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ABSTRACT

ASSOCIATION OF OSTEOCALCIN, ESTROGEN RECEPTOR1, COLLAGEN1-Al
AND CALCITONIN RECEPTORGENE POLIMORPHISMS WITH
OSTEOPOROSIS IN POSTMENOPAUSAL WOMEN

Sengll TURAL, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University Samsun, March 2011

Osteoporosis is a common multifactorial disedsaracterized with reduced bone
mass. The existence of many candidate genes wragk kffect on bone mass was
reported. The purpose of this study was to invagigthe relationship between
osteoporosis and variants of osteocaldd§(-298 C>T, estrogen receptor ESR)
397T>C, collagen typel alpha Cdql1Al) 2046G>T and calcitonin receptoCALCR
1340T>C. The majority of the Central Black Sea Regi from Samsun and
around, 158 postmenopausal women with  postmenopausateoporosis in female
patients and 108 healthy control subjects wereietudThe DNA sample isolated from
peripheral bloods of patients and controls by sgitut method and analyzed by the
technics of PCR and RFLP.

ESRI1CC genotype compared with TT + TC genotypes wertend to increase two
fold the risk of osteoporosigp= 0,039 OR=2,156 %95CI (1,083-4,3pP3CALCR CC
genotype compared with TT+TC genotypes were foundbe protective effect against
osteoporosis [p=0,045 OR=0,471 %95CI (0,237-0,9372here was no statistically
significant difference in the genotype and allegtiencies of patients and controls @
-298 C>T (p= 0,293, p= 0,437, respectively) @al1A12046 G>T polymorphisms (p=
0,283, p= 0,491, respectively). In the compositeoggpe analysisESR1/CALCRICCC
composite genotype was found to be protective effgainst osteoporosis [p= 0,0125
OR=0,323 %95 CI (0,1383-0,755)]. Howeve&$/Col1AICCTT andESR1/CALCRECTT
composite genotypes were risk factors for osteapsip=0,027, p=0,009).

According to the results of our studgSR1CC genotype an@®@S/Col1A1CCTT,
ESR1/CALCRCCTT composite genotypes cause a predispositionogteoporosis.
However, CC genotype dCALCR gene andESR1/CALCRTCCC composite genotype
have a protective effect against osteoporosis. iBhike first study carried out in Middle

Black Sea region. By enlargeing the study poputaiod combining these results, more



explanatory results can be obtained about predismposof these polimorphic sites to
osteoporosis.
OZET

MENOPOZ SONRASI KADINLARDA, OSTEOKALSN, OSTROJEN
RESEPTOR,KOLLAJEN1-AIVE KALSITON/N RESEPTORGENLERINDEK i
POLIMORFiZMLER iN OSTEOPOROZILE ILiSKIiSi

Sengul TURAL, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Mart 2011

Osteoporoz; kemik mineral ganlugunun azalmasi ve kemik dokunun mikro yapisinin
bozulmasi ile karakterize multifaktoriyel bir hddtar. Kemik kitlesini etkileyen bazi
aday genlerin var rapor edilmgtir. Bu calsmadaOsteokalsin (O Osterojen Reseptor
Alfa (ESR), Kollajen Tipl Alfa 1 (CollAl ve Kalsitonin Reseptdr (CTRgen
varyantlarinin osteoporoz ile gkisini incelemeyi amagcladik. Ganlugu Orta Karadeniz
Bdlgesi, Samsun ve cevresinden gelen, menopoz samsteoporozlu 158 kadin hasta ve
108 menopoz sonrasi@kl kontrol Gzerinde cajildl. Yogun tuz cozeltisinde ¢coktirme
yontemiyle periferik kandan elde edilen hasta veti@ DNA’lari PCR-RFLP yontemleri
uygulanarak elde edilen sonuclar Ki-kare analeid&erlendirildi.

ESR1geni CC genotipi TT+TC ile katastirildiginda osteoporoz riskini iki kat
arttirdg! saptandi [p=0.039 OR=2,156 %95CI (1,083-4)R9BALCR geni CC genotipi
TT+TC ile kasllastirildiginda osteoporoz igin koruyucu oklu saptandi [p=0,045
OR=0,471 %95ClI (0,237-0,9372)PS -298 C>T veCol1lAl 2046 G>T polimorfizmi
acisindan hasta ve kontrollerin genotigitien1 ve allel sikliklarinda istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmadiS sirasiyla p=0,293 ve p=0,43Cpl1Al sirasiyla p=0,283,
p=0,491). Yapilan kompozit genotip analizind&SR1/CALCR TCCC kompozit
genotipinin osteoporoza karkoruyucu etkisinin oldgu saptandi [p=0,0125 OR=0,323
%95 CI (0,1383-0,755)]. AncakQS/Col1lA1 CCTT, ESR1/CALCRCCTT kompozit
genotiplerinin ise osteoporoz icin risk giurdugu tespit edildi (sirasiyla p=0,027,
p=0,009).

Sonug olarak, caliigimiz polimorfik genotiplerderESR1geni CC ve kompozit
genotiplerdenOS/COL1A1CCTT ve ESR1/CALCRCCTT'nin osteoporoza yatkiga
neden oldgu, buna kagin, CALCRgeni CC genotipinin vESR1/CALCR CCC genotinin
osteporoz icin koruyucu ol@gu saptandi. Bu, Orta Karadeniz Bélgesinde yapilkn i

calismadir. Calma populasyonunun getetiimesi ve sonuclarin biré@riimesiyle



polimorfik bdlgelerin osteoporoza vyatki@li ile ilgili daha aciklayici sonuclar elde

edilebilir.
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1. GIRIS

Osteoporoz (OMIM166710); kemik kalitesi ve kantitesinin hilmini yansitan
kemik gucundeki azalmaya glaolarak kirik riskinin art@ iskelet bozuklgudur (Kutsal,
2004). Dunyada 200 milyonuskan kadinda osteoporoz gorilmektedir. Osteoporaaun
onemli s@hk sorunu kirk olgumu olup, bunlardan en 0Onemlisi kalga kiriklaridir.
Ozellikle osteoporoza igh gelisen kiriklar, 6nemli maddi ve manevi kayiplara yol
acmaktadir. Insan ysaminin uzamasi ve dinya nufusunun gidereklapmasi ile
osteoporoz ve osteoporozaghayelisen kiriklar, morbidite ve yam kalitesi Gzerine olan
olumsuz etkileri nedeniyle 6nemli bir @&k sorunu haline gelngiir (Delaney ve Loboff,
2001).

Osteoporoz; okumunda genetik faktorler ve ¢evresel etkilerinikie rol oynadgi
multifaktoriyel hastaliklar grubuna dahil edilmetite Patogenezinde gdi cevresel
faktorler rol almakla birlikte, genetik risk faktérinin de kemik gucunid ghayan
bilesenlerin olgumunda ©6nemli rol almasi bakimindan etkin @lduanlgiimaktadir
(Gennari ve ark., 2002). @#i ikiz (Pocock ve ark., 1987) ve aile gahalari (Cummings
ve ark., 1995), kemik kitlesinin glumunda genetik faktérlerin etkisinin %85 oraninda
oldugunu gostermsitir (Peacock ve ark., 2002).

SNP (Single nucleotide polymorphism) belirli birz@ozisyonunda meydana gelen
tek nuklotid degisiklikleridir. Bunlar fizyolojik fonksiyonlara etkederek bireyler arasinda
hastaliklara kar desisik yatkinlik dizeyleri olgtururlar. Osteoporoz ve SNP’ler
arasindaki igki, cok sayidaki argirmaya konu edilngive osteoporozun geiesinde bazi
SNP’lerin kicuk ama anlaml bir risk amha sebep oldiu gdsterilmgtir. Yapilan
argtirmalarda SNP’ler daha c¢ok kanser, diabetes ms]litalzheimer, migren ve
kardiyovaskuler hastaliklarla gkili  bulunmuwstur. SNP’ler hastaliklarin  risk
profillemesinde, epidemiyolojik ¢ama planlanmasinda, farmakogenomik ve fizyolojik
genomikte, aday gen tayini, haritalamada ve adlptati kullaniimaktadir.
(http://www.slidefinder.net/s/snp_analizleri_ar%C®% grv_sacide/3951249/p3).Bu
polimorfik ¢ssitlilikler; bireylerin tedaviye olan tepkilerini deelirleyebilmektedir. Cgtli
fonksiyonlari etkileyerek osteoporoz glumuna yatkinlik olgturan polimorfik genlerin;
gozlendgi gen gruplari; Kalsitotropik hormon ve reseptdrléemik matriks bilgenleri,
sitokinler, biyume faktorleri, cinsiyet hormonlate reseptorleri, lokal dizenleyiciler ve
diger bazi gen gruplari olgu belirlenmgtir (Gennari ve ark., 2002).

Kemik matriks bilgenlerinden olan OsteokalsininO®, gen polimorfizmi

calismalari sonucunda, osteoporoz ilgkliendirildigi anlasgilmistir. Osteokalsingeninin



arint (kemik gama karboksi glutamat asit), kemikwdu icin spesifik non-kollajen kuguk
bir proteindir Osteoblastlarda sentezleresteokalsin, kalsiyum iyonunu kemik matriksine
baglama gorevi yapmaktadiOsteokalsingeninde incelemeyi digindizgimuiuz polimorfik
bdlge,osteokalsin geninipromotor bdlgesinde -298 C>T polimorfizmidir (Chea ark.,
2001).Osteokalsingeninin promotor bdlgesinde gorilen -298 C>T polifizmi, yapilan
calismalarda osteoporoz ile gkilendirilmistir (Chen ve ark., 2001). Bu kisim maksimum
promotor aktivitesine sahiptir. Promotor boélgeskide298T polimorfik allelinin OS
geninin ekspresyonunu azatttifade edilmstr (Dohi ve ark., 1998).

Kemik matriks bilgenlerini olgturan dger bir gende Kollajen Tipl Alfal
(Col1A1l) genidir. Col1Al geni, kollajen tipl alfal proteinini afturur. Osteoporozla
ili skilendirilen bulunan CollAl geninin intronl 2046G>T polimorfizm bdlgesi
transkripsiyon faktériSplin baglanma bdlgesidir. Bu PolimorfizmS$pl transkripsiyon
faktorinin bglanma etkinlgini arttirarak COL1AL transkript dizeyini arttinBoylece
kollajen al Urinuntn kollajerm2’ye olan oranini arttirir. Artrgikollajenal de, anormal
homotrimer yapida kollajen agjumuna sebep olur. Bu durum, kemik kompozisyonu ve
mekanik gucind olumsuz olarak etkiler (Mann ve,&2R01).

Lokal duzenleyicilerderOstrojen Reseptor (ESRijeni ile iliskili olarak yapilan
calismalar, bu genin de osteoporozlagklli oldugunu goOsternstir. ESR3eni drind
transmembran protein yapisindaki dstrojen hormonu@uaryumdan salgilanan 6strojen
hormonu, kengiin kalsiyumu tutmasina yardim eder. Osteoporozd&iléndirilen intron
1'deki 397T>C polimorfizm bélgesi (Bandres ve aR05) transkripsiyon faktoninybnin
tanima noktasidir. 397T>C polimorfiznmyb transkripsiyon faktorinin geanmasini
etkileyerek, transkripsiyonun azalmasina yol acmckt(Gennari ve ark., 2005).

Lokal diuzenleyicilerden biri d&alsitonin Reseptdr (CALCRgenidir. CALCR
geni kalsitonin reseptor proteinini gturmaktadir. CALCR geninin ekzon 13'Unde
1340T>Cseklinde gerceklgen polimorfizm, transmembran proteini intraselllgiincu
domaininde Losin-Prolin (Leu447Pro) dgsimine yol acgarak, kalsitonin reseptdrinin
sekonder yapisini @stirmekte ve boylece reseptorinin biyolojik aktigite
degistirmektedir (Taboulet ve ark., 1998).

Orta Karadeniz Boélgesi, Samsun ve cevresinde ilk ¥apilan bu c¢agmada,
menopoz sonrasi osteoporozlu hastalar, osteopaiozayan sglikli kadin kontrollerle
karsilastirilarak, Osteokalsin, Ostrojen Reseptor alfa, Kollajen Tiplfa 1 ve Kalsitonin

Reseptogenleri varyantlarinin osteoporoz ileiisi incelendi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 OSTEOPOROZUN TANIMI VE EPIDEMIiYOLOJIiSI

Osteoporoz; dfilk kemik kitlesi ve kemik ince yapisinin bozulmssnucu, kemik
kirilganhginin ve kirik olasiinin artmasi ile karakterize sistemik iskelet hiagtanlarak
tanimlanirken (Bonner ve ark., 1998; Giur, 2004; dait 2000), 2000 yilinda yapilan
Ulusal Sglik Enstitist (National Institutes of Health: NIH tbplantisinda yapilan
deserlendirmeden sonra, kemik gucinde azalmayh béarak kirik riskinin artgg iskelet
bozukluyzu seklinde tanimlanmtir (Tanakol, 2004).

Multifaktoriyel bir hastalik olan osteoporoz, ileyaslarda gorilmekte, kadinlarda
daha fazla olmakla birlikte, her iki cinsiyeti dékieemektedir (Pocock ve ark., 1987;
Gennari ve ark., 2002). Kadinlarin %30-50’sinde &gkeklerin de %15-30'unda
gorulmektedir (IOF: International Osteoporosis Faation) (Caliri ve ark., 2007; Pietsch,
2006).

Etnik gruplara gére cok farklilik gostermeyen ogi@ozun Beyaz Avrupalilar ve
Kuzey Amerikalillarda gorilme sikgh %10-15 iken, Asyalilarda daha yuksektir (Cvijetic
ve ark., 2007). Dunyada 200 milyonusken kadinda osteoporoz gorulmektedir.
Osteoporozun en belirgin O6zgjli kirk olusumuna sebebiyet vermesidir. Ciddigkk
sorununa neden olan kiriklarin dnemlileri kalcakkaridir. Kalca kiriklarinin tedavisinde
harcanan maliyetin dnimuzdeki 25 yilda 2 katinaacak bildiriimektedir (Gennari ve
ark., 2002). Osteoporoza gie kirik sikligi beyazlarda siyahlara gore, daha yuksektir
(Gennari ve ark., 2002). Beyaz irkin, syakadinlarinda goérilen kalga ve omurga
kiriklarinin %90'1, yal erkeklerinde ise %70’i osteoporozdan kaynaklaktagir (Melton
ve ark., 1997). Genel olarak gjdarda gorulen kiriklarin %75’inden yine osteoporo
sorumlu tutulmaktadir. Ganimuiz ABD’sinde osteopardesli yilda 1.3 milyon kirik
olmakta ve bunlarin; 300.000'i kal¢a kiriklari v@0d7000’i ise omurga kiriklandir (Melton,
1995, Melton ve Cooper, 2001). Osteoporozglibgertebra kirgl geciren kadinlarin
yaklasik %20’si 1 yil icinde yeni bir vertebra kgn gecirmekte ve gecirilen her vertebra
kirgi ise kalca ki riskini oldukca arttirmaktadir (Lindsay, ve grR001).

Kemik Mineral Ygsunlugu (KMY)'nun azalmasi ve kirik riskinin artmasi arasa
kesin bir ilki vardir. KMY’nin 1 standart sapma (SD) azalmdsj kirik riski 1,5-3 kat
artis gosterir (O’'Neil ve ark.,1996). Vicut boyutu dik&aalindginda erkeklerin kemikleri
bayanlara gore daha iri ve guclidir. Bu nedenkglkderde daha az kirik gortlmektedir.

Kemik gucu sadece KMY’ye Iga degildir. Kemigin boyutu, kalitesi ve ger bilesenleri



de 6nemlidir. Osteoporozda kiriklara neden olardreamli etken KMY olmakla birlikte,
kas zayiflg! ile travma da 6nemli bir yer tutmaktadir (Gennagiark., 2002).

Osteoporoz, dmuar uzurgunun artmasi ile birlikte, halk &gl icin énemli bir
sorun olmygtur (Mohammed, 2000; Melton ve ark., 199NJifus istatistik verilerine gore,
onumizdeki yillarda ABD’de osteoporozu onleyici émler alinmazsa, osteoporoz
sikliginda arty ve ve tedavisinde ise daha fazla butce giderkdgilasilacaktir (Norris,
1992).

2.2 OSTEOPOROZUN TESHISI VE SINIFLANDIRILMASI

1996 yilinda Amsterdam’da yapilan Dinya Osteopokamngresinde varilan
Konsensusa gore, osteoporozun tanisi, Dual EnerfRay Absorbsiyometre (DEXA)
kullanilarak elde edilen gerler ve kirik varkg dikkate alinarak yapilmaktadir (Eryavuz,
1998). Kemiklerin sglamligini Olcmek mumkin olmasa da “Kemik mineral
yogunlugunun” olcilmesi kemik s@igini %70 oraninda yansitmaktadir. Bu nedenle,
kemik mineral ygunlugu bir tani parametresi olarak kullaniimaktadir (#gt2002).

Kemik deserlendirmesi; kadin ve erkeklerde T skoru ile yeyaiktadir Ancak
cocuklar ile ve ileri ygtaki kisilerde (65 ya) Z skoru ile dgerlendirme yapilir. Ygilarda
Z skorda -1 SD azalma, geriye kalagamda kirik riskini iki kat, -2,5 SD azalma ise 4 ka
arttirmaktadir. Z skorunun -2 SD altinda gidudurumlarda ise sekonder osteoporoz
argtirmaya dger goralir.
T skor: Kemik kutlesinin geng¢ yefkin referans populasyonun ortalama doruk kemik
kitlesi ile kiyaslamasinin standart sapma olarakrilanmasidir (Sindel, 2002).
Z skor: Olgulen kiinin kemik kitlesinin yave cinse gore referans g ile kiyaslanarak

standart sapma olarak tanimlanmasidir (Sindel, 2002

2.2.1 Osteoporoz tanisinda kullanilan Diinya Sk Orgitti (WHO) kriterleri:
Osteoporoz tanisinda giinimuzde WHO kriterleri kultaaktadir.

NORMAL: T skoru geng egkin ortalamasina goére -1 standart sapmaya kadarkalanik

mineral ygunlugu deserleri (T skoru> -1).

OSTEOPENI (Diisiik Kemik Kiitlesi): T skoru geng egkin ortalamasina gore -1 ve -2,5

standart sapma arasinda olan kemik minergligtugu deserleri (-1<T skoru> -2,5).

OSTEOPOROZ: T skoru gen¢ egkin ortalamasina gore -2,5 standart sapma altifada o

kemik mineral ygunlugu deserleri (T skoru< -2,5).



YERLE SMIS OSTEOPOROZ: T skoru gen¢ egkin ortalamasina goére -2,5 standart
sapmanin altinda olan kemik mineral gyolugu deserleri ve bir veya daha fazla
osteoporotik kirik mevcudiyeti (T skoru < -2,5) (MHWorld Health Organization, 1994).
2.2.2. Osteoporoz icin farkli siniflandirma yontemri:
Yasa gore Juvenil, egkin, senil
Lokalizasyona gore Genel, bolgesel
Tutulan kemik dokuya gore; Trabekuler, kortikal
Histolojik gérintime gore; Hizl déngull (turnoverli), yasaddngilt
Etiyolojiye gore osteoporoz siniflamasi:
1-Primer osteoporoz
aldiyopatik osteoporoz; jivenil, adult
b.Postmenapozal osteoporoz (Tip 1)
c.Senil osteoporoz (Tip 2)
2-Sekonder osteoporoz
a.Endokrin nedenler: Hipogonadizm, over agesiglzipertiroidi, hiperparatiroidi,
diabetes limes, Cushing Hastali
b.Malign nedenler: Multipl miyelom, [6semi, fema, sistemik mastositozis
cllaclar: Heparin, etanol, tiroid hormonu, antikoreailar, steroidler, kemoterapiler
d.Kollajen sentez bozukluklari: Osteogenesisdrfecta, Marfan sendromu,
Ehler-Danlos Sendromu, homosistindri
e.Hepatik ve gastrointestinal nedenler: Pribikgyer siroz, hemokromatozis
subtotal gastrektomi, malabsorbsiyon
f.Beslenme: Diyette Ca agi) artmg protein tiketimi
gimmobilizasyon
h.Romatolojik nedenler: Romotoid artrit, Ankiem spondilit, vb.
i.Diger: Alkolizm, skorbut, kronik obstruktif akger hastalii, sigara (Bonner ve ark.,
1998; Tluzun, 2003).

Primer osteoporozun en dnemli formlari Tip 1 ve Zipsteoporoz olup (Tablo.1),
bunlara involiisyonel osteoporoz da denilmektedishimda iki tip icice girmytir.
Postmenopozal osteoporoz olaraglagan kemik kaybina, ya ilerlemesi ile birlikte,
senil osteoporoz da (Tip 2) eklenmektedir (TanakOD4). Bu iki tip yg, seks, kengin
tutulma vyeri, kemik kiriklarinin 6zefli, kemik kaybinin hizi, olayin fizyopatolojisi

yoninden farkhiliklar gostermektedir (Kutlu, 1997).



Tablo 1: Tip 1 ve Tip 2 osteoporozun farklari(Yilmaz C., 1997; Tuzin F., 2003)

Tip 1(postmenopozal) Tip 2(senil)
Kadin/Erkek 6/2 2/1
Yas 50-70 75 ya Ustl
Kemik tutulumu Trabekduler Kortikal/trabekuler
Kirik lokalizasyonu Vertebra, distal radius Kalpa)vis, tibia
Kemik kayip hizi Hizli Yava
PTH fonksiyonu Azalmy Artmis
Kalsiyum emilimi Azalmg Azalms
Patofizyoloji Rezorbsiyon artmi Yapim azalmy
Olas! etyopatogenez Ostrojen az sama

Sekonder hiperparatiroidi

D-vitamini metabolizmasi | ikincil azalmg Birincil azalmsg

2.3.  KEMIGIN YAPISI

Kemik dokusu; inorganik kemik tuzlari icerenbriiz bir organik matriks igerisinde
yer alan hicrelerin olturdusu, damar bakimindan zengin birgodokusudur (Stevenson
ve Marshms, 2000). Hayati organlari korumak, kacrél@rinin kayngini olusturan kemik
ili ginin catisini olgturmak, vicut sivilarinda belli sinirlarda tutulmagreken iyonlarin
kaynai ve depo yeri olmak, normal posturinglemmasi ve bedensel hareketlerin
olusmasini splamak gibi 6nemliglevleri vardir (Ttzun, 2003).

Kemikler sekillerine gore uzun, kisa, yassi ve irregller aitarayrilir.
Intramembranéz ve enkondral olmak Uzere iki yoHekillenir. Intramembranoz
kemiklesme yassi kemiklerin, enkondral kemijiee ise uzun ve kisa kemiklerin
sekillenmesinden sorumludur (Tuzln, 2003).

Makroskopik olarak kemiklerin gikismina kortikal veya kompakt, i¢c kismina
trabekiler veya spongioz kemik denmektedir. Korthkemik iskeletin % 80’ini olgturur
ve kemik iliginin bulund@gu meddller kaviteyi ¢cevreler. Kortikal ve trabektikemik ayni
hiicre ve matriks elemanlarini icerir. Ancak yapigal fonksiyonel farkhliklar vardir.
Yapisal olarak kortikal kergin % 80-90"1 kalsifiye olurken, bu oran trabekilemikte
%15-25 arasindadir. Kortikal kemikte solid dokurhusluklara orani, trabekiler kege



kiyasla ¢ok daha yuksektir. Fonksiyonel olarak ikattkemik mekanik ve koruyucu gorev
yaparken, trabektler kemik metabolik etki gostéBaron, 1993; Stevason ve Marshms,
2000; Lappe, 2001). Her kemik icin trabekiler/ kakipkemik orani d@siktir. Aksiyel
iskelet sistemini olgturan vertebralarda trabekiler, apendikiler isksikemini olgturan
femur boynu, distal radius gibi uzun kemiklerde lgakt kemik yapisi hakimdir (Kutlu,
1997). Uzun kemiklerin her iki u¢ kismina epifiztaokismina diafiz, ikisi arasindaki geci
bdlgesine metafiz denir. Buyime déneminde, epikz metafiz bdlgelerinin arasindaki
biyume plgnda bulunan hicreler kikirdak matriksinin artmasra kemgin boyuna
blylumesini sglar (Kutlu, 1997; Baron, 1993). Kemikler eklem yylazi disinda, kemik
beslenmesinde 6nemli rol oynayan periost adindankeimbranla kaplidir. Kergin en ic
kismindaki kemik ilgi bosluklarini endosteum adinda bir membransed® Her iki
membran kemik dokusunun buyimesi ve tamirinde lasl &dicreleri icermektedir (Kutlu,
1997).

Kemik organik ve inorganik unsurlardan ghn. Kemigin %30’unu olgturan
organik bolim; kollajen, proteoglikanlar, glukopgotler ve dger proteinlerin olgturdusu
bir protein matriks (%98) ve kemik hticrelerinden2l¢omeydana gelir. Protein matriksin
%901 tip-1 kollajenden, kalan %10'nu osteokalsosteopontin, osteonektin gibi gdir
proteinlerden olgur. Kemiin %70’ini olusturan inorganik bolimin ise buyuk
cogunlugunu hidroksiapatit kristallegeklinde bulunan kalsiyum fosfat ghurur Sekil 1).

Ayrica karbonat, sitrat, magnezyum, sodyum, flor steonsiyum icerir (Baron, 1993;

Kutlu, 1997; Durmaz, 2004).

- Oisteohlast

DRGAI_JIK —— (Osteoklast
MATRIEKS
T Osteasit

RN

) . i i Osteokalsin
Tip 1 Kollajen (%4307 Diger Proteinler (%10)
" Osteonelgtin

Dsteopontin

Sekil 1: Kemik dokusu



2.4. KEMIK HUCRELERI

Osteoblastlar: Osteoblastlar, lokal mezenkimal prekirsor hucreertkemik iligi
stromal kok hicre) orjin alirlar (Baron, 1993; De@ar ve Mundy, 1998). Kemik
matriksinin yapimi ve mineralizasyonundan sorumiladu Ceitli buyime faktorlerini
sentezlerler. Ayrica osteoklastlarin farkdriaasinda ve fonksiyonunda onemli goérevleri
vardir. Osteoblastlarin bir kismi osteosit halim@urken, bir kismi da kemik yuzey
hiicresi olarak kalir ve kemik yikimina olan etkilkoordine eder (Baron, 1993; TuzUn,
2003). Osteoblastlar, gorinim ve fonksiyon olarak tesildirler. Kemik ylzeyinde
kiboidal hicre kimeleri olarak bulunurlar (Baro®93; Dequeker ve Mundy, 1998).
Osteoblastlarin birbirleriyle ilagimini sgslayan b&lantilar, yeniden yapilanma déneminde
hiicrelerin koordineli caymasini sglar. Osteoblast hiicre membrani alkalen fosfatazdan
zengindir. Bu nedenle, serum alkalen fosfatazi,ikdormasyon indeksi olarak kullanilir.
Paratiroid hormon reseptorlerinin  olglu ama kalsitonin reseptorlerinin - olmadi
gosterilmitir. Ayrica, cekirdekleri vitamin D3 ve dstrojenseptorint de icerir (Baron,
1993; Dequeker ve Mundy, 1998).

Osteoklastlar: Osteoklastlar, hemapoetik sistemin ana hicreleniridiken aldg
distindlen bayuk ve multintikleer hicreler olup, kemgzarbsiyonundan sorumludurlar
(Thzun, 2003). Kemik yikimi sirasinda bir protommqaasi yardimiyla hidrojen iyonlarini
ortama salarak kemik mineralinin eritiimesinigkalar. Bu asidik ortama lizozomal
enzimlerin salinmasi ile kemik matriksi parcalarBBu islem sirasinda osteoklastlarin
kemik matrikse yapmasi ise, integrin denilen yizey protenleri tarddum sglanir.
Integrinlerin yoklgunda osteoklastslev goremez (Tuziin, 2003). Osteoklastlar, kemik
yuzeyi Uzerinde veya rezorbe keggni bulund@gu Howship lakinasi denilen faklarda
bulunurlar. Sentezledikleri tartarata direncli aBisfataz, osteoklastlarin karakteristik
enzimatik belirtecidir (Kutlu, 1997).

Osteositler: Osteositler kalsifiye kemik igerisinde ortllu olasteoblastlardir.
Kemik formasyonu sirasinda, osteoblastlarin bimkisaha az salgi yapmayaslaa ve
ilerleyen dokunun gerisinde kalirlar. Daha sonrabdadoku icinde gémilmeye farlar.
Protein sentez aktivitesi belirgin azalir ve hieretoklu protoplazmik uzantilar ggirir.

Bu uzantilar dier osteositler ve yilizey osteoblastlariylglaatilar olgturarak iletsimi
sglarlar (Kutlu, 1997; Stevenson ve Marshms, 20003te@sitlerin fonksiyonunun ise
mekanik uyarilari algilayarak kemik cevaplarini stlumak yoninde oldiu
disinulmektedir. Kenmiie binen fiziksel uyarinin osteosit tarafindan Uleatikimyasal

haberciler yoluyla kemikte yeniden yapilanmaya medé&lusu ileri surtlmektedir. Bu



kimyasal habercilere 0Ornek olarak glukoz 6-fosfaehidrojenaz, nitrik oksit,
prostaglandinler ve insulin benzeri biylime faktgetilebilir (Ttzun, 2003).

2.5. KEMIK YAPILANMASI VE YEN IDEN YAPILANMASI

Yapilanma: Buyume sirasinda kegiin fonksiyonel amacli bigcimlenmesinde,
biyumesinde ve kemik hicrelerinin organizasyonumdia oynar. Yapilanma bulyuk
yuzeyler Gzerinde meydana gelir ve kemik dokudgpstibstal argla sonuclanir. Yga
bagimhdir, addlesandan sonra gorilmez (Dequeker vedyiu1998).

Yeniden Yapilanma: Hem kortikal hem de trabekuler kemikte mekanik agid
yetersiz eski kengin yerini, gucli yeni kengin almasiyla sonuclanan ve hayat boyunca
devam eden bir surectir. Kemikgekil degisikligi ve blyimeye neden olmaz (Tuzdn,
2003; Durmaz, 2004). Kegin yeniden yapilanma yerleri; periostal kilf, Hesian kilif
ve endosteal kihfdir (Kutlu, 1997). Kemik yenidg@apilanma bolgelerinde; sirasiyla,
aktivasyon, rezorbsiyon, formasyon ve mineralizasyerceklemektedir (Ttzun, 2003).

Aktivasyon, sessiz donem olarak tanimlanir. Kemik yilizey Héadren yerini
osteoklastlar alir. $akh kisilerde her 10 dakikada bir aktivasyon @lu (Kanis, 1998).
Kemigin yeniden yapilanmasinda g@tceken ya da osteoklastlari aktive eden mekanizma
iyi bilinmiyor. Osteoklastin aktive olmasi i¢in arhda aktif osteoblast vagl gereklidir.
Bu nedenle rezorbsiyonu dhatan uyaricinin osteoblast kokenli bir Grin @du
disunulmektedir (Kutlu, 1997).

Rezorbsiyon fazinda osteoklastlardan osteolitik enzimlerin yanisirgamin
asiditesinin devamlg icin H+ iyonu salgilanir. Boylelikle kemik mindnai ve organik
matriksi hidroliz ederler. Rezorbsiyon aktivitesellb bir derinlige ulgtiktan sonra
osteoklastlar buradan ayrilarak kemik boyunca ggrstrirler (Majumdar, 2002).

Formasyon faz| osteoblastlarin farklifgp, osteoid (mineralize olmammatriks)
salgilayarak yeni temel yapisal Unite @imunu balattigli faz olup, mevcut osteoblast
aktivitesi ve sayisina ghdir (Kanis, 1998). Kortikal kemikte tek bir temghpisal tnite
bir haversian sistem veya bir osteon, trabekllenike ise kalsifiye cizgilerle ayrilan
semilunar yapidaki duvarlar, trabekiler osteorkapsar (Kutlu, 1997).

Kemigin rezorpsiyon ve formasyonu her zaman kiegne seklinde birbirini takip
ederler. Hi¢ bir zaman sadece biri s6z konusu ataBéaylece her siklus sonunda kemik
kutlesinde totalde farklilik olmaz. Bylemeyi diizenleyen faktorler halen giralmaktadir
(Kutlu, 1997). Yeniden yapilanma siklusu; normabikela 1 ayi rezorbsiyon ve 5 ayi

formasyon olmak tzere ortalama 6 ay surer (Gur4p08 yala desisir (Kutlu, 1997).



10

Mineralizasyon; Matriks formasyonunun BEmasindan birka¢ gin sonraslaa.
Yeni olwan osteoid, mineralizasyongrar. Osteoid ve mineralize kegm arasindaki
bileskeye kalsifikasyon hatti denir (Gur, 2004; Kanig9&).

Kemigin yeniden yapilanmasi olduk¢ca kagra bir mekanizma tarafindan
dizenlenir. Mekanik stres, sistemik hormonlar valdiylume faktorleri bu diizenlemede
rol alirlar (Ttzln, 2003).

2.5.1 Kemik formasyon ve rezorbsiyonunu etkileyenaktorler :
1.Kalsiyum seviyesini diizenleyenler
Paratiroid hormonu (PTH)
1,25 (OH)vitamin D3
Kalsitonin
2.Sistemik hormonlar
Glukokortikoidler
Insulin
Blyume hormonu (GH)
Seks hormonlari
Tiroid hormonlari (T3-T4)
Dolgmdaki buytme faktorleri (IGF 1-11)
3.Lokal faktorler
Prostoglandin E2
Kemik kokenli buyume faktori, TGF
Sitokinler
Kemik ile ilgili proteinler
Osteokalsin
Osteonektin
Kemik morfogenik proteinleri
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2.6. OSTEOPOROZUN ETiYOLOJISI VE PATOFiZYOLOJ iSi

Kemik kutlesi erkeklerde kadinlara gore %25-30 dafiksektir. Buna gore;
osteoporoz geliminde kadinlarla erkekler arasinda fark @duaciktir. Bununla birlikte
her iki sekste yailerledikce kemik kitlesinin %0,05-1 oraninda flhzalma goésterdi de
tartismasiz bir gercektir. Menopozun eklenmesiyle bu al® yilda kadinlarda %3-6
oranina varir. Siyah irkta kemik kitlesinin fazlamasi nedeniyle osteoporoz daha az
siklikta gorulmektedir. Doruk kemik kitlesinin gumunda 6zellikle puberte ve geng
eriskinlik doneminde yeterli Ca alinmasi olumlu etkistgrir. Gebelik, laktasyon dénemi,
menapoz ve sonrasinda artan Ca ihtiyacinigilekamasi pik kemik kutlesinin kaybini
azaltir. Ozellikle kemik buyumesinin hizli olglu puberte ve genclik donemindeki fizik
aktivite ve egzersizin pik kemik kitlesi gumunda olumlu etkileri oldiu gdosterilmgtir
(Tuzdn, 2003).

Osteoporoz patofizyolojisinde 3 faktor dikkate edaktadir. Bunlar:
1.Doruk kemik kutlesi

2.Kemik yapim-yikim dénguastntn hizi

3.Kemigin organik matriksinde meydana gelergidilikler.

Doruk kemik kutlesi goinlukla (%80) genetik olarak belirlenir. Ancak, giglim
alimi ile birlikte dengeli beslenme, egzersiz, narmpibertal gefim ve s&lik durumu da
doruk kemik kitlesinin belirlenmesinde etkilidirléFanakol, 2004). Doruk kemik kitlesine
erisme yai en erken 17-18, en ge¢ 35 olarak belirlegtim{Kutsal, 2000). Kemik dokusu,
yasam boyu olgum ve yikilim olaylarinin sirdiil yiiksek derecede aktif bir dokudur. Bu
nedenle, kemikte yeniden yapilanma goérulir. Osiemp yeni kemik yapiminda
duraklama veya kemik rezorbsiyonunda artma sonuwcumriaya cikmaktadir. Kemik
kaybi, menopoza, ynmaya, sistemik hastaliklar ile gér nedenlere (beslenme, ilac
kullanimi, vb.) bgh olarak ortaya ¢ikar (Tanakol, 2004).

Osteoporoz, genetik faktorler ve c¢evresel etkiledorlikte rol oynadgi
multifaktoriyel hastaliklar grubunda yer alir (WQod998; Gennari ve ark., 2002;
Zajickova ve ark., 2003). Multifaktoriyel hastabk] kantitatif fenotipik dgsimler ve
genotipin cevreyle etkifgmiyle birlikte ortaya c¢ikmaktadir (Peacock ve arkR002).
Patogenezinde gdli cevresel faktorler rol almakla birlikte, kemigtcini sglayan
bilesenlerin olgumunda 6nemli rolleri alan genetik faktérler deeoagtoroz olgumuna
neden olabilmektedir (Gennari ve ark., 203kl 2).
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Sekil 2. Osteoporozun Patogenezi

2.7. OSTEOPOROZ GELSIMDEK i RISK FAKTORLER 1

Osteoporoz ve osteoporotik kiriklar icin risk fakédinin tanimlanmasi ile yiksek
risk altindaki bireyler ortaya cikarabilir ve bogee deistirilebilen risk faktorlerine
midahale edilmek suretiyle kiriklar 6nlenebilir. Bsk faktorleri sirasiylgunlardir;
Yas, cinsiyet, irk: Kemik kuitlesi genellikle 20 ile 35 yacivarina kadar artarak,
maksimum seviyeye weaktadir (Gennari ve ark., 2002). Maksimum kemikldgi, 40
yas civarina dek korunmakta ve bazi faktorlerin etide fizyolojik olarak kayiba
ugramaktadir. Yailerledikce, cevresel ve genetik etkenlerglbalarak azalmaya devam
etmektedir (Gennari ve ark., 2002). Erkeklerde renpenapozal kadinlarda yala yilda
%0.25-1 kemik kaybi olmaktadir. Perimenapozal vstipenapozal donemdeki kadinlarda
ise kayip %2-5 oranina glaaktadir. Postmenapozal donemde kadinlar ilk odayilim
kemik kutlesinin %15’i kayba gramakta ve kaybin %50'si de ilk 5 yil icinde ortaya
ctkmaktadir. Erkeklerde tim s@m boyunca okacak kayip ise %20-30 dizeyinde
olmaktadir (Saridgan, 2001). Erkeklerin kemik ¢capinin fazla olmasilara biyomekanik
avantaj splamakta ve gonad fonksiyonlarl da ge¢ bozulabile@ikt Tum bunlar; erkek
kemiklerinin daha dayanikh olmasiniggamaktadir (Tanakol ve ark., 2004). Kemik gtcu
sadece KMY'ye de kg degildir. Kemigin boyutu, kalitesi ve @er bilesenleri de kemik
gucunin olgumunda 6nemlidir. Osteoporozda kiriklara neden eladnemli etken KMY

olmakla birlikte bunun yaninda kas zayflive travmanin da kirik etkeni ol
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bilinmektedir (Gennari ve ark.,2002). Osteoporozaslib kirik insidansi beyazlarda
siyahlara gore daha yuksektir (Gennari ve ark.,2200Beyaz irkin, ygi kadinlarda
gorulen kalca ve omurga kiriklarinin %901 veslyaerkeklerde ise %70’i osteoporozdan
kaynaklanir (Melton ve ark., 1997). Osteoporoksat farkliliklarin yanisira, gwafi
bolgelere gore de dasiklik gosterebilmektediriskandinav ulkelerinde, Kuzey Akdeniz
ulkelerine gore, daha fazla kalca Eimin gorilmesi bu durumu kanitlamaktadir
(Sarid@an, 2001). Siyah irkin KMY’si yuksektir ve PTH iles vitamininin rezorbtif
etkilerine kagl yiksek diren¢ bulunngtur. Kas kuvveti ve yakitlesi de siyahlarda daha
yuksek olup kiriklardan koruyucu rol oynar. Trableki mimaride ve turnover
degiskenlerinde siyah irk lehine anlamh farklar bulungiom (Tanakol, 2004; Tuzun,
2003).

Vicut tipi: Osteoporozlu kadin prototipi, ince yapili, zayd kisa boylu olarak tasvir
edilir (Tanakol, 2004). Vicut g@rhgl, iskelet Uzerine mekanik yik bindirerek kemik
yogunlugunu artirmaktadir. Ayrica, gadokusunda depolanan dstrojenlerin de kemik
yogunlugu Uzerine pozitif etkileri vardir. Obeslerde Ca@bsiyonunun daha fazla gl
kemik dongisunu etkiler. Zayiflarda Iga yatkinhk, dgik kemik kotlesi yanisira
dismelerden koruyucu yadokusunun ince olmasindan kaynaklanmaktadir (8gaurd
2001). Uzun boylu insanlarin kemikleri daha irigig KMY daha yuksektir, ama femur
boynu uzunluklari daha fazla olglundan kalcalari daha kolay kirilir. Boyda 9 cmiikis,
kalca kirgi riskini %50 artirmaktadir (Tanakol, 2004).

Ureme ile ilgili (reprodiiktif) faktorler : Ge¢ menay erken menapoz, 6 aydan uzun
sureli amonore, kisa gorganlk siresi, ooferektomi sonrasi geti iatrojenik menapoz,
dogum sayisi, dgum kontrol hapi kullanimi, emzirme valive suresi reproduktif
faktorler arasinda sayilabilir (Sarghn, 2001).

Beslenme akkanliklari: Dogru beslenme kemik gagini optimize etmede 6nemli bir
etken olmakla birlikte, Ca aliminin en 6nemli etleeden oldgu bilinmektedir (Bronner,
1994). Yapilan caymalar, bluyime sirasinda alinan Ca’'un KMY ile kerkiktlesini
dogrudan etkilediini gostermgtir (Saridgan, 2001). Ca alimi bilingli olarak arttirifgnda
kemik sagliginin optimize oldgu ve osteoporoz riskinin de azadigéralmistur (NIH
Consensus Development, 1994)5l8d kadinlarin dnerilen Ca ihtiyacinin 400 ile Q%
mg olduyu belirlenmgtir. Gebelik ve adelosan doneminde ise daha yikdseklar
onerilmektedir (Kanis, 1998). Farkh diyet uyguldaranin Ca metabolizmasini bozilu
da gercektir. Orn: Yiiksek miktarda protein ve tilizetimi Griner Ca miktarinin artmasina

neden olarak negatif Ca dengesine ve kemik kayyohacmaktadir (Kerstetter ve Allen,
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1990; Nordin, 1993). Premenopozal kadinlarda gapbir calgmada yliksek sodyumlu
diyet digik kemik ygunlugu ile iliskili bulunmustur (Devine ve ark., 1995). ¢l
miktarda kahve tiketimi, idrar ve @iasakta Ca’un atilimini etkilemektedir. Gunluk 150
mg kafein (1 bardak kahve) idrar kalsiyumunu guBdag artirmaktadir. Qyiik dozlarda
etkisi 6nemsizdir (Yilmaz, 1997; Sargghn, 2001). Proteinden zengin diyet idrarla Ca’un
atilimini artirir. Bu etki yuksek fosfor (P) icgrinedeniyle hayvansal proteinlerde daha
fazladir. Yuksek P alinmasi idrarla kalsiyum atthmazaltirken, fecesle atilimini
artirmaktadir (Yilmaz, 1997; Sarigkm, 2001). D vitamini eksikgi, Ca’'un ba&irsaklardan
emilimini bozmakta, hafif sekonder hipertiroidi yapk kemik kaybini artirmaktadir.
Diyette D vitaminine girlhk verilmeli, deri yoluyla olgan sentezi artirmak amaciyla,
ginee maruz kalma ihmal edilmemelidir. Diyetlgira tuz alinmasi da Ca’un idrarla
atilimini artirmaktadir (Sarigan, 2001). K vitamini, osteokalsin sentezini olumsu
etkileyerek, osteoporoz alumuna katki sgamaktadir. Clunku osteokalsin, K vitaminine
bagimli olarak sentez edilmektedir (Yilmaz, 1997). Ktamini eksikligi, KMY’nin
dismesine neden olmaktadir (Cooper ve Umbach, 199&»I ACa’'un emilimini azaltir ve
atilimini artirir. Ayrica, vitamin D metabolizmadm bozuklga yol acar, protein ve
sodyum alimini azaltir ve protein kaybini (parasewne varis kanamalari sonucu) artirir.

Testesteron azalmasi, kortikosteroid siargibi endokrin dgisiklikler yaparak
osteoporozu kolaykarir (Yilmaz, 1997; Saridgan, 2001). Sigara, Ostrojenlerin hepatik
metabolizmasini artirir (Yilmaz, 1997). Besaklardan Ca absorbsiyonunu azaltip,
sekonder hiperparatiroidi gglirerek kemik rezorbsiyonunu artirir. Sigara icedée
icmeyenlere gore kink riski 1,5-2,5 kat fazlad®a(idgan, 2001). Cgtli hayvan
calismalari, kollagen matriks formatinin gtoi olusmasi icin yeterli Askorbat ve bakir
aliminin gerekli oldgunu gostermstir (Jonas ve ark., 1993; Padh, 1990).

Genetik faktorler; bu besinlerin absorbsiyou, metabolizmasini ve korunmasini
yonlendirerek osteoporoz igin risk faktoru olabiktedir (Wood, 1998).
Yasam sekli ve egzersiz Kemik sa&ligini etkileyen onemli faktorlerden biri de
egzersizdir. Yapilan camalar, kullaniimayan kaslarin kemiklerinde ciddi nik
kayiplarina yol acini géstermytir (Frost, 1992). Buna kgiin egzersizle uyarilan fiziksel
stres, kemik ygunlugunun artmasina yol agmaktadir (Smith ve Gilliga®91). Duzenli
yapilan egzersize olumlu yanitskiin beslenmesiyle dgu orantilidir. Ozellikle kjinin
Ca aliminin egzersize yanitta 6nemli bir etken gldgoz ardi edilmemelidir (Specker,
1996). Kahve, sigara ve alkol tiketimi de kemilgyolugunun olgyumunu etkilemektedir
(Haris ve Dawson, 1994; Kiel ve ark., 1996; Mayavk., 1995).
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Kemigin yeniden yapilanmasinda etkili mekanik faktorldtas kontraksiyonu ile
yercekimidir (gravite). Yercekiminin olmagliuzayda yolculuk yapan astronotlarda kemik
kutlesinde aylik %4’luk bir kayip gozlergliifade edilmitir. Uzun streli kesin yatak
istirahati de kemik kutlesinde azalmaya neden otadik (Sarid@an, 2001). Kengin
kitlesi, ygunlugu, dayanikhilg ve sertlgi gibi 6zellikleri mekanik stres altinda at
gostermektedir. Fiziksel aktivitenin kemik kutlesih40-50 oraninda artirginin tespit
edilmesi, bu durumu kanitlamaktadir. Kgmimekanik yik bindirilmesi, blyumekte olan
kemikte, ergkin kemige oranla, daha olumlu sonuclara yol acmaktadir.eEiz etkisi;
osteoklastik etkiyi baskilamadan c¢ok, osteoblastiktiviteyi arttirarak kemik
formasyonunu uyarmaeklinde ortaya c¢ikmaktadir. Bu yuzden,skinlerin kemiklerini
korumak amaciyla duzenli egzersiz yapmalari gerékea@ (Tanakol, 2004).

flac kullanimi: Glukokortikoidler (GK), adrenokortikotropik hormo(ACTH), tiroksin,
antikonvulzanlar, heparin, lityum, sitotoksik ilagl gonodotropin salgilayici hormon
analoglari (GnRH), tamoksifen, aliminyum kullanima iatrojenik vitamin D osteoporoz
riskini artirmaktadir. DOier yandan, Teofilin, fenotiazin, nitrit, Ca kandbkerleri ile
siklosporin gibi ilaglarin da kullaniminda osteopzat yol acttl ifade edilmektedir (Kanis,
1998).

Dusme ile ilgili risk faktorleri: Yaslanma ile kas guciinin azalmasi, yurime bozuklyklari
gorme bozuklgu, dengesizlik gibi kisel faktorlerin yanisira, kéti aydinlatma, kaygan
zemin, merdivenler gibi cevresel faktorler dgméye zemin hazirlamakta ve boylece kirik
riski artmaktadir (Saridg@n, 2001).

2.8. OSTEOPOROZUN GENETIGI

Ikiz ve aile caymalari kemik olgumunda genetik faktorlerin énemli etkisinin
oldugunu gosterngtir (Pocock ve ark., 1987; Cummings ve ark., 1995jickova ve
Ivana, 2003). Catli cevresel faktorlerin yaninda, genetik faktdrleemik kutlesi ile
bilesimini %50-80 oraninda etkilemektedir (Smith ve ark1973; Pocock ve ark., 1987).
Osteoporoz, beslenme, hormonlar cevre ve genetibrarin etkisi altinda ortaya cikan,
kompleks multifaktoriyel bir hastalikti(Gennari ve ark., 2002). Osteoporoz tanisinda
kullanilan KMY, klasik mendeliyen kalitim kaliplaa uymayan, tek gen lokusunda
dominant resesif 6zellik gostermeyen kompleks Wardikbir 6zelliktir. Fakat bazi nadir
durumlarda Mendeliyen kalitim gdsteren 6rnekleregadglanmgtir. Bunlar; Osteogenezis
Imperfekta (Tip1l Prokollagen) (Kuivaniemi ve ark991; Willing ve ark., 1994), Ailesel

Osteoporotik sendromlar (aromataz gen mutasyonwyi@¥iima ve ark.,1995), Ostrojen
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Reseptor Alfa gen mutasyonu (Smith ve ark., 199@%teoporozis pseudoglioma
sendromundan (Ralston, 2010) ibarettir. @mng Vitamin D direncli riket (kengin
yumwamasi hastall) (Vitamin D reseptdr Geni mutasyonu) (Cocker#l ark., 1997) tek
gen mutasyondan kaynakli gorugdidisik KMY hastalgidir (Morishima ve ark.,1995;
Smith ve ark., 1994). iskelet yapisinin kompleks biyolojisi glintildigiinde, kemik
kitlesinin ¢ok sayida genin kontrolu altinda geli anlssilir. Cesitli epidemiyolojik ve
Klinik calismalar, osteoporozun patogenezinde genetik etkenk@nemini gosterngiir
(Gennari ve ark.,2002).

KMY, kiriklarin en 6nemli nedeni olsa da, kemikrilganlgina yada kigina
neden olan ve KMY ile ifkili olmayan farkh genlerin de mevcut olgu gdsterilmgtir
(Rizzoli ve ark., 2001). Genetik etkenler daha detalarak belirlendginde, osteoporozun
tani ve tedavisinde yeni yaklanlara sik tutacaktir. Ayrica, tedaviye #isel cevabin nasil
olacal ve genotip analiziyle risk gruplar tanimlanigkeanden O6nlem alinabilmesi de
saglanacaktir (Uitterlinden ve ark., 2006).

2.8.1 Irksal Farkhliklar: Yas, boy, kilo, kalsiyum tuketimi ve fiziksel aktivite
bakimindan farkh o6zellik gosteren siyah kadinlbeyaz kadinlara goére, farkli iskelet
bélgelerinde daha yuksek KMY gerine sahipler (Luckey ve ark., 1989; Schnitzler ve
ark., 1990). Benzersekilde, Polinezyali ve Avrupa populasyonlarinda ilap
karsilastirmalar, gruplarin farkli KMY dgerleri gosterdii goralmistar (Cundy ve ark.,
1995).

2.8.2. Aile Calsmalari: Annesinde kalca kigi 6ykusu olan kadinlarin, aile 6ykusu
olmayan kadinlara oranla iki kat riskstauklari saptanmtir (Melton ve ark., 1992). %
uyumlu kontrol grubu @i ginde yapilan katlastirmalar, osteoporotik kadinlarin kizlarinin
daha digik kemik ygunluguna sahip olduklari ve menopozdan sonra daha yikseida
kirik riski tasidiklarini gosterngtir (Seeman ve ark., 1989; Kanis ve ark., 1996heYi
postmenapozal osteoporozu olan kadinlarin premeagpdnemdeki kizlarinda, aynisya
grubu kontrollerine gére gore, lomber ve femur hoywansitenin daha az olglu
gozlenmgtir (Saridgan, 2001). Kemik mineral ¥onlugu bakimindan premenopozal
kadinlar ve kizlarinda, postmenopozal kadinlar w#akina oranla daha gucliu birghi
saptamygtir (Luds, 1990). Bazi agtricilar ailesel benzerlik derecesini tahmin ettabk
icin ¢esitli hipotezlerle segregasyon analizi uygulalandir. Fransa’da 129 cekirdek aile
incelenmg ve KMY'yi etkileyen major bir gen bulunamaghr (Gueguen, 1995). Fakat,
kemik kutlesinin gekiminde birden fazla genin etkisinin olabilgcel37 ailede 535

Amerikali kadinla yapilan ¢amani sonucunda saptarytm (Livshits, 1996).
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Cssitli epidemiyolojik calsmalar, OP’da pozitif aile hikayelerinin osteopokoti
kirik riski olusumunda bir risk faktort olabilegami gostermgtir (Seeman ve ark., 1989).
Calsmalardan elde edilen c¢cghk verilerin nedeninde; farkli kemik bélgeleriniiynek
azhginin, farkh etnik gruplarinin ¢alimasindan kaynaklangina dayandirilngtir.

2.8.3 ikiz Calismalari: ikizlerde yapilan caymalar, doruk kemik kitlesindeki
degiskenligin %70’'inden genetik faktdrlerin sorumlu olglinu gdstermstir (Tanakol,
2004). Monozigotik ve dizigotik ikizlerde, farkldiari gosteren karlastirma analiz
calismalari, kemik kitlesi okumunda genetik ve cevresel etkenlerin katkisinikamar
oldugunu olcebilme imkani vermtir. DZ (Dizigotik) ikizler iki kardes oraninda ortak gene
sahiptir. Bu kgilerin KMY’nin farklh olmasi c¢evresel ve genetik kenlerden
kaynaklanmaktadir. Genetik yapi bakimindan §zmlan MZ (Monozigotik)'lerin, KMY
farki ise sadece cevresel etkenlerden kaynaklaradaktSglikli MZ ikizlerle yapilan
calsmalardan elde edilen veriler, ikizler gfandginda elde edilen veriler ile
karsilastirilmis ve kilo, boy, vicut ebatlari, vertebraekil, yapi ve kemik mineral
yogunlugu bakimindan hemen hemen benzer géréliniiBu sonug; bir bakimdan kemik
ktlesinin olyumunda genetik etkisi bakimindan énemini ortayankayur (Pocock ve
ark., 1987; Slemenda ve ark., 1991; Smith ve &%73; Moller ve ark., 2002; Dequeker
ve ark., 1987).

Son yillarda yapilan ikiz ¢gimalarindan elde edilen verilere gére, MZ ikizleZ D
ikizlere oranla, kemik kutlesinde yuksek konkordag@stermglerdir (Gennari ve ark.,
2002). Bu da, kemik metabolizmasinda genetik fadtir etkili oldusuna kanit olmgtur.
Finlandiyali 2308 MZ ve 5241 DZ ikizle yapilan gaha sonucu, kirik konkordansinin
MZ'lerde DZ'lere oranla, daha yiiksek ollinu gosternstir (Kannus ve ark., 1999).
Farkli ikiz calsmalari da, kantitatif USG, kemik geometrisi vgeti kemik parametreleri
acisindan benzer oranlar ortaya koytau(Arden ve ark., 1996; Howard ve ark., 1998).
2.8.4. Bglanti Analizi Calismalari: Baglanti Analizinde, markir ve kalitsal fenotip
arasindaki ikki lod skor yontemi ile hesaplanir (Steward ve Rals2000). Bu yontemde
geng ailelere ihtiya¢c vardir (Wood, 1998). Bu yontemor zbir yontemdir. Basit
Mendeliyen kalitim icin bir model olup, komplekslikanlar icin uygulanmasi zor bir
yontemdir. Yank modelin kullaniimasi, yardibaslanti sonuclarina neden olabilir (Lander
ve Schork,1994). Johnson ve arkdda 11912-13 kromozomal lokusunda yuksek kemik
kiutlesi fenotipi ile ilgkili baglanti saptamgiarken (Lander ve Schork, 1994), Gong ve
arkadalari, ayni kromozomal bélgenin osteo-pseudogliomadsomuna neden olgunu

gostermglerdir (Gong ve ark., 1996). Deng ve arkgldanca yapilan bir ikiz ¢caimasi ile,
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KMY ile 11g12-13 banti arasinda bir @anti oldyu tespit edilmgtir (Deng ve ark.,
2001).

2.8.5. Asosiasyon Camalari ve Aday Gen Yaklagimlari: Osteoporoz gibkompleks
patofizyolojisi olanhastaliklarla, ikkili genlerin tanimlanmasinda, polimorfik genetik b
markirla hastafiin fenotipi arasinda bir gkinin olup olmadg arstirihr. Osteoporozda
disik KMY ve kirik olmak Uzere, iki 6nemli fenotipikzéllik mevcuttur (Gennari ve ark.,
2002). iliskilendirme calgmalarinin en basit ve etkili olani, hasta ve kdigrm allel
sikliklarini  kasilastiran  hasta-kontrol  yak$anidir.  Hasta-kontrol  caimalari,
polimorfizmler ile populasyonda sik gozlenen haklat arasinda herhangibir gkinin
olup olmadgini saptamak amaciyla kullanilan en yaygin sgai yontemidir. Bu tir
calismalarda genetik etkileri %80 guvenilirlikle (OR2.0) tesbit etmek i¢in en az 200
hasta ve 200 kontroliin calmasi gerekgi 6nemle belirtimektedir (Garcia- Closas ve
ark., 2000).

Populasyonlarda hasta ve kontrol grubu skagtirllarak yapilan ikki
calismalarinda dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli patagter bulunmaktadir.
Osteoporozda oldw gibi, hastallk gec w#a ortaya cikiyorsa, hasta grubunun
olusturulmasinda buna dikkat edilmesi gerekmektedinZgesekilde, kontrol grubu da iyi
secilmelidir (Econs ve Speer, 1996). @aa sonucunda pozitif bir gkinin ¢ikmasina
neden olabilecek durumlar mevcuttur. Bunlar; Afletcekten hastalik nedeni olabilir, allel
hastalik nedeni @gddir, fakat balanti eitsizligi mevcuttur ya da populasyon heterojen bir
populasyon olup yaripozitif bir sonu¢ vermgtir (Gennari ve ark., 20023eklindeki
pozisyonlardan ibarettir. Son yillarda yapilan vesitg aday genleri iceren #ki
calismalari ile osteoporotik kirlk patogenezi ve kemikl&si dizenlenmesinde rol alan
bazi bolgeler ile genler tanimlarghr. Bu genler ve gen gruplari osteoporoz ve SNP’le

bolimunde tarftimistir.

2.9. OSTEOPOROZ VE SNP'LER

Insan genomunun dizilenmesiyle birlikte, DNA'nin {akk %99.9’'unun bitin
insanlarda benzer ol@u gorilmitir (Kotnis ve ark., 2005). %0.1’lik fark, bireylarasi
varyasyondan ve her bireyin bireysel fenotipinderusiludur. Tek baz dgsimi seklinde
gorulen bu kiguk genetik varyasyonlar, SNP’ler akaradlandirihrlar. SNP (Single
nucleotide polymorphism) belirli bir baz pozisyowan meydana gelen tek nuklotid
degisiklikleridir. SNP’ler, genel populasyonda sikliklalusan (>%1) tek ntkleotid

degisimler adi altinda siniflandirilirken, proteinlereiinde bariz fonksiyonel gesiklikler
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olusturan nadir varyantlar ise mutasyon olarak sindiahrlar. Mutasyonlarla

karsilasildigl zaman, SNP’lerin, fonksiyonel bakimdan anlamslzgu ditndlurken daha
sonraki bulgular, SNP’lerin dikkate ger bir kisminin proteinlerin i¢c 6zelliklerini ve
fonksiyonlarini cgitli derecelerde etkiledini godstermgtir (Collins ve ark.,1997;
Chakravarti, 1998; MehrianShai ve Reichardt, 20 P’ler insan genomunda en fazla
gorulen genetik dgsimlerdir (Don Haeng ve Ki-Baik, 2008). SNP’lerinkfasik 30.000’i
klinik olarak gorulebilir bir fenotipik etkiye sapiir. Bunlarin énemli bir kisminin
artms/azalmsg transkripsiyon, transkripsiyon sonrasiggen ve translasyon sonrasi
aktivite veya proteinin dordincul yapisindagidiliklerle ili skili oldugu anlgilimistir (Li

ve ark., 2001; Shastry, 2008ekil 3).

DUZENLEYICI EKZONIK INTROMIK TRANSLE _
BOLGE BOLGELER BOLGELER EDILMEYEN BOLGE
~ = . . - - -, o =
SNP, gen iIEPéD?:m;&f;tte Protein kodlamayan SH ey
ifadesini ve " SIS 4 bialge oldugundan mRNA'nin
o protem yapisinda dolasn SHF protein "
gen riin degisiklige yol yapisiu Falhgin
dl_lzem _ agabilir. ¥a da etkilermeyecektir. . t?l&mSIY &
etlaleyebilir atninoasit Fakat haz1 SHF'lEr e d'i'm p.rl:u_teuun
il . . LZeRin
. _ I P ot | | Selays varyantlannn etldleyebilir
degigim oluy iretirain ethkileyehiliv
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Sekil 3. SNP’ler ve olasi souclari
(Ollier'den, 2004)

Populasyonlar arasinda gortlen genetik farkliliklzaistaliklara kar duyarhlik,
diren¢c ve hastalin prognozunu etkileyebilmektedir. Epidemiyolojike vbiyomedikal
arstirmalar, farkli populasyonlarda hasta bireyler saglikli kontroller arasindaki SNP
farkhliklarini ortaya koymaktadir.

SNP’ler, bireyler arasindaki kan basinci, ila¢ rhetemasi, kan pihtikamasi ve
kardiyovaskuler fonksiyon bozukluklari gibi bir¢dkzyolojik fonksiyon caitlili ginden
sorumludur (Herrington, 2003; McGillavry ve Pri2903; Tempfer ve ark., 2004).
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Yapilan argtirmalarda SNP’ler daha cok kanser, diabetes msllialzheimer,
migren ve kardiyovaskuler hastaliklarlaghili bulunmustur. SNP’ler hastaliklarin risk
profillemesinde, epidemiyolojik ¢ama planlanmasinda, farmakogenomik ve fizyolojik
genomikte, aday gen tayini, haritalamada ve adliptati kullaniimaktadir

(http://www.slidefinder.net/s/snp_analizleri_ar%CH% grv_sacide/3951249/p3).

Osteoporozla ifkili polimorfizm calsmalarinda incelenen genlersagidakilerden
olusmustur;

Kalsitotropik hormon ve reseptdrleri olarakitamin D reseptort (VDR(Gross ve ark.,

1996; Morrison ve ark., 1994; Riggs ve ark., 199%trojen Reseptor alfékobayashi ve
ark., 1996; Han ve ark., 1997; Jurada ve ark., 28aho ve ark., 1995))strojen Reseptor
beta(Ogawa ve ark., 2000Kalsitonin Reseptori (CALCRTaboulet ve ark., 1998; Masi
ve ark., 1998)Kalsitonin (Miyao ve ark., 2000)Raratiroid Hormon(Hosoi ve ark., 1999),
Glikokortikoid Reseptoi(Huizenga ve ark., 1998Androjen Resepto(Sowers ve ark.,
1999), Kalsiyum Duyarli ReseptofCole ve ark., 1999) geni polimorfizm gahalarina
konu edilmgtir.

Kemik Matriks Bilesenlerinden sorumlu genlerden oldfollajen Tip | alfa 1 (COLIAL)
(Grant ve ark., 1996; Willing ve ark., 1998; Baker ark., 1991)Kollajen Tip | alfa 2
(Willing ve ark., 1998),0Osteokalsin(Dohi ve ark., 1998)0Osteonektin(Willing ve ark.,
1998),0steopontinWilling ve ark., 1998)Alfa 2-HS-glikoproteifZmuda ve ark., 1998),
Matriks Gla protein (Tsukamoto ve ark., 2000b) geni polimorfizm agisum

degerlendirilmistir.

Lokal Duzenleyici genlerden olanfGF-betal (Langdahl ve ark., 1997)IGF-1lbeta
(Miyao ve ark. , 1998)lL-1 (Langdahl ve ark., 2000Ib).-1-reseptdr antagonisijKeen ve
ark., 1998; Langdahl ve ark., 20004dL;6 (Murray ve ark., 1997; Ferrari ve ark., 2001;
Tsukamoto ve ark., 1999 NF-reseptdr R4{Spotila ve ark., 2000Kemik morfogenetik

proteini (BMP-4)(Semprini ve ark., 2000) geni de polimorfik acidkgerlendirilmistir.
Diger genlerden olan;Metilentetrahidroksifolat (MTHFR)(Miyao ve ark., 2000b),
Apolipoprotein E(Shiraki ve ark., 1997Xollajenaz (Thiry-Blaise ve ark., 1995 CYP19

aromataz (Gennari ve ark., 2000Reroksizom proliferator-aktive reseptér gama geni

(PPAR gama)Ogawa ve ark., 1999 itaminD balayici protein(Papiha ve ark., 1999),
Beta2 adrenarjik Resept@Matkovic ve ark., 1997Werner helikagenidir. (Ogata ve ark.,
2001) Daha sonra yapilan gahalarda farkli aday genler de ilave oktur.
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Tablo 2. Osteoporozla ifkili polimorfizm calismalarinda incelenen genler;

. Interleukin-d 14 5q3l3
CEN SEMBOL [LOEALIZASYON Interleukin-f 1L-6 Tp2l
Transforming Growth TGFBL Logl3z
Mireix provein molecules Factor fl*
Dsteocalcin BGLAP | 1925-g3l Transforming Growth TGFR2 Lg4l
aHS Gh.u:.npmbtin AHSG 3q27 _ Factor p2
gs'mPt'"F'" glc . fq;i“;ﬁ“iq Growth Hormone GHI 17q22-q24
C:ﬁ;i::fttl\rnl:t R TOLIAT Tiq".l ;1-1:"' I Growth Hormone Receptor GHER Spl3-pl2
Collagen type Ta COLIAZ [ 79221 Inzulin-like Growth Factor I | IGFI 12q22-q23
Inzulin-like Growth Factor I | IGFIR 15325-q26
M associared enzymes R
- - — erEphor
Cathepsin K CTSE 1921 — — = —

_ Inzulin-like Growth Factor 2 | IGF2 1lplas
Alkaline Phosphatass ALPL 1p36.1-p34 Tnanlinlike Growih E TG T
Carbomic Anhydrase 11 CAZ Bq22 nstilin-like Growth Factor : 4=
Matrix metalloprateinase 3 MME3S [Ig223 Receplor
Tysyl Oxidlase LO% Sq233-q3L2 IGF-binding protein 3 IGFEP3 Tpl4-pl2
Lysine Hydroxylase PLOD 1p36 Tumour Necrosis Factor o THF fip2 1.3
Lysine Hydroxylase 2 PLODZ 3g2i-q24 THF receptor superfamily/1f | TNFRGS Ip363pla.2
Lysine Hydroxylase 3 PLODI | g3 Bone Morphopenetic Protein 2| BMP2 Hpl2
Calciotrapic {Steroid ) Hormone Recepiors/ Enz ymes Bonz Morphopenetic Protein 3 | BMP3 4pld-q2l
Estrogen Eeceptor a* EsRl fig23.1 Sclerostin SOST 17g12-q21
Estrogen Receptor | EsR2 14423 Ostenprotegerin OPGTNFRSFIIE |8q24
Aromatase CYPL? 159211 RANE RANETNERSF] LA
Androgen Beceptor AR Xqll 18q22.1
Glucocarticoid Receptor GRNR3ICY] 531 —— — .

Vitamin D Receptor® TR (B RAMNL-ligand/ 0P G-ligand RANEL/TNFSFLL |13g14
Vitamin D binding protein DBF/GC | 199133 Whi-simalling pathway
B3-adrenergic Receptor ADEB3 Bpl2-pll.2 Low dersity ipoprotein LEPS 1g12
Peroxisome proliferator- FPARG | 3pds receptor-related protein 5*
activated receptor-gamma )
Calcium Sensing Receptor CASR 3g21-q24 Homacpmein ptfiway
Calcitonin receptor CALCR Tq2l.3 Methylene TetraHydroFolate | MTHFR 1p36.3
Parathyroid Hormone FTH 1lpl53-plsl Reductass
PTH receptar FTHE] | 3p22-pll.1 Cystathionine beta-smthase | CBS 21g22.3
Epidermal Growth Factor EGF s L Methionine synthase reductase | MTRE Spl53pls2
Gonadotropin releasing GMEHIL Bp2l-pll.2 Methyltetrahydrofolate- MTR 143
hormone 1 homocysteine samethyl transferase
Gonadotropin releasing GNEHR | 49212 q
hormone receptor Thymidylate smthetase TYME 1Epll.32
Luteinizing Hormone LHE 19g13.32 Miscellaneons
beta poptide _ Major Histocompatibility MHC/HLA fp2L3
I;cl;[;clgl:rrmgunadntmpln LHCGE | 2p2l Complex

P Apolipoprotein E APOE 1ogl3.2
Growih Facors!Owolines/Recepiors ] \
Tntcrlenkin- If ILIRN | 29142 (Uktterlindan den, 2006)
Receptor Antagonist
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2.9.1 Osteokalsin (OS¥eni veHindlIll (C-298T) Polimorfizmi:
[=Bone Gamma-carboxyglutamate (gla) &m(BGLAP)], (MIM:112260).

Insan osteokasini kodlaya®S geni fare ve rat cDNA klonlari kullanilarak izole
edilmistir. Ug intron ve 64, 33, 70 ve 130 b¢'lik dort ekaan olyur (Celeste, 1986)
(Sekil 4).

-

5 OCEKutwm TATA Ekeonl Ekzon2  Ekzon3 Ekzon & 3

Sekil 4. OSGeninin yapisi

OSgeni; 1g25-32 lokalizasyonlu, nukleotid dizisi B0@¢., mMRNA’sI 498 b¢ uzunjunda
olan bir gendir. Kenge 6zgi OS geninin urint, 100 aa’lik ve 10kD’luk osteokalsin
(kemik gama karboksi glutamat asit) proteinidir tédgalsin, kemik dokusu icin, spesifik
olan non-kollajen kacuk bir proteindirDaha c¢ok olgun osteoblastlar tarafindan
sentezlenirken, osteosit, hipertrofik kondrositnsatoblast ve odontoblastlar tarafindan da
sentezlenmektedirStein ve ark., 1997 Kalsiyum iyonunu kemik matriksine pkyan
osteokalsin, osteoblast sekresyonundan sonra, blsiki osteoid matrikste kalirken,
%15-30'u dolaima serbest olarak gecer ki, immun tayini yontdmbictlebilen kisim bu
serbest kismidir.. Esas olarak bobrekte metabeliie ve dolgimdaki yari émri ise 5
dakikadir. Osteokalsin dretimi, 1,25 Dihidroksiantin D, vitamin K ve vitamin C'ye
baglidir. Osteokalsin ggtli metabolik kemik hastaliklarinda, osteoblastevinin dagsru
yuradigunian duyarl ve spesifik bir gostergesidir. Rezoins sirasinda matriksten kana
salinir. Yani hem formasyonu hem de rezorbsiyonstegiér. Osteokalsin miktari, kemik
dongiminun hizli oldgu hiperparatiroidizm, hipertiroidizm, akromegali veaget
hastalginda yukselir. Yglilarda osteokalsinin gama karboksilasyonu bozubawdk
(Durmaz, 2004).

OSgeni promotor bélgesi ve incele@imiz polimorfizmin olasi sonuclart;
Osteokalsingeninin promotor boélgesinde yer alan dizenleyiementler ve traskripsiyon
faktorleri, postproliferasyon transkripsiyonal aksyona destek olur ve osteoblast
farklilasmasi sirasinda ekstraselular matriks mineralizagyda steroid hormonlarin
etkisini artirir (Stein ve ark., 1997).
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uza.k distal promotor distal promotor proksimal promotor
11 | |

i -~ i .
-0.6 kB m YY1  _g4kB 02kB OC- Kutull 00 Kutul susturucu

Sekil 5. OsteokalsinGeni promotor boélgesinin organizasyonu ve tramskyonel kontroli
(Stein’den, 1997).

Bazal ekspresyonda bir dizi element rol apekil 5). Bunlar TATA dizisi (-39/-42) v®©S
kutu 1 icerisinde merkezi kor olarak da adlandw®4 nikleotidlik CCAAT motifidir. Bu
iki promotor elementiOS geninin transkripsiyonunda onemlidir (Towler vek.arl994;
Hoffmann ve ark., 1994).

OS kutul ve OS kutu 2 dokuya 0zgu transkripsiyonel elementlerdi
homeodomain proteinlere glanir (MSX ve DLX) ve osteoblasta 6zgu transkripsiy
faktoru olwturur. Fos-jun-ilgkili proteinler heterodimer okturur ve GRE, TGRE (TGF)
ve VDRE'in AP-1 bdlgesine t@anir. VDRE arttirici etki gostermektedir. Ostedbla
farklilasmasi sirasinda osteokalsin ekspresyonunu artirPREB/RXR heterodimerik
reseptor kompleksi ile maksimum aktivite gostedyrica, vitamin D yoklgundaOSgeni
inaktif ya da bazal seviyede eksprese glthda VDRE, YY1 transkipsiyon faktorleri ile
birlesir. Vitamin D varlginda ise VDRE/RXR kompleksi ile bige. Nukleer matriksin
bileseni olan osteoblasta 6zgii AMLsikili transkripsiyon faktori icirsekil 5'te gorilen
Uc balanma bdlgesi bulunmaktadir. AML gkili transkripsiyon faktéri dokuya 6zgu
ekspresyonda gorev alir. Kemik ve kemikidtimus, dalak) dokulardaki ekspresyonunda
AML 1, 2 ve 3 gorev almaktadir. Ozellikle AML3 fdrdasmis osteoblastlarda agtgdsterir
ve OCBP2'nin major bikenidir (Banerjee ve ark., 1997). HLH proteinle@C kutusu
devamindaki E-kutusuna @anir. Transkripsiyon RNA pol 1l TFIIB, TFID ve
TAFs’lerin promotor bolgeye Igganmasi ile bglar (Stein ve ark., 19975€Kkil.5).
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Osteokalsin geninde incelemeyi gundigimiz polimorfik bolge, osteokalsin
geninin promotor bolgesinde -298 C>T polimorfizmi@Chen ve ark., 2001). Bu kisim
maksimum promotor aktivitesine sahiptir. -298T puwifik allelinin OS geninin
ekspresyonunu azalfiti bildirilmistir (Dohi ve ark., 1998). Bu durum, kemik organik
matriks bilgiminde Osteokalsin duzeyini azaltmaktadir. Farkbp&asyonlarda yapilan
OsteokalsinGeni Hindlll Gen Polimorfizmi ile Osteoporoz Arasindakiski Calismalari

Tablo 3'te gorilmektedir.

Tablo 3.Farkli Populasyonlarda Osteokalsin GenHindlll Gen Polimorfizmi ile
Osteoporoz Arasindakilliski Calismalari

Populasyon (n)* | Tliski Kaynak

P Degeri
Postmenapozal Japon kadinlar | 160 P<0,05 Dohi ve ark., 1998
Beyaz Amerikan kadinlar 261 fliski yok Sowers ve ark., 1999
Adelosanisvicreli kadinlar 97 P<0,05 Gustavsson ve ark., 2000
Menopoz sonrasi Tayvanli kadinlgal 75 P<0,05 Chen ve ark., 2001
Avrupa kokenli beyaAmerikalilar | 596 P<0,05 Deng ve ark., 2002
Menopoz 6ncesi Japon kadinlar | 279 P<0,05 Yamada ve ark., 2002
Menopoz sonrasi Japon kadinlar| 817 P<0,05 Yamada ve ark., 2002

Menopoz 6ncestinli kadinlar 388 fliski yok Mo ve ark.2004

Menopoz sonrasi Cinli kadinlar | 169 Iliski yok Mo ve ark., 2004
Menopoz sonrasi Cinli kadinlar | 205 Iliski yok Zhao HY ve ark., 2005

Menopoz sonrasi Koreli kadinlar | 267 P<0,05 Kim ve ark., 2006
Menopoz 6ncesi Cinli kadinlar | 402 Iliski yok Jiang DK ve ark., 2007
Menopoz sonrasi kadinlar 996 P<0,02 McGuigan ve ark., 2010
Menopoz 6ncesi Cinli kadilar 328 P=0,03 Xu ve ark., 2010

*n: Arastirilan hasta sayisi
p<0,05 istatistiksel olarak anlamhdir.



25

2.9.2 Ostrojen Reseptor Geni (ESR1)vePvull (T397C) Polimorfizmi:
[(ER-alfa (Estrogen Receptor Alpha gen{}JIM: 133430).

Ostrojen Reseptorl ilk olarak 1950 yilin§&kago Universitesinden Elwood V.
Jensen tarafindan taminlagtm (Jensen ve Jordan, 200BSR1geni 1985 yilinda Walter
ve ark. tarafindan klonlangtir (Walter ve ark., 1985). 60925.1 lokalizasyonhiikleotid
dizisi 295720 bc., mRNA'sI 6456 bg., 8 ekzon 7 anttan olgan ve Urind 595 aa.’lik

dstrojen hormonu transmembran proteini olan bidge§ekil 7).

—77— S - S

5 (Th) tekran  Ekzonl Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4 Ekzon 5 Ekzon é Ekzo 7 Ekzon® 2

Sekil 6. ESR1geninin yapisi

- MNubklear lokalizasyon
Dimerizasyon ™ T— N
Dimerizasyon Dimerizasyon
" / TAF | TAF 2
Fonksiyonel 4 —
Bilgeler — ).
| DMNA Baglanma
LY —
5 L A/B [ ¢ 1 0 [ E IPF
Protein I T | p— U
cDNA I 2 3 - 5167 8
‘H.RR - f,..-r-"
xﬂ‘ -
Genomik E2 E4 N
DNA G g
r PG (B T
{TAn telu‘a.n oI ka.qp.D codom 160 L.E.a:,, 243 G e *.1-..4..;.-. ﬁl:?l )
codon 10 codom 125 A.c'n-i-"‘i
CIT (Pwu I oo
'[n"d( |§r_'|r:h J'J wiren | codon 311
COgon
mumn CIT (CAn telrarn

e codon 309

Sekil 7. ESR1Geni SNP’leri ve fonksiyonel bélgeleri (Gennarige005)



26

Bu genin urtini olan Ostrojen ReseptoriB-g%tradiol hormonu tarafindan aktive olan bir
reseptor grubudur. Ostrojen reseptorleri iki grupBir grubu nukleer hormon ailesinden
intraselular reseptorlerdidkinci grup G protein cifti reseptérleridir (GPR3GRCR:G
protein coupled receptor). Bizim gen Grinimuiz néikleormon reseptér grubu ER’dr.
ER’lerin ana fonksiyonu DNA'ya Rg#anan transkripsiyon faktorleri gibi gen
ekpresyonunu regule etmektir. DNA'ya g@nmasinin yaninda klkea fonksiyonlar da
bulunmaktadir (Levin, 1951). Ostrojen Reseptoriinime B olmak tzere iki izoformu
bulunmaktadir ve bunlar sirasiyBSR1(6g25.2) veESR2(14q) genleri kodlar. Bu
reseptdrler bircok hiicrede hormon ile aktif haléegek ESR(ao)/ESR3(BB) homodimeri
ya da ESR{B) heterodimergeklinde bulunabilir (Li ve ark., 2004ESR1ve ESR2genleri
yuksek derecede homoloji gosterir. Alternatif Sglale ESR/nin ¢, ESR'nin bes
izoformu bulunmaktadir (Nilsson ve ark., 2001; Lguwe ark., 2006). ER’ler geni
eksprese oldiu doku yelpazesine sahip olmakla birlikte, farklilgosterdgi dokular;
ESRy; endometrium, meme kanserli hicreler, ovarianns&rdnticreleridir. (Yaghmaie ve
ark., 2005)ESH; bobrek, beyin, kemik, kalp, algg@r, intestinal mukoza, prostat ve
endoteliyal hiicrelerde eksprese olur (Babiker ke 2002). ESR’ler liganda glanmams
durumda iken, stoplazmik reseptorlgeklindedir. Fakat goruntileme amamalari
ER‘lerin ¢ekirdekte de gorulgiini gosternstir (Hatun ve ark., 1999).

Genomik Sinyal aktariminda; Hormon yoklgunda ESR’ler sitozolde lokalizedir.
Hormon reseptore gandginda reseptorin sitozolden ¢ekigdegirmesiyle birlikte birgcok
olay balar. Bu olaylardan ilki resept6r dimerizasyonudDaha sonra reseptor dimerinin
hormon response element olarak adlandirilan ske§MNA bolgelerine bglanmasi
gerceklgir. DNA/Reseptdr kompleksi transkripsiyon icin gdrediger proteinleri de
toplar. ESR’ler ayrica hicre cekigglede de bulunur ve her iki ESR alttipi de DNA
baglama bdlgesi icerir ve protein Uretiminin dizenleasinde fonksiyonel olarak
traskripsiyon faktori gibi davranir. Reseptér ayamanda c¢gtli koaktivator olarak
adlandirilan aktivator proteinlerle de etkitgLevin, 2005).

Genomik Olmayan Sinyal aktarimindg Bazi ESR’ler hiicre yizey membrani ilgkiye
gecerek aktive olur. Bunlara ek olarak, bazi ESReveolin-1 ile bglanir ve G proteini,
striatin, reseptor tirozin kinaz ya da non resepii@zin kinaz (6rn.Src) ile  kompleks
olusturarak hicre yuzey reseptoru ilgkli kurar (Levin, 2005; Zivadinovic ve ark., 2005)
(Sekil 7). Striatin vasitasiyla bazi membranglb&R’ler Ca gegiini sgglar ve Ca seviyesi

ile NO seviyesi artar (Lu ve ark., 2004). Reseplinozin kinaz vasitasiyla sinyal
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cekirdekteki MAPK (mitojen aktivated protein kinERK) ve PI3K (Phosphoinositide 3
kinase/AKT) yoluna aktarilir (Kato ve ark., 1995).

@}mnﬁol ER
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Sekil 8. ESRGeninin Yapisi ve Sinyal Yofa (Honnie’den, 2008)
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ESR’nin her iki formu da transkripsiyonel akiitye katkida bulunan aktivasyon
fonksiyon bolgeleri icerir (AFs)Sekil 8 ve 9). AF-1, amino terminal bélgede (A/B)
lokalize olup esas aktif olan bdlgedir ve ligandsibasizdir (Kumar ve ark., 1987;
Metzger ve ark., 1995). AF-2 karboksi terminal l&ilg yer alir ve ligand ganhdir.
Mutasyon analizleri ER transkripsiyonu igin bu keEign dnemini gosterir. Cunki AF-2
ligand ba& mli yolda bir ¢ok transkripsiyonel koaktivor ildiskiye gecer (Beato ve
sanchez-Pacheo, 1996; L'Horset ve ark., 1996). AE-AF-2 transkripsiyonu lgamsiz
olarak aktive edebilirSekil 8'de goruldigu gibi, steroid reseptdor kompleksi (ERE)
estrogen response elementeglaamadan ©nce koformasyonel gdgme usrar ve
dimerize olur. Transkripsiyon Unitesi, RNA sentédbaslatmak icin CoA koaktivator
molekdller ile ilskiye gecer, ki burada, CoR koreseptdr molekilléramskripsiyonunu
engelledgine inaniimaktadir. ER’ler 6 bdlgeden ghuaktadir (A-F). DNA bglama
bdlgesi (C), ER’lerin ERFE’ler ile etkikgnesinde rol alir. Ligand lganma domaini (E),
E2'nin balandgl boélgedir. ER’nin fonksiyonel alanlarindan biriestid ba&lanma
bdlgesi olan E bolgesidir. Bu bdlge 6strojenirglbamasi ile konformasyonel gigsime
ugrar. Bu durum ER’lerin 1sgok proteinlerden ayrilmasina izin verir, dimeriZerove
Ostrojen responsive geni spesifik DNA dizisingslbamasini sglar. ER’deki yapisal
desisim ortaklga regulatér proteinlerle (koaktivator ve koreguths) iliskiye gecmesini
sgilar. Bu da ER’ler ile transkripsiyon arasindaknysl aracilgl yapar (Horwitz ve ark.,
1996).

1 595

ERoe N AB [ C | D] LF —¢C
AF-1 AF-2
DBD
LBD

1 530
ERp n—{as TTCTT 0 I F - c

18% 97%  30% 59% 18%

Sekil 9. ERa ve ERB yapisi http://en.wikipedia.org/wiki/Estrogen_receptor

ESRlerin; meme, over, prostat, kolon ve endometriahgerleri (Clemons ve ark., 2002;
Fabian ve Kimber, 2005; Haris ve ark., 2003)slatama (Yaghmaie ve ark., 2005) ve
obezite (Ohlsson ve ark., 2000) ilgkiii calismalarda rolinin oldiu saptanngtir.
Ovaryumdan salgilanan 0Ostrojen hormonu, ggmkalsiyumu tutmasina yardimci
olur. Ostrojenin iskelet olusumu ve gahinde yararl etkileri bulunmaktadir. Bunlar

arasinda kortikal ve trabekiler kemik metabolizmasidizenlenmesi, doruk kemik
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kutlesine ulailmasi ve kemik kaybinin 6nlenmesi gibi géreviareinli yer tutar. Ostrojen,

etkilerini sitozol ve c¢ekirdekte bulunan spesifiktidjen reseptoérlerine (ER) baglanarak

gosterir.

Bu reseptorler, cekirdek reseptér hornwimper ailesinden olup ligand-

induklenebilir transkripsiyon faktorleridir (Genmare ark. 2005). Menopozda hizl kemik

kaybinin asil nedeni 6strojen eksgdlir. Over fonksiyonlarinin durmasindan sonraki ilk

yillarda balayan kemik rezorbsiyonu ile formasyonu arasinddkngesizlik, kemik

yikilisinda belirli bir artgtan, 6zellikle postmenopozal kemik kaybindan soudut
(Garnero ve ark., 1996; Christiansen ve Lindse@91)
Incelemeyi diuindigiimiiz polimorfizm, ESR1 geninin intron 1. intronundaki

397T>C polimorfizmidir (Badres ve ark., 2009ntragenik regulatér elementler gen

regulasyonunda énemli rol alirléhlbagha ve ark., 2001)ntron 1 397T>C polimorfizmi

(Bandres ve ark., 2005) bolgesi transkripsiyon dektmybnin potansiyel tanima

noktasidir,

397C allelimyb transkripsiyon faktérinin Iganmasini

etkileyerek

transkripsiyonu azaltir ve ESR daha az miktardaskribe olur (Gennari ve ark., 2005).

Farkli populasyonlarda yapiladstrojen Reseptor Alfa Geftvull gen polimorfizmi ile

osteoporoz arasindakiski calismalari Tablo 4’'te gortlmektedir.

Tablo 4. Farkli PopulasyonlardaOstrojen Reseptor Alf&eni Pvull gen
Polimorfizmi ile Osteoporoz Arasindakilliski Calismalar

64 osteoporotik|

Populasyon (n) Tliski Kaynak

Calisma Alani, P Degeri

Postmenapozal Japon kadinlar 238 P=0,003 Kobayashi ve ark., 1996
Menopoz sonrasi Koreli kadinlar 312 Tliski yok Han ve ark., 1999
Menopoz éncesi Dau Cinli kadinlar 64 P<005 Ho ve ark. 2000

Menopoz sonrasi o Cinli kadinlar 118 P<05 Ho ve ark. 2000
Danimarkali menopozsonrasi kadinlar 315 Iliski yok Bagger ve ark., 2000
Iskoglu kadinlar 220 Iliski yok | Albagha ve ark., 2001
Pekinli Kadinlar 159 P<05 Yang ve ark., 2003
Menopoz sonrasi Japon kadinlar 286 PSO, Kobayashi ve ark., 2002
Menopoz sonrasi Koreli kadinlar 174 P<005 Nam ve ark. 2005
Ispanyali Menopoz sonrasi kadinlar 177 Tliski yok Bandres ve ark., 2005
Menopoz sonras! Hintli kadinlar 246 P<005 Mitra ve ark. 2006
Menopoz sonrasi Amerikan Kadinlar 489 Tliski yok Rapuri ve ark., 2006
Cinli Kadinlar 4297 P=0,038 Wang ve ark., 2007
Menopoz sonradspayol kadin 719 P=0,03 Bustamente ve ark., 20
Arjantinli Kadinlar 54 osteopenik | P<0,05 Perez ve ark., 2008

Menopoz sonrasi Kadinlar 3054 P=0,009 Albaghaark., 2005
Meksikali Osteoporozlu Kadinlar 100 P<0,0001 Ramnve ark., 2010
Menopoz sonrasi Kadinlar 126 P<0,05 Balove ark., 2010

*n. Arastirilan hasta sayisi
p<0,05 istatistiksel olarak anlamhidir.
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2.9.3. Kollajen Tip1 allfa 1 Geni (Col1Alye Sp1(G2046T) Polimorfizmi:
[<Collagen Typel Alpha] IMIM: 120150).

17921.33 lokalizasyonlu, nikleotid dizisi 17557 b¢.mRNA’s1 5921 b¢. olan 52 ekzon
50 introndan olgan ve Grini 1464 aa.’lik kemik matriks Bgalerinden kollajen tipl alfal
proteini olan bir gendir. Kollajen, memelilerde likyoranda fibroblast ve osteoblastlar
tarafindan Uretilir. Grandlli endoplazmik retikululimeninde prokollagen molekdiller
olarak sentezlenir, golgi aygitina gecer ve sagsikillleri ile ekstraselular alana aktarilir.
Kollajen hareket sisteminin yapi starini, 6zellikle kemik, kikirdak, lif ve eklemleri
olusturan proteindir. Bu protein birbiri Gizerine samgnii¢ alfa zincirinden meydana gelir.
19 tane dgisik tipi tanimlanmg olup, tip 1, tip Il seklinde isimlendirilir. Bu cgtlilik
molekiler yapidan kaynaklanmaktadir. Kollajenin amaolekili tropokollajendir.
Tropokollajenler de hicrenin icinde Uretilen prd&mnlerden olgur. Kollajen, dokular
aras! alani dolduran ekstraselular matriksin (EG@mli bir bilgenidir. Tip | kollajen
ECM’de en fazla bulunan kollajen tipidir (Ghosh020. iki o1 ve bir tane:2 zincirlerinden
olusan heterodimerik bir molekil olan kollaje@OL1A1 ve COL1A2 genleri tarafindan
sifrelenir (Trojanowska, 2002).

Kemigin organik matriksini olgturan Tip | kollajen, heliksseklinde bir proteindir.
Molekull uclarindaki N ve C terminalleri ile ¢apraaglanti yaparak, kemik dokusunun
tensil kuvvetini ve temel yapisini glurur. Kemik yikilirken kollajenin N ve C terminal
parcalari Uzerinde capraz gharla birlikte ortama salinir. Uzerlerine caprazglba
eklenmi bu parcalara telopeptidler denir (Durmaz, 2004y XNOstex (Osteomark) ve
CTX; Croslaps (osteometer) olarak bilinir ve kergikimini gosteren en hassas testlerdir
(Clemens ve ark., 1997; Rosenquist ve ark., 1998).

Inceledgimiz polimorfizm Col1A1l genindeki polimorfik bolge intronl’de 2046G>T
degisimidir. Polimorfizm bdolgesi transkripsiyon faktér8plin baglanma bolgesidir. Bu
bblgedeki polimorfizm transkripsiyon faktoriningkenmasini etkileyerek transkripsiyonu
arttinir. COL1A1 geninin 1. intronunda buluna®pl transkripsiyon boélgesi, kollajen
transkripsiyonunun kontroliinde énemlidir. Bu bdlgdaulunan tek ntikleotid polimorfizmi
(Splpolimorfizmi, 1546 G-T nikleotid ggsimi) Spltranskripsiyon faktorinin Banma
oranini dgistirerek COL1A1 proteininin yiksek miktarlarda Uretilmesinden solu
tutulmaktadir. Fazla miktarda uretilerd kollajen zinciri dep2 kollajen zinciri ile birlikte
anormal homotrimer yapida kollajen glununa sebep olmaktadir (Mann ve ark., 2001;
Deak, 1985; Atg 2010).
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Sekil 10. Col1A1Geninin yapis( www.genomos.eu/index.php?page=history)

Farkli Populasyonlard@ol1A1Geni 2046G> T Polimorfizmi ile Osteoporoz Arasinidbikki

Calismalari Tablo 5'te gortlmektedir.

Tablo 5. Farkli PopulasyonlardaCol1A1Geni 2046G> TPolimorfizmiile Osteoporoz
Arasindaki liski Calismalari

Populasyon (n) Tli ski Kaynak
Calisma Alani P Degeri
Menopoz sonrasingiliz kadinlar 2085skog P<0,01 Grant ve ark., 1996
94 Londrali
Iskogyall post menopozal kadin 734 P<0,05 vaald ve ark., 2001
Asyali kadinlar 1873 kadin | iliski yok Long ve ark., 2004
Menopoz sonradspanyolkadinlar | 177 fliski yok Bandres ve ark., 2005
Asyali kadinlar 218steoporotik | Iliski yok Hubacek ve ark., 2006
151 kontrol
Postmenapozal kadinlar 5119 P<0,05 Steward ve ark., 2006
Asyall Menopoz sonrasi kadinlar 177 P<0,05 uyég ve ark., 2005
Postmenapozdspanyall kadinlar | 605 P<0,05 Bustamante ve ark., 2007
Maltali Menopoz sonrasi kadinlar 126 Iliski yok Vidal ve ark., 2007
Meksikali Kadinlar 100 P<0,00001 Ramirez ve &@&R09
Menopoz sonrasi Turk kadinlar 126 Iliski yok Erdgzan ve ark., 2010

*n: Arastirilan hasta sayisi
p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.
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2.9.4. Kalsitonin ReseptdiGeni (CALCR)veAlu | (T1340C) Polimorfizmi;
[=Calcitonin Receptgr (MIM: 114131).

Kalsitonin hormonulk olarak 1962 yilinda Copp ve ark.’lan tarafimdeanimlanmy
(Copp ve ark., 1962) ve 1964 yilinda domuz tiraidin izole edilmitir (Baghdiantz ve
ark., 1964). Kalsitonin Reseptori ise 1986 yilimdta osteoklastlarindan izole ediltr
(Nicholson ve ark., 1986Bu gen; 7921.3 lokalizasyonlu, ntkleotid dizisi 245b¢. ve
MRNA’sI 1772 bg. olan, 13 ekzondan gda ve Urint 490 aa.’lik kalsitonin reseptor
proteini olan bir gendir. Kan kalsiyumu Uzerine giapit hormonun aksi yéninde etki
eden Kkalsitonin (CT) hormonu, kan kalsiyum iyongyolugunu da dusurmektedir.
Kalsitonin hormonu, kemik hicrelerine gladiginda, hiicre membrani tzerinde bulunan
kanallardan kenge kalsiyum iyonunun gegi hizlandirir. Osteoklast Uzerinde yer alan
CALCR G protein glikli bir reseptordir. Kalsitonin hormonu, bu reg@e baglanir ve Ca
hemeostazisini gdayarak (Purdue ve ark., 2002) kemik formasyonume&tabolizmasinda
da rol almaktadir (Dacquin ve ark., 2004). Ostestkdaun uyardigi kemik rezorpsiyonunu
durdurmasi esas fonksiyonudur. Etkisini adenil&tiagi aktive ederek gerceklestirir.
Serum iyonize kalsiyum seviyesi sekresyonunu kémder. Kalsitonin hormonu insanda
tiroit bezinden, balik, kurbaga, suringen ve kuiaise ultimobrankial bezlerden
salgilanmaktadir. Kalsitonin, insanda tiroit bezifolikllleri arasindaki parafolikiller ya
da C hicreleri adi verilen hicrelerde bulunmakta®igun insan kalsitonini, 32 amino
grup asitten olusarSékil 11) ve sisteine 1. ve 7. pozisyonlarda bsudfit koprisu ile

bagli olan 3418 Da @rliginda bir peptit zinciridir.

Sekil 11. insan Kalsitonini

(eutils.wip.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi...)

Karboksil ucunda prolin yer almaktadir. Kalsitonasteoklastlarin yiizeyinde yerlesen
CALCR'yi uyararak, kemik resorbsiyonunu inhibe elteglir (Copp veark.., 1962; Copp,

1992). Bu etki, osteoklastlarin ylzeyinde yer al@n7-gegli transmembran reseptori
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olan CALCRnun aktivasyonunun bir sonucuduCALCR aktivasyonu adenilsiklazi
uyararak osteoklastik kemik resorpsiyonunda azgdmel acar (Reynolds, 1968; Kallio
ve ark., 1972, Chambers ve Moore, 1983; Feldmaarike 1980, Chambers ve Dunn.,
1983).

InsanCALCR geninin en az alti splising varyanti vardir ve laam ikisi CTR-1 ve
CTR-2 seklinde adlandirlan proteinlerdir (Gorn ve ark99%; Moore ve ark., 1995;
Sexton ve ark., 1999; Albrandt ve ark., 1995, Chenark., 1997). CTR-2" nin kemik
resorpsiyonun inhibisyonundan sorumlu oldugustchiilmektedir. Kalsitoninin kemik
resorpsiyonunu inhibe etme yetgnpostmenoposal osteoporoz (Avioli, 1998, Halkin ve
Reginster,1998; Wallach ve ark., 1977), Paget&dia (DeRose ve ark., 1974; Douglas
ve ark., 1971; Shai ve ark., 1971) ve hiperkalsgini metabolik kemik hastaliklarinda
kalsitonin kullanimini giindeme getirgtir (Auerbach ve ark.,1985).

Kemik mineral yogunlugu ile kirilma ve osteoporawidansi ile kemik kaybi orani
arasindaki iliski cgtli arastiricilar tarafindan da arastiriimistir (Moldawer ark., 1965;
Huff ve Sadler, 1997; Aloia ve ark., 1996; Luckey ark., 1996; Dennison ve ark., 1998).
Bu calismalarda ayni zamanda demografik olarak lpsganlar arasinda goézlenen
farkliliklarn karakterize etmek icin etnik paranedar de dikkate alinmistirCALCR
genindeki tek nukleotid polimorfizmi kodlama bolgete meydana geldiginden dolayi ilgi
cekmitir. LiteratUrlerde iki farkh tanim yapilrgiir. CTR-2 olarak bilinen CALCR’nin
kisa formunun 1340. nikleotid pozisyonunda meydalergtimin (T) sitozin (C) baz
degisimidir. 447. kodonun Ugilinct pozisyonundaki T&z degisimi sonucunda I6sin
yerine prolin kodlanmaktadir. CTR-2'den farkll @&y CTR-1'de 16 amino grup asitlik
araya giren dizi, ilk intraseliler domain icinder ygmistir. Calsitonin hormonu ve CTR2
etkilesiminin kemik resorbsiyonunu engellenmesinden sowotduzu disundldigu icin in
vitro calsmalarda oncelikle tercih edilgtir (Wolfe ve ark., 2003). CALCR’nin kisa formu
CTR-2'de 1340. nikleotid ve 447. kodon, uzun for@UR-1'de 1377. nukleotid ve 463.
kodona kagilik gelir.

Inceledgimiz polimorfizm kalsitonin reseptor geninin 13. zekunda yer alan
1340T—C polimorfizmidir. Bu polimorfizmin; transmembranrgteininin intraseltler
dctncu domaininde LosProlin (Leud447Pro) d8simine neden oldgu ve Leud47Pro
degisiminin kalsitonin reseptérinin sekonder yapisingideip reseptorin biyolojik
aktivitesini deistirebildigi bildirilmi stir (Taboulet ve ark., 1998).

Farkli populasyonlardakKCALCRgeni polimorfizmi ile osteoporoz arasindakskKii

calismalar Tabloda 6’da gorulmektedir.
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Tablo 6. Farkli PopulasyonlardaCALCR Geni Polimorfizmi ile Osteoporoz
Arasindaktiski Calismalar

Populasyon (n) Tli ki Kaynak

Calisma Alani, P Deseri

Postmenapozdtalyan 307 P=0,01 Masi ve ark., 1998
kadinlar

Postmenapozal Asyall 215 P=0,037 Taboulet ve ark., 1998
kadinlar

Japon kadinlar 152 P=0,024 | Nakamura M. ve ark., 2001
Postmenapozal Tayvanli 167 P<0,05 Tsai ve ark., 2003
kadinlar

Postmenapozdspanyal 177 P<0,05 Bandres ve ark., 2005
kadinlar

Postmenapozal Polonyali | 139 P<0,05 Drews ve ark., 2005
kadinlar

Koreli Menopoz sonrasi 729 fliski yok Lee ve ark., 2010
kadinlar

*n: Arastirilan hasta sayisi

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.

Caligilan OS, ESR1, CollAl ve CALGEfRnleri ve polimorfizmlerin olasi sonuglar Tablo

7'de gorulmektedir.

Tablo 7. Calsilan Genlerdeki Polimorfizmlerin Olasi Sonuclari

ik

)4

Gen Polimorfizm | Polimorfizmin Etkisi
Osteokalsin (OS) Promotor Bu kisim maksimum promotor aktivitesine sahiptir.
-298 G-T -298T allelinin OS geninin promoter aktivitesini azalt
bildirilmi stir Bu genin digik ekspresyonu, kemik organ
matriks  bilgiminde osteokalsin  dlUzeyini azajfti
bildirilmi stir (Dohi ve ark., 1998).
Ostrojen Reseptor alfa | ; Intron 1'de 397T>C polimorfizmi bdélgesi transkripsiy
(ESR1) Intron 1 faktori mybnin potansiyel tanima noktasidir. 397T3
397 T-C polimorfizminin, C alleli myb transkripsiyon faktorint
baglanmasini etkileyip transkripsiyonu azdtti ifade
edilmistir (Gennari ve ark., 2005)
Kalsitonin Reseptor Ekzon 13 Bu polimorfizmin transmembran proteininin intradeht
(CALCR) 1340 T»C | Uclncl domaininde Losi» Prolin degisimine neden
olarak kalsitonirreseptoriiniin sekonder yapisingigererek
reseptorun biyolojik aktivitesini gigstirebilir
(Bandres ve ark., 2005).
Bu tek nikleotid polimorfizmi; Spl transkripsiyo
Kollajen Tip 1 Alfal intron 1 faktorinin bglanma etkinlgini arttirarak, COL1A]
(COL1A1) 1546 G-»T | transkript diizeyini arttirir. Boylece bu polimorfizkollajer

al Grindnin kollajena2’'ye olan oranini arttirir. Artrg
kollajenal, anormal homotrimer yapida kajén olgumuni
sebep olarakkemik kompozisyonu ve mekanik gic

olumsuz etkiler (Mann ve ark., 2001).

C
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2.10. OSTEOPOROZDA TEDAVI

Osteoporoz tedavisinde amag; kemik kitlesinin korasi ile kaybin yerine
konmasi, olgabilecek kiriklarin dnlenmesigall osteoporotik kiriklarda tedavi ileza ve
rahatsizlgin azaltilmasi, hastanin gmm kalitesinin dizeltiimesi ve mortalite ile
morbiditenin azaltilmasidir (Arasil ve ark., 200X)steoporozun tedavisinde cerrahi

girisime nadiren bgvurulmakta ve kisa sureli immobilizasyon gorulmekte



3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA GRUBU VE BYOLOJIK ORNEKLER IN ELDESI

Bu calsmaya 2005-2010 yillari arasinda OMU Tip FakiilteigikBel Tip ve
Rehabilitasyon Servisi ve polikligine bagvuran, kemik ve kalsiyum metabolizmasini
etkileyen hasta@i olmayan ve daha dnce osteoporoz tedavisine yonat kullanmayan
266 menopoz sonrasi kadin dahil edildi. KMYgeene gore T skoru -2,5’in altinda olan
158 kadin hasta osteoporoz grubu olarak alinirkémyY degeri -1'in Gzerinde olan 108
kadin kontrol grubu olarak alindi.

Katilimcilarin KMY 0&lciimi, DEXA (Dual Enerji X-RayAbsorbsiyometri)
yontemi ile (Norland Excell, USA) lumbar, vertehrahterior-posterior ve sol kalgcadan
Olculerek yapildi.

Tam olgularin; DEXA sonuglari, meslekleri ve sgan tarzlari bakimindan
ayrintili anamnezleri alindi. Bilgilendirilmionam formu imzalatildi. Cama grubunu
olusturan 158 kadin hastanin gjar1 47-87 ya aralginda degisiklik gosterdi. Hasta
grubunun yaortalamasi 63,65+8,615 (SD) olarak saptandi. Kbmgrubunu olgturan 108
kadinin yalari 41-77 ya aralginda dgisiklik gosterdi ve ya ortalamasi ise 58,81+7,974
(SD) olarak saptandi.

Calismanin etik yonden uygulanabilir olguna, 04.05.2007 tarihli OMU etik

kurulu karariyla onay verildi.

3.2. KULLANILAN K IMYASAL GERECLER

Bu calsmada kullanilan kimyasal maddeler ve temin edihikfirmalar gagida
verilmistir:
Sukroz (Merck)
Tris (Merck)
Magnezyum Klorur (MgGlL6H,O) (Merck)
Triton X—100 (Sigma)
HCI (Merck)
EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Merck)
Sodyum klorid (NaCl) (Merck)

Proteinaz K (Sigma)

© 0 N o g B~ wDbdPRE

Sodyum dedosil sulfat (SDS) (Fermentas)



10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

3.3. KULLANILAN C iHAZLAR VE TEKN IK MALZEMELER

Bu calsmada kullanilan cihazlar ile teknik malzemelerirstdsi aagida
sunulmytur. Bu cihaz ve teknik malzemeler, Ondokuz Maymsversitesi Tip Fakultesi
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molektler Genetik Labatuvarina aittir.

1.
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Saf etanol (Riedel-de Haen)

Borik asit (Sigma)

Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck)
Etidyum bromid (EtBr) (Sigma)
6xyukleme boyasi (@oading dye) (sigma)
Deoksinukleosit trifosfat seti (Fermentas)
Primerler (Metabion, Bio basic, TIB Molbiol)
Taq DNA Polimeraz enzimi (Fermentas)
Restriksiyon enzimi (BioLabs, Takara)
Molekuler belirte¢ (marker) (Fermentas)
Agaroz (Prona)

Nu micropor agaroz (Prona)

Otoklav (Nuve)

Bidistile su cihazi (Nive)

Sasutmali santriftj (NUve)

Hassas terazi (Mettler AJ 100)

Isitici (Hotplate)

Vorteks (Nive NM 110)

pH metre (Hanna)

Etiv (Dedeglu)

Su banyosu (Nive)

Mikrosantrifiij (Hettich)

Otomatik pipetler (Ependorf, Socorex, Rainin)
Is1 donigtarict (Thermal cycler) (Biolab)
Yatay elektroforez tanki ve gu¢ kayndScie-Plas)
UV spektrofotometrede (Vilber Lourmat)

UV transillumunator (Viber Laurmat)
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16. UV gorintl analiz sistemi (Biolab)
17. Buzdolabi (Arcelik)

18. Derin dondurucu (Ariston)

3.4. UYGULANAN YONTEMLER

Onay formu imzalatilan hasta ve kontrollerden BgEDTA’lI kan 6rnegi alindi.
Alinan kan orneklerinden standart salting-outgiyo tuz konsantrasyonu ile ¢oktlirme)
yontemi ile DNA saflatirildi (Miller ve ark., 1988). Bunu takibe®S geninde nukleotid
degisimleri Chen ve ark.’larinin (Chen ve ark., 200ERS1, CollAl ve CALCR
genlerindeki ntkleotid dgsimleri de Bandres ve ark.’larinin tanimlgnoldugu (Bandres
ve ark., 2005) PCR-RFLP yontemleri modifiye edileyapildi.

3.4.1. Kullanilan Solusyonlar ve Bunlarin Hazllanmasi

Lizis Tamponu: 110 gr sukroz, 20 ml 500mM Tris pH:7.5, 0.81 gr®ig6H,O ve 10 ml
Triton X—100 alinip kastirilir ve bidistile su ile 1000 ml'ye tamamlanisiticida iyice

karistirihr. Soliisyon hazirlandiktan sonra, otoklaviare +4C’de saklanir.

TEN Tamponu: 1 ml 500mM Tris pH:8, 1ml 100mM EDTA ve 1.17 gr Glaalinip
karstirithr ve bidistile su ile 50 ml'ye tamamlanir. IBeyon hazirlandiktan sonra,

otoklavlanir ve +2C’de saklanir.

Proteinaz K Soltsyonu:10 ml 500mM Tris pH:8.0 solusyonu igine 0.1 ml &\ CaCb
katilir ve 100 mg proteinaz K solisyonuna ekleBu sekilde 10 mg/ml proteinaz K

soliisyonu hazirlanmplur ve -26C’de saklanir.
%10 SDS:10 gr SDS alinir ve 100 ml bidistile su iginde giéz. Oda isisinda saklanir.

Doymus NaCl Solisyonu (6M): (Doymu tuz ¢ozeltisi) 7 gr NACI bidistile su ile 20

ml'ye tamamlanirlyice karstirilir. Oda 1sisinda saklanir.

TE Solisyonu:1 ml 500mM Tris pH:7.5, 0.5 ml 200mM EDTA alinidistile su ile 50

ml’ye tamamlanir. +2C'de saklanir.
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5xTBE: 54 gr Tris, 27.5 gr Borik asit ve 20 ml EDTA 0.50#:8.0 kastirilip bidistile su

ile 1000 ml'ye tamamlanir. Oda isisinda saklanir.

1xTBE: 100 ml XTBE solusyonu uzerine 400 ml bidistile su ekler@dda isisinda

saklanir.

Ethidium bromid soltisyonu (10 mg/ml): 1 gr ethidium bromid, 10 ml distile su icinde
cozunur. ¢$iIk almayan birsise icinde +4C'de saklanir. Stok solisyondan, gala

soltsyonu 0.5 mg/ml olacakkilde hazirlanir.

EDTA 0.5M pH 8.0: 18.6 gr disodyum EDTA, 80 ml bidistile su icindéz{nur.
Soliisyona 2 gr NaOH tableti atilarak eritilir. pFD'@& ulginca bidistile su ile 100 ml'ye

tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve %2de saklanir.

Tris 500mM pH 7.5: 6.1 gr Tris Uzerine 95 ml bidistile su eklenipcryicalkalandiktan
sonra, yaklgtk 3.25 ml konsantre HCI ilave edilip pH 7.5’a gleca, bidistile su ile 100

ml’'ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve °@2tde saklanir.

Tris 500mM pH 8.0: 6.1 gr Tris Uzerine 95 ml bidistile su eklenipcryicalkalandiktan
sonra, yaklgitk 0.42 ml konsantre HCI ilave edilip, pH 8.0’a yleca, bidistile su ile 100

ml’'ye tamamlanir. Otoklavda steril edilir ve °@2tde saklanir.

EDTA 100mM: 3.72 gr EDTA alinir ve bidistile su ile 200 ml'yamamlanir. Otoklavda

steril edilir ve +4C’de saklanir.
CaCl;100mM: 1.47 gr CaGlalinir ve bidistile su ile 200 ml'ye tamamlanir.

%70 Etil alkol: 70 ml %9699.5 etil alkol alinir ve tGzerine 30 ml lsille su eklenir ve -
20°C’de saklanir.
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3.4.2. DNAizolasyonu

Calisma grubunun kan drnekleri, EDTA iceren vakumlu éii@] 5’er ml olarak
alindi. Kandan DNA izolasyonu “Salting out” n tuz konsantrasyonunda ¢oktirme)

yontemi kullanilarak yapildi (Miller ve ark., 1988

I. Gun:

=

EDTA'lI tipteki 5 ml tim kan 50 ml’lik polipropilemntpe alindi.

2. Kan ornginin Uzerine, U¢ kati hacimde (15 ml) lizis tampdkenuldu. Kapal
kapatilip tip birkac kez ters yiz edildi.
2200 rpm’de 4°C’de 15 dakika santrifij yapildi. ekt stipernatant atildi.

4. Lizis tamponu ile yikamasliemi iki kez daha yapilip ayni devirde ve sicaldikt
santrifij edildi.

5. Ustteki siipernatant atildi. Dipte kalan ¢okeltirirze 3 ml TEN tamponu konuldu

ve kisa sire vortekslendi. Daha sonra 200 pl %&EDS ve 50 ul Proteinaz K

ilave edildi.

6. Bir gece (yaklak 16 saat) 37°C lik etivde hafif calkalamayla ib&iedildi.

Il. Gun:

1. Ertesi sabah orneklerin tzerine 1 ml 6M’lik NaClisyonu konuldu ve kisa bir
sure vortekslendi.
3300 rpm’de 20 dakika oda isinda santrifdj yapildi.

3. Ustteki stipernatant 15 ml'lik santrifiij tipine alirve tekrar 3300 rpm’de oda
Isisinda 30 dakika santriftij edildi.

4. Supernatant &a bir 15 ml'lik santrifij tGpine alindi (dipteki 6keltinin
supernatanta kgmamasina dikkat edildi). Cokelti atild1.

5. Supernatantin Uzerine iki kati hacimde absollu &bl ilave edildi. Tup gz
kapatilarak hafikekilde alt tst edilerek DNA ¢okturaldu.

6. Pipet ucu ile DNA 15 ml'lik santrifilj tipinden atinve icinde 1 ml % 70’lik etil

alkol bulunan Eppendorf tipine konuldu.
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7. Ependorf Tip, 14000 rpm’de 10 dakika oda isisinalatrgt) yapildiktan sonra
ustteki alkol su trombu ile ¢ekilerek atildi. Dipgéktirtulen DNA, tupun g1 acik
birakilarak, 37°C’lik etiivde 1 saat kadar bekletild

8. DNA 6rnegi tUzerine 150 pl TE tamponu katildi ve tlip@ziakapatilarak 37°C’lik
etiivde hafif calkalanarak birkag saat coziinmeyakid.

9. DNA oOrnekleri ¢ozlindikten sonra stok DNA 6rnekk2@°C’de saklandi.

3.4.3. DNA Miktarinin Tayini

Ependorf tlp icine 990 ul steril su koyuldu tzergtek DNA'dan 10 pl eklendi.
Iyice vortekslendi ve quartz tiipe aktariip UV spekitometrede 260 nm dalga boyunda
okundu. 260 nm dalga boyunda okunargete(ODwo ) TE solusyonu igindeki DNA
miktarini gostermektedir.

DNA konsantrasyonu = Ol x Sulandirma Katsayisi (100) x 50 pg/ml (cift zitic

DNA’lar icin standart) formla ile hesaplandi.

Calsilan OS, ESR1, Col1Ale CALCRgenlerinin 6zellikleri Tablo 8'de gorilmektedir.
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Tablo 8. Calsilan Genlerin Ozellikleri

GAGGAGT -3’

GEN (0S) (ESR1) (COL1A1) (CALCR)
OMIM No. 112260 133430 120150 114131
Gen ID No. 632 2099 1277 799
Kromozomal 1925-31 6025.1 17921.33 7921.3
lokalizasyon
Genin uzunlugu (1675 bg. 295721 bg. 1758¢. 149952 bg.
MRNA uzunlugu{498 bg. 6456 bg. 5921 beg. 3588 bg.
Aminoasit sayisil100 aa. 595 aa. 1464aa. 490 aa.
Ekzon, intron |4 ekzon 8 ekzon 51 ekzon 14 ekzon
sayisi 3 intron 7 intron 50 intron 13 intron
Polimorfizm -298 C-T 397T—-C 2046 G-T 1340T-C
Polimorfizm yeri| Promotor Intron 1 Intron 1 Ekzon 13
SNP No. rs1800247 rs 2234693 rs1800012 rs 1801197
PCR+RFLP
kesim urtnleri 232 bp 204 bp
253 bp 1361 by < 927 bp 2 by 443bp <y
21 b 43 by | 286 149p
T 1B
Kullanilan
Restriksiyon HindllI Pvull Mscl/Ball Alul
Enzimi
Kullanilan (F)5’'CCGCAGCTC(F)5’CTGCCACCCTAT|(F)5’'CTGGACTATTTGC|(F)5AGGTCCAAACC]
Primerler CAACCACAATAA |[CTGTATCTTT'-3, GGACTTTTTGG3’ IACCGTGAAGS,
GCT-3', (R)5’ACCCTGGCGTCHR)5'GTCCAGCCCTCAT(R)5'GCAGTGGGAG
(R)5’'CAATAGGGC |ATTATCTGA -3’ CCTGGCC3’ ACTCCATTCC-3
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3.4.4. 0OSGeninin PCR-RFLP Yontemleri ile Genotiplenmesi

OS geni promotor bolgesi -298'deki C>T polimorfizmis(1800247), Chen ve
arkadalarinin PCR-RFLP yontemi biraz modifiye edilerekbfidizasyon sicak@ 1°C
arttinllarak) cakildi (Chen ve ark., 2001). Osteokalsin geninin npotor iginde yer alan ve
C-T desisimini iceren 253 b¢'lik segment, PCR ileggdtildi .

PCR-RFLP yontemleri ile ¢allan OS geni dizileri Tablo 9'da gosterilmektedir.
Bu primerlerin, 1675 nukleotidden ghn ve dort ekzon icere®S geninde promotor

Uzerindeki bglanma bolgeler§ekil 12'de belirtilmitir.

Tablo 9: OSgeni genotiplemesinde kullanilan primerler

PRIMERLER

PCR-RFLP (F)* 5'- CCGCAGCTCCCAACCACAATAAGCT -3
(R)* 5'- CAATAGGGCGAGGAGT -3

*F: forward primer, R: reverse primer
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121
1581
241

jol1
36l
421
481

541

601

661
721
781

841

901
961
1021

1081

1141
1201
1261

1321
1351

1441
1501
1561
1621

acguygctoa
ctattttagy
ceacctgagy
CcoCctgagagy
tocatcacto

gogtTtgges
geccogooey
atasacagty
agccaccgay

Cgoaccgory

gergagagya

goagtoLaac

gagagyadgy
tgagetogogy

coagcanagy

ctggrescte
agocrgotes
cacag
cotot
gtateaatgy

cggtotgtogg
agoctgecet

goacggggogc

cotggagooo
catocggotot

o (e {eded e Ie fulule
goocthgooo

aastasacto
gaguyaggty

Cagtayansat
tototgatco
ctgggggtot
AgUyUCCaga
Coagyygooo

tacgyagcty
Ccaccatggto
crggaggcty
acaco
atgag
goocagycag
g
gyaaycacca

CcaccLLgLoy
AAQAYCARYC
COaACEagys

Lgoag

gtatg
agteteatte
coaccLgato

HJrLOLocaags
CLogy
grgag
[ (e oTe fad el luti]
gtgagoace
tatgecacs

AgUagooagy
caggaggoct

goaaccocoag
tgacctoocoa
cagaagagga
toaggaggat

Cceacaggctgt
coggttooto
ctgaggaagsa
ggcagtgota
ctggoocage

gugogyatga
aggoatgoos
gogdggcagy

ajoocctocaca
3!

cgagrygcoce

cggocoasct

caggctcaat
Lyoccgagac
cEEELtLect

aggatggace
[ttt AT

ctocccaaaco

aggagygocay

AfaAAAgoea

goaguyagty
ctggageoes

acgtegggty

tgtgtgagot
atcggogott

ttotgotoot
gooctatgga
atctgbgogo
CICICICrort Crsucror
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gagacagotyg
tthagacctt
gtgagttggea
agagocggyc
agoocgoagot

5!’

CCCCCRRAata
CLOCCLOARLoY
CCAagetygagt

ctoctogecoeo

gagccoagyct
cotagagoto
gotgaggogt
agtotgatty
coCcaaccaca

forward primer

goCCTogeagy
CLOygCacay
Ccotgagoags

tattggcooo

reverse primer 5¢

cacctoocot
CLootoacoo

coatttgooo

goagdggang

tLoeag
groc

tgatgggrte
geoACcLEsT
CAJAJCCACE

cgagyLagty

gagotgggens
goototetyg
atgtgtaggyg
teteaga

caggoogoat
ctrtggetgy

cagototgos
gaggatgagy

gaagcooags
ctggaccote
gretggecat
tgatgoctge
AQgagacooa
aaggocotgoe

grrgtggtgy
agaggaggga

ctgottgaac
agocaghgot
ctgyggotgt
tggotoacce
atatcctﬂtg

37 (Polimorfik

Balge)
attocococta
CcoocagagIgt
agoccagogo

goocgcactt

tgoagtgggy
CRYLECELEL

CLogoagagy
gooctgggge

gorgoagagr
ccorLctcaccoc

cAafgasggee
coEtotgete

ggogotacot
crLotocggoa

gogracaggco
CHygoatLtL

Ekzon 1

Ekrom 2

Ekeom 3

oo
caatcoggac
ctacgyooog

ctocaggoac
tgtgyggtos
ctogtgagtot
agyttttaco

coagtoooot
tgtgacgagt
gtotag
gt
Cottotttoo
coatcatooo
gtocagttta
tLottoagtt

acooggatos
TOyotgasca

togototgot
totctoooott
agotgotooo
toyagt ot o
ctaga

Ekzon 4

Sekil 12: OSgeni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bdlgeyggltimada kullangimiz

primerlerin gen Uzerindeki forward ve reversglaama bdlgeleri ile polimorfik bélgesi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589800/Pfro1 56211951 &t0=156213112&rep
ort=genbank

Oncelikle 158 hasta ve 108 kontrole

PCR yontemgulandi. Yapilan

optimizasyon cagjmalari sonucunda 2%l'lik reaksiyon kargimi icindeki girdilerin

miktarlari Tablo 10’de gosterilgi gibi belirlendi.

Tablo 10: OSgeni PCR'1 i¢in her bir 6rnek kana olgturulan reaksiyon kagimi
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PCR bileseni (stok) 25 pl kari simdaki Final
miktar konsantrasyon
10xTaqg DNA polimeraz tamponu 245 1xTampon
MgCl, (25 mM) 2ul 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0,5 200uM
Primer forward (100 pmolil) 0,10ul 10 pmol
Primer reverse (100 pmall) 0,10ul 10 pmol
Genomik DNA (200 ng/ @) 2ul 200 ng
Taq DNA polimeraz (1u/ @) 2ul lu
Steril bidistile su 15,8l -
Toplam 25ul

Reaksiyon kagimlari ve elde edilen DNA’lar, PCR tiuplerine kondark sonra,
termal cycler cihazina yesdgrildi. En uygun PCR amplifikasyon kallari, optimizasyon
calismalari sonucunda belirlendi. Amplifikasyonsktiari; 94°C’de 8 dk ilk denaturasyon,
35 dongulik: 92C'de 30 sn denaturasyon, €4de 30 sn hibridizasyon, 7@'de 1 dk
uzama ve son olarak %2de 10 dk son uzamgeklinde gerceklgirildi. Enzim hot start
olarak uygulandiOS genine ait olan PCR drtnleri etidium bromid boyanmg %2’lik
agaroz jelde yuratilerek 253 b¢ buyUklindeki Grin bandi gézlendi. Amplifikasyondan
sonra OS genine ait PCR drdnlerinin her biri Tablo 11'dalitidéen RFLP reaksiyon
karisimi olusturulup tanima bdlgesi 5'... BAGCTT...3' ve 3'... TTCGAA...5" seklinde

olanHind 11l kesim enzimi ile 37C’de 16 saat kesime birakildi.

Tablo 11: OSgeni RFLP icin her bir 6rnek b@a olgturulan reaksiyon kagimi

RFLP bileseni (stok) 15 pl karisimdaki Final

miktar konsantrasyon
10xR Buffer 1,54 1x R Buffer
PCR Urinu 1Qu -
Hindlll kesim enzimi (10 wd) 0,4l 4u
Steril bidistile su 3,1l -
Toplam 15ul

RFLP kesim drunleri, etidium bromid ile boyanm%?2.5'luk agaroz jelde

yuruterek gortntilendi. Kesim sonucundasaluparcalagu sekilde yorumlandi:
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Gozlenen fragment boylari

CC (yabanil) homozigot 232 bg, 21 bg
CT heterozigot 253 bg, 232 bg, 21 beg
TT (varyant) homozigot 253 be

3.4.5. ESR1Geninin PCR-RFLP Yontemi ile Genotiplenmesi

Ostrojen Reseptor alfageninin intron 1’deki 397T>C polimorfik bolgesi
(rs2234693), Bandres ve ark.larinin PCR-RFLP yamtenodifiye edilerek (denaturasyon
siuresi 30sn arttirildi, hibridizasyon derecesi ¥&Guresi 30sn arttirildi, uzama stresi 75sn
arttirlldi, son uzama 10dk’ya cikarildi ve 35 donygulandi) tanimlandi (Bandres ve ark,
2005).ESR1geninin intron 1'deki T>C transisyonunu iceren 13&’lik segment, PCR ile
cogaltildi. ESR1geni PCR-RFLP yontemleri icin kullanilan primentedizileri Tablo
12'de gdsterilmektedir. Bu primerlerin, 297588 rédidden olgan ve sekiz ekzon iceren

ESRI1geninde intron 1 Gzerindeki glanma bdlgelerSekil 13'de gdosterilmitir.

Tablo 12 ESR1geni genotiplemesinde kullanilan primerler

PRIMERLER

PCR-RFLP (F)*5-CTG CCACCCTATCTGTATCTTT -3
(R)*5'- ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA -3

*F: forward primer, R: reverse primer



354061
35521
35581

35641

35701

35761
35821
35881
359491
36001
36061
g1zl
36181
Iee4l
36301
36361
36421
36481
3654l
36601

Je661
36721
6781
3eB4a1l
36501
36961
37021

37oa1
37141
37201
37261
37321
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tacctcottc Cticcagtct tottcaaghbt gtottcatty aggocasatttc ttttacctgt
grrotbAaats CCAACLOCLE CAGLLLCOLT Ctbggetttia LLOoLCLTALE LLCCEOTLLY
Egottbtcass CATLOOSLDLE ctoctggece atgocottica ghotacacga Focctictca

. agtctctica ttcraamssas CLCACCLLOD COUULCLLUAC Attootca OC

5

toccacceta
foxward

toctotatctt ttcoctattot cotcoccaagtt ctocasaggas tgoottcococt cattttcatco

Prdmes

LoCcttacatt
gotaagagtoc
ctotgecoca
CacttocLta
ctgtgttect
ctoocttact
grgttectet
gocagtotgga
gtgattotoc
AgcLaattLt
goctoARAsT
caggcatgaa
AgaacAyTat
goeatgacgt
ctocatctgag

tHRgtytyT
tncntgcnaa
g:uacatatc
ctocaaggtta
gattagctta
ctcccag&qa
cagqccaaat

casgggaagt
ctatgcttica
gagaagtatt
atcoctaagag
tqaatcccta

3'

CCALCTYoLY
tgctttgtea
LLtgccattc
ttrtottggt
CcLToctottoo
tLtoCEgyttt
gatcgLetot
gttgtocatga

aETLTTgOCT
gotctgaatt
Ctgatcatcc
tttocctagaa
tAcACLEELL
tectagaatt
gtttoctacac
tcaatcatag

LOtgCcotgLa
cacttaacca
toctococataaa
Cotococttact
tttagetete
CtotTactgt
CLELLLERELD
cotactgoag

CcacCLCAgoe Ltacaagtay cLaggactac

LtLaAgaads
acagogetta
ccaccatgot
CtTcaaacta
aEEaatLtge
Ltoccaaatgo

cragegtt gy
aacattaago
ctggrgoagy
atataataggy
cattatgattc
gtgoatghtt
toagataateo
3¢

atgyctat gy
goctadcate
caaggtaata
coanagogac
ghaggtooac

ETerse primer

ALCLLCLCALAG
aataAaLtoCe
cagtcLctac
cattactccaa
attgttettt
cooago 1

gatgageatt
ctattagaas
tagtatgttt
caacacctttc
cattatttca
tgottttota
gacgooaggy

aatctogccas
atgoagtote
gtgtgttgaa
tgaAggasgga
LRFLaRLCLLE

5

agatggagtc
ctgorotgoe
atgtroctan
grtatasaasas
ttttgacacsa
ctatgotttg

(Polimoefik Bolge)

[o = | A A A-T-0
cocagotaact
ttamnncang
tgotgoaaca
aaatgtecagy
atgttaatgg
toggocagagaa

gEagact coc
gtectgtgag
aacga:ttct
agacatagaa
gEtagaasca

CoCtyUCtaag
gretotgett
CCCELLCtAaCTE
gttoattote
cactttcocLta
tcattttcag
tgogttocte
cct:gacatc
agtcacacat
LLoCLAaTtALL
CtLocCaaadrt
agaggagttt
Cctgatatcoa
tgttetgtgt
LCLCLgLELe

guttotyaas
teatttbghe
tttgoaatam
gacggcaaga
ataaagtgga
atttactgtt
agattggcoa

tactgtgcag
gootgcangg
atttttgatc
tocagocattt
LggagRagay

gaesctcott
tgLtggactt
tasagcattt
ABgcttccttt
BAQCACTTLLA
tcCoctotot
tgattttoac
ctaggotoas
caccattcto
grgcaggety
gobggoatte
tgaatattga
gggttatgty
tgtoccatcag
ccagagacce

taattgtata
atttttatag
acaatttoce
gotaatgaas
tetgotgoat
tttttooooo
gtaccaatga

tgtgcaatyga
cottottoan
ctatgagcag
gtacaanaca
acaggatcto

Ekoon 2

661
P21
781

841
901
961
1021
1081
1141

1201
1261

goAagUeCaas

gagaggaggy
tgagetgggy

CEANE ARG

ctggroccne
agooctgotos
cacag
cotot
gtatcaatgy

Logtetatyy
agectgocct
goacggggoc

cARcctLgLtyg
BAMAYC AEE
COaacsagos

cgeag
gtatg

agtotoatte

CCACCLgats

grgtocaago
cLogggy
gtgag
goggagotgea
ggtgggcace
tgatgocaco

cagygoteaat
LyCoCgagas
[ AeTale) A o AT

aggarggacs
CoCcACLECE
ctoccaaacs

aggagggcad

AGAAAAGTLEEA
geAgUgRTY
ctggagecoo
acgtogaoto

c:antngnct

geagyyyany

crooag
Lo

tgatgggtte
geocacctoot
cagagooace

cgagygragtyg

gagoctogggos
gecrototog
atgrgtagog
totocaga

cagototgoo
gagoatgagg

gaagoccags
ctggaccote
gtotggooat
tgatgoctgoe
aagagaccca
aaggcoctgo

gtrgrggtgd
agaggaggga

ctbgeagagy
gccctgggga

gorgcagagr
ccotctcacc

caggaagEes
cocoLotgote

ggogotacet
CLotCCHOga

gogtacagys
tgogoatttt

Ekzomz

Eheom 3

Sekil 13: ESR1geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bélgeygattmada kullandimiz

primerlerin  gen Uzerindeki  BEnma ile

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/224589818/ el 52011631&t0=152424409&rep
ort=genbank)

bdlgeleri polimorfik  bolgesi
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Yapilan optimizasyon ¢agimalari sonucunda 29’lik reaksiyon kargimi icindeki

girdilerin miktarlari Tablo 13'de gosterilgligibi belirlendi.

Tablo 13: ESR1geni PCR’1 i¢in her bir 6rnek bena olwturulan reaksiyon kagimi

PCR bileseni (stok) 25 pl kari simdaki Final
miktar konsantrasyon
10xTaq DNA polimeraz tamponu 245 1xTampon
MgCl, (25 mM) 2ul 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0,5 200uM
Primer forward (100 pmolil) 0,2ul 20 pmol
Primer reverse (100 pmall) 0,2ul 20 pmol
Genomik DNA (200 ng/ @) 2ul 200 ng
Taq DNA polimeraz (.51u/|R) 2ul 15u
Steril bidistile su 15,@l -
Toplam 25ul

Reaksiyon kasimi ve elde edilen DNA'lar PCR tiuplerine konduktaonra
thermal cycler cihazina yesl&ildi. En uygun PCR amplifikasyon kallari, optimizasyon
calsmalari sonucunda belirlendi. Amplifikasyon skilari; 94°C’de 10 dk ilk
denaturasyon, 35 dongulik: ®@de 1 dk denaturasyon, %&de 1 dk hibridizasyon,
72C'de 1.5 dk uzama ve son olarak°C2le 10 dk son uzamgeklinde gerceklgirildi.
Enzim On denaturasyoryamasindan (hot start) sonra eklerifiR1genine ait olan PCR
ardnleri etidium bromid ile boyanmi %2’lik agaroz jelde ydritlilerek 1361 bg

Amplifikasyondan sonr&SR1e ait PCR Urdnlerinin her biri Tablo 14’da belietn
RFLP reaksiyon kagimi oluturulup tanima bélgesi 5... CAETG...3" ve 3.
GTCt GAC...5 seklinde olarPvu Il kesim enzimi ile 37'de 16 saat kesime birakildi.

Tablo 14: ESR1geni RFLP i¢in her bir 6rnek b@a olgturulan reaksiyon kagimi

RFLP bileseni (stok) 15 pl kar simdaki Final
miktar konsantrasyon
10xG Buffer 1,54 1x G Buffer

PCR drunu 1Qul -
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Pvu Il kesim enzimi (10 wd) 0,4l 4u
Steril bidistile su 3,1l -
Toplam 15ul

RFLP kesim drunleri, etidium bromid ile boyann®2’lik nu mikropor jelde

yuruterek gortntilendi. Kesim sonucundasaluparcalagu sekilde yorumlandi:

Gozlenen fragment boylari

TT (yabanil) homozigot 927 bg, 434 bg
TC heterozigot 1361 bg, 927 bg, 434 bg
CC (varyant) homozigot 1361 bg

3.4.6. CollA1Geninin PCR RFLP Ydntemi ile Genotiplenmesi

Col1Al geninin intron 1'deki 2046 G->T polimorfik boélgesi ( rs1800012),
Todhunter ve ark.’larinin uygula@li PCR-RFLP yontemi biraz modifiye dilerek (35
donguye cikarilarak) tanimlandi (Todhunter ve a2ZkQ5).Col1Al geninin intron ldeki
G—T transisyonunu iceren 255 bg¢’lik segment, ilk alarMcKenna ve ark.larinin
yontemi d@rultusundaki primerler kullanilarak PCR gadtilmaya cakildi. Fakat, PCR
arint elde edilemedi (McKenna ve ark., 2004). Dabara, Todhunter ve ark.’larinin
kullandig primerlerle ¢akildi ve PCR Urand elde edildi.

Col1Algeni PCR-RFLP yontemleri icin kullanilan primentedizileri Tablo 15'de
gosterilmektedir. Bu primerlerin, 17537 nukleotiddelusan ve 52 ekzon icere@ol1Al

geninde intron 1 Uzerindeki glanma bolgelerekil 14’de belirtilmitir.

Tablo 15: Col1Algeni genotiplemesinde kullanilan primerler.

PRIMERLER

PCR-RFLP (F)*5'-CTG GAC TATTTG CGG ACT TTT TGG-3
(R)*5-GTC CAG CCCTCATCCTGG CC*-3

*F: forward primer, R: reverse primer
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T21
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841
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1021 ggactattity cyggacCtiiC gogLtCcCtigy CcCeaaagLge cotggaggoe ctggoctggot

1081 trgggooact googgacggos cogagagogy gottitaage tgtotagyog ctgyaggroa

crLagacacyt
cLgacgcac
actottggga
cttaaaacga
ttoctoggog
CoOCgyyRgs
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QUACOACLCA
QUTOctoogs
gogoggacto
ctEccgUtes
gtogocggacce
ttasagaggt
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gUAEcCLeCgy CLoctgetos tottagegos caccgooche

gocaagaiga aggccaagtc gadgdgocand acgaadacad rLaagrocoasa

gtgcaaggatactotatatc gogoocttgog ctiggtocoy gogoccgogd

gacgtoggato
coctgagaca
gUHRgyLIay
googaagto
CoagcagaggT
Caaggaasga
agoogogoad
ggocgguggcgy
aacgottact
coacctotag
agtogygooy

gtygcoghot

3!

atcocgyagac
guagggaget
gutggagcye

gJUetCLgygT

atttgaagoo
ttgooototn
JULotOcgoe
gugrectbgeg
gogggcaggag
atctoggaaag
gryagutogy

FUYFagCCyT

togggaatogy
cacoobgggy
gUCgLUagtt
gUagagtgay
caayatgtag
tycggoctay
gogtgogoad
coeocotgoty
cocggagcgag
taaagocacg
coccgooocog

tAgCYCEgtY

anggogagaty
cuagattagy
gutgoasgay
JRESJUECHT
angoaatcagy
AgLyLLgoLy
grogagoarg

AncgatgeLy

atgagggooo
grtgaacgog
agaatccoys
CORATaTOyY
gReFyCCygLy
[ [ ledul s s [ [}
AQeARCTLLY

agoaccgege

aagaccocgggttattgotag

gatgoogacagy
gooocoattge

guagtygtta

cocaagootoc
ttagogttgoe
gotaacttcot

5 forvard

Ekzon 1
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1381

1441
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1561

1621

1881

1741
jR:Inhi

1861

1921

1981

goggtgtotooc

Cgotococoatt

primer
tyaggyotyy
accoccccacyg
ctoaccoctgt
aagocacoge
coctggocadgg
atttgaggas
a0 CC U
cgootgbooe

acgtgtggas

atgacgrgatc
goctgtccegt
ctgggogoctg

tggaggooto

taattttgag

Cctooctagooo

5
acoctocoTto

agoctgooct

gtacatttca

cCgocccoocgoo

cotooctooot

coocgatgogo
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agtcttoggog

ACCcCocoacctg

CgoooTocto

cooctoco LAt

gygoctooch

CoCagggast
(Polimorfilc

ctgtototac

Lotccocccocg

toccaatcago

4§kuuuuuga
hiilge)
3' Ieverse

Cacgraayss

cCoCtocCocoCcot

gtttttattbeactiggot toAagogooas Loggotgady tLguadttoy

ggactasage tttgttbtasa ttoctgagas ctggasagag

cgocctoggog
agaagaacog
apagItygtt
agtoccacca
ACCCgRyCoT
crgrgacgag
ctgocceccgac
ggocctogog

tgoogacgog

ctgtcaccog
u o fu w f=Tm o [ o ]
SIS [guge s [= [~ [+
atcacctgog

tgoogyatot

accaagaact
gogctocaggtg
ctoggoctggy

agoagoatta

cgotgatgag
gggasagtgas
ttgoagtocac
LECagaaCy

gogtotgoga
gococococggoge
cggctgcgot
goggtoggtogg

goagacctog

gagcaggega
aaatcocaagt
tactgacaac
cotoaggtac

CRECOYCasy

coaagtoocs
coggggoctod
cogoctogotgo

gotoctaacgo

Ltacagocte
gottttaagg
gtgoototta
goooototto
catgaccgagy
gtyttgtgog
gadgogcgagt
gooctodgoc

cootocgtgo

gogtototio

Ekzon 2

Sekil 14: CollAl geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bdlgeyigaltmada
kullandgimiz primerlerin gen Uzerindeki @lanma bdolgeleri ile  polimorfik bdlgesi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589808/Piro48261457&t0=48279000&stran

d=true&report=genbank

Yapilan optimizasyon c¢aimalari sonucunda 2%u’lik reaksiyon kargimi icindeki
girdilerin miktarlari Tablo 16'de g0sterilgiigibi belirlendi.

Tablo 16: Col1Algeni PCR'1 icin her bir 6rnek bena olwturulan reaksiyon kagimi

PCR bileseni (stok) 25 pl kari simdaki Final
miktar konsantrasyon
10xTaqg DNA polimeraz tamponu 245 1xTampon
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MgCl, (25 mM) 2ul 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0,5 200uM
Primer forward (100 pmolil) 0,15yl 20 pmol
Primer reverse (100 pmall) 0,15l 20 pmol
Genomik DNA (200 ng/ @) 2u 200 ng
Taq DNA polimeraz (1.25u/2) 2u 1.25u
Steril bidistile su 15,al -
Toplam 25ul

Reaksiyon kasimi ve elde edilen DNA’lar PCR tiuplerine konduktaonra
thermal cycler cihazina yeskildi. En uygun PCR amplifikasyon kallari, optimizasyon
calismalari sonucunda belirlendi. Amplifikasyonsktiari; 94°C’de 5 dk ilk denaturasyon,
35 donguluk: 92C’de 1 dk denaturasyon, & de 1 dk hibridizasyon, ?2'de 1 dk uzama
ve son olarak 7Z’de 7 dk son uzamgeklinde gerceklgirildi. Enzim 6n denaturasyon
asamasindan (hot start) sonra eklendi. CollAl gerditeolan PCR Urinleri etidium
bromid ile boyannmy %2’lUk agaroz jelde ydritilerek 255 bg¢ buly@dadeki Grin
gozlendi. Cgalmayan 6rnekler tekrar ¢caldi. Amplifikasyondan sonr&ol1Algenine ait
PCR drunlerinin her biri Tablo 17’de belirtilen RPLreaksiyon kagimi olusturulup
tanima bolgesi 5'... TGECCA...3' ve 3'... ACQ GGT...5" seklinde olanMilsi(Ball)
kesim enzimi ile 3TC’de 16 saat kesime birakildi.

Tablo 17: Col1Algeni RFLP icin her bir 6rnek b@a olyturulan reaksiyon kagimi

RFLP bileseni (stok) 15 pl karrsimdaki Final

miktar konsantrasyon
10xR Buffer 1,54 1x R Buffer
PCR Urinu 1Qu -
Misl(Ball) kesim enzimi (10 wl) 0,4ul 4u
Steril bidistile su 3,1l -
Toplam 15ul

RFLP kesim Urdnleri, etidium bromid ile boyann¥3’lik nu mikropor jelde

yuruterek gortntilendi. Kesim sonucundasaluparcalagu sekilde yorumlandi:

Gozlenen fragment boylari
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GG (yabanil) homozigot 237 bg, 18 b
GT heterozigot 255b¢, 237 bg, 18 bg
TT (varyant) homozigot 255b¢

3.4.7. CALCR Geninin PCR RFLP Ydntemi ile Genotiplenmesi

CALCR geninin ekzon 13'deki 1340 FC polimorfik bolgesi (rs1801197),
Bandres ve arkadiarinin uyguladikari PCR-RFLP gaultusunda tanimlandi (Bandres ve
ark, 2005).CALCRgeninin ekzon 13 deki T>C transisyonunu iceren Bg8k segment,
PCR ile ¢cgaltildi. CALCRgeni PCR-RFLP yontemleri icin kullanilan primentedizileri
Tablo 18'de gdosterilmektedir. Bu primerlerin, 14296ukleotidden olgan ve 13 ekzon
icerenCALCRgeninde ekzon 13 Uzerindekigl@nma boélgeler§ekil 15'de belirtiimitir.

Tablo 18: CALCRgeni genotiplemesinde kullanilan primerler

PRIMERLER

PCR-RFLP (F)*5'- AGG TCC AAACCACCG TGAAG -3
(R)*5'- GCA GTG GGA GAC TCC ATT CC -3

*F: forward primer, R: reverse primer
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47541

47601

ATe61

47721

AT77E1

47841

48021

48081

48141
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AB261

148321

148381

145441

cttatcaggy
ataccacattc
[=Undnd o o o o o ) 4
cttooattty
cagocceLta
atgttogtac
CLOTLoCagy

5!

1 cagogtoogy

gotoggocgaca

caagyogagy
CLyeatytgas

atgoatttas

atggtagcat
[=Tatvd e olle (-T-T-
amaacec agca
caaattotto
gatcagasct
actttgoatg

tocaaaccac

Forward Primer

ggaggcgoco

teccaattta

agagtgotoga

JCasacacay
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at E.EE.E.EIgt. t
coasatcasc
aacaaccitg
ttococaagoity
acaatttass
gatcatttcot
cgtgaagooc
3
ctoocaacoge

catctgodat

gn?l.tl:'.?l.tﬂ':‘ﬂt
catcgtgats

atcctccocag

toagtgaatt tgticcattgt saatctgaag

gacagtetay gaatggagtco
3' Reverse Primer

tococcactygoa

5!

gagatgoass tgtcacagta atgoasgoas
ayttcagata cagggtgotc cttgtoaata

atcactgtca ataLLLLtat CLttaactct
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tggtcaacct

ctttatccat

cocaggggtan

atatattoctg

LLCCLCLaaa

gactatcata

ttotococtat
tyggatatgas
tLtaagocang
tggccacagc
CET QAT aage

taaaaacang

caALJgggocos aAttcaanat

toctgotogog

CLgCagoogc

:ugyug:ﬂgu goaatgasco

ttgaatatca
AcTgagecat
gaaccgaaca
agagttattoc

ACELgEgaas

agtatcasag

ctgagooatt

gyattttgas

{Polimorfik Bilge)

tagagcaaga
CcRtttootgy
tatcattegt
ttggtactgt

cccaccaccoc

aqaqacaatg

tatacothtg

ttagattatt

tatgacatgt
Chs (i =TT (=11
taactoagtt
atacacagoo
LoCARYRAS
gotootttth

Loagtgyaac

TECtgCygay

agococaacaac

gtoatctgot
JRJARSTRCT
gasgaattac
tgotttyggs

ALCCAGHAST

aqattgacct

aaatattaaa

tototatttg

Ekzon 13

Sekil 15: CALCR geni genomik DNA dizisi ve bu gene ait bolgeyigaltmada
kullandigimiz primerlerin gen tzerindeki @anma bolgeleri ile polimorfik bélgesi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/224589819/Pire®3053799&t0=93203750&stran
d=true&report=genbank

Yapilan optimizasyon ¢gmalari sonucunda 29'lik reaksiyon kargimi igindeki
girdilerin miktarlar Tablo 19’de gdsterilgligibi belirlendi.
Tablo 19: CALCRgeni PCR'1 i¢in her bir 6rnek bana olyturulan reaksiyon kagimi

Final
konsantrasyon

PCR bileseni (stok) 25l karr simdaki

miktar
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10xTaq DNA polimeraz tamponu 245 1xTampon
MgCl; (25 mM) 2ul 2 mM
dNTP mix (25 mM) 0,5d 200uM
Primer forward (100 pmolil) 0,15yl 20 pmol
Primer reverse (100 pmall) 0,15l 20 pmol
Genomik DNA (200 ng/ @) 2ul 200 ng
Taq DNA polimeraz (1.25u/2) 2ul 1.25u
Steril bidistile su 15,@l -

Toplam 25ul

Reaksiyon kasimi ve elde edilen DNA’lar PCR tuplerine konduktsonra 1si
donisturiact (thermal cycler) cihazina yettieildi. En uygun PCR amplifikasyon kallart,
optimizasyon cagmalari sonucunda belirlendi. Amplifikasyonsktiari; 94°C’de 10 dk ilk
denaturasyon, 40 donguluk: “@de 30 sn denaturasyon, “€0de 30 sn hibridizasyon,
72°C’de 45 sn uzama ve son olarak’@2le 7 dk son uzamaeklinde gercekigirildi.
Enzim 6n denaturasyomnsamasindan (hot start) sonra ekledALCRye ait olan PCR
aranleri etidium bromid ile boyanmi %2’lUk agaroz jelde vydritllerek 443 bg
her biri Tablo 20’de belirtilen RFLP reaksiyon kami olusturulup tanima bdlgesi 5'...
AGICT...3' ve 3... TQGA...5 seklinde olanAlul kesim enzimi ile 37'de 16 saat
kesime birakildi.

Tablo 20: CALCRgeni RFLP i¢in her bir 6rnek kima olyturulan reaksiyon kagumi

RFLP bileseni (stok) 15 pl kar simdaki Final

miktar konsantrasyon
10x Buffer Tango 1,5l 1x Buffer Tango
PCR urunu 1Qu -
Alul kesim enzimi (10 yd) 0,4ul 4u
Steril bidistile su 3,1l -
Toplam 15ul

RFLP kesim drunleri, etidium bromid ile boyasm¥3’luk nu mikropor jelde

yuruterek goruntulendi. Kesim sonucundasaluparcalagu sekilde yorumlandi:
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Gozlenen fragment boylari

CC (yabanil) homozigot 294 bg, 149 bg¢
TC heterozigot 443bg, 294 be, 149 b
TT (varyant) homozigot 443bg

3.4.8. Agaroz Jelin Hazirlargi

Calismamiz igin % 2’lik agaroz jel ve % 3’luk nu micrapagaroz jel hazirlandi.
Bunlar icin sirasiyla 2 gr agaroz ve 3 gr nu micmoggaroz tartildi. Ayri ayri erlen mayere
alinan bu agarozlarin tzerine 100 ml 1XTBE eklemigrodalgada iyice ¢6zinene kadar
kaynatildi. Sonradan gomaya birakilan jelin sicakh 80 °C’ye ulsinca Uzerine (¢ceker
ocak acik haldeyken) 100ul EtBr (0.5mg/ml’lik gata soliisyondan) eklendi ve jel iyice
calkalanip targa yerlestirilmis olan jel kabina dékildu. En az 1 saat bekleniplgglduktan
sonra taraklar ¢ikarilip jelde glan kuyulara PCR Urinleri yiklendi.

3.4.8. Agaroz Jel Elektroforezi Sonuclarinin Dgerlendiriimesi

15 pl PCR drand, RFLP Grand, 3 pl 6X jel yuklemgdm (6X loading dye) ile
karstirilarak jeldeki kuyulara yuklendi. Kuyulardan ibe ise 2ul puC19 DNA/Mspl
(Hpall) veyad®X174 DNA/BsuRI (Haelll) adli molekuler belirteclesd (maker) biri, 3ul
6X jel yukleme boyasi ve 13uKIBE solusyonu ile kagtirilarak yuklendi. Elektroforez
125 voltda 30 dk sureyle yapildi. Elektroforez sonda, jel >320 nm boyunda
transilliminatérde incelenerek belirte¢c ve DNA’tagittikleri mesafelerden yararlanarak,
DNA fragmentlerinin uzunlgu hesaplandi. Jel fateaflar, UV gorinti analiz sisteminde
cekildi.

3.5. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

SPPS istatistik programi kullanilarak klinik bulgulile genotipler arasinda
korelasyon analizi yapildi. Ayrica, hasta ve kohgouplari arasindaki allel ve genotip
frekanslarini kaglastirmak icin Ki kare, olasilik oranlari (OR) ve Pgee hesaplandi.
SPSS ve OpenEpi istatistik programlari (Dean ve., avkrsiyon 2.3.1) kullanilarak



57

kompozit genotip analizi yapildi. Orneklem sayiSiir2 (izerinde oldgunda Pearson Ki-
kare, 25'in altinda oldgunda ise Yates Ki kare kullanildi. Orneklem sa@#n altinda
oldugunda Fisher exact veya Mid-P exact uygulandi.

Elde edilen sonuclar; polimorfik boélgeler ile ogpeooz olgumu arasinda bir

ili skinin bulunup bulunmag! amaciyla dgerlendirildi.



3. BULGULAR
4.1. CALISMA GRUBU ILE ILGIiLI DEMOGRAFIK KARAKTERLER iN
DEGERLENDIRILMESI

Bu calsmada,0S, ESR1, Col1Al ve CAL@en polimorfizmlerinin osteoporoz ile
olan iligkisinin aragtirilmasi amaciyla menopoz sonrasi 158 osteoporiatlin hasta ile
kendisinde ve ailesinde osteoporoz vgedibgka bir hastalik dykist olmayan menopoz
sonras! 108 ghkh kadin kontrol incelendi. Hastalarin yartalamasi 63,65+8,615(SD)
(en diguik 47, en yuksek 87), kontrollerin yartalamasi ise 58,81+7,974 (ersdki 41, en
yuksek 77) idi.

Hasta Grubu ve Demografik Ozellikleri: Osteoporozlu hastalarin aile éykiisii, menopoz
yasl, menopoz suresi, menayasl, cocuk sayisi, sigara kullanimi, beslenmegkahligi,
kirk oykusiu gibi demografik karakterleri Tablo @&’ gosterilmgtir. Hastalarin yaklgk
yarisi (%55,1)'i 60—-80 yasinirlar arasindaydi. Vicut kitle indeksi 20’r@hinda olanlar
%4,4 iken,’'inin 20-30 arasinda olanlar %60,1 30iirerinde olanlar %32,9'du. KMY
Olcimunde T skoru -25 ile -3,5 arasinda olanlar %63,5 ile -4,5 arasinda olanlar %20,3
ve -4,5'dan daha giik olanlar ise %15,8 saptandi. Hastalarin %64,6ismenopoza gisi
yasl 50'nin altindaydi. Hastalarin gonlugu (%94,3)’t sigara kullanmiyordu. Kalsiyum
tuketimi fazla olanlarin orani oldukc¢a ik (%0,6) iken, orta ve az tiketenlerin orani da
sirasiyla %50 ve %49,4 idi. Hasta grubunun %3,@%iuk sahibi dglken, %70,9'u en
fazla 5 ¢cocga, %25,9'u ise 5'ten fazla ¢coga sahipti. Hastalarin %82,3'U kirik éykustne
sahip dgilken, %17,1'nin 1 kirikk ve %0,6’sinin 2 kirik oykii vardi (Tablo 21). Hasta
grubunun demografik oOzellikleri k@lastirildiginda, menopoz slresi, menopozsiya
menasg yasl, Vki, sigara kullanimi, Ca tiketimi, cocuk sayil® OS, ESR1, CollA%e
CALCRgenotip dgilimlari arasinda anlamli bir gkinin olmadg gorildu (p>0.05) (Tablo
21).
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4.2 0SGENI POLIMORFizMi

OS geni -298 C>T polimorfizmi c¢ahlan 158 hastadan; 87'sinin (%55.1) CC
homozigot, 51'inin (%32.3) CT heterozigot ve 20i8in(%12.7) TT homozigot; 108
kontrolden; 51’inin (%47.2) CC homozigot, 45'ini0d1.7) CT heterozigot ve 12’sinin
(%11.1) TT homozigot genotipine sahip aldutespit edildi (Tablo 22). PCR-RFLP
yontemi ile ¢calgilan drneklerin bazilarinin genotiplerini gostejelnfotografi sekilde 16'da
verilmistir. Kontrol grubunun SNP gaimi, Hardy-Weinberg Dengesi (HWE) ile uyumlu
goruldi  X°=0,1878, p=0.664). Hasta ve kontrollerin genotip wad#el sikliklari
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli birskinin olmadgi goraldi bulunmadi
(sirasiyla p=0.293 ve p=0.437). Genotiplerden CCy¥€XKarilik TT veya CC’ye kaglik

TT+CT kasilastirildiginda da istatistiksel acidan anlamli bigklnin olmadgi tespit edildi
(sirasiyla p=0.850 ve p=0.209) (Tablo 22).

Sekil 16.0Sgeni RFLP sonuglari. 3.,5.,6. ve 12. kuyular Clehezigot bireyleri,
2.,4.,7.,8.,9.,11. kuyular TT homozigot bireyldrikuyu CC homozigot bireyi
gostermektedir. M: pUC19 DNA/Mspl (Hpall)
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4.3.ESR1GENI POLIMORFizZzMi

ESR1geni +397 T>C polimorfizmi c¢allan 158 hastadan; 30'unun (%19) TT
homozigot, 92’sinin (%58,2) TC heterozigot ve 36ial (%22,8) CC homozigot; 108
kontrolden 24’Uniun (%22.2) TT homozigot, 71'inin §%7) TC heterozigot ve 13'Unln
(%12) TT homozigot genotipe sahip ofgutespit edildi (Tablo 22). PCR-RFLP yontemi
ile calsilan o6rneklerin bazilarinin genotiplerini gosterg fotograflarn sekil 17'de
verilmistir. Kontrol grubunun SNP galimi, Hardy-Weinberg (HWE) Dengesinden sapma
gorildi  X°=11,661, p=0,0006). Bu durum gaha grubunun kiicikfiinden
kaynaklanabilmektedir. Hasta ve kontrollerin gepate allel sikliklari kanlastiriidiginda
istatistiksel acidan anlamli bir fark g6zlenmedirgsiyla p=0,084 ve p=0,113).
Genotiplerden CC+TC ile TT genotipinin kdastirilmasi sonucunda anlamli bir ki
tespit edilmedi (p=0,625). Ancak, CC genotipinin+ITIC ile kasllastiriimasi durumunda
anlamh bir fark oldgu anlagildi [p=0,039 OR= 2,1564695 CI (1,083-4,293)] (Tablo 22).

123 4 5 6 L& 3 1213 14 15 16 17 18 19 20

= epbtbd et et REITR
P P - R - — {1361 bg

A34 hg o= = - "

Sekil 17.ESR1geni RFLP sonuglar. 1.,2.,3.,6.,7.,8.,9.,11.1#®,16.,17.,18., ve 19.
kuyular TC heterozigot bireyleri, 4.,5.,13. kuyu@€ homozigot bireyleri, 15. ve 20.
kuyular TT homozigot bireyleri gostermektedir.

M: ®X174 DNA/BsuRI (Haelll) Marker.
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4.4.COL1A1GENi POLIMORFizMi

CollAlgeni +2046 G>T polimorfizmi ¢gllan 158 hastadan; 71’'inin (%44,9) GG
homozigot, 61'inin (%38,6) GT heterozigot ve 26iain(%16.5) TT homozigot; 108
kontrolden; 48’inin (%44,4) GG homozigot, 49'unu45,4) GT heterozigot ve 11’inin
(%10,2) TT homozigot oldiu tespit edildi (Tablo 22). PCR-RFLP yontemi ildigdan
orneklerden bazilarinin genotiplerini gosteren frgograflar sekilde 18'de verilmgtir
(Sekil 18). Kontrol grubunun SNP gdumi, Hardy-Weinberg Dengesi (HWE) ile uyumlu
goruldi *=0,0851, p=0,770). Hasta ve kontrollerin genotip attel dagilimlari
karsilastirildiginda, istatistiksel agidan anlamli bikinin olmadgi goraldu (p=0,283 ve
p=0,491 sirasiyla). Genotiplerden GG+GT'yeskét TT veya GG'ye kagihk GT+TT
karsilastirildiginda, istatistiksel acidan anlamlh bigkinin olmadgl anlaildi (sirasiyla
p=0,204 ve p=0,936) (Tablo 22).

Sekil 18. CollAlgeni RFLP sonugclari. 1.,3, 8.,11. ve 12. kuyuktelozigot GT, 2., 4.,
5.,13.,10., 14., 15. ve 16. kuyular homozigot B@yleri gostermektedir. M: pUC19
DNA/Mspl (Hpall). Diger kuyular dgerlendirilemedii icin tekrara birakilmtir
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4.5.CALCR GENi POLIMORFizMi

CALCRgeni +1340 T>C polimorfizmi ¢allan 158 hastadan; 17’sinin (%10,8)
CC homozigot, 88'inin (%55,7) TC heterozigot ve &@din (%33,5) TT homozigot; 108
kontrolden 22’sinin (%20,4) CC homozigot, 55'ini%$0,9) TC heterozigot ve 31’inin
(%28,7) TT homozigot genotipe sahip giduespit edildi (Tablo 22). PCR-RFLP yontemi
ile calsilan o6rneklerden bazilarinin genotiplerini gostefeh fotograflari sekil 19'da
verilmistir. Kontrol grubunun SNP gaimi, Hardy-Weinberg Dengesi (HWE) ile uyumlu
goruldi X?=0,071, p=0,789). Hasta ve kontrollerin genotip ‘adlel sikliklari

karsilastirildiginda, istatistiksel agidan anlamli bir farkin oln@danlagildi (sirasiyla
p=0,091 ve p=0,097). Genotiplerden TT+TC ile CCrpolfik genotipi kasilastiriidiginda
ise anlaml bir ilskinin oldugu g6zlendi (p=0,045 %95 CI, OR= 0,471 (0,237-0,937d

genotipi ile TC+CC kanlastirildiginda ise istatistiksel agidan anlamli olarak bigkihin

olmadgi goruldi (p=0,404) (Tablo 22).

Sekil 19. CALCRgeni RFLP sonuglari.1. kuyu CC homozigot, 46,%uyular TC
heterozigot bireyleri, 2.,3. bireyler TT homozidmteyleri gostermektedir. M: pUC19
DNA/Mspl (Hpall).
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4.6.0S-298 T>C, ESR1397T>C,COL1A12046G>T veCALCR 1340C>T
POUMORFIZMLER I KOMPOZIT GENOTIP ANALIZLERI

Kompozit genotiplerin olasi etkisinin olup olmgohi incelemek icin c¢ajilan
genlerdeki SNP genotipleri, ki-kare analizi ileliikicli ve dortli olarak karlastirildi.
Kompozit genotip analizinde, ikili genotiplerdéDS/ESR1, OS/CALCR, ESR1/Col1A1l,
Col1A1/CALCHKkili kompozit genotip dailimlari hasta ve kontrollerde kaliastirildiginda
anlamh bir fark gorilmedi (P>0,05PS/Coll1Algenleri CCTT genotipi v&ESR1/CALCR
CCTT kompozit genotipleri hasta ve kontrollerdesKastirildiginda, anlamh fark goraldu
(sirasiyla p= 0,027 ve p= 0,009)S/Col1Algenleri CCTT kompozit genotipin gorulgiii
16 orngin 14°'Un0 (%8,9) hastalar, 2'sini (%1,9) kontrollelusturmaktaydi (Tablo 23).
Hasta ve kontroller kadastirildiginda CCTT kompozit genotipinin; hastalarda koninal
gore 7 kat daha fazla olgu ve osteoporoz acisindan risk gudusu anlgildi (p=0,027).
Diger bir risk deESR1/CALCRgenleri CCTT kompozit genotip analizinde gorul@2
ornekte gorulen CCTT kompozit genotipinden 19'uifii2) hastalarda ve 3'tnin (%2,8)
de kontrollerde oldgu tespit edildi (Tablo 23). Hasta ve kontroller ¢kastirildiginda,
CCTT genaotipinin hastalarda; kontrollere gore, 6daha fazla oldgu anlgildi (p=0,009).
ESR1/CALCRgenleri ikili kompozit analizinde 9 0Ornekte gomileTCCC genotipi
hastalarin 9'unda (%5,7) kontrollerin de 17’sin@€16,7) saptandi (Tablo 22). Hasta ve
kontroller kasilastirildiginda, TCCC genotipinin; kontrollerde hastalara @araklaik 2
kat daha fazla oldiu ve osteoporoz acisindan koruyucu ozellikidig anlaildi
[p=0,0125 OR=0,323 %95 CI (0,1383-0,753)@blo 23).

Ayrica, hasta ve kontrol grubunun Gcli ve doértmipozit genotip dalimlari
karsilastirildiginda, istatistiksel acidan anlamli bir farkin oln@dsaptandi (p>0,05)
(Tablo 24 ve 25).
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Tablo 21 : Osteoporozlu hastalarin demografik 6zelkleri da gilimlari ve p degerleri

Toplam 0S P ESR1 P Col1A1 P CALCR P
Nn(%)158 -298(C-T) degeri 397(T-C) degeri 2046(G-T) degeri 1340(T—C) degeri
Hastalarin
yas! cc CT TT TT TC ccC GG GT TT cc TC TT
40-60 61(38,6) 36(59) 20(32,8) 5(8,2) 10(16,4) 39(§3,9 12(19,7) 25(41) 27(44,3)  9(14,7) 6(9,8) 37(60,7) 18(29,5)
60-80 87(55,1) 44(50,6) 29(33) 14(16,1) 0521  17(19,5) 48(55,2) 22(25,3) 0,736 (483) 30(34,5) 14(16,1) 0,521 11(12,6)  44(50,6) 32(36,8) 0,547
80> 10(6,3) 7(70) 2(20) 1(10) 3(30) 5(50) 2(20) B3 4(40) 3(30) 0 7(70) 3(30)
KMY (T skor)
-25ile-35 101(63,9) 56 (64,4) 33(64,7) 12 (60,0) 19 (63,3) 58 (63,0) 24 (66,7) 44 (62,0) 40 (65,6) 17(65,4) 36(67,9) 57(64,8) 8(47,1)
-3.5ile 4.5 32(20,3) 16 (18,4) 13(255) 3(150) 0476 433, 21(228) 7(19,4) 0,663  12(16,9) 14(23,00 3612 0,544 8(15,1) 16(18,2) 8(47,1) 0,061
-4.5 alti 25 (15,8) 15(17,2) 5 (9.,8) 5 (25,0) 7 (23,3) 13,0) 5 (13,9) 15(21,1) 7(115)  3(11,5) 9(17,0)  15(17,0) 1(5,9)
VKi
10-20 7(4,4) 4(57,1) 3(42,9) 0 1(14,2) 3(42,9) 3(42,9) 5(71,4) 0 2(28,6) 0 4(57,1) 3(42,9)
20-30 95(60,1) 56(58,9) 28(29,5) 11(11,6) 0,573  19(20)  2(58,7) 24(25,3) 0427  41(432) 41(43,2) 13(13,6)0,206 12(12,7) 48(50,5) 35(36,8) 0,450
30> 56(35,5) 27(48,2)  20(35,7)  9(16,1) 10(17,8) 3766,  9(16,1) 25(44,7)  20(35,7) 11(19,6) 5(8,9) 36(64,3) 15(26,8)
Menars
yasl
<12 45(28,5) 26(57,8) 14(31,1)  5(11,1) 6(13,3) 26(57,8 13(28,9) 20(44,4)  18(40) 7(15,6) 5(11,1)  21(46,7) 19(42,2)
>12 113(715)  61(54,0) 37(32,7) 15(13,3) 0,891  24(21,2) 66(58,4) 23(20,4) 0352  51(451) 43(38,1) 19(16,8)0,968 12(10,6) 67(59,3) 34(30,1) 0,310
Menopoz
yasl
<50 102((64,6) 59(57,8) 31(30,4)  12(11,8) 20(19,6) 535) 27(26,5) 44(43,2)  44(43,1)  14(13,7) 11(10,8) 57(55,9) 34(33,3)
>50 56(35,4) 28(50) 20(35,7)  8(14,3) 0,637  10(17,8)  (687) 9(16,1) 0,260  27(48,2) 17(30,4) 12(21,4)0,219  6(10,7)  31(55,4) 19(33,9) 0,997
Menopoz
siresi
1-10 25(15,8) 19(76) 5(20) 1(4) 4(16) 19(76) 2(8) (5  10(40) 2(8) 2(8) 16(64) 7(28)
10-20 81(51,3 39(48,2)  30(37) 12(14,8) 0,179  16(19,8)  56(K) 19(23,4) 0,274  34(42) 31(38,2)  16(19,8)0,713  9(11,1)  44(54,3) 28(34,6) 0,931
>20 52(32,9) 29(55,7) 16(30,8)  7(13,5) 10(19,3) 2751,  15(28,8) 24(46,1)  20(385)  8(15,4) 6(11,5) 28(53,8) 18(34,7)
Sigara
kullanimi
kullanmiyor 149(94,3)  82(55) 48(32,2)  19(12,8) 30(20,1) 8158, 32(21,5) 66(44,3) 58(38,9)  25(16,8) 17(11,4) 84(56,4) 48(32,2)
birakms 7(4,4) 4(57,1) 3(42,9) 0 0,407 O 4(57,1) 3(42,9) 428, 4(57,1) 3(42,9) 0 0,464 0 3(42,9) 4(57,1) 0,616
kullaniyor 2(1,3) 1(50) 0 1(50) 0 1(50) 1(50) 1(50) 0 1(50) 1(50) 1(50) 0
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Tablo 21 : Osteoporozlu hastalarin demografik 6zellikler dagilimlari ve p deserleri (devam)

Toplam oS P ESR1 P Col1A1 P CALCR P
n(%) -298(C—-T) degeri 397(T—C) degeri 2046(G-T) degeri 1340(T—C) degeri
Kirik
Oykusu CcC CT TT TT TC CcC GG GT TT TT TC CcC
yok 130(82,3) 70(53,8) 43(33,1) 17(13,1) 27(20,8) 75(57,7) 28(21,5) 55(42,3) 53(40,8) 22(16,9) 14(10,8) 73(56,2) 43(33)
1 kink 27(17,1) 16(59,3)  8(29,6) 3(11,1) 0,896  7(25,9) 68)( 3(11,1) 0,308  16(59,3)  7(25,9) 4(14,8) 0,359 3(11,1)  15(55.6) 9(33,3) 0,736
2 kink 1(0,6) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 1(100) 0(0) O(O) O(O) 1(100)
Cocuk
sayisl
yok 5(3,2) 2(40) 1(20) 2(40) 1(20) 2(40) 2(40) 1(20) 2(40) 2(40) 0 3(60) 2(40)
<5 112(70,9) 62(55,4)  39(34,8) 11(9,8) 0,253 22(19,6) 65(58,1) 25(22,3) 0,891 47(42) 50(44,6)  15(13,4) 0,058 14(12,5) 59(52,7) 394.8) 0,684
>5 41(25,9) 23(56,1)  11(26,8) 7(17,1) 7(17) 25(61) 9(22) 23(56) 9(22) 9(22) 3(7,3) 26(63,4) 120,3)
Ca tiketimi
az 78(49,4) 43(55,1)  25(32,1) 10(12,8) 14(17,9) 4557  19(24,4) 32(41) 32(41) 14(18) 7(9) 40(51,3) 31(39,7)
orta 79(50) 43(54,4) 26(32,9) 10(12,7) 0,934 15(19) 9745 17(21,5) 0,345 39(49,4) 29(36,7) 11(13,9)0,178 10(12,7) 47(59,5) 22(27,8)0,489
cok 1(0,6) 1(100) 0(0) 0(0) 1(100) 0(0) 0(0) 0(0) PO 18-(100) 0(0) 1(100) 0(0)
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Tablo 22: OS, ESR1, Col1Al ve CALCR gen polimorfizherinin genotip ve allel sikliklarinin hasta ve konrollerde kar silastiriimasi

SNP Genotip / Allel Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
(n=158) (%) (n=108) (%)
(O CcC 87(55,1) 51(47,2) 2,455 0,293
-298 (C-T) CT 51(32,3) 45 (41,7)
TT 20(12,7) 12(11,1)
CC+CT . TT 138: 20 96: 12 0,036 0,850 1,159(0,34183)
CC.TC+TT 87:71 51: 57 1,580 0,209 0,730 (0,447-1,193)
C 225 (71,2) 147 (75) i
T 91 (28.8) 69 (25) 0,6042 0,437 0,8616 (0,5918-1,254)
ESR1 TT 30(19) 24(22,3)
+397 (-C)  TC 92(58,2) 71(65,7) 4,944 0,084
CcC 36(22,8) 13(12)
TT+TC: CC 122: 36 95:13 4,242 0,039 2,156 (1,083-4,293)
TT: TC+CC 30: 128 24: 84 0,239 0,625 1,219 (0,666-2,228)
T 152(48,1) 119 (55) )
C 164(51.8) 97 (45) 2,59 0,113 0,755 (0,534-1,07)
CollAl1 GG 71(44,9) 48(44,4)
+2046 (G-T) GT 61(38,6) 49(45,4) 2,526 0,283
TT 26(16,5) 11(10,2)
GG+GT . TT 132:26 97:11 1,615 0,204 1,737 (8;81685)
GG : GT+TT 71:87 48 :60 0,006 0,936 0,980 (0,29304)
G 203(64,2) 145 (67,1)
T 113 (35,8) 71 (32,9) 0,473 0,491 1,137 (0,789-1,638)

Istatistiksel olarak anlamli olan sonuglar kalinakaerlerle yazilmtir,
* Fisher exact test
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Tablo 22: OS, ESR1, Col1Al ve CALCR gen polimorfizterinin genotip ve allel sikliklarinin hasta ve kortrollerde kar silastiriimasi

(devam)
SNP Genotip / Allel Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
(n=158) (%) (n=108) (%)
CALCR TT 53(33,5) 31(28,7)
+1340 (F-C) TC 88(55,7) 55(50,9) 4,789 0,091

CC 17(10,8) 22(20,4)
TT. TC+CC 53: 105 31: 77 0,695 0,404 1,254 (0,23634)
TT+TC: CC 141:17 86: 22 3,999 0,045 0,471 (0,237-0,9372)
T 194 (61,4) 117 (54,2)
C 122 (38.6) 99 (45,8) 2,750 0,097 1,346 (0,948-1,910)

Istatistiksel olarak anlamli olan sonugclar kalindkaerle yazilmgtir

* Fisher exact test
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Tablo 23: iki gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dglimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi

SNP-SNP etkilgimi SNP Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
Genotipleri n (%) n (%)
OS/ESR1
0S -298 (G>T) ve CCccC 22 (13,9) 11 (10,2) 0,517 0,4721 1,42660-3,078)
ESR1 +397 (F>C) CCTC 47 (29,8) 31 (28,6) 0,033 0,854 1,05818-1,802)
CCTT 18 (11,4) 9 (8,3) 0,365 0,5454 1,41410%3,278)
CTCC 10 (6,3) 1 (9) 0,0500*
CTTC 33(20,9) 33 (30,6) 3,215 0,0729 0,6084024-1,051)
CTTT 8(5,1) 11 (10,2) 1,824 0,1771 0,470822-1,211)
TTCC 4 (2,5) 1(0,9) 0,6493*
TTTC 12 (7,6) 7 (6,5) 0,010 0,9173 0,186 (0,4514-3,116)
TTTT 4 (2,5) 4(3,7) 0,8384*
Toplam 158 108
0S -298 (G-T) ve 0OS/Col1Al
Col1A1+2046(G-T) CCGG 40 (25,3) 27 (25,0) 0,003 0,9350 017,(0,578-1,788)
CCGT 33(20,9) 22 (20,4) 0,010 0,9188 1,(133634-1,911)
CCTT 14 (8,9) 2 (1,9) 0,027
CTGG 22 (13,9) 15 (13,9) 0,029 0,8632 1,(D894-2,074)
CTGT 22 (13,9) 24 (22,0) 2,536 0,1110 0,65688-1,073)
CTTT 7 (4,4) 6 (5,6) 0,016 0,8979 0,782486-2,566)
TTGG 9 (5,7) 6 (5,6) 0,049 0,8245 1,027 (0,3504-3,187)
TTGT 6 (3,8) 3(2,8) 0,4664*
TTTT 5 (3,2) 3(2,8) 0,8804
Toplam 158 108

Istatistiksel olarak anlamli olan sonuclar kalinakaerle yazilmgtir
* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 23: iki gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dglimlarinin hasta/kontrol kar silastirilmasi) (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
n (%) n (%)
OS/ CALCR
0OS -298 (G-T) ve CCTT 27 (17,1) 14 (13) 0,551 0,4579 84,80,688-2,780)
CALCR+1340 (F-C) CCTC 49 (31) 23 (21,3) 2,595 0,1072 61,60,938-2,940)
CCcCC 11 (7) 14 (13) 2,054 0,1519 0,6m218-1,153)
CTTT 21 (13,3) 12 (11,1) 0,116 0,7336 ,226 (0,576-2,611)
CTTC 26 (16,5) 26 (24,9) 2,367 0,1239 ,620 (0,337-1,143)
CTCC 4(2,4) 7 (6,5) 0,2043*
TTTT 5(3,2) 5 (4,6) 0,083 0,7728 0,§03901-2,384)
TTTC 13 (8,2) 6 (5,6) 0,346 0,5561 $1.%Q,5608-4,143)
TTCC 2(1,3) 1(0,9)
Toplam 158 108
ESR1/Col1Al
ESR1+397 (F-C) ve CCGG 15 (9,5) 9(8,3) 0,011 0,9152 1,154 (0,48%R)7
Col1Al +2046 (G-T) CCGT 12 (7,6) 3(2,8) 0,1541*
CCTT 9(5,7) 1(0,9) 0,0800*
TCGG 42 (26,6) 29 (26,9) 0,002 0,9611 0,986 (0,56,74.4)
TCGT 38 (24,1) 35 (32,4) 2,250 0,1337 0,660 (0,383337)
TCTT 12 (7,6) 7 (6,5) 0,119 0,7291 1,188514-3,116)
TTGG 14 (8,9) 10 (9,3) 0,011 0,9152 0,952 (0,4068-2,232)
TTGT 11 (7) 11 (10,2) 0,505 0,4773 0,659 (0,2753-1,582)
TTTT 5(3,2) 3(2,8) 0,8804
Toplam 158 108

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 23: iki gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dgilimlarinin hasta/kontrol kar silastirilmasi) (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
Genotipleri n (%) n (%)
ESR1 /CALCR
ESR1 +397 (F»C) ve CCTT 19 (12) 3(2,8) 0,009*
CALCR+1340 (T-C) CCTC 12 (7,6) 8 (7,4) 0,0320 0,8573 1,027 (0,2(84)
CCTT 5(3,2) 2(1,9 0,0810
TCTT 26 (16,5) 21 (19,4) 0,2152 0,6427 0,8163221,541)
TCTC 57 (36,1) 33 (30,6) 0,8733 0,3501 1,28360672,163)
TCCC 9(5,7) 17 (15,7) 6,2440 0,0125 0,323 (0,1383-0,755)
TTTT 8 (5,1) 7 (6,4) 0,0491 0,8245 0,769 (0,2706-2,189)
TTTC 19 (12) 14 (13) 0,0014 0,9693 0,917 (0,4387-1,920)
TTCC 3(1,8) 3(2,8) 0,9365
Toplam 158 108
Col1A1/
CALCR
Col1A1+2046(G-T) ve GGCC 20 (12,7) 12 (11,1) 0,035 0,8501 1,159 @,6918)
CALCR+1340 (T-C) GGTC 44 (27,7) 28 (25,9) 0,120 0,7290 1,103 @6:318)
GGTT 7 (4,4) 8 (7,4) 0,582 0,4454 0,579 (0,2048)
GTCC 21 (13,3) 17 (15,7) 0,146 0,7023 0,820 (0,2639)
GTTC 32 (20,3) 21 (19,4) 0,026 0,8712 1,052 (9;5®45)
GTTT 8 (5,1) 11 (10,2) 2,537 0,1112 0,470 (0,18211)
TTTT 12 (7,6) 21,9 0,0659*
TTTC 12 (7,6) 6 (5,6) 0,161 0,6879 1,397 (0,5079-3,844)
TTCC 2(1,3) 3(2,8) 0,6533*
158 108

Toplam

Istatistiksel olarak anlamli olan sonuclar kalinakaerle yazilmgtir

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 24: Ug¢ gen SNP kompozit genotip kombinasyontmin dagilimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
n (%) n (%)

OS/ESR1/CTR

0S-298 (G-T) CCTTCC 12 (7,6) 2(1,9) 0,0651*
ESR1+397 (-C) CCTTTC 7 (4,4) 7 (6,5) 0,2081 0,6483 1,669 (0,2296%)
CALCR+1340 (T-C) CCTTTT 3(1,9) 2(1,9) 0,9980
CCTCCC 11 (7,0) 9(8,3) 0,032 0,8573 0,823 (0,3759)
CCTCTC 30 (19,0) 13 (12,0) 0,803 0,1796 1,713 ®-8459)
CCTCTT 6 (3,8) 9(8,3) 1,701 0,1924 0,434 (0,14%58)
ccccecece 4 (2,5) 3(2.8) 0,8943
CCCCTC 12 (7,6) 3(2,8) 0,0984
CCCCTT 2 (1,3) 3(2,8) 0,6533*
CTTTCC 4(2,5) 0(0) 0,2451
CTTTTC 5 (3,2) 1(0,9) 0,4421
CTTTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
CTTCCC 13 (8,2) 9 (8,3) 0,038 0,9756 0,9862 (0;2(395)
CTTCTC 17 (1,8) 17 (15,7) 1,016 0,3156 0,6454 (8;31329)
CTTCTT 3(1,9) 7 (6,5) 0,1170*
cTCccce 4 (2,5) 3(2,8) 0,8943
CTCCTC 4 (2,5) 8 (7,4) 0,1165*
TTTTCC 3(1,9) 1(0,9) 0,9282
TTTTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,594¢
TTTCCC 2(1,3) 3(2,8) 0,6533
TTTCTC 10(6,3) 3(2,8) 1,060 0,3020 2,365 (0,635-8,801)
TTCCTC 3(1,9) 3(2,8) 0,9365
TTCCTT 1 (0,6) 0 (0) 0,594¢
TTTCCC 0 (0) 1(0,9) 0,8120
TTCCTC 0 (0) 1(0,9) 0,8120
Toplam 158 108

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 24: Ug gen SNP kompozit genotip kombinasyontmin dagilimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
n (%) n (%)
ESR1/ Col1Al /CALCR
ESR1+397 (F>C) TTGGCC 6 (3,8) 2(1,9) 0,5993*
Col1A1+2046 (G-T) TTGGTC 6 (3,8) 6 (5,6) 0,6961*
CALCR+1340(T~C) TTGGTT 3(1,9) 1(0,9) 0,9282*
TTGTCC 7 (4,4) 1(0,9) 0,1935*
TTGTTC 4 (2,5) 2(1,9) 0,7528
TTGTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
TTTTCC 6 (3,8) 0 (0) 0,6961*
TTTTTC 2(1,3) 0 (0) 0,7038*
TTTTTT 1 (0,6) 1(0,9) 0,812¢
TCGGCC 11 (7,0) 7 (6,5) 0,009 0,9241 1,080 (0,4R4¥9)
TCGGTC 27 (17,1) 15 (13,9) 0,283 0,5950 1,278 (8362,534)
TCGGTT 4(2,5) 7 (6,5) 0,2043*
TCGTCC 9(5,7) 13 (12,0) 2,615 0,1059 0,4414 (0187 3)
TCGTTC 24 (15,2) 14 (13,0) 0,109 0,7407 1,203090;3,446)
TCGTTT 5(3,2) 8(7,3) 1,655 0,1985 0,4085 (0,12282)
TCTTCC 6 (3,8) 1(0,9) 0,2949*
TCTTTC 6 (3,8) 4 (3,6) 0,9838
CCGGCC 3(1,9) 3(2,8) 0,9365*
CCGGTC 11(7,0) 7 (6,5) 0,009 0,9241 1,08 (0,4049-2,879)
CCGTCC 5 (3,2) 3(2,8) 0,8804
CCGTTC 4 (2,5) 5 (4,6) 0,5524
CCGTTT 2(1,3) 3(2,8) 0,6533
CCTTTC 4 (2,5) 2 (1,9) 0,7528
CCTTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
TCTTCC 0 (0) 2 (1,9) 0,3279
CCTTCC 0 (0) 1 (0,9) 0,8120
Toplam 158 108

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 24: Ug gen SNP kompozit genotip kombinasyontmin dagilimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
n (%) n (%)
OS / Col1Al/ CALCR
0S -298 (G-T) CCGGCC 13 (8,2) 6 (5,6) 0,346 0,5561* 1,52560;4,143)
Col1A1+2046 (G-T) CCGGTC 21 (13,3) 16 (14,8) 0,029 0,8632* 0,882437-1,778)
CALCR+1340(C) CCGGTT 6 (3,8) 5(4,6) 0,9683*
CCGTCC 10 (6,3) 8(7,4) 0,009 0824 0,845 (0,322-2,214)
CCGTTC 19 (2,0) 6 (5,6) 2,439 0,1184 2,324 (6,8925)
CCGTTT 4(2,5) 8(7,4) 0,1165*
CCTTCC 4(2,5) 0 (0) 0,2451*
CCTTTC 9(5,7) 1(0,9) 0,0800*
CCTTTT 1(0,6) 1(0,9) 0,8120
CTGGCC 6 (3,8) 3(2,8) 0,9328*
CTGGTC 15 (9,5) 9(8,3) 0,011 0,9152 1,15486;2,741)
CTGGTT 1(0,6) 3(2,8) 0,3689*
CTGTCC 10 (6,3) 7(6,5) 0,042 0,8373 0,974 (9;3%46)
CTGTTC 9 (5,7) 14 (13,0) 3,418 0,0645 0,409.48;0,974)
CTGTTT 3(1,9) 3(2,8) 0,9365*
CTTTCC 5(3,2) 2(1,9 0,8102*
CTTTTC 2(1,3) 3(2,8) 0,6533*
TTGGCC 1 (0,6) 10,9 0,3689*
TTGGTC 8(5,1) 328 0,5551*
TTGTCC 1 (0,6) 328 0,7203*
TTGTTC 4(2,5) 219 0,6493*
TTGTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,9838
TTTTCC 3(1,9) 0 (0) 0,4159*
TTTTTC 1(0,6) 1(0,9) 0,7203*
TTTTTT 1 (0,6) 2(1,9) 0,4260
CTTTTT 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
Toplam 158 108

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 24: Ug gen SNP kompozit genotip kombinasyontmin dagilimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
n (%) n (%)

OS/ESR1/Col1Al

0S -298 (G->T) CCTTGG 10 (6,3) 9(8,3) 0,145 0,7033 0,743 (D;2895)
ESR1+397 (¥C) CCTTGT 8 (5,1) 1 (0,9) 0,1252*
CoI1A1+2046 (G-T) CCTTTT 4 (2,5) 1 (0,9) 0,6493*
CCTCGG 21(13,3) 14 (13) 0,011 a91 1,029 (0,498-2,126)
CCTCGT 20(12,7) 16 (14,8) 0,104 0,7471 0,8381(04-1,692)
CCTCTT 6 (3,8) 1 (0,9) 0,2949*
CCCCGG 9 (5,7) 4(3,7) 0,6640*
CCCCGT 5 (3,2) 5 (4,6) 0,7607*
CCCCTT 4 (2,5) 0 (0) 0,2451*
CTCCGG 4 (2,5) 0 (0) 0,2451*
CTTTGT 4 (2,5) 1 (0,9) 0,6493*
CTTTTT 2(1,3) 0 (0) 0,7038*
CTTCGG 15 (9,5) 11 (10,2) 0,001 0,9811 0,928@0;2,099)
CTTCGT 13 (8,2) 18 (16,8) 3,655 0,0550 0,442(0;0,958)
CTTCTT 5(3,2) 4 (3,7) 0,80%8
CTCCGG 3(1,9) 4(3,7) 0,5988*
CTCCGT 5(3,2) 5 (4,6) 0,7607*
TTTTGG 1 (0,6) 2 (1,9) 0,7007*
TTTTTT 3(1,9) 0 (0) 0,4149*
TTTCGG 6 (3,8) 4(3,7) 0,9838
TTTCGT 5(3,2) 1 (,90) 0,4421*
TTTCTT 1 (0,6) 2 (1,9) 0,7203*
TTTTGG 2 (1,3) 2 (1,9) 0,7203
TTCCGT 1 (0,6) 1 (0,9) 0,8120
TTCCTT 1 (0,6) 1 (0,9) 0,8120
TTTTGT 0 (0) 1 (0,9) 0,8120*
Toplam 158 108

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 25: Dért gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dglimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
n (%) n (%)
OS/ ESR1/
Col1A1/CALCR
0S-298 (G-T) Ccccaaece 4 (2,5) 2(1,9) 0,7528
ESR1+397 (F>C) CCCCGGTC 4 (2,5) 6 (5.,6) 0,3440*
Col1A1+2046(G-T) CCCCGGTT 2 (1,3) 1(0,9) 0,8478
CALCR+1340 (T~C) CCCCGTCC 5 (3,2) 0 (0) 0,1441*
CCCCGTTC 2 (1,3) 1(0,9) 0,84%78
CCCCGTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
CCCCTTCC 3(1,9) 0 (0) 0,4159*
CCCCTTTC 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
CCCTGGCC 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
CCTCGGCC 6 (3,8) 3(2,8) 0,9328*
CCTCGGTC 11 (7) 7 (6,5) 0,009 0,9241 1,08 (0,404792)
CCTCGGTT 4 (2,5) 4(3,7) 0,8384*
CCTCGTCC 4 (2,5) 6 (5.6) 0,3440*
CCTCGTTC 14 (8,9) 5 (4,6) 1,152 0,2844 003 (0,6995-5,734)
CCTCGTTT 2 (1,3) 5 (4,6) 0,1984*
CCTCTTCC 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
CCTCTTTC 5 (3,2) 1(0,9) 0,4421*
CCTTGGCC 3(1,9) 1 (0,9) 0,9282*
CCTTGGTC 6 (3,8) 3(298) 0,9328*
CCTTGTCC 1(0,6) 2(1,9) 0,7203*
CCTTGTTC 31,9 0 (0) 0,4159*
CCTTGTTT 1(0,6) 3(298) 0,3689*
CCTTTTTC 31,9 0 (0) 0,4159*
CCTTTTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
CTCCGGCC 1 (0,6) 0 (0) 0,5940

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 25: Dért gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dglimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 CI)
n (%) n (%)
OS/ESR1/
Col1A1/ CALCR
0S-298 (G-T) CTTTGGTC 2(1,3) 0(0) 0,7038*
ESR1+397 (F»C) CTTTGGTT 1(0,6) 0 (0) 0,9999*
Col1A1+2046(G~T) CTTTGTCC 2(1,3) 0 (0) 0,7038*
CALCR+1340 (F»C) CTTTGTTC 2(1,3) 1(0,9) 0,8478
CTTTTTCC 1(0,6) 0 (0) 0,5940
CTTTTTTC 1(0,6) 0 (0) 0,5940
CTTCGGCC 5(3,2) 2(1,9) 0,8102*
CTTCGGTC 10 (6,3) 6 (5,6) 0,00004 0,9984 1,149 (0,4048-3,26)
CTTCGGTT 0(0) 3(2,8) 0,1316*
CTTCGTCC 4(2,5) 6 (5,6) 0,3440*
CTTCGTTC 6 (3,8) 9(8,3) 1,701 0,1924 0,4342 (094258)
CTTCGTTT 31,9 3(298) 0,9365*
CTTCTTCC 4 (2,5) 1(0,9) 0,6493*
CTTCTTTC 1(0,6) 21,9 0,7203*
TTTCGGCC 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
TTTTGTCT 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
CTCCGGTC 3(1,9) 3(2,8) 0,9365*
CTCCGTCC 4 (2,5) 1(0,9) 0,6493*
CTCCGTTC 1(0,6) 4 (3,7) 0,1793*
TTTCTTTC 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
TTTCTTTT 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
TTTTGGCC 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
TTTTGTCC 0 (0) 1(0,9) 0,8120*
TTTTTTCC 2(1,3) 0(0) 0,7038*
TTITTTTTT 1(0,6) 0 (0) 0,5940
TTTCGGCC 0 (0) 2(1,9) 0,3279*

* Fisher exact test,Mid-P exact test
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Tablo 25: Dért gen SNP kompozit genotip kombinasyonlarinin dglimlarinin hasta/kontrol kar silastiriimasi (devam)

SNP-SNP etkilgimi SNP Genotipleri Hastalar Kontroller X P degeri OR (%95 ClI)
n (%) n (%)

OS/ ESR1/ Col1Al/ CTR

0S-298 (G-T) TTTCGGTC 6 (3,8) 2 (1,9) 0,5993*
ESR1+397 (F>C) TTTCGTCC 1 (0,6) 1 (0,9) 0,812¢
Col1A1+2046(G-T) TTTCGTTC 4 (2,5) 0 (0) 0,2451*
CTR+1340 (T~C) TTTCTTCC 1(0,6) 0 (0) 0,594
TTTCTTTC 0 (0) 1 (0,9) 0,8120*
TTTCTTTT 0 (0) 1 (0,9) 0,8120*
TTCCGGCC 0 (0) 1 (0,9) 0,8120*
TTCCGGTC 2(1,3) 1 (0,9) 0,8478
TTCCGTTC 0 (0) 1 (0,9) 0,8120*
TTCCGTTT 1 (0,6) 0 (0) 0,5940
TTCCTTTC 1 (0,6) 1 (0,9) 0,8120
Toplam 158 108

Istatistiksel olarak anlamli olan sonugclar kalindkaerle yazilmgtir

* Fisher exact test, Mid-P exact test



5. TARTISMA

0S-298 C>T,ESR1+397 T>C,Col1A1 +2046G>T veCALCR +1340 T>C gen
polimorfizmleri ile osteoporoz ve kemik mineralgnlugu arasindaki ikkiyi incelemek
amaclyla farkli populasyonlarda bircok gala yapiimgtir. Sonuclari birbirinden farklilik

gosteren bu caimalari kendi bulgularimiz ile ksitastirdik.

Demografik 6zellikler ve genotip d&ilimlari

Osteoporozlu hasta grubumuzun demografik 6zeliikler OS -298 C>T,ESR1
+397 T>C, Col1Al +2046G>T veCALCR +1340 T>C gen polimorfizmleri arasinda
istatistiksel bir ilgki bulunmamgtir (p>0.05). Bizim sonuclarimiza benzekilde, Albagha
ve arkadglari vki, ya ve menopoz yani iceren demografik verilerl&SR1 genotipi
arasinda ikki bulmamstir (Albagha ve ark., 2005). Ayrgekilde Nguyen ve arkadiari
vki, yas ve menopoz yani iceren demografik verilerl€ol1A12046G>T genotipi arasinda
bir iliski saptamangiardir (Nguyen ve ark., 2005). Bu gahaya oldukca benzer
parametrelerin dgerlendirildigi Bandres ve arkadmrinin ¢calgmasinda is&€SR1, Col1Al,
CALCRve VDR gen polimorfizmleri ile osteoporoz ve KMY giinda ya, vki, meopoz
yasl, menopoz suresi, sigara kullanimi, ve egzersigkailigi gibi demografik veriler
arasinda dikkate g@er bir iliski bulunmamgtir (Bandres veark., 2005). Bu gahaya
benzer bir ¢agma Turkiye’de Erd@an ve arkadgdari tarafindan yapilmtir. ESR1ve
Col1Algen polimorfizmlerini cablan Erd@an ve arkaddari yas ve vki ile polimorfizmler
arasinda istatistiksel bir gki olmadgini gostermglerdir (Erdgan ve ark., 2010). Perez ve
arkadalarinin Arjantinli kadinlarla yapti diger bir calsmada da vki, ygave menopoz
yasl gibi deserler ile ESR1 gen polimorfizmi arasindaskii olmadgi ortaya konmsgtur
(Perez ve ark., 2008). Bu gahalarin aksine, Taboulet ve arkgldai tarafindan yapilan
CALCR geni 1340 C>T polimorfizmi ile osteoporozunskiisini belirlemeye yodnelik
calisma; yal, zayif, vki'si disik ve daha erken y@ menopoza girngi kadinlarda
osteoporotik kirik riskinin daha fazla olglunu gostermiir (Taboulet ve ark., 1998). 152
Japon kadinda Nakamura ve arkgalanca yapilan ¢aijma ise;CALCR geni 1340T>C
polimorfizmi ile VDR gen polimorfizm kombinasyonunun ik vicut girligi ile iliskili
oldugunu gostermken (p=0,0236), KMY ile ikkili olmadigini ortaya koymgtur
(Nakamura ve ark., 2001). Kobayashi ve arkkdanin calgmasiylaESR1geni 397T>C
polimorfizmi ile estradiol seviyesinin @stigi ve artmg menopoz suresi ile Z-skoru
degerinin azaldg gosterilmgtir (Kobayashi ve ark., 2002). Xu ve arkaldau 328
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menopoz Oncesi Cinli kadinda yaptiklar galada, vki'si yiksek bireylerde T allel
frekansinin daha fazla olgunu gosternstir (p=0,03) (Xu ve ark., 2010). Menopoz 6ncesi
ve menopoz sonrasl kadinlarda yapilan bir sgal neticesinde 397T>CPyul)
polimorfizmi acisindan CC genotipli kadinlarin KM¥egerlerinin yanisira, estradiol
seviyelerinin de d§tik olduysu saptanngtir (sirasiyla p=0,0001, p=0,01) (Jeedigunta ve
ark., 2010).

5.1.0SGENI -298C>T POLIMORFizZzMi

Degerlendirilmesi amaclanan polimorfik bolge, -298 Cdd&isimi seklinde olup
osteokalsingeninin promotor bdlgesinde yer almaktadir (Chenavk., 2001). Bu kisim
maksimum promotor aktivitesine sahiptir. C298Tgideninin OS geninin promotor
aktivitesini azalttgl bildirilmistir. Bu genin digik ekspresyonu, kemik organik matriks
bilesiminde osteokalsin dizeyini azaltmaktadir (Dohavi., 1998).

OS geni -298 C>T polimorfizmi; bircok hastalikta gaimis, ancak, bunlar
arasinda sadece prostat kanseri, kemik kaybi eopstozla ilgkili oldugu bildirilmistir
(Wu ve ark., 2003).

OS geninin -298 C>T polimorfizminin genotipik gdimi, normal populasyonun
menopoz sonrasiCin, Japon ve Beyaz Avrupa kokenli kadinlarinddibyle benzelik
gosterirken (CT>TT>CC) (Chen ve ark., 2001; Yameelark., 2002; Deng ve ark., 2002)
bu calsma populasyonun menopoz sonrasglikli kadinlarinda (108 kontrol) elde edilen
genotip d&ihmlarinin farkli olarak CC %47,2, CT %41,7 ve 1din %11,1 seklinde
oldugu goruldu.

158 menopoz sonrasi osteoporozlu kadin ile 108 pwngonrasi ghkli kadin
Uzerinde yapilan ¢aimada, hasta ve kontrollere ait genotigitlenlar ve allel sikliklari
karsilastirildiginda, istatistiksel agidan anlamli bir farkin olngadsaptandi (sirasiyla
p=0,293 ve p=0,437) (Tablo 22). Genotiplerden; CT+lE€ TT, CC genotipi ile TT+CT
karsilastirildiginda ise istatistiksel agidan birgkinin olmadgi anlaildi [sirasiyla p=0,850
OR=1,159 %95CI (0,541-2,483) ve p=0,209 OR=0,736C%0,447-1,193)] (Tablo 22).

Bu calsma populasyonuna benzgzkilde, 261 Beyaz Amerikall menopoz 6ncesi
ve menopoz sonrasl kadinla ¢ah Sowers ve arkaglari da, osteoporozla -298 C>T
polimorfizmi arasinda bir ki olmadgini ifade etmglerdir (p>0,05) (Sowers ve ark.,
1999). Move arkadglarinin 169 menopoz sonrasi ve 388 menopoz On€gai kokenli

kadinda yaptiklari ¢calma da, osteoporoz ile -298 C>T polimorfik allalasinda bir
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ili skinin olmadgini gostermgtir (p =0,073) (Mo ve ark., 2004). Jiang ve arkgddanin
402 cekirdek aileye mensup 1263 menopoz Oncesindadiyaptiklari c¢ajmada
osteoporozla -298 C>T polimorfizmi arasinda birskiinin olmadgini gostermitir
(p>0,005) (Jiang ve ark., 2007). Zhao ve arkkdanca 205 menopoz sonrasi Cin kdkenli
kadinda yapilan c¢amada da osteoporozla -298 C>T polimorfizmi arasingae
herhangibir ilgki bulunamamgtir (Zhao ve ark., 2005).

Bu calsmadan saptanan sonuclardan farkli olarak, Dohrkadalarinca menopoz
sonrasi 160 Japon kokenli kadinda yapilamsigelisonuclarinin; homozigot CC polimorfik
genotipine sahip bireylerde osteopeni gorilme miskb,74 kat, heterozigot CT genotipine
sahip olanlarda ise 1,59 kat fazla gidwildirilmistir (p<0,05 OR= 5,74 %95CI 1.08-30.4)
(Dohi ve ark., 1998). Chen ve arkaldau, Tayvanda ygyan menopoz sonrasi 175 Cin
kokenli kadinda yaptiklari camada CC genotipine sahip bireylerde osteoporoilgér
riskinin 6,4 kat, CT genotipte sahip olanlarda is2 kat daha fazla ol@unu gdosternstir
(P < 0,05 OR=6,4 %95CI 1,0-5.0) (Chen ve ark., 20@e&ng ve arkadgarinin 596
Avrupa kokenli Beyaz Amerikall kadinlarda yaptiklagalsma sonuclari, T allelinin
kalcada yuksek KMY dgeri ile iliskili oldugunu ortaya koymgiur (p <0,05) (Deng ve
ark., 2002). Gustavsson ve arkgldanin isvecli 97 beyaz kadinda yaptiklari gala
sonuglari, polimorfik C allelinin osteopeni ileshili oldugunu ve osteopeni riskini 4,5 kat
arttirdgini gostermitir (p=0,03) (Gustavson ve Nordstrom, 2000). Kimarkadalarinca
267 menopoz sonras! kadinda yapilansgai sonucunda, lumbar seviyedekiiagki KMY
degeri ile T alleli arasinda bir gki oldugu saptannstir (p=0,04) (Kim ve ark., 2006).

Kompozit analizler igin; hasta ve kontrollerin kiDS/ESR1, OS/COL1At%e
OS/CALCRve UcliOS/COL1A1/CALCROS/ESR1/CTRe OS/ESR1/CALCRenatipleri
karsilastirildiginda, iki grubun genotipleri arasinda istatistikd®t iliskinin olmadgi
goruldu (p>0,05) (Tablo 24 ve 25). Xu ve arkgda tarafindan yapilaBSR1ve OSgeni
kompozit analizleriyle saptanan sonuclar ile bersegrlde bir iliskinin olmadgi goruldi
(p>0,05) (Xu ve ark., 2010).

5.2.ESR1GENI 397T>C POLIMORFizZzMi

Ostrojen hormonu; iskelet alumu ve gekiminde 6nemli etkilere sahiptir. Bu
etkiler arasinda; kortikal ve trabekiler kemik nhetiizmasinin diizenlenmesi, doruk

kemik kitlesine ulglmasi ve kemik kaybinin énlenmesi gibi 6nemli gdee yer alir.
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Ostrojen, bu etkileri sitozol ve cekirdekte bulunsmesifik Gstrojen reseptérlerine (ER)
baglanarak yerine getirir (Gennari ve ark. 2005).

ESR1geninin, intronl 397T>C polimorfizm (Bandres vek.ar2005) bdélgesi,
transkripsiyon faktorimybnin potansiyel tanima noktasidir. 397T>C polimomiinin
varhginda C alleli myb transkripsiyon faktorinun ganmasini etkileyerek
transkripsiyonun azalmasina sebep olur (Gennaairkie 2005).

ESR’lerin; meme, over, prostat, kolon ve endomktkanserler, Alzheimer,
kardiyovaskuler hastaliklar (Clemons, 2002; Fabi&005; Haris, 2003), geanma
(Yaghmaie ve ark., 2005), obezite (Ohlsson ve &®Q0) vesizofrenide gec¢ diskinezi
(Lai, 2002) ile iliskili bir role sahip oldgunu gosternstir. Son yillarda cailan ESR1
geni Pvul polimorfizminin; preeklampsi (Zhang ve ark., )0 endometriosis (Govindan
ve ark., 2009), spontan abortus (Pineda ve arkQR0nenopoz sonrasi depresyon (Kim
ve ark., 2010), inme (Mushi ve ark., 2010), ruhdaium bozukluklari (Sunderman ve
ark.,2010), prematur ovarian yetmezlik (Yoon ve.a#10), erkek infertilitesi ve semen
parametreleri (Safarinejad ve ark., 2010) ileld&ilendirildigi anlagilmistir.

Bu calsmadaESR1geni 397T>C polimorfizmi acgisindan normal poputasja
(108 kontrol) elde edilen genotipglamlari; TT %22,3, TC %65,7 ve CC i¢in %12 olarak
saptanmytir (Tablo 22).ESR1geni 397T>C polimorfizmi agisindan normal popu@asja
menopoz sonras! Japon, Ciskog, Hindistan, Arjantin ve Koreli kadinlarda sapdn
genotip d&limlarinin bu cakmaya ait dgihimlardan farkhh oldgu (CT>CC>TT)
(Kobayashi ve ar., 2002; Ho ve ark., 1999; Albagikaark., 2005; Jeedigunta ve ark.,
2010; Perez ve ark., 2008; Kim ve ark., 2010) \Jeiiizde menopoz sonrasi kadinlarda
Erdozan ve arkadgdarinca yapilan caima ile saptanan genotip glhmlariyla uyumlu
oldugu gortlmigtar (Erdgan ve ark., 2010).

158 menopoz sonrasi osteoporozlu kadin hastad®&en&nopoz sonrasi @li
kadin kontrolde yapilan bu ¢gina sonucunda saptanan hasta ve kontrolleieSfigeni
397T>C genotipleri ve allel sikliklar kalastirnldiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
farkin olmadgl géraldi (sirasiyla p=0,084 ve p=0,113). Bengkilde, TT ile CC+TC
genotipleri kagilastirildiginda yine istatistiksel bir gki saptanmadi (p=0,625). Ancak,
TT+TC ile CC genotipleri karlastirildiginda ise anlaml bir gkinin oldugu anlaildi
[p=0,039 OR=2,156 %95 CI (1,083-4,93)] (Tablo 2. sonuglardan, CC genotipinin
osteoporoz acisindan iki kat risk gtiurdusu kanaatine varildi.

Erdogan ve arkaddari tarafindan Turkiye'de yapilan bir gaha, 126 menopoz
sonras! kadinda lumbar vertebral seviyedeki KMY’riii genotipli kadinlarda daha
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yuksek oldgunu ortaya koymgtur (p=0,030) (Erdgan ve ark., 2010)Willing ve
arkadalarinca 253 kadin lzerinde yapilan galada ise TT genotipli kadinlarin lumbar
seviyedeki omurga KMY dgerinin daha yuksek olgu gosterilmgtir (Willing ve ar.,
1998). Ho ve arkadtarinin, menopoz sonrasi 182 Cin kokenli kadindptiar bir
calisma sonugclari, homozigot TT genotipine sahip bireylemurganin torasik ve kostal
bdlge KMY deserinin digik olduyzunu goésternstir (Ho ve ark., 2000).

Nam ve arkaddarinca menopoz sonrasi 174 Kore kdkenli kadialardptiklari
calisma, polimorfik allel bakimindan homozigot CC gepote sahip kadinlarin
osteoporoza kg kalga ve omurga kirik oranlarinin daha fazlauglchu ortaya koymgtur
(p<0,05) (Nam ve ark., 2005). Wang ve arkgala, menopoz sonrasi 4297 Cinli kadinda
yaptiklari calmada ESR1 geni ile ilgili olarak saptadiklari homozigot CCe vIC
genotiplerini  kagilastirildiklarinda, TT genopine sahip kadinlarin omautgmbar seviye
KMY degerinde bir fark gérmezken femoral boyun seviyedekY degerlerinin dguk
oldugunu belirlemglerdir (p=0,038 OR=1,38 %95 CI 2,68-0,07) (Wangar&., 2007).
Mitra ve arkadglari 246 menopoz sonrasi Hint kokenli kadinB&R1 geni Pvul
polimorfizmini argtirmis ve osteoporotik kadinlarda CC, gkl kadinlarda ise TT
genotipini yiksek oranda saptagtardir. Bu aratiricilar ayrica, CC genotipinin osteoporoz
olusumunda yuksek risk faktori oldunu gosterngierdir (p<0,001) (Mitra ve ark., 2006).
Albagha ve arkadéari, menopoz sonrasi 303gkoc kokenli kadindESR1geniPvul ve
Xba polimorfik bolgelerini aratirmis ve her iki bdlgenin polimorfik alleline sahip
haplotipin (Cx) femoral boyun seviyedeki kemik Kapa yol actini saptanglardir
(p=0,02) (Albagha ve ark., 2005). Bustamante veadakari menopoz sonrasi 719
Ispanyol kokenli kadind&SR1genini incelemi, Pvul ve Xba polimorfik bolgelerini
argstirarak, ve heriki bolgenin polimorfik alleline sphTX haplotipli bireylerin KMY
degerinin yuksek oldgunu belirlemglerdir (p=0,03) (Bustamante ve ark., 2007).
Jeedigunta ve arkaglari 477 osteoporotik, 460 @&l kadin kontroldeESR1geniPvul
ve Xba polimorfik bdlgelerini incelensi, genotip dailimlari ve allel frekanslarinin hasta
ve kontrollerde istatistiksel olarak anlamh dewkeefarkli old@gunu saptamlardir
[menopoz 6ncesi ve menopoz sonrasi kadinlardaydags=0,01 OR=1,69 %95 CI(1,11-
2,57) ve p=0,007 OR=1,85 %95 CI (1,29-2,67)]. Mesm@ncesi ve menopoz sonrasl
kadinlarda 397T>C Rvul) polimorfizmi acisinda CC genotipli kadinlarin MY
degerlerinin ve Ostradiol sevivelerinin glik olduysu saptanmtir (sirasiyla p=0,0001 ve
p=0,01) (Jeedigunta ve ark., 2010).g&x aratiricilardan farkli olarak, Kobayashi ve

arkadalarl, menopoz sonrasi Japon kokenli kadinlaE@R1 geni Pvul ve Xbal
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polimorfik bolgelerini ¢camis ve TTxx genotipine sahip kadinlarin omurga lumbar
seviyede dg§iik KMY degerine sahip olduklarini saptargtardir (Kobayashi ve ark., 1996;
Kobayashi ve ark., 2002).

ESR1geni 397T>C polimorfizmi ile osteoporoz ya da kknkayibi arasinda
herhangi bir ilskinin olmadgini ifade eden caimalar da yapilmgtir. Han ve arkadgari
menopoz sonrasi 312 Koreli kokenli kadin, Rapuriavkadalari menopoz sonrasi 489
kadinda yaptiklari incelemedeSR1geni 397T>C polimorfizmi ile osteoporoz arasinda
herhangi bir ilgki bulamamglardir (p>0,05) (Han ve ark. , 1999; Rapuri ve.ag006).
Yine, Danimarkall menopoz sonrasi 315 kadin (Baggeark., 2000), menopoz sonrasi
1771spanyol kadin (Bandres, 2005) ve 48Koc¢ kokenli kadinda yapilan gahalarda ise
osteoporozl&ESR1geni 397T>C polimorfizmi arasinda birski bulunmamgtir (p>0,05)
(Albagha, 2001).

Kompozit genotip analizindeESR1/CALCRgenleri, CCTT kompozit genotipi,
hasta ve kontrollerde kalastirildiginda, osteoporoza yatkinlik olglu saptanngtir
(p=0,009). Buna kam, TCCC kompozit genotipinin kontrollerde fazla rginesi;
koruyucu bir etkiyi dgindurmigtar [(p=0,0125 OR= 0,323 %95CI (0,1383-0,755)] (bab
23). Xu ve arkadgarincaESR1ve OS geninde yapilan kompozit analizinde ise herhangi
bir ili ski bulunamamgtir (p>0,05) (Xu ve ark., 2010).

Richard ve arkaddari, Avrupanin 5 farkli Ulkesinde 19195 birey linde yaptiklar
meta analiz ile, aralarindaSR1geninin de bulundiu dokuz genin, farkh bdlge KMY
degerlerinde dguklige neden olup osteoporoza neden gidgdsterilmgtir (Richard ve
ark., 2009).

5.3.COL1A1 GENI 2046 G>T POUMORFizMi

Col1Al 2046G>T polimorfizm boélgesi transkripsiyon fakto@plin baglanma
bdlgesidir. COL1A1 geninin 1. intronunda buluna8pl transkripsiyon bdlgesi, kollajen
transkripsiyonunun kontroliinde goérev alir. Bu bdigdulunan tek nukleotid polimorfizmi
Spltranskripsiyon faktorinin Benma etkinlgini arttirarak, COL1Altranskript diizeyini
arttirir. Boylece bu polimorfizm kollajeal Grininin kollajerm2’ye olan oranini arttirngi
olur. Artmis kollajenal de anormal homotrimer yapida kollajensolonunu tgvik eder. Bu
durum; kemik kompozisyonu ve mekanik gicunu olumstkiler (Mann ve ark., 2001;
Deak ve ark., 1985; Ateve ark., 2010).

ColAlgeni 2046 G>T polimorfizmi gaunlukla osteoporozla #kili bulunmus olup
osteoporozun yanisira, osteosklerozis (McKennarkie 2004), Chron hastgh (Todhunter
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ve ark., 2005) ve miyokard enfarktisu riskiyle &pder ve ark., 2006) gkili oldugu
bildirilmistir. Akut yumuwak doku rdptirinde ise koruyucu etkiye sahip gldufade
edilmistir (Collins ve ark., 2010).

Bu calsmada sglikli kadinlarda (108 kontrolLolAlgeni 2046 G>T polimorfizmi
ile ilgili genotiplerin GG %44,4 GT %25,4 ve TT %20olduyzu saptandi (Tablo 22). Bu
sonugclar, Maltali menopoz sonrasi kadinlarin gendtsilimi ile benzerlik gosterngtir
(Hubacek ve ark., 2006). Tokat civarinda yapilanchisma sonucund&€olAlgeni 2046
G>T polimorfizmi ile ilgili olarak saptanan GG %@4GT %31,11 TT %4,44eklindeki
genotip dailimlari bu calgma sonuclariyla uyumlu bulunmtur (Ates ve ark., 2010).
Afyon (Erdgzan ve ark., 2010) ve AntalyaSi(nsek ve ark., 2008) cevresinde yapilan
calismalar ile Amerikali beyaz kadinlarda goérulen gematgzilimlari (McKenna ve ark.,
2004)ise bu cakma sonuclariyla farkhlik gostergtir (GG>GT>TT).

Menopoz sonrasi 158 osteoporozlu kadinda menopoms0108 s#ikli kadin
kontrolde yapilan bu c¢amadan sglanan hasta ve kontrolleri@o1Al geni 2046 G>T
genotip d&hmlar ve allel frekanslari kanastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir
ili skinin olmadgi anlailmistir (sirasiyla p=0,283 ve p= 0,491). GG+GT ile T8 @G ile
GT+TT genotipleri kaglastirildiginda da istatistiksel acidan birskiye rastlanmangtir
(sirastyla p=0,204 ve p=0,936) (Tablo 22).

Bu calsmanin ortaya koydiu sonuclara benzer olarak, Hubacek ve arfadain
menopoz sonrasi 218 (Hubacek ve ark., 2006) Cein#étad/e Vidal ve arkagkrinca 126
Maltali kadinda yapilan camalar sonucundaCol1Al geni Spl polimorfizmi ile
osteoporoz arasinda birskinin olmadgi gorulmdtar (p>0,05) (Vidal ve ark., 2007).

Col1Al geni +2046 G>T polimorfizmini ilk tanimlayan Grane arkadslari,
calismasinda 20%skoc ile 94ingiliz kadindan olgan iki gruptan elde edilen heriki grupta
da TT genotipinin omurga seviyesindekisdk KMY degeri (sirasiyla p=0,03 ve p=0,025)
ile kirik olusturmaya (p<0,01) @lim tasidigini gostermglerdir (Grant ve ark., 1996).
Menopoz sonrasi 73#skoc kadinda yapilan bir glea calsmada iseCol1Al geni TT
genotipi lumbar bdlgede dilkk KMY degeri ile iligkili bulunmustur (p=0,026) (Mac
Donald ve ark., 2001). Nguyen ve arkgldanin menopoz sonrasi 677 Avustralyall beyaz
kadinda yapgi calsmada TT genotipinin, KMY ile ikkili olmadigi, ancak kalca kig
riskini arttirdgini gostermgtir (Nyugen ve ark., 2005). Ralston ve arkgda, Avrupali
20786 kadinda yaptiklar ¢gna sonucunda saptadiklari TT genotipini femoral upoy
(<0,001) ve omurga lumbar seviye (0,039)sidéi KMY degeri ile iliskili bulmustur
(Ralston ve ark., 2006). Bustamante ve arkiadia menopoz sonrasi 71iSpanyol kadinda
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yaptiklari ¢algma ile Col1lAl geni +2046 G>T ve -1997G>T haplotipini, lumbar igev
KMY degeri disukltgu ile iligkili oldugunu belirlemglerdir (p<0,01) (Bustamante ve ark.,
2007). Bunun yanisira,Yazdanpanah ve arfladal T genotipinin osteoporoza gakirik
riskini 2.3 kat arttirdiini gostermilerdir (p=0,001) (Yazdanpanah ve ark., 2007).
Meksikali kadinlarda yapilan bir cgina ise polimorfik T allelilinin osteoporoziu
kadinlarda daha yuksek frekansta @alou gosternstir (p<0,0001) (Ramirez, 2010).

Amerikada menopoz sonrasi 308 beyaz kadinlagagalLiu ve arkadgdarinca
yapilan bir cahmada 1997G>T ve 2046 G>T polimorfizmleri GG gor@dibireylerde
KMY degerlerinin yiksek oldgunu gosterngtir (Liu ve ark., 2004). Steward ve
arkadalarinin 3270 kadinda yaptl calsmada, (1997G/1663delT/2046T) haplotipi
bakimindan homozigot olan bireylerin omurga lumisaviyede (0,007) ve femoral
boyunda (p=0,0008) dik KMY degerine sahip olduklarini ortaya koystur (Steward ve
ark., 2006). Ayrica, 32 ¢camada ¢cgunlugu kadin olan 24.511 #nin incelendgi bir meta
analizde,COL1A1 2046 G>T polimorfizminin KMY'yi biraz azaltgn ve kirik riskini
arttirdg gosterilmgtir (Jin ve ark., 2010).

Bu calsmada hasta ve kontrollerde goriules/COL1AICCTT kompozit genotip
dagihminin kasllastiriimasi sonucunda, yatkinlik goésteren anlamli ibgkinin varlig
ortaya konmstur (p=0,027) (Tablo 23). @er kompozit genotipler kautastirildiginda ise
herhangi bir ilskinin olmadgi anlgilmistir (p>0,05) (Tablo 24 ve 25).

5.4.CALCR GENIi 1340T>C POUMORFizMi

Kemik dokusuna etki eden Kkalsitonin hormorparatiroit hormonunun aksine, kan
kalsiyum iyon ygunlugunu digtirmektedir.Osteoklast hlcreleri Gizerinde yer alan kalsitonin
reseptoru, G proteinskkli bir reseptordir. Kalsitonin hormonu bu resée balanir ve
Ca hemeostazisini glayarak kemik formasyonu ve metabolizmasini yonien@Purdue
ve ark., 2002).

InsanCALCR geninin en az alti splising varyanti vardir. Budn ikisi CTR-1 ve
CTR-2 olarak bilinen proteinleridir (Gorn ve ark995; Moore ve ark., 1995; Sexton ve
ark., 1999; Albrandt ve ark., 1995, Chen ve arR97). CTR-1'de ilk intraseltler domain
icinde 16 amino asitlik bir dizinin araya girmesTR-2 ollsumuna neden olur. Calsitonin
hormonunun, CTR2 ile etkge kemik resorbsiyonunu engell@didistnuldiziinden, in
vitro calsmalarda CTR-2 tercih edilmektedir (Wolfe ve arkQ03). CALCRnin kisa
formu olan CTR-1, 1340. nikleotid pozisyonundakiitiin (T) sitozine (C) dgsimidir.
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447. kodonun dcuncli pozisyonundaki T/C baz degisarniucunda I6sin yerine prolin
kodlanmaktadirCALCRnin kisa formu olan CTR-1'deki 1340. nikleotid ¢d7. kodon,
uzun formu olan CTR-2'de 1377. nukleotid ve 463ddma kagilik gelmektedir.

Inceledgimiz polimorfizm, CALCR geninde ekzon 13’te 1340T>C gigimidir. Bu
polimorfizm transmembran proteininin intraselUlegliici domaininde L&sir-Prolin
(Leud447Pro) dgisimine neden olur. Leu447Pro gigminin kalsitonin reseptorinin
sekonder yapisini @atirerek, reseptoriin biyolojik aktivitesini gtirebilecesi 6ne
surulmektedir (Taboulet ve ark., 1998).

CALCR geni 1340T>C polimorfizmi ilk defa Nakamura ve adlglari tarafindan
tanimlanmgtir (Nakamura ve ark., 1997CALCRgeni 1340T>C polimorfizmi daha ¢ok
osteoporoz ve kemik mineral §onlugu ile ilgili dizensizliklerde c¢ajma konusu
yapiimstir.

CALCR 1340T>C polimorfizmi, caftlan populasyonlarda farkl sikliklarda
gozlenmgtir. Bu calsma sonucunda, menopoz sonrasglikh 108 kadin kontrolde
saptanan genotip gdim oranlarinin TT homozigot formu icin %28.7, T&terozigot
formu icin %50.9 ve CC homozigot formu igin %20MduEu ve oranlarinjtalya, ispanya
ve Afrika kokenli Amerikalilarda saptanan oranlasenzerlik taidigi (Masi ve ark., 1998;
Wolfe ve ark, 2003), Japon (Nakamura ve ark., 200Ryvanl (Tsai ve ark., 2003)
menopoz sonrasi (CC>TC>TT) kadinlarda ve Amerikbdlyaz ve Fransiz beyaz
kadinlarda saptanan oranlardan farkl @gldortaya cikmgtir (TT>TC>CC) (Wolfe ve ark,
2003; Taboulet ve ark., 1998).

CALCRgeni 1340T>C polimorfizmi ile ilgili olarak hastze kontrollerden saptanan
genotip ve allel sikliklari kardastirildiginda, istatistiksel agidan anlamli bir farkin
olmadgl anlaildi (sirasiyla p=0,091 ve p=0,097). TT+TC ile CGlimorfik genotipi
karsilastirildiginda, CC genotipinin osteoporozda koruyucu etkisioidygu go6zlendi
(p=0,045, %95 CI, OR= 0,471 (0,237-0,9372). TT @g¢pnde TC+CC kasilastirildiginda
ise istatistiksel acgidan birgkinin olmadgi goruldiu (p=0,404) (Tablo 22).

Masi ve arkadgarinca, menopoz sonrasi (141 normal, 166 ostetigpr@07 italyan
kadinda yapilan cama saglikli kontrollerde (TT: TC: CC=34.7: 41.7: 23.6) rg#ip
dagihmini, osteoporotik olanlarda ise (TT: TC: CC=38: 15) oldgunu gosternstir
(p=0,01) TT genotipli bireylerin KMY dgerlerinin CC genotipli olanlara gore, daha
disUk olduzu da gosterildi (Masi ve ark., 1998). Taboulet vkadalar, 215 menopoz
sonrasi kadinda camis ve CALCR geni 1340T>C polimorfik genotipleri arasinda

heterozigot TC genotipe sahip olan menopoz sorkadinlarda, TT ve CC genotipli
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olanlara gore, daha yiksek KMY ve osteoporozgibariklarin azaldgini (p<0,037) ve
CALCR geni 1340T>C polimorfik bélgenin heterezigot fommou tgiyan bireylerde
osteoporoza kg kink riski acisindan heterezigot Ustigil oldysunu 6ne surmyi
(Taboulet ve ark., 1998 CALCRgeni 1340C (Leu447Pro) varyantinin ise calsitonin
reseptdr proteininin sekonder yapisinigigerdigini ve proteinin biyolojik aktivitesini
etkiledigini belirtmiglerdir (Taboulet ve ark., 1998). Wolfe ve arkglda da, invitro
calismalariyla Kalsitonin reseptérindeki prolin ve léswaryantlarinin; reseptorin
kalsitonin hormununa ganmasinda ve fonksiyon yapmasinda anlamli bir éhmkadgini
gostermglerdir (Wolfe ve ark., 2003). Wolfe ve arkatkini bu bulgusu, agarilan hasta
ve kontroller arasinda genotip glamlari ile allel frekanslari agisindan bir skinin
bulunmamasi sonucunu desteklgtmi (sirasiyla p=0,091, p=0,097). Buna «ar CC
homozigot genotipinin kontrol grubunda fazla olmasatistiksel acidan bu genotipin
koruyucu oldgunu digundurmigtur (p=0045 %95 CI OR=0,471 (0,237-0,9372).5Bi
calsmalarda da genel olarak osteoporotik olmayan norkaalinlarda (CC) genotipi
frekansinin, (TT) genotipine oranla, daha yuksektgdmistir (Nakamura ve ar., 1997;
Masi ve ark., 1998; Masi ve ark., 2001; Tsai ve,&R03; Bandres ve ark., 2005).

Tsai ve arkadgarinca menopoz sonrasi 167 Tayvanh kadinda sapgalsmada
saptanan homozigot (TT) bireylerin omurga lumbaferaoral boyun bdlgesinde engiik
KMY degerine sahip oldgu (TT: CT: CC=2.4: 22.2: 75.4) ve bu bireylerin exgporoz
acisindan buydk risk sahibi olduklar ifade edsltini(Tsai ve ark., 2003). Bu sonuclarla
paralellik gosteren varyant allelin koruyucu etkisterdgi sonuclarimiz, I6sin varyantinin
reseptorin kalsitonin hormonunagtenma etkinlgini arttirabilecgi yonindedir.

Bandres ve arkadkarinca, menopoz sonrasi 177 aymytgki ispanyol kadinda yapilan
calismada, femoral boyunda glik KMY degerinin, CALCRgeni 1340T>C polimorfizmi
homozigot (TT) I6sin formu ile igkili bulunmustur (p=0,035) (Bandres ve ark., 2005).
Drews ve arkadgarinin menopoz sonrasi 139 osteopenik Polonyatiinda yapgi
calisma ile, genotip dalimlan CC: CT : TT = 8.6: 45.3: 46.§eklinde saptanngive
Taboulet ve arkad&arinin bulgularina benzgekilde CT genotipli bireylerin yiksek KMY
degerine sahip olduklari tespit edilgiir (p<0,05) (Drews ve ark., 2005; Taboulet ve ark.
1998). Bu cakmalarin aksine, 2010 yilinda Lee ve arkgala, menopoz sonrasi Koreli
729 kadinda yaptiklari caima ile kirkk ve KMY ile CALCR 1340T>C polimorfizmi
arasinda herhangibir gkinin olmadg saptanmtir (p>0,05) (Lee ve ark., 2010).

Calisma grubu hasta ve kontrollerde kompozit genotidizles ESR1/CALCRCCTT
karsilastirildiginda, osteoporoza vyatkinlik gosteren birgkilnin oldugu gorulmitar
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(p=0,009). Buna kam, TCCC kompozit genotipinin kontrollerde fazlanalsi, koruyucu
bir iliskinin olabileceini dustindurmigtir [(p=0,0125 OR= 0,323 %95CI (0,1383-0,755)]
(Tablo 23).

Bu calsma ile dort polimorfik gen bdlgesini®@S-298 T>C,ESR1397 T>C, Col1Al
2046 G>T veCALCR1340 T>C polimorfizmlerinin SNP etkgenleri argtirildi ve Ucli
ve dortli kompozit genotip analizi sonucunda hastakontroller arasinda herhangibir
ili skinin olmadg! saptandi (Tablo 24 ve 25).

OS -298 T>C, ESR1 397 T>C, Col1Al 2046 G>T veCALCR 1340 T>C
polimorfizmlerinin kompozit analizleri bu alandaptan ilk argtirma 6rngi olmustur. Bu
Ozellik, calsmayi orijinal ve 6zgun kilngtir. Ancak aratirma sonuclarinin daha orijinal
hale gelmesi, Samsun ve cevresinde elde edilenebilenn diger bolgelerden de elde

edilecek veriler ile birlgmesi ve uysmasi ile mimkun olacaktir.



3. SONUC VE ONERILER

Yasam sirecinin uzamasina paralel olarak, osteoparemb bir halk sglgi sorunu
olmustur (Mohammed, 2000; Melton ve ark., 199D)inyada 200 milyonus&in kadinda
osteoporoz gorulmektedir. Osteoporozun neden goidkriklar arasinda kalca kiriklari
onemli bir yer tutmaktadir. Kalgca kiriklarinin tegkine harcanan maliyetin dnimuzdeki
25 yilda 2 katina cikaga bildiriimektedir (Gennari ve ark., 2002). ABD asistik
verilerine gbre, onuimuzdeki yillarda Osteoporozileyici kuvvetli 6nlemler alinmazsa,
osteoporozun tedavisi i¢in gereken maliyet daharticaktir (Norris, 1992).

Osteoporozun patogenezinde rol alan genleri fgddhlerin polimorfizmlerinin tespit
edilmesi ve bunlarin osteoporoz ile muhtemekilerinin ortaya konmasi; osteoporozun
erken tanisinda, yatkigholan kgilerle ilgili Gnlem almasinda ve hast@in klinik seyrinin
takibinde bize yol gosterici olacaktir. Bu, ayninmmnda, yeni tedavi protokollerinin
sgilanmasi ve daha iyi klinik uygulamalarin giurulmasini da sgayacaktir.

Orta Karadeniz Bolgesi, Samsun ve c¢evresindgayan menopoz sonrasi
Osteoporozlu kadin hastalarin gmldigi bu calsma neticesinde;OS -298 C>T
polimorfizmi ile osteoporoz arasinda istatistikeglidan anlamli bir ikinin olmadgi
gorulmistir. ESR1 geni TT+TC genotipleri ile CC genotipi kalestirildiginda, CC
genotipinin osteoporoz igin risk faktori olglu anlgildi [p=0,039 %95 ClI OR=2,156
(1,083-4,293)]. Col1Al geni 2046 G>T polimorfizmi genotipleri ile allelikéklar
karsilastirildiginda, hasta ve kontroller arasinda istatistiksetlaat anlamli bir farkin
olmadgi anlaildi (p>0,05).CALCRgeni TT+TC genotipleri ile CC polimorfik genotipi
karsilastirildiginda ise koruyucu bir etkinin olgu goéruldi [p=0,045 %95 CI, OR= 0,471
(0,237-0,9372]. Kompozit genotip analizindeSR1/CALCRTCCC kompozit genotipinin
osteoporoza kar koruyucu etkiye sahip olgu [p=0,0125 %95 CI OR= 0,323 (0,1383-
0,755)], ancak OS/Col1A1CCTT ve ESR1/CALCRCCTT kompozit genotiplerinin ise
osteoporoz i¢in risk unsuru olgu goraldu (sirasiyla p=0,027, p=0,0090).

Sonug¢ olarak; polimorfik genotiplerddeSR1geni CC ve kompozit genotiplerden
OS/COL1AICCTT veESR1/CALCRCCTT'nin osteoporoza yatki@a neden oldgu buna
karsin, CALCRgeni CC genotipinin v&SR1/CALCRICCC genotinin ise osteporoz icin
koruyucu etki gosterdi anlasildi. Samsun yoresinde, menopoz sonrasi kadinkrinide
yapilan bu ilk cabmanin, tlkemiz genelinde gelatimesi ve elde edilecek verilerin
degerlendiriimesi durumunda, beklenen hedeflerssildags ve insan sgligina katkida

bulunac@ kanaatine varildi.
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8.1HASTA BILGi FORMU

Adi soyadi : Tarih:
Cinsiyet :

Yas: Dosya No :
Boy: Adres:
Kilo: Tel:

VKI:

Kulag uzunlugu:

Ogrenim Durumu :

Okuma yazma bilmiyor () ortaokul () Universite ( )

Okuyup yazabiliyor () lise ()

TIkokul () yuksskul ()

Meslek :

Alkol ali skanhg

Hergln ( ) haftada 2-3 kere ( ) haftada 115)ginde 1 ( ) ayda 1 ( ) dahaaz ( ) hig (
)

Sure:

Sigara algkanligi
Hic¢ kullanmamg
Eskiden kullanmy birakms kac ay/yil:  gunluk sigara miktari:

Halen kullaniyor: kac yildi: gunlik sigara miktari:

Giyim sekli: cagaf () geleneksel () moderh (

Gunluk kahve tuketimi: sure: 3 fincandan az ( ) 3fincandan fazla ( )
Gunluk cay tuketimi : sure: 1-3 bardak ( ) 4-10 bardak ( ) 10 Gzeri
()

Gunluk kolah icecek tuketimi: 4 bardaktan az ( ) 4 bardaktan fazla ( )
Duzenli egzersiz agkanligi:  hafif ( ) orta () ga ()

Immobilizasyon dykiisi: <2ay() 2-6ay() >6@y

Kirk éykasu :  ya: kendifiinden ( ) hafif darbe ( )  siddetli darbe
()

Sistemik hastalik 6ykisu (stre)
Diabet ( ) hipertansiyon ( ) kalp hastali ) guatr( ) karager hastafii ( )
Bobrek hastagn ( ) astim () alerji( ) ger()
Duzenli ilag kullanimi : dozu suresi

Steroid

Dilretik

Antiepileptik

Antiasit

Heparin

Tiroksin

Metotreksat

D vit., Kalsiyum

Diger
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Gunluk kalsiyum alimi :

<25ya 25-50ya 50 ya>

Sut 1-2 bardak /gin
Haft. Bazi gunleri
Haftada 1, hi¢

Peynir dilim/gin

Yogurt kase/gin

Digerleri

Cocukluk yasinda sut ve sut trnleri:
Cocukluk yasinda fiziksel aktivite :
Ailede kirik hikayesi :

Ailede kamburlasan :

Adet yai

Menapoz ya : Dogal ( ) Cerrahi ()
Dogum kontrol hapt:

Hormon :

Cocuk sayisi :

Her birini emzirme suresi :

Osteoporoz hakkinda bilgisi var m®

Evet () yeterince bilgimky0 ) hic¢ bilgim yok ( )

Bu hastalik ile ilgili bilgileri nereden edinmis ?

Doktorundan ( ) basindan ( ) sitkekitaplardan ( ) arkadaakraba () der ()

Bu hastalgin meydana getirecgi sorunlari biliyor mu?

Kirtk ( ) boy kisalmasi ( ) bombe karin (kamburluk ( ) sirt ve belgaisi ( ) dger (
)

Daha 6nce kemik dlcimi yapilmg mi?  Hangi yontem ?

KMY:

Kalkaneal Ultrason :



Lab: Hg:

Biokimya:

Ca:

Osteokalsin:

Direkt Grafi:

Tedavi:

Gen Analizi:

Htc:
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Lokosit:

Alk Fos:

C-Telopeptid:

Trombosit:

PTH:
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BILGILENDIRILM iS GONULLU OLUR FORMU

Universitemiz Tip Fakiiltesi Hastanesinde yaganaz calsma icin gonulli olmayi
kabul ettiniz. Fakultemiz Fizik Tedavi ve Rehalaisiyon poliklingine bgvurdunuz ve size
osteoporoz tanisi konuldu. Sizden 5ml kan giragnarak Osteoporozla ilgili DNA analizi
yapilacaktir. Bu ¢cagma sizin gibi osteoporoz olan hastalarinin tedawgeyardimci
olmak, ygam kalitesini artirmak icin yol gosterici niteliktéabilir. Calsma sirasinda ve
sonrasinda, ilefim kurabilmeniz i¢cin mutlaka bir ilgilinin isim veelefonu size
verilecektir. Eger istemiyorsaniz bu atarma kapsaminda tutulmayacaksiniz.

Istedginiz anda argtirmaya son verilecektir. Agairmaci tarafindan, size
sorulmadan agdirma dsina birakilabilirsiniz.

Bu calgma toplam en az100 osteoporozlu hastaya uygulanacak

Latfen yukaridaki bilgileri dikkatli olarak okuyunu z.

Yukaridaki gonulliye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gbsteremetni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlu aciklmalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya katilmay kendi rizamla, hicbir baski ve zalama
olmaksizin kabul ediyorum.

Gondllinin Adi :
Imzasi :

Adresi :

Tel :

Sahit
Imzasi :
Adresi :
Tel :

Velayet ve vesayet altinda bulunanlar igin veli vey vasisinin
Adi :
Imzasi :

Aciklama yapan arastiricinin :
Adi :
Imzasi :

Riza almaglemine baindan sonuna kadar taniklik eden kuguddrevlisinin

Gorevi : Ondokuz Mayis Universitesi tip Fakultegddi Biyoloji Ana Bilim Dali argtirma
gorevlisi

Adi :

Imzasi :
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8.2. ETIK KURUL RAORLARI

| T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITES]
_ BILIMSEL ARASTIRMA PROJELER] KOMISYON KARARLARI
VARAR TARIHI ~_ TOPLANTLSAYISI ~ KARARNO
22.01.2008 4 2008/15- 18

38 Dog.br. Onier Facuk AYDIN"n T.584 nolu “Cocuklirda migren ve safi-aol
santlh kenjenitst kalp hastabi® arasindaki ilski™ konulu projesine 3.000,00.-YTL,

39- ¥ed, Dog.Dr. Ahmet DILEK in 7.585 nolu “Entibusyonda LMA C Trach ile
fiberoptik  laringoskop  wintemlerinin  kaesilastiniimes™ konulu  projesine
35.000,00,-YT1,, s

40- Dog k. |smail Serhet KOCAMANOGLU'nun T.586 nolu “Taparstomi
vapilan hastalardn  postoperatif analjezide bupivacaine ile  levobupicainnin
kurptlastmilmas:™ konulu projesing 45.000,00.-YTL,

4l- Dog.Dr. Tank BASOGLU nun T.587 nolu “Diflerensiye tiroid kanserlerinde
postaperatif bokive tiroid dokusunun rekombinant TSH ile hazichik sonras 1-131
ihe pblusyone™ kanulu projesine 400.000,00.-YTL,

42- ProfDr. Tekin AKPOLAT i T.58% nolu “Hipertansivoniy Hastalarda Limon
Kullansmmin kan Basimoma Edkisi™ konolu projesine 5000,00.-YTL,

4%- Profdr. Ferit BERNAY i 1.589 nolu “Postoperstil entibe edilmiz
yeniduguniarda entiibasyonun olumsuz etkilerine peden olan faktdrler” konulu
projesine 23 000 MY TL,

44. Protidr, Ferit BERNAY 'm T390 nalu “(,':-'_'u_'uE-.'Ir,JB-'_ (ap [rinsr &isiem
obstrliksivonlan  tedavisinde  agik cerrahi ve  endoskopik  cerrahinin
karsilasninlmas:™ konulu prajesine 150,000,00.-Y1TL.

43- Yrd. Dug.Dr. Oepe DARKA min 1,591 nolu “Mide bivopsi dreklerinden jzole
editen H.pylori sustarinda virllans genlerinin molekiller vintemlarle aragtinlmast’
kol privjesine 15 WHE00-%TT,

a6- Doy DeAsuman BIRINCEnin 1,392 noly “Sistemik Kandidemiye neden olan
caribida’iurin stundarl vintemler ve veni alematif ydntemlede izolasyon ve tir
bagimint karplasticiimass™ koaulu prajesine DLO0000-YTL,

47- Yoo Dug.lde. Numen KARA’sin 1,593 noly ~“Menopor soncast kadinlarda
osteakalzin, dstrojen reseptée, kollajen!-Al ve kelsitonin reseptiir _gﬂnlcl'iﬂﬁtkl
pubimoshizmlerin osteoporoz. He ilizkisi® konulu prajesine 9.000,00.-¥ 11,

A8 Doy e Niletn OZBEE OKUMUS un T.594 nolu “Melatonin ve L-karmitinin
redyvasvion nefropatizine etelsi™ konulu projesine 7000 -YTL, .
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ONOOKUZ MAYIS UNIVERSITES|
TIP FAKULTESI
SAMSUN

ILGil: 23.01.2008 tarih ve 05821110 sayil Rektorltik yazis:,

Aragtirma Fonundan desteklenmek (zere hazrladifimz  projenizin kabul edildigi

Rektorlik Makamunca bildirilmisgir,
Bilgilerinizi ve proje kapsamumdald taleplerinizin almabilmesi icin Dekanligimiza
1steklerinizin vapilmasio rica sderim ,
I/
Bk: 3 Prof D Sabgh SARIKAYA
o Lnstier Y

Ny LS80 AG0
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ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITEST
e FAKLULTESI
FTiK KURUL BASKANLIGT

Quvi: BK: | 2.5 04.03.2007

Saym . Senglil TURAL

Etik kuralumuzs sunmus oldugunaz “Menapoz Sonrast Kadinlarda Osteokalsin,
Ostrojen Reseptiir, Kalsitonin ve Kalsitonin Reseptar Genlerindeki Polimorfizmierin
Osteoporoz ile Thskisi®  bashkli OMU Enk 200756 protokol nolu hasta materyali
aragtirma projeniz ile ilgili degerendirme galismalan sonuglandinlmstr,

 Projeniz amag. gerekge, yaklagm ve yontemle ilgili apklomalanmz dikkate alarak
degerlendiriimis olup, O8I Tip Fukiihesi Etik Kurul vonergesinin 5, maddesi geregi
sorumluluk srastirmacilara ail olmak izere by araglirmanio uygulanmasimda herbangi biv etik
sekincanin olmadiginn ve aragtrma tamamlandiktan sonra sonueunun etk Kurulumuza
il dirilmesi gerefine 30.04.2007 waribli etk kurulumuzda oy biridi ile karur verilmistir.

Ancak arasurma biltgesinin maddi desteit heniiz saglanamad@imdan projeye biitge
destep saplandiktan sonra etik kurslumzdan onay verilecektir. :

Rilgilennize rica ederim,

ProlDr. Y oksel KESIM
ik Karul Bagkan
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Unvant: Arastirma Gorevlisi

Adi Soyadi: Sengul Tural

e-mail: stural@omu.edu.tr
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Is Adresi: Ondokuz Mayis Universitesi, Fakiilte: Tip Fakiilt@shbi Biyoloji Anabilim
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Telefon: 05334925282

E-mail; stural@omu.edu.tr

EGITIM
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1. SCIENCE CITATION INDEX (SCI) YER ALAN YAYINLAR
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BILDiRI KITABINDA BASILAN B ILDIRILER
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KATILDI Gl KURSLAR

1. ADLI BIYOLOJIK INCELEMELER VE MOLEKULER GENETK KURSU 3-4
NISAN 2007ISTANBUL ADLI TIP KURUMU (Teorik ve Pratik)

KATILDI Gl KONGRELER

1. VIl. ULUSAL PRENATAL TANI VE TIBBI GENETIK KONGREYS 17-20

MAYIS 2006, KAYSER

2. VI. ULUSAL PRENATAL TANI VE TIBBi GENETIK KONGRES BELEK,21-
24 NISAN 2007 ANTALYA

3. VIILULUSAL TIBB I GENETIK KONGRESY, 6-9 Mayis 2008 ANAKKALE

4. |. ULUSLARARASI KATILIMLI KOK HUCRE SEMPOZYUMU, 29 EYLUL-1
KASIM 2010 SAMSUN

5. 9. ULUSAL TIBBI GENETIK KONGRESY, 1-5 ARALIK 2010,iISTANBUL

UYE OLDUGU DERNEKLER
1. TIBBI GENETIK DERNEGI

2. SAMSUN KOK HUCRE DERNEI



