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ONSOZz

Kemik kitlesinin siki genetik kontol altinda oldugu bilinmektedir. ikizler ve anne-kiz ¢iftleri
lizerinde yapilan ¢aligmalar kalittmin, hem kadinlarda hem de erkeklerdeki kemik yogunlugu
(dansite) degiskenliginin neredeyse %70’inden sorumlu oldugunu ' gostermektedir. Bunda rol
oynayan genlerin tanimlanmasi osteoporoz patogenezinin daha iyi anlagilmasina, bu hastalik igin
risk tagiyan bireylerin belirlenmesine ve daha rasyonel koruyucu ve tedavi edici y6ntemlerin
gelistirilmesine yardimc1 olacaktir. Bu aday genlerden birisi vitamin D resept6r geni olup bu genin
bulundugu lokustaki normal allelik varyasyonun, saglikli erigkin kadinlarda kemik yogunlugu
{izerindeki total genetik etkinin yaklagik %75’ini olusturdugu bildirilmistir. Erkeklerde optimal
zirve kemik kitlesinin uygun zamanda gergeklesen androjen sekresyonu ile iliskili olmasi ve
hipogonadizmin erkeklerde goriilen sekonder osteoporoz nedenleri arasinda yer almasi, idiyopatik
hipogonadotropik hipogonadizmli (IHH) erkeklerde de vitamin D reseptor allellerinin kemik
yogunlugundaki varyasyon iizerinde etkili olabilecegini diigtindiirmektedir.
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. GIRIS

1948 yilinda Allbright ve Reifenstein’in androjen eksikliginin osteoporoza yol agtigi ve
androjen replasmanimin kalsiyum dengesini diizelttigi hipotezini ortaya atmalarindan yillar sonra
kemik hiicrelerinde androjen reseptorleri, androjen metabolizmasi ve androjenik etkilerinin varhig
gosterilmistir (4,5,8,37,42,44,50). Optimal zirve kemik kitlesinin uygun zamanda ve yeterli
miktarda sekrete edilen androjenler ile iligkili oldugu diisiiniilmekle birlikte (52), erkeklerde zirve
kemik kitlesine (geng eriskin déneminde ulasilan kemik kitlesi diizeyi), erisimin kadinlarda oldugu
gibi. genetik faktorlerin etkisi altinda oldugu kabul edilmektedir (41). Erkek iskeletinin farkl
boélgelerinde yapilan Olgiimler neticesi kalitimin etkisinin % 40 ile % 83 arasinda degistigi
gosterilmigtir (34).

Hipogonadal erkeklerde kemik yogunlugu diigiiktiir (6,19,22,23,27,48,49,56). Bu erkeklerde
eger hipogonadizm zirve kemik Kkitlesine erigilmeden 6nce mevcut ise, hem kortikal hem de
trabekiiler kemik yogunlugu azalmaktadir (16). Buna kargin, Klinefelter sendrom’lu hastalarda,
muhtemelen bunlarda gorillen farkli derecedeki hipogonadizme ya da mevcut kromozomal
an:armaliige bagh olarak, sadece kortikal kemik yogunlugunda disiikliikk s6z konusudur (56).
Diisiik kortikal kemik yogunlugunu puberte sonrasinda androjen replasmam ile diizeltmek hem bu
grup hastalarda hem de hipogonadotropik hipogonadizmli hastalarda olduk¢a zordur (16,56). Bu
da, kortikal zirve kemik Kkitlesi i¢in pubertenin belirleyici oldugunu gostermektedir.
Hipogonadizmin zirve kemik kitlesine ulasildiktan sonra ortaya g¢iktii durumlarda ise (yasl
erkeklerde oldugu gibi) kemik dodngiisii (turnover) artmakta ve trabekiiler yogunluk azalmaktadir
(22,49). Kortikal kemiklerde ne oldugu ise heniiz agik degildir.

Vitamin D’nin kemik ve kalsiyum homeostazinin potent bir regiilatorii olmasi ve aktif
metaboliti olan Kalsitriyol’lin olduk¢a spesifik bir reseptér olan vitamin D reseptérii aracilif ile
etki etmesi, arastirmacilarin dikkatini vitamin D reseptor lokusunda (VDR) bulunan allelik
veryasyonlar iizerine ¢ekmis ve bu gendeki polimorfizmin kemik dongiisii ve kemik
yogunlugundaki degisiklikler lizerinde rolii olabilecegi ileri stirlilmistir (38,39). Vitamin D
reseptér geninin hangi molekiiler mekanizmalarla kemik yogunlugunu regiile ettii kesin
olmamakla birlikte, bu genin 3’-UTR (untranslated region [translasyona ugramayan bolge])’deki
allelik farkliliklarin mRNA diizeylerini ya da transkripsiyonel regiilasyonu degistirebilecegi
diisiiniilmektedir (38,53). Bir diger olasi agiklama ise, vitamin D resept6r genotipi, kalsiyum

emilimi ve diyetteki kalsiyum diizeyi arasinda 6nemli etkilesimlerin olabilecegidir (45). Bu goriisii
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destekler sekilde, belirli genotiplere sahip postmenapozal kadinlarin diigiik kalsiyum alimina
kalsiyum emilim diizeyini arttirarak adapte olabildikleri gésterilmistir (12). Teorik olarak, vitamin
D reseptér genindeki allelik varyasyon reseptér sayisinda, reseptoriin kalsitriyolii baglama
yeteneginde ya da ligand-resept6r kompleksinin DNA’ya baglanmasinda degisiklige yol agabilir.
Bu degisikliklerin her biri kalsitriyoliin etkinligini azaltarak osteoporoza zemin hazirlayabilir (45).

Erkeklerde osteoporozun ve osteoporotik kemik kirklarinin giderek 6nem kazanmas: ile
birlikte VDR genotipleri ile kemik yogunlugu arasinda kadinlarda gosterilen iligkinin erkeklerde
de bulunup bulunmadigi degisik yaslardaki saglikli ya da osteoporotik erkek gruplar iizerinde
arastinlmagstir (15,18,24). Ancak, IHH’li erkeklerde VDR genotipi ile kemik mineral yogunlugu
arasindaki iliski arastinlmamistir. Biz bu ¢alismamizda IHH’li erkeklerde kemik mineral
yogunlugu (bone mineral density, BMD) ve vitamin D reseptér gen lokusundaki polimorfizm
arasindaki iligkiyi aragtirdik.



Il. GENEL BILGILER
A. VITAMIND

1.Vitamin D Homeostazi

Vitamin D kompleks etkilere ve sentez mekanizmasina sahip bir hormon olup kemik ve
kalsiyum homeostaz1 yaninda birgok hedef dokuda hiicresel diferansiyasyon ve replikasyonunun
potent bir regiilatoriidiir (39). Ciltte, ultraviyole radyasyonun etkisi altinda, endojen kaynakh 7-
dehidrokolesterol ve bitkisel kaynakli ergokalsiferol (ergosterol, vitamin D,)’den kolekalsiferol
(vitamin D 3) sentezi gergeklesir. Tam biyolojik aktivite i¢in iki ardigik hidroksilasyon gereklidir:
Birincisi karacigerde — 25-hidroksikolekalsiferol — ikincisi de bobrekte olan bu modifikasyonlar
neticesi vitamin D’nin en potent biyolojik metaboliti olan 1,25-dihidroksikolekalsiferol
(1,25[OH],D;, kalsitriyol) sentezlenmis olur. Vitamin D’nin esas etkisi intestinal mukozadan
kalsiyum (kasiyum baglayici protein sentezini arttirarak) ve fosfat emilimini hizlandirmaktir,
Ayrica glomeriiler filtrattaki kalsiyum ve fosfatin geri emilimini de kolaylagtirir (51).

Kalsitriyol hem PTH sekresyonu hem de paratiroid hiicre proliferasyonunun en Gnemli
regiilatorii olup PTH ile birlikte kalsiyum, fosfat ve magnezyum dengesi yaninda kemigin normal
mineralizasyonu ve biitiinliigiinden sorumludur (35,40).

2. Vitamin D Reseptorii

‘Vitamin D reseptorii, ligandi olan kalsitriyoliin etkisine, hormon-sensitif genlerin
ekspresyonunu kontrol ederek araci olur. Bu reseptor proteinlerin 50-60 kDa’luk intraselliiler
polipeptidler oldugu ve kalsitriyolii spesifik olarak baglayarak gesitli biyolojik etkilere yol agmak
{izere hedef hiicrenin niikleusu ile etkilestikleri gosterilmistir. Insan vitamin D reseptér cDNA
(complementary DNA)’sinin niikleotid dizilimi 4605 bp (baz ¢ifti, base pair) uzunlugunda olup
klonlanmis resept6r molekiilii steroid ve tiroid hormon reseptorlerince tanimlanan transkripsiyonel
regiilator faktérler siiperfamilyasina aittir. Dokuz ekzona sahip ¢cDNA molekiiliiniin 5°-UTR
bolgesinde 115 bp, 3’-UTR bolgesinde ise 3209 bp bulunmaktadir ve vitamin D reseptdr gen
lokusu (VDR) 12q14’te yerlesmistir (1).

DNA'’ya baglanan kismi (domain) sistein, lizi1 ve arjinin’den oldukg¢a zengin olan ve tiroid
hormon reseptoriine daha fazla benzeyen bu reseptérler hipofiz, pankreas, paratiroidler, gonadlar
ve plasentada da bulunmaktadir (1,26). Bunlarin hangi mekanizmalar ile gen ekspresyonunun
regiilasyonuna aracihik ettikleri ise bir ¢ok arastirmaya konu olmustur. Omegin, ligand-reseptor

kompleksi DNA iizerindeki spesifik bolgelere (vitamin D response elements) baglanarak PTH gen
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ekspresyonunu inhibe eder (13). Bu noktadan hareketle reseptér disfonksiyonun hem primer hem
de sekonder hiperparatiroidizm patogenezinde rol aldig: ileri siriilmiistiir. Benzer sekilde,
resept6rii kodlayan gendeki mutasyonlar vitamin D’ye rezistan rasitizme yol agmaktadir. Vitamin
D reseptorii osteokalsin (kemikte en fazla bulunan non-kollajen protein) geninin en potent
regiilat6rii olup bu genin promoter’inda (mRNA’nin baglandig1 bélge) yer alan spesifik response
elementler ile etkileserek geni aktive ettigi, dolayis1 ile kalsitriyolin osteokalsin sentezini

indiikledigi gosterilmistir (39).

B. ERKEK HIPOGONADIZMi

Erkek hipogonadizmi testis tarafindan yapilan testosteron sentezinin ve spermatozoa
{iretiminin ya da her ikisinin yetersizligi olarak tanimlanir. Baghca primer ve sekonder olarak kiye
ayrilir. Testikiiler yetmezlik primer hipogonadizm (hipergonadotropik hipogonadizm) olarak
adlandirilirken, hipotalamik ya da hipofizer yetmezlik ise sekonder hipogonadizm
(hipogonadotropik hipogonadizm) olarak adlandrlir.

Primer hipogonadizmde, Leydig hiicrelerinden testosteron {iretimi, seminifer tubuluslardan
sperm iiretimi ya da her ikisini birden etkileyen testikiiler bir defekt vardir. Azalmis testosteron
diizeyi ve sperm iiretimi primer hipogonadizmi akla getirir ve yliksek gonadotropin diizeyleri
tamy1 kuvvetlendirir. Sekonder hipogonadizmde ise hipotalamusta (siklikla) veya hipofizde bir
patoloji vardir ve her iki durumda da gonadotropinlerin yetersiz salimmi s6z konusudur.
Testosteron diizeyi ve sperm iiretimi azalmis olmakla birlikte gonadotropin diizeyleri de diistiktiir.
Primer ve sekonder hipogonadizm arasindaki en belirgin fark gonadotropinler veya GnRH
replasmani ile sekonder hipogonadizmde spermatogenezin siklikla saglanabilmesidir. Erkek
hipogonadizminin etiyolojik simiflandirmas: asagida gosterilmigtir (43,54).

1. Primer hipogonadizm

a) Klinefelter sendromu (47 XXY, seminifer tubuli disgenezi)

b) Diger kromozomal anomaliler (XX erkek, XY/XXY ve XX/XXY mozaisizm, XXXY,

XXXXY, XXYY, XYY)

c) Bilateral anorsi

d) Noonan sendromu

¢) Kriptorsidizm (inmemis testis)

f) Eriskin leydig hiicre yetersizligi (travma, enfeksiyon, ilaglar ve radyasyon)

2. Sekonder hipogonadizm



a) Panhipopituitarizm
b) Izole LH yetersizligi (fertil 6niik sendromu)
¢) LH ve FSH yetersizligi

e Prader-Willi sendromu

e Laurance-Moon-Biedl sendromu

o Serebellar ataksi

e Biyolojik inaktif LH

d) LH ve/veya FSH rezistansi
¢) GnRH eksikligi
¢ Kallmann sendromu
e Idyopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH)
3. Androjen rezistansi
a) Komplet androjen rezistans (testikiiler feminizasyon)
b) Inkomplet androjen rezistansi
e TipI : Reifenstein sendromu
o Tip II : 5-alfa-rediiktaz eksikligi
4. Kombine hipogonadizm
a) Yashilik
b) Siroz

¢) Orak hiicreli anemi

C. ERKEKTE OSTEOPOROZ

Her ne kadar osteoporozun bir kadin hastalif1 oldugu inanci yaygin olsa da, osteoporoz
epidemiyolojisi ile ilgili ilk ¢aligmalarda, kadinlarda goriilen klasik olarak yasa bagli kirik artiginin
erkekler i¢in de s6z konusu oldugu dikkati gekmektedir. Ancak, erkekte osteoporoz probleminin
onemli bir halk saglig1 problemi oldugu heniiz 1990’11 yillarda fark edilmistir (41).

Erkeklerde de, kadinlarda oldugu gibi, kemik kitlesinde adolesan dénemde dramatik bir artig
meydana gelir. Ancak pubertenin kronolojik baslangici kizlardan daha ge¢ oldugundan zirve
kemik kitlesine erisim daha sonra tamamlanir. Cinsiyetin erigkin kemik kitlesi iizerindeki en
belirgin etkisi kemik yogunlugundan daha ¢ok kemik boyutlarindadir. Omegin, radiyal genislik ve

kortikal kalinlik erkeklerde belirgin olarak fazladir; ayn1 durum vertebralarin kesit alani i¢in de s6z



konusudur (2,21). Sonugta, total viicut kemik mineral miktar1 erkeklerde daha fazla olmakla
birlikte (geng erkeklerde 3100-3500g, geng kadinlarda 2300-2700g) maksimum mineral yogunlugu
sanildig1 gibi erkeklerde fazla olmayip aslinda bunun kullanilan 6lgiim metodlardan kaynaklanan
bir artefakt oldugu kabul edilmektedir (41).

Erkeklerde zirve kemik kitlesine erisim kadinlarda oldugu gibi genetik faktorlerin etkisi
altindadir ve kalitimin roliiniin %40 ila 83 arasinda degistigi (iskeletin farkli bélgelerinde) tahmin
edilmektedir (34). Ancak, yaslanma ile birlikte olan kayip kalitimdan bagimsizdir.

Erkek osteoporozu oldukga heterojen bir kavram olup degisik etiyoloji ve klinik
prezentasyonlar1 kapsar. Erkeklerde diisiik kemik kitlesi ile birlikte olan durumlarin baslicalan
asagida gosterilmis olup en Onemlileri glukokortikoid fazlahigi, hipogonadizm, alkolizm,
gastrektomi ve diger gastrointestinal bozukluklar ve hiperkalsitiridir (41).

I. Primer

e Senil
e Idiyopatik
II. Sekonder
¢ Hipogonadizm
e Glukokortikoid fazlalig
e Alkolizm
e QGastrointestinal bozukluklar
e Hiperkalsiiiri
e Sigara aligkanli1
e Antikonviilzanlar
o Tirotoksikoz
e Iimmobilizasyon
e Osteogenesis imperfekta
e Homosistiniiri
¢ Sistemik mastositozis
o Neoplastik hastaliklar
o Romatoid artrit



1. Hipogonadizme bagh osteoporoz

Kemik metabolizmasinin regiilasyonunda seks steroidlerinin rolii olduk¢a 6nemlidir.
Menapozun osteoporoz konusundaki Oneminin dikkatleri Ostrojenin rolii {izerine ¢ekmesinden
sonra androjenlerin kemik yeniden yapilanmasi (remodeling) fizerindeki hiicresel etkilerine ait
bilgiler osteoblastik hiicrelerde fizyolojik olarak anlamli konsantrasyonda androjen reseptdriiniin
gOsterilmesi ile artmaya baslamugtir (9,31). Androjenler proliferasyon, biiylime faktorii ve sitokin
salintm, ayrica kemik matrix proteini (kollajen, osteokalsin, osteopontin) iretimi gibi baz1
osteobastik fonksiyonlan etkilemektedir (30). Kemik rezorpsiyonu iizerinde 6strojenlerin inhibe
edici etkileri daha iyi bilinmekle beraber, kemik iligi stromal hiicrelerinde ve osteoklast benzeri
multi-niikleer hiicrelerde androjen reseptorlerinin bulundugunun gésterilmesi androjenlerin kemik
rezorpsiyonunu direkt olarak inhibe edebilecegini diistindtirmektedir (52).

Osteoblast benzeri hiicrelerin androjenleri Ostrojenlere aromatize edebilmeleri, ayrica insan
osteoblastlarinda 5-alfa-rediiktaz aktivitesinin saptanmasi, androjenlerin kemik homeostazim1 hem
androjen reseptorleri (testosteron veya S-alfa-dihidrotestosteron) hem de &strojen reseptorleri
aracihifi ile etkileyebilecegine isaret etmektedir (50,52).

Erkeklerde hem prepubertal hem de postpubertal hipogonadizmin osteoporoz i¢in bagimsiz
bir risk faktorii oldugu kabul edilmekle birlikte, artmig osteoporoz riski ile iligkili olan bir esik
serbest testosteron diizevinin bulunup bulunmadig: tartigmalidir (41,52). Ayrica, eriskin 6gonad
erkeklerde serum  testosteron konsantrasyonlari kemik yogunlugu ile korelasyon
gostermemektedir. Her ne kadar yash erkeklerde serbest testosteron diizeyleri ile kemik dansitesi
arasinda zayif bir korelasyon bulunmugsa da bu durum diger ¢alismalarda dogrulanmamugtir (52).
Ancak, vertebral kirik ve osteoporoz nedeniyle incelenen erigkin erkeklerin %5 ila 33’{inde
hipogonadizmin bulunmasi, yasgh erkeklerde kalga kiriklarina hipogonadizm varlhifinda belirgin
olarak daha sik rastlanmasi, androjenlerin kemik kitlesinin idamesinde gerekli oldugunu
gostermektedir (41).Yash erkeklerde hipogonadizme daha sik rastlanmakla birlikte, ki bunlarin
cogunda androjen eksikligi hafif diizeydedir, diisiik fiziksel aktivite ve viicut kitlesinde azalma gibi
sik eslik eden faktérler de bulundugundan, osteoporoz ve artmis osteoporotik kirik riskini sadece
hipogonadizme baglamak miimkiin goriinmemektedir (52).

Adolesans ile beraber hem trabekiiler hem de kortikal kemikteki artig her iki cinste de
gonadal olgunlagma ile yaku iligkilidir. Pubertal erkek g¢ocuklarda androjen sekresyonunda
meydana gelen artis hem epifiz alanlarinda trabekiiler kemik olusumunu arttirir hem de periosteal

ve endosteal biiyiime yoluyla kortikal kahnhgin artmasim tesvik eder (41). Iskelet geligim hizi

7

T.C. YOKSEEGERETIM KURULI
DOKUMANTASYON MERKEZE



lizerinde adrenarjin bir etkisi olup olmadig: ise bilinmemektedir. Anormal bir puberte gecirmis
erkeklerde (Klinefelter sendromu, IHH, Kallmann sendromu gibi) diisiik kemik dansitesi soz
konusudur (17,23,27). Bu grup hastalarda primer anormallik pubertal dénemde zirve kemik
kitlesine erismedeki yetersizliktir (17). Konstitlisyonel gecikmis pubertenin dahi kemik
dansitesinde kalic1 azalmalar ile birlikte olmasi optimal zirve kemik Kkitlesi igin zamanlamasi
uygun androjen sekresyonunun ne kadar 6nemli oldugunu géstermektedir (41).

2, Tedavi

Hipogonad adolesanlarda gonadal fonksiyonlar1 restore etmek amaciyla uygulanan
tedavilerin kemik yogunlugu iizerindeki etkinlifi kesin olarak bilinmemektedir. Yas ve
hipogonadizmin ortaya g¢ikisindan itibaren gegen siire gibi faktorlerin de ne gibi rolii oldugu
kesinlik kazanmamustir (41). Kritik pubertal donem gectikten sonra uygulanan androjen
replasmaninin sadece Klinefelter sendrom’lu hastalarda degil, hipogonadotropik hipogonadizmli
hastalarda da azalmis kortikal kemik dansitesini diizeltmede beklenen sonuglarn vermedigi
gosterilmistir (16,52,56). 16 yil siire ile konvansiyonel ya da transdermal testosteron replasman
tedavisi uygulanan relatif olarak genis bir hipogonad hasta grubunda yapilan bir galismada,
onceden tedavi gormemis diisiik kemik dansiteli hastalarda, kemik dansitesindeki en fazla artisin
tedavinin ilk yilinda gerceklestigi; ayrica, uzun dénem tedavi ile kemik dansitesinin normal
sinirlara ¢ikartilabilecegi ve transdermal yolun enjeksiyon kadar etkili oldugu bildirilmistir (3).
Bir grup IHH’li hastada yapilan diger bir ¢aligmada ise testosteron diizeyleri tedavi ile normal
sinirlara gikartilan hastalarda kemik turnover’ini ve kemik dansitesini normale getirebilmek i¢in
hCG dozunun arttirilmasi gerektigi vurgulanmistir(25).

Adolesan veya eriskin yasa ulasmuis hipogonad erkeklerde hipogonadizme bagh kemik
hastaliimi tedavi etmeye yonelik diger yontemler (egzersiz, kalsiyum alimimi arttirma,
bifosfonatlar, kalsitonin, florid gibi) konusunda ise heniiz yeterli bilgi yoktur (41).

D. Restriksiyon Fragmani Boyunca Olan Polimorfizm (RFLP) Analizi
1960’1 yillarda DNA’y1 belirli niikleotid sekanslarinda kesebilen enzimlerin kesfi gen
teknolojisinin ilerlemesinde bir déniim noktasi olmus ve bu bulus 1978 yilinda Cenevre
Universitesi’nden biyokimyact Werner Arber ve arkadaglarina Nobel odiilti kazandirmigtir.
“Restriksiyon endoniikleazlar” ya da “restriksiyon enzimleri” ad1 verilen bu enzimler bakterilerde
yaygin olarak mevcuttur ve virus DNA’larimi adeta bir makas gibi keserek hiicrenin kendi

genomunu viruslardan korurlar. Bugiine kadar farkli bakteri tiirlerinden yiizlerce degisik
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restriksiyon enzimi izole edilmistir ve bunlarin herbiri kendisine 6zgii hedef sekansi (genellikle 4-7
bazlik palindromik bir sekanstir) tamyarak o noktadan veya hemen yakinindan DNA’y1 keser.
Yakin zamana kadar farkli canlilara ait genomlarin restriksiyon haritalarinin ¢ikarilmasinda
kullanilan bu enzimlerin giintimiizde esas kullamm alam rekombinant DNA teknolojisi olup bazi
kalitsal hastaliklarin teghisinde de yararlanilmaktadir (36).

Farkli bireylerden elde edilen DNA’lar tizerinde yapilan analizler dikkat ¢ekici herhangi bir
fenotipik etkiye neden olmayan g¢ok miktarda sekans (niikleotid dizilimi) farklilif1 bulundugunu
gostermistir. Iste bdyle sessiz bir degisikligin herhangi bir populasyonda sik gdriilmesine
“polimorfizm” ad1 verilir. Fenotipe yansimamalar, bu farkliliklarin ¢ogu zaman genler arasinda,
intronlar (ekspresse olmayan sekanslar) arasinda, intronlar iginde ya da tekrarlayici sekanslar
icinde yer almalari, hatta kod dejenerasyonu (aym1 amino asidin birden fazla kod ile transkribe
olabilmesi) ile agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Genomun herhangi bir bdolgesinin restriksiyon
haritasinda farkliliga yol agan bu sekans degisikligine “restriksiyon fragmam boyunca olan
polimorfizm (RFLP) adi verilir ve bunlar gergek allelik varyasyonlardir. Ashinda iki birey
arasindaki polimorfizmin derecesi etnik kdkenlere dayanmaktadir. Buna karsin, aym toplum iginde
dahi, belirli bir geni i¢ine alan restriksiyon bolgesinde varyasyon olmasi1 miimkiindiir (11,36,55).

RFLP analizi, temel olarak, belirli bir DNA segmentini bir veya birden ¢ok kesim enzimi ile
muamele ederek ortaya ¢ikan fragmanlarin Southern blot yontemi ile izole edilmesi
(hibridizasyon) veya polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile 6nceden amplifiye edilmis bir hedef
DNA segmentinin kesim enzimleri ile inkiibasyonu neticesi ortaya ¢ikan degisik uzunluktaki
fragmanlarin jel elektroforez yontemi ile birbirinden ayrilmas: prensibine dayanr.

Eger genetik bir hastaliktan sorumlu olan bir genle yakin baglantih bir polimorfizm
saptanirsa bu prenatal teshis amaciyla kullamilabilir. RFLP analizi, kromozomal yerlesimi bilinen
fakat sorumlu genin (dolayst ile kodladig: proteinin) hentiz tammlanamadig hastaliklarin prenatal
teshisinde halen mevcut tek yontemdir. Ornegin, Huntington hastalifina yol agan otozomal
dominant genin 4. kromozomun kisa kolunun u¢ kismina lokalize olmug bir RFLP bolgesi ile
baglantili oldugu belirlenmistir. Erigkin polikistik bobrek hastalif: da bu gruba &rnek verilebilir.

Sorumlu genin bilindigi bazi hastaliklarda da RFLP analizinden prenatal teshiste
yararlamilmaktadir. Omnegin, otozomal resessif bir hastalik olan ve beta-globin genindeki tek bir
niikleotidin degismesi (T yerine A) ile karakterize orak hiicreli anemide bu mutasyon Mstll
restriksiyon enziminin kesim noktasini ortadan kaldirir. Amniyotik s1vi érneginden yapilan RFLP
analizi ile bu kesim noktasimin kayboldugunun saptanmasi teshis igin yeterlidir (36,55).
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lll. GEREC VE YONTEM

HASTALAR

Bu ¢alismaya IHH tamsi almis ve daha 6nce hi¢ tedavi gérmemis 27 erkek hasta (ortalama
yas 21.48+2.22 yil) alindi. Hastalara yag ve viicut kitle indeksi (BMI, kg/m?) olarak uyumlu 25
saglikli erkek (ortalama yas 21.56+1.78 yil) ise kontrol grubuna alindi. Kontrol grubundakilerin
hepsinde spontan puberte olusmustu; klinik goriintimleri, fizik muayene bulgulan ve hormon
profilleri normal sinirlarda olup hig birinde osteopeni ya da osteoporozu diisiindiirecek radyolojik
bulgu yoktu.

IHH tanis1 su kriterlere gore konuldu: 1) Kronolojik olarak 18 yasin iizerinde olmasi, 2)
Hipogonadizmin klinik belirti ve bulgularinin varlifi, 3) Serbest testosteron diizeylerinin diisiik
olmasi, 4) LH ve FSH diizeylerinin normal veya normalin altinda olmasi, 5) GnRH stimiilasyon
testinde gonadotropin diizeylerinde beklenen cevabin olmasi, 6) Kompiiterize tomografi ya da
manyetik rezonans goriintiileme ile hipotalamus ve hipofizde radyolojik bulgularin normal olmas:,
ve 7) Anozmi ya da hipozmi anamnezinin bulunmamasi.

Calismaya katilan biitiin bireylere aragtrmanin amaci ve yapilacak islemler hakkinda
ayrintili bilgi verilerek goniillii olarak katildiklarina dair imzali onay alindi. Kronik hastali:
olanlar, son alt1 ay iginde herhangi bir ilag, vitamin veya kalsiyum preparati alanlar ¢aligma digiria

¢ikarldi.

DNA ANALIZi
Genomik DNA periferik 16kositlerden Yen ve ark. tarafindan daha Once tarif edilen

yontemde su modifikasyonlar yapilarak hazirlandi (57). 200 pL tam kan &rnegi, iki kez 500 pL TE
tampon (20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH: 8.0) ile 13000 rpm’de bir dk santrifiij edilerek
yikandi. Siipernatant atildiktan sonra yikanmg 16kositler 400 pL eritici tampon (TE tampon i¢inde
100 pg/mL proteinaz K, % 1°lik sodyum dedosil siilfat ve 0.1 M NaCl bulunan) ile kangtirildi ve
56 °C’de bir saat siireyle inkiibe edildi. Karistm daha sonra 2500 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek
sﬁpemaﬁnt ayrilip buna 1:1’lik fenol/kloroform karigimi ilave edildi. 2500 rpm’de 2 dk tekrar
santrifiij edilip siv1 faz toplandiktan sonra iizerine 800 pL %100 soguk etanol eklendi. A¢i13a
¢ikan kromatin yumagi 500 uL %70’lik etanol ile yikandi. Izole edilen DNA 100 pL steril distile

su i¢inde ¢6ziildi.
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Vitamin D reseptor gen lokusundaki (VDR) ti¢ RFLP’nin genotipi, PCR amplifikasyonunu
takiben tirtinlerin Bsml, Apal ve Taql enzimlerince kesilmesi ile belirlendi. Genin 7. ekzonu ile 3°-
UTR’si arasinda yer alan kesim noktalart Bsml, Apal ve Taql i¢in sirastyla intron 8, intron 9 ve
ekzon 9°da (ATT yerine ATC, izolsin i¢in sinonim kod degisikligi) bulunmakta idi (C,J). Bsml
bolgesi i¢in kullanilan forward primer 5’-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’,
reverse primer ise 5’-AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3’ idi. Apal ve Taql bolgeleri igin
kullamlan forward primer Bsml igin kullamlan ile aym olup reverse primer ise 5°-
CACTTCCGAGCACAAGGGGCGTTA-3’ idi (C,R).

PCR amplifikasyonu su sekilde yapildi: 1 pg DNA, iginde 10 pL 10X tampon, 2.5 iinite Taq
polimeraz, 1.5 mM MgCl12, 200 mM dNTP ve F- ve R-primerden 100°er pmol bulunan reaksiyon
kanigimina ilave edildi. Thermal cycler (MJ Laboratories Inc., USA) i¢in PCR protokolii; 94 0Cde
45 sn denatiirasyon, 65 %C’de 45 sn annealing (hibridizasyon) ve 72 %C’de 90 sn polimerizasyon
(3% cycle) idi. Daha sonra 2000 ve 825 bp’lik PCR tirtinleri kesim enzimleri ile inkiibe edilerek
kesilen DNA fragmanlar1 %2’ lik agaroz jel iginde elektroforez ile ayrldi.

Bsml, Apal ve Tagl i¢in kargilik gelen genotipler sirasiyla B, A, T (restriksiyon bolgesi yok)
veya b, a, t (restriksiyon bolgesi var) seklinde gosterildi (38) [Bsml ve Apal enzimleri hedef
sekansta degisiklik varsa keserken Taql enzimi degisiklik yoksa kesmektedir. Buna gore, Bsml ve
Apal icin normal bireyler sirasiyla BB ve AA, homozigot mutantlar ise bb ve aa geklinde; Taql

i¢in normal birey tt, homozigot mutant ise TT seklinde gosterilmistir].

HORMON OLGUMLERI

Serum FSH, LH ve serbest testosteron diizeyleri Niikleer Tip A.D. RIA laboratuarinda
kemiliiminesans yontemi ile &lgtildii. Olgiimler i¢in FSH ve LH (Chiron/Diagnostics, Halstead,
Essex, C09 2DX, UK) ve serbest testosteron (Diagnostic Systems Laboratories Inc. Webster, TX,
USA) kitleri kullamldi. Hormonlarin normal degerleri; FSH igin <15 mIU/mL, LH i¢in <15
mlIU/mL, serbest testosteron i¢in ise 8-55 pg/mL idi.

KEMiK MiNERAL DANSITESI (BMD) OLGUMU

Kemik mineral dansitesi (g/cm?) DEXA (dual energy X-ray absorbtiometry) yontemi ile L2-
L4 arasinda 6l¢iildi. BMD olgiimil i¢in Norland XR 36-WBL (Norland Inc., USA) cihazi
kullamldi. BMD diizeyleri t-skoru (gen¢ normal erkeklerdeki ortalamanin ﬁzerinde ve altindaki
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standart sapma {initesinin sayis1) olarak da belirtildi. T-skoru < -2.5 osteoporotik, -2.5 ila -1 arasi

osteopenik, >-1 ise normal olarak kabul edildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tiim sonuglar ortalama (mean) + standart sapma (standart deviation, SD) olarak verildi.
Genotip alt gruplari gibi birden fazla grubun degerlerinin kargilastinlmasinda Kruskal-Wallis testi,
anlamli fark edilen durumlarda ise post-hoc degerlendirmeler igin Mann-Whitney U testi
kullamldi. Allel sikligi gibi isimsel degerlerin goriilme sikliklarinin gruplar arasinda
karsilagtirilmasi igin ¢ok gdzlii ki-kare testinden yararlanildi. Genotip ile BMD arasindaki iliski
lineer regresyon analizi ile arastirildi. Istatistiksel hesaplamalar paket istatistik yazilimi (SPSS 7.5,
SPSS Inc., USA) kullanilarak yapildi ve p<0.05 anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Bsml, Apal ve Taql i¢in karsilik gelen genotipler sirasiyla B, A, T (restriksiyon bdlgesi yok)
veya b, a, t (restriksiyon bolgesi var) seklinde gosterildi. Bsml ve Apal hedef sekansta degisiklik
varsa keserken Taql degisiklik yoksa kesmektedir. Buna gére Bsml ve Apal i¢cin BB ve AA
genotipleri normal, bb ve aa genotipleri homozigot, Bb ve Aa genotipleri ise heterozigot bireyleri
gostermektedir. Taql i¢in karsilik gelen genotipler ise sirasiyla tt, TT ve Tt seklinde gosterilmistir.

Hipogonad olgularin laboratuar bulgulari ve genotipleri Tablo I’de verilmistir. Ortalama
degerleri BMI i¢in 21.74£3.33 kg/m’, serbest testosteron (ST) igin 2.67+1.58 pg/mL, FSH igin
0.7240.26 mIU/mL, LH i¢in 1.18+0.98 mIU/mL, t-skoru i¢in -3.45+1.68, BMD igin 0.77+0.14
g/cm” idi. T-skoruna gore, 4 hasta (%14.8) normal, 3 hasta (%11.1) osteopenik, 20 hasta (%74.1)

ise osteoporotik idi.

13



S1

YL'0FLL'0 | 89°LFSY'E- | 86°0F8L°L [ 92°0F2L0 | 8Y9LFLI9C | €L€FPLLVT | ZZ'2F8Y'LT
jedavq 1L ag ey 9180 88'tL- (4 ¥'0 14 ¥'eC 8l X4
jeq/lvd 1L ag ey ¥€8'0 8.'L- z'0 6'l } 9'eg T4 9c
1Bq/1vq 1l qaq ey zel'l ge'o G'l 6'0 6'C 6'€C 0¢ 14
1eqnvq 1L qg ey €L0°L 16'0- L'c 8'¢ %4 z'eT 0¢ ¥Z
jed B g4 vv 81,0 vZ'v- 8'C LT € Z've 0¢c €2
va/Lvd 1L ag v ¥89'0 20'v- L'0 L' o'l 7'l |14 [44
jed ! gd v G50 18'c- 9'0 G'0 6'L 1'02 144 I
leqavag 1L ag ey 2180 96'c- (Al €'0 L'0 G'ze 0c 0C
1eq/1vq 1l qq ey 820 96'¢- ¥'0 €'0 (A4 £'0¢ 0¢ 6l
1ed/1va 1Ll qq ey zLL'o 8Lt L'0 L'0 L'} ¥'61 14 8l
lvd 1L a4 vvY [47X") 9g'e- L'0 6'0 A4 (414 ¥e Ll
leg 3 g4 v #0S°0 €9'0- L'0 €'0 L'l €'L1 ¥4 ol
J1ea/ivd 1L qaq ey S¥8°0 ¥8'c- L'0 €0 v’ 6'€C 1C Gl
jedqavq B qq ey 8520 8'c- z'0 €0 [4 6'Ge 0c 142
1edavq L ag ey 18'0 £€'C- I L'0 z'e 1'6¢ €¢ €l
1eq 1l qq ee 6¥8'0 6.'C- L'0 G'0 L' z'eT 6¢ [4°
jed ] ad Vv zio'l 16'0- L'0 €0 A4 L'€C 1Z L
Wwa/Lvd 1L qd W G890 19'v- L'o €0 ¥'0 L'0g \Z 0
jeqavq 1L ad ey #85°0 €.'G- L'0 €0 €0 L'8l 0c 6
1eqavq 3 qaq ey ¥29'0 62'G- 8'l 8'C 6'l 6'ce |14 8
1eq 1l qq ee 6v.L0 6'c- 8'y 9'g ¥'9 L'l 0c L
vd ] a4 Vv 1.0 19'¢- L'0 3 L'l L'ol X4 9
1eq 1l qq ee €50°L 25'0- z'0 €'0 o'l r'ee [44 S
ve ] g4 vv 65'0 89'G- v'l 8'0 8'C L'61 14 14
lvd 1Ll aq vv 269'0 851~ €'l 6'l 6'c 122 0c £
1Bq 1l qaq ee Zrl'o 26'¢c- 9't €' 'y €'eZ ¥Z [4
vd B ag vV 19'0 ZL's- (A €0 9'l L'l 0C 1
dnoyd be ws ed (;wo/B) 103S uyniw) | (u/niw) :%HHMMMW (,w/By) (k) Se ell
RBojdeH 1 | twsg | | edy ansg a91- 71 H1 HS4 rsaare L | Gu/dy)Iag [ (1 A S

M3 1dILON3O IA NVINDTING ¥Y/N1LVHOEVY1 NIMVINDT10

- DOdIH 1 019vY L




Kontrol grubunun laboratuar bulgularn ve genotipleri ise Tablo II’de verilmistir. Ortanca
degerleri BMI igin 22.37+1.44 kg/m?, ST igin 23.9446.22 pg/mL, FSH igin 2.44+1.15 mIU/mL,
LH i¢in 2.4010.95 idi.

TABLO II: KONTROL GRUBUNUN LABORATUAR BULGULARI VE GENOTIPLERI

BMI FSH LH
Sira | Yas (yif) (kg /m?) ST (pg/mL) (miU/mL) | (miU/mL) Apal | Bsml | Taql
1 19 18.8 14.8 0.6 0.4 aa bb TT
2 20 224 25.5 1.2 0.8 Aa bb TT
3 23 23.5 17.9 3.6 2.7 AA Bb Tt
4 21 19.1 12.1 0.8 3.8 Aa Bb Tt
5 23 22.9 36.3 2.3 3.3 Aa Bb Tt
6 22 23.1 15.8 1.7 0.7 AA Bb Tt
7 21 22.4 314 6.7 0.3 AA BB tt
8 21 23.2 29.7 3.1 2.1 AA BB tt
9 23 22 45.6 3.3 0.5 Aa bb TT
10 23 22.8 17.2 1.2 3.3 aa bb TT
11 20 24.1 382 3.7 4.1 Aa bb TT
12 22 23.8 25 2.5 1.2 Aa bb TT
13 20 23.9 174 0.6 2.3 Aa bb TT
14 20 22.3 15.4 5.1 2.7 Aa Bb Tt
15 21 20.9 25.6 4.1 2.3 AA BB tt
16 22 21.9 31.1 2.8 2.8 AA Bb Tt
17 19 21.5 41.3 34 3.9 AA BB tt
18 23 24.5 284 1.8 3.9 Aa Bb Tt
19 23 23.5 23.3 1.4 4.5 AA BB tt
20 20 23.9 21.7 1.2 2.1 Aa Bb Tt
21 20 23.4 16.4 2.1 2.0 Aa bb it
22 21 22.8 13.9 2.3 3.7 AA Bb Tt
23 20 20.5 17 1.2 1.9 Aa Bb Tt
24 21 20.9 19.2 3.2 2.0 Aa bb TT
25 21 21.2 18.3 1.1 2.9 AA BB tt
21.56+1.78 | 22.37+1.44 23.94+6.22 2.4411.15 2.401+0.95

Hipogonad grubunda genotip dagilimi ve ortanca BMD degerleri Tablo III'te gosterilmistir.
Apal polimorfizmine gore frekansi en yiiksek genotip Aa (hipogonadlar igin %44.4, kontrol grubu
icin %52), frekans: en diigiik genotip ise aa (sirasiyla %14.8 ve %8) idi. BsmlI polimorfizmine gore
hipogonad grubunda frekansi en yiiksek genotip bb (%40.7), kontrol grubunda ise Bb (%40) idi.
Frekansi en diisiik genotipler ise hipogonad grubunda BB (%29.6) ve Bb (%29.6), kontrol
grubunda ise BB (%24) idi. Taql polimorfizmine gore hipogonad grubunda frekans: en yiiksek
genotip TT (%37), kontrol grubunda ise Tt (%40) idi. Frekans: en diisiik genotipler ise sirasiyla Tt
(%29.6) ve tt (%28) idi. Hasta ve kontrol grubu arasinda VDR genotiplerinin sikliklar1 y6niinden
bir fark saptanmadi (Apal, Bsml ve Taql i¢in x? ve p degerleri sirasiyla x2=0.678, p>0.05;
x>=0.632, p>0.05 ve x*=0.618, p>0.05).
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TABLO llI: HIPOGONAD GRUBUNDA GENOTIP DAGILIMI VE ORTALAMA BMD

Restriksiyon BMD (g/cm?)
Endoniikleaz Genotip n (%) ortalama+SD

AA 11 (40.7) 0.70+0.12

Apal Aa 12 (44.4) 0.82+0.15

aa 4 (14.8) 0.81+0.12

BB 8 (29.6) 0.73+0.15

Bsm | Bb 8 (29.6) 0.80+0.13

bb 11 (40.7) 0.78+0.15

T 10 (37.0) 0.77+0.14

Taql Tt 8 (29.6) 0.82+0.13

'] tt 9 (33.3) 0.73+0.14

Tablo III’te goriildiigii gibi hasta grubunda ortalama BMD degeri en yiiksek genotip Aa, en

diisiik genotip ise AA idi. Heterozigot hastalarin ortalama BMD degerleri ise her {i¢ grupta da en

yiiksekti.

Her ii¢ polimorfizm i¢in de homozigot olan hastalardan (BBAAtt ve bbaaTT) elde edilen

haplotiplerin-ii¢ genotipin birlikte ifade edilmesi- (BAt ve baT) siklig1 sirasiyla %11.1 ve %14.8

idi. Bu haplotiplere sahip hastalarin ortalama BMD degerleri arasinda ise anlamlh fark yoktu

(0.65+0.04g/cm’ ve 0.84+0.08 g/cm?, p>0.05).

Hasta grubunda genotip ile BMD arasindaki iligki lineer regresyon analizi ile aragtirildiginda,

Bsml ve Taql polimorfizmi i¢in bir iligki bulunamad (sirasiyla p> 0.05, R?=0.068 ve p> 0.05,

R’=0.116) [Sekil 1 ve 2].
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Sekil 1: BsmI Polimorfizmi ve BMD iligkisi
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Sekil 2: Taql Polimorfizmi ve BMD filiskisi
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Apal polimorfizmi ile BMD arasinda ise anlamh bir iliski oldugu saptandi (p=0.049,
R?=0.146) ve asagidaki formiille gosterildi:

BMD=0.07946genotip + 0.635

Apal polimorfizmi i¢in genotipler ile BMD arasinda bir iligki bulunmasindan hareketle bu
iliskiyi olusturmada en etkin genotipin hangisi oldugunu belirlemek igin genotip subgruplarinin
ortalama BMD degerleri karsilagtinildiginda Kruskal-Wallis testi bir fark gostermedigi (x*=5.517,
p>0.05) halde AA ve Aa genotipleri arasinda Mann-Whitney U testi ile anlamli bir fark bulundu
(z=-1.969, p=0.049) [Sekil 3].
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Sekil 3: Apal Polimorfizmi ve BMD Iliskisi
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V. TARTISMA VE SONUC

Herhangi bir yastaki kemik kitlesi, dolayisi ile kirik riski, zirve kemik kitlesi, kemik kaybinin
basladifn yas ve bu kaybin hizina baglhidir. Bu nedenle, osteoporoz konusundaki arastirmalar
sadece basarili tedavi yaklagimlarimin belirlenmesini degil, osteoporozun 6nlenmesine y&énelik
olarak, kemik dansitesi lizerinde belirleyici olan faktorlerin tanimlanmasii da amaglamaktadir.
Kalitimin, her iki cinste de, kemik dansitesindeki farklihifin yaklagik % 70’inden sorumlu oldugu
g6z6niinde bulunduruldugunda, diisiik kemik dansitesine zemin hazirlayabilecek gen ya da
genlerin tanimlanmasi Onleyici tedbirlerin ¢ok Onemli olabilecegi dénemlerde (zirve kemik
kitlesinin kazanildig1 adolesan dénem gibi) riskli bireylerin saptanmasim kolaylagtiracaktir.

Osteoporozun genetik nedenleri lizerinde yapilan arastirmalar kemik homeostazinda 6nemli
rol oynayan kalsitriyoliin etkisine aracilik eden ve birgok dokuda varligi gosterilen spesifik
reseptorii lizerinde yogunlasmis ve dikkatleri bu reseptorii kodlayan gendeki polimorfizme
yoneltmistir (47). Hormonal sinyalleri birgok gen aracilifi ile amplifiye eden steroid hormon
reseptrlerinin ekspresyon ya da fonksiyonundaki kiigiik farkliliklar hedef genlerin regiilasyonunda
biiyiik degisikliklere yol agabilir. Dolay1st ile vitamin D reseptorii, kemik ve kalsiyum homeostaz
ve kemik yogunlugunun primer regiilatorii olmaya oldukga iyi bir adaydir.

Morrison ve ark. vitamin D reseptdr genindeki dogal allelik polimorfizmin kemik yogunlugu
tizerindeki total genetik etkinin neredeyse %75’inden sorumlu oldugu ve bu lokusun
genotiplendirilmesinin osteoporoza yatkinlig1 tahmin etmede kullanilabilecegini ileri siirdiiler (38).
Bu ¢alismada, Bsml restriksiyon enzimi ile tanimlanan b allelinin kemik yogunlugu ile kuvvetli ve
pozitif bir korelasyon gésterdigi ve bu allele sahip saglikli pre/postmenapozal kadinlarin kemik
yogunlugunun B alleline sahip kadinlara gore daha fazla oldugu gosterildi (vertebralarda %8,
kalgada %4). Serum Kalsitriyol diizeyleri de BB genotiplilerde Bb ve bb genotiplilere gére daha
yiiksekti. Bu bulgulara ilaveten, Apal ve Taql enzimleri de kullanilarak tanimlanan iki homozigot
haplotipten (BBAAtt ve bbaaTT genotipli bireyler) BAt haplotipinin baT haplotipine gore daha
fazla gen transkripsiyonu ya da mRNA stabilitesi ile iliskili olabilecegi ileri stirtildii (38). Bu
aragtirmacilar daha 6nce de Apal, Bsml ve EcoRV enzimleri ile tanimlanan VDR polimorfizminin
serum osteokalsin diizeyindeki normal fizyolojik varyasyonu etkileyebilecegini ve BB, AA ve EE
grubunda osteokalsin diizeylerinin bb, aa ve ee grubuna gére daha yiiksek oldugunu géstermislerdi
(39).
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Sainz ve ark. ise, prepubertal ve relatif olarak homojen bir kiz ¢gocugu grubunda aa ve bb
genotiplerinin AA ve BB genotiplerine gore daha fazla vertebral ve femoral kemik yoguniugu ile
birlikte oldugunu; ayrica VDR allelleri ile serum kalsiyum, kalsiyotropik hormonlar ve kemik
turnover markerlann (osteokalsin, kemik spesifik ALP gibi) arasinda bir iligki olmadigim
gosterdiler (46).

Degisik etnik kokenlere ait toplumlarda VDR’deki Apal, Bsml, Tagl ve EcoRV
polimorfizmlerine bakildiginda Bsml allel sikhgmnin irksal farkliik gosterdigi bildirilmigtir (28).
Sainz ve ark. Meksika kokenli Amerika’li kizlarda en sik VDR genotipinin Aa (%55) oldugunu
bildirmislerdir (46). Bizim ¢alismamizda Bsml, Apal ve Taql enzimleri kullanilarak tanimlanan
VDR genotiplerinin siklig1 bakimindan IHH’li ve saglikhi geng eriskin erkekler arasinda bir fark
olmadig1 ve her iki grupta da en sik genotipin Aa (sirasiyla %45 ve %52) oldugu gosterildi.

Hustmyer ve ark. ise saghikli erigkin kadinlarda VDR polimorfizmi ile farkli anatomik
bé!gelere ait kemik yogunluklan arasinda bir iligki olmadigim ileri stirdiiler (29). Carling ve ark.
primer hiperparatiroidizmli olgularda VDR polimorfizminin paratiroid hiicre fonksiyonlar1 ile
iligkili oldugunu ve baT haplotipinin in vitro ortamda PTH salinimim daha az baskilayabildigini
(BAt’ye gore) gosterdiler. Ancak, paratiroid hiicreleri igindeki kalsiyum diizeyi ile VDR allelleri
arasinda bir iligki saptayamadilar (6).

Howard ve ark. bb genotipli premenapozal kadinlarda kalsitriyol verilmesini takiben PTH
diizeylerindeki diismenin, BB genotiplilere gore, daha fazla oldugunu gésterdiler. Dawson-Hughes
ve ark. da VDR allelerinin kadinlarda intestinal kalsiyum emiliminin regiilasyonu ile iliskili
oldugunu ve diyetteki kalsiyum miktann diisik oldufunda BB genotipli kadinlarin kalsiyum
abzorbsiyonunda bb genotiplilere gore daha yetersiz olduklarim ileri stirdiilerse de Kinyamu ve
ark. bunu destekleyen sonuglar elde edemediler (12,33).

Verbaek ve ark. ise, daha onceki verilerden farkli olarak, 3’-UTR’deki t alleli stabilitesinin T
al'eline gore %30 daha az oldugunu ve iki allel arasindaki farkin mRNA stabilitesinden gok
transkripsiyonel regiilasyondaki bir varyasyona bagl olabilecegini ileri siirdiiler (53).

VDR allelleri ile kemik yogunlugu arasindaki iliskiyi arastiran galismalardan elde edilen
veriler 15181nda yapilan bir meta-analiz ise VDR allelleri ile degisik anatomik bolgelerdeki kemik
dansitesi arasinda zayif bir iliski bulundugunu ve ¢alisma sonuglar arasindaki farkin galigilan
gruplarn biiyiikliigii ve yaglari, etnik kokenleri ve davrams bigimlerindeki (egzersiz, beslenme
aligkanlig1, kalsiyum alimi gibi) farkliliga bagh olabilecegini gésterdi (10).
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Vertebral ¢okme Kkirid1 saptanan ileri yastaki ve saglikli erigkin erkekler arasinda sadece Taql
polimorfizmine bakilarak yapilan bir ¢alismada ise Tagl enzimi ile saptanan VDR polimorfizmi ile
femoral ve vertebral kemik yogunlugu arasinda herhangi bir iligki bulunmadig:; fraksiyonel
kalsiyum emilimi bakimindan da degisik alleller arasinda farklilik olmadig1 gosterildi (18). Bu
calismada tt genotipinin sikligi en fazla olarak bulunmus iken aymi etnik kokene sahip kadinlar
arasinda yapilan bir diger ¢aligmada predominant genotipinin TT oldugu bildirilmisti (32).

Bizim g¢aliyjmamizda ise IHH’li erkek hastalarda VDR genotipleri ile vertebral kemik
yogunlugu arasindaki iligkinin sadece Apal subgruplan arasinda anlamli oldugu gosterildi (AA vs.
Aa; z=-1.969, p=0.049). En yiiksek kemik yogunlugu heterozigotlarda (Bb, Aa veya Tt genotipli),
en diisiik kemik yogunlugu ise AA genotipli bireylerde mevcut idi. Bugiine kadar IHH’li erkek
hastalarda VDR genotipleri ve BMD arasindaki iligkiyi arastiran bagka bir ¢alisma
bildirilmemisgtir.

Ferrari ve ark. saglikli gen¢ erkeklerde VDR’deki 3’- ve 5°-polimorfizm (Bsml ve Fokl
enzimlerini kullanarak), vertebral ve femoral kemik yogunlugu ile kalsiyum ve fosfat
metabolizmasi arasindaki iligkiyi aragtirmiglar ve kemik yogunlugunun Bsml ile tanimlanan
alleller arasinda anlamli olarak farklilik gésterdigini ve f allelini tagiyan BB genotipli bireylerde en
diisik oldugunu bildirmiglerdi. Ayrica, BB genotipinde bazal serum PTH diizeylerinin daha
yiiksek oldugunu ve kalsiyum-fosfordan hem fakir hem de zengin diyetle beslenme sonrasi bu
durumun degismedigini; kalsium-fosfordan fakir diyetle beslenme sirasinda renal inorganik fosfat
(P;) reabzorbsiyon kapasitesinin ve plazma P; diizeylerinin azaldigiu gostermislerdi (15).

Gunnes ve ark. ise her iki cinsten saglikli ¢ocuk ve adolesanlardan olusan bir grupta BsaMI
ile tamimlanan VDR genotipleri ile 6nkol, kal¢a ve vertebral kemik yogunlugu arasinda bir iliski
bulunmadigini; ayrica nkoldaki kemik yogunlugu kazaniminin ii¢ genotipin higbiri ile baglantili
olmadigim ileri siirdiiler (24).

Gennari ve ark.postmenapozal kadinlarda VDR ve ER (dstrojen reseptorii) gen polimorfizmi
(her iki gen icin sirasiyla Apal, Bsml, Taql ve Pvull, Xbal enzimleri kullamlarak tammlanan) ile
vertebral ve femoral kemik yogunlugu arasindaki iligkiyi aragtirmislar ve VDR genotipleri ile
sadece vertebral kemik yogunlugu arasinda anlamli bir iligki bulundugunu; BAt haplotipinde
kemik yogunlugunun baT haplotipine gére %13 daha az oldugunu géstermislerdir (bu sonu¢ BAt
haplotipinde mRNA transkripsiyonu ve stabilitesinin daha fazla oldugunu bildiren ¢aligmadaki
sonuglar ile ters diigmektedir). Ayrica, osteoporotik olgularda BBAAtt genotipine daha sik,
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nonosteoporotiklerde ise bbAaTT ve bbaaTT genotiplerine daha sik rastlandiim belitmislerdir
(20). ER polimorfizmi ile kemik dansitesi arasinda ise anlamii bir iligki bildirilmemistir.

Bizim ¢aligmamizda ise IHH’li hastalar arasinda BAt ve baT haplotiplerinin siklif1 benzer
olup (sirasiyla %11.1 ve %14.8) bu haplotiplere sahip bireylerin vertebral BMD degerleri arasinda
anlaml1 bir fark yoktu.

Dikkati ¢eken 6nemli bir nokta ise, ER geninde mutasyona bagli §strojen insensitivitesi
gelisen 28 yasindaki bir erkek hastada epifizlerde inkomplet kapanma, normal serum androjen
konsantrasyonu ve ileri derecede artmig serbest dstrojen konsantrasyonu ile birlikte kemik mineral
dansitesinde belirgin azalma ve kemik turnover’inda artigin bildirilmis olmasidir. Bu da, kemik
dokusunda androjenlerin sadece direkt androjen reseptorii tizerinden etki etmesinin yetmedigini,
normal kemik homeostazi igin androjenlerin aromatizasyonunun gerekli oldugunu
dislindtirmektedir (52). Ancak, her iki cinste de VDR genotipleri, kemik yogunlugu ve seks
steroidleri arasinda bir iligki olup olmadig1 heniiz arastirilmamistir.

BAt haplotipinin artmis mRNA transkripsiyonu ya da stabilitesi ile iligkili oldugu ileri
siirilmiisse de bunun aksini iddia eden ve hatta bu haplotipe sahip postmenapozal kadinlarda
kemik yogunlugun daha diisiik oldugunu bildiren ¢aligmalar mevcuttur (20,38,53). Biz ise IHH’li
erkeklerde baT haplotipinde kemik yogunlugun, anlamli olmamakla beraber, daha fazla oldugunu
saptadik. Ayrica, en yiiksek kemik dansitesinin heterozigot bireylerde olmasi IHH’li olgularda her
iki allelin birarada bulunmasinin kemik dansitesi lizerinde daha olumlu etkiye yol agabilecegini
diistindiirmektedir.

Vitamin D resept6r geninin hangi molekiiler mekanizmalarla kemik dansitesini regiile ettigi
bilinmemektedir. RFLP analizi ile saptanan 3’-UTR bélgesindeki allelik farkhiliklann mRNA
diizeylerini degistirebilecegi diisiiniilebilir, ancak vitamin D reseptoriiniin bir ¢ok farkli dokuda
eksprese oldugu ve kalsitriyoliin kalsiyum homeostazi ve immiin sistem {izerinde birden ¢ok etkiye
sahip oldugu diisiiniildiigiinde, kemik yogunlugu iizerinde bu kadar biiylik etkiye sahip oldugu
bilinen bir gendeki polimorfizmin neden vitamin D endokrin sistemin tamaminda daha genis
bozukluklara yol agmadif1 sasirticidir. Diger taraftan, gen ekspresyonunun regiilasyonunda hiicre
tipine ozgli faktorler de 6nemlidir ve herhangi bir mRNA’nin yar1 émrii bir hiicreden digerine
degisebilir. Sonug olarak, VDR’deki polimorfizmin etkileri (reseptor say1 ve/veya fonksiyonunda
ya da ligand-reseptér kompleksinin hedef sekansa-enhancer- olan affinitesinde degisiklik gibi)
hiicre tipine bagli olabilir ve sadece kemik hiicrelerinde ya da intestinal mukoza hiicrelerinde

gerceklesiyor olabilir.
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Diger kompleks 6zelliklerde oldugu gibi kemik dansitesi de birgok genetik ve gevresel
faktoriin etkisi altindadir. Zirve kemik kitlesini belirleyen genetik faktorler hakkindaki bilgilerin,
ozellikle erkekler icin, halen gok yetersiz olmasi nedeniyle degisik etnik kokene ait saglikli ya da
osteoporoz riski tasiyan gruplar iizerinde kapsamli galigmalara (iyi tammlanmig ailelerde ya da
ikizlerde yapilacak genetic-linkage analizi gibi) ihtiya¢ vardir. VDR’deki allelik varyasyonun
kemik yogunlugu iizerindeki genetik etkinin biiyiik béliimiinden sorumlu olup olmadig: kesinlik
kazanmamamis olmakla birlikte, bu polimorfizmin aym1 kromozom iizerinde bulunan ve heniiz
tamimlanmamus bir bagka gen ile yakin baglantili (linked) olmas1 miimkiindiir.

Calismamiz, THH’li erkekler ile gen¢ saglikl erkekler arasinda farkli VDR genotipleri
bakimindan fark bulunmadifim, ayrica IHH’li erkeklerde VDR’deki allelik farklilifin vertebral
kemik yogunlugu ile iligkili oldugunu ve bu hastalarda goriilen osteoporozda genetik faktérlerin de

rolii olabilecegini gostermektedir.
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Vi. OZET

Optimal zirve kemik kitlesinin uygun zamanda ve yeterli miktarda sekrete edilen androjenler
ile iligkili oldugu diisiiniilmekle birlikte, erkeklerde zirve kemik kitlesine (geng eriskin déneminde
ulasilan kemik kitlesi diizeyi), erigimin kadinlarda oldugu gibi, genetik faktorlerin etkisi altinda
oldugu kabul edilmektedir. Erkek iskeletinin farkli bolgelerinde yapilan 6lgtimler neticesi kalitimin
etkisinin %40 ila 83 arasinda degistigi gosterilmistir. Erkeklerde osteoporozun ve osteoporotik
kemik kiriklarinin giderek 6nem kazanmasi ile birlikte VDR genotipleri ile kemik yogunlugu
arasinda kadimlarda gosterilen iliskinin erkeklerde de bulunup bulunmadifi degisik yaslardaki
saglikli ya da osteoporotik erkek gruplar {izerinde arastirilmistir. Biz de bu ¢aligmamizda, IHH'li
erkeklerde kemik mineral yogunlugu ve VDR polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastirdik.
Calismaya IHH tanis1 almig ve daha once hi¢ tedavi gérmemis 27 erkek hasta (ortalama yas
21.48+2.22 yil) ve bunlara yag ve viicut kitle indeksi agisindan uyumlu 25 saglikh erkek (ortalama

yas 21.56£1.78 yil) alinds.

VDR polimorfizmine Apal, Bsml ve Taql restriksiyon enzimleri kullamlarak RFLP analizi
ile bakildi. IHH ve kontrol grubu arasinda VDR genotiplerinin sikliklann yoéniinden bir ferk
saptanmadi (Apal, Bsml ve Taql igin x% ve p degerleri sirasiyla x*=0.678, p>0.05; x>=0.632,
p>0.05 ve x’=0.618, p>0.05). IHH grubunda en yiiksek kemik yogunlugu heterozigotlarda (Bb, Aa
veya Tt genotipli), en diisiik kemik dansitesi ise AA genotipli bireylerde mevcuttu. Her ii¢
polimorfizm i¢in de homozigot olan IHH’li hastalardan elde edilen haplotiplerin (BAt ve baT)
siklig1 sirasiyla %11.1 ve %14.8 olup bu iki haplotipin ortalama BMD degerleri arasinda anlaml:
fark yoktu (0.65+0.04 g/cm? ve 0.84+0.08 g/cm?, p>0.05). VDR genotipleri ile BMD arasindaki
iliski arastinldiginda Apal polimorfizmi ile BMD arasinda anlamh bir iligki oldugu (p=0.049,
R?=0.146) ve Aa genotipli hastalarm kemik yogunlugunun AA genotiplilere gére daha fazla
oldugu saptandi (z=-1.969, p=0.049).

Sonug olarak, IHH’li erkeklerde vertebral kemik yogunlugunun VDR polimorfizmi ile iligkili
olmas: VDR deki allelik varyasyonlarin bu hastalarda goriilen osteoporoz gelisiminde rol oynayan

genetik faktorlerden biri olabilecegini gostermektedir.
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VIl. SUMMARY

Optimal peak bone mass is closely related with sufficient and appropriately timed androgen
release. However, attainment of peak bone mass in men, as in women, is under profound genetic
control. Heredity may contribute as much as 83% of bone mass at various sites of the male
skeleton. With increasing recognition of the problem of osteoporosis and related fractures in men
interest has been raised whether the relation between bone density and VDR polymorphism in
women does also exist in both healthy and osteoporotic men with a wide range of age. Thus, we
investigated the influence of VDR polymorphism on bone density in a group of men with [HH
(mean age 21.48+2.22 yr) and 25 age- and BMI-matched healthy male controls (mean age
21.56£1.78 yr).

VDR polymorphisms are determined by RFLP analysis using 3 different restriction
endonucleases: Apal, Bsml and Taql. Frequencies of different VDR genotypes were similar in
both patients and control subjects (x> and p values for Apal, Bsml and Tagl were x>=0.678,
p>0.05; x>=0.632, p>0.05 and x’=0.618, p>0.05, respectively). Interestingly, bone density was
high in heterozygous patients (Aa, Bb and Tt) and low in patients with the AA genotype. The
frequency of the two homozygous haplotypes were 11.1% (BAt) and 14.8% (baT), and mean bone
densities at lumbar spine were also similar (0.65+0.04 g/cm® and 0.84+0.08 g/cm?, respectively,
p>0.05). A relation between lumbar bone density and the three RFLPs could be demonstrated only
with the Apal polymorphism (p=0.049, R’=0.146). Patients with Aa genotype had significantly
higher lumbar bone density compared to those with AA genotype (z=-1.969, p=0.049).

In conclusion, we have demonstrated that VDR polymorphisms may influence lumbar bone
density in men with IHH. Thus, allelic variation in the VDR might contribute to osteoporosis in

such patients.
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