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SAGLIKLI TURK POPULASYONUNDA VITAMIN D
RESEPTOR (VDR) GEN POLIMORFIiZM ANALIZi

Didem DAYANGAC', Eda OZAYDIN’ Filiz OZBAS GERCEKER', Turgay COSKUN?
Hayat ERDEM YURTER'

THE VITAMIN D RECEPTOR (VDR) GENE POLYMORPHISM ANALYSIS OF
HEALTHY TURKISH POPULATION

Ozet: Kemik yogunlugunun yapim ve yikum dongiisii genetik kontrol altinda olup, bazi genlerdeki palimorfizmier bireysel
kemik yogunlugunu belivlemektediv. Bu polimorfik genlerden itk tammianan VDR (vitamin D reseptir) genidir. 75 kb
uzunlugunda 11 ekzon iceren VDR geni 12q12-14'de haritalanmugnr, VDR proteini transkripsivon diizenlevici fakiérler
grubuna giren ve 1,25-dihidroksi vitamin D3"iin biyolojik etkilerini kontrol eden bir reseptérdiir. VDR geni icinde ii¢ dnemli
polimorfik bolge bulunmaktadir. Bunlardan itki ekzon 2°de bulunan Fokl polimorfizmi olup protein sentezinin baslangig
kodonu polimorfizmidir. Ikinci (intron 8) ve iigiincii fekzon 9) polimorfik bélgede ise swasivla Apal ve Tagl polimorfizmleri
bulunur.Yaglar1 8 ile 48 arasinda degisen 52'si erkek, 48'i kadin toplam 100 saglikls bireyden olugan ¢alisma grubumuzda
VDR geni Foki, Apal ve Tagl polimorfizmleri PCR/RFLP yantemivle analiz edildi. VOR allel (F: 0.73, f: 0.27, A: (.57, a:
0.43, T: 059, «: 0.41) ile genotip frekanslary (FI; %55, Ff: %36, [T %9, AA: %30, Aa: %55, aa: %15, TT: %35, Tr: %49, 11
¥516) saptand: ve haplotipler olusturuldu, fkiti haplotipler arasmda Aalt genotipinin %36 sikltkia, en sik gorillen genotip
oldugu saptandi. Uglii haplotipler arasmda ise en sik (%16) goriilen haplotip Aaltly olarak bulundu. Calismannzda
populasyona gire farkhhik gosteren ve birgok hastaliklara yatkinhigt bulunan VDR genotiplerinin saghkle Tirk
populasyonundaki dagimim gostermek amaglanmignr. Bundan sonraVDR gen ile birlikieligi saptanan hasta bireyler
incelenerek saglkivhasta genotip farkithiklarinn karsilastiriimasy miimkiin olacakir

Anahtar Kelimeler:.Vitamin D hormonu, VDR geni, Polimorfizm,

Summary: Bone density and bone trnover are under genetic control and bone density is determined by several gene
polymarphisms. The VDR (vitamin D receptor) is the first gene that was described. It is localized to12¢12-14, composed of 11
exons and spans 75 kb. VDR protein is a receptor that belongs 1o the group of transcriptional regulatory factors and regulates
the biologic effects of 1,25-dilydroxy vitamin D3. There are three polymorphic sites in the VOR gene. The first is the Fokl
polymarphism which is a protein synthesis start codon polymorphism. At the seeond (intron 8) and third (exon 9) polvmorphic
site, Apal and Tagl polymorphisms are described, respectively. Our study group is consisted of 100 (52 male and 48 female)
healthy individuals aged between 8 and 48, VDR gene Fokl, Apal and Taql polvmorphisins were analyzed with PCR/RFLP.
VDR allele (F: 0.73, f: 0.27, A: 0.57, a: 0.43, T: 0.59, 1: 0.41) and genotype frequencies (FF: %55, Ff: %36, ff: %9, AA: %30,
Aa: %35, aa: %lS, TT: %35, Te: %49, 11: %16) were identified and haplotypes were determined. The combined haptotypes
AATL(36%) and AaTiFf (16%) were found as the most frequent genotype. The aim of our study is to determine the distribution
of VDR gene polymorphisims which are population specific and are associated with diseases. According to this, the
comparison of VDR genotypes in healthy individuals/patients will be feasible.
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GIRIS

Saghkh bireylerde kemik kitlesi farkliliklarmi
vileut agirligi, beslenme, egzersiz, hormonal ve ge-
netik faktorler belirlemektedir. Kemik Kitlesini be-
lirleyen niitrisyonel faktorlerin basinda yeterli mik-
tarda protein, vitamin D, C, K, kalsiyum, magnez-
yum, g¢inko, bakir ve fosfor almi gelmektedir (1).
Bireysel farkliliklardan %75 oraninda genetik fak-
térler sorumludur. Kemik yogunlugu, biylkligi,
yapim ve yikim déngiisii genetik kontrol altinda o-
lup, bazi genlerdeki polimorfizmler bireysel kemik
yogunlugunu belirlemektedir (2). Bu polimorfik
genlerden ilk tanimlanan VDR (vitamin D resep-
tor) genidir. VDR geni 12q12-14"de haritalanmistir
ve 75 kb uzunlugundadir. 11 ekzondan olusan ge-
nin 1A, 1B, 1C ekzonlari 5'UTR bélgesini kodlar
ve VDR transkriptlerinde polimorfik olarak bulu-
nur. Diger 8 ekzon (2-9) yapisal gen iiriinii olan
proteini kodlamaktadir (3).

VDR proteini nitkleer hormon reseptor ailesinin
iiyesidir. Kalsiyum ve kemik metabolizmasin
kontrol eden vitamin D hormonu'nun (1,25-dihid-
roksivitamin D3) etkisini diizenlemektedir. Bu dii-
zenlemeyi farkli genlerin transkripsiyonunu kont-
rol ederek yapar. VDR proteini ligand baglayici ve
DNA baglayici bolgeler igerir. Ligand baglayict
bolgesi ile vitamin D’ye baglanirken DNA baglayi-
¢1 bolgesi ile hedef gende bulunan vitamin D cevap
elemanina (vitamin D response element) baglanir,
Bu baglanmanin gergeklegebilmesi igin VDR pro-
teininin &ncelikle transkripsiyon baslangig faktor-
lerinin biraraya toplanmasini saglayan retinoik asit
X reseptorii ile kompleks olusturmas: gereklidir.
VDR proteininin paratiroid hiicrelerde, pankreas a-
dacik hiicrelerinde, hematopoietik hiicrelerde, ke-
ratinositlerde, iireme organlari ve immun sistem ii-
zerinde etkileri oldugu gosterilmistir (4).

VDR geni iginde ii¢ dnemli polimorfik bolge
bulunmaktadir. Bunlardan birineisi 2.ekzonda bu-

lunan Fokl (baslangi¢ kodon) polimorfizmidir.
Baslangi¢ kodonu olan ATG’de bulunan T®C de-
gisimi sonucunda ATG, ACG’ye daniigiir ve trans-
lasyon ikinci ATG’den baslar. Bunun sonucunda
424 aminoasit uzunlugunda VDR proteini sentezle-
nir. T—C degisimi olmadigi durumda ise translas-
yon ilk ATG’den baglar ve 3 aminoasit daha uzun
olan (427 aminoasit) VDR proteini sentezlenir. Bu
polimorfizmi belirlemek igin FokI restriksiyon en-
zimi kullanilmaktadir, ikinci polimorfizm, 8. intro-
nun 5'ucundan 1280 baz ¢ifti ilerde olan Apal poli-
morfizmidir. Bu polimorfizmi belirlemek i¢in Apal
restriksiyon enzimi kullanilmaktadir. Ugiincii poli-
morfizm ise 9. ekzonda bulunan Tagl polimorfiz-
midir ve T—C degisimi sonucunda ATT kodonu
ATC’ve doniisiir. Hem ATT, hem de degisim so-
nucunda olusan ATC kodonu izolGsini kodlamak-
tadir. Bu polimorfizmi belirlemek i¢in Taql restrik-
siyon enzimi kullanilir (3).

VDR gen polimorfizmi analizleri, VDR geno-
tiplerinin kemik metabolizmasi regiilasyonunda ve
biiyiime iizerinde etkili oldugunu gostermistir (5).
VDR genotiplerinin populasyon spesifitesi goster-
mesi nedeniyle Tiirk populasyonundaki genotipik
yapinin agiklanmasi gerekmektedir. Calismamizda
100 saglikh birey Fokl, Apal ve Taql polimorfizm-
leri agisindan incelenerek VDR allel ve genotip f-
rekanslar saptanmis ve haplotipler olusturulmusg-
tur.

MATERYAL VE METOD

Calismamizda yaglar 8 ile 48 arasinda degisen
52'si erkek, 48’1 kadin toplam 100 birey incelen-
mistir. Calisilan bireylerde kemik parametrelerini
etkileyecek metabolik hastalik, dogustan iskelet a-
nomalisi ve kalsiyum metabolizmasim etkileyen i-
lag alimi dykiisii bulunmamaktadir.

DNA’lar EDTA’h tiiplere alinan 10 ml periferik
kandan “tuzla ¢oktiirme” yontemi ile izole edildi
(6). VDR geninde bulunan Fokl polimorfizm a-
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nalizi i¢in 2. ekzon, Apal ve Taql polimorfizmleri-
nin analizi igin ise 8. intron/9. ekzon bilgesi PCR
yontemi tle amplifiye edildi (7.8). Amplifikasyon
uriinleri %2 agaroz jel elektroforezi ile kontrol e-
dildi.

2. ekzon bolgesinin  amplifikasyon driinleri
Fokl restriksiyon enzimi ile 37°C’de, 1 saat (7), 8.
intron /9. ekzon boélgesinin amplifikasyon tiriinleri
1se Apal restniksiyon enzimi ile 37°C de. 2 saal ve
Tagl restriksiyon enzimi ile 65°C"de, | saat kesile-
rek %3 agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi (8)

ISTATISTIKSEL ANALIZ
Fokl. Apal

“Hardy

dengesinde olup olmadigi ¢2 testi kullanilarak tesbit

100
polimorfizmlen

saghkl  Dbireyin ve Tagl

agisindan Weinberg”
edildi. Ayrica polimorfizmlerin birbirlerivle iliskileri
(3x3) (STATS
programi, 1.1 versivonu, 1998, Decision Analyst,

¢2 testi ile incelendi istatistik

Inc.).

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 1w 11

Sekil [: Fokl, Apal ve Tagl Polimorfizm dnalizi

L2, 3F04,0FF: 5 7aa: 8 10,11 Aa: 9AA; 12738 13,
15, 16 TT: 14 11 genotiplerini gistermekiedir

BULGULAR

VDR geni Fokl, Apal ve Tagl polimorfizmleri
agagidaki bilgilerden vararlamilarak analiz edilmis-
tir.

F, Fokl kesim balgesinin olmadigini(265 bg),
“f" ise kesim bdlgesinin varoldugunu (196 bg ve
69 bg), “A” Apal kesim bélgesinin olmadi@ini (700
bg), “a” ise kesim bélgesinin varoldugunu (490 be
ve 210 bg) gosterir. Aymi sekilde “T7, ilgilenilen
bolgede Tagl kesiminin olmadiZmi (490 bg ve 245
bg), “t" ise kesimin varoldugunu (290 bg, 245 bg
ve 205 beg) gostermektedir (7, 8).

12

Bu iig polimorfizmin drnek fotograflam Sekil
I"de verilmistir.

Cahsmaya alinan 527si erkek. 4871 kadin toplam
100 saghikh birevin VDR allel frekanslan Tablo
I'de, VDR genotip frekanslari ise Tablo 11'de gos-

terilmistir

TARTISMA
Populasyona gore farklihk gosteren ve birgok
hastabikla iliskili  oldugu  bilinen VDR  gen

polimorfizmlerinin - bliviimenin  diizenlenmesini
kemik kitlesini etkiledigi bilinmektedir. Calismamz
VDR geni Fokl, Apal ve Tagl polimorfizmlerinin
Tirk populasyonundaki dagilimim géstermek (izere

YE

planlanmistir.

Toplam 100 saglikh bireyde Fokl, Apal ve Taql
polimorfizmlerin allel ve genotip frekanslar hesap-
lanmus ve her ii¢ polimorfizm agisindan saglikli bi-

reylerin “Hardy Weinberg” dengesinde olup
olmadigimi  anlamak igin  beklenen ve gizlenen
13 14 15 16 genotip frekanslan ¢2 testi ile

karsilasturilmistir. Bunun sonucunda
ti¢ polimorfizm de dengede bulun-
mustur. Fokl polimorfizmi digerle-
rinden farkli olarak heterozigot fre-
kansinin azhg ile dikkat gekmistir.
Kanarva adasinda yasayan Ispanyollarda, Amerikali-
larda ve Hint kékenli Asyahlarda da Fokl polimorfiz-
mi incelenmis ve sonuglarimiza benzer olarak hetero-
zigot frekansinin azaldigi, FF genotipinin baskin ol-
dugu giriilmiistiir (7,9,10). Avrupali beyaz kta ise
heterozigot frekans) azalmasi gorillmemistir (3,11-
14). Cahsmamizda saptanan Apal ve Taqgl polimor-
fizm frekanslart Avrupali beyaz irka ve Minesotal A-
merikalilara benzer dagilim géstermektedir (8,11,12).
Bunun tersine Kore'de Park (15), Japonya'da Ha-
buchi ve arkadaslarinin sonuglari (16), bizim sonugla-
rnmiz ile karsilastinldiginda belirgin farkhhklar géz-
lenmistir. Uzak Dogu’da AA frekansi ok diisiik
(%3-9) bulunurken, aa genotipinin baskin (%44-69)
oldugu ve TT frekansimin artug gorilmiistiir. Irk
farklihin ~ ve nedeniyle

cografik  yerlesimleri
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polimorfizm  frekanslanimizin -~ farkh  olmasi

bekledigimiz bir sonugtur,

Tablo I: VDR Allel Frekanslar:

Kadmlar n:96 | Erkekler n:104 | Toplam n:200
Fokl
F 0.81 0.65 0.73
f 0.19 0.35 0.27
Apa
! 0.57 0.58 0.57
A 0.43 0.42 0.43
a
Tagl
T 0.57 0.61 0.59
l 0.43 0.39 041
Tablo I1: VDR Genotip Frekanslar
Kadinlar Erkekler Toplam
48 % n32 % n: 100
Fokl
FF 32 67 23 a4 55
Ff 14 29 22 42 36
it 2 4 T 14 9
Apal
AN 15 31 15 29 30
Aa 25 52 30 57 55
aa ] 17 7 14 15
Taql
TT 17 35 18 35 35
Tt 21 44 28 54 49
i 10 21 6 11 16

(n: birey sayisi)

Tablo IIT: Foki, Apal ve Tagl Polimorfizmlerinin Birbirleriyle
Higkileri

goriilmiistiir (18). 100 kisi ile yaptgimiz ¢alismada
ise Tiirk populasyonunda AaTt genotipinin %36
siklikta goriildiigti saptanmuistir. Bu oran Avrupa
populasyonu ile uyum gastermektedir. fkili haplotip-
lere ek olarak iiglii haplotipler de olusturulmaktadir.
Populasyonumuzda en sik (%16) goriilen haplotip
AaTtFf olarak bulunmustur. Olusturulan ikili ve iclii
haplotipler heterozigot bireylerin yiiksek oranda bu-
lundugunu gostermektedir.

VDR geninin 3’ ucundan 3" ucuna dogru polimor-
fizmlerin yerlesimleri incelendiginde sirasiyla Fokl
(ekzon 2), Apal (intron 8) ve Tagl (ekzon 9) polimor-
fizminin geldigi bilinmektedir. VDR geni 5¢ ucunda
bulunan Fokl polimorfizminin 3¢ ucundaki Taql
polimorfizmi ile baglanti gostermedigi yayinlanmistir
(13). Bizim sonuglarimiza gore de Fokl ve Taql
polimorfizmleri arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir iligki (¢2=3.27, df=4, p=0.56) bulunamazken,
Apal [Tagl (¢2=74.6, df=4, p=0) ve Fokl /Apal
(¢2=10.05, df=4, p=0.041) arasindaki iligki anlamh
bulunmustur (Tablo I11).

Literatiirde cesitli gruplar VDR gen polimorfizmi-
nin osteoporoz, vitamin D rezistan rikets, osleoartrit,
hiperparatiroidizm, psoriazis, prostat ve meme kanse-
ri, insulin bagimh diyabet, enflamatuvar barsak has-
taliklari, primer biliver siroz, tiiberkiilloz gibi ¢esitli
hastaliklara yatkinhg iizerine birgok galisma yapmis
ve kendi populasyonlan igin genetik yatkinhklan a-

rastirmiglardir ~ (3,8-13,15,16,19-

Tagl Tagl Apal . L S
e I e e R T = 22). Biz de cinsiyetle iliskisi olan
okl Apal Fokl hastaliklar igin cinsiyet farkimin o-
FF | 20 |24 | 11| AA 1 |13|16| FF | 20 | 25 | 10 | nemli olmasi nedeniyle, sonuglan-
Ff 11 |20 5 Aa 19 |36 | 0 Ff 10 24 2 mizi kadin ve erkek olarak iki
Ff | 4 1510 aa IS o]0 0 0 6 3 | grupta degerlendirerek polimor-

(1=3.27, df=4, p=0.56) (=746, df=4, p=0)

(' =10.05, df=4, p=0.041)
Avrupa’da yasayan degisik populasyonlarda Apal

ve Taql polimorfizmlerinin  ikili  haplotipleri
olusturularak incelenmis ve AaTt genotipinin %32-39
sikhikta, en sik goriilen genotip oldugu saptanmistir

(12.17). Aym haplotip Uzakdogu'da ise %4 siklikta

fizm frekanslarinin cinsiyete bagh olarak degis-
medigini saptadik. Ancak, Japonya'da aa frekansinin
gok yiiksek oranlarda oldugu ve kadinlarda tt geno-
tipinin bulunmadig yayinlanmistir (16). Polimorfizm
analizlerine iliskin ¢ok farkh sonuglann gorilmesi,
her populasyonun kendi VDR genotip frekanslarini
hesaplamasi zorunlulugunu getirmigtir. |
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Osteoporoz i¢in aday gen olan strojen reseptor
geni ile osteogenez imperfekta, osteopeni ve osteopo-
roza neden oldugu gosterilen kollajen geni polimor-
fizmlerinin de kemik metabolizmasini etkiledigi sap-
tanmagtir (3,23,24), VDR gen polimorfizmlerinin Hst-
rojen reseptir ve kollajen gen polimorfizmleri ile
baglantisina iliskin ¢alismalar yapilmaktadir ve bu g
gendeki polimorfizmlerin birbirleriyle etkilesimleri-
nin populasyonlar aras frekans farkliigina neden la-
bilecegi disiintilmektedir (25.26).

Kemik metabolizmasini etkileyen VDR genotiple-
rinin saglikl bireylerde gosterilmesinden sonra ayni
gen ile birlikteligi saptanan hastalig) olan bireyler in-
celenerek saghikli/hasta genotip farkliliklarinin karsi-
lagtirilmasi miimkiin olacaktir. Bu hastaliklar gelis-
tirme riski yiliksek olan ¢ocuklar erken yasta tammla-
nabilecektir. Kemik mineral yogunlugunu yiikselt-
mek amaciyla prepubertal donemde egzersiz ve kalsi-
yum destegi imkani dogacakur. Cesitli hastahiklara
yatkin kigilerin ¢ocukluk ¢aginda teshis edilmesi ve
gerekli onlemlerin alinmasiyla bu hastaliklar bir so-
run olmaktan ¢ikabilecektir.
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