
hem Spl ile hem de birbirleriyle kuvvetli olarak linkage disequilibrium (LD)
gosterdikleri bulunmustur®®, Bu calismada, postmenopozal ispanyol kadinlarda -1997
G/T polimorfizmi ile bel omuru KMY’si arasinda 6nemli derecede bir iliskili oldugu
tespit edilmistir. Bu iliski daha sonra ingiliz kadinlarda da gosterilmistir ",

Ozet olarak su ana kadar ki veriler COL1A1 geninin 5 ucundaki yaygin allelik
varyantlarimin kemik kitlesi Gzerine, osteoporotik kiriklarina ve omurga kiriklarina
yatkinlikla iligkili oldugunu gdstermektedir. Promotdrde -1997 G/T ve 1663 indel T
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polimorfizmleri ve 1. intronda 1245. pozisyonda Sp1 transkripsiyon baglanma bolgesini
etkileyen 3 polimorfizm tanimlanmstir. Bu polimorfizmlerden en az iki tanesinin DNA
baglanmasinda ve COL1A1 transkripsiyonunda fonksiyonel etkisi vardir. Bu da
kollajen proteininin retimini ve kemik giictinii etkilemektedir®.

Calismamizda COL1A1 geni polimorfizmlerinin her birinin genotip ve allel
frekanslar1 hasta ve kontrol bireyleri igin gizelge 23’ de gosterilmistir. Spl polimorfizmi
genotip ve allel frekanslarr agisindan istatistiksel olarak anlamli  bir farklilik
gordlmemistir. Spl’in allel gosteriminde ya polimorfizmin bas harfinden esinlenilerek
“S/s” kullamlmis ya da nikleotid olarak “G/T” ifadeleri kullamlmstir. Biz de
calismamizda “S/s’ gosterimini kullandik ancak diger calismalarla bulgularimizi
karsilastirabilmek icin allelleri nikleotid cinsinden de belirttik. Cizelge 23'de
gogerildigi gibi “S/G” allelinin hem hasta (% 76,8) hem de kontrollerde (%79,3) “9T”
alleline gore daha yiksek oldugu tespit edilmistir.

-1997 G/T polimorfizmi genotip frekans: ytizdesi bakimindan, hastalarin %16,6
oraninda daha fazla “GT” genotipine sahip oldugu gorilse de, hasta ve kontroller
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,20). Allel frekanslarinda da
anlaml farklilik saptanmamis (p=0,73) olup “T” allelinin hastalarda ve kontrollerde
“G” aleline nispeten daha yiksek oldugu gorulmektedir. (Cizelge 23).

COL1A1 geni promotér ve 1. intronundaki polimorfizmler arasinda kuvvetli
bir Linkage Disequilibrium (LD) oldugu daha onceki calismalarda belirtilmistir.
Calismamizda sirasiyla -1997 G/T ve Spl polimorfizmlerine ait, “TTGG”, “GTGG”,
“GGGG", “TTGT", “GTGT", “GGGT”, “TTTT", “GTTT", “GGTT" genotip

kombinasyonlarinin oldugu ve hasta ve kontrollerde en sk “GTGG” genotipinin
goruldigu tespit edilmistir. Bunu takiben “GTGT” ve “TTGG” genotip
kombinasyonlar1 gorulmistir (Cizelge 26 ). Hasta ve kontroller arasinda genotip
kombinasyonlarinin  dagilimlari  bakimindan  istatistiksel  olarak  anlamlilik
saptanmamistir (p=0,84).

Garcia-Giralt et al.” 2005'te yaptiklar: calismalarinda, -1997 G/T polimorfizmi
icin “G” aleli tasiyanlar ile -1663 indelT polimorfizmi igin 7 tane “T” nikleotidi
tasiyanlarin (“G-7T" haplotipi veya G-delT), “T-8T" veya “T-insT” haplotipini
tasiyanlara gore daha yuksek transkripsiyon aktivitesine sahip oldugunu gostermislerdir.
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Jn et a.¥ caismalarinda -1997 G/T, -1663indelT, Spl polimorfizmlerinin ve
haplotiplerinin birbirleriyle iliskilerini, gen transkripsiyonuna, transkripsiyon baglanma
faktorlerine ve kemik mineral yogunluguna etkilerini arastirmiglardir.  Sonugta
polimorfizmler agisindan sirasiyla G-del-T (G-7T-T) haplotipini tasiyanlarda, G-ins-G
haplotipini tasiyanlara goére trankripsiyonun daha yutksek oldugunu bildirmislerdir.
CUnkU G-del-T haplotipinde RNA polimeraz I1’'ye baglanma affinitesi daha yuksektir.
Dolayisiyla daha yiiksek oranda transkripsiyon aktivitesine neden olmaktadir. Fakat
yuksek transkripsiyon COL1A1, COL1A2 zincirleri arasinda dengesizlige sebep
oldugundan diisiik KMY’ye yol agmaktadir®’.

Calismamizda -1663 indelT polimorfizmi disindaki diger polimorfizmler
arasindaki LD incelenmistir. -1997 G/T ile Spl polimorfizmlerinin, iki genotip
bakimindan heterozigot olan (“GTGT”) genotip kombinasyonu hari¢c diger
kombinasyonlardan meydana gelebilecegi kesin olarak tahmin edilebilen genotip
kombinasyonlarina ait haplotiplerin  allelik frekans dagilimlari  Cizelge 27'de
gogerilmistir. Hasta ve kontrollerde en sk “TG” haplotipi ardindan da “GG”
haplotipinin goruldigti  tespit edilmis ve gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmamustir (p= 0,95). Bu bulgularimiz Garcia-Giralt et a.” ve Jin et a." in®
sonuclari ile bagdasmamaktadir.

COL1A1 geni Spl polimorfizminin Turkiye'de yapilan diger calismalarla
genotip dagilimlarimin Kkarsilastirilmas: Cizelge 55'de gosterilmis olup bu genotip
frekanslarinin Turkiye ortalamast tespit edilmistir. -1997 G/T polimorfizmi ile su ana
kadar Turkiye de yapilan baska calismalar olmadigi icin bu polimorfizm icin derleme

yapilamamustur.

Ozdemir-Erdogan ve ark.’mn® calismalarinda 126 postmenopozal kadinda
(kemik mineral yogunlugu agisindan 30 normal, 46 osteopenik ve 50 osteoporotik)
lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri ile ER (Ostrojen reseptor) geni Pvull,
Xbal polimorfizmleri ve COL1A1 geniSpl polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirms
olup, bu polimorfizmlere ait genotip ve allel frekanslarinin normal, osteopenik ve
osteoporotik olgulardaki  dagilimint  incelemislerdir.  Yapilan degerlendirmelerde
calismamza benzer sekilde COL1A1 geni Spl polimorfizminde gruplar arasinda KMY
degerleri, genotip ve alel frekanslar1 agisindan fark olmadig: bildirilmistir. Cizelge 55
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'de Ozdemir-Erdogan ve ark.”® calismasinda yer alan osteoporotik bireyler hasta,
osteopenik ve normal bireyler ise kontrol grubunda incelenmistir.

Simsek ve ark.™®” en az 3 yildir hormon replasman tedavisi (HRT) almarmus
saglikli 111 postmenopoza kadinda (52,7+3 yas ortalamas)) COL1A1 geni Spl
polimorfizmi ile HRT nin KMY Uzerine etkisini incelemislerdir. Olgularin timine 18
ay boyunca HRT uygulayarak, calismanin basindaki ve sonundaki KMY degisimlerini
Spl genotipleri ile karsilastirmislardir. Cizelge 55'de genotip bulgulart gosterilmistir;
Cizelge 55'de Dingel ve ark.’min** osteoporoz hastasi kadin ve erkeklerdeki Spil
genotip bulgular1 gosterilmektedir.

Sahin ve ark.*® 50 postmenopozal kadinda lomber omurga ve proksimal femur
kemik mineral yogunluklar: ile COL1A1 geninde transkripsiyon faktor Spl baglanma
bolgesi ile iligkisini arastirmuslar ve gruplar arasinda anlamli farkliligin olmadigin:
bildirmiglerdir. Ayrica calismaya katilan vakalar osteoporoz agisindan bazi risk
faktorleri yonunde de sorgulanarak degerlendirilmistir. Cizelge 55 de genotip bulgular
gosterilmektedir.

Saban ve ark.’ nin** calismalarinda 113 postmenapozal osteoporoz hastasi ile 57
saglikli kontrolde, COL1A1 geni Spl polimorfizminin KMY ve vertebral kiriklarla
iliskisini arastirmigtir. Spl polimorfizmini ifade ederken “SS’, “Ss’ ve “ss’ veya
esdegeri olarak sirasi ile “GG”, “GT” ve “TT” genctiplerini kullanmislardir. Hastalarda
“G” allel frekanst % 54,7, “T” allel frekanst ise % 45,3, olarak kontrollerde ise “G”
aleli % 44,5 “T” dleli ise % 55,5 olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrollerde genotip
frekanst “GG” % 62,9, “GT” % 353, “TT” ise % 1,8 olarak saptanmis ve Spl
polimorfizminin KMY ve vertebral kiriklarla iliskili olmadig1 gosterilmistir. Bu verileri
calismamizdaki Spl allel frekansi bulgulariyla karsilastirdigimizda (hastalarda ve
kontrollerde sirasiyla “G” alleli %76,8 , %79,3, “T” alleli ise % 23,2 ve 20,7) hasta ve
kontrol gruplarinin her ikisinde de “G” allelinin daha yaygin oldugu gorilmektedir
(Cizelge 23). Saban ve ark.™* calisma verileri sadece % olarak verildigi icin, cizelge
55’ de gosterilen genel Turkiye ortalamasina dahil edilememistir.
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Cizelge 55: COL1A1 geni Splpolimorfizminin Tirkiye de yapilan diger calismalarla genotip
dagilimlarimin karsilagtiriimast (n=Birey sayisi)

Osteoporotik Hastan (%) Kontrol n (%)
Caisma  Olgu Olgu c2
Yil)  Saps o> Ss S ops O s R Y
Calismamiz 49 28 5 27 11 3
o) % (08 (@1 61 | T 59 @8 @3 O
Ozdemir-
30 18 2 46 22 5
Erdogan 50 76 0,05
(2008)* (60) (36) (4) (60,5 (289 (6,6
Simsek _ _ _ _ WEE 30 2 .
(2008)** 712 (27 (19
Dince o 5 11 3 2 9 9 2 .
(2008)*** 263 (57.9) (15.8) 45) (45  (10)
Sahin 26 10 3 10 1
ooy ¥ )y @ (e | T @9 @y 0¥
10 67 13 171 73 12
Topl
olam 190 (579 (353 (68 | >0 (661) (282 (4 O

*Ozdemir-Erdogan ve ark.’mn calismalarindaki olgular osteoporotik, osteopenik ve normal olarak
siniflandiriimistir Bu cizelgede osteopenik (n=46) ve norma (n=30) bireylerin genotipleri kontrol
grubunda gosterilmistir.

**Simgek ve ark.’mn olgular: saglikli postmenopozal kadinlardan olustugu icin bu cizelgede kontrol
grubu olarak incelenmistir; bu calismadaistatistiksel nemlilik dizeyi belirtilmemistir.

***Dincel ve ark.”mn ¢alisma grubu osteoporoz hastas erkek ve kadin bireylerden olusmaktadir; bu
calismadaigatistiksel dnemlilik diizeyi belirtilmemistir.

****Sahin ve ark.’mn calismaarindaki olgular, WHO kriterleri dikkate alinarak Lomber omurga ve
Femur boynu KMY &l¢iim sonuclarina gore osteoporotik, osteopenik ve normal olarak simiflandirilmstir.
Bu cizelge de Lomber omurga KMY degerine gore siniflandirilan olgularin genctipleri degerlendirilmis
olup osteopenik (n=4) ve normal (n=7) bireyler kontrol grubunda gésterilmistir.

Turkiye'de, yapilan calismalarda hasta ve kontroller dahil toplam 449 bireyin,
COL1A1 geni Spl polimorfizmi bakimindan genotip dagilimlar: “SS” 281 (%62,6)
“Ss” 140 (%31,2) “ss” 25 (%5,6) olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore Turkiye de
en sk “SS’/ “GG” genotipi, sonrasinda ise “Ss’/ “GT” ve “ss’/ “TT”genotiplerinin
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gorildugi, %78,8 oramnda “S’/ “G” allelerinin, %21,1 oramindaise “s’/ “T” allelerinin
gorildugt sdylenebilir (Cizelge 55). Bu veriler, daha 6nceki calismalarda osteoporozla
iliskilendirilen ve Kafkas populasyonlarinda siklikla goraldugi belirtilen “T” allelinin
ters yonundedir. Bu da Tirkiye populasyonunun bu polimorfizm bakimindan Kafkas
populasyonlarindan daha farkli bir genotip ve allel dagilimina sahip oldugunu
gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, VDR geni Bsml, Apal, Tagl, Fokl polimorfizmleri ile COL1A1
geni Spl ve -1997 G/T polimorfizmleri agisindan 84 postmenopozal osteoporotik kadin
(64,48+9,61 yas ortalamasi) ile 45 postmenopozal saglikli kadinin (58,31 £8,61 yas
ortalamasi) genetik taramast yapilmistir aym zamanda osteoporozla iliskili
biyokimyasal belirtegler ve osteoporoz olusumunda etkili olan ¢esitli cevresel faktorler
de incelenmistir.

1. Tim polimorfizmler agisindan gruplar arasinda genotip ve allel frekanslar:
acisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. Ancak Apal genotip
frekansinin hasta ve kontrol populasyonlarindaki dagilimi istatistiksel olarak anlamli
gorilmese de hastalarda “A” alleli frekansimin artisi yoniinde bir genetik kaymanin
oldugu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,05). Bu sonug¢ osteoporoz
hastalarinda Apal polimorfizminde “A” alleli yoninde artis meyli oldugu seklinde
yorumlanabilir.

2. VDR genin 3'UTR bolgesindeki Bsml, Apal ve Tagl polimorfizmlerine ait
genotip  kombinasyonlarindan hasta ve kontrollerde en sk “BbAaTt”
kombinasyonunun daha sonraise sirasiyla “bbAaTT” ve “BBAALtt” kombinasyonlarinin
gorildugt saptanmustir. Haplotip olarak ise hastalarda en sik “BAt” haplotipinin,
kontrollerde ise “baT” haplotipinin bulundugu tespit edilmistir.

3. COL1A1 geni -1997 G/T ile Spl polimorfizmlerinin hasta ve kontrol
gruplarinda en sik “GTGG”, ikinci sirada “GTGT”, Uglncl sirada “TTGG” genotip
kombinasyonlarinin oldugu, ayrica haplotip olarak daen sik “ TG” haplotipinin oldugu
tespit edilmistir.

4. Analizini yaptigimiz tim polimorfizmlerin genotip dagilimlart ile lomber
omuru ve femur boynu KMY, T skor ve Z skor degiskenleri ve biyokimyasal
degiskenler arasinda da istatistiksel olarak anlaml: farklilik saptanmamustir.

5. Bu calismada, Turkiye'de yapilan calismalar kicik derlemeler halinde bir
araya getirilerek sunulmustur. Bu verilere gore Dinya genelinde oldugu gibi Turkiye'de

de ¢calismamizda incelenen VDR ve COL1A1 geni polimorfizmleri bakimindan kontrol
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ve osteoporoz hastalarinda genotip ve allel dagilimlar: arasinda bulunan farklar istatistik
olarak anlaml: bulunmamistir. VDR geni Bsml polimorfizminde sirasiyla en sik “Bb”,
“bb” ve “BB” genotiplerinin, Apal polimorfizminde sirasiyla “Aa’, “AA” ve “ad’
genotiplerinin, Tagl polimorfizminde “Tt”, “TT” ve “tt"genctiplerinin, Fokl
polimorfizminde sirasiyla “FF”, “Ff” ve “ff” genotiplerinin, COL1A1 geni Spl
polimorfizminde ise sirasiyla “SS’/ “GG” “Ss’/ “GT” ve “ss’/ “TT”genotiplerinin
goruldigu soylenebilir. COL1A1 geni -1997 G/T polimorfizmi igin Turkiye de
karsilastirilacak yeterince calisma mevcut olmayip calismamiza gore hasta ve
kontrollerde siklik sirasinagore“GT”, “TT” ve “GG” genotipleri gorilmektedir.

6. Turkiye'de 6nemli sayida yapilan bu calismalardan yola cikarak elde edilen
sonuglar, VDR geni polimorfizmlerinin hasta ve kontroller arasinda genotip
dagilimlarinin farkli olmadigini ortaya koymustur.

7. COL1A1 geni 5 promotor ve 1. intron polimorfizmleri arasindaki LD’den
dolayr bu polimorfizmlerin Tirkiye'de daha genis olgu katilimlariyla birlikte
degerlendirilmesinin daha uygun olabilecegi distunilmektedir.

Bugiine degin cesitli populasyonlarda VDR ve COL1A1 gen polimorfizmlerinin
osteoporozlailiskisi Uzerine yapilan ¢calismalarda elde edilen pozitif ve negatif bulgular
arasindaki farkliliklarin ana sebebi olarak populasyonlara 6zgi genetik farkliliklar ve
cevresel faktorler gosterilmekte olup bu iliski yine de heniz tam olarak
aciklanamamaktadir.

115



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Akin G, Gultekin T. Yaslanma ve Osteoporoz, Yasl: Sorunlar: Arast:rma Dergid, 2001;1(2).

Ucan O, Tasa S, Ovayolu N. Osteoporozda Risk Faktorleri ve Korunmamn Onemi. Frrat
Saglik Hizmetleri Dergisi, 2007;2(6):74-86.

Usu H. Postmenopozal raloksifen HCL kullanminin serum homosisteini, lipid profili,
koagllasyon profili ve kemik mineral yogunlugu T skorlar1 Gzerine etkisi. Uzmanlik Tezi, T.C.
Saglik Bakanligi Zeynep Kamil Kadin - Dogum ve Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma
Hastanesi, istanbul, 2004.

Erisim : (http://mwww.humanity.ankar a.edu.tr/timur makal /B16.pdf) Erisimtarih: 01.2007

Ferrari SL, Rizzoli R. Gene variants for osteoporosis and their pleiotropic effectsin aging.
Molecular Aspects of Medicine, 2005;26: 145-167.

Rizzoli R, Bonjour J P, Ferrari S L. Osteoporosis, genetics and hormones. Journal of
Molecular Endocrinology, 2001; 26: 79-94.

Gennari L, Becherini L, Falchetti A, Mas L, Massart F, Brandi M L. Genetics of
osteoporosis: role of steroid hormone receptor gene polymorphisms. The Journal of Seroid
Biochemistry and molecular Biology, 2002; 81(1): 1-24.

Siisleyici- Duman B, Tanakol R, Erensoy N, Oztirk M, Yimazer S. Vitamin D Receptor
Alleles, Bone Mineral Density and Turnover in Postmenopausal Osteoporotic and Healthy
Women. Med Princ Pract, 2004; 13:260-266.

Ralston S H. Genetic Control of Susceptibility to Osteoporosis The Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 2002; 87(6):2460—2466.

Aerssens J, Dequeker J, Peeters J, Breemans SBroos P,Bonen S. Polymorphisms of the
VDR, ER and COL1A1 Genes and Osteoporotic Hip Fracture in Elderly Postmenopausal
Women. Osteoporos Int, 2000; 11: 583-591.

Basaran S, Guzel R, Benliday: i C, Uysal F G. Osteoporozda Vitamin D Diizeyinin Yasam
Kalites Uzerine Etkis. Osteoporoz Diinyasndan, 2006; 12 (2): 35-38.

Sambrook P,Cooper C. Osteoporosis Seminar. Lancet, 2006; 367: 2010-18.

116


http://www.humanity.ankara.edu.tr/timurmakale/B16.pdf)

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22

23.

24,

25.

26.

Sahin M, Demirag N G. Osteoporoz: Tani ve Tedavide Yenilikler. TOTBID (Tirk Ortopedi ve
Travmatoloji Birligi Dernegi) Dergisi, 2004;3(1).

Cay HF, Sezer N. Kemik Yapisi ve Kemik Dongusii Uzerine Bir Derleme. Fiziksd T:p, 2002;
5(3): 177-184.

Gurer N, Basak R, Bahadir C, Kog H, Nur H, Polat Y, Atalay, Onder CB, Kemik Mineral
Yogunlugu ile Kemik Doéngusinin Biyokimyasal Gostergelerinin lliskisi. Tirk Fiz Tip
Rehabilitasyon Dergis 2005;51(2):54-57.

Aydil S. Osteoporozda Egzersiz Programinin Solunum Fonksiyonlarina Ve Yasam Kalitesine
Etkisi. T.C. Saghk Bakanhigi istanbul 70.Yil Fizik Tedavi Ve Rehabilitasyon Egitim Ve
Arastirma Hastanesi 2.Klinik, Istanbul, 2005.

Bone Remodelling by Rod Lakes from University of Wisconsin
Erisim: _ (http://www.biology-online.ora/biology-forunvabout3427.html) 2011. Erisim tarih:
04.2011

Kemik Olusum Ve Yikim GOstergeleri
Erisim: (http: //www.yavuzbaykal .comy 2010. Erisim Tarihi: 2010

Kemik Yikime Biyokimyasal Parametreleri
Erisim: (http://mamwy.biruni.com.tr/PDFE/doktor _kemikyikimi.pdf) 2011. Erisimtarih: 04.2011

Ongen B, Kabaroglu C, Parildar Z. D Vitamini'nin Biyokimyasal ve Laboratuvar
Degerlendirmesi. Turk Klinik Biyokimya Dergisi, 2008; 6(1): 23-31.

Sencer E, Orhan Y. Besenme. 1. Baski, Medikal Yayincilik Ltd. Sti. istanbul, 2005: 190-207.

Vitaminler

Erisim: (http://www.mustafaalti nisik.org.uk/89-1-10.pdf) 2011. Erisimtarih: 04.2011

Ozmen 1, Kése O. Vitamin D ve Deri. Tiirk Dermatol oji Dergisi, 2008; 2: 77-83.

Vitamin D
Erisim: (http://dr pinna.conVdr-meercola-on-repairing-strokes-16626/vitamind-4) 2011.
Erisimtarih: 04.2011.

Ozdemir-Erdogan M, Postmenopozal Kadinlarda Kemik Mineral Yogunlugu ile Ostrojen
Reseptor AlfaVeKollgjen Tip | Alfa 1l Gen Polimorfizmlerinin liskisi. Doktora Tezi, Eskisehir
Osmangazi Universitesi , Eskisehir, 2008.

North American M enopause Society. Management of osteoporosisin postmenopausa women:

2006 position statement of The North American Menopause Society. Menopause, 13(3):340-
367; quiz 368-369.

117


http://www.biology-online.org/biology-forum/about3427.html)
http://www.yavuzbaykal.com/
http://www.biruni.com.tr/PDF/doktor_kemikyikimi.pdf)
http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-10.pdf)
http://drpinna.com/dr-meercola-on-repairing-strokes-16626/vitamind-4)

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Eiken P, Nielsen SP, Kalthoff N. Effects on bone mass after eight years of hormonal
replacement therapy. British Journal of Obstetrics Gynaecology, 1997; 104: 702-707.

Assessment of fracture risk and its postmenopausal application to screening for osteoporosis
(WHO Technical Report Series No 843). Ann Rheum Dis, 1995;54: 548.

Cooper GS, Umbach DM. Are vitamin D receptor polymorphisms associated with bone minera
density? A meta-analysis. J Bone Miner Res, 1996; 11:1841-1849.

Yaraman N, Celik C, Karaoglan B. Postmenopozal Kadinlarda Osteoporoz ile Cok Y énlii Risk
Faktorlerinin Degerlendirilmesi. Fizksdl Tip, 2002; 5(1): 23-26.

Karadavut Ki, Basaran A, Cakca A. Osteoporoz Tedavisinde Vitamin D'nin Yeri. Geriatri,
2002; 5(3): 115-122.

Vicut kitle indeks
Erisim: (http://tr.wikipedia.org/wiki/V%C3%BCcut_kitle indeks) 2011. Erisimtarih: 04.2011

Erisim: (http://www.nhlbisupport.comybmi/) 2011. Erisimtarih: 05.2011

Gennari L, Brandi ML. Genetics of Male Osteoporosis. Calcified Tissue International, 2001;
69:200-204.

Fountas L, Moutsatsou P, Kastanias I, Tamouridis N, Tzanela M, Anapliotou M , Sekeris
CE. The Contribution of Vitamin D Receptor Gene Polymorphismsin Osteoporosis and Familial
Osteoporosis, Osteoporosis International, 1999; 10:392—-398.

Mitra S, Desai M, K hatkhatay Mi. Vitamin D receptor gene polymorphisms and bone mineral
density in postmenopausal Indian women. Maturitas The Europan Menopause Journal, 2006;55:
27-35.

Mezquita-Raya P, Munoz-TorresM, Alonso G, Luna JD, Quesada JM, Dorado G, Luque-
Recio F, Ruiz-Requena ME, Lopez-Rodriguez F, Escobar-Jimenez F. Susceptibility for
Postmenopausal Osteoporosis: Interaction Between Genetic, Hormona and Lifestyle Factors.
Calcified Tissue International, 2004; 75:373-379.

Optimal Calcium Intake. NIH Consens Statement, 1994;12(4):1-31.

Kenan Saglam, Osteoporoz (Tammi, Siniflamasi, Klinigi). Y ayinlanmamis Ders Notul.

Kaya T, Gunaydin R. Doruk Kemik Kitlesi. Heredite ve Degistirilebilen Faktdrlerin Rold. Turk
Osteoporoz Dinyasndan, 2003; 9(1):33-36.

118


http://tr.wikipedia.org/wiki/V%C3%BCcut_kitle_indeksi)
http://www.nhlbisupport.com/bmi/)

41.

42,

43.

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

Giguere Y, Rousseau F. The genetics of osteoporosis: complexities and difficulties. Clinical
Genetics, 2000: 161-169.

Duncan E L, Matthew A B.Genetic Determinants of Bone Density and Fracture Risk—State of
the Art and Future Directions. J Clin Endocrinol Metab, 2010; 95: 2576-2587.

Gengosmanoglu B E, Eryavuz M. Osteoporozda Genetik Y aklasim. Osteoporoz Diinyasndan
2001; 7: 101-105.

Ralston SH. Genetic Determinants of Bone Mass and Osteoporotic Fracture. Principles of Bone
Biology, 2008; 75(3): 1611-1634.

Ferrari S. Human genetics of osteoporosis. Best Practice & Research Clinical Endocrinology &
Metabolism, 2008;5(22): 723-735.

Thakkingtian A, D'Este C, Eisman J, Nguyen T, Attia J. MetaAnalysis of Molecular
Association Studies: Vitamin D Receptor gene Polymorphisms and BMD as a Case Study.
Journal Of Bone And Mineral Research, 2004; 19(3): 419-428.

Polimorfizm nedir?
Erisim: (http://zehirlenme.blogspot.comy2010/10/polimorfizm-nedir.html) 2011.
Erisim Tarih: 25.10.2011

Kocatlrk-Sel. Spinal Muskiler Atrofi Hastalarinda SMN Geni Ekzon 7 ve 8in Molekiler
Analizi. Yiksek Lisans Tezi, Cukurova Uni. Saglik Bilimleri Enstitiisii Adana, 2005.

Dayanga¢ D, Ozaycin E, Ozbas-Gergeker F, Coskun T, Erdem-Yurter H. Saghkli Tirk
Populasyonunda Vitamin D Reseptér (VDR) Gen Polimorfizm Analizi. Turk Biyokimya Dergid,
2002;27:11-16.

Morrison N, Qi JC, Tokita A et al. Prediction of bone density from Vitamin D Receptor Alles.
Nature, 1994, 367:284-287.

Miyamoto K, Robert A, Kesterson T, Yamamoto H, Taketani Y, Nishiwaki E, Tatsumi S,
InoueY, MoritaK, Takeda E, and Pike JW. Structural Organization of the Human Vitamin D
Receptor Chromosomal Gene and Its Promoter. Molecular Endocrinology, 1997; 11: 1165-1179.

VDR OMIM 1D:601769
Erisim: (http://omim.org/entry/601769#referenced5) 2011. Erisim Tarih: 08.2011

Mathieu C, Gysemans C, Giulietti A, Bouillon R. Vitamin D and diabetes. Diabetologia,
2005; 48: 1247-1257.

119


http://zehirlenme.blogspot.com/2010/10/polimorfizm-nedir.html)
http://omim.org/entry/601769#reference45)

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

65.

66.

Ebert R, Schutze N, Adamski J, Jakob F. Vitamin D signaling is modulated on multiple levels
in health and disease. Molecular and Cellular Endocrinology, 2006;248:149-159.

SunShine Vitamine Diminishes Risk of Colds, Flu
Erisim: (http://roxana-chong.bl ogspot.cony2009/03/sunshi ne-vitami n-di mi nishes-risk-of .html)
2011. Erisimtarih: 06.2011.

Zmuda JM, Cauley JA, and Ferrell RE. Molecular Epidemiology of Vitamin D Receptor
Gene Variants. Epidemiologic Reviews, 2000; 22(2):203-217.

Nigel A,Yeoman MR, Kelly PJ, Eisman JA. Contribution of Trans-Acting Factor Alleles to
Normal Physiological Variability: Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms and Circulating
Osteocalcin. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United Sates of
America,1992; 89(15):6665-6669.

Uitterlinden AG, Fang Y, Van Meurs B J J, Huibert A P P, Van Leeuwen J P T M.
Genetics and biology of vitamin D receptor polymorphisms. Gene, 2004;338:143-156.

Valdivielso J M, Fernandez E. Vitamin D receptor polymorphisms and diseases. Clinica
Chimica Acta, 2006; 371:1-12.

Denzer N, Vogt T, Reichrath J. Vitamin D receptor (VDR) polymorphisms and skin cancer: A
systematic review. Dermato-Endocrinology 2011; 3(3): 205-210.

Ferrari S, Bonjour J P and Rizzoli R. The Vitamin D Receptor Gene and Calcium
Metabolism. 1998;9(7): 259-264.

Onat T, Emerk K, S6zmen E Y. insan biyokimyasi. Ankara: Palme Y ayincilik, 2002: 156.

Cooper G M, Hausman R E. Hicre Molekuler Yaklasim (Cev: Sakizli M, Atabey N.) 3.
Basim, izmir T1p Kitabevi, 2006: 523-525.

Chan T F, Poon A, Basu A, Addleman N R, Chen J, Phong A, ByersP H, Klein T E,
Kwok P Y, Natural variation in four human collagen genes across an ethnicaly diverse
population. Genomics, 2008; 91(4): 307-314.

Garcia-Giralt N, Nogues X, Enjuanes A, PuigJ, Mehbovsky L, Bay-Jensen A, Carreras
R, Balcdls S, Diez-Perez A, and Grinberg D. Two New Single-Nucleotide Polymorphismsin
the COL1A1 Upstream Regulatory Region and Their Relationship to Bone Mineral Density.
Journal of Bone And Mineral Research 2002; 17( 3): 384-393.

Weichetova M, Stepan J J, Michalska D, Haas T, Pols H A P, Uitterhinden A G. COLIAL

Polymorphism Contributes to Bone Mineral Density to Assess Prevalent Wrist Fractures, Bone
2000; 26(3):287-290.

120


http://roxana-chong.blogspot.com/2009/03/sunshine-vitamin-diminishes-risk-of.html)

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

ZhangVY Y,Le SF,MoX Y,WangY B, Li M X, DengH W, The 1997 G/T Polymorphism
in the COLIA1 Upstream Regulatory Region is Associated with Hip Bone Mineral Density
(BMD) in Chinese Nuclear Families. Calcified Tissue International, 2005; 76:107-112.

Mirandola S, Sangalli A, Mottes M. “Rapid and efficient genotype analysis of the COL1A1
Spl binding site dimorphism, a genetic marker for bone mineral density”. Molecular and
Cellular Probes, 2002; 16 :73-75.

Yazdanpanah N , Rivadeneira F , Van Meurs J B J, ZillikensM C, Arp P, Hofman A ,
van Duijn M C, Huibert A P P, Uitterlinden A G. “The-1997 G/T and Sp1 Polymorphismsin
the Collagen Type | alphal (COLIAL) Gene in Relation to Changes in Femoral Neck Bone
Mineral Density and the Risk of Fracture in the Elderly: The Rotterdam Study”. Calcified Tissue
International, 2007; 81:18-25.

Ashford RU, Luchetti M, McCloskey E, Gray RL, Pande KC, Dey A, Kayan K, Ralston
SH, Kanis JA. Studies of Bone Density, Quantitative Ultrasound, and Vertebral Fractures in
Relation to Collagen Type | Alpha 1 Alldlesin Elderly Women. Calcified Tissue International,
2001; 68:348-351.

Qureshi A M, Herd R J, Blake G M, Fogelman |, Ralston S H. Colial Sp1 Polymorphism
Predicts Response of Femoral Neck Bone Density to Cyclical Etidronate Therapy Calcified
Tissue International, 2002; 70: 158-163.

120150 COLLAGEN, TYPE |, ALPHA-1: COLIA1
Erisim: (http://omim.org/entry/120150) 2011. Erisim Tarih: 08.2011

Garcia-Giralt N, Enjuanes A, Bustamante M, Mdlibovsky L, Nogues X, Carreras R, Diez-
Perez A, Grinberg D, Balcells S. In vitro functional assay of aleles and haplotypes of two
COL1A1-promoter SNPs. Bone, 2005; 36(5) , 902 — 908.

Gerdhem P, Brandstrom H, Stiger F, Obrant K, Melhus H, Ljunggren O, Kindmark A,
Akesson K. Association of the Collagen Type 1 (COL1A 1) Spl Binding Site Polymorphism to
Femoral Neck Bone Mineral Density and Wrist Fracture in 1044 Elderly Swedish Women Calcif
Tissue Int, 2004; 74: 264—269.

Long J R, LiuPY, LuY, Dvornyk V, Xiong D H, Zhao L J, Deng HW. Tests of linkage
and/or association of TGF- 1 and COL1A1 genes with bone mass. Osteoporos Int, 2005; 16:
86-92.

Bou-Gharios G, de Crombrugghe B. Type | Collagen Structure, Synthesis, and Regulation.
Bilezikian J., Raisz L., Martin JT. Principles of Bone Biology (Third Edition) Elsevier Inc.;
2008:285-318.

Korkko J, Ala-Kokko L, De Paepe A, Nuytinck L, Earley J, Prockop D J. Analysis of the
COL1A1 and COL1A2 Genes by PCR Amplification and Scanning by Conformation-Sensitive
Gel Electrophoresis Identifies Only COL1A1 Mutations in 15 Patients with Osteogenesis
Imperfecta Type |: Identification of Common Sequences of Null-Allele Mutations. Am. J. Hum
Genet. 1998; 62:98-11.

121


http://omim.org/entry/120150)

78.

79.

80.

81.

82.

83.

85.

86.

87.

88.

89.

Passarge E. Renkli Genetik Atlasi, (Cev.: Liileci, G., Sakizli, M., Alper, O.). Nobd Tip
Kitabevleri Ltd. Sti, istanbul. 2000.

Uitterlinden A G, Burger H, Huang Q, Yue F, McGuigan F E A, Grant SF A, Hofman A,
van Leeuwen JP T M, PolsH A P, Ralston, SH. Relation of alleles of the collagen typel al
gene to bone density and risk of osteoporotic fractures in postmenopausal women . N. Engl. J.
Med. , 1998;338: 1016 —1022.

Lei SF,DengF Y, LiuX H, Huang Q R, Qin Y, Zhou Q, JiangD K, Li Y M, Mo X Y, Liu
M Y, Chen X D, Wu X S, Shen H, Dvornyk V, Zhao L, Recker R R, Deng H
W.Polymorphisms of four bone mineral density candidate genes in Chinese populations and
comparison with other populations of different ethnicity. J Bone Miner Metab, 2003; 21.:34-42.

Allgrove J. Metabolic bone disease. Symposium: Metabolic Medicine. Paediatrics And Child
Health, 2007; 17(7):253-259.

Genes & Polymor phisms
Erisim: (http://www.genomos.eu/index.php?page=history) 2011Erisimtarih: 09.2011.

Grant SF A, Reid D M, Blake G, Herd R, Fogelman I, Ralston S T. Reduced bone density
and osteoporosis associated with a polymorphic Spl binding site in the collagen type | a 1 gene.
Nature Genet, 199614, 203-5.

Stewart T L, Jin H, McGuigan F E A, Albagha O M E, Garcia-Giralt N, Bassiti A,
Grinberg D, Balcells S, Reid D M, Ralston S H. Haplotypes Defined by Promoter and Intron 1
Polymorphisms of the COLIAL Gene Regulate Bone Mineral Density in Women. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism, 2006; 91(9):3575-3583.

Mann V,Hobson EE, Li B, Stewart T L, Grant S F, Robins SP, Aspden R M, Ralston
SH. A COL1A1 Spl hinding site pol ymorphism predisposes to osteoporatic fracture by affecting
bone density and qudlity. J. Clin. Invest. 2001; 107 ( 7): 899 — 907.

Zintzaras E, Doxani C, Koufakis T, Kastanis A, Rodopoulou P, Karachalios T. Synopsis
and meta-analysis of genetic association studies in osteoporosis for the focal adhesion family
genes: the CUMAGAS OSTEOporosis information system. BMC Medicine, 2011; 9: 9.

Jin H, van't Hof R J, Albagha O M E, Ralston SH. Promoter and intron 1 polymorphisms of
COL1A1 interact to regulate transcription and susceptibility to osteoporosis. Human Molecular
Genetics, 2009;18(15):2729-2738.

Mann V, Ralston SH. Meta-analysis of COL1A1 Spl polymorphism in relation to bone mineral
density and osteoporatic fracture. Bone, 2003; 32 (6 ): 711 —717.

Ralston S H, Crombrugghe B. Genetic regulation of bone mass and susceptibility to
osteoporosis. Genes & Development, 2007; 20: 2492—2506.

122


http://www.genomos.eu/index.php?page=history)

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

Miller S A, Dykes DD and Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA
from human nucleated cells. Nucleic Acids Res., 1988; 16(3): 215.

Lucotte G, Mercier G, Burcke A. The vitamin D receptor Fokl start codon polymorphism and
bone mineral density in osteoporotic postmenopausal French women. Clin Genet., 1999: 56:
221-224.

Gezen-Ak D, Dursun E, Ertan T, Hanagas H, Giurwit H, Emre M, Eker E, Oztirk M,
Engin F, Yilmazer S. Association between Vitamin D Receptor Gene Polimorphism and
Alzheimer Disease. Tohoku J. Exp. Med., 2007; 212: 275-282.

Citil R, Ozdemir M, Poyrazoglu S, Balar E, Aykut M, Oztiirk Y. Kayseri Mdlikgazi Saglik
Grup Baskanhgi Bolgesindeki Kadinlarin Osteoporoza Yonelik Bilgi ve Davranslar.
Osteoporoz Dinyasndan, 2007;13:60-6.

Wyne F, Drummond F J, Daly M, Brown M, Shanahan F, Molloy m G, Quane K A.
Suggestive Linkage of 2p22-25 and 11g12-13 with Low Bone Minera Density at the Lumbar
Spinein the Irish Population, Calcif. Tissue Int., 2003; 72: 651-658.

LauHHL,NgM Y M. Cheung W M W, Paterson A D, Sham P C, Luk K D K, Chan V,
Kung A W C. Assessment of linkage and association of 13 genetic loci with bone mineral
density. J Bone Miner Metab , 2006; 24:226-234.

Gomez C, NavesM L, BarriosY, Diaz J B, Fernandez JL, Salido E,TorresA, Cannata J B.
Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms, Bone Mass, Bone Loss and Prevalence of Vertebral
Fracture: Differences in Postmenopausal Women and Men. Osteoporos Int , 1999; 10:175-182.

Michaélsson K, Melhus H, Ferm H, Ahlbom A, Pedersen NL, Genetic Liability to Fractures
in the Elderly. Arch Intern Med., 2005;165:1825-1830.

FountasL, Moutsatsou P, Kastanias |, TamouridisN, Tzanela M, Anapliotou M, SekerisC
E. The Contribution of Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms in Osteoporosis and Familial
Osteoporosis. Osteoporos 1nt,1999; 10:392—-398.

Ferrari S. Human genetics of osteoporosis. Best Practice & Research Clinical Endocrinology &
Metabolism, 2008; 22(5): 723-735.

BragaV, Sangalli A, Malerbe G, MottesM, Mirandola S, Gatti D, Rossini M, Zamboni M,
Adami S. Relationship Among VDR (Bsml and Fokl) COLIA1 and CTR Polymorphisms with
Bone Mass, Bone Turnover Markers and Sex Hormones in Men. Calcif. Tissue Int., 2002; 70:
457-462.

Bustamante M, Nogues X, Enjuanes A, Elosua R, Garcia-Giralt N, Pérez-Edo L, CaceresE,
CarrerasR, Mellibovsky L, Balcells S, Diez-Pérez A, Grinberg D. COL1A1, ESR1, VDR and

123



102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

TGFB1 polymorphisms and haplotypes in relation to KMY in Spanish postmenopausal women.
Osteoporos Int, 2007; 18:235-243.

Ding A, Eryavuz M. Osteoporoz ve Diyet. Osteoporoz Dinyasindan, 2002; 8: 89-93.

Uysal A R, Sahin M, Girsoy A, Gulli S, Vitamin D Receptor Gene Polymorphism and
Osteoporosis in the Turkish Population, Genetic testing, 2008; 4(12):591-594.

Massart F, Reginster J Y, Brandi M L. Genetics of menopause-associated diseases. Maturitas,
2001; 40:103-116.

Houston L A, Grant SF, Reid D M , Ralston SH. Vitamin D receptor polymorphism, bone
mineral density, and osteoporotic vertebral fracture; Studies in a UK population . Bone, 1996 ;
18(3):249-252.

Gong G, Steen H S, Cheng S C, Fong N, Mordeson J, Deng H W, Recker R R, The
Association of Bone Minera Density with Vitamin D Receptor Gene Polymorphisms,
Osteoporosis International. 1999; 9:55-64.

Feskanich D, Hunter D J, Willett W C, Hankinson S E, HollisB W, Hough H L, Kelsey K
T, Colditz G A. Vitamin D receptor genotype and the risk of bone fractures in women.
Epidemiology 1998; 9 (5): 535—-539.

Arai H, Miyamoto K |, Taketani Y, Yamamoto H, lemori Y, Morita K, Tonai T, Nishisho
T, Mori S, Takeda E. A vitamin D receptor gene polymorphism in the trandation initiation
codon: Effect on protein activity and relation to bone minera density in Japanese women . J.
Bone Miner. Res,, 1997; 12:915 —921.

Gross C, Krishnan A V, Malloy P J, Eccleshall T R, Zhao X Y, Feldman D. The
vitamin D receptor gene start codon polymorphism: A functional analysis of Fokl variants . J.
Bone Miner. Res,, 1998; 13 (11): 1691 —1699 .

Harris S S, Eccleshall T R, Gross C, Dawson-Hughes B, Feldman D. The vitamin D
receptor start codon polymorphism (Fokl) and bone mineral density in premenopausal American
black and white women. J. Bone Miner. Res. , 1997; 12 (7):1043 — 1048.

Gross C, Eccleshall T R, Malloy P J, VillaM L, Marcus R, Feldman D. The presence of a
polymorphism at the trandation initiation site of the vitamin D receptor gene is associated with
low bone minera dendty in postmenopausa Mexican-American women. J. Bone Miner. Res.
1997; 12: 1850 — 1856.

Eccleshall TR, Garnero P, Gross C, Delmas P D, Feldman D. Lack of correlation between
start codon polymorphism of the vitamin D receptor gene and bone mineral densty in
premenopausal French women: The OFELY study. J. Bone Miner Res., 1998; 13(1): 31-35.

Langdahl B L, Gravholt C H , Brixen K , Eriksen E F. Polymorphisms in the vitamin D
receptor gene and bone mass, bone turnover and osteoporotic fractures. Eur. J. Clin. Invest.,
2000; 30(7) : 608 —617 .

124



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

Sowers M, Willing M, Burns T, Deschenes S, Hollis B, Crutchfi eld M, Jannausch M.
Genetic markers, bone mineral density and serum osteocalcin levels. J. Bone Miner. Res. , 1999;
14 (8) : 1411 -14109.

Fang Y, van MeursJ B, d’Alesio A, Jhamai M, Zhao H, Rivadeneira F, Hofman A, van
Leeuwen J P, Jehan F, Pols H A, Uitterlinden A G. Promoter and 3'-untrandated-region
haplotypes in the vitamin D receptor gene predispose to osteoporatic fracture: the Rotterdam
study. A m. J. Hum. Genet. , 2005; 77 (5): 807 —823.

Uitterlinden AG, Ralston SH, Brandi ML, AH Carey, Grinberg D, Langdahl BL, Lips P,
LorencR, Ober mayer -Pietsch B, Reeve J, Diez-Perez A, Dobnig H, Dunning AM, Enjuanes
A, Fahrleitner-Pammer A, Fang Y, Karczmarewicz E, Kruk M, J P.T.M. van Leeuwen, C
Mavilia, JBJ van Meurs, J Mangion, Fiona E.A. McGuigan, HAP, Renner W, F
Rivadeneira, NM van Schoor, S Scollen, Sherlock RE, loannidis JPA, The Association
between Common Vitamin D Receptor Gene Variations and Osteoporosis. A Participant-Level
Meta-Analysis. Ann. Intern. Med., 2006;145:255-264.

Krall E A, Parry P, Lichter J B, Dawson-Hughes B. Vitamin D receptor aleles and rates of
bone loss: Influence of years since menopause and calcium intake. J. Bone Miner. Res., 1995;
10: 978-984.

Ferrari S, Rizzoli R, Chevally T, Sosman D, Eisman JA, Bonjour J-P. Vitamin D receptor
gene polymorphisms and change in lumbar spine bone mineral density. Lancet, 1995; 345 ;423
— 424,

Graafmans W C, LipsP, OomsM E, van Leeuwen J P T M, Pols H A P, Uitterlinden A
G. The effect of Vitamin D supplementation on the bone mineral density of the femora neck is
associated with Vitamin D receptor genotype . J. Bone Miner. Res. 1997; 12 ( 8): 1241 — 1245,

Ames SK, EllisK J, Gunn SK, Copeland K C, Abrams S A. Vitamin D receptor gene Fok1
polymorphism predicts cal cium absorption and bone minera density in children. J. Bone Miner.
Res. 1999; 14 (5) :740—746.

Cauley J A, Danidlson M E, Theobald T M, Ferrel R E. Vitamin D receptor translation
initiation codon polymorphism and markers of osteoporotic risk in older African-American
women. Osteoporos. Int., 1999; 9 (3): 214—219.

MacDonald H M, McGuigan F E, Stewart A, Black A J, Fraser W D, Ralston S, Reid D M.
Large-scale population-based study shows no evidence of association between common
polymorphism of the VDR gene and BMD in British women. J. Bone Miner.Res., 2006; 21 (1):
151 -162.

Verbeek W, Gombart A F, Shiohara M, Campbell M, Koeffler H P. Vitamin D receptor: no
evidence for allelespecific mMRNA stability in cells which are heterozygous for the Tag |
restriction enzyme polymorphism. B iochem. Biophys. Res. Commun., 1997; 238 (1):77-80.

125



124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

Grundberg E, Lau E M, Pastinen T, Kindmark A, Nilsson O, Ljunggren O, Mélstrom D,
Orwoll E, Redlund-Johnell |, Holmberg A, Gurd S, Leung P C, Kwok T, Ohlsson C,
Mallmin H, Brandstrom H. Vitamin D receptor 3 ' haplotypes are unequally expressed in
primary human bone cells and associated with increased fracture risk: the MrOS Study in
Sweden Hong Kong . J. Bone Miner. Res.,, 2007; 22 (6): 832-840.

Mocharla H, Butch AW, Pappas A A, Flick J T, Weinstein R S, De Togni P, JilkaR L,
Roberson P K, Parfitt A M, Manolagas S C. Quantification of vitamin D receptor mRNA by
competitive polymerase chain reaction in PBMC: lack of correspondence with common allelic
variants. J. Bone Miner. Res,, 1997; 12 (5): 726 —733..

Gross C, Musial | M, Eccleshall T R, Malloy PJ, Feldman D. Vitamin D receptor gene
polymorphisms. Analysis of ligand binding and hormone responsiveness in cultured skin
fibroblasts. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998; 242 ( 3):467 —473.

DurrinL K, HailleR W, InglesS A, Coetzee G A. Vitamin D receptor 3 '-untrandated region
polymorphisms; Lack of effect on mRNA stability. Biochim. Biophys. Acta. 1999; 1453 ( 3):
311 - 320.

Kasap H, kasap M, Demirhan O, Alptekin D, Pazarbasi A, Giizel A i. Tibbi Biyolgji ve
Genetik. Nobd Tip Kitabevleri, Adana, 2010:327.

Yoldemir T, Yavuz D G, Anik G, Verimli N, Erenus M, Vitamin D receptor gene
polymorphisms in a group of postmenopausal Turkish women: association with bone mineral
density. Climacteric, 2011;14: 384—391.

Dingel E, Dingd S A, Sepici V, Ozsoy H, Sepici B. Hip fracture risk and different gene
polymorphismsin the Turkish population. Clinics,2008; 63 (5) : 645-50.

Gursoy S, Erdal E, Alasehirli B, Aydeniz A, Erdal N. Tagl Polymorphism of the Vitamin-D
Receptor Gene and Quality of Life in Postmenopausal Turkish Women. Turk J Med <ci. 2008;
38 (1): 21-26.

Gogas-Yavuz D, Yiksel M, Taran O, Deyneli O, Haklar G. Kemik mineral yogunlugunun
genetik belirleyicileri: vitamin D reseptdr geni Bsm 1, Apal, Fokl ve Tagl polimorfizmlerinin
tepe kemik mineral yogunlugu ve kemik dongi belirtegleri ile iliskis. TUBITAK Saglik
Bilimleri Arastirma Grubu, Iistanbul, 2007.

Efstathiadou Z, Tsatsoulis A, loannidis J P. Association of collagen | alpha 1 Spl
polymorphism with therisk of prevalent fractures; a meta-analysis. J. Bone Miner. Res. 2001; 16
(9): 1586 —1592.

Heegaard A, Jorgensen H L, Vestergaard A W, Hassager C, Ralston S H. Lack of Infl
uence of collagen type lalphal Spl binding site polymorphism on the rate of bone loss in a
cohort of postmenopausal Danish women followed for 18 Years. Calcif. Tissue Int., 2000; 66
(6):409-413.

126



135.

136.

137.

138.

139.

140.

Sainz J, van Tornout J M, Sayre J, Kaufman F, Gilsanz V. Association of collagen type 1
alphal gene polymorphism with bone density in early childhood. J. Clin. Endocrinol. Metab,.
1999; 84 (3): 853 —855.

Suuriniemi M, Kovanen V, Mahonen A, Alen M, Wang Q, Lyytikainen A, Cheng S.
COL1A1 Spl polymorphism associates with bone density in early puberty. Bone, 2006; 39 (3):
591 —597.

Simsek M, Cetin Z, Bilgen T, Taskin O, Liileci G, Keser i,. Effects of hormone replacement
therapy on bone mineral density in Turkish patients with or without COL1A1 Spl binding site
polymorphism. Japan Society of Obgetrics and Gynecology, 2008; 34 (1): 73-77.

Sahin A O. Kadinlarda Postmenopozal Dénemdeki Kemik Mineral Yogunlugu ile Farkh
Kollajen Tip | a 1 Genotipleri Arasindaki iliski. Uzmanlik Tezi, Gazi Universites Fizikse Tip
ve Rehabilitasyon Anabilim Dal1, Ankara, 1999.

Saban I, Gok H, Karadag A, Ozkan T, Aydos S, Sunguroglu A, Yalcin AP, Role of COL1A1
Gene Polymorphism 1n Prediction of Osteoporosis and Fracture Risk in Postmenopausal Women.
Clinical Genetics, 2010;78(1):88-89.

Brown TA. Gene Cloning, An Introduction. 3¢ Ed., UMIST, Manchester, UK: Champman &
Hall, 1995: 200-201

127



EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KIMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMAS

Kullanilan kimyasal ve sollisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak “Molecular
» 140

Cloning” " esas alinmustr.

Hazirlanan solUsyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarin elde etmek icin stoklardan belli oranlarda alinarak seyreltilir.
Konsantrasyon donustirmelerinde basitce su formilden yararlanilabilir.

M1X Vi=M2X V2

M 1= Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V1= Stoktan alinmasi gereken miktar (v)

M2 = Calisma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2= Hazirlanacak olan ¢ozelti (¢alisma ¢ozeltisi) miktar: (v)

EK-1. DNA Eldes Sollisyonlar:

1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5) 1 Litreicin;

0,32 M Siikroz Stikroz = 109,563 gr

10 mM Tris-HCI (pH=7,5) TrissHCI = 1,211 gr

5mM MgCl2MgClz2= 1,015 gr

%1 Triton X 100 Triton X 100 =10 gr
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdurulup otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi. Triton X

otoklavianmadan sonrailave edildi.

1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5) 1 Litreigin

0,075 M NaCl NaCl = 4,383 gr

0,025 M EDTA EDTA =9,305 gr
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdurultp otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi
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1.3. TE-9 (pH=9) 1 Litreigin
500 mM Tris baz Trisbaz = 60,5 gr
20mM EDTA EDTA =7,44 gr
10 mM NaCl NaCl = 0,58 gr
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml

olacak sekilde bidistile su ile ¢ozdurtlip otoklavliandi. pH = 9 olarak ayarlandi.

1.4.%10'luk SDS

20 ml igin;

2 gr SDS tartilip, Uzerine bir miktar (20 mlI’den az) saf su ilave edilip iyice
¢Ozdurildu. Son hacim 20 ml olacak sekilde ayarlandh.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)

100 ml igin;

10 gr PK tartilir, Gzerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip iyice
¢Ozdurdldi. Son hacim 100 ml olacak sekilde ayarland:.

1.6.6 M NaCl

1 litreigin;

321.4 gr NaCl tartilip, Uzerine bir miktar (1000 ml’den az) bidistile su ilave
edilip iyice ¢ozduraltp son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlandh.

1.7. % 70 Etil Alkol
100 ml igin;
70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edildi.

1.8. TE tamponu (TrisEDTA) (pH=8)
10 mM Tris-Cl (pH=8)
0,1 mM EDTA (pH=8)
1 litre icin gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml

olacak sekilde bidistile su ile ¢ozdurtltp otoklavliandi. pH = 8 olarak ayarlandi.
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EK-2. Elektroforez Analiz Soliisyonlari

21. 1 X TBE (1 litreigin)
100 ml 10 X TBE stok sollisyonu
900 ml bidistile su

2.2. Etidyum bromid soltisyonu (10 mg/ml)

0,1 gr etidyum bromid

10 ml bidistile su iginde ¢dzindp 151k almayan bir cam icinde buzdolabinda
muhafaza edildi.

2.3. DNA Yukleme Tamponu (L oading dye) (6X)

40 gr sukroz

0,25 gr bromfenol mavisi

100 ml olacak sekilde bidistile su icinde ¢6zindu. Ependorf toplerine
paylastirilarak buzdolabinda muhafaza edildi.

2.4. %40 (29:1) Stok Akrilamid / bisakrilamid sollisyonu
38,6 gr Akrilamid
1,4 gr bisakrilamid
Tartilip bir miktar bidistile su ile ¢ozdurultp Gzeri 100 ml ye tamamland:.

25.10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soltisyonu
108 gr Tris baz ( 890 mM )
55 gr borik asit ( 890 mM)
40 ml 0,5M EDTA, pH 8.0 (20 mM)
Bir miktar bidistile su icinde c¢ozindikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip

soltisyon 1 litreye tamamlandh.
2.6. %25 Amonyum persiilfat

0,25 gr APS
1 ml olacak sekilde bidistile su icinde ¢oziindi. Buzdolabinda saklandh.
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