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Osteoporoz Epigenetigi

Epigenetics of Osteoporosis
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Osteoporoz (OP), dustk kemik kitlesi ve kemik dokusunun mikromimarisinin bozulmasi, bunun sonucunda kemik kirllganhiginda ve kirilma
egiliminde artis ile karakterize sistemik bir hastaliktir. Prenatal dénem dahil olmak Uzere yasamin erken dénemindeki cevresel faktorler,
yasamin sonraki dénemlerinde kemik kitlesini ve dolayisiyla OP riskini etkileyebilir. Epigenetik esas olarak transkripsiyon sonrasi diizenleyici
bir rol oynar ve biyolojik sinyal dizenleyici yolakta dnemli islevlere sahiptir. Epigenetik mekanizmalar, kemik olusumu ve kemik erimesinden
sorumlu olan kemik htcrelerinin, osteoblastlarin ve osteoklastlarin farkllasmasinda énemli rol oynar. Birkac calisma, OP’lu hastalarda bazi
farkli sekilde metillenmis genler géstermistir. Anormal epigenetik diizenleme, OP gibi bir dizi kemik metabolizmasi ile ilgili hastaliga yol acabilir.
Bunlar, osteoblast farklilasmasinin énemli bir dizenleyicisi olan Wnt yoluna ait genleri ve iskeletin gelisiminde rol oynayan diger genleri
icerir. Benzer sekilde, bu hastalarda bazi MikroRNA'lar farkli sekilde eksprese edilebilir. Ancak, bu sonuclarin diger kohortlarda tekrarlanmasi
onerilmektedir. Genomdan farkli olarak, epigenom hicreye 6zgudir ve yaslanma ve cevresel faktorlerle degisir. Bu nedenle, epigenetik
epidemiyoloji calismalarinin tasarimi ve yorumlanmasi birtakim pratik zorluklar dogurmaktadir. Epigenetik mekanizmalar, kemik olusumu ve
kemik erimesinden sorumlu olan kemik hicrelerinin, osteoblastlarin ve osteoklastlarin farklilasmasinda énemli rol oynamaktadir.

Anahtar kelimeler: Osteoporoz, epigenetik, menopoz sonrasi kadinlar

Abstract

Osteoporosis (OP) is a systemic disease characterized by low bone mass and deterioration of the microarchitecture of bone tissue, resulting in
increased bone fragility and fracture tendency. Environmental factors early in life, including the prenatal period, can affect bone mass later in
life and thus the risk of OP Epigenetics mainly plays a post-transcriptional regulatory role and has important functions in the biological signal-
regulatory pathway. Epigenetic mechanisms play an important role in the differentiation of bone cells, osteoblasts, and osteoclasts, which are
responsible for bone formation and bone resorption. Several studies have shown some differentially methylated genes in patients with OR
The abnormal epigenetic regulation can lead to a number of bone metabolism-related diseases such as OP These include genes for the Wnt
pathway, an important regulator of osteoblast differentiation, and other genes involved in skeletal development. Similarly, some MicroRNA's
may be differentially expressed in these patients. However, it is recommended that these results should be replicated in other cohorts. Unlike
the genome, the epigenome is cell-specific and changes with aging and environmental factors. Therefore, the design and interpretation of
epigenetic epidemiology studies pose a number of practical challenges. Epigenetic mechanisms play an important role in the differentiation
of bone cells, osteoblasts, and osteoclasts, which are responsible for bone formation and bone resorption.

Keywords: Osteoporosis, epigenetics, postmenopausal women

Giri§ boylece kemik kditlesi insanlarda yasamin tgclincl on yilinda zirveye
ulasir. Birkag yil stabil kaldiktan sonra, kemik kitlesi menopozu

Osteoporoz (OP), azalmis kemik kijtlesi ve kemik dokusunun takip eden 5-10 yil icinde kadinlarda hizlanan ilerleyici bir distse

bozulmasi ile karakterizedir, bu da kemik guicinde azalmaya baslar. Bu nedenle OP bilyiime periyodu sirasinda yetersiz
ve kinlma egilimine yol acar. Menopoz sonrasi kadinlarin Ggte kemik birikiminden ve/veya doruk kemik kitlesine ulasildiktan
birinden fazlasini ve 60 yas Ustu erkeklerin %10-16'sini etkileyen sonra hizlanan kemik kaybindan kaynaklanabilir (3,4). Kemik
yaygin bir hastaliktir (1,2). Kemik kitlesi birikimi intrauterin mineral yogunlugunu (KMY) bircok cevresel faktér etkilemekle
yasamda baslar ve blylme periyodu boyunca devam eder, birlikte, cesitli ikiz ve aile galismalari kemik olusumunda genetik
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faktorlerin etkisinin %50-80 oldugunu gostermektedir. Kemik
kitlesini etkileyen bircok genin varligi bildirilmistir. Asosiyasyon
calismalari, aday gen polimorfizmleri, meta-analizler ve daha
yeni olan genom ¢apli calismalar ile KMY ve OP fenotipiyle iliskili
diger genler belirlenmistir. Epigenetik mekanizmalarin  kemik
metabolizmasinin dizenlenmesindeki énemli roli gbz oniine
alindiginda, osteojenik farklilasmadaki epigenetik mekanizmalar
(DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlayici olmayan
RNA'lar) OP'nin patogenezi konusunda kemik metabolizmasi ile
iliskili hastaliklarin tedavisi icin yol gdsterici olacaktir.

DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu en ¢ok calisilan epigenetik mekanizmalardan
biridir ~ (5). Palindromik  sitozin-fosfat-guanin (CpG)
dinlkleotitlerinde sitozinin 5' pozisyonuna kovalent olarak
bagl bir metil grubundan olusur, 5mC olarak kisaltilir. CpG
dintkleotitleri seyrek olarak meydana gelir, memeli genomunun
sadece %2'si, esas olarak gen promotdrleri ve dlzenleyici
bolgeler ile iliskili olan CpG adaciklari olarak adlandirilan kisa
yiksek frekansli CpG uzantilari icerir (5). Metil gruplarinin
sitozine eklenmesi, DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan
katalize edilir  Metilasyon sonucu, temel transkripsiyon
faktorlerinin - hedeflerine  baglanmasini  dogrudan  veya
dolayl olarak bloke ederek aracilik edebilen transkripsiyonel
baskilamadir. Bununla birlikte, in vivo erken olusturulan DNA
metilasyon paterni genellikle dis cevreden etkilenir ve kiclik
farkliliklar, malign olmayan hastaliklarin baslangiciyla baglantili
fenotip cesitliligi Uzerinde buytk bir etkiye sahip olabilir (5).
DNMT'ler embriyogenez, gelisim ve metilasyon sureglerinde
Onemli rol oynar. Hem prokaryotlarda hem de okaryotlarda
genom stabilitesi, gen ekspresyonu bireysel gelisimde dnemlidir

(6,7). DNA metilasyonunun modifikasyonlari esas olarak DNMT
ailesi proteinleri tarafindan kontrol edilir ve CpG adalarindaki
sitozin kalintilar igin metil dondri olarak S-adenosilmetiyonin
kullanilir (8). Normalde genlerdeki CpG adalari metillenmemis
halde bulunur ve bu adalardaki sitozinlerin metilasyonu genin
ekspresyonunu engelleyebilir (9). Belirli bir hipometilasyon
durumu,  ilgili  genlerin  ekspresyonuna elverisliyken,
hipermetilasyon durumu, gen sessizlesmesine yol acabilir (8).
Bu alanda giderek artan calismalar, DNA metilasyonunun, OP
patomekanizmasinda énemli bir rol oynadigi, osteoblastlarin ve
osteoklastlarin farklilagmasini ve apoptozunu dizenleyebilecegini
gostermistir (7). DNA metilasyon modifikasyonu ile diizenlenen
osteojenik farklilasma belirtecleri Tablo 1°de gorilmektedir (Tablo
1).

Histon Modifikasyonu

Bes tipi (H1, H2A, H2B, H3 ve H4) bulunan histonlar, pozitif
yUkli bazik amino asitler (arginin ve lisin) bakimindan zengin
ve DNA'daki negatif yikli fosfat gruplariyla etkilesime girebilen
kictk molekdllld proteinlerdir. Histon kimyasal modifikasyonu,
proteinin N-terminal kuyrugunda, 6zellikle H3 ve H4 bélgesinde
meydana gelir ve kromatinde degisikliklere neden olur. Histon
kuyrugu 20 amino asitten olusur ve belirli bir hipometilasyon
durumu, ilgili genlerin  ekspresyonuna elverisliyken,  bir
hipermetilasyon durumu gen sessizlesmesine yol acabilir (8). Artan
calismalar, DNA metilasyonunun, OP'nin patomekanizmasinda
onemli bir rol oynadigi ve osteoblastlarin ve osteoklastlarin
farklilasmasini ve apoptozunu dizenleyebilecegini gdstermistir
(7). Nukleozom, birkag histon alt biriminden olusan bir kompleks
olup, DNA'yI ve epigenetik bilgiyi korur. Histonlarin translasyon
sonrasi modifikasyonu onemli bir adimdir. Yeniden katlanan

Tablo 1. DNA metilasyon modifikasyonu ile diizenlenen osteogenik farklilasma belirtecleri

Genler 223:::::?0" Osteopgeneziste gen fonksiyonu Referans

RUNX2 Dusuk TF hedef genlerin ekspresyonunu ve osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (10)

OSX Dusuk TF hedef genlerin ekspresyonunu ve osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (10)

BMP2 Dusuk Kemik blytme faktorl, osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (11)

SOST Yiksek Glikoprotein, osteojenik farklilasmayi inhibe eder. (12)
Hidroksiapatit birikimi icin gerekli fosforik asidi saglamak Uzere fosfat esteri

ALP Bgtic Elecjrrw(i)lllztizet?gl:/;u?%/tr;luzzae?rawgssi inhibitor etkisini ortadan kaldirmak icin ()
pirofosfati hidrolize eder.

OCN Dusuk Normal kemik mineralizasyonunu korur. (13)

Frizzied 1 Dusuk Wht yolunu aktive eder ve osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (14)

RANKL Yiksek Osteoklast farklilasmasini uyarir ve kemik rezorpsiyonunu destekler. (15)

OPG Disuk Osteoklast farklilasmasini inhibe eder. (16)

LOX Dusuk Osteojenik farklilasmay tesvik eder. (17)

ESR1 Dusuk Osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (18)

DLX5 Dusuk Osteojenik farklilasmayi tesvik eder. (19)

Alu elements Yiksek Kemik olusumu ile negatif korelasyon (20)

RUNX2: Runt-related transcription factor 2, OSX: Osterix, BMP2: Kemik morfojenik proteini-2, S_QST: Sklerostin, ALP: Alkalen fosfataz, OCN: Osteokalsin, RANKL: Ntikleer

faktor kappa-p ligandinin reseptor aktivatori, OPG: Osteoprotegerin, LOX: Lizil oksidaz, ESR1: Ostrojen reseptéri 1, DLX5: Distal-Less homeobox 5
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kovalent histon modifikasyonlari, cogunlukla kimyasal olarak
kararsiz amino asit kalintilarinin (6rnegin; lizin, arginin, serin,
treonin, tirozin ve histidin) amino ve karboksil uglarinda ve ayrica
histonun versiyonu sirasinda veya nukleozomal cekirdeklerin
kor alanlarinda meydana gelir (21). Her modifiye edilmis histon
kalintisi spesifik bilgi tasir ve genel olarak H3K3 bolgesindedir.
Bilgi iletimi, histonlarin kendi aralarindaki veya histonlar ile
DNA arasindaki etkilesimi degistirmek dahil olmak Uzere cesitli
mekanizmalar yoluyla olabilir (22). Histon deasetilazlar, hedef
histonlar ve osteoblast farklilasmasindaki rolleri Tablo 2'de
goritlmektedir. Histon deasetilazlar, hedef histonlar ve osteoblast
farkllasmasindaki rolleri Tablo 3'te gorilmektedir.

Kodlamayan RNA'lar

Kodlamayan RNA, genomdan kopyalanan ancak bir proteini
kodlamayan bir RNA tlrudir (41).
gore, kodlama yapmayan RNA (g tipe ayrilir: Bunlardan ilki

RNA'nin  uzunluguna

mikroRNA'lar dahil 50 nt'den az uzunluk mikroRNA'lar (miRNA),
kicuk enterferans yapan RNA’lar siRNA ve yeni kodlamayan
kiiclk RNA’lar priRNA,; ikincisi ribozomal RNA ve transfer RNA
dahil olmak tzere 50 ila 500 nt arasinda degisen uzunluktadirlar;
ve Uclinclsl geleneksel lineer RNA'dan farkli olan uzun kodlayici
olmayan RNA'lar IncRNA ve dairesel RNA'lar circRNA dahil
olmak Uzere cesitlidir (42,43). Gegmiste, bilim adamlari genellikle
kodlamayan RNA'nin rolini “6nemsiz RNA" olarak gorduler.
Bilimsel duslince ve laboratuvar teknolojisinin ilerlemesiyle, artan
sayida calisma, kodlamayan RNA'nin anormal ifadesi ile kemik
metabolik hastaliklarinin gelisimi arasinda bir iliski oldugunu
bildirmistir (7,43). Kodlamayan RNA'nin kemik metabolizmasi
sirecindeki anahtar roll belirlenirse, kemik metabolizmasiyla
iliskili hastaliklari temelde bloke etmesi ve tedavi etmesi
beklenen hedefe yonelik tedavi igin ilaglar tasarlanabilinecedi 6ne
srtlmektedir. LncRNA'lar hedef genleri ve fonksiyonlari Tablo
4'te gorllmektedir.

Tablo 2. Histon deasetilazlar, hedef histonlar ve osteoblast farklilasmasindaki rolleri

HDAC Hedef histonlar Fonksiyon Referans
HDAC1 H2A, H2B, H3, H4 (23)
HDAC2 H2A, H2B, H3, H4 Osteoblast farklilasmasini dizenler. (23)
HDAC3 | H2A, H2B, H3K27, H3, H4 | Osteoblast gen ekspresyonunu inhibe eder. (24)
HDAC4 | H2A, H2B, H3K9, H3, H4 Kondrositlerin transkripsiyonunu, hipertrofisini ve kemiklesmesini diizenler. | (25)
HDAC5 | H2A, H2B, H3K9, H3, H4 Kondrositlerin transkripsiyonunu, hipertrofisini ve kemiklesmesini dizenler. | (25)
HDAC6 | H2A, H2B, H3K9, H3, H4 RUNX2 aktivitesini ve gen ekspresyonunu diizenler. (26)
HDAC7 | H2A, H2B, H3K9, H3, H4 Osteoblast gen ekspresyonunu inhibe eder. (27)
HDAC8 | H2A, H2B, H3K9, H3, H4 Maksillofasiyal kemik gelisimi (28)
SIRT1 H3, H4 BMMSC'lerin ¢cogalmasini ve osteoblast farklilasmasini diizenler. (29)
SIRT6 H3, H4, H3K9, H3K56 Kondrosit proliferasyonunu dizenler. (30)
BMMSC: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler

Tablo 3. Histon deasetilazlar, hedef histonlar ve osteoblast farklilasmasindaki rolleri

HDM H_edef Hedef genler Fonksiyon Referans
histonlar

LSD1/KDM1A H3K4me3 Wnt7B, BMP2 Osteoblast farklilasmasini inhibe eder. (31)
H3K4me3, Erken ve ge¢ ameloblast hiicrelerinin proliferasyonu ve

KDM28 H3K36me1/2 AP-2a farkllasmasinin yani sira dentinin farklilasmasinda yer alir. €7

Adipojenik farklilasmayi tesvik eder ve kék hiicrelerin

KDM4A pELElIE Siffets /2R osteoblastik farklilasmasini inhibe eder. ()
H3K9me3, .

KDM4B H3K27me3 DLX Osteoblast farklilasmasini tesvik eder. (34)

KDM5A H3K4me3 BMP2, RUNX2 Osteoblast farklilasmasini inhibe eder. (35)
H3K9me3, .

JMJD3/KDM6B H3K27me3/2 HOX Osteoblast farklilasmasini tesvik eder. (36)
H3K9me2, Adipojenik farklilasmayi tesvik eder ve osteoblastik

KDM7A H3K27me2 (el s (et L7 farklilasmayi inhibe eder. (£7)

NO66 H3K4, H3K36 | OSX Osteoblast farklilasmasini inhibe eder. (38)

RBP2/JARID1A | H3K4me3/2 | RUNX2 Osteoblast farklilasmasini inhibe eder. (39)

c-fos, Dc-stamp, CtsK, _
IMID7 - Aco5 and NfatcT Osteoblast farklilasmasini inhibe eder. (40)
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Mikro RNA'lar

MiRNAlar, yaklagik 22 nukleotit uzunlugunda, kodlama
yapmayan kugulk, tek sarmalli bir RNA tirtdir. Hedef gen
mRNA'sina diziye 6zgl baz egslestirmesi yoluyla baglanir
(7). miRNA'lar, osteojenik farklilasma ile ilgili hedef genleri
duzenleyerek kemik metabolizmasini  dizenledigi  yapilan
calismalarla bildirilmistir. Bazi 6Gnemli miRNA'lar ve etkileri Tablo
5'te gortlmektedir.

Yetersiz Pik Kemik Kitlesi

OP geng bireylerde nadirdir. Aslinda, yetersiz bir tepe kemik
kitlesine sahip bireyler bile biyiime déneminde yetersiz kemik
kitlesi birikimi nedeniyle nadiren OP'ye bagl kiriklara maruz
kalir. Bununla birlikte, bu bireyler daha sonraki yasamlarinda
kiriklar icin yiksek risk altindadir, ¢clinkl zaten dustk bir kemik
kutlesi Uzerine bindirilmis yasa bagli azalan kemik kdtlesi kirik
esigini duslrir (62). Doruk kemik kutlesinin glcli bir genetik

bilesene sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, cesitli etnik
kokenlere sahip ebeveynlerin kemik kitleleriile cocuklari arasinda
dogrudan korelasyonlar bildirilmistir (63,64). Bununla birlikte,
kemik kitlesi Uzerindeki kalitsal etkiyi aciklayan genler tam
olarak aydinlatilamamistir. Wnt ailesinin Gyeleri de dahil olmak
lzere bazi genlerin geng bireylerde kemik kutlesi ile iliskili oldugu
tutarl bir sekilde tanimlanmistir (65). Bir dizi edinilmis faktorin
buytyen iskelet Gizerinde derin etkileri vardir. Besin faktorlerini,
egzersizi, komorbid bozukluklari vb. icerirler. Rahim icinde veya
dogumdan sonra etki edebilirler. Aslinda, daha sonraki yillarda
rahim ici blytme ile kemik kutlesi arasinda bir iliski olduguna
dair kanitlar vardir (66,67). Ornegin; gézlemsel bir meta-analiz
calismasi, dogum agirligi ile yasamin sonraki dénemlerindeki
kemik kutlesi arasinda bir iliski bildirmistir. Dogum agirlig,
KMY'den daha ¢ok kemik mineral icerigi ile iliskili bulunmustur
(68). Bu, iliskinin tercihen kemik yogunlugundan ziyade
dogum agirhginin gelecekteki kemik boyutu ile bir korelasyonu

Tablo 4. LncRNA’lar hedef genleri ve fonksiyonlari

LncRNA'lar Hedef genler Fonksiyonlar Referans

miR-675, miR-141, miR-22, Osteoblastik farklilasmay tesvik eder. (42)
H19

CTCF/H19/HDAC pathway Adipojenik farklilasmayi tesvik eder. (43)
LncRNA p21 Whnt/p-actin pathway Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (44)
Bmcob SBP2 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (31)
HIF10-AS 1 HOXD10, SIRT1 inhibisyon (45)
LncRNA TUGT1 Wht/p-actin pathway Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (46)
XR-111050 RUNX2 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (47)
DNACR P38 MAPK pathway Osteoblastik farklilasmayi inhibe eder. (48)
AK-096529, uc003ups, Smurfl, RUNX2 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (45)
AKO5611
HOTAIR BMP/TGF-f3 pathway Osteoblastik farklilasmayr itesvik eder. (49)
IncRNA MALAT1 RANK/RANKL/OPG pathway | Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (50)
MODR MIR-454/RUNX2 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (51)
AK141205 CXCL13 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (52)
MEG3 MIR-133a-3p Osteoblastik farklilasmayi inhibe eder. (53)
ANCR EZH2, RUNX2 Osteoblastik farklilasmayi inhibe eder. (45)
BDNF-AS RUNX2 Osteoblastik farklilasmayi inhibe eder. (54)
PInc1 PPAR-g2 Adipojenik farklilasmayi tesvik eder. (45)
ADINR C/EBPa. Adipojenik farklilasmayi tesvik eder. (55)
HoXAAS3 £7H2 andrli(rl)lgsml;;aiLk}l}lilszrzg)gttewi|< eder, osteoblastik (56)
ORLNCT ORLNCT-miR-296-PTEN fa‘j:(ﬁ’l?;;?j:;ai;ﬂ':ggggi‘;eyik eder; asteoblastik (57)
Bmncr BMP2, TAZ, RUNX2, PPARG gﬁjﬁ:;'f;:y'f f:;'fg'fi?:ry' eI GEIaE Bl (58)
Oasolan gy e aienk |
LncRNA BDNF-AS miR-204-5p, miR-125a-3p Osteoblastik farklilasmayi inhibe eder. (54)
Linc-ROR miR-138, miR-145 Osteoblastik farklilasmayi tesvik eder. (54)
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tarafindan yonlendirildigini gdstermektedir. Yavrularin iskelet
kitlesini etkileyen dogum o&ncesi cevresel faktorler arasinda
annenin D vitamini seviyeleri ¢ok dikkat cekmistir (69). Bu
calismalar, intrauterin olaylarin iskelet fenotipini etkiledigini
gostermektedir. Deney hayvanlarinda bazi dustindUrlci verilere
ragmen (70), gercek epigenetik mekanizmalarin intrauterin
cevresel faktorlerin insan iskeleti Gzerindeki etkisini ne dlclde
acikladigr aciklanamamistir. Bununla birlikte, birka¢ calisma,
dogumdaki DNA metilasyon modelinin iskelet homeostazini
etkileyebilecegini 6ne strmistir. Bu nedenle, bazi calismalar
kordon kanindaki eNOS (nitrik oksit sentezinden sorumlu bir
enzim) ve retinoid-X reseptdrl metilasyonunun ¢ocukluk cagi
kemik kutlesi ile iliskilerini bildirmistir (71,72).

Hizli Kemik Kayibi

Epigenetik mekanizmalar kemik hdcrelerinin farklilasmasi ve
aktivitesinde énemli rollere sahiptir. Bununla birlikte, epigenetik
mekanizmalarin  OP riskini ve diger iskelet bozukluklarini
nasil etkiledigi hakkinda cok az bilgi bulunmaktadir. Kemik
kutlesinde zit yonde degisiklik gdsteren iki bozukluk olan OP
ve osteoartrit arasindaki DNA metilasyonundaki farkliliklar
arastirilmis, bu bozukluklarin gelisimsel bir bileseni oldugu
hipotezi dogdrultusunda, farkl sekilde metillenmis genler
arasinda, iskeletin gelisiminde rol oynayan birkag¢ yolak Uyesi
bulunmustur (73). Ayrica, bu konsepte uygun olarak, sklerostin
promotdrlerinin ve Whnt yolunun diger genlerinin metilasyon
durumunun OP riskini etkiledigi dne strilmustir (74,75). Ancak,
kesin sonuglara varmadan 6nce bu sonuclarin diger gruplarda
tekrarlanmasi gerekir. Kodlamayan RNA'lar ayrica kemigin
yeniden sekillenmesinin ana etkenleri olan osteoblastlarin ve
osteoklastlarin  farklilasmasinin - diizenlenmesinde rol oynar
(76,77). Aslinda, insan doku 6rneklerinde miRNA'larin miktarini
analiz eden calismalarda, birkagc miRNA'nin OP’de farkli sekilde
eksprese edildigi bulunmustur (78,79). OP'nin patogenezinde
hangi miRNA'larin gercekte rol oynadigini belirlemek icin ilave
arastirmalara ihtiyac vardir.

Epigenetik Epidemiyoloji Calismalarinin
Yorumlanmasi

Mevcut teknolojiler, aday ve epigenom capinda calismalarin
verimli bir sekilde gerceklestirilmesine olanak tanir. Bu nedenle,

beklenmedik bir sekilde, epigenetik epidemiyoloji Uzerine
yayinlanmis calismalarin sayisi katlanarak artmaktadir (80).

Calisma Konulari

ilk olarak, bireylerin fenotipi acikca belirlenmelidir. Calisma
hastalikli denekleri iceriyorsa hastalarin fenotipinin tim hastalik
spektrumunu veya sadece bozuklugun belirli bir evresini
veya varyantini temsil edip etmedigini incelememiz gerekir.
Genomdan farkli olarak epigenomun yasla ve cevresel etkilerle
degdisebilecegini belirtmek énemlidir. Bu nedenle, bireylerin yasi
ve Onceki tedaviler de dahil olmak Uzere diger olasi karistirici
etkenlerin dikkate alinmasi gerekir. Diger yandan, calisma
hastalari ve kontrolleri karsilastirdiysa kontrol grubunun calisilan
hasta grubu icin yeterli olup olmadigini kontrol etmek énemlidir.
Yas, cinsiyet, etnik kéken ve beslenme gibi ¢zellikler ve diger
cevresel etkiler her iki grup arasinda karsilastirilabilir olmalidir.

Ornek Konular

Epigenomun hlcreye 6zgl olmasi, epigenomik calismalara
6zgl bir zorluktur. Diger bir deyisle, genetik dizilerden farkli
olarak, epigenetik degisimler arasinda  farklilik
gosterir. Bu nedenle, ilgili dokularda hastaligin epigenetik
degisimlerini belirlemeye yénelik calismalar yapilmalidir. Ancak
uygun doku &rneklerinin alinmasi etik ve pratik problemler
dogurabilir. Bu nedenle, bazi durumlarda, kesif analizlerinde
vekil olarak erisilebilir doku veya swvilarin (kan, tukurlk, idrar)
kullaniimasi faydali olabilir. Ek olarak, bu yaklasim, epigenetik
isaretlerin biyobelirtecler olarak kullanilmasi icin yararli bilgiler
saglayabilir. Bununla birlikte, patofizyolojik bir perspektiften,
iskelet bozukluklar calisilirken sonuglarin kemik gibi ilgili doku
orneklerinde dogrulanmasi gerekir. Farkli bireylerden alinan
numuneler  karsilastirilacaksa  hiicre  kompozisyonundaki
farkliliklara dikkat etmek 6nemlidir ve bu faktorin potansiyel
etkisi dikkate alinmalidir (81). Kan &rneklerinin DNA metilasyonu
calismalarinda hiicre  kompozisyonu ayarlamalari  yapmaya
uygun algoritmalar vardir (82). Bununla birlikte, kati numuneler
analiz edildiginde benzer ayarlamalar daha zordur. Lazer
destekli mikrodiseksiyon ve ardindan az sayida htcrenin CpG
metilasyonunun analizi i¢in optimize edilmis yontemler bir
alternatif olabilir (83). Son olarak, ayni bireyin hastalikli ve kontrol
dokularinin eslestirilmis calismalarinda, kontrol dokusu, calisma
amaclarina bagl olarak dikkatli bir sekilde secilmelidir. Yalnizca

hiicreler

Tablo 5. Bazi 6nemli miRNA’lar ve etkileri

miRNA Hedef gen Sonug Referans
. RUNX2 .
miR-2861 HDACS Mutasyon geng bireylerde osteoporoza neden olur. (19)
miR-214 ATF-4 Osteoporoza yatkinlik (59)
miRa320 PDCD4
. RUNX2 Osteoporozda ifadesi farklidir. (60)
miR-100 BMPR2
miR-125b
. WISP1
Q:E?ég CTNBP1 Osteoporozda ifadesi farklidir. (61)
IL6, TNF
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hastaligin degil, ayni zamanda konakg¢l yanitlarinin da doku
kompozisyonunda ve epigenetik isaretlerde degisikliklere neden
olabilecegini disiinmek 6nemlidir. Ornedin; timodr dokusunun
epigenetik imzasi, siklikla bitisik timorsiz  dokununkiyle
karsilastirili. Bununla birlikte, sonuncusu, konakg¢l bagisiklik
tepkisi nedeniyle degistiriimis bir hiicre bilesimine sahip olabilir ve
sonug olarak, gercek normal dokunun iyi bir temsili olmayabilir.

Teknoloji ve Veri Analizi

TUm arastirma makalelerinde oldugu gibi, metodoloji/detaylar ve
kullanilan teknolojinin tam olarak aciklanmasi gerekir. Ozellikle
epigenom capindaki calismalarda kapsamin dikkate alinmasi
Onemlidir. Genomda yaklasik 25 milyon CpG vardir. Metilasyon
seviyelerini  kesfetmek, maliyetli tam  bisllfitom  dizilimi
gerektirebilir. Sik kullanilan alternatif prosedirler, yaklasik 5 milyon
CpG'yi (84) inceleyebilen popiler 450K array'dir. DNA metilom
olusturmak icin nispeten daha ucuz ve uygun metottur. Ancak,
bu dizilerin yaklasik 485.000 CpG bélgesini sorguladigini bilmek
onemlidir (85); bu, potansiyel olarak metillenmis CpG'lerin sadece
yaklasik %2’sini kesfeder. Bu nedenle, bircok bolge kesfedilmemis
durumdadir. Bu bilgi, 6zellikle olumsuz sonuglari olan ¢alismalarda
dikkate alinmalidir. Sonuglarin teyit edilmesi icin, ayni teknikle
tekrar calisilabilir ya da baska tekniklerle dogrulanabilir. Ornegin;
metilasyon dizileriyle elde edilen veriler, piro-siralama veya MALDI-
TOF MS (matrix assisted laser desorption ionization time of flight
mass spectrometry) verileriyle teyit edilebilir. Diger calismalarda
oldugu gibi 6rneklem buytkligd énemli bir konudur. Calismanin
istatistiksel glicl ve buna baglh olarak tip Il hata olasiigr (yani,
calisilan gruplar arasinda gergek farkliliklar oldugunda olumsuz
bir sonug elde edilmesi) dikkate alinmalidir. Numune boyutu ve
Olcimiin degiskenligi (yani, CpG metilasyon seviyesi, miRNA
bollugu vb.) istatistiksel glicli etkileyen baslica faktorlerdir.
Epigenom capindaki calismalar, bircok lokusta (birkag milyona
kadar) potansiyel gruplar arasi farkliliklari arastirir. Bu nedenle, tip
I hatanin sisiriimesi (yani, tesadUfen bulunan bir farkin istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmesi) bir sorundur. Bunu en aza indirmek
icin istatistiksel olarak anlamlilik igin olagan 0,05 esigi artik uygun
degildir. Yapilan karsilastirma sayisina gdre ayarlanan yeni bir
esige indirilmelidir.

Bu tUr bir ayarlamayi gerceklestirmek icin Bonferroni proseduri
ve daha az kati olan yanlis kesif orani hesaplamasi dahil olmak
lUzere cesitli ydntemler mevcuttur.

Tek Lokus, Genomik Bélgeler ve Aglar

ilk adim olarak, veri analizi genellikle tekli CpG'lerin metilasyon
duzeyi veya bireysel miRNA'larin miktari gibi tekli analiz birimine
odaklanir. Gruplandirma proseddrleriyle daha derin bir sonug elde
edilebilir. DNA metilasyonu icin bireysel CpG'lerin analizinden
sonra, diger yaygin prosedlrler, gen govdeleri, promotdr
bolgeleri, CpG adalari, transkripsiyon faktéri baglanma bolgeleri
vb. gibi ilgili genomik bdlgelerde gruplandirimis CpG’lerin
analizini icerir. Bu verilerin ardindan, genellikle bir tir ag analizi
yapiimalidir. Basit yol analizi, 6zel bir ézellik gosteren genlerin
(6rnegin; calisilan gruplar arasindaki diferansiyel metilasyon),
genel genomla karsilastirildiginda belirli bir “yolda” fazla temsil

edilip edilmedigini bulmaya calisir Diger calismalar, bireysel
analizde dnemli olarak tanimlanan genler veya genomik bélgeler
arasindaki iliskileri bulmaya calisir. Bir dizi ticari yazilim paketinin
yani sira internette Ucretsiz olarak bulunan diger araclar (DAVID,
GESEA, WebGestalt, EnrichNet, NetworkAnalyst, vb.), yollarin ve
ag analizlerinin gergeklestiriimesine yardimci olur (86).

Fonksiyonel Calismalar

Fonksiyonel deneyler, calismanin sonuclarini gelistirir. Ornegin;
bir gen promotdrinin bir hastaligi olan hastalarda kontrollere
gore daha fazla metillendigini gésteren bir calismada, hasta
grubunda gen ekspresyonunda azalma veya baskilayici histon
kuyruk isaretleri gosterilirse bu bulgunun gegerliligi ve ilgisi
artacaktir. Bazi durumlarda, hipotezi dogrulayan veriler aranarak
mevcut veri tabanlari arastirilabileceginden, in silico dogrulama
uygundur.

Ancak, calismanin amaclarina bagl olarak fonksiyonel veriler
elde etmek icin in vitro deneyler gerekebilir (87).

Sonuglarin Onemi ve Genellestirilmesi

Bireylerin bagimsiz kohortlarinda tekrar dnemlidir. Bir yandan, ilk
sonuclarin teknik gecerliligini destekler; diger yandan, sonuglarin
kesif kohortunda temsil edilenlerin disindaki populasyonlara
uygulanabilecegini  dogrular. Yine de tekrar olmamasinin,
calisilan kohorttaki sonucun sahte oldugu anlamina gelmedigini
belirtmek dnemlidir. Genetik arka plan ve cevresel kosullar dahil
olmak Uzere bir dizi faktdriin epigenom Uzerinde glcli etkileri
vardir. Bu nedenle bazi durumlarda epigenetik farkliliklar ancak
bireyler belirli cevresel faktorlere maruz kaldiklarinda veya belirli
bir etnik kékene sahip olduklarinda gozlemlenebilir.

Dogrudan ve Ters Nedensellik

Genom gebelikten itibaren stabildir Bu nedenle, genetik
calismalarda ters nedensellik sorunu énemli degildir. Bununla
birlikte, epigenetik calismalarin yorumlanmasi icin kesinlikle bir
endise nedenidir. Bir grup hasta ile bir grup kontrol arasindaki
farkli epigenetik isaretleri gosteren bir calismada, hastaliga
epigenetik farkliliklarin mi neden oldugu yoksa tersi mi sorusunu
sormallyiz. insan calismalarinda bu, coziilmesi cok zor bir
soru olabili. Ancak bazi durumlarda, hastaligin erken ve geg
evrelerindeki epigenetik imzalarin karsilastinimasi bazi yararl
ipuclari saglayabilir (88,89).

Bilimsel ve Klinik Uygunluk

Epigenetik calismalar, hiicre farklilasmasini ve islevini dizenleyen
molekuler mekanizmalara daha iyi bir bakis agisi sagladigr icin
bilimsel agidan ¢ok &nemli olan yeni verileri ortaya cikariyor.
Calismalar hastaligin patogenezini aydinlatmak, hastaligin tanisini
veya prognozunu belirlemek icin yeni biyobelirtecleri kullanmak
ve Ozellikle terap6tik hedefler bulmak icin yeni pencereler acarsa
biyomedikal agidan 6nemi daha da artar bu durumda daha etkili
ve glvenli tedavilere yol acabilir (88,89).
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