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OZET
Idiyopatik Adélesan Skolyozunda Vitamin D Reseptor Geni Bsml Polimorfizmi

Dr Biilent UYANIK
Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1, Izmir

Omurgada koronal planda yana dogru olusan egrilik nedeniyle direkt grafide dlciilen Cobb
acisinin on derecenin iizerinde olmasiyla tanimlanan Skolyoz; toplumda %3 gibi yiiksek
siklikta goriilen, olgularin %85 kadarinda altta yatan neden bulunamadig: i¢in idiyopatik
olarak degerlendirilen, en sik addlesanliga karsilik gelen 10 — 20 yas aralifinda ortaya ¢ikan,
her iki cinsi esit oranda tutmasina ragmen kizlarda on kat daha fazla ilerleyici bulunan, ikiz
kardeslerdeki konkordans ve olgularin aile agaclariin incelendigi epidemiyolojik ¢aligmalar
sonucunda birden fazla genin etkilesmesi sonucu poligenik kalitimla olustugu diisiiniilen,
etyolojisinde genetigin biiyiik rol aldigi bir hastaliktir. Vitamin D reseptér geninin kemik
dokusu iizerinde diizenleyici etkileri vardir ve Bsml polimorfizmi osteopeni ile
iliskilendirilmistir. Osteopeni skolyozun klasik bir komponentidir. Calismamizin amaci
Idiyopatik Adédlesan Skolyozu ile Vitamin D reseptdr geni Bsml polimorfizmi arasinda

etyolojik olarak iliski olup olmadigin1 arastirmaktir.

Adbdlesan Idiyopatik Skolyozu tanist koyulmus, birbirleriyle akraba olmayan yedisi
erkek 45’1 kiz toplam 52 hasta ve 20 — 35 yas arasindaki, birbirleriyle akraba olmayan, yedisi
erkek toplam 53 goniillii kontrol grubu olarak ¢aligsmaya dahil edilmistir ve olgularin periferik
kan Orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak VDR Bsml genotipi strip test kullanilarak

belirlenmistir.

Hasta grubunda genotip dagilimi1 bb %25, Bb %59,6, BB%15,4 iken kontrol grubundaki
dagilimin bb %28,3, Bb %37,3, BB %34 oldugu gorilmiis ve iki grubun genotip
frekanslarinin farkinin anlamliligin1 gosteren Ki-kare degeri: 6,35 ve p degeri: 0,0417 olarak

bulunmustur.

Sonuglar Vitamin D reseptdr geni Bsml polimorfizminde Bb genotipi ile Idiyopatik

Adodlesan Skolyozu arasinda iligki olabilecegini diisiindlirmiistiir.

Anahtar kelimeler: Adélesan Idiyopatik Skolyozu, VDR, Bsml, rs1544410



ABSTRACT
Vitamin D Receptor Gene Bsml Polymorphism in Adolescent idiopathic Scoliosis
Dr Biilent UYANIK
Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Medical Genetics, izmir

Scoliosis is defined as a lateral curvature of the spine in coronal plane, with bigger than
ten degree angle (measured as Cobb angle in plain radiograph). Overall population prevalance
is quite high as 3% and 85% of the cases has no etiological cause and termed as ‘idiopathic’,
Appear most frequently in puberty ages, between ten and 20 years old. Both sexes are affected
equally but progression can occur ten times frequent in girls. With high concordance in twin
studies and epidemiological studies on pedigrees of patient with scoliosis reflect an important

genetic effect with poligenetic inheritance.

Vitamin D receptor gene has regulatory effect on bone tissue and Bsml polymorphism
is associated with osteopenia. Osteopenia is a classical component of Scoliosis. The aim of
this study is to find association between Adolescent Idiopathic Scoliosis and Vitamin D

receptor gene Bsml polymorphysism, if exist.

Unrelated 45 female and seven male (totally 52) patients who were diagnosed as
Adolescent Idiopathic Scoliosis and 46 female and seven male (totally 53) volunteer controls
composed two investigated groups. All case's Bsml genotype were determined by strip test
using genomic DNA isolated from peripheral blood.

Distribution of genotypes of patients in percentage were bb 25%, Bb 59,6%, BB
15,4%while control group's were bb 25%, Bb 59,6%, BB 15,4%. Chi-square value which was
index for significancy of genotype frequency diffrerences of two groups was 6,35 and p value:
0,0417.

The results revealed that, there maybe an association between Adolescent Idiopathic

Scoliosis and Vitamin D receptor gene Bsml polymorphysism, Bb genotype.

Keywords: Adolescent 1diopathic Scoliosis, VDR, Bsml, rs1544410



1. GIRIS VE AMAC

Skolyoz, Tibbin babasi sayilan Hipokrat (MO:460-370) zamanindan bu yana hekimlerin
dikkat ve ilgisini izerinde toplamasina ragmen, tedavisinde ¢ok yol katedilse de nedeni halen
tam anlamiyla bulunamamig sik goriilen bir saglik sorunu olarak karsimizdadir. Skolyoz sirt
agrisina, hareketlerdeki zorlanma nedeniyle fonksiyonel kapasitede azalmaya, estetik
kaygilara ve buna bagli psikolojik sikintilara, hatta egriligin ileri derecelerinde kardiyo-
pulmoner fonksiyonel kayba neden olabilir. 1981°de yapilan uzun siireli bir gdzlemi igeren
yayinda ortalama Omiir beklentisinin skolyozlularda 14 sene daha kisa oldugu ortaya
koyulmustur. Amerika’da her yil yeni tam1 alan 100.000 skolyoz hastasi olmaktadir. Bu
100.000 kisi her 4-6 ayda bir muayene ve direkt grafi ile degerlendirme programina
alinmaktadirlar. 12-18 ay icerisinde yeni tan1 alanlarin 7000-10.000 kadarmin egriligi korse
kullanilmas: gereken seviyeye gelmekte, 36 ay igerisinde ise 1000-4.000 kadar1 cerrahi
tedaviye alinmak zorunda kalmmaktadir.! Cerrahi operasyon basma ortalama maliyeti
120.000 $olan skolyozun Amerika’ya yillik maliyeti 4.000.000.000 $’dir ve bu rakama sadece
tedavi giderleri dahildir. Isgiicii olarak fonksiyonel kayip nedeniyle olusan zarar ayrica

degerlendirilmelidir.?

Adblesan Idiyopatik Skolyozu toplumun %3’ii gibi azimsanamayacak bir kisminda
goriiliir. Simdiye kadar farkli etnik popiilasyonlarda yapilan caligmalar ile olusumunda
genetik etkilerin bulundugu gosterilmistir.Olgularin %85°i gibi ¢ogunlugunda altta yatan
neden tesbit edilememistir. Bu calismada etyolojisi tam aydinlatilamamis Addlesan Idiyopatik
Skolyozu’nun kemik dokusu dahil olmak iizere neredeyse her dokuda ifadesi ve yaygin
diizenleyici etkileri bulunan Vitamin D reseptdr geninin, sik goriilen ve farkli fenotiplerle
iligkili birliktelik ¢aligmalarinda anlamli sonuglar alinmis olan Bsml polimorfizmi arasinda

birliktelik olup olmadigini ortaya konulmasi amacglanmustir.

Calisma sonunda, birlikteligi gosteren bir sonug ortaya ¢ikarsa poligenik kalitimi oldugu
diisiiniilen Adélesan Idiyopatik Skolyozu’nun genetik etiyopatogenezinin aydinlatiimasina

katki saglayabilmek umulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tamim

Skolyoz, omurgada koronal planda yana dogru egrilik bulunmasi durumudur ve siklikla
omurgada aksiyel eksende rotasyon ile birliktedir. Omurganin en sik rastlanan deformitesidir.
Tarihte ilk kez Hipokrat tarafindan tariflenilmistir. Yunancada ‘¢arpik, egrik’anlamina gelen

skolyoz teriminin ilk kullanimu ikinci yiizyilda Galen tarafindan olmustur.>®
2.2 Tam
Skolyozun tanis1 klinik olarak muayene ve PA direkt grafiler ile yapilir.

Muayene esnasinda non-idiyopatik etyolojiyi  (noropatik, miyopatik, tiimoral,

pozisyonel, travma, sendromik) diisiindiirebilecek bulgular aranmalidir.

Takip ve Tedaviyi yonlendirecek bulgular: Etyoloji, Cobb agisi, lokalizasyonu, hasta

yasi, cinsiyeti, rotasyon esligi ve iskelet olgunlugudur.

Skolyoz teriminin kullanilabilmesi i¢in posteroanterior ¢ekilen direkt grafide oOlciilen
Cobb agisinin 10”’nin {izerinde olmasi konusunda uzlasiya varilmistir. 10°’nin altindaki

egrilikler ‘omurgada asimetri’olarak tanimlanir ve klinik énemi bulunmadig: diisiiniiliir.”

Skolyozu tarif ederken konumunu, yOniinii, derecesini ve rotasyonun eslik edip
etmedigini belirlemek gerekir. Skolyozun yonii egrinin konveks kisminin oldugu taraftir.
Skolyozun konumu orta hattan en fazla deviye olmus olan istte sefalad ve altta kaudad
vertebralarca belirlenir.? Addlesan idiyopatik skolyozunda egrilik siklikla torakalde ve saga

yonelimlidir.?

Cobb agis1 hesaplanirken iistte ve altta orta hattan en fazla deviye olan, yonii disa
kaymis vertebralar bulunur. Usttekine Sefalad, alttakine Kaudad vertebra denir. Sefalad
vertebranin {ist ylizeyinden gegen ve kaudad vertebranin alt yiizeyinden gecen birer ¢izgi
cekilir. Skolyozun konveks tarafinda bu ¢izgilerden cikilan dikmeler birbiriyle kesistirilir. Bu

kesisimde agag1 ve yukari bakan agilar Cobb acisidir.



2.2.1 Fizik muayene

. 1
Sekil 1 One egilme testi ve rotasyon icin Skolyometre kullanimi 0

2.2.2 Cobb acist

Sekil 2 Cobb acis1 ve Risser isareti11

Ac¢inin derecesi ve egriligin lokalizasyon ve yonii not edilir. Konjenital skolyozu
diistindiirecek vertebra anomalisi, kemik tiimorii diisiindiirecek radyoliisen alanlar, spinal kord
timori disiindiirecek interpedinkiiler mesafe artigi ve néromiiskiiler etyoloji diistindiirecek

paraspinal kas ve bag dokusu anormalliklerine dikkat edilir.



2.2.3 Risser isareti

Iliak apofizi anterolateralden posteromediale dogru basamakli bir sekilde kemiklesir.
Risser isareti iliak apofizin kemiklesme durumunu, dolayisiyla iskelet maturasyonunu
degerlendirmede kullanilir. Risser 0: kemiklesme yok. Risser 1: %25’ kemiklesmis, Risser 2:
%26-50 kemiklesme, Risser 3: %51-75 kemiklesme, Risser 4: >%76 kemiklesme, Risser 5:

tam kemiklesme ve flizyon anlamina gelir.12
2.3 Hasta Takip ve Yonetimi

Klasik olarak Cobb agis1, Risser isareti ve o anki hasta yas1 kullanilarak olgunun tedavi
gerektirecek seviyeye ilerleme riski tahmin edilebilir. Hasta takibi ve tedavisi bu risk hesabina

gore yonlendirilebilir.****

Tablo 1 Takip tedavi yiinergesi15

Iskeleti immatiir hastalar (Risser evresi 0-1, menars sonras1 2 yildan az)
Cobb 5-25° : izlem (3-6 aylik aralar)
Cobb 25-40° : Korse ile tedavi
Cobb >40° : Cerrahi fiizyon
Iskeleti matiir hastalar
Cobb 5-30° : izlem (3-5 yillik aralarla)
Cobb 30-50° : izlem (1-2 yillik aralarla)

Cobb >50° : Cerrahi tedavi

2.4 Epidemiyoloji
2.4.1 Prevalans

Dogumda konjenital skolyoz siklig1 0,5-1 /1000 olarak bulunmustur.*® Toplumda Cobb
acis1 10°’yi gecen Addlesan Idiyopatik Skolyozlularm oran1 %3 olarak bulunmustur. Bunlarin

sadece %10’unda tedaviye gerektirecek dereceye ilerleme gergeklesmistir (toplumun %0,3’1).



Baslangi¢ seviyesindeki hastalik her iki cinsiyeti esit oranda tutmustur. Progresyon durumu

kizlarda erkeklere gore on kat sik goriilmiistiir. Skolyozun farkli derecelerinin goériilme orani

toplumlar ve cinsiyetler arasinda farkliliklar gosterir. 17-20
Tablo 2 Toplumda idiyopatik skolyoz sikligi>"
Toplumda % Kiz : Erkek orani
e Cobb agisi1 >10°: 2 -3 1.4-2.4:1
e Cobb agisi1 >20° 0.3-0.5 5.4:1
e Cobb agisi1 >30°: 0.1 -0.3 10:1
e Cobb agisi1 >40°: <0.1

2.4.1.1 Tiirkiye'de prevalans

2010 yilindalstanbul’da, yaslar1 10 — 14 arasinda degisen 4259 (2057 kiz, 2022 erkek)
cocuk ile yapilan bir okul taramasinda skolyoz prevalansi %2,5 bulunmustur (Kiz/ erkek orani
2,5/1). Cobb agis1 skolyozlu olgularin %72,7’sinde 10-20°, %27,3’tinde>20 ° saptanmistir.
Okul taramasinda ¢ocuk basina maliyet 47 sent, skolyoz vakasi basina diisen ortalama gider

236 dolar, dolayisiyla okul taramalar1 maliyet / kazang agisindan uygun bulunmustur.??

2009 yilindaSivas’ta, birilkogretim okullarindaki 6,7ve 8. siniflara giden 1538’1 kiz
1637’s1 erkek 3175 6grenciye one egilme ve omurga palpasyonu ileyapilan taramada; 10kiz,
bes erkek toplam 15 6grencide (%0,47), derecesi bes ile 20 derece arasinda degisen skolyoz
goriilmiistiir. Cinsiyetlerin tutulusu arasinda (kizlarda: %0,65, erkeklerde %0.31) anlamli fark
gdriilmemistir (p: >0,05). Iki yil takip edilen olgulardan sadece birinde progresyon gériiliip

Milwaukee korsesi ile tedavi edilmis,bu nedenle okul taramalarinin geregi sorgulanmustir.?

1998 yilinda Erzurum’da, yaslar1 13-18 arasinda degisen 900 askeri 6grenci adayinda,
PAAG ve lumbosakral grafileri ¢ekildikten sonra saglik kurulunca yapilan degerlendirmede,
skolyoz siklig1 %2,3 bulunmus. Skolyozlu olgularin olmayanlara gére daha uzun olduklar

tesbit edilmistir (ortalama boy 165cm’e 168,9 cm).?



2001 yilinda Edirne Hafsa’da, ii¢ ilkogretim okulunda bes -15 yaslart arasindaki 1173
(K: 544, E: 629) 6grencinin 6rneklem yolu ile 345’1 segilmis, 79’u ortopedist muayenesi ve
radyoloji ile degerlendirilmis, Ogrencilerden 13’iinde (%3,77) skolyoz tesbit edilmistir.
Kizlarda prevalansin %4,4, erkeklerde %3,23 olmasi cinsiyetler arasinda tutulum acisindan
anlamli istatistiksel bir fark olmadigin1 gostermistir. Yas gruplarinin  prevalansi
karsilastirildiginda da anlamli istatistiksel fark saptanmamistir. Alan ¢alismalarinda 6n tarama
yapilip stiphelenilen olgularin ortopediste yonlendirilmesinin dogru tani koyma oranini

diisiirmedigi, dolayistyla okul taramalarinda uygulanabilecegi sonucuna varilmaistir.

2012 yilinda Izmir’in Bornova ilgesindeki toplam 57 ilkdgretim okulundaki 8207
Ogrenci taranmig, muayenesi siipheli bulunanlar direkt grafi ile degerlendirilmistir. Kirk
ogrencide (%0,48) skolyoz saptanmis, kizlardaki prevalans (%0,77) erkeklerdekinin 3,4 kati
(%0,2) bulunmustur.”®

2.4.1.2 Etnik calismalar

Adolesan idiyopatik skolyozu biitiin biiyliik etnik gruplarda degisen siklikta
gozlenmektedir. Cogu etnik calismada okul cagindaki ¢ocuklarda siklik %1-3 arasinda
bulunmustur. Insidansta goriilen varyasyon yontemlerdeki farkliliklara baglanmustir. Segil ve
ark. Giiney Afrika’daki ¢alismasinda Bantu konusan popiilasyondaki insidansi(%0,03) beyaz
irktan yasitlarina gore belirgin diisiik bulmustur (%2,5).?® Modern insanm, tarihin erken
caglarinda Afrika’dan goc ederek ayrilmasinin aksine Bantu irki Afrika’da yerlesik kalmas,
yakin zamanda yayillmaya baglamistir.?” insidanstaki bu farklilik addlesan idiyopatik
skolyozuna yol acan genetik varyasyonun, insanlar Afrika’dan gog ettikten sonra ortaya

ciktigini diisiindiirmektedir.?

Farkli ilke ve etnik gruplarda yapilan c¢alismalarda ortaya koyulan etnik
prevalanslar hep degisik olmakla birlikte aralarindaki fark genelde %1-1,5 arasinda
degismektedir. Bu farkliliklar altta yatan genetik faktorlerin cesitliligi veya cevresel sartlarin
farklilig1 ile agiklanmaya ¢aligilabilir.



2.5 Skolyoz Siniflamasi

Skolyozun eslik ettigi hastaliklar etyolojilerine gore idiyopatik, konjenital, néromuskiiler,
tiimore sekonder gibi ana bagliklar altina toplanarak smiflandirilmistir. En sik goriilen

idiyopatik skolyozdur.
2.5.1 Konjenital skolyoz

Konjenital skolyozda anomali genelde asegmente bar, hemivertebra, ¢oklu hemivertebra,
kelebek ve kama vertebra seklindedir ve Alagille, Spondilokostal Disostozis, Jarcho-Levin,
Bertolotti, Kaudal Disgenezis (agenezis, regresyon), Serebrokostomandibular, Coffin-Siris,
Kabuki make-up, Klippel-Feil, Lenz’s (Xe bagli), Goldenhar (Okiiloaurikiilovertebral),
Rubenstein-Taybi, VATER-VACTERL gibi genetik sendromlar skolyoza eslik edebilir.?*%

2.5.2[diyopatik skolyoz

‘Idiyopatik skolyoz’ terimi ise deformiteyi agiklayacak etyolojik bir neden
bulunamadigr durumlarda kullanilan dislayici bir tanidir. Skolyoz hizli biiylime- uzama
ataklar1 esnasinda ortaya ¢ikma veya artis gosterme egilimindedir. Hastaligin baslangi¢ yasina

gore li¢ kategoriye ayrilir:

1) Infantil : 0 - 3 yas arasi
2) Jivenil : 4 -9 yas arasi
3) Adodlesan: 10. yastan iskelet gelisimi tamamlanincaya kadar.

Bazen Infantil ve Jiivenil skolyozlardan ‘Erken baslangigli’, Adélesan skolyozundan ise
‘Ge¢ baslangicli’ idiyopatik skolyoz olarak bahsedilebilir. Adélesan idiyopatik skolyozu

idiyopatik skolyozlularin %80-85’inde goriiliir.**%



Tablo 3 Skolyoz siniflamasi tablosu36

* en stk nedenler  kardiyak ve genitoiiriner anomali esligi muhtemeldir A 6ne egilme ve yatis pozisyonunda egri
kaybolur.
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2.6 Etyoloji

Skolyoz tek basina bir tan1 olmayip omurgadaki yapisal degisimin tarifidir. Skolyoz pek
¢ok nedenle ortaya ¢ikabilir. Oxford Medical Databases - Dysmorphology & Neurogenetics
Versiyon 1,0 programi kullanilarak (Oxford University Press Electronic Publishing)

‘scoliosis’terimi ile yapilan taramada 363 sendromik 6n-tani sonucuna ulasilmistir.

Skolyoz etyolojisi tam olarak aydinlatilamamuistir. Klinik olarak eslik eden bulgulari,
yerlesimi, egriligin derecesi, baslangi¢ yasi, sadece bazi hastalarda progresyon olmasi, sonraki
nesilde tekrar etme risklerinin degisik olmasi nedeniyle Klinik ve etyolojik olarak heterojen
bir hastaliktir.

2.6.1 Ikiz - popiilasyon ¢alismalar

Adolesan idiyopatik skolyozunun etyolojisi net degildir. Genetik etki oldugunu gosteren
ikiz ve aile calismalar1 mevcuttur. Ikizlerle ilgili calismalarin meta-analizinde tek yumurta
ikizlerinde konkordans %75 gorilirken, ¢ift yumurta ikizlerinde bu oran %36
bulunmustur. 3 Harrington 15 derece’den biiyiik Cobb agisi olan skolyozlularin kiz
kardeslerinde skolyoz goriilmesi oramm %27 olarak gozlemistir.®® Wynne ve ark. ise
skolyozlularin 1. derece akrabalarinda skolyoz goriilme sikligini %11 olarak bulmuglardir. Bu
siklik 2. derece akrabalarda %2,4 goriilmiistir.*’ Danimarka ikiz kaydinda bulunan 34.944
olguyu iceren bir yayinda skolyoz goriilme orani %1,05 dir (erkeklerde %0,71, kizlarda
%1,33). Tek yumurta ikizlerinde konkordans %13 iken ¢ift yumurta ikizlerinde %0’dur.
Ebeveynlerinde skolyoz goriilmesi tek yumurta ikizlerinde %25 iken, ¢ift yumurta ikizlerinde
%0 bulunmustur. Calismadaki insidans ve konkordans oranlarinin diistikliigii diger ¢calismalar
ile olan yontem farki ile agiklanmistir. (bilgiler sadece hastalarin beyanlar1 esas alinarak elde
edilmis).’*! Ogilvie ve ark. 2006 yilinda Utah’daki 6zgiin bir popiilasyonda addlesan
idiyopatik skolyozlu 131 probandin 127°sinin (%97) bolgedeki diger bir skolyozlu ailesi ile
akraba oldugunu saptamistir. Olgularin %50 sinden fazlasinin atalarmin 1500’lerde
Ingiltere’de yasadig1 saptanmis, aile dykiisiinden penetransin (%41-%34) ve ekspressivitenin
(%38-%61) oldugu hesaplanmis, yazarlar en az bir major etkili gen yaninda penetransi

etkileyen baska genlerin bulundugu poligenik kalitrm modeli oldugu kanaatine varmuslardir.*®
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Ikiz ¢alismalarinda ¢ift yumurta ikizlerinde goriilen %36 konkordans degerinin diger
popiilasyon c¢alismalarindaki kardes tutulumu risklerinden belirgin fazla bulunmasi, ikiz
caligmalarinda olgularin radyolojik incelemelerinin popiilasyon c¢alismalarina nazaran daha
cok yapilmasi ve daha ¢ok muayene ile takip edilen popiilasyon c¢alismalarindaki yanlig
negatiflik ile aciklanmaktadir. Gorilintileme yontemleri ile dogrulama yanlhis negatifligi

azaltmaktadir.
2.6.2 Kalitim ozellikleri

Cesitli arastirmacilar otozomal dominant kalitim modelini énermislerdir.‘lg'S6 Bu kalitim
sekli klinik bulgulardaki penetrans diisiikliigii ve ekspressivite degisikligi ile uyumludur.
Fakat bu ¢aligmalar tek tek ailelerin veya kiigiik aile gruplarinin incelemeleri seklinde olgu

sayis1 az olan ¢aligmalardir.

Y ‘ye baglh kalitim hi¢ bildirilmemis fakat X’e bagli dominant kalitim {izerinde ¢ok
durulmustur.”’  X’e bagli dominant kalitimi Sneren Cowell’in orijinal ¢alismasindaki
olgularin daha sonra diger arastirmacilarca radyolojik yonden tekrar incelenmesiyle bu
kalittm modelinden uzaklagilmistir. Riseborough’un calismasinda skolyozlularin 1. derece
yakinlarinda tekrar riskini %11; 2. derece yakinlarinda %2,4; 3. derece yakinlarinda %1,4
bulmasi poligenik multifaktoriyel kalitm modeliyle uyumlu bulunmustur.”®*° Birkag veya
bir¢cok genin birbirleri ve gevre ile etkilesimleri sonucu skolyoz gelismektedir. Bazi ailelerde
Otozomal Dominant kalittm goriilse de skolyoz higbir kalittim modeliyle tek basina

agiklanamayan kompleks bir durumdur ve gogu zaman da sporadik olarak goriilmektedir.

Skolyoz pek c¢ok genetik sendromun bulgusu olarak da karsimiza g¢ikmaktadir.
Bunlardan CHARGE, Charcot Marie Tooth, Prader Willi, Smith Magenis, Spinal Muskiiler
Atrofi, Di George Sendromu gibi bazilarinin ortak noktasi etyolojilerinde siklikla kii¢iik
kopya sayisi degisimleri bulunmasidir.®*®® Charcot—Marie-Tooth hastaligi tip 4B2 (11p15.4
delesyon), tip 1A (17pl2-duplikasyon), Prader-Willi/Angelman sendromu(15911-13-
delesyon), Smith—Magenis sendromu (17p11- delesyon), Spinal muskuler atofi (5g13.2-
delesyon), DiGeorgesendromu (22g11-delesyon), CHARGE sendromu (8qg12.1-delesyon) gibi
CNV (kopya sayis1 degisiklgi) ile giden hataliklarda ilgili lokuslarda mikro delesyon-
duplikasyon goriilebilmektedir.®® Kopya sayis1 degisimleri muhtemeldir ki skolyoz gelisimine
katki sunmaktadir. Sturtz’un 17p duplikasyonu ile iliskili Charcot Marie Tooth hastalifinda
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buldugu gibi, kopya sayisi, hastaligin baslangi¢ yasi, ciddiyeti, ilerleyisi gibi 6zellikleri ile
korele olabilir; bu korelasyon ekspressivitedeki degisikligi ve penetrans diisiikligiini

aciklamada yol gosterici olabilir.

2009 yilindada Utah’daki ¢alismada hasta sayisi artirilarak genisletilmis, dort nesil
boyunca skolyozlu bireyler barindiran 69 Aileden 247 proband ve otozomal dominant kalitim
varsayilarak risk altinda oldugu 6ngoriilen 16 yas iizerindeki 1260 birey arastirilmis, yiizde 50
olasilikla hastalik genini tagiyan bu bireyler degerlendirildiginde erkekler i¢in penetransin %09,
kizlar i¢in %29 oldugu saptanmustir. Yakinlik derecesi azaldik¢a skolyoz goriilme riski azalsa
da ticlincli derece yakinlarindaki risk %9 olarak toplum ortalamasindan hala bariz yiliksek
bulunmustur. Skolyozun lokalizasyonu, derecesi, baslangi¢ yasi, egrilik sekli arasinda en

kalitilan 6zelligin egriligin lokalizasyonu oldugu bulunmustur.®’

Bu bilgiler 1s1ginda kalitim 6zellikleri tekrar degerlendirildiginde, kizlarda daha c¢ok
progresyon gosterdigi ve penetransi yiiksek oldugu icin daha once cesitli arastirmacilar
tarafindan {izerinde durulmus olan X’e bagli dominant kalitim, 18 ailede erkekten erkege

gecis gosterildigi icin diglanmustir.

Aileler ve ayni ailedeki bireyler dahi daginik yasadiklari i¢in gevresel sartlar da tek

basina sonraki nesillerdeki tekrar etme durumunu izah edemeyecegi diistiniilmiuistiir.

Ailesel skolyoz calismalarinda yapilmis olan standart ¢oziniirliikte sitogenetik
incelemeler de kromozom anomalisi saptanmamistir. Ancak submikroskobik degisimler

dislanamamustir.

Otozomal resesif kalitim seklinin gecerli olabilecegi disiiniildiigiinde, iki skolyozlunun
evliliginden dogacak biitiin ¢ocuklarin da skolyozlu olmalar1 gerekirdi, oysa bu zorunlu
durum skolyoz ¢alismalarinda higbir zaman gésterilememistir. Yine otozomal resesif kalitim
olsaydi aile agaglari incelenirken bazi mecburi tasiyici bireyler saptanmaliydi. Oysa Ki
incelenen onca ailede otozomal resesif kalitimda beklenenden ¢ok daha az zorunlu tasiyici
saptanabilmistir. Son olarak otozomal resesif kalitimda hasta bireyin kardeslerinde hastalik
goriilme riski ebeveynlerinde ya da g¢ocuklarinda goriilme risklerinden ¢ok daha fazla
olmalidir. Oysa skolyoz ailelerinde kardes riski %23,2, ¢ocuk ve ebeveyn riski de %21,1

bulunmustur. Bu rolatif olarak sabit giden risk poligenik kalitim ile uyum gostermektedir.
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Otozomal dominant kaliim sekli onerilirse hastanin 1. derece yakinlarinda skolyoz
riski %50 olmal1 ve akrabalik derecesi diistiikge bu risk de yariya diigmelidir. Cogu hastanin
ebeveyninin ve ¢ocugunun da hasta olmasi beklenir. Oysa skolyozlularin 1. derece
yakinlarmin gergek riski ortalama %24 (kizlar i¢in %33, erkekler i¢in %15) ‘tiir ve aileden
aileye degismektedir. Hastanin ailesinde hasta birey sayis1 ne kadar fazla ise ve hastaligin
siddeti ne kadar fazla ise tekrar riski de o derece artmaktadir. Hasta bireyin tek bir
ebeveyninin siilalesinde skolyozlu var ise tekrar riski %26 iken, iki ebeveyni tarafinda da
skolyozlular mevcut oldugunda ise tekrar riski dramatik olarak artip %40’a ¢ikmaktadir. Bu
risk dagilimi diisiik penetransli otozomal dominat kaliimla degil,poligenik kalitim ile
uyusmaktadir.Ayrica skolyoz ile ilgili calisilmis higbir SNP belirli net bir penetrans

gostermemistir.

Skolyozun kalittim1 dominant veya resesif hastaliklardaki gibi, hasta-saglikli-tagiyici
gibi keskin ve net olmayip belirli genetik etkilerin biraraya gelip belli bir esigi agmasi
sonucunda olmakta ¢ikmaktadir. Skolyozun kizlarda daha fazla goriilmesinden anlasilacagi
gibi kizlar bu esigi daha kolay agmakta, muhtemelen cinsiyet farkindan kaynaklanan bazi
kolaylastirict faktdrler bulunmaktadir. Bir erkek skolyoz oldugunda ise muhtemeldir ki bir
kiza gore daha fazla genetik yiikii bulunmaktadir ve kizlardaki kolaylastirict faktorler
olmadan o kritik esigi asabilmistir. Aile agaglarini inceledigimizde bir kiz skolyozlunun kiz
kardesinde skolyoz goriilmesi riski %31 erkek kardesinde goriilme riski %14 iken; bir erkek
skolyozlunun kiz kardesinde skolyoz goriilmesi riski %64, erkek kardesinin riski %27 “dir. Bu
skolyozlu erkeklerdeki genetik yiikiin daha fazla oldugunun bir gostergesidir ve poligenik
multifaktoriyel kalitim ile uyusmaktadir. Risk dagiliminin diger tek gen hastaliklarinin aksine
aileden aileye degismesi ve hastalarin ebeveynlerinde akrabaligin genel popiilasyon
ortalamasinin iizerinde olmasi poligenik kalitim ile uyusmaktadir. Utah skolyoz ¢aligsmasinda
akrabalik oranm1 3.dereceakraba evliligi i¢in %9 bulunmus, yerel toplum ortalamasinin ise %3

oldugu goriilmiistiir.

Poligenik dogasindan dolay1 pek¢ok aday genin polimorfizmleri ile idiyopatik addlesan
skolyozu arasinda birliktelik c¢aligmasi yapilmistir. Bunlardan skolyozla istatistiksel olarak
anlamli birlikteligi tesbit edilen polimorfizmler mevcuttur. Baska caligmacilar tarafindan
tekrarlanan ya da baska toplumlarda yapilan ¢alismalarda birbiriyle uyumlu ya da uyumsuz

sonuglar alinmistir. Yeni ya da tekrarlanan ¢alismalarla bilgiler giincellenerek artmaktadir.
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2.6.3 Molekiiler sitogenetik ¢calismalar

Genetik hastaliklarin ¢ogu submikroskobik degisimler ile izah edilmektedir.®® Sorumlu
geni bilinmeyen hastaliklarda tesbit edilen sitogenetik degisimler ilgili geni bulmada ¢ok
degerli ipuglar1 verebilir. Ornegin 17. kromozomdaki yeniden diizenlemeler Norofibromatozis
Tipl, 15. kromozomdaki sitogenetik degisimler Prader Willi- Angelman sendromlarinin
molekiiler tanisina 6nciillitk etmistir.®*”® Skolyozun gériildigii pek gok sitogenetik anomali
bildirilmesine ragmen ayni anomalinin goriildiigi diger olgularda skolyoz goriilmesi tekrar
etmemistir.” Bir ailesel addlesan idiyopatik skolyozu incelemesinde 8. kromozomda
perisentrik inversiyon bildirilmesini takiben kirilma noktasinin 8ql1.2 de gamma-1-
syntrophin (SNTG1) kodlayan gen oldugu belirlenmistir. Baska bir ¢alismada 152 addlesan
idiyopatik skolyozu hastasinda SNTG1 geninde mutasyon aranmis ve li¢iinde mutasyon
bulunup saglikli 480 kontrol olgusunun higbirinde gdsterilememis olmasi addlesan idiyopatik
skolyozlularin  kiiglik bir kisminda da olsa nedenin SNTG1 mutasyonu oldugunu

diisiindiirmektedir.”
2.6.4 Baglanti analizleri

Baglant1 analizi ¢alismalar1 dncesinde hastalik fizyopatolojisi degerlendirilerek sorunun
hangi dokuda nasil bir disfonksiyondan kaynaklandigina yonelik bir hipotez kurulur. Bu
hipoteze dayanarak aday genler belirlenir sonrasinda bu gen bdlgesinde bulunan genetik
markerler secilir. Ailesel olgularda olabildigince ¢ok sayida hastalik tasiyan ve saglikli
bireyde markerler incelenir. Markerlerin ayrilmasi (segregasyonu) ile hastalik goriilmesi
arasindaki iliski gosterilmeye c¢alisihir. Bu yol ile Kkollajen kodlayan COL1A1,
COL1AZ;fibrillin kodlayan FBN1; elastin kodlayan ELN genleri i¢in aile koleksiyonlarinda
baglant1 analizi yapilmis, neticede baglantiy1 gésteren bir sonuca ulagilamamistir.”"™ Genetik
teknolojisi gelistik¢e bir 6n hipotez kurmaya ihtiyag birakmayan, tek niikleotit degisimlerinin
(SNP) tiim genom boyunca taranabildigi GWA (genom c¢apli baglanti) ¢alismalari miimkiin
olmustur. Bu GWA c¢alismalar1 sonucunda bazi lokuslar ile addlesan idiyopatik skolyozu
arasinda baglanti saptanmustir.””*° Ozellikle 6, 9, 16 ve 17 kromozomlardaki ilgili bolgeler

ilerideki calismalar i¢in 6ncelikli hedef olarak belirlenmistir.®!

Skolyoz genetigi ile ilgili halen pek ¢ok soru cevap beklemektedir: Genetik degisimler

hastalik riskleri ne kadar artirmaktadir, hastaligit modifiye etmekte ne derece etkilidirler,
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tedaviye yanitt ve klinik gidisat1 etkileyebilirler mi, farkli etnik gruplarda riskler farkli midur,
erkek ve kizlar igin goriilen farkl riskler nasil izah edilebilir, temelde hangi hiicre tipindeki
hangi molekiiler fonksiyonun kayb1 yatmaktadir, skolyoza yatkinlik genleri normal vertebral
gelisimde ne gibi roller {istlenirler, progresyonu genetik testlerle 6nceden ongorebilir miyiz,
hangi genetik gruptaki olgulara takip ve hangilerine tedaviye baglamak gerekir? Bu sorulara
yanit alindiginda vertebral gelisimle ilgili ¢ok dnemli bilgilere ve skolyoz tedavisinde yeni

umutlara sahip olabilecegiz.
2.7 Vitamin D

D Vitamini hem yapist hem fonksiyonlar1 agisindan bir vitamin ya da gida kaynagi
olmayip gercekte ¢ok yaygin ve cesitli biyolojik etkileri olan bir hormondur. D vitamini
steroid yapisinda, intra ve ekstraselliiler kalsiyum ve fosfor yogunlugunun diizenlemesinde en

etkili hormondur.
2.7.1 Ultraviyole ve D Vitamini sentezi

UV etkisi ile epidermiste 7-dehidrokolesterol (provitamin Dgj) fotokimyasal
transformasyonla  7-dehidrokolekalsiferol'e  (previtamin  Ds) sonra UV’ye bagh
isomerizasyonla Ds-vitaminine g¢evrilir. Bu ¢evrilme viicut 1sisinda 2-3 gilinde gergeklesir.
Giines 1sinlarmin 290-315 nm dalga boyunda olmasi gerekmektedir. 295 nm dalga boyunda D
vitamini sentezi en fazladir. Diinyanin hareketleri giines 1silarinin gelis acisint degistirir.

Buna gore yaz aylarinda 6gle saatlerinde UV ile deride D-vitamini sentezi en fazladir.®®
2.7.2 D Vitamini metabolizmasi

Kanda D-vitamini metabolitleri "Vitamin D-Binding Protein" ile tagmir. D-vitamini
metabolizmasinda daha sonra karaciger onemli bir rol oynamaktadir. Yirmibesinci karbon
atomunun hidroksilasyonu ile 25 hidroksikolekalsiferol (Kalsidiol) olusturulmaktadir. Bu
basamak ¢ok siki bir metabolik regiilasyonla gergeklestigi i¢in kanda 25-OH D; diizeyi D-
vitamininin en dogru gostergesidir. Birkag saat yar1 dmrii olan aktif Vitamin D3’e gore daha
uzun yart Oomrii oldugu ve kandaki miktar1 ¢ok daha fazla oldugu i¢in Ol¢timler hep bu

kalsidiol {izerinden yapilir. 83
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Sekil 3 Vitamin D’nin aktiflestirilmesi

D-vitamini metabolizmasinda ikinci 6nemli organ bobrektir. Bobrekte bulunan 25-0H-
D3 1-a-hidroksilaz enzimi, D-vitamininin a-halkasinin 1.karbon atomunun a pozisyonuna bir -
OH grubu katar. Bu reaksiyon ile aktif metabolit olan 1,25 dihidroksikolekalsiferol =
kalsitriol olusturulmaktadir. Bu metabolit 25-OH Ds'den 100-500 kez daha aktiftir.®

1,25 (OH);Ds'tin bobrekte yapilmasi viicudun kalsiyum ihtiyaci ile iligkilidir. Kalsitriol
iiretimi ayrica PTH tarafindan da kontrol edilmektedir. PTH direkt olarak bobrek hiicrelerinin
tizerine olan etkisiyle 1-o-hidroksilaz aktivitesini uyarir. Kalsitriol iiretiminde diger 6nemli
bir faktor diyetle alinan fosfor miktaridir. Diyet ile alinan fosfatin kisitlanmasi ve
hipofosfatemi birka¢ giin i¢inde 1,25 (OH), Ds'in serum konsantrasyonunda bir artig
olusturmaktadir. Oysa diyet ile yiiksek oranda fosfat alinmasi 1,25 (OH), Dj'lin serum
seviyesini diigiirmektedir. Mineral dengesinin devamlili1 i¢in D-vitaminin énemi biiytiktiir.
D-vitamini, Paratiroid hormon (PTH) ve kalsitonin klasik hedef dokularda (barsak, kemik,

paratiroid bezleri ve bobrek) ortak bir denge ¢ergevesinde etkilerini gé')sterirler.83

Kemik dokusundaki siiregen yeniden yapilanma, osteoklastlarin rezorbsiyonu
hizlandirmasina karsilik, osteoblastlarin dengeli bir sekilde yeni kemik olusturmasiyla
saglanmaktadir. Ilk asama olan "aktivasyon" esnasinda, kemik yiizeyini ddseyen aktive
olmayan osteoblastlar uyarilir. Bunlarin verdigi sinyallerle osteoklastlar olusurlar ve harekete
gecerler. Daha sonra kemigi yikmaya ve rezorbe etmeye baslarlar (rezorbsiyon asamasi).
Yeteri kadar temizlenmis kemik ylizeyine osteoblastlar gelerek yeni kemik olusumunu
baslatirlar (yapim asamasi). Cesitli lokal ve sistemik hormonlar kemik dongiisiinii

etkilemektedir. 1,25 (OH), D3 yeni olusan kemigin mineralizasyonu ve kemik rezorbsiyonu

17



igin gerekli bir hormondur. Kalsitriol 'e bagli olarak kemik biiylimesinin uyarilmasi ve
kemigin mineralizasyonu muhtemelen osteoblastlar tizerindeki direkt etkisi araciligi ile kemik
matriksin olusturulmasiyla, hem de dolayli etkisi ile barsaklardan emilen kalsiyum ve fosfat

araciligiyla saglanmaktadlr.83
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Sekil 4 Vitamin D iizerindeki modifikasyonlar82

(A) Vitamin D’nin C4,C3 ve Cys karbonlar1 {izerindeki modifikasyonlar sayesinde (B)
VDR LBP (ligand baglama bolgesi) ile Vitamin D C4,C; ve Cys. karbonlar1 hidrofobik bag

kurabilir. Modifikasyonlar reseptdriin Vitamin D’ye yonelik afinitesini artirir.

Diger yandan, osteoblastlar 1,25 (OH), Ds reseptorlerine sahiptir. D- vitamini
osteoblastlar tarafindan iretilen osteokalsin diizeyini artirmaktayken tip-1 kollajen sentezini
azaltmaktadir. Kalsitriol osteoklastlar1 sayisal olarak artirmakta, ancak osteoklast
fonksiyonlarin1 degistirmemektedir. Kalsitriol‘lin kemik tizerindeki kisa siireli etkisi kemik
kiltiirlerinde saptanmistir. Kiiltiir ortamina 1,25 (OH); D3 eklenmesinden sonraki birkag saat
icerisinde kemikten kalsiyum salinimi oldugu gosterilmistir. Bu osteoklast deposunun hormon
etkisi ile arttigimi gostermektedir. PTH bobrekte 1,25 (OH), D3 sentezini katalize eden 1-a-
hidroksilaz enzimini uyarmaktadir. Serumda 1,25 (OH), Ds; diizeyinin artmasi, VDR
araciligiyla promotorunda negatif VDRE dizisi bulunan preparatiroid hormon geninin
aktivitesini azaltarak PTH sentez ve salinimini azaltir. Paratiroid bezlerindeki 1,25 (OH); D3
reseptorleri kronik bobrek yetmezliginde azalmaktadir. Bu nedenle D vitamininin PTH

tizerindeki negatif geribildirim mekanizmasi1 bozularak sekonder hiperparatiroidizm ortaya
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¢ikmaktadir. Kalsitriol’in bobrek {izerindeki en 6nemli etkisi, 25-(OH)-Ds-1-a-hidroksilaz

aktivitesinin inhibisyonudur. Boylece 1,25 (OH); D3 biyosentezi azalmaktadir.®®

Kalsitriol’e bagli en 6nemli etkilerden birisi barsaktan Ca ve P emilimini artirmasidir.
Bu emilim 1,25 (OH), Ds ile barsaktaki membrandz-VDR reseptorleri arasindaki etkilesme ve
calbindin-D (barsak mukozasindaki kalsiyum-baglayict proteindir) iiretiminin artirtlmasi
araciligi ile olmaktadir. Intestinal kalsiyum absorbsiyonupekcok faktore baglidir ve her faktdr
belli bir bolgede daha etkilidir. Vitamin D 6zellikle kolonda olmak {izere tiim barsaklarda Ca

emilimini artirmaktadur.®
2.8 Vitamin D Reseptor Geni

Vitamin D reseptorii, androjen, Ostrojen, glukokortikoid ve progesteron reseptorii gibi
Tipl Niikleer Reseptor ailesinin bir iiyesidir. Bu ailenin yap1 ve isleyislerinde biiyiik

benzerlikler vardir.
2.8.1 Lokusu

Vitamin D reseptor (VDR) geni 12. Kromozomun uzun kolunda bulunur. Sitoplazma
membraninda ve niikleusta bulunan Kalsitriol baglayan reseptorii kodlar. Onbir ekzonu vardir

ve ekzon 7-8-9 un kodladig: kisim Kalsitriol’ baglar.

plz.3
plz.1
pll.zz2
pll.21
pll.1
gll

12
gl3.11
gl3.12
gl3.13
14.1
gqld.z2
gqld.3
qls
g21.1
q21.2
q21.31
021.32
0921.33
22
g23.1
q23.2
q23.3
024,11
924,13
024,21
q24.23
024 .31
024 .32
24,33

|

W B

Sekil 5 VDR geni sitogenetik Iokusu85

Mikrosatellit bolgesi

/ 1a1n 1c Ginko parmak , 5 4 7 8 “ @
(I | e B |
REnE l %
Fok-1 (F/T) Bsml (B/M) Apal (Afa) Tag-1 (T/t)
Kromozom 12 Polimorfik bolgeler

Sekil 6 VDR geni intron, ekzon ve polimorfizmlerin biilgeleri86
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2.8.2 Varyantlar

Varyant 3 (VDRBL1) en uzun proteini kodlar. Varyant 2 (VDRA) 5’UTR ve kodlayan
bolgesi ile varyant 3 ten ayrilir ve daha kisadir. Varyant 1 ve 2 ayni proteini kodlar. Birinci ve
2. varyantlarin farki, baslangic kodonundaki bir SNP’ten dolay1r birinci metiyonin yerine

dérdiincii metiyoninin baslangi¢ kodonu olarak gériilmesidir.®’
2.8.3 Protein dizisi

MEWRNKKRSDWLSMVLRTAGVEEAFGSEVSVRPHRRAPLGSTYLPPAPSG
MEAMAASTSLPDPGDFDRNVPRICGVCGDRATGFHFNAMTCEGCKGFFRRSMKRK
AFTCPFNGDCRITKDNRRHCQACRLKRCVDIGMMKEFILTDEEVQRKREMILKRK
EEELKDSLRPKLSEEQQRITIAILLDAHHKTYDPTYSDFCQFRPPVRVNDGGGSHP
SRPNSHTPSFSGDSSSSCSDHCITSSDMMDSSSFSNLDLSEEDSDDPSVTLELSQ
LSMLPHLDLVSYSIQKVIGFAKMIPGFRDLTSEDQIVLLKSSAIEVIMLRSNESF
TMDDMSWTCNQDYKYRVSDVTKAGHSLELIEPLIKFQVGLKKLNLHEEEHVLLMA
ICIVSPDRPGVDAALIEAIQDRLSNTLQTYIRCRHPPPGSHLLYAKMIQKLADLR
SLNEEHSKQYRCLFQPECSMKLTPLVLEVFGNEIS

Sekil 7 VDR geni protein dizisi88

[k satirdaki italik aminoasitler sadece en uzun varyant olan varyant ii¢’te bulunur.

Ikinci satirdan itibaren olan aminoasitler {i¢ varyantta da ortaktir.
2.8.4 VDR ’nin fonksiyonel boliimleri

Nukleusta bulunan VDR vitamin D’nin genomik etkilerine, sitoplazma membraninda

bulunan mMVDR ise non-genomik etkilerine aracilik eder.

Reseptoriin N-terminal kisminda iki ¢inko-parmak (bazalinde Zn bulunan parmak
seklinde kulp yapisindan dolay1) bolgesi bulunur. Proksimal ¢inko-parmak reseptoriin hedef
genlerin promotor bdlgelerinde bulunan ve VDRE (vitamin D response element) diye
tanimlanan 6zgiil DNA dizisi ile baglanma spesifitesinde etkilidir. Ikinci ¢inko-parmak VDR
ile RXR’in (retinoid x receptor) heterodimer olusturmasinda goérev alir. C- terminal uca
gittikce RXR ile heterodimer olusturan bdlge, vitamin D baglayan Ligand bolgesi ve

VDR ’nin aktivitesini modiile eden SRC (steroid receptor coactivator) ve DRIP’in (vitamin D

20



receptor interacting protein) baglandigi AF2 (assosiated factor 2) bolgesi bulunur. Bu ko-
aktivatorler reseptore vitamin D bagliyken baglanir ve VDR RXR kompleksi ile RNA
Polimeraz 2 arasinda koprii kurarak transkripsiyona aracilik ederler. SRC histon asetil
transferaz aktivitesindedir ve transkripsiyonun gergeklesebilmesi igin kromatindeki agilmay1

saglar.®®

= ! / RXR baglama
parmaklar

Vitamin D Reseptorii
‘ DNA baglama
’l VDRE || I VDRE “

Sekil 8 VDR geni yapisal ve fonksiyonel béliimleri

i

Ligand baglama AF2

VDR Niikleer Reseptor Tip 1 ailesi iiyesidir ve bu aile liyelerinin reseptdr yapt ve
isleyislerinde benzerlikler vardir. VDR’ nin ligand yokken sitoplazmada HSP (is1 sok proteini)
ile bagl reseptor monomerleri ligand baglanmasiyla HSP’lerden ayrilarak dimerlesir (VDR
retinoik asit X reseptorii ile heterodimer olusturur). Bu ligand-dimer kompleksi niikleus
membranindan gecerek genomik DNA’ya ulasir. Promotorunda VDRE (vitamin d yanit
elementi) dizisi tagiyan genler ile etkilesime geger. Sonra transkripsiyonu yonlendiren diger

ko-aktivatorler-repressorlerle birlikte hedef genin ifadesini artirir ya da azaltirlar. 89
2.8.5 Dokulardaki ifadesi

Nukleusta bulunan VDR vitamin D’nin genomik etkilerine, sitoplazma membraninda
bulunan VDR ise non-genomik etkilerine aracilik eder. VDR intestinal sistem, bobrek, kemik,
beyin, mide, kalp, pankreas, cilt, aktifT ve B lenfositler, overler, meme ve prostat dokusu gibi
bir¢cok dokuda saptansa da biitiin dokularda universal ve simetrik dagilimli degildir, dokudan
dokuya degisir.go En fazla paratroid dokusunda ekspresse olmaktadir. Kemik dokusundaki

ifadesi, tiim ifadesine goreceli olarak %0,74 tiir. Fakat etkileri bakimindan diistiniildiigiinde,
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VDR ekspresyonunun niikleer reseptor olmasi nedeniyle 200 ‘den fazla genin ifadesini

degistirdigini dikkate almak gerekir.

Dokulardaki agirlikli ifade degerlerin hesaplanmasi: Once her bir doku igin ilgili genin
ifadesinin o dokudaki tiim genlerin ifadesine oranmi hesaplanir (i). Sonra ilgili genin farklh

dokular i¢in olan ifade oranlari toplanir (t). O doku igin agirlikli ifade (i / t) degeridir.

Tablo 4 Dokulara gore agirlhikl ifadesi91

Doku Agirhikl Cluster Klonu /
ifade (%) Doku klonu

paratroid 52.72 38/18187

farinks 6.94 1/3637
Dokulara gore agirhikl over 3.49 11/79515
ifadesi

agiz 2.94 5/42881
(ilk 8 doku)

incebarsak 2.70 16/149716

lenf_nodu 2.25 7/78538

asit 2.16 4146769

trakea 1.99 4/50614

2.8.6 VDR 'nin genomik etkileri

VDR hedef genleri, promotorlarinda bulunan VDRE’ye baglanarak transkripsiyonu
artirirken promotorundan (n:negatif) VDRE dizisi bulunan genlerin transkripsiyonunu
azaltir.”** VDRE ii¢ nonspesifik nukleotitle ayrilmis alt1 niikleotitli iki par¢cadan olusur. RXR
iistteki parcaya baglanirken VDR alttaki pargcaya baglamr.95 VDRE niikleotit dizisinde pekgok
varyasyonlar goriilebilir. VDRE’lerin yakinindaki DNA dizileri veya doku spesifik faktorler

regililasyonun artig veya azalig seklinde olmasini degistirebilir.96

RXR’e baglanan ligandlar hedef genlerin transkripsiyonunu her iki ydnde de
degistirebilir. RXR’lerin gorevi VDRE afinitesini artirmak ve bagladigi ligandlarla hedef

genlerin aktivasyonu regiile etmektir.”’
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VDR’nin 6nde gelen hedef genleri osteokalsin, osteopontin, beta 3-integrin, renin and
vitamin D 24-hidroksilaz’dir ve bu genlerin osteoblastik diferansiyasyon ve maturasyonda
6nemli gorevleri vardir.*® VDR geninin Vitamin D baglayan bolgesini kodlayan DNA
dizisinde mutasyon oldugunda Vitamin D reseptoriine baglanamaz ve Vitamin D’ye direncli
Rikets olusur. VDR etkisi olmadiginda kemik dokusu mineralize olamaz ve terminal

olgunlagsmasini tamamlayamaz.

OH VDR

e
Y Ligand baglama ]
e
H +

HO Heterodimerizasyon ][ Cekirdek ]
‘RXR VDR
g ‘ [ DNA baglama J
RXR A A POl T
T saktivas
VDRE ransaktivasvon * [ Transkripsiyon artisi / azalisi ]

B J PTH mRNA
RXR $ p21

Sekil 9 Niikleer VDR’nin genomik etkileri
P
24 - OMare Initiated kalsi ik

‘ l 1 / — !\ _______ =7
> TALOXS :
: ) tcene -
- \ TCOKNIA H | Etkiledigi hiicre fonksiyonlari
: TCYP24aAT .

H
TGADDASA - . "
/ TIGFEPrs : I Metabolizma kontrolii |

@ = TMYO28 s
~ < Oy~ T~ ;ONP ~ Hiicre biiyiime ve farkl|lasma5||
PPARD H
TSLC3AAZ H - tonk
- . T OB - Immun fonksiyonun
Transkripsiyon kontrolii | / TINFSF11 3 | diizenlemesi
TIRPVS .
mRNA seviyesi 1 CYP2IAL E
1 myc :
. 1 PTH N . 3
3 - I Cekirdek Ii;_- Sitoplazma
e o B £ At )

Sekil 10 VDR’nin hedef genleri98

Sistemik dolasimda DBP’e (vitamin D baglayan protein) bagli olan 1,25(OH)2D3 hiicre
membranini gegerek Sitoplazmaya ulasir. Ya sitoplazmadaki serbest VDR’ye baglanir ya da
24 hidroksilaz ile katalize edilir. Hedef genlerdeki yanit elementinin cinsine gére mRNA
transkripsiyonu artirir ya da azaltir. Ikiyiiz’den fazla genin ekspresyonunu degistirerek

hiicresel metabolizmayi, farklilagsmay1 ve hiicresel bliyiimeyi diizenler.

23



Oligoniikleotit mikroarraylerle yapilan analizlerde 220 genin up-regiilasyon, 80 genin
de down-regiilasyona ugradigi tesbit edilmistir.”® Dokulardaki bu yaygm ekspresyonu ve
etkilerinden dolay1 kanser, otoimmun ve alerjik hastaliklar, diyabet, kemik hastaliklari, boy
uzunlugu, kisaligi, obezite gibi varyasyonlar, tiroid hastaliklar1 ve daha pek ¢ok hastalikla

iliskisini sorgulayan calismalar yapilmustir.*°°

2.8.7 VDR ’nin ekstragenomik etkileri

Vitamin D extragenomik etkilerini daha az karakterize edilmis olan ve sitoplazma
membrant iizerinde bulunan mVDR (membrandz) lizerinden gosterir. Bu reseptoriin etkileri
osteoblast, kas, hepatosit ve intestinal hiicrelerde gosterilmistir ve hiicre i¢ine hizli bir Ca
girisi  seklindedir. Vitamin D baglandiginda mVDR araciligi ile fosfolipaz C (PLC)
aktiflestirilir, aktiflesen PLC fosfatidil inositol bi fosfat’1 inositol tri-fosfat (IF3) ve diagil
gliserol (DG)’e katalizler. Bu ikincil haberciler hiicre igindeki organellerde depolanan Ca’un
saliverilmesini ve (fosfokinaz C’yi aktifleyerek, indirekt yolla) Ca kanal aktivitesini stimiile
ederek disaridan Ca girisini artirirlar. Intestinal ve renal hiicrelerde Ca, liimene bakan firgamsi
taraftan girerken basolateral taraftan hiicreyi terkeder ve transselliilerCa gegisi tamamlanarak
Ca absorbe edilmis olur. Diger hiicrelerde Ca girisi gerekli seviyeye ulastiginda bir geri

bildirim diizenegi ile Ca akis1 durur.

1,25 TH}JD

Sekil 11Membranéz VDRm’in ekstragenomik etkileri®®

2.8.8 VDR ve kemik dokusu

Yasst kemikler intramemrandz yolla osteoprogenitor hiicrelerin prolifere olup tipl

kollajenden zengin osteoid bir matriks olusturmasini takiben diferansiye olarak osteoblastlara
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dontisiip matriks iginde kalsiyum fosfat kristalleri depolamasi ile olusurlar. Daha sonra bu

kemikler remodelizasyonla lamellar kemiklere doniisiir.

Uzun kemikler ise endkondromat6z yolla mezensimal kok hiicrelerin diferansiyasyon
ile proteoglikandan zengin tip 2 kollajen matriks {ireten kondrositlere, devaminda tip 10
kollajen tireten hipertrofik kondrositlere doniisiip, sonrasinda bozulan bu hiicrelerin vezikiiller
icinde metalloproteinaz, fosfolipaz ve alkalen fosfataz enzimleri salarak kalsifikasyona
ugramasi ile olusurlar. Vaskiiler invazyon, bozulnan matriksten salinan VEGF’nin uyarmasi
ile olusur. Hipertrofik kondrositler VDR’nin hedef genleri olan osteokalsin ve osteopontin
exprese ederler ve vitamin D eksikliginde terminal diferansiyasyona ugrayip Ca ile mineralize

olamazlar. VDR genindeki mutasyonlar Vitamin D’ye direncli Rikets’e neden olmaktadir.*°*
2.9VDRBsmlI polimorfizmi

Rs1544410 Bsmli(b / B)

Tablo 5VDR Bsml polimorfizminin metodolojilerdeki farkli isimleri

HGVS isimleri

NC_000012.11:9.48239835C>T (Ayni varyasyonun farkls

metodolojilerdeki farkli isimleri)

NG_008731.1:9.63980G>A

NM_000376.2:¢c.1024+283G>A

Bir genin DNA dizisi olarak birbirinden farkli olan formlarina allel denir. Alleller
arasindaki fark sadece tek bir niikleotit farkliligi ise bu SNP (tek niikleotit polimorfizmi)
olarak tanimlanir. Tanimi geregi bir niikleotit degisiminin SNP olarak tanimlanabilmesi i¢in

toplumda goriilme frekansinin %1’den fazla olmasi gerekir.

VDR’nin intron 8 bodlgesindeki bu varyasyon ilkonce kesim enzimleri kullanilarak
tanimlanmistir. Kesim enzimleri ii¢ grupta toplanmistir. Ikinci gruptakiler restriksiyon
endoniikleazlar olarak tanimlanir ve ekzoniikleazlardan farkli olarak ¢ift zincirli DNA’nin

herhangi bir yerindeki 6zglin diziyi taniyarak yapiskan veya kiint uglar olusturan kesimler
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yapabilir (iki DNA zincirinin kesilme noktasi ayni hizadaysa kiint, degilse yapigskan uclar
olusur). Genelde enzimin kesebildigi allel kiiciik harf ile kesemedigi allel ise biiyiik harf ile

temsil edilir.

Kesim enzimleri elde edildikleri organizmaya gore isimlendirilir. Bsml kesim enzimi
Bacillus stearothermophilus (NUB 36 -N. Welker) bakterisinden elde edilir. VDR Bsml
(Rs1544410) polimorfizminde yapiskan uglar olusur.

b = G alleli (- zincir’e gore), (+ zincir’e gore C alleli)
Bsml kesim yapabilir
GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATGCGCAGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAAC

CTCGTCTCGGACTCATAACCCTTACGCGTCCGGACAGACACCGGGGTCCTTG

5 . GAATGCN .3

Bsml enziminin kesim bolgesi & CT”‘C.GN“ 5

GAGCAGAGCCTGAGTATTGGGAATGTGCAGGCCTGTCTGTGGCCCCAGGAAC
CTCGTCTCGGACTCATAACCCTTACACGTCCGGACAGACACCGGGGTCCTTG
Bsml kesim yapamaz

B= A alleli (- zincir’e gore), (+zincir’e gore T alleli)

Sekil 12VDR Bsml polimorfizminde tek niikleotit degisimi

Insan Genom Projesinin sonuglarindan birisi de insanlarm DNA dizilerinin %99,9’unun
ortak oldugu, tiim genomumuzun 0,001’lik bir kismu ile diger insanlardan ayrildigimiz bilgisi
olmustur. Bu farkliligin en 6nemli kismi1 SNP farliliklaridir. SNP’ler genom boyunca ortalama
1331 niikleotitte bir goriiliir. Fakat genomdaki yogunluklari kromozomdan kromozoma
degiskenlik gosterir. Ornegin otozomal kromozomlarda ortalama 1307 niikleotitte bir, X
kromozomunda 2132, Y kromozomunda 6625 niikleotitte bir goriiliir. Tiim genomda 3.2
milyar niikleotit bulunduguna ve ortalama 1331 niikleotitte bir SNP goriildiigiine gore bir

insan genomunda 3.2 milyar / 1331= 2.4 milyon SNP mevcuttur. Mikroarray yontemi ile bir
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ornekte milyonlar1 bulan sayida SNP ayni anda taranabilmekte ve hastalikla ilgili SNP’lerin
Genom ¢apinda birliktelik ¢aligmasi yapllabilmektedir.102

Genin hangi bolgesinde bulundugu ile iliskili olarak SNP ‘lerin etkileri birbirinden
farkli olabilir. Ekzon bolgesindeki bir SNP protein {irliniinii degistirebilir (non-sinonim).
Kirpilma (splicing) bdlgesindeki bir SNP de protein {iiriiniinii degistirebilir. Promotor
bolgedeki bir SNP genin aktivitesini ve ifade edilisini degistirebilir. Bsml polimorfizmi
intronik bdlgede oldugu igin reseptoriin protein dizisini degistiremez. Bu polimorfizmin nasil
etki ettigine yonelik ¢aligmalar 6nceleri sonugsuz kalsa da daha sonra hiicredeki VDR mRNA
seviyesini diisiirerek etkili oldugunu gosterilmistir.'® VDR ifadesindeki bu diisiis VDR nin

hedef genlerindeki aktivitesini degistirmekte ve Bsml polimorfizmi etkili olmaktadir.

SNP’ler mutasyonlardan farkli olarak hastaliklara neden olmazlar. Hastaliklara
yatkinliga neden olabilirler. Siklikla birliktelik (asosiyasyon) caligmalarinda kullanilirlar.
Herhangi bir SNP birbirinden fenotipik olarak ayrilmis hasta veya kontrol grubunda
istatistiksel olarak anlamli kabul edilebilecek bir oranda farkli siklikta goriiliiyorsa hastaliga
yatkinlik veya korunma olusturan bir genetik marker bulunmus demektir. Kanser tiirleri,
kardiyovaskiiler hastaliklar, alzheimer, migren gibi poligenik kalitim1 oldugu diisiiniilen pek
¢ok kompleks hastalik veya fenotipik varyasyon veya ilaglara yanit ile SNP’lerin iligkisini

arastiran birliktelik ¢alismalar1 yapilmaktadir.

(A;G):Bb (G;G):bb

Sekil 13VDR Bsml polimorfizminin farkhh toplumlardaki 51k11g1104

CEU - Avrupali, HCB — Cinli Han soyu, JPT - Japon, YRI - Yoruba Afrika, ASW -
Afroamerikan, CHD —Cin kokenliAmerikali, GIH - Gujarati yerlisi, LWK — Kenya,
MEX —Mexikali, MKK - Masai Kenya, TSI - Italya, AVG- iisttekilerin ortalamasi.
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Arastirilan hastalikla iligkili genlerin farkli allellerinin (SNP’lerin) kombinasyonlari ile
olusturulan ‘haplotip’ler ile yapilan birliktelik ¢aligmalar1 bir tek SNPkullanilarak yapilan
calismalardan daha iyi sonu¢ vermektedir ve Idiyopatik Addlesan Skolyozu gibi poligenik

hastaliklarin dogasina daha uygundur.

VDR Bsml polimorfizminin farkli etnik kokene sahip toplumlardaki siklig1 degiskendir.
Birliktelik caligmalar1 yapilirken toplumdaki saglikli bireylerdeki prevalans karsilagtirma

kriteri olarak mutlaka degerlendirilmelidir.

Bsml, VDR ile ilgili olarak ilk saptanan ve hakkinda en ¢ok calisma yapilan
polimorfizmdir. VDR nin etkileri ¢ok yaygin oldugu i¢in kanser ¢esitlerinden immunolojik ve
romatolojik hastaliklara, obeziteden tuberkiiloz ve osteoporoz yatkinligina kadar pek ¢ok

hastalikla iligkisini arastiran ¢aligmalar yapilmistir.

Aktif Vitamin Dj3’lin osteoblast ve osteoklast hiicrelerinde hiicre dongiisiinii
diizenleyerek kemik rezorpsiyonunu engelledigi ve VDR’nin temel hedef genlerinden
osteokalsin (kollajenlerden sonra kemikte en bol bulunan protein) ekspresyonunu artirarak

normal kemik formasyonunu destekledigi gésterilmistir.g?’

Adolesanlik donemi toplam kemik kitlesinin %40’ mmin kazanildig: kritik bir donemdir
ve bu donemde hipovitaminoz D yasayan adolesanlarin hedef pik kemik kitlesine

ulasamadiklar gosterilmistir.**'%’

Kemik dokusunun onemli genetik diizenleyicilerinden
olan VDR geni iizerindeki polimorfizmlerin vitamin D yolaginin islevselligini bozarak
osteopeniye neden olabilecegi varsayillmis ve KMD (kemik mineral yogunlugu) ile VDR
polimorfizmlerinin birlikteliklerini inceleyen ¢alismalar yapilmis ve birbiriyle ¢elisen farkl

sonuglar alinmugtyr, 108117129130

Morrison ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada VDR Bsml BB alleli ile diisiik KMD
arasinda Dbirliktelik saptanmls‘ur.111 Tam tersi sonu¢ veren c¢alismalar ise Lim ve ark.
tarafindan Kore’de yapilan ve BB genotipli hi¢ osteoporoz hastasi saptayamadiklar1 ve
Houston ve ark. tarafindan Iskogya’da BB genotipli bireylerin bb genotiplilere gore daha

yiiksek femur boynu KMD’sine sahip olduklarim saptadiklar ¢alismalar olmugtur.**#*3

Amerika Birlesik Devletleri’nde Meksika kokenli kiz ¢ocuklarinda yapilan bagka bir
calismada bb genotipli ¢ocuklarin, BB genotiplilere gore %2-3 daha fazla KMD ‘ye sahip
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olduklar1 gésterilmistir.129 Ferrari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada BB genotipi diisiik
KMD ve yiiksek PTH (paratroid hormon) ile iliskili bulunmustur.’®® Avrupa’da farkli
iilkelerden 26.000 kisi ile yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada da VDR polimorfizmleri ile

KMD arasinda iliski satptanmatmlstlr.114

Tiirkiye’de 2010 yilinda osteoporotik 50 ve non-osteoporotik 50 postmenapozal kadin

ile yapilan calismada osteoporotik grupta Bb genotipi kontrol grubuna gore daha yiiksek

115

saptanmis (%38’e %18) ve Bb genotipi osteoporoz ile iliskili bulunmustur (p= 0,022).” Ayni
p s ( ) genotip p $ stur (p yn

hastalikla ilgili bagka ¢alismalarda Bsml polimorfizmi ile KMD arasinda istatistiksel olarak

116,117

anlamli iligki saptanmamustir. Tiirkiye’deki c¢alismalarin da sonuglart birbirleriyle

celismektedir.

Tekrar eden caligmalarda skolyozlu hastalarin vertebralarinda ve uzun kemiklerinde
osteopeni gérﬁlmﬁstﬁr.los’llg'123 Sonrasinda yapilan kontrollii calismalarda osteopeninin korse
tedavisine bagli olmadigi hastaligim dogal bir komponenti oldugu sonucuna varilmistir.'?*
Skolyoz osteopeni birlikteliginin hastaligin etyolojisinde osteopeniye neden olan bir faktoriin
bulunabilecegi diislincesini dogurmast nedeniyle kemik mineralizasyonunu diizenleyen
Vitamin D yolaginda islev goren Vitamin D reseptdr geni polimorfizmleri ile hastalik

birlikteligini inceleyen sinirli sayida makale yaylnlanmlstlr.105'125'127

Bu c¢alismalarda Bsml polimorfizmi ile idiyopatik adoélesan skolyozu arasinda
istatistiksel olarak anlamli birliktelik rapor edilmistir.'®***?® VDR polimorfizminin VDR
mRNA miktarinmi diisiiriip VDR etkisini azaltarak vertebrada osteopeniye yol acip skolyoza

yatkinlik olusturdugu diisiiniilmektedir.'%*%
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1 Calisma Gruplari

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Ortopedi ve Travmatoloji Anabilim Dali’nca
yapilan incelemeler sonucunda Idiyopatik Addlesan Skolyozu tanisi alan veya ayni tani ile
dogrudan Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na basvuran;
hepsi 10 yas iizerinde olmak {izere addlesan ve erigkin bireylerden olusan, birbirleri ile akraba

olmayan yedisi erkek 45’1 kiz toplam 52 hasta ¢alismaya dahil edildi.

Calismaya goniillii olarak katilmak isteyen saglikli bireyler veya baska nedenlerle
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine basvuran;
Adam’s One egilme testi ile muayene edilip skolyoz olmadigi goriilen, iskelet gelisimini
etkileyen bilinen hastaligi olmayan, birbirleri ile akraba olmayan, 20 ile 35 yas araligindaki
yedisi erkek 46 ‘i kiz toplam 53 goniillii bireyden kiz — erkek orani olarak hasta grubuna
benzer kontrol grubu olusturuldu. Kontrol grubunun yas arahg Idiyopatik Addlesan
Skolyozunun goriilme yas aralifindan daha biylik tutularak kontrol grubunda Adolesan

Idiyopatik Skolyozu goriilme ihtimali diglanmaya galigildi.

Hasta ve kontrol grubundaki erigkin bireylerin kendilerinden, adélesan olgularin
ebeveynlerinden g¢alisma hakkinda bilgiler igeren ‘bilgilendirilmis goéniillii olur formu’na
yazili onaylar1 alind1 (Bkz: Ek 1 ve Ek 2).

3.2 Calismada Kullanilan Arac¢ ve Geregler

DNA eldesi igin:

1) 200 pl periferik kan

2) NanoHelix Genomik DNA Prep Kiti Ver2 (kan)

3) Manuel pipetler (10-100 ul’lik ve 100- 1000 ul’lik)
4) Filtreli steril pipet uglar1 (100 pl’lik ve 1000 pl’lik)
5) Santrifiij cihaz1 (Eppendorf Centrifuge 5415 D)

6) Vorteks karistiric

7) Is1 blogu
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8) Buz kabi
9) 1,5 mI’lik ependorf tiipleri
10) Parafilm

DNA konsantrasyon 6l¢iimii i¢in:

1) Nanodrop cihazi (Nanodrop Spectrophotometer ND 1000)
2) Nanodrop 6lgiim programi (ND-1000-V3.3.1)

3) Manuel pipet (10 pl’lik)

4) Filtreli pipet ucu (10 pl’lik)

Polimeraz zincir reaksiyonu igin:

1) Thermocycler cihazi (PCR cihazi-Ependorf Mastercycler)

2) Termostabil DNA polimeraz enzimi (Fermentas ®)

3) Polimeraz enzimi i¢in tampon soliisyonu

4) Primer niikleotit karigimi1 (GenID® RDB 2056 - VDR Bsml igin)
5) MgClI2

6) Distile su

7) PCR tiipleri (200 ul’lik)

8) Manuel Pipetler (0,5- 15 pl’lik)

9) Filtreli pipet uglart (10-100 pl’lik ve 100-1000 pl’lik)

10) Ornek DNA’s1

Revers hibridizasyon ile VDR Bsml polimorfizminin saptanmasi igin:

1) GenID® 2055 Kiti (genetic risk factors for osteoporosis )
2) Hibridizasyon cihaz1 (ProfiBlot T48- TECAN)

3) Manuel pipetler (10 ul’lik, 25 pl’lik ve 1000 pl’lik)

4) Plastik forseps

5) Kurutma kagidi
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3.3 Yontem
3.3.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyonu periferik kan veya doku oOrneklerindeki hiicre membran ve
cekirdeklerinin bazi kimyasal maddeler ve enzimler yardimiyla parcalanip, c¢ekirdek
DNA’sinin ortaya ¢ikarilmasi ve hiicrenin diger elamanlarindan ayrilarak saf bir sekilde DNA

elde edilmesi islemidir.

NanoHelix Genomik DNA Prep. Kiti Ver2 (kan) iginde gelen soliisyon ve malzemeler
kullanilarak DNA izolasyonu yapildi.

1) 200pl 6rnek kan1 1 ml RBL soliisyonu ile bir 1,5 mI’lik tiip i¢cinde karigtirildi.

2) 10 dk buz iizerinde bekletildi. Bekletilme esnasinda araliklarla 2-3 kez vorteks

araciligi ile karistirildu.

3) 10 dk 12.000 RPM (dakikadaki doniis sayis1) ‘de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast tiiptin list kismi1 dokiildii.

4) Tiip i¢indeki ¢okelti tizerine 300ul NGD1 ve 2 ul RNase A soliisyonu eklendi.
30-60 sn hizlica vortekslendi.

5) 8ulProteinaz K soliisyonu eklendi ve pipeta; ile karigtirildi.

6) Tiip 10 dk 1s1 blogunda 60°C’de bekletildi.

7) Sonrasinda tiip buz tlizerinde 5 dk. bekletildi.

8) 300 ul NPS2 soliisyonu eklenip kisaca vortekslendi.

9) Tiip 5 dk buz iizerinde bekletildi.

10) Sonrasinda 5 dk 12.000 RPM’de santrifiij edildi.

11) Bagka bos bir 2mI’lik tiipiin icerisine kitle gelen filtre yerlestirildi.

12) Filtre tizerine 100ul MaxBinder soliisyonu eklendi.

13) 30 sn 12.000 RPM’de santrifiij edildi.

14) 10. basamakta santrifiij ettigimiz tiipiin iist kismi1 13. basamakta santrifiij
ettigimiz tiipiin i¢indeki filtrenin iizerine pipet ile aktarildi.

15) 1 dk 12.000 RPM’de santrifiij edildi. Filtrenin altina gegen kisim dokiildii.

16) 500 ul WB soliisyonu eklendi. Sonrasinda 30 sn 10.000 RPM’de santrifij
edildi.

17) WB i¢indeki alkolii uzaklagtirmak i¢in 2 dk 13.000 RPM’desantrifiij edildi.
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18) Filtre 1,5 ml’lik bos baska bir tiipe aktarildi. Uzerine 50 ul EB eklendi. 2 dk
12.000 RPM “de santrifiij edilip filtre atild1.

19) Tiipiin i¢indeki soliisyonda bulunan DNA tiip kapag1 parafilm ile kaplanarak
-20°C’de sakland.

3.3.2 DNA konsantrasyonu él¢iimii

1) PC’ye yiiklii olan Nanodrop 6l¢iim programi agildi.
2) Cikan meniiden‘Niikleik asit’segildi.
3) Cihazin 6l¢iim kuyucuguna 1,5 pl distile su koyuldu.
4) Olgiim programindaki a¢ilmis olan meniiden ‘OK’kismina basilds.
5) Cihazin 6l¢iim kuyucuguna 1,5 pl distile su koyuldu.
6) Programindaki agilmis olan meniiden ‘Blank’kismina basildi.
7) Agilan meniiden spektrofotometrik 6l¢iim 260nm’ye ayarlandi.
8) Cihazin 6l¢tim kuyucuguna 1,5 pl izole edilmis 6rnek DNA’s1 koyuldu.
9) Meniiden ‘Measure’kismina tiklandi.
10) Cikan deger 6rnegimizin ng/pl cinsinden DNA konsantrasyonudur.

3.3.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Niikleik asitlerin in-vitro olarak ¢ogaltilmas1 yontemidir. PCR tiipii ig¢indeki ¢ift zincirli
ornek DNA’s1 1sisal dongii (thermocycler) cihazinin 1siy1 95°C ‘ye getirmesiyle zincirler
birbirinden ayrilarak tek zincirli DNA haline doéner (denatiirasyon). Is1 55°C’ye
diistirtildiiglinde ilgili gen bolgesine 6zgiin PCR primerleri 6rnek tek zincirli DNA tizerindeki
komplementeri ile birlesir (annealing). Is1 72°C’ye yiikseldiginde ortamdaki DNA polimeraz
enziminin ¢aligmasi ig¢in en uygun 1siya gelinmis olur ve yeni DNA iplik¢igi primerlerden
itibaren uzamaya baglar (polimerizasyon). Bu {i¢ sicaklik evresinden olusan bir dongii

sonrasinda ornekteki ilgili gen bolgesinin miktar1 teorik olarak iki katina ¢ikarilmis olur.
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PCR reaksiyonumuz PCR tiipleri i¢inde toplam 25ul lik hacimlerde yapilir.

Her bir hasta i¢in 250 pl’lik PCR tiipiine:

1) 15 pl niikleotit ve dzgiin biotinlenmis Thermocycler programi su sekildedir:
primer igeren karigim
95°C 5dk
2) 2,5“1 Taq tamponu 95°C 30 Saniye
3) 1 ulMgCl 10 dongii

. L 60°C 2 dakika
4) 0,4pl Taq polimeraz enzimi

95°C 10 saniye
5) 1,1 ul distile su

55°C 10 saniye 22 dongi
6) Spul DNA(30ng/ul konsantrasyonda) 72°C 30 saniye
eklenir. 72 °C 8 dk
8°C

3.4 Striplerin Calhisilmasive Degerlendirilmesi

Strip(¢ubuk) test yontemi revers hibridizasyon temeline dayanmaktadir. Strip iiretilirken
bir nitroseliiloz ¢ubuk iizerine VDR Bsml boélgesi ile ilgili dogal (wild tip) ve varyant DNA
dizisi ilistirilmistir. Orneklerin PCR’1 biyotin ile isaretlenmis primerler kullanarak yapilir.
Hazir stripler ve PCR {irlinii hibridizasyon cihazindaki kanallara yerlestirip iizerlerine cift
zincirli halde bulunan DNA’y1 tek zincirli hale getiren denatiirasyon sivisi eklendiginde DNA
tek zincirli hale gelir. Bu sayede 6rnege ait DNA tek zincirli sarmali test gubugu iizerindeki
sabit haldeki DNA’larla 6zgiin bir sekilde birlesip tekrar cift zincirli hale gelebilir
(hibridizasyon). Ornek DNA’s1 biyotinlenmis primerler kullanilarak gogaltilmistir, dolayisiyla
biyotinle isaretlenmis durumdadir. Biyotin ile streptavidin 6zgilin bir sekilde birbirine
baglanan iki molekiildiir. Sonra test kanalina streptavidin ile birlesik haldeki (konjuge) ALP
(alkalen fosfataz) ilave edilir. Daha sonra ALP’nin substrati ortama eklenir. ALP’nin substrati

katalizlemesi ile bir renk reaksiyonu meydana gelir. Bu sayede test ¢ubugu iizerinde 6rnek
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DNA’sinin hibridize oldugu bolgelerde koyu renkli bantlar olugsmaya baglar. Olusan bantlarin
yerleri test kitap¢igindaki rehbere bakilarak degerlendirilir ve 6rnegin allelleri belirlenir

(genotiplendirme).

Strip testlerin ¢alisilmas1t Autolipa hibridizasyon cihazinda GenID® 2055 Kiti
rehberindeki metoda uygun sekilde yapildi. Cihaz agildiktan sonra GenID® 2055 Kiti i¢inden
cikan hibridizasyon tamponu ve stringent yikama tamponu cihazin isinma tablalarina
yerlestirilerek 1silarmin 47°C’ye gelmesi saglandi. Calisilacak ornek sayisina gore cihazin
hangi kanallarinda caligsma yapilacagi belirlendi. Belirlenen kanallarin her birine kit i¢inden
cikan denatiirasyon soliisyonundan 20ul eklenir ve iizerine ¢alisilacak Ornegin PCR
triininden 20ul ilave edilerek pipet ile karistirilip bes dakika oda 1sisinda beklemeye
birakildi. Yerlestirdigimiz tablada 47°C’ye 1sitilmis olan hibridizasyon tamponundan birer
mlcihaz tarafindan kanallara dagitildi. Kit ile gelen tiip ig¢indeki stripler forseps yardimiyla
cikarilip tizerinde rakam olan kismi yukart gelecek sekilde hibridizasyon kanalina
yerlestirildi. Striplerin kanal igindeki sollisyon karigimiyla tamamen kaplandigi goriildi.
Kanallar 30 dakika 47°C’de calkalandi. Kanal icindeki soliisyon alinip yerine 6nceden
47°C’ye 1sitilmis stringent yikama tamponundan birer ml ilave edilerek bir dakika boyunca
calkalanarak yikandi. Bu yikama islemi bir kez daha tekrarlandiktan sonra dnceden 1sitilmis
olan stringent yikama tamponundan her bir kanala birer ml ilave edilerek 47°C’de 15 dakika
hafifce c¢alkalandi. Bu asamadan sonraki basamaklar oda 1sisinda gergeklestirildi. Kanal
icindeki soliisyon bosaltilarak kit icinde gelen ve oOnceden distile su ile 1/5 oraninda
seyreltilmis olan rinse soliisyonu ile iki kez birer dakikalik ¢alkalayarak yikama yapildi ve
kanallardaki soliisyonlar bosaltildi. Kit iginde gelen ve beraberindeki tamponu ile 1/100
oraninda onceden seyreltilmis olan konjugat soliisyonundan birer ml alinip kanallara ilave
edildi ve 30 dakika oda 1sisinda c¢alkalandi. Kanallardaki soliisyonlar bosaltildiktan sonra ii¢
kez birer dakika siireyle birer ml rinse soliisyonu ilave edilerek ¢alkalayarak yikama yapildi.
Soliisyonlar1 bosaltilmis kanallara kit ile gelen substrat soliisyondan birer ml ilave edildi. Oda
1sisinda 10 dakika galkalama yapildi. Birer ml distile su ile iki kez yikama yapilarak renk
olusturma reaksiyonu durduruldu. Forseps yardimiyla stripler kanallardan ¢ikarilip kurutma
kagid1 arasinda kurutuldu. Stripler 1s1iktan korunarak saklandi. Striplerin analizi GenID® 2055
Kiti kitap¢igi i¢inde gelen rehberdeki bant sekilleri kistas alinarak tek tek degerlendirildi.
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Konjugat kontrolii

Spesifite kontrolii

Sensitivite kontroli

[

VDR allel b band1

VDR allel B bandi )

il///.
00 [0 [

[ 1]
i B/

Strip no 5 3

Referans kitapgik homozigotb  homozigot B heterozigot Bb

Sekil 14 Strip bant seklinin degerlendirilmesi

Konjugat kontrolii: Bu reaksiyon bandi konjugat soliisyonunun baglanma yeterliligini
gostermektedir. Test sonucunda mutlaka olusmasi gereken bir banttir. Eger olusmamigsa

yalanci negatiflikler olabilir. Bu nedenle test tekrar edilmelidir.

Spesifite kontrolii: Normalde bu bant olugmamalidir. Bu reaksiyon bandi sadece yikama
asamalar1 uygun olmayan diisiik sicakliklarda gergeklesir ise olusur. Bant goriilmesi non -

spesifik baglanmalari dolayisi ile yanlis pozitiflikleri diisiindiiriir, test tekrar1 gerekir.

Sensitivite kontrolii: Mutlaka goriilmesi gereken bir banttir. Hibridizasyon
sensitivitesinin en uygun oldugu durumlarda olusur. Eger goriilmez ise yalanci negatiflikler

olabilir, testin tekrar1 gerekir.

VDR allel b (wild tip) bandi: Ornekte dogal (wild tip) allel mevcut ise goriilen banttir.
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VDR allel B (varyant tip) band1: Ornekte varyant tip allel var ise goriiliir.

Ornek VDR Bsml bélgesi icin heterozigot ise allel b ve allel B bantlar1 birlikte goriiliir.

Eger bu allerlerden sadece birisi goriiliiyor ise 6rnek o allel i¢in homozigottur.
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A ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Hasta ve kontrol grubunun allel ve genotip dagilimi ki- kare testi ile karsilastirildi.

Genotip dagilimlariin Hardy-Weinberg dengesine uyumlulugu hasta ve kontrol

gruplari i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.
0,05’ten kiiciik olan p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Biitin bu analizler i¢in SHEsis programinin c¢evrimigi versiyonu kullanildi

(URL:http://analysis2.bio-x.cn/myAnalysis.php).'?

Veriler hasta ve kontrol grubu i¢in olusturulmus alana 6rnek protokol numarasini
takiben arada bosluklar birakip b alleli igin G, B alleli igin A olarak girildi (6rn: BKO1AG).
Ki-kare, p degeri ve Hardy-Weinberg p degeri olarak ¢ikt1 alindi.
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5.BULGULAR

Calismada yedisi erkek 45’1 kiz toplam 52 idiyopatik Adélesan Skolyozu hastasindan
ve yedisi erkek 46°s1 kiz toplam 53 skolyozu ve iskelet gelisimini etkileyen bilinen hastalig1
olmayan goniilliiden olusan, cinsiyet dagilimi benzer iki grup olusturuldu. Olgularin Vitamin

D Reseptor geni Bsml polimorfizmi agisindan genotipleri belirlendi.

Gruplarm genotip dagilimlariin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlulugu ki-kare ve p
degerleri kullanilarak degerlendirildi. Hasta grubu icin ki-kare degeri: 2,15 ve p: 0,142
bulundu. Kontrol grubu igin hesaplanan ki-kare degeri ise: 3,12 ve p degeri: 0.077,
Hesaplanan p degerinin her iki grup i¢in de > 0,05 olmasi genotip dagilimlarinin Hardy-

Weinberg dengesi ile uyumlu oldugu seklinde degerlendirildi.

Hasta grubunda b alleli 57 (%54,8), B alleli 47 (%45,2) olguda bulundu. Kontrol
grubunda ise b alleli 50 (%47,2) B alleli 56 (%52,8) olguda goriildii. %95 CI (giivenirlik
araligl)’da iki grubun allelik frekans farkligini gosteren ki-kare degeri:1.225 ve p degeri:
0,268 bulundu. P degerinin >0,05 olmasi nedeniyle hasta ve kontrol grubu arasinda allelik
frekans acisindan istatistiksel olarak anlamli kabul edilebilecek bir fark olmadigi sonucuna

ulasildi.

Hasta grubunda bb alleli 13 (%25), Bb alleli 31 (%59,6), BB alleli 8 (%15,4)
olgudabulundu. Kontrol grubunda ise bb alleli 15 (%28,3), Bb alleli 20 (%37,7), BB alleli 18
(%34) olguda goriildii. iki grubun genotip frekans farkliginin anlamliligini gdsteren Ki-kare
degeri: 6,35 ve p degeri: 0,0417 olarak bulundu. P degerinin <0,05 olmasi nedeni ile Vitamin
D reseptor geni Bsml polimorfizmi Bb genotipi ile Idiyopatik Addlesan Skolyozu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik oldugu goriildii.
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Tablo 6 Hasta ve kontrol genotipleri

Hasta grubunun genotipleri Kontrol grubunun genotipleri

Protokolii  Cinsiyeti ~ Allelleri Protokolii  Cinsiyeti  Allelleri
BHO1-KT K Bb BKO1-AS K Bb
BH02-ADT E Bb BK02-SG K BB
BHO3-TS E BB BK03-ZB K Bb
BHO4-SHS K Bb BK04-DK K BB
BH05-MC K bb BK05-OB K BB
BH06-GA K bb BKO6-AS K BB
BHO7-EK K Bb BK08-SK K BB
BH08-ZB K bb BKO09-EK E BB
BH09-OC K BB BK10-EA K Bb
BH10-GA K Bb BK11-SA E Bb
BH11-BG K Bb BK12-BV K BB
BH12-DK K BB BK13-CCS E Bb
BH13-ZDY K Bb BK14-BA K Bb
BH14-iK K Bb BK15-SG0 K Bb
BH15-RB E bb BK16-ZK K Bb
BH16-SU K bb BK17-NA K BB
BH17-NY K bb BK18-MKG E BB
BH18-MA K Bb BK19-EA E Bb
BH20-iG K bb BK20-EG E Bb
BH21-EB K Bb BK21-CD E BB
BH22-00 K Bb BK22-GA K Bb
BH23-BC E Bb BK23-ST K BB
BH25-SS K Bb BK26-HS K BB
BH26-EO K Bb BK28-Bi K Bb
BH27-OD E Bb BK29-EK K Bb
BH28-TA K BB BK36-SI K Bb
BH29-1Vv K bb BB41-ZY K Bb
BH30-MM K Bb BK42-GY K Bb
BH31-OK K bb BK43-A0 K Bb
BH32-BV K BB BK44-HY K Bb
BH33-ZS K Bb BK46-GO K Bb
BH34-YA K BB BK48-EC K Bb
BH35-MD K BB BK49-DCT K BB
BH36-EcB K bb BK52-5G K Bb
BH38-DA K Bb BK54-SA K Bb
BH39-MG K Bb BK55-NG K Bb
BH40-SS K Bb BK56-SC K Bb
BH41-BA K Bb BK57-MK K Bb
BH42NBK K Bb BK58-OA K BB
BH43-FB E BB BK59-NS K BB
BH44-SG K bb BK60-BT K Bb
BH45-FZK K Bb BK61-AK K BB
BH46-KB E Bb BK62-SY K Bb
BH49-LK K Bb BK63-AV K Bb
BH50-KA K Bb BK64-SU K Bb
BH51-MS K Bb BK65-LI K Bb
BH47-NK K Bb BK66-ZS K BB
BH48MAD K Bb BK67-HB K Bb
BH53-YT K bb BK68-FA K Bb
BH54-ET K Bb BK69-UK K Bb
BH55-YY K bb BK70-KY K BB
BH56-DE K Bb BK71-HM K Bb
BK72-BD K Bb



HASTA

HBb

mb
mB
u BB
Sekil 15 Hasta grubu genotip ve allelfrekans yiizdeleri
r
KONTROL KONTROL
Hbb
mb
N Bb
HB
uBB

Sekil 16 Kontrol grubu genotip ve allel frekans yiizdeleri

Tablo 7 Hasta ve kontrol grubunun genotip say1 ve frekans yiizdeleri
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KONTROL

T

KONTROL

Sekil 17 Gruplarin genotip ve allel frekanslar1 grafigi
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6. TARTISMA

Adblesan Idiyopatik Skolyozu toplumdan topluma degiskenlik gdstermekle birlikte

17-20

genel popiilasyonun %3’linde goriilmektedir. Hastalarin aile agaglar1 incelendiginde,

hasta akrabalarinda skolyoz goriilme riskinin genel toplum riskine gore, akrabalik derecesi ile

37-48

ilgili olarak artig gosterdigi saptanmustir. Kalitim seklini belirleme ¢aligmalari

yapildiginda, poligenik kalitim oldugu kanaatine Varllmls‘ur.sg"r’g’67

Hastaligin belirli genetik
etkilerin biraraya gelip, belli bir esigi asmasi sonucunda olustugu diistiniilmektedir. Bu
poligenik dogasindan dolay1 pek c¢ok gen polimorfizmleri ile ilgili birliktelik caligmalar

yapilmistir. Bunlardan birisi de VDR Bsml polimorfizmidir.

VDR geni kemik dokusunun 6nemli diizenleyicileri arasindadir ve klasik etkisi olan
kalsiyum, fosfor emilimi yaninda, diger genlerin ifadesini de degistirerek yaygin bir etki
saglamaktadir. VDR geninin Bsml polimorfizminin osteopeni ve osteoporoz ile iliskisini
gosteren yayinlar meveuttur."***%° Osteopeni, Adélesan idiyopatik Skolyozu’nun klasik bir
bulgusudur.**®*?* VDR Bsml polimorfizmi ile Adélesan Idiyopatik Skolyozu arasindaki
iliskiyi irdeleyen az sayida ¢alisma yapilmistir. PubMed ‘AdolescentidiopathicScoliosis’ ve
‘VDR’  terimleri ile tarandiginda Agustos 2012 itibariyle bes c¢aligmaya

46,105,125-127

ulasiimaktadir. Calismamiz konu ile ilgili Tiirkiye’den yapilan ikinci ¢aligmadir.

Calisma gruplarimizin genotip ve allelik frekans dagilimlar1 karsilastirildiginda belirgin
farkliliklar dikkati ¢ekmistir. Hasta grubunda bb genotipt %25, Bb genotipi %59,6, BB
genotipi %15,4, kontrol grubunda ise bb genotipi %28,3, Bb genotipi %37,7, BB genotipi
%34 siklikta goriilmiistiir. Hasta grubumuzdaki yiiksek Bb siklig1 Xia ve ark. ile Chen ve ark.
tarafindan yapilan iki ¢alisma ile paralellik gdstermektedir.'*>*?® Suh ve ark. ve Tiirkiye’den
Yilmaz ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalarda ise benzer Bb siklig1 goriilmemistir. Yilmaz ve
ark. kendi ¢alisma gruplarinin genotip dagilimindaki farkliliklart anlamli bulmazken, Suh ve

ark. BB genotipini hasta grubunda anlamli ytiksek bulmustur.*?"1%

Allel frekansi ise hasta grubumuzda b alleli i¢in %54,8, B alleli i¢cin %45,2 kontrol
grubumuzda b alleli igin %47,2, B alleli icin %52,8 olarak saptanmustir. ki grup arasindaki
allelik frekans farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmezken, genotipik frekans
farkliliklart anlamli bulunmustur. Literatiirde VDR Bsml ile AIS birlikteligini inceleyen dort

calismadan yalniz birisi iligkisiz olduklar1 sonucuna varirken, iki c¢alisma arastirmamiza
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benzer sekilde, Bb genotipi ile AIS arasinda anlamh birliktelik gostermistir.’?"12>*% Bir

yayinda BB genotipinin hasta, bb genotipinin de kontrol grubunda daha sik goriilmesi anlaml

5

olarak degerlendirilmistir.’® Toplamda iki yayindaki sonuglar bizim calismamizi

desteklerken, diger ikisi iki farkli sonuca ulasmustir.

Xia ve ark. tarafindan yapilan Cin kaynakli calismada (2007) 164 AIS tanili kiz hasta,
122 saglikli kiz ile VDR Bsml siklig1 acisindan karsilastirnlmistir. Hasta grubunda Bb
genotipi daha sik bulunmustur. Ayrica Bb genotipi (Viicut kitle indeksi) BMI’1 <18 kg/m?
olanlar ile kula¢ boyu 160 cm’den kisa olanlarda BMI’1 >18 kg/m? olanlarla kula¢ boyu 160
cm’den uzun olanlara gore daha sik gériilmﬁstiir.lzs Calismamiz Bb genotipinin siklig1

acisindan bu aragtirma ile benzerlik gostermektedir.

Chen ve ark. tarafindan yapilan Cin kaynakli diger calismada (2008) da, AIS tanili 146
kizve 146 saglikli kontrolden olusturulan gruplardaki VDR Bsml polimorfizmi sikliklari
karsilastirilmistir.  Skolyozlu grupta Bb genotipi calismamiza benzer olarak daha sik
goriilmiistiir. Bsml genotipleri ile lumbar vertebra ve femur boynu KMD’si arasinda iliski

saptanmamlstlr.126

Xia ve Chen ve ark. tarafindan yapilan yiiksek olgu sayili bu ¢aligmalarda hastalik Bb
genotipi ile iligkilendirilmistir. Hasta grubumuzda da benzer Bb siklik ytiksekligi goriilmesi,
her iki allelin bir arada olmasi halinde Vitamin D Reseptorii diizeyinde negatif bir etkilesimin
olabilecegi diisiincesini akla getirmistir.">>*?® Ancak polimorfik homozigot BB genotipinin
hastalarimizda yiiksek bulunmamasi da AIS ile VDR Bsml polimorfizmi iliskisi hakkinda

kesin bilgi vermemektedir.

Kore’den Suh ve ark. tarafindan yapilan calismada (2010), AIS tanis1 almis 198 kiz
hasta ve 120 kontrolde VDR Bsml, VDR Fokl ve VDR Cdx2 polimorfizmleri sikliklari
karsilagtirilmis, iki grup sadece Bsml polimorfizmi agisindan farkli bulunmustur. BB genotipi
hasta, bb genotipi ise kontrol grubunda daha yiiksek oranda bulunmus, ayrica lumbosakral
vertebra KMD’si Bsml BB genotipli hastalarda daha diisiik degerde saptanmistir (hasta
bb:%25,2, Bb:%51,5, BB:23,2; kontrol bb:%38, Bb:%50, BB:%10).!® Bu yayinda
calismamizin aksine, BB genotipi hasta grubunda yiiksek, Bb genotipi her iki grupta yakin
dagilm gostermektedir. Bu arastirmanin Sonuglari, genotip dagilimlari itibariyle hem

caligmamizdan hem diger iki Cin kaynakli caligmadan farklilik géstermektedir.125’126 Bu
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aragtirmalarin farkli etnik gruplarda yapilmis olmasinin, sonuglarin farklilig: tizerinde etkili
olabilecegi diisiiniilmelidir. Bu etki hem VDR Bsml, hem de AIS ile iliskili olabilecek diger

SNP’lerin, toplumlar arasinda farkli siklik ve kombinasyonlarda bulunmasi nedeniyle olabilir.

Inoue ve ark. tarafindan yapilan (2002) Japonya kaynakli bir calismada; AIS tanili 304
kiz hastada Cobb agis1 progresyonunun VDR Bsml, Ostrojen reseptorii (ER) geni Xbal ve
CYP17 geni polimorfizmleri ile iliskisi incelendiginde, VDR Bsml polimorfizmi ile
progresyon riski arasinda anlamli iliski saptanmamistir. Ancak ER XbaJ polimorfizmi
acisindan XX genotipinin Xx genotipine gore daha riskli oldugu g6rﬁlmﬁstﬁr.46 Inoue ve ark.
AIS varlign ile VDR Bsml iliskisini arastirmamislardir. Calismamizda, ER Xbal
polimorfizmine ve olgu sayimizdaki azlik ve tanimlayici-kesitsel arastirma plani nedeniyle

VDR BsmI’in progresyon iizerindeki etkilerine bakilmamustir.

Tiirkiye’den Yilmaz ve ark. tarafindan yapilan (2012) calismada, AIS tanili 53 hasta ve
54 erigkin saglikli goniillide VDR Bsml, Matrilin-1 ve LCT C/T-13910 polimorfizmleri
sikliklar1 karsilastirilmis, calisilan polimorfizmlerden herhangi biri ile AIS varligi ve Cobb
acis1 derecesi arasinda anlamli bir iliski gosterilmemistir (hastalar: bb:%36, Bb:%49, BB:
%15; kontroller: bb:%40, Bb:%48, BB:%ll).127 Calismamizla kiyasladigimizda hasta
gruplarimizin BB siklig1 ayni iken, bb ve Bb sikliklarmin yaklasik %10 farkli oldugu
gorilmiistiir. Hasta ve kontrol gruplarinin diger calismalara gore kiiciikliigii de sonuglarin
farkliligin1 {izerinde etkili bulunabilir. Bu arastirmanin kontrol grubunun Kore’de Chen

tarafindan yapilan ¢alismadaki kontrol grubuna benzerligi dikkat ¢ekicidir.'®

Polimorfizmler dogalar: geregi toplumdan topluma degisik sikliklarda goriiliirler. Bsml
acisindan da toplumlar arasinda biiyiik varyasyonlar vardir. Cin’deki en biiyiik etnik grup olan
Han kokenlilerde B alleli diger diinya topluluklarina gore ¢ok daha nadir goriilmektedir.
Japonlardaki prevalans Cinlilere benzemekle birlikte ¢ok daha artmistir (B alleli frekansi
Japon’larda %20, Cin’lilerde %7).2%* Beyaz irka dahil cesitli etnik gruplarda, Amerikan
yerlilerinde ve Kenya’li siyah irkta prevalans birbirine daha yakindir. Cin toplumunda B
allelinin ¢ok nadir goriilmesi nedeniyle, polimorfizm g¢aligmalarinda hasta grubunda tesbit
edilebilecek polimorfizm sikligr kiigiik sayilabilecek bir artis gosterse bile, istatistiksel
degerlendirme sonucunda daha anlamli bir fark olusabilecektir. Belki de bu nedenle, Bsml ile

ilgili ¢alismalara bakildiginda Cin kokenli yayinlarin ¢coklugu géze ¢arpmaktadir.
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Tiirkiye’de ¢esitli hastaliklarm VDR Bsml polimorfizmi ile iliskisini inceleyen 20
civarinda yayin yapilmistir. Bu yaymlardaki gruplarin geneline bakildiginda prevalansin bb
genotipi i¢in en diisiik %4, en yiiksek %48, ortalama %29,14; Bb genotipi i¢in en diisiik
%14,en yiiksek %81,5 ortalama %52,9; BB genotipi i¢in en diisik %0,en yiiksek %38,
ortalama %17,1 oldugu goriilmektedir. Bu degerler Diinya ortalamasi ile kiyaslandiginda
tilkemizde varyant B allelinin daha sik gortildiigi dikkati ¢cekmektedir (Diinya ortalamasi BB
icin %8, Bb icin %32, bb i¢in %60°tir)."** Tiirkiye i¢indeki farkli popiilasyonlarda dahi
prevalansta biiylik varyasyonlar goriilmistir. Bu farkliliklarin  nedeninin; Anadolu
cografyasinin go¢ yollar1 tizerinde olmasi ve tarih boyunca gesitli nedenlerle Anadolu’ya gelip
yerlesmis farkli etnik kdkenlerin bulunmasi veya segilen olgu gruplarinin ¢ok bolgesel kalmis

olmasi diisiiniilebilir.

Kontrol grubumuzda BB genotipinin %34 olan prevalansinin, Tiirkiye’de Bsml ile ilgili
caligsmalarin ortalamasi olan %17’nin iki kati, Diinya ortalamasi olan %8’in dort katindan
fazla olmasi olduk¢a dikkat cekicidir. bb genotipinin %28,3’liikk prevalansi ile Tirkiye
ortalamasi olan %29,1’e yakinligi ve %60 olan Diinya bb prevalansi ortalamasmin yarisi
kadar bulunmasi iilkemizin 6zgiin genetik oOzelliklerini gostermesi agisindan Onemlidir.
Kontrol grubumuzun Bb frekans1 %37,7 ile Diinya ortalamasina (%32) yakin iken, %52,9’luk
Tiirkiye ortalamasindan diistiktiir. Diger ¢caligmalar ile kiyasladigimizda, kontrol grubumuzun
yiiksek BB siklig1 ile oldukga farkli oldugu gézlemlenmektedir. Tanriover ve ark. tarafindan
yapilan, postmenapozal donemdeki osteoporotik 50 ve osteoporotik olmayan 50 kadinin VDR
Bsml polimorfizmi siklig1 agisindan karsilastirildiklar: ¢aligmada, kontrol grubunun genotipik
sikliklar: bb %38, Bb %14, BB %38 degerlerinde saptanmustir."*> BB genotip sikligi kontrol
grubumuzdan da yiliksek olan bu g¢alismada, Bb genotipi osteoporotik grupta daha sik
goriilmiistiir. Bu c¢alisma, hem kontrol grubu BB genotip sikliginin kontrol grubumuza
benzemesi, hem de skolyoz etyolojisini agiklamak i¢in sorgulanan osteoporoz ile Bb

genotipinin birlikteligini géstermesi acisindan dikkat ¢ekicidir.

Kontrol grubumuzdaki bu yiiksek BB siklig1 Izmir ilinin gé¢ aldigi bélgelerin diger
caligmalarin yapildig1 biiyiik sehirlere gore farkliliklar gosterebilecegini disiindiirebilir.
Kontrol grubunun, etik nedenlerle radyolojik olarak incelenmeyip, sadece Adam’s 6ne egilme
testi ile degerlendirilmis olmasinin da grubunun o6zellikleri {izerinde etkili bulunabilecegi

diistiniilmiistiir. Polimorfik BB genotipinin kontrol grubumuzda hasta grubumuza gore daha
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stk saptanmasina ve istatistiksel olarak anlamli ¢ikmasina ragmen, b (polimorfik olmayan)
allelinin kontrol grubunda yiiksek olabilecegi beklenirken, diisiik bulunmasi nedeniyle AIS

i¢in anlamli olmayabilecegi diisiiniilmiistiir.

Calismamizin ilk dort ¢alismadaki farklarindan biri, kontrol grubumuzun yas araliginin
20-35 yas araliginda olmasi ile adolesanlardan se¢ilmis bir kontrol grubunda sonradan
gelisebilecek skolyoz ihtimalinin de dislanmaya c¢alisilmis olmasidir. Diger g¢alismalarda
kontrol ve hasta gruplar1 aym1 yas araligindan se¢ilmistir. Bir diger fark, ilk dort calismada
sadece kiz hastalar ve kontrolleri ile c¢alisilmis, erkek hastalar calismaya dahil
edilmemislerdir. Calismamizda 52 hastanin ve 53 kontrol goniilliisiiniin yedisi erkek
olgulardan olusmaktadir. AIS gibi poligenik kalitilan ve hastaligin daha nadir ilerledigi erkek
cinsiyetinde genetik yiikiin daha fazla oldugu diisiiniiliirse, grubumuzda ne kadar erkek hasta

olursa genetik etkinin o kadar kolay gosterilebilecegine de dikkat edilmelidir.

Hasta grubumuzdaki yedi erkekteki genotip sikliklar1 (bb:1 (%14), Bb:4 (%57), BB:2
(%28)) kontrol grubundaki yedi erkekteki dagilimdan sadece birer sayiyla farklidir (bb:0
(%0), Bb:4 (%57), BB:3 (%42)). Skolyoz her ii¢ genotipe sahip erkekte de goriilmiistiir.

Erkek olgularin azlig1 nedeniyle ayrica istatistiksel degerlendirme yapilmamustir.

Hasta grubumuzdan ii¢ olgunun birinci derece akrabalarinda (iki skolyozlu annenin kiz
cocugunda ve bir skolyozlu kizin kiz kardesinde) da AIS goriilmiistiir. Bu {ic olgunun
genotipleri skolyozlu akrabalari ile ayni olup Bb, Bb ve bb seklindedir. Bu olgular

degerlendirmeye dahil edilmemistir.

Calismamizin Onceki calismalara gore kisithiliklarindan birisi olgu sayisinin az
olmasidir. Calisma gruplarimizin biiyiikligi gerekli minimum O6rnek sayisi yeterliligini
saglasa da arzulanan daha fazla olgumuzun olmasi, sonuglarin yeterliligini daha da

artirabilirdi.

Sonug olarak toplumdan topluma ve ¢alismadan ¢alismaya degisen ve birbiriyle c¢elisen
sonuglar mevcuttur. Bu uyumsuzluk polimorfizmlerin etnik popiilasyonlarda farkli sikliklarda
goriilmesi ve poligenik-multifaktoriyel kalitilan ozelliklerle ilgili genetik ¢alismalarda
caligmaya dahil edilmemis diger genetik etkilerin de dikkate alinmasi gerektigi bilgisini

dogrulamaktadir.
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Bb genotipi hasta grubunda daha siktir. BB genotipi ise kontrol grubunda daha
siktir. bb genotipi ise her iki grupta da birbirine yakin siklikta goriilmiistiir. Bu
farkliliklarin anlamli kabul edilebilmesi ve Bb genotipinin hastalik i¢in risk
faktorli, BB genotipinin hastaliktan koruyucu, bb genotipinin ise iligkisiz
oldugunu diisiinebilmek i¢in olgu ve kontrol sayisinin artirildigi ve kontrollerin
radyolojik olarak incelendigi ¢aligmalarin yapilmasi 6nerilir.

Polimorfik B alleli ile AIS arasinda, hem olgu hem de kontrol grubu
karsilastirildiginda, birbirlerini  belirgin olarak destekleyen bir iligki

gbzlenememistir.

Ulkemizde B allelinin diger iilkelere gore daha sik olmasi dikkat gekicidir.

Olgu sayisi istatistiksel analiz i¢in ancak yeterli oldugundan, polimorfizm ve
genotiplerin Addlesan Idiyopatik Skolyozu’ndaki egrilik tipi ve siddeti ile
iliskisine yorum getirilememistir. Olgu sayist artirilarak g¢alismaya devam

edilmesi yararl olacaktir.

VDR Bsml’in bagka SNP’lerle kombine edilmesiyle olusturulacak
haplotiplerle, Adélesan idiyopatik Skolyozu birliktelik galigmalar yapilmasi
faydali olacaktir.

Adblesan Idiyopatik Skolyozlu erkek olgularda her ii¢ genotip de gdzlenmistir.
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9.EKLER

9.1 Ek 1 Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Skolyoz (omurgada yana egrilik) hastaliginin olusumu ve ilerleyisinde Vitamin D
Reseptor geninin etkileri konulu yeni bir arastirma yapmay1 planladik. Arastirmanin ismi
"Idyopatik addlesan skolyozunda vitamin D reseptdr geni Bsml polimorfizmi"dir.

Skolyozun c¢ok cesitli nedenleri mevcuttur ve son yillarda genetik bir yatkinligin
olduguyla ilgili yayinlar vardir. Vitamin D sindirim sisteminden kalsiyum emilimini artirarak
kanda ve dolayisiyla kemikte kalsiyum miktarin1 diizenleyen bir hormondur. Etkisini hiicre
zar1 ve cekirdegindeki Vitamin D algacina (reseptoriine) baglanarak gosterir. Vitamin D
reseptOr genindeki degisimler bu reseptoriin yapisinit veya miktarini dolayisiyla Vitamin D
etkisini degistirir. Vitamin D reseptér genindeki degisimlerin kemik mineralizasyonunu
azaltarak (osteopeni) skolyoza neden oldugu yolunda goriisler vardir.

Sizin de bu arastirmaya skolyoz hastasi olarak katilmanizi 6neriyoruz. Bu arastirmaya
katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir.
Kararinizdan once arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmamin Yiiriitiillecegi Klinik: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik AD / Ortopedi ve Travmatoloji AD

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde bu hastaligin bulunmasidir. Eger
arastirmaya katilmayr kabul ederseniz ortopedik degerlendirmeniz sonrasinda rutin
tetkikleriniz i¢in kan alinirken alacagimiz 2-4 cc kaninizdan elde ettigimiz DNA’dan genetik
testler yapacagiz. Aynt DNA’niz ileride durumunuzla iligkili baska gen ¢aligmalarinda veya
kontrol grubu olarak da kullanilabilir. Arastirma giderleri size veya sosyal giivenlik
kurumunuza yiliklenmeyecektir. Calismaya katildiginiz icin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir. Genetik testlerin sonucu kisilere bir rapor olarak verilmeyecektir. Calisma
sonuglar1 klinik olarak kullanilmak iizere Ortopedi ve Travmatoloji AD ‘daki sorumlu
hekiminizle paylasilacaktir. Kisi ismi zikredilmeden bilimsel dergi ve platformlarda
yayinlanabilecektir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Planladigimiz analiz sonuglarinin
skolyoz hastaliginin olusumu ve ilerlemesindeki genetik etkilerin 6grenilmesinde yararl
olabilecegini 6ngdrmekteyiz. Su anda bu calismanin hemen size bir fayda olarak doniip

donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi
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tedavide yeni yaklasimlar getirebilecek ve ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda
saglayabilecektir. Bir sonu¢ ortaya ¢iktiginda ve klinik yarara doniistiigii takdirde bu yarar
skolyoz rahatsizlig1 olanlarda hastaligin diizeltilmesi konusunda yol gosterici olabilir.

Kan alimi sirasinda ¢ok az bir aci hissedilebilir; kan alma bolgesinde morarma cok
nadiren de piht1 ve enfeksiyon olabilir. Olasi bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizca
alinacaktir

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi cekmek hakkina da sahipsiniz.

Ayrica tibbi durumunuza herhangi bir zarar verilmeden arastirmaci tarafindan aragtirma
dis1 tutulabilirsiniz.

Bu calismayla iligkili saglik kaydiniz kurumumuzun yerel Etik Kurul Komitesi ve
Saglik Bakanligi haricinde kesinlikle gizli kalacaktir. Calisma sonucglar1 bir yayin veya
sunumda kullanilirken kesinlikle isminiz kullanilmayacaktir.

Yukarida goniilliiye aragtirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii aciklamalar yapildi. Bana yapilan tim
aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarda s6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Tarih: / / 20 Goriisme tamgi

Katilhime1 Ad1/ Soyadi:

Adi1/ Soyad: Tel:

Tel: Imza

Imza

Velisi (Katihhmci ¢ocuk ise) Sorumlu hekim

Adi1/ Soyadt: Adi1/ Soyadi: Biilent UYANIK
Tel: Tel: 5059374416
Imza Imza

65



9.2 Ek 2 Kontrol Bilgilendirilmis Goniilliit Olur Formu

Skolyoz (omurgada yana egrilik) hastaliginin olusumu ve ilerleyisinde Vitamin D
Reseptor geninin etkileri konulu yeni bir aragtirma yapmay1 planladik. Aragtirmanin ismi
"Idyopatik adélesan skolyozunda vitamin D reseptdr geni Bsml polimorfizmi"dir.

Skolyozun c¢ok c¢esitli nedenleri mevcuttur ve son yillarda genetik bir yatkinligin
olduguyla ilgili yayinlar vardir. Vitamin D sindirim sisteminden kalsiyum emilimini artirarak
kanda ve dolayisiyla kemikte kalsiyum miktarini diizenleyen bir hormondur. Etkisini hiicre
zar1 ve cekirdegindeki Vitamin D algacina (reseptdriine) baglanarak gosterir. Vitamin D
reseptdr genindeki degisimler bu reseptoriin yapisin1 veya miktarint dolayisiyla Vitamin D
etkisini degistirir. Vitamin D reseptor genindeki degisimlerin kemik mineralizasyonunu
azaltarak (osteopeni) skolyoza neden oldugu yolunda goriisler vardir.

Sizin de bu aragtirmaya kontrol goniilliisii olarak katilmanizi Oneriyoruz. Bu
aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir.
Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup
anladiktan sonra aragtirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Arastirmanin Yiiriitiillecegi Klinik: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik AD / Ortopedi ve Travmatoloji AD

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni sizde bu hastaligin bulunmasidir. Eger
arastirmaya katilmayr kabul ederseniz ortopedik degerlendirmeniz sonrasinda rutin
tetkikleriniz i¢in kan aliirken alacagimiz 2-4 cc kaninizdan elde ettigimiz DNA’dan genetik
testler yapacagiz. Aynt DNA’niz ileride durumunuzla iligkili baska gen ¢aligmalarinda veya
kontrol grubu olarak da kullanilabilir. Arastirma giderleri size veya sosyal giivenlik
kurumunuza yiliklenmeyecektir. Calismaya katildigimiz icin size ek bir 6deme de
yapilmayacaktir. Genetik testlerin sonucu kisilere bir rapor olarak verilmeyecektir. Calisma
sonuglar1 klinik olarak kullanilmak {izere Ortopedi ve Travmatoloji AD ‘daki sorumlu
hekiminizle paylasilacaktir. Kisi ismi zikredilmeden Dbilimsel dergi ve platformlarda
yayinlanabilecektir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Planladigimiz analiz sonuglarinin
skolyoz hastaliginin olusumu ve ilerlemesindeki genetik etkilerin Ogrenilmesinde yararh
olabilecegini ongdrmekteyiz. Su anda bu calismanin hemen size bir fayda olarak doniip

donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili hastaligin temelinde yatan nedenlerin 6grenilmesi
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tedavide yeni yaklasimlar getirebilecek ve ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda
saglayabilecektir. Bir sonu¢ ortaya ¢iktiginda ve klinik yarara doniistiigii takdirde bu yarar
skolyoz rahatsizlig1 olanlarda hastaligin diizeltilmesi konusunda yol gdsterici olabilir.

Kan alimi sirasinda ¢ok az bir aci hissedilebilir; kan alma bolgesinde morarma ¢ok
nadiren de piht1 ve enfeksiyon olabilir. Olas1 bir soruna karsi gerekli tedbirler tarafimizca
aliacaktir

Bu calismaya katilmayr reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine
calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz.

Ayrica tibbi durumunuza herhangi bir zarar verilmeden arastirmaci tarafindan aragtirma
dis1 tutulabilirsiniz.

Bu calismayla iligkili saglik kaydimiz kurumumuzun yerel Etik Kurul Komitesi ve
Saglik Bakanligi haricinde kesinlikle gizli kalacaktir. Calisma sonuglari bir yayin veya
sunumda kullanilirken kesinlikle isminiz kullanilmayacaktir.

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bana yapilan tiim
aciklamalar1 ayritilartyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarda s6z konusu klinik

arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Tarih: / / 20 Goriisme tamigi

Katilime1 Ad1/ Soyadi:

Adi1/ Soyadt: Tel:

Tel: Imza

Imza

Velisi (Katilimer ¢ocuk ise) Sorumlu hekim

Adi1/ Soyadr: Adi1/ Soyadr: Biilent UY ANIK
Tel: Tel: 5059374416
Imza Imza
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