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OZET

Ostrojen Reseptor Alfa Geni Xba I ve Pvu II Polimorfizmlerinin Postmenopozal

Osteoporozlu Hastalarda incelenmesi

Osteoporoz, kemik mineral yogunlugunun (KMY) azalmas1 ve kemik
dokunun mikromimari yapisinin bozulmasi ile karakterize multifaktoriyel bir
hastaliktir. Kemik mineral yogunlugunu etkileyen bir¢cok cevresel faktor, genetik
yap1 ve osteoporoz patogenezi arasindaki iliski incelenmis ve bircok aday genin
varh@ rapor edilmistir. Ancak bu genlerin kemik Kkiitlesi iizerine olan etkisi ile
birbirleri ve cevresel etkenlerle olan etkilesimleri halen net degildir.

Bu calismada, 107 postmenopozal kemik mineral yogunlugu acgisindan 73
normal ve 34 osteoporotik kadinda osteoporozla ilgili kriterler, lomber omurga ve
femur boynu KMY degerleri ile ERa geni Xbal, Pvull polimorfizmleri arasindaki
iliski arastirllmistir. Ayrica calismamizda bu polimorfizmlere ait genotip ve allel
frekanslarinin normal ve osteoporotik olgulardaki dagilim incelenmistir.

Caliyma sonuclarimiza gore osteoporotik ve normal kadinlar genotip ve
haplotip frekanslar1 bakimindan Kkarsilastinldiginda anlamh bir fark
belirlenememistir. ERa geni, Xba I polimorfizmi bakimindan osteoporotik
bireylerde; xx genotipine sahip olgularin neck BMD degeri, Xx genotipine sahip
bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmms (p=0,05) (XX genotipine
rastlanmamistir), Pvu II polimorfizmi ile neck ve lomber KMY arasinda ise bir
iliski saptanamamstir. Kontrollerde Xba I ve Pvu II polimorfizmleri ile neck ve
lomber KMY arasinda bir iliski bulunamamistir. Xba I polimorfizminde
kontrollerde minor allel “X” alleli (G niikleotiti) (MAF=0,457) iken hastalarda “x”
alleli (A niikleotiti) (MAF=0,467) olmus, Pvu II polimorfizminde kontrolde minor
allel “P” (C niikleotiti) (MAF=0,485) iken hastalarda minor allel ”p” alleli (T
niikleotiti) (MAF=0,418) olmustur. Xba I polimorfizmi genotipleri bakimindan
hasta ve kontroller arasindaki fark anlamh olmasa bile, yiiksek KMY degeri ile
iliskili olan “x” allelinin hastalarda diisiik kontrollerde yiiksek olmasinin énemli
oldugu diisiiniilmiistiir. PP, Pp ve pp genotipleri arasinda kontrol grubunda
onemli bir fark yok iken, hasta bireylerde pp genotipine sahip olan bireylerde
anlamh oranda aile osteoporoz oyKkiisiiniin daha az oldugu saptanmstir (p=0,037).
Hasta grubunda; Xxpp genotipine sahip olan bireylerden, giinde 15 dakika ve
iizeri giinese maruz kalanlarin, giin icinde hi¢ giinese maruz kalmayanlara gore
lomber KMY degerlerinin yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,008), kontrol
grubunda ise bir fark bulunmamstir.

Osteoporozla ilgili incelenen diger Kkriterlerin hicbirisi ile Xbal, Pvull
polimorfizmleri arasinda iliski bulunamamstir.

Anahtar Sézciikler: Osteoporoz, Ostrojen Reseptor Alfa Geni (ESRa), Xba I,
Pvull
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ABSTRACT

Study of Estrogen Receptor Alpha Gene Polymorphisms Xba I and Pvu II in

Postmenopausal Osteoporosis Patients

Osteoporosis is a multifactorial disease characterized by a decrease bone
mineral density (BMD) and micro-architectural deterioration of bone structure.
Although there are several environmental influences on BMD, a genetic
contribution to the pathogenesis of osteoroposis has recently been recognized. The
existence of many candidate genes which have effect on bone mass was reported.
However, the effect of these genes on bone mass, the interaction among and
between these genes and enviromental effects are not presently clear.

In this study, the relationship between BMD values of lomber vertebra and
femoral neck, ERa gene Xbal, Pvull polymorphisms and osteoporosis-related
criteria in 107 postmenopausal women (34 normal, 73 osteoporotic) in terms of
bone mineral density, was researched. The distribution of genotype and allele
frequencies belonging to these polymorphisms in normal and osteoporotic
postmenopausal women was also evaluated.

According to our study results, there was no significant difference in terms
of genotype and haplotype frequencies between osteoporotic and normal women.
For osteoporic women who had ERo gene Xba I polymorphism, neck average
BMD value of women with xx genotype was significantly higher than women with
Xx genotype (p=0,05) (XX genotype has not been found). There was no significant
difference between neck-lomber BMD and Pvu II polymorphism. In normal
women minor allel was “X” (G nucleotide) (MAF=0,457) while in osteoporotic
women minor allel was “x” (A nucleotide) (MAF=0,467) in terms of Xba I
polymorphism and in normal women minor allel was “P” (C nucleotide)
(MAF=0,485) while in osteoporotic women minor allel was “p” (T nucleotide)
(MAF=0,418) in terms of Pvu II polymorphism. Although there is no significant
difference between patient and control genotypes for Xba I polymorphism, "x"
allel associated with higher BMD values being lower in patients and than in
controls is thought to be important. There was no significant difference between
PP, Pp and pp genotypes within the control group, where pp genotyped patients
had significantly lower family history of osteoporosis (p=0,037). In the patient
group; within the Xxpp genotyped individuals, lumbar BMD values were found to
be higher in patients who exposed to sun over 15 minutes per day, as compared to
patients who had no sun exposure (p = 0.008) but there was no difference in the
control group.

None of the other criteria related to osteoporosis was associated with Xbal,
Pvu II polymorphisms.

Key Words: Osteoporosis, Estrogen Receptor Alpha Gene (ESRa), Xba I, Pvu I1
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1. GIRiS

Osteoporoz (OP) diistik kemik kiitlesi ve kemik dokusu mikro mimarisinde bozulma
sonucu kemik kirilganliginda ve kirilma riskinde artma ile karakterize kompleks bir
iskelet hastaligidir'”. Pek ¢ok iilkede osteoporoz en Onemli metabolik kemik
hastaligidir. Osteoporozun klinik onemi kiriklara neden olmasidir. Pek cok kiside
glicsiizlik ve hareket azligina, pek cok kiside de kiriga ve sonrasinda Gliime neden
olmaktadir’.

Osteoporoz bircok hastada kirik olusana kadar klinik bulgu vermeyebilir. Bu
donem “asemptomatik donem” olarak adlandirilir ve sadece dansitometrik inceleme ile
tan1 konulabilir. Erken donemde tan1 konmasi kiriklarin ve buna bagh olarak gelisecek
komplikasyonlarin Onlenmesi agisindan Onem taswr. Bu nedenle postmenopozal
donemdeki kadinlarin ve premenopozal dénemde olup, risk grubunda olanlarin dikkatli
bir anamnez ve fizik muayene ile birlikte dansitometrik incelemeleri yapilmaktadir®.

Osteoporoz milyonlarca postmenopozal kadini1 ve farkli yaslardaki erkekleri
etkileyen, sik rastlanan metabolik bir kemik hastaligidir. Hastalik agrili omurga, kalga
ve radius kiriklar1 ile belirginlesirken altta yatan patogenez karmasik ve
multifaktoriyeldir’.

Osteoporoz ve osteoporotik kiriklar ile ilgili risk faktorleri; yaslanma, diisiik
kemik kiitlesi, kadin olmak, erken menopoz, genetik faktorler, zayif viicut yapisi, yasam
bi¢imi ve beslenme, medikal durumlar olarak siralanabilir. Diismeler ve diisme riskini
artiran durumlar ise denge ve yiirlime bozukluklari, duyu kayiplari, kas kuvvetinde
azalmalar, gérme ve isitme bozukluklaridir'®.

Osteoporoz, gégls kanseri, kardiyovaskiiler hastaliklar, seker hastaligi, demans
gibi hastaliklarla da iliskili oldugundan populasyonlarda osteoporoz riskinin saptanmasi
bu hastaliklarin iyilestirilmesine yardimci toplumsal sagligin gelistirilmesi ve saglik
harcamalarinin azalmasi bakimindan énemlidir.

Bugiine kadar osteoporozla iliskili olan 5-7 aday genle ilgili pek ¢ok arastirma
yapilmistir. Fakat osteoporozlu hastalarin  genetik acidan ilgili genlere ait
polimorfizmlerinin birbiri ile olan fiziksel baglantisini ve fonksiyonel olarak hangi allel

kombinasyonlarinin gen fonksiyonlarmi azaltip ¢ogalttigini bilmeye ihtiya¢ vardir.



Tiirk toplumunda aday genlerden VDR geninin Taq I, Apa I ve Bsm I, dstrojen
reseptor alfa (ESRa) geninin Pvu II, Xba I ve COL1A1 geninin Spl polimorfizmleri
arastirilmis ve postmenapozlu osteoporotik kadmlarda Taq I ve Pvu II polimorfizmleri
ile Kemik Mineral Yogunlugu (KMY) arasinda oOnemli bir iliski oldugu

11,12
saptanmistir

. Bu calismada, simdiye kadar bazi1 toplumlarda osteoporozla baglantisi
oldugu saptanan aday genlerden Gstrojen reseptor geninin Pvu II, Xba I polimorfizmleri
ve bu polimorfizmlerin haplotip dagilimlarinin Cukurova bdlgesindeki durumunun

incelenmesi amaglanm1$t1r13.



2. GENEL BILGi

2.1. OSTEOPOROZ

2.1.1. Osteoporozun Tarihcesi

Eski caglardan beri kemiklerin gili¢siizliigii ve kirilganligi dikkat cekmis ve
insanlarm hayatlarmin ¢esitli devrelerinde bireyler arasinda, kemik dayanikliliginda
farkliliklar oldugu yapilan gozlemlerle 6grenilmistir'®.

Ik kez 19. yiizyilin baslarinda osteoporoz kelimesi kullanilmaya baslandi. Bu
terim Onceleri bir betimleme deyimi olarak kullanilmaktaydi. Osteoporoz kelimesinin
sOylenmeye basladigi yillarda, heniiz ayrintili inceleme teknikleri mevcut olmadigindan
“stingersi, gozenekli kemik*“ demek olan osteoporoz, radyoloji gozlemlerine degil,
patolojik anatomi goézlemlerine dayanarak Onerilmis bir kelimedir. 19. yiizyil
sonlarmdaki tip sozciiklerinde osteoporoz, kemiklere gozenekli bir goriiniim veren bir
osteit tlirii olarak kabul edilmektedir. 20. yiizyilin baslarinda radyolojinin gelismesiyle
osteoporoz, osteomalasi ve osteoartroz gibi kavramlarin birbirinden ayrilmasi saglanmis
ve 1948 de Albright’in yazilar1 ile osteoporoz kavraminin smirlar1 daha 1yi

belirlenmistir'”.

2.1.2. Osteoporozun Tanimi

Osteoporoz en sik goriilen kemik hastaligidir. OP’un ilk olarak kesin tanimi
gozenekli kemik anlamma gelen “porous bone” bashgi ile Jean Georges Lobstein
tarafindan 1829°da yapilmistir. Daha sonra Albright tarafindan 1948°de “kemik i¢inde
cok az kemik” (too little bone in bone) olarak tanimlanmustir'*'>. Basit olarak birim
hacim basma diisen kemik kiitlesindeki azalma olarak tanimlanabilmektedir. En son
yapilan tanimlama ile osteoporoz; diisiik kemik kiitlesi ve kemik mikro mimarisinde
bozulma ve buna bagl olarak kemikte kirillganligin artmasi, genellikle omurga, radius
ve kalgada olmak {lizere kirik riskinin yiikselmesi ile tanimlanan bir hastalik olarak
kabul edilmektedir™**>1¢17181% "By fqriklar kiside fiziksel yetersizliklere, yasam
kalitesinde bozulmaya, 6lim oraninda artmaya ve dolayisiyla saghgi korumak igin

6,20

gereken maliyette artisa yol agmaktadir®™”’. Insan yasaminin uzamasi ve diinya

niifusunun giderek yaslanmasi ile osteoporoz ve osteoporoza bagh gelisen kiriklar



morbidite ve yasam kalitesi iizerine olan olumsuz etkileri nedeniyle 6nemli bir saglik
sorunu haline gelmistir.

Preklinik donemde hastalik kirik olmaksizin diisiik kemik kiitlesi ile
karakterizedir. Bu asemptomatik donem osteopeni olarak adlandirilir. 1996 yilinda
Amsterdam’daki Diinya Osteoporoz Kongresi sonunda yapilan Konsensusa gore
Osteoporoz tanimi yeniden diizenlenmistir. Buradaki tanimlama tani1 yontemlerinden
Dual Enerji X-Ray Absorbsiyometre (DEXA) kullanilarak elde edilen degerlere ve kirik

varligma gore yapilmaktadir™'**!

. Degerlendirme hem kadin hem de erkeklerde T
skoruna gore yapilmaktadir. Ancak c¢ocuklarda ve ileri yastaki kisilerde (65 yas)
degerlendirmede Z skoru 6nem kazanir. Yaslhilarda Z skorda -1 SD azalma geriye kalan
yasamdaki fraktiir riskini iki kat artirir, -2,5 SD azalma ise kirik riskini 4 kat artirir™. Z
skorunun -2 SD altinda oldugu durumlarda sekonder osteoporoz arastirilmalidir.

T skor: Kemik kiitlesinin geng yetiskin referans populasyonun ortalama doruk
kemik kiitlesi ile kiyaslamasinin standart deviasyon olarak tanimlanmasidir.

Z skor: Olgiilen kisinin kemik kiitlesinin yas ve cinse gore referans deger ile

kiyaslanarak standart deviasyon olarak tanimlanmasidir®.

2.1.2.1. Osteoporoz tanisinda kullanilan WHO Kkriterleri:
Osteoporoz tanisinda giiniimiizde WHO kriterleri kullanilmaktadir.

e NORMAL: T skoru geng¢ eriskin ortalamasma gore -1 standart deviasyona
kadar olan kemik mineral yogunlugu degerleri (T skoru> -1).

e OSTEOPENI (Diisiik Kemik Kiitlesi): T skoru geng eriskin ortalamasma géore
-1 ve -2.5 standart deviasyon arasinda olan kemik mineral yogunlugu degerleri
(-1<T skoru> -2.5).

e OSTEOPOROZ: T skoru gen¢ erigkin ortalamasina gore -2.5 standart
deviasyonun altinda olan kemik mineral yogunlugu degerleri (T skoru<-2.5).

e YERLESMIS OSTEOPOROZ: T skoru geng eriskin ortalamasma gore -2.5
standart deviasyonun altinda olan kemik mineral yogunlugu degerleri ve bir

veya daha fazla osteoporotik kirik mevcudiyeti (T skoru <-2.5).

Viicutta kortikal kemik ve trabekiiler kemik olmak {izere iki ayr1 kemik tiirii vardir.

Kortikal kemik tiim viicut kemiklerinin %80'ini olustururken, trabekiiler kemik, bir ar1



petegi yapisinda olan ve yilizey alan1 daha genis bir kemik tiiriidiir. Trabekiiler kemik
omurgada ve uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda yer alir ve osteoporoza bagli kiriklara en
hassas bolgeler de buralardir. Trabekiiler kemigin yapim-yikim hizinin kortikal kemige
gore 4-8 kat daha hizli olmasi bu kemikleri kiriklara daha hassas hale getirmektedir'®*.

Kemik kiitlesinin olusmasinda ve korunmasinda en Onemli faktorler genetik,
hormonal durum, beslenme, kemige mekanik yiiklenme, yeterli giines 1511 ve yasam
seklidir. Insanlarda doruk kemik yogunlugu 30—35 yasina kadar olusmaktadir.
Kadinlarda 40 yasina kadar yapim-yikim olay1 dengeli bir sekilde devam ederken, bu
yastan itibaren yillik % 0,5’lik bir oranda geri ddniisiimsiiz bir kemik kaybi olur**,
Kemik kaybin1 etkileyen faktorler arasinda yas ve menopoz On siralarda yer
almaktadir’~>**>2°, Ozellikle menopozdan sonra Sstrojen eksikligine bagli olarak kemik
kayb1 hizlanir*’** ve menopozda olan bir kadin her yil trabekiiler kemiklerinin %5'ini ve
tim viicut kemik dokusunun % 1-1,5’luk bir kismimmi kaybeder. Bu kayiplar 10-15
yillik hizli bir donemden sonra oldukga azalir. Diisiik viicut kitle indeksi, sigara, alkol
tikketimi, fiziksel aktivite azlig1, D vitamini {iretim ve metabolizmasinin yetersizligi ve
sekonder hiperparatiroidizm yasa bagl kemik kaybmi etkileyen diger faktorlerdir®-".
Kadinlarin yasam boyu kemik kiitlelerinin % 45-50’ sini erkeklerin ise %20- 30’nu
kaybettigi saptanmistir. iste bu asamaya kadar kaybedilen kemik dokusu miktar1 kadinin
ileride kemik kirigiyla karsilasip karsilagsmayacagini belirleyen en dnemli etkenlerden

biridir. Zira bu siire icerisinde trabekiiler kemigin % 50'si kortikal kemigin ise % 30'u

kadar bir miktar1 kaybedilmis olabilir'®.

Sekil 2.1: Normal ve Osteoporotik Kemik'®



2.1.3. Kemigin Yapisi

Osteoporozun en iyi sekilde anlasilabilmesi i¢in iskeleti olusturan kemiklerin
yap1 ve fonksiyonlarindan bahsedilmesi gerekir. Kemik doku, hiicreler ve ara maddeden
(matriks) olusmustur. Kemik dokusu hiicreleri osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlardir. Osteoblastlar, kemik ara maddesinin yapimini, mineralizasyonunu
gerceklestiren ve asil kemik hiicreleri olan osteositleri olusturan yani boliinebilme
yetenegindeki gen¢ kemik hiicreleridir. Sert ve stinger kemik dokusunun asil hiicreleri
osteositlerdir. Boliinebilme yetenegini kaybetmis olgunlasmis osteoblastlar, osteositlere
doniisiirler. Osteoklast hiicreleri kan hiicrelerinden monosit ve makrofojlarin birkaginin
birlesmesi ile olusur. Osteoklastlar kemik yikimindan sorumlu hiicrelerdir. Kemik
matriksi, organik ve anorganik maddelerden olusur. Organik matriksin % 90’1 protein
kokenli olan kollajen ipliklerden meydana gelir. Organik matriksin geri kalanini ise
proteoglikanlar, alkalen fosfataz (ALP), osteonektin gibi glikoproteinler ile osteokalsin
gibi gamma karboksi glutamik asit i¢ceren proteinler olusturur. Bunlar kemik matriksinin
esnekligini saglarlar ve bunlarin tiimiine Osein de denir. Anorganik matriks ise en ¢ok
Ca olmak tizere P, Mg, F gibi minerallerden meydana gelir. Viicudumuzdaki
kalsiyumun %98’1, fosforun da % 75°1 kemiklerde depo edilir.

Canli ve dinamik bir doku olan kemik doku, bir taraftan emilime (rezorpsiyon)
ugrarken, diger taraftan emilime ugrayan kemik dokunun yerine yenisi olusturularak,
stirekli yenilenir. 30-40 yaslarinda bir bireyin bir yilda stinger kemik dokusunun % 25°1,
sert kemik dokusunun % 3’1 yenilenmektedir. Kemik dokunun, bir taraftan emilirken
diger taraftan yenisinin olusturulmasi islemine kemigin yeniden yapilanmasi

(remodeling) veya kemik doniisimii (turnover) adi verilir’'>?

. Kemigin yeniden
yapilanmasi gesitli evrelerden gecerek gerceklesir. Iskeleti olusturan kemiklerin tiimii
ayni anda yeniden yapilanmaz. Belli bir siirede, kemigin sadece bir kismi yenilenir. Bu
islemin baslangicinda kemik matriksinin bazi pargalar1 uzaklastirilarak yerine yeniden
yapilanma tiniteleri yerlesir’ .

Kemik yikimi ve yapimi farkli yaslarda, farkli hizlarda gerceklesir ve yasam
boyu devam eder. Ornegin; siinger kemik doku yapimi 10-20 yaslar1 arasinda en iist
seviyeye cikarken, kadinlarda menopoz déneminden sonra kemik kaybi hizlani’'.
Kadim ve erkekte 20-30’lu yaslarda kemik kitlesi maksimum diizeye ulasir®>. Yaklasik

30 yasinda kemik yikimi ve yapimu dengededir’'. Her iki cinste de 50 yas sonrasinda



kemik kayb1 ilerleyen sekilde baslar fakat ilerleme hizi ve sinmr1 kisiler arasinda
degisiklik gosterir. Pik KMY olusumunun tamamen genetik kontrol altinda oldugu,
bireysel degisiklikler de genetik faktorlerin kismen rol aldig: bildirilmistir®>.

Kemik yapimi ve yikimini diizenleyen etmenler asagida siralandig1 gibidir.
e Viicuttaki kalsiyumu diizenleyen hormonlar:
Kalsitonin, PTH (Parathormon), 1.25 - dihidroksivitD
e  Sistemik hormonlar:
Biiyiime Hormon (Growth hormonu), Glukokortikoidler, Insiilin,
e Lokal etmenler:

Prostoglandin E2, Somatomedinler, Cinsiyet hormonlari, Tiroksin hormonlari, kemik,
deri ve biiyiime faktorleri, Lenfokinler, Transforming biiylime faktorleri (TGF), kemik
yapisini olusturan proteinler.

e Iyonlar:
Kalsiyum, Magnezyum, Fosfat, Flor,
e Yas, cinsiyet, genetik yap1 ve viicut yapisi
e Sigara, alkol, beslenme aliskanlig1, yasam bigimi ve egzersiz.
e Alnan ilaglar ve bazi hastaliklar.
Kemik yapim ve yikimini diizenleyen etmenlerden birinde meydana gelen
degisme ve diizensizlikler, daha erken yaslarda ve daha fazla kemik yikimma neden

olarak osteoporoz riskini artirir’ ',

2.1.4. Osteoporozun Siniflandirilmasi
Her hastalikta oldugu gibi osteoporozda da farkli agilardan siniflandirma

yapmak miimkiindiir'**' (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1: Osteoporozun siniflandirilmasi'*

1. Juvenil
Yasa gore 2. Adult
3. Senil
Lokalizasyona gore 1. Genel
2. Bolgesel
Tutulan kemik dokuya gore 1. Trabekiiler
2. Kortikal
Etyolojiye gore 1. Birincil (Primer)
2. Ikincil(Sekonder)
Histolojik goriiniime gore 1. Hizli kemik yapim yikim dongiilii
2. Yavag dongiilii

Albright Genel osteoporozu ilk olarak 3 gruba ayirmistir:

1- 65 yasa kadar kadinlarda goriilen postmenopozal osteoporoz

2- 65 yas tizerinde her iki cinste goriilen senil osteoporoz

3- Ne menopoz, ne yaslanma, ne de aywrt edilebilen baska bir nedenin olmadigi
(idyopatik osteoporoz)

Riggs ve Melton bu simiflamay1 modifiye ederek Tip I ve Tip I1I OP tanimlarmi
glindeme getirmiglerdir. Tip I OP 65 yasin altinda olusur ve el bilegi ve vertebra
kiriklar: ile karakterizedir. Tip I ve Tip II OP arasinda cakigmalar olmasma ragmen
farkl1 antiteler olarak konusulabilir, ¢lnkii farkli klinik goriinlimleri ve
etyopatogenezleri vardir.

Osteoporoz i¢in muhtelif siniflamalar kullanilmaktadir, ancak en fazla kabul

goren etiyolojik smiflamadir® (Cizelge 2.2).



Cizelge 2.2. Osteoporozun etiyolojik siniflamasi®'

1. Primer osteoporoz 2. Sekonder osteoporoz

1. Post-menopozal osteoporoz (tip I) 1. Endokrin hastaliklar
2. Senil osteoporoz (tip 1I) . Gastrointestinal hastaliklar
3. Juvenil osteporoz . Hematolojik hastaliklar

. Genetik hastaliklar

. Karaciger hastaliklar1

. Inflamatuvar bag dokusu hastaliklar
. Immobilizasyon

. Kronik alkolizm
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. Kronik ila¢ kullanimlar1

10. Malignensiler

Bu smiflama i¢inde en biiytlik hasta grubunu ise post-menopozal (Tip I) ve senil

osteoporotik (Tip II) hastalar olusturmaktadir®.

2.1.4.1. Tip I Osteoporoz (Post-menopozal osteoporoz)

Kirk bes ve altmig bes yas arasi kadinlarda kemik kaybinin baslica nedeni
gonadal fonksiyonlarm kayba ile ilgilidir. Caligmalarda kemik kaybinin perimenopozal
donemde baglaylp menopoz sonras1 5-8 yil i¢cinde giderek azaldigi ve sonra da
yaslanmayla ilgili kemik kayip hizinda devam ettigi bildirilmistir. Kortikal kemik
kiitlesi tiim iskeletin %80 ni olusturmakla birlikte trabekiiler kemik hacmi kortikal
kemik hacminin yaklasik 4 misli oldugu i¢in kemik kaybi trabekiiler kemiklerde daha
cok olmaktadir. Trabekiiler kemikte kemik rezorbsiyonunun artmasi ile mikrofraktiirler
olmakta ve kemik yapist bozulmaktadir. Kortikal kemikte ise ilk olarak endokortikal
rezorbsiyon artmakta ve intrakortikal porozite olmaktadir. Kadin erkek orami 6/1 dir.
Kiriklar daha ¢ok vertebra ve el bileginde goriiliir. Etiyopatogenezde dstrojen diisiikliigii
diisiiniilmektedir. Ostrojen osteoblastlar ve osteositler iizerindeki reseptdrleriyle
dogrudan kemik iizerinde etki yapabilmektedir. Ostrojen kemikte hiicresel diizeyde

sitokinler araciligi ile osteoklastlarin olgunlagsmasini inhibe ederek sayilarmi




azaltmaktadir’®. Azalmis serum estradiol diizeyinin diisik kemik mineral yogunlugu ile
iliskili oldugu ve bunun da kirik riskini arttirdigi bilinmektedir. Dolasimdaki 6strojen;
iskelet sisteminin yeniden sekillenmesini (remodeling) azaltarak, paratiroid hormonun
kemik yikimini uyarict etkisini inhibe ederek, kemik yapiminda gorevli olan
osteoblastin Omriinii uzatarak, kemik yapimi i¢in elzem Onemi olan kalsiyumun
gastrointestinal sistemden ve bdbrekten geri emilimini arttirarak kemik {izerine
koruyucu etkide bulunmaktadir.

Postmenopozal 6Ostrojen tedavisi kan Ostradiol diizeyini arttrarak KMY’nu
artrmaktadir. Hormon tedavisi ile vertebral KMY kaybinin belirgin olarak geri
cevrilebildigi rapor edilmistir. Hormon tedavisi kulanildig: siirece yukarida anlatilan
pozitif koruyucu etki siirekli devam eder’®. Bu pozitif etkilerinin yani sira yapilan bazi
calismalarda Hormon Replasman Tedavisi’nin (HRT) bazi1 kanserler agisindan riski

arttirdig1 gosterilmistir’’>®.

2.1.4.2. Tip II Osteoporoz (Senil osteoporoz)

Senil osteoporoz 75 yas tizerinde goriliir. Kadm erkek orani 2/1 dir. Kalga ve
vertebralar basta olmak tizere tiim iskelet bolgelerinde kiriklara neden olabilir. Vertebra
kiriklar1 nedeniyle dorsal kifozda artig olur. Siklikla tutulan kemikler kortikal ve
trabekiiler kemiklerdir. Senil osteoporozun patogenezinde, osteoblast fonksiyonlarinda
bozulma ve renal endokrin yetmezlik gibi yasa bagli gelisen degisiklikler rol oynar.
Yasa bagl gelisen kemik kaybi, kadmlarda erkeklere gore distal radius bdlgesi disinda
tiim iskelet bolgelerinde daha fazladir. Kemik kaybi hizli degildir. PTH fonksiyonu
artmistir’’ (Cizelge 2.3).
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Cizelge 2.3. Tip I ve Tip II Osteoporotik Hastalarin Karsilastirilmasi®*

Tip I Tip II
Yas 50-70 >70
Kadm/Erkek Orani 6/1 2/1
Kemik Kayb1 Trabekiiler Kortikal
Kemik Kayip Hiz1 Yavas Artmis
Yapim/Yikim Osteoplast aktivitesi artar Osteoblast aktivitesi azalir
Kiriklar Omurga (ezilme seklinde) | Omurga (cok sayida kama
Distal radius seklinde)
Kalca
Serum Ca ve P Normal Normal

Total Alkalen Fosfataz Normal (Kirik varsa artar) | Normal (Kirik varsa artar)
PTH fonksiyonu Azalir Artar

Idrarda Ca Artar Normal

Ca Absorbsiyonu Azalir Azalir

Nedenler Menopoza bagh faktorler Yaglanmaya bagl faktorler
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Lokalizasyona gore osteoporoz smiflamasi ise genel ve bolgesel olmak iizere 2

grupta toplanarak yapilmaktadir®* (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Osteoporozun lokalizasyona gére smniflamasi®*

A.Bolgesel (Rejyonal)
1.Algondrodistrofi

2.Gegici bolgesel osteoporoz
3.Bolgesel migratuar
osteoporoz

4.Kalcanin gecici osteoporozu
5.Immobilizasyon/inaktivite
B.Genel

L.Primer Osteoporoz
1.Postmenopozal (Tip-I)
2.Senil (Tip-11)

3.Juvenil idiopatik

I1. Sekonder Osteoporoz
I. Endokrin

1.Cushing sendromu-
Kortikosteroid tedavisi
2.Hiperparatiroidi
3.Hipertiroidi
4.Hipogonadizm
5.Hamilelik

6.Anoreksia nevroza

7.Egzersiz ile ilgili amenore

I1. Fonksiyonel

1. Immobilizasyon/yercekimi
yokluguna bagl

2. Obstruktif solunum yolu
hastaliklar1

3.Romatoid artrit

II1. Cevresel

1.Kalsiyum eksikligi
2.Alkolizm

3.1laglar (Ornegin heparin)
4.Mastositoz

IV. Genetik
1.Osteogenesis imperfekta
2.Ehler’s-Danlos sendromu
3.Homosistinuri

4 Marfan sendromu
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2.1.5. Osteoporoz Gelisiminde Risk Faktorleri

Osteoporoz gelisiminde birtakim risk faktorleri vardir. Bu faktorler kemik
dansitesinde azalma ve kirik olusum etiyolojisinin anlagilmasini saglar. Ayrica bu risk
faktorleri, yiiksek risk grubunda olan kisilerin 6nceden taninmasi ve kiriklar olusmadan

once koruyucu tedaviden yararlanmasi i¢in de kullanilabilir.

2.1.5.1. Yas, Cinsiyet

Bunlar kemik kiitlesi ve kirik riski i¢in en gii¢lii belirleyicilerdir. Pik kemik
yogunlugu uterus (fetal evrede) i¢inde baslayip 40’11 yaslarda tamamlanmakla beraber
bu stirece esas katki adolesan donemde kazanilan kemik miktar: tarafindan olmaktadir.
Ozellikle yumurta iiretiminin kesildigi menopozun ilk yillarinda kemik kayb1 hizlanir ve
kemik kiitlesi yasla birlikte azalmaya devam eder”. Bu nedenle pik kemik kiitlesine ek
olarak yaglanma, basli basina kemik kayb1 i¢cin bir risk faktoriidiir. Yaslanma ile birlikte
kemik dokusunda 6nemli degisiklikler meydana gelir. Kemigin hem turnover hizinda
hem de yeniden sekillenme {initelerinin sayisinda bir artis olur. Bu durum, formasyonda
(yapim) azalma ve rezorbsiyonda (yikim) artma; yani kemik kaybmin artmasi ile
sonuglanir.

Yaglanma ile birlikte diyetle aliman kalsiyum miktarinda ve kalsiyumun
bagirsaktan emiliminde azalma olmaktadir. Osteoporozlu kadinlarda, ayni1 yas
grubundaki osteoporozu olmayan kadmlara gore kalsiyum emiliminde bir azalma
bildirilmistir’®. 65 yaslarnda ya da daha yash kadmlarda hem diisiik serum total
estradiol konsantrasyonlarmin (<5 pg/mL) hem de yiiksek serum cinsiyet hormonu
baglayici glubulin serum konsantrasyonlarinin (>1 pg/dL) kalga ve vertebra kiriklari
icin yiiksek risk olduklari gosterilmistir®.

Erigkin erkeklerde yas artis1 ile birlikte kortikal kemik kiitlesi dogrusal bir
azalma gostermektedir. Ancak kadmnlardaki azalma kadar hizli degildir. Ciinki
kadinlarda menopoza bagl hizli kayip vardwr. Erkeklerde kortikal kayip daha azdir.
Erkeklerde kortikal kalinligin daha fazla olmasi apendikiiler kemik kiriklarmin daha az
goriilmesini aciklar. Kadmlar hem trabekiiler incelme hem de trabekiiler kayba

egilimlidirler. Oysa erkekler fazla trabekiiler kayip olmadan daha fazla trabekiiler

13



incelme gosterir. Kiriklar 45 yasindan once erkeklerde, 45 yasindan sonra ise kadinlarda

daha siktir. Bu da ciddi travmalara baglanmaktadir'**.

2.1.5.2. Irk ve Genetik
Irksal degisiklikler ozellikle osteoporotik kiriklarla ilgili epidemiyolojik
calismalarda belirgindir'*'. Genel olarak beyaz irkta, siyah ve Asya toplumlarma oranla

18,42,43,44,45 4 .. 5 i
84243444546 En yiiksek ortalama KMY degerleri ve en

kalca kirig1 hiz1 daha yiiksektir
diisiik kalga kirig1 oranlari siyah kadinlarda tespit edilmistir***’. Kirik riskini etkileyen
diger bir faktor de viicut tipidir. Ozellikle yasli kadinlarda ince yapili olmak yiiksek
kirik riskiyle iliskilidir*®*’. Viicut agirlig, viicut yag % ‘si veya beden kitle indeksi
disik olan postmenopozal bayanlar, diisiik kemik kiitlesi ve hizli kemik kaybi
bakimindan yiiksek risk altindadirlar’®>',

Osteoporoz multifaktoriyel ve multijenik hastaliklardan biridir. Hastaliktan
birden fazla gen sorumlu tutulmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda genetik faktorlerin kemik

fenotipindeki degisikliklerin % 70-80'ninden sorumlu oldugu gosterilmistir’>>*.

2.1.5.3. Ureme 1le Tlgili Faktérler

Bu risk faktorleri arasinda ge¢ menars, erken menopoz, 6 aydan daha uzun siireli
amenore, kisa dogurganlik siiresi, ooferektomi sonrasi gelisen iyatrojenik menopoz,
dogum sayis1, dogum kontrol hapi kullanimi, emzirme varlig1 ve siiresi sayilabilir'*.

Menopoz ile ortaya ¢ikan gonodal yetersizlige bagh gelisen Ostrojen eksikligi
kadmnlardaki hizli kemik kaybmdan sorumludur. Menopoz ile Ostrojen diizeyleri
distiigiinde kemik yikimi hizlanir. Dogal menopozdan 6nceki bilateral ooferektominin
kemik kaybini ve kal¢a kirik riskini arttirdigi bilinmektedir. Ayrica dogal erken
menopoz veya ge¢ menars ile birlikte gelisen dogurganlik siiresinin kisa olmasi
perimenopozal kadinlardaki diisiik kemik kiitlesi ile iliskilidir'®. Bir¢ok ¢alismada gec
menars hikayesi olan kadmnlarda daha diisiik mineral dansitesi saptanmistir’'. Bu da
iskelet gelisiminin en kritik donemi esnasinda, yetersiz hormon seviyelerine neden

olmasina baglanmstir.
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2.1.5.4.Yasam Sekli ve Egzersiz
Fiziksel aktivite, pik kemik kiitlesinin olugsmasina, kazanilmig KMY nun
sirdiiriilmesine ve kendisine yiikk bindirilen iskelet bdlgelerinde fraktiir riskinin

2
azalmasmna katkida bulunur®

. Kemigin yeniden yapilanmasinda etkili mekanik
faktorler kas kontraksiyonu ve yercekimidir. Uzun siireli kesin yatak istirahati hizli ve
anlamli kemik kaybma neden olmaktadir. Sedanter bir yasam tarzinin artmis fraktiir
riskiyle birlikte oldugu hem ekolojik hem de vaka-kontrollii ¢aligmalarda bildirilmistir.
Egzersizin yasa bagl kirik insidansini azaltmasi c¢esitli mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Geng eriskinlerde egzersiz doruk kemik kiitlesini arttrmakta ve
bdylece daha sonra goriilebilecek kirik riski azalmaktadir™. Erken menopozal
kadinlarda  Ostrojen  yetersizligine baglh hizli kemik kaybi egzersizle
yavaslayabilmektedir. Kemigin yeniden yapilanmasi ve mekanik yiiklenme arasindaki

iliski uzun yillar incelenmistir. Genel olarak kabul edilen goriis kemigin mekanik

yiiklenmesinin kemik yapimini arttirdigidir.

2.1.5.5. Beslenme Ahskanhklar

Ozellikle diyetle alman kalsiyum, KMY ile kuvvetli korelasyon igindedir’.
Kalsiyum eksikligi ile osteoporoz iliskisi ilk defa Nordin tarafindan hayvan
deneylerinde gosterilmistir'®. Yapilan birgok c¢alismada bilyiime swrasinda alinan
kalsiyum ile kemik mineral yogunlugu ve kemik kiitlesi dogrudan iliskili bulunmustur.
Ozellikle ¢ocukluk ve addlesan donemde siit ve siitlii gidalardan zengin beslenen
hastalarda, osteoporotik kirik riskinin azaldig1 gosterilmistir'*.

Asirt  miktarda kahve tiikketimi, idrar ve bagirsak kalsiyum atilimimi
etkilemektedir. Diisiik dozlarda kafeinin etkisi ise Onemsizdir. Sigara kullanimi ise
kemik tizerinde toksik etkiye sahiptir. Caligmalarin ¢ogunda sigara i¢enlerde daha diisiik
kemik kiitlesi, daha hizli kemik kaybi ve menopoza 2 yil daha erken girme s6z
konusudur’®’. Sigara igmek kemik kaybini hizlandirdig: gibi kalga kirigi riskini de
arttrmaktadir. Sigara igen kadinlarda kalca, vertebra ve el bilegi kiriklari, igmeyenlere
oranla 1.5-2.5 kat daha fazladir. Sigara icen erkeklerde vertebra kiriklar1 sikligi
artmaktadir. 1 yil sigara icme kal¢a kirik riskini %1, vertebra kirik riskini % 0.8

arttirmaktadir'®. Alkol alimi da kirik riskini arttirmaktadir. Asir alkol tiiketimi kalsiyum
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emilimini azaltirken, atilim ise arttirmaktadir’. Yine alkole bagl endokrin degisiklikler

sonucu testesteron azalmasi ve kortikosteroid artig1 osteoporozu kolaylastirmaktadir.
Osteoporozda kalsiyum eksikliginin rolii D vitamini eksikligi ile birlikte

degerlendirilmelidir. D vitamini eksikligi kalsiyumun bagirsaklardan emilimini

bozmakta, hafif sekonder hiperparatiroidi gelisebilmekte ve kemik kayb1 artmaktadir™.

2.1.5.6. ila¢ Kullanim
Bazi ilaglarin kullanimi da osteoporoz i¢in risk faktoriidiir. Bunlarin en basinda
glikokortikoidler gelmektedir. Ayrica siklosporin, diiiretikler, antikoagiilanlar ve

antikonviilsanlarin kullanimi da osteoporoz igin risk faktorleridir®'***.

2.1.6. Osteoporoz Tanisi

Cogu vakada osteoporoz sessiz bir hastalik olarak kalwr. Hafif bir agirlhik
kaldirma gibi giinliik aktiviteler sirasinda vertebra kirigi olusana ya da diigme sonucu
kalca kirig1 gelisene kadar osteoporoz tanisi koyulmayabilir. Kiriklar olusmadan 6nce
kemiklerin zayi1flig1 ya da giicii hakkinda bilgi sahibi olmak ¢ok 6nemlidir. Osteoporoz
tanisinda anamnez, fizik muayene ve klinik bulgularin yani swra kemik mineral
yogunlugunun degerlendirilmesinin, goriintiileme ve laboratuar yOntemlerinin ve
histomorfometrik degerlendirmenin de dnemli yeri vardir***>°,
Osteoporoz diistliniilen her hastada yapilmasi gereken islemlerin basinda yeterli

bir anamnez ve omurganin fizik muayenesi yer alir®#>47

. Ancak bunlar primer
osteoporoz tanisinda hassas ve yeterli degildir, osteoporozun sekonder formlarmni
degerlendirmede nemlidir. Oykii ve fizik muayenede; fraktiir ve aile hikayesi, kas
iskelet agrisinin tipi ve lokalizasyonu, diyetle alman kalsiyum miktar, fiziksel
aktivitenin seviyesi, sigara, alkol ve kafein tiikketimi, glines 1smlariyla temasi, gecirdigi
hastaliklar, ila¢ kullanimi, dogum sayisi, laktasyon siiresi, menars yasi, menstriiel

durumu gibi osteoporoz risk faktérleri sorgulanir, kilo ve boy 6l¢iimleri yapilir*”°.

2.1.7. Osteoporozun Klinik Bulgular
Osteoporoz kirik olusana kadar tipik olarak sessiz bir hastaliktir. Osteoporotik
vertebra kiriklar1 herhangi bir nedenle ¢ekilen gogiis grafisinde tesadiifen goriilebilir.

Ilerlemis osteoporozda kirilganlik artis1 sonucu hafif bir travmay: takiben goriilen akut
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vertebra kiriginda, ani baslayan siddetli sirt agrisi vardir. Agri, hareketle artar ve
istirahatle azalir. Genellikle spinal hassasiyet ve kas spazmu ile birliktedir ve biiyiik
Sl¢iide omurga hareketleri kisitlanmistir. Nérolojik bulgular yoktur®. Yaslanma ile
birlikte ilerleyen osteoporozda, vertebra kiriklarinin sayisi artarak, dorsal kifoz, servikal
ve lomber lordozda artig, boy kisalmasi ve sekil bozukluklar1 goriilebilir. Normal bir
insanda boy ile her iki kol arasindaki kula¢ mesafesi birbirine esitken, dorsal kifozu ileri
derecede artmis olan osteoporotik insanlarda, boy kulaca gore kisalir. Kisitlayict tipte
akciger hastaligi geliserek solunum fonksiyonlar1 bozulabilir®. Klinik bulgularm yani
sira psikolojik problemlerle hastalarin yasam kaliteleri de etkilenebilir'®.

Osteoporozlu hastalarda fiziksel semptomlarm yaninda giinlik yasam
aktivitelerinde ve sosyal aktivitelerinde de kisitlanma olmakta ve sonug olarak yasam
kalitesi bozulmaktadir. Yagsam kalitesi Ol¢iimii i¢cin NHP (Nottingham Health Profil),
Hastalik etki profili (SIP: Sickness Impact Profil), Quallefo, Kisa agr1 sorgulamasi
(Brief Pain Inventory), SF-36 (Short form of 36) sk olarak kullamlmaktadir®®.
Osteoporozun tan1 ve takibinde Onemli bir yer tutan goriintiileme yOntemleri
osteoporozun derecesini ve kirik riskini belirleme, kemik kayip hizimmi takip etme ve
uygulanan tedavinin etkinligini izleme gibi genel amaglara yonelik olarak
kullamlmaktadir’®®. Erken degisiklikler, SPA (single foton absorbsiyometri), (DPA)
Dual Foton Absorbsiometri, DEXA (Dual Enerji X-Ray Absorbsiyometre), QCT
(Kantatif Bilgisayarli Tomografi), Ultrason, MRI (Magnetik rezonans goriintiileme),
Mikro MRI, Notron aktivasyon analizi, Radiogrammetri, radyografik dansitometri,
Sintigrafi kullanilarak omurga ve femur boynunda saptanabilir. DEXA, giiniimiizde en

cok kullamilan ve altin standart kabul edilen bir yontemdir'**>%%%,

2.1.8. Osteoporozdan Korunma Yollar

Kemik yogunlugunda azalma, kemik kirilganliginda artma ile tarif edilen
osteoporozda korunma ve rehabilitasyonun anahtar kelimesi kiriktir. Bir bagka deyisle
kirik egiliminin, kirigmm ve komplikasyonlarmmin yarattigi agr1 ve sonugta Oziirlii
kalmaktir®>®°,

Osteoporozun Onlenmesinde verilen tedavi ve rehabilitasyon programinin
etkinligi kadar gilivenilirligi de 6nemlidir. Bu yilizden kisinin kemik yogunlugunun

dogru olarak bilinmesi ve doruk kemik kiitlesinin saptanmasi gerekmektedir.
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Osteoporozdan korunma intrauterin hayatta baglar ve dmiir boyu siirer. Osteoporozdan
korunmada iki yaklagim s6z konusudur:

e Primer korunma: Iskelet biiyiimesi sirasinda doruk kemik kitlesine erismek

icin alinan 6nlemlerdir.

e Sekonder korunma: Menopoz ve yaslanmaya bagli olarak kemik kiitlesi

kaybmin 6nlenmesidir.

Primer korunmada amag eriskin donemde doruk kemik kitlesinin saglanmasidir. Bu
amagla yeterli kalsiyum, D vitamini ve protein iceren dengeli diyet, cocukluk ve
adolesan doneminden itibaren kemiklere stres olusturan diizenli fiziksel aktivite
gereklidir.

Sekonder korunmada ama¢ doruk kemik kitlesinin korunmasi ve kemik kaybinin
onlenmesidir. Bu amacla yiiksek risk grubunun belirlenmesi ve degistirilebilen risk
faktorlerinin diizeltilmesi gereklidir. Diizenli fiziksel aktivite saglanmali, yeterli

kalsiyum ve D vitamini alimi desteklenmelidir.

2.1.9. Osteoporozda Tedavi

Osteoporozun tedavisi ¢ok yonliidiir. Bunlar:
» Medikal

* Beslenme

* Egzersiz

* Yeterli glines 151n1

* Yasam seklinin diizenlemesi

* Cerrahi

Osteoporoz tedavisinde amag®*%%’;

1. Kiriklarin 6nlenmesi

2. Kemik mineral yogunlugunun korunmasi ve artirilmasi

3. Kiurik ve iskelet deformitelerine bagh belirtilerin iyilestirilmesi

4. Yasam kalitesinin artirilmasi
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2.2. Ostrojen Hormonu

Ostrojen, ovaryumlardan salgilanan iki énemli cinsiyet hormonlarindan biridir.
Ostrojenler hem erkeklerde hem de kadinlarda bulunmakla beraber, iireme yasindaki
kadinlarda diizeyleri cok daha yiiksektir. Embriyonik ve fetal gelisimde 6nemli bir role
sahip olan Ostrojen hormonu, kadmlarin sekonder seksiiel karakterizasyonu, iireme
dongiisii, fertilite ve gebeligin devamlilig1 {izerine etkileri vardir. Bunun yanm sira
endometrial hiicre biiyiimesinde ve farklilasmasinda diizenleyici goreve sahiptir’’.
Dogal olarak olusan 6strojenler, kolesterolden tiireyen C18 steroidlerdir ve bunlar 17f-
ostradiol (E2), dstrone (E1), and 8striol (E3) olmak tizere iic tiptir’ . Kadinlarda bulunan
bu hormonlar arasinda Ostradiol en baskin olanidir. Menars ile menopoz arasindaki
baslica dstrojen Ostradioldiir.

Ostron, dstradioldan daha zayif etkili olup menopoz sonrasi kadinlarda dstradiol
ile karsilastirildiginda daha yiiksek diizeylerde bulunur. Ostrojen hormonunun temel
kaynaklar1 ovaryumlar ve plasentadir. Folikiillerin olusumu ve oositlerin olgunlagmasi
LH, FSH ve ostrojenin karsilikli etkilesiminin gerekli oldugu karmasik olaylardir’.
Viicutta bunlar enzim reaksiyonlar1 sonucu androjenlerden sentezlenir. Ostradiol

testosterondan, Ostron da androstenedion’dan sentezlenir.

2.2.1. Ostrojen Hormonu Uretimi

Ostrojenler esas olarak ovaryum ve testislerde sentezlenirler ancak, periferal
dokularda androjenlerin aromatizasyonu ile de sentezlenmektedirler’>’*. Kadinlarda
Ostrojen hormonu, temel olarak ovaryumlarda gelisen folikiiller, korpus luteum ve
plasenta tarafindan tretilir.

FSH ve LH, yumurtlayan kadinlarda ovaryumlarda Ostrojen iretimini
diizenlerler. Baz1 Gstrojenler ayn1 zamanda diisiik diizeylerde karaciger, adrenal bezler
ve memede sentezlenirler. Ostrojenin bu ikincil kaynaklar1 dzellikle post menopozal
kadinlar i¢in dnemlidir.

Ostrojenin sentezi ovaryumlarda teka interna hiicrelerinde kolesterolden
androstenedonun senteziyle baslar. Bu bilesik, bazal membrandan ¢evredeki granuloza
hiicrelerine gecerek burada dogrudan veya testosteron iizerinden Gstron veya Ostradiole

cevrilir. Testosterondan Gstradiole ve androstenediondan da dstrona doniisiim aromataz
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enzimi sayesinde olmaktadir. Ostradiol diizeyleri menstrual déngii boyunca farklilik

gdsterdiginden ovulasyon 6ncesi oldukea yiiksek seviyede ilerler’.

2.2.2. Ostrojen Hormonunun Etki Mekanizmasi

Hormonlarin hedef hiicrelerine ulastiklarinda etkilerini gosterebilmesi i¢in 6zgiil
reseptorlerine baglanmasi gerekir. Hormonlar ya membran reseptorleri ile ya da
cekirdek reseptdrlerine baglanarak biyolojik aktivitelerini gosterirler. Ostrojenler
etkilerini ligand ile aktive olan ve Ostrojen reseptorii olarak adlandirilan transkripsiyon
faktorleri aracihig: ile gostermektedir’™’®. Ostrojen reseptérleri ayrica hiicre igi ikincil
habercilerin ve zarla iliskili olan sinyal komplekslerinin aktivitesine de aracilik
etmektedir’>"’.

Ostrojen reseptdrleri hiicre i¢i reseptdrlerin cekirdek hormon ailesinin bir iiyesi
olup 17B- stradiol hormonu ile aktive edilirler””. Ostrojen, ¢ekirdek reseptor proteine
baglanarak doku ve organa 6zgiil fizyolojik cevaplar tetikler. Cekirdek reseptorleri,
hormona baglanma, transkripsiyonda gorev alan DNA’ya baglanma ve diger protein
faktorleri ile etkilesen diizenleyici bolgelerden olusur’®.

Ostrojen reseptoriiniin alfa (ESRa) ve Ostrojen reseptorii beta (ESRB) olmak
iizere iki tipi bulunmaktadir. Iki reseptdr proteininin de DNA baglanma bdlgesi oldukga
benzer olmasma ragmen, molekiiliin genelindeki amino asit benzerligi diisiiktiir.
Ornegin ligand baglanma bolgesinde %55 oraninda homoloji vardir. Bunun sonucu
olarak da farkli ligandlar her iki reseptdr proteinine farkli baglanma ilgisi
gdstermektedir’.

Kandaki serbest dstrojen hormonu hiicreye zardan hizl difiizyon ile girer, 6zgiil
reseptorlere baglanir, dimer olusumu gergeklesir ve reseptdr hormon mesajini
cekirdekte kromatine iletir. Bunun ardindan protein sentezi ve hormonun karakteristik
hiicresel yanitina neden olan mRNA yapimi ger¢eklesir.

Ostrojen reseptdrlerinin yar1 dmrii 2-4 saat olup yaklasik olarak 6 saatte
baglanma kapasiteleri azalir. Bu nedenle Ostrojen etkisinin devamlilik gdsterebilmesi

igin Sstrojen varligmm devamli olmasi gerekmektedir’.
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2.2.3. Ostrojen Reseptor Proteini Alfanmin (ESRa) Yapisi

ESRa ilk olarak 1958 yilinda Elwood Jensen tarafindan tanimlanmig, 1986
yilinda ilk kez uterustan klonlanmistir’®”’. Bugiine kadar ostrojen reseptérleri oositte™,
granuloza hiicrelerinde®’ ve overyum epitelyum hiicrelerinde® tanimlanmistir. ESRa
595 amino asit igerir ve 66 kDa agirligindadir™.

ESRa proteini amino ucundan karboksil ucuna dogru A’dan F’ye kadar

isimlendirilen 6 bblgeye sahiptir® (Sekil 2.2).

ORa A/B - D E -

Transkripsiyonel
aktivasyon

Sekil 2.2: Insan Ostrojen reseptdr o (ESRa) proteininin islevsel bolgeleri. AF-1;Aktivasyon islevi 1, AF-
2; Aktivasyon islevi 2

A ve B bdolgeleri; cekirdek reseptor ailesi icinde oldukca degisken bir bolge olup
sahip oldugu Aktivasyon Islevi 1 (AF-1) yoluyla bir genin ifadelenmesini hiicreye
6zgiin sekilde diizenlemektedir®™. Bu sayede ESRo merkez transkripsiyon aygitmm
bilesenleri ile dogrudan etkileserek hedef genleri aktive eder ya da diger proteinlere
sinyal iletiminde rol oynayan koaktivatér proteinlerle dogrudan iliski kurar. AF-1
bolgesi, hiicre tipi ve kontrol bolgesi icerik 6zgiinliigline sahip olmakla birlikte ESRP’
da bulunmamaktadir®.

C Bolgesi; ESRa proteininin DNA baglanma bdolgesidir. Hedef genlerin
Ostrojen  Cevap  Elementlerine  baglanmasindan  sorumlu  olup  reseptor
dimerizasyonunda gorev alir’>*¢,

D Bolgesi; DNA baglanma bdlgesini ligand baglanma bdlgesi ile ayiran 40-50
amino asitlik bir bolgedir. Reseptdr proteininin dimerizasyonunda gorev alir ayni
zamanda korepressér proteinler ile etkilesmektedir®*®’.

E Bolgesi; Ligand baglanma bolgesini ve Aktivasyon Islevi 2’yi (AF-2)
icermektedir. Ayn1 zamanda dimerizasyon ve reseptor proteinin ¢ekirdek yerlesiminden

de sorumludur. E bdlgesinin C ucunda yer alan ve ¢ekirdek reseptor siiper ailesi iginde
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olduk¢a korunmus bir yap1 olan AF-2, ¢esitli koaktivatorler tarafindan taninmakta olup
baz1 korepressorler icin bir tutunma yeri gorevi iistlenmektedir™*.

F bolgesi; Karboksil ugta yer alan bu bolge, ESRa proteininin gen aktivasyon
kapasitesine katkida bulunmakta ve proteininin dimerizasyonu ve kofaktor

baglanmasinda da etki gostermektedir®.

2.2.4. ESRa’ nin Aktivasyonu

ESRa’ niin aktivasyonu ligand (Gstrojen) bagimli ve ligandtan bagimsiz olmak
iizere iki sekilde gerceklesmektedir. Ostrojen bagimli aktivasyon durumunda reseptdr
proteini, DNA baglanma bolgesini kapatan ve reseptdrii inaktif bir pozisyonda tutan
saperonlar ile baghdir. Reseptore dstrojen baglanmasi durumunda reseptor proteini Hsp
90, Hsp 70 ve diger proteinlerden ayrilip konformasyonel degisiklikler gecirerek

dimerizasyon olusur ve bu sekilde sitoplazmadan ¢ekirdege geger’'™

. Reseptoriin
ligand baglanmasi ile aktive olmasini reseptoriin inaktif durumunda bagh oldugu Hsp
90 saperonunun ATP’yi hidrolize etmesi tetiklemektedir. Bu durumda Gstrojen reseptor
dimeri DNA iizerindeki Ostrojen Yanit Elementi ile etkilesime girer ve hiicresel
transkripsiyon kompleksi diger bilesenleri ile etkilesir™. Amino ugta yer alan AF-1 ve
ligand baglanma bolgeside yer alan AF-2’nin birbirleriyle etkilesimleri sonucu doku,
hiicre ve kontrol bolgesine 6zgili olan yardimci diizenleyici kompleksler hedef gen
bolgesinde toplanarak hedef genlerin aktivasyonu veya baskilanmasi yoniinde etkilerini

gosterirler®™ ™.

Sekil 2.3. ESRa’ nin Aktivasyonu®’
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ESRa’ y1 da igeren tiim steroid reseptor proteinleri kendilerine 6zgii ligandlarin
baglanmasindan sonra fosforile edilirler. Steroid hormon reseptorlerinin fosforilasyonu
reseptoriin gendeki kendi yanit elementine baglanmasinda ve bundan sonra gergeklesen
transkripsiyonun aktivasyonunda 6nemli bir rol oynar’. Genel olarak AF-1
bolgesindeki serin amino asitlerinin fosforilasyonu koaktivator toplanmasini arttirmakta
ve ESRa aracili transkripsiyonun artisiyla sonuglanmaktadir. Serin 236 fosforilasyonu,
reseptdr dimerizasyonunda ve DNA’ ya baglanmada rol oynamaktadir’’.

ESRa’ nin ligand bagimsiz aktivasyonu ise hiicresel kinaz ve fosfatazlarin
aktivitelerini degistiren molekiiler yollarla gergeklesmektedir””. Ostrojen yoklugunda
farkli sinyallerle aktiflesen kinazlarin aktive olmasi ile Ostrojen reseptorii geri
doniisimlii olarak fosforile edilip aktivasyonu saglanir®®. Bu mekanizma &zellikle
biiytime faktorleri, sitokinler ve norotransmitterler gibi hiicre dist sinyal molekiillerinin
yerel konsantrasyonunun yiiksek oldugu durumlarda ve erkeklerde veya menopoz
sonrast kadmlarda oldugu gibi serum Ostrojen konsantrasyonunun diisilk oldugu

durumlarda etkili olabilmektedir’>.

2.2.5. Ostrojen Reseptor Geni

ESRa ve ESRP sirasiyla ESR1 ve ESR2 genlerinden ifadelenmektedir’>**. ESR2
geni 14. kromozomda (14q23.2) 40 kb‘lik bir bolgeyi igermektedir. ESR1 geni, 6.
kromozomda (6q25) 140 kb’lik bir bolgeyi kapsar ve 8 ekson, 7 intron igermektedir
(Sekil 2.4). Eksonlar sirasiyla 684, 191,117, 336, 139, 134, 184 ve 4537 bg (toplam
6322 be) bityiikligindedir >

Promotor Ekson1 Ekson2 Ekson 8

. ¥ ¥
51 11 | | | | i | 133
[Tl Im [ I I I Iﬂ

Sekil 2.4. Insan dstrojen reseptor o geni intron ve ekson bolgeleri.

ESRa geninin transkripsiyonu karmasiktir ve bir ka¢ tane kontrol bolgesinin
aktivitesi rol almaktadir’®. ESRa’ nin da yer aldig1 gekirdek reseptdr ailesinin diger

iiyelerinden elde edilen bulgular, ¢oklu kontrol bdlgelerinin, steroid hormon
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reseptdrlerinin ortak bir dzelligi oldugunu gostermektedir. Insan ESRa geninin, en az 7
kontrol bolgesine bagli 7 cesit mRNA transkripsiyonu yapilmaktadir. Bu kontrol
bolgelerinin bazilar1 reseptoriin ligandi olan 6strojenle diizenlenmektedir. Coklu kontrol
bolgelerinin en 6nemli olasi islevi, kontrol bolgelerinin dokuya 6zgiin diizenlenmesi ve
dokulardaki farkli mRNA varyantlarinin ifadelenmesinin  diizenlenmesinde is
gorebilecegidir. Ornegin normal meme ve uterin dokusunda kontrol bolgesi A, kontrol
bolgesi B’ ye oranla daha az kullanilmaktadir. Farkli kontrol bolgeleri gelisimin farkli
asamalarinda kullanilabilmektedir. Sigan embriyonik gelisiminde ESRo mRNA
varyantlarmm diizeylerinde farkliliklarm oldugu belirlenmistir’’.

Coklu kontrol bolgesi mekanizmasmin diger bir islevi de farkli kontrol
bolgelerinden iiretilen mRNA’larin farkli alternatif intron c¢ikartilmasi ve ekson
birlestirilmesi islemine (alternatif splicing) ugrayabilecegi ve bunun da cesitli protein
izoformlarin1 kodlayan mRNA’ larla sonuglanabilecegidir. Bu sayede ESRa’ nin farkli

mRNA islenmesine ugramis formlari tanimlanmustir®’.

2.3. Osteoporoz Genetigi

Osteoporoz, hormonal, c¢evresel, yasam sekli  (sigara icilmesi, fiziksel
egzersizler gibi) ve beslenme faktdrlerinin (kalsiyum alimi, alkol tiiketimi) etkisi
altindaki genetik faktorlerin  kontrol ettigi multifaktoriyel (poligenik) bir
hastaliktir®>?%%°. KMY iizerine pek cok cevresel faktoriin etkili olmasina ragmen kemik
kitlesi bakimmdan bireyler arasinda goriilen farklhiliklarin  %350-80°1 genetik
kokenlidir>'®.

Son yillarda yapilan ¢alismalar osteoporozda ik ve etnik kdken, yas ve pozitif
aile 0ykiisiiniin rol aldigini, normal dagilim ve devamli varyasyon gdsteren bir hastalik
oldugunu, bu nedenle istenmeyen kosullarin belli bir esik degerin iistiinde olmasi
halinde ortaya ¢ikan bir hastalik (esik model) oldugunu gostermistir. Genlerin kemik
yogunlugu tizerindeki etkisi iskeletin farkli yerlerinde farkli genler tarafindan (yerine
6zgii) regiile edilebilecegini diisiindiirmektedir®”.

Osteoporozun ortaya ¢ikmasina neden olan ¢ok sayidaki genlerden bazilarmnin
KMY iizerine etkisi olduk¢a fazla (major genler), bazilarmin etkisi ise olduk¢a azdir
(minér genler). Osteoporoz i¢in; kalsitropik hormonlar ve reseptorleri (vitamin D ve

reseptOrii, kalsitonin ve reseptorii, Parathormon ve reseptorii, kalsiyum reseptorii),
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adezyon molekiilleri (integrin gibi) ve ligandlari, kemik matriks proteinleri (kollajenik
veya kollajenik olmayan), sitokinler, biiyiime faktorleri ve reseptorleri (IL-6,1L-1,IGF-I
gibi), bazi enzimler (aromatase, metalloproteinase vb), cinsiyet hormonlar1 ve
reseptorleri (dstrojen ve androjen) potansiyel aday genlerdir®>.

Osteoporoz benzeri kompleks hastaliklarin patogenezinde rol alan genleri
belirlemek i¢in ikiz caligmalari, ¢ok nesilli genis ailelerde linkage analizi, kardesler
arasinda (sib-pair) allel paylasim yontemi, akraba olmayan kontrol ve hastalarda
assosiyasyon calismalar1 ve hayvanlarda c¢aprazlama deneyleri gibi birka¢ farkl
yaklagim olmakla birlikte pratikte fenotiple polimorfik genetik marker iligkisi
saptanmaktadir. Osteoporoza katkida bulunan genetik varyasyonlara ait bilgilerin ¢ogu
aday genlerle KMY (kemik mineral yogunlugu) c¢aligmalarindan gelmektedir. Bu
calismalar1 degerlendiren meta analizlere gore vitamin D reseptor geni (VDR), dstrojen
reseptdr alfa geni (ESRa), tip 1 kollajen alfa Al zinciri geni (CollAl) ve Interldkin 6
(IL-6) geninin allelik varyasyonlar1 ile KMY ve/veya kiriklar arasinda dnemli iliskilerin
oldugu saptanmistir. VDR, ESR1, Coll Alve interlokin-6 (IL-6) genlerinden baska ve
disik yogunluklu lipoprotein (LDL) — benzeri protein 5 (LRP5) genlerinin
polimorfizmlerinin de osteoporozla iligkisi ¢alisilmaktadir. Coll Al hari¢ diger dort gen
pleitropik etkili (master gen) olup bazi ¢alismalarda osteoporozdan baska yaslanmaya
bagli bazi1 hastaliklar, gogiis kanseri ve kolerektal ile de iligkili oldugu
belirtilmigtir®'%!%",

Baz1 fenotipler ise genetigin ve cevre faktorlerinin etkilesimi sonucu ortaya
cikar; sorumlu alleller oldugu halde fenotipte goriilmemesi (eksik penetrans) veya
sorumlu allel olmadig1 halde bazi bireylerin yaslanma gibi genetik olmayan faktorler

sonucu osteoporoza yakalanmasi gibi>.

2.3.1. Osteoporozla iliskili Gen Polimorfizmleri

Kemik olduk¢a dinamik bir dokudur ve kemigin metabolik kontrolu biiylime
faktorleri, sitokin, nitrik oksit, hiicre sinyal yollar1 gibi lokal faktorlerle ve sistemik
yollarla kontrol edilir. Hormonlarmn sistemik yolla endokrin regiilasyonu, ya hiicre
zarmdaki reseptorler yolu ile ya da steroid/tiroid reseptor siiper ailesinde oldugu gibi

transkripsiyon faktorii olarak nukleus seviyesinde gergeklesir. Vitamin D ve seks
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hormonlar1 kemik hiicresi fonksiyonlarinin 6nemli regiilatdrleri olup niikleus
seviyesinde gorev yapmaktadirlar®.

Steroid hormon reseptor genlerinden Ostrojen reseptdr geni (ESR) (14
polimorfizm), Vit D Reseptér (VDR) geni, androjen reseptdor geni ve progesteron
reseptor genine ait polimorfizimlerle osteoporozun iliskisi ¢aligilmistir. Osteoporoz
genetigi ile ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarin ¢cogu 6zellikle ESR ve VDR iizerinde

yogunlagmigtr>'%,

2.3.1.1. Ostrojen ve Ostrojen Reseptor Gen (ESRo) Polimorfizmi

Polimorfizm, bir toplumda farkl allellere bagli olarak genetik agidan belirlenmis
iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir'®. Eger toplumda herhangi bir
lokusta en az iki tane yaygin bulunan allel varsa bu lokusun polimorfizm gdsterdigi
sOylenir ve bir allelin toplumdaki siklig1 %1°den fazla olursa bu allel polimorfik olarak
adlandirilir' %,

ESRa genindeki polimorfizmler ve ¢esitli klinik fenotipler arasindaki iligkileri
arastiran ¢alismalarda Pvull, Xbal ve kontrol bolgesindeki TA tekrar polimorfizmleri
iizerine yogunlasilmustir'®.

Pvull polimorfizmi, intron 1’ de sitozin niikleotitinin timine doniigiimii (C>T)
sonucu olusur. Pvu II enziminin tanima dizisi timin niikleotitini igeren;
TTCATCTGAGTTCCAAATGTCCCAGCTGTTTTATGCTTTGTCTCTGTTTCCC
seklindedir, orijinal dizisi ise sitozin niikleotitini iceren,;
TTCATCTGAGTTCCAAATGTCCCAGCCGTTTTATGCTTTGTCTCTGTTTCCC
seklindedir'®®. Bu doniisiimiin belirlenmesinde kullamilan restriksiyon enziminden yola
¢ikarak bu polimorfizme Pvull polimorfizmi denilmektedir. C>T doniisiimii 2. eksonun
baslangicindan 397 niikleotit yukarisinda gergeklesmektedir'®®. Pvull enziminin kesim
bolgesinin olmasi p alleli ya da T alleli olarak adlandirilmaktadir. Enzimin kesim
bolgesinin olmamasi ise P alleli veya C alleli olarak isimlendirilmektedir'”’. Bu
calismada kesim bdlgesinin olmasi p, kesim bdlgesinin olmamasi P ile belirtilmistir.

Pvull polimorfizminin ESRa mRNA’sinda intronlarin ¢ikmasi ve eksonlarin
birlesmesine (splicing) etki ettigi ve meydana gelen C>T doniisiimiiniin protein

sentezinde bir degisime yol a¢tig1 diisiiniilmektedir'®®.
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Xbal polimorfizmi, intron 1’ de adenin niikleotidinin guanine doniisimii A>G
sonucunda olugsmaktadir. Xba I enzimi orijinal diziyi keser ve bu orijinal dizi adenin
niikleotitini igeren;
TTTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCTAGAGTTGGGATGAGCATTGGTCTCTA
seklindedir. Ayni dizide adenin niikleotitinin guanine dontistiigi
TTTCCCAGAGACCCTGAGTGTGGTCTGGAGTTGGGATGAGCATTGGTCTCTA
seklindeki diziyi ise kesmez'”. Bu doniisiimiin belirlenmesinde kullanilan restriksiyon
enziminden yola ¢ikarak bu polimorfizm Xbal polimorfizmi olarak adlandirilmaktadir.
A>G degisimi 2. eksonun baslangicindan 351 niikleotid dnce gergeklesmektedir. Xbal
polimorfizmine neden olan A>G degisimi, Pvull polimorfik bolgesinden 46 baz asagi

kisimda yer almaktadir'®®

(Sekil 2.5). Xbal enziminin kesim bdlgesinin olmasi x alleli
ya da A alleli olarak adlandirilmaktadir. Enzimin kesim bolgesinin olmamasi ise X alleli
veya G alleli olarak isimlendirilmektedir'®’. Bu calismada kesim bdlgesinin olmasi x,

kesim bdlgesinin olmamasi X ile belirtilmistir.
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Sekil 2.5. insan Ostrojen reseptor o geni 1. intronunda yer alan Pvull ve Xbal polimorfizmlerinin

yerlesimi

ESRa geninin kontrol bolgesinde yer alan TA tekrar sayisina bagli olarak olusan

TA tekrar polimorfizmi birinci eksonun 1kb’lik iist bolgesinde yer almaktadir. ESRa
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gen kontrol bolgesi alternatif eksonlar ve farkli gen transkriptlerinin ifade edilmesi ile
sonuglanan alternatif kesim bdlgeleri igeren ¢oklu kontrol bdlgelerine sahip oldukca
karmasik bir genomik organizasyona sahiptir’’. TA diniikleotid tekrar uzunlugunun,
alternatif kontrol bodlgesi kullanimini etkileyerek belirli dokularda farkli ESRa
ifadelenmesine yol actigi bildirilmistir'®. Diger taraftan steroid yamit elementi gibi
davranabilecek bir diizenleyici elementinin TA tekrarmin yaklasik 200 bg asagisinda
yer aldig1 belirlenmistir''®. Her ne kadar bu enhancer’m rolii belirlenememis olsa da
polimorfik tekrar bolgesine yakinligi onu TA tekrar biiyiikliigiiniin islevsel etkileri i¢in

potansiyel bir hedef yapmaktadir.

2.3.1.2. Vitamin D ve Vitamin D Reseptor Gen (VDR) Polimorfizmi

Vitamin D’nin dogal sekli olan kolekalsiferol (vitamin Ds) ya giinliik gidalarla
almir ya da derideki 7-dehidrokolesteroliin ultraviyole 15181 etkisi ile vitamin D3’e
dontismesinden elde edilir. Vitamin D3, karacigerde 25(OH), Vit D;’e bobrekte de aktif
form olan kalsitriole [1,25(OH),D;3] metabolize olur’>''".

Vitamin D gergek steroid hormon olmamakla birlikte, steroid hormonlar gibi
nukleer reseptorler aracilig ile gorev yapmaktadir. Kalsitriol [1,25(OH),Ds], VDR’ye
baglanarak kalsiyumun bagirsaktan emilmesini, bobrekten kalsiyum ve fosfatin geri
emilimini ve paratiroid hormon diizeyini ayarlamaktadir. VDR osteoporoz aday
genlerinden kemik Kkitlesi iizerinde etkisi oldugu belirlenen ilk gendir. Ikiz ve
populasyon caligmalarinda KMY ile ilgili varyasyonlarin % 75’inden sorumlu oldugu
bildirilmistir' 2.

VDR geninde (12q12-14) transkripsiyona ugramayan ilk ekzonla birlikte toplam
10 ekzon, 8 intron vardir ve biiyiikliigii yaklasik 100 kb’dir. Insan VDR geninde énemli
sayida RFLP polimorfizmi saptanmistir. Genin 3’ ucunda Taq I, Apa I ve Bsm I
enzimlerinin, 2. ekzonda transkripsiyon baslangic noktasinda Fok I enzimini kesim
yaptig1 polimorfik bdlgeler bulunur. Her bir endonukleaz i¢in restriksiyon alaninin
bulunmas1 geleneksel olarak enzimin ilk harfinin kiictigii ile (t, a, b, f), restriksiyon
bolgesinin olmamasi da biiyiik harfleri (T, A, B veya F) ile gosterilmektedir. Kesim
durumuna gore bireylerin genotipi homozigotlar i¢in tt, aa, bb, ff veya TT, AA, BB,

FF ve heterozigotlar icin Tt, Aa, Bb ve Ff olur.
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Genin 3’ ucundaki 3 kesim noktasinin olusturdugu Taq I, Apa I ve Bsm I
polimorfizmine ait alleler birbirine ¢ok yakin (bagl alleller) olup 6rnegin t allelinin
varlig1 diger ikisinin de (a, b) olduguna veya A ve B allellerinin (Bsm I ve Apa I
restriksiyon alanlariin) yokluguna isaret etmektedir.

Ekzon 2 de bulunan Fok1 polimorfizmi fonksiyonel olup kesimin oldugu allelde
(f) transkripsiyon ilk ATG dizisinden basladigindan normal, kesim yoksa (F alleli)
transkripsiyon bir sonraki allelden bagladigindan transkrip daha kisa (ama gene
fonksiyonel) olur. Yapilan caligmalarda Fokl allelik varyantlarmin KMY {izerine etkisi
ik, yas, menopoz durumu ve iskelet bolgesine gore degismekte, ayrica kalsiyum alimi

gibi gevresel faktorlerden de etkilenmektedir™.

2.3.1.3. interl6kin ve interlokin Reseptor Gen (IL-R) Polimorfizmi

IL-6 pleitropik bir sitokin olup immiinite, enflamatuar ve akut faz cevaplarinda,
hemotopoez, aterogenez ve cesitli endokrin ve metabolik olaylarda merkezi gorev
yapar>>. Kemikte osteoblast, monosit ve T hiicreleri tarafindan iiretilen IL-6 osteoklast
farklilagsmas1 ve aktivasyonunda rol oynadigindan post-menopozal donemindeki kemik
kaybinda da énemli bir rol oynar™. IL-6 promotorunda bulunan iki SNP (-174 G>C ve -
572 G>C) ile yas, menopoz, KMY, 6strojen durumu ile kalsiyum ve Vitamin D alimi

8190 " Ornegin ostrojeni diisiik ve kalsiyum alim

arasinda onemli iligkiler saptanmistir
zayif kadmlarda KMY -174CC genotiplerinde en yiliksek, GC genotiplerinde orta, GG
genotiplerinde ise diisik bulunmustur’'®. Ozetle IL-6 promotor varyantlar: interlokin
6 aktivitesi ve yaslanmaya baglh osteoporoz ve ateroskleroz gibi hastaliklar

etkilemektedir®.

2.3.1.4. Tip 1 Kollajen Alfa A1 Zinciri Geni (CollAl)

Tip 1 kollajen iireten genler (CollAl ve CollA2) osteoporoz patogenezi
acisindan 6nemli aday genlerdendir. CollAl geninin transkripsiyonunu diizenledigi
diisiiniilen ve bir transkripsiyon faktorii olan Spl’in baglanma bdlgesinde olusan bir
polimorfizmin osteoporotik kiriklarla iliskili oldugu belirtilmistir. Coll A1 polimorfizmi
ile osteoporotik kiriklarin oran1 arasinda etnik farkliliklar bulunmaktadir. Bu
polimorfizim Kafkas populasyonunda olduk¢a yaygin olmasina ragmen Afrikalilar da

ve Asyalilar da nadiren goriilmektedir’'">.
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2.3.1.5. Osteoporozla liskili Oldugu Diisiiniilen Diger Genler
e Diisiik Yogunluklu Lipoprotein (LDL) — Benzeri Protein 5

e Androjen Reseptor Geni

e Progesteron Reseptor Geni

e Transforming Biiyiime Faktorii

e Apolipoprotein E Geni

e Paratiroid Hormon (PTH)

. v . 100,11
e Paratiroid Hormon Reseptorii Geni *>*°'*
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

Bu ¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler

temin edildikleri firmalarla birlikte asagida belirtilmistir.

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

e Taq DNA polimeraz enzimi (Fermentas)

e Magnezyum kloriir (MgCl,) (Fermentas)

e PCR tamponu (Fermentas)

e Primerler (TIB Molbiol)

e dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Roche)

e Restriksiyon enzimleri Pvull ve Xbal (Fermentas, Roche)
e Etidiyum bromid (Sigma)

e Agaroz (Promega)

e Tris-baz (Sigma)

e Borik asit (Sigma)

e Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
e  Sodyum kloriir (NaCl) (Merck)

e TritonX100 (Sigma)

e Siikroz (Merck)

e Proteinaz-K (Sigma)

e Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma)

¢ Bromfenol mavisi (Merck)

e Etil alkol (Merck)

e Distile ve bidistile su

3.1.2. Cihazlar ve Teknik Malzemeler
e Sogutmali santrifiij (Universal 16R)
e Mikrosantrifiij (Techne force 16)

e Su banyolar1 (Grant)
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e Hassas terazi (Sartorius)

e Terazi (Shimadzu 321-33557)

e pH metre (Inolab)

o UV jel goriintiileme sistemi (UVlItec)

e Otomatik pipetler (Gilson, Biohit, Socorex)

e Vorteks (Niive NM 110)

e Etiiv (Dedeoglu )

e Elektroforez gii¢ kaynagi (EC3000-90)

e Horizontal (yatay) elektroforez sistemi (Biogen)
e PCR cihazi (Thermal cycler Ependorf Mastercycler)
Buzdolab1 (Arcelik)

Deepfreez (Siemens, Bosch)

Otoklav (Trans)

3.2 Kan Orneklerinin Saglanmasi

Calisma grubu Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali Osteoporoz polikliniginde takip edilen menopoza girmis
hastalardan olusturuldu. Kalsiyum ve fosfor metabolizma hastaliklari, endokrinolojik
hastaliklar1 (hipertiroidizm, diyabet vs.), kronik karaciger ve bobrek hastaliklari, iskelet
hastaliklar1 (paget, romatoid arthrit vs.) olanlar, kemik yogunlugu ve metabolizmasimni
etkileyecek ilag alanlar (kortikosteroid, antikonviilzan, kalsitropik ilaglar vs.), HRT
(hormone replacement therapy), tiroid replasman tedavisi ve estrogen reseptor
modiilatorleri alanlar calismaya dahil edilmedi. Bu c¢alismada, 34 normal, 73
osteoporotik olmak tizere toplam 107 birbiri ile akraba olmayan postmenopozal kadin
osteoporozla ilgili kriterler ve molekiiler diizeyde incelendi.

Bu kisilerden EDTA’I1 tiiplere kanlar alindi. Tipler alt iist edilerek kanlarin

pthtilagsmas1 6nlendi. Bu kan 6rnekleri DNA elde etmek tizere kullanildi.
3.2.1. Hasta Rizasi

Bu ¢alismada yer alan tiim hastalar ve kontrol grubu, Cukurova Universitesi T1p

Fakiiltesi Etik Kurullar1 Arastirma Projesi Bilgi ve Taahhiit Formunda belirtilen
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kurallara uygun olarak hazirlanmis Bilgilendirilme Onam Formlar1 doldurularak

calismaya katilmistir.

3.3. Yontem

3.3.1. Periferik Kandan DNA Eldesi

DNA iizerinde degisik amagli ve ¢ok yonlii analiz yapmamiza imkan veren gen
teknolojisi uygulamalarinin ilk basamagi DNA’nin elde edilmesidir. Genomik DNA
niikleuslu hiicrelere sahip periferik kan, kemik iligi, amniyon sivisi, koryonik villiis gibi
herhangi bir insan doku par¢asindan elde edilebilir.
Periferik kandan DNA eldesi i¢in Miller ve arkadaslarmin gelistirdigi salting out (tuzla
¢oktiirme) yontemi modifiye edilerek uygulandi''.

1. 1,5 ml lik ependorf tiipii igerisine iyice alt iist edilmis kan 6rneginden 700 pl,
eritrosit lizis (Ek-1.1) soliisyonundan da 700 pl konulup dikkatlice alt iist edilerek 3-5
dk. oda 1sisinda bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk Santrifiij edildi. Santriflij isleminden sonra
stipernatant kismi atildi.

2. Elde edilen pellet tizerine 700 pl eritrosit lizis soliisyonu eklendi. Tiip kuvvetlice
calkalanarak pellet ¢ozdiiriildii. 4500rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden
sonra siipernatant kismi atildu.

3. Pellet tizerine 1000 pl (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenip pellet ¢ozdiiriildii.
4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi atild1.

4. 300 pl TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilip pellet ¢ozdiiriildii. Bunun iizerine 100 pl
SDS (Ek-1.4) ile 20 pl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks iizerinde tiip igerigi
tyice karistirildi. 65 °C de 1-2 saat benmaride tutuldu. 20 dk da bir tiip alt iist edildi.

5. Inkiibasyon sonunda tiip icerisine 200 pl 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Olusan
beyaz goriinimlii yapiy1 dagitmak i¢in tiip kuvvetlice calkalanip 13500 rpm’de 7 dk
santrifiyj edildi.

6. Santrifiij sonunda siipernatant baska bir tiipe alinip pellet atildi. Tekrar 13500
rpm’de 7 dk santrifiij edildi.

7. Yine slipernatan bagka bir tiipe alnip pellet atildi. Tuzdan armmis olan
siipernatantin iizerine 900 pl %100’Lik etil alkolden eklendi. Tiip iyice karistirildi. Bu
asamada DNA ipliksi formunda goriilebilmektedir.

8. 13500 rpm. de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant atild1.
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9. Tiipiin dibine yapisan DNA’y1 kaldirmak i¢in %70’lik etil alkolden (Ek-1.7)1000
ul eklendi. 13 500 rpm’de 7 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Bu islem bir kez daha
tekrar edildi.

10. Siipernatant dokiiliip tiip ters cevrilip DNA’nin tiipe yapismasi i¢in 15 dk
beklendi.

11. DNA’nin bityiikliigtine gore 50-100 pl TE (Tris-EDTA) (Ek-1.8) konuldu.

12. DNaz aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in 70-80 °C benmaride, 10-15 dk
inkiibasyona birakildi.

13. DNA ornekleri +4 °C de kullanilincaya kadar muhafaza edildi. Uzun siireli

muhafazalar i¢in ise -20 °C ye alind1.

3.3.2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

PCR sonrasinda elde edilen iirlinlerin varligini kontrol etmek icin kolay ve hizli
hazirlanmasi sebebi ile agaroz jellerden yararlanildi. Genellikle %2 oraninda agaroz jel
hazirland1.

1. Calismaya baslamadan Once jel kabi iyice temizlenip kurutulup jel dokme
kalibina yerlestirildi. Bu kalip, diizgiin bir ylizeye kondu. Kuyucuk olusturmak i¢in
kullanilan taraklar diizgiince yerlerine yerlestirildi.

2. Jel dokme kabmin boyutlari ile jelin kalinlig1 dikkate alinarak hesaplama yapild.
8 X 9cm boyutundaki jel kabina % 2 konsantrasyonunda jel dokmek i¢in 0,8 g agaroz
tartilip, erlenmayer i¢indeki 40 ml elektroforez tamponuna (1 X TBE (Ek-2.1)) eklendi.
Mikrodalga firmda agaroz iyice eriyene kadar 1sitild1.

3. Jelin i¢ine 3,5 pl stok EtBr (Etidiyum bromiir) (Ek-2.2) soliisyonundan ilave
edildi. Etidiyum bromiir kuvvetli mutajen ve toksik oldugundan bu boyay: igeren
¢oOzeltilerle calisirken her zaman eldiven kullanildi.

4. Agaroz cozeltisinin sicakligr 45-50 °C’ye (el yakmayacak sicakliga) gelinceye
kadar sogutuldu.

5. Ilik agaroz ¢ozeltisi hava kabarcigi olusturulmadan dikkatlice jel dokme kabina
dokiildii.

6. Jel, oda sicakliginda yaklasik 30-45 dakikada polimerize oldu.

7. Jel elektroforez tankina alindi, iizerini 6rtecek kadar 1 X TBE tamponu ilave

edildi. Taraklar dikkatlice ¢ekilerek yiikleme yapmak icin kuyucuklar olusturuldu.
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3.3.3. Orneklerin Agaroz Jele Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi

Kontrol edilmek istenen DNA Ornekleri jel yiikleme tamponu (Loading dye)
(Ek-2.3) ile birlikte yiikledi.
Jel yiikleme (veya DNA yiikleme) tamponu;

e Ornegin yogunlugunu arttirarak DNA nin kuyucuga diizgiin olarak damlamasimi
saglar.

e Ornegi renklendirerek kuyulara yiiklenme islemini basitlestirir.

e FElektriksel alanda go¢ hareketinin takip edilmesini kolaylastirir.

e Jelin sagindaki veya solundaki ilk kuyuya molekiiler agirligi bilinen marker
DNA’dan 5 pl yiiklendi. Mikropipet ile 4 pl PCR iiriini ile 1 pl yiikleme
tamponu karistirilip toplam 4pl kuyucuklara yiiklendi. 100 voltta 20 dakika
elektrik akimina maruz birakilarak ytriitiildd.

e Jel UVidoc cihazinda ultraviyole 151k altinda gériintiilendi ve jel goriintiileri

diskete kaydedildi.

3.3.4. PCR (Polymerase Chain Reaction) Yonteminin Uygulanmasi
PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki dizisi bilinen herhangi
bir bolgenin ¢ogaltilmasini (amplifikasyonunu) saglayan basit ama ¢ok basarili in-vitro
DNA sentez yontemidir.
Calismamizda ESRa geninin Intron I bolgesini ¢ogaltmak i¢in Joyce B.J. van
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Meurs ° ve arkadaslarmin ¢alismalarinda kullandiklar1 primerler secilmistir. Kullanilan

primer c¢iftlerinin dizileri asagida gosterilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. ESRa geninin Intron I amplifikasyonu i¢in kullanilan primer ¢iftleri'"®

ER-F 5’-GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3’

ER-R | 5’-AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-3’

Orneklerimizin uygun amplifikasyon kosullarin1 saptanmak igin cesitli
denemeler yapildi. Primerlerin, Taq polimerazin ve magnezyum kloriiriin (MgCl) farkli
konsantrasyonlar1 ile PCR programinda farkli 1s1 dongiileri ve annealing (yapisma)
1is1lar1 denendi; her denemede sadece bir degisken disindakiler sabit tutuldu. Optimal

amplifikasyonun gergeklestigi kosullar, biitiin PCR reaksiyonlar i¢in kullanildi.
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PCR reaksiyonunu gerceklestirmek i¢in kullanilan malzemelerin tiimii ticari

olarak almip kullamilmistir. Amplifiye olan triinler ileriki ¢aligmalar i¢in +4 °C de

saklandi.

Cizelge 3.2. ESRa geni Intron I’in optimal amplifikasyonlarinin gergeklestigi PCR kosullar1

Reaksiyon Karisim Kullanilan Miktar (pul) Final Konsantrasyon
10X PCR Tamponu 2,5 ul 1 X PCR Tamponu
MgCL 1,5 ul 20 mM

dNTP 0,25 ul 10 mM

Taq Polimeraz enzimi Il 0,05 U/ ul

Primer 1 Il 10 pmol

Primer 2 Il 10 pmol

Genomik DNA 2 ul 100 ng

(1/10 sulandirilmis)

Bidistile Su 15,75 pl

Total Hacim 25 ul

Cizelge 3.3. ESRa geni Intron I’in optimal amplifikasyonlarmim gerceklestigi PCR programi 1s1 dongiileri

Dongiiler Sicakhik Siire

1. On Denatiirasyon 94.0 °C 3dk

2. Denatiirasyon 94.0 °C 45 sn

3. Yapisma (Annealing) 60.0 °C 1 dk

4. Sentez (Extention) 72.0 °C 45 sn

5. Her seferinde 2. dongiiye giderek toplam 30 dongii

6. Final uzama (Final Extention) | 72.0 °C 7 dk

7. Saklama 22.0 °C Uzun siire

3.3.5. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) Yonteminin

Uygulanmasi

Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontrolii yapilan 6rnekler, Joyce B.J.

van Meurs'"” ve arkadaslarmin yontemine gore Xba I, Pvu II restriksiyon endoniikleaz
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enzimleri ile (her birinden 10U) 37 °C’de bir gece boyunca kesim reaksiyonuna alindi.

Asagida belirlenen oranlarda reaksiyon bilesenleri hazirlanda.

Cizelge 3.4. ESRa geni Xbal ve Pvull polimorfizmleri RFLP reaksiyon kosullarisa

Reaksiyon Karisim Kullanilan Miktar (pul)
Tampon 2,5l
Restriksiyon Enzimi 0,5 pl
Amplifiye Uriin (PCR {iriinii) 10 pl

Steril Bidistile Su 12 ul
Toplam Hacim 25 ul
Reaksiyon Siiresi 1 gece 37 oC

Reaksiyon iirlinleri %2’lik agaroz jele yiiklenerek 100V ve 70 mAmp akimda 40
dakika siireyle elektroforeze tabi tutuldu. EtBr ile boyanan DNA’lar UVidoc jel

goriintiileme cihazi ile goriintiilendi ve degerlendirildi.

3.3.5.1. Pvull Polimorfizminin Belirlenmesi icin PCR Uriinlerinin Pvull

Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Pvull, Proteus vulgaris ‘den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift zincirli
DNA’ y1;
5’-CAG | CTG-3
3’-GTC 1 GAC-5°
dizisinden tantyarak kiit uclu kesim yapmaktadir. PCR ile elde edilen 346 bg’lik hedef
gen bolgesi Pvull restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede timin iceren allel (p)
Pvull kesim noktasi tagimaktadir. Sitozinden timine (C—T) bir niikleotit degisimi yoksa
Pvull enziminin tanmima bolgesi bulunmaz (P alleli). Sitozin niikleotitinden timin
niikleotitine degisimi olmayan (PP genotipli) bireylerde 346 b¢’lik tek bant, heterozigot
bireylerde (Pp genotipli) 346, 242 ve 104 bg¢’lik iic bant, her iki allelinde degisim
gériilen bireylerde (pp genotipli) 242 ve 104 be’lik iki bant goriilecektir'®.
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3.3.5.2. Xbal Polimorfizminin Belirlenmesi i¢cin PCR Uriinlerinin Xbal

Restriksiyon Enzimi ile Kesimi

Xbal, Xanthomonas badrii *den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Cift
zincirli DNA’y1;
5’-T | CTAGA-3’
3’-AGATC 1 T-5°
dizisinden tantyarak yapiskan uclu kesim yapmaktadir. PCR tepkimesi sonrasi 346
b¢’lik PCR iiriinii Xbal restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Bu bolgede adenin iceren
allel (x) niikleotid kesim noktas1 tasimaktadir. Adeninden—Guanine (A —G) niikleotit
degisimi olmasi1 halinde Xbal enziminin tanidig1 bdlge ortadan kalkmaktadir (X alleli).
Bu niikleotid degisimi olan (XX genotipli) bireylerde 346 bg’lik tek bant, heterozigot
bireylerde (Xx genotipli) 346,195 ve 151 bg¢’lik ii¢ bant, her iki allelinde degisim
olmayan bireylerde (xx genotipli) 195 ve 151 bg’lik iki bant goriilecektir'*®.

3.4. Istatistisksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirmesinde SPSS 18.0 (PASW 18.0) paket programi
kullanild1. Kategorik 6l¢iimler say1r ve ylizde olarak, sayisal dlgiimlerse ortalama ve
standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) olarak 6zetlendi.
Hasta ve kontrol gruplar1 icinde KMY dl¢timlerini etkileyen parametreleri belirlemek
icin cesitli testler kullanildi. Buna gore Hasta ve kontrol gruplari i¢inde kategorik
Olciimlerin genlerle etkilesimi incelemede trend Ki kare testi kullanildi. Genlerle sayisal
Olgtimler arasindaki iliskinin incelenmesinde Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)
veya alternatifi olan Kruskal Wallis Testi (KWT) kullanildi. Burada farklilik bulundugu
durumda genler i¢inde ikili genotip karsilastirmalar1 i¢cin Bonferroni, Sidak testlerinden
uygun olanma bagsvuruldu. Osteoporoz diizeyini gostermede kullanilan KMY
degerlerini (Lomber, Femur Femur boyun) etkileyen sayisal 6l¢timleri tespit etmek i¢in
Pearson Korelasyon katsayis1 (r) veya Spearman Korelasyon katsayisi (r) ile kullanild1.
Tiim testlerde istatistiksel 6nem diizeyi p<0.05 alindi. Hasta ve kontrol gruplarinda
genotip dagilimlar1 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 yiiksek uyum olarak kabul edildi.
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Polimorfizmlere gore allel frekanslar1 ve Hardy-Weinberg Dengesinin

hesaplanmasinda HAPLOVIEW istatistik programi'®’ kullanildu.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon Anabilim Dali Osteoporoz polikliniginde takip edilen 34 normal, 73
osteoporotik olmak iizere toplam 107 postmenopozal kadin osteoporozla ilgili kriterler
ve molekiiler diizeyde incelendi. Calismaya katilan tiim kadinlarin Serum kalsiyum
(Ca), inorganik fosfat (P), alkalen fosfataz (ALP), osteokalsin, 25 OH vitamin D3
(25(0OH)D3), parathormon (PTH), B-Crosslaps, Estradiol (E2), total testosteron, DHEA-
SO;s ve DEXA (lomber (L1-L4) ve femur femur boyun) analizleri yapildi DEXA
analizlerin t skorlar1 -2,5 ve altinda olanlar osteoporotik, t skorlar1 -2,5’in {izerinde
olanlar normal kabul edildi. Calismaya dahil edilen kadinlarm, yasi, boyu, kilosu,
egitim durumu, meslegi, menars ve menopoz yasi, canli dogum sayisi, ailede osteoporoz
Oykiisii, eslik eden hastaliklari, ilag kullanimi, fiziksel aktivite diizeyi, siit ve siit
dirtinleri tiiketimi, kafeinli gida tiikketimi, alkol ve sigara kullanimi, glinese maruz kalma
siiresi, giyim tarzi, yakinmasi ve agr1 diizeyleri yapilan anketlerle sorgulandi. Kisilerin
kanlarindan tuzla ¢oktiirme yontemiyle elde edilen DNA’lardan, PCR ile Pvu Il ve Xba
I restriksiyon enzimleri kesim bdlgeleri igeren ORa geninin 346 bg’lik bolgesi RFLP

analizi i¢in ¢ogaltild.

4.1. Osteoporozla flgili Genel Kriterler

Hasta ve kontrol grubu karsilastirmasinda; yas, boy, kilo, vki, menars yasi,
menopoz yasi, menopoz siiresi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
belirlenmistir. Hasta grubunda kontrol grubuna gore yasin ve menars yasinin daha
yiiksek oldugu, ancak menopoz yasmin daha diisiik oldugu, menopozun daha uzun (17,5
yil) siirdiigli, boyun kisa, viicut agirligi ve viicut kitle indeksinin diisiik oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol grubu yas, boy, kilo, vki, menars yasi, menopoz yasi, menopoz siiresi
ortalamalar1 ve istatistiksel analizi.

Hasta Grubu | Kontrol T-Test
Grubu
Yas (y1l) Ortalama 63,32+9,91 58,88+8,72 P=0,03
Median(Min- 61 (44-84) 56,50 (47-90)
Max)
Boy (cm) Ortalama 156,06+5,94 159,53+£5,16 P=0,01
Median(Min- 156 (130-165) | 160 (149-172)
Max)
Kilo (kg) Ortalama 63,29+11,77 76,62+13,70 P=0,00
Median(Min- 62 (45-90) 74,5 (46-110)
Max)
VKI (kg/m?) Ortalama 26,01+4,87 30,20+5,32 P=0,00
Median(Min- 25,6 (16,5- 29,2 (18-43)
Max) 38.,7)
Menars yasi Ortalama 13,49+1,29 13+0,92 P=0,03
(y1) Median(Min- 13 (11-15) 13 (11-15)
Max)
Menopoz yas1 | Ortalama 45,79+4,88 49,03+3,80 P=0,001
(y1) Median(Min- 46 (35-55) 48,5 (40-55)
Max)
Menopoz Ortalama 17,52+10,85 9,85+8,70 P=0,00
siiresi (y1l) Median(Min- 15 (1-40) 7 (1-42)
Max)

Hasta ve kontrol grubu arasinda yapilan istatistiksel analize gore biyokimya

degerleri cizelgede gorildigi gibidir (Cizelge 4.2). Hasta grubunda kontrol grubuna

gore Ca, osteokalsin, B crosslaps, vit D3, E2, total testesteron ve PTH degerlerinin

yiiksek, P, ALP, DHEA-SOy degerlerinin ise diisiik oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Hasta ve kontrol grubu biyokimya parametreleri ortalamalari1 (=SD) ve istatistiksel analizi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu Mann-
Whitney
Test
Ca (mg/dl) Ortalama 9,74+0,42 9,39+0,37 P=0,00
Median(Min-Max) 9,8 (8,9-10,0) 9,3 (3,8-10,4)
P (mg/dl) Ortalama 3,58+0,52 3,79+0,57 P=0,17
Median(Min-Max) 3,6 (2,3-4,0) 3,7 (2,8-5,3)
ALP (U/L) Ortalama 180,17+72,72 195,41+40,57 P=0,02
Median(Min-Max) 166 (73-496) 189,5 (115-310)
Osteokalsin Ortalama 21,05+16,56 19,90+6,32 P=0,68
(ng/ml) Median(Min-Max) 18,8(6,6-136,9) 18,6 (7,3-41,49)
B-Crosslaps Ortalama 0,29+0,21 0,25+0,12 P=0,84
(ng/ml) Median(Min-Max) 0,23(0,03-0,96) 0,24 (0,07-0,65)
Vit D3 Ortalama 35,01+18,80 19,68+11,69 P=0,00
Median(Min-Max) 32 (5-98) 19 (4-49)
E2 (pg/ml) Ortalama 18,548,271 14,66+20,17 P=0,00
Median(Min-Max) | 19,83 (5-49,03) 10,01 (5-118,7)
DEHASO, Ortalama 87,02+52,72 88,36+48,27 P=0,85
(ng/ml) Median(Min-Max) | 74,1 (17,9-229,8) 74,6 (22,6-186)
Testosteron Ortalama 0,29+0,26 0,21+0,32 P=0,01
(ng/ml) Median(Min-Max) | 0,23 (0,05-1,71) 0,14 (0,02-1,9)
PTH (pg/ml) Ortalama 59,39+24,08 44.,88+14,19 P=0,002

Median(Min-Max)

57,5 (20,4-164,7)

44 (18,8-79,2)

Hasta grubu ve kontrol grubu karsilastirmasinda; egitim durumu, aile osteoporoz

Oykiisii ve giyim tarzi bakimindan istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmastir.

Hasta grubunda ortaokul ve Oncesi egitim gorenlerin orani daha fazla (%58,7) iken,

kontrol grubunda lise ve iizeri egitim gorenlerin oraninin daha fazla (%61,8) oldugu

goriilmiistiir (p= 0,04). Aile osteoporoz Oykiisii varligi agisindan; hasta grubunun %

69,8’inde aile osteoporoz dykiisii varken, kontrol grubunun %29,4’iinde aile osteoporoz

oykiisii vardir (p=0,00). Giyim tarzi bakimindan; hasta grubunun %46°s1 geleneksel

giyimli (bas1 ve kollar1 kapanacak sekilde) iken, kontrol grubunun %26,5°1 geleneksel
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giyimlidir (p=0,05) (Cizelge 4.3). Haftada yapilan fiziksel aktivite saati, siit ve siit
iirtinleri tiiketimi, giinese maruz kalma siireleri ve canli dogum sayilar1 agisindan hasta

ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanamamastir.

Cizelge 4.3. Hasta ve kontrol gruplarinin egitim durumlari, aile osteoporoz 6ykiisii ve giyim durumlart.

Hasta Grubu Kontrol Ki Kare Testi
(%) Grubu(%)
Ortaokul %58,7 %38,2
Egitim | ‘oo o
durumu egitim
Lise ve %41,3 %61,8 P=0,04
lzeri
egitim
Aile Var %69.,8 %29,4
os‘t‘eol.).otoz P=0,00
oykiisii
Yok %30,2 %70,6
Giyim Geleneksel %46 %26.,5 P=0,05
Bati %54 %73.5

Hasta grubunda; haftada 7 saatten fazla fiziksel aktivitede bulunan bireylerin
lomber KMY degerinin diisiik 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 goriilmemistir. Kontrol grubunda ise bir farklilik saptanamamistir

(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol grubunda fiziksel aktivite diizeyleri ile lomber KMY ortalamalar
istatistiksel analizi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Fiziksel N Lomber KMY Lomber KMY
aktivite (g/cmz)(ortalamaiSD) (g/cmz)(ortalamaiSD)
diizeyi
Haftada 1 24 0,71+0,11 0,91+0,04
saatten az
Haftada 1-2 11 0,75+0,92 0,96+0,10
saat
Haftada 2-4 14 0,73+0,10 0,96+0,09
saat
Haftada 4-7 16 0,78+0,13 0,96+0,09
saat
Haftada 7 8 0,64+0,12 0,91+0,06
saat ve iizeri
ANOVA F=2,58 F=1,04
P=0,05 P=0,41

Stit ve siit {irtinleri, giyim tarzi, kafeinli gida tiikketimi ve sigara kullanimi ile
lomber ve femur boyun KMY degerleri karsilastirildiginda aralarinda bir iliski olmadigi
belirlenmistir. Hasta grubunda giin i¢cinde direk giinese hi¢c maruz kalmayanlarin lomber
KMY degerlerinin, en az 15 dakika giinese maruz kalanlardan daha diisiik oldugu
(p=0,03) ve 15 dakikanm iizerinde kalanlarin da lomber KMY degerlerinde ¢ok biiyiik
bir fark olmadig: tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Kontrol grubunda ise giinese maruz
kalma siiresi ile lomber KMY arasinda bir iliski saptanamamistir. Femur boyun KMY

degerinin ise giinese maruz kalma stiresi ile bir iliskisi olmadig1 saptanmustir.
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Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol grubunda giinese maruz kalma siireleri ile lomber KMY degeri istatistiksel
analizi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Giinese N Lomber KMY (g/cm” Lomber KMY (g/cm”
maruz - (ortalama+SD) (ortalama+SD)
kalma siiresi
Hasta Kontrol
(dk)
Giines 11 3 0,67+0,11 0,96+0,04
almiyor
15 dk ve alt1 15 9 0,79+0,11 0,97+0,11
16-30 dk 22 11 0,72+0,06 0,89+0,04
31-60 dk 18 9 0,76+0,14 0,95+0,07
61-120 dk 1 2 0,63+0 0,93+0,09
121 dk ve 6 0 0,65+0,15 0
lizeri
ANOVA F=2,57 F=1,59
P=0,03 P=0,20

Femur boyun KMY (r=0,463) ve lomber KMY (r=0,341) ile VKI (Viicut Kitle
Indeksi) arasinda zayif bir iliski oldugu ortaya ¢ikmustir. Her iki KMY degeri arttik¢a
VKI degerinin de arttig1 belirlenmistir.

Hasta grubunda serum Ca ile lomber KMY degerleri arasinda (r=0,287) zay1f bir
korelasyon saptanmisken, femur boyun KMY ile Ca arasinda bir korelasyon
saptanamamistir.

Hasta grubunda E2 degerleri ile lomber KMY degerleri arasinda (r=0,385)
pozitif bir korelasyon belirlenmistir. Femur boyun KMY degerleriyle ise bir korelasyon
belirlenememistir.

Hem kontrol hem hasta grubunda osteokalsin ile 3-Croslabs degerleri (r=0,762)
arasinda 6nemli bir korelasyon varken, Ca ile P degerleri arasinda (r=0,264) ¢ok zayif

bir korelasyon vardir.

4.2. Molekiiler Genetik Analizleri

PCR yontemi ile ¢ogaltilan ESRa geninin 346 bg’lik bolgesi RFLP yontemi ile
Pvu II ve Xba I restriksiyon enzimleriyle kesildi. Pvu II polimorfizmi i¢in sitozinden —
timine (C>T) niikleotit degisimi olmayan homozigot bireylerde (PP genotipli) 346
b¢’lik tek bant, heterozigot bireylerde (Pp genotipli) 346, 242 ve 104 bg’lik ii¢ bant, her
iki allelinde degisim goriilen bireylerde (pp genotipli) 242 ve 104 bg’lik iki bant
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gortildii. Sekil 4.1°de o6rnek olarak bazi hastalarin Pvu II enzimi kesim bantlar1

gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Baz1 hastalarin RFLP yontemi ile olusan Pvu II restriksiyon enzimi kesim bantlari. M, marker
DNA’lar, PP genotiplilerde 346 bg¢’lik tek bant (15, 18), Pp genotiplilerde 346, 242, 104 bg’lik {i¢ bant (5,
13, 14, 16) ve pp genotiplilerde 242 ve 104 bg¢’lik iki bant (1, 2, 3, 4, 19, 20) goriilmektedir.

Xba I polimorfizminde ise allelinde Adeninden—Guanine (A —G) niikleotit
degisimi olan homozigot bireylerde (XX genotipli) 346 bg¢’lik tek bant, heterozigot
bireylerde (Xx genotipli) 346, 195 ve 151 b¢’lik ii¢ bant, her iki allelinde degisim
goriilmeyen bireylerde (xx genotipli) 195 ve 151 bg’lik iki bant goriildii. Sekil 4.2°de

ornek olarak bazi hastalarin Xba I enzimi kesim bantlar1 gosterilmektedir.

Sekil 4.2. Bazi1 hastalarin RFLP yontemi ile Xba I restriksiyon enzimi kesim bantlari. M marker
DNA, XX genotiplilerde 346 b¢’lik tek bant (67, 80), Xx genotiplilerde 346, 195, 151 bg¢’lik ii¢ bant
(62, 90) ve xx genotiplilerde 195 ve 151 bg’lik iki bant (64, 88) goriilmektedir.
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Sekil 4.3’de ise bazi kontrollerin Pvu II ve Xba I enzimleri kesim bantlar1

gosterilmektedir.

(| i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

345:“unu-&“!nﬁ - .- -

242 - - D e — e

104 -— -

i0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 Z1

Sekil 4.3. Baz1 kontrollerin RFLP yontemi ile yukarda Pvu II, asagida Xba I enzimleri kesim

bantlar1.

ESR1 polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerdeki allel frekanslar1 ve allel
frekanslarinin Hardy-Weinberg Esitliginden (HWE) c¢ok fazla sapma gostermedigi
Cizelge 4.6’da gorilmektedir. Ancak her iki polimorfizmde minor allel hasta ve
kontroller arasinda yer degistirmistir. Minor allel, Pvu II polimorfizminde kontrolde (P
alleli) C niikleotiti (MAF=0,485) iken hastalarda (p alleli) T niikleotiti (MAF=0,418)
olmus, Xba I polimorfizminde ise kontrollerde (X alleli) G niikleotiti (MAF=0,457)
iken hastalarda (x alleli) A niikleotiti (MAF=0,467) olmustur.
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Cizelge 4.6. incelenen polimorfizmlere gore genotipleri belirlenmis olan hasta ve kontrollerde minor allel
(MA) ve Hardy-Weinberg Esitligi (HWE) p degeri.

Polimorfizm | rs Kimlik MA HWE p

No® Alle | Niikleotit | Frekans | degerl
Hasta Pvu 11 rs2234693 p T 0,418 0,6701
Kontrol P C 0,485 0,7929
Hasta Xba I 1s9340799 X A 0,467 0,2071
Kontrol X G 0,457 0,0631

®rs=SNP referans numarast
®Allellerin simgesi materyal metotta tanimlandigi sekilde verilmistir.
‘Hardy-Weinberg Esitligine uygunluk olasihgi (p=1 ise %100 uygunluk)

Calismamiza dahil olan postmenopozal osteoporozlu 73 hastanin Pvu 11
polimorfizmi bakimindan; 14’liniin PP, 34’{iniin Pp ve 25’inin pp genotipine, Xba I
polimorfizmi bakimindan ise; 12’sinin XX, 43’iinlin Xx, 18’inin de xx genotipine sahip
oldugu yapilan RFLP analizleriyle belirlenmistir. Hasta ve konrtrol genotipleri ayr1 ayr1
ve birlikte degerlendirildiginde dagilimin her durumda HWE’den 6nemli bir sapma
gostermedigi Cizelge 4.7 den anlasilmaktadir. Calismaya dahil olan 34 postmenopozal
kontroliin ise Pvu II polimorfizmi bakimindan; 8’inin PP, 19’unun Pp, 7’sinin pp
genotipine, Xba I polimorfizmi bakimindan; 6’sinin XX, 24’iiniin Xx, 4’liniin de xx

genotipine sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.7. Hasta ve kontrol gruplarinin polimorfizmlere goére sayilari

Pvu II Polimorfizmi Xba I Polimorfizmi
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
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Cizelge 4.8. Hastalarin ve kontrollerin Pvu II ve Xba I enzimleri kesim bantlarina gére genotipleri.

Hasta No Pvu II Xba l
1 pp Xx
2 pp XX
3 pp Xx
4 pp Xx
5 Pp Xx
7 Pp Xx
8 Pp Xx
9 PP XX

10 Pp XX
11 Pp XX
12 PP XX
13 pp XX
14 PP XX
15 Pp XX
16 pp XX
17 Pp XX
18 Pp XX
19 PP XX
21 PP XX
22 PP XX
23 Pp XX
24 Pp XX
25 PP XX
26 pp XX
27 Pp XX
28 pp XX
29 Pp XX
30 Pp Xx
31 Pp XX
32 PP XX
33 Pp Xx
34 pp Xx
35 Pp Xx
37 Pp Xx
38 pp Xx
39 pp XX
40 Pp XX
42 Pp XX
43 pp Xx
44 pp XX
45 Pp XX
46 Pp XX
47 Pp XX
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Cizelge 4.8.(Devami)

48 pp Xx
49 Pp XX
50 pp Xx
51 PP XX
52 pp XX
53 PP XX
54 Pp XX
55 PP XX
56 PP XX
57 pp XX
58 pp XX
59 Pp Xx
61 pp XX
62 pp Xx
63 pp Xx
64 PP XX
65 Pp Xx
67 PP XX
68 Pp Xx
69 pp XX
70 pp XX
71 pp XX
72 Pp XX
73 Pp Xx
74 Pp XX
75 pp XX
76 Pp Xx
77 Pp Xx
78 Pp XX
79 pp Xx
K1 PP XX
K2 PP XX
K3 pp Xx
K4 Pp XX
K5 Pp XX
K6 PP XX
K7 Pp XX
K8 Pp XX
K9 Pp XX
K10 Pp XX
K11 pp XX
K12 Pp XX
K13 pp XX
K14 PP XX
K15 Pp XX
K16 pp XX
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Cizelge 4.8.(Devami)

K17 Pp XX
K18 pp XX
K19 Pp XX
K20 Pp Xx
K21 Pp XX
K22 PP XX
K23 Pp Xx
K24 Pp XX
K25 PP XX
K27 pp XX
K28 PP XX
K29 PP XX
K30 Pp Xx
K31 Pp Xx
K32 Pp XX
K33 Pp Xx
K34 pp XX
K35 Pp Xx

Calismamizda hasta ve kontrol gruplarinda iki polimorfizme ait genotip
kombinasyonlarinin  genotip dagilimlar1 Kappa istatistiksel analizine gore
degerlendirilmistir (Cizelge 4.9). Degerlendirmeye gore; XXPP genotipine sahip 12
hasta, 5 kontrol, XXPp genotipine sahip 1 kontrol, XxPP genotipine sahip 2 hasta, 3
kontrol, XxPp genotipine sahip 28 hasta, 17 kontrol, Xxpp genotipine sahip 13 hasta, 4
kontrol, xxPp genotipine sahip 6 hasta, 1 kontrol ve xxpp genotipine sahip 12 hasta, 3
kontrol oldugu belirlenmistir. Ancak calismamizda XXPp genotipinde hastaya ve
XXpp, xxPP genotiplerinde hasta ve kontrole hi¢ rastlanmamistir. Hasta grubunda
genotip bakimindan uyumluluk k=0,53, kontrol grubunda ise k=0,51 olarak belirlenmis,
her iki durumda da orta uyumluluk tespit edilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Hasta ve kontrol gruplarinin genotip dagilimlari

Genotip Haplotip Hasta Grubu Kontrol Grubu
(Genotip sayisi1-%) (Genotip sayisi-%)
XXPP XP 12 (%16,44) 5 (%14,7)
XXPp XP, Xp 0 1 (%2,94)
XXpp Xp 0 0
XxPP XP, xP 2 (%2,74) 3 (9%8,82)
XxPp* 28 (%38,35) 17 (%50)
Xxpp Xp, xp 13 (%17,8) 4 (%11,76)
xxPP xP 0 0
xxPp xP, xp 6 (9%8,21) 1 (%2,94)
XXpp Xp 12 (%16,44) 3 (9%8,82)
Kappa k=0,53 k=0,51

*XxPp genotipine sahip bireylerin haplotipleri belirlenememektedir.

Calismamizda haplotip dagilimlarma goére hasta grubunda; 26 XP, 8 xP, 13 Xp,
43 xp, kontrol grubunda ise 14 XP, 4 xP, 5 Xp ve 11 xp haplotipi belirlenmistir. Ancak
bu degerlendirmeye XxPp genotipine sahip olan bireyler haplotipleri belirlenemedigi
icin dahil edilmemistir. Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda haplotip frekansi1 bakimindan

anlamli bir fark saptanamamistir (p=0,11) (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Hasta ve kontrol grubunda haplotip dagilimlari.

Haplotip Hasta Grubu Kontrol Grubu
(birey sayisi-%) (birey sayisi-%)
XP 26 (%28,88) 14 (%41,17)
xP 8 (%8,88) 4 (%11,76)
Xp 13 (%14,44) 5 (%14,70)
Xp 43 (%47,77) 11 (%32,35)
Ki Kare Testi P=0,11

Yapilan istatistiksel analize gore; PP, Pp ve pp genotipleri arasinda kontrol
grubunda 6nemli bir fark yok iken, hasta bireylerde pp genotipine sahip olan bireylerde

anlamli oranda aile osteoporoz Oykiisiinlin daha az oldugu saptanmistir (p=0,04)
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(Cizelge 4.11). Xba I polimorfizmi ile aile osteoporoz Oykiisiiniin varlig1 arasinda ise

onemli bir iligki saptanamamastir.

Cizelge 4.11. Hasta ve kontrol grubunun aile osteoporoz dykiisii ile Pvu II polimorfizminin iligkisi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu
(Genotip sayisi-%) (Genotip sayisi1-%)

PP Pp PP PP Pp PP
Aile

osteoporoz 6 24 9 4 3 2

oykiisii (%85,7) | (%82,8) | (9%52,9) | (%57,1) | (%l17,6) | (%33.,3)
var
Ki Kare Testi P=0,04 P=0,31

Hasta grubunda; xx genotipine sahip bireylerde femur boyun KMY degerinin,
XX ve Xx genotipine sahip bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,05).
Kontrol grubunda ise bir farklilik bulunmamaistir. Pvu II polimorfizmi ile femur boyun
KMY arasinda ise bir iligki saptanamamstir (Cizelge 4.12).

Ayrica Xba I ve Pvu Il polimorfizmleri ile t ve z skorlar1 ve lomber KMY
degeri arasinda anlamli bir farklilik bulunamamustir.

Cizelge 4.12. Hasta ve kontrol grubunda Xba I polimorfizminde femur boyun KMY ortalamalar1 ve
istatistiksel analizi.

Hasta Grubu Kontrol Grubu
(Genotip) (Genotip)
XX Xx XX XX Xx XX
Femur 0,66 0,63 0,70 0,85 0,87 0,82
boyun
KMY(g/cmz) +0,11 +0,82 +0,11 +0,12 +0,10 +0,48
Ortalama
ANOVA F=3,13 F=0,73
P=0,05 P=0,49

Hasta grubunda; Xxpp genotipine sahip olan bireylerden, giinde 15 dakika ve
iizeri glinese maruz kalanlarin, giin i¢inde hi¢ giinese maruz kalmayanlara gore lomber
KMY degerlerinin yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,01) (Cizelge 4.13). XXpp

genotipine sahip olan bireylerin ¢alismamizda hi¢ gozlenmemis olmasi bu anlamli
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sonucun X’e bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Kontrol grubunda ise bir fark

gozlenmemistir.

Cizelge 4.13. Hasta grubunda Xxpp genotipi ile giinese maruz kalma siiresi istatistiksel analizi.

Hasta Grubu
Giinese maruz kalma (dk) Xxpp genotipi lomber
KMY(g/cm®)(ortalamaSD)
0 dk 0,49+0,13
15 dk ve tizeri 0,77+0,12
ANOVA F=9.,44
P=0,01
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5. TARTISMA

Osteoporoz, hormonal, ¢evresel, yasam sekli  (sigara igilmesi, fiziksel
egzersizler gibi) ve beslenme faktdrlerinin (kalsiyum alimi, alkol tiiketimi) etkisi
altindaki genetik faktorlerin kontrol ettigi multifaktoriyel (poligenik) bir iskelet
hastahgidir®>***’. KMY iizerine pek cok cevresel faktdriin etkili olmasma ragmen
kemik kitlesi bakimindan bireyler arasinda goriilen farkliliklarin %50-80°1 genetik
kokenlidir>'®.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar osteoporozda ik ve etnik koken, yas ve pozitif
aile 0ykiisiiniin rol aldigini, normal dagilim ve devamli varyasyon gdsteren bir hastalik
oldugunu, bu nedenle istenmeyen kosullarin belli bir esik degerin iistiinde olmasi
halinde ortaya ¢ikan bir hastalik (esik model) oldugunu gostermistir. Genlerin kemik
yogunlugu tizerindeki etkisi iskeletin farkli yerlerinde farkli genler tarafindan (yerine
6zgii) regiile edilebilecegini diisiindiirmektedir®”.

Osteoporoz benzeri kompleks hastaliklarin patogenezinde rol alan genleri
belirlemek i¢in ikiz caligmalari, ¢ok nesilli genis ailelerde linkage analizi, kardesler
arasinda (sib-pair) allel paylasim yontemi, akraba olmayan kontrol ve hastalarda
assosiyasyon calismalar1 ve hayvanlarda c¢aprazlama deneyleri gibi birkag farkl
yaklagim olmakla birlikte pratikte fenotiple polimorfik genetik marker iligkisi
saptanmaktadir. Osteoporoza katkida bulunan genetik varyasyonlara ait bilgilerin ¢cogu
aday genlerle KMY c¢alismalarindan gelmektedir. Bu calismalar1 degerlendiren meta
analizlere gore vitamin D reseptdr geni (VDR), Gstrojen reseptor alfa geni (ESR1), tip 1
kollajen alfa Al zinciri geni (CollAl) ve Interlokin 6 (IL-6) geninin allelik
varyasyonlar1 ile KMY ve/veya kiriklar arasinda 6dnemli iliskilerin oldugu saptanmaistir.
VDR, ESRI, CollAlve interlokin-6 (IL-6) genlerinden baska ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) — benzeri protein 5 (LRP5) genlerinin polimorfizmlerinin de
osteoporozla iligkisi calisilmaktadir. CollAl hari¢ diger dort gen pleitropik etkili
(master gen) olup bazi g¢alismalarda osteoporozdan baska yaslanmaya bagli bazi
hastaliklar, gogiis kanseri ve kolerektal ile de iliskili oldugu belirtilmistir’®'**°".

Baz1 fenotipler ise genetigin ve cevre faktorlerinin etkilesimi sonucu ortaya

cikar; sorumlu alleller oldugu halde fenotipte goriilmemesi (eksik penetrans) veya
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sorumlu allel olmadig1 halde bazi bireylerin yaslanma gibi genetik olmayan faktorler
sonucu osteoporoza yakalanmasi gibi>.

Steroid hormon reseptor genlerinden Ostrojen reseptdor geni (ESR) (14
polimorfizm), androjen reseptdr geni, progesteron reseptdr geni ve Vit D Reseptor
(VDR) genine ait polimorfizimlerle osteoporozun iligkisi c¢alisiimis ve son yillarda
osteoporoz genetigi ile yapilan ¢alismalarin cogu ozellikle ESR ve VDR {izerinde
yogunlagmigtr>'%,

Hem Ostrojen hem de androjen kemik metabolizmasinda onemli roller
oynamaktadir. Cesitli populasyon arastirmalarinda hem kadin hem de erkeklerde
ostrojen ile kemik kitlesi arasinda pozitif iliski saptamlstlrns. Bizim calismamizda da
hasta grubunda E2 degerleri ile lomber KMY degerleri arasinda (r=0,385) pozitif bir
korelasyon belirlenmistir, femur boyun KMY degerleriyle ise bir korelasyon
saptanamamigtir.

Insan ESRa geni kromozom 6q25 yerlesimli gen {iriinii (&strojen) ligantla
aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir; 8 ekzon ve 7 introndan olusan 140 kb
bityiikligiinde bir gendir™.

Intron I deki Xba I ve Pvu II genotipleri ile pre ve post menopozdaki kadmlarin
kemik kiitleleri arasinda Japon populasyonunda bir iliski bulunmussa da Belgika,
Danimarka, Italya ve Kore populasyonlarinda bir iliski saptanamanus, Cin ve Amerikan
populasyonlarinda bu enzimlerin kesim noktalarina iligkin genotiplerde celiskili

sonuclar almmustir ****

. Xba I ve Pvu II etnik gruplar arasinda fark gostermediginden
ve 46 bp lik bir mesafede olduklarindan P ile X ve p ile x allelleri bagli durumdadir;
ancak Px haplotipi daha fazla goriiliirken pX haplotipi pek goriilmez ve Px haplotipi
Kafkas toplumlarmma gore Asya toplumlarinda iki kez daha fazladir. Asya kdkenli
toplumlarda yapilan ¢alismalarin ¢cogunda PP ve/veya xx genotipli bireylerin ¢cogunda
KMY degerleri diisiik iken Avrupa kokenli Kafkas toplumlarinda pp ve/veya xx
genotiplerinde osteoporotik risk artmustir, Ingiltere’de Px genotipinde diisiik kemik
kitlesi saptanmistir’>. Yine Erdogan ve ark.'” PP genotipine sahip olgularm lomber
omurga ortalama KMY degeri, pp genotipli olgularin lomber omurga ortalama KMY
degerinden anlamli diizeyde yiiksek oldugunu ve Xbal polimorfizmi ile yapilan

degerlendirmelerde gruplar arasinda KMY degerleri, genotip ve allel frekanslari

acisindan fark bulunmadigini, sonu¢ olarak, ¢aligma gruplarindaki postmenopozal
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kadinlarda lomber omurga KMY degeri tizerine ERa geni Pvull polimorfizminin etkili
oldugunu gostermislerdir. O1 ve ark.’lar1 da pp genotipli Avustrulyali kadinlarda diisiik
lomber omurga KMY degeri oldugunu gozlemlemistir'’>. Kobayashi ve ark.’lar1 ise
Japon populasyonunda PPxx genotipine sahip bireylerde diisiik lomber omurga KMY
degeri oldugunu saptamuslardir'. 5000’in iizerinde kadmm dahil oldugu bir meta
analize gore; XX genotipine sahip bireylerin, xx genotipine sahip bireylere oranla daha
yiiksek lomber omurga KMY degerlerine ve daha diisiik kirik riskine sahip olduklari
belirlenmistir'”. Bustamante ve ark.’nin ¢alismasinda Px haplotipi yiiksek femur femur
boyun KMY ile iliskilendirilmistir'”’. Bizim calismamizda ise; hasta grubunda; xx
genotipine sahip bireylerde femur boyun KMY degerinin, Xx genotipine sahip
bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmis (p=0,05), kontrol grubunda ise bir farklilik
belirlenememistir. Xba I polimorfizmi genotipleri bakimindan hasta ve kontroller
arasindaki fark anlamli olmasa bile, yliksek KMY degeri ile iliskili olan “x” allelinin
hastalarda diisiik kontrollerde yiiksek olmasinin énemli oldugu diisliniilmiistiir. Pvu 11
polimorfizmi ile ise femur boyun ve lomber KMY arasinda bir iligki saptanamamastir.
Yapilan c¢aligmalardaki bu tutarsizliklar; diisiik istatistiksel giice, etnik gruplar
arasindaki varyasyonlara, yasa, menopoz durumuna ve ¢evresel faktorlere baglanabilir.
Erdogan ve ark.'> ERa geni Pvull polimorfizmi, pp genotip frekansi agismdan
normal olgular ile osteopenik ve osteoporotik olgular arasinda anlamli fark bulmus, pp
genotip frekansmin, normal olgularda anlamli diizeyde diisiik oldugunu ve yine ERa
geni Pvull polimorfizmine ait P ve p allel frekanslar1 degerlendirildiginde osteoporotik
olgularin p allel frekansmnin normal olgulardan anlamli diizeyde yiiksek oldugunu
saptamislardir. Bustamante ve ark.’nin 719 postmenopozal osteoporozlu hastada
yaptiklar1 ¢aligmaya gore Pvu II polimorfizmi bakimindan minor alleli “P” (C
niikleotiti), minor allel frekansini 0,46, Xba I polimorfizmi bakimindan ise minor alleli
“X” (G niikleotiti), minor allel frekansin1 0,38 bulmusturm. Bizim calismamizda ise
Pvu II polimorfizminde kontrolde minor allel “P” (C niikleotiti) (MAF=0,485) iken
hastalarda minor allel ”p” (T niikleotiti) (MAF=0,418) olmus, Xba I polimorfizminde
ise kontrollerde minor allel “X” (G niikleotiti) (MAF=0,457) iken hastalarda “x” alleli
(A niikleotiti) (MAF=0,467) olmustur. Calismamizda hasta ve kontrol gruplar1 genotip

ve haplotip frekanslar1 bakimindan karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanamamastir.
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Molekiiler mekanizmasi agiklanmamakla beraber post menapozdaki kadinlarda
ESRa ile VDR arasinda gen-gen etkilesimi olmaktadir”™'®. Xba I ve Pvu II
polimorfizmlerinin intronda bulunmasi nedeni ile kemik kitlesi ve osteoporoza iliskin
molekiiler mekanizmasi anlasilamamastir.

Ozlem ve ark.’larmin yaptig1 ¢alismada, ALP, Ca, P, osteokalsin, PTH, vit-D3
diizeyleri acisindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik  tespit edilmemis, gruplar serum B-CrossLaps diizeyleri agisindan
karsilastirildiginda ise, osteoporozlu grubun B-CrossLaps diizeylerinin osteopeni ve
kontrol grubundan anlamh derecede daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0.05)"'°.
Calismamizda ise hasta grubunda Ca, vitD3 ve PTH degerlerinin kontrol gurbuna goére
anlamli oranda yliksek oldugu, ALP degerlerinin ise anlamli oranda diisiik oldugu ve P,
osteokalsin ve B-CrossLaps degerleri arasinda ise bir farklilik olmadigi belirlenmistir.

Paker ve ark.’larmnin yaptig1 ¢aligma, viicut agirlig: ile femur boyun ve L2-1.4
KMY degerleri arasindaki anlamli korelasyon ve viicut agirhiginin osteoporoza karsi
koruyucu etkisi olduguna isaret etmektedir''’.

Postmenopozal osteoporozda obezitenin kemik mineral yogunluguna etkisi
bugiine kadar pek c¢ok arastirmaya konu olmustur. Genel olarak obezitenin kemik
mineral yogunlugu iizerinde olumlu bir etki olusturdugu kabul edilmektedir. Asomaning
ve ark. diisiik VKI ’li kadmlarin osteoporoz igin artmus risk tasidigmi belirtmisler;
VKi’ ndeki her bir birimlik degisikligin, KMY 'nu fiziksel aktivite, fonksiyonel kapasite,
kalsiyum alimi, sigara ve alkol aligkalnlig1 gibi degistirilebilir diger risk faktorlerinden

"8 Yanik ve ark’larmm yaptigi calismada, VKI

daha fazla etkiledigini vurgulamgslardir
ile femur boynu ortalama KMY degerleri ve femur boynu t skorlar1 arasinda pozitif
yonde anlamli iliski saptanmist, KMY ve VKI arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur''®. Barrera ve ark.’min ¢alismasinda ileri yastaki hastalarda yiiksek
VKI’nin, femur boyun KMY iizerine koruyucu etkisi oldugunu bildirmislerdir.
Ulkemizde yapilan klinik ¢alismalarda da VKI ile osteoporoz arasinda iliski incelenmis
ve aralarinda pozitif yonde iligki saptanmis; obezitenin osteoporozdan koruyucu bir

faktor olabilecegi belirtilmistir'*"'!

. Obezitenin kemik mineral yogunlugu iizerinde
olusturdugu olumlu etkinin mekanizmasi, bir¢ok klinik caligma ile agiklanmaya
calisilmistir. Bu etkinin olugsmasinda rol oynadig1 kabul edilen mekanizmalardan biri

iskelet tlizerine yiikk binmesi ve mekanik stres olugmasidir. Omurga ve kalca KMY
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iizerine yapilmus klinik ¢alismalar'*>'*

iskelet iizerine yiilk binme ve mekanik stres
goriislinii desteklemektedir. Bununla beraber obez hastalarda, agirlik tasimayan iist
ekstremitelerde de kemik yogunlugunun yiiksek oldugunun saptanmasi, mekanik stres
ve iskelet {izerine yiik binmesinden bagka nedenler olabilecegini diisiindiirmektedir'**.
Obezitenin KMY’na olan olumlu etkisine iliskin diger bir mekanizmanin da 6zellikle
menopozdan sonra yag dokusundaki strojen yapimi oldugu diisiiniilmektedir'®’. Bizim
calismamizda da Femur boyun KMY (r=0,463) ve lomber KMY (1=0,341) ile VKI
arasinda zayif bir iligki oldugu ortaya ¢ikmustir. Her iki KMY degeri arttikga VKI

degerinin de arttig1 belirlenmistir.

Keen ve ark.’min'?® yaptiklar1 bir ¢alismada; olgularm 138'inde anne ve/veya kiz
kardeste osteoporotik fraktiir 6ykiisiiniin mevcut oldugu ve aile hikayesi pozitif olan bu
grubun KMY degerlerinin, aile 6ykiisii negatif olan gruba oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede diisik oldugunu saptamuslardir. Ozdemir ve ark.’nmn g¢alismasi
sonunda, KMY degerleri ailesinde osteoporoz Oykiisii olan grupta, aile dykiisii negatif
olan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik olarak bulunmustur'?’.
Aksu ve ark.’nin g¢alismasinda da ailede osteoporoz Oykiisii olanlarda osteoporoz
sikliginin olmayanlara gore anlamli derecede fazla oldugu goriilmiistiir. Caligmamizda
da, ailede osteoporoz Oykiisii varlig1 acisindan karsilastirildiginda; hasta grubunda %
69,8, kontrol grubunda 9%29,4 aile osteoporoz Oykiisiiniin oldugu gozlenmistir
(p=0,000)"%.

Aksu ve ark.’nin calismasinda 6grenim durumuna yonelik yapilan sorgulama
sonucunda 558 kisinin % 50.1’inin iiniversite mezunu, % 13.2°sinin lise mezunu, %
13.5’inin ortaokul mezunu, 16.6’smin ilkokul mezunu, % 2.8’inin okuyup yazabiliyor
oldugu ve % 3.8’inin ise okuma yazma bilmedigi goriilmiistiir. Yaptiklar1 istatistiksel
analizde iiniversite mezunlar1 ile diger tiim egitim diizeyleri arasinda, iiniversite, lise,
ortaokul mezunlar1 ile diger egitim diizeyleri arasinda anlamli farklilik belirlenmistir
(p<0.05). Spearman korelasyon testi ile yaptiklar1 degerlendirmede egitim diizeyi
arttikca osteoporoz hakkinda bilgi diizeyinin arttigin1 ancak arada zayif bir iliski
oldugunu gézlemlemislerdir (r=0.285)'**. Magnus ve arkadaslari'*’ tarafindan 16 ile 79
yaslar1 arasindaki 1514 birey iizerinde yapilan ¢alismada osteoporoz bilgisinin egitim

diizeyi ile direkt olarak iligkili oldugu saptanmistir. Benzer sekilde ¢alismamizda da

59



hasta grubunun toplam % 58,7’si ortaokul ve Oncesi egitim gormiisken, kontrol
grubunun %61,8’1 lise ve tlizeri egitim gérmiistiir (p= 0,037).

Yine Aksu ve ark.’nin calismasinda kadin katilimcilar giyim sekline gore
geleneksel ya da modern olarak gruplandirildiginda her iki grup sayilarinin birbirine
yakin oldugu, kapali giyim sekli olan katilimcilarda modern giyim sekli olanlara gore

28 Aym sekilde

daha fazla siklikta osteoporoz oldugu tespit edilmistir (p<0.05)
calismamizda da giyim tarzi bakimindan; hasta grubunun %46’s1 geleneksel giyimli
(bas1 ve kollar1 kapanacak sekilde) iken, kontrol grubunun %26,5’1 geleneksel

giyimlidir (p=0,047).
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6. SONUC VE ONERILER

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim
Dali Osteoporoz polikliniginde takip edilen 34 normal, 73 osteoporotik olmak iizere
toplam 107 postmenopozal kadini1 osteoporozla ilgili kriterler ve molekiiler diizeyde
incelendigimiz calismamizda asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir.

1. Hasta grubunda; xx genotipine sahip bireylerde femur boyun KMY degerinin,
Xx genotipine sahip bireylerden daha yiiksek oldugu saptanmis (p=0,05), kontrol
grubunda ise bir farklilik belirlenememistir. Pvu II polimorfizmi ile femur boyun ve
lomber KMY arasinda bir iligki saptanamamuistir.

2. Pvu II polimorfizminde kontrolde minor allel “P” (C niikleotiti) (MAF=0,485)
iken hastalarda minor allel ”p” (T nikleotiti) (MAF=0,418) olmus, Xba I
polimorfizminde ise kontrollerde minor allel “X” (G niikleotiti) (MAF=0,457) iken
hastalarda “x” alleli (A niikleotiti) (MAF=0,467) olmustur. Calismamizda hasta ve
kontrol gruplar1 genotip ve haplotip frekanslar1 bakimindan karsilastirildiginda anlaml
bir fark saptanamamaistir.

3. PP, Pp ve pp genotipleri arasinda kontrol grubunda 6nemli bir fark yok iken,
hasta bireylerde pp genotipine sahip olan bireylerde anlamli oranda aile osteoporoz
Oykiisiinlin daha az oldugu saptanmistir (p=0,037).

4. Hasta grubunda; Xxpp genotipine sahip olan bireylerden, giinde 15 dakika ve
iizeri glinese maruz kalanlarin, giin i¢inde hi¢ giinese maruz kalmayanlara gore lomber
KMY degerlerinin yiiksek oldugu saptanmistir (p=0,008), kontrol grubunda ise bir fark
bulunmamastir.

5. Hasta grubunda E2 degerleri ile lomber KMY degerleri arasinda (r=0,385)
pozitif bir korelasyon belirlenmistir, femur boyun KMY degerleriyle ise bir korelasyon
saptanamamustir. Hasta grubunun Ca, vitD3 ve PTH degerlerinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli oranda yiiksek, ALP degerlerinin anlamli oranda diisiik
oldugu ve P, osteokalsin ve b-CrossLaps degerleri bakimindan ise bir farklilik olmadigi
belirlenmistir.

6. Femur boyun KMY (r=0,463) ve lumbar KMY (r=0,341) ile VKI arasinda
zayif bir iligki oldugu ortaya ¢ikmistir. Her iki KMY degeri arttikca VKI degerinin de

arttig1 belirlenmistir.
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7. Aile osteoporoz Oykiisii varligi acgisindan; hasta grubunun % 69,8’inde aile
osteoporoz Oykiisii varken, kontrol grubunun %29,4’linde aile osteoporoz Oykiisiiniin
oldugu gozlenmistir (p=0,000).

8. Hasta grubunun toplam % 58,7’si ortaokul ve Oncesi egitim gormiisken,
kontrol grubunun %61,8’1 lise ve {izeri egitim gérmiistiir (p= 0,037).

9. Giyim tarzi bakimindan; hasta grubunun %46°s1 geleneksel giyimli (bas1 ve
kollar1 kapanacak sekilde) iken, kontrol grubunun %26,5’1 geleneksel giyimlidir
(p=0,047).

Yapilan caligmalarda Xba I ve Pvu II polimorfizmleri ile, genotip, haplotip, allel
frekanslar1 ve KMY degerleri arasinda etnik gruplara ve populasyonlara bagli olarak
farkli sonuglar elde edilmistir. Sonu¢ olarak ¢alisilan hasta ve kontrol sayimizin
toplumumuza ait genotip yapisi hakkindan kesin bir sonu¢ bildirmek icin yetersiz
oldugunu ve ileride hasta sayisini arttirarak yapilacak caligmalarin bu bilgileri

gliclendirecegini diisiiniiyoruz.
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EKLER

CALISMALARDA KULLANILAN KiMYASAL VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

Kullanilan kimyasal ve soliisyonlarin hazirlanmasinda kaynak olarak
“Molecular Cloning” esas almmustir.

Hazirlanan soliisyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Calisma
konsantrasyonlarmi elde etmek icin stoklardan belli oranlarda alnarak seyreltilir.
Konsantrasyon doniistiirmelerinde basit¢e su formiilden yararlanilabilir.
M1XV1=M2XV2
M1 = Hazirlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)

V1 = Stoktan alinmasi gereken miktar (v)
M2 = Caligma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)

V2 = Hazirlanacak olan ¢ozelti (calisma ¢ozeltisi) miktari (v)

EK-1. DNA Eldesi Soliisyonlari

1.1 Eritrosit Lizis Tamponu (pH=7,5) 1 Litre i¢in;

0,32 M Siikroz Siikroz = 109,563 gr
10 mM Tris-HCI (pH=7,5) Tris-HCl = 1,211 gr
5mM MgCl12 MgCl12 = 1,015 gr
%1 Triton X 100 Triton X 100 =10 gr

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak
sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriliip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarlandi. Triton X

otoklavlanmadan sonra ilave edildi.

1.2. Fizyolojik Tampon (pH=7,5) 1 Litre i¢gin
0,075 M NaCl NaCl=4,383 gr
0,025 M EDTA EDTA =9,305 gr

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 7,5 olarak ayarland1

1.3. TE-9 (pH=9) 1 Litre i¢in
500 mM Tris baz Tris baz = 60,5 gr
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20 mM EDTA EDTA =17,44 gr
10 mM NaCl NaCl = 0,58 gr
1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 9 olarak ayarlandu.

1.4. %10’luk SDS
20 ml i¢in;
2 gr SDS tartilip, lizerine bir miktar (20 ml’den az) saf su ilave edilip iyice ¢ozdiiriildii.

Son hacim 20 ml olacak sekilde ayarland:.

1.5. Proteinaz-K (10mg/ml)
100 ml i¢in;
10 gr PK tartilir, lizerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip 1yice ¢cozdiiriildii.

Son hacim 100 ml olacak sekilde ayarlandi.

1.6. 6 M NaCl
1 litre i¢in;
321.4 gr NaCl tartilip, lizerine bir miktar (1000 ml’den az) bidistile su ilave edilip 1yice

cOzdiirtliip son hacim 1000 ml olacak sekilde ayarlandi.

1.7. % 70 Etil Alkol
100 ml i¢in;
70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edildi.

1.8. TE tamponu (Tris/EDTA) (pH=8)

10 mM Tris-Cl (pH=8)

0,1 mM EDTA (pH=8)

1 litre i¢in gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartilip, son hacim 1000 ml olacak

sekilde bidistile su ile ¢ozdiiriiliip otoklavlandi. pH = 8 olarak ayarlandu.

EK-2. Elektroforez Analiz Soliisyonlar
2.1. 10 X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) Stok soliisyonu
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108 gr Tris baz ( 890 mM )
55 gr borik asit ( 890 mM)
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM)
Bir miktar bidistile su i¢inde ¢oziindiikten sonra pH 8.0 olarak ayarlanip soliisyon 1
litreye tamamlandu.
1 X TBE (1 litre i¢in)
100 ml 10 X TBE stok soliisyonu
900 ml bidistile su

2.2. Etidyum bromid soliisyonu (10 mg/ml)
0,1 gr etidyum bromid
10 ml bidistile su i¢inde ¢dziiniip 151k almayan bir cam sise icinde buzdolabinda

muhafaza edildi.

2.3. DNA Yiikleme Tamponu (Loading dye) (6X)

40 gr siikroz

0,25 gr bromfenol mavisi

100 ml olacak sekilde bidistile su i¢cinde ¢oziindii. Ependorf tiiplerine paylastirilarak

buzdolabinda muhafaza edildi.
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	GİRİŞseza.._1
	Osteoporoz (OP) düşük kemik kütlesi ve kemik dokusu mikro mimarisinde bozulma sonucu kemik kırılganlığında ve kırılma riskinde artma ile karakterize kompleks bir iskelet hastalığıdır
	. Pek çok ülkede osteoporoz en önemli metabolik kemik hastalığıdır. Osteoporozun klinik önemi kırıklara neden olmasıdır. Pek çok kişide güçsüzlük ve hareket azlığına, pek çok kişide de kırığa ve sonrasında ölüme neden olmaktadır
	. Osteoporoz birçok hastada kırık oluşana kadar klinik bulgu vermeyebilir. Bu dönem “asemptomatik dönem” olarak adlandırılır ve sadece dansitometrik inceleme ile tanı konulabilir. Erken dönemde tanı konması kırıkların ve buna bağlı olarak gelişecek kompli
	.Osteoporoz milyonlarca postmenopozal kadını ve farklı yaşlardaki erkekleri etkileyen, sık rastlanan metabolik bir kemik hastalığıdır. Hastalık ağrılı omurga, kalça ve radius kırıkları ile belirginleşirken altta yatan patogenez karmaşık ve multifaktöriyel
	.Osteoporoz ve osteoporotik kırıklar ile ilgili risk faktörleri; yaşlanma, düşük kemik kütlesi, kadın olmak, erken menopoz, genetik faktörler, zayıf vücut yapısı, yaşam biçimi ve beslenme, medikal durumlar olarak sıralanabilir. Düşmeler ve düşme riskini a
	.Osteoporoz, göğüs kanseri, kardiyovasküler hastalıklar, şeker hastalığı, demans gibi hastalıklarla da ilişkili olduğundan populasyonlarda osteoporoz riskinin saptanması bu hastalıkların iyileştirilmesine yardımcı toplumsal sağlığın geliştirilmesi ve sağl
	1
	Türk toplumunda aday genlerden VDR geninin Taq I, Apa I ve Bsm I, östrojen reseptör alfa (ESRα) geninin Pvu II, Xba I ve COL1A1 geninin Sp1 polimorfizmleri araştırılmış ve postmenapozlu osteoporotik kadınlarda Taq I ve Pvu II polimorfizmleri ile Kemik Min
	. Bu çalışmada, şimdiye kadar bazı toplumlarda osteoporozla bağlantısı olduğu saptanan aday genlerden östrojen reseptör geninin Pvu II, Xba I polimorfizmlerive bu polimorfizmlerin haplotip dağılımlarının Çukurova bölgesindeki durumunun incelenmesi amaçlan
	.
	2
	Eski çağlardan beri kemiklerin güçsüzlüğü ve kırılganlığı dikkat çekmiş ve insanların hayatlarının çeşitli devrelerinde bireyler arasında, kemik dayanıklılığında farklılıklar olduğu yapılan gözlemlerle öğrenilmiştir
	. İlk kez 19. yüzyılın başlarında osteoporoz kelimesi kullanılmaya başlandı. Bu terim önceleri bir betimleme deyimi olarak kullanılmaktaydı. Osteoporoz kelimesinin söylenmeye başladığı yıllarda, henüz ayrıntılı inceleme teknikleri mevcut olmadığından “sün
	.
	Osteoporoz en sık görülen kemik hastalığıdır. OP’un ilk olarak kesin tanımı gözenekli kemik anlamına gelen “porous bone” başlığı ile Jean Georges Lobstein tarafından 1829’da yapılmıştır. Daha sonra Albright tarafından 1948’de “kemik içinde çok az kemik” (
	. Basit olarak birim hacim başına düşen kemik kütlesindeki azalma olarak tanımlanabilmektedir. En son yapılan tanımlama ile osteoporoz; düşük kemik kütlesi ve kemik mikro mimarisinde bozulma ve buna bağlı olarak kemikte kırılganlığın artması, genellikle o
	. Bu kırıklar kişide fiziksel yetersizliklere, yaşam kalitesinde bozulmaya, ölüm oranında artmaya ve dolayısıyla sağlığı korumak için gereken maliyette artışa yol açmaktadır
	. İnsan yaşamının uzaması ve dünya nüfusunun giderek yaşlanması ile osteoporoz ve osteoporoza bağlı gelişen kırıklar
	3
	morbidite ve yaşam kalitesi üzerine olan olumsuz etkileri nedeniyle önemli bir sağlık sorunu haline gelmiştir. Preklinik dönemde hastalık kırık olmaksızın düşük kemik kütlesi ile karakterizedir. Bu asemptomatik dönem osteopeni olarak adlandırılır. 1996 yı
	. Değerlendirme hem kadın hem de erkeklerde T skoruna göre yapılmaktadır
	Ancak çocuklarda ve ileri yaştaki kişilerde (65 yaş) değerlendirmede Z skoru önem kazanır. Yaşlılarda Z skorda -1 SD azalma geriye kalan yaşamdaki fraktür riskini iki kat artırır, -2,5 SD azalma ise kırık riskini 4 kat artırır
	. Z skorunun -2 SD altında olduğu durumlarda sekonder osteoporoz araştırılmalıdır.
	Kemik kütlesinin genç yetişkin referans populasyonun ortalama doruk kemik kütlesi ile kıyaslamasının standart deviasyon olarak tanımlanmasıdır.
	Ölçülen kişinin kemik kütlesinin yaş ve cinse göre referans değer ile kıyaslanarak standart deviasyon olarak tanımlanmasıdır
	.
	Osteoporoz tanısında günümüzde WHO kriterleri kullanılmaktadır.
	T skoru genç erişkin ortalamasına göre -1 standart deviasyona kadar olan kemik mineral yoğunluğu değerleri (T skoru> -1).
	T skoru genç erişkin ortalamasına göre -1 ve -2.5 standart deviasyon arasında olan kemik mineral yoğunluğu değerleri (-1<T skoru> -2.5).
	T skoru genç erişkin ortalamasına göre -2.5 standart deviasyonun altında olan kemik mineral yoğunluğu değerleri (T skoru< -2.5).
	T skoru genç erişkin ortalamasına göre -2.5 standart deviasyonun altında olan kemik mineral yoğunluğu değerleri ve bir veya daha fazla osteoporotik kırık mevcudiyeti (T skoru < -2.5). Vücutta kortikal kemik ve trabeküler kemik olmak üzere iki ayrı kemik t
	4
	peteği yapısında olan ve yüzey alanı daha geniş bir kemik türüdür. Trabeküler kemik omurgada ve uzun kemiklerin uç kısımlarında yer alır ve osteoporoza bağlı kırıklara en hassas bölgeler de buralardır. Trabeküler kemiğin yapım-yıkım hızının kortikal kemiğ
	. Kemik kütlesinin oluşmasında ve korunmasında en önemli faktörler genetik, hormonal durum, beslenme, kemiğe mekanik yüklenme, yeterli güneş ışını ve yaşam şeklidir. İnsanlarda doruk kemik yoğunluğu 30—35 yaşına kadar oluşmaktadır. Kadınlarda 40 yaşına ka
	. Kemik kaybını etkileyen faktörler arasında yaş ve menopoz ön sıralarda yer almaktadır
	. Özellikle menopozdan sonra östrojen eksikliğine bağlı olarak kemik kaybı hızlanır
	ve menopozda olan bir kadın her yıl trabeküler kemiklerinin %5'ini ve tüm vücut kemik dokusunun % 1–1,5’luk bir kısmını kaybeder. Bu kayıplar 10–15 yıllık hızlı bir dönemden sonra oldukça azalır. Düşük vücut kitle indeksi, sigara, alkol tüketimi, fiziksel
	. Kadınların yaşam boyu kemik kütlelerinin % 45–50’ sini erkeklerin ise %20- 30’nu kaybettiği saptanmıştır. İşte bu aşamaya kadar kaybedilen kemik dokusu miktarı kadının ileride kemik kırığıyla karşılaşıp karşılaşmayacağını belirleyen en önemli etkenlerde
	.
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	Osteoporozun en iyi şekilde anlaşılabilmesi için iskeleti oluşturan kemiklerin yapı ve fonksiyonlarından bahsedilmesi gerekir. Kemik doku, hücreler ve ara maddeden (matriks) oluşmuştur. Kemik dokusu hücreleri osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardır
	. Kemiğin yeniden yapılanması çeşitli evrelerden geçerek gerçekleşir. İskeleti oluşturan kemiklerin tümü aynı anda yeniden yapılanmaz. Belli bir sürede, kemiğin sadece bir kısmı yenilenir. Bu işlemin başlangıcında kemik matriksinin bazı parçaları uzaklaşt
	.Kemik yıkımı ve yapımı farklı yaşlarda, farklı hızlarda gerçekleşir ve yaşam boyu devam eder. Örneğin; sünger kemik doku yapımı 10-20 yaşları arasında en üst seviyeye çıkarken, kadınlarda menopoz döneminden sonra kemik kaybı hızlanır
	. Kadın ve erkekte 20-30’lu yaslarda kemik kitlesi maksimum düzeye ulaşır
	. Yaklaşık 30 yaşında kemik yıkımı ve yapımı dengededir
	. Her iki cinste de 50 yaş sonrasında
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	kemik kaybı ilerleyen şekilde başlar fakat ilerleme hızı ve sınırı kişiler arasında değişiklik gösterir. Pik KMY oluşumunun tamamen genetik kontrol altında olduğu, bireysel değişiklikler de genetik faktörlerin kısmen rol aldığı bildirilmiştir
	.Kemik yapımı ve yıkımını düzenleyen etmenler aşağıda sıralandığı gibidir.
	Vücuttaki kalsiyumu düzenleyen hormonlar: Kalsitonin, PTH (Parathormon), 1.25 - dihidroksivitD
	Sistemik hormonlar: Büyüme Hormon (Growth hormonu), Glukokortikoidler, İnsülin,
	Lokal etmenler: Prostoglandin E
	, Somatomedinler,  Cinsiyet hormonları, Tiroksin hormonları, kemik, deri ve büyüme faktörleri, Lenfokinler, Transforming büyüme faktörleri (TGF), kemik yapısını oluşturan proteinler.
	İyonlar: Kalsiyum, Magnezyum, Fosfat, Flor,
	Yaş, cinsiyet, genetik yapı ve vücut yapısı
	Sigara, alkol, beslenme alışkanlığı, yaşam biçimi ve egzersiz.
	Alınan ilaçlar ve bazı hastalıklar. Kemik yapım ve yıkımını düzenleyen etmenlerden birinde meydana gelen değişme ve düzensizlikler, daha erken yaşlarda ve daha fazla kemik yıkımına neden olarak osteoporoz riskini artırır
	.
	Her hastalıkta olduğu gibi osteoporozda da farklı açılardan sınıflandırma yapmak mümkündür
	(Çizelge 2.1).
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	1. Juvenil 2. Adult 3. Senil Lokalizasyona göre 1. Genel 2. Bölgesel Tutulan kemik dokuya göre 1. Trabeküler 2. Kortikal Etyolojiye göre 1. Birincil (Primer) 2. İkincil(Sekonder) Histolojik görünüme göre 1. Hızlı kemik yapım yıkım döngülü 2. Yavaş döngülü
	Yaşa göre
	65 yaşa kadar kadınlarda görülen postmenopozal osteoporoz
	65 yaş üzerinde her iki cinste görülen senil osteoporoz
	Ne menopoz, ne yaşlanma, ne de ayırt edilebilen başka bir nedenin olmadığı (idyopatik osteoporoz)Riggs ve Melton bu sınıflamayı modifiye ederek Tip I ve Tip II OP tanımlarını gündeme getirmişlerdir. Tip I OP 65 yaşın altında oluşur ve el bileği ve vertebr
	(Çizelge 2.2).
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	1. Post-menopozal osteoporoz (tip I) 2. Senil osteoporoz (tip II) 3. Juvenil osteporoz 1. Endokrin hastalıklar 2. Gastrointestinal hastalıklar 3. Hematolojik hastalıklar 4. Genetik hastalıklar 5. Karaciğer hastalıkları 6. İnflamatuvar bağ dokusu hastalıkl
	Bu sınıflama içinde en büyük hasta grubunu ise post-menopozal (Tip I) ve senil osteoporotik (Tip II) hastalar oluşturmaktadır
	.
	Kırk beş ve altmış beş yaş arası kadınlarda kemik kaybının başlıca nedeni gonadal fonksiyonların kaybı ile ilgilidir. Çalışmalarda kemik kaybının perimenopozal dönemde başlayıp menopoz sonrası 5–8 yıl içinde giderek azaldığı ve sonra da yaşlanmayla ilgili
	Kortikal kemik kütlesi tüm iskeletin %80 ni oluşturmakla birlikte trabeküler kemik hacmi kortikal kemik hacminin yaklaşık 4 misli olduğu için kemik kaybı trabeküler kemiklerde daha çok olmaktadır. Trabeküler kemikte kemik rezorbsiyonunun artması ile mikro
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	azaltmaktadır
	. Azalmış serum estradiol düzeyinin düşük kemik mineral yoğunluğu ile ilişkili olduğu ve bunun da kırık riskini arttırdığı bilinmektedir. Dolaşımdaki östrojen; iskelet sisteminin yeniden şekillenmesini (remodeling) azaltarak, paratiroid hormonun kemik yık
	.Postmenopozal östrojen tedavisi kan östradiol düzeyini arttırarak KMY’nu artırmaktadır. Hormon tedavisi ile vertebral KMY kaybının belirgin olarak geri çevrilebildiği rapor edilmiştir. Hormon tedavisi kulanıldığı sürece yukarıda anlatılan pozitif koruyuc
	. Bu pozitif etkilerinin yanı sıra yapılan bazı çalışmalarda Hormon Replasman Tedavisi’nin (HRT) bazı kanserler açısından riski arttırdığı gösterilmiştir
	.
	Senil osteoporoz 75 yaş üzerinde görülür. Kadın erkek oranı 2/1 dir. Kalça ve vertebralar başta olmak üzere tüm iskelet bölgelerinde kırıklara neden olabilir. Vertebra kırıkları nedeniyle dorsal kifozda artış olur. Sıklıkla tutulan kemikler kortikal ve tr
	Kemik kaybı hızlı değildir. PTH fonksiyonu artmıştır
	(Çizelge 2.3).
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	Yaş 50–70 > 70 Kadın/Erkek Oranı 6/1 2/1 Kemik Kaybı Trabeküler Kortikal Kemik Kayıp Hızı Yavaş Artmış Yapım/Yıkım Osteoplast aktivitesi artar Osteoblast aktivitesi azalır Kırıklar Omurga (ezilme şeklinde) Distal radius Omurga (çok sayıda kama şeklinde) K
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	Lokalizasyona göre osteoporoz sınıflaması ise genel ve bölgesel olmak üzere 2 grupta toplanarak yapılmaktadır
	(Çizelge 2.4).
	1.Algonörodistrofi 2.Geçici bölgesel osteoporoz 3.Bölgesel migratuar osteoporoz 4.Kalçanın geçici osteoporozu 5.İmmobilizasyon/inaktivite
	1. İmmobilizasyon/yerçekimi yokluğuna bağlı 2. Obstruktif solunum yolu hastalıkları 3.Romatoid artrit
	1.Kalsiyum eksikliği 2.Alkolizm 3.İlaçlar (Örneğin heparin) 4.Mastositoz
	1.Postmenopozal (Tip-I) 2.Senil (Tip-II) 3.Juvenil idiopatik
	1.Osteogenesis imperfekta 2.Ehler’s-Danlos sendromu 3.Homosistinuri 4.Marfan sendromu
	1.Cushing sendromu- Kortikosteroid tedavisi 2.Hiperparatiroidi 3.Hipertiroidi 4.Hipogonadizm 5.Hamilelik 6.Anoreksia nevroza 7.Egzersiz ile ilgili amenore
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	Osteoporoz gelişiminde birtakım risk faktörleri vardır. Bu faktörler kemik dansitesinde azalma ve kırık oluşum etiyolojisinin anlaşılmasını sağlar. Ayrıca bu risk faktörleri, yüksek risk grubunda olan kişilerin önceden tanınması ve kırıklar oluşmadan önce
	Bunlar kemik kütlesi ve kırık riski için en güçlü belirleyicilerdir. Pik kemik yoğunluğu uterus (fetal evrede) içinde başlayıp 40’lı yaşlarda tamamlanmakla beraber bu sürece esas katkı adolesan dönemde kazanılan kemik miktarı tarafından olmaktadır. Özelli
	. Bu nedenle pik kemik kütlesine ek olarak yaşlanma, başlı başına kemik kaybı için bir risk faktörüdür. Yaşlanma ile birlikte kemik dokusunda önemli değişiklikler meydana gelir. Kemiğin hem turnover hızında hem de yeniden şekillenme ünitelerinin sayısında
	Osteoporozlu kadınlarda, aynı yaş grubundaki osteoporozu olmayan kadınlara göre kalsiyum emiliminde bir azalma bildirilmiştir
	. 65 yaşlarında ya da daha yaşlı kadınlarda hem düşük serum total estradiol konsantrasyonlarının (<5 pg/mL) hem de yüksek serum cinsiyet hormonu bağlayıcı glubulin serum konsantrasyonlarının (≥1 μg/dL) kalça ve vertebra kırıkları için yüksek risk olduklar
	. Erişkin erkeklerde yaş artışı ile birlikte kortikal kemik kütlesi doğrusal bir azalma göstermektedir. Ancak kadınlardaki azalma kadar hızlı değildir. Çünkü kadınlarda menopoza bağlı hızlı kayıp vardır. Erkeklerde kortikal kayıp daha azdır. Erkeklerde ko
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	incelme gösterir. Kırıklar 45 yaşından önce erkeklerde, 45 yaşından sonra ise kadınlarda daha sıktır. Bu da ciddi travmalara bağlanmaktadır
	.
	Irksal değişiklikler özellikle osteoporotik kırıklarla ilgili epidemiyolojik çalışmalarda belirgindir
	. Genel olarak beyaz ırkta, siyah ve Asya toplumlarına oranla kalça kırığı hızı daha yüksektir
	. En yüksek ortalama KMY değerleri ve en düşük kalça kırığı oranları siyah kadınlarda tespit edilmiştir
	. Kırık riskini etkileyen diğer bir faktör de vücut tipidir
	Özellikle yaşlı kadınlarda ince yapılı olmak yüksek kırık riskiyle ilişkilidir
	. Vücut ağırlığı, vücut yağ % ‘si veya beden kitle indeksi düşük olan postmenopozal bayanlar, düşük kemik kütlesi ve hızlı kemik kaybı bakımından yüksek risk altındadırlar
	. Osteoporoz multifaktöriyel ve multijenik hastalıklardan biridir. Hastalıktan birden fazla gen sorumlu tutulmaktadır. Yapılan çalışmalarda genetik faktörlerin kemik fenotipindeki değişikliklerin % 70-80'ninden sorumlu olduğu gösterilmiştir
	.
	Bu risk faktörleri arasında geç menarş, erken menopoz, 6 aydan daha uzun süreli amenore, kısa doğurganlık süresi, ooferektomi sonrası gelişen iyatrojenik menopoz, doğum sayısı, doğum kontrol hapı kullanımı, emzirme varlığı ve süresi sayılabilir
	. Menopoz ile ortaya çıkan gonodal yetersizliğe bağlı gelişen östrojen eksikliği kadınlardaki hızlı kemik kaybından sorumludur. Menopoz ile östrojen düzeyleri düştüğünde kemik yıkımı hızlanır. Doğal menopozdan önceki bilateral ooferektominin kemik kaybını
	. Birçok çalışmada geç menarş hikayesi olan kadınlarda daha düşük mineral dansitesi saptanmıştır
	. Bu da iskelet gelişiminin en kritik dönemi esnasında, yetersiz hormon seviyelerine neden olmasına bağlanmıştır.
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	Fiziksel aktivite, pik kemik kütlesinin oluşmasına, kazanılmış KMY’nun sürdürülmesine ve kendisine yük bindirilen iskelet bölgelerinde fraktür riskinin azalmasına katkıda bulunur
	. Kemiğin yeniden yapılanmasında etkili mekanik faktörler kas kontraksiyonu ve yerçekimidir. Uzun süreli kesin yatak istirahati hızlı ve anlamlı kemik kaybına neden olmaktadır. Sedanter bir yaşam tarzının artmış fraktür riskiyle birlikte olduğu hem ekoloj
	Egzersizin yaşa bağlı kırık insidansını azaltması çeşitli mekanizmalarla açıklanmaktadır. Genç erişkinlerde egzersiz doruk kemik kütlesini arttırmakta ve böylece daha sonra görülebilecek kırık riski azalmaktadır
	. Erken menopozal kadınlarda östrojen yetersizliğine bağlı hızlı kemik kaybı egzersizle yavaşlayabilmektedir. Kemiğin yeniden yapılanması ve mekanik yüklenme arasındaki ilişki uzun yıllar incelenmiştir. Genel olarak kabul edilen görüş kemiğin mekanik yükl
	. Kalsiyum eksikliği ile osteoporoz ilişkisi ilk defa Nordin tarafından hayvan deneylerinde gösterilmiştir
	Özellikle diyetle alınan kalsiyum, KMY ile kuvvetli korelasyon içindedir
	. Yapılan birçok çalışmada büyüme sırasında alınan kalsiyum ile kemik mineral yoğunluğu ve kemik kütlesi doğrudan ilişkili bulunmuştur. Özellikle çocukluk ve adölesan dönemde süt ve sütlü gıdalardan zengin beslenen hastalarda, osteoporotik kırık riskinin 
	. Aşırı miktarda kahve tüketimi, idrar ve bağırsak kalsiyum atılımını etkilemektedir. Düşük dozlarda kafeinin etkisi ise önemsizdir
	Sigara kullanımı ise kemik üzerinde toksik etkiye sahiptir. Çalışmaların çoğunda sigara içenlerde daha düşük kemik kütlesi, daha hızlı kemik kaybı ve menopoza 2 yıl daha erken girme söz konusudur
	. Sigara içmek kemik kaybını hızlandırdığı gibi kalça kırığı riskini de arttırmaktadır. Sigara içen kadınlarda kalça, vertebra ve el bileği kırıkları, içmeyenlere oranla 1.5–2.5 kat daha fazladır. Sigara içen erkeklerde vertebra kırıkları sıklığı artmakta
	. Alkol alımı da kırık riskini arttırmaktadır. Aşırı alkol tüketimi kalsiyum
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	emilimini azaltırken, atılımı ise arttırmaktadır
	. Yine alkole bağlı endokrin değişiklikler sonucu testesteron azalması ve kortikosteroid artışı osteoporozu kolaylaştırmaktadır. Osteoporozda kalsiyum eksikliğinin rolü D vitamini eksikliği ile birlikte değerlendirilmelidir. D vitamini eksikliği kalsiyumu
	.
	Bazı ilaçların kullanımı da osteoporoz için risk faktörüdür. Bunların en başında glikokortikoidler gelmektedir. Ayrıca siklosporin, diüretikler, antikoagülanlar ve antikonvülsanların kullanımı da osteoporoz için risk faktörleridir
	.
	Çoğu vakada osteoporoz sessiz bir hastalık olarak kalır. Hafif bir ağırlık kaldırma gibi günlük aktiviteler sırasında vertebra kırığı oluşana ya da düşme sonucu kalça kırığı gelişene kadar osteoporoz tanısı koyulmayabilir. Kırıklar oluşmadan önce kemikler
	. Osteoporoz düşünülen her hastada yapılması gereken işlemlerin başında yeterli bir anamnez ve omurganın fizik muayenesi yer alır
	. Ancak bunlar primer osteoporoz tanısında hassas ve yeterli değildir, osteoporozun sekonder formlarını değerlendirmede önemlidir. Öykü ve fizik muayenede; fraktür ve aile hikayesi, kas iskelet ağrısının tipi ve lokalizasyonu, diyetle alınan kalsiyum mikt
	.
	Osteoporoz kırık oluşana kadar tipik olarak sessiz bir hastalıktır. Osteoporotik vertebra kırıkları herhangi bir nedenle çekilen göğüs grafisinde tesadüfen görülebilir. İlerlemiş osteoporozda kırılganlık artışı sonucu hafif bir travmayı takiben görülen ak
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	vertebra kırığında, ani başlayan şiddetli sırt ağrısı vardır. Ağrı, hareketle artar ve istirahatle azalır. Genellikle spinal hassasiyet ve kas spazmı ile birliktedir ve büyük ölçüde omurga hareketleri kısıtlanmıştır. Nörolojik bulgular yoktur
	. Yaşlanma ile birlikte ilerleyen osteoporozda, vertebra kırıklarının sayısı artarak, dorsal kifoz, servikal ve lomber lordozda artış, boy kısalması ve şekil bozuklukları görülebilir. Normal bir insanda boy ile her iki kol arasındaki kulaç mesafesi birbir
	. Klinik bulguların yanı sıra psikolojik problemlerle hastaların yaşam kaliteleri de etkilenebilir
	.Osteoporozlu hastalarda fiziksel semptomların yanında günlük yaşam aktivitelerinde ve sosyal aktivitelerinde de kısıtlanma olmakta ve sonuç olarak yaşam kalitesi bozulmaktadır. Yaşam kalitesi ölçümü için NHP (Nottingham Health Profil), Hastalık etki prof
	. Osteoporozun tanı ve takibinde önemli bir yer tutan görüntüleme yöntemleri osteoporozun derecesini ve kırık riskini belirleme, kemik kayıp hızını takip etme ve uygulanan tedavinin etkinliğini izleme gibi genel amaçlara yönelik olarak kullanılmaktadır
	. Erken değişiklikler, SPA (single foton absorbsiyometri), (DPA) Dual Foton Absorbsiometri, DEXA (Dual Enerji X-Ray Absorbsiyometre), QCT (Kantatif Bilgisayarlı Tomografi), Ultrason, MRI (Magnetik rezonans görüntüleme), Mikro MRI, Nötron aktivasyon analiz
	.
	Kemik yoğunluğunda azalma, kemik kırılganlığında artma ile tarif edilen osteoporozda korunma ve rehabilitasyonun anahtar kelimesi kırıktır. Bir başka deyişle kırık eğiliminin, kırığın ve komplikasyonlarının yarattığı ağrı ve sonuçta özürlü kalmaktır
	. Osteoporozun önlenmesinde verilen tedavi ve rehabilitasyon programının etkinliği kadar güvenilirliği de önemlidir. Bu yüzden kişinin kemik yoğunluğunun doğru olarak bilinmesi ve doruk kemik kütlesinin saptanması gerekmektedir.
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	Osteoporozdan korunma intrauterin hayatta başlar ve ömür boyu sürer. Osteoporozdan korunmada iki yaklaşım söz konusudur:
	İskelet büyümesi sırasında doruk kemik kitlesine erişmek için alınan önlemlerdir.
	Menopoz ve yaşlanmaya bağlı olarak kemik kütlesi kaybının önlenmesidir. Primer korunmada amaç erişkin dönemde doruk kemik kitlesinin sağlanmasıdır. Bu amaçla yeterli kalsiyum, D vitamini ve protein içeren dengeli diyet, çocukluk ve adolesan döneminden iti
	Osteoporozun tedavisi çok yönlüdür. Bunlar: • Medikal • Beslenme • Egzersiz • Yeterli güneş ışını • Yaşam şeklinin düzenlemesi • Cerrahi Osteoporoz tedavisinde amaç
	; 1. Kırıkların önlenmesi 2. Kemik mineral yoğunluğunun korunması ve artırılması 3. Kırık ve iskelet deformitelerine bağlı belirtilerin iyileştirilmesi 4. Yaşam kalitesinin artırılması
	18
	Östrojen, ovaryumlardan salgılanan iki önemli cinsiyet hormonlarından biridir. Östrojenler hem erkeklerde hem de kadınlarda bulunmakla beraber, üreme yasındaki kadınlarda düzeyleri çok daha yüksektir. Embriyonik ve fetal gelişimde önemli bir role sahip ol
	. Doğal olarak oluşan östrojenler, kolesterolden türeyen C18 steroidlerdir ve bunlar 17β-östradiol (E2), östrone (E1), and östriol (E3) olmak üzere üç tiptir
	. Kadınlarda bulunan bu hormonlar arasında östradiol en baskın olanıdır. Menarş ile menopoz arasındaki başlıca östrojen östradioldür. Östron, östradioldan daha zayıf etkili olup menopoz sonrası kadınlarda östradiol ile karşılaştırıldığında daha yüksek düz
	. Vücutta bunlar enzim reaksiyonları sonucu androjenlerden sentezlenir. Östradiol testosterondan, östron da androstenedion’dan sentezlenir.
	Östrojenler esas olarak ovaryum ve testislerde sentezlenirler ancak, periferal dokularda androjenlerin aromatizasyonu ile de sentezlenmektedirler
	. Kadınlarda östrojen hormonu, temel olarak ovaryumlarda gelişen foliküller, korpus luteum ve plasenta tarafından üretilir. FSH ve LH, yumurtlayan kadınlarda ovaryumlarda östrojen üretimini düzenlerler. Bazı östrojenler aynı zamanda düşük düzeylerde karac
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	enzimi sayesinde olmaktadır. Östradiol düzeyleri menstrual döngü boyunca farklılık gösterdiğinden ovulasyon öncesi oldukça yüksek seviyede ilerler
	.
	Hormonların hedef hücrelerine ulaştıklarında etkilerini gösterebilmesi için özgül reseptörlerine bağlanması gerekir. Hormonlar ya membran reseptörleri ile ya da çekirdek reseptörlerine bağlanarak biyolojik aktivitelerini gösterirler. Östrojenler etkilerin
	. Östrojen reseptörleri ayrıca hücre içi ikincil habercilerin ve zarla ilişkili olan sinyal komplekslerinin aktivitesine de aracılık etmektedir
	. Östrojen reseptörleri hücre içi reseptörlerin çekirdek hormon ailesinin bir üyesi olup 17β- östradiol hormonu ile aktive edilirler
	. Östrojen, çekirdek reseptör proteine bağlanarak doku ve organa özgül fizyolojik cevapları tetikler. Çekirdek reseptörleri, hormona bağlanma, transkripsiyonda görev alan DNA’ya bağlanma ve diğer protein faktörleri ile etkileşen düzenleyici bölgelerden ol
	. Östrojen reseptörünün alfa (ESRα) ve Östrojen reseptörü beta (ESRβ) olmak üzere iki tipi bulunmaktadır. İki reseptör proteininin de DNA bağlanma bölgesi oldukça benzer olmasına rağmen, molekülün genelindeki amino asit benzerliği düşüktür. Örneğin ligand
	. Kandaki serbest östrojen hormonu hücreye zardan hızlı difüzyon ile girer, özgül reseptörlere bağlanır, dimer oluşumu gerçekleşir ve reseptör hormon mesajını çekirdekte kromatine iletir. Bunun ardından protein sentezi ve hormonun karakteristik hücresel y
	.
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	ESRα ilk olarak 1958 yılında Elwood Jensen tarafından tanımlanmış, 1986 yılında ilk kez uterustan klonlanmıştır
	. Bugüne kadar östrojen reseptörleri oositte
	, granuloza hücrelerinde
	ve overyum epitelyum hücrelerinde
	tanımlanmıştır. ESRα 595 amino asit içerir ve 66 kDa ağırlığındadır
	.ESRα proteini amino ucundan karboksil ucuna doğru A’dan F’ye kadar isimlendirilen 6 bölgeye sahiptir
	(Şekil 2.2).
	çekirdek reseptör ailesi içinde oldukça değişken bir bölge olup sahip olduğu Aktivasyon İşlevi 1 (AF-1) yoluyla bir genin ifadelenmesini hücreye özgün şekilde düzenlemektedir
	. Bu sayede ESRα merkez transkripsiyon aygıtının bileşenleri ile doğrudan etkileşerek hedef genleri aktive eder ya da diğer proteinlere sinyal iletiminde rol oynayan koaktivatör proteinlerle doğrudan ilişki kurar. AF-1 bölgesi, hücre tipi ve kontrol bölge
	.
	ESRα proteininin DNA bağlanma bölgesidir. Hedef genlerin Östrojen Cevap Elementlerine bağlanmasından sorumlu olup reseptör dimerizasyonunda görev alır
	.
	DNA bağlanma bölgesini ligand bağlanma bölgesi ile ayıran 40-50 amino asitlik bir bölgedir. Reseptör proteininin dimerizasyonunda görev alır aynı zamanda korepressör proteinler ile etkileşmektedir
	.
	Ligand bağlanma bölgesini ve Aktivasyon İşlevi 2’yi (AF-2) içermektedir. Aynı zamanda dimerizasyon ve reseptör proteinin çekirdek yerleşiminden de sorumludur. E bölgesinin C ucunda yer alan ve çekirdek reseptör süper ailesi içinde
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	oldukça korunmuş bir yapı olan AF-2, çeşitli koaktivatörler tarafından tanınmakta olup bazı korepressörler için bir tutunma yeri görevi üstlenmektedir
	.
	; Karboksil uçta yer alan bu bölge, ESRα proteininin gen aktivasyon kapasitesine katkıda bulunmakta ve proteininin dimerizasyonu ve kofaktör bağlanmasında da etki göstermektedir
	.
	ESRα’ nün aktivasyonu ligand (östrojen) bağımlı ve ligandtan bağımsız olmak üzere iki şekilde gerçekleşmektedir. Östrojen bağımlı aktivasyon durumunda reseptör proteini, DNA bağlanma bölgesini kapatan ve reseptörü inaktif bir pozisyonda tutan şaperonlar i
	. Reseptörün ligand bağlanması ile aktive olmasını reseptörün inaktif durumunda bağlı olduğu Hsp 90 şaperonunun ATP’yi hidrolize etmesi tetiklemektedir. Bu durumda östrojen reseptör dimeri DNA üzerindeki Östrojen Yanıt Elementi ile etkileşime girer ve hüc
	. Amino uçta yer alan AF-1 ve ligand bağlanma bölgeside yer alan AF-2’nin birbirleriyle etkileşimleri sonucu doku, hücre ve kontrol bölgesine özgü olan yardımcı düzenleyici kompleksler hedef gen bölgesinde toplanarak hedef genlerin aktivasyonu veya baskıl
	.
	22
	ESRα’ yı da içeren tüm steroid reseptör proteinleri kendilerine özgü ligandların bağlanmasından sonra fosforile edilirler. Steroid hormon reseptörlerinin fosforilasyonu reseptörün gendeki kendi yanıt elementine bağlanmasında ve bundan sonra gerçeklesen tr
	. Genel olarak AF-1 bölgesindeki serin amino asitlerinin fosforilasyonu koaktivatör toplanmasını arttırmakta ve ESRα aracılı transkripsiyonun artısıyla sonuçlanmaktadır. Serin 236 fosforilasyonu, reseptör dimerizasyonunda ve DNA’ ya bağlanmada rol oynamak
	. ESRα’ nın ligand bağımsız aktivasyonu ise hücresel kinaz ve fosfatazların aktivitelerini değiştiren moleküler yollarla gerçeklesmektedir
	. Östrojen yokluğunda farklı sinyallerle aktifleşen kinazların aktive olması ile östrojen reseptörü geri dönüşümlü olarak fosforile edilip aktivasyonu sağlanır
	. Bu mekanizma özellikle büyüme faktörleri, sitokinler ve nörotransmitterler gibi hücre dısı sinyal moleküllerinin yerel konsantrasyonunun yüksek olduğu durumlarda ve erkeklerde veya menopoz sonrası kadınlarda olduğu gibi serum östrojen konsantrasyonunun 
	.
	ESRα ve ESRβ sırasıyla ESR1 ve ESR2 genlerinden ifadelenmektedir
	. ESR2 geni 14. kromozomda (14q23.2) 40 kb‘lık bir bölgeyi içermektedir. ESR1 geni, 6. kromozomda (6q25) 140 kb’lık bir bölgeyi kapsar ve 8 ekson, 7 intron içermektedir (Şekil 2.4). Eksonlar sırasıyla 684, 191,117, 336, 139, 134, 184 ve 4537 bç (toplam 63
	.
	ESRα geninin transkripsiyonu karmaşıktır ve bir kaç tane kontrol bölgesinin aktivitesi rol almaktadır
	. ESRα’ nın da yer aldığı çekirdek reseptör ailesinin diğer üyelerinden elde edilen bulgular, çoklu kontrol bölgelerinin, steroid hormon
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	reseptörlerinin ortak bir özelliği olduğunu göstermektedir. İnsan ESRα geninin, en az 7 kontrol bölgesine bağlı 7 çeşit mRNA transkripsiyonu yapılmaktadır. Bu kontrol bölgelerinin bazıları reseptörün ligandı olan östrojenle düzenlenmektedir. Çoklu kontrol
	. Çoklu kontrol bölgesi mekanizmasının diğer bir işlevi de farklı kontrol bölgelerinden üretilen mRNA’ların farklı alternatif intron çıkartılması ve ekson birleştirilmesi işlemine (alternatif splicing) uğrayabileceği ve bunun da çeşitli protein izoformlar
	.
	Osteoporoz, hormonal, çevresel, yaşam şekli  (sigara içilmesi, fiziksel egzersizler gibi) ve beslenme faktörlerinin (kalsiyum alımı, alkol tüketimi) etkisi altındaki genetik faktörlerin kontrol ettiği multifaktoriyel (poligenik) bir hastalıktır
	. KMY üzerine pek çok çevresel faktörün etkili olmasına rağmen kemik kitlesi bakımından bireyler arasında görülen farklılıkların %50-80’i genetik kökenlidir
	Son yıllarda yapılan çalışmalar osteoporozda ırk ve etnik köken, yaş ve pozitif aile öyküsünün rol aldığını, normal dağılım ve devamlı varyasyon gösteren bir hastalık olduğunu, bu nedenle istenmeyen koşulların belli bir eşik değerin üstünde olması halinde
	Osteoporozun ortaya çıkmasına neden olan çok sayıdaki genlerden bazılarının KMY üzerine etkisi oldukça fazla (majör genler), bazılarının etkisi ise oldukça azdır (minör genler). Osteoporoz için; kalsitropik hormonlar ve reseptörleri (vitamin D ve reseptör
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	adezyon molekülleri (integrin gibi) ve ligandları, kemik matriks proteinleri (kollajenik veya kollajenik olmayan), sitokinler, büyüme faktörleri ve reseptörleri (IL-6,IL-1,IGF-I gibi), bazı enzimler (aromatase, metalloproteinase vb), cinsiyet hormonları v
	. Osteoporoz benzeri kompleks hastalıkların patogenezinde rol alan genleri belirlemek için ikiz çalışmaları, çok nesilli geniş ailelerde linkage analizi, kardeşler arasında (sib-pair) allel paylaşım yöntemi, akraba olmayan kontrol ve hastalarda assosiyasy
	. Bazı fenotipler ise genetiğin ve çevre faktörlerinin etkileşimi sonucu ortaya çıkar; sorumlu alleller olduğu halde fenotipte görülmemesi (eksik penetrans) veya sorumlu allel olmadığı halde bazı bireylerin yaşlanma gibi genetik olmayan faktörler sonucu o
	Kemik oldukça dinamik bir dokudur ve kemiğin metabolik kontrolu büyüme faktörleri, sitokin, nitrik oksit, hücre sinyal yolları gibi lokal faktörlerle ve sistemikyollarla kontrol edilir. Hormonların sistemik yolla endokrin regülasyonu, ya hücre zarındaki r
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	hormonları kemik hücresi fonksiyonlarının önemli regülatörleri olup nükleus seviyesinde görev yapmaktadırlar
	. Steroid hormon reseptör genlerinden östrojen reseptör geni (ESR) (14 polimorfizm), Vit D Reseptör (VDR) geni, androjen reseptör geni ve progesteron reseptör genine ait polimorfizimlerle osteoporozun ilişkisi çalışılmıştır. Osteoporoz genetiği ile ilgili
	.
	Polimorfizm, bir toplumda farklı allellere bağlı olarak genetik açıdan belirlenmiş iki veya daha çok alternatif fenotipin görülmesidir
	. Eğer toplumda herhangi bir lokusta en az iki tane yaygın bulunan allel varsa bu lokusun polimorfizm gösterdiği söylenir ve bir allelin toplumdaki sıklığı %1’den fazla olursa bu allel polimorfik olarak adlandırılır
	. ESRα genindeki polimorfizmler ve çeşitli klinik fenotipler arasındaki ilişkileri araştıran çalışmalarda PvuII, XbaI ve kontrol bölgesindeki TA tekrar polimorfizmleri üzerine yoğunlaşılmıştır
	. PvuII polimorfizmi, intron 1’ de sitozin nükleotitinin timine dönüşümü (C>T) sonucu oluşur. Pvu II enziminin tanıma dizisi timin nükleotitini içeren;
	şeklindedir, orijinal dizisi ise sitozin nükleotitini içeren;
	şeklindedir
	. Bu dönüşümün belirlenmesinde kullanılan restriksiyon enziminden yola çıkarak bu polimorfizme PvuII polimorfizmi denilmektedir. C>T dönüşümü 2. eksonun başlangıcından 397 nükleotit yukarısında gerçekleşmektedir
	. PvuII enziminin kesim bölgesinin olması p alleli ya da T alleli olarak adlandırılmaktadır. Enzimin kesim bölgesinin olmaması ise P alleli veya C alleli olarak isimlendirilmektedir
	. Bu çalışmada kesim bölgesinin olması p, kesim bölgesinin olmaması P ile belirtilmiştir.PvuII polimorfizminin ESRα mRNA’sında intronların çıkması ve eksonların birleşmesine (splicing) etki ettiği ve meydana gelen C>T dönüşümünün protein sentezinde bir de
	.
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	XbaI polimorfizmi, intron 1’ de adenin nükleotidinin guanine dönüşümü A>G sonucunda oluşmaktadır. Xba I enzimi orijinal diziyi keser ve bu orijinal dizi adenin nükleotitini içeren;
	şeklindedir. Aynı dizide adenin nükleotitinin guanine dönüştüğü
	şeklindeki diziyi ise kesmez
	. Bu dönüşümün belirlenmesinde kullanılan restriksiyon enziminden yola çıkarak bu polimorfizm XbaI polimorfizmi olarak adlandırılmaktadır. A>G değişimi 2. eksonun başlangıcından 351 nükleotid önce gerçekleşmektedir. XbaI polimorfizmine neden olan A>G deği
	(Şekil 2.5). XbaI enziminin kesim bölgesinin olması x alleli ya da A alleli olarak adlandırılmaktadır. Enzimin kesim bölgesinin olmaması ise X alleli veya G alleli olarak isimlendirilmektedir
	. Bu çalışmada kesim bölgesinin olması x, kesim bölgesinin olmaması X ile belirtilmiştir.
	ESRα geninin kontrol bölgesinde yer alan TA tekrar sayısına bağlı olarak oluşan TA tekrar polimorfizmi birinci eksonun 1kb’lık üst bölgesinde yer almaktadır. ESRα
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	gen kontrol bölgesi alternatif eksonlar ve farklı gen transkriptlerinin ifade edilmesi ile sonuçlanan alternatif kesim bölgeleri içeren çoklu kontrol bölgelerine sahip oldukça karmaşık bir genomik organizasyona sahiptir
	. TA dinükleotid tekrar uzunluğunun, alternatif kontrol bölgesi kullanımını etkileyerek belirli dokularda farklı ESRα ifadelenmesine yol açtığı bildirilmiştir
	. Diğer taraftan steroid yanıt elementi gibi davranabilecek bir düzenleyici elementinin TA tekrarının yaklaşık 200 bç aşağısında yer aldığı belirlenmistir
	. Her ne kadar bu enhancer’ın rolü belirlenememiş olsa da polimorfik tekrar bölgesine yakınlığı onu TA tekrar büyüklüğünün işlevsel etkileri için potansiyel bir hedef yapmaktadır.
	Vitamin D’nin doğal şekli olan kolekalsiferol (vitamin D
	) ya günlük gıdalarla alınır ya da derideki 7-dehidrokolesterolün ultraviyole ışığı etkisi ile vitamin D3’e dönüşmesinden elde edilir. Vitamin D
	Vit D
	, karaciğerde 25(OH)
	’e böbrekte de aktif form olan kalsitriole [1,25(OH)
	D
	] metabolize olur
	.Vitamin D gerçek steroid hormon olmamakla birlikte, steroid hormonlar gibi nukleer reseptörler aracılığı ile görev yapmaktadır.  Kalsitriol [1,25(OH)
	D
	], VDR’ye bağlanarak kalsiyumun bağırsaktan emilmesini, böbrekten kalsiyum ve fosfatın geri emilimini ve paratiroid hormon düzeyini ayarlamaktadır. VDR osteoporoz aday genlerinden kemik kitlesi üzerinde etkisi olduğu belirlenen ilk gendir. İkiz ve populas
	. VDR geninde (12q12-14) transkripsiyona uğramayan ilk ekzonla birlikte toplam 10 ekzon, 8 intron vardır ve büyüklüğü yaklaşık 100 kb’dır. İnsan VDR geninde önemli sayıda RFLP polimorfizmi saptanmıştır. Genin 3’ ucunda Taq I, Apa I ve  Bsm I enzimlerinin,
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	Genin 3’ ucundaki 3 kesim noktasının oluşturduğu Taq I, Apa I ve  Bsm I polimorfizmine ait alleler birbirine çok yakın (bağlı alleller) olup örneğin t allelinin varlığı diğer ikisinin de (a, b)  olduğuna veya A ve B allellerinin (Bsm I ve Apa I restriksiy
	.
	IL-6 pleitropik bir sitokin olup immünite, enflamatuar ve akut faz cevaplarında, hemotopoez, aterogenez ve çeşitli endokrin ve metabolik olaylarda merkezi görev yapar
	Kemikte osteoblast, monosit ve T hücreleri tarafından üretilen IL-6 osteoklast farklılaşması ve aktivasyonunda rol oynadığından post-menopozal dönemindeki kemik kaybında da önemli bir rol oynar
	. IL-6 promotorunda bulunan iki SNP (-174 G>C ve -572 G>C) ile yaş, menopoz, KMY, östrojen durumu ile kalsiyum ve Vitamin D alımı arasında önemli ilişkiler saptanmıştır
	.  Örneğin östrojeni düşük ve kalsiyum alımı zayıf kadınlarda KMY -174CC genotiplerinde en yüksek, GC genotiplerinde orta, GG genotiplerinde ise düşük bulunmuştur
	. Özetle IL-6 promotor varyantları interlökin 6 aktivitesi ve yaşlanmaya bağlı osteoporoz ve ateroskleroz gibi hastalıkları etkilemektedir
	.
	Tip 1 kollajen üreten genler (Col1A1 ve Col1A2) osteoporoz patogenezi açısından önemli aday genlerdendir. Col1A1 geninin transkripsiyonunu düzenlediği düşünülen ve bir transkripsiyon faktörü olan Sp1’in bağlanma bölgesinde oluşan bir polimorfizmin osteopo
	.
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	Düşük Yoğunluklu Lipoprotein (LDL) – Benzeri Protein 5
	Androjen Reseptör Geni
	Progesteron Reseptör Geni
	Transforming Büyüme Faktörü β
	Apolipoprotein E  Geni
	Paratiroid Hormon (PTH)
	Paratiroid Hormon Reseptörü Geni
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	Bu çalışmada kullanılan kimyasal maddeler, cihazlar ve teknik malzemeler temin edildikleri firmalarla birlikte aşağıda belirtilmiştir.
	Taq DNA polimeraz enzimi (Fermentas)
	Magnezyum klorür (MgCl
	) (Fermentas)
	PCR tamponu (Fermentas)
	Primerler (TIB Molbıol)
	dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Roche)
	Restriksiyon enzimleri PvuII ve XbaI (Fermentas, Roche)
	Etidiyum bromid (Sigma)
	Agaroz (Promega)
	Tris-baz (Sigma)
	Borik asit (Sigma)
	Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma)
	Sodyum klorür (NaCl) (Merck)
	TritonX100 (Sigma)
	Sükroz (Merck)
	Proteinaz-K (Sigma)
	Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Sigma)
	Bromfenol mavisi (Merck)
	Etil alkol (Merck)
	Distile ve bidistile su
	Soğutmalı santrifüj (Universal 16R)
	Mikrosantrifüj (Techne force 16)
	Su banyoları (Grant)
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	Hassas terazi (Sartorius)
	Terazi (Shimadzu 321-33557)
	pH metre (İnolab)
	UV jel görüntüleme sistemi (UVItec)
	Otomatik pipetler (Gilson, Biohit, Socorex)
	Vorteks (Nüve NM 110)
	Etüv (Dedeoğlu )
	Elektroforez güç kaynağı (EC3000-90)
	Horizontal (yatay) elektroforez sistemi (Biogen)
	PCR cihazı (Thermal cycler Ependorf Mastercycler)
	Buzdolabı (Arçelik)
	Deepfreez (Siemens, Bosch)
	Otoklav (Trans)
	Çalışma grubu Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dalı Osteoporoz polikliniğinde takip edilen menopoza girmiş hastalardan oluşturuldu. Kalsiyum ve fosfor metabolizma hastalıkları, endokrinolojik hastalıkları (hipert
	Bu çalışmada yer alan tüm hastalar ve kontrol grubu, Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulları Araştırma Projesi Bilgi ve Taahhüt Formunda belirtilen
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	kurallara uygun olarak hazırlanmış Bilgilendirilme Onam Formları doldurularak çalışmaya katılmıştır.
	DNA üzerinde değişik amaçlı ve çok yönlü analiz yapmamıza imkan veren gen teknolojisi uygulamalarının ilk basamağı DNA’nın elde edilmesidir. Genomik DNA nükleuslu hücrelere sahip periferik kan, kemik iliği, amniyon sıvısı, koryonik villüs gibi herhangi bi
	.
	1,5 ml lik ependorf tüpü içerisine iyice alt üst edilmiş kan örneğinden 700 μl, eritrosit lizis (Ek-1.1) solüsyonundan da 700 μl konulup dikkatlice alt üst edilerek 3-5 dk. oda ısısında bekletildi. 4500 rpm’de 5 dk Santrifüj edildi. Santrifüj işleminden s
	Elde edilen pellet üzerine 700 μl eritrosit lizis solüsyonu eklendi. Tüp kuvvetlice çalkalanarak pellet çözdürüldü. 4500rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra süpernatant kısmı atıldı.
	Pellet üzerine 1000 μl (1 ml) fizyolojik tampon (Ek-1.2) eklenip pellet çözdürüldü. 4500 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra süpernatant kısmı atıldı.
	300 μl TE-9 (Ek-1.3) tamponu ilave edilip pellet çözdürüldü. Bunun üzerine 100 μl SDS (Ek-1.4) ile 20 μl Proteinaz-K (Ek-1.5) ilave edildi. Vorteks üzerinde tüp içeriği iyice karıştırıldı. 65 ºC de 1-2 saat benmaride tutuldu. 20 dk da bir tüp alt üst edil
	İnkübasyon sonunda tüp içerisine 200 μl 6M NaCl (Ek-1.6) ilave edildi. Oluşan beyaz görünümlü yapıyı dağıtmak için tüp kuvvetlice çalkalanıp 13500 rpm’de 7 dk santrifüj edildi.
	Santrifüj sonunda süpernatant başka bir tüpe alınıp pellet atıldı. Tekrar 13500 rpm’de 7 dk santrifüj edildi.
	Yine süpernatan başka bir tüpe alınıp pellet atıldı. Tuzdan arınmış olan süpernatantın üzerine 900 μl %100’lük etil alkolden eklendi. Tüp iyice karıştırıldı. Bu aşamada DNA ipliksi formunda görülebilmektedir.
	13500 rpm. de 7 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı.
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	Tüpün dibine yapışan DNA’yı kaldırmak için %70’lik etil alkolden (Ek-1.7)1000 μl eklendi. 13 500 rpm’de 7 dk santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. Bu işlem bir kez daha tekrar edildi.
	Süpernatant dökülüp tüp ters çevrilip DNA’nın tüpe yapışması için 15 dk beklendi.
	DNA’nın büyüklüğüne göre 50-100 μl TE (Tris-EDTA) (Ek-1.8) konuldu.
	DNaz aktivitesini ortadan kaldırmak için 70-80 ºC benmaride, 10-15 dk inkübasyona bırakıldı.
	DNA örnekleri +4 ºC de kullanılıncaya kadar muhafaza edildi. Uzun süreli muhafazalar için ise -20 ºC ye alındı.
	PCR sonrasında elde edilen ürünlerin varlığını kontrol etmek için kolay ve hızlı hazırlanması sebebi ile agaroz jellerden yararlanıldı. Genellikle %2 oranında agaroz jel hazırlandı.
	Çalışmaya başlamadan önce jel kabı iyice temizlenip kurutulup jel dökme kalıbına yerleştirildi. Bu kalıp, düzgün bir yüzeye kondu. Kuyucuk oluşturmak için kullanılan taraklar düzgünce yerlerine yerleştirildi.
	Jel dökme kabının boyutları ile jelin kalınlığı dikkate alınarak hesaplama yapıldı. 8 X 9cm boyutundaki jel kabına % 2 konsantrasyonunda jel dökmek için 0,8 g agaroz tartılıp, erlenmayer içindeki 40 ml elektroforez tamponuna (1 X TBE (Ek-2.1)) eklendi. Mi
	Jelin içine 3,5 μl stok EtBr (Etidiyum bromür) (Ek-2.2) solüsyonundan ilave edildi. Etidiyum bromür kuvvetli mutajen ve toksik olduğundan bu boyayı içeren çözeltilerle çalışırken her zaman eldiven kullanıldı.
	Agaroz çözeltisinin sıcaklığı 45-50 ºC’ye (el yakmayacak sıcaklığa) gelinceye kadar soğutuldu.
	Ilık agaroz çözeltisi hava kabarcığı oluşturulmadan dikkatlice jel dökme kabına döküldü.
	Jel, oda sıcaklığında yaklaşık 30-45 dakikada polimerize oldu.
	Jel elektroforez tankına alındı, üzerini örtecek kadar 1 X TBE tamponu ilave edildi. Taraklar dikkatlice çekilerek yükleme yapmak için kuyucuklar oluşturuldu.
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	Kontrol edilmek istenen DNA örnekleri jel yükleme tamponu (Loading dye) (Ek-2.3) ile birlikte yükledi.
	Örneğin yoğunluğunu arttırarak DNA’nın kuyucuğa düzgün olarak damlamasını sağlar.
	Örneği renklendirerek kuyulara yüklenme işlemini basitleştirir.
	Elektriksel alanda göç hareketinin takip edilmesini kolaylaştırır.
	Jelin sağındaki veya solundaki ilk kuyuya moleküler ağırlığı bilinen marker DNA’dan 5 μl yüklendi. Mikropipet ile 4 μl PCR ürünü ile 1 μl yükleme tamponu karıştırılıp toplam 4μl kuyucuklara yüklendi. 100 voltta 20 dakika elektrik akımına maruz bırakılarak
	Jel UVİdoc cihazında ultraviyole ışık altında görüntülendi ve jel görüntüleri diskete kaydedildi.
	PCR, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki dizisi bilinen herhangi bir bölgenin çoğaltılmasını (amplifikasyonunu) sağlayan basit ama çok başarılı in-vitro DNA sentez yöntemidir. Çalışmamızda ESRα geninin Intron I bölgesini çoğaltmak için  Joyce B.
	ve arkadaşlarının çalışmalarında kullandıkları primerler seçilmiştir. Kullanılan primer çiftlerinin dizileri aşağıda gösterilmiştir (Çizelge 3.1).
	ER-F 5’-GATATCCAGGGTTATGTGGCA-3’ ER-R 5’-AGGTGTTGCCTATTATATTAACCTTGA-3’
	Örneklerimizin uygun amplifikasyon koşullarını saptanmak için çeşitli denemeler yapıldı. Primerlerin, Taq polimerazın ve magnezyum klorürün (MgCl
	) farklı konsantrasyonları ile PCR programında farklı ısı döngüleri ve annealing (yapışma) ısıları denendi; her denemede sadece bir değişken dışındakiler sabit tutuldu. Optimal amplifikasyonun gerçekleştiği koşullar, bütün PCR reaksiyonları için kullanıld
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	PCR reaksiyonunu gerçekleştirmek için kullanılan malzemelerin tümü ticari olarak alınıp kullanılmıştır. Amplifiye olan ürünler ileriki çalışmalar için +4 ºC de saklandı.
	10X PCR Tamponu 2,5 μl 1 X PCR Tamponu MgCl
	1,5 μl 20 mM dNTP 0,25 μl 10 mM Taq Polimeraz enzimi 1 μl 0,05 U/ μl Primer 1 1 μl 10 pmol Primer 2 1 μl 10 pmol Genomik DNA (1/10 sulandırılmış) 2 μl 100 ng Bidistile Su 15,75 μlTotal Hacim                                          25 μl
	1. Ön Denatürasyon 94.0  °C 3 dk 2. Denatürasyon 94.0  °C 45 sn 3. Yapışma (Annealing) 60.0  °C 1 dk 4. Sentez (Extention) 72.0 °C 45 sn 5. Her seferinde 2. döngüye giderek toplam 30 döngü6. Final uzama (Final Extention) 72.0 °C 7 dk 7. Saklama 22.0 °C Uz
	Agaroz jel elektroforeziyle amplifikasyon kontrolü yapılan örnekler, Joyce B.J. van Meurs
	ve arkadaşlarının yöntemine göre Xba I, Pvu II restriksiyon endonükleaz
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	enzimleri ile (her birinden 10U) 37 ºC’de bir gece boyunca kesim reaksiyonuna alındı. Aşağıda belirlenen oranlarda reaksiyon bileşenleri hazırlandı.
	Tampon 2,5 μl Restriksiyon Enzimi 0,5 μl Amplifiye Ürün (PCR ürünü) 10 μl Steril Bidistile Su 12 μl Toplam Hacim                                                                                25 μl Reaksiyon Süresi                                         
	C
	Reaksiyon ürünleri %2’lik agaroz jele yüklenerek 100V ve 70 mAmp akımda 40 dakika süreyle elektroforeze tabi tutuldu. EtBr ile boyanan DNA’lar UVİdoc jel görüntüleme cihazı ile görüntülendi ve değerlendirildi.
	PvuII,
	‘den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Çift zincirli DNA’ yı; 5’-CAG ↓ CTG-3’ 3’-GTC ↑ GAC-5’ dizisinden tanıyarak küt uçlu kesim yapmaktadır. PCR ile elde edilen 346 bç’lik hedef gen bölgesi PvuII restriksiyon enzimi ile kesilmiştir. Bu bölgede tim
	.
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	Xbal,
	’den elde edilen bir restriksiyon enzimidir. Çift zincirli DNA’yı; 5’-T ↓ CTAGA-3’ 3’-AGATC ↑ T-5’ dizisinden tanıyarak yapışkan uçlu kesim yapmaktadır. PCR tepkimesi sonrası 346 bç’lik PCR ürünü XbaI restriksiyon enzimi ile kesilmiştir. Bu bölgede adenin
	.
	Verilerin istatistiksel değerlendirmesinde SPSS 18.0 (PASW 18.0) paket programı kullanıldı. Kategorik ölçümler sayı ve yüzde olarak, sayısal ölçümlerse ortalama ve standart sapma (gerekli yerlerde ortanca ve minimum-maksimum) olarak özetlendi. Hasta ve ko
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	Polimorfizmlere göre allel frekansları ve Hardy-Weinberg Dengesinin hesaplanmasında HAPLOVIEW istatistik programı
	kullanıldı.
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	Çalışmamızda, Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dalı Osteoporoz polikliniğinde takip edilen 34 normal, 73 osteoporotik olmak üzere toplam 107 postmenopozal kadın osteoporozla ilgili kriterler ve moleküler düzeyde
	(E2), total testosteron, DHEA-SO
	ve DEXA (lomber (L1-L4) ve femur femur boyun) analizleri yapıldı. DEXA analizlerin t skorları -2,5 ve altında olanlar osteoporotik, t skorları -2,5’in üzerinde olanlar normal kabul edildi. Çalışmaya dahil edilen kadınların, yaşı, boyu, kilosu, eğitim duru
	Hasta ve kontrol grubu karşılaştırmasında; yaş, boy, kilo, vki, menarş yaşı, menopoz yaşı, menopoz süresi bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar belirlenmiştir. Hasta grubunda kontrol grubuna göre yaşın ve menarş yaşının daha yüksek olduğu, 
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	Ortalama 63,32±9,91 58,88±8,72 P=0,03 Median(Min-Max) 61 (44-84) 56,50 (47-90)
	Ortalama 156,06±5,94 159,53±5,16 P=0,01 Median(Min-Max) 156 (130-165) 160 (149-172)
	Ortalama 63,29±11,77 76,62±13,70 P=0,00 Median(Min-Max) 62 (45-90) 74,5 (46-110)
	Ortalama 26,01±4,87 30,20±5,32 P=0,00 Median(Min-Max) 25,6 (16,5-38,7) 29,2 (18-43)
	Ortalama 13,49±1,29 13±0,92 P=0,03 Median(Min-Max) 13 (11-15) 13 (11-15)
	Ortalama 45,79±4,88 49,03±3,80 P=0,001 Median(Min-Max) 46 (35-55) 48,5 (40-55)
	Ortalama 17,52±10,85 9,85±8,70 P=0,00 Median(Min-Max) 15 (1-40) 7 (1-42)
	Hasta ve kontrol grubu arasında yapılan istatistiksel analize göre biyokimya değerleri çizelgede görüldüğü gibidir (Çizelge 4.2). Hasta grubunda kontrol grubuna göre Ca, osteokalsin, ß crosslaps, vit D3, E2, total testesteron ve PTH değerlerinin yüksek, P
	değerlerinin ise düşük olduğu belirlenmiştir.
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	Hasta grubu ve kontrol grubu karşılaştırmasında; eğitim durumu, aile osteoporoz öyküsü ve giyim tarzı bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar saptanmıştır. Hasta grubunda ortaokul ve öncesi eğitim görenlerin oranı daha fazla (%58,7) iken, kon
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	giyimlidir (p=0,05) (Çizelge 4.3). Haftada yapılan fiziksel aktivite saati, süt ve süt ürünleri tüketimi, güneşe maruz kalma süreleri ve canlı doğum sayıları açısından hasta ve kontrol grupları arasında anlamlı bir farklılık saptanamamıştır.
	Ortaokul ve öncesi eğitim %58,7 %38,2 P=0,04 Lise ve üzeri eğitim %41,3 %61,8
	Var %69,8 %29,4 P=0,00 Yok %30,2 %70,6
	Geleneksel %46 %26,5 P=0,05 Batı %54 %73,5 Hasta grubunda; haftada 7 saatten fazla fiziksel aktivitede bulunan bireylerin lomber KMY değerinin düşük olduğu (p=0,05), haftada 1 saatten az, 1-2 saat, 2-4 saat ve 4-7 saat arasında fiziksel aktivitede bulunan
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	Haftada 1 saatten az 24 0,71±0,11 0,91±0,04 Haftada 1-2 saat 11 0,75±0,92 0,96±0,10 Haftada 2-4 saat 14 0,73±0,10 0,96±0,09 Haftada 4-7 saat 16 0,78±0,13 0,96±0,09 Haftada 7 saat ve üzeri 8 0,64±0,12 0,91±0,06
	F=2,58 F=1,04 P=0,05 P=0,41 Süt ve süt ürünleri, giyim tarzı, kafeinli gıda tüketimi ve sigara kullanımı ile lomber ve femur boyun KMY değerleri karşılaştırıldığında aralarında bir ilişki olmadığı belirlenmiştir. Hasta grubunda gün içinde direk güneşe hiç
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	Femur boyun KMY (r=0,463) ve lomber KMY (r=0,341) ile VKI (Vücut Kitle İndeksi) arasında zayıf bir ilişki olduğu ortaya çıkmıştır. Her iki KMY değeri arttıkça VKI değerinin de arttığı belirlenmiştir. Hasta grubunda serum Ca ile lomber KMY değerleri arasın
	PCR yöntemi ile çoğaltılan ESRα geninin 346 bç’lik bölgesi RFLP yöntemi ile Pvu II ve Xba I restriksiyon enzimleriyle kesildi. Pvu II polimorfizmi için sitozinden → timine (C>T) nükleotit değişimi olmayan homozigot bireylerde (PP genotipli)  346 bç’lik te
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	görüldü. Şekil 4.1
	de örnek olarak bazı hastaların Pvu II enzimi kesim bantları gösterilmektedir.
	Xba I polimorfizminde ise allelinde Adeninden→Guanine (A →G)  nükleotit değişimi olan homozigot bireylerde (XX genotipli) 346 bç’lik tek bant, heterozigot bireylerde (Xx genotipli) 346, 195 ve 151 bç’lik üç bant, her iki allelinde değişim görülmeyen birey
	de örnek olarak bazı hastaların Xba I enzimi kesim bantları gösterilmektedir.
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	Şekil 4.3’de ise bazı kontrollerin Pvu II ve Xba I enzimleri kesim bantları gösterilmektedir.
	ESR1 polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerdeki allel frekansları ve allel frekanslarının Hardy-Weinberg Eşitliğinden (HWE) çok fazla sapma göstermediği Çizelge 4.6’da görülmektedir. Ancak her iki polimorfizmde minor allel hasta ve kontroller arasında yer
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	Pvu II rs2234693 p T 0,418 0,6701
	P C 0,485 0,7929
	Xba I rs9340799 x A 0,467 0,2071
	X G 0,457 0,0631
	Çalışmamıza dahil olan postmenopozal osteoporozlu 73 hastanın Pvu II polimorfizmi bakımından; 14’ünün PP, 34’ünün Pp ve 25’inin pp genotipine, Xba I polimorfizmi bakımından ise; 12’sinin XX, 43’ünün Xx, 18’inin de xx genotipine sahip olduğu yapılan RFLP a
	14 34 25 12 43 18
	8 19 7 6 24 4
	P=0,22 P=0,27
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	1 pp Xx 2 pp Xx 3 pp Xx 4 pp Xx 5 Pp Xx 7 Pp Xx 8 Pp Xx 9 PP XX 10 Pp Xx 11 Pp Xx 12 PP XX 13 pp Xx 14 PP XX 15 Pp Xx 16 pp Xx 17 Pp Xx 18 Pp Xx 19 PP XX 21 PP Xx 22 PP XX 23 Pp Xx 24 Pp Xx 25 PP XX 26 pp Xx 27 Pp Xx 28 pp Xx 29 Pp Xx 30 Pp Xx 31 Pp Xx 32
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	48 pp Xx 49 Pp xx 50 pp Xx 51 PP Xx 52 pp xx 53 PP XX 54 Pp xx 55 PP XX 56 PP XX 57 pp xx 58 pp xx 59 Pp Xx 61 pp xx 62 pp Xx 63 pp Xx 64 PP XX 65 Pp Xx 67 PP XX 68 Pp Xx 69 pp xx 70 pp Xx 71 pp xx 72 Pp Xx 73 Pp Xx 74 Pp Xx 75 pp xx 76 Pp Xx 77 Pp Xx 78 
	50
	K17 Pp Xx K18 pp xx K19 Pp Xx K20 Pp Xx K21 Pp Xx K22 PP Xx K23 Pp Xx K24 Pp Xx K25 PP XX K27 pp Xx K28 PP XX K29 PP XX K30 Pp Xx K31 Pp Xx K32 Pp Xx K33 Pp Xx K34 pp Xx K35 Pp Xx
	Çalışmamızda hasta ve kontrol gruplarında iki polimorfizme ait genotip kombinasyonlarının genotip dağılımları Kappa istatistiksel analizine göre değerlendirilmiştir (Çizelge 4.9). Değerlendirmeye göre; XXPP genotipine sahip 12 hasta, 5 kontrol, XXPp genot
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	12 (%16,44) 5 (%14,7)
	0 1 (%2,94)
	0 0
	2 (%2,74) 3 (%8,82)
	28 (%38,35) 17 (%50)
	13 (%17,8) 4 (%11,76)
	0 0
	6 (%8,21) 1 (%2,94)
	12 (%16,44) 3 (%8,82)
	k=0,53 k=0,51
	Çalışmamızda haplotip dağılımlarına göre hasta grubunda; 26 XP, 8 xP, 13 Xp, 43 xp, kontrol grubunda ise 14 XP, 4 xP, 5 Xp ve 11 xp haplotipi belirlenmiştir. Ancak bu değerlendirmeye XxPp genotipine sahip olan bireyler haplotipleri belirlenemediği için da
	26 (%28,88) 14 (%41,17)
	8 (%8,88) 4 (%11,76)
	13 (%14,44) 5 (%14,70)
	43 (%47,77) 11 (%32,35)
	P=0,11 Yapılan istatistiksel analize göre; PP, Pp ve pp genotipleri arasında kontrol grubunda önemli bir fark yok iken, hasta bireylerde pp genotipine sahip olan bireylerde anlamlı oranda aile osteoporoz öyküsünün daha az olduğu saptanmıştır (p=0,04)
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	(Çizelge 4.11). Xba I polimorfizmi ile aile osteoporoz öyküsünün varlığı arasında ise önemli bir ilişki saptanamamıştır.
	6 (%85,7) 24 (%82,8) 9 (%52,9) 4 (%57,1) 3 (%17,6) 2 (%33,3)
	P=0,04 P=0,31 Hasta grubunda; xx genotipine sahip bireylerde femur boyun KMY değerinin, XX ve Xx genotipine sahip bireylerden daha yüksek olduğu saptanmıştır (p=0,05). Kontrol grubunda ise bir farklılık bulunmamıştır. Pvu II polimorfizmi ile femur boyun K
	0,66±0,11 0,63 ±0,82 0,70 ±0,11 0,85 ±0,12 0,87±0,10 0,82 ±0,48
	F=3,13 F=0,73 P=0,05 P=0,49 Hasta grubunda; Xxpp genotipine sahip olan bireylerden, günde 15 dakika ve üzeri güneşe maruz kalanların, gün içinde hiç güneşe maruz kalmayanlara göre lomber KMY değerlerinin yüksek olduğu saptanmıştır (p=0,01) (Çizelge 4.13).
	53
	sonucun X’e bağlı olabileceğini düşündürmektedir. Kontrol grubunda ise bir fark gözlenmemiştir.
	0 dk 0,49±0,13 15 dk ve üzeri 0,77±0,12
	F=9,44 P=0,01
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	Osteoporoz, hormonal, çevresel, yaşam şekli  (sigara içilmesi, fiziksel egzersizler gibi) ve beslenme faktörlerinin (kalsiyum alımı, alkol tüketimi) etkisi altındaki genetik faktörlerin kontrol ettiği multifaktoriyel (poligenik) bir iskelet hastalığıdır
	. KMY üzerine pek çok çevresel faktörün etkili olmasına rağmen kemik kitlesi bakımından bireyler arasında görülen farklılıkların %50-80’i genetik kökenlidir
	Son yıllarda yapılan çalışmalar osteoporozda ırk ve etnik köken, yaş ve pozitif aile öyküsünün rol aldığını, normal dağılım ve devamlı varyasyon gösteren bir hastalık olduğunu, bu nedenle istenmeyen koşulların belli bir eşik değerin üstünde olması halinde
	Osteoporoz benzeri kompleks hastalıkların patogenezinde rol alan genleri belirlemek için ikiz çalışmaları, çok nesilli geniş ailelerde linkage analizi, kardeşler arasında (sib-pair) allel paylaşım yöntemi, akraba olmayan kontrol ve hastalarda assosiyasyon
	. Bazı fenotipler ise genetiğin ve çevre faktörlerinin etkileşimi sonucu ortaya çıkar; sorumlu alleller olduğu halde fenotipte görülmemesi (eksik penetrans) veya
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	sorumlu allel olmadığı halde bazı bireylerin yaşlanma gibi genetik olmayan faktörler sonucu osteoporoza yakalanması gibi
	Steroid hormon reseptör genlerinden östrojen reseptör geni (ESR) (14 polimorfizm), androjen reseptör geni, progesteron reseptör geni ve Vit D Reseptör (VDR) genine ait polimorfizimlerle osteoporozun ilişkisi çalışılmış ve son yıllarda osteoporoz genetiği 
	. Hem östrojen hem de androjen kemik metabolizmasında önemli roller oynamaktadır. Çeşitli populasyon araştırmalarında hem kadın hem de erkeklerde östrojen ile kemik kitlesi arasında pozitif ilişki saptamıştır
	. Bizim çalışmamızda da hasta grubunda E2 değerleri ile lomber KMY değerleri arasında (r=0,385) pozitif bir korelasyon belirlenmiştir,  femur boyun KMY değerleriyle ise bir korelasyon saptanamamıştır. İnsan ESR
	geni kromozom 6q25 yerleşimli gen ürünü (östrojen) ligantla aktive olan bir transkripsiyon faktörüdür; 8 ekzon ve 7 introndan oluşan 140 kb büyüklüğünde bir gendir
	.Intron I deki Xba I ve Pvu II genotipleri ile pre ve post menopozdaki kadınların kemik kütleleri arasında Japon populasyonunda bir ilişki bulunmuşsa da Belçika, Danimarka, İtalya ve Kore populasyonlarında bir ilişki saptanamamış, Çin ve Amerikan populasy
	.  Xba I ve Pvu II etnik gruplar arasında fark göstermediğinden ve 46 bp lik bir mesafede olduklarından P ile X ve p ile x allelleri bağlı durumdadır; ancak Px haplotipi daha fazla görülürken pX haplotipi pek görülmez ve Px haplotipi Kafkas toplumlarına g
	. Yine Erdoğan ve ark.
	PP genotipine sahip olguların lomber omurga ortalama KMY değeri, pp genotipli olguların lomber omurga ortalama KMY değerinden anlamlı düzeyde yüksek olduğunu ve XbaI polimorfizmi ile yapılan değerlendirmelerde gruplar arasında KMY değerleri, genotip ve al
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	kadınlarda lomber omurga KMY değeri üzerine ERα geni PvuII polimorfizminin etkili olduğunu göstermişlerdir. Oi ve ark.’ları da pp genotipli Avustrulyalı kadınlarda düşük lomber omurga KMY değeri olduğunu gözlemlemiştir
	. Kobayashi ve ark.’ları ise Japon populasyonunda PPxx genotipine sahip bireylerde düşük lomber omurga KMY değeri olduğunu saptamışlardır
	. 5000’in üzerinde kadının dahil olduğu bir meta analize göre; XX genotipine sahip bireylerin, xx genotipine sahip bireylere oranla daha yüksek lomber omurga KMY değerlerine ve daha düşük kırık riskine sahip oldukları belirlenmiştir
	. Bustamante ve ark.’nın çalışmasında Px haplotipi yüksek femur femur boyun KMY ile ilişkilendirilmiştir
	. Bizim çalışmamızda ise; hasta grubunda; xx genotipine sahip bireylerde femur boyun KMY değerinin, Xx genotipine sahip bireylerden daha yüksek olduğu saptanmış (p=0,05), kontrol grubunda ise bir farklılık belirlenememiştir. Xba I polimorfizmi genotipleri
	ERα geni PvuII polimorfizmi, pp genotip frekansı açısından normal olgular ile osteopenik ve osteoporotik olgular arasında anlamlı fark bulmuş, pp genotip frekansının, normal olgularda anlamlı düzeyde düşük olduğunu ve yine ERα geni PvuII polimorfizmine ai
	. Bizim çalışmamızda ise Pvu II polimorfizminde kontrolde minor allel “P” (C nükleotiti) (MAF=0,485) iken hastalarda minor allel ”p” (T nükleotiti) (MAF=0,418) olmuş, Xba I polimorfizminde ise kontrollerde minor allel “X” (G nükleotiti) (MAF=0,457) iken h
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	Moleküler mekanizması açıklanmamakla beraber post menapozdaki kadınlarda ESR
	ile VDR arasında gen-gen etkileşimi olmaktadır
	. Xba I ve Pvu II polimorfizmlerinin intronda bulunması nedeni ile kemik kitlesi ve osteoporoza ilişkin moleküler mekanizması anlaşılamamıştır. Özlem ve ark.’larının yaptığı çalışmada, ALP, Ca, P, osteokalsin, PTH, vit-D3 düzeyleri açısından hasta ve kont
	. Çalışmamızda ise hasta grubunda Ca, vitD3 ve PTH değerlerinin kontrol gurbuna göre anlamlı oranda yüksek olduğu, ALP değerlerinin ise anlamlı oranda düşük olduğu ve P, osteokalsin ve ß-CrossLaps değerleri arasında ise bir farklılık olmadığı belirlenmişt
	. Postmenopozal osteoporozda obezitenin kemik mineral yoğunluğuna etkisi bugüne kadar pek çok araştırmaya konu olmuştur. Genel olarak obezitenin kemik mineral yoğunluğu üzerinde olumlu bir etki oluşturduğu kabul edilmektedir. Asomaning ve ark. düşük VKİ ’
	. Yanık ve ark’larının yaptığı çalışmada, VKİ ile femur boynu ortalama KMY değerleri ve femur boynu t skorları arasında pozitif yönde anlamlı ilişki saptanmıştır, KMY ve VKİ arasında pozitif korelasyon bulunmuştur
	. Barrera ve ark.’nın çalışmasında ileri yaştaki hastalarda yüksek VKİ’nin, femur boyun KMY üzerine koruyucu etkisi olduğunu bildirmişlerdir. Ülkemizde yapılan klinik çalışmalarda da VKİ ile osteoporoz arasında ilişki incelenmiş ve aralarında pozitif yönd
	. Obezitenin kemik mineral yoğunluğu üzerinde oluşturduğu olumlu etkinin mekanizması, birçok klinik çalışma ile açıklanmaya çalışılmıştır. Bu etkinin oluşmasında rol oynadığı kabul edilen mekanizmalardan biri iskelet üzerine yük binmesi ve mekanik stres o
	58
	üzerine yapılmış klinik çalışmalar
	iskelet üzerine yük binme ve mekanik stres görüşünü desteklemektedir. Bununla beraber obez hastalarda, ağırlık taşımayan üst ekstremitelerde de kemik yoğunluğunun yüksek olduğunun saptanması, mekanik stres ve iskelet üzerine yük binmesinden başka nedenler
	. Obezitenin KMY’na olan olumlu etkisine ilişkin diğer bir mekanizmanın da özellikle menopozdan sonra yağ dokusundaki östrojen yapımı olduğu düşünülmektedir
	. Bizim çalışmamızda da Femur boyun KMY (r=0,463) ve lomber KMY (r=0,341) ile VKI arasında zayıf bir ilişki olduğu ortaya çıkmıştır. Her iki KMY değeri arttıkça VKI değerinin de arttığı belirlenmiştir. Keen ve ark.’nın
	yaptıkları bir çalışmada; olguların 138'inde anne ve/veya kız kardeşte osteoporotik fraktür öyküsünün mevcut olduğu ve aile hikayesi pozitif olan bu grubun KMY değerlerinin, aile öyküsü negatif olan gruba oranla istatistiksel olarak anlamlı derecede düşük
	. Aksu ve ark.’nın çalışmasında da ailede osteoporoz öyküsü olanlarda osteoporoz sıklığının olmayanlara göre anlamlı derecede fazla olduğu görülmüştür. Çalışmamızda da, ailede osteoporoz öyküsü varlığı açısından karşılaştırıldığında; hasta grubunda % 69,8
	. Aksu ve ark.’nın çalışmasında öğrenim durumuna yönelik yapılan sorgulama sonucunda 558 kişinin % 50.1’inin üniversite mezunu, % 13.2’sinin lise mezunu, % 13.5’inin ortaokul mezunu, 16.6’sının ilkokul mezunu, % 2.8’inin okuyup yazabiliyor olduğu ve % 3.8
	. Magnus ve arkadaşları
	tarafından 16 ile 79 yaşları arasındaki 1514 birey üzerinde yapılan çalışmada osteoporoz bilgisinin eğitim düzeyi ile direkt olarak ilişkili olduğu saptanmıştır.  Benzer şekilde çalışmamızda da
	59
	hasta grubunun toplam % 58,7’si ortaokul ve öncesi eğitim görmüşken, kontrol grubunun %61,8’i lise ve üzeri eğitim görmüştür (p= 0,037). Yine Aksu ve ark.’nın çalışmasında kadın katılımcılar giyim şekline göre geleneksel ya da modern olarak gruplandırıldı
	. Aynı şekilde çalışmamızda da giyim tarzı bakımından; hasta grubunun %46’sı geleneksel giyimli (başı ve kolları kapanacak şekilde) iken, kontrol grubunun %26,5’i geleneksel giyimlidir (p=0,047).
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	Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi, Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon Anabilim Dalı Osteoporoz polikliniğinde takip edilen 34 normal, 73 osteoporotik olmak üzere toplam 107 postmenopozal kadını osteoporozla ilgili kriterler ve moleküler düzeyde incelendiğim
	PP, Pp ve pp genotipleri arasında kontrol grubunda önemli bir fark yok iken, hasta bireylerde pp genotipine sahip olan bireylerde anlamlı oranda aile osteoporoz öyküsünün daha az olduğu saptanmıştır (p=0,037). 4. Hasta grubunda; Xxpp genotipine sahip olan
	61
	7. Aile osteoporoz öyküsü varlığı açısından; hasta grubunun % 69,8’inde aile osteoporoz öyküsü varken, kontrol grubunun %29,4’ünde aile osteoporoz öyküsünün olduğu gözlenmiştir (p=0,000). 8. Hasta grubunun toplam % 58,7’si ortaokul ve öncesi eğitim görmüş
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	İ
	Kullanılan kimyasal ve solüsyonların hazırlanmasında kaynak olarak “Molecular Cloning” esas alınmıştır. Hazırlanan solüsyonlar genel olarak konsantre stoklar halindedir. Çalışma konsantrasyonlarını elde etmek için stoklardan belli oranlarda alınarak seyre
	Hazırlanan stok konsantrasyon (M, N veya %)
	Stoktan alınması gereken miktar (v)
	Çalışma (son) konsantrasyonu (M, N veya %)
	Hazırlanacak olan çözelti (çalışma çözeltisi) miktarı (v)
	1 Litre için; 0,32 M Sükroz                                                       Sükroz = 109,563 gr 10 mM Tris-HCl (pH=7,5)                                    Tris-HCl = 1,211 gr 5mM MgCl2                                                          MgCl2 =
	1 Litre için 0,075 M NaCl                                                        NaCl = 4,383 gr 0,025 M EDTA                                                      EDTA = 9,305 gr 1 litre için gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartılıp, son hacim 100
	1 Litre için 500 mM Tris baz                                                  Tris baz = 60,5 gr
	71
	20 mM EDTA                                                       EDTA = 7,44 gr 10 mM NaCl                                                          NaCl = 0,58 gr 1 litre için gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartılıp, son hacim 1000 ml olacak şeki
	20 ml için; 2 gr SDS tartılıp, üzerine bir miktar (20 ml’den az) saf su ilave edilip iyice çözdürüldü. Son hacim 20 ml olacak şekilde ayarlandı.
	100 ml için; 10 gr PK tartılır, üzerine bir miktar (100 ml’den az) saf su ilave edilip iyice çözdürüldü. Son hacim 100 ml olacak şekilde ayarlandı.
	1 litre için; 321.4 gr NaCI tartılıp, üzerine bir miktar (1000 ml’den az) bidistile su ilave edilip iyice çözdürülüp son hacim 1000 ml olacak şekilde ayarlandı.
	100 ml için; 70 ml etil alkol (absolut) ve 30 ml bidistile su ilave edildi.
	10 mM Tris-Cl (pH=8) 0,1 mM EDTA (pH=8) 1 litre için gereken malzemeler belirtilen oranlarda tartılıp, son hacim 1000 ml olacak şekilde bidistile su ile çözdürülüp otoklavlandı. pH = 8 olarak ayarlandı.
	72
	108 gr Tris baz ( 890 mM ) 55 gr borik asit ( 890 mM) 40 ml 0,5 M EDTA, pH 8.0 (20 mM) Bir miktar bidistile su içinde çözündükten sonra pH 8.0 olarak ayarlanıp solüsyon 1 litreye tamamlandı. 1 X TBE (1 litre için) 100 ml 10 X TBE stok solüsyonu 900 ml bid
	0,1 gr etidyum bromid 10 ml bidistile su içinde çözünüp ışık almayan bir cam şişe içinde buzdolabında muhafaza edildi.
	40 gr sükroz 0,25 gr bromfenol mavisi 100 ml olacak şekilde bidistile su içinde çözündü. Ependorf tüplerine paylaştırılarak buzdolabında muhafaza edildi.
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	görüldü. Şekil 4.1
	de örnek olarak bazı hastaların Pvu II enzimi kesim bantları gösterilmektedir.
	Xba I polimorfizminde ise allelinde Adeninden→Guanine (A →G)  nükleotit değişimi olan homozigot bireylerde (XX genotipli) 346 bç’lik tek bant, heterozigot bireylerde (Xx genotipli) 346, 195 ve 151 bç’lik üç bant, her iki allelinde değişim görülmeyen birey
	de örnek olarak bazı hastaların Xba I enzimi kesim bantları gösterilmektedir.
	46
	Şekil 4.3’de ise bazı kontrollerin Pvu II ve Xba I enzimleri kesim bantları gösterilmektedir.
	ESR1 polimorfizmlerinin hasta ve kontrollerdeki allel frekansları ve allel frekanslarının Hardy-Weinberg Eşitliğinden (HWE) çok fazla sapma göstermediği Çizelge 4.6’da görülmektedir. Ancak her iki polimorfizmde minor allel hasta ve kontroller arasında yer
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