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1. OZET

Osteoporoz, kemik yogunlugunda azalma ve mikromimarisinde bozulma
ile seyreden multifaktoriyel, sistemik bir iskelet hastaligi olup, kemik
kirilganhiginda artma ve kiriklara yatkinlikla karakterizedir. Kadinlarda
osteoporozun iki 6nemli nedeni vardir: Bunlar 6strojen eksikligi ve yaslanmadir.
Osteoklast aracili kemik rezorpsiyonu, osteoblast aracili kemik yapiminin 6niine
gecmektedir. Bu siirecin en Onemli tetikleyicisi Ostrojen eksikligidir. Ciinkii
Ostrojen, kemik yikiminda gorevli sitokinlerin en Onemli baskilayicisidir. Bu
siirecin molekiiler boyutunda ise genler devreye girmektedir. Bugiine kadar
osteoporozun genetik komponentine yonelik olarak cok cesitli genler calisilmistir.
Hedef genlerden biri de 17q12-21 bolgesinde yerlesen SOST genidir. SOST
geninde meydana gelen tek niikleotid polimorfizmlerinin, kemik mineral
yogunlugu iizerine etkisini incelemek icin prospektif, randomize, kontrollii bir
calisma planlandi. Calismaya Firat Universitesi Arastirma Hastanesi Niikleer Tip
poliklinigine bagvuran ve kemik mineral yogunlugu 6l¢limii ile osteoporoz tespit
edilen 126 kadin (Grup I) ile kemik mineral yogunlugu Ol¢limiinde normal
degerler tespit edilen 78 kadin (Grup II) dahil edildi. Iki grupta SOST geninin
rs177885799, rs17886183, rs851054 ve rs865429 polimorfizmleri PZR yontemi
ile incelendi. rs17885799 polimorfizmi icin her iki grupta G allelin artmis sikliga
sahip oldugu tespit edildi. Rs851054 polimorfizminde ise varyant A allelin her iki
grupta %100 arttign gozlendi. rs865429 ve rs17886183 polimorfizmlerinde,
varyant allel yoniinde degisim tespit edilirken, genotip ve allel sikliklart agisindan

gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilememistir.



Verilerimizin ~ dogrulanabilmesi  i¢cin  farkli  toplumlarda  aym
polimorfizmlerin caligilarak verilerimizin daha fazla ¢calismayla desteklenmesine
ihtiyag vardir. Genis populasyonlarda SOST gen polimorfizmlerinin kemik
mineral yogunlugu iizerine etkilerinin ¢alisilmasi osteoporozun tedavisi i¢in yeni
seceneklerin gelistirilmesine yardimei olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Postmenapozal osteoporoz, polimorfizm, SOST gen.



2. ABSTRACT

Osteoporosis is a multifactorial systemic bone disease that is described as
reduction of bone mineral density, destruction of bone microarchitecture and
tendency of fracture with increased fragility. Estrogen deficiency and aging are
the main factors for woman osteoporosis. Osteoclast mediated bone resorption
dominates osteoblast mediated bone mineralization. The most important trigger
of this process is estrogen deficiency because estrogen is one of the most
important supressor of bone resorptive cytokins. When we look at the molecular
basis of osteoporosis, there have been multiple genes that were investigated in
association with bone mineral density. Recently, one of the studied genes of
osteoporosis is SOST gene which is localized on 17q12-21 region. We performed
a randomized, prospective, controlled study to investigate the possible effect of
SOST gene single nucleotide polymorphisms on bone mineral density. The study
was consisted of postmenopausal 126 women, with complaint of osteoporosis that
was detected with bone mineal density measurement (Group I) and 78 women
with high bone mineral density (Group II) who applied to Firat University
Hospital, Department of Nuclear Medicine. Rs177885799, rs17886183, rs851054,
1865429 polymorphisms of SOST gene were studied with polymerase chain
reaction technique. We determined increased G allele frequency for rs17885799
polymorphism in both groups. For rs851054 polymorphism, we detected 100%
variant A allele in both groups. For rs865429 and rs17886183 polymorphisms, we
established variant allele exchange, but there was not any significant difference

between groups for genotype and allele frequencies.



Expanded and different population studies are needed to confirm our
results. In our opinion, investigation of SOST gene polymorphisms, which effect
bone mineral density, could facilitate to improve new treatment modalities for
0Steoporosis.

Key Words: Postmenopausal osteoporosis, polymorphism, SOST gene.



3. GIRiS

Osteoporoz, kemik kiitlesinde azalma ve mikromimarisinde bozulmayla
seyreden, progresif bir kemik hastaligidir. Hastalik, kemik direncinde azalmaya
bagh olarak, kirik riskinde artisa neden oldugu i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Osteoporoz, primer ve sekonder olarak iki baglik altinda toplanmaktadir.
Primer osteoporoz, kadin ve erkeklerde her yasta gelisebilmekle birlikte siklikla
kadinlarda menopozu takiben olusmaktadir. Primer osteoporoz Tip I ve Tip Il
olmak iizere iki sinifta incelenmektedir. Tip I osteoporoz, menopoz sonrasi
devrede, kadinlarda goriilen ve yasa bagli kemik mineral azalmasini asacak
derecede olan osteoporozdur. Tip II osteoporoz ise, erkekte veya kadinda goriilen
senil osteoporoz tipidir. Sekonder osteoporoz, yaslanma veya postmenopozal
osteoporoz disinda, baska patolojik sebeplere baglanabilen tedaviye veya
hastaliklara baglhi olarak gelisen osteoporoz tiirleridir. Hipogonadizm,
hipertiroidizm, hiperparatiroidizm, malign hastaliklar, bazi1 gastrointestinal
hastaliklar, bazi ilag¢larin alinmasi, bag dokusu hastaliklar1 sekonder osteoporoz
sebepleri arasindadir (2).

3.1. OSTEOPOROZ SEBEPLERI

3.1.1. Endokrin sebepler

Primer ve sekonder hipogonadizm
Glukokortikoid fazlaligi (endogen ve eksogen)
Hiperparatiroidizm

Hipertiroidizm

Hipokalsitoninemi

Hiperprolaktinemi

Tip I diabetes mellitus



3.1.2. Diger Hastaliklar

3.1.2.1. Malign Hastaliklar

Sistemik mastositoz

Multiple myeloma

Lenfoproliferatif hastaliklar

Myeloproliferatif hastaliklar

3.1.2.2. Gastrointestinal Hastahklar

Primer biliyer siroz

[ltihabi barsak hastaliklari

Spru-¢olyak hastaligi

Post-gastrektomi durumu

3.1.2.3. Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig

3.1.2.4. Homosistiniiri

3.1.2.5. Hemokromatoz

3.1.2.6. Bag Dokusu Hastaliklari

Romatoid artrit

Osteogenesis imperfecta

Ankilozan spondilit

Diger bag dokusu sebepleri

3.1.3. ilaclar

Glukokortikoidler, heparin, siklosporin, warfarin, tiroid hormonu,
antiepileptikler, kimyasal kastrasyon yapan ilaclar, GnRH analoglari, lityum,

metotreksat.



3.1.4. Yasama bicimi ve genetik faktorler

Ailede osteoporoz anamnezi

Beyaz irktan olmak

Beslenme ile ilgili faktorler (alkol, asir1 kafein, asir1 protein almak,
kalsiyumca fakir diyet, anorexia nervosa)

Asirt egzersiz

Sigara kullanmak

Hareketsiz yasama

Yataga bagimli yasama (2).

3.2. Hipogonadizm ve osteoporoz

Hipogonadizmde osteoporoz patogenezi konusundaki goriisler, genellikle
hipogonadizm osteoporozunun kemik yapiminda azalma ile iligkili oldugu
seklindedir. Bununla beraber, bazi etkilesimlerin uyardigi mekanizmalarin araya
girmesiyle, hipogonadizmde kemik yikiminda artis goriilebilir. Hipogonadizmde
kemik yapiminda azalmasi, gonad steroidleriyle baglantili olan yerel biiylime
faktorlerinin azalisina baglidir. Gonad hormonlar1 hem bilyiime hormonunun hem
biiytime faktorlerinin salgilanigini etkiler (2).

Postmenopozal osteoporoz da bir tiir hipogonadizme baglh osteoporozdur.
Menopoz disindaki hipogonadizme bagli osteoporoz tipleri vardir. Erkek veya
kadinda hipogonadizm;

a) Hipogonadotropik  b) Normogonadotropik  ¢) Hipergonadotropik

olmak iizere ii¢ alt baghik altinda toplanir. Bu tiplerin her iigiine de

osteoporoz eslik edebilir. Hipogonadizmin erkekte ve kadinda ortak bir sebebi,



hipotalamustan gonadotropin salgilatict hormon salgilanmasindaki eksiklik
olabilir. Kadinlarda daha fazla goriilen anorexia nervosa hem hipogonadizm, hem

osteoporoz sebebidir (2).

3.3. Glukokortikoidlere bagh osteoporoz

Gerek Cushing hastaliginda, gerek tedavi amaciyla Kkortikosteroid
kullanilmasinda osteoporoz goriilmesi, kortizon fazlaliginin osteoporoz igin bir
risk faktorli oldugunu kanitlamaktadir. Kortikosteroidler (kortizon ve
glukokortikoidler) kemik yapimi iizerine osteoblast fonksiyonunu baskilayarak,
kemik rezorpsiyonunu arttirirarak negatif yonde etki ederler. Bu etkinliklerini
yerel  sitokinler ve  biliyime faktorleri iizerinden  gergeklestirirler.
Hiperkortizolizmin sebep oldugu osteoporozun sadece artmis yikima bagli oldugu
sanilirken,  osteoblastik yapim eksikligi de osteoporoz patogenezinde rol

oynamaktadir (2).

3.4. Hipertiroidi ve tiroksin tedavisi

Hipertiroidide, kortikal kemik kayboldugu ve rezorpsiyon artisi
gostergelerinin de artarak, tirotoksikoz osteoporozunun, artmis kemik yikimina
bagh oldugu ortaya konulmustur. Daha 6nce tirotoksikoz ge¢irmis olan hastalarda

kalca kirig1 insidansinin artmis oldugu bulunmustur (2).

3.5. Gastrointestinal hastahklar
Gastrointestinal hastaliklar da osteoporoz i¢in risk olustururlar. Bu

hastaliklarin  osteoporoza yol ag¢masi, gastrointestinal kanaldan kalsiyum



emiliminin azalist ile olur. Kalsiyum ve D vitamini emilimindeki azalma,
paratiroidlerin uyarilmasina yol acgar. Sekonder hiperparatiroidizme bagli kemik
rezorpsiyonu artist da patogenez faktorlerini etkiler. Spru (Colyak hastalik)
durumunda osteomalazi sik goriilmektedir. Primer biliyer sirozda da osteoporoz
ve kirik insidansi artar. Osteomalazi, primer biliyer sirozda sik goriiliir. Primer
biliyer sirozlu kadinlarda kemik kayb1 vardir. Biliyer sirozda osteoblast
fonksiyonu gerilemis, kemik yapimi yavaslamis ve kemik yikimi belirgin

derecede artmustir (2).

3.6. Malign Hastaliklar ve osteoporoz

Akut lenfoblastik 16semi (ALL) gecirenlerde, hastaliksiz sag kalim siiresi
onemli derecede uzamis oldugundan, bu hastalarda osteopeni goriilebilmektedir.
Multiple myeloma da osteoporoza yol agan patolojik kosullar arasinda olup,
kemik olusumu gostergesi olan alkalen fosfataz artmamistir. Plazma hiicreleri, B
hiicrelerinden farklilasarak olusurlar. Anormal plazma hiicrelerinden, osteoklast
uyarici sitokinlerin salgilanmasi (interleukin-1, interleukin- 6, tiimor nekroz faktor

ve lenfotoksin) osteopeniye yol agar (2).

3.7. Sistemik mastositoz

Sistemik mastositoz, nadir goriilen bir hastalik olup, etyolojisi tam olarak
bilinmemektedir. Bu hastalikta deride, kemik iliginde, lenf bezlerinde, karaciger
ve dalakta mast hiicrelerinde artis olur. Deride kaldig siirece, hastalik urticaria
pigmentosa adini alir. Hastalarin %70’inde tipik kemik lezyonlar1 vardir. Yaygin

olduklarinda, bu lezyonlar skelerotik veya litik olabilirler. Sistemik



mastositozdaki kemik lezyonlar1 yiliksek “turn over” kemik lezyonlari

grubundandir (2).

3.8. Diabetes mellitus

Diabetes mellitusta, osteoporozun niteligi ve patogenezi oldukga tartigmali
bir durumdadir. Tip I diabetik (insiiline bagli diabet) olan ¢ocuklarda ve genglerde
kemik kiitlesinin azaldigir gézlemlenmistir. Diabet osteoporozunun patogenezine,
onceleri sadece beslenme yetersizligi neden gosterilirken giiniimiizde, yerel

biiyilime faktorleri ve sitokinlerin de rolii oldugu kabul edilmektedir (2).

3.9. BMD smiflandirmasi

Kemik yapisinin Diinya Saghk Orgiitii'niin (WHO) kemik mineral
yogunluguna (BMD; Bone mineral density (KMY)) gore siniflamasi su sekildedir
3):

Normal: Geng erigkin ortalama degerin 1 Standart deviasyona (SD) kadar
altinda olmasi (T skoru <-1).

Osteopeni: Geng eriskin ortalama degerin > 1SD ancak < 2,5 SD kadar
altinda olmasi (T skoru >-1 ve <-2,5)

Osteoporoz: Geng eriskin ortalama degerin > 2,5 SD altinda olmasi (T

skoru > -2,5) (3, 21).

3.10. Prevalans

Amerika Birlesik Devletleri’ nde 50 yas ve iizeri beyaz kadinlarda

osteoporoz insidanst %20 dolaylarmda iken, Ingiltere’de %30 oraminda
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izlenmektedir (38). Ulkemizde osteoporoz kadinlarda %9, erkeklerde %0.6
oraninda gdzlenirken; menapoz doneminde kadinlarda kemiklerde kirilma

oraninin %16.7’ye kadar ¢iktig1 belirtilmistir (38).

3.11. Patofizyoloji

Osteoporoz gelismesinde rol oynayan en 6nemli faktor kisinin maksimum
kemik kiitlesidir. Iskelet gelisimi anne karninda baslar ve dogum sonrast ilk iki y1l
en Oonemli donemdir. Bu nedenle annenin beslenmesi ve yasam stili dogrudan
kisinin ileri donemdeki kemik kalitesini belirler. Kemik kiitlesini etkileyen
faktorler arasinda genetik, yasam tarzi, kadinda menapoz yas1 ve tipi yer

almaktadir (2, 29, 58).

3.12. Beslenme

Kemik gelisiminde ve siirdiiriilmesinde dengeli beslenme cok dnemlidir.
Kalsiyum ve vitamin D’den zengin gidalarin (siit, yogurt, beyaz peynir, yesil
sebze vb.) alinimi esas olsa da potasyum, magnezyum ve taze yiyecekler (sebze,

meyve) de kemik gelisiminde onemlidir (44, 49, 56, 63, 88).

3.13. Egzersiz
Egzersizin kemik kiitlesi iizerine etkisi, osteoblast aktivitesini arttirmasidir
(21). Sporun diger 6nemli etkisi, dengenin artmasina bagli olarak diisme riskinin

azalmasidir (33).
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3.14. Sigara ve Alkol Kullanim

Sigara icenlerde KMY daha diisiik oldugu bulunmustur (28). Sigara
kullanimi hem kalsiyum emilimini, hem de 178 6stradiol seviyesini azaltmaktadir
( 24). Asint alkol kullammmi, KMY’yi kotii yonde etkileyerek ve diisme riskini

artirarak kirik riskini arttirmaktadir (10, 23, 25,39, 40, 43, 47).

3.15. Menapoz

Ostrojen, kemik dokusunda hem reseptrler aracihifiyla osteoblast ve
osteoklast fonksiyonunu etkiler, hem de sitokinler iizerinde baskilayici etkiyle
kemik metabolizmasini olumlu yonde etkilemektedir (34, 55, 61).

Osteoporoz olusumunda birgok risk faktorii gorev almaktadir. Bu
faktorlerin biiyilik bir kismin1 yas, cinsiyet, alkol ve sigara kullanim1 gibi cevresel
etkenler olusturmaktadir. Aile ve ikiz c¢alismalar ile osteporozun genetik
komponentleri aydinlatilmaya ¢alisiimaktadir. Osteoporozun genetik kontroliinde
yapisal ve diizenleyici bircok gen gorev almakta ve yapilan caligmalar bu genler
izerine yogunlagsmaktadir. Bu calismalarda kemik kiitlesini ve mineral igerigini

kontrol eden genlerdeki degisimler onemli yer tutmaktadir (41, 42, 77, 81).

3.16. Genetik

Pubertal donemde kemik kiitlesindeki artisin biiyiikliigii ve hiz1 ile hayatin
ilerleyen donemlerindeki kemik kaybi, iskelet bolgeleri arasinda farklilik
gosterdigi gibi, bireyler arasinda da farklilik arzededer. Kemik kiitle artisi, esas
olarak kemik dis boyutlarinin biiyiimesine ve minimal olarak da

mikromimarisindeki degisiklige baglidir. Buna zit olarak postmenapozal ve

12



yaslanmaya bagli kemik kiitle kayb1 ise kemigin hem trabekiiler hem de kortikal
boliimiinde azalmayla mikromimarinin bozulmasiyla kendini gostermektedir (13,

24, 25, 28,30, 47, 50).

3.16.1. Kemik kiitle artis1

Puberteden once ve yeni doganlarda iskelet bolgelerinde cinsiyete gore
BMD(KMY) (g/cmz) farki yoktur (2, 12, 14, 20, 58, 59) ve bu durum puberteye
kadar devam eder (16, 17, 18). Puberte boyunca, kemik yogunlugu o6zellikle
lomber vertebrada ikiye katlar (4). Bu olay disilerde erkeklerden iki yil once
baslar. Ortalama bu donemde cinsiyet-bagimli kemik kiitle farki saptanir hale
gelir. Bu fark erkek cinsiyette kemik kiitle artis siiresinin daha uzun olmasina ve
kortikal kemik kalinlig1 ile kemik boyutlarinda bayanlara gbre artisa neden olur
(51). Bundan dolay1 erkeklerde pik kemik mineral icerigi (BMC: Bone mineral
content; g)(KMM) lomber vertebra ve proksimal femurda bayanlardan daha fazla
iken, volumetrik kemik yogunlugu (g/cm3) puberte sonunda iki cinsiyet arasinda
farklihk gostermez (16,17,18). Diger taraftan siyahilerde volumetrik kemik
yogunlugu beyazlardan daha fazladir ( 16,17, 53) ve trabekiil sayisi benzer iken

trabekiil yapisi siyahilerde daha kalin oriilmektedir (22, 74).

3.16.2. Kemik kaybi

Proksimal femur gibi, baz1 kemik bolgelerinde, menopozdan 6nce kemik
kayb1 olusur (34, 35, 46, 48, 66, 76). Maksimum kemik kiitlesi kazamildiktan
sonra, hayatboyu kemik boyunda kiigiik oynamalar olur. Ozellikle erigkin

erkeklerde, kortikal kemikte ekspansiyon olusabilir (12, 36, 51). Fakat yasla
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beraber her iki cinsiyette artan periosteal ekspansiyon, kemik iligi mesafesindeki
endosteal resorpsiyona bagli genislemeden daha azdir ve bunun sonucunda kemik

korteksi incelmektedir ( 33, 22).

3.16.3. Herediter baglanti

Osteoporotik kadinlarin kiz ¢ocuklarinda da KMY ’lerinin diisiikk oldugu
bulunmustur (51). Yapilan bir ¢alismada, peri-postmenopozal KMY’leri diisiik
olan kadinlarin kizlarinin KMY’leri ile, normal KMY’li kadinlarin kizlarinin
KMY leri kiyaslanmis ve annelerinde osteoporoz olanlarin KMYleri daha diisiik
cikmistir (3,9). Ciddi osteopozlu orta-yash 38 erkegin akrabalarinda da KMY
diisiik bulunmustur (5). Bu ¢aligmalar osteoporoz taramasinda aile hikayesinin
Onemini vurgulamakta olup, risk altindaki grupta erken yaslarda genetik
belirleyici faktorlerin belirlenmesinin gerektigine dikkat ¢cekmektedir. Gegirilmis
kirik hikayesi olas1 kirik riskini ikiye katlamaktadir (20, 29).

Toplumdaki KMY varyasyonunu agiklamada, genetik faktorlerin

kesfedilmesinde, temel iki insan modeli kullanilmastir (27).

3.16.4. ikiz modeli

Genlerini %100 paylasan monozigotik (MZ) ikizlerle, %50 paylasan
dizigotik (DZ) ikizlerin KMY leri paylasim korelasyonu ag¢isindan kiyaslanmistir.
Mono ve dizigotik ikizlerdeki yiiksek korelasyon, maksimum kemik kiitlesinin,
genetik yapidan etkilendigini gostermektedir ve lomber vertebra ile proksimal

femurda KMY varyasyonu %80 kadar yiiksek bulunmustur ( 43, 62).

14



Sidney osteoporoz ikiz ¢alismasinda genetik ve gevresel faktorlerin, yagsiz
viicut kiitlesi ile viicut yag kiitlesine etkileri 102 bayan ikiz ciftinde (ortalama
yast SD 52.8+ 13 yas) incelenmistir (40). Yagsiz viicut kiitlesi ile viicut yag
kiitlesindeki varyasyon sirasiyla %80 ve %65 oraninda genetik faktorlere bagl
bulunmustur. Fakat bu genetik faktorler, lomber vertebra ve femur boynunda
KMY’yi cok kii¢iik bir oranda etkilemektedir. Bu sonuclar, ge¢cmis yillarda kemik
kiitlesine genetigin indirekt etkisini degerlendirmede kullanmilan yagsiz viicut
kiitlesine bagl sonuglardan farklilik arzetmektedir. Su an i¢in yagsiz viicut kiitlesi
ile kemik kiitlesi arasindaki baglantinin esas olarak genetik mi yoksa ¢evresel mi

oldugu netlik kazanmamistir (51).

3.16.5. Ebeveyn- evlat kiyaslama modeli

Ikiz modelindeki kadar yiiksek olmasa da KMY icin %60 oraninda anlaml1
bir iligki bulunmustur (60). 138 premenapozal anne (ortalama yas: 40.0+4.0 yas )
ile prepubertal kizlarinda (ortalama yas: 8.1+0.7 yas) KMM, areal+ volumetrik
KMY ile lomber vertebra ve femur ( boyun, trohanter ve diafiz) kemik alanlarinda
korelasyon bulunmustur. Bu kiz ¢ocuklarinin 2 yil sonra yani puberte
baslangicinda KMY’leri tekrar degerlendirildiginde prepubertal degerleri ve
anne/kiz oranlarinda benzer korelasyon gosterilmistir (87).

Yapilan bir ikiz ¢calismasinda, falanx ve kalkaneusta kantitatif ultrasound
yontemiyle kemik yapisi degerlendirilip kalitsal etkilenimin %55- %82 arasinda
oldugu bulunmustur. Bu sonu¢ DEXA (dual enerji x-151m1 absorbsiyometri; Dual
energy X-ray absorptiometry) yontemiyle lomber vertebra ve femur boynunda

yapilan KMY sonuglarina benzer olarak yorumlanmistir (7).
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[lging olarak erkekten erkege ve erkekten bayana kemik kiitlesinin genetik
aktarimi degisebilir (31, 28, 55). Bu konu heniiz netlik kazanmamisken bayan
populasyonundaki bulgulari, erkek popiilasyonuna yorumlamamak gerekir.

Osteoporoz i¢in major risk olan menopozun olusum yasi, %63 oram ile

giiclii bir genetik gecis gostermektedir.

3.17. Aday genler

Kemik mineral yogunlugu, kirik riskinin ol¢iilmesinde ve osteoporozun
klinik teshisinde kullanilan kalitilabilir kompleks bir 6zelliktir.

Kemik dokusunun olusum, gelisim ve yikiminda gorev alan genler en
kuvvetli baglantiy1 bulmak adina incelenmektedir. Caligilan bu genler;

Tipl1 kollajen A1l ve A2 ( COL1A1) (COL1A2), tip 2 kollajen Al, fibrillin
tipl, osteopontin, sitokinler ve biiyiime faktorleri (koloni stimiile edici faktor
1(colony-stimulating factor 1; CSF-1), epidermal biiyiime faktorii (epidermal
growth factor; EGF)), interlokin-la (Interleukin-la; IL-1a), 1L-4, IL-6, IL-11,
transforme edici biiyiime faktorii-B1 (Transforming growth factor B1; TGF- 1),
tiimor nekroze edici faktor-a ve B (Tumor necrosis factor; TNF- a ve ) endokrin
sistemin iiyeleri (androjen reseptorii (AR), vitamin D reseptor (VDR), kalsiyum-
algilayict reseptor, Ostrojen reseptorii-1(ER), insiilin benzeri biiylime faktorii
(Insulin-like growth factor 1; IGF-1), paratiroid hormon (Parathyroid hormone;
PTH), PTH-iliskili protein (PTH-rP), PTH reseptor tipl, kemik morfogenetik
proteinler (Bone morphogenetic protein; BMP2, BMP4).

Fernando Rivadeneira ve ark. yaptigi calismada ise 20 KMY lokusu

tanimlamislardir. Bunlar :
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1p31.3(GPR177): G protein—coupled receptor 177, 2p21(SPTBNI):
spectrin, beta, non-erythrocytic 1), 3p22(CTNNBI1): catenin (cadherin-associated
protein), beta 1, 4q21.1(MEPE): matrix, extracellular, phosphoglycoprotein,
5q14(MEF2C): MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C,
Tpl4(STARD3NL): STARD3 N-terminal like, 7q21.3(FLJ42280),
11p11.2(LRP4, ARHGAP1): Rho GTPase activating protein 1, 11p14.1(DCDCS):
doublecortin domain containing 1, 11p15(SOX6): SRY (sex determining region
Y)-box 6), 16q24(FOXL1): forkhead box L1, 17q21(HDACS): histone
deacetylase 5, 17q12(CRHR1): corticotrophin-releasing factor receptor,
1p36(ZBTB40): Zinc finger and BTB domain-containing protein 40, 6q25(ESR1):
estrogen receptor 1, 8q24(TNFRSF11B): tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 11b, 11q13.4(LRPS): low density lipoprotein receptor-
related protein 5, 12q13(SP7): Sp7 transcription factor, 13q14(TNFSF11): tumor
necrosis factor (ligand) superfamily, member 11 ve 18q21(TNFRSF11A): tumor
necrosis factor receptor superfamily, member 11a (67). Bu genler ve kromozomal

lokalizasyonlar1 Tablo 1’de verilmistir.
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Tablol. Osteoporozda arastinlan genlerin KMY ile ilgili kromozomal
lokalizasyonlari
Gen Ismi Kromozom
Lokalizasyonu

GPR177 G protein coupled receptor 1p31.3

SPTBN1 Spectrin, beta,nonerythrocytic 1 2p21

CTNNB1 Catenin(cadherin-associated protein), | 3p22
betal

MEPE Matrix, extracellular, phosphoglycoprotein | 4q21.1

MEF2C MADS box transcription enhancer factor2, | 5q14
polypeptide C

STARD3NL STARD?3 N-terminal like Tpl4

FLJ42280 FLJ42280 7q21.3

LRP4(ARHGAP1) | Rho GTPase activating protein 1 11pl1.2

DCDC5 Double cortin domain containing 1 11pl4.1

SOX6 SRY (sex determining region Y)- box 6 11pl15

FOXL1 Forkhead box L1 16q24

HDACS Histone deacetylase 5 17921

CRHRI1 corticotrophin-releasing factor receptor 17q12

ZBTB40 Zinc finger and BTB domain-containing | 1p36
protein 40

ESR1 estrogen receptor 1 6925

TNFRSF11B tumor necrosis factor receptor | 8q24
superfamily, member 11b

LRP5 low density lipoprotein receptor-related | 11q13.4
protein 5

SP7 Sp7 transcription factor 12q13

TNFESFI11 tumor necrosis factor (ligand) superfamily | 13q14
member 11

TNFRSF11A tumor necrosis factor receptor | 18q21
superfamily, member 11a
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3.17.1. G protein bagh reseptor 177 (GRP177)

1p31.3’de lokalizedir. FN-BMD (Femoral Neck-BMD) ve LS-BMD
(Lumbar Spine-BMD) ile ilgili iki tane yaygin polimorfizm tespit edilmistir. Bu 2
tek niikleotid polimorfizmi (SNP; single nucleotid polymorphism) GRP117’nin
intronunda lokalize olup, kemik hiicre farklilagmasi1 ve gelisiminde gorevli

genlerdir (67).

3.17.2. Catenin (kadherin-iligkili protein ) beta 1 (CTNNB1)

3p22°de lokalizedir. FN-BMD ile ilgili gendir. CTNNB1 Wnt (wingless-
type) sinyal yolaginin integraline B-catenini kodlar ve KMY diizenlenmesi i¢in
adaydir. Wnt sinyali osteoblastlarda TNFRSF11B ekspresyonunu negatif olarak

diizenleyerek kemik resorpsiyon yolagini kontrol eder (67).

3.17.3. MADS kutu transkripsiyon ilerletici faktor 2, polipeptid C
(MEF2C)

5ql4’de lokalizedir. Sadece FN-BMD’ye ozgiidir. MEF2C bir
transkripsiyon faktordiir. Kaslarda eksprese olur. Histon deasetilazlardan
(HDACS) sinyal baginin ayirimi ile mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK)
sinyal yolagi ve Ca®*/kalmodilin bagh kinaz (CaMK) arasinda MEF2C uyumu
saglayarak transkripsiyonu gerceklestirirr HDAC4 ve HDACS MEF2C ile

iletisimi saglayarak MEF2C’nin transkripsiyonel aktivitesini engellerler (67).

19



3.17.4. STARD3N- terminal benzeri (STARD3NL)
Tpl4-p13°de lokalizedir. LS-BMD ile iligkilidir. Asya bireylerinde yapilan

calismada 7p14’de bir SNP tespit edilmistir (67).

3.17.5. (FLJ42280)
7q21.3’de lokalize olmustur. Bu bolgede birkac SNP tespit edilmistir. LS-

BMD ve EN-BMD ile iliskilidir (67).

3.17.6. Cinsiyet belirleyici bolge Y-kutu (SOX6)

611pl15°de lokalizedir. FN-BMD ile iligkilidir. SNP SOX6 geninin
upstreaminde lokalizedir. Bu gen degisik dokularda eksprese olup ¢ogunlukla da
iskelet kasinda eksprese olmustur. Diger SOX ailesi iiyeleri endochondral

osssifikasyon boyunca mezenkimal hiicrelerin farklilagsmasim1 RUNX?2 araciligiyla

diizenler (67).

3.17.7. Cift kortin baglayici bolge (DCDCS5;DCDC1)
11p14.1°de lokalize olmustur. LS-BMD ile iligkilidir. DCDC1 geninin alt

ucunda lokalize olmustur (67).

3.17.8. Forkhead gen ailesi iiyeleri (FOXC2; FOXL1)

16q24.3’de lokalizedir. LS-BMD ile iligkilidir. Bu gen ailesi baslica
gastrointestinal mukozada (FOXL1) veya adiposit metabolizmasinda eksprese
olur ve kondrojenik farklilasma (FOXC2) baslangic asamasidir. FOXC2 Wnt-

katenin sinyallerinin aktivasyonu yoluyla mezenkimal hiicrelerin osteoblast
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farklilagsmasin1 stimiile ederken FOXC2 ekspresyonu kemik morfogenetik
proteinler tarafindan diizenlenir. FOX gen demetini etkileyen mutasyonlar ve
delesyonlar insanlarda vertebral malformasyonlan iceren VACTER tipin ciddi

malformasyonlarina sebep olabilir (67).

3.17.9. Kortikotropin serbest birakici faktor reseptor 1 (CRHR1)
17q12-22°de lokalizedir. LS-BMD ile iliskili olup CRHR1 geninde

lokalize olmustur (67).

3.17.10. Spektrin, beta, eritrositik olmayan 1 (SPTBN1)
2p21°de lokalizedir. LS-BMD ile iliskili olup major sitoskeletal skaffold

protein kodlar (67).

3.17.11. Matriks, ekstraseluler, fosfoglikoprotein (MEPE)

4g21.1°de lokalize olmustur. Yapisal olarak bir demeti icerir. Filogenetik
olarak kemik formasyonu ve gelisiminde fonksiyona sahip matriseliiler
fosfoglikoproteinleri kodlar. MEPE insan kemiginde osteositler tarafindan

eksprese olup, kemik formasyonunda inhibe olurlar (67).

3.17.12. Rho GTPase aktive edici protein 1 (ARHGAP1; LRP4)

11p11.2 bolgesi birkag geni ihtiva eder. Cl1orf49, LRP4, CKAPS, F2 ve

ARHGAPI1. FN-BMD ile iliskilidir (67).
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3.17.13. Histon deasetilaz 5 (HDAC5; C170rf53)

17921 bolgesi 30’dan fazla geni icerir. Bunlardan iki tanesi kalca eklemi
ile iliskilidir. HDACS class II histon deasetilaz1 kodlar ve histon korunun (H2A,
H2B, H3, H4) N terminal kismi iizerinde lizin kalintisinin deasetilasyonundan
sorumludur. Histon asetilasyon ve deasetilasyonu transkripsiyonel diizenlenme,
hiicre siklus ilerlemesi ve gelisimsel olaylar 6zellikle de myosit farklilagmasi i¢in
onemlidir. Farklilasmamis myoblastlarda, HDACS5 cekirdekte mevcuttur. HDACS
myosit ilerletici MEF2C’ye baglanarak transkripsiyonu baskilar ve kas
maturasyonunu inhibe eder. Kemikte classll histon deasetilasyonun asetilasyonu
ornegin HDACS Smad3 tarafindan Runx2’nin inhibisyonuyla meydana gelen

TGF-B aracili osteoblast farklilagsmasi i¢in gereklidir (67).

3.17.14.Vitamin D endokrin yolag

Vitamin D endokrin sistemi pleotropiktir ve kemik metabolizmasinda
onemli rol oynar. Vitamin D etkinligini vitamin D reseptorii (VDR) araciliginda
hedef genlerde vitamin D cevap elementleriyle etkilesime girerek gen
ekspresyonunu bir niikleer transkripsiyon faktor olarak diizenler. VDR’iin hormon
baglayic1 alanindaki missens mutasyonlar kalitsal vitamin D rezistansi tizerinden

ragitizme sebep olur. VDR osteoporosisde calisilan ilk aday gendir (67, 78).

3.17.14.1. Vitamin D baglayic1 protein (DBP)
Vitamin D baglayici protein (vitamin D binding protein; DBP) kemik
metabolizmasinda 2 fonksiyona sahiptir. Birincisi hedef dokuya Vitamin D’yi

tasiyarak ve baglayarak kalsiyum homeostasisinde onemli rol oynar. Ikincisi
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DBP, direkt olarak aktive edici osteoklastlar yoluyla, kemik rezorpsiyonu
araciliginda, DBP- makrofaj aktive edici faktore doniistiirebilir. Birka¢ ¢alismada

DBP polimorfizmleri ve KMY arasinda iligki rapor edilmistir (67).

3.17.15. Ostrojen reseptor 1 (ER1)
C)strojen, endokrin sistem kemik kitlesinin diizenlenmesinde ve
osteoporosisin meydana gelmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Osteoporosisde sik

calisilan aday genlerden biridir. KMY ile iligkisi bulunmustur (67, 26).

3.17.16. Ostrojen reseptor 2 (ER2)
ER1’e gore, osteoporozda, kemik kitlesi iizerinde daha az dnemli oldugu

diisiiniilmektedir. (67, 26).

3.17.17. Sitokrom p450 aile 19 alt iiyesi polipeptid 1 (CYP19A1)
CYP19A1, aromataz olarak bilinen sitokrom P450 enzimini kodlar.
Aromataz androjeni Ostrojene cevirerek fonksiyon goriir. Caligmalarda CYP19A1

polimorfizmleri ve KMY arasinda iligki bulunmustur (67).

3.17.18. Sitokrom p450 aile 17 alt iiyesi polipeptid 1 (CYP17A1)

Androjenlerin ve Ostrojenlerin sentezinde ©6nemli rol oynamaktadir.

Mutasyonu azalmis iskelet gelisimi ve diffuz osteoporozise sebep olur (67).
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3.17.19. Diisiik dansiteli lipoprotein reseptor ilgili protein 5 (LRP5)

Kemik kitlesinin diizenlenmesinde LRP5’in anahtar rolii, nadir insan
monojenik iskelet hastaliklarinda ilk kez tespit edilmistir. LRPS mutasyonlari,
otozomal resesif osteoporosis-pseudogliomaya neden olmaktadir. Yapilan
caligmalarda LRPS5 genindeki bu SNP’ler ve KMY arasinda iliski bulunmustur

(67).

3.17.20. Transforme edici gelisim faktor 5 (TGFB) Siiper ailesi
Transforme edici gelisim faktdr 3 ve BMP bu ailenin iiyeleridir. Pek ¢ok
hiicre tipinde farklilasma, proliferasyonun kontrolii ve diger pek ¢ok fonksiyona

sahip peptidlerin bir grubundan olugmaktadir (67).

3.17.20.1. TGFB1

TGFB1’1 kodlar, osteoporosisde ¢cok yaygin calisilan genlerden biridir.
TGFB1 cogunlukla kemik dokuda eksprese olur. Kemik olusumu ve emilimin
kontroliinde anahtar rol oynar. TGFB1’deki mutasyonlar artmig KMY ile
karekterize nadir bir durum olan olan otozomal dominant Camurati-Engelmann

hastaligina neden olur (22, 67).

3.17.21. Kemik morfogenetik protein (BMP)

20p12.3 bolgesi osteoporozla iligkili olan bir bolgedir. Bu bolgede BMP2
basta olmak tizere, C200rf42, C200rf154, and CHGB olmak {iizere 4 farkli gen yer
almaktadir. Bu genler kemik iligi veya osteoblast hiicre hatlarinda eksprese

olurlar. BMP2 osteoblast farklilasmast ve kemik olusumundaki kritik roli
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nedeniyle umut verici bir aday gen olarak kabul edilmektedir. BMP4 de kemik
olusumunda ve iskelet gelisiminde 6nemli rol oynar. Yapilan ¢aligmalarda BMP2,
BMP4 ve BMP7 gen polimorfizmlerinin KMY, osteoporoz ve vaskuler
kalsifikasyon arasinda beraberlik oldugu ileri siiriilmiistiir (19, 36, 59, 60, 73, 93,
95). BMP’lerin inhibitorii noggindir. Kemik olusumunda, osteoblast
farklilagsmasinda BMP inhibitorii gorevi goriir. Biyolojik yaslanma siirecinde asir
ekspresyonu osteoblast olusumu ve fonksiyonunda kayipla sonuglanabilir ve

kemik kayb1 gergeklesir (90).

3.17.22. Smad aile iiyesi 6 (SMAD 6)

SMAD proteinlerinden biridir. Son yillarda postmenapozal kadinlarda
yapilan ¢alismalarda, SMADG intronik polimorfizmlerin KMY ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (67). BMP’ler osteoblast proliferasyonunu ve farklilasmasini

Smad proteinler araciliginda gerceklestirirler (92).

3.17.23. Smad ubiquitin diizenleyici faktor 1 (Smurf 1)

Smad 1’in degradasyonu E3 ubiquitin ligaz smurfl tarafindan
gerceklestirilir. Fakat Cbfal igin sorumlu spesifik E3 ligaz heniiz tespit
edilmemistir. Smurf 1 kemik olusumunda anahtar molekiillerin hiicre ici
konsantrasyonunu kontrol eder. Yapilan calismalarda osteoblastlarda mutant
Smurf 1 formun etkileri incelendiginde belirgin olarak ilerlemis osteoblast
farklilagmasinda mutant Smurf 1’in eksprese oldugu bulunmustur. Smurf 1

osteoblast farklilasmasinda ©nemli bir diizenleyici faktdr olarak goriilebilir.
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Kemik anabolik ajanlarin tanimlanmasinda potansiyel bir molekiiler ajandir (93,
94).

3.17.24. Kollajen tip 1 alfa 1 (COL1A1)

Tip I kollajenin alfa 1 zincirini kodlar. Kemik ekstraseliiler matriksin
baslica komponentidir. COL1A1 genindeki mutasyonlar osteogenesis
imperfektaya neden olur. Aym1 zamanda COLIA1 geni osteoporozda yaygin
calisilan aday genlerden biridir (51). COL1A1 yaklasik olarak 18kb.hacminde ve

17921.3—q22’da lokalize olmustur (19).

3.17.25. Osteopontin (SPP1)

Sekrete olmus fosfoprotein 1, kemik diizenlenmesiyle iliskili olup,
osteopontin olarak da bilinir. Kromozom 4q21-25’de lokalize olmustur. 7 ekzon
icerir. 314 aminoasitlik residiiden olusan bir proteindir. Osteopontin fosforile

olmus bir matriks glikoproteindir (72).

3.17.26. Paratiroid hormon (PTH)

Paratiroid hormon, kalsiyum homeostasisinde ve kemik yeniden
diizenleniminde anahtar bir diizenleyicidir. Osteoporozisle ilgili olarak yapilan
calismalarda PTH ile KMY arasinda iliski oldugu saptanmistir. Osteoporozla PTH
yolagindaki dort genin iliskili oldugu tespit edilmistir. Bunlar PTH, PTHLH
(paratiroid hormon-benzeri hormon), PTHR1 (PTH reseptor 1) ve PTHR2 (PTH

reseptor 2)’ dir (51).
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3.17.27. Androjen reseptor (AR)

Kemik metabolizmasi ve gelisiminde androjenler dnemli rol oynarlar. AR,
insan osteoblast hiicrelerinde ve osteoklastlarda eksprese olur. Androjenler direkt
kemik hiicrelerinde etkilidirler. AR’yi kodlayan gen Xql1-12 iizerinde lokalize
olmustur. Premenaposal bayanlarda yapilan calismalarda,o0 AR’nin CAG tekrar

polimorfizmi ve osteoporoz arasinda iliski oldugu tespit edilmistir (91).

3.17.28. integrin baglayici sialoprotein gen (IBSP)
IBSP geni, kemik matriksinin ana yapisal bir proteinini kodlar. Insan

kemiginde kollajen olmayan proteinlerin %12’sini olusturur (82).

3.17.29. Tiimor nekrozis faktor (TNF)

Tiimor nekrozis faktorler TNFoo ve TNFB olmak iizere iki kisimda
incelenmektedir. TNFo, 0Ostrojen yetersizliginde artmis osteoklastik kemik
rezorpsiyonunda rol oynar. TNFa TNF reseptor (TNFR) aracilifinda gorev yapar.
TNFR’de TNFRI ve TNFRII olmak iizere iki kistmdan olusur. In vitro
calismalarda iki reseptoriin farkli olarak osteoklastogenesisi diizenledigi
bildirilmistir.

TNF osteoklast aktivitesinin lokal aracisidir. Artmis aktivitesi yasla ilgili
kemik kaybiyla iliskilidir. Bu yiizden TNF-TNFR sistem genleri osteporozise

neden olabilecek aday genler arasindadir (45).
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3.17.30. Siklerostin (SOST)

Insan kemiginde osteositler tarafindan eksprese edilen bir protein olan
siklerostini kodlar. Siklerostin ve kemik morfogenetik protein (BMP) ailesi benzer
DNA yapisina sahip olmasina ragmen sikleostin, BMP antagonisti olarak gorev
yapmamaktadir. Bunun yerine siklerostin LRP5 ve LRP6’ya baglanarak, Wnt
sinyal yolaginin antagonisti olarak fonksiyon gormektedir. SOST ilk kez nadir
monojenik hastaliklarin arastirildigr bir ¢alismada kemik kitlesinin negatif anahtar
diizenleyicisi oldugu tespit edilmistir (51).

Osteoporozla iligkili olarak calisilan genlerden biri de SOST genidir.
SOST geni kromozom 17q12-21’de yer almakta, 2 ekzon icermekte ve 24kDa
molekiiler agirhgina sahip 213 aminoasitlik bir propeptid kodlamaktadir. ilk 23
rezidiisii sekresyon icin sinyal sekansi gorevini gdrmektedir (2, 9). Yapisinda
sistein diigiim motifine sahip 8 sistein ve bir glisin amino asidinden olusan bir
yapt vardir. Bu yap1 dimerizasyon ve reseptore baglanmaya yardimci olmaktadir.
Bu motif ilk defa TGF-B ve bag doku biiytime faktorii (CTGF) gen ailelerinde
tanimlanmistir (43, 8). Sonradan von Willebrand faktér ve miisinler gibi
proteinlerde de bu yap1 bulunmustur (30). Sistein diigiimlii biiyiime faktorii siiper
ailesinin degisik tiyeleri, reseptorlerine baglanmadan 6nce hetero ve homodimer
olusturmakta bu da degisik biyolojik fonksiyonlarin gerceklesmesini
saglamaktadir (2).

SOST geni siklerostin proteinini kodlamaktadir. Siklerostin sistein bagh
kalipta sekrete olmus bir proteindir. Baskin olarak osteogenesisin gerceklestigi
kemik dokusu alanlarinda bulunmaktadir. Siklerostin  ekspresyonunun

gerceklestigi major yerler osteositik kanalikul ve osteositlerdir. fn vitro
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calismalarda, BMP sinyal basamaginda, sclerostinin diizenleyici etkileri tespit
edilmistir. [n vivo transgenik fare model calismalarinda, insan SOST geninin,
ozellikle frajil kemiklerde ve kemik formasyonunda azalma gosteren kemiklerde
yiiksek diizeyde eksprese oldugu bulunmustur. Kemik homeostasisinde 6nemli bir
aracit olan siklerostin, kaspaz 3’ii aktive ederek insan osteoblastik hiicrelerin
apoptosisini baslatmaktadir (3, 89). SOST geninde fonksiyon kaybina yol acan
mutasyonlar, sclerosteosise sebep olmaktadir. Genin alt ucundaki 52kb.’lik
delesyon, kromozomal yeniden diizenlenmeye yol a¢maktadir. Van Buchem
hastaligt (Van Buchem Disease:VBD) ve Siklerosteozis otozomal resesif
hastaliklar olup, craniotiibiiler hyperostosisin goriildiigii heterojen hastaliklardir.
Her iki hastalikta, radyografik bulgular yaygin olup, iskeletin siklerozisi ve asiri
gelisimi mevcuttur (3). Genel populasyondan farkli, kendine spesifik fenotip
olusturan genler, tek gen kemik hastaliklarinin patogenezinde rol oynadiklar igin
bu genler KMY diizenlenmesinde potansiyel adaydirlar. Bu konuda
perimenapozal saglikli Ingiliz kadinlarinda yapilan bir c¢alismada, KMY

parametreleri ve SOST geninin 5 SNP’si arasinda bir iligki bulunamamustir (4).

3.18. Polimorfizmler ve hastaliklarla iliskileri

3.18.1. Genetik varyasyon ve polimorfizm

Tiir igerisinde gozlemlenen farkliliklara genetik varyasyon denir. Kalitsal
olmayan faktorlerin etkisiyle canlinin dis goriintisiinde gozlemlenen ve kalitsal
olmayan degisikliklere modifikasyon veya kalitsal olmayan varyasyon denir.

Polimorfizm, bir populasyonda iki ya da daha fazla sayida birbirinden ayrilmig
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farkli fenotiplerin bulunmasi olarak tanimlanabilir. DNA dizisinde, dogal olarak
meydana gelen varyasyonlar birkag sekilde olusabilir;

1.Tek niikleotid degisimi

2.Tek ya da birkag niikleotidin insersiyonu veya delesyonu,

3.Tekrarlayan dizi sayisindaki degismeler ve kromozom yapisindaki
biiyiik degisimler.

Insan genomunda tek niikleotid degisimleri oldukca yiiksek siklikta
bulunmaktadir. Bu oran her 1000 bazda 1 olarak tahmin edilmektedir. Bunlar
sikliklarina ve hastalik yapma yeteneklerine bagli olarak polimorfizm ya da
mutasyon olarak adlandirilmaktadirlar (8). Mutasyon, DNA ya da kromozom
yapisinda bir degisiklik olusturan olaydir. Mutasyonlar hastalik nedeni olabilir.
Polimorfizmler hastalik nedeni degildir, ancak hastaliga yatkinlik nedeni
olabilirler. Normal populasyonda %1’den daha fazla siklikta olan degisimler,
polimorfizm olarak kabul edilmektedir (8, 14, 15). Polimorfizmler,
mutasyonlardan populasyonda daha yiiksek siklikta varyant alleller olarak
bulunmalariyla ayrilirlar. %1°den daha az siklikta olanlar ise genellikle hastalikla
sonuclanmaktadir. Sadece hastaliklarla sonuclanan mutasyonlar degil, aym
zamanda bazi polimorfizmler de fonksiyonel olarak ©nemli olup, hastalik
patogenezinde rol oynamaktadir. Tek niikleotidi iceren degisimler, tek niikleotid
polimorfizmi (SNP; single nucleotid polymorphism) olarak adlandirilir. Bir
polimorfizmde yaygin olan dizi wild-type allel, nadir olan ise varyant alleldir.
SNP’ler genetik polimorfizmlerin en yaygin formudur. Pozisyonlarina gore ve
genetik kodu degistirme yollarina gore, farkl alt tiplere ayrilmaktadir. Bir genin

5'UTR (untranslated region) veya 3'UTR gibi promotorda, lokalize SNP’ler iireten
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protein miktarini ¢esitli yollarla etkileyebilirler. Niikleotid degisiklikleri, spesifik
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasin1 degistirebilir. Boylece transkripsiyon
oranimi etkileyebilir ya da kiiciik mRNA stabilitesini etkileyebilir ve iretilen
protein seviyesini degistirebilir. Farkli tipteki SNP’ler, bir proteinin fonksiyonu
veya regiilasyonu ve ekspresyonunu degistirebilir. En yaygin tipi, sinonim
olmayan (nonsynonymous) SNP’lerdir. Bu tipteki allellerde protein iirtiniindeki
amino asid farklidir. Kodlayici bolgedeki SNP’ler klinik olarak olduk¢a onemli
potansiyele sahiptirler. Yapisal/ fonksiyonel olarak farkli bir amino asit degisimi
sadece proteinin yapist ve / veya stabilitesini etkilemez. Ayni1 zamanda protein-
protein etkilesim yolaklarim1 da bozabilir. Bu yapiyla ilgili etkilere ilave olarak,
daha kompleks seviyelerde gerceklesen polimorfizmlerde vardir. Ozellikle intron-
ekzon sinirlarinda olmak {izere ekzon veya intronlardaki varyasyonlar alternatif
splicingi etkileyebilir ve boylece farkli protein formlarinin iretilmesine yol
acabilir. Lokus kontrol bolgelerindeki polimorfizmler ise potansiyel olarak gen
ekspresyonunu etkileyebilir, hastaliklarla sonug¢lanabilir. Boylece SNP’ler cok

farkl etkilere sahip olabilirler (8).

3.18.2. SOST gen polimorfizmlerinin osteoporoz ve hastaliklarla olan

iliskisi

Yapilan calismalarda, SOST geniyle ilgili olarak, 26 polimorfizm
tanimlanmistir. Genin en fazla SNP 3, 5, 6, 8 ve 9 varyantlan ¢alisilmistir. Gen
varyantlart 1016’s1 kadin, 923’ii erkek olan, yaslar1 55 ile 80 arasinda degisen,
1939 yash, beyaz bireyde calisilmistir. Ileri yash kadinlarda SOST geninin,

promotor bolgesinde (SRP3) olusan 3bp.lik insersiyonun, allel-doz bagimli
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olarak, femur boynu ve lomber vertebra KMY sinde anlamli bir azalmaya sebep
oldugu gozlenmistir. Benzer bi¢imde Van Buchem Hastaligi delesyon
bolgesindeki G varyantinin (SRP9), erkeklerde femur boynu ve lomber vertebra
KMY’sinde anlaml artisa neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica SOST-COLIA1
Spl polimorfizminin yasla orantili olarak, lomber KMY iizerinde additif etki
yaptig1 bulunmustur. SRP3 ve SRP9 polimorfizmlerinin, KMY {izerine etkilerinin
kiigiik oldugu, fakat yas arttikca bu etkinin dogru orantili olarak artma egilimi
gosterdigi bulunmustur. Kadin ve erkekteki varyantlarin farkli olmasi ve yasla
beraber KMY iizerindeki etkilerinin artmasindan dolayi, bu polimorfizmlerin

cinsiyet ve yasla modifiye oldugu rapor edilmistir (68).

3.19.Calismanin Amaci

SOST gen polimorfizmleri ile siklerosteozis ve Van Buchem gibi
hastaliklar arasinda iliskiler bulunmustur (6,11). Fakat literatiir taramalarinda,
postmenapozal osteoporoz ile SOST gen mutasyon ve polimorfizmleri arasindaki
iligkilerin arastirildigi caligmalara rastlanmamistir. Kemik mineral dansite 6l¢iimii
ile osteoporozu tespit edilen ve osteoporoz tespit edilmeyen postmenapozal
hastalarda, SOST gen polimorfizmi ve KMY arasindaki iligkinin aragtirilmasi

amaclanmstir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Cahisma Grubu

Mayis 2008- Eyliil 2009 tarihleri arasinda, Firat Universitesi Hastanesi
Niikleer Tip Anabilim Dali poliklinigine osteoporoz tanisi amaciyla basvuran
hastalardan, kemik erimesi kemik yogunluk ol¢iimii DEXA ile tespit edilmis 126
osteoporozlu kadin (Grup 1) ile kemik yogunlugu normal degerler iceren 78 kadin
(Grup II) olmak iizere toplam 204 postmenopozal kadin calisma kapsamina
almmustir. Hasta olarak kullanilacak bireylere c¢alisma hakkinda bilgi verilerek
hasta riza formu doldurularak izinleri alindu.

Olgular, osteoporozu olanlar (kemik mineral yogunlugu, lomber T skoru<-
2,5) hasta grubu (Grup I) ve kemik mineral yogunlugu ¢ok iyi olanlar (lomber T
skoru>+1) kontrol grubu (Grup II) olmak iizere iki gruba ayrildi. Tiim olgularin
yas, gravida, parite, menopoz siiresi, menopoz tipi, sistemik hastalik varlig1 gibi
anamnez bilgileri not edildi. Olgularin boy (cm), kilo (kg), viicut kitle indeksi
(VKI) bulgular1 da not edildi.

Olgularin kemik mineral yogunlugu Olciimiinde dual enerji Xx-151n1
absorbsiyometri (DEXA, LUNAR DPX) yontemi kullanildi. L1-L4 vertebra ve
femur basi KMY Ool¢iimleri yapildi. Lomber vertebra ve total kalca KMY
Olctimleri istatistikte kullanildi.

Postmenopozal kirik hikayesi olanlar, bobrek yetmezligi olanlar, diabetik
olanlar, karaciger yetmezligi olanlar ve osteoporoza egilim olusturan tedavi alan

hastalar ¢calismaya alinmadh.
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4.2. DNA izolasyonu

Incelemeye alinan tiim olgularin DNA izolasyonlar1 gergeklestirilerek

polimorfizm ¢alismalar i¢in ayrildi.

4.2.1. Kullamlan soliisyon ve gerecler

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen

scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf Research Series2100

pipettes, Germany), pipet uclar1 (Deltalab 327-17), mikrosantrifiij, vorteks,

izopropil alkol, % 70’lik etil alkol.

4.2.2. izolasyon islemi

1.

2.

1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.
Kan tiipti kanin tamamen karigmasi saglanana kadar hafifce sallandi,
sonra 300 pl kan cell lysis solusyonu iceren mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Karigmas: i¢in tiip 5-6 kez alt-iist edildi.

Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1si1sinda bekletildi, bu
esnada tiip 2-3 defa alt-iist edildi. 13000-16000 rpm’de de 20 saniye
santrifiij edildi.

Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl
residiiel s1vi birakacak sekilde atildi.

Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar
hafifce vortekslendi.

300 pl Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe

eklendi. Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi.
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Soliisyonun viskdz bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda,
hiicre ¢okeltileri goriiniirse, bunlar ¢oziilene kadar, soliisyon 37°C de
inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala ¢okeltiler goriilityorsa, ek olarak
100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon tekrarlandi.

7. 1.5 pl Rnase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-iist edilerek
karistirildi. Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden
once, karisimin oda sicakligia gelmesi beklendi.

8. Niikleer pellete, 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20
saniye vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiiciik protein c¢okeltileri
goriildii.

9. 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi
protein pelleti goriildii.

10. Icinde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 pl isopropanol konulmus
temiz bir 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.

11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA Kkiitlesi goriilene kadar
karistirildi.

12. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kiiciik beyaz bir
pellet seklinde goriildii.

13. Siipernatan atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de

saklandi.

4.2.3. DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin ol¢iilmesi

DNA konsantrasyonu ve saflik derecesinin  belirlenmesi UV

spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA 6rneginin igerisinde bulundugu
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sollisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 6rnekteki DNA miktari ile dogru
orantilidir. Absorbans 260 nm dalga boyunda ol¢iilir. Bu dalga boyundaki
Olctimlerde cift iplikli DNA icin absorbans degeri 50 ug/ml’lik konsantrasyon
degerlerine karsilik gelir. UV absorbansi DNA’nin safliginin belirlenmesinde de
kullanilabilir (260nm.’de niikleik asitler, 280 nm.’de de proteinler maksimum
absorbans verir). Saf bir DNA 6rneginin, spektrofotometrede 260 ve 280 nm’deki
absorbans oram1 (A260nm/A280nm) 1.8’dir. Buldugumuz deger 1.8’e nekadar
yakinsa kalite o kadar yiiksektir. Bu deger elimizdeki DNA orneginin kalitesini
gosterir. RNA'da ise 2 dir. Eger ortamda fenol ve protein fazla ise oran bu
degerlerden daha diisiik olur. Bu deger 2 nin {iistiinde ise RNA ortamda fazladir.
Bu durumda eldeki materyal kontamine olmustur demektir. Bu da ya c¢esitli
yontemler uygulanarak saflastirilmalidir ya da yeniden elde edilmelidir (70).
Hasta ve kontrol grubuna ait DNA ornekleri Olciilerek konsantrasyonlar1 ve
safliklar1 belirlendi. 1.8’e yakin olmayan degerlere sahip Orneklerin DNA’ lar

tekrar izole edildi.

4.3. PZR Calismasi

4.3.1. PZR protokolii

- 20°C’de saklanmig olan DNA’lar ¢ikartilarak 1 dakika 13000 rpm’de
santrifiij edildi ve iistte kalan % 70’lik etanol atildi. DNA 6rneklerinin tizerine 50
pl distile su konarak oda 1sisinda 1 saat, takiben 37°C °‘lik etiivde bir gece
beklemeye birakildi. Polimeraz zincir reaksiyonu DNA'nin bir boliimiinii in vitro
ortamda ¢ogaltip, manuple edilir hale getirmek i¢in kullanilan hizli bir yontemdir.

PZR teknigi, DNA'nn istenilen bolgesinin, 20-30 bazlik spesifik oligoniikleotid
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primerler kullanilarak, 1siya dayanikli bir DNA polimeraz olan Taq DNA

polimeraz enzimi ile ¢ogaltilmasi islemine dayanir.

4.3.2. Kullamilan soliisyonlar

Hasta DNA’lari, H,O, dNTP seti, MgCl,, 10X Taq DNA Polimeraz
Buffer, Taq polimeraz, agaroz, DNA boyut markiri, SXTBE tamponu, yiikleme
tamponu, EtBr (Etidium Bromiir) ve Nlalll, Nco I restriksiyon enzimleri. SOST

geni icin kullanilan primerler asagida verilmistir.

4.3.3. Kullanilan Cihazlar

Agaroz jel tanki ve diizenegi, agaroz jel elektroforez gii¢ kaynagi (Consort
N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium), eppendorf mastercycler gradient
(Netheler MInz GmbH,23331 Hamburg, Germany), UV lambasi ve ilgili okuma,
kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex, France),
otomatik mikropipetler (Eppendorf, France), sogutmali mikrosantrifiij (Ole Dich
Intrumentmakers APS, type 157MP, Germany), elektronik hassas terazi
(Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan), etiiv(Niive, NP 400, Tiirkiye),
elektro-mag(Tiirkiye), PH metre (Hana Intruments HI8521 pHmeter, Italy),
otoklav (Niive, Tiirkiye), buzdolab1 (Arcelik, Tiirkiye), derin dondurucu -20°C,
Ugur (Tiirkiye), su banyosu (Kotterman labortechnic type 3643, Germany ),

vorteks (Labinco L46, The Netherlands).
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4.3.4. Polimorfizmlerin tayininde kullamilan kimyasallar
Borik asit (Merck, Frankfurt, Germany)

EDTA (Sigma, Germany)

Tris Hel (Sigma, Germany)

Etidium bromide (Sigma, Germany)

Ficol (Serva, Germany)

Bromofenol mavisi (Serva, Germany)

Xylene cyanol(Serva, Germany )

Mutlak etanol (Kimetsan, Tiirkiye)

100bg¢.’lik DNA boyut markir1 (Fermentas, Litvanya)

Agaroz (Sigma, Germany)

4.3.5. Polimorfizmlerin tayininde kullamlan ¢ozeltiler
Agaroz jel yiikleme tamponu (6X)

%15 fikol

%0.05 bromfenol mavisi

%0.05 ksilen siyanol

4.4. SOST genindeki polimorfizmlerin ¢alisiimasi

SOST geninde rs17885799, r1s851054, r1s17886183, r1s865429
polimorfizmlerinin ~ degerlendirilmesi icin www.ensembl.org web adresi
kullanilarak genlerin tam dizilerine ulasildi ve primer dizayn edildi.

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde amplification refractory mutation system
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(ARMS) ve restriction fragment length polymorphism (RFLP) yontemleri
kullanildi.

ARMS yontemi, herhangi bir restriksiyon enzim kesim bolgesi
degisikligine neden olmayan nokta mutasyonlarinin tammlanmasinda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Hasta bireye ait DNA 0Ornegi, mutasyonlu ve
normal bolgeye 6zgii primerler ile iki farkl tiipte, aym reaksiyon kosullar altinda
amplifiye edilir. Ayrica, her iki reaksiyon tiipiiniin i¢cinde, amplifikasyon kontrolii
icin kontrol-primerler kullanilir. Amplifikasyon sonucu, kontrol bolgenin tiim
bireylerde amplifikasyon pozitif olmasi beklenir. Bununla birlikte, homozigot
mutant bireyler, mutant bdlge i¢in amplifikasyon pozitif; homozigot normal
bireyler, normal bdolge i¢in amplifikasyon pozitif ve heterozigotlar hem mutant
hem de normal bolge i¢in amplifikasyon pozitif olurlar.

RFLP yonteminde PZR ile ¢ogaltilan ilgili DNA molekiilii, restriksiyon
endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesilir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri
DNA’nin bilinen niikleotit dizilimlerini tamyip, spesifik olarak bu noktalardan
keserler. Daha sonra kesilmis DNA’nin agaroz jel iizerinde seperasyonu yapilir.
Restriksiyon endoniikleaz enzimleri tamima boélgelerinin bulunup bulunmamasina
bagh olarak allelik varyantlar agaros jelde goriintillenmekte ve genetik farklilik
tespit edilebilmektedir. RFLP yontemi kullanilirken 6zellikle secilen enzimin star

aktiviteye sahip olmamasi tercih edildi.

4.4.1. SOST genindeki (rs17885799) polimorfizminin ¢alisiimasi

SOST(rs17885799) genindeki G’den A’ya (-22 G>A) doniisiimiinde

polimorfizmin tespitinde ARMS yontemi kullanildi.
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Tablo 2. SOST genine ait rs17885799(-22 G>A) polimorfizmi i¢in dizayn edilen

primerler.

AGTTGGGACCAATGGGATTTCTTTAAAAGCATCTTTTTGCCTCTGGCTGGGTCTATGG
GGGTCAAACAGAAACGCCTTGGGCCATTTGTTGGTGGGGTGACAAATGAACTTGGCC
TGAGAAATGGAATAGGCCGGGCTCAGCCCCGCGAAGCACTCAGAACTGCACATTTTC
TTTGTTGAGCGGGTCCACAGTTTGTTTTGAGAATGCCCGAGGGCCCAGGGAGACAGAC
AATTAAAAGCCGGAGCTCATTTTGATATCTGAAAACCACAGCCGCCAGCACGTGGGA
GGTGCCGGAGAGCAGGCTTGGGCCTTGCCTCACACGCCCCCTCTCTCTGGGTCACCTG
GGAGTGCCAGCAGCAATTTGGAAGTTTGCTGAGCTAGAGGAGAAGTCTTTGGGGAG
GGTTTGCTCTGAGCACACCCCTTTCCCTCCCTCCGGGGCTGAGGGAAACATGGGACC
AGCCCTGCCCCAGCCTGTCCTCATTGGCTGGCATGAAGCAGAGAGGGGCTTTAAAA
AGGCGACCGTGTCTCGGCTGGAGACCAGAGCCTGTGCTACTGGAAGGTGGCGTGC
CCTCCTCTGGCTGGTACCATGCAGCTCCCACTGGCCCTGTGTCTCGTCTGCCTGCTGGT
ACACACAGCCTTCCGTGTAGTGGAGGGCCAGGGGTGGCAGGCGTTCAAGAATGATG
CCACGGAAATCATCCCCGAGCTCGGAGAGTACCCCGAGCCTCCACCGGAGCTGGAG
AACAACAAGACCATGAACCGGGCGGAGAACGGAGGGCGGCCTCCCCACCACCCCTTT
GAGACCAAAGGTATGGGGTGGAGGAGAGAATTCTTAGTAAAAGATCCTGGGGAGGTT
TTAGAAACTTCTCTTTGGGAGGCTTGGAAGACTGGGGTAGACCCAGTGAAGATTGCTG
GCCTCTGCCAGCACTGGTCGAGGAACAGTCTTGCCTGGAGGTGGGGGAAGAATGGCT

CGCTGGTGCAGCCTTCAAATTCAGGTGCAGAGGCATGAGGCAACAGACGCT

Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primerl.html web
adresinde verilen program kullanilarak dizayn edildi.

Forward(ileri i¢) primer(G allele): 5> CAGAGCCTGTGCTACTGGAAGGTGTCG-3
Reverse (geri i¢) primer (A allele): 5’>-GCATGGTACCAGCCAGAGGAGGGAAT-¥
Forward (ileri dis) primer: 5’-GAAGTCTTTGGGGAGGGTTTGCTCTGAG-3’
Reverse (geri dis) primer: 5’-GGATGATTTCCGTGGCATCATTCTTGAA-3’

PZR sonucunda A alleli i¢in 161 bg. (baz cifti)’lik, G alleli icin 205 b¢’lik ve 2 dis

primer icin ise 313 b¢’lik biiyiikliikte tiriinler elde edilmektedir.
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4.4.2. SOST genindeki (rs851054) polimorfizminin calisiimasi
SOST (rs851054)geninin G’den A’ya doniisiimiinde (4534 G>A), polimorfizmin

tespitinde ARMS yontemi kullanild.

Tablo 3. SOST genine ait rs851054 (4534 G>A) polimorfizmi i¢in dizayn edilen

primerler

GTGCCTGTCACAGTGCACAGGATCCCTGAGGAGCATGAGCTGGGATTTCCTCTGTGCT
GTCCATCACAGGAGCCTGAGTGACCAGCGCATCCTCGATTTGTAACCAGAATCCTGC
CCTCTCTCCCAAGCGGGCACCCTTGCTCTGACCCTCTAGTTCTCTCTCTTGCCTTCCA
GAGAATACCAAGAGAGGCTTTCTTGGTTAGGACAATGAATGCTGAGACTTGTGGAGT
TGGGACCAATGGGATTTCTTTAAAAGCATCTTTTTGCCTCTGGCTGGGTCTATGGGG
GTCAAACAGAAACRCCTTGGGCCATTTGTTGGTGGGGTGACAAATGAACTTGGCC
TGAGAAATGGAATAGGCCGGGCTCAGCCCCGCGAAGCACTCAGAACTGCATTTTCTTT
GTTGAGCGGGTCCACAGTTTGTTTTGAGAATGCCCGAGGGCCCAGGGAGACAGACA
TTAAAAGCCGGAGCTCATTTTGATATCTGAAAACCACAGCCGCCAGCACGTGGGAGG
TGCCGGAGAGCAGGCTTGGGCCTTGCCTCACACGCCCCCTCTCTCTGGGTCACCTGGG

AGTGCCAGCAGCAATTTGGAAGTTTGC

Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html web

adresinde verilen program kullanilarak dizayn edildi.

Forward (ileri i¢) primer (C allele):5’-TGGCTGGGTCTATGGGGGTCAAACAGACAC-3
Reverse (geri i¢) primer (T allele):5’-CACCCCACCAACAAATGGCCCAATGA-3
Forward (ileri dis) primer:5’-ACCAGAATCCTGCCCTCTCTCCCAAGCG-3’

Reverse (geri dis) primer:5’-TAATTGTCTGTCTCCCTGGGCCCTCGGG-3’

PZR sonucunda A alleli i¢in 192 b¢’lik, T alleli i¢cin 223 b¢’lik ve 2 dis

primer icin ise 359 b¢’lik biiyiikliikte tiriinler elde edilmektedir.
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4.4.3. SOST genindeki rs17886183 polimorfizminin calisilmasi
SOST (rs17886183) genindeki G’den A’ya doniisiimiinde kullanilan
primer ve enzim asagida verilmistir.

Tablo 4. SOST genine ait rs17886183 (*1004 G>A) polimorfizmi i¢in dizayn

edilen primerler ve Nlalll (Hsp92I) restriksiyon enzim kesim bolgesi

TGACAAACTCCTGGAAGAAGCTATGCTGCTTCCCAGCCTGGCTTCCCCGGATGTTTGG

CTACCTCCACCCCTCCATCTCAAAGAAATAACATCATCCATTGGGGTAGAAAAGGAG

AGGGTCCGAGGGTGGTGGGAGGGATAGAAATCACATCCGCCCCAACTTCCCAAAGA

GCAGCATCCCTCCCCCGACCCATAGCCATRTTTTAAAGTCACCTTCCGAAGAGAAGTG

AAAGGTTCAAGGACACTGGCCTTGCAGGCCCGAGGGAGCAGCCATCACAAACTCACA

GACCAGCACATCCCTTTTGAGACACCGCCTTCTGCCCACCACTCACGGACACATTTC

TGCCTAGAAAACAGCTTCTTACTGCTCTTACATGTGATGGCATATCTTACACTAAAAG

Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html web

adresinde verilen program kullanilarak dizayn edildi.

Forward outer(ileri dis) primer:5’-GTAGAAAAGGAGAGGGTCCGAGGGTGGT-3’
Reverse outer(geri dis) primer:5’-CTAGGCAGAAATGTGTCCGTGAGTGGTG-3’

Amplifikasyon sonucunda 247 b¢’lik PZR iiriinii elde edilmektedir.
Restriksiyon enzimi: Nlalll enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer
almaktadir.

5 __CATG...3
3. GTAC...5

Restriksiyon enzim kesim sonrasi A alleli i¢in 176 bg. ve G alleli icin 127
be¢’lik tiriinler elde edildi.

Wild: 127b¢ (GG)

Mutant: 247b¢ (AA)

Heterozigot: 247b¢ +176bg +127b¢ (AG)
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4.4.4. SOST genindeki rs865429 polimorfizminin calisilmasi
SOST (1s865429) genindeki C’den T’ye doniisiimiinde kullanilan primer

ve enzim agagida verilmistir.

Tablo 5. SOST genine ait rs865429 (220+675 C>T) polimorfizmi ic¢in dizayn

edilen primerler ve Ncol restriksiyon enzim kesim bolgesi.

TAAGGGAGCCTCCCATCCACAGAACAGCACCTGTGGGGCACCGGACACTCTATGCTG
GTGGTGGCTGTCCCCACCACACAGACCCACATCATGGAATCCCCAGGAGGTGAACCC
CCAGCTCGAAGGGGAAGAAACAGGTTCCAGGCACTCAGTAACTTGGTAGTGAGAAG
AGCTGAGGTGTGAACCTGGTTTGATCCAACTGCAAGATAGCCCTGGTGTGTGGGGGG
GTGTGGGGGACAGATCTCCACAAAGCAGTGGGGAGGAAGGCCAGAGAGGCACCCCT
GCAGTGTGCATTGCCCAYGGCCTGCCCAGGGAGCTGGCACTTGAAGGAATGGGAGTT
TTCGGCACAGTTTTAGCCCCTGACATGGGTGCAGCTGAGTCCAGGCCCTGGAGGGGA
GAGCAGCATCCTCTGTGCAGGAGTAGGGACATCTGTCCTCAGCAGCCACCCCAGTCC
CAACCTTGCCTCATTCCAGGGGAGGGAGAAGGAAGAGGAACCCTGGGTTCCTGGTC
AGGCCTGCACAGAGAAGCCCAGGTGACAGTGTGCATCTGGCTCTATAATTGGCAGGA

ATCC TGAGGCCATG GGGGCGTCTG AAATGACACT

Primerler http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer1.html web

adresinde verilen program kullanilarak dizayn edildi.
Forward outer(ileri dis) primer:5'-CAGGAGGTGAACCCCCAGCTCGAAGGGG-3'

Reverse outer(geri dis) primer:5'-AGGCAAGGTTGGGACTGGGGTGGCTGCT-3'
Amplifikasyon sonucunda 365 b¢’lik PZR iiriinii elde edilmektedir.
Restriksiyon Enzimi: Ncol enziminin 6zgiin kesim bolgeleri asagida yer

almaktadir.
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5 . . CCATGG...3
3...GGTACC...5

Restriksiyon enzim kesim sonrasi C alleli i¢in 193bg. ve T alleli i¢in 228
be.’lik iirtinler elde edildi.

Wild: 193bg (CC)

Mutant:228b¢ (TT)

Heterozigot: 193bc + 228b¢ + 365bc (CT)

SOST genine ait rs17885799, rs851054, rs865429 ve rs17886183 olmak
tizere bu dort polimorfizmin dogrulanmasi i¢in DNA dizileme yapildi. Bu amagla
her bir polimorfizm icin wild, heterozigot ve mutant oldugu ARMS ve RFLP
yontemi ile tespit edilen 6rnekler PZR ile ¢ogaltildi. Laboratuarlarimizda DNA
dizileme cihazi bulunmadigindan 6rnekler Ortadogu Teknik Universitesine baglh
Ref Gen, Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Merkezine gonderildi. Tiim DNA

dizilemeleri bu birim tarafindan gerceklestirildi.

4.5. PZR Kurulmas islemi

Her bir tiipe 10 pl hasta DNA’s1 ve {izerine 6 pl MgCl, (2.5mM), 6 ul 10X
buffer, 6 Wl ANTP (2.5mM), 1 ul primer 1 (30pmol), 1 ul primer 2 (30pmol), 0.3
U Taq DNA polimeraz ve 19.7 ul ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi
ve PZR cihazinda ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire etmek i¢in yalnizca bir
dongii olmak iizere 96°C’de 3 dakika, denatiirasyon (melting) i¢in 96°C’de 30
saniye, yapisma (annealing) icin 56°C’de 1 dakika, uzatma (extension) igin
72°C’de 1 dakika olmak iizere toplam 35 dongii gerceklestirildi. En son

dongiideki uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gergeklestirildi ve
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ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PZR amplikonlar1 agaroz

jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.6. Agaroz Jel Elektorforezi

Elde edilen PZR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde kosturuldu. % 2’lik agaroz
jelin hazirlanmasinda 2 gr agaroz tartilarak iizerine 100 ml 0.5XTBE eklendi ve
mikrodalga firinda eritildi. Eriyen agaroz-TBE soliisyonu icerisine 7 pl EtBr
konuldu ve agaroz-TBE soliisyonu i¢inde iyice karismasi saglandi. Hazirlanan
sollisyon daha once kenarlari bantlanmis olan elektroforez aparatina dokiildii ve
donmaya birakildi.

PZR fiirtinlerinden 13 pl alinarak 3 pl yiikleme boyasiyla karistirilip
kuyucuklara yiiklendi. Her yiikleme isleminde 100 bg¢’lik DNA boyut markirt

kullanilarak karsilastirma ve kontrol iglemleri yapildi.

4.7. PZR iiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesilmesi

Kesim 20 pl iizerinden yapildi. 10 pl PZR firiinii, 2 pl 10X buffer, 4 {inite
restriksiyon enzimi ve bunlara ilave olarak suyla toplam hacim 20 pl’ye
tamamlandi. Kesim islemi 37° C’de 16 saat bekletilmek suretiyle gerceklestirildi.

Iki enzim icin de aym1 restriksiyon enzim kesim protokolii uygulandi.

4.8. Kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde incelenmesi
DNA parcalarinin ayrilmasi, tamimlanmasi ve saflagtirilmasi igin, standart
bir metot olarak, agaroz jel kullanilmaktadir. Agaroz jel elektroforezi ile yaklagik

60-0.1kb. uzunlugunda DNA parcalar1 ayrilabilmektedir. Jeldeki DNA bantlari
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jelin bir floresans boya alan etidyum bromiir(EtBr) ile boyanmasi ve jelin
ultraviole 151k altinda incelenmesi ile saptanabilir. Cogunlukla jel elektroforezinde
bilinen biiyiiklikteki bir belirtec DNA kullanilarak molekiiler biiyiikligii
bilinmeyen DNA kolayca saptanabilir.

Agaraoz jel boyunca DNA parcaciklarinin elektroforetik yiirtime hizlar
temel olarak dort parametreye baglhidir. Bunlar; DNA’nin molekiiler biiyiikliigi;
DNA’nin konformasyonu agaroz konsantrasyonu ve uygulanan akimdir.

Yapilan bu ¢alismada PZR ile ¢ogaltilmig PZR iiriinlerinin tanimlanmasi
ve restriksiyon enzimi ile kesimi yapilan PZR Orneklerinin goriintiilenmesi igin
agaroz jel elektroforezi kullanildi. Elde edilen biiyiikliikteki {iriinleri
tanimlayabilmek i¢in %2,5’1uk jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizenegine
uygun hacim; toz halindeki agarozun 0.5X TBE tamponunda manyetik karistiricilt
bir mikrodalga firinda 55-60°C’de kaynatilarak ¢o6ziilmesi ile olusturuldu.
Ardindan kaynamis c¢ozelti sogutularak, 0.25pug/ml EtBr ilave edildi. Kuyulari
olusturacak olan tarak, tabagina yerlestirildikten sonra hazirlanan jel, hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde buraya dokiildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak
dikkatlice ¢ikarilarak jel platformu 0.5X TBE tamponu ile dolu olan elektroforez
tankina yerlestirildi. Bu tampondan jelin tizerine 1-2mm. gececek kadar eklendi.
Ornekler ve belirtec DNA, 6 X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak her
bir kuyuya 15 pl. yiiklendi. Gii¢ kaynag 90V’a ayarlandi. Yaklasik yarim saat
sonra giic kaynagi kapatildi. Jel goriintiileme sisteminde UV 1511 altinda jeldeki

bantlar incelendi (1, 14).
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4.9. istatistik Analizler

Istatistiklerin hazirlanmasinda SPSS for Windows 12,0 paket istatistik
program (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc. Chicago IL USA)
kullanildi. Parametreler arasi iligkiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak
degerlendirildi. Hasta ve kontroller genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Ki-kare
analizi ile yapildi. Gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde nonparametrik bir
test olan varyans analizi kullanildi. Degerlendirmelerde p<0.05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR
Grup I’de 126, grup II’de 78 olmak iizere toplam 204 hasta degerlendirildi.
Yas ortalamalan grup I i¢in 586,26 yil, grup II i¢cin 54+6,31 yil idi. Kilo
ortalamalar1 grup I’de 67+12,77 kg ve grup II’de 77+11,27 kg idi. Boy
ortalamalar grup I’de 151+6,23cm ve grup II’de 156+5,78 cm idi. Lomber kemik
yogunlugu grup I'de 0,882+0,102 gr/cm® ve grup I'de 1,147+0,249 gr/cm® idi.
Femur kemik yogunlugu grupI’de 0,880+0,110 gr/cm® ve grup II'de 1,070+0,150

gr/cm2 idi. Gruplarin demografik 6zellikleri Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 6. Gruplarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Parametreler Grup I (lomber T skor <-2,5)  Grup II (lomber T skor > +1)
Yas (yil) 58+6,26 54+6,31
Kilo (kg) 67+12,77 77+11,27
Boy (cm) 151+6,23 156+5,78
Lomber kemik mineral
0,882+0,102 1,147+0,249
yogunlugu (gr/cmz)
Total kalga kemik mineral
0,880+0,110 1,070+0,150

yogunlugu (gr/cmz)

5.1. Hasta ve kontrollerde SOST rs17885799 (-22, G>A) polimorfizm
dagilimlan

ARMS yontemi kullamilarak yapilan PZR c¢alismasinda, polimorfizm
kontrol ve hasta grubunda basariyla genotiplendirildi. DNA dizilemeyle ARMS
sonuclar1 kontrol edildi ve dogrulandi. Sekil 1’de SOST polimorfizmine ait agaroz
jel goriintiisii yer almaktadir. Sekil 2’de genotiplerin DNA dizileme sonuglari

gosterilmektedir. Grup I ve II icin genotip ve allel sikliklarimin dagilimi Tablo
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7‘de gosterildi. Grup I ve II’de polimorfizm tespit edilmemistir. G allelin grup I

ve II’de artmis sikliga sahip oldugu tespit edildi.

Tablo 7. SOST rs17885799(-22, G>A) polimorfizm genotiplerinin grup I ve II

icin dagilimlart.

Genotipler GG(%) AA(%) AG(%)

(Wild allel) (Mutant allel) (Heterozigot allel)

Grup I (n=126) 100 - -

Grup II (n=78) 100 - -
Alleller G A

Grup I (n= 126) %100 0 -

Grup II (n=78) %100 0 -

R ——— R R R R

J————————————— AT

Sekil 1. SOST genindeki rs17885799 (-22, G>A) polimorfizmi i¢in PZR’ye
yonelik ARMS ‘nin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitun 1:100
b¢’lik DNA boyut markiri. Siitun 2: Dig Primer 313 bg G alleli, 161 bg, A

alleli 205 bg.
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Sekil 2. SOST genindeki rs17885799(-22, G>A) polimorfizmi i¢in GG genotipine

ait DNA dizileme goriintiisii (ggaaggtggc |tgccctecte)

5.2. Hasta ve kontrollerde SOST rs851054 (4534, G>A) polimorfizm
dagilimlan

ARMS yontemi kullamilarak yapilan PZR calismasinda polimorfizm
kontrol ve hasta grubunda basariyla genotiplendirildi. DNA dizilemeyle ARMS
sonuclar1 kontrol edildi ve dogrulandi. Sekil 3’de SOST polimorfizmine ait agaroz
jel goriintiisii yer almaktadir. genotiplerin DNA dizileme sonuglar Sekil 4’de
gosterildi. Grup I ve II icin genotip ve allel sikliklarinin dagilimi Tablo 8 ‘de
gosterildi. Grup I ve II’de rs851054 polimorfizmi tespit edilmistir. SOST allel
sikliklart gruplar arasinda karsilastirildiginda varyant A allel her iki grupta tespit

edilmistir.
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Tablo 8. SOST rs851054 (4534, G>A) polimorfizm genotiplerinin grup I ve Il

icin dagilimlart

Genotipler GG(%) AA(%) AG(%)
(Wild allel) ( Mutant allel) Heterozigot allel)

Grup I (n= 126) 0 100 -

Grup II (n=78) 0 100 -

Alleller G A

Grup I (n= 126) 0 %100 -

Grup II (n=78) 0 %100 -

Sekil 3. SOST genindeki rs851054 (4534, G>A) polimorfizmi icin PZR’ye

yonelik ARMS’nin agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitun 1:100 bg’lik

DNA boyut markir1. Siitun 2: Dis primer 359 bg, A alleli i¢in 223 b, G

alleli icin 192bg.
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Sekil 4. SOST genindeki rs851054 (4534, G>A) Polimorfizmi i¢in AA genotipine

ait DNA dizileme goriintiisii (aaacagaaac | ccttgggcca)

5.3. Hasta ve kontrollerde SOST rs865429 (220+675, C>T)
polimorfizm dagilimlari

Wild tip bolgeyi kesen Ncol enzimi kullanilarak RFLP yontemiyle
polimorfizm her iki grupta basariyla genotiplendirildi. DNA dizilemeyle RFLP
sonuclar1 kontrol edildi ve dogrulandi. Sekil 5°de SOST polimorfizmine ait agaroz
jel gortintiisti yer almaktadir. genotiplerin DNA dizileme sonuglar Sekil 6 ve 7°de
gosterilmektedir. Grup I i¢in genotip dagilimi; CC: 8 hasta (%6,3), TT: 93 hasta
(%73,8), CT: 25 hasta (%19,8) ve Grup Il icin genotip dagilimi; CC:6 hasta
(%7,7), TT: 61hasta (%78,2), CT: 11 hasta (%14,1). Grup I icin allel frekanslari;
varyant allel (T) frekanst 211 (%85,73), wild allel (C) frekans1 41 (%16,26) ve
Grup 1II icin allel frekanslari; varyant allel (T) frekansi1 133 (%385,26), wild allel

(C) frekans1 23 (%14,74) olarak tespit edildi. Her iki grupta varyant alleli tespit
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edildi. Gruplar arasinda hem genotip hem de allel sikliklar1 agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilemedi (p=0,563). Grup I ve Il i¢in genotip ve allel sikliklarinin

dagilimi Tablo 9 ve Tablo 10 ‘da gosterilmistir.

Tablo 9. SOST rs865429 (220+675, C>T) polimorfizm genotiplerinin grup I ve

Il i¢in dagilimlar

Genotip Grup I Grup I1
CC 8(%6,3) 6(%7,7)
TT 93(%73,8) 61(%78,2)
CT 25(%19,8) 11(%14,1)
Toplam 126 (%100) 78 (%100)
P degeri:0,563

Tablo 10. SOST rs865429 (220+675, C>T) polimorfizmin grup I ve II igin allel

dagilimlari
Alleller Grup I (%) Grup II (%)
C 41(16,26%) 23 (14,74%)
T 211(85,73%) 133 (85,26%)
Toplam 252 156

p>0,05
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Sekil 5. SOST genindeki rs865429 (220+675, C>T) polimorfizmi icin PZR’ye
yonelik RFLP‘nin Ncol restriksiyon enzimle kesim {iriiniiniin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Siitun1:100 b¢’lik DNA boyut markir. Siitun 2:
228 b¢ ( TT: mutant 6rnek), Siitun 8: 193bc (CC: wild 6rnek), Siitun 15:

193 bg+228 bg+365 be (CT: Heterozigot drnek).
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Sekil 6. SOST genindeki rs865429 (220+675, C>T) polimorfizmi icin CC

genotipine ait DNA dizileme goriintiisii (gcattgecca| ggecetgecca)
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Sekil 7. SOST genindeki rs865429 (220+675, C>T) polimorfizmi i¢cin TT

genotipine ait DNA dizileme goriintiisii (gcattgccca| ggectgecca)
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54. Hasta ve kontrollerde SOST rs17886183 (*1004,G>A)
polimorfizm dagilimlari

Wild tip bolgeyi kesen Nlalll enzimi kullamilarak, RFLP yontemiyle
yapilan polimorfizm calismasi, gruplarda basariyla genotiplendirildi. DNA
dizilemeyle, RFLP sonuglar1 kontrol edildi ve dogrulandi. Sekil 8’de SOST
polimorfizmine ait agaroz jel goriintiisii yer almaktadir. Genotiplerin DNA
dizileme sonuglan Sekil 9’da gosterilmektedir.

Grup I icin allel frekanslari: A allel frekanst 10 (%3,97), G allel frekansi
242 (%96,03) ve Grup Il icin allel frekanslari: A allel frekansi 6 (%3,85), G allel
frekans1 150 (%96,15) olarak saptandi. Grup I icin genotip dagilimi: AA: 3 hasta
(%2,4), GG: 119 hasta (%94,4), AG: 4 hasta (%3,2) ve Grup II icin genotip
dagilimi: AA: 3 hasta (%3,8), GG: 75 hasta (%96,2) olarak saptandi. Her iki
grupta rs17886183 varyant alleli tespit edildi. Gruplar arasinda hem genotip hem
de allel sikliklar1 acisindan anlamli bir farklilik tespit edilemedi (p=0,241). Grup I
ve II i¢in genotip ve allel sikliklarimin dagilimi Tablo 11 ve Tablo 12 ‘de

gosterildi.

Tablo 11. SOST rs17886183 (*1004,G>A) polimorfizm genotiplerinin grup I ve

II i¢in dagilimlar

Genotip Grup I Grup II
AA 3(%2.4) 3(%3.,8)
GG 119(%94.,4) 75(%96,2)
AG 4(%3.2) 0(%0)
Toplam 126 78

p: 0,241
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Tablo 12. SOST rs17886183 (*1004,G>A) polimorfizmin grup I ve II icin allel

dagilimlar
Alleller Grup I (%) Grup II (%)
A 10(3,97%) 6 (3,85%)
G 242(96,03%) 150 (96,15%)
Toplam 252 156

p>0,05

4

. '..' . 1 Telp.
- T

Sekil 8. SOST genindeki rs17886183 (*1004,G>A) polimorfizmi i¢in PZR’ye
yonelik RFLP‘nin Nlalll restriksiyon enzimle kesim iiriiniiniin agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Stitun 2: 247 b¢.(AA: mutant 6rnek), Siitun 1 ve
10: 247 b¢ +176 bg +127 b¢ (AG: heterozigot ornek), Siitun 3: 127 bg

(GG: wild ornek).
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Sekil 9. SOST genindeki rs17886183 (*1004,G>A) polimorfizmi i¢in GG

genotipine ait DNA dizileme goriintiisii (ccatagccat | ttttaaagtc)
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Tablo13. rs865429 ve rs17886183 polimorfizmleri ve kemik mineral yogunlugu

arasindaki korelasyon analizi

Referans SNP (refSNP) Lomber BMD Femur BMD
Rs 865429 p:0,862 p:0,793
Rs 17886183 p:0,168 p:0,235

Kemik mineral yogunlugu ile rs865429 ve rs17886183 polimorfizmleri
arasinda baglanti olup olmadigimi arastirmak i¢in yapilan korelasyon analizinde

istatistiksel anlaml bir baglanti tespit edilmedi.
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6. TARTISMA

Ik kez Brunkow ve ark. tarafindan, 2001’de tamimlandigindan bu yana,
SOST gen ve hastaliklar arasindaki iliskilerin arastirildigi pek c¢ok calisma
bulunmaktadir. Yapilan calismalar sonucunda SOST gen polimorfizmleri ve
cesitli hastaliklar arasinda iligki oldugu tespit edilmistir. Bu hastaliklardan
‘siklerosteozis’ ve ‘Van Buchem Hastaligi’ kemik displazisi ile yakindan ilgili
olup, endosteal hiperosteozis olarak siniflandirilip, jeneralize olmus osteosklerozis
ve ilerlemis kemik kalinhigiyla karekterize hastaliklardir (10). Van Buchem
hastaliginda SOST geninde delesyon tespit edilmistir (79). Siklerosteozis’li bir
ailede yapilan calismada da SOST geninde homozigot nonsense mutasyonlar
tespit edilmistir (44).

Siklerostin osteositler tarafindan eksprese edilen, kemik olusumunun bir
inhibitoriidiir. Van Bezooijen RL ve arkadaslari, Van Buchem’li hastalarda,
osteositlerde ve sementositlerde siklerostin ekspresyonunun azaldigini veya
olmadigin1 tespit etmislerdir. Siklerostin mineralize olmus matriks icinde
farklilagmig 3 hiicre tipi olan osteosit, sementosit ve hipertrofik kondrositlerde
eksprese olmaktadir ( 11).

SOST geni, -22, G>A polimorfizmini genotip ve allel sikliklar1 agisindan,
lomber KMY’si normal (n=78) ve lomber KMY’si osteoporozlu (n=126)
gruplarimizda varyant allel tespit edilmedi (p>0.05). Calistigimiz bir diger SOST
genindeki polimorfizm 4534, G>A’dir. Polimorfizmin genotip ve allel sikliklarini
lomber KMY’si normal (n=78) ve lomber KMY’si osteoporozlu (n=126) grupta

varyant allel (A) saptandi. Bu calismada, SOST genindeki 220+675, C>T
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polimorfizmini, lomber KMY’si normal (n=78) ve lomber KMY’si osteoporozlu
(n=126) gruplar arasinda karsilastirildiginda, varyant genotipin KMY’si normal
grupta, KMY’si osteoporozlu gruba gore arttifn tespit edildi. Ama bu artis,
istatistiksel bir anlamlilik gostermedi (Grup II: 61 (%78,2), p>0.05). SOST
genindeki *1004, G>A polimorfizminde wild genotipin her iki grupta artmis
oldugunu tespit ettik (p: 0.242). Bu artisin, kemik mineral yogunluguyla, anlamli
bir baglantis1 yoktu (p>0.05).

SOST genindeki rs17886183 (¥*1004, G>A) ve rs17885799 (-22, G>A)
polimorfizmleri, ilk defa calisilan polimorfizmlerdir. Her iki polimorfizm, ne
erkek ne de kadinlarda premenapozal ve postmenapozal hasta gruplarinda
calistimamistir.  Sonuglarimizin desteklenebilmesi i¢in benzer yeni calismalara
ihtiyag¢ vardir.

LRPS, vit. D reseptor ve PTH reseptor ve SOST genlerindeki
mutasyonlarin kemik olusumunda diizensizliklerle sonuclandig: tespit edilmistir.
SOST/Siklerostin, insan osteoblastik hiicrelerinde kaspaz 3’ii aktive ederek
apoptosisi baglatir. Sutherland ve ark. osteojenik hiicrelerin yanisira, hipertrofik
kondrositler ve osteoblastlart kapsayan osteositlerde Siklerostinin eksprese oldugu
tespit  etmislerdir. ~ Siklerostinin, mekanistik  biyolojisinin  anlasilmas,
siklerosteozis patolojisinin agiklanmasina yardimci olacaktir. Siklerostinin
aktivitesini bloke eden ajanlarin gelistirilmesi kemik kaybim restore etmek igin
umut doguracaktir (83). Calismamizda SOST gen polimorfizmleri ile osteoporoz
arasindaki iliskiyi bir miktarda olsa aydinlatmaya calistik. Daha ileri caligmalar ile

osteoporoz tedavisi i¢in umut doguracagi kanaatindeyiz.
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SOST genindeki mutasyonlarin yiiksek kemik kiitlesi sendromu olan van
Buchem hastaligina sebep oldugu bilinmektedir. SOST polimorfizmlerinin,
Roterdam caligmasinda, KMY ile iligkili oldugu gosterilmistir. Sims ve
arkadaslan KMY’si normal ve osteoporozlu hasta gruplarinda yaptiklan
calismada, SOST geninin iic SNP’sinden (rs851054, rs851056, rs2023794)
rs851054 ve rs851056’min KMY ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir (75).
Calismamizda ise KMY ile direkt bir baglanti bulamadik. Ama olas1 iliski i¢in
rs865429 polimorfizminde varyant genotipin KMY’si normal grupta artis
oldugunu bulduk. Bu sonug ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duymakta ve osteoporoz
tedavisinde kemik kaybini Onleyici yolun gelistirilmesi bakimindan umut vaat
etmektedir.

Huang ve arkadaslarinin yaptigi calismayi, Moffet ve arkadaglart SOST un
5' bolgesindeki iki SNP rs851054 ve rs851056° nin KMY’si yiiksek ve KMY’si
diisiik bireylerde incelediklerinde KMY ile iligkisini tespit etmislerdir. Fakat,
Balemans ve arkadaglar1 ise KMY’si normal ve osteoporozlu perimenapozal
beyaz kadmlarda, SOST geninin 5' promotor polimorfizmi ile kemik mineral
yogunlugu arasinda bir baglanti bulamamuslardir. (37). Allel frekanslarin
populasyon dagilimlarn diger irklarda, Beyaz irkda A: % 67 G: % 33, Cinlilerde
A: % 38 G: % 62, Japonlarda A: % 42, G: %58, Afrika kokenli Amerikalilarda A:
%56 G: % 44 olarak bulunmustur. Biz de calismamizda hem lomber KMY’si
normal hem de lomber KMY’si osteoporozlu gruplarimizda, rs851054 (4534,
G>A)’de varyant A allelinin artmis oldugunu tespit ettik.

Huang ve arkadaslar1 osteoporozlu hastalarda yaptiklar1 polimorfizm

calismasinda, rs865429 (220+675, C>T)’un, total kalca KMY’si ile allelik
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iligkisinin anlamli oldugunu gostermislerdir (37). Bu c¢alismada, sadece varyant
genotipin (TT) frekansini, kemik mineral yogunlugu normal olan grupta, daha
yiikksek bulundu. Bu sonug¢ varyant genotipin, kemik mineral yogunlugu normal
olan grupta, protein ekspresyonunu degistirerek, siklerostin yapimim arttirarak,
etki gosterdigi, seklinde yorumlanabilir.

Yapilan genis skalali bir genom meta-analizinde, SOST gen
polimorfizminin hem kemik mineral yogunlugunu etkiledigi, hem de KMY’den
bagimsiz olarak kirik riskini artirdigi rapor edilmistir (65). SOST, bilindigi iizere
Whnt sinyal antagonisti olarak, baslica osteositlerde eksprese olmaktadir ve kemik
kireclenmesinin osteositik kontroliinii i¢erdigi diisiiniilmektedir (5).

MARKS3 genindeki rs201028 ve SOST genindeki, rs1513670, rs7220711
ve 151107748 polimorfizmlerinin degerlendirildigi bir calismada, kiiciik travma
kiriklart ile bu SNP’ler arasinda zayif bir iliski bulunmustur. Styrkarsdottir ve
arkadaslari, bu iligskiden yola cikarak KMY {izerinde bu varyantlarin etkin oldugu
yorumunu yapmislardir (82).

Kemik yapisinin genetik belirleyicilerini tespit etmeyi amaclayan bir
calismada, KMY varyasyonuna sahip postmenapozal kadinlardan alinan kemik
biyopsilerinde, bazi genlerde, transkripsiyonel degisiklikler tanimlanmistir.
Bunlar ACSL3 (acyl-CoA synthetase long-chain family member 3), NIPSNAP3B
(nipsnap homolog 3B), DLEU2 (Deleted in lymphocytic leukemia, 2), CIORF61
(Chromosome 1 open reading frame 61), DKK1, SOST, ABCAS, (ATP-binding
cassette, sub-family A, member 8) ve karekterize olmamis (AFFX-M27830-M-
at)’dir. Bunlar arasinda sadece SOST geninin, KMY ile baglantili oldugu

bildirilmistir. Genlerin cogunlugu, kemik fenotipiyle iliskili degildir. Molekiiler
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analizlerde, SOST DKKI ile pozitif korelasyona sahip olup, her ikisinin de Wnt
sinyal yolaginin tiyeleri oldugu rapor edilmistir (64).

Huang Yang—Qing ve arkadaslar allelik, genotipik ve haplotipik agidan
yedi monojenik kemik hastaligi1 genini arastirdiklar bir ¢calismada KMY ve SOST
geni 1r$1230399 -9247 polimorfizmi arasinda, genotipik ve allelik acidan iligki
bulmuglardir. 1s1230399 polimorfizminin Ostrojen reseptér fonksiyonunu
diizenleyen iki transkripsiyon faktorii C/EBP alfa ve FOXA1’in hatirlama
bolgesinde lokalize oldugu ve polimorfizm sonucu ligandlarinin, sklerostin genine
baglanmasinin bozuldugunu diisiinmektedirler (37). Bu veriye dayanilarak
rs1230399 polimorfizmi ve KMY arasindaki iliskinin Ostrojen reseptorii
ERalfa/FOXAT sinyal yolag lizerinden etkili olabilecegi 6ne siiriilmektedir.

Uitterlinden ve arkadaslari, 1939 Alman kadin-erkek karisgik yash
popiilasyonda baktiklar1 8 SOST gen polimorfizminden, sadece promotor
rs17882799 SNP’nin (SRP3) azalmis lomber/femoral kemik mineral yogunlugu
ile iligkisini allel/doz bagimli seklinde rapor etmislerdir. Bu c¢alismada
polimorfizmler ile kirik riski arasinda bir baglanti bulunamamistir (88).

Huang ve arkadaslarinin yapti§i calismayr Moffet ve arkadaslari, erkek
hastalarda calismislardir. Rs1230399’u incelediklerinde, KMY olgiimleri ve
genotip/allel frekanslar1 arasinda beraberlik oldugunu tespit etmislerdir. Bu
calisma, beyaz populasyonda, KMY nin diizenleniminde, SOST geninin énemini
giicliit bir sekilde desteklemektedir. SOST geninin upstreaminde diizenleyici
bolgesinde rs1230399’un, hem Cinli hem de beyaz populasyonda kemik mineral
yogunlugu ile anlamlilik gosterdigi bulunmustur. T allelinin frekansi osteoporoz

riski yiiksek olanlarda, daha yiiksek bulunmustur (37). Ilging olarak bu
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polimorfizm, ERa fonksiyonunu etkileyen, iki transkripsiyon faktoriiniin (C/EBP
alfa-FOXA1) tanima bolgesinde lokalizedir.

Birka¢ calismada, LRP5’in SOST ile etkilesime gecerek, Wnt yolaginda
LRP6’y1 inhibe ettigi belirlenmistir (37). SOST geni tarafindan kodlanan
siklerostin, sadece kemik morfogenik protein antagonisti degildir. Ayn1 zamanda
Whnt indiiklii, Lrp kompleks olusumunu bozarak Wnt sinyaline engel olurlar (82).

SOST geni iizerine yapilan bir calismada, genin 5' bolgesi iginde ve
intronik bolgenin 3'UTR bolgesinde 26 farkli SOST polimorfizmi tanimlanmistir.
Sadece SNP15 genin kodlayict dizisi i¢indedir. Bu bolge, 10. pozisyonda valinin
izolosine degisimine neden olur. Bu aminoasit degisikligi koruyucu olup,
siklerostin proteinin sinyal dizisinde meydana gelir. Bundan dolay1 olgun
sklerostin polipeptidi degismemektedir (5).

Siklerosteozisli bir Tiirk ailesinde yapilan ¢alismada, SOST geninin ekzon
2’sinde bir missense (c.499T>C; p.Cysl67Arg) mutasyon tespit edilmistir.
Etkilenmis sistein kalintisinda, ER’de mutant proteinin alikonmasina yol agarak,
sistein kalintisinin kaybina neden olur. Beraberinde LRP5’e baglanma kabiliyeti
zayiflatilarak, Wnt sinyali inhibe edilir. Bu da sklerostinin tamamen fonksiyon
kaybina yol acarak, Cysl67Arg mutasyonuna sebep olur ve sklerosteozisin
karekteristik fenotipi sekillenir (61).

Cinli arastirmacilar 11’1 Avrupali kadinlarda bakilan aday gen olmak iizere
toplamda 21 geni Cinli kadinlarda calismiglardir. Osteoporotik kirtk ve KMY ile
bu genler arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. ZBTB40, ESR1, OPG, RANK, LRP5
ve SOST genleri ile lomber omurga ve/veya total kalca KMY’leri arasinda iligki

tespit etmislerdir. Ozellikle SOST ve SPTBNI ile osteoporotik kirik arasinda
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anlamli iliski bulmuslardir. Bu sonuglar, hem Avrupali hem de Cinli bayanlarda
osteoporoza yatkinlik olusturan genleri sunmaktadir ( 52).

Yapilan son calismalarda hiperlipidemi ve hipertansiyon tedavisinde
yaygin olarak kullanilan statinler ve beta blokerlerin kemik metabolizmasinda
onemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. Statinler, HMG-CoA rediiktazi ve mevolanat
yolagini inhibe ederler. Osteoklastik ve osteoblastik aktiviteyi diizenlerler.
Mevolanat metabolitleri, kemik hiicre biyolojisi ile iligkilidir. Sempatik sinir
sistemi de ayn1 zamanda osteoblastlar iizerine, onun direkt etki yoluyla, kemik
olusumunu kontrol eder. Beta blokerlerin ilavesi kirik riskinin azalmasina ve
kemik yogunlugunun artmasma yol acabilir. Statinler ve beta blokerler kemik
metabolizmasinda anabolik etkiye sahiplerdir. Bu yiizden osteoporozun
tedavisinde potansiyel olabilirler (84).

Sonug olarak, SOST geni ve osteoporozla iliskisi, ¢cok yeni bir arastirma
alam1  olup, giin gectikce yeni veriler acgiklanmaktadir. Polimorfizm
degerlendirmesinin, daha genis popiilasyonlar baz alinarak yapilmasina ihtiyag
vardir. Osteoporoz cok genis kitleleri etkilemesi ve sebep oldugu kirik riskinden
otlirli, Onleyici tibbin birebir ilgilendigi hastalik grubundadir. Osteoporoz
etyopatogenezindeki genetik faktorlerin aydinlatilmasi, ilag sektoriiniin buna
yonelik tedavi protokolleri gelistirmesine 151k  tutacaktir.  Osteoporoz
multifaktoriyel bir hastalik olup, ¢evresel faktorlerin kontrol altina alinmasi
hastaligin ortaya c¢ikmasim engelleyememektedir. Bu da altta yatan genetik
patolojilerin tespit edilmesinin, tedavide ¢igir acacak doniim noktasi olacagini

diisiindiirmektedir.
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6.1. Oneriler

Yapilan son calismalarda, insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar
ve bunlarin fonksiyonel ve klinik agidan tasidiklar1 onemleriyle yakindan ilgili
pek c¢ok calisma yapilmaktadir. Bu calismalar bize, bazi multifaktoriyel
hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde rol oynayan genetik faktorlerin
anlasilmasinda yol gosterici olacaktir. Insan genomunda, polimorfizmlerin ¢ogu
fonksiyonel olarak notral olup, genin olusturdugu protein yapisini ya da
fonksiyonunu etkilemezler. Bazi polimorfizmler ise gen yapisindaki kodlayici
alanlart ya da diizenleyici bazi dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA
stabilitesi, RNA splicingi, protein yapisi ve fonksiyonu etkileyebilmektedirler.
Boyle degisiklikler hastalik yatkinhigin1 ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma,
tedaviye cevap ve ilacin yan etkilerine kars1 hassasiyet gibi farkli klinik etkiler
ortaya ¢ikarabilirler (1).

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim
uzunluk polimorfizm ydntemi, gercek zamanli PZR gibi yontemlerin gelismesine
ragmen, hala spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ekonomik
bir sekilde polimorfizm ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir. Caligmamizda
secilen polimorfizmlerin degerlendirilmesinde ARMS ve RFLP yontemleri
kullanilmagtir. Degerlendirilen polimorfizmlerin timii basariyla
genotiplendirilmistir. Calisilan polimorfizmler ilk oldugu icin, DNA dizilemeyle
veriler dogrulanmistir. Postmenapozal osteoporozlu hastalarda, daha 6nce SOST
genindeki rs17885799, rs865429, rs17886183 polimorfizmleri calisilmamistir.
Literatiir degerlendirmemizde, bu tezle ilgili genlerdeki polimorfizmlerin

postmenapozal osteroporozlu hastalarda calisildigi ilk arastirmadir. SOST
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genindeki polimorfizmlerin ¢alisilmasinda gere¢ ve yontemde ayrintili olarak
anlatilan ARMS ve RFLP yontemlerinin literatiire referans olusturacagim
diisiinmekteyiz.

Calismamizin sonuglan 1s18inda, lomber KMY’si yiiksek grup, lomber
KMY’si diisikk grupla karsilastirildiginda, SOST rs17885799 ve rs851054
polimorfizmlerinde wild ve varyant genotiplerinde artis oldugunu tespit ettik.
SOST genindeki artmis rs865429 (220+675, C>T) varyant sikligi, kemik mineral
yogunlugu normal olan grupta, protein ekspresyonu iizerinden sklerostin sentez
miktarin1 etkileyerek, kemik kaybin1 Onliiyor olabilir. Bu da osteoporoz
etyopatogenezindeki genetik komponente 151k tutacak bir veri olabilir. SOST
genindeki rs851054 (4534, G>A) polimorfizminde varyant allelin hem lomber
KMY’si normal grupta, hem de lomber KMY’si osteoporozlu olan grupta artmis
oldugunu tespit ettik. Ancak, yapilan diger polimorfizm c¢alismalar
degerlendirildiginde, KMY ve SOST gen arasinda anlamli iligki tespit edilmistir
(37).

Postmenapozal osteoporozlu hastalarda, daha once SOST genindeki
rs17885799 ve  rs17886183  polimorfimler  calisilmamistir.  Literatiir
degerlendirmemize gore bu c¢alisma ile ilgili gendeki polimorfizmlerin
postmenapozal osteoporozlu hastalarda ¢alisildigr ilk arastirmadir. Calisilan hasta
populasyonu  genisletilerek  yapilacak calismada, Tiirk populasyonunda
anlamliligin ortaya konulabilecegi kanaatindeyiz. Verilerimizin dogrulanabilmesi
icin farkli toplumlarda ayni polimorfizmlerin ¢alisilarak, verilerimizin daha fazla
calismayla desteklenmesine ihtiya¢ vardir. Ayni zamanda genis populasyonlarda

SOST gen polimorfizmlerinin calisilmasi, osteoporozun etyopatogenezinin
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aydmlatilmasinda bir ara¢c olacaktir. SOST gen aktivasyonunu diizenleyecek
ajanlar veya siklerostin aktivitesini bloke eden ajanlar gelistirilebilirse, kemik

kaybini 6nleyici tedavilerde bir ¢igir agilabilir (70).
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8. EKLER

8.1. Bilgilendirilmis Hasta Onay Formu

Osteoporozun genetik nedenlerini bulmak iizere yeni bir arastirma yapmaktayiz. Arastirmanin ismi
‘Postmenapozal Osteoporozlu Hastalarda SOST Gen Polimorfizminin Arastirilmast’dir. Calismaya katilmak
goniilliilik esasina dayalidir. Bu arastirmay1 yapabilmek i¢in 4 ml. kan alinmas: gerekmektedir. Bu kandan
genetik materyal yani DNA elde edilecektir.

Boyle bir aragtirma osteoporozun genetik nedenlerinin ortaya konmasinda yararl olacaktir. Su anda
calisma size ya da cocuklariniza dogrudan bir fayda saglamayabilir. Ancak ilerde hastaliga neden olan
etkenlerin ortaya konmasi ileride hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayacaktir.

Bu formu yakinlarinizla goriismek icin evinize gotiirebilir ve onlarla goriiserek, caligmaya katilip
katilmama kararim1 daha sonra verebilirsiniz. Calisma sonuglart ve hastaligin gidisati goz Oniinde
bulundurularak hasta doktorundan caligma sonuglar1 hakkinda bilgi alabilir. Hasta ¢alismadan ayrilmak
istediginde formunu geri alabilir. Formunu geri ¢eken hastanin 6rneklerine higbir islem yapilmayacaktir.

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon ABD’da ve Tibbi Biyoloji ve
Genetik ABD ile birlikte bir arastirma yapilacag1 goriisiilerek bu arastirmayla ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu arastirmaya katilimer olarak davet edildim. Bu arastirma i¢in kan alinmasini goniillii olarak
kabul ettigimi, ¢alismanin konusu, caligmaya katildigim takdirde herhangi bir iicret talep edilmeyecegi ya da
bana herhangi bir ticret verilmeyecegi ve caligma sonuglarinin tedavi siirecimi etkilemeyecegi konularinda
bilgilendirildigimi beyan ederim. Caligmaya katilmak zorunda degilim. Calismadan ¢ikmam durumunda bu
durumun hekimimle olan iliskime zarar vermeyecegini biliyorum.

Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda formda yer alan kisisel
bilgilerimin sakli kalacagi konusunda bilgilendirildim. Arastirmacilarin, ¢aligma sonucunda elde edilen
verilerin yaymlanmasinda serbest olduklarina dair iznimi veriyorum.

Katilimex

Adi, Soyadr:

Adres:

Tel:

Imza:

Goriisme Tamg

Adi, Soyadr:

Adres:

Tel:

Imza:

Katilima ile goriisen hekim

Adi, Soyadi, Unvant:

Adres:

Tel:

Imza:
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