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OZET

Bu caligmanin amaci 45-65 yas arast erken postmenopozal doénemdeki
kadinlarda osteoklastogenezde onemli rolii oldugu bilinen RANK geninin, ekzon
4’deki C421T ve ekzon 6’daki C575T tek niikleotid polimorfizmleri ve bunlarin
femoral ve lomber bolge KMY degerleri ile olan iligkisini aragtirmaktir.

Bu amagla Diinya Saglik Orgiitii kriterlerine gore T skorlar1 normal olan 78
kisi ve osteopenik/osteoporotik olarak ayrilan 100 kisi incelendi. Diglama kriterleri
son 4 ayda HRT almis olmak, daha dnce osteoporoz agisindan herhangi bir tedavi
almak, kemik metabolizmasimi etkileyecek metabolik, endokrinolojik, norolojik,
romatolojik, malignite vb. gibi ikincil hastalig1 olmak, malabsorbsiyon Oykiisii, 40
yasindan Once menopoza girmek, >3 ay immobilizasyon Oykiisii, karaciger/bobrek
hastalii, antikoagiilan kullanim Oykiisli, cerrahi menopoz, kronik alkolizm,
glukokortikoid kullanim Gykiisii olarak belirlendi. Calismaya katilanlarin yas, boy,
kilo, beden-kitle indeksi, menars yasi, menopoz yast ve siiresi, emzirme siiresi,
giinlik kalsiyum alimi, fiziksel aktivite skoru, alkol ve sigara kullanimi bilgileri
kaydedildi. Hologic QDR Delphi ile ¢ekilmis olan femur total, femur boyun ve
lomber total KMY degerleri ile T skorlar1 kaydedildi. RANK C421T polimorfizmi
tayini i¢in sekans analizi, C575T polimorfizmi i¢in Ssil enzimi kullanilarak enzim
kesimi islemi uygulandi.

Kontrol ve hasta grubu arasinda C421T ve C575T polimorfizmi i¢in genotip
dagilmi ve C ve T allel sikliklar1 ile birlesik genotip ve birlesik haplotip
analizlerinde kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli bir fark saptanmadi.

C421T polimorfizmi ve C575T polimorfizmi i¢in ayr1 ayri genotiplere gore
hasta ve kontrol grubunun diizeltilmis KMY degerleri hesaplandiginda, her iki
polimorfizm i¢in de, kontrol ve hasta grubunda femoral ya da lomber bolgede KMY
degerlerinde anlamli fark yaratacak genotipe rastlanmadi..

Kontrol ve hasta grubunda ayry ayr1 olarak bakilan CC/CC birlesik genotipi
grubu ile diger birlesik genotiplerin birlikte degerlendirildigi grup arasinda femur
boyun, femur total ve L1-L4 KMY degerlerinde anlaml1 fark saptanmadi.

Sonug: Erken postmenopozal donemdeki Tiirk kadinlarinda RANK geni
C421T ve C575T polimorfizmleri femoral ve lomber bolge KMY degerleri ile

anlaml bir iliskili saptanmadi.
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SUMMARY

The aim of this study was to investigate the effects of two genetic
polymorphisms, C421T and C575T, of RANK gene, which regulate
osteoclastogenesis, on bone mineral density (BMD) at the femoral and lumbar region
in early postmenopausal women aged between 45-65 years old.

In this cross sectional study consisting of 78 normal and 100
osteopenic/osteoporotic women according to their T scores defined by WHO citeria
were included. Exclusion criteria were menopause before 40 years of age, surgical
menopause, past or current history of any neurologic, endocrinologic, metabolic,
rheumatologic, malignant diseases or malabsorption, hormone replacement treatment
within the previous 4 months, any prior osteoporosis treatment, kidney/liver diseases,
glucocorticoid or oral anticoagulant medication history, chronic alcoholism or
immobilisation history for >3 months. Following information were recorded to a
standardized questionnaire; age, weight, height, body-mass index, densitometric
BMD and T score values at the lumbar spine(L1-L4), femoral neck and lomber total
regions measured with Hologic QDR Delphi, fracture history, family history for
fracture, cigarette and alcohol consumption, daily calcium intake from 3 days dietary
self-records, physical activity, reproductive history (menarche and menopause age,
number of pregnancies and their durations, total month of lactations). Enzymatic
digestion with Ssil enzyme were used for determination of RANK C575T
polymorphism and sequencing method for determination of C421T polymorphism.

There were no significant difference between the two groups for genotype
distributions, allelic frequencies, combined genotypes and haplotype frequencies.
There were no significant associations between the adjusted BMD and genotypes at
the lumbar spine and at the femoral regions for each polymorphism both in the
normal and the patient groups.

By assessing both of the control and patient groups separetely, no significant
difference was found between CC/CC combined genotype and other combined
genotypes for adjusted BMD values either at the femoral or at the lumbar regions.

Conclusion:The RANK gene C421T and C575T polymorphisms were not
found to affect BMD at the femoral and lumbar region in postmenopausal Turkish

women.
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1.GIRIS

Osteoporoz en sik goriilen ve kemik giiciindeki azalmaya bagl olarak kemik
frajilitesi ve kirik riskinde artigla giden kronik, progresif ve multifaktoriyel bir kemik
metabolizmasi hastahgldlr.1

Genetik faktorler kemik mineral yogunlugundaki (KMY) degiskenligin %60-
80’inden sorumlu tutulmaktadir.’

Osteoporoz patogenezinde genetik ile iliskili etkileri aydinlatmaya yonelik
baglanti ¢aligmalar1,”® aday gen saptanmasi (tek niikleotid polimorfizm (SNP)

254 olmak iizere farkli metodlar

calismalar1 gibi) ve gen ekspresyonu calismalari
kullanilmaktadir.

Insan genetik varyasyonu iizerine yapilan ¢ogu arastirma SNP’ler iizerine
yogunlagsmistir. SNP’ler genomun hem kodlama yapan hem de yapmayan
bolgelerinde agiga ¢ikabilir. Birgok SNP’nin hiicre fonksiyonu iizerine higbir etkisi
yoktur ancak bilim adamlar1 digerlerinin insanlar1 hastaliklara yatkin hale getirdigine
ya da bir ilaca verecekleri cevabi etkiledigine inanmaktadir.

Caligmamizda 45-65 yas arasi erken postmeopozal donemdeki kadinlarda
osteoklastogenezde onemli rolii oldugu bilinen RANK geninin,'”* ekzon 4’deki

C421T ve ekzon 6’daki C575T tek niikleotid polimorfizmleri ve bunlarin femoral ve

lomber bolge KMY degerleri ile olan iligkisini arastirmayi planladik.



2. GENEL BiLGIiLER

Osteoporoz en sik goriilen ve kemik giiclindeki azalmaya bagl olarak kemik
frajilitesi ve kirik riskinde artisla giden kronik, progresif ve multifaktoriyel bir kemik
metabolizmasi hastaligidir."?

Osteoporozun tarihi ¢ok eskiye dayanmaktadir. Medeniyetin baslamasindan
itibaren yaklagik dort bin yil Oncesinde Misirlilar doneminden itibaren O6zellikle
bayanlar1 etkilemektedir. Arkeolog ve arastirmacilar Misirli mumyalarda osteoporoz
emarelerinden olan kamburlugu ortaya ¢ikarmislardir. 18. yiizyilda bir ingiliz cerrah
olan John Hunter yeni kemigin olusmaya bagladigi yerde eski kemigin absorbe
edildigini ortaya atmistir. Bu olay kemik remodellingine karsilik gelmektedir ve
osteoporozun nedeni olarak bilinmeye baslanmasinin iizerinden yiizyil1 agskin zaman
geemigstir. 1830’larda Fransiz patolog Jean George Chretien Frederic Martin Lobstein
hastalarda bazi kemiklerin normalden daha fazla oyuk icerdigini belirtmis ve bunu
osteoporoz yani poréz kemik olarak tanimlamistir. Yaklagik bir asir sonra Amerikan
klinisyen ve endokrinolog Full Albright post-menopozal kadinlarin bu duruma daha
yatkin olup ve daha zayif ve kirilgan kemiklere sahip olduklarini 6ne slirmiistiir.
Daha sonra da post-menopozal osteoporozu tanimlama calismalarina devam edip bu
bayanlar1 0Ostrojenle tedavi etmeye baslamistir. Fakat hastaligin saptanmaya
baslanmas1 1940’11 yillar1 bulmustur. 1948 yilinda Albright ve Reifenstein primer
osteoporozun iki ayr1 baslik altinda toplandigini birinin dstrojen kaybr ile diger tipin
ise yaslanmayla iliskili oldugunu 6ne siirmiislerdir.’ Bu tanim daha sonra Riggs ve
arkadaglar1 tarafindan detaylandirilip menopoz sonrasi trabekiiler kemik kaybini
tanimlayan Tip 1 osteoporoz ve yasla iliskili degisikliklerin sonucu olarak trabekiiler
ve kortikal kemik kaybimi tanimlayan Tip 2 osteoporoz olarak isimlendirilmistir.*
1960’11 yillarda aragtirmacilar kemik kaybin1 saptayacak araglar gelistirmeye
baslamiglardir. Bu da hastalig1 erken saptama sansini saglamistir. 1960’larda Herbert
Fleisch kemik rezorbsiyonunu engelleyen bifosfonat bilesiklerini bulmustur. 1984
yilinda osteoporoz Ulusal Saglik Enstitiisii (NIH) tarafindan saglig: tehdit eden ciddi
bir hastalik olarak ilan edilmis, kemik kaybinin 6nlenmesi agisindan dstrojen tedavisi
ile birlikte saglikli beslenme, kalsiyum ve egzersizin Gnemi vurgulanmustir.’®
Giiniimiizde kabul edilen goriis ise osteoporoz multipl genetik, fiziksel, hormonal ve

beslenme ile iliskili patogenetik faktorlerin tek basina veya bir arada etki ederek



kemik kitlesi kaybr ve kemik mikromimarisinde bozulmaya yol actigidir.” 7 Bu
faktorlere eslik eden artmis diisme riski osteoporotik hastalardaki kiriklarin
gelisimine katkida bulunur.®

Genetik faktorler erigkin kemik kitlesindeki degiskenligin %60-80’inden
sorumlu tutulmaktadir.” '

Ailede kirik dykiisii varliginin ise KMY’den bagimsiz olarak kiriklar i¢in risk
faktorii oldugu cesitli caligmalarda bildirilmistir." ' Sonug olarak; kiriklarin da
kalitsal 6zellik tasimasi muhtemeldir."

Herhangi bir zamandaki yetiskin KMY’si iskelet gelisimi sirasinda
kazanilmis doruk kemik kitlesi ile sonrasinda kaybedilen miktar ile iligkilidir. Kemik
kitlesinin kazanilmasi1 biiyilk oranda 12 ile 20 yaglar arasinda gerceklesir. Bu
donemde c¢evresel ve hormonal ¢ok Onemli etkilesimler s6z konusudur. Kemik
olusumunu bozan ya da rezorbsiyonu kolaylastiran herhangi bir hastalik ya da
hormonal dengeleri degistirebilen durumlar, doruk kemik kitlesinin daha az olmasina
ve yasamin ileri donemlerinde artmis kemik kirik riskine neden olacaktir."* Artmis
kemik frajilitesine bagli osteoporotik kiriklar cesitli faktorlerle iliskilendirilmistir,
bunlardan baslicalar1 diisik KMY ve kemik mikro-mimarisindeki bozulmadir.'?

Osteoporoz, kemik hiicre islevini diizenleyen bir¢ok lokal ve sistemik
faktorlerin etkilesimi sonucu olusmaktadir. Osteoporozdaki heterojenite sistemik ve
lokal faktor diizenleyicileri yaninda reseptor degisiklikleri, sinyal transdiiksiyon
mekanizmalari, niikleer transkripsiyon faktdrleri, lokal diizenleyicileri iireten ya da

inaktive eden enzimleri de kapsar.?

Son yillarda, genetik caligmalar sonucu
osteoporoz ile iliskili bircok diizenleyici mekanizma tanimlanmigtir. Vitamin D
reseptor (VDR) geni, Ostrojen reseptdr alfa (ESR-a), kollajen tip-I alfa (COL1A1)
polimorfizmleri ile kemik kitlesi ve kirilganligi arasinda iligki genis sekilde
incelenmistir. KMY ile iliskisi kanitlanmig olanlarin disinda, ¢ok sayida aday gen ve
KMY ile iliskili oldugu varsayilan ya da celiskili sonuclar1 olup daha ileri
caligmalarla arastirilmasi 6nerilen genler de bulunmaktadir."® Yapilan bir meta-analiz
VDR geninin kemik mineral yogunlugu iizerinde anlamli bir etkisinin bulunmadigini
diger iki genin (ESR-a, COL1Al) ise KMY iizerine ilimli-muhtemelen %3’den az

miktarda-genetik katkis1 oldugunu one siirmiistir.'” Bununla beraber, bu meta-

analizde incelenen ¢alismalardaki hasta sayilarinin az olmasi, kontrol ve hasta



gruplarindaki bireylerin genetik arka planinda farkliliklar olmasi nedeniyle bu
sonuclarin tartismali oldugu daha genis capli ve ¢ok uluslu popiilasyonlari igeren
meta-analizlere, DNA havuz calismalarina ve gen ekspresyon calismalarina ihtiyag
oldugu bildirilmektedir.'®

Osteoporozun kompleks ve birden fazla geni ilgilendiren (poligenik) bir
hastalik olmasindan dolay1 spesifik gen polimorfizmlerinin katkisi nispeten daha
azdir fakat klinik olarak 6nemli olabilir. Osteoporoz patogenezinde spesifik genlerin
roliiniin tanimlanmasi i¢in standardize edilmis genotipleme metodu ile genetik olarak
benzer normal ve hasta bireyleri karsilastiran caligmalarin yapilmasi1 gereklidir.

Yakin zamanda 6strojen reseptor polimorfizmi ile bu gosterilmistir."

2.1 Kemigin Yeniden Yapilanma Siireci (Remodeling)

Asirt kemik rezorbsiyonunun ve yetersiz kemik yapiminin nasil kemik
kirilganligint  artirdigini  anlamak i¢in kemigin yeniden yapilanma siirecini
(remodeling) anlamak gerekir. Kemik dokusu erigkin yasami boyunca yeniden
yapilanmaktadir. Remodeling eski kemigin osteoklastlarca rezorbsiyonu ve
rezorbsiyonu takiben osteoblastlarca yeni kemik olusumu siireglerini kapsar.?® Bu iki
birbiriyle iliskili olay hem kemik dokusunun yenilenmesinden hem de kemigin
anatomik ve yapisal bitiinligiiniin korunmasindan sorumludur. Normal sartlar
altinda kemik yeniden yapilanmasi1 dongiiler seklinde ilerler. Her dongiide
osteoklastlar kemige yapistiktan sonra asidifikasyon ve proteolitik sindirimle kemik
dokusunu ortadan kaldirirlar.?! Kisa siire sonra osteoklastlar rezorbsiyon alanini terk
eder, yerlerine o bolgeye osteoblastlar go¢ eder ve osteoid salinimi ile yeni kemik
dokusu olusum stireci baslar. Osteoid doku kollajen ve diger proteinlerin olusturdugu
bir matrikstir. Bu matriks belirli siire¢lerden gecerek mineralize olur. Kemik
olusumu tamamlandiktan sonra, kemik yiizeyi — sonunda osteoblastlara farklilasacak
hiicre tipi olan- déseyici hiicrelerce gevrilir.?

Eriskinde, trabekiiler kemigin yilda yaklasik %25°1 yeniden sekillenirken bu
oran kortikal kemikte yalnizca %3’tiir. Buradan su sonug¢ cikarilabilir: yeniden
yapilanma esas olarak yerel etmenlerce kontrol edilir.?? Kortikal kemiklere kiyasla
trabekiiler kemikte ylizey-hacim orani daha yiiksektir ve kemigin %70-85’1 kemik

iligi ile temas halindedir.?®



Trabekiiler kemik yiizeyinde Howship lakiinalar1 ya da kortikal kemigin
haversian kanallarinda gergeklesen kemik yeniden yapilanma siireci osteoklast
aktivasyonu, osteoblast sira hiicrelerinin  hematopoietik  hiicre  Onciilleri
(preosteoklastlar) ile etkilesmesi ile baslar. Inflamatuar hiicreler o6zellikle T
lenfositler de bu siireci baglatabilir. Osteoklastlar olgunlasir ve rezorbsiyon siireci
baglar. Bu faz kisa siirer (3 hafta kadar) ve yine kisa siiren yikim stireci bu fazi izler.
Yikim siireci sirasinda kemik yiizeyini mononiikleer hiicreler kusatir fakat kemik
olusumu heniiz baslamamistir. Bundan sonra formasyon siireci baslar. Muhtemelen
osteoklastlardan ya da yikim siirecinde rol alan hiicrelerden salinan maddeler ya da
kemik matriksinden aciga c¢ikan biliylime faktorleri (tlimor biiylime faktorii beta
(TGF-beta) (TGF-8), kemik morfogenetik proteinleri (BMPs), insulin benzeri
biliylime faktorii 2 (IGF-2) gibi) bu siirecin baglamasinda rol oynar. Formasyon stireci
belirgin olarak diger 3 siirecten uzun siirer (3 ay kadar) ve osteoblastlarin ilerleyici
dalgalanmalar1 sonucu matriks olusumunu kapsar. Bunlar daha sonra ya diiz doseyici
hiicreler haline gelirler, kemikte gédmiilii halde yerlesiktir ve osteosit adini alirlar ya
da programli hiicre Sliimiine giderler.**

Rezorbsiyon siireci kisa (yaklasik 3 hafta kadar), yerine koyma siireci uzun
oldugundan (yaklasik 3 ay) kemik dongiisiindeki herhangi artis kemik kitlesinde
kayip ile sonuglanacaktir.®® Ayrica dolmams Howship lakiinalari ya da haversian
kanallar1 arttikga kemik daha da zayiflayacaktir. Asir1 rezorbsiyon trabekiiler
yapilarin tamamen kaybina da neden olabilir. Boylece kemik olusumu i¢in kalip
kalmaz. Bu nedenle osteoklastik rezorbsiyondaki artisin kemik kirilganlig ile
sonuglandig1 bircok yol vardir. Kemik yeniden yapilanma siireci erigskin kemiginin
ana gorevini olusturur. Kemik yeniden yapilanmasi ya da kemigin ¢ok hiicreli
initeleri (bone multicellular units=BMUSs) yillar 6nce tanimlanmustir.** 2

Osteoporoz gelisimi i¢in yeniden yapilanma sirasinda yeterli olmayan kemik
olusum cevab1 da gerekli bilesendir.® Kemik rezorbsiyonu ve kemik olusumunun
diizenlenmesinde hem sistemik hem lokal faktorler onemli rol oynamaktadirlar

(Resim 2.1, 2.2).
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PGE,, IL1, IL6, TNF, prolaktin, kortikosteroidler, onkostatin M, LIF

Resim 2.1 : Kemik rezorpsiyonunu aktive eden faktorler (PTH: paratiroid hormon ,
PTHrP: paratiroid hormonla iligkili protein, PGE,: prostoglandin E,, IL: interldkin ,
TNF: timor nekroz faktor; LIF:16semi inhibitor faktor).’



Apopitotik osteoklast
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Anti-rezorptif faktorler: Ostrojenler, kalsitonin, BMP2/4, TGF-B, IL-17, IL-4, IL-
18, IFN-y, PDGF, kalsiyum

Resim 2.2 : Kemik rezorpsiyonunu inhibe eden faktorler (BMP:kemik morfogenetik
proteini; TGF: tiimor biiyiime faktorii; IFN- y: interferon gama; IL: interlokin;

PDGF: platelet kaynakli biiyiime faktorii). >’

Kemik yeniden yapilanmasinda santral ve periferik sinir sistemi de rol
almaktadir. Noroendokrin mekanizma ile leptin hipotalamik reseptdrler araciligi ile

kemik yapmmm inhibe eder,”

ayrica periferik etkiyle de fare deneylerinde B-

adrenerjik agonistler yoluyla KMY’de azalmaya yol agtig1 goriilmiistiir.”’
Noropeptid Y sempatik kontrolden bagimsiz olarak kemik yapimim

diizenler.”® Noromedin U da sempatik sinir sistemi aracihigiyla kemik kitlesinin

belirlenmesinde anahtar rol oynar.”'

2.2 Osteoporoz Patogenezi

Osteoporoz gelisiminde etkili temel patogenetik mekanizmalar:®
1* Biiylime ve gelisme sirasinda iskeletin optimal giicline ulasamamasi
2* Kemik kitlesinde kayip ve kemik mikromimarisinde bozulmayla sonug¢lanan asir1

kemik rezorbsiyonu



3* Kemik yeniden yapilanmasi sirasinda artmis kemik rezorpsiyonuna karsilik

yetersiz kemik yapimi

2.2.1 Ostrojenin rolii

Ostrojenin dolagimdaki iki major formu dstron (E;) ve &stradiol (E,)’ dir. Es,
E,’den 3.5 kat daha potenttir. Premenopozal kadinlarda serumdaki E,’nin %95°1 ve
E;’in biiyiik kismi over kokenlidir, kalan kisimlari ise steroid onciillerinden aromataz
enzimi ile - cogu zayif adrenal androjenlerden - periferik konversiyon yoluyla olusur.
Postmenopozal kadinlardaki Ostrojenin ise neredeyse tamami periferik doniisiim
yoluyla saglanir. Aromataz aktivitesi beyin, karaciger, prostat, deri, adipoz doku,
kemik gibi pek ¢ok dokuda bulunsa da,*? esasen ekstragonadal dstrojen iiretiminden
adipoz doku sorumludur. E, testosteronun, E; ise androstenedionun periferik
konversiyonu ile olusur. Dolagimdaki seks steroidlerinin ekstragonadal sentezine ek
olarak, osteoblastlar gibi baz1 hedef hiicrelerde intraseliiler olarak da seks steroidleri
sentezlenip kullanilabilir. Labrie bu olayr ‘intrakrinoloji’ olarak adlandirmustir.
Dolagan 0Ostrojenin yikimi i¢in iki temel mekanizma; 2-hidroksilasyon ve 16-
hidroksilasyondur. 2-hidroksilasyona ugrayan Ostrojen inaktiftir hatta baz1 deneysel
sistemlerde antagonistik etkisi bulunmustur, 16-hidroksilasyona ugrayan Ostrojenin
ise 6strojenik aktivitesi devam etmektedir.** Dolagan androjen ve 8strojen ii¢ kisimda
incelenebilir: serbest biyoaktif komponent (%1-3), gevsek¢ce albumine bagh
komponent - biyolojik aktivitesi vardir - (%35-55), seks hormonu baglayan globuline
(SHBG) sikica bagli komponent - kisitli biyolojik aktivitesi vardir - (%40-65).
SHBG seks steroidleri tarafindan regiile edilebilir; 6strojen SHBG miktarini arttirir,
androjenler ise azaltirlar.

Hiicresel diizeyde Ostrojen kemik c¢ok hiicreli iinitelerinin (BMUs)
aktivasyonunu baskilayarak rezorpsiyon ve formasyon fazi arasinda denge saglar.
Ostrojen yoklugu durumunda yeni BMUs aktivitesi artar ve bu birimlerin hepsinde
rezorptif faz formasyon fazina gore daha baskindir. Bunun nedeni apopitozun
inhibisyonuna bagli olarak osteoklast yasam siiresinin artmasinin yaninda osteoklast
aktivitesinin de artmasidir.®  Osteoklastlar iizerindeki etkisi kadar iyi
pekistirilmemekle beraber Ostrojenlerin  osteoblast olusumu, farklilagmasi,

proliferasyonu ve fonksiyonunu arttirmasi da muhtemeldir.*® ¥’



Diger steroid hormonlar gibi seks steroidleri de spesifik niikleer
reseptorlerine baglanarak etki ederler. Ostrojen icin iki reseptdr (&strojen reseptor
alfa ve beta (ERa ve ERB); androjen i¢in ise tek bir reseptdr (AR) bulunmaktadir.
ERo esasen kortikal kemikte, ERB ise daha cok trabekiiler kemikte bulunur.*® ERa
osteoklastlar ve osteositlerde de bulunmaktadir. AR iireme organlar1 kemik ve kas
olmak iizere pek ¢ok dokuda bulunur.

ERa, ERB veya her ikisinin delesyonu ile yapilan fare deneyleri ile bu
reseptorlerin kortikal ve trabekiiler kemik iizerindeki etkileri aydinlatilabilmistir.** 4"
' ERo kemik dokusu iizerinde kemik olusumu icin daima stimiilatérdiir. ERa
eksikliginde kemigin biyomekanik yliklenmelere kars1 yetersiz osteojenik cevabi fare
deneylerinde gsterilmistir.*? ERB ise stimiilatdr, ndtral ya da inhibitdr etkili olabilir.
Androjenlerin AR iizerine baglanmasi da trabekiiler ve kortikal kemik kitlesinde artis
saglar. Cogu calismada AR yoklugu erkek ve bayanlarda diisik KMY ile
birliktedir.* Yapilan bir ¢alismada aromataz geni yoklugu disi farelerde artmus,
erkeklerde ise azalmis kemik turnoveri ile sonuglanmis iken, bir baska ¢alismada
hem erkek hem disilerde kemik rezorbsiyonu artmis bulunmustur.** ** Bu farklilhigin
aciklamasi heniiz net degildir.

Bazi sitokinler preosteoklast sayisinda artisa yol acarken bazilar1 da kisim
osteoklast olusumu, fonksiyonu ve yasam siiresini olumsuz etkiler. Interlokin 1-beta
(IL1B) , IL-6, IL-7, graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF), makrofaj
koloni uyarici faktéor (M-CSF), prostaglandin E, (PGE;) osteoklast aktivitesini
arttirict etki gosterir. Osteoblastik sira hiicreleri tarafindan iiretilen TGF-B osteoklast
apopitozunu arttirir ve osteoklastlarin yasam siiresini kisaltir.*® Ostrojen bu sitokin
agmi tonik olarak inhibe ederken Ostrojen yoklugu stimiile eder ve kemik
rezorpsiyonu artar.*’ Ostrojenin sitokin tiretimi iizerindeki etkileri T-hiicre aracili
olabilir.*® Ovariektomize siganlarda aktive T hiicrelerinin fazla miktarda salgiladig
TNF-a ve IL-1 kemik kaybinda 6nemli rol oynamaktadir.*-* Aktive T hiicreleri ayni
zamanda niikleer faktor kappa B ligandin reseptor aktivatorii (RANKL)-aracili kemik
rezorpsiyonunu inhibe eden IFN-a ve IFN-y da iiretirler.”’ Béylece pro- ya da anti-
osteoklastojenik T hiicre sitokin salimimindaki net miktara gore kemik tlizerine etki
ortaya ¢ikar. Inflamasyon, &strojen eksikligi gibi durumlarda pro-osteoklastojenik

sitokinler baskindir.®? Ostrojen eksikliginde artmis rezorpsiyona yetersiz kemik



yapimi kemik kaybina neden olur. Ostrojen eksikliginde iiretimleri artan IL-7 ve
TNF-o osteoblastik aktiviteyi inhibe etmektedir.*””>* Deney hayvanlari ve insanlarda
Ostrojen replasman tedavisi hizlanmig programli osteoklast Sliimiinii (apopitoz)
azaltip osteoklastogenezi engeller; uzun donem yiliksek doz Ostrojen replasman
tedavisi ise bunlara ek olarak kemik yapimini da stimiile etmektedir.>*

Ostrojen TGF-B iiretimini direk olarak stimiile eder.® TGF-B T hiicre
aktivasyonunun en gii¢lii baskilayicisidir. TGF-B’nin sistemik dolasimdaki artigi
ovariektomi ile indiiklenen kemik kaybin1 ve kemik yeniden yapilanmasini
onlemektedir.*® IL-7 ve TGF-B birbirlerinin iiretimini zit yonde etkiler.>

Ostrojen pek ¢ok hiicrede antioksidanlarin yapimini arttirir.  Ostrojen
eksikliginde tiyol antioksidan savunmasi azalarak serbest oksijen radikallerinin
olusumu ile osteoklast yapimi uyarilir.””>®

Ostrojen eksikligi hem primer olarak hem de kemik turnover: iizerindeki
etkilerine sekonder olarak periferik kalsiyum metabolizmasin1 da degistirerek
intestinal kalsiyum emiliminin azalmasi ve idrar kalsiyum atiliminin artmasina yol
agar (Sekil 2.1).% 6%

Ostrojen serumda serbest 1,25 dihidroksikolekalsiferol (kalsitriol) (1,25(0OH),
D) diizeyini de arttirmaktadir.®
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Sekil 2.1 : Tip 1 (postmenopozal) osteoporozda kalsiyum homeostazi ve kemik

turnover degisiklikleri

2.2.2 Kalsiyum, D vitamini, Paratiroid hormon (PTH)

1,25(0OH), D vitamin diizeyi plazma PTH diizeyi, serum kalsiyum ve fosfor

diizeylerine gore diizenlenmektedir.®

Kemikten salinan fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF-23) bobrek ve barsak

hiicrelerindeki sodyum-fosfat kotransporterinin fonksiyonunu arttirirken 1,25(OH),D

vitamini sentezini baskilar.* D vitamini olmadan diyetle alinan kalsiyumun %10-

15’ ve fosforun %60 kadar1 absorbe edilir.®® 1,25(0OH),D’nin vitamin D reseptorii

ile etkilesimi intestinal kalsiyum absorbsiyonunu yaklasik %30-40° a, fosfor

absorbsiyonunu %80 diizeylerine ¢ikarir.®

6
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Yas ilerledik¢e 25-hidroksivitamin D (25(OH)D) diizeyi kadin ve erkeklerde
%>30’ye varan oranlarda azalmaktadir.” Yaglanmayla beraber kalsiyum ve D vitamini
alimi, barsaktan kalsiyum ve D vitamini emilimi, renal 1-alfa hidroksilaz aktivitesi,
giinese maruziyet ve cilt kalimliginda azalmaya bagl olarak deriden D vitamini
sentezi azalmaktadir.®® % 7 Biiyiime hormonu yapimi ve IGF-1 diizeylerinin
ilerleyen yasla azalmasi1 da 1,25(OH), D vitamin diizeylerinde azalmaya neden
olmaktadir.”" Tiim bu faktorler sekonder hiperparatiroidiye neden olmaktadir. Aktif
form olan kalsitriol kalsiyum ve fosforun barsaktan optimal emilimi i¢in gereklidir.
Ayn1 zamanda paratiroid hormon sentezi {izerinde tonik inhibitor etkisi vardir.

Iskelet kaslar1 da vitamin D reseptorlerine sahiptir ve maksimum fonksiyon
icin D vitaminine ihtiya¢ duyarlar.”* Bunun diginda vitamin D reseptdrii beyin,
prostat, meme, yag dokusu hiicresi, kolon hiicreleri ve immiin sistem hiicrelerinde de
bulunmaktadir.®

Vitamin D eksikligi ve sekonder hiperparatiroidi hizli kemik kaybi ve artmis
kemik kirilganliginin yani sira diisme riskini artiran néromuskuler bozukluklara da
yol agabilir.”>"*7

50 yas ve istii bayanlarin %40-50’si ve erkeklerin %13-20’si yasamlarinin
geri kalaninda osteoporotik kiriklarla karsilasmaktadir.”®

Serum 25(OH) D vitamin diizeyi 30-32 ng/ml altinda diisiik olarak kabul
edilebilir.”” Serum 25(0H) D vitamin diizeyi 20-30 ng/ml altina diistiigiinde ise
serum intakt PTH diizeyinin artmaya baslayacag: bildirilmektedir.”® "

Kalsiyum ve D vitamini eksikligi riski artmis olan yash bireylerle yapilan
klinik c¢aligmalarda kalsiyum ve D vitamini destegi yapilmasinin sekonder
hiperparatiroidiyi geri c¢evirdigi, kemik rezorbsiyonunu azalttigi, kemik kitlesini

80, 81
* 2" Bunun

artirdigi, kirik oranim azalttigi ve diisme sikligini azalttig bildirilmistir.
yaninda toplum tabanli bazi c¢alismalarda kirik riskini Onleme agisindan oral
kalsiyum ve D vitamini destegi ile daha az basar elde edilmistir.*? Biiyiik bir ¢ift kor
calisma kalsiyum ve D vitamini desteginin kirik insidansina anlamli etkide
bulunmadigimi rapor etmistir.** Bu durumun ¢alisma popiilasyonunun géreceli olarak
yiiksek bazal 25-OH D vitamin diizeyine, diisiik dozda vitamin D deste8i verilmis
olmasima (400 IU/glin) ve tedaviye uyumun degiskenligine bagli olabilecegi ileri

stiriilmiistir.
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VDR gen polimorfizmleri yaygin olarak c¢alisilmistir fakat sonuclar
degiskenlik gostermektedir. Bunun nedeni kismen bu reseptdrdeki belirli bir
polimorfizmin etkisinin cevreyle etkilesimine 6zellikle kalsiyuma bagh olmasidir.®
VDR gen polimorfizmleri ayn1 zamanda kalsitriol tedavisine yanittaki farklilik ile de
iliskili olabilmektedir.®

Bunun disinda KMY ve kemik dongiisiinden bagimsiz olarak kirik riski
iizerine de etkilidir ve bu diisme sikligindaki farkliliga bagh olabilir.

2.2.3 Osteoblast farkhilagsmasi ve islevlerini belirleyen genler

Osteoblast farklilasmasi ve islevlerinde ¢ok Onemli gorevleri olan sinyal
transdiiksiyon yolaklar1 ve transkripsiyon faktérlerinin yakin zamanda kesfi
osteoporoz patogenezini anlamada yeni ufuklara yol a¢mistir. Gen delesyon
caligmalar1 gostermistir ki runt-iligkili transkripsiyon faktorii 2’nin (Runx2) ya da bir
asag1 akim faktorii olan osterix’in yoklugu osteoblast farklilasmasinda ¢ok

87, 88

onemlidir. Bu transkripsiyon faktorlerinin gen polimorfizmleri KMY deki

degisikliklerle iliskili olabilir.** **

Whnt sinyal yolaginin osteoblast islevini diizenlemedeki kritik roliiniin ortaya
konmast 6zel Onem tasimaktadir. Ciinkii bu yolagin kemik kiitle ve giiciinii
belirlemede 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir. Bu yolak embriyonik donemde ve
dogumdan sonra kanonik ve non-kanonik yolaklarla kemik gelisimi, formasyon ve
bityiimesinde rol oynar.”" *> Kanonik Wnt sinyal yolagi osteoblastlarin kondrositlere
dontigiimiinii engeller ve osteoblast farklilasmasi i¢in runt-iliskili transkripsiyon
faktorii 2” yi (Runx2) hedefler.” flging olarak Runx2’ nin asir1 ekspresyonu kemik
kitlesinde azalmaya yol acar. Bu da Runx2’ nin osteoblast farklilasmasi ve
fonksiyonu yaninda osteoklast farklilagsmasini da etkileyerek kemik yeniden
yapilanma siirecinde kompleks bir rol oynadigi yoniinde yorumlanabilir.’*
Farklilasmis osteoblastlarda B-kathenin sinyali osteoblastlardan osteoprotegerin
sentezini indiikleyerek osteoklast formasyonu ve kemik rezorbsiyonunu inhibitor
yonde etkiler.”® Wnt sinyali yoklugunda B-kathenin aksin ve glikojen sentaz kinaz-3
(GSK-3) ile protein kompleksi seklinde degradasyona ugrar. LDL reseptor iliskili
protein 5 ya da 6 (LRP5/LRP6) Wnt ligandlarinca transdiiksiyon sinyali i¢in kivrimli
reseptor ile etkilesir. Boylece B-kathenin niikleusa taginarak T hiicre faktorii/lenfosit

cogaltic1 faktor (TCF/LEF) ile etkileserek hedef genlerin transkripsiyonunu (6rnegin
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osteoprotegerin (OPG) geni gibi) aktive eder.”® B-katheninin kemik morfogenetik
protein 2 (BMP2) ile etkilestigine dair kanitlar vardir.”” Yapisal aktivasyona neden
olan LRP5 mutasyonu kemik yogunlugunda artis ile sonuglanabilir.”® Her ne kadar
hi¢birinde kirik olmasa da, LRPS aktive edici mutasyonlu ailelerin fenotipi oldukca
degiskenlik gosterir. Bazilar1 normal kemik mimarisi gosterirken digerleri kemik
asir1 biiyiimesine bagh anormallikler gosterir.”’ LRP5 inhibe edici mutasyonu
siddetli osteoporotik sendrom ve anormal goz gelisimi ile iliskilidir."" LRP5 gen
polimorfizmleri kemik kitlesinde farkliliklar ve kiriklar ile de iliskili olabilir."""

Non-kanonik Wnt yolaginda ise sinyal kivrimli reseptorler araciligi ile yapi
proteini olan Disheveled (Dsh) ve Jun-N-terminal kinaz (JNK) kaskadi ile ya da
kalsiyum bagimli sinyal kaskadi ile iletilir.’® PTH’ nin kemik formasyonu iizerine
anabolik etkisi kismen non-kanonik Wnt4 sinyalini stimiile ederek p38 mitojen
aktive olmus protein kinaz (MAPK) yoluyla osteoprogenitor hiicre farklilagsmasini ve
osteoblast gelisimini arttirmasma baglanir.'"”® Non-kanonik Wnt5a sinyali ise Runx-
2’yi1 indiikler ayrica in vitro olarak da peroksizom proliferator aktive olmus reseptor-
gamay1 (PPAR-y) suprese ederek adipoprogenitdrlerin osteoblastlara farklilagsmasini
saglar.'"® Wnt yolag: ayrica osteoblastlarda osteoblast spesifik transkripsiyon faktorii
olan osterix tarafindan da kontrol edilir. Mekanik yiiklenme ya da yiiklenmeme
osteositler tarafindan algilanarak sklerostini igeren biyokimyasal sinyallerin
inhibisyonu ya da serbestlenmesi tetiklenir. Mekanik yliklenme gibi fizyolojik
durumlar ya da patolojik durumlarin varliginda kemik martiksinde olusabilen
mikrokiriklar tarafindan osteoblastik silsile hiicreleri uyarilarak RANKL iiretimi de
artar.'™

Wnt sinyal yolagindaki bozukluklarla iliskili durumlar: osteoporoz
psodoglioma, multipl myelom, glukokortikoid ile iliskili osteoporoz, yiikksek KMY
ile giden hastaliklar, sklerostozis, van Bucham hastalig1 olarak siralanabilir.'%

Wnt sinyal yolaginin ekstraseliiler inhibitorleri kivrimli iligkili salinan protein
(SFRP), Dickkopf-1 (Dkk-1), Wnt inhibitor faktor (WIF), Cerberus (Cer), yiizey
ektodermin Wnt modiilatorii (Wise) ve kemik spesifik sklerostindir. Wnt antagonisti
Dkk-1" in baglanmasi ile Dkk-1-LRP5/6-Kremen kompleksi olusarak LRP5/6
endositozu ve degradasyonu meydana gelir ki bu da Wnt ve kivrimli reseptor

etkilesimini onler. Yine bir Wnt inhibitorii olan Wise de Wnt koreseptorii LRP’ye
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baglanir. Yaygin olarak eksprese edilen Dkk1’ in aksine sklerostinin ekspresyonu
osteositlerle sinirlidir. SOST geni iiriinii olan sklerostin LRP5’ e baglandiginda Wnt-
LRP-kivrimli reseptdr kompleksi olusumunu engeller. Bu geni inaktive eden
mutasyonlar yliksek kemik kitlesine neden olur (Van Bucham hastaligi ve
sklerostozis).'"® Dkk insan genomunda 4 tipte tanimlanan sekrete edilen Wnt sinyal
regiilatorleridir.'’® Dkk-1 Wnt sinyalini LRP5/6” ya baglanarak direk olarak inhibe

107
ederken,

Dkk-2 ve 3 Wnt sinyalini antagonize etmezler. Dkk-2 osteoblastlarin
terminal diferansiyasyonunda ve mineralize matriks formasyonunda rol alir."® Dkk-2
olmayan farelerde yapilan c¢alismalarda trabekiiler ve endokortikal kemik
yiizeylerinde osteoidlerin artmis oldugu saptanmis fakat aym1 zamanda bozulmus
kemik mineralizasyonu ve buna bagl osteopenik fenotip de saptanmugtir.'®®

Wnt sinyal yolaginin intraseliller inhibitorleri de mevcuttur. Bunlar
adenomat6z polipozis koli (APC), aksin, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), CKla (j3-
kathenini degradasyon yolag: i¢in fosforile eder), transdusin tekrar igeren protein
(hTrCP), ankirin tekrar alant 6 (ANKRD6), nemo benzeri kinaz (NLK) olarak
siralanabilir.

Wnt sinyal yolagindaki LRP5/6, Dkk2, sklerostin ve sFRP gibi pek cok

{iyenin kemik mineral yogunlugu ile anlamli iliskide oldugu gésterilmistir.'** '

2.2.4 Lokal ve sistemik biiyiime faktorleri

Lokal ve sistemik biiytime faktorlerinin iiretiminde ve aktivitesindeki spesifik
bozukluklar kemik olusum bozukluguna katkida bulunmaktadir. kemik morfogenetik
proteinleri (BMP’ler) ve TNF ailesinin diger iiyeleri suclanmustir. izlanda ve

Danimarkalilarin katildig: biiyiik bir ¢alismada BMP2 gen polimorfizmlerinin diisiik

111, 112

KMY ve kirik riski ile iligkili oldugu goriilmiistiir. BMP2’yi osteoporoza

yatkinlik geni olarak kabul etmek i¢in daha fazla ¢alisma gerekebilir. Kemik

gelisiminde IGF, TGF-B ve iligkili BMP’lerin rolii genis sekilde aragtirlmigtir.!'> 14

Hem sistemik hem lokal diizenleyici etkileri olan IGF ve TGF-B kemik olusumu

tizerine etkilidir. Lokal IGF-1 {retiminin inhibisyonu glukokortikoid nedenli

115

osteoporozda onemli bir bilesendir.” ™ IGF-1 yoksun farelerde intermittan paratiroid

hormonuna periostal kemik olusumu cevabinin olmadigi gérﬁlmﬁstﬁr.ll6

Karacigerden biiylime hormonu bagimli salgilanan sistemik IGF-1 kortikal kemik
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biitiinltigii i¢in daha 6nemliyken osteoblastlardan lokal olarak sentezlenen lokal IGF-
1 trabekiiler kemik biitiinliigii icin 6nemlidir.""”""® TGF-B kemik rezorpsiyonunu
hem stimiile hem de inhibe eden kemigin multifonksiyonel bir diizenleyicisidir.

119

Ancak daha biiyiik 6l¢iide kemik yapimimin uyaricisidir.~ KMY ve osteoporotik

kiriklarin insidansi ile IGF ve TGF-B’yi kodlayan genlerin polimorfizmleri arasinda
baz1 iliskiler bulunmustur.'?% 121122

Bunlar haricinde heparin baglayici biiylime faktorleri ve FGF’ler in vivo
olarak kemik yapimini arttirirken in vitro olarak kollajen sentezini inhibe ederler.'?*
124 EGF olmayan farelerde PTH nin anabolik cevabi azalmustir.'*® FGF prostaglandin
bagimli ya da bagimsiz mekanizmalarla kemik rezorpsiyonunu arttirabilir."?® PDGF
kemigin giiglii bir mitojeni ve kemik rezorpsiyonunun uyaricisidir.'?’

Bu biiylime faktorlerinin etkileri yaninda yasla birlikte bliylime hormonu ve
sistemik IGF-1 salimimmin azalmast da postmenopozal ve senil osteoporoz

patogenezinde rol oynuyor olabilir.'?*

Biiylime hormonu uygulamasi postmenopozal
bayanlarda PTH’ya hedef organ duyarliligini, kemik mineral metabolizmasini ve

PTH salimim paternini kemik formasyonu yoniinde iyilestirebilir.'*’

2.2.5 Sitokinler, PG, nitrik oksit (NO), lokotrienler

Iskelete mekanik vyiiklenme ya da yilkk vermemeye nitrik oksid,
prostoglandinler, IGF-1, glutamat, Wnt sinyal yolag:1 ligandlar1 gibi ¢esitli lokal

130, 131

faktorler araciligl ile hiicresel cevap verilir. Kemik iliginde osteoblast ve

osteoklast oOnciilleri disinda diger kas, tendon, kikirdak, sinovyum gibi komsu
dokular da kemik hiicrelerine etki eden lokal faktorler salgilayabilirler.** '3

Mitojen ya da antijen aktive 16kositler kemik rezorbsiyon aktivitesini IL1,
IL6 ve TNF basta olmak iizere gesitli sitokinler araciligi ile yaparlar. IL11 kemik
rezorbsiyonunu arttirirken, IL7 kemik rezorbsiyonuna stimiilator ya da inhibitor etki

gésterir 134, 135, 136

IL-4, IL-13, interferon gama (IFN-y) kemik rezorbsiyonunu inhibe
ederler.””’

Sitokinlerin osteoporoz patogenezinde rol alabilecegini gdsteren esas
calismalar temel olarak ovariektomi sonrasi kemik kaybi olan hayvan deneylerine
dayanmaktadir. Insanlarda da IL-1, IL-6, TNF-a’nmn polimorfizmleri ve bunlarin

reseptdrlerinin kemik kitlesini etkileyebilecegi gosterilmistir.*® %
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Prostaglandinler, o0zellikle PGE2, kemik hiicrelerinde biiyilkk oranda
indiiklenebilir siklooksijenaz 2 (COX2) aracilifiyla yapilirlar. COX2 kemik
rezorbsiyonunu uyaran faktorlerin ¢ogunca indiiklenir. Boylece bu ajanlara yaniti
kolaylagtirabilir. COX inhibitorleri ile tedavi, yiik etkisine yanit1 kiintlestirir. Bu da
prostaglandinlerin mekanik kuvvet yanitinda 6nemli rol aldiklarina isaret eder.

140,141

Ostrojen, bu etkiyi de kolaylastirabilir. Epidemiyolojik caligsmalarda, steroid

olmayan anti-inflamatuar ila¢ (SOAII) kullananlarda KMY ’de kiiciik artislar ve kirik
riskinde azalmalar rapor edilmistir."* '*

Nitrik oksit (NO) kemik hiicrelerince iiretilir ve mekanik yiike karsi anabolik
yanitta bir kofaktér gorevi goriir.'*' Bununla birlikte prostaglandinlerden farkl
olarak NO kemik rezorbsiyonunu inhibe edebilir, bunu OPG sentezini artirarak

basartyor olabilir."**

Bu etki izosorbid mononitrat ve diger NO yolak aktivatorii alan
hastalarda gosterilen KMY ’deki artistan sorumlu olabilir.'*?

Lokotrienler lipooksijenaz {riinlidiirler, kemikte rezorbsiyonu uyarir ve
formasyonu baskilarlar."*® Yakin zamanda arasidonat 15-lipooksijenazin (Alox15
geni tarafindan kodlanir) farede kemik dansitesinde negatif diizenleyici oldugu

gosterilmistir.'”” Ayrica, insanda Alox15 gen polimorfizminin postmenopozal

kadimlarda doruk KMY’deki farklarla iliskili oldugu bulunmustur.'*

2.2.6 Kollajen anormallikleri

COLI1A1 geni kemik matriks proteinlerinden en bol bulunan tip 1kollajenin
al zincirini kodlar. 2 tane al zinciri bir a2 zinciri ile birleserek kollajen fibrillerin
karakteristik ticlii heliks yapisini olusturur. Bu protein kemik giicii i¢in son derece
onemlidir.'® Bu genin birinci intronunun Spl polimorfizmi diisik KMY ve
insidental vertebra kiriklari ile iliskilendirilmistir."”>® Bunun yaninda COL1A1 geni
promoter bdlgesinin polimorfizminin farkli etnik gruplarda KMY ile anlamli iligkili
oldugu gosterilmistir."" '>* Sonug olarak COLIA1 geninin promoteri veya birinci
intronunun polimofrizmleri trankripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkileyerek gen
transkripsiyonunu ve kollajen alt tiplerinin yapisini etkilemektedir.'™

Homosistein proteinden zengin gidalarda bulunan esansiyel bir aminoasit
olan metiyoninin demetilasyonu ile olusur. Metiyoninin homosisteine demetilasyonu

B12 vitamininin kofaktér oldugu enzimatik reaksiyonla gerceklesir.'>*
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Hiperhomosisteinemi kemik {izerine zararl etkisini kollajen molekiiliine baglanarak
yapar. Bu baglanma ile tip 1 kollajen capraz baglarinin olusumunu engeller.'
Kollajen capraz baglarimin kalitatif 6zelligi bozulur. Bu da homosistein diizeylerinin

156 B12 vitamin

KMY’den bagimsiz olarak kirik riski lizerinde etkisini agiklayabilir.
diizeylerindeki azalma metil malonik asit ve homosistein diizeylerindeki artisa bagli
olarak osteklast yapiminda artis ve kemik kalitesinde azalma ile de iliskili

goriinmektedir, 3% 157 158

2.2.7 Yag dokusu, noral yollar ve osteoporoz

Leptin adipositler tarafindan {iretilen bir hormondur ve ventro-mediyal
hipotalamik ¢ekirdekteki reseptorlerine (serotonerjik ndronlara) baglanarak
fonksiyon gé')sterir.159 Bunun sonucu olarak sempatik sinir sistemi araciligi ile
katekolamin salinimi olur. Katekolaminler osteoblastlar iistiindeki beta adrenerjik
reseptorlere baglanir. Farelerde yapilan calismalar leptin eksikligi ya da direncinin
gonadal fonksiyonlar azaltildiginda bile yiiksek KMY ile iliskili oldugunu
gostermistir.”® Bu olay adrenerjik sinyal yolu iizerine olan santral etkiye baglanmistir,
Artmig beta adrenerjik aktivite kemik kitlesini azaltabilir fakat diger yolaklar da
etkilenmis olabilir."®® Hepsi olmasa da bazi epidemiyolojik calismalar beta-
adrenerjik bloker kullanimi ile kirik riskinde azalma ve KMY’de artma
bildirmislerdir."®!

Adiponektin adipositlerden salinir. Normal kemik iligi dokusunda da bulunur.
Adiponektin diizeyleri obezitede, diyabette, insiilin rezistanst durumunda,
kardiyovaskiiler hastalik durumunda diiser. Hastalik siddeti arttik¢a diizeyi daha ¢ok
diser. Kilo kaybi adiponektin ekspresyonunda ve insulin duyarliliginda artigla
sonuglanir. Adiponektinin RANKL sinyal yolagi olan TNFa ile indiiklenen niikleer
transkripsiyon  factor-xB  aktivasyonunu  diizenleyebilecegi  belirtilmistir.'®
Adiponektinin non-diyabetik erken postmenopozal donemdeki kadinlarda lomber
vertebra ve femur KMY ’leri ile zit yonde iligkili oldugu gosterilmistir, leptinle boyle
bir iligki saptar1mam1§t1r.163 Adiponektinin siklooksijenaz 2 ekpresyonunu uyarmasi
ile BMP2 ve cesitli osteojenik belirleyicilere ait genlerin ekspresyonunun arttis;
buna ek olarak adiponektin reseptorii (AdipoR1) aracilifiyla p38 mitojen aktive

kinazin uyarildigi gdosterilmistir.  Ayrica adiponektin  varliginda osteojenik
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transkripsiyon faktorii Runx2’nin osteogenezin hizlanmasina katkida bulundugu da
gosterilmistir.'®*

Endo-kannabinoid reseptdrlerinin ve cesitli santral noral yollarin kemik
yeniden yapilanmast ile yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir.'%> 1%

Noromedin U ince barsakta submukozal ve miyenterik pleksusdaki sinir
hiicreleri yaninda dorsomediyal hipotalamik c¢ekirdek gibi beyin yapilarindan da
salinan noropeptiddir.'®” Néromedin Unun da santral sinir sitemi ve leptin bagimli

yollar iizerinden kemik yeniden yapilanmasini etkileyebilecegi 6ne siiriilmiistiir.'®®

2.3 RANK/RANKIL/Osteoprotegerin (OPG) sistemi ve osteoporoz

Iskelet sistemi fonksiyon ve biitiinliigiinii osteoblastlar ve osteoklastlar gibi
farkli kokenlerden orijin alan hiicrelerin etkilesimi ile saglar.'® Osteoklastlar
hematopoetik kok hiicrelerinden, osteoblastik hiicre serileri ise (stromal hiicreler,
kemik sira hiicreleri, osteoprogenitorler, preosteoblastlar, osteoblastlar, osteositler)
mezenkimal hiicre onciillerinden koken alirlar. Bu mezenkimal hiicre onciilleri ayrica
fibroblastlar, kondrositler, miyoblastlar ve adipositlere de farklilagabilir. Osteoblast-
osteoklast etkilesimi farklilagmanin degisik evrelerinde olabilir. 90° 11 yillarda kemik
iligi stromal hiicreleri ve osteoblastlar tarafindan TNF-alfa ailesine ait transmembran
glikoprotein olan osteoklastojenik ligand RANKL (niikleer faktor kappa B ligandin
reseptor aktivatoril) (TNF ile iliskili aktivasyonla indiiklenen sitokin = TRANCE)
tanimlanmistir. Bu molekiil hematopoietik hiicreler {izerinde Niikleer Faktor-kf3
reseptor aktivatorii (RANK) i¢in bir liganddir. RANK, TNF reseptor biiyiik ailesinin
bir diger iyesidir. 616 aminoasitten olusan homotrimerik bir transmembran
proteinidir. Bu proteine ait genin kromozom 1822 iizerinde oldugu bildirilmistir.'®
RANK proteininin osteoklast Onciilleri, olgun osteoklastlar, dendritik hiiceler ve
meme bezleri ile bazi kanser hiicrelerinde (meme ve prostat gibi) ekprese edilebildigi
bildirilmistir.'™

Kemik yeniden yapilanmasinin onemli bir hiicresel komponenti olan
osteositler osteoblastlardan koken alan ve kemik matriksi i¢inde gémiilii hiicrelerdir.
Mikrokiriklar ya da mekanik yiliklenmenin kaybi gibi ¢esitli uyarict faktorler ilk

olarak osteositler tarafindan algilanarak bu osteositlerin dendritik uzantilar1 aracilig
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171, 172

ile kemik yiizeyindeki osteoblastlara ve kemik sira hiicrelerine iletilir. Boylece

yeniden yapilanmanin ilk asamasi olan osteoklastogenez tetiklenir.'”

Membran bagli ya da salinabilir formda bulunabilen M-CSF, reseptorii olan
c-fms (proto-onkogen) ile etkileserek hematopoietik Onciillerin farklilagsmasi1 ve
cogalmasini uyarir. Bunu daha sonra preosteoklastlarda RANK ekspresyonu izler.
RANK ekprese eden osteoklast onciilleri ille RANKL eksprese eden osteoblastlarin
etkilesimi osteoklastogenez i¢in esastir (Resim 3) . Bu sayede NF-kB, c-Fos, aktive T
hiicrelerin niikleer faktdrii 1 (NFATcl) gibi transkripsiyonel faktorlerin rol aldigi
osteoklastojenik kaskad baslar.'”* PTH, paratiroid hormonla iliskili peptid (PTHrP),
TNF- o, IL-1, IL-11, tiroid hormonu, 1,25-(OH), vitamin D; ve PGE, gibi faktorler
RANKL aktivasyonu yoluyla osteoklastogenezi uyarirlar.2*

Osteoblastlar aynt zamanda RANKL’a baglanarak RANK/RANKL
etkilesimini bloke edebilen TNF reseptor biiyiik ailesinden bir tuzak reseptdr olan
osteoprotegerin (OPG) fretir ve salgilarlar. Wnt-beta kathenin sinyallesmesi
osteoblastik hiicrelerden osteoprotegerin ekspresyonunu direk olarak diizenler.'”
Kemik rezorbsiyonunu uyaran faktorler osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu
artirirken, bunlarn  bazilani OPG  ekspresyonunu da azaltirlar.'’® RANKL’m
osteoprotegerine oran1t (RANKL/OPG) osteoklastogenez diizeyini belirler.'””

OPG tiim canli modellerinde osteoklast olusumunu ve kemik rezorpsiyonunu
inhibe etmektedir ¢iinkii canlilarda osteoklast farklilasmasi mutlak olarak RANKL
ekpresyonuna bagimlidir.'™ Transgenik farelerle yapilan calismalar gdstermistir ki,
OPG’nin asir1 ekspresyonu osteopetrozise yol agmakta, OPG’den yoksun birakilmig
fareler ise siddetli osteoporoz fenotipi gostermekte ve artmig kirik riski
tasgimaktadirlar.' RANKL’a  karsi gelistirilen bir monoklonal antikorun
postmenopozal kadinlarda kemik rezorbsiyonunu wuzun siire inhibe ettigi
gosterilmistir .

RANKL’a kars1 gelistirilen insan monoklonal antikoru (denosumab)
osteoporozlu bayanlarda vertebral, non-vertebral ve kalca kirik riskinde azalma ile
iligkilidir."®® Yapilan iki faz 3 calismada Denosumab ile kemik déngiisii
belirleyicilerindeki azalmanin ve KMY’de meydana gelen artisin Alendronata gore

belirgin olarak fazla oldugu bildirilmistir."®" ' Kemik hiicreleri RANKL’mn

membran bagli formunu eksprese ediyor goriinmektedir, boylece RANK’mn aktive
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olmasi igin osteoblastlarin fiziksel olarak osteoklast oOnciilleri ile etkilegsmesi
gerektigi soylenebilir. Soliible(¢oziinebilir) RANKL membran bagli formun TNF-
alfa doniistiiriicii (converting) enzim (TACE), disintegrin ve metalloproteinaz 10
(ADAM 10), matriks metalloproteinaz (MMP) gibi proteinazlar tarafindan proteolitik
olarak ayrilmasi ile olusturulabilecegi in vitro caligmalarla gésterilmistir.183 Soliible
RANKL T lenfositlerce de iiretilebilir ve  RANK’1 baglamada membran-baglh
RANKL kadar aktiftir."®* Malign hiicreler membran bagli M-CSF, RANK, PTHrP,
sitokinler ve prostaglandinler iireterek osteoklastogenezi artirabilirler. Kemik iligi
stromal/osteoblastik hiicrelerinin yan1 sira aktive B ve T lenfositler, memeli
epitelyum hiicreleri, keratinositler, vaskiiler endotelyal hiicreler, sinoviyal
fibroblastlar, periodontal doku i¢indeki hiicreler, hipertrofik kondrositler de RANKL
iiretebilmektedir.'® Fizyolojik kemik yeniden yapilanmasinda stromal/osteoblastik
sira hiicrelerinin RANKL i¢in asil kaynak oldugu varsayilir. Bunun yaninda yapilan
insan deneyleriyle gosterilmistir ki postmenopozal bayanlarda T ve B lenfositlerden
izole edilen RANKL protein seviyesi pre-menopozal bayanlara veya post-menopozal
ostrojen replasman tedavisi alan bayanlara gore artmaktadir."®® Dolayisiyla seks
steroidlerinin kaybiyla iligkili olarak artmis kemik rezorpsiyonunda lenfositlerin
RANKL iiretiminde artis da dnemli rol oynuyor olabilir.

Osteoblast ve osteoklastlar arasindaki bir diger etkilesim Notch
sinyallesmesidir. Notch ligand1 osteoklastlar iizerinde ekprese edilirken,
osteoblastlarin Notch 1’den yoksun olmasi azalmis OPG firetimi ve osteoklast
sayisinda artisla sonuglanmistir.™ Dolayisiyla osteoblast-osteoklast etkilesimi Notch
sinyallegsmesini aktive ederek artmig OPG iiretimine, RANK sinyallesmesi ve
osteoklastogenezin inhibisyonuna katki saglayabilir.

OPG gen polimorfizmleri KMY’de farkliliklar ve osteoporotik kiriklarla
iliskili bulunmustur.'®®'® Buna ek olarak RANK/RANKL/OPG sistemi damarsal
kalsifikasyonla iliskili de olabilir.'™ " insanlarda yiiksek OPG serum diizeyleri
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kronik bobrek yetmezligi ile iligkili
goriinmektedir.""

Insanlarda RANK geni 1. ekzonunun aktive edici mutasyonu ile RANK-
aracili NF-kB sinyallesmesinde, osteoklast formasyon ve aktivitesinde artis oldugu

gérﬁlmﬁstﬁr.m RANK geni polimorfizmlerinin KMY ile iliskisi ¢esitli caligmalarda
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incelenmis olup cinsiyet, etnik kdken ve kemik bolgelerindeki farkliliklara bagh
olarak degisik sonuglar elde edilmistir."®® insanlarda heniiz RANK geni inhibe edici

mutasyon ya da delesyonu saptanmamustir.
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Resim 2.3 : Osteoklast farklilagsmasinin sematik sinyal kaskadi. Osteoklastogenez
RANKL,M-CSF ve bazi tanimlanamayan ligandlar {ireten osteoblastlar veya kemik
iligi stromal hiicreleri tarafindan desteklenir. RANK-RANKL erkilesimi TRAF6’y1
aktive eder, bu da NK-kB ve MAPK’yi aktive eder. Osteoklastogenez i¢in anahtar
bir transkripsiyon faktorii olan NFATc]’in uyarilmasi transkripsiyon faktorleri NF-
kB ve AP-1 bagimlidir. RANK i¢in diger bir kostimiilator sinyal, immun-reseptorler
(OSCAR, TREM-2) ile iligkili ITAM igeren uyarlayicilar (FcRy, DAP-12), kalsiyum
sinyallesmesini uyarirlar. NFATcl kalsiyum sinyallesmesi sonucu kalsindrin ile
defosforile edilerek c¢ekirdege tasinir. Kalsiyum/kalmodulin kinaz IV (CaMKIV)
cAMP cevap elemani baglayan proteini (CREB) aktive eden onemli bir kinazdir.
CREB osteklast farklilagmasi i¢in 6nemlidir. c-Fos uyarilmas1 da CREB aracilig: ile
de gerceklesebilir. Hiicre ¢ekirdeginde NFATcl AP-1, PU 1, MITF ve CREB gibi

transkripsiyon faktdrleri ile birlikte osteoklast spesifik genleri uyarmak igin caligir.'*
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2.4 Osteoporoz Tamsi I¢in KMY Olgiimii

Kemigin giicii kemik yogunlugu ve kalitesinden etkilenmektedir."! KMY’deki
her bir standart deviasyon azalma ile kirik riski arasinda agik bir korelasyon vardir ve
etkilenen bolgeye gore kirik riskini 1.5 ila 3 kat arasinda arttirir.'” Osteoporotik
frajilite kiriklarinin 6nlenmesi hospitalizasyon, dizabilitiye yol agmasi ve komorbid
durumlar acisindan Snemlidir. Ozellikle de kal¢a kiriklarmin, yol agtign medikal
harcamalar yaninda %20 kadarinin ilk y1l i¢cinde 6liimle sonuglanmasi nedeniyle de
onemi biyiiktir."”® Yaslanan niifustaki artmaya bagh olarak giiniimiizde ve ileride
osteoporoza bagli kiriklar gittikce daha ¢ok artacaktir. 2025 yilinda yillik kirik
sayisinin 3 millyondan fazla olacag: beklenmektedir.'”” Frajilite kiriklarmimn iliskili
oldugu morbidite ve mortaliteden uzun yillardir haberdar olunmasina ragmen, bu
konuda ilerleme osteoporoz tanisina kirik gelismeden tani konabilmesi ve etkili
tedavilerin gelistirilmesi ile saglanmigtir.'”®

Onceden olugsmus bir kirk varhigi gelecekteki kirik riskinin giiclii bir
belirleyicisidir. Var olan vertebra kirig1 hastalarda goreceli vertebra kirigi riskini 4-7
kat kadar arttirir, ayn1 zamanda diger iskelet bolgelerinde kirik olusma riskini de
arttirir.

Osteoproz ve kirik riskinde artisa neden olabilecek pek c¢ok faktor
siralanabilir. Kemik kayb1 ve osteoporotik kirik icin yas, KMY kadar énemli bir risk
faktoridiir ve KMY’den bagimsiz olarak kirik riskine katkida bulunmaktadir.'”
Bunun yaninda viicut kitle indeksi daha diisiik olanlarda KMY’nin de diisiik
olabilecegi bildirilmektedir.?”® Bu konuyla ilgili biiyiik bir ¢alismada agirhiktaki her 1
kg artisin lomber omurga KMY’sinde 0.004 g/cm?, femur boynu KMY’sinde ise
0.005 g/cm” artig ile korele oldugu bildirilmistir.**" Yagsiz kemik kitlesi fiziksel
aktivite diizeylerini yansitmasi agisindan 6nemlidir, yag kitlesi ise Ostrojen kaynagini
yansitmaktadir. Fakat yiiksek yag kitlesinin kas kitlesi de yiiksek oldugunda
koruyucu oldugu gosterilmistir.2*? Yag kitlesinin KMY iizerine etkisi daha ¢ok ileri
yaslarda olur. 60 yasindan genc¢ bayanlarda yagsiz viicut kitlesi esas KMY
belirleyicisi iken, 60 yas {stii bayanlarda viicut yag orant KMY ig¢in esas

belirleyicidir.?*?
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Etnik farkliliklarm KMY’ye etkisi yapilan cahismalarla gdsterilmistir.?*
Genis bir kohortta Afrika-Amerikalilarinin en yiiksek KMY degerine, Asyalilarin en
diisiik KMY ’ye, beyaz ve Ispanyol kadinlarinsa en yiiksek kirik riskine sahip oldugu
bildirilmistir.?®

KMY irklar arasinda farkliliklar gosterebilmektedir. Beyaz 1k diisik KMY
icin bir risk faktoriidiir.2*

40-60 yas arasi bayanlarda diisiik kemik kitlesi agisindan ¢esitli risk faktorii

olabilecek etkenler sistematik bir derlemede incelenmistir.2*®

Yiiksek kalsiyum alimi1
ile KMY arasinda bazi1 ¢alismalarda belli iskelet bolgelerinde iliski saptanmls‘ur,207
bazi calismalarda ise bdyle bir iligki saptamamamls‘ur.208 Bir calismada gecmiste
disiik kalsiyum alimi ile diisiik spinal KMY arasinda iliski bulunmustur.?”® Oral
kalsiyum suplementasyonunu takiben yaklagik 4 saat i¢inde paratiroid hormon
sekresyonunun azalmasi ile kemik rezorbsiyon parametreleri diiser. Ilerleyen
yaslarda kalsiyum ve D vitamini desteginin kalca kirik riskini azalttig
bildirilmistir.?"’

Fiziksel aktivite kemik mineral yogunlugu artisina ve barsaklardan kalsiyum
emiliminin artigia katkida bulunur.?'® Egzersiz daha belirgin olarak kortikal kemik
geometrisini ve kortikal KMYyi etkiliyor gibi goriinmektedir.?!!

Sigara yeni kemik yapmmni azaltabilir,?'? kalsiyumun emilimini bozabilir,*"?
erken menopoza yol acabilir, karaciger enzimleri aktivitelerindeki artis ile D vitamini
diizeylerinde azalmaya neden olabilir.*'* Biiyiik bir calismada sigara icmekte olanlar
ile hi¢ icmeyenler arasinda anlamli KMY farki oldugu, buna ek olarak giinde icilen
sigara ile D vitamini diizeyi ve osteokalsin diizeyleri arasinda negatif iliski oldugu

214 Meta-analizlerde de icilen sigara sayis1 ile KMY ’deki diisiis arasinda

saptanmistir.
doza bagimli iligki bildirilmistir. Yas ve viicut agirligina gore diizeltilmis istatistik
analizlerden sonra bile sigara i¢mis ya da igmekte olan kisilerde kemik kaybi daha
fazla olarak saptanmistir.?'> Mevcut sigara igiciligi sigara igmeyenlere gore anlamli
derecede kirik riski artigi ile birliktedir. En fazla risk artis1 kalga kiriginda olup,
eskiden sigara igme Oykiisii olanlarda da kirik riski hi¢ igmeyenlere gére anlamli
olarak yiiksektir fakat risk oranlari mevcut sigara icicilerinden disiiktiir.*'® Kirik

iyilesmesi de sigara icenlerde gecikebilir, yetersiz ya da bozuk olabilir.2"?
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Az miktarda alkol tiiketimi (gilinde iki birim veya daha az) KMY’yi arttirdig
bildirilmistir.>'® Fazla miktarda alkol tiiketiminin ise malniitrisyon, hormon
panelinde degisiklikler, kemik kitlesinde azalma, diisme sikliginda artisla beraber
artmus karik riski ve kirik iyilesmesinde gecikmeye neden oldugu bildirilmistir.*"

Giinliik 300 mg’a kadar kafein aliminin kemik yogunluguna etkisi olmadigi
bildirilmistir.?*® 300 mg/glin’lin daha iistiinde kafein alim1 varliginda 6zellikle diisiik
kalsiyum alimi da (<750 mg/giin) mevcut ise olumsuz etkilerin olabilecegi
bildirilmektedir.*""

Glukokortikoid tedavisi kemik kaybini hizlandirdigi ¢ok iyi bilinen bir
faktordiir. 6 ay veya daha uzun siireli olarak giinde 5 mg veya daha yiiksek dozda
prednisolon veya esdegeri glukokortikoid tedavisinin diisik KMY ile iliskisi
tanimlanmustir.*°

Tiroid hormon fazlaligi da KMY diisiikliigline neden olan bir diger durumdur.
Hipo ve hipertiroidizm artmis kirik riski ile iliskilidir.*' Luteinizan hormon-salan
hormon (LHRH) agonistleri, aromataz inhibitrlerinin de kemik kitlesini azalttig1
rapor edilmektedir. Buna neden olarak hipogonadizm yapmalar1 One
siiriilmektedir. 2% 223

Ayni sekilde anoreksiya nervosa da hipogonadizm nedeni olabilir.***

Kas-iskelet, gastrointestinal sistemleri ya da akcigeri tutan kronik inflamatuar
durumlar, kronik bobrek hastalig1 ya da organ nakli de azalmis KMY ve artmis kirik
riski ile birliktedir.***

Ge¢ menars yast ve diisik KMY arasindaki iliskinin incelendigi dort
calismadan ikisinde anlamli bir iligki saptanamamlskenf%’ 227 baz1 caligmalar gec
menars yasi olan bayanlarda KMY ’nin daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.?"” Geg
menars yasi diisiik KMY i¢in mindr bir risk faktorii olarak degerlendirilebilir.

Reproduktif donem icinde amenoreik donem varhig ile diisik KMY
arasindaki iligki tartismalidir. Bu konuda literatiirde ¢calismalarda farkli sonuglar elde
edilmigstir. 3 ay veya daha uzun siireli amenoreik donem ile KMY ilisgkisini inceleyen

bir calismada herhangi bir iligkiye rastlanmanustir.??®

Bu durum uzamis amenore
durumunda meydana gelebilecek kemik kitlesindeki kaybin menstruasyonun tekrar
baslamasi ile yeniden kazanilabilecegi, bu yiizden ge¢ donemde amenoreik donemin

etkisinin fark edilemeyebilecegi seklinde aciklanabilmistir.
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Hamilelik ve laktasyon Ostrojen ve prolaktin diizeylerinde degismelere neden
olur. Gebeligin tgiincli trimasterinde plasental Ostriol yapimi artisina bagli olarak
Ostrojen diizeyleri artarken, laktasyon sirasinda prolaktin artisina  bagh
hipodstrojenemi olur. Doruk kemik kitlesine erigmis bir kadinda gebelik asir1 kemik
rezorbsiyonuna neden olmazken, erken yasta ya da ergenlikte gebelik doruk kemik
kitlesine ulasmay1 zorlastirabilir.”*® Parite ve laktasyon oykiisii ile KMY arasinda

yapilan ¢alismalarda anlamli bir iliski saptanamamigtir.22” 27

Laktasyon sirasinda
kal¢a ve omurga KMY ’lerinde meydana gelen yaklasik %5-7 kayip siitten kesilme ve
menstruasyonlarin baglamasini takiben 6-12 ay icinde geri kazamlabilir.*

Menopoz varlig1 ve menopozdan beri gecen yil sayist KMY ile agikar olarak
negatif korelasyon gostermektedir.?”

Ailede birinci derece yakinlarda frajilite kirigr varligi diisiik KMY ve kirik
riski ile iliskili olabilir. !

Dual enerji X-151m1 absorpsiyometri (DXA/DEXA) klinik pratikte rutin
kullanima 1987 yilinda girmistir.>*? Bunu takiben de Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
postmenopozal beyaz irktan bayanlarda omurga, kalga ve 6n kol DEXA 6l¢timii ile T
skorlarina gore osteoporoz agisindan bir smiflama yapmustir.*?

Postmenopozal bevyaz kadinlarda omurga, kalca ve Onkolda kemik mineral

yogunluguna gore WHO siniflamasi: >

Normal: T skoru>-1.0
Osteopeni: -2.5 < T skoru <-1
Osteoporoz: T skoru <-2.5

Yerlesmis osteoproz: T skoru < -2.5 ve bir ya da daha fazla frajilite kirig

varligi

Son yillardaki en Onemli gelisme hastalarin sahip olduklar1 klinik risk
faktorleri ve kalca DEXA incelemesi kombinasyonu ile 10 yillik kirik olasiliginin
hesaplandig1 kirik riski degerlendirme aracinin (FRAX) sunulmasidir.**

Gilinimiizde DEXA ile KMY Odl¢limleri osteoporoz tanisi, kirik riskinin
degerlendirilmesi ve tedavinin izlenmesinde 6nemli bir role sahiptir.>*® Genellikle
tercih edilen metod santral (central) DEXA yontemi ile proksimal kalgca ve lomber
omurga KMY olciimiidiir.”®” Bunun nedeni kalca KMY 6lciimiiniin kalca kirik

riskini degerlendirmek icin en kullanisli yOntemken, lomber omurga KMY
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Ol¢iimiiniin ~ tedavi  monitorizasyonu icin en kullanigh  yontem olarak
bildirilmesidir.>** ¥ Pratikte periferik DEXA (pDEXA) (6n kol, topuk, el
parmaklar1) ve kantitatif ultrason (QUS) (topuk, tibia, patella vs.) yoOntemleri
kullanilarak yapilan Slgiimler santral DEXA 6l¢iimii ile zayif olarak koreledir.?*
Degerlendirme esnasinda tam igin en disik degerlerin almmasi Onerilir.*!
Postmenopozal beyaz kadinlarda ve 50 yas iistii erkeklerde kalga ve omurga DEXA
6l¢iimlerinin WHO’ nun tanimladigi T skoruna gore osteoporoz siiflamasina gore
yorumlanmas: konusunda goriis birligi mevcuttur.**!

DEXA yoOnteminin avantajlart hizli degerlendirme, bireyleri pozisyonlama
acisindan kolayligi, diisiik radyasyon dozu (radyasyona maruz kalma degeri omurga
icin 2 puSv, proksimal femur i¢in 5.4 uSv iken gogiis radyografisi i¢in 25-60 puSv’dir),
duyarli ve hassas bir 6l¢iim saglamasi olarak siralanabilir.

DEXA olcumiinde belirlenen T ve Z skoru hesaplanmast:

Z skoru: (Olglilen KMY-yasa uygun ortalama KMY)/ yasa uygun
populasyonun standart deviasyonu

T skoru: (6lgiilen KMY-genc eriskin ortalama KMY)/gen¢ eriskin
populasyonun standart deviasyonu

DEXA sonuglariin rapor edilmesi oncesi 6l¢iim goriintiileri dikkatle gézden
gecirilerek kemik ya da yumusak doku iizerinde sonucu etkileyebilecek artefakt
olmadigindan ve goriintiillemenin dogru sekilde yapilip analiz edildiginden emin
olunmalidir. Yash bireylerde-6zellikle 65 yas ve istii-omurga DEXA Olc¢limii
dejeneratif degisiklikler ve osteofitlere bagli olarak yalanci yiiksek kemik mineral
yogunlugu ile sonuglanabilir. Gézden gecirme sirasinda bu tip vertebralar analiz dis1
birakilmalidir. Omurga degerlendirmesinde uygun en az iki vertebra olmalidir.**!

Uzun donem takip ¢aligmalar1 sonucunda diisitk KMY ile tiim kirik tiplerinin
insidansinda artis oldugu, kalga KMY’sinin omurga veya diger periferik bolge KMY
olciimlerine gore daha kuvvetli iliskide oldugu saptanmustir.2*? 23

Ward’s tiggeni 6l¢iimii tani i¢in kullanigh degildir, nerilmemektedir.*!

On kol KMY &l¢iimii rutinde dnerilmemektedir. Bununla beraber paratiroid
hormonun kortikal kemik tizerine katabolik etkisi bilinmektedir, radius distal %33’1
uygun kortikal yap1 saglamasi nedeniyle primer hiperparatiroidi degerlendirmesinde

6n kol KMY ’si kullanilir.2*
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Premenopozal bayanlar ve 50 yas alt1 erkeklerde ve cocuklarda ise T skoru
degil, Z skoru degerlendirmesi kullanilmasi 6nerilmektedir. -2.0 ya da daha diigiik Z
skoru yasa gore beklenen araligin altinda olarak yorumlanir ve kemik kaybi etyolojisi

acisindan inceleme gerekir.241

2.5 Genetik ve Hastaliklarin iliskilendirilmesi

Mendel kanunlar1 Avusturyali bir papaz olan Gregor Mendel 'in genetik
ilmiyle ilgili olarak buldugu biyoloji kanunlari. Manastirin bahgesinde bezelyeleri
birbirleriyle caprazlayarak (eslestirerek) kalitim icin ilgi ¢ekici sonuglar buldu.
Bugiin bu sonuclar Mendel kanunlar1 adiyla anilmaktadir. Caligsmalarimi yaptigi
donemde kromozom ve genlerin varlig1 bilinmemesine ragmen, 6zelliklerin "faktor"
adin1 verdigi birimlerle nesilden nesile aktarildigini sdyledi. Bugiin bu birimlere, gen
denmektedir. Mendel 1857 yilinda bezelyelerle yaptig1 ¢alismalar sonucunda kalitim
yasalarini bulmustur. Bunlar:

1- Estiplilik (Izotipi) kanunu; cesitli kalitsal karakterlerin, faktorleri (genler)
tarafindan kontrol edildigini ve bu faktdrlerin g¢iftler halinde bulundugunu ifade
etmektedir.

2- Baskinlik(dominantlik) kanunu; c¢iftler halinde bulunan faktorlerden
(genlerden) biri digerini maskeleyebilir veya varligini1 gostermesine mani olabilir.

3- Ayrilma kanunu: Kalitsal belirleyiciler gamet hiicreleri aracilifi ile dolden
dole nakledilir. Esey hiicreleri olusumu sirasinda, ayrilan allellerin taksimi tamamen
bagimsiz ve esit sekilde gerceklesir. Ornegin Ss allel ¢ifti tastyan bir annenin allelleri
S ve s “dir. Olusacak esey hiicresine, bu karakter belirliyicisinin S alleli iletilir, diger
hiicreye de s alleli iletir. Her esey hiicresi her bir karaktere ait sadece bir allel
tagtyabilir.?**

Genom terimi, 1920 yilinda Alman botanik¢i Hans Winkler tarafindan tiim
haploid kromozom seti igindeki gen toplulugu olarak tanimlandi. Giiniimiizde bu
terim, sadece genleri degil haploid kromozom setindeki tiim DNA’y1 da i¢ine alacak
sekilde genisletildi. Insan genomunda yaklasik 3 milyon niikleotid bulundugu
belirtilmektedir (A, C, T ve G). Gen terimi ise bir polipeptidin yapisi, m-RNA veya
t-RNA yapisim1 tayin eden niikleotid dizisidir. Gen, kalitimin temel fiziksel ve

islevsel birimidir.
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Insan genomunun sadece %2-3’ii genler tarafindan temsil edilmektedir. Insan
genomunda yaklagik 30,000-35,000 arasinda gen bulundugu diisiiniilmektedir. Hepsi
birbirinden farkli olmakla beraber, bir gende ortalama 3000 niikleotid vardir. Insan
genomu Homo sapiens'in genomudur. 23 kromozom ¢ifti iizerinde bulunur,
bunlardan 22 ¢ifti otozomal kromozomdur, kalan ¢ift ise cinsiyeti belirler. Haploid
insan genomu toplam 3 milyar DNA baz ¢iftinden biraz fazla uzunluktadir. Insan
genleri kromozomlar iizerindeki dagilimi homojen degildir.

Insan Genom Projesi ile elde edilen 6kromatik insan genom referans dizisi
biyomedikal bilimlerde kullanilmaktadir.**

Haploid insan genomu tahminen 20,000-25,000 protein-kodlayict gen
icermektedir. Okaryot genlerinde DNA'nin kodlanan dizisine ekzon adi verilir. Once
RNA'ya daha sonra da polipeptide terciime edilecek olan ve birbirinden kodlama
yapmayan intron parcalari ile ayrilan dizilerdir. DNA protein kodlayic1 diziler (yani
ekzonlar) insan genomunun %]1,5'inden azini olusturur, geri kalant RNA genleri,
diizenleyici diziler, intronlar ve "¢op" DNA'dan olusur.**

Genom haritast1 genom dizisinden ¢ok daha az ayrintilidir ve esas amaci
genomda belli bir bolgeyi bulmaktir. Varyasyon haritasina 6rnek Uluslararasi
HapMap Projesi tarafindan olusturulmakta olan HapMap'dir. HapMap, Ingilizce
Haplotype Map'in (haplotip haritasi) kisaltmasidir, "DNA dizi varyasyonlarinda
goriilen ortak oriintiileri betimleyecek" bir insan genom haritasidir.>*® Genomdaki
kiiciik olcekli (yani tek bazlik) varyasyonlarin Oriintiilerini kataloglamaktadir.
Ingiltere, ABD, Kanada, Japonya, Nijer ve Cin’den 200 bilim adaminin ¢alistig1, bir
0zel kamu ortakligi olan Uluslararast HapMap Konsorsiyumu, Asya, Afrika ve
ABD’den 269 kisinin kanlarindan alinan DNA orneklerini kullanarak HapMap
haritasin gelistirdi. Insan genetik kodlarmi olusturan 3 milyar harfin dizilimlerini bir
haritada birlestiren Insan Genom Projesi (HGP) i¢in kullanilan DNA, ad1 bilinmeyen
12 goniilliiden alinmistir. Akraba olmayan herhangi iki insanin genom sekansi sadece
%99.9 oraninda benzerdir, tam bir sekans yoktur. DNA’nin 3 milyon baz ciftindeki
%0.1°1ik fark ¢ok ilging bir sekilde bizi birbirimizden ayirmaktadir. Kalitsal
hastaliklara yol acan gen mutasyonlar1 biitiin olarak populasyonda olduk¢a nadirdir
ve bundan dolay1 bu varyasyonlarin sadece ¢ok az bir kismindan sorumlu olmaktadir.

Cok biiylik kismi, ¢esitli ve farkli varyantlarin (allellerin) olduk¢a yaygin oldugu

29



sekans polimorfizmlerinden olusmaktadir. Birgok ulustan bilim adamlarinin biraraya
gelmesiyle yapilan calisma sonucunda, simdi de bu yiizde 0.1°lik farki agiklamak
icin Hapmap haritasi ¢ikarilmistir.

Tek baz ¢ifti degisiklikleri tek niikleotid polimorfizmi (ingilizcesi single
nucleotide polymorphism' in kisaltmasi SNP olarak bilinir) adim1 alir. SNP’ler
genomda tek bir niikleotid degistiginde agiga ¢ikan DNA dizi varyasyonlaridir.
Ornegin  bir SNP, DNA dizisini AAGGGCTAA’dan>ATGGGCTAA’ya
degistirebilir. SNP’ler transisyon- bir piirin bazin (A,G) diger bir piirin bazina veya
bir pirimidin bazin (C,T) diger pirimidin bazina degismesi- ya da transversiyon-bir
plrin bazinin bir pirimidin bazina degisimi veya tersi- seklinde gerceklesebilir. Tek
niikleotid pozisyondaki varyasyon terminolojisi allel frekansi ile agiklanmaktadir.

Bir insan1 digerinden farkli kilan SNP’lerin farkli dizilimleridir. HapMap
projesi SNP’lerin bolge bolge gruplandigini (haplotipler) ve enformasyon bloklari
olarak insandan insana kalitim yoluyla gectigini gdstermektedir. Insanlarda yaklasik
10 milyon SNP bulunmakta ve biraraya gelmis bir SNP setine ise “haplotip”
denilmektedir. SNP’lerin DNA’mizda bulunup bulunmamasi bizi bu haplogruplarin
icine dahil eder. Zamanla genom i¢inde yeni SNP’ler dolayist ile yeni haplogruplar
olusabilmektedir.

Arastirmacilar, DNA dizisinde biiylik olgekli yapisal varyasyonlarin ilk
haritasin1 Mayis 2008'te yayimladilar. Biiylik 6l¢ekli yapisal varyasyonlar, kisilerin
genom dizileri arasinda uzun DNA dizilerinin toptan eklenmesi, kayb1 veya yer
degistirmesinden olusan farkliliklardir.

Genetik bilgiyi tasiyan belli bir kromozom bdolgesindeki (lokus) gen dizileri
bireylerde alternatif sekillerde bulunabilir, bunlar o genetik dizinin allelik formlar
olarak adlandirilir. Bir¢ok gen i¢in tiim bireylerde o gen dizisi tek bir sekilde bulunur
ve ‘wild-type’ (dogal tip) olarak adlandirilir. Bir toplumda farkli diziler belli bir
siklikta bulunuyorsa bu durum o lokusun polimorfizmi olarak tanimlanir. SNPler
kromozomal bolge isaretleyicisi olarak kullanilabilir. Cilinkii hibridizasyon veya PCR
yontemleri allelleri tanimlamak ve tespit etmek i¢in kullanilmaktadir.

Her ebeveynin kromozom ¢iftleri farkli SNP’lere sahip olacagindan, her
cocuga aktarilan farkli SNP saptanabilir. Mutasyon ise DNA sekansindaki hastaliga

neden olan degisiklik olarak tanimlanir. Genomik, kromozomal ve gen mutasyonlari
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olabilir. Gen mutasyonlari nokta mutasyonlari, delesyonlar, insersiyonlar, ¢erceve
kaymasi mutasyonlari, duplikasyonlar ve triniikleotid tekrar uzamalar1 seklindedir.
Klasik olarak fenotipe olumsuz etkisi olan her tiir DNA varyanti mutasyon kabul
edilirken etkisiz ya da benign etkili varyantlar polimorfizm olarak kabul edilmistir.
Ancak multifaktoriyel hastaliklarin genetigi ile ilgili son ¢alismalar polimorfizmlerin
de bir araya gelerek ya da cevresel faktorlerle etkileserek fenotipe etkisi olabilecegini
diistindiirmektedir. Bir diger tanimlama ise toplumda az rastlanan allelin siklig1 %1
den siksa polimorfizm, eger daha nadirse mutasyon olarak yorumlamanin dogru
oldugu seklindedir.**’

Insan genetik varyasyonu iizerine yapilan ¢ogu arastirma, SNP’ler iizerine
yogunlagmistir. SNP’ler genomun hem kodlama yapan hem de yapmayan
bolgelerinde agiga cikabilir. Birgok SNP’nin hiicre fonksiyonu iizerine higbir etkisi
yoktur, ancak bilim adamlar1 digerlerinin insanlar1 hastaliklara yatkin hale
getirdigine ya da bir ilaca verecekleri cevabi etkiledigine inanmaktadir.

Tibbi genetik acisindan genetik hastaliklarin  ana tipleri su sekilde
gruplandirilabilir:

1. Tek gen hastaliklari: (Mendelyen veya monogenik): Bir tek gen veya gen
ciftinin etkisiyle olusan, basit kalitim paternine sahip hastaliklardir.

2. Kromozom anomalileri: Down veya Turner sendromlarindaki gibi sayisal
ve yapisal kromozom bozukluklaridir.

3. Multifaktoriyel hastaliklar: Genetik ve genetik dis1 etkilerin bilesimi
sonucu olusan hastaliklardir (demans, epilepsi, migren, kanserler gibi).

Toplumdaki hastaliklarin ¢gogu bir veya daha fazla gen ile gevresel faktorlerin
etkilesimini iceren karmasik (kompleks) etyolojiye bagli olarak gelisir. Bu hastaliklar
da bazen tek bir gen hastalig1 olusturabilir, bazen de diger genler veya cevresel
faktorler genetik yatkinlia eklendigi zaman aymi hastalik gelisir. Toplumda sik
goriilen diger hastaliklar gibi norolojik hastaliklarin bazilar1 Mendel tipi ya da

Mendelyen kalitim 6zelligi, ¢ogu ise kompleks kalitim 6zelligi gosterir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Calisma Evreni

Calisma evrenini 2008-2010 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali poliklinigi ile Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali’na bagli Menopoz-Osteoporoz poliklinigi’ne
osteoporoz arastirilmak iizere basvurup takip ve tetkik edilen, yaslar1 45-65 arasinda
olan postmenopozal kadinlar olusturdu. Calismay1 kabul eden tiim goniilliiler igin
olgu rapor formu dolduruldu. Olgu rapor formuna boy ve kilo degerleri, 6§renim ve
medeni durumlari, menars ve menopoz yasi, reproduktif siire i¢inde amenoreik
donem varligi ve siiresi, hamilelik 6ykiisii (canli dogum, diisiik ve kiirtaj sayist ve
gebe olarak gecirilen siire), emzirme siiresi, alkol ve sigara kullanimi, giinliik
kalsiyum alimi, fiziksel aktivite diizeyleri, kirik dykiisii, aile oykiisiinde kirik varligt
ile ilgili bilgiler kayit edildi. Olgularin beden-kitle indeksleri kg/m® cinsinden
hesaplandi. Olgularin 6l¢iilmiis olan femoral ve lomber bolge KMY degerleri ve T
skoru degerleri kaydedildi.

3.2 Caliymaya Alinma Kiriterleri

Calismay1 kabul eden olgular normal (kontrol) ve diisiik KMY degerine sahip
(hasta) olmalaria gore iki grupta incelendi.
Diisilk KMY’li (Hasta) grup i¢in:

1) 45-65 yas arast olmak

2)Herhangi bir bolge T skorunun < -1 olmasi

3)Postmenopozal donemde olmak = En az 1 yildir spontan adet gérmiiyor
olup, spontan menopoza girmis olmak.
Normal KMY’li (Kontrol) grup i¢in:

1) 45-65 yas aras1 olmak

2) Tiim bolge T skorlarinin >-1 olmasi

3) Postmenopozal donemde olmak: En az 1 yildir spontan adet gérmiiyor

olup, spontan menopoza girmis olmak.
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3.3 Dislama Kiriterleri

1. Gegmiste ya da su anda herhangi bir kemik hastalig1, metabolik hastalik,
kemik metabolizmasin1 etkileyecek otoimmiin ya da endokrin hastalik ve bu
hastaliklarla iliskili tedavi Oykiisii (hipertiroidizm-hipotiroidizm, hiperparatiroidi-
hipoparatiroidi, Cushing Hastaligi, Addison Hastaligi, akromegali, Paget hastaligi,
osteomalazi, tip 1 veya tip 2 diabetes mellitus, vs.)

2.Inflamatuar romatolojik patoloji Oykiisii (sistemik lupus eritematozus,
romatoid artrit, ankilozan spondilit, sistemik sklerozis, kollajen doku hastaligi, vs.)

3.Diisiik KMY” ye neden olabilecek norolojik hastalik varligi (inme, motor
ndron hastaligi, MS, MG, vs.) ya da 3 aydan uzun siireli immobilizasyon dykiisii

4 Bisfosfonat/SERM/kalsitonin/stronsiyum ranelate/kalsiyum ve D vitamini
preparat1 vb. gibi KMY” yi etkileyecek herhangi bir tedavi aliyor olmak ya da almis
olmak

5. Oral/inhaler/intravendz glukokortikoid tedavisi aliyor ya da gegmiste almis
olmak 6. Malabsorbsiyon Oykiisii

7. Kalp yetmezligi

8. Karaciger yetmezligi

9. Kronik bobrek hastaligi

10. Antikoagiilan tedavi aliyor ya da almis olmak

11. Malign hastalik oykiisii

12. Antikonviilzan ilag kullanim1 ya da oykiisii

13. Son 4 ayda hormon replasman tedavisi almis olmak

14. Kronik alkolizm varligi ya da oykiisii

15. Cerrahi menopoz oykiisii

16. 40 yasindan 6nce menopoza girmis olmak

3.4 Arastirmanmn Etik Yonii

Kesitsel ve gozlemsel bir calisma planlandi. Olgulara tetkik kapsaminda
miidahale yapildi. Genetik inceleme c¢alismasi olmasi nedeniyle, tiim olgulardan
genetik ¢alismalar icin bilgilendirilmis yazili onam formu alind1 (Etik kurul onay

tarihi & Karar No: 26/11/2008 & 08-11/5).
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3.5 Ol¢iimler

Calismaya dahil edilme kriterlerini karsilayan tiim olgularda su Olglimler
kayit edildi: Beden-Kitle indeksi(BKI=BMI)(kg/m’) : Boy/(viicut agirhgi)’ formiilii
ile hesaplandi.

KMY degerleri: Hologic QDR 4500 dual enerji X-ray absorbsiyometri ile Ol¢iilmiis
olan L1-L4 vertebra ve proksimal femur bolgeleri KMY degerleri ve T skorlari
kaydedildi.

Giinliik kalsiyum alimi : Calismaya katilan olgulardan yazilis sekli diyetisyen
yardimiyla standart format seklinde hazirlanip tarif edilen 3 giinlik diyet kaydi
istendi. Bu yontemle elde edilen beslenme verileri degerlendirilerek giinliik ortalama
kalsiyum alim degerleri bir yazilim programi Beslenme Bilgi Sistemi (BeBiS
versiyon 6.0, 2006) yardimiyla hesaplandi.

Fiziksel aktivite skoru : Calismaya katilan olgularin fiziksel aktivite diizeyleri
Tiirkiye’de gecerlilik ve gilivenilirlik ¢aligmasi yapilmis olan Uluslararasi Fiziksel
Aktivite Anketi (UFAA - International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)) ile

belirlendi.?*®
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3.6 Genetik Analiz

3.6.1 DNA izolasyonu

Hasta grubu olarak 100 ve kontrol grubu olarak 78 olmak {izere toplam 178
olgudan 2 ml EDTA’ll kan alindi. Olgularin DNA izolasyonlar1 MagnaPure LC
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) kiti ile belirtilen protokole
uygun sekilde gergeklestirildi. Izolasyon basaris1 %2’lik agaroz jelde konfirme
edildi.

3.6.2 RANK geni C421T polimorfizmi saptanmasi

RANK geni ekzon 4’te bulunan C421T polimorfizminin saptanmasi amaciyla;

F: tctgggctggatgttggatage, R: tagcaccctggagetttettge primerleri kullanilarak PCR (polimeraz
zincir reaksiyonu) islemi gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PCR reaksiyon
karigimi 25 ul 'dir; 12.2 ul distile su, 2.5 ul 10X PCR buffer, 2 ul MgCl, (25mM), 1 ul
dNTP (deoksiniikleotid trifosfat) (4x25 p mol), 1’er pl primerler ve 0.3 pl Taq polimerazdan
(Fermentas) olusan karisim 0,2 ml’lik reaksiyon tiiplerine dagitildi ve en son 5’er pl DNA
ornekleri eklendi. PCR kosullari; 95°C-3 dk, 95°C-40 sn / 56°C-40 sn/72°C-45 sn: 33 siklus,
72°C-10 dk olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon {irlinleri, program tamamlandiktan
sonra +4°C'de saklandi. Islem sonrasinda PCR fiiriiniin icerisindeki fazla PCR bilesenlerinden
ayrilmasini saglamak amaciyla 1. Purifikasyon islemi yapildi (Fermentas Genejet PCR
Purification Kit). Piirifikasyonu takiben zincir sonlandirma yontemi, Big Dye Terminator kit
(Applied Biosystems) kullanilarak cycle sequencing (sekans iglemi) protokole uygun olarak
standart tekniklerle gerceklestirildi. Sekans iglemi sonrasinda ortaya ¢ikan PCR iirliniiniin
igerisindeki florasan igaretli ddNTP’leri (dideoksiniikleotid trifosfat) ve diger PCR
bilesenlerini ortamdan uzaklastirmak amaciyla 2. Piirifikasyon iglemi gerceklestirildi (Zymo
Research DNA Sequencing Clean Up Kit). Piirifikasyon sonrasi ABI 310 (Applied
Biosystems) cihazinda sekans protokolii izlenerek drnekler yiiriitiildii. Gene-Mapper yazilim
programi kullanilarak her o6rnek icin analiz yapildi. Chromas Programi kullanilarak,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov** adresine girilip RANK geni ekzon 4 bolgesindeki 421.
pozisyonda genotiplendirme yapildi (Resim 3.1).
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Resim 3.1 : C421T polimorfizmi i¢in sekans analizi

3.6.3 RANK geni C575T polimorfizmi saptanmasi

RANK geni ekzon 6’da bulunan C575T polimorfizminin saptanmasi amaciyla
F: ggggattcaaatgtccaagaagg, R: catgcacgggatgaaataaaggg primerleri kullanilarak
PCR islemi gerceklestirildi. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan PCR reaksiyon karigimi 25
pl 'dir; 12.2 pl distile su, 2.5 pl 10X PCR buffer, 2 pl MgCl, (25mM), 1 ul ANTP
(4x25 p mol), 1’er pl primerler ve 0.3 pl Taq polimerazdan (Fermentas) olusan

karistm 0,2 ml’lik reaksiyon tiiplerine dagitildi ve en son 5’er ul DNA Ornekleri
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eklendi. PCR kosullari; 95°C-3 dk, 95°C-40 sn/56°C-40 sn/72°C 45 sn: 33 siklus,
72°C-10 dk olacak sekilde ayarlandi. Amplifikasyon {iriinleri, program
tamamlandiktan sonra +4°C'de saklandi. PCR iirlinlerinin agaroz jel
elektroforezinden amplifikasyonun olusum kontrolii yapildiktan sonra enzimatik
kesim islemi yapildi. PCR-RFLP yonteminde Ssil enzimi kullanildi. Enzim kesimi
kosullart;

PCR iriinii: 10 pl, Buffer: 2 pl, Ssil enzimi: 1 pl - 37°C’de 2 saat
inkiibasyon.

Restriksiyona ugramis PCR Urinlerinde amplifikasyonun olup olmadiginin
kontrolii %3.5' lik agaroz jelde yapildi. Ornekler jele yiiklenirken kesim Griinleri Gizerine 5ul
orange G (ylkleme tamponu) eklendikten sonra 13 pl’ si jeldeki kuyucuklara yiklendi.
Yirtyus panallerine gore degerlendirildikten sonra gérintilendi. Kesilmemis PCR Grinid 353
bg olarak belirlendi. Genotip CC olmasi durumunda 188-130-36 b¢’lik bantlar elde edilmesi
planlandi. CT genotipinde 316-188-130-36 b¢ ve TT genotipinde 316-37 bg bantlar1

olusmasi beklendi (Resim 3.2).

Tl (CTACC

1

Resim 3.2: C575T polimorfizmi i¢in enzim kesimi.
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3.7 istatistiksel Analiz

Normal dagilima uyan siirekli degiskenler (0rnegin yas, boy, KMY
degerleri,) ortalama ve standart sapma (mean+SD), normal dagilima uymayan siirekli
degiskenler (6rnegin emzirme siiresi, fiziksel aktivite skoru) ortanca ve ¢eyreklikler
aras1 fark (median+IR) olarak verildi. Niimerik degiskenlerde normal dagilima
uygunluk Shapiro-Wilk istatistiksel analizi ile test edildi. Gruplar arasi farkin 6nem
kontroliinde normal dagilima uygunluk gosteren degiskenler icin (karsilastirilan grup
sayisina gore) student t-test ya da tek yonlii ANOVA, normal dagilima uygunluk
gostermeyen degiskenler i¢in Mann-Whitney U testi segildi. ANOVA testin 6nemli
bulunmasi durumunda ¢oklu karsilastirma analizi Bonferroni diizeltmesi ile yapildi.

Smiflamali (6rnegin genotip sikliklari, allel sikliklar1) degiskenler icin hasta-
kontrol gruplarinda ¢apraz tablolar olusturuldu ve ki-kare istatistiksel analizi yapildi.

Hasta-kontrol grubunda birlesik genotiplerin risk oranlarinin belirlenmesi i¢in
lojistik regresyon analizleri yapildi ve Odds oranlart (OR) hesaplandi.

RANK geni ekzon 4 C421T ve ekzon 6 C575T polimorfizmleri i¢in hasta ve
kontrol gruplarinda incelenen bolgelerdeki KMY aritmetik ortalamalarinin
karsilastirilmasinda KMY degeri degisikliklerinde etkisi olabilecegi diisiiniilen yas,
kilo, boy ve menopoz siiresi degiskenlerinin etkisi arindiriltiktan sonra
polimorfizmler arasi1 farkin 6nem kontrolii i¢in genellestirilmis dogrusal model
(GLM) yontemi kullanildi.

Istatistik dnemlilik (anlamlilik) esik diizeyi olarak 0,05 alind1 (p<0,05). Tiim
analizler i¢cin SPSS 18.0 paket programi kullanildi.

Kontrol grubunun Hardy-Weinberg esitligi, birlesik haplotip frekanslari ve
anlamlilig1 analizi icin HelixTree Versiyon 5.0.0 genetik analiz yazilim programi

kullanildi.
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4.1 Olgulara Ait Ozellikler

4. BULGULAR

Calismaya onay veren, calismaya dahil edilme kriterlerini tamamen

karsilayan npagea: 100, ngonerol: 78 olacak sekilde 178 kadin incelendi (Tablo 4.1).

Hasta ve kontrol grubu arasinda yas agisindan anlamli fark yoktu. Viicut

agirligi, BKI ve alkol tiiketim sikligi kontrol grubunda anlamli olarak yiiksek

saptandi. Menars yasi, menopoz yasi, canli dogum sayisi, diisiik ve kiirtaj sayisi,

emzirme siiresi, iireme caginda toplam kalinan siire, iireme caginda toplam gebe

kalinan stire, fiziksel aktivite skoru, giinlik kalsiyum alimi ve sigara aligkanligi

acisindan kontrol ve hasta grubu arasinda anlamli fark gozlenmedi. Menopozda olma

siiresi agisindan iki grup ortalamalar1 arasindaki fark anlamli degildi (p:0,062).

Tablo 4.1 : Kontrol ve hasta

grubun demografik verileri ve bazi karakteristik

ozellikleri

DEGISKEN KONTROL HASTA Toplam p’

n:78 n:100 N:178 degeri

Yasg (y11) 54,5+4.9 54,8+4,7 54,7+4,8 0,630
Viicut agirhigi (kg) 75,2+10,2 69,4+9.4 71,9+10,2 <0,001**
Boy (cm) 158+6 158+6 158+6 0,346
VKI (kg/m’) 29,9+4,1 27,943,7 28,7+4 0,001 %
Menars yasi (yil) 13,3+1,5 13,3£1,4 13,3+1,5 0,752
Menopoz yast (yil) 48,7433 48439 48,3+3,6 0,238
Menopozda olma siiresi (yil)* 5,87 6,87 6,4+£6,3 0,062
Emzirme siiresi (toplam, ay)* 21,7+24 26,2+28 24,2+29,1 0,519
Ureme caginda toplam kalinan 35,4+3,6 34,8+4,3 3544 0,342
stire (y1l)
Ureme ¢aginda gebe kaldigi siire | 99,6+46 102,2+40 101,1+42 0,432
(toplam, ay)*
Fiziksel aktivite skoru (MET)* 1187,3£995 955,2+1089 | 1056,9+1040 | 0,241
Gunliik kalsiyum alimi (mg/giin) | 700,84+205,8 | 730,8+248,4 | 720,6+230 0,380

Hig tilketmeyen (n , %) | 67 (85,9) 94 (94,0) 161 (90,4) 0,035%*
Alkol Haftada 1 giinden az 10 (12,8) 3(3,0) 13 (7.,3)
tiketim | (n, %)
sikligt Haftada 1-2 giin 1(1,3) 3(3,0) 4(2,2)

(n, %)

Hig igmemis (n, %) 49 (62,8) 0,642 116 (65,2) 0,642
Sigara Eski igici (n , %) 8 (10,3) 12 (12,0) 20 (11,2)
Oykiisii | Aktif igici (n, %) 21 (26,9) 21 (21,0) 42 (23,6)

*Normal dagilima uymayan degiskenler median+IR olarak belirtilmistir. = p<0,05
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4.2 Kontrol ve Hasta Gruplarimin KMY Olciimleri ve T Skorlar1

Kontrol ve hasta grubu arasinda KMY degerleri ve T skorlar1 agisindan fark
anlaml idi (p<0,001) (Tablo 4.2).
Tablo 4.2 : Kontrol ve hasta grubunun KMY ham degerleri ve T skoru degerleri

KMY degeri (g/cm’) T skoru
Bolge KONTROL | HASTA p KONTROL | HASTA p
Femur
0,832+0,082 | 0,716+0,074 | <0,001 -0,1+0,7 -1,2+£0,7 | <0,001
boyun
Femur total | 0,965+0,092 | 0,843+0,091 | <0,001 0,1+0,7 -0,8+0,7 | <0,001
L1-L4 Total | 1,056+0,109 | 0,850+0,090 | <0,001 0,1+0,9 -1,8+0,8 | <0,001

Hasta grubunda femur boyun bolgesi T skorlar1 incelendiginde osteoporozlu
hasta saptanmazken, 35 hastada osteopeni mevcuttu. Femur total T skorlarina
bakildiginda bir hastada osteoporoz, 39 hastada osteopeni saptandi. Hasta grubunda
lomber bolgede 70 kiside osteopeni, 23 kiside osteoporoz saptandi; kalan 7 kiside
lomber bélge T skoru normaldi.

Femoral ve lomber bolgede hasta grup WHO tarafindan T skoruna gore
yapilan siiflandirma agisindan incelendiginde cogunlugu femoral ve lomber bolgede
osteopeni olan hastalarin olusturdugu goriildii (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 : T skoru degerlerine gore hasta grubun WHO suflamasina gére dagilimi

Femur Femur Femur Femur Femur Femur Femur Femur
normal+ | normal+ | o.penit+ | o.peni+ | o.penit+ | o.poroz+ | o.poroz+ | o.poroz+
Lomber | Lomber | Lomber | Lomber | Lomber | Lomber | Lomber | Lomber

o.peni | o.poroz | normal | o.peni | o.poroz | normal o.peni 0.poroz

(n) (n) (n) (n) (n) (n) (n) (n)

26
Nhasta:100 3 7 44 19 0 0 1
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4.3 Kontrol ve Hasta Gruplarinda Kirik Oykiisii Degerlendirmesi

Oykiisiinde hafif travmaya bagl kirig1 olan 2 kisi saptandi. Her iki olgunun
da hasta gruba ait oldugu saptandi (Tablo 4.4).

Birinci derece yakinlarinda kirik dykiisii olan olgu sayisi hasta grubunda 20,
kontrol grubunda 10 kisi idi. Annede kalga kirigr dykiisii hasta grubunda 4 kiside
mevcuttu. Kontrol grubunda 1 kiside annede kalca kirig oykiisii, 1 kiside annede
kalga ve Onkol kirngi Oykiisii mevcuttu. Babada kalca kirigi oykiisii sadece hasta

grupta 1 kiside mevcuttu. Kontrol grubunda babada kirik dykiisiine rastlanmadi.

Tablo 4.4 : Olgularin dykiisiinde kirik sayis1 ve bolgeleri

KONTROL HASTA
() (m)
Vertebra 0 0
Kalga 0 0
Travmatik kirik
oykiisii
Onkol 2 1
Diger 3 3
Yok 73 96
Toplam 78 100
Vertebra 0 0
Kalga 0 0
Hafif travma ile olusan Onkol 0 2
kirik oyKkiisii Diger 0 0
Yok 78 98
Toplam 78 100

4.4 Kontrol ve Hasta Gruplar1 Arasinda Genotip Dagilimlarinin ve Allel

Sikliklarimin Karsilastirilmasi

Kontrol grubunda her iki polimorfizmin genotip dagilimi ki-kare testi ile

hesaplanan Hardy-Weinberg esitligi ile uyumlu bulundu (p>0,05) (Tablo 4.5).
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Kontrol ve hasta grubu birlikte ele alindiginda iki polimorfizmin birlikte
kalitildigr tespit edildi (D’:0,358; p:0,023).
Tablo 4.5 : Kontrol grubunun C421T ve C575T polimorfizmleri Hardy-

Weinberg esitligi
HWE*
RANK geni X p degeri
Ekzon 4 (C421T) 0,017 0,893
Kontrol grubu
Ekzon 6(C575T) 3,700 0,054
Kontrol grubu

*HWE:Hardy-Weinberg esitligi

Kontrol grubunda C421T polimorfizmi i¢in analiz edilen 78 olgunun 56’sinda
CC genotipi (%71,8), 20’sinde CT genotipi (%25,6) ve 2’sinde TT genotipi (%2,6)
saptandi. Hasta grubunda ise analiz edilen 100 olgunun 67’sinde CC genotipi
(%67,0), 30’unda CT genotipi (%30,0) ve 3’iinde TT genotipi (%3,0) saptandi
(Tablo 4.6).

Kontrol ve hasta grubu arasinda C421T polimorfizmi i¢in genotipler
karsilastirldiginda iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmadi (x*:0,472; p:0,790)
(Tablo 4.6).

Kontrol ve hasta grubunda C421T polimorfizmi i¢in C ve T allel siklig
hesaplandiginda iki grup arasinda fark saptanmadi (x*:0,428; p:0,512) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 : Kontrol ve hasta gruplart arasinda C421T polimorfizmi genotip dagilimi

ve allel sikliklarinin karsilastirilmasi

KONTROL- HASTA %95C.I |p
TOPLAM degeri
KONTROL | HASTA 0 Alt | Ust
n(%) n(%) N(%) OR sinir | sinir
CC | 56(71,8) 67 (67,0) | 123(69,1) | 1,00 |- - -
CT | 20(25,6) 30(30,0) | 50(28,1) | 1,254 |0,643 | 2,445 |0,507
TT | 2(2,6) 3(3,0) 5(2,8) 1,254 0,202 | 7,769 | 0,808
Total 78(100,0) | 100(100,0) | 178(100,0)
KONTROL | HASTA N
2n(%) 2n(%)
Alel C | 132(84,6) | 164(82,0) |296 1,2073 | 0,686 | 2,124 | 0,512
T |[24(154) 36(18,0) |60
TOPLAM 156(100,0) | 200(100,0) | 356

Kontrol grubunda C575T polimorfizmi i¢in analiz edilen 78 olgunun 29’unda
CC genotipi (%37,2), 30’unda CT genotipi (%37,5), 19’unda TT genotipi (%24,4)
saptandi. Hasta grubunda 100 hastanin 32’sinde CC genotipi (%32,0), 35’inde CT

genotipi (%35,0) ve 33’tlinde TT genotipi (%33,0) saptandi (Tablo 4.7).

Kontrol ve hasta grubu arasinda C575T polimorfizmi genotiplerinin

karsilastirilmasinda iki grup arasinda fark saptanmadi (x*:1,607; p:0,448) (Tablo

4.7).

Kontrol ve hasta grubunda C575T polimorfizmi i¢in C ve T allel sikliklar
acisindan fark saptanmadi (x° :1,678; p:0,195) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7 : Kontrol ve hasta gruplart arasinda C575T polimorfizmi genotip dagilimi

ve allel sikliklarinin karsilastirilmasi

KONTROL- HASTA %95 C.I.
TOPLAM _ p
KONTROL HASTA Alt Ust
N(%) degeri
n(%) n(%) OR simr | smr
CcC 29(37,2) 32(32,0) 61(34,3)
30(38,5) 35(35,0) 65(36,5) 1,057 | 0,525 | 2,130 | 0,876
RANKST | CT
- 19(24,3) 33(33,0) 52(29,2) 1,574 | 0,739 | 3,351 | 0,239
78(100,0) 100(100,0) | 178(100,0)
TOPLAM
KONTROL HASTA N
2n(%) 2n(%)
C 88(56,4) 99(49,5) 187
ALLEL 1.3203 | 0.8669 | 2.0109 | 0.195
T 68(43,6) 101(50,5) 169
TOPLAM 156 (100,0) | 200(100,0) 356

4.5 Kontrol ve Hasta Gruplar Arasinda Birlesik Genotip Dagilimlarinin

Karsilastirilmasi

C421T ve C575T polimorfizmlerinin birlesik genotip dagiliminda kontrol ve

hasta grubu arasinda anlamli bir fark olmadig1 saptand: (x* :4,235; p:0,752).

Birlesik genotipler ayri ayr1 hesaplandiginda da kontrol ve hasta grubu

arasinda anlamli bir fark gozlenmedi.

CCRANKY/CCRANKS pirlesik genotipine gore hasta grupta CTRANKS/TTRANKE

birlesik genotipinin goriilme riskinin 2,3 kat arttig1 saptandi, fakat bu risk anlaml

bulunmadi (p:0,195) (Tablo 4.8).

Kontrol ve hasta grubu i¢in C421T ve C575T polimorfizmlerinin birlesik

genotip analizlerinde istatistiksel olarak anlamli birlesik genotip paterni ortaya

konmamustir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8 : Kontrol ve hasta gruplart arasinda C421T ve C575T polimorfizmlerinin

birlesik genotip dagiliminin karsilagtiritlmasi

CI(%95)
Birlesik genotip KONTROL | HASTA | TOPLAM OR p
RANK“'T/RANK®7T n(%) n(%) N(%) Alt | Ust | degeri

sinir sinir

Cc/cC 22(28,2) | 26(26,0) | 48(27,0)
CC/CT 21(26,9) | 21(21,0) | 42(23,6) | 0,846 | 0,369 | 1,940 | 0,693
CC/TT 13(16,7) | 20(20,0) | 33(18,5) | 1,302 | 0,529 | 3,202 | 0,566
CT/CC 7(9,0) 6(6,0) 13(7,3) | 0,725 | 0,212 | 2,480 | 0,609
CT/CT 9(11,5) | 13(13,0) | 22(12,4) | 1,222 | 0,440 | 3,397 | 0,700
CT/TT 4(5,1) 11(11,0) | 15(8,4) | 2,327 | 0,649 | 8,348 | 0,195
TT/CC 0 0
TT/CT 0(0,0) 1(1,0) 1(0,6) 1,000
TT/TT 2(2,6) 2(2,0) 42,2) |0,846 | 0,110 | 6,511 | 0,873

78 100 178

TOPLAM
(100,0) (100,0) | (100,0)

4.6 Kontrol ve Hasta Gruplarinda Birlesik Haplotip Analizi

Kontrol ve hasta grubunda karsilastirilmak tizere C421T ve C575T
polimorfizmlerinin birlesik haplotip analizi uygulandi (Tablo 4.9).

Tiim kontrol ve hasta grubu arasinda birlesik haplotip analizinde anlamli bir
fark saptanmadi (x2 :1,324; p:0,723).

CRANKS/CRANKS pirlesik haplotipine gore hasta grubunda TRANKSTRANK
birlesik haplotipinin goriilme riskinin 1,6 kat artmis oldugu saptandi fakat bu artig
anlamli bulunmadi (p:0,322) (Tablo 4.9).
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C421T ve C575T polimorfizmlerinin birlesik haplotip analizlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir haplotip paterni ortaya konmamistir (Tablo 4.9).
Tablo 4.9 : C421T ve C575T polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarinda
birlesik haplotip analizi

Haploti o
D | KONTROL | HASTA 795C1 p
RANK®2'"/ ) ) OR s
RANKCST (%) (%) Alt simr | Ust simr | degeri
CIC 50 44
C/T 35 38 1228 | 0665 | 2268 | 0512
T/C 6 5 0910 | 0266 | 3,09 | 0,880
T/T 9 13 L611 | 0627 | 4136 | 0322
Total 100 100

4.7 Kontrol ve Hasta Gruplarimin Genotiplere Gore Diizeltilmis KMY

Degerleri

Kontrol ve hasta grubunda C421T ve C575T polimorfizmlerinin herbiri i¢in
genotiplere gore KMY degerleri aritmetik ortalamalar1 yas, boy, kilo ve menopoz
siiresine gore diizeltilerek hesaplandi.

C421T polimorfizmi i¢in her ii¢ genotipe ait femoral ve lomber bolge
diizeltilmis KMY degerleri incelendiginde kontrol grubunda femur boyun ve femur
total ortalama KMY degerleri TT genotipinde yiiksek iken, TT genotipi lomber bolge
diizeltilmis ortalama KMY degeri CC ve CT genotiplerinin KMY degerlerinden
diisiik idi fakat genotipler arasinda KMY degerleri arasi fark anlamli degildi ( pr~
kmy: 0,779, prrxmy : 0,318, pri-Lakmy : 0,959) (Tablo 4.10).

Hasta grubunda C421T polimorfizmi i¢in genotiplere gore diizeltilmis KMY
degerleri incelendiginde lomber bolgede TT genotipi KMY degeri CC ve CT
genotiplerine gore anlamli olarak yiiksek bulundu (prir4 xmy :0,015) (Tablo 4.10).
Fakat TT genotipine ait olgu sayis1 sadece 3 kisi idi.
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Tablo 4.10 : Kontrol ve hasta grubunun C421T polimorfizmi i¢in genotiplere gore

diizeltilmis KMY degerlerinin kendi i¢inde karsilastirilmasi

RANKC42 1T

RANKC42 IT

KMYKontrol * (g/ cmZ)

KMY Hasta * (g/cmz)

. CC CT TT p CC CT TT p
BOLGE
(n:56) (n:20) (n:2) | degeri | (n:67) (n:30) (n:3) degeri
FN 0,833 0,826 0,869 | 0,779 0,720 0,708 0,729 0715
KMY (0,011) | (0,018) | (0,059) (0,009) | (0,013) | (0,041) ’
FT 0,969 0,946 1,040 0,850 0,820 0,923
0,318 0,099
KMY (0,012) | (0,020) | (0,065) (0,011) | (0,016) | (0,051)
L1-L4 1,054 1,062 1,049 0,855 0,827 0,979
0,959 0,015%*
KMY (0,015) | (0,025) | (0,079) (0,011) | (0,016) | (0,051)

*KMY degerleri yas, boy, kilo ve menopoz siiresine (y1l) gore diizeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmistir.

*#p<0,05

C421T polimorfizmi i¢in her iki kontrol ve hasta grubunda TT genotipine

sahip olgu sayisi az olmasi nedeniyle homozigot mutant ve heterozigot gruplarin

birlestirilmesi sonras1 C421T polimorfizmi i¢in genotiplere gore hasta ve kontrol

grubunun diizeltilmis KMY degerleri hesaplandiginda, kontrol ve hasta grubu i¢inde

her iic bolgede de KMY degerlerinde anlamli fark yaratacak polimorfizme
rastlanmadi (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11 : Kontrol ve hasta grubunun C421T polimorfizmi i¢in homozigot mutant

ve heterozigot gruplarin birlestirilmesi sonrasi genotiplere gore diizeltilmis KMY

degerlerinin kendi i¢cinde karsilastirilmast

KMY Kontrol * (g/ cml)

KMY Hasta * (g/cml)

CC CT/TT p CC CT/TT p

BOLGE
(n:56) (n:22) degeri (n:67) (n:33) degeri

FN
0,833(0,11) | 0,830(0,18) | 0,901 | 0,720(0,09) 0,710(0,12) 0,511

KMY

FT
0,970(0,012) | 0,954(0,020) | 0,517 | 0,849(0,011) | 0,830(0,016) | 0,308

KMY

L1-1L4
KMY 1,054(0,015) | 1,061(0,023) | 0,808 | 0,855(0,011) | 0,841(0,016) | 0,478

*KMY degerleri yas, boy, kilo ve menopoz stiresine (yil) gore diizeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmistir.

C575T polimorfizmi icin kontrol ve hasta gruplar1 icin genotiplere gore

femoral ve lomber bolge KMY degerleri hesaplandi. Kontrol grubunda femur boyun,

femur total ve L1-L4 KMY degerlerinde C575T polimorfizmi igin genotipler

arasinda anlam fark saptanmadi (Tablo 4.12). Benzer sekilde hasta grubunda her {i¢

bolge KMY degerlerinde C575T polimorfizmi i¢in CC, CT, TT genotipleri arasinda

anlamli fark gozlenmedi (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12 : Kontrol ve hasta grubunun C575T polimorfizmi i¢in genotiplere gore

diizeltilmis KMY degerlerinin kendi i¢lerinde karsilagtiriimasi

RANKC575T RANKC575T
KMYKontrol * (g/ cmZ) KMYHasta * (g/ cmz)
p p
N CC CT TT CC CT TT
BOLGE degeri degeri
(n:29) | (n:30) | (n:19) (n:32) (n:35) (n:33)
FN 0,820 0,835 0,844 0,710 0,720 0,718
0,580 0,829
KMY (0,015) | (0,015) | (0,019) (0,013) | (0,012) | (0,012)
FT 0,954 0,959 0,993 0,830 0,846 0,852
0,317 0,614
KMY (0,017) | (0,017) | (0,021) (0,016) | (0,015) | (0,016)
L1-1L4 1,055 1,064 1,045 0,835 0,852 0,862
0,849 0,487
KMY (0,021) | (0,020) | (0,025) (0,016) | (0,015) | (0,016)

*KMY degerleri yas, boy, kilo ve menopoz stiresine (yil) gore diizeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmistir.

4.8 Kontrol ve Hasta Gruplarinin Birlesik Genotiplere Gore Diizeltilmis

KMY Degerleri

Kontrol grubunda C421T ve C575T polimorfizmleri birlesik genotiplerinin
femur boyun KMY degerleri arasinda anlamli fark saptanmadi (p gy kmy: 0,899).
Benzer sekilde femur total KMY degerleri ve L1-L4 KMY degerlerinde birlesik
genotipler arasinda anlamli fark saptanmadi (p gr xmy: 0,622, p L14 kmy: 0,968)
(Tablo 4.13).

Hasta grubunda birlesik genotipler arasinda arasinda femur boyun ve femur
total KMY degerlerinde anlamli fark saptanmadi (p gx kmy: 0,807, p rrkmy: 0,337) .
L1-L4 KMY degeri hasta grubunda homozigot mutant TT/TT birlesik genotipinde
anlamli olarak yiiksek bulundu (p 1.4 kmy: 0,017) (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13 : Kontrol ve hasta grubunun birlesik genotiplere gore diizeltilmis KMY

degerlerinin kendi i¢lerinde karsilagtirilmasi

Birlesik
genotip KMYKONTROL P KMYHASTA* P
C421T NKoNTROL® 2 _ . | DHASTA 2 ..
RANK / (g/cm?) degeri (g/cm”) degeri
CC/CC 22 0,822(0,018) 26 0,705(0,014)
CC/CT 21 0,843 (0,019) 21 0,736(0,016)
§ CC/TT 13 0,833(0,024) 20 0,722(0,016)
§ CT/CC 7 0,812(0,032) 6 0,730(0,030)
é CT/CT 9 0,820(0,028) 13 0,696(0,020)
= CT/TT 4 0,867(0,044) 11 0,709(0,022)
0,899 0,807
TT/CT - - 1 0,708(0,072)
TT/TT 2 0,870(0,060) 2 0,740(0,052)
Cc/cC 22 0,960(0,020) 26 0,827(0,017)
CC/CT 21 0,971(0,021) 21 0,867(0,019)
—_ CC/TT 13 0,983(0,026) 20 0,860(0,020)
=
§ CT/CC 7 0,933(0,035) 6 0,842(0,037)
1ol
E CT/CT 9 0,932(0,031) 13 0,810(0,025)
= CT/TT 4 1,001(0,048) 11 0,821(0,027)
0,622 0,337
TT/CT - - 1 0,892(0,089)
TT/TT 2 1,040(0,066) 2 0,939(0,064)
Cc/cC 22 1,050(0,024) 26 0,837(0,017)
CC/CT 21 1,072(0,025) 21 0,868(0,019)
- CC/TT 13 1,032(0,032) 20 0,865(0,019)
E CT/CC 7 1,069(0,043) 6 0,826(0,036)
:. CT/CT 9 1,047(0,038) 13 0,832(0,024)
E CT/TT 4 1,085(0,059) 11 0,818(0,026)
0,968 0,017
TT/CT - - 1 0,793(0,086)
TT/TT 2 1,051(0,080) 2 1,078(0,062)

*KMY degerleri yas, boy, kilo ve menopoz stiresine (y1l) gore diizeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmistir.
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Kontrol ve hasta gruplarinda C421T ve C575T polimorfizmleri birlesik
genotiplerinin KMY degerlerinin analizinde homozigot mutant TT/TT birlesik
genotipi KMY degerleri her ii¢ bolgede yiiksek saptanmis olmakla birlikte her iki
grupta da TT/TT birlesik genotipine sahip sadece 2’ser olgu mevcuttu. Homozigot
normal genotiplerden olusan (CC/CC) birlesik genotipi disindaki diger tiim birlesik
genotiplerden bir grup olusturularak kontrol ve hasta grubu icin yeni bir analiz
yapildi (Tablo 4.14).

Kontrol grubunda CC/CC birlesik genotipi grubu ile diger grup arasinda
herhangi bir KMY degerinde anlamhi fark saptanmadi (p gn kmy: 0,526, P rr kmy:
0,757, p L1-axmy: 0,778).

Hasta grupta da ayni sekilde CC/CC birlesik genotipi grubu ile diger grup
arasinda femur boyun, femur total ve L1-L4 KMY degerlerinde fark saptanmadi (p
N kmy: 0,363, p rrmy: 0,307, p L1 kmy: 0,399) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 : Kontrol ve hasta grubunun CC/CC birlesik genotipi ile diger birlesik

genotipler grubunun diizeltilmis KMY degerlerinin kendi i¢lerinde karsilastirilmasi

Birlesik genotip
RANK®*'T/ KM‘;"ONZTROL p degeri KM/YHAZSTA p degeri
RANKCSST (g/em”) (g/em?)
. cc/cC 0,822(0,018) 0,705(0,014)
g 2 0,526 0,363
2 Digerleri 0,836(0,011) 0,720(0,008)
. CC/CC 0,960(0,020) 0,827(0,017)
g g 0,757 0,307
2 = Digerleri 0,967(0,012) 0,848(0,010)
E cc/ce
g 1,050(0,024) 0.837(0.018)
< 0,778 0,399
]
= Digerleri 1,058(0,015) 0,855(0,011)

*KMY degerleri yas, boy, kilo ve menopoz siiresine (yil) gore diizeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmistir.
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5. TARTISMA

RANK geni ekzon 4’ deki C421T polimorfizmi ile ayn1 gen {lizerinde ekzon
6’ da bulunan C575T polimorfizmi ve bunlarin femur boyun, femur total ve lomber
vertebra KMY degerleri ile olasi iligkisini arastirmay1 hedefleyen kesitsel, gézlemsel
bu klinik ¢aligmada; yaslar1 45-65 arasinda degisen, daha 6nce osteoporoz acisindan
herhangi bir tedavi almamis ve kemik metabolizmasini etkileyecek metabolik,
endokrinolojik, nérolojik, romatolojik vb. gibi ikincil hastaligi olmayan erken donem
postmenopozal kadin olgularda, KMY’leri normal ve diisiik olarak ayrilan iki grup
arasinda bu iki polimorfizme bagli genotipler, birlesik genotipler, birlesik haplotipler
ve allel frekanslari agisindan fark saptanmadi. ikinci olarak; C421T ve CS575T
polimorfizmlerinin normal ve diisiik KMY’1i grupta ayr1 ayri olarak femur ve lomber
bolge KMY degerleri ile iliskisinin incelenmesinde, bu iki polimorfizm ile KMY
degerleri arasinda bir iligki saptanmadi.

Osteoporoz i¢in ileri yas, menopoz, sigara, hafif travma ile kirik varlig1 gibi
pek ¢ok risk faktorii tanimlanmaktadir.”*® Genetik etki ve kalitim bu risk faktérleri
icinde gok énemli yere sahip olmasina ragmen en az aydmlatilmig olandir.?®' Aile
caligmalart KMY’deki degisikliklerin ¢ok biiylik oranlarda genetik faktorlerden

232 KMY’nin bu kadar yiiksek oranda olan kalitsallig:

etkilendigini gostermektedir.
arastirmacilari kemik yapim-yikim belirleyicileri, kemik kitlesi, KMY gibi fenotipik
ozellikler; KMY’deki diistikliiglin ilerlemesine bagli olarak gelisen osteopeni ya da
osteoporoz ve klinik son nokta olan kiriklar ile genetik faktorlerin iliskisini
arastirmaya tesvik etmistir.'®

Osteoporozda genetik 1ile iligkili etkileri aydinlatmaya yonelik baglanti
calismalar1,”™ aday gen saptanmasi (tek niikleotid polimorfizm ¢alismalart gibi) ve
gen ekspresyonu ¢alismalari®>* olmak tizere farkli metodlar kullaniimaktadir.

Rekombinant DNA devriminin sonucundan koken alip, gilinlimiize kadar
gelen molekiiller tip ve genomun haritalanmasi, sekanslanmasi  ve
karakterizasyonunun beklenen bilimsel ve tibbi yararlar1 olduk¢a 6nemlidir. Suanda
iginde bulundugumuz durum olduk¢a umut vericidir. Gliniimiizde, insan genomunun
tim dizisi ve tek bir gen i¢in potansiyel yaklagimlar mevcuttur. Bu da saghk ve

hastalik alaninda insan biyolojisi ¢alismak igin essiz bir firsat sunmaktadir. Yeni

genetik varyasyonlari, 6zellikle de multifaktoryel hastaliklar ve ¢esitli bireye 6zgi
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Ozellikleri etkileyebilen SNP’leri aydinlatmayir amaglayan genetik iligkilendirme
calismalart giin gectikce artmaktadir.”> Tibbi arastirmalarin odagi giiniimiizde
genlerin sistematik fonksiyonel evrimine ve mekanizmalarin aydinlatilmasina dogru
donmiistiir. Insan1 daha saglikli kilmak igin, biyolojik aktivitenin koordinasyonunda
genlerin nasil fonksiyon gosterip, etkilesime girdiginin tamamen anlasilmasi yeni
terapilerin gelismesi i¢in ¢ok biiyiik bir firsat saglamaktadir. Bu durum SNP’leri
biyomedikal arastirmalar, farmasotik iirlin gelistirmesi ve tibbi tam1 gibi konular
acisindan oldukca degerli yapar. SNP’ler ayrica evrimsel agidan stabildirler.
Nesilden nesile ¢ok fazla degismezler. Bu da onlarin populasyon c¢aligmalarinda takip
edilmelerini kolaylastirir. Populasyonda insan DNA dizilerinin biiyiik oranda ayni
olmasina karsin, DNA dizilerindeki degisiklikler insanlarin hastaliklara, bakteri veya
viriis toksini ya da kimyasallar gibi ¢evresel etkenlere, ilaglara ve diger terapilere
nasil cevap verdigi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. SNP’ler ve hastalik yatkinlig
arasindaki iliskinin tanimlanabilmesi, bireylerin genotipine dayali olarak ilaglarin
bireylere uygun hale getirildigi, yeni medikal alan farmako-genetigin temelini
olusturan ilag yanit1 ve SNP’ler arasindaki iliskiyi ve hastalik genlerinin kesfedilme
hizin1 biiyiik oranda artiracaktir.

Gliniimiize kadar KMY ve kirik riski ile giicli iligkili az sayida gen
tanimlanabilmistir. Richard ve arkadaslarinin KMY ve kirik riski ile iliskili
olabilecek 150 aday gen i¢in 14277’si bayan olmak iizere 19195 eriskin Avrupaliy1
5 epidemiyolojik kohort ¢alismasiyla inceledikleri bir meta-analizde pek ¢ok gendeki
SNP’nin KMY ve kirik riski ile anlamli bir iligki gostermedigi bildirilmistir. Ayni
meta-analizde 9 gende gorilen (LRP4, LRPS5, TNFSFI11(RANKL),
TNFRSF11A(RANK), TNFRSF11B (OPG = osteoprotegerin), SPP1 (OPN =
osteopontin), ITGA1 (integrin alfa 1), SOST geni (gen iirlinii sklerostin) ve ESR1)
241 SNP’nin femur boyunda ve/veya lomber bolgede KMY ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Bu 9 gende KMY ’deki azalmanin etki biiyiikliigii 0,04 ile 0,18 standart
deviasyon (SD) arasinda bulunmus. Ayrica LRP5, SOST, TNFRSF11A(RANK) ve
SPP1 olmak iizere 4 gende genetik polimorfizmlerin kirik riski ile anlamli iligkili
oldugu saptanmistir.®® Bu meta-analizde RANK, RANKL ve OPG kodlayan
genlerdeki SNP’ler ile KMY’deki diisme arasindaki iliski agirlikli 1lgi

gorenlerdendir. Bunun nedeni de ‘tim genom baglanti’ (genome-wide association)
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calismalarinin bu yolagi genomda KMY ’nin en dnemli belirleyicilerinden biri olarak
tanimlamalar1 olmustur."25% 29

Terapotik ajanlara cevabin genetik belirleyicilerinin kesfedilmesine gitgide
ilgi artmaktadir. Ciinkii bu sayede genetik profillerin temelinde ilag tedavilerine
bireysel cevaplarin 6ngdriilmesi miimkiin olabilecektir.?®® Buna 6rnek olarak 124
Taylandli postmenopozal kadinda ESR1 polimorfizmleri ile 1 yillik hormon
replasman tedavisine cevabin iligkisini inceleyen bir calismada ESR1 Pvull
bolgesinde pp genotipindeki bireylerde KMY’deki artisin (KMY’de %2.3 artis) diger
genotip gruplarina gore (KMY’de %6-7 artis) daha az oldugu saptanmustir.**! Benzer
sekilde RANK-RANKL-OPG ve Wnt sinyal yolaklarinin inhibisyonunun terapotik
potansiyelinin arastirildig1 klinik ¢alismalar ve bireysel genetik profillerin 6zellikle
osteoporoz riski yiiksek olan bireylerde spesifik tedavilerin hedeflenmesi ve
uygulanmasina olanak saglayabilecegine inanilmaktadir. Bunun en 6nemli O6rnegi
olarak da bu yolagin kullanilmasinin sonucu TNFRSF11B (OPG) ’nin roliinii taklit
ederek osteoporotik kiriklarda azalmaya yol agan yeni bir ajan olan denosumab
(AMG 161 olarak da bilinir) gdsterilmistir, 262 180 182

Kemigin yeniden yapilanmasinda giiglii biyolojik role sahip olan RANK-
RANKL-OPG yolagi erken postmenopozal donemde olan ivmelenmis kemik
kaybinda biiyiikk énem kazanmaktadir. Ostrojen eksikligine bagl olarak RANKL
diizeylerinde hizla artis olur,"®® bu da osteoklast diferansiyasyonu, proliferasyonu ve
aktivasyonunda artis ile osteoklast apopitozunda azalmaya yol acar. Postmenopozal
donemde; kemik rezorbsiyon ve formasyon belirleyicileri ile dogrulandigi gibi
kemigin rezorbsiyonu %90 oraninda artarken, kemik formasyonu sadece %45 artis
gostermektedir ki bu da menopoz sonrasi yaklasik 8-10 yillik donemdeki hizli kemik
kaybimnin en 6nemli etkenidir.*®

Literatiirdeki bu bilgiler 1s181nda yon vererek olusturdugumuz ¢alisma evreni
ile erken postmenopozal donemdeki Tiirk kadinlarinda RANK geninde C421T ve
C575T polimorfizmlerinin sikliklar1 ve bunlarin kemik mineral yogunlugu ile olasi
iliskisi hakkinda fikir sahibi olmay1 planlandik. Ulkemizde bilgimiz dahilinde bu
konuyla ilgili yapilmis bir ¢alisma olmamakla beraber literatiirde bu konuyla ilgili

yapilmis az sayida calismada farkli sonuglar mevcuttur.>*% 2%
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Calisma evrenimizi olusturan hasta ve kontrol grubunun yas ortalamasi
kontrol grubunda 54,5+4,9, hasta grubunda 54,8+4,7 olarak bulundu. Boy
ortalamalar1 agisindan anlamli bir fark saptanmamasina ragmen (kontrol ve hasta
grubu 158+6 cm), kontrol grubunun ortalama viicut agirlig1 ve beden-kitle indeksleri
hasta gruba gore anlamli olarak yiiksek bulundu (kontrol grubu 75+10,2 kg,
BK1i:29,9+4,1 kg/m?; hasta grubu 69,4+9.4 kg, BK1:27,9+3,7 kg/m?). Perimenopozal
donemde viicutta bazi degisiklikler olmaktadir. Bunlar {ireme islevi, stres hormonlari

diizeyinde diisme, strese katekolaminerjik cevapta azalma, kemik mineral iceriginde

266 267

degisiklikler, yag dokusunda artis™" ve viicut yag dagiliminda degisiklikler™" olarak
sayilabilir. Caligmalar perimenopozal donemdeki kadinlarda dolagimdaki instilin
diizeyinin ve insulin rezistansmimn artmis olduguna® ve bu nedenle kadinlarin yag

dokusu birikimine yatkin oldugunu bildirmektedir.?®

Calismamizda kontrol ve hasta
grubunun ortalama BK1 degerlerinin kilolu smifina giriyor olmasi da literatiirdeki bu
bilgilerle uyumlu bir bulgu olarak diisiintilebilir.

Calismamizda kontrol grubunun anlamli olarak daha kilolu olarak bulunmasi
sOyle yorumlanabilir: Kontrol grubumuz KMY degeri yiiksek kadinlardan
olugmaktaydi. Viicut agirlig1 ve viicut kitle indeksi ile KMY arasindaki iliski bircok
faktorden etkilenmektedir. BKI’deki artis ile iliskili mekanik yiiklenme sonucu
kemige binen yiik, viicut agirhigr ile KMY arasindaki pozitif iliskiye katkida
bulunuyor olabilir.?” Bununla beraber, bu koruyucu etki aym zamanda yiik
tasimayan kemik bolgelerinde de gdzlenmistir.””* Bu da kilo ve yag dokusundaki
artisgin yik binmesi ile iligkili mekanik faktorler yaninda adrenal androjenlerin
periferde adipoz dokuda aromatizasyonu gibi hormonal baz1 etkiler araciligiyla da
KMY’yi etkileyebildigi goriisiinii desteklemektedir.>”* Perimenopozal dénemde

arttig1 belirtilen serum insiilin diizeyleri de kemik yapimini uyartyor olabilir.27* 26%

274

Calismamizda alkol kullanan kisi sayis1 kontrol grubunda hasta grubuna gore
yiiksek saptandi. Fakat olgularimizin higbirinde diisiik kemik mineral yogunlugu i¢in
risk olusturacak diizeyde gilinde 2-3 iinite iizerinde alkol kullanim &ykiisii yoktu.275
Bu da alkol agisindan iki grup arasinda risk olusturacak fark oldugu goriisiinii goz
ardi etmemizi saglayabilir. Hatta 1limli miktarlarda alkol kullaniminin 6zellikle

ilerleyen yaslarda koruyucu 6zelligi oldugu diisiiniilecek olursa,?™® calismamizda
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kontrol grubunda alkoliin koruyucu etkisinin de KMY degerinde rol oynamis
olabilecegi olasilig1 aklimiza gelmektedir.

Tiirkiye’de menopoz yas1 ortalama ve ortanca olarak sirasiyla 47,8+4 yas (40-
57 yas arasinda degisen yaslarda) ve 51 olarak bildirilmistir.*”” Olgularimizin
menopoz yasi ortalamasi da bu bilgilerle uyumlu olarak kontrol grubunda 48,7+3,3;
hasta grubunda 48,3+3,9 olarak saptandi.

Menopoz siiresi ortalamasi kontrol grubunda 5,8+7 yil iken, hasta grubunda
bu siire 6,8+7 y1l idi. Fark iki grup arasinda anlamli bulunmadi.

Osteoporotik kirik riskinin saptanmasi ve tedavi kararinin verilebilmesi igin
klinik risk faktorleri ve KMY degerlerinin birlikte degerlendirilmesi 6nerilmektedir.
Klinik risk faktorleri olarak yas, diisiik viicut kitle indeksi, dnceki kirik dykiisii her
iki cinsiyet icin de onemli risk faktorleridir. Diisiik fiziksel aktivite, 278 menopoz
siiresi, 278 asir1 alkol tﬁketimi,278 ailede osteoporoz 6yk1'isii,1 ailede kirik 6ykijsii,1 gec
menars,' erken menopoz'diisik KMY igin belirtilen diger risk faktorleridir. Diinya
Saglik Orgiitiine bagli Metabolik Kemik Hastaliklar1 Ortak Calisma Merkezi
tarafindan 12 epidemiyolojik kohort caligmasimnin incelenmesi ile klinik risk
faktorleri ve kirik iligkisini degerlendirildigi bir meta-analiz sonucu 10 yillik kirik
riskinin hesaplandig1 kirik degerlendirme araci (FRAX) gelistirilmis ve bu
degerlendirme araci 11 kohort ¢aligsmasi tarafindan da onaylanmlstlr.279’ 280

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarin1 FRAX ile bildirilen risk faktorleri
ve diisiik KMYye etkisi olabilecegi bildirilen ancak FRAX i¢inde yer almayan diger
bazi risk faktorleri agisindan karsilastirdik. Iki grup arasinda viicut agirhigi, BKi ve
alkol kullanimi1 diginda diger risk olusturabilecek faktorler agisindan anlamli fark
saptanmadi. Bu sonuclar g¢aligmamizdaki hasta ve kontrol grubu arasinda risk
faktorlerinin homojenitesi agisindan 6nemli bir 6zellik olarak degerlendirilebilir.

Calismamiza dahil edilen olgularimizin hig¢birinde ikincil osteoporoz nedeni
altta yatan hastalik mevcut degildi. Hormon replasman tedavisinin (HRT) KMY
iizerindeki bilinen etkisi®' nedeniyle ¢alismamiza son 4 ayda HRT almis kadinlari

dahil etmedik. Bunun diginda antikoagiilan*** *%*

ya da antikonviilzan ila¢ kullanimi
Oyktist, tiroid ya da paratiroid hastalig1 oykiisii, kronik bobrek, kronik karaciger ya
da kalp yetmezligi gibi KMY’yi etkiledigi iyi bilinen faktorlerin calisma dis1

birakilmasi ¢alismanin tutarliligini arttirmak i¢in 6nemli idi.
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5.1 Kontrol Ve Hasta Gruplar1 Arasinda Genotip Dagilimi, Allel Sikhgi,
Birlesik Genotip Dagilimi Ve Birlesik Haplotip Analizlerinin
Karsilastirilmasi

Calismamizda erken postmenopozal kadinlarda RANK geni ekzon 4’de
C421T ve ekzon 6°da C575T polimorfizmlerini inceledik. RANK geni
polimorfizmleri ve osteoporoz arasindaki iliski literatiirde bugiine kadar 6 ¢alismada
arastirilmig olup bunlarin 3’tinde Koreli postmenopozal kadinlarda RANK geni

264. 284. 285 jii Kore ¢alismasinda RANK geni

C575T polimorfizmi de aragtirilmistir.
C421T polimorfizmi de aragtirilmugtir, 2 285 Diger bir ¢alisma da Cinliler tarafindan
yapilmis olup, C575T polimorfizmi toplam 1120 bayan ve erkekte arastirilmistir.?®
Kalan iki calisjmada RANK geninin farkli 18 SNP’ye bagli polimorfizmleri

27 Son iki cahismada incelenen 18 SNP’nin 15’ protein

calisilmustir. 2%
kodlanmayan intronik boélgede olup, 3 tanesi 3’-UTR(¢evrilmeyen bolge-ingilizcesi
untranslated region=stop kodonu ile poli-A arasindaki bolge) bolgesinde yer alan
SNP’lerdir. Caligmamizda inceledigimiz her iki polimorfizm de proteinin kodlandig:
ekzon bolgesindedir. RANK geni ekzon 4’deki C421T polimorfizmine bagli RANK
proteininde 141. pozisyona histidin yerine tirozin aminoasidi (Hys141Tyr) gecerken,
ekzon 6’daki C575T polimorfizmine bagli 192. pozisyona valin yerine alanin
(Vall92Ala) gegmektedir. Bu nedenle polimorfizm varliinda meydana gelecek
amino asit degisikliklerine bagli sentezlenecek proteinde fonksiyonel degisikliklere
yol agma ihtimali ile de ilgi cekebilir.?®*

Calismamizda RANK geni C421T polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol
grubunda genotip dagilimi agisindan anlamli bir fark saptanmamistir (p:0,790).
Kontrol grubunda sirastyla 100 olgunun 67’sinde CC genotipi (%67,0), 30’unda CT
genotipi (%30,0) ve 3’linde TT genotipi (%3,0) saptandi. Hasta grubunda 78 olgunun
56’sinda CC genotipi (%71,8), 20’sinde CT genotipi (%25,6) ve 2’sinde TT genotipi
(%2,6) saptandi. C421T polimorfizmi i¢in yapilan iki ¢alismada bu polimorfizm
Kore rkinda saptanamadigindan ileri analiz yapilamamugtir. 26% 2%

Allel frekanslari etnik gruplara gore degisiklik gostermektedir.?®® C421T
polimorfizmi i¢in kontrol grubumuzda C alleli siklig1 %84,6 iken hasta grubumuzda

%82,0 1di. Kontrol grubumuzda T alleli siklig1 %15,4 iken hasta grubumuzda %18,0

bulundu. T alleli goriilme riskinde hasta grupta 1,2 kat artis saptandiysa da bu artis
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anlamli bulunmadi (p: 0,512). Wuyts ve arkadaglarinin yaptiklar1 ¢alismada saglikli
beyaz irkta RANK 421C allel frekanst %40 olarak bulunmustur.”® Kontrol
grubumuzun RANK 421C allel siklig1 calismamizda 2 kat yiiksek saptandi. Choi ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise C421T transisyonu allel siklig1 agisindan Kore
irkinda polimorfik saptanmamusgtir.®*

CS575T polimorfizmi i¢in kontrol grubumuzun genotip dagilimina bakacak
olursak 78 olgunun 29’unda CC genotipi (%37,2), 30’unda CT genotipi (%37,5),
19°’unda TT genotipi (%24,4) saptandi. Hasta grubunda 100 hastanin 32’sinde CC
genotipi (%32,0), 35’inde CT genotipi (%35,0) ve 33’iinde TT genotipi (%33,0)
saptandi. Choi ve arkadaslarimin calismasinda sonug¢ elde edilen 559 olgunun
65’inde (%11,6) CC genotipi, 234’linde (%41,9) CT genotipi ve 260’ inda (%46,5)
TT genotipi saptanmistir.”** Kore popiilasyonunda bizim ¢alismamizdan daha yiiksek
oranda TT genotipi saptanirken daha diisiik oranda CC genotipi saptanmistir. Kim ve
arkadaslarinin 385 Koreli postmenopozal kadinda yaptiklari calismada CS575T
polimorfizmine rastlanmamustir.”® Cinliler tarafindan yapilan bir calismada 290
saglikli erkek olguda C575T polimorfizmi i¢in genotip dagilmi CC, CT, TT
genotipleri i¢in sirastyla %8,8, %%46,1 ve %45,1 seklinde olup; bu popiilasyonda da
TT polimorfizmi bizi ¢alismamizdaki kontrol grubumuza gore yiiksek oranda, CC
polimorfizmi ise daha diisiik oranda saptanmlstlr.265

Allel siklig1 agisindan bakildiginda RANK 575C alleli siklig1 ¢alismamizda
kontrol grubunda %56,4 iken hasta grubunda %49,5 olarak saptandi. T allelinin hasta
grupta goriilme riskinin 1,3 kat artis gosterdigi saptandi fakat bu deger istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p:0,195). Bu bulgu beyaz irkta %51 olarak verilen RANK
575C allel sikhig1 ile benzerlik gostermektedir.”® Cinlilerin yaptig1 calismada saghkli
erkek kontrollerde RANK 575C allel sikhigi ise %33 olarak saptanmustir.*®® Kore
popiilasyonunda da RANK 575C allel siklig1 %33 olarak saptanmustir.”%*

C421T ve C575T polimorfizmlerinin hasta ve kontrol grubunda birlesik
genotip dagilimlart degerlendirildiginde koruyucu veya risk faktorii olabilecegini
diistinecegimiz anlamli bir birlesik genotip paterni saptanmadi (p:0,752) . Benzer
sekilde hasta ve kontrol grubu arasinda birlesik haplotip dagilimini inceledigimizde

anlamli bir haplotip paterni saptanmadi (p:0,723).
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5.2 Kontrol ve Hasta Gruplarimn Kendi I¢lerinde Farkhi Genotipler ve
Farkh Birlesik Genotiplerde Femoral ve Lomber Bolgelerde Diizeltilmis
KMY Degerlerinin Karsilastirilmasi

5.2.1 Kontrol ve hasta gruplarmmin kendi iclerinde genotiplere gore
femoral ve lomber bolgelerde diizeltilmis KMY degerlerinin

karsilastirilmasi

Normal ve diisik KMY’ye gore smiflandirdigimiz hasta ve kontrol
gruplarinda C421T polimorfizmi genotiplerine gore femur boyun, femur total ve L1-
L4’de yas, boy, kilo ve menopoz siiresine gore diizeltilmis KMY degerlerini
inceledigimizde kontrol grubunda bu ii¢ bdlgede de KMY’yi anlamli derecede
etkileyecek genotip saptanmadi (prn kmy:0,779; prr kmy:0,318; prita xmy:0,959).
Hasta grubunda C421T polimorfizmi i¢in femur boyun ve femur totalde CC, CT, TT
genotipleri arasinda diizeltilmis KMY degerleri arasinda anlamli fark yoktu (pen
kMy:0,715; prr kmy:0,099). Bununla beraber kontrol grubunda femur boyun ve femur
total KMY degerleri ortalamalarmin TT genotipinde bir miktar yiiksek oldugu
gozlendi. Fakat TT genotipinde olgu sayisinin az olmasi nedeniyle (n:2) bu genotip
icin femur bolgesi KMY degeri iizerine koruyucu bir etkiden s6z etmek ¢ok uygun
olmayacaktir. Buna ek olarak, TT genotipindeki 2 olguyu demografik 6zellikleri, risk
faktorleri ve KMY degerleri agisindan inceledik. Olgularimizin birinde her ii¢ bolge
KMY degerleri tiim kontrol grubunun ortalama KMY degerinin de altinda idi.
Menars yasi, menopoz yasi, menopoz siiresi agisindan kontrol grubu ortalamalart ile
benzer degerlere sahip idi. Beden kitle indeksi 24,4 olup, kontrol grubunun
ortalamasindan (BKI,:29,944,1 kg/m®) hafif diisik idi. Diger TT genotipli
olgumuzu inceledigimizde diizeltilmis KMY degerlerinin (FNgmy:0,971 g/em?;
FTimy:1,183 g/em®  L1-Ldgmy:1,224 g/em?) her ii¢ bdlgede de kontrol grubu
ortalama degerlerinden (FNkumyor:0,83240,082 g/em?®; FTumyor:0,965+0,092 g/cm?;
L1-L4xmyor:1,056+0,109 g/cmz) belirgin yiiksek oldugu saptandi. Olgumuzun yas,
reprodiiktif oykii, gilinlik kalsiyum alimi1 ve fiziksel aktivite diizeyi ag¢isindan
degerlendirilmesinde kontrol grubu ortalamalarindan farkli olmadigi goriiliirken,

beden kitle indeksi 34,6 degeri ile kontrol grubu ortalama degerinin iizerinde oldugu
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saptandi. Bu da olgumuzun femoral bolge KMY degerleri yiiksekliginde viicut
agirhigma baglhi mekanik etki ile yag dokusunun hormonal mekanizmalara bagl
etkilerinin katk1 saglamis olabilecegini de aklimiza getirmektedir.?”® 272 20

Hasta grubunda C421T polimorfizminin genotip dagilimina gore diizeltilmis
KMY degerlerini inceledigimizde lomber bolge diizeltilmis KMY degeri TT
genotipinde anlamli olarak yiiksek bulundu (pri.14 kmy:0,015). Hasta grubunda TT
genotipine ait 3 olgu mevcuttu. Olgu sayisi azligt nedeniyle TT genotipi ile KMY
degeri arasinda dogru bir iligki kurmak miimkiin olamamaktadir. Bu {i¢ olgunun tiim
Ozellikleri incelendiginde iki olgumuzun lomber bolge KMY degerleri hasta
grubunun ortalama KMY degeri aralig1 icinde (0,760 g/cm? -0,940 g/cm?) iken (bir
olguda 0,822 g/cm? ve diger olguda 0,894 g/cm?), iiciincii olgumuzun KMY degeri
1,194 g/cm® ile ortalamanin iizerinde idi. Diger 6zellikler ve risk faktérleri agisindan
inceledigimizde yiiksek lomber bolge KMY degerine sahip olgumuzun 32,8 kg/m*
degeri ile beden kitle indeksi yiiksekligi disinda farkli bir 6zellige rastlanmadi.

C421T polimorfizmi ve KMY iliskisi degerlendirilmesinde olgu sayisi
azligimin yol agabilecegi yanilgiy1 en aza indirgemek amaciyla C421T polimorfizmi
icin C ve T allel dozu etkilerini incelemek amaciyla homozigot mutant (TT) ve
heterozigot gruplar birlikte degerlendirerek CC ve CT+TT genotipleri diizeltilmis
KMY degerlerini degerlendirdik. Analiz sonucunda hem hasta hem de kontrol
grubunun kendi i¢inde degerlendirilmesinde homozigot dominant genotipteki (CC)
olgularin diizeltilmis KMY degerleri ile heterozigot ve homozigot mutant genotipe
(CT+TT) sahip olgularin KMY degerleri arasinda ii¢ bolgede anlamli bir fark
gozlenmedi.

RANK geni ekzon 6’da C575T polimorfizmi i¢in kontrol grubunda CC, CT,
TT genotiplerinin ii¢ bolgede diizeltilmis KMY degerlerinin analizinde anlamli fark
yaratacak genotip saptanmadi. Ikili gruplar olusturularak yapilan karsilastirmalarda

da anlamli bir fark saptanmadi.
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5.2.2 Kontrol ve hasta gruplarimin kendi iclerinde birlesik genotiplere
gore femoral ve lomber bolgelerde diizeltilmis KMY degerlerinin

karsilastirilmasi

C421T ve C575T polimorfizmleri birlesik genotiplerinde gore yas, kilo, boy
ve menopoz siiresine gore diizeltilmis KMY degerleri hasta ve kontrol gruplarinda
ayr1 ayr1 degerlendirildiginde; kontrol grubunda birlesik genotiplerin KMY degerleri
arasinda anlaml bir fark saptanmadi (p gn kmy:0,899; p 1 kMY:0,622; P L14 kMY:
0,968). Hasta grubunda birlesik genotiplerin femur boyun ve femur totalde
diizeltilmis KMY degerlerinin analizinde anlamli fark saptanmazken (pgn kmy:0,807;
prr kmy:0,337); lomber bolgede TT/TT birlesik genotipinin anlamli oranda yiiksek
oldugu saptandi (p:0,017). Hasta grubunda birlesik genotiplerin Bonferroni
diizeltmesi kullanilarak yapilan ikili karsilastirma testlerinde de sadece TT/TT
genotipine bagli anlamhi fark oldugu saptandi. TT/TT birlesik genotipine sahip olgu
sayis1 2 kisi olmasi nedeniyle TT/TT birlesik genotipi ile KMY degeri arasinda bir
iliski kurmak icin yetersiz olacag: goriisiindeyiz. Istatistiksel analizin giivenilirligini
de arttirmak amaciyla hem hasta hem kontrol grubunda birlesik genotipleri CC/CC
birlesik genotipi ile diger birlesik genotipler olarak iki gruba ayirarak diizeltilmis
KMY degerlerini karsilastirdik. Kontrol grubunda CC/CC birlesik genotipi KMY
degerleri ile diger birlesik genotipler grubunun KMY degerleri femoral ve lomber
bolgelerde karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmadi. Benzer sekilde hasta
grubunda femoral ve lomber bolgelerde KMY degerleri agisindan CC/CC birlesik
genotipi ve diger birlesik genotipleri birlikte degerlendirdigimiz grup arasinda fark
saptanmadi.

Choi ve arkadaglarinin®® yaslar1 44-79 arasinda degisen 650 Koreli
postmenopozal kadinda OPG (163 A>G, 1181 G>C), RANK (421 C>T, 575 T>C) ve
ESR (1335 C>@, 2142 G>A) polimorfizmleri ile yas ve beden kitle indeksine gore
diizeltilmis distal radius ve kalkaneus KMY lerinin iligkisini incelemislerdir.
Caligmalarinda RANK geni i¢in T575C polimorfik saptanmistir. Calismamizdan
farkli olarak Kore populasyonunda TT genotipinin wild-type oldugu saptanmis olup
C allel siklig1 %33 olarak bulunmustur. Calisma sonucunda T575C polimorfizmi TT
genotipine sahip bireylerde kalkaneus KMY’si CC ve CT genotipine sahip
olgulardan yiiksek saptanmistir (p:0,017). Gen-gen etkilesimlerini de inceledikleri
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calismalarinda RANK™7¢ ve OPG®"™'C birlesik genotipleri KMY degerleri
arasinda anlamli fark saptanmazken (p:0,104), ikili karsilastirma testlerinde TTRANE
1373€ ) O GUBIC pirlesik genotipi distal radius ve kalkaneus KMY degerleri
TTRANK 573 GGOPY GMBIC pirlesik genotipine sahip olgularinkinden yiiksek
saptanmustir  (p:0.002).2%* RANK®"" polimorfizmi i¢in saptanan bu sonuglar
genlerin farkli etnik gruplar ve farkli viicut bolgelerinin KMY degerlerini farkl
sekilde etkileyebilecegi goriisiinii desteklemektedir.!

Koh ve arkadaglar1 46-83 yas aras1 560 Koreli postmenopozal kadinda biri
C575T olmak iizere 25 farkli RANK geni polimorfizmlerinin femur boyun ve lomber
bolge KMY degerleri ile iliskisini inceledikleri ¢alismalarinda, iki intronik SNP’nin
lomber bolgede diisik KMY ile iliskili oldugunu saptamislardir.”®* C575T
polimorfizminin postmenopozal Koreli kadinlarda femur ve lomber bolge KMY
degerlerine etkisi olmadigini bildirmislerdir. Ayrica olgularin konvansiyonel
grafilerle vertebral kiriklar1 ve sorgulama ile Ogrenilen non-vertebral kiriklar
belirlenerek RANK geni polimorfizmleri ile kirik iligkisinin degerlendirilmesinde
herhangi bir iliski saptamamislardir. Bu sonucu kirik riskine kalittmin %25-35
oraninda katkisi olmasi®*?* ve de KMY disinda diisme ile iligkili pek ¢ok gevresel
faktoriin onemli roli*”® olmasi nedeniyle net bir iliskinin kurulamayacag: ile
aciklamislardir.

Cinliler tarafindan yapilmis bir calismada (555 hasta ve 565 kontrol)
calismamiz ile benzer sekilde KMY degerlerine goére ayrilan olgular
RANK/RANKL/OPG gen polimorfizmleri ve femur total ve tim viicut KMY ile
iliskileri agisindan incelenmislerdir.”®® Farkli olarak bu calismada erkek cinsiyet ve
premenopozal donemdeki bayanlar da dahil edilmistir. Kontrol ve hasta gruplarinin
demografik ozellikler ve risk faktorleri agisindan anlamli bir farklilik gostermedigi
bu calismada sadece erkeklerde RANK®">" polimorfizmi ile kalga ve tiim viicut

KMY degerleri arasinda anlamli iliski saptanmus olup CTRANKE7T

genotipinin daha
yiilksek KMY degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Ayn1 calismada yine sadece
erkeklerde  RANK®' polimorfizminin diger incelenen RANKL ve OPG

polimorfizmleri ile anlaml1 gen-gen etkilesiminde bulundugu saptanmaistir .
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5.3 Calismanin Kisithhiklar:
Calismamizin en 6nemli kisitlilig1 genetik polimorfizme bagli KMY degerleri

arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla toplanan olgu sayisinin azhigidir.
Calismamizda sadece postmenopozal donemdeki kadinlari incelemis olmamiz
nedeniyle erkeklerde bu polimorfizmlerin KMY degerleri ile iligkisi saptanmadigi
icin cinsiyetler arasi farkin degerlendirilmesi miimkiin olmamistir. Kadin ve erkek
cinsiyet arasinda karakteristik 6zellikler lokuslarmin (ingilizcesi ‘quantitative trait
loci’ (QTL)) siirh diizeyde ortiismesi nedeniyle farkli cinsiyetler i¢in farkli genlerin
KMY iizerinde etki gosterebilecegi bilinmektedir.*** Daha genis popiilasyonlu ve her
iki cinsiyeti de icerecek caligmalar incelenecek genin o toplumdaki polimorfizminin
farkli 6zellikteki olgularda olusturabilecegi etkiyi yansitabilmesi ve elde edilecek
sonuclarin genellenebilir olmasi agisindan gereklidir.

Dejeneratif osteoartrite bagli olusabilecek osteofitlerin, vertebral kirik ve
deformitelerin ya da omurga egriliklerinin lomber vertebra KMY Olglimleri
degerlendirilirken KMY degerini etkileyebilecegi bilinmektedir. Olgularimizda
omurga deformiteleri acisindan klinik fizik muayene yapildi, DEXA 6lgiim
goriintiilerinin incelenmesi disinda herhangi bir goriintiileme yontemi kullanilmadi.
Fizik muayene ile belirgin deformiteye sahip olgu saptanmadi. Dejeneratif
degisikliklerin daha siklikla ilerleyen yaslarda - 6zellikle 65 yas ve listiinde-omurga
DEXA ol¢limiinde yalanct yiiksek kemik mineral yogunlugu ile sonuglandigi
bildirilmektedir.®® Calisma popiilasyonumuz 45-65 vyas arasi bireylerle
sinirlandirilmis  olsa da c¢alismamizda sayillan nedenlerden otiirli goriintiileme
yontemi kullanilmamis olmasi bu agidan bir kisitliliktir.

Glinlimiizde; ti¢ boyutlu bir yapist olan kemigin iki boyutlu bir inceleme
yontemi olan DEXA yoOntemi ile mineral yogunlugu olglimleri osteoporoz tanisi,
kirik riskinin degerlendirilmesi ve tedavinin izlenmesinde énemli bir role sahip olsa
da ideal yontem degildir. Kantitatif bilgisayarli tomografi ya da kemik biyopsisi gibi
ileri tetkiklerle kemik mikromimarisini gosterebilecek degerlendirmeler, osteoporoz
gelisiminde etkili olabilecek faktorleri arastirmada kullanilabilecek daha duyarhi
yontemler olabilir.?*® Ancak, giinliik uygulamada bu tetkiklerin pahali olmasi, daha

uzun analiz zamani gerektirecek olmalari, tomografi ile daha yiiksek dozlarda X
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1sinlaria maruz kaliacak olmasi, kemik biyopsisinin invazif bir islem olmas1 goz

Ontine alinirsa bu ileri incelemelerin tercih edilemeyebilecegi diistiniilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Postmenopozal 178 Tiirk kadininda RANK geni ekzon 4’deki C421T ve
ekzon 6’daki C575T polimorfizmleri genotip, birlesik genotip ve allel sikliklar:
acisindan normal veya diisiik kemik mineral yogunluguna sahip gruplar arasinda
anlamli bir fark saptanmamustir.

2. Postmenopozal 178 Tiirk kadininda normal ve diisik kemik mineral
yogunluguna sahip gruplarda C421T ve C575T polimorfizmleri ile femur boyun,
femur total ve lomber bolge KMY degerleri arasinda anlamhi bir iliski
saptanmamigtir.

Aile ve ikiz caligmalari ile genetik varyasyonlarin en biiyiik oranda etki sahibi
oldugu kabul edilen KMY degerlerinin RANK geni polimorfizmleri ile iligkilerinin
aydinlatilmasi agisindan her iki cinsiyeti de igeren ve daha cok sayida olguya sahip

ileri calismalara ihtiyag¢ vardir.
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