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ÖZET

Bu çalışmanın amacı 45-65 yaş arası erken postmenopozal dönemdeki

kadınlarda osteoklastogenezde önemli rolü olduğu bilinen RANK geninin, ekzon

4’deki C421T ve ekzon 6’daki C575T tek nükleotid polimorfizmleri ve bunların

femoral ve lomber bölge KMY değerleri ile olan ilişkisini araştırmaktır.

Bu amaçla Dünya Sağlık Örgütü kriterlerine göre T skorları normal olan 78

kişi ve osteopenik/osteoporotik olarak ayrılan 100 kişi incelendi. Dışlama kriterleri

son 4 ayda HRT almış olmak, daha önce osteoporoz açısından herhangi bir tedavi

almak, kemik metabolizmasını etkileyecek metabolik, endokrinolojik, nörolojik,

romatolojik, malignite vb. gibi ikincil hastalığı olmak, malabsorbsiyon öyküsü, 40

yaşından önce menopoza girmek, >3 ay immobilizasyon öyküsü, karaciğer/böbrek

hastalığı, antikoagülan kullanım öyküsü, cerrahi menopoz, kronik alkolizm,

glukokortikoid kullanım öyküsü olarak belirlendi. Çalışmaya katılanların yaş, boy,

kilo, beden-kitle indeksi, menarş yaşı, menopoz yaşı ve süresi, emzirme süresi,

günlük kalsiyum alımı, fiziksel aktivite skoru, alkol ve sigara kullanımı bilgileri

kaydedildi. Hologic QDR Delphi ile çekilmiş olan femur total, femur boyun ve

lomber total KMY değerleri ile T skorları kaydedildi. RANK C421T polimorfizmi

tayini için sekans analizi, C575T polimorfizmi için Ssil enzimi kullanılarak enzim

kesimi işlemi uygulandı.

Kontrol ve hasta grubu arasında C421T ve C575T polimorfizmi için genotip

dağılımı ve C ve T allel sıklıkları ile birleşik genotip ve birleşik haplotip

analizlerinde kontrol ve hasta grubu arasında anlamlı bir fark saptanmadı.

C421T polimorfizmi ve C575T polimorfizmi için ayrı ayrı genotiplere göre

hasta ve kontrol grubunun düzeltilmiş KMY değerleri hesaplandığında, her iki

polimorfizm için de, kontrol ve hasta grubunda femoral ya da lomber bölgede KMY

değerlerinde anlamlı fark yaratacak genotipe rastlanmadı..

Kontrol ve hasta grubunda ayry ayrı olarak bakılan CC/CC birleşik genotipi

grubu ile diğer birleşik genotiplerin birlikte değerlendirildiği grup arasında femur

boyun, femur total ve L1-L4 KMY değerlerinde anlamlı fark saptanmadı.

Sonuç: Erken postmenopozal dönemdeki Türk kadınlarında RANK geni

C421T ve C575T polimorfizmleri femoral ve lomber bölge KMY değerleri ile

anlamlı bir ilişkili saptanmadı.
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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.GİRİŞ

Osteoporoz en sık görülen ve kemik gücündeki azalmaya bağlı olarak kemik

frajilitesi ve kırık riskinde artışla giden kronik, progresif ve multifaktöriyel bir kemik

metabolizması hastalığıdır.1

Genetik faktörler kemik mineral yoğunluğundaki (KMY) değişkenliğin %60-

80’inden sorumlu tutulmaktadır.9

Osteoporoz patogenezinde genetik ile ilişkili etkileri aydınlatmaya yönelik

bağlantı çalışmaları,253 aday gen saptanması (tek nükleotid polimorfizm (SNP)

çalışmaları gibi) ve gen ekspresyonu çalışmaları 254 olmak üzere farklı metodlar

kullanılmaktadır.

İnsan genetik varyasyonu üzerine yapılan çoğu araştırma SNP’ler üzerine

yoğunlaşmıştır. SNP’ler genomun hem kodlama yapan hem de yapmayan

bölgelerinde açığa çıkabilir. Birçok SNP’nin hücre fonksiyonu üzerine hiçbir etkisi

yoktur ancak bilim adamları diğerlerinin insanları hastalıklara yatkın hale getirdiğine

ya da bir ilaca verecekleri cevabı etkilediğine inanmaktadır.

Çalışmamızda 45-65 yaş arası erken postmeopozal dönemdeki kadınlarda

osteoklastogenezde önemli rolü olduğu bilinen RANK geninin,174 ekzon 4’deki

C421T ve ekzon 6’daki C575T tek nükleotid polimorfizmleri ve bunların femoral ve

lomber bölge KMY değerleri ile olan ilişkisini araştırmayı planladık.
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2. GENEL BİLGİLER

Osteoporoz en sık görülen ve kemik gücündeki azalmaya bağlı olarak kemik

frajilitesi ve kırık riskinde artışla giden kronik, progresif ve multifaktöriyel bir kemik

metabolizması hastalığıdır.1, 2

Osteoporozun tarihi çok eskiye dayanmaktadır. Medeniyetin başlamasından

itibaren yaklaşık dört bin yıl öncesinde Mısırlılar döneminden itibaren özellikle

bayanları etkilemektedir. Arkeolog ve araştırmacılar Mısırlı mumyalarda osteoporoz

emarelerinden olan kamburluğu ortaya çıkarmışlardır. 18. yüzyılda bir İngiliz cerrah

olan John Hunter yeni kemiğin oluşmaya başladığı yerde eski kemiğin absorbe

edildiğini ortaya atmıştır. Bu olay kemik remodellingine karşılık gelmektedir ve

osteoporozun nedeni olarak bilinmeye başlanmasının üzerinden yüzyılı aşkın zaman

geçmiştir. 1830’larda Fransız patolog Jean George Chretien Frederic Martin Lobstein

hastalarda bazı kemiklerin normalden daha fazla oyuk içerdiğini belirtmiş ve bunu

osteoporoz yani poröz kemik olarak tanımlamıştır. Yaklaşık bir asır sonra Amerikan

klinisyen ve endokrinolog Full Albright post-menopozal kadınların bu duruma daha

yatkın olup ve daha zayıf ve kırılgan kemiklere sahip olduklarını öne sürmüştür.

Daha sonra da post-menopozal osteoporozu tanımlama çalışmalarına devam edip bu

bayanları östrojenle tedavi etmeye başlamıştır. Fakat hastalığın saptanmaya

başlanması 1940’lı yılları bulmuştur. 1948 yılında Albright ve Reifenstein primer

osteoporozun iki ayrı başlık altında toplandığını birinin östrojen kaybı ile diğer tipin

ise yaşlanmayla ilişkili olduğunu öne sürmüşlerdir.3 Bu tanım daha sonra Riggs ve

arkadaşları tarafından detaylandırılıp menopoz sonrası trabeküler kemik kaybını

tanımlayan  Tip 1 osteoporoz ve yaşla ilişkili değişikliklerin sonucu olarak trabeküler

ve kortikal kemik kaybını tanımlayan Tip 2 osteoporoz olarak isimlendirilmiştir.4

1960’lı yıllarda araştırmacılar kemik kaybını saptayacak araçlar geliştirmeye

başlamışlardır. Bu da hastalığı erken saptama şansını sağlamıştır. 1960’larda Herbert

Fleisch kemik rezorbsiyonunu engelleyen bifosfonat bileşiklerini bulmuştur. 1984

yılında osteoporoz Ulusal Sağlık Enstitüsü (NIH) tarafından sağlığı tehdit eden ciddi

bir hastalık olarak ilan edilmiş, kemik kaybının önlenmesi açısından östrojen tedavisi

ile birlikte sağlıklı beslenme, kalsiyum ve egzersizin önemi vurgulanmıştır.5

Günümüzde kabul edilen görüş ise osteoporoz multipl genetik, fiziksel, hormonal ve

beslenme ile ilişkili patogenetik faktörlerin tek başına veya bir arada etki ederek



3

kemik kitlesi kaybı ve kemik mikromimarisinde bozulmaya yol açtığıdır.6, 7 Bu

faktörlere eşlik eden artmış düşme riski osteoporotik hastalardaki kırıkların

gelişimine katkıda bulunur.8

Genetik faktörler erişkin kemik kitlesindeki değişkenliğin %60-80’inden

sorumlu tutulmaktadır.9, 10

Ailede kırık öyküsü varlığının ise KMY’den bağımsız olarak kırıklar için risk

faktörü olduğu çeşitli çalışmalarda bildirilmiştir.11, 12 Sonuç olarak; kırıkların da

kalıtsal özellik taşıması muhtemeldir.13

Herhangi bir zamandaki yetişkin KMY’si iskelet gelişimi sırasında

kazanılmış doruk kemik kitlesi ile sonrasında kaybedilen miktar ile ilişkilidir. Kemik

kitlesinin kazanılması büyük oranda 12 ile 20 yaşlar arasında gerçekleşir. Bu

dönemde çevresel ve hormonal çok önemli etkileşimler söz konusudur. Kemik

oluşumunu bozan ya da rezorbsiyonu kolaylaştıran herhangi bir hastalık ya da

hormonal dengeleri değiştirebilen durumlar, doruk kemik kitlesinin daha az olmasına

ve yaşamın ileri dönemlerinde artmış kemik kırık riskine neden olacaktır.14 Artmış

kemik frajilitesine bağlı osteoporotik kırıklar çeşitli faktörlerle ilişkilendirilmiştir,

bunlardan başlıcaları düşük KMY ve kemik mikro-mimarisindeki bozulmadır.15

Osteoporoz, kemik hücre işlevini düzenleyen birçok lokal ve sistemik

faktörlerin etkileşimi sonucu oluşmaktadır. Osteoporozdaki heterojenite sistemik ve

lokal faktör düzenleyicileri yanında reseptör değişiklikleri, sinyal transdüksiyon

mekanizmaları, nükleer transkripsiyon faktörleri, lokal düzenleyicileri üreten ya da

inaktive eden enzimleri de kapsar.8 Son yıllarda, genetik çalışmalar sonucu

osteoporoz ile ilişkili birçok düzenleyici mekanizma tanımlanmıştır. Vitamin D

reseptör (VDR) geni, östrojen reseptör alfa (ESR-α), kollajen tip-I alfa (COL1A1)

polimorfizmleri ile kemik kitlesi ve kırılganlığı arasında ilişki geniş şekilde

incelenmiştir. KMY ile ilişkisi kanıtlanmış olanların dışında, çok sayıda aday gen ve

KMY ile ilişkili olduğu varsayılan ya da çelişkili sonuçları olup daha ileri

çalışmalarla araştırılması önerilen genler de bulunmaktadır.16 Yapılan bir meta-analiz

VDR geninin kemik mineral yoğunluğu üzerinde anlamlı bir etkisinin bulunmadığını

diğer iki genin (ESR-α, COL1A1) ise KMY üzerine ılımlı-muhtemelen %3’den az

miktarda-genetik katkısı olduğunu öne sürmüştür.17 Bununla beraber, bu meta-

analizde incelenen çalışmalardaki hasta sayılarının az olması, kontrol ve hasta
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gruplarındaki bireylerin genetik arka planında farklılıklar olması nedeniyle bu

sonuçların tartışmalı olduğu daha geniş çaplı ve çok uluslu popülasyonları içeren

meta-analizlere, DNA havuz çalışmalarına ve gen ekspresyon çalışmalarına ihtiyaç

olduğu bildirilmektedir.18

Osteoporozun kompleks ve birden fazla geni ilgilendiren (poligenik) bir

hastalık olmasından dolayı spesifik gen polimorfizmlerinin katkısı nispeten daha

azdır fakat klinik olarak önemli olabilir. Osteoporoz patogenezinde spesifik genlerin

rolünün tanımlanması için standardize edilmiş genotipleme metodu ile genetik olarak

benzer normal ve hasta bireyleri karşılaştıran çalışmaların yapılması gereklidir.

Yakın zamanda östrojen reseptör polimorfizmi ile bu gösterilmiştir.19

2.1 Kemiğin Yeniden Yapılanma Süreci (Remodeling)

Aşırı kemik rezorbsiyonunun ve yetersiz kemik yapımının nasıl kemik

kırılganlığını artırdığını anlamak için kemiğin yeniden yapılanma sürecini

(remodeling) anlamak gerekir. Kemik dokusu erişkin yaşamı boyunca yeniden

yapılanmaktadır. Remodeling eski kemiğin osteoklastlarca rezorbsiyonu ve

rezorbsiyonu takiben osteoblastlarca yeni kemik oluşumu süreçlerini kapsar.20 Bu iki

birbiriyle ilişkili olay hem kemik dokusunun yenilenmesinden hem de kemiğin

anatomik ve yapısal bütünlüğünün korunmasından sorumludur. Normal şartlar

altında kemik yeniden yapılanması döngüler şeklinde ilerler. Her döngüde

osteoklastlar kemiğe yapıştıktan sonra asidifikasyon ve proteolitik sindirimle kemik

dokusunu ortadan kaldırırlar.21 Kısa süre sonra osteoklastlar rezorbsiyon alanını terk

eder, yerlerine o bölgeye osteoblastlar göç eder ve osteoid salınımı ile yeni kemik

dokusu oluşum süreci başlar. Osteoid doku kollajen ve diğer proteinlerin oluşturduğu

bir matrikstir. Bu matriks belirli süreçlerden geçerek mineralize olur. Kemik

oluşumu tamamlandıktan sonra, kemik yüzeyi – sonunda osteoblastlara farklılaşacak

hücre tipi olan- döşeyici hücrelerce çevrilir.22

Erişkinde, trabeküler kemiğin yılda yaklaşık %25’i yeniden şekillenirken bu

oran kortikal kemikte yalnızca %3’tür. Buradan şu sonuç çıkarılabilir: yeniden

yapılanma esas olarak yerel etmenlerce kontrol edilir.22 Kortikal kemiklere kıyasla

trabeküler kemikte yüzey-hacim oranı daha yüksektir ve kemiğin %70-85’i kemik

iliği ile temas halindedir.23
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Trabeküler kemik yüzeyinde Howship lakünaları ya da kortikal kemiğin

haversian kanallarında gerçekleşen kemik yeniden yapılanma süreci osteoklast

aktivasyonu, osteoblast sıra hücrelerinin hematopoietik hücre öncülleri

(preosteoklastlar) ile etkileşmesi ile başlar. İnflamatuar hücreler özellikle T

lenfositler de bu süreci başlatabilir. Osteoklastlar olgunlaşır ve rezorbsiyon süreci

başlar. Bu faz kısa sürer (3 hafta kadar) ve yine kısa süren yıkım süreci bu fazı izler.

Yıkım süreci sırasında kemik yüzeyini mononükleer hücreler kuşatır fakat kemik

oluşumu henüz başlamamıştır. Bundan sonra formasyon süreci başlar. Muhtemelen

osteoklastlardan ya da yıkım sürecinde rol alan hücrelerden salınan maddeler ya da

kemik matriksinden açığa çıkan büyüme faktörleri (tümör büyüme faktörü beta

(TGF-beta) (TGF-ß), kemik morfogenetik proteinleri (BMPs), insulin benzeri

büyüme faktörü 2 (IGF-2) gibi) bu sürecin başlamasında rol oynar. Formasyon süreci

belirgin olarak diğer 3 süreçten uzun sürer (3 ay kadar) ve osteoblastların ilerleyici

dalgalanmaları sonucu matriks oluşumunu kapsar. Bunlar daha sonra ya düz döşeyici

hücreler haline gelirler, kemikte gömülü halde yerleşiktir ve osteosit adını alırlar ya

da programlı hücre ölümüne giderler.24

Rezorbsiyon süreci kısa (yaklaşık 3 hafta kadar), yerine koyma süreci uzun

olduğundan (yaklaşık 3 ay) kemik döngüsündeki herhangi artış kemik kitlesinde

kayıp ile sonuçlanacaktır.25 Ayrıca dolmamış Howship lakünaları ya da haversian

kanalları arttıkça kemik daha da zayıflayacaktır. Aşırı rezorbsiyon trabeküler

yapıların tamamen kaybına da neden olabilir. Böylece kemik oluşumu için kalıp

kalmaz. Bu nedenle osteoklastik rezorbsiyondaki artışın kemik kırılganlığı ile

sonuçlandığı birçok yol vardır. Kemik yeniden yapılanma süreci erişkin kemiğinin

ana görevini oluşturur. Kemik yeniden yapılanması ya da kemiğin çok hücreli

üniteleri (bone multicellular units=BMUs) yıllar önce tanımlanmıştır.23, 26

Osteoporoz gelişimi için yeniden yapılanma sırasında yeterli olmayan kemik

oluşum cevabı da gerekli bileşendir.8 Kemik rezorbsiyonu ve kemik oluşumunun

düzenlenmesinde hem sistemik hem lokal faktörler önemli rol oynamaktadırlar

(Resim 2.1, 2.2).
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Resim 2.1 : Kemik rezorpsiyonunu aktive eden faktörler (PTH: paratiroid hormon ,

PTHrP: paratiroid hormonla ilişkili protein, PGE2: prostoglandin E2, IL: interlökin ,

TNF: tümör nekroz faktör; LIF:lösemi inhibitör faktör).27

Aktive T
lenfosit

  Kemik
Aktive
osteoklast

Multinükleer
osteoklast

Preosteoklast

Aktive
sinoviyal
fibroblast

Aktive
dendritik
hücre

Osteoblastlar/
Kemik iliği stromal
hücreleri

Prorezorptif/kalsiyotropik faktörler: 1,25(OH)2D vitD3, PTH, PTHrP,
PGE2, IL1, IL6, TNF, prolaktin, kortikosteroidler, onkostatin M, LIF
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Resim 2.2 : Kemik rezorpsiyonunu inhibe eden faktörler (BMP:kemik morfogenetik

proteini; TGF: tümör büyüme faktörü; IFN- γ: interferon gama; IL: interlökin;

PDGF: platelet kaynaklı büyüme faktörü). 27

Kemik yeniden yapılanmasında santral ve periferik sinir sistemi de rol

almaktadır. Nöroendokrin mekanizma ile leptin hipotalamik reseptörler aracılığı ile

kemik yapımını inhibe eder,28 ayrıca periferik etkiyle de fare deneylerinde ß-

adrenerjik agonistler yoluyla KMY’de azalmaya yol açtığı görülmüştür.29

Nöropeptid Y sempatik kontrolden bağımsız olarak kemik yapımını

düzenler.30 Nöromedin U da sempatik sinir sistemi aracılığıyla kemik kitlesinin

belirlenmesinde anahtar rol oynar.31

2.2 Osteoporoz Patogenezi

Osteoporoz gelişiminde etkili temel patogenetik mekanizmalar:8

1* Büyüme ve gelişme sırasında iskeletin optimal gücüne ulaşamaması

2* Kemik kitlesinde kayıp ve kemik mikromimarisinde bozulmayla sonuçlanan aşırı

kemik rezorbsiyonu

Anti-rezorptif faktörler: Östrojenler, kalsitonin, BMP2/4, TGF-ß, IL-17, IL-4, IL-
18, IFN-γ, PDGF, kalsiyum

Apopitotik osteoklast
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3* Kemik yeniden yapılanması sırasında artmış kemik rezorpsiyonuna karşılık

yetersiz kemik yapımı

2.2.1 Östrojenin rolü

Östrojenin dolaşımdaki iki major formu östron (E1) ve östradiol (E2)’ dir. E2,

E1’den 3.5 kat daha potenttir. Premenopozal kadınlarda serumdaki E2’nin %95’i ve

E1’in büyük kısmı over kökenlidir, kalan kısımları ise steroid öncüllerinden aromataz

enzimi ile - çoğu zayıf adrenal androjenlerden - periferik konversiyon yoluyla oluşur.

Postmenopozal kadınlardaki östrojenin ise neredeyse tamamı periferik dönüşüm

yoluyla sağlanır. Aromataz aktivitesi beyin, karaciğer, prostat, deri, adipoz doku,

kemik gibi pek çok dokuda bulunsa da,32 esasen ekstragonadal östrojen üretiminden

adipoz doku sorumludur. E2 testosteronun, E1 ise androstenedionun periferik

konversiyonu ile oluşur. Dolaşımdaki seks steroidlerinin ekstragonadal sentezine ek

olarak, osteoblastlar gibi bazı hedef hücrelerde intraselüler olarak da seks steroidleri

sentezlenip kullanılabilir. Labrie bu olayı ‘intrakrinoloji’ olarak adlandırmıştır.33

Dolaşan östrojenin yıkımı için iki temel mekanizma; 2-hidroksilasyon ve 16-

hidroksilasyondur. 2-hidroksilasyona uğrayan östrojen inaktiftir hatta bazı deneysel

sistemlerde antagonistik etkisi bulunmuştur, 16-hidroksilasyona uğrayan östrojenin

ise östrojenik aktivitesi devam etmektedir.34 Dolaşan androjen ve östrojen üç kısımda

incelenebilir: serbest biyoaktif komponent (%1-3), gevşekçe albumine bağlı

komponent - biyolojik aktivitesi vardır - (%35-55), seks hormonu bağlayan globuline

(SHBG) sıkıca bağlı komponent - kısıtlı biyolojik aktivitesi vardır - (%40-65).

SHBG seks steroidleri tarafından regüle edilebilir; östrojen SHBG miktarını arttırır,

androjenler ise azaltırlar.

Hücresel düzeyde östrojen kemik çok hücreli ünitelerinin (BMUs)

aktivasyonunu baskılayarak rezorpsiyon ve formasyon fazı arasında denge sağlar.

Östrojen yokluğu durumunda yeni BMUs aktivitesi artar ve bu birimlerin hepsinde

rezorptif faz formasyon fazına göre daha baskındır. Bunun nedeni apopitozun

inhibisyonuna bağlı olarak osteoklast yaşam süresinin artmasının yanında osteoklast

aktivitesinin de artmasıdır.35 Osteoklastlar üzerindeki etkisi kadar iyi

pekiştirilmemekle beraber östrojenlerin osteoblast oluşumu, farklılaşması,

proliferasyonu ve fonksiyonunu arttırması da muhtemeldir.36, 37
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Diğer steroid hormonlar gibi seks steroidleri de spesifik nükleer

reseptörlerine bağlanarak etki ederler. Östrojen için iki reseptör (östrojen reseptör

alfa ve beta (ERα ve ERß); androjen için ise tek bir reseptör (AR) bulunmaktadır.

ERα esasen kortikal kemikte, ERß ise daha çok trabeküler kemikte bulunur.38 ERα

osteoklastlar ve osteositlerde de bulunmaktadır. AR üreme organları kemik ve kas

olmak üzere pek çok dokuda bulunur.

ERα, ERß veya her ikisinin delesyonu ile yapılan fare deneyleri ile bu

reseptörlerin kortikal ve trabeküler kemik üzerindeki etkileri aydınlatılabilmiştir.39, 40,

41 ERα kemik dokusu üzerinde kemik oluşumu için daima stimülatördür. ERα

eksikliğinde kemiğin biyomekanik yüklenmelere karşı yetersiz osteojenik cevabı fare

deneylerinde gösterilmiştir.42 ERß ise stimülatör, nötral  ya da inhibitör etkili olabilir.

Androjenlerin AR üzerine bağlanması da trabeküler ve kortikal kemik kitlesinde artış

sağlar. Çoğu çalışmada AR yokluğu erkek ve bayanlarda düşük KMY ile

birliktedir.43 Yapılan bir çalışmada aromataz geni yokluğu dişi farelerde artmış,

erkeklerde ise azalmış kemik turnoverı ile sonuçlanmış iken, bir başka çalışmada

hem erkek hem dişilerde kemik rezorbsiyonu artmış bulunmuştur.44, 45 Bu farklılığın

açıklaması henüz net değildir.

Bazı sitokinler preosteoklast sayısında artışa yol açarken bazıları da kısım

osteoklast oluşumu, fonksiyonu ve yaşam süresini olumsuz etkiler. İnterlökin 1-beta

(IL1ß) , IL-6, IL-7, granülosit-makrofaj koloni uyarıcı faktör (GM-CSF), makrofaj

koloni uyarıcı faktör (M-CSF), prostaglandin E2 (PGE2) osteoklast aktivitesini

arttırıcı etki gösterir.  Osteoblastik sıra hücreleri tarafından üretilen TGF-ß osteoklast

apopitozunu arttırır ve osteoklastların yaşam süresini kısaltır.46 Östrojen bu sitokin

ağını tonik olarak inhibe ederken östrojen yokluğu stimüle eder ve kemik

rezorpsiyonu artar.47 Östrojenin sitokin üretimi üzerindeki etkileri T-hücre aracılı

olabilir.48 Ovariektomize sıçanlarda aktive T hücrelerinin fazla miktarda salgıladığı

TNF-α ve IL-1 kemik kaybında önemli rol oynamaktadır.49, 50 Aktive T hücreleri aynı

zamanda nükleer faktör kappa β ligandın reseptör aktivatörü (RANKL)-aracılı kemik

rezorpsiyonunu inhibe eden IFN-α ve IFN-γ da üretirler.51 Böylece pro- ya da anti-

osteoklastojenik T hücre sitokin salınımındaki net miktara göre kemik üzerine etki

ortaya çıkar. İnflamasyon, östrojen eksikliği gibi durumlarda pro-osteoklastojenik

sitokinler baskındır.52 Östrojen eksikliğinde artmış rezorpsiyona yetersiz kemik
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yapımı kemik kaybına neden olur. Östrojen eksikliğinde üretimleri artan IL-7 ve

TNF-α osteoblastik aktiviteyi inhibe etmektedir.49, 53 Deney hayvanları ve insanlarda

östrojen replasman tedavisi hızlanmış programlı osteoklast ölümünü (apopitoz)

azaltıp osteoklastogenezi engeller; uzun dönem yüksek doz östrojen replasman

tedavisi ise bunlara ek olarak kemik yapımını da stimüle etmektedir.54

Östrojen TGF-ß üretimini direk olarak stimüle eder.55 TGF-ß T hücre

aktivasyonunun en güçlü baskılayıcısıdır. TGF-ß’nın sistemik dolaşımdaki artışı

ovariektomi ile indüklenen kemik kaybını ve kemik yeniden yapılanmasını

önlemektedir.48 IL-7 ve TGF-ß birbirlerinin üretimini zıt yönde etkiler.56

Östrojen pek çok hücrede antioksidanların yapımını arttırır. Östrojen

eksikliğinde tiyol antioksidan savunması azalarak serbest oksijen radikallerinin

oluşumu ile osteoklast yapımı uyarılır.57, 58

Östrojen eksikliği hem primer olarak hem de kemik turnoverı üzerindeki

etkilerine sekonder olarak periferik kalsiyum metabolizmasını da değiştirerek

intestinal kalsiyum emiliminin azalması ve idrar kalsiyum atılımının artmasına yol

açar (Şekil 2.1).59, 60, 61

Östrojen serumda serbest 1,25 dihidroksikolekalsiferol (kalsitriol) (1,25(OH)2

D) düzeyini de arttırmaktadır.62



11

Şekil 2.1 : Tip 1 (postmenopozal) osteoporozda kalsiyum homeostazı ve kemik

turnover değişiklikleri

2.2.2 Kalsiyum, D vitamini, Paratiroid hormon (PTH)

1,25(OH)2 D vitamin düzeyi plazma PTH düzeyi, serum kalsiyum ve fosfor

düzeylerine göre düzenlenmektedir.63

Kemikten salınan fibroblast büyüme faktörü 23 (FGF-23) böbrek ve barsak

hücrelerindeki sodyum-fosfat kotransporterının fonksiyonunu arttırırken 1,25(OH)2D

vitamini sentezini baskılar.64 D vitamini olmadan diyetle alınan kalsiyumun %10-

15’i  ve fosforun %60 kadarı absorbe edilir.65 1,25(OH)2D’nin vitamin D reseptörü

ile etkileşimi intestinal kalsiyum absorbsiyonunu yaklaşık %30-40’ a, fosfor

absorbsiyonunu %80 düzeylerine çıkarır.66

Östrojen Eksikliği

Direk Renal Etki İskelet Etkileri Direk İntestinal Etki

Diğer FaktörlerKemik Kaybı

Azalmış PTH
Sekresyonu

Azalmış 1,25 (OH)2D
Yapımı

Artmış Kalsiyum
Ekskresyonu

Azalmış Kalsiyum
Absorbsiyonu
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Yaş ilerledikçe 25-hidroksivitamin D (25(OH)D) düzeyi kadın ve erkeklerde

%50’ye varan oranlarda azalmaktadır.67 Yaşlanmayla beraber kalsiyum ve D vitamini

alımı, barsaktan kalsiyum ve D vitamini emilimi, renal 1-alfa hidroksilaz aktivitesi,

güneşe maruziyet ve cilt kalınlığında azalmaya bağlı olarak deriden D vitamini

sentezi azalmaktadır.68, 69, 70 Büyüme hormonu yapımı ve IGF-1 düzeylerinin

ilerleyen yaşla azalması da 1,25(OH)2 D vitamin düzeylerinde azalmaya neden

olmaktadır.71 Tüm bu faktörler sekonder hiperparatiroidiye neden olmaktadır. Aktif

form olan kalsitriol kalsiyum ve fosforun barsaktan optimal emilimi için gereklidir.

Aynı zamanda paratiroid hormon sentezi üzerinde tonik inhibitör etkisi vardır.

İskelet kasları da vitamin D reseptörlerine sahiptir ve maksimum fonksiyon

için D vitaminine ihtiyaç duyarlar.72 Bunun dışında vitamin D reseptörü beyin,

prostat, meme, yağ dokusu hücresi, kolon hücreleri ve immün sistem hücrelerinde de

bulunmaktadır.65

Vitamin D eksikliği ve sekonder hiperparatiroidi hızlı kemik kaybı ve artmış

kemik kırılganlığının yanı sıra düşme riskini artıran nöromuskuler bozukluklara da

yol açabilir.73, 74, 75

50 yaş ve üstü bayanların %40-50’si ve erkeklerin %13-20’si yaşamlarının

geri kalanında osteoporotik kırıklarla karşılaşmaktadır.76

Serum 25(OH) D vitamin düzeyi 30-32 ng/ml altında düşük olarak kabul

edilebilir.77 Serum 25(OH) D vitamin düzeyi 20-30 ng/ml altına düştüğünde ise

serum intakt PTH düzeyinin artmaya başlayacağı bildirilmektedir.78, 79

Kalsiyum ve D vitamini eksikliği riski artmış olan yaşlı bireylerle yapılan

klinik çalışmalarda kalsiyum ve D vitamini desteği yapılmasının sekonder

hiperparatiroidiyi geri çevirdiği, kemik rezorbsiyonunu azalttığı, kemik kitlesini

artırdığı, kırık oranını azalttığı ve düşme sıklığını azalttığı bildirilmiştir.80, 81 Bunun

yanında toplum tabanlı bazı çalışmalarda kırık riskini önleme açısından oral

kalsiyum ve D vitamini desteği ile daha az başarı elde edilmiştir.82 Büyük bir çift kör

çalışma kalsiyum ve D vitamini desteğinin kırık insidansına anlamlı etkide

bulunmadığını rapor etmiştir.83 Bu durumun çalışma popülasyonunun göreceli olarak

yüksek bazal 25-OH D vitamin düzeyine, düşük dozda vitamin D desteği verilmiş

olmasına (400 IU/gün) ve tedaviye uyumun değişkenliğine bağlı olabileceği ileri

sürülmüştür.
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VDR gen polimorfizmleri yaygın olarak çalışılmıştır fakat sonuçlar

değişkenlik göstermektedir. Bunun nedeni kısmen bu reseptördeki belirli bir

polimorfizmin etkisinin çevreyle etkileşimine özellikle kalsiyuma bağlı olmasıdır.84

VDR gen polimorfizmleri aynı zamanda kalsitriol tedavisine yanıttaki farklılık ile de

ilişkili olabilmektedir.85

Bunun dışında KMY ve kemik döngüsünden bağımsız olarak kırık riski

üzerine de etkilidir ve bu düşme sıklığındaki farklılığa bağlı olabilir.86

2.2.3 Osteoblast farklılaşması ve işlevlerini belirleyen genler
Osteoblast farklılaşması ve işlevlerinde çok önemli görevleri olan sinyal

transdüksiyon yolakları ve transkripsiyon faktörlerinin yakın zamanda keşfi

osteoporoz patogenezini anlamada yeni ufuklara yol açmıştır. Gen delesyon

çalışmaları göstermiştir ki runt-ilişkili transkripsiyon faktörü 2’nin (Runx2) ya da bir

aşağı akım faktörü olan osterix’in yokluğu osteoblast farklılaşmasında çok

önemlidir.87, 88 Bu transkripsiyon faktörlerinin gen polimorfizmleri KMY’deki

değişikliklerle ilişkili olabilir.89, 90

Wnt sinyal yolağının osteoblast işlevini düzenlemedeki kritik rolünün ortaya

konması özel önem taşımaktadır. Çünkü bu yolağın kemik kütle ve gücünü

belirlemede önemli bir rolü olduğu gösterilmiştir. Bu yolak embriyonik dönemde ve

doğumdan sonra kanonik ve non-kanonik yolaklarla kemik gelişimi, formasyon ve

büyümesinde rol oynar.91, 92 Kanonik Wnt sinyal yolağı osteoblastların kondrositlere

dönüşümünü engeller ve osteoblast farklılaşması için runt-ilişkili transkripsiyon

faktörü 2’ yi (Runx2) hedefler.93 İlginç olarak Runx2’ nin aşırı ekspresyonu kemik

kitlesinde azalmaya yol açar. Bu da Runx2’ nin osteoblast farklılaşması ve

fonksiyonu yanında osteoklast farklılaşmasını da etkileyerek kemik yeniden

yapılanma sürecinde kompleks bir rol oynadığı yönünde yorumlanabilir.94

Farklılaşmış osteoblastlarda ß-kathenin sinyali osteoblastlardan osteoprotegerin

sentezini indükleyerek osteoklast formasyonu ve kemik rezorbsiyonunu inhibitör

yönde etkiler.95 Wnt sinyali yokluğunda ß-kathenin aksin ve glikojen sentaz kinaz-3

(GSK-3) ile protein kompleksi şeklinde degradasyona uğrar. LDL reseptör ilişkili

protein 5 ya da 6 (LRP5/LRP6) Wnt ligandlarınca transdüksiyon sinyali için kıvrımlı

reseptör ile etkileşir. Böylece ß-kathenin nükleusa taşınarak T hücre faktörü/lenfosit

çoğaltıcı faktör (TCF/LEF) ile etkileşerek hedef genlerin transkripsiyonunu (örneğin
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osteoprotegerin (OPG) geni gibi) aktive eder.96 ß-katheninin kemik morfogenetik

protein 2 (BMP2) ile etkileştiğine dair kanıtlar vardır.97 Yapısal aktivasyona neden

olan LRP5 mutasyonu kemik yoğunluğunda artış ile sonuçlanabilir.98 Her ne kadar

hiçbirinde kırık olmasa da, LRP5 aktive edici mutasyonlu ailelerin fenotipi oldukça

değişkenlik gösterir. Bazıları normal kemik mimarisi gösterirken diğerleri kemik

aşırı büyümesine bağlı anormallikler gösterir.99 LRP5 inhibe edici mutasyonu

şiddetli osteoporotik sendrom ve anormal göz gelişimi ile ilişkilidir.100 LRP5 gen

polimorfizmleri kemik kitlesinde farklılıklar ve kırıklar ile de ilişkili olabilir.101

Non-kanonik Wnt yolağında ise sinyal kıvrımlı reseptörler aracılığı ile yapı

proteini olan Disheveled (Dsh) ve Jun-N-terminal kinaz (JNK) kaskadı ile ya da

kalsiyum bağımlı sinyal kaskadı ile iletilir.96 PTH’ nın kemik formasyonu üzerine

anabolik etkisi kısmen non-kanonik Wnt4 sinyalini stimüle ederek p38 mitojen

aktive olmuş protein kinaz (MAPK) yoluyla osteoprogenitör hücre farklılaşmasını ve

osteoblast gelişimini arttırmasına bağlanır.102 Non-kanonik Wnt5a sinyali ise Runx-

2’yi indükler ayrıca in vitro olarak da peroksizom proliferatör aktive olmuş reseptör-

gamayı (PPAR-γ) suprese ederek adipoprogenitörlerin osteoblastlara farklılaşmasını

sağlar.103 Wnt yolağı ayrıca osteoblastlarda osteoblast spesifik transkripsiyon faktörü

olan osterix tarafından da kontrol edilir. Mekanik yüklenme ya da yüklenmeme

osteositler tarafından algılanarak sklerostini içeren biyokimyasal sinyallerin

inhibisyonu ya da serbestlenmesi tetiklenir. Mekanik yüklenme gibi fizyolojik

durumlar ya da patolojik durumların varlığında kemik martiksinde oluşabilen

mikrokırıklar tarafından osteoblastik silsile hücreleri uyarılarak RANKL üretimi de

artar.104

Wnt sinyal yolağındaki bozukluklarla ilişkili durumlar: osteoporoz

psödoglioma,  multipl myelom, glukokortikoid ile ilişkili osteoporoz, yüksek KMY

ile giden hastalıklar, sklerostozis, van Bucham hastalığı olarak sıralanabilir.105

Wnt sinyal yolağının ekstraselüler inhibitörleri kıvrımlı ilişkili salınan protein

(SFRP), Dickkopf-1 (Dkk-1), Wnt inhibitör faktör (WIF), Cerberus (Cer), yüzey

ektodermin Wnt modülatörü (Wise) ve kemik spesifik sklerostindir.  Wnt antagonisti

Dkk-1’ in bağlanması ile Dkk-1-LRP5/6-Kremen kompleksi oluşarak LRP5/6

endositozu ve degradasyonu meydana gelir ki bu da Wnt ve kıvrımlı reseptör

etkileşimini önler. Yine bir Wnt inhibitörü olan Wise de Wnt koreseptörü LRP’ye
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bağlanır. Yaygın olarak eksprese edilen Dkk1’ in aksine sklerostinin ekspresyonu

osteositlerle sınırlıdır. SOST geni ürünü olan sklerostin LRP5’ e bağlandığında Wnt-

LRP-kıvrımlı reseptör kompleksi oluşumunu engeller. Bu geni inaktive eden

mutasyonlar yüksek kemik kitlesine neden olur (Van Bucham hastalığı ve

sklerostozis).105 Dkk insan genomunda 4 tipte tanımlanan sekrete edilen Wnt sinyal

regülatörleridir.106 Dkk-1 Wnt sinyalini LRP5/6’ ya bağlanarak direk olarak inhibe

ederken,107 Dkk-2 ve 3 Wnt sinyalini antagonize etmezler. Dkk-2 osteoblastların

terminal diferansiyasyonunda ve mineralize matriks formasyonunda rol alır.108 Dkk-2

olmayan farelerde yapılan çalışmalarda trabeküler ve endokortikal kemik

yüzeylerinde osteoidlerin artmış olduğu saptanmış fakat aynı zamanda bozulmuş

kemik mineralizasyonu ve buna bağlı osteopenik fenotip de saptanmıştır.108

Wnt sinyal yolağının intraselüler inhibitörleri de mevcuttur. Bunlar

adenomatöz polipozis koli (APC), aksin, glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3), CKIa (β-

kathenini degradasyon yolağı için fosforile eder), transdusin tekrar içeren protein

(hTrCP), ankirin tekrar alanı 6 (ANKRD6), nemo benzeri kinaz (NLK) olarak

sıralanabilir.

Wnt sinyal yolağındaki LRP5/6, Dkk2, sklerostin ve sFRP gibi pek çok

üyenin kemik mineral yoğunluğu ile anlamlı ilişkide olduğu gösterilmiştir.109, 110

2.2.4 Lokal ve sistemik büyüme faktörleri

Lokal ve sistemik büyüme faktörlerinin üretiminde ve aktivitesindeki spesifik

bozukluklar kemik oluşum bozukluğuna katkıda bulunmaktadır. kemik morfogenetik

proteinleri (BMP’ler) ve TNF ailesinin diğer üyeleri suçlanmıştır. İzlanda ve

Danimarkalıların katıldığı büyük bir çalışmada BMP2 gen polimorfizmlerinin düşük

KMY ve kırık riski ile ilişkili olduğu görülmüştür.111, 112 BMP2’yi osteoporoza

yatkınlık geni olarak kabul etmek için daha fazla çalışma gerekebilir. Kemik

gelişiminde IGF, TGF-β ve ilişkili BMP’lerin rolü geniş şekilde araştırılmıştır.113, 114

Hem sistemik hem lokal düzenleyici etkileri olan IGF ve TGF-β kemik oluşumu

üzerine etkilidir. Lokal IGF-1 üretiminin inhibisyonu glukokortikoid nedenli

osteoporozda önemli bir bileşendir.115 IGF-1 yoksun farelerde intermittan paratiroid

hormonuna periostal kemik oluşumu cevabının olmadığı görülmüştür.116

Karaciğerden büyüme hormonu bağımlı salgılanan sistemik IGF-1 kortikal kemik
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bütünlüğü için daha önemliyken osteoblastlardan lokal olarak sentezlenen lokal IGF-

1 trabeküler kemik bütünlüğü için önemlidir.117,118 TGF-β kemik rezorpsiyonunu

hem stimüle hem de inhibe eden kemiğin multifonksiyonel bir düzenleyicisidir.

Ancak daha büyük ölçüde kemik yapımının uyarıcısıdır.119 KMY ve osteoporotik

kırıkların insidansı ile IGF ve TGF-β’yi kodlayan genlerin polimorfizmleri arasında

bazı ilişkiler bulunmuştur.120, 121, 122

Bunlar haricinde heparin bağlayıcı büyüme faktörleri ve FGF’ler in vivo

olarak kemik yapımını arttırırken in vitro olarak kollajen sentezini inhibe ederler.123,

124 FGF olmayan farelerde PTH’nın anabolik cevabı azalmıştır.125 FGF prostaglandin

bağımlı ya da bağımsız mekanizmalarla kemik rezorpsiyonunu arttırabilir.126 PDGF

kemiğin güçlü bir mitojeni ve kemik rezorpsiyonunun uyarıcısıdır.127

Bu büyüme faktörlerinin etkileri yanında yaşla birlikte büyüme hormonu ve

sistemik IGF-1 salınımının azalması da postmenopozal ve senil osteoporoz

patogenezinde rol oynuyor olabilir.128 Büyüme hormonu uygulaması postmenopozal

bayanlarda PTH’ya hedef organ duyarlılığını, kemik mineral metabolizmasını ve

PTH salınım paternini kemik formasyonu yönünde iyileştirebilir.129

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

İskelete mekanik yüklenme ya da yük vermemeye nitrik oksid,

prostoglandinler, IGF-1, glutamat, Wnt sinyal yolağı ligandları gibi çeşitli lokal

faktörler aracılığı ile hücresel cevap verilir.130, 131 Kemik iliğinde osteoblast ve

osteoklast öncülleri dışında diğer kas, tendon, kıkırdak, sinovyum gibi komşu

dokular da kemik hücrelerine etki eden lokal faktörler salgılayabilirler.132, 133

Mitojen ya da antijen aktive lökositler kemik rezorbsiyon aktivitesini IL1,

IL6 ve TNF başta olmak üzere çeşitli sitokinler aracılığı ile yaparlar. IL11 kemik

rezorbsiyonunu arttırırken, IL7 kemik rezorbsiyonuna stimülatör ya da inhibitör etki

gösterir.134, 135, 136 IL-4, IL-13, interferon gama (IFN-γ) kemik rezorbsiyonunu inhibe

ederler.137

Sitokinlerin osteoporoz patogenezinde rol alabileceğini gösteren esas

çalışmalar temel olarak ovariektomi sonrası kemik kaybı olan hayvan deneylerine

dayanmaktadır. İnsanlarda da IL-1, IL-6, TNF-α’nın polimorfizmleri ve bunların

reseptörlerinin kemik kitlesini etkileyebileceği gösterilmiştir.138, 139
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Prostaglandinler, özellikle PGE2, kemik hücrelerinde büyük oranda

indüklenebilir siklooksijenaz 2 (COX2) aracılığıyla yapılırlar. COX2 kemik

rezorbsiyonunu uyaran faktörlerin çoğunca indüklenir. Böylece bu ajanlara yanıtı

kolaylaştırabilir. COX inhibitörleri ile tedavi, yük etkisine yanıtı küntleştirir. Bu da

prostaglandinlerin mekanik kuvvet yanıtında önemli rol aldıklarına işaret eder.

Östrojen, bu etkiyi de kolaylaştırabilir.140,141 Epidemiyolojik çalışmalarda, steroid

olmayan anti-inflamatuar ilaç (SOAİİ) kullananlarda KMY’de küçük artışlar ve kırık

riskinde azalmalar rapor edilmiştir.142, 143

Nitrik oksit (NO) kemik hücrelerince üretilir ve mekanik yüke karşı anabolik

yanıtta bir kofaktör görevi görür.141 Bununla birlikte prostaglandinlerden farklı

olarak NO kemik rezorbsiyonunu inhibe edebilir, bunu OPG sentezini artırarak

başarıyor olabilir.144 Bu etki izosorbid mononitrat ve diğer NO yolak aktivatörü alan

hastalarda gösterilen KMY’deki artıştan sorumlu olabilir.145

Lökotrienler lipooksijenaz ürünüdürler, kemikte rezorbsiyonu uyarır ve

formasyonu baskılarlar.146 Yakın zamanda araşidonat 15-lipooksijenazın (Alox15

geni tarafından kodlanır) farede kemik dansitesinde negatif düzenleyici olduğu

gösterilmiştir.147 Ayrıca, insanda Alox15 gen polimorfizminin postmenopozal

kadınlarda doruk KMY’deki farklarla ilişkili olduğu bulunmuştur.148

2.2.6 Kollajen anormallikleri

COL1A1 geni kemik matriks proteinlerinden en bol bulunan tip 1kollajenin

α1 zincirini kodlar. 2 tane α1 zinciri bir α2 zinciri ile birleşerek kollajen fibrillerin

karakteristik üçlü heliks yapısını oluşturur. Bu protein kemik gücü için son derece

önemlidir.149 Bu genin birinci intronunun Sp1 polimorfizmi düşük KMY ve

insidental vertebra kırıkları ile ilişkilendirilmiştir.150 Bunun yanında COL1A1 geni

promoter bölgesinin polimorfizminin farklı etnik gruplarda KMY ile anlamlı ilişkili

olduğu gösterilmiştir.151, 152 Sonuç olarak COL1A1 geninin promoteri veya birinci

intronunun polimofrizmleri trankripsiyon faktörlerinin bağlanmasını etkileyerek gen

transkripsiyonunu ve kollajen alt tiplerinin yapısını etkilemektedir.153

Homosistein proteinden zengin gıdalarda bulunan esansiyel bir aminoasit

olan metiyoninin demetilasyonu ile oluşur. Metiyoninin homosisteine demetilasyonu

B12 vitamininin kofaktör olduğu enzimatik reaksiyonla gerçekleşir.154
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Hiperhomosisteinemi kemik üzerine zararlı etkisini kollajen molekülüne bağlanarak

yapar. Bu bağlanma ile tip 1 kollajen çapraz bağlarının oluşumunu engeller.155

Kollajen çapraz bağlarının kalitatif özelliği bozulur. Bu da homosistein düzeylerinin

KMY’den bağımsız olarak kırık riski üzerinde etkisini açıklayabilir.156 B12 vitamin

düzeylerindeki azalma metil malonik asit ve homosistein düzeylerindeki artışa bağlı

olarak osteklast yapımında artış ve kemik kalitesinde azalma ile de ilişkili

görünmektedir.154, 157, 158

2.2.7 Yağ dokusu, nöral yollar ve osteoporoz

Leptin adipositler tarafından üretilen bir hormondur ve ventro-mediyal

hipotalamik çekirdekteki reseptörlerine (serotonerjik nöronlara) bağlanarak

fonksiyon gösterir.159 Bunun sonucu olarak sempatik sinir sistemi aracılığı ile

katekolamin salınımı olur. Katekolaminler osteoblastlar üstündeki beta adrenerjik

reseptörlere bağlanır. Farelerde yapılan çalışmalar leptin eksikliği ya da direncinin

gonadal fonksiyonlar azaltıldığında bile yüksek KMY ile ilişkili olduğunu

göstermiştir.28 Bu olay adrenerjik sinyal yolu üzerine olan santral etkiye bağlanmıştır.

Artmış beta adrenerjik aktivite kemik kitlesini azaltabilir fakat diğer yolaklar da

etkilenmiş olabilir.160 Hepsi olmasa da bazı epidemiyolojik çalışmalar beta-

adrenerjik bloker kullanımı ile kırık riskinde azalma ve KMY’de artma

bildirmişlerdir.161

Adiponektin adipositlerden salınır. Normal kemik iliği dokusunda da bulunur.

Adiponektin düzeyleri obezitede, diyabette, insülin rezistansı durumunda,

kardiyovasküler hastalık durumunda düşer. Hastalık şiddeti arttıkça düzeyi daha çok

düşer. Kilo kaybı adiponektin ekspresyonunda ve insulin duyarlılığında artışla

sonuçlanır. Adiponektinin RANKL sinyal yolağı olan TNFα ile indüklenen nükleer

transkripsiyon factor-κB aktivasyonunu düzenleyebileceği belirtilmiştir.162

Adiponektinin non-diyabetik erken postmenopozal dönemdeki kadınlarda lomber

vertebra ve femur KMY’leri ile zıt yönde ilişkili olduğu gösterilmiştir, leptinle böyle

bir ilişki saptanmamıştır.163 Adiponektinin siklooksijenaz 2 ekpresyonunu uyarması

ile BMP2 ve çeşitli osteojenik belirleyicilere ait genlerin ekspresyonunun arttığı;

buna ek olarak adiponektin reseptörü (AdipoR1) aracılığıyla p38 mitojen aktive

kinazın uyarıldığı gösterilmiştir. Ayrıca adiponektin varlığında osteojenik
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transkripsiyon faktörü Runx2’nin osteogenezin hızlanmasına katkıda bulunduğu da

gösterilmiştir.164

Endo-kannabinoid reseptörlerinin ve çeşitli santral nöral yolların kemik

yeniden yapılanması ile yakından ilişkili olduğu bildirilmektedir.165, 166

Nöromedin U ince barsakta submukozal ve miyenterik pleksusdaki sinir

hücreleri yanında dorsomediyal hipotalamik çekirdek gibi beyin yapılarından da

salınan nöropeptiddir.167 Nöromedin U’nun da santral sinir sitemi ve leptin bağımlı

yollar üzerinden kemik yeniden yapılanmasını etkileyebileceği öne sürülmüştür.166

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

İskelet sistemi fonksiyon ve bütünlüğünü osteoblastlar ve osteoklastlar gibi

farklı kökenlerden orijin alan hücrelerin etkileşimi ile sağlar.168 Osteoklastlar

hematopoetik kök hücrelerinden, osteoblastik hücre serileri ise (stromal hücreler,

kemik sıra hücreleri, osteoprogenitörler, preosteoblastlar, osteoblastlar, osteositler)

mezenkimal hücre öncüllerinden köken alırlar. Bu mezenkimal hücre öncülleri ayrıca

fibroblastlar, kondrositler, miyoblastlar ve adipositlere de farklılaşabilir. Osteoblast-

osteoklast etkileşimi farklılaşmanın değişik evrelerinde olabilir. 90’ lı yıllarda kemik

iliği stromal hücreleri ve osteoblastlar tarafından TNF-alfa ailesine ait transmembran

glikoprotein olan osteoklastojenik ligand RANKL (nükleer faktör kappa β ligandın

reseptör aktivatörü) (TNF ile ilişkili aktivasyonla indüklenen sitokin = TRANCE)

tanımlanmıştır. Bu molekül hematopoietik hücreler üzerinde Nükleer Faktör-κβ

reseptör aktivatörü (RANK) için bir liganddır. RANK, TNF reseptör büyük ailesinin

bir diğer üyesidir. 616 aminoasitten oluşan homotrimerik bir transmembran

proteinidir. Bu proteine ait genin kromozom 18q22 üzerinde olduğu bildirilmiştir.169

RANK proteininin osteoklast öncülleri, olgun osteoklastlar, dendritik hüceler ve

meme bezleri ile bazı kanser hücrelerinde (meme ve prostat gibi) ekprese edilebildiği

bildirilmiştir.170

Kemik yeniden yapılanmasının önemli bir hücresel komponenti olan

osteositler osteoblastlardan köken alan ve kemik matriksi içinde gömülü hücrelerdir.

Mikrokırıklar ya da mekanik yüklenmenin kaybı gibi çeşitli uyarıcı faktörler ilk

olarak osteositler tarafından algılanarak bu osteositlerin dendritik uzantıları aracılığı
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ile kemik yüzeyindeki osteoblastlara ve kemik sıra hücrelerine iletilir.171, 172 Böylece

yeniden yapılanmanın ilk aşaması olan osteoklastogenez tetiklenir.173

Membran bağlı ya da salınabilir formda bulunabilen M-CSF, reseptörü olan

c-fms (proto-onkogen) ile etkileşerek hematopoietik öncüllerin farklılaşması ve

çoğalmasını uyarır. Bunu daha sonra preosteoklastlarda RANK ekspresyonu izler.

RANK ekprese eden osteoklast öncülleri ile RANKL eksprese eden osteoblastların

etkileşimi osteoklastogenez için esastır (Resim 3) . Bu sayede NF-kB, c-Fos, aktive T

hücrelerin nükleer faktörü 1 (NFATc1) gibi transkripsiyonel faktörlerin rol aldığı

osteoklastojenik kaskad başlar.174 PTH, paratiroid hormonla ilişkili peptid (PTHrP),

TNF- α, IL-1, IL-11, tiroid hormonu, 1,25-(OH)2 vitamin D3 ve PGE2 gibi faktörler

RANKL aktivasyonu yoluyla osteoklastogenezi uyarırlar.24

Osteoblastlar aynı zamanda RANKL’a bağlanarak RANK/RANKL

etkileşimini bloke edebilen TNF reseptör büyük ailesinden bir tuzak reseptör olan

osteoprotegerin (OPG) üretir ve salgılarlar. Wnt-beta kathenin sinyalleşmesi

osteoblastik hücrelerden osteoprotegerin ekspresyonunu direk olarak düzenler.175

Kemik rezorbsiyonunu uyaran faktörler osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu

artırırken, bunların bazıları OPG ekspresyonunu da azaltırlar.176 RANKL’ın

osteoprotegerine oranı (RANKL/OPG) osteoklastogenez düzeyini belirler.177

OPG tüm canlı modellerinde osteoklast oluşumunu ve kemik rezorpsiyonunu

inhibe etmektedir çünkü canlılarda osteoklast farklılaşması mutlak olarak RANKL

ekpresyonuna bağımlıdır.174 Transgenik farelerle yapılan çalışmalar göstermiştir ki,

OPG’nin aşırı ekspresyonu osteopetrozise yol açmakta, OPG’den yoksun bırakılmış

fareler ise şiddetli osteoporoz fenotipi göstermekte ve artmış kırık riski

taşımaktadırlar.178 RANKL’a karşı geliştirilen bir monoklonal antikorun

postmenopozal kadınlarda kemik rezorbsiyonunu uzun süre inhibe ettiği

gösterilmiştir .179

RANKL’a karşı geliştirilen insan monoklonal antikoru (denosumab)

osteoporozlu bayanlarda vertebral, non-vertebral ve kalça kırık riskinde azalma ile

ilişkilidir.180 Yapılan iki faz 3 çalışmada Denosumab ile kemik döngüsü

belirleyicilerindeki azalmanın  ve KMY’de meydana gelen artışın Alendronata göre

belirgin olarak fazla olduğu bildirilmiştir.181, 182 Kemik hücreleri RANKL’ın

membran bağlı formunu eksprese ediyor görünmektedir, böylece RANK’ın aktive
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olması için osteoblastların fiziksel olarak osteoklast öncülleri ile etkileşmesi

gerektiği söylenebilir. Solüble(çözünebilir) RANKL membran bağlı formun TNF-

alfa dönüştürücü (converting) enzim (TACE), disintegrin ve metalloproteinaz 10

(ADAM 10), matriks metalloproteinaz (MMP) gibi proteinazlar tarafından proteolitik

olarak ayrılması ile oluşturulabileceği in vitro çalışmalarla gösterilmiştir.183 Solüble

RANKL T lenfositlerce de üretilebilir ve RANK’ı bağlamada membran-bağlı

RANKL kadar aktiftir.184 Malign hücreler membran bağlı M-CSF, RANK, PTHrP,

sitokinler ve prostaglandinler üreterek osteoklastogenezi artırabilirler. Kemik iliği

stromal/osteoblastik hücrelerinin yanı sıra aktive B ve T lenfositler, memeli

epitelyum hücreleri, keratinositler, vasküler endotelyal hücreler, sinoviyal

fibroblastlar, periodontal doku içindeki hücreler, hipertrofik kondrositler de RANKL

üretebilmektedir.185 Fizyolojik kemik yeniden yapılanmasında stromal/osteoblastik

sıra hücrelerinin RANKL için asıl kaynak olduğu varsayılır. Bunun yanında yapılan

insan deneyleriyle gösterilmiştir ki postmenopozal bayanlarda T ve B lenfositlerden

izole edilen RANKL protein seviyesi pre-menopozal bayanlara veya post-menopozal

östrojen replasman tedavisi alan bayanlara göre artmaktadır.186 Dolayısıyla seks

steroidlerinin kaybıyla ilişkili olarak artmış kemik rezorpsiyonunda lenfositlerin

RANKL üretiminde artış da önemli rol oynuyor olabilir.

Osteoblast ve osteoklastlar arasındaki bir diğer etkileşim Notch

sinyalleşmesidir. Notch ligandı osteoklastlar üzerinde ekprese edilirken,

osteoblastların Notch 1’den yoksun olması azalmış OPG üretimi ve osteoklast

sayısında artışla sonuçlanmıştır.187 Dolayısıyla osteoblast-osteoklast etkileşimi Notch

sinyalleşmesini aktive ederek artmış OPG üretimine, RANK sinyalleşmesi ve

osteoklastogenezin inhibisyonuna katkı sağlayabilir.

OPG gen polimorfizmleri KMY’de farklılıklar ve osteoporotik kırıklarla

ilişkili bulunmuştur.188,189 Buna ek olarak RANK/RANKL/OPG sistemi damarsal

kalsifikasyonla ilişkili de olabilir.178, 190 İnsanlarda yüksek OPG serum düzeyleri

kardiyovasküler hastalıklar, diyabet ve kronik böbrek yetmezliği ile ilişkili

görünmektedir.191

İnsanlarda RANK geni 1. ekzonunun aktive edici mutasyonu ile RANK-

aracılı NF-kB sinyalleşmesinde, osteoklast formasyon ve aktivitesinde artış olduğu

görülmüştür.192 RANK geni polimorfizmlerinin KMY ile ilişkisi çeşitli çalışmalarda
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incelenmiş olup cinsiyet, etnik köken ve kemik bölgelerindeki farklılıklara bağlı

olarak değişik sonuçlar elde edilmiştir.193 İnsanlarda henüz RANK geni inhibe edici

mutasyon ya da delesyonu saptanmamıştır.

Resim 2.3 : Osteoklast farklılaşmasının şematik sinyal kaskadı. Osteoklastogenez

RANKL,M-CSF ve bazı tanımlanamayan ligandlar üreten osteoblastlar veya kemik

iliği stromal hücreleri tarafından desteklenir.  RANK-RANKL erkileşimi TRAF6’yı

aktive eder, bu da NK-kB ve MAPK’yi aktive eder. Osteoklastogenez için anahtar

bir transkripsiyon faktörü olan NFATc1’in uyarılması transkripsiyon faktörleri NF-

kB ve AP-1 bağımlıdır. RANK için diğer bir kostimülatör sinyal, immun-reseptörler

(OSCAR, TREM-2) ile ilişkili ITAM içeren uyarlayıcılar (FcRγ,  DAP-12), kalsiyum

sinyalleşmesini uyarırlar. NFATc1 kalsiyum sinyalleşmesi sonucu kalsinörin ile

defosforile edilerek çekirdeğe taşınır. Kalsiyum/kalmodulin kinaz IV (CaMKIV)

cAMP cevap elemanı bağlayan proteini (CREB) aktive eden önemli bir kinazdır.

CREB osteklast farklılaşması için önemlidir. c-Fos uyarılması da CREB aracılığı ile

de gerçekleşebilir. Hücre çekirdeğinde NFATc1 AP-1, PU 1, MITF ve CREB gibi

transkripsiyon faktörleri ile birlikte osteoklast spesifik genleri uyarmak için çalışır.194
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2.4 Osteoporoz Tanısı İçin KMY Ölçümü

Kemiğin gücü kemik yoğunluğu ve kalitesinden etkilenmektedir.1 KMY’deki

her bir standart deviasyon azalma ile kırık riski arasında açık bir korelasyon vardır ve

etkilenen bölgeye göre kırık riskini 1.5 ila 3 kat arasında arttırır.195 Osteoporotik

frajilite kırıklarının önlenmesi hospitalizasyon, dizabilitiye yol açması ve komorbid

durumlar açısından önemlidir. Özellikle de kalça kırıklarının, yol açtığı medikal

harcamalar yanında %20 kadarının ilk yıl içinde ölümle sonuçlanması nedeniyle de

önemi büyüktür.196 Yaşlanan nüfustaki artmaya bağlı olarak günümüzde ve ileride

osteoporoza bağlı kırıklar gittikçe daha çok artacaktır. 2025 yılında yıllık kırık

sayısının 3 millyondan fazla olacağı beklenmektedir.197 Frajilite kırıklarının ilişkili

olduğu morbidite ve mortaliteden uzun yıllardır haberdar olunmasına rağmen, bu

konuda ilerleme osteoporoz tanısına kırık gelişmeden tanı konabilmesi ve etkili

tedavilerin geliştirilmesi ile sağlanmıştır.198

Önceden oluşmuş bir kırık varlığı gelecekteki kırık riskinin güçlü bir

belirleyicisidir. Var olan vertebra kırığı hastalarda göreceli vertebra kırığı riskini 4-7

kat kadar arttırır, aynı zamanda diğer iskelet bölgelerinde kırık oluşma riskini de

arttırır.

Osteoproz ve kırık riskinde artışa neden olabilecek pek çok faktör

sıralanabilir. Kemik kaybı ve osteoporotik kırık için yaş, KMY kadar önemli bir risk

faktörüdür ve KMY’den bağımsız olarak kırık riskine katkıda bulunmaktadır.199

Bunun yanında vücut kitle indeksi daha düşük olanlarda KMY’nin de düşük

olabileceği bildirilmektedir.200 Bu konuyla ilgili büyük bir çalışmada ağırlıktaki her 1

kg artışın lomber omurga KMY’sinde 0.004 g/cm2, femur boynu KMY’sinde ise

0.005 g/cm2 artış ile korele olduğu bildirilmiştir.201 Yağsız kemik kitlesi fiziksel

aktivite düzeylerini yansıtması açısından önemlidir, yağ kitlesi ise östrojen kaynağını

yansıtmaktadır. Fakat yüksek yağ kitlesinin kas kitlesi de yüksek olduğunda

koruyucu olduğu gösterilmiştir.202 Yağ kitlesinin KMY üzerine etkisi daha çok ileri

yaşlarda olur. 60 yaşından genç bayanlarda yağsız vücut kitlesi esas KMY

belirleyicisi iken, 60 yaş üstü bayanlarda vücut yağ oranı KMY için esas

belirleyicidir.203
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Etnik farklılıkların KMY’ye etkisi yapılan çalışmalarla gösterilmiştir.204

Geniş bir kohortta Afrika-Amerikalılarının en yüksek KMY değerine, Asyalıların en

düşük KMY’ye, beyaz ve İspanyol kadınlarınsa en yüksek kırık riskine sahip olduğu

bildirilmiştir.205

KMY ırklar arasında farklılıklar gösterebilmektedir. Beyaz ırk düşük KMY

için bir risk faktörüdür.200

40-60 yaş arası bayanlarda düşük kemik kitlesi açısından çeşitli risk faktörü

olabilecek etkenler sistematik bir derlemede incelenmiştir.206 Yüksek kalsiyum alımı

ile KMY arasında bazı çalışmalarda belli iskelet bölgelerinde ilişki saptanmıştır,207

bazı çalışmalarda ise böyle bir ilişki saptanamamıştır.208 Bir çalışmada geçmişte

düşük kalsiyum alımı ile düşük spinal KMY arasında ilişki bulunmuştur.209 Oral

kalsiyum suplementasyonunu takiben yaklaşık 4 saat içinde paratiroid hormon

sekresyonunun azalması ile kemik rezorbsiyon parametreleri düşer. İlerleyen

yaşlarda kalsiyum ve D vitamini desteğinin kalça kırık riskini azalttığı

bildirilmiştir.210

Fiziksel aktivite kemik mineral yoğunluğu artışına ve barsaklardan kalsiyum

emiliminin artışına katkıda bulunur.210 Egzersiz daha belirgin olarak kortikal kemik

geometrisini ve kortikal KMY’yi etkiliyor gibi görünmektedir.211

Sigara yeni kemik yapımını azaltabilir,212 kalsiyumun emilimini bozabilir,213

erken menopoza yol açabilir, karaciğer enzimleri aktivitelerindeki artış ile D vitamini

düzeylerinde azalmaya neden olabilir.214 Büyük bir çalışmada sigara içmekte olanlar

ile hiç içmeyenler arasında anlamlı KMY farkı olduğu, buna ek olarak günde içilen

sigara ile D vitamini düzeyi ve osteokalsin düzeyleri arasında negatif ilişki olduğu

saptanmıştır.214 Meta-analizlerde de içilen sigara sayısı ile KMY’deki düşüş arasında

doza bağımlı ilişki bildirilmiştir. Yaş ve vücut ağırlığına göre düzeltilmiş istatistik

analizlerden sonra bile sigara içmiş ya da içmekte olan kişilerde kemik kaybı daha

fazla olarak saptanmıştır.215 Mevcut sigara içiciliği sigara içmeyenlere göre anlamlı

derecede kırık riski artışı ile birliktedir. En fazla risk artışı kalça kırığında olup,

eskiden sigara içme öyküsü olanlarda da kırık riski hiç içmeyenlere göre anlamlı

olarak yüksektir fakat risk oranları mevcut sigara içicilerinden düşüktür.216 Kırık

iyileşmesi de sigara içenlerde gecikebilir, yetersiz ya da bozuk olabilir.217
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Az miktarda alkol tüketimi (günde iki birim veya daha az) KMY’yi arttırdığı

bildirilmiştir.218 Fazla miktarda alkol tüketiminin ise malnütrisyon, hormon

panelinde değişiklikler, kemik kitlesinde azalma, düşme sıklığında artışla beraber

artmış kırık riski ve kırık iyileşmesinde gecikmeye neden olduğu bildirilmiştir.210

Günlük 300 mg’a kadar kafein alımının kemik yoğunluğuna etkisi olmadığı

bildirilmiştir.219 300 mg/gün’ün daha üstünde kafein alımı varlığında özellikle düşük

kalsiyum alımı da (<750 mg/gün) mevcut ise olumsuz etkilerin olabileceği

bildirilmektedir.210

Glukokortikoid tedavisi kemik kaybını hızlandırdığı çok iyi bilinen bir

faktördür. 6 ay veya daha uzun süreli olarak günde 5 mg veya daha yüksek dozda

prednisolon veya eşdeğeri glukokortikoid tedavisinin düşük KMY ile ilişkisi

tanımlanmıştır.220

Tiroid hormon fazlalığı da KMY düşüklüğüne neden olan bir diğer durumdur.

Hipo ve hipertiroidizm artmış kırık riski ile ilişkilidir.221 Luteinizan hormon-salan

hormon (LHRH) agonistleri, aromataz inhibitrlerinin de kemik kitlesini azalttığı

rapor edilmektedir. Buna neden olarak hipogonadizm yapmaları öne

sürülmektedir.222, 223

Aynı şekilde anoreksiya nervosa da hipogonadizm nedeni olabilir.224

Kas-iskelet, gastrointestinal sistemleri ya da akciğeri tutan kronik inflamatuar

durumlar, kronik böbrek hastalığı ya da organ nakli de azalmış KMY ve artmış kırık

riski ile birliktedir.225

Geç menarş yaşı ve düşük KMY arasındaki ilişkinin incelendiği dört

çalışmadan ikisinde anlamlı bir ilişki saptanamamışken,226, 227 bazı çalışmalar geç

menarş yaşı olan bayanlarda KMY’nin daha düşük olduğunu bildirmişlerdir.207 Geç

menarş yaşı düşük KMY için minör bir risk faktörü olarak değerlendirilebilir.

Reproduktif dönem içinde amenoreik dönem varlığı ile düşük KMY

arasındaki ilişki tartışmalıdır. Bu konuda literatürde çalışmalarda farklı sonuçlar elde

edilmiştir. 3 ay veya daha uzun süreli amenoreik dönem ile KMY ilişkisini inceleyen

bir çalışmada herhangi bir ilişkiye rastlanmamıştır.228 Bu durum uzamış amenore

durumunda meydana gelebilecek kemik kitlesindeki kaybın menstruasyonun tekrar

başlaması ile yeniden kazanılabileceği, bu yüzden geç dönemde amenoreik dönemin

etkisinin fark edilemeyebileceği şeklinde açıklanabilmiştir.
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Hamilelik ve laktasyon östrojen ve prolaktin düzeylerinde değişmelere neden

olur. Gebeliğin üçüncü trimasterinde plasental östriol yapımı artışına bağlı olarak

östrojen düzeyleri artarken, laktasyon sırasında prolaktin artışına bağlı

hipoöstrojenemi olur. Doruk kemik kitlesine erişmiş bir kadında gebelik aşırı kemik

rezorbsiyonuna neden olmazken, erken yaşta ya da ergenlikte gebelik doruk kemik

kitlesine ulaşmayı zorlaştırabilir.229 Parite ve laktasyon öyküsü ile KMY arasında

yapılan çalışmalarda anlamlı bir ilişki saptanamamıştır.227, 207 Laktasyon sırasında

kalça ve omurga KMY’lerinde meydana gelen yaklaşık %5-7 kayıp sütten kesilme ve

menstruasyonların başlamasını takiben 6-12 ay içinde geri kazanılabilir.230

Menopoz varlığı ve menopozdan beri geçen yıl sayısı KMY ile aşikar olarak

negatif korelasyon göstermektedir.207

Ailede birinci derece yakınlarda frajilite kırığı varlığı düşük KMY ve kırık

riski ile ilişkili olabilir.231

Dual enerji X-ışını absorpsiyometri (DXA/DEXA) klinik pratikte rutin

kullanıma 1987 yılında girmiştir.232 Bunu takiben de Dünya Sağlık Örgütü (WHO)

postmenopozal beyaz ırktan bayanlarda omurga, kalça ve ön kol DEXA ölçümü ile T

skorlarına göre osteoporoz açısından bir sınıflama yapmıştır.233

Postmenopozal beyaz kadınlarda omurga, kalça ve önkolda kemik mineral

yoğunluğuna göre WHO sınıflaması:234

Normal: T skoru ≥ -1.0

Osteopeni: -2.5 < T skoru < -1

Osteoporoz: T skoru ≤ -2.5

Yerleşmiş osteoproz: T skoru ≤ -2.5 ve bir ya da daha fazla frajilite kırığı

varlığı

Son yıllardaki en önemli gelişme hastaların sahip oldukları klinik risk

faktörleri ve kalça DEXA incelemesi kombinasyonu ile 10 yıllık kırık olasılığının

hesaplandığı kırık riski değerlendirme aracının (FRAX) sunulmasıdır.235

Günümüzde DEXA ile KMY ölçümleri osteoporoz tanısı, kırık riskinin

değerlendirilmesi ve tedavinin izlenmesinde önemli bir role sahiptir.236 Genellikle

tercih edilen metod santral (central) DEXA yöntemi ile proksimal kalça ve lomber

omurga KMY ölçümüdür.237 Bunun nedeni kalça KMY ölçümünün kalça kırık

riskini değerlendirmek için en kullanışlı yöntemken, lomber omurga KMY
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ölçümünün tedavi monitorizasyonu için en kullanışlı yöntem olarak

bildirilmesidir.238, 239 Pratikte periferik DEXA (pDEXA) (ön kol, topuk, el

parmakları) ve kantitatif ultrason (QUS) (topuk, tibia, patella vs.) yöntemleri

kullanılarak yapılan ölçümler santral DEXA ölçümü ile zayıf olarak koreledir.240

Değerlendirme esnasında tanı için en düşük değerlerin alınması önerilir.241

Postmenopozal beyaz kadınlarda ve 50 yaş üstü erkeklerde kalça ve omurga DEXA

ölçümlerinin WHO’nun tanımladığı T skoruna göre osteoporoz sınıflamasına göre

yorumlanması konusunda görüş birliği mevcuttur.241

DEXA yönteminin avantajları hızlı değerlendirme, bireyleri pozisyonlama

açısından kolaylığı, düşük radyasyon dozu (radyasyona maruz kalma değeri omurga

için 2 μSv, proksimal femur için 5.4 μSv iken göğüs radyografisi için 25-60 μSv’dir),

duyarlı ve hassas bir ölçüm sağlaması olarak sıralanabilir.

DEXA ölçümünde belirlenen T ve Z skoru hesaplanması:

Z skoru: (ölçülen KMY-yaşa uygun ortalama KMY)/ yaşa uygun

populasyonun standart deviasyonu

T skoru: (ölçülen KMY-genç erişkin ortalama KMY)/genç erişkin

populasyonun standart deviasyonu

DEXA sonuçlarının rapor edilmesi öncesi ölçüm görüntüleri dikkatle gözden

geçirilerek kemik ya da yumuşak doku üzerinde sonucu etkileyebilecek artefakt

olmadığından ve görüntülemenin doğru şekilde yapılıp analiz edildiğinden emin

olunmalıdır. Yaşlı bireylerde-özellikle 65 yaş ve üstü-omurga DEXA ölçümü

dejeneratif değişiklikler ve osteofitlere bağlı olarak yalancı yüksek kemik mineral

yoğunluğu ile sonuçlanabilir. Gözden geçirme sırasında bu tip vertebralar analiz dışı

bırakılmalıdır. Omurga değerlendirmesinde uygun en az iki vertebra olmalıdır.241

Uzun dönem takip çalışmaları sonucunda düşük KMY ile tüm kırık tiplerinin

insidansında artış olduğu, kalça KMY’sinin omurga veya diğer periferik bölge KMY

ölçümlerine göre daha kuvvetli ilişkide olduğu saptanmıştır.242, 238

Ward’s üçgeni ölçümü tanı için kullanışlı değildir, önerilmemektedir.241

Ön kol KMY ölçümü rutinde önerilmemektedir. Bununla beraber paratiroid

hormonun kortikal kemik üzerine katabolik etkisi bilinmektedir, radius distal %33’ü

uygun kortikal yapı sağlaması nedeniyle primer hiperparatiroidi değerlendirmesinde

ön kol KMY’si kullanılır.243
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Premenopozal bayanlar ve 50 yaş altı erkeklerde ve çocuklarda ise T skoru

değil, Z skoru değerlendirmesi kullanılması önerilmektedir. -2.0 ya da daha düşük Z

skoru yaşa göre beklenen aralığın altında olarak yorumlanır ve kemik kaybı etyolojisi

açısından inceleme gerekir.241

2.5 Genetik ve Hastalıkların İlişkilendirilmesi

Mendel kanunları Avusturyalı bir papaz olan Gregor Mendel 'in genetik

ilmiyle ilgili olarak bulduğu biyoloji kanunları. Manastırın bahçesinde bezelyeleri

birbirleriyle çaprazlayarak (eşleştirerek) kalıtım için ilgi çekici sonuçlar buldu.

Bugün bu sonuçlar Mendel kanunları adıyla anılmaktadır. Çalışmalarını yaptığı

dönemde kromozom ve genlerin varlığı bilinmemesine rağmen, özelliklerin "faktör"

adını verdiği birimlerle nesilden nesile aktarıldığını söyledi. Bugün bu birimlere, gen

denmektedir. Mendel 1857 yılında bezelyelerle yaptığı çalışmalar sonucunda kalıtım

yasalarını bulmuştur. Bunlar:

1- Eştiplilik (İzotipi) kanunu; çeşitli kalıtsal karakterlerin, faktörleri (genler)

tarafından kontrol edildiğini ve bu faktörlerin çiftler halinde bulunduğunu ifade

etmektedir.

2- Baskınlık(dominantlık) kanunu; çiftler halinde bulunan faktörlerden

(genlerden) biri diğerini maskeleyebilir veya varlığını göstermesine mani olabilir.

3- Ayrılma kanunu: Kalıtsal belirleyiciler gamet hücreleri aracılığı ile dölden

döle nakledilir. Eşey hücreleri oluşumu sırasında, ayrılan allellerin taksimi tamamen

bağımsız ve eşit şekilde gerçekleşir. Örneğin Ss allel çifti taşıyan bir annenin allelleri

S ve s ‘dir. Oluşacak eşey hücresine, bu karakter belirliyicisinin S alleli iletilir, diğer

hücreye de s alleli iletir. Her eşey hücresi her bir karaktere ait sadece bir allel

taşıyabilir.244

Genom terimi, 1920 yılında Alman botanikçi Hans Winkler tarafından tüm

haploid kromozom seti içindeki gen topluluğu olarak tanımlandı. Günümüzde bu

terim, sadece genleri değil haploid kromozom setindeki tüm DNA’yı da içine alacak

şekilde genişletildi. İnsan genomunda yaklaşık 3 milyon nükleotid bulunduğu

belirtilmektedir (A, C, T ve  G). Gen terimi ise bir polipeptidin yapısı, m-RNA veya

t-RNA yapısını tayin eden nükleotid dizisidir. Gen, kalıtımın temel fiziksel ve

işlevsel birimidir.
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İnsan genomunun sadece %2-3’ü genler tarafından temsil edilmektedir. İnsan

genomunda yaklaşık 30,000-35,000 arasında gen bulunduğu düşünülmektedir. Hepsi

birbirinden farklı olmakla beraber, bir gende ortalama 3000 nükleotid vardır. İnsan

genomu Homo sapiens'in genomudur. 23 kromozom çifti üzerinde bulunur,

bunlardan 22 çifti otozomal kromozomdur, kalan çift ise cinsiyeti belirler. Haploid

insan genomu toplam 3 milyar DNA baz çiftinden biraz fazla uzunluktadır. İnsan

genleri kromozomlar üzerindeki dağılımı homojen değildir.

İnsan Genom Projesi ile elde edilen ökromatik insan genom referans dizisi

biyomedikal bilimlerde kullanılmaktadır.245

Haploid insan genomu tahminen 20,000-25,000 protein-kodlayıcı gen

içermektedir. Ökaryot genlerinde DNA'nın kodlanan dizisine ekzon adı verilir. Önce

RNA'ya daha sonra da polipeptide tercüme edilecek olan ve birbirinden kodlama

yapmayan intron parçaları ile ayrılan dizilerdir. DNA protein kodlayıcı diziler (yani

ekzonlar) insan genomunun %1,5'inden azını oluşturur, geri kalanı RNA genleri,

düzenleyici diziler, intronlar ve "çöp" DNA'dan oluşur.245

Genom haritası genom dizisinden çok daha az ayrıntılıdır ve esas amacı

genomda belli bir bölgeyi bulmaktır. Varyasyon haritasına örnek Uluslararası

HapMap Projesi tarafından oluşturulmakta olan HapMap'dır. HapMap, İngilizce

Haplotype Map'in (haplotip haritası) kısaltmasıdır, "DNA dizi varyasyonlarında

görülen ortak örüntüleri betimleyecek" bir insan genom haritasıdır.246 Genomdaki

küçük ölçekli (yani tek bazlık) varyasyonların örüntülerini kataloglamaktadır.

İngiltere, ABD, Kanada, Japonya, Nijer ve Çin’den 200 bilim adamının çalıştığı, bir

özel kamu ortaklığı olan Uluslararası HapMap Konsorsiyumu, Asya, Afrika ve

ABD’den 269 kişinin kanlarından alınan DNA örneklerini kullanarak HapMap

haritasını geliştirdi. İnsan genetik kodlarını oluşturan 3 milyar harfin dizilimlerini bir

haritada birleştiren İnsan Genom Projesi (HGP) için kullanılan DNA, adı bilinmeyen

12 gönüllüden alınmıştır. Akraba olmayan herhangi iki insanın genom sekansı sadece

%99.9 oranında benzerdir, tam bir sekans yoktur. DNA’nın 3 milyon baz çiftindeki

%0.1’lik fark çok ilginç bir şekilde bizi birbirimizden ayırmaktadır. Kalıtsal

hastalıklara yol açan gen mutasyonları bütün olarak populasyonda oldukça nadirdir

ve bundan dolayı bu varyasyonların sadece çok az bir kısmından sorumlu olmaktadır.

Çok büyük kısmı, çeşitli ve farklı varyantların (allellerin) oldukça yaygın olduğu
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sekans polimorfizmlerinden oluşmaktadır. Birçok ulustan bilim adamlarının biraraya

gelmesiyle yapılan çalışma sonucunda, şimdi de bu yüzde 0.1’lik farkı açıklamak

için Hapmap haritası çıkarılmıştır.

Tek baz çifti değişiklikleri tek nükleotid polimorfizmi (İngilizcesi single

nucleotide polymorphism' in kısaltması SNP olarak bilinir) adını alır. SNP’ler

genomda tek bir nükleotid değiştiğinde açığa çıkan DNA dizi varyasyonlarıdır.

Örneğin bir SNP, DNA dizisini AAGGGCTAA’danATGGGCTAA’ya

değiştirebilir. SNP’ler transisyon- bir pürin bazın (A,G) diğer bir pürin bazına veya

bir pirimidin bazın (C,T) diğer pirimidin bazına değişmesi- ya da transversiyon-bir

pürin bazının bir pirimidin bazına değişimi veya tersi- şeklinde gerçekleşebilir. Tek

nükleotid pozisyondaki varyasyon terminolojisi allel frekansı ile açıklanmaktadır.

Bir insanı diğerinden farklı kılan SNP’lerin farklı dizilimleridir. HapMap

projesi SNP’lerin bölge bölge gruplandığını (haplotipler) ve enformasyon blokları

olarak insandan insana kalıtım yoluyla geçtiğini göstermektedir. İnsanlarda yaklaşık

10 milyon SNP bulunmakta ve biraraya gelmiş bir SNP setine ise “haplotip”

denilmektedir. SNP’lerin DNA’mızda bulunup bulunmaması bizi bu haplogrupların

içine dahil eder. Zamanla genom içinde yeni SNP’ler dolayısı ile yeni haplogruplar

oluşabilmektedir.

Araştırmacılar, DNA dizisinde büyük ölçekli yapısal varyasyonların ilk

haritasını Mayıs 2008'te yayımladılar. Büyük ölçekli yapısal varyasyonlar, kişilerin

genom dizileri arasında uzun DNA dizilerinin toptan eklenmesi, kaybı veya yer

değiştirmesinden oluşan farklılıklardır.

Genetik bilgiyi taşıyan belli bir kromozom bölgesindeki (lokus) gen dizileri

bireylerde alternatif şekillerde bulunabilir, bunlar o genetik dizinin allelik formları

olarak adlandırılır. Birçok gen için tüm bireylerde o gen dizisi tek bir şekilde bulunur

ve ‘wild-type’ (doğal tip) olarak adlandırılır. Bir toplumda farklı diziler belli bir

sıklıkta bulunuyorsa bu durum o lokusun polimorfizmi olarak tanımlanır. SNPler

kromozomal bölge işaretleyicisi olarak kullanılabilir. Çünkü hibridizasyon veya PCR

yöntemleri allelleri tanımlamak ve tespit etmek için kullanılmaktadır.

Her ebeveynin kromozom çiftleri farklı SNP’lere sahip olacağından, her

çocuğa aktarılan farklı SNP saptanabilir. Mutasyon ise DNA sekansındaki hastalığa

neden olan değişiklik olarak tanımlanır. Genomik, kromozomal ve gen mutasyonları
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olabilir. Gen mutasyonları nokta mutasyonları, delesyonlar, insersiyonlar, çerçeve

kayması mutasyonları, duplikasyonlar ve trinükleotid tekrar uzamaları şeklindedir.

Klasik olarak fenotipe olumsuz etkisi olan her tür DNA varyantı mutasyon kabul

edilirken etkisiz ya da benign etkili varyantlar polimorfizm olarak kabul edilmiştir.

Ancak multifaktoriyel hastalıkların genetiği ile ilgili son çalışmalar polimorfizmlerin

de bir araya gelerek ya da çevresel faktörlerle etkileşerek fenotipe etkisi olabileceğini

düşündürmektedir. Bir diğer tanımlama ise toplumda az rastlanan allelin sıklığı %1

den sıksa polimorfizm, eğer daha nadirse mutasyon olarak yorumlamanın doğru

olduğu şeklindedir.247

İnsan genetik varyasyonu üzerine yapılan çoğu araştırma, SNP’ler üzerine

yoğunlaşmıştır. SNP’ler genomun hem kodlama yapan hem de yapmayan

bölgelerinde açığa çıkabilir. Birçok SNP’nin hücre fonksiyonu üzerine hiçbir etkisi

yoktur, ancak bilim adamları diğerlerinin insanları hastalıklara yatkın hale

getirdiğine ya da bir ilaca verecekleri cevabı etkilediğine inanmaktadır.

Tıbbi genetik açısından genetik hastalıkların ana tipleri şu şekilde

gruplandırılabilir:

1. Tek gen hastalıkları: (Mendelyen veya monogenik): Bir tek gen veya gen

çiftinin etkisiyle oluşan, basit kalıtım paternine sahip hastalıklardır.

2. Kromozom anomalileri: Down veya Turner sendromlarındaki gibi sayısal

ve yapısal kromozom bozukluklarıdır.

3. Multifaktöriyel hastalıklar: Genetik ve genetik dışı etkilerin bileşimi

sonucu oluşan hastalıklardır (demans, epilepsi, migren, kanserler gibi).

Toplumdaki hastalıkların çoğu bir veya daha fazla gen ile çevresel faktörlerin

etkileşimini içeren karmaşık (kompleks) etyolojiye bağlı olarak gelişir. Bu hastalıklar

da bazen tek bir gen hastalığı oluşturabilir, bazen de diğer genler veya çevresel

faktörler genetik yatkınlığa eklendiği zaman aynı hastalık gelişir. Toplumda sık

görülen diğer hastalıklar gibi nörolojik hastalıkların bazıları Mendel tipi ya da

Mendelyen kalıtım özelliği, çoğu ise kompleks kalıtım özelliği gösterir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1 Çalışma Evreni

Çalışma evrenini 2008-2010 tarihleri arasında Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi

Hastanesi Fiziksel Tıp ve Rehabilitasyon Anabilim Dalı polikliniği ile Kadın

Hastalıkları ve Doğum Anabilim Dalı’na bağlı Menopoz-Osteoporoz polikliniği’ne

osteoporoz araştırılmak üzere başvurup takip ve tetkik edilen, yaşları 45-65 arasında

olan postmenopozal kadınlar oluşturdu. Çalışmayı kabul eden tüm gönüllüler için

olgu rapor formu dolduruldu. Olgu rapor formuna boy ve kilo değerleri, öğrenim ve

medeni durumları, menarş ve menopoz yaşı, reproduktif süre içinde amenoreik

dönem varlığı ve süresi, hamilelik öyküsü (canlı doğum, düşük ve kürtaj sayısı ve

gebe olarak geçirilen süre), emzirme süresi, alkol ve sigara kullanımı, günlük

kalsiyum alımı, fiziksel aktivite düzeyleri, kırık öyküsü, aile öyküsünde kırık varlığı

ile ilgili bilgiler kayıt edildi. Olguların beden-kitle indeksleri kg/m2 cinsinden

hesaplandı. Olguların ölçülmüş olan femoral ve lomber bölge KMY değerleri ve T

skoru değerleri kaydedildi.

3.2 Çalışmaya Alınma Kriterleri

Çalışmayı kabul eden olgular normal (kontrol) ve düşük KMY değerine sahip

(hasta) olmalarına göre iki grupta incelendi.

Düşük KMY’li (Hasta) grup için:

1) 45-65 yaş arası olmak

2)Herhangi bir bölge T skorunun < -1 olması

3)Postmenopozal dönemde olmak = En az 1 yıldır spontan adet görmüyor

olup, spontan menopoza girmiş olmak.

Normal KMY’li (Kontrol) grup için:

1) 45-65 yaş arası olmak

2) Tüm bölge T skorlarının ≥-1 olması

3) Postmenopozal dönemde olmak: En az 1 yıldır spontan adet görmüyor

olup, spontan menopoza girmiş olmak.
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3.3 Dışlama Kriterleri

1. Geçmişte ya da şu anda herhangi bir kemik hastalığı, metabolik hastalık,

kemik metabolizmasını etkileyecek otoimmün ya da endokrin hastalık ve bu

hastalıklarla ilişkili tedavi öyküsü (hipertiroidizm-hipotiroidizm, hiperparatiroidi-

hipoparatiroidi, Cushing Hastalığı, Addison Hastalığı, akromegali, Paget hastalığı,

osteomalazi, tip 1 veya tip 2 diabetes mellitus, vs.)

2.İnflamatuar romatolojik patoloji öyküsü (sistemik lupus eritematozus,

romatoid artrit, ankilozan spondilit, sistemik sklerozis, kollajen doku hastalığı, vs.)

3.Düşük KMY’ ye neden olabilecek nörolojik hastalık varlığı (inme, motor

nöron hastalığı, MS, MG, vs.) ya da 3 aydan uzun süreli immobilizasyon öyküsü

4.Bisfosfonat/SERM/kalsitonin/stronsiyum ranelate/kalsiyum ve D vitamini

preparatı vb. gibi KMY’ yi etkileyecek  herhangi bir tedavi alıyor olmak ya da almış

olmak

5. Oral/inhaler/intravenöz glukokortikoid tedavisi alıyor ya da geçmişte almış

olmak 6. Malabsorbsiyon öyküsü

7. Kalp yetmezliği

8. Karaciğer yetmezliği

9. Kronik böbrek hastalığı

10. Antikoagülan tedavi alıyor ya da almış olmak

11. Malign hastalık öyküsü

12. Antikonvülzan ilaç kullanımı ya da öyküsü

13. Son 4 ayda hormon replasman tedavisi almış olmak

14. Kronik alkolizm varlığı ya da öyküsü

15. Cerrahi menopoz öyküsü

16. 40 yaşından önce menopoza girmiş olmak

3.4 Araştırmanın Etik Yönü

Kesitsel ve gözlemsel bir çalışma planlandı. Olgulara tetkik kapsamında

müdahale yapıldı. Genetik inceleme çalışması olması nedeniyle, tüm olgulardan

genetik çalışmalar için bilgilendirilmiş yazılı onam formu alındı (Etik kurul onay

tarihi & Karar No: 26/11/2008 & 08-11/5).
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3.5 Ölçümler

Çalışmaya dahil edilme kriterlerini karşılayan tüm olgularda şu ölçümler

kayıt edildi: Beden-Kitle indeksi(BKİ=BMI)(kg/m2) : Boy/(vücut ağırlığı)2 formülü

ile hesaplandı.

KMY değerleri: Hologic QDR 4500 dual enerji X-ray absorbsiyometri ile ölçülmüş

olan L1-L4 vertebra ve proksimal femur bölgeleri KMY değerleri ve T skorları

kaydedildi.

Günlük kalsiyum alımı : Çalışmaya katılan olgulardan yazılış şekli diyetisyen

yardımıyla standart format şeklinde hazırlanıp tarif edilen 3 günlük diyet kaydı

istendi. Bu yöntemle elde edilen beslenme verileri değerlendirilerek günlük ortalama

kalsiyum alım değerleri bir yazılım programı Beslenme Bilgi Sistemi (BeBiS

versiyon 6.0, 2006) yardımıyla hesaplandı.

Fiziksel aktivite skoru : Çalışmaya katılan olguların fiziksel aktivite düzeyleri

Türkiye’de geçerlilik ve güvenilirlik çalışması yapılmış olan Uluslararası Fiziksel

Aktivite Anketi (UFAA - International Physical Activity Questionnaire (IPAQ)) ile

belirlendi.248
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3.6 Genetik Analiz

3.6.1 DNA izolasyonu

Hasta grubu olarak 100 ve kontrol grubu olarak 78 olmak üzere toplam 178

olgudan 2 ml EDTA’lı kan alındı. Olguların DNA izolasyonları MagnaPure LC

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) kiti ile belirtilen protokole

uygun şekilde gerçekleştirildi. İzolasyon başarısı %2’lik agaroz jelde konfirme

edildi.

3.6.2 RANK geni C421T polimorfizmi saptanması

RANK geni ekzon 4’te bulunan C421T polimorfizminin saptanması amacıyla;

F: tctgggctggatgttggatagc, R: tagcaccctggagctttcttgc primerleri kullanılarak PCR (polimeraz

zincir reaksiyonu) işlemi gerçekleştirildi. Her bir örnek için hazırlanan PCR reaksiyon

karışımı 25 µl 'dir; 12.2 µl distile su, 2.5 µl 10X PCR buffer, 2 µl MgCl2 (25mM), 1 µl

dNTP (deoksinükleotid trifosfat) (4x25 µ mol), 1’er µl primerler ve 0.3 µl Taq polimerazdan

(Fermentas) oluşan karışım 0,2 ml’lik reaksiyon tüplerine dağıtıldı ve en son 5’er µl DNA

örnekleri eklendi. PCR koşulları; 95ºC-3 dk, 95ºC-40 sn / 56ºC-40 sn/72ºC-45 sn: 33 siklus,

72ºC-10 dk olacak şekilde ayarlandı. Amplifikasyon ürünleri, program tamamlandıktan

sonra +4ºC'de saklandı. İşlem sonrasında PCR ürünün içerisindeki fazla PCR bileşenlerinden

ayrılmasını sağlamak amacıyla 1. Purifikasyon işlemi yapıldı (Fermentas Genejet PCR

Purification Kit). Pürifikasyonu takiben zincir sonlandırma yöntemi, Big Dye Terminator kit

(Applied Biosystems) kullanılarak cycle sequencing (sekans işlemi) protokole uygun olarak

standart tekniklerle gerçekleştirildi. Sekans işlemi sonrasında ortaya çıkan PCR ürününün

içerisindeki florasan işaretli ddNTP’leri (dideoksinükleotid trifosfat) ve diğer PCR

bileşenlerini ortamdan uzaklaştırmak amacıyla 2. Pürifikasyon işlemi gerçekleştirildi (Zymo

Research DNA Sequencing Clean Up Kit). Pürifikasyon sonrası ABI 310 (Applied

Biosystems) cihazında sekans protokolü izlenerek örnekler yürütüldü. Gene-Mapper yazılım

programı kullanılarak her örnek için analiz yapıldı. Chromas Programı kullanılarak,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov249 adresine girilip RANK geni ekzon 4 bölgesindeki 421.

pozisyonda genotiplendirme yapıldı (Resim 3.1).

http://www.ncbi.nlm.nih.gov249
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CC genotipi

CT genotipi

TT genotipi

Resim 3.1 : C421T polimorfizmi için sekans analizi

3.6.3 RANK geni C575T polimorfizmi saptanması

RANK geni ekzon 6’da bulunan C575T polimorfizminin saptanması amacıyla

F: ggggattcaaatgtccaagaagg, R: catgcacgggatgaaataaaggg primerleri kullanılarak

PCR işlemi gerçekleştirildi. Her bir örnek için hazırlanan PCR reaksiyon karışımı 25

µl 'dir; 12.2 µl distile su, 2.5 µl 10X PCR buffer, 2 µl MgCl2 (25mM), 1 µl dNTP

(4x25 µ mol), 1’er µl primerler ve 0.3 µl Taq polimerazdan (Fermentas) oluşan

karışım 0,2 ml’lik reaksiyon tüplerine dağıtıldı ve en son 5’er µl DNA örnekleri
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eklendi. PCR koşulları; 95ºC-3 dk, 95ºC-40 sn/56ºC-40 sn/72ºC 45 sn: 33 siklus,

72ºC-10 dk olacak şekilde ayarlandı. Amplifikasyon ürünleri, program

tamamlandıktan sonra +4ºC'de saklandı. PCR ürünlerinin agaroz jel

elektroforezinden amplifikasyonun oluşum kontrolü yapıldıktan sonra enzimatik

kesim işlemi yapıldı. PCR-RFLP yönteminde SsiI enzimi kullanıldı. Enzim kesimi

koşulları;

PCR ürünü: 10 µl, Buffer: 2 µl, SsiI enzimi: 1 µl - 37ºC’de 2 saat

inkübasyon.

Restriksiyona uğramış PCR ürünlerinde amplifikasyonun olup olmadığının

kontrolü %3.5' lik agaroz jelde yapıldı. Örnekler jele yüklenirken kesim ürünleri üzerine 5µl

orange G (yükleme tamponu) eklendikten sonra 13 µl’ si jeldeki kuyucuklara yüklendi.

Yürüyüş panallerine göre değerlendirildikten sonra görüntülendi. Kesilmemiş PCR ürünü 353

bç olarak belirlendi. Genotip CC olması durumunda 188-130-36 bç’lik bantlar elde edilmesi

planlandı. CT genotipinde 316-188-130-36 bç ve TT genotipinde 316-37 bç bantları

oluşması beklendi (Resim 3.2).

TT    CT   CC

Resim 3.2: C575T polimorfizmi için enzim kesimi.
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3.7 İstatistiksel Analiz

Normal dağılıma uyan sürekli değişkenler (örneğin yaş, boy, KMY

değerleri,) ortalama ve standart sapma (mean±SD), normal dağılıma uymayan sürekli

değişkenler (örneğin emzirme süresi, fiziksel aktivite skoru) ortanca ve çeyreklikler

arası fark (median±IR) olarak verildi. Nümerik değişkenlerde normal dağılıma

uygunluk Shapiro-Wilk istatistiksel analizi ile test edildi. Gruplar arası farkın önem

kontrolünde normal dağılıma uygunluk gösteren değişkenler için (karşılaştırılan grup

sayısına göre) student t-test ya da tek yönlü ANOVA, normal dağılıma uygunluk

göstermeyen değişkenler için Mann-Whitney U testi seçildi. ANOVA testin önemli

bulunması durumunda çoklu karşılaştırma analizi Bonferroni düzeltmesi ile yapıldı.

Sınıflamalı (örneğin genotip sıklıkları, allel sıklıkları) değişkenler için hasta-

kontrol gruplarında çapraz tablolar oluşturuldu ve ki-kare istatistiksel analizi yapıldı.

Hasta-kontrol grubunda birleşik genotiplerin risk oranlarının belirlenmesi için

lojistik regresyon analizleri yapıldı ve Odds oranları (OR) hesaplandı.

RANK geni ekzon 4 C421T ve ekzon 6 C575T polimorfizmleri için hasta ve

kontrol gruplarında incelenen bölgelerdeki KMY aritmetik ortalamalarının

karşılaştırılmasında KMY değeri değişikliklerinde etkisi olabileceği düşünülen yaş,

kilo, boy ve menopoz süresi değişkenlerinin etkisi arındırıltıktan sonra

polimorfizmler arası farkın önem kontrolü için genelleştirilmiş doğrusal model

(GLM) yöntemi kullanıldı.

İstatistik önemlilik (anlamlılık) eşik düzeyi olarak 0,05 alındı (p<0,05). Tüm

analizler için SPSS 18.0 paket programı kullanıldı.

Kontrol grubunun Hardy-Weinberg eşitliği, birleşik haplotip frekansları ve

anlamlılığı analizi için HelixTree Versiyon 5.0.0 genetik analiz yazılım programı

kullanıldı.
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4. BULGULAR

4.1 Olgulara Ait Özellikler

Çalışmaya onay veren, çalışmaya dahil edilme kriterlerini tamamen

karşılayan nhasta: 100, nkontrol: 78 olacak şekilde 178 kadın incelendi (Tablo 4.1).

Hasta ve kontrol grubu arasında yaş açısından anlamlı fark yoktu. Vücut

ağırlığı, BKİ ve alkol tüketim sıklığı kontrol grubunda anlamlı olarak yüksek

saptandı. Menarş yaşı, menopoz yaşı, canlı doğum sayısı, düşük ve kürtaj sayısı,

emzirme süresi, üreme çağında toplam kalınan süre, üreme çağında toplam gebe

kalınan süre, fiziksel aktivite skoru, günlük kalsiyum alımı ve sigara alışkanlığı

açısından kontrol ve hasta grubu arasında anlamlı fark gözlenmedi. Menopozda olma

süresi açısından iki grup ortalamaları arasındaki fark anlamlı değildi (p:0,062).

Tablo 4.1 : Kontrol ve hasta grubun demografik verileri ve bazı karakteristik

özellikleri

DEĞİŞKEN KONTROL
n:78

HASTA
n:100

Toplam
N:178

pa

değeri
Yaş (yıl) 54,5±4,9 54,8±4,7 54,7±4,8 0,630
Vücut ağırlığı (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/m2) 29,9±4,1 27,9±3,7 28,7±4 0,001**
Menarş yaşı (yıl) 13,3±1,5 13,3±1,4 13,3±1,5 0,752
Menopoz yaşı (yıl) 48,7±3,3 48±3,9 48,3±3,6 0,238
Menopozda olma süresi (yıl)* 5,8±7 6,8±7 6,4±6,3 0,062
Emzirme süresi (toplam, ay)* 21,7±24 26,2±28 24,2±29,1 0,519
Üreme çağında toplam kalınan
süre (yıl)

35,4±3,6 34,8±4,3 35±4 0,342

Üreme çağında gebe kaldığı süre
(toplam, ay)*

99,6±46 102,2±40 101,1±42 0,432

Fiziksel aktivite skoru (MET)* 1187,3±995 955,2±1089 1056,9±1040 0,241
Günlük kalsiyum alımı (mg/gün) 700,84±205,8 730,8±248,4 720,6±230 0,380

Hiç tüketmeyen (n , %) 67 (85,9) 94 (94,0) 161 (90,4)
Haftada 1 günden az
(n , %)

10 (12,8) 3 (3,0) 13 (7,3)Alkol
tüketim
sıklığı Haftada 1-2 gün

(n , %)
1 (1,3) 3 (3,0) 4 (2,2)

0,035**

Hiç içmemiş (n, %) 49 (62,8) 0,642 116 (65,2)
Eski içici (n , %) 8 (10,3) 12 (12,0) 20 (11,2)Sigara

Öyküsü Aktif içici (n, %) 21 (26,9) 21 (21,0) 42 (23,6)

0,642

*Normal dağılıma uymayan değişkenler median±IR olarak belirtilmiştir. ** p<0,05
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4.2 Kontrol ve Hasta Gruplarının KMY Ölçümleri ve T Skorları

Kontrol ve hasta grubu arasında KMY değerleri ve T skorları açısından fark

anlamlı idi (p<0,001) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 : Kontrol ve hasta grubunun KMY ham değerleri ve T skoru değerleri

KMY değeri (g/cm2) T skoru

Bölge KONTROL HASTA p KONTROL HASTA p

Femur

boyun
0,832±0,082 0,716±0,074 <0,001 -0,1±0,7 -1,2±0,7 <0,001

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 bölgesi T skorları incelendiğinde osteoporozlu

hasta saptanmazken, 35 hastada osteopeni mevcuttu. Femur total T skorlarına

bakıldığında bir hastada osteoporoz, 39 hastada osteopeni saptandı. Hasta grubunda

lomber bölgede 70 kişide osteopeni, 23 kişide osteoporoz saptandı; kalan 7 kişide

lomber bölge T skoru normaldi.

Femoral ve lomber bölgede hasta grup WHO tarafından T skoruna göre

yapılan sınıflandırma açısından incelendiğinde çoğunluğu femoral ve lomber bölgede

osteopeni olan hastaların oluşturduğu görüldü (Tablo 4.3).

Tablo 4.3 : T skoru değerlerine göre hasta grubun WHO sııflamasına göre dağılımı
Femur

normal+

Lomber

o.peni

(n)

Femur

normal+

Lomber

o.poroz

(n)

Femur

o.peni+

Lomber

normal

(n)

Femur

o.peni+

Lomber

o.peni

(n)

Femur

o.peni+

Lomber

o.poroz

(n)

Femur

o.poroz+

Lomber

normal

(n)

Femur

o.poroz+

Lomber

o.peni

(n)

Femur

o.poroz+

Lomber

o.poroz

(n)

NHASTA:100
26

3 7 44 19 0 0 1
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4.3 Kontrol ve Hasta Gruplarında Kırık Öyküsü Değerlendirmesi

Öyküsünde hafif travmaya bağlı kırığı olan 2 kişi saptandı. Her iki olgunun

da hasta gruba ait olduğu saptandı (Tablo 4.4).

Birinci derece yakınlarında kırık öyküsü olan olgu sayısı hasta grubunda 20,

kontrol grubunda 10 kişi idi. Annede kalça kırığı öyküsü hasta grubunda 4 kişide

mevcuttu. Kontrol grubunda 1 kişide annede kalça kırığı öyküsü, 1 kişide annede

kalça ve önkol kırığı öyküsü mevcuttu. Babada kalça kırığı öyküsü sadece hasta

grupta 1 kişide mevcuttu. Kontrol grubunda babada kırık öyküsüne rastlanmadı.

Tablo 4.4 : Olguların öyküsünde kırık sayısı ve bölgeleri

KONTROL

(n)

HASTA

(n)

Vertebra 0 0

Kalça 0 0

Önkol 2 1

Diğer 3 3

Yok 73 96

Travmatik kırık

öyküsü

Toplam 78 100

Vertebra 0 0

Kalça 0 0

Önkol 0 2

Diğer 0 0

Yok 78 98

Hafif travma ile oluşan

kırık öyküsü

Toplam 78 100

4.4 Kontrol ve Hasta Grupları Arasında Genotip Dağılımlarının ve Allel

Sıklıklarının Karşılaştırılması

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

hesaplanan Hardy-Weinberg eşitliği ile uyumlu bulundu (p>0,05) (Tablo 4.5).
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Kontrol ve hasta grubu birlikte ele alındığında iki polimorfizmin birlikte

kalıtıldığı tespit edildi (D’:0,358; p:0,023).

Tablo 4.5 : Kontrol grubunun C421T ve C575T polimorfizmleri Hardy-

Weinberg eşitliği

RANK geni

HWE*

x2     p değeri

Ekzon 4 (C421T)

Kontrol grubu

0,017  0,893

Ekzon 6(C575T)

Kontrol grubu

3,700  0,054

*HWE:Hardy-Weinberg eşitliği

Kontrol grubunda C421T polimorfizmi için analiz edilen 78 olgunun 56’sında

CC genotipi (%71,8), 20’sinde CT genotipi (%25,6) ve 2’sinde TT genotipi (%2,6)

saptandı. Hasta grubunda ise analiz edilen 100 olgunun 67’sinde CC genotipi

(%67,0), 30’unda CT genotipi (%30,0) ve 3’ünde TT genotipi (%3,0) saptandı

(Tablo 4.6).

Kontrol ve hasta grubu arasında C421T polimorfizmi için genotipler

karşılaştırıldığında iki grup arasında anlamlı bir fark saptanmadı (x2:0,472; p:0,790)

(Tablo 4.6).

Kontrol ve hasta grubunda C421T polimorfizmi için C ve T allel sıklığı

hesaplandığında iki grup arasında fark saptanmadı (x2:0,428; p:0,512) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6 : Kontrol ve hasta grupları arasında C421T polimorfizmi genotip dağılımı

ve allel sıklıklarının karşılaştırılması

  KONTROL- HASTA  % 95 C.I.

KONTROL
   n(%)

 HASTA
  n(%)

TOPLAM

   N(%)   OR Alt
sınır

Üst
sınır

p

değeri

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

RANKC421T

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
    2n(%)

 HASTA
   2n(%)     2N

Alel C 132(84,6) 164(82,0) 296

T 24(15,4) 36(18,0) 60

1,2073 0,686 2,124 0,512

TOPLAM 156(100,0) 200(100,0) 356

Kontrol grubunda C575T polimorfizmi için analiz edilen 78 olgunun 29’unda

CC genotipi (%37,2), 30’unda CT genotipi (%37,5), 19’unda TT genotipi (%24,4)

saptandı. Hasta grubunda 100 hastanın 32’sinde CC genotipi (%32,0), 35’inde CT

genotipi (%35,0) ve 33’ünde TT genotipi (%33,0) saptandı (Tablo 4.7).

Kontrol ve hasta grubu arasında C575T polimorfizmi genotiplerinin

karşılaştırılmasında iki grup arasında fark saptanmadı (x2:1,607; p:0,448) (Tablo

4.7).

Kontrol ve hasta grubunda C575T polimorfizmi için C ve T allel sıklıkları

açısından fark saptanmadı (x2 :1,678; p:0,195) (Tablo 4.7).
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Tablo 4.7 : Kontrol ve hasta grupları arasında C575T polimorfizmi genotip dağılımı

ve allel sıklıklarının karşılaştırılması
KONTROL- HASTA %95 C.I.

KONTROL

n(%)

HASTA

n(%)

TOPLAM

N(%)
OR

Alt

sınır

Üst

sınır

p

değeri

CC 29(37,2) 32(32,0) 61(34,3)

CT
30(38,5) 35(35,0) 65(36,5) 1,057 0,525 2,130 0,876

RANKC575T

TT
19(24,3) 33(33,0) 52(29,2) 1,574 0,739 3,351 0,239

TOPLAM
78(100,0) 100(100,0) 178(100,0)

KONTROL

2n(%)

HASTA

2n(%)
2N

C 88(56,4) 99(49,5) 187

ALLEL
T 68(43,6) 101(50,5) 169

1.3203 0.8669 2.0109 0.195

TOPLAM 156 (100,0) 200(100,0) 356

4.5 Kontrol ve Hasta Grupları Arasında Birleşik Genotip Dağılımlarının

Karşılaştırılması

C421T ve C575T polimorfizmlerinin birleşik genotip dağılımında kontrol ve

hasta grubu arasında anlamlı bir fark olmadığı saptandı (x2 :4,235; p:0,752).

Birleşik genotipler ayrı ayrı hesaplandığında da kontrol ve hasta grubu

arasında anlamlı bir fark gözlenmedi.

CCRANK4/CCRANK6 birleşik genotipine göre hasta grupta CTRANK4/TTRANK6

birleşik genotipinin görülme riskinin 2,3 kat arttığı saptandı, fakat bu risk anlamlı

bulunmadı (p:0,195) (Tablo 4.8).

Kontrol ve hasta grubu için C421T ve C575T polimorfizmlerinin birleşik

genotip analizlerinde istatistiksel olarak anlamlı birleşik genotip paterni ortaya

konmamıştır (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8 : Kontrol ve hasta grupları arasında C421T ve C575T polimorfizmlerinin

birleşik genotip dağılımının karşılaştırılması

CI(%95)
Birleşik genotip

RANKC421T/RANKC575T

KONTROL

n(%)

HASTA

n(%)

TOPLAM

N(%)
OR

Alt

sınır

Üst

sınır

p

değeri

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) 4(2,2) 0,846 0,110 6,511 0,873

TOPLAM
78

(100,0)

100

(100,0)

178

(100,0)

4.6 Kontrol ve Hasta Gruplarında Birleşik Haplotip Analizi

Kontrol ve hasta grubunda karşılaştırılmak üzere C421T ve C575T

polimorfizmlerinin birleşik haplotip analizi uygulandı (Tablo 4.9).

Tüm kontrol ve hasta grubu arasında birleşik haplotip analizinde anlamlı bir

fark saptanmadı (x2 :1,324; p:0,723).

CRANK4/CRANK6 birleşik haplotipine göre hasta grubunda TRANK4/TRANK6

birleşik haplotipinin görülme riskinin 1,6 kat artmış olduğu saptandı fakat bu artış

anlamlı bulunmadı (p:0,322) (Tablo 4.9).
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C421T ve C575T polimorfizmlerinin birleşik haplotip analizlerinde

istatistiksel olarak anlamlı bir haplotip paterni ortaya konmamıştır (Tablo 4.9).

Tablo 4.9 : C421T ve C575T polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarında

birleşik haplotip analizi

%95CIHaplotip

RANKC421T/

RANKC575T

KONTROL

(%)

HASTA

(%)
OR

Alt sınır Üst sınır

p

değeri

C/C 50 44

C/T 35 38 1,228 0,665 2,268 0,512

T/C 6 5 0,910 0,266 3,109 0,880

T/T 9 13 1,611 0,627 4,136 0,322

Total 100 100

4.7 Kontrol ve Hasta Gruplarının Genotiplere Göre Düzeltilmiş KMY

Değerleri

Kontrol ve hasta grubunda C421T ve C575T polimorfizmlerinin herbiri için

genotiplere göre KMY değerleri aritmetik ortalamaları yaş, boy, kilo ve menopoz

süresine göre düzeltilerek hesaplandı.

C421T polimorfizmi için her üç genotipe ait femoral ve lomber bölge

düzeltilmiş KMY değerleri incelendiğinde kontrol grubunda femur boyun ve femur

total ortalama KMY değerleri TT genotipinde yüksek iken, TT genotipi lomber bölge

düzeltilmiş ortalama KMY değeri CC ve CT genotiplerinin KMY değerlerinden

düşük idi fakat genotipler arasında KMY değerleri arası fark anlamlı değildi ( pFN

KMY: 0,779, pFT KMY : 0,318, pL1-L4 KMY : 0,959) (Tablo 4.10).

Hasta grubunda C421T polimorfizmi için genotiplere göre düzeltilmiş KMY

değerleri incelendiğinde lomber bölgede TT genotipi KMY değeri CC ve CT

genotiplerine göre anlamlı olarak yüksek bulundu (pL1-L4 KMY :0,015) (Tablo 4.10).

Fakat TT genotipine ait olgu sayısı sadece 3 kişi idi.
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Tablo 4.10 : Kontrol ve hasta grubunun C421T polimorfizmi için genotiplere göre

düzeltilmiş KMY değerlerinin kendi içinde karşılaştırılması

RANKC421T RANKC421T

KMYKontrol * (g/cm2) KMYHasta * (g/cm2)

BÖLGE
CC

(n:56)

CT

(n:20)

TT

(n:2)

p

değeri

CC

(n:67)

CT

(n:30)

TT

(n:3)

p

değeri

FN

KMY

0,833

(0,011)

0,826

(0,018)

0,869

(0,059)

0,779 0,720

(0,009)

0,708

(0,013)

0,729

(0,041)
0,715

FT

KMY

0,969

(0,012)

0,946

(0,020)

1,040

(0,065)
0,318

0,850

(0,011)

0,820

(0,016)

0,923

(0,051)
0,099

L1-L4

KMY

1,054

(0,015)

1,062

(0,025)

1,049

(0,079)
0,959

0,855

(0,011)

0,827

(0,016)

0,979

(0,051)
0,015**

*KMY değerleri yaş, boy, kilo ve menopoz süresine (yıl) göre düzeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmiştir.

**p<0,05

C421T polimorfizmi için her iki kontrol ve hasta grubunda TT genotipine

sahip olgu sayısı az olması nedeniyle homozigot mutant ve heterozigot grupların

birleştirilmesi sonrası C421T polimorfizmi için genotiplere göre hasta ve kontrol

grubunun düzeltilmiş KMY değerleri hesaplandığında, kontrol ve hasta grubu içinde

her üç bölgede de KMY değerlerinde anlamlı fark yaratacak polimorfizme

rastlanmadı (Tablo 4.11).
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Tablo 4.11 : Kontrol ve hasta grubunun C421T polimorfizmi için homozigot mutant

ve heterozigot grupların birleştirilmesi sonrası genotiplere göre düzeltilmiş KMY

değerlerinin kendi içinde karşılaştırılması

RANKC421T RANKC421T

KMY Kontrol * (g/cm2) KMY Hasta * (g/cm2)

BöLGE
CC

(n:56)

CT/TT

(n:22)

p

değeri

CC

(n:67)

CT/TT

(n:33)

p

değeri

FN

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

FT

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

L1-L4

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

*KMY değerleri yaş, boy, kilo ve menopoz süresine (yıl) göre düzeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmiştir.

C575T polimorfizmi için kontrol ve hasta grupları için genotiplere göre

femoral ve lomber bölge KMY değerleri hesaplandı. Kontrol grubunda femur boyun,

femur total ve L1-L4 KMY değerlerinde C575T polimorfizmi için genotipler

arasında anlamlı fark saptanmadı (Tablo 4.12). Benzer şekilde hasta grubunda her üç

bölge KMY değerlerinde C575T polimorfizmi için CC, CT, TT genotipleri arasında

anlamlı fark gözlenmedi (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12 : Kontrol ve hasta grubunun C575T polimorfizmi için genotiplere göre

düzeltilmiş KMY değerlerinin kendi içlerinde karşılaştırılması

RANKC575T RANKC575T

KMYKontrol * (g/cm2) KMYHasta * (g/cm2)

BÖLGE
CC

(n:29)

CT

(n:30)

TT

(n:19)

p

değeri
CC

(n:32)

CT

(n:35)

TT

(n:33)

p

değeri

FN

KMY

0,820

(0,015)

0,835

(0,015)

0,844

(0,019)
0,580

0,710

(0,013)

0,720

(0,012)

0,718

(0,012)
0,829

FT

KMY

0,954

(0,017)

0,959

(0,017)

0,993

(0,021)
0,317

0,830

(0,016)

0,846

(0,015)

0,852

(0,016)
0,614

L1-L4

KMY

1,055

(0,021)

1,064

(0,020)

1,045

(0,025)
0,849

0,835

(0,016)

0,852

(0,015)

0,862

(0,016)
0,487

*KMY değerleri yaş, boy, kilo ve menopoz süresine (yıl) göre düzeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmiştir.

4.8 Kontrol ve Hasta Gruplarının Birleşik Genotiplere Göre Düzeltilmiş

KMY Değerleri

Kontrol grubunda C421T ve C575T polimorfizmleri birleşik genotiplerinin

femur boyun KMY değerleri arasında anlamlı fark saptanmadı (p FN KMY: 0,899).

Benzer şekilde femur total KMY değerleri ve L1-L4 KMY değerlerinde birleşik

genotipler arasında anlamlı fark saptanmadı (p FT KMY: 0,622, p L1-4 KMY: 0,968)

(Tablo 4.13).

Hasta grubunda birleşik genotipler arasında arasında femur boyun ve femur

total KMY değerlerinde anlamlı fark saptanmadı (p FN KMY: 0,807, p FT KMY: 0,337) .

L1-L4 KMY değeri hasta grubunda homozigot mutant TT/TT birleşik genotipinde

anlamlı olarak yüksek bulundu (p L1-4 KMY: 0,017) (Tablo 4.13).
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Tablo 4.13 : Kontrol ve hasta grubunun birleşik genotiplere göre düzeltilmiş KMY

değerlerinin kendi içlerinde karşılaştırılması

Birleşik

genotip

RANKC421T/

RANKC575T

nKONTROL*
KMYKONTROL

(g/cm2)

P

değeri
nHASTA

KMYHASTA*

(g/cm2)

p

değeri

Fe
m

ur
 b

oy
un

CC/CC

CC/CT

CC/TT

CT/CC

CT/CT

CT/TT

TT/CT

TT/TT

22

21

13

7

9

4

-

2

0,822(0,018)

0,843 (0,019)

0,833(0,024)

0,812(0,032)

0,820(0,028)

0,867(0,044)

-

0,870(0,060)

0,899

26

21

20

6

13

11

1

2

0,705(0,014)

0,736(0,016)

0,722(0,016)

0,730(0,030)

0,696(0,020)

0,709(0,022)

0,708(0,072)

0,740(0,052)

0,807

Fe
m

ur
 to

ta
l

CC/CC

CC /CT

CC/TT

CT /CC

CT/CT

CT/TT

TT/CT

TT/TT

22

21

13

7

9

4

-

2

0,960(0,020)

0,971(0,021)

0,983(0,026)

0,933(0,035)

0,932(0,031)

1,001(0,048)

-

1,040(0,066)

0,622

26

21

20

6

13

11

1

2

0,827(0,017)

0,867(0,019)

0,860(0,020)

0,842(0,037)

0,810(0,025)

0,821(0,027)

0,892(0,089)

0,939(0,064)

0,337

L1
-L

4 
To

ta
l

CC/CC

CC/CT

CC/TT

CT/CC

CT/CT

CT/TT

TT/CT

TT/TT

22

21

13

7

9

4

-

2

1,050(0,024)

1,072(0,025)

1,032(0,032)

1,069(0,043)

1,047(0,038)

1,085(0,059)

-

1,051(0,080)

0,968

26

21

20

6

13

11

1

2

0,837(0,017)

0,868(0,019)

0,865(0,019)

0,826(0,036)

0,832(0,024)

0,818(0,026)

0,793(0,086)

1,078(0,062)

0,017

*KMY değerleri yaş, boy, kilo ve menopoz süresine (yıl) göre düzeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmiştir.
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Kontrol ve hasta gruplarında C421T ve C575T polimorfizmleri birleşik

genotiplerinin KMY değerlerinin analizinde homozigot mutant TT/TT birleşik

genotipi KMY değerleri her üç bölgede yüksek saptanmış olmakla birlikte her iki

grupta da TT/TT birleşik genotipine sahip sadece 2’şer olgu mevcuttu. Homozigot

normal genotiplerden oluşan (CC/CC) birleşik genotipi dışındaki diğer tüm birleşik

genotiplerden bir grup oluşturularak kontrol ve hasta grubu için yeni bir analiz

yapıldı (Tablo 4.14).

Kontrol grubunda CC/CC birleşik genotipi grubu ile diğer grup arasında

herhangi bir KMY değerinde anlamlı fark saptanmadı (p FN KMY: 0,526, p FT KMY:

0,757, p L1-4 KMY: 0,778).

Hasta grupta da aynı şekilde CC/CC birleşik genotipi grubu ile diğer grup

arasında femur boyun, femur total ve L1-L4 KMY değerlerinde fark saptanmadı (p

FN KMY: 0,363, p FT KMY: 0,307, p L1-4 KMY: 0,399) (Tablo 4.14).

Tablo 4.14 : Kontrol ve hasta grubunun CC/CC birleşik genotipi ile diğer birleşik

genotipler grubunun düzeltilmiş KMY değerlerinin kendi içlerinde karşılaştırılması

Birleşik genotip
RANKC421T/
RANKC575T

KMYKONTROL
(g/cm2) p değeri KMYHASTA

(g/cm2) p değeri

CC/CC 0,822(0,018) 0,705(0,014)

Fe
m

ur
bo

yu
n

Diğerleri 0,836(0,011)
0,526

0,720(0,008)
0,363

CC/CC 0,960(0,020) 0,827(0,017)

Fe
m

ur
To

ta
l

Diğerleri 0,967(0,012)
0,757

0,848(0,010)
0,307

CC/CC 1,050(0,024) 0,837(0,018)

L1
-L

4 
To

ta
l

Diğerleri 1,058(0,015)

0,778

0,855(0,011)

0,399

*KMY değerleri yaş, boy, kilo ve menopoz süresine (yıl) göre düzeltilerek, aritmetik

ortalama (standart hata) olarak belirtilmiştir.
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5. TARTIŞMA

RANK geni ekzon 4’ deki C421T polimorfizmi ile aynı gen üzerinde ekzon

6’ da bulunan C575T polimorfizmi ve bunların femur boyun, femur total ve lomber

vertebra KMY değerleri ile olası ilişkisini araştırmayı hedefleyen kesitsel, gözlemsel

bu klinik çalışmada; yaşları 45-65 arasında değişen, daha önce osteoporoz açısından

herhangi bir tedavi almamış ve kemik metabolizmasını etkileyecek metabolik,

endokrinolojik, nörolojik, romatolojik vb. gibi ikincil hastalığı olmayan erken dönem

postmenopozal kadın olgularda, KMY’leri normal ve düşük olarak ayrılan iki grup

arasında bu iki polimorfizme bağlı genotipler, birleşik genotipler, birleşik haplotipler

ve allel frekansları açısından fark saptanmadı. İkinci olarak; C421T ve C575T

polimorfizmlerinin normal ve düşük KMY’li grupta ayrı ayrı olarak femur ve lomber

bölge KMY değerleri ile ilişkisinin incelenmesinde, bu iki polimorfizm ile KMY

değerleri arasında bir ilişki saptanmadı.

Osteoporoz için ileri yaş, menopoz, sigara, hafif travma ile kırık varlığı gibi

pek çok risk faktörü tanımlanmaktadır.250 Genetik etki ve kalıtım bu risk faktörleri

içinde çok önemli yere sahip olmasına rağmen en az aydınlatılmış olandır.251 Aile

çalışmaları KMY’deki değişikliklerin çok büyük oranlarda genetik faktörlerden

etkilendiğini göstermektedir.252 KMY’nin bu kadar yüksek oranda olan kalıtsallığı

araştırmacıları kemik yapım-yıkım belirleyicileri, kemik kitlesi, KMY gibi fenotipik

özellikler; KMY’deki düşüklüğün ilerlemesine bağlı olarak gelişen osteopeni ya da

osteoporoz ve klinik son nokta olan kırıklar ile genetik faktörlerin ilişkisini

araştırmaya teşvik etmiştir.18

Osteoporozda genetik ile ilişkili etkileri aydınlatmaya yönelik bağlantı

çalışmaları,253 aday gen saptanması (tek nükleotid polimorfizm çalışmaları gibi) ve

gen ekspresyonu çalışmaları254 olmak üzere farklı metodlar kullanılmaktadır.

Rekombinant DNA devriminin sonucundan köken alıp, günümüze kadar

gelen moleküler tıp ve genomun haritalanması, sekanslanması ve

karakterizasyonunun beklenen bilimsel ve tıbbi yararları oldukça önemlidir. Şuanda

içinde bulunduğumuz durum oldukça umut vericidir. Günümüzde, insan genomunun

tüm dizisi ve tek bir gen için potansiyel yaklaşımlar mevcuttur. Bu da sağlık ve

hastalık alanında insan biyolojisi çalışmak için eşsiz bir fırsat sunmaktadır. Yeni

genetik varyasyonları, özellikle de multifaktöryel hastalıklar ve çeşitli bireye özgü
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özellikleri etkileyebilen SNP’leri aydınlatmayı amaçlayan genetik ilişkilendirme

çalışmaları gün geçtikçe artmaktadır.255 Tıbbi araştırmaların odağı günümüzde

genlerin sistematik fonksiyonel evrimine ve mekanizmaların aydınlatılmasına doğru

dönmüştür. İnsanı daha sağlıklı kılmak için, biyolojik aktivitenin koordinasyonunda

genlerin nasıl fonksiyon gösterip, etkileşime girdiğinin tamamen anlaşılması yeni

terapilerin gelişmesi için çok büyük bir fırsat sağlamaktadır. Bu durum SNP’leri

biyomedikal araştırmalar, farmasötik ürün geliştirmesi ve tıbbi tanı gibi konular

açısından oldukça değerli yapar. SNP’ler ayrıca evrimsel açıdan stabildirler.

Nesilden nesile çok fazla değişmezler. Bu da onların populasyon çalışmalarında takip

edilmelerini kolaylaştırır. Populasyonda insan DNA dizilerinin büyük oranda aynı

olmasına karşın, DNA dizilerindeki değişiklikler insanların hastalıklara, bakteri veya

virüs toksini ya da kimyasallar gibi çevresel etkenlere, ilaçlara ve diğer terapilere

nasıl cevap verdiği üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. SNP’ler ve hastalık yatkınlığı

arasındaki ilişkinin tanımlanabilmesi, bireylerin genotipine dayalı olarak ilaçların

bireylere uygun hale getirildiği, yeni medikal alan farmako-genetiğin temelini

oluşturan ilaç yanıtı ve SNP’ler arasındaki ilişkiyi ve hastalık genlerinin keşfedilme

hızını büyük oranda artıracaktır.

Günümüze kadar KMY ve kırık riski ile güçlü ilişkili az sayıda gen

tanımlanabilmiştir. Richard ve arkadaşlarının KMY ve kırık riski ile ilişkili

olabilecek 150 aday gen için  14277’si bayan olmak üzere 19195 erişkin Avrupalıyı

5 epidemiyolojik kohort çalışmasıyla inceledikleri bir meta-analizde pek çok gendeki

SNP’nin KMY ve kırık riski ile anlamlı bir ilişki göstermediği bildirilmiştir. Aynı

meta-analizde 9 gende görülen (LRP4, LRP5, TNFSF11(RANKL),

TNFRSF11A(RANK), TNFRSF11B (OPG = osteoprotegerin), SPP1 (OPN =

osteopontin), ITGA1 (integrin alfa 1), SOST geni (gen ürünü sklerostin) ve ESR1)

241 SNP’nin femur boyunda ve/veya lomber bölgede KMY ile ilişkili olduğu

bildirilmiştir. Bu 9 gende KMY’deki azalmanın etki büyüklüğü 0,04 ile 0,18 standart

deviasyon (SD) arasında bulunmuş. Ayrıca LRP5, SOST, TNFRSF11A(RANK) ve

SPP1 olmak üzere 4 gende genetik polimorfizmlerin kırık riski ile anlamlı ilişkili

olduğu saptanmıştır.256 Bu meta-analizde RANK, RANKL ve OPG kodlayan

genlerdeki SNP’ler ile KMY’deki düşme arasındaki ilişki ağırlıklı ilgi

görenlerdendir. Bunun nedeni de ‘tüm genom bağlantı’ (genome-wide association)
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çalışmalarının bu yolağı genomda KMY’nin en önemli belirleyicilerinden biri olarak

tanımlamaları olmuştur.257, 258, 259

Terapötik ajanlara cevabın genetik belirleyicilerinin keşfedilmesine gitgide

ilgi artmaktadır. Çünkü bu sayede genetik profillerin temelinde ilaç tedavilerine

bireysel cevapların öngörülmesi mümkün olabilecektir.260 Buna örnek olarak 124

Taylandlı postmenopozal kadında ESR1 polimorfizmleri ile 1 yıllık hormon

replasman tedavisine cevabın ilişkisini inceleyen bir çalışmada ESR1 PvuII

bölgesinde pp genotipindeki bireylerde KMY’deki artışın (KMY’de %2.3 artış) diğer

genotip gruplarına göre (KMY’de %6-7 artış) daha az olduğu saptanmıştır.261 Benzer

şekilde RANK-RANKL-OPG ve Wnt sinyal yolaklarının inhibisyonunun terapötik

potansiyelinin araştırıldığı klinik çalışmalar ve bireysel genetik profillerin özellikle

osteoporoz riski yüksek olan bireylerde spesifik tedavilerin hedeflenmesi ve

uygulanmasına olanak sağlayabileceğine inanılmaktadır. Bunun en önemli örneği

olarak da bu yolağın kullanılmasının sonucu TNFRSF11B (OPG) ’nin rolünü taklit

ederek osteoporotik kırıklarda azalmaya yol açan yeni bir ajan olan denosumab

(AMG 161 olarak da bilinir) gösterilmiştir.262, 180, 182

Kemiğin yeniden yapılanmasında güçlü biyolojik role sahip olan RANK-

RANKL-OPG yolağı erken postmenopozal dönemde olan ivmelenmiş kemik

kaybında büyük önem kazanmaktadır. Östrojen eksikliğine bağlı olarak RANKL

düzeylerinde hızla artış olur,186 bu da osteoklast diferansiyasyonu, proliferasyonu ve

aktivasyonunda artış ile osteoklast apopitozunda azalmaya yol açar. Postmenopozal

dönemde; kemik rezorbsiyon ve formasyon belirleyicileri ile doğrulandığı gibi

kemiğin rezorbsiyonu %90 oranında artarken, kemik formasyonu sadece %45 artış

göstermektedir ki bu da menopoz sonrası yaklaşık 8-10 yıllık dönemdeki hızlı kemik

kaybının en önemli etkenidir.263

Literatürdeki bu bilgiler ışığında yön vererek oluşturduğumuz çalışma evreni

ile erken postmenopozal dönemdeki Türk kadınlarında RANK geninde C421T ve

C575T polimorfizmlerinin sıklıkları ve bunların kemik mineral yoğunluğu ile olası

ilişkisi hakkında fikir sahibi olmayı planlandık. Ülkemizde bilgimiz dahilinde bu

konuyla ilgili yapılmış bir çalışma olmamakla beraber literatürde bu konuyla ilgili

yapılmış az sayıda çalışmada farklı sonuçlar mevcuttur.264, 265
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Çalışma evrenimizi oluşturan hasta ve kontrol grubunun yaş ortalaması

kontrol grubunda 54,5±4,9, hasta grubunda 54,8±4,7 olarak bulundu. Boy

ortalamaları açısından anlamlı bir fark saptanmamasına rağmen (kontrol ve hasta

grubu 158±6 cm), kontrol grubunun ortalama vücut ağırlığı ve beden-kitle indeksleri

hasta gruba göre anlamlı olarak yüksek bulundu (kontrol grubu 75±10,2 kg,

BKİ:29,9±4,1 kg/m2; hasta grubu 69,4±9,4 kg, BKİ:27,9±3,7 kg/m2). Perimenopozal

dönemde vücutta bazı değişiklikler olmaktadır. Bunlar üreme işlevi, stres hormonları

düzeyinde düşme, strese katekolaminerjik cevapta azalma, kemik mineral içeriğinde

değişiklikler, yağ dokusunda artış266 ve vücut yağ dağılımında değişiklikler267 olarak

sayılabilir. Çalışmalar perimenopozal dönemdeki kadınlarda dolaşımdaki insülin

düzeyinin ve insulin rezistansının artmış olduğuna268 ve bu nedenle kadınların yağ

dokusu birikimine yatkın olduğunu bildirmektedir.269 Çalışmamızda kontrol ve hasta

grubunun ortalama BKİ değerlerinin kilolu sınıfına giriyor olması da literatürdeki bu

bilgilerle uyumlu bir bulgu olarak düşünülebilir.

Çalışmamızda kontrol grubunun anlamlı olarak daha kilolu olarak bulunması

şöyle yorumlanabilir: Kontrol grubumuz KMY değeri yüksek kadınlardan

oluşmaktaydı. Vücut ağırlığı ve vücut kitle indeksi ile KMY arasındaki ilişki birçok

faktörden etkilenmektedir. BKİ’deki artış ile ilişkili mekanik yüklenme sonucu

kemiğe binen yük, vücut ağırlığı ile KMY arasındaki pozitif  ilişkiye katkıda

bulunuyor olabilir.270 Bununla beraber, bu koruyucu etki aynı zamanda yük

taşımayan kemik bölgelerinde de gözlenmiştir.271 Bu da kilo ve yağ dokusundaki

artışın yük binmesi ile ilişkili mekanik faktörler yanında adrenal androjenlerin

periferde adipoz dokuda aromatizasyonu gibi hormonal bazı etkiler aracılığıyla da

KMY’yi etkileyebildiği görüşünü desteklemektedir.272 Perimenopozal dönemde

arttığı belirtilen serum insülin düzeyleri de kemik yapımını uyarıyor olabilir.273, 268,

274

Çalışmamızda alkol kullanan kişi sayısı kontrol grubunda hasta grubuna göre

yüksek saptandı. Fakat olgularımızın hiçbirinde düşük kemik mineral yoğunluğu için

risk oluşturacak düzeyde günde 2-3 ünite üzerinde alkol kullanım öyküsü yoktu.275

Bu da alkol açısından iki grup arasında risk oluşturacak fark olduğu görüşünü göz

ardı etmemizi sağlayabilir. Hatta ılımlı miktarlarda alkol kullanımının özellikle

ilerleyen yaşlarda koruyucu özelliği olduğu düşünülecek olursa,276 çalışmamızda
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kontrol grubunda alkolün koruyucu etkisinin de KMY değerinde rol oynamış

olabileceği olasılığı aklımıza gelmektedir.

Türkiye’de menopoz yaşı ortalama ve ortanca olarak sırasıyla 47,8±4 yaş (40-

57 yaş arasında değişen yaşlarda) ve 51 olarak bildirilmiştir.277 Olgularımızın

menopoz yaşı ortalaması da bu bilgilerle uyumlu olarak kontrol grubunda 48,7±3,3;

hasta grubunda 48,3±3,9 olarak saptandı.

Menopoz süresi ortalaması kontrol grubunda 5,8±7 yıl iken, hasta grubunda

bu süre 6,8±7 yıl idi. Fark iki grup arasında anlamlı bulunmadı.

Osteoporotik kırık riskinin saptanması ve tedavi kararının verilebilmesi için

klinik risk faktörleri ve KMY değerlerinin birlikte değerlendirilmesi önerilmektedir.

Klinik risk faktörleri olarak yaş, düşük vücut kitle indeksi, önceki kırık öyküsü her

iki cinsiyet için de önemli risk faktörleridir. Düşük fiziksel aktivite, 278 menopoz

süresi, 278 aşırı alkol tüketimi,278 ailede osteoporoz öyküsü,1 ailede kırık öyküsü,1 geç

menarş,1 erken menopoz1düşük KMY için belirtilen diğer risk faktörleridir. Dünya

Sağlık Örgütüne bağlı Metabolik Kemik Hastalıkları Ortak Çalışma Merkezi

tarafından 12 epidemiyolojik kohort çalışmasının incelenmesi ile klinik risk

faktörleri ve kırık ilişkisini değerlendirildiği bir meta-analiz sonucu 10 yıllık kırık

riskinin hesaplandığı kırık değerlendirme aracı (FRAX) geliştirilmiş ve bu

değerlendirme aracı 11 kohort çalışması tarafından da onaylanmıştır.279, 280

Çalışmamızda hasta ve kontrol gruplarını FRAX ile bildirilen risk faktörleri

ve düşük KMY’ye etkisi olabileceği bildirilen ancak FRAX içinde yer almayan diğer

bazı risk faktörleri açısından karşılaştırdık. İki grup arasında vücut ağırlığı, BKİ ve

alkol kullanımı dışında diğer risk oluşturabilecek faktörler açısından anlamlı fark

saptanmadı. Bu sonuçlar çalışmamızdaki hasta ve kontrol grubu arasında risk

faktörlerinin homojenitesi açısından önemli bir özellik olarak değerlendirilebilir.

Çalışmamıza dahil edilen olgularımızın hiçbirinde ikincil osteoporoz nedeni

altta yatan hastalık mevcut değildi. Hormon replasman tedavisinin (HRT) KMY

üzerindeki bilinen etkisi281 nedeniyle çalışmamıza son 4 ayda HRT almış kadınları

dahil etmedik. Bunun dışında antikoagülan282, 283 ya da antikonvülzan ilaç kullanımı

öyküsü, tiroid ya da paratiroid hastalığı öyküsü, kronik böbrek, kronik karaciğer ya

da kalp yetmezliği gibi KMY’yi etkilediği iyi bilinen faktörlerin çalışma dışı

bırakılması çalışmanın tutarlılığını arttırmak için önemli idi.
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5.1 Kontrol Ve Hasta Grupları Arasında Genotip Dağılımı, Allel Sıklığı,

Birleşik Genotip Dağılımı Ve Birleşik Haplotip Analizlerinin

Karşılaştırılması

Çalışmamızda erken postmenopozal kadınlarda RANK geni ekzon 4’de

C421T ve ekzon 6’da C575T polimorfizmlerini inceledik. RANK geni

polimorfizmleri ve osteoporoz arasındaki ilişki literatürde bugüne kadar 6 çalışmada

araştırılmış olup bunların 3’ünde Koreli postmenopozal kadınlarda RANK geni

C575T polimorfizmi de araştırılmıştır.264, 284, 285 İki Kore çalışmasında RANK geni

C421T polimorfizmi de araştırılmıştır.264, 285 Diğer bir çalışma da Çinliler tarafından

yapılmış olup, C575T polimorfizmi toplam 1120 bayan ve erkekte araştırılmıştır.265

Kalan iki çalışmada RANK geninin farklı 18 SNP’ye bağlı polimorfizmleri

çalışılmıştır.286, 287 Son iki çalışmada incelenen 18 SNP’nin 15’i protein

kodlanmayan intronik bölgede olup, 3 tanesi 3’-UTR(çevrilmeyen bölge-ingilizcesi

untranslated region=stop kodonu ile poli-A arasındaki bölge) bölgesinde yer alan

SNP’lerdir. Çalışmamızda incelediğimiz her iki polimorfizm de proteinin kodlandığı

ekzon bölgesindedir. RANK geni ekzon 4’deki C421T polimorfizmine bağlı RANK

proteininde 141. pozisyona histidin yerine tirozin aminoasidi (Hys141Tyr) geçerken,

ekzon 6’daki C575T polimorfizmine bağlı 192. pozisyona valin yerine alanin

(Val192Ala) geçmektedir. Bu nedenle polimorfizm varlığında meydana gelecek

amino asit değişikliklerine bağlı sentezlenecek proteinde fonksiyonel değişikliklere

yol açma ihtimali ile de ilgi çekebilir.284

Çalışmamızda RANK geni C421T polimorfizmi için hasta ve kontrol

grubunda genotip dağılımı açısından anlamlı bir fark saptanmamıştır (p:0,790).

Kontrol grubunda sırasıyla 100 olgunun 67’sinde CC genotipi (%67,0), 30’unda CT

genotipi (%30,0) ve 3’ünde TT genotipi (%3,0) saptandı. Hasta grubunda 78 olgunun

56’sında CC genotipi (%71,8), 20’sinde CT genotipi (%25,6) ve 2’sinde TT genotipi

(%2,6) saptandı. C421T polimorfizmi için yapılan iki çalışmada bu polimorfizm

Kore ırkında saptanamadığından ileri analiz yapılamamıştır.264, 285

Allel frekansları etnik gruplara göre değişiklik göstermektedir.288 C421T

polimorfizmi için kontrol grubumuzda C alleli sıklığı %84,6 iken hasta grubumuzda

%82,0 idi. Kontrol grubumuzda T alleli sıklığı %15,4 iken hasta grubumuzda %18,0

bulundu. T alleli görülme riskinde hasta grupta 1,2 kat artış saptandıysa da bu artış
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anlamlı bulunmadı (p: 0,512). Wuyts ve arkadaşlarının yaptıkları çalışmada sağlıklı

beyaz ırkta RANK 421C allel frekansı %40 olarak bulunmuştur.289 Kontrol

grubumuzun RANK 421C allel sıklığı çalışmamızda 2 kat yüksek saptandı. Choi ve

arkadaşlarının yaptıkları çalışmada ise C421T transisyonu allel sıklığı açısından Kore

ırkında polimorfik saptanmamıştır.264

C575T polimorfizmi için kontrol grubumuzun genotip dağılımına bakacak

olursak 78 olgunun 29’unda CC genotipi (%37,2), 30’unda CT genotipi (%37,5),

19’unda TT genotipi (%24,4) saptandı. Hasta grubunda 100 hastanın 32’sinde CC

genotipi (%32,0), 35’inde CT genotipi (%35,0) ve 33’ünde TT genotipi (%33,0)

saptandı. Choi ve arkadaşlarının çalışmasında sonuç elde edilen  559 olgunun

65’inde (%11,6) CC genotipi, 234’ünde (%41,9) CT genotipi ve 260’ında (%46,5)

TT genotipi saptanmıştır.264 Kore popülasyonunda bizim çalışmamızdan daha yüksek

oranda TT genotipi saptanırken daha düşük oranda CC genotipi saptanmıştır. Kim ve

arkadaşlarının 385 Koreli postmenopozal kadında yaptıkları çalışmada C575T

polimorfizmine rastlanmamıştır.285 Çinliler tarafından yapılan bir çalışmada 290

sağlıklı erkek olguda C575T polimorfizmi için genotip dağılımı CC, CT, TT

genotipleri için sırasıyla %8,8, %%46,1 ve %45,1 şeklinde olup; bu popülasyonda da

TT polimorfizmi bizi çalışmamızdaki kontrol grubumuza göre yüksek oranda, CC

polimorfizmi ise daha düşük oranda saptanmıştır.265

Allel sıklığı açısından bakıldığında RANK 575C alleli sıklığı çalışmamızda

kontrol grubunda %56,4 iken hasta grubunda %49,5 olarak saptandı. T allelinin hasta

grupta görülme riskinin 1,3 kat artış gösterdiği saptandı fakat bu değer istatistiksel

olarak anlamlı bulunmadı (p:0,195). Bu bulgu beyaz ırkta %51 olarak verilen RANK

575C allel sıklığı ile benzerlik göstermektedir.289 Çinlilerin yaptığı çalışmada sağlıklı

erkek kontrollerde RANK 575C allel sıklığı ise %33 olarak saptanmıştır.265 Kore

popülasyonunda da RANK 575C allel sıklığı %33 olarak saptanmıştır.264

C421T ve C575T polimorfizmlerinin hasta ve kontrol grubunda  birleşik

genotip dağılımları değerlendirildiğinde koruyucu veya risk faktörü olabileceğini

düşüneceğimiz anlamlı bir birleşik genotip paterni saptanmadı (p:0,752) . Benzer

şekilde hasta ve kontrol grubu arasında birleşik haplotip dağılımını incelediğimizde

anlamlı bir haplotip paterni saptanmadı (p:0,723).
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5.2 Kontrol ve Hasta Gruplarının Kendi İçlerinde Farklı Genotipler ve

Farklı Birleşik Genotiplerde Femoral ve Lomber Bölgelerde Düzeltilmiş

KMY Değerlerinin Karşılaştırılması

5.2.1 Kontrol ve hasta gruplarının kendi içlerinde genotiplere göre

femoral ve lomber bölgelerde düzeltilmiş KMY değerlerinin

karşılaştırılması

Normal ve düşük KMY’ye göre sınıflandırdığımız hasta ve kontrol

gruplarında C421T polimorfizmi genotiplerine göre femur boyun, femur total ve L1-

L4’de yaş, boy, kilo ve menopoz süresine göre düzeltilmiş KMY değerlerini

incelediğimizde kontrol  grubunda bu üç bölgede de KMY’yi anlamlı derecede

etkileyecek genotip saptanmadı (pFN KMY:0,779; pFT KMY:0,318; pL1-L4 KMY:0,959).

Hasta grubunda C421T polimorfizmi için femur boyun ve femur totalde CC, CT, TT

genotipleri arasında düzeltilmiş KMY değerleri arasında anlamlı fark yoktu (pFN

KMY:0,715; pFT KMY:0,099). Bununla beraber kontrol grubunda femur boyun ve femur

total KMY değerleri ortalamalarının TT genotipinde bir miktar yüksek olduğu

gözlendi. Fakat TT genotipinde olgu sayısının az olması nedeniyle (n:2) bu genotip

için femur bölgesi KMY değeri üzerine koruyucu bir etkiden söz etmek çok uygun

olmayacaktır. Buna ek olarak, TT genotipindeki 2 olguyu demografik özellikleri, risk

faktörleri ve KMY değerleri açısından inceledik. Olgularımızın birinde her üç bölge

KMY değerleri tüm kontrol grubunun ortalama KMY değerinin de altında idi.

Menarş yaşı, menopoz yaşı, menopoz süresi açısından kontrol grubu ortalamaları ile

benzer değerlere sahip idi. Beden kitle indeksi 24,4 olup, kontrol grubunun

ortalamasından (BKİort:29,9±4,1 kg/m2) hafif düşük idi. Diğer TT genotipli

olgumuzu incelediğimizde düzeltilmiş KMY değerlerinin (FNKMY:0,971 g/cm2;

FTKMY:1,183 g/cm2;  L1-L4KMY:1,224 g/cm2) her üç bölgede de kontrol grubu

ortalama değerlerinden (FNKMYort:0,832±0,082 g/cm2;  FTKMYort:0,965±0,092 g/cm2;

L1-L4KMYort:1,056±0,109 g/cm2) belirgin yüksek olduğu saptandı. Olgumuzun yaş,

reprodüktif öykü, günlük kalsiyum alımı ve fiziksel aktivite düzeyi açısından

değerlendirilmesinde kontrol grubu ortalamalarından farklı olmadığı görülürken,

beden kitle indeksi 34,6 değeri ile kontrol grubu ortalama değerinin üzerinde olduğu
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saptandı. Bu da olgumuzun femoral bölge KMY değerleri yüksekliğinde vücut

ağırlığına bağlı  mekanik etki ile yağ dokusunun hormonal mekanizmalara bağlı

etkilerinin katkı sağlamış olabileceğini de aklımıza getirmektedir.270, 272, 290

Hasta grubunda C421T polimorfizminin genotip dağılımına göre düzeltilmiş

KMY değerlerini incelediğimizde lomber bölge düzeltilmiş KMY değeri TT

genotipinde anlamlı olarak yüksek bulundu (pL1-L4 KMY:0,015). Hasta grubunda TT

genotipine ait 3 olgu mevcuttu. Olgu sayısı azlığı nedeniyle TT genotipi ile KMY

değeri arasında doğru bir ilişki kurmak mümkün olamamaktadır. Bu üç olgunun tüm

özellikleri incelendiğinde iki olgumuzun lomber bölge KMY değerleri hasta

grubunun ortalama KMY değeri aralığı içinde (0,760 g/cm2 -0,940 g/cm2)  iken (bir

olguda 0,822 g/cm2 ve diğer olguda 0,894 g/cm2), üçüncü olgumuzun KMY değeri

1,194 g/cm2 ile ortalamanın üzerinde idi. Diğer özellikler ve risk faktörleri açısından

incelediğimizde yüksek lomber bölge KMY değerine sahip olgumuzun 32,8 kg/m2

değeri ile beden kitle indeksi yüksekliği dışında farklı bir özelliğe rastlanmadı.

C421T polimorfizmi ve KMY ilişkisi değerlendirilmesinde olgu sayısı

azlığının yol açabileceği yanılgıyı en aza indirgemek amacıyla C421T polimorfizmi

için C ve T allel dozu etkilerini incelemek amacıyla homozigot mutant (TT) ve

heterozigot grupları birlikte değerlendirerek CC ve CT+TT genotipleri düzeltilmiş

KMY değerlerini değerlendirdik. Analiz sonucunda hem hasta hem de kontrol

grubunun kendi içinde değerlendirilmesinde homozigot dominant genotipteki (CC)

olguların düzeltilmiş KMY değerleri ile heterozigot ve homozigot mutant genotipe

(CT+TT) sahip olguların KMY değerleri arasında üç bölgede anlamlı bir fark

gözlenmedi.

RANK geni ekzon 6’da C575T polimorfizmi için kontrol grubunda CC, CT,

TT genotiplerinin üç bölgede düzeltilmiş KMY değerlerinin analizinde anlamlı fark

yaratacak genotip saptanmadı. İkili gruplar oluşturularak yapılan karşılaştırmalarda

da anlamlı bir fark saptanmadı.
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5.2.2 Kontrol ve hasta gruplarının kendi içlerinde birleşik genotiplere

göre femoral ve lomber bölgelerde düzeltilmiş KMY değerlerinin

karşılaştırılması

C421T ve C575T polimorfizmleri birleşik genotiplerinde göre yaş, kilo, boy

ve menopoz süresine göre düzeltilmiş KMY değerleri hasta ve kontrol gruplarında

ayrı ayrı değerlendirildiğinde; kontrol grubunda birleşik genotiplerin KMY değerleri

arasında anlamlı bir fark saptanmadı (p FN KMY:0,899; p FT KMY:0,622; p L1-4 KMY:

0,968). Hasta grubunda birleşik genotiplerin femur boyun ve femur totalde

düzeltilmiş KMY değerlerinin analizinde anlamlı fark saptanmazken (pFN KMY:0,807;

pFT KMY:0,337); lomber bölgede TT/TT birleşik genotipinin anlamlı oranda yüksek

olduğu saptandı (p:0,017). Hasta grubunda birleşik genotiplerin Bonferroni

düzeltmesi kullanılarak yapılan ikili karşılaştırma testlerinde de sadece TT/TT

genotipine bağlı anlamlı fark olduğu saptandı. TT/TT birleşik genotipine sahip olgu

sayısı 2 kişi olması nedeniyle TT/TT birleşik genotipi ile KMY değeri arasında bir

ilişki kurmak için yetersiz olacağı görüşündeyiz. İstatistiksel analizin güvenilirliğini

de arttırmak amacıyla hem hasta hem kontrol grubunda birleşik genotipleri CC/CC

birleşik genotipi ile diğer birleşik genotipler olarak iki gruba ayırarak düzeltilmiş

KMY değerlerini karşılaştırdık. Kontrol grubunda  CC/CC birleşik genotipi KMY

değerleri ile diğer birleşik genotipler grubunun KMY değerleri femoral ve lomber

bölgelerde karşılaştırıldığında anlamlı bir fark saptanmadı. Benzer şekilde hasta

grubunda femoral ve lomber bölgelerde KMY değerleri açısından CC/CC birleşik

genotipi ve diğer birleşik genotipleri birlikte değerlendirdiğimiz grup arasında fark

saptanmadı.

Choi ve arkadaşlarının264 yaşları 44-79 arasında değişen 650 Koreli

postmenopozal kadında OPG (163 A>G, 1181 G>C), RANK (421 C>T, 575 T>C) ve

ESR (1335 C>G, 2142 G>A) polimorfizmleri ile yaş ve beden kitle indeksine göre

düzeltilmiş distal radius ve kalkaneus KMY’lerinin ilişkisini incelemişlerdir.

Çalışmalarında RANK geni için T575C polimorfik saptanmıştır. Çalışmamızdan

farklı olarak Kore populasyonunda TT genotipinin wild-type olduğu saptanmış olup

C allel sıklığı %33 olarak bulunmuştur. Çalışma sonucunda T575C polimorfizmi TT

genotipine sahip bireylerde kalkaneus KMY’si CC ve CT genotipine sahip

olgulardan yüksek saptanmıştır (p:0,017). Gen-gen etkileşimlerini de inceledikleri
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çalışmalarında RANKT575C ve OPGG1181C birleşik genotipleri KMY değerleri

arasında anlamlı fark saptanmazken (p:0,104), ikili karşılaştırma testlerinde TTRANK

T575C / CCOPG G1181C birleşik genotipi distal radius ve kalkaneus KMY değerleri

TTRANK T575C/ GGOPG G1181C birleşik genotipine sahip olgularınkinden yüksek

saptanmıştır (p:0.002).264 RANKC575T polimorfizmi için saptanan bu sonuçlar

genlerin farklı etnik grupları ve farklı vücut bölgelerinin KMY değerlerini farklı

şekilde etkileyebileceği görüşünü desteklemektedir.291

Koh ve arkadaşları 46-83 yaş arası 560 Koreli postmenopozal kadında biri

C575T olmak üzere 25 farklı RANK geni polimorfizmlerinin femur boyun ve lomber

bölge KMY değerleri ile ilişkisini inceledikleri çalışmalarında, iki intronik SNP’nin

lomber bölgede düşük KMY ile ilişkili olduğunu saptamışlardır.284 C575T

polimorfizminin postmenopozal Koreli kadınlarda femur ve lomber bölge KMY

değerlerine etkisi olmadığını bildirmişlerdir. Ayrıca olguların konvansiyonel

grafilerle vertebral kırıkları ve sorgulama ile öğrenilen non-vertebral kırıkları

belirlenerek RANK geni polimorfizmleri ile kırık ilişkisinin değerlendirilmesinde

herhangi bir ilişki saptamamışlardır. Bu sonucu kırık riskine kalıtımın %25-35

oranında katkısı olması292 ve de KMY dışında düşme ile ilişkili pek çok çevresel

faktörün önemli rolü293 olması nedeniyle net bir ilişkinin kurulamayacağı ile

açıklamışlardır.

Çinliler tarafından yapılmış bir çalışmada (555 hasta ve 565 kontrol)

çalışmamız ile benzer şekilde KMY değerlerine göre ayrılan olgular

RANK/RANKL/OPG gen polimorfizmleri ve femur total ve tüm vücut KMY ile

ilişkileri açısından incelenmişlerdir.265 Farklı olarak bu çalışmada erkek cinsiyet ve

premenopozal dönemdeki bayanlar da dahil edilmiştir. Kontrol ve hasta gruplarının

demografik özellikler ve risk faktörleri açısından anlamlı bir farklılık göstermediği

bu çalışmada sadece erkeklerde RANKC575T polimorfizmi ile kalça ve tüm vücut

KMY değerleri arasında anlamlı ilişki saptanmış olup CTRANKC575T genotipinin daha

yüksek KMY değerlerine sahip olduğu bildirilmiştir. Aynı çalışmada yine sadece

erkeklerde RANKC575T polimorfizminin diğer incelenen RANKL ve OPG

polimorfizmleri ile anlamlı gen-gen etkileşiminde bulunduğu saptanmıştır .
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5.3 Çalışmanın Kısıtlılıkları
Çalışmamızın en önemli kısıtlılığı genetik polimorfizme bağlı KMY değerleri

arasındaki ilişkiyi saptamak amacıyla toplanan olgu sayısının azlığıdır.

Çalışmamızda sadece postmenopozal dönemdeki kadınları incelemiş olmamız

nedeniyle erkeklerde bu polimorfizmlerin KMY değerleri ile ilişkisi saptanmadığı

için cinsiyetler arası farkın değerlendirilmesi mümkün olmamıştır. Kadın ve erkek

cinsiyet arasında karakteristik özellikler lokuslarının (İngilizcesi ‘quantitative trait

loci’ (QTL)) sınırlı düzeyde örtüşmesi nedeniyle farklı cinsiyetler için farklı genlerin

KMY üzerinde etki gösterebileceği bilinmektedir.294 Daha geniş popülasyonlu ve her

iki cinsiyeti de içerecek çalışmalar incelenecek genin o toplumdaki polimorfizminin

farklı özellikteki olgularda oluşturabileceği etkiyi yansıtabilmesi ve elde edilecek

sonuçların genellenebilir olması açısından gereklidir.

Dejeneratif osteoartrite bağlı oluşabilecek osteofitlerin, vertebral kırık ve

deformitelerin ya da omurga eğriliklerinin lomber vertebra KMY ölçümleri

değerlendirilirken KMY değerini etkileyebileceği bilinmektedir. Olgularımızda

omurga deformiteleri açısından klinik fizik muayene yapıldı, DEXA ölçüm

görüntülerinin incelenmesi dışında herhangi bir görüntüleme yöntemi kullanılmadı.

Fizik muayene ile belirgin deformiteye sahip olgu saptanmadı. Dejeneratif

değişikliklerin daha sıklıkla ilerleyen yaşlarda - özellikle 65 yaş ve üstünde-omurga

DEXA ölçümünde yalancı yüksek kemik mineral yoğunluğu ile sonuçlandığı

bildirilmektedir.295 Çalışma popülasyonumuz 45-65 yaş arası bireylerle

sınırlandırılmış olsa da çalışmamızda sayılan nedenlerden ötürü görüntüleme

yöntemi kullanılmamış olması bu açıdan bir kısıtlılıktır.

Günümüzde; üç boyutlu bir yapısı olan kemiğin iki boyutlu bir inceleme

yöntemi olan DEXA yöntemi ile mineral yoğunluğu ölçümleri osteoporoz tanısı,

kırık riskinin değerlendirilmesi ve tedavinin izlenmesinde önemli bir role sahip olsa

da ideal yöntem değildir. Kantitatif bilgisayarlı tomografi ya da kemik biyopsisi gibi

ileri tetkiklerle kemik mikromimarisini gösterebilecek değerlendirmeler, osteoporoz

gelişiminde etkili olabilecek faktörleri araştırmada kullanılabilecek daha duyarlı

yöntemler olabilir.296 Ancak, günlük uygulamada bu tetkiklerin pahalı olması, daha

uzun analiz zamanı gerektirecek olmaları, tomografi ile daha yüksek dozlarda X
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ışınlarına maruz kalınacak olması, kemik biyopsisinin invazif bir işlem olması göz

önüne alınırsa bu ileri incelemelerin tercih edilemeyebileceği düşünülebilir.



65

6. SONUÇ VE ÖNERİLER

1. Postmenopozal 178 Türk kadınında RANK geni ekzon 4’deki C421T ve

ekzon 6’daki C575T polimorfizmleri genotip, birleşik genotip ve allel sıklıkları

açısından normal veya düşük kemik mineral yoğunluğuna sahip gruplar arasında

anlamlı bir fark saptanmamıştır.

2. Postmenopozal 178 Türk kadınında normal ve düşük kemik mineral

yoğunluğuna sahip gruplarda C421T ve C575T polimorfizmleri ile femur boyun,

femur total ve lomber bölge KMY değerleri arasında anlamlı bir ilişki

saptanmamıştır.

Aile ve ikiz çalışmaları ile genetik varyasyonların en büyük oranda etki sahibi

olduğu kabul edilen KMY değerlerinin RANK geni polimorfizmleri ile ilişkilerinin

aydınlatılması açısından her iki cinsiyeti de içeren ve daha çok sayıda olguya sahip

ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.
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