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OZET

Amag: Osteoporoz, kemik mineral yogunlugunun (KMY) azalmasina bagli olarak kemik mikromimarisinin bozulmasi ile
ortaya gikan multifaktoriyel bir hastaliktir. Kemik mineral yogunlugunu etkileyen birgok cevresel faktor bilinmesine
ragmen genetik yapinin osteoporoz patogenezi ile iligkisi son zamanlarda incelenmis ve kemik kitlesi Gzerine etkisi olan
150 kadar aday genin varhigi rapor edilmistir. Ancak bu etkinin dereceleri ile genler ve gevresel faktorlerin etkilesimleri
halen net degildir. Bu ¢alismada, lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri ve osteoporozla ilgili Snemli kriterler ile
ERa geni Xbal, Pvull polimorfizmleri arasindaki iliskinin arastiriimasi amaglanmistir.

Materyal ve Metod: Bu galismaya 73 osteoporotik ve 34 osteoporozu olmayan (kontrol) toplam 107 postmenopozal
kadin alindi. Osteoporozla ilgili kriterler ve lomber omurga ve femur boynu KMY degerleri ile polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve restriksiyon pargca uzunluk polimorfizmi (RFLP) tekniklerini kullanarak belirlenen ERa geni Xbal, Pvull
polimorfizmleri arasindaki iligki arastinimistir. Hasta ve kontrollerle ilgili arastirma verileri, ¢esitli laboratuvar testleri ve
standardize sorgulama formlarindan elde edilmigtir.

Bulgular: Osteoporotik ve osteoporotik olmayan kadinlar arasinda Xbal ve Pvu Il polimorfizmlerinin genotip, allel ve
haplotip frekanslari bakimindan anlamli bir fark bulunmamistir. Xbal polimorfizminde kontrollerde minor allel “X” alleli
(G nukleotiti) (MAF=0,457) iken hastalarda “x” alleli (A nikleotiti) (MAF=0,467) olmus, Pvull polimorfizminde, kontrolde
minor allel “P” (C nukleotiti) (MAF=0,485) iken hastalarda “p” alleli (T nukleotiti) (MAF=0,418) olmustur. Pvu Il
polimorfizmi ile boyun - lomber KMY arasinda xx genotipli hastalarda femur boyun KMY ortalama degerinin, XX ve Xx
genotipine sahip bireylerden daha yuksek oldugu (p=0,05), kontrol grubunda ise 6nemli bir farkin olmadigi bulunmustur.
Pvull polimorfizminde ise hasta ve kontrollerin femur boyun-lomber KMY degerleri arasinda higbir fark saptanmamistir.
Aile osteoporoz dykisu bakimindan PP, Pp ve pp genatipleri arasinda kontrollerde énemli bir fark yok iken (p=0,31),
hasta grubundaki fark 6nemli (p=0,04) olup en yiiksek osteoporoz dykusi PP genotipinde (%85,7) bulunmustur. Hasta
grubunda, Xxpp genotipine sahip olan bireylerden, giinde 15 dakika ve Uzeri glinese maruz kalanlarin, giin iginde hig
glinese maruz kalmayanlara gére lomber KMY degerlerinin yiksek oldugu saptanmis (p=0,01), kontrol grubunda ise bir
fark bulunmamistir. Osteoporozla ilgili incelenen dider kriterlerin hicbirisi ile Xbal, Pvull polimorfizmleri arasinda iligki
bulunamamisgtir.

Sonug: Osteoporotik hastalarda x ve p allel frekanslari daha disik ve genotipi xx olan hastalarin da femur boyun-
lomber KMY degerleri daha yiksektir. Xbal polimorfizmi genotipleri bakimindan hasta ve kontroller arasindaki fark
anlamli olmasa bile, yiksek KMY degeri ile iligkili olan “x” allelinin hastalarda disik kontrollerde yliksek olmasinin
6nemli oldugu disundlebilir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, Ostrojen Reseptér Alfa Geni (ERa), Xbal, Pvull
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ABSTRACT

Purpose: Osteoporosis is a multifactorial disease characterized by a decrease bone mineral density (BMD) and micro-
architectural deterioration of bone structure. Although several environmental factors are known to have influences on
BMD, genetic contribution to the pathogenesis of osteoporosis has recently been recognized. The existence of about
150 candidate genes which have effects on bone mass was reported but the degree of these effects and interaction of
genes and environment are presently unclear. In this study, it was aimed to investigate any relationship between BMD
values of lomber vertebra and femoral neck, osteoporosis-related criteria and ERa gene Xbal, Pvull polymorphisms.
Material and Methods: We evaluated the relationship between the osteoporotic factors and ERa gene Xbal, Pvull
polymorphisms in 107 postmenopausal women (73 osteoporotic as study group and 34 non-osteoporotic as a control
group) by using polymerase chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP) technics. Data
about the osteoporosis-related factors about all subjects were either based on the laboratory analyses and results of a
standardized questionnaire.

Results: The distributions of genotype, allele and haplotype frequencies of both Xbal and Pvull polymorphisms were
not significantly different between osteoporotic and control group. In control group of Xbal polymorphism, minor allel
was “X" (nucleotide G) with the frequency MAF=0,457 but in osteoporotic women it was “Xx” (nucleotide A) with
MAF=0,467 and in control group of Pvull polymorphism, minor allele was “P” (nucleotide C) (MAF=0,485) and in
osteoporotic women it was “p” (nucleotide T) (MAF=0,418). In patients xx genotypes of Xbal polymorphism had
significantly higher femoral neck-lomber average BMD value than XX and Xx genotypes (p=0,05) while no significant
difference was found among control genotypes. Pvull genotypes showed no differences for femoral neck-lomber BMD
values both in patients and controls. For the family history of osteoporosis, PP, Pp and pp genotypes did not
significantly differ in controls but differences among patient genotypes were significant reaching the highest ratio (%
85.7) in PP genotypes (p=0,04). Xxpp genotyped patients who exposed to sun over 15 minutes per day had higher
BMD values than in patients who had no sun exposure (p=0.01) but there was no difference in control group. None of
the other criteria related to osteoporosis was found to be associated with Xbal, Pvull polymorphisms.

Conclusion: Osteoporotic women have higher femoral neck-lomber BMD values for xx genotypes but all osteoporotic
women have lower x and p allele frequencies. Although there was an insignificant difference for Xbal genotypes
between patients and controls, less occurrence of "x" allel associated with higher BMD values in patients may be of
some clinical diagnostic importance.

Key Words: Osteoporosis, Estrogen Receptor Alpha Gene (ERa), Xbal, Pvull polymorphism

GIRIS
Osteoporoz (OP) dusik kemik kitlesi ve
kemik dokusu mikromimarisinde bozulma sonucu

birtakim risk faktérleri rol oynar. Genetik yonu ile
osteoporoz, hormonal, c¢evresel, yasam sekKli
(sigara icilmesi, fiziksel egzersizler gibi) ve
kemik kirilganliginda ve kirilma riskinde artma ile beslenme faktérlerinin  (kalsiyum alimi, alkol
: . o 1 !
karakterize kompleks bir iskelet hastaligidir’. Post- yijketimi) kontrol ettigi multifaktoriyel (poligenik) bir

menopozal osteoporoz (Tip | Osteoporoz) kirk bes hastalik olarak da tanimlanmaktadirs28.
ve altmis bes yas arasi kadinlarda gonadal

fonksiyonlarin azalmasina bagh kemik kaybindan
ileri gelir. Kadinlarda erkekler gére 6 kat daha fazla
gbri]l[]rz. Senil osteoporoz (Tip Il Osteoporoz) ise
75 yas uzerinde gorilir ve kadin erkek orani
2/1'dir. Osteoporoz gelisiminde hormonlar, yas ve

En 6nemli risk faktdrlerinden olan &strojen
hormonu, menopoz ddneminde ©nemli derece
eksildiginden kemik kaybi ¢ok hizli gelisir. Dogal
menopozdan 6nceki bilateral ooferektominin kemik
kaybini ve kalgca kirik riskini arttirdigi bilinmektedir.

Ayrica dogal erken menopoz veya ge¢ menars ile

L 3-5 L . .. .
cinsiyet™™, dusuk kemik kutlesi, kadinlarda erlgfon birlikte  gelisen kisa  dogurganlik  siresi
menopoz, zayif viicut yapisi, rk ve genetik™™,  perimenopozal kadinlarda diisiik kemik kitlesine

.. . P .. 11 .
reme ile ilgili faktorler~, yasam sekli ve neden olur'.

Bircok calismada ge¢ menars
egzersiz'>*® ve beslenme aligkanliklar™****°

gibi hikayesi olan kadinlarda daha disik mineral
yogunlugu bulundugu saptanm|§t|r19.
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Ostrojen, ovaryumlardan salgilanan iki énemli
cinsiyet hormonundan biridir. Dogal olarak olusan
Ostrojenler, kolesterolden tiireyen C18 steroidlerdir
ve bunlar 17B-6stradiol (E2), dstrone (E1), and
ostriol (E3) olmak Uzere g tiptir®. Ostradiol
kadinlarda (6zellikle menars ile menopoz arasinda)
en baskin olanidir’®. Ostrojenler esas olarak

ovaryum ve testislerde sentezlenirler ancak,
periferalmenopoz dokularda androjenlerin

aromatizasyonu ile de sentezlenmektedirler?*?.

Ostrojenler etkilerini  strojen reseptorii  olarak
adlandirilan transkripsiyon faktorleri aracihdi ile
gostermektedir™®. Ostrojen reseptoruniin  alfa
(ERa ) ve beta (ERB) olmak uzere iki tipi
bulunmaktadir. ki reseptér proteininin de DNA
baglanma bélgesi oldukg¢a benzer fakat amino asit
benzerligi dusuktir. ERa proteini amino ucundan
karboksil ucuna dogru Adan F’'ye kadar
isimlendirilen 6 bolgeye sahiptir®.

Ginuimuzde kemik kitlesi yaygin olarak
DEXA (cift enerjili X-isini  absorpsiyometre)
yéntemi ile dl¢llir ve 6lgim degeri Kemik Mineral
Yogunlugu (KMY) olarak adlandirilir. KMY degeri -
2,5 veya altinda ise osteoporoz olarak kabul edilir.
KMY Uzerine pek ¢ok cevresel faktortn etkili olup
bireyler arasinda gorilen farkliliklarin %50-80'i ise
genetik kokenlidir'®?. Bu giine kadar osteoporozla
iligkili 150 aday gen Uzerine yapilan galismada ¢ok
az genin (sadece 9 gen) KMY ile dnemli derecede
iligkili oldugu saptanmigtir. Osteoporozla iligkili
genlerin 7 tanesinin kuvvetli etkili- nadir allelleri
(major genler), 10 kadar genin de zayif etkili- daha
yaygin allelleri oldugu belirtimistir’®. Zayif etkili-
yaygin allelleri olan genlerden birisi &strojen
reseptor 1 (alfa) geni (ERa )'dir. ERa geni, 6.
kromozomda (692.5) 140 kb’lik bir bolgeyi kapsar
ve 8 ekzon, 7 intron ile promotor bédlgesinde en az
7 cesit mRNA transkripsiyonu yapacak c¢oklu
kontrol bolgesini icermektedir””*®. Coklu kontrol
bblgesinden dolayi mRNA’lar farkli intron
cikartilmasi ve ekzon birlestiriimesi islemine
(alternatif splicing) ug@rayabilecedinden sonugcta
cesitli ERa proteini izoformlari tanlmlanm|§t|r29.
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ERa geni ile osteoporoz arasindaki iligkilerde
Pvull, Xbal nukleotit polimorfizmleri (SNP) ve
kontrol bélgesindeki TA tekrar polimorfizmleri
(CNV) Gzerine yogunlagiimigtir. Pvull polimorfizmi,
intron 1° de, 2. eksonun baslangicindan 397
nikleotit yukarisindaki C—T dondsimi sonucu
olusur3°. Pvull enziminin kesim bdlgesinin olmasi p
alleli ya da T alleli, olmamasi ise P alleli veya C
alleli olarak isimlendiriimektedir®. Bu calismada
kesim bdlgesinin olmasi p, kesim bdlgesinin
olmamasi P ile belirtiimigtir. Xbal polimorfizmi,
intron 1° de, 2. ekzonun baslangicindan 351
nikleotid 6nce Pvull polimorfik bélgesinden 46 baz
asagl kisimda A—G dénisiimii ile gergeklesir®.
Xbal enziminin kesim bdlgesinin olmasi x alleli
veya A alleli olarak adlandiriimaktadir. Enzimin
kesim bolgesinin olmamasi ise X alleli veya G alleli
olarak isimlendiriimektedir. Bu c¢alismada kesim
bdlgesinin olmasi x, kesim bdlgesinin olmamasi X
ile belirtilmigtir. TA tekrar polimorfizmi ise birinci
ekzonun 1kb'lik Ust bolgesinde yer almaktadir™.

Halen ilgili aday genlerin allellerinden
hangisinin osteoporoz iliskili oldugu (haplotipi)
toplumlara goére belirlenmesi devam etmektedir.
Turk toplumunda aday genlerden VDR, ERaq,
COL1A1, CYP17 ve CYP19 (P450 sitokromlari)®*
% polimorfizmleri  arastilmis  postmenopozlu
osteoporotik kadinlarda, ERa geninin Tagl ve
Pvull polimorfizmleri ile KMY arasinda énemli bir
iliski oldugu saptanm|§t|r33'34. Bu calismada,
simdiye kadar bazi toplumlarda osteoporozla
baglantisi oldugu saptanan aday genlerden ERa
geninin Pvu I, Xba 1 polimorfizmleri ve bu
polimorfizmlerin genotip ve allelik dagilimlarinin
Cukurova bolgesindeki durumunun incelenmesi
amagclanmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Hasta

Calisma grubu Cukurova Universitesi Tip
Fakultesi Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim
Dali  Osteoporoz polikliniginde takip edilen
menopoza  girmis  hastalardan  olusturuldu.
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Kalsiyum ve fosfor metabolizma hastaliklari,
endokrinolojik hastaliklari (hipertiroidizm, diyabet
vs.), kronik karaciger ve boébrek hastaliklari, iskelet
hastaliklar (paget, romatoid arthrit vs.) olanlar,
kemik yogunlugu ve metabolizmasini etkileyecek
ilac  alanlar  (kortikosteroid, antikonvilzan,
kalsitropik ilaglar vs.), hormon replasman tedavisi
ve estrogen reseptdr modulatérleri alanlar
c¢alismaya dahil edilmedi. Bu ¢alismada aralarinda
akraballk olmayan 73 osteoporotik hasta, 34
osteoporotik olmayan (kontrol) toplam 107
postmenopozal kadin hasta calismaya alindi.
Butun hastalar osteoporozla ilgili  kriterler,
laboratuar yontemleri ve molekiler yoénden
incelendi.

Calismaya Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurullari Arastirma
Projesi Bilgi ve Taahhit Formunda belirtilen
kurallara gére bilgilendirme yapilarak onam alindi.

katilanlardan

Molekiler Genetik Analiz

Hasta ve kontrol gruplarinin timunde
osteoporozla ilgili genel kriterler degerlendirildikten
sonra molekuler analizler icin EDTA’lI tuplere
alinan periferik kandan Miller ve arkadaslarinin
gelistirdigi salting out (tuzla ¢oktirme) yontemi
modifiye edilerek DNA elde edildi®*. Elde edilen
DNA'dan PCR ile Pvull ve Xbal restriksiyon
enzimleri kesim bdlgeleri iceren 346 bg'lik dizi
RFLP analizi igin gogaltildi. ERa geninin Intron |
boélgesini ¢cogaltmak icin Joyce B.J. van Meurs ve
arkadaslarinin®  kullandiklari primerler kullanildi:
ER-F 5-GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3' ve
ER-R 5'- GGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-
3. ERa geni Intron l'in gogaltiimasi igin 6n
denaturasyon 94.0 °C 3 dk, denatirasyon 94.0 °C
45 sn, yapisma (annealing) 60.0 °C 1 dk ve sentez
(extention) 72.0 °C 45 sn olmak lizere 30 PCR
dongisit  yapilmig, 22.0 °C'de wuzun slreli
saklanmistir.  Agaroz jel (gcogunlukla %2’lik)
elektroforeziyle amplifikasyon kontrolii yapilan
orneklerin Xbal, Pwvull restriksiyon endontkleaz
enzimleri ile kesim reaksiyonlari Joyce B.J. van
Meurs ve arkadaslarinin®  yontemine gore

108

Cukurova Medical Journal

gercgeklestirilmistir.  Pvull restriksiyon enzimi ile
kesim reaksiyonuna alinan 346 bg’lik DNA'da C—T
(rs2234693) nukleotit degisimi yoksa Pvull
enziminin tanima bolgesi bulunmaz (P alleli),
degisim varsa (p alleli) enzimin kesim noktasi
vardir. PCR sonrasi elde edilen 346 bg¢’lik DNA
ariininan Xbal restriksiyon enzimi ile kesiminde; A
—G nikleotit degisimi (rs9340799) olmasi halinde
Xbal enziminin tanima bdlgesi oldugundan kesim
gerceklesmekte (X alleli) eger nukleotit degisimi
olmamis ise yani adenin igeriyorsa (x alleli) enzim
kesimi gerceklesmektedir.

istatistik Analiz

Verilerin  istatistiksel  degerlendirmesinde
SPSS 18.0 (PASW 18.0) paket programi kullanildi.
Kategorik olcimler sayi ve ylzde olarak, sayisal
Olcimlerse ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) olarak
Ozetlendi. Hasta ve kontrol gruplari iginde KMY
Olciimlerini etkileyen parametreleri belirlemek igin
cesitli testler kullanildi. Buna gére Hasta ve kontrol
gruplar icinde kategorik &lgiimlerin  genlerle
etkilesimini incelemede trend Ki kare testi
kullanildi. Genlerle sayisal 6lgimler arasindaki
iliskinin incelenmesinde Tek Yonllu Varyans Analizi
(ANOVA) veya alternatifi olan Kruskal Wallis Testi
(KWT) kullanildi. farkliik  bulundugu
durumda genler icinde ikili genotip karsilastirmalari
icin Bonferroni, Sidak testlerinden uygun olanina
basvuruldu. Osteoporoz dizeyini gdstermede
kullanilan KMY degerlerini (Lomber, Femur boyun)
etkileyen sayisal Olgumleri tespit etmek igin
Pearson Korelasyon katsayisi (r) veya Spearman
Korelasyon katsayisi (r) ile kullanildi. Tim testlerde
istatistiksel 6nem dizeyi p<0.05 olarak alindi.
Hasta ve kontrol gruplarinda genotip dagilimlari
Kappa istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Kapa
testinde k degeri; 0-0,40 arasinda olanlar zayif
uyum, 0,40-0,75 arasinda olanlar orta uyum ve
0,75-1 arasinda olanlar yiksek uyum olarak kabul
edildi. Polimorfizmlere gore allel frekanslan ve
genotiplerin  Hardy-Weinberg Dengesi Ki-kare
testine gore hesaplandi.

Burada
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BULGULAR

Osteoporozla
degerlendirilmesi
Molekdler analizlerden énce galismaya katilan
tim kadinlarin serum kalsiyum (Ca), inorganik
fosfat (P), alkalen fosfataz (ALP), osteokalsin, 25
OH vitamin D3 [(25(OH)D3)], parathormon (PTH),
B-Crosslaps, Estradiol (E2), total testosteron,
DHEASO4 ve DEXA [lomber (L1-L4) ve femur
(boyun)] analizleri yapildi. DEXA analizlerin t
skorlari -2,5 ve altinda olanlar osteoporotik, -2,5'in
Uzerinde olanlar normal kabul edildi. Calismaya
dahil edilen kadinlarin, yasi, boyu, kilosu, egitim
durumu, meslegi, menars ve menopoz yasi, canli

genel kriterlerin

ilgili

dodum sayisi, ailede osteoporoz oykisl, eslik
eden hastaliklari, ilag kullanimi, fiziksel aktivite
dlzeyi, sut ve st Urlnleri tuketimi, kafeinli gida
tuketimi, alkol ve sigara kullanimi, giinese maruz
kalma sUresi, giyim tarzi, yakinmasi ve agri
dizeyleri yapilan anketlerle sorgulandi.

Hasta ve kontrol grubu karsilastirmasinda;
yas, boy, kilo, viicut kiitle indeksi (VKI), menars
yasl, menopoz yasl, menopoz suresi bakimindan
istatistiksel olarak anlamh farkliliklar bulundu (p<
0,05). Hasta grubunda kontrol grubuna goére yasin
ve menars yasinin daha ylksek oldugu, ancak
menopoz yasinin daha disik oldugu, menopozun
daha uzun (17,5 yil) surdigl, boyun kisa, vicut
agirhgr ve vicut kitle indeksinin distk oldugu
saptanmistir.

Hasta grubu ve kontrol grubu
karsilastirmasinda; egitim durumu, aile osteoporoz
Oykisli ve giyim tarzi bakimindan istatistiksel
farkliliklar saptanmistir.
grubunda ortaokul ve oncesi egitim gdrenlerin
orani daha fazla (%58,7) iken, kontrol grubunda
lise ve Uzeri egitim gorenlerin oraninin daha fazla
(%61,8) oldugu gorilmustir (p= 0,04). Aile
osteoporoz dykusu varlidi acisindan; hasta
grubunun % 69,8inde aile osteoporoz 6ykisi
varken, kontrol grubunun %29,4'Unde aile
osteoporoz Oykiusl saptanmisgtir (p=0,00). Giyim
bakimindan; hasta %46’s1

olarak anlaml Hasta

tarzi grubunun
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geleneksel giyimli (basi ve kollan kapanacak
sekilde) iken, kontrol grubunun %26,5'i geleneksel
giyimlidir (p=0,05). Haftada yapilan fiziksel aktivite
saati, sut ve st Urunleri tiketimi, ginese maruz
kalma sureleri ve canli dogum sayilar agisindan
hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir
farklilik saptanamamistir. Hasta grubunda, haftada
7 saatten fazla fiziksel aktivitede bulunan bireylerin
lomber KMY degerinin distk oldugu (p=0,05),
haftada 1 saatten az, 1-2 saat, 2-4 saat ve 4-7 saat
arasinda fiziksel aktivitede bulunanlarin lomber
KMY degerleri arasinda belirgin bir fark
gOrulmemistir. Kontrol grubunda ise hicbir farkllik
saptanamamigtir

Sit ve sit Grinleri, giyim tarzi, kafeinli gida
tiketimi ve sigara kullanimi ile lomber ve femur
boyun KMY degerleri kargilastirildiginda aralarinda
bir iliski olmadigi belirlenmigtir. Hasta grubunda
glin icinde direk giinese higc maruz kalmayanlarin
lomber KMY degerlerinin, en az 15 dakika glinese
maruz kalanlardan daha dusik oldugu (p=0,03) ve
15 dakikanin tzerinde kalanlarin da lomber KMY
degerlerinde cok bulylk bir fark olmadigi
saptanmistir. Kontrol grubunda ise giinese maruz
kalma suresi ile lomber KMY arasinda bir iligki
yoktur.

Femur boyun KMY degeri ile glinese maruz
kalma suresi arasinda bir iligki saptanamamigtir.
Femur boyun KMY (r=0,463) ve lomber KMY
(r=0,341) ile VKI arasinda zayif bir iligki oldugu
ortaya ¢ikmistir. Her iki KMY degeri arttikga VKI
degerinin de arttigi belirlenmistir. Hasta grubunda
serum Ca ile lomber KMY degerleri arasinda
(r=0,287) zayif, boyun KMY ile Ca™"
arasinda hicbir korelasyon bulunmamistir.
grubunda E2 degerleri ile lomber KMY degerleri
arasinda pozitif bir korelasyon (r=0,385) varken
femur boyun KMY degerleriyle hicbir korelasyon
bulunmamistir. Hem kontrol hem hasta grubunda
osteokalsin ile R-Crosslaps degerleri (r=0,762)
arasinda 6nemli bir korelasyon varken, Ca ile P
degerleri arasinda (r=0,264) c¢ok zayif bir

femur
Hasta

korelasyon vardir.
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Osteoporozla ilgili molekuler genetik analizler
PCR yontemi ile gogaltilan ERa  geninin 346
b¢'lik parcasi, Pvull endonukleazi ile kesildiginde
C—T nikleotit degisimi olmayan homozigot
bireylerde (PP genotipli) 346 bg¢'lik tek bant, her iki
allelinde degisim gorilen homozigot bireylerde (pp
genotipli) 242 ve 104 bg¢'lik iki bant, heterozigot
bireylerde (Pp genotipli) ise her ¢ bant elde edildi.
ERa geninin 346 b¢’lik pargasi Xbal endonukleazi

346
242

"uUﬁu-uu!
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ile kesildiginde allelinde A—G nukleotit degisimi
olan homozigot bireylerde (XX genotipli) 346 bg¢'lik
tek bant, her iki allelinde degisim gorilmeyen
homozigotlarda (xx genotipli) 195 ve 151 bg¢'lik iki
bant, heterozigot bireylerde (Xx genotipli) ise her
Uc bant elde edildi. Sekil 1’de bazi kontrollerin
Pvull  ve Xbal enzimleri kesim bantlari
gOsterilmektedir.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

TN

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Sekil 1. Bazi kontrollerden ERa  geninden elde edilen 346 bg’lik DNA'nin Pvull (yukarda) ve Xbal endonukleazi kesimi

ile elde edilen bantlarin %2’lik agoroz gel gérinimd.

ERa polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerdeki
allel frekanslarinin Hardy-Weinberg Esitliginden
(HWE) c¢ok fazla sapma gostermedigi (HWE
uygunluk olasiligi p=1 ise %100 olur) ancak her ki
polimorfizmde MAF (mindr allel frekansi)'in hasta
ve kontroller arasinda yer degistirmis oldugu
bulundu. Minor allel, Pwvull polimorfizminin
kontrolinde P alleli (C nikleotiti) olup MAF=0,485
iken hastalarda p alleli (T nukleotit) MAF=0,418
olmus, Xbal polimorfizminde ise kontrollerde X
alleli (G nukleotiti) MAF=0,457 iken hastalarda x
alleli (A nukleotiti) MAF=0,467 olmustur.
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Calismamiza dahil olan postmenopozal
osteoporozlu 73 hasta ve 34 kontrolin Pvull
polimorfizmi ve Xbal polimorfizmi bakimindan
hasta ve kontrol genotipleri ayri ayri ve birlikte
degerlendirildiginde  dagiimin  her  durumda
HWE’den 6nemli bir sapma godstermedigi Tablo
1’den anlagiimaktadir.

iki polimorfizme genotip
kombinasyonlarinin hasta ve kontrol grubundaki
dagihmlari ve bu dagilimlarin Kappa istatistiksel
analizine gore istatiksel ©Onemi Tablo 2'de
verilmisti. Ancak bu tabloda goéruldugu gibi

ait
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c¢alismamizda sadece hastalarda XXPp genotipine,
her iki grupta ise XXpp, xxPP genotiplerine hig
rastlanmamistir. Hasta grubunda k=0,53, kontrol
grubunda ise k=0,51 olup her iki durumda da
genotip bakimindan orta derecede uyumluluk
tespit edilmistir (Tablo 2). Tablo 2'den haplotiplerin
toplam degerlerinin hastalarda XP=26 (%28,88),
xP=8 (%8,88), Xp=13 (%14,44), Xp=43 (%47,77);

Osteoporozda ERa gene Xbal ve Pvull Polimorfizmi

kontrollerde XP=14 (%41,17), xP=4 (%11,76),

Xp=5  (%14,70), xp=11 (%32,35) oldugu
hesaplanmigtir; bu  degerlendirmeye  XxPp
genotipine  sahip olan bireyler haplotipleri

belirlenemedigi icin dahil edilmemistir. Haplotiplerin
dagihmi bakimindan hasta ve kontrol gruplari
arasinda anlamli bir fark saptanamamistir (Ki-Kare,
p=0,11).

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunda Pvull ve Xbal polimorfizmi genotiplerinin dagilimi.

Pvu IT Polimorfizmi Xba I Polimorfizni
PP Pp PP XX Xx XX
Hasta 14 34 25 12 43 18
Kontrol 8 19 7 6 24 4
Ki Kare P=0.22 P=0.27
Testi

Tablo 2. Hasta ve kontrol gruplarinda Pvull ve Xbal polimorfizmlerinin genotip ve haplotip

dagilimlan
Genotip Haplotip Hasta Grubu Kontrol Grubu
(Genotip savisi-%o) (Genotip sayisi-%o)
XXPP XP 12 (%616.44) 5 (%14.7)
XXPp XP, Xp 0 1 (%%2.94)
XXpp Xp 0 0
XxPP XP, xP 2 (%2.74) 3 (%8.82)
XxPp+ 28 (%038,35) 17 (%50)
Xxpp Xp. xp 13 (%617.8) 4 (%11.76)
xxPP xP 0 0
xxPp xP, xp 6 (208.21) 1 (%%2.94)
XXpp xp 12 (%616.44) 3 (268.82)
Kappa k=0.53 k=0.51

*NxPp genotipine sahip birevlerin haplotipleri belirlenememektedir.
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Polimorfizmler bakimindan aile osteoporoz
Oykusinin varhgi incelendiginde, hasta ve kontrol

gruplari arasinda Xbal bakimindan &nemli bir
farkin  olmadigi, Pvull bakimindan kontrol
grubunun sadece %30’'unda osteoporoz

Oykisinin oldugu, hasta grubunda ise ¢ok daha
yiksek bir oranin (%73,6) oldugu saptanmistir.
Ayrica PP, Pp ve pp genotipleri arasinda kontrol
grubunda énemli bir fark yok iken (p=0,31), hasta
grubundaki fark énemli (p=0,04) olup en yiksek

osteoporoz Oykusu PP genotipinde (%85,7)
bulunmustur.

Pvull polimorfizmi ile femur boyun KMY
arasinda ise bir iliski saptanamamistir. Xbal
polimorfizminde hastalarda xx genotipinde femur
boyun KMY ortalama degerinin, XX ve Xx
genotipine sahip bireylerden daha yiksek

(0,66+0,11) oldugu (p=0,05) kontrol grubunda ise
onemli bir farkin olmadigi bulunmustur. Diger
taraftan Xbal ve Pvull polimorfizmleri ile t ve z
skorlari ve lomber KMY degeri arasinda anlamli bir
farkhhk yoktur. Ayrica hasta grubunda Xxpp
genotipine sahip olan bireylerden, giinde 15 dakika
ve Uzeri gunese maruz kalanlarin, giin iginde hig
glinese maruz kalmayanlara goére lomber KMY
degerlerinin yiksek oldugu saptanmistir (p=0,01).

TARTISMA
Multifaktoriyel bir iskelet hastaligi olan
osteoporoza katkida bulunan genetik

varyasyonlara ait bilgilerin ¢ogu aday genlerle
KMY calismalarindan gelmektedir. Meta analizlere
gbre vitamin D reseptér geni (VDR), Ostrojen
reseptor alfa geni (ERa), tip 1 kollajen alfa Al
zinciri geni (Col1A1) ve interldkin 6 (IL-6) ve disiik
yogunluklu lipoprotein (LDL)-benzeri protein 5
(LRP5) genlerinin polimorfizmlerinin osteoporozla
iligkili olup Col1Al harig diger dort gen pleitropik
etki (master gen) gosterir; bu genlerin
osteoporozdan bagka vyaslanmaya bagli baz
hastaliklar, gogis ve kolorektal kanserlerle iligkili
oldugu beIirtiImi§tir17'25'38. Son yillarda yapilan
osteoporoz genetigi ile ilgili calismalarin ¢ogu
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ozellikle ve Uizerinde

16, 25

ER VDR  genleri
yogunlasmistir . Joyce ve ark.*® hem kadin
hem de erkeklerde o&strojen ile kemik kitlesi
arasinda pozitif iliski saptam|§37 olup bu
calismanin hasta grubunda da E2 degerleri ile
lomber KMY degerleri arasinda (r=0,385) pozitif bir
iligki belirlenmistir; femur boyun KMY degerleriyle
ise bir korelasyon saptanamamistir.

insan ERa Pvull ve Xbal polimorfizmleri ile
pre ve post menopozdaki kadinlarin kemik kitleleri
arasinda Japon populasyonunda bir iligki
bulunmussa da Belgika, Danimarka, italya ve Kore
populasyonlarinda higbir iliski bulunmamis, Cin ve
Amerikan populasyonlarinda ise cgeliskili sonuclar
alinmistir'®'’. Bu polimorfik alleller aralarinda 46
b¢'lik mesafe bulunan bagli alleller oldugundan
haplotipleri etnik gruplar arasinda c¢ok fark
gOstermez ancak Px haplotipi Kafkas toplumlarina
gore Asya toplumlarinda iki kez daha fazladir.
Cogu Asya toplumlarinda PP velveya xx
genotiplerinde, Avrupa kokenli Kafkas
toplumlarinda pp velveya xx, ingiltere’de ise Px

genotiplerinde osteoporotik riskin arttigi
saptanmistir'®,  Ozdemir-Erdogan ~ M* PP
genotipinde lomber omurga ortalama KMY

degerinin pp genotipi dederinden anlamli derecede
yuksek oldugunu ve Xbal polimorfizmi genotip ve
allel frekanslari agisindan ise fark bulunmadigini
gOstermislerdir. Yaklasik 5000 menopozal kadinin
dahil oldugu bir meta analiz®* XX genotipinin xx
genotipine oranla daha ylksek lomber omurga
KMY degerlerine sahip oldugunu gdstermistir.
Bustamante ve ark’nin®* calismasinda P
haplotipini  yiksek boyun KMY ile
iliskilendirilmistir. Bizim c¢alismamizda ise hasta
grubunda xx genotipi femur boyun KMY degerinin,
Xx genotipine gbére daha yiksek oldugu
saptanmis, kontrol grubunda ise bir farkllik
belirlenememigtir.

Ozdemir-Erdogan M pp genotip frekansinin
osteopenik osteoporotik  olgulara  gore
kontrollerde anlamh diizeyde disik oldugunu ve
Pvull polimorfizminde osteoporotik olgularin p allel

femur

ve



Cilt/Volume 39 Yil/Year 2014

frekansinin normal olgulardan anlamli diizeyde
yuksek oldugunu saptamiglardir. Bustamante ve
ark.®® postmenopozal osteoporozlu hastada Pvull
polimorfizmi minor allelinin “P” (C nukleotiti)
frekansini (MAF) 0,46, Xbal polimorfizminde minor
allelin “X” (G nukleotiti), frekansinin MAF=0,38
oldugunu buImU§tur31. Bu calismada ise kontrolde
minor allel “P” (C nikleotiti) (MAF=0,49) iken
hastalarda minor allel "p” (T nukleotiti) (MAF=0,42)
olmus, Xbal polimorfizminde minor  allel
kontrollerde “X” (G nikleotit) (MAF=0,457) iken
hastalarda “x” alleli (A nikleotit) (MAF=0,467)
olmustur. Calistigimiz hasta ve kontrol gruplarinin
genotip ve haplotip frekanslari arasinda anlamli bir
fark bulunmamistir. Yapilan calismalarda
osteoporoz ile ERa Xbal ve Pvull polimorfizmleri
arasindaki iligkilendirmelerde gérilen farklar distk
istatistiksel glice, etnik gruplar arasindaki
varyasyonlara, yasa, menopoz durumuna ve
cevresel faktorlere baglanabilir.

Xbal ve Pwvull polimorfizmleri intronda
bulundugundan kemik kutlesi ve osteoporoz
arasindaki iliski agiklanamamasina karsin post

ile VDR arasinda
17,25

menopozdaki kadinlarda ERa
gen-gen etkilesiminin oldugu bilinmektedir

Ozdemir-Erdogan  M*, ALP, Ca, P,
osteokalsin, PTH, 25(0OH)D3; bakimindan hasta ve
kontroller arasinda anlamh farkhliklar bulunmamis
ancak osteoporozlu grupta R-Crosslaps osteopeni
ve kontrol gruplarindan daha yilksek oldugu
bulunmustur (p<0.05). Calismamizda ise hasta
grubunda Ca, 25(0OH)D; ve PTH degerlerinin
kontrol grubuna goére anlaml oranda yiksek, ALP
degerlerinin ise disuk oldugu ve P, osteokalsin ve
3-Crosslaps degerlerinde gruplar arasinda fark
olmadigi bulunmustur. Paker ve ark.** viicut
agirhgi ile femur boyun ve L2-L4 KMY degerleri
arasindaki anlamli korelasyona ve vicut agirliginin
osteoporoza kargl koruyucu etkisinin olduguna
isaret etmektedir. Postmenopozal osteoporozda
obezitenin kemik mineral yogunluguna etkisi de
arastirlmis olup genel olarak obezitenin kemik
mineral yogunlugu uzerine etkisinin olumlu oldugu
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kabul edilmektedir. Asomaning ve ark.** distik VKi
li kadinlarin osteoporoz igin artmis risk tasidigini
belirtmisler; VKi’'ndeki her bir birimlik degisikligin,
KMY’nu fiziksel aktivite, fonksiyonel kapasite,
kalsiyum almi, sigara ve alkol aliskanligi gibi
degistirilebilir diger risk faktorlerinden daha fazla
etkiledigini vurgulamiglardir. Ulkemizde yapilan
klinik calismalarda da VKi ile osteoporoz arasinda
pozitif yonde iligki saptanmis ve obezitenin
osteoporozdan koruyucu bir faktér olabilecegi

belirtilmistir*®**.  Obezitenin ~ KMY  iizerinde
olusturdugu olumiu etkiye neden olan
mekanizmalardan birinin iskelet (izerine yuk

binmesi ve mekanik stres olusmasi olarak kabul
edilmektedir. Omurga ve kalca KMY’si Uzerine
yapilmis klinik calismalar®>*® iskelet tizerine binen
yukiin - mekanik stres olusturdugu gérisuni
desteklemektedir. Bununla beraber obez
hastalarda, agirlik tasimayan Ust ekstremitelerde
de kemik yodunlugunun yiksek oldugunun
saptanmasi, mekanik stres ve iskelet Uzerine yuk
binmesinden  baska nedenler olabilecegini
dustindiirmektedir®’. Obezitenin KMY’'na olan
olumlu etkisine iligkin diger bir mekanizmanin da
Ozellikle menopozdan sonra yag dokusundaki
Ostrojen yapimi ile ilgili oldugu dl','|§ll]ni,'ulmektedir48
Bizim g¢alismamizda da femur boyun KMY
(r=0,463) ve lomber KMY (r=0,341) ile VKI
arasinda zayif bir iligki oldugu ortaya ¢ikmis her iki
KMY degeri arttikga VKI degerinin de arttigi
belirlenmigtir. KMY degerlerinin, ailesinde
osteoporoz 6ykisl olan grupta aile 6ykisi negatif
olan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli
dizeyde daha disuk, osteoporoz sikhiginin ise
yiiksek oldugu bulunmustur*®>!. Calismamizda da,
ailede osteoporoz 6ykiisi olan hasta grubunda (%
69,8) kontrol grubuna (%29,4) gére ¢ok daha fazla
aile osteoporoz dykusu tespit edilmistir (p=0,000).
Egitim dizeyi ile osteoporoz iligkisini dederlendiren
(;allsmalarda51'52 osteoporoz  bilgisinin  egitim
dizeyi ile direkt olarak iligkili oldugu saptanmistir.
Bu calismada, lise ve lizeri egitim gorenlerin orani
kontrol grubunda %61,8 iken hasta grubunda ¢ok



Bulca ve ark.

daha dusuk (%38,2) dizeyde oldugu bulunmustur
(p= 0,04). Yine Aksu ve ark.>* geleneksel (kapali)
ve modern giyim tarzi olan yaklasik sayidaki iki
grupta, kapali giyim sekli olan katilimcilarda
modern giyim sekli olanlara goére daha fazla siklikta
osteoporoz oldugunu goéstermistir. Bu galismada
da geleneksel giyimli (basi ve kollari kapanacak
sekilde) olanlarin hasta grubunda (%46) kontrol
grubuna (%26,5) gore daha yliksek oranda oldugu
saptanmistir (p=0,05).

Sonug olarak, Osteoporotik hastalarin x ve p
allel frekanslar daha dusuk ayrica genotipi xx olan
hastalarin da femur boyun-lomber KMY degerleri
daha yuksektir. Xbal polimorfizmi genotipleri
bakimindan hasta ve kontroller arasindaki fark
anlaml olmasa bile, yiksek KMY degeri ile iligkili
olan “x” allelinin hastalarda dusik kontrollerde
yuksek olmasinin énemli oldugu dugundilebilir.
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