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OZET

KARCIOGLU BATUR, L. (2019). Tiirk toplumunda vitamin D baglayici protein
genotipi ve plazma 25(0OH)D konsantrasyonu ile iliskisi. Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa Lisansiistii Egitim Enstitiisii, T1tbbi Biyoloji ABD. Doktora Tezi. istanbul.

Ulkemizdeki bireylerde yaygin olarak D vitamin diisiikliigii oldugu bircok
calismayla gosterilmistir. Aslinda viicutlarinda D vitamini seviyesi diisiik sanilan
bireylerin serbest D vitaminlerine bakildiginda gergekten diisilk olup olmadigi
anlasilmaktadir. D vitamini tasimada vitamin D baglayan protein (DBP) ana proteindir
ancak alblimin ile birlikte dolasimdaki D vitamini metabolitlerinin %99'a kadarini baglar.
Albiiminin 25(0OH)D’e olan afinitesi DBP’nin afinitesine gore daha diisiikk oldugu i¢in
plazmada bulunan 25(OH)D’iin ancak %10 kadarini tagir. Serbest D vitamini miktarini
belirleyen DBP’dir ve dolagimdaki 25(OH)D’iin %85 ila %90'm1 baglamaktadir. DBP’i
kodlayan Gc geninde meydana gelen polimorfizmler toplumlara gore degiskenlik
gostermektedir. Ge’de bulunan iki tek niikleotid polimorfizmi (SNP), rs7041 ve rs4588
farkli fenotiplerin olusmasina (Gelf, Gels ve Ge2) neden olmaktadir.

Calismanin amact 25(0OH)D seviyesi diizeyi diisiik oldugu i¢in D vitamin
yetmezligi oldugu sanilan bireylerde, bu diistikliigiin Gc geninindeki polimorfizmlerden
kaynaklandigini gostermektir. Subat-Mayis 2019 tarihleri arasinda kontrol (check-up)
amaciyla hastaneye bagvuran, son iki yil i¢erisinde D vitamini takviyesi almamis toplam
51 beyaz Tiirk birey c¢alismaya dahil edilmistir. Plazmada 25(OH)D diizeyleri
kemiluminesans mikropartikiil immunassay yontemi ve ayrica sivi kromotografisi-kiitle
spektrometrisi (LC-MS/MS) yontemi ile belirlenmis, albiimin konsantrasyonu
kolorimetrik test ¢alismasi ile 6l¢iilmiis ve DBP konsantrasyonu tayini quantikine insan
vitamin DBP immunoassay ile gerceklestirilmistir. izole edilmis olan genomik DNA
kullanilarak, rs4588 ve rs7041 tek nukleotit polimorfizimleri (SNP) i¢in genotiplendirme
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile gergeklestirilmistir.

Tiirk popiilasyonunda en sik goriilen genotip rs7041 SNP’sinde GT genotipi
(%49) ve rs4588 icin ise AC genotipi (%53) olarak tespit edilmistir. rs7041 SNP’sine
gore GG, GT ve TT genotipli bireylerin sirasiyla %31,25, %60 ve %60’inin plazma
25(0OH)D diizeyi diisiik (p = 0,028, p = 0,103 ve p = 0,262) iken serbest D vitamini
diizeylerine gore %6, %28 ve %20’sinin diisik (p = 0,033, p = 0,052, p = 0,486) ve
yararlanilabilir D vitaminlerine gore %43,75, %76 ve %70’inin disik oldugu (p =
0,0171, p = 0,049, p = 0,348) oldugu tespit edilmistir. rs4588 SNP’sine gore ise AA
genotipe sahip bir bireyin plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik goriinmesine ragmen
serbest ve yararlanilabilir D vitaminleri normal diizeyde ¢ikmistir. AC ve CC genotipli
bireylerin sirasiyla %52 ve %48’sinin 25(OH)D diizeyi disiik (p = 0,447, p = 0,341) iken
serbest D vitaminine gore %30 ve %9'unun disik (p = 0,028, p = 0,038) ve
yararlanilabilir D vitaminine gore %70,4 ve %65,2’sinin diisiik oldugu tespit edilmistir
(p =0,276, p =0,421).

Bireylerin rs7041 ve rs4588 SNP’lerinin kombinasyonlarindan kaynaklanan
fenotiplerine bakildiginda, en sik goriilen fenotiplerin G¢1s/2 ve Gcls/1s, nadir goriilen
fenotipin ise Ge1f/1f oldugu tespit edilmistir. Bulgularimiz Tiirk popiilasyonunda rs7041
SNP’si acisindan Avrupa popiilasyonunun allel frekanslariyla benzerligimizi ve rs4588
SNP’si acisindan da Gujarati Kizilderilileri ile benzerligimizi ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: 25(OH)D; Tiirk popiilasyonu; DBP; Gc geni; D vitamini
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ABSTRACT

KARCIOGLU BATUR, L. (2019). The relationship between the genotype of vitamin D
binding protein and plasma 25(OH)D concentration in Turkish population. Istanbul
University-Cerrahpasa Institute of Graduate Education, Department of Medical Biology.
PhD Thesis. Istanbul.

Many studies have demonstrated that vitamin D is common among the individuals
in our country. In fact, it is determined that individuals who are supposed to have low
levels of vitamin D in their bodies have really low levels of the bioavailable vitamin D
when measured. Vitamin D binding protein (DBP) is the main protein in vitamin D
transport, but it binds up to 99% of the circulating vitamin D metabolites together with
albumin. Since the affinity of aloumin to 25(OH)Dis lower than the affinity of DBP, it
carries only 10% of 25(OH)Din plazma. It is DBP that determines the amount of free
vitamin D and binds 85 to 90% of circulating 25(OH)D3. The polymorphisms in the Gc
gene encoding DBP vary according to races. Two single nucleotide polymorphisms
(SNPs), rs7041 and rs4588 found in Gc gene lead to constitute the different phenotypes
(Gelf, Gels and Ge2).

The aim of this study is to show that low levels of 25(OH)Dis due to the
polymorphisms in DBP gene of individuals who were presumed to have vitamin D
deficiency. A total of 51 white Turkish individuals who applied to hospital for check-up
between February 2019 and May 2019 and who did not receive vitamin D supplements
in the last two years were included in the study. Plazma 25(OH)Dlevels were determined
by chemiluminescence microparticle immunassay method as well as liquid
chromatography-mass spectrometry (LC-MS / MS) method, albumin concentration was
measured by a colorimetric test, and DBP concentration was determined by quantikine
human vitamin DBP immunoassay. Using isolated genomic DNA, genotyping for rs4588
and rs7041 single nucleotide polymorphisms (SNPs) was performed by real-time
polymerase chain reaction.

The most common genotype in the Turkish population was GT genotype (49%)
in rs7041 SNP and AC genotype (53%) in rs4588. According to rs7041 SNP, plazma
25(0OH)Dlevels of 31.25%, 60% and 60% of individuals with GG, GT and TT genotypes
were low (p = 0.028, p = 0.103 and p = 0.262), respectively. 6%, 28% and 20% of them
had low levels of free vitamin D (p = 0.033, p = 0.052, p = 0.486) and 43.75%, 76% and
70% had low levels of bioavailable vitamin D (p = 0.0171, p = 0.049, p = 0.348),
respectively. According to rs4588 SNP, the plazma 25(OH)Dconcentration of an
individual with AA genotype was found to be low, but free and bioavaliable vitamin D
levels were normal. While 25(OH)Dlevels of 52% and 48% of individuals with AC and
CC genotypes were low (p = 0.447, p = 0.341), 30% and 9% of them had lower free
vitamin D (p = 0.028, p = 0.038) and 70.4% and 65.2% of them had lower bioavaliable
vitamin D (p = 0.276, p = 0.421), respectively.

Considering the phenotypes of individuals resulting from the combination of
rs7041 and rs4588 SNPs, the most common phenotypes were Gels /2 and Gels/ 1s and
the rare phenotype was Gclf / 1f. Our findings show that the Turkish population has
similarity with the allele frequencies of European population in terms of rs7041 SNP and
similarity with allele frequencies of Gujarati Indians in terms of rs4588 SNP.

Keywords: 25(OH)D; Turkish population; DBP; Gc gene; D vitamin
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1. GIRIS VE AMAC

D vitamini eksikliginin 6nemli saglik sorunlar1 olusturmasi sebebiyle son
zamanlarda D vitamini iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. D vitamini kemik ve mineral
metabolizmasinda birgok fonksiyona sahip olmanin yani sira insan viicudunda hiicre
cogalmasi, farklilagsmasi ve apoptoz gibi ¢esitli rollere sahiptir. Diisiik plazma 25(OH)D
diizeyleri kalp-damar hastaliklari, diyabet ve kanser gibi bircok hastalik ile
iliskilendirilmistir. Yapilan bir¢ok ¢alisma 25(OH)D eksikligi ile ¢esitli saglik sorunlari
arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir (Boland 1986; Holick 2007; Ozfirat ve Chowdhury
2010).

D vitaminin ¢ok biiyiik bir kismi (%90-%95) giines 1sinlarinin etkisi ile deride
sentezlenmektedir (Akpinar ve I¢agasioglu 2012). Yeteri kadar ve dogru sekilde giineste
kalmanin ilave olarak D vitamini almaya gerek kalmadigni gosteren caligmalar
mevcuttur. Kuzey Amerika’da yapilan bir ¢aligmayla haftada birka¢ kere el, yiliz ve
kollarin 5-15 dk giineste kalmasinin viicudun D vitamini ihtiyacini karsilamak i¢in yeterli

oldugu gésterilmistir (Gerdhem ve ark. 2005; Mosekilde 2005).

Ayrica, mevsimsel degisiklikler ve cografik konumun da, giines 1sinlarinin etkisi
ile deride sentezlenen D vitaminini degistirdigine dair kanitlar bulunmaktadir. Kis
aylarinda yaklasik 33° enlemin kuzeyinde yasayanlarda D vitamini sentezi hemen hemen
hi¢ yapilmamaktadir (Wacker ve Holiack 2013a).

D vitamini plazmada 3 farkli sekilde bulunur. Dolagimdaki 25(OH)D’nin %385 ile
90'n1 DBP’ne (Bikle ve ark. 1986), %10- %15’1 ALB’ne bagh olarak bulunur. %1°1 ise
serbest olarak bulunur. ALB’ne bagl olarak bulunan ve serbest olarak bulunan bu iki
formun toplami yararlanilabilir D vitaminini olusturur. Bu nedenle DBP’ne bagli bulunan
25(0OH)D, hedef hiicrelere etki edememektedir (Bikle ve Gee 1989; Safadi ve ark. 1999)
Oysaki klinikte DBP’ne bagl olan, ALB’ne bagli olan ve serbest olarak dolasimda
bulunan 25(OH)D’lin toplamina bakilarak hastalarin D vitamini diizeyi hakkinda bilgi
sahibi olunmaktadir.

Klinik deneyler tasiyici proteinlere bagl olup olmadigimi ayirt etmeden toplam
25(0OH)D’yi  olgmektedir. Halbuki, beyazlar ile siyahlar karsilastirildiginda total
25(0OH)D seviyesi beyazlara gore siyahlarda daha diisiik olmasina ragmen kemik mineral

yogunlugu siyahlarda daha yiiksek olup, kemik kirilmalar1 beyazlara gore daha diisiik
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orandadir (Bischoff-Ferrari ve ark. 2004; Cauley ve ark. 2005; Hannan ve ark. 2008).
DBP’de goriilen yaygin polimorfizmler DBP’nin 25(0OH)D’ye afinitesini etkiledigi
yapilan ¢alismalar ile gosterilmistir (Engelman ve ark. 2008; Sinotte ve ark. 2009).

Bu ¢alismanin amaci; 25(OH)D seviyesi diizeyi diisiik oldugu i¢in D vitamin
yetmezligi veya eksikligi oldugu sanilan bireylerde, bu 25(OH)D seviyesi diistikliigliniin
hastanin tasidigt DBP proteinin  kodlayan Gc genindeki polimorfizmlerden
kaynaklandigin1 gostermektir. Bu sekilde 6zellikle iilkemizde ¢ok yaygin bir sekilde

artmis olan D vitamini kullaniminin azaltilabilecegini diisiinmekteyiz.
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2. GENEL BILGILER

2.1. D Vitamini

2.1.1. D Vitaminin Tanmimi ve Tarihgesi

Genellikle viicut tarafindan sentezlenmeyen ve disaridan alinmasi gereken
vitaminler yasamsal bir 6neme sahiptir. Vitaminler suda ¢6ziinen ve yagda ¢oziinen
vitaminler olmak tizere iki gruba ayrilirlar. A, E, K vitamini gibi D vitamini de yagda

¢oziinen vitaminlerden biridir (Holick 2007).

D vitaminin sentezinin deride yapilabilir olmasi, kolesterolden sentezlenebilmesi,
mineral dengesinin korunmasindaki diizenleyici gorevleri, liretildigi dokudan farkli viicut
bolgelerine tasinabilmesi ve buralarda ilgili reseptore baglanarak gorev yapabilmesi gibi

kendine has 6zelliklerinden dolay1 hormon olarak kabul edilebilmektedir (S6zen 2011).

Kronolojik olarak degerlendirildiginde, gilines 1sinlarinin tedavideki roli
hakkindaki ilk goriis 1822°de Sniadecki tarafindan ortaya atilmistir (Mozodowski 1939).
1920°1i yillarda D vitamini, ilk kez “vitamin” olarak siniflandirtlmistir (DeLuca 2004).
1922’lere gelindiginde Hess ve Gutman New York’ta ¢cocuklar giines 1sinlart ile tedavi
etmislerdir (Hess ve Gutman 1922). 1922°de D vitamini olarak adlandirilan yeni bir
vitaminin rasitizmi iyilestirdigi net olarak ortaya koymustur. (McCollum ve ark. 1922)
Goldblatt ve Soames, 1923°de, deride D vitaminin onciilii bulundugunu ve giines 1s18inda
yagda eriyen vitaminlerden D vitaminin iiretildigini tespit etmislerdir (Goldblatt ve
Soames 1923). 1931°de D2 vitamini yapisi (Askew ve ark. 1930), 1937°de D3 vitamini
yapisi (Windaus ve Bock 1936) tanimlanmustir. Rasitizm hastaligindan insanlarda ilk defa
1960’11 yillarda Deboot ve Wistler tarafindan sozedilmistir (Dunn 1998). 20. yiizyilin
ikinci yarisindan sonra yapilan arastirmalarda ise, D vitamininin bir vitamin degil,

prohormon oldugu gosterilmistir (DeLuca 2004).

2.1.2. D Vitaminin Yapis1 ve Kaynaklari

D vitamini Endojen ve eksojen kaynakli olabilir. D vitamininin dolasimda vitamin
D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak {izere iki 6nemli formu vardir
(Ozkan ve Doneray 2011).

Vitamin D2, vitamin D3 benzer yapida olup, D2’nin yan zincirlerinde 22. ve 23.
karbonlarda cift bag bulunmasi ve 24. karbonda bir metil grubu icermesi ile vitamin

D3’den ayrilir (Sekil 2-1) Dort halkadan olusan D vitamininin, B halkasindaki 5 ile 6. ve
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7 ile 8. karbon atomlar1 arasinda ikiser ¢ift bag bulunmaktadir. 9 ile 10. karbon atomlar1
acik halka halinde iken, halkanin diger A, C, D bdlgelerinde ise doygun olan bir halka

sistemi ile 8 ya da 9 karbonlu yan kolu bulunan toplamda 27 C mevcuttur (DeLuca 2004).

Vitamin D3 Vitamin D2

Sekil 2- 1: Kolekalsiferol (Vitamin D3) ve ergokalsiferol (Vitamin D2)’iin yapisi

Disaridan alinan D vitamini hem D2 hem de D3 vitamini olabilir. (Feldman ve
ark. 2014). Bitkilerde bulunan vitamin D2 ve hayvan dokularinda bulunan vitamin D3,
besin yolu ile disaridan alan siit, yogurt, ekmek, balik yagi, zenginlestirilmis besin
takviyesi veya ila¢ takviyesi olarak alinabilmektedir. Bitkilerde bulunan ve bazi
farmakolojik preparatlar ve besin takviyeleri de D vitamini metabolik sistemine girebilir
(Cheng ve ark. 2003). Somon, uskumru gibi yagl balik tiirlerinin yanisira maydanoz,
yosun, tath patates, mantar, yulaf ve brokoli gibi bitkisel gidalara ilaveten yumurta sarisi,
tereyagl gibi hayvansal gidalar D vitamini yoniinden olduk¢a zengindir. Ancak gerek
bitkisel gidalar, gerekse hayvansal gidalar giinliik D vitamini ihtiyacinm1 karsilayamaz
(Atas ve ark. 2008). Disardan hazir olarak alinan veya viicut tarafindan sentezlenen
Vitamin D2 veya vitamin D3 yag hiicrelerinde depolanir, ihtiyag halinde dolagima verilir

(Holick 2007). D vitamini kaynaklar: Tablo 2-1’de 6zet olarak verilmistir.
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Tablo 2- 1: D vitaminin kaynaklari

Giines 1s1nlar1 7-dehidrokolesterol

Bitkisel gidalar Vitamin D2 (Ergokalsiferol)
Hayvansal gidalar Vitamin D3 (Kolekalsiferol)

ilaclar Kalsitriol, alfakalsidiol, kalsipotiriol vb

2.1.3. D Vitaminin Metabolizmasi

D vitamini, sentezinin en dnemli kaynagi giinestir. D vitaminin %90-95°1 giines
isinlarinin etkisi ile deride dermis ve epidermis tabakalarinda 7-dehidrokolesterol
(Provitamin D3)’den D3 vitaminin sentezi ile elde edilir (Fidan ve ark. 2014; Holick
2007). D3 vitamini deride enzimatik olmayan yolla epidermisin stratum spinosum ve
basale tabakalarinda en yiiksek konsantrasyonlarda bulunan 7-dehidrokolesterol kaynakli
olugmaktadir. Giines 1s1nlarinin etkisi ile 290-320 nm dalga boylar1 arasinda 151k sterol B
halkasindaki 9 ve 10. karbonlar arasindaki baglar1 kirarak halkanin agilmasina neden olur.
Halkanin agilmasi sonucu olusan previtamin D3 (sekosterol halka) cilt sicakliginin
etkisiyle 2-3 giinden daha uzun bir siirede D3 vitaminine doniisiir. Ciltten difiizyon
yoluyla dolagima gecer ve ¢ok biiylik bir kism1 DBP’ne baglanarak tasinir. Giines 15181na
asirt maruziyet ise previtamin D3’{in biyolojik olarak inaktif formlar1 olan lumisterol3 ve
takisterol3 formlarina doniismesine neden olur. Melanin gelen 15181n bir kismini emerek
previtamin D3 olusumunu azaltir. Yas ile ciltte bulunan 7-dehidrokolesterol miktarinin
azaldig1 da bildirilmektedir. D2 vitamini ise bir bitki sterolii olan ergosteroliin benzer

sekilde 1518a maruz kalmasi sonucu meydana gelir (Bhagavan ve Ha 2011).

Hem D3, hem de D2 vitamini biyolojik olarak aktif degillerdir. Gerek endojen
kaynakli, gerekse eksojen kaynakli D vitaminin aktif forma gegebilmesi i¢in oncelikle
karaciger enzimlerinden p-450 ailesinin lyelerinden 25 hidroksilaz enzimi tarafindan

25(0OH)D’ye doniismelidir (Holick 2007).

Karacigere taginan D vitamini p-450 ailesinin iiyelerinden CYP2R1, CYP2D11
ve CYP2D25 tarafindan C-25 bolgesinden hidroksile edilir. D vitamini sentezinde, 25-
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hidroksilaz enzimi olduk¢a Onemlidir. Olusan 25(OH)D’{in bir kismi enterohepatik
dolasima katilir (Sekil 2-2). Yapilan ¢aligmalar 25(OH)D’nin viicudun D vitamin diizeyi
hakkinda bilgi veren en iyi parametre oldugu bildirilmektedir (Holick 2007; Ozkan ve
Doneray 2011). Giiniimiizde D vitamini diizeyi hakkinda bilgi edinmek i¢in plazmadan
25(0OH)D’iin seviyesine bakilmaktadir.

‘ Diyetle alinan

Deri ',;‘;‘ ‘l Vitamin D3 ve
~ P— Vitamin D2
Provitamin D3
Previtafain D3 | Y ol
=@ viedaps | ~ A
— : }' -~ D aaay

Kan i

25-Hidroksila: 7 w \Qmohnlu
» 25-Hidroksilaz

i
25(0mD Serbest 25(OH)D @' 250D

1
1,25(OH)2D <4&drekoiia @

Sekil 2- 2: D vitaminin metabolizmasi

Olusan 25(OH)D, D vitamininin kanda bulunan major formudur ve bobrege
taginir. Bobreklere tasinan 25(OH)D megalin aracili endositozla hiicrenin igine alinir.
Megalin, diisiik yogunluklu lipoproteinle ilgili protein 2 olarak da bilinen ve bir¢cok
dokunun epitel hiicrelerinden eksprese edilen biiylik (600 kDa) bir transmembran
multiligand reseptoriidiir. Megalin koreseptor kubilin (460 kDa) ile birlikte eksprese

edildigi zaman endositoz yoluyla igeri alinmasini saglar (Christensen ve Birn 2002).
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Bobrek hiicresinin igine alinan 25(OH)D, proksimal renal tiibiilde 1a-hidroksilaz
enzimi (CYP27B1) ile C-1 bolgesinden hidroksile edilir ve D vitaminin aktif formu olan
1,25(0OH)2D’ye doniisiir (Bhagavan ve Ha 2011).

Dolasimda 25(OH)D, Gc-Globulin olarak da bilinen spesifik ve yiiksek afinite ile
DBP’ne (%90), 25(OH)D’nin bir kismi ise daha diisiik afinite ile ALB’ne (%10)
baglanarak tasinir. Cok az bir kismi ise higbir tasiyici proteine baglanmadan serbest

olarak tasinir (Sekil 2-3, Bikle ve Schwartz 2019; Tsuprykov ve ark. 2018).

D Vitamini .
Baglayici Protein

Wo-5¢
worst
L2

Serum Albiimin . 49&

e
3
B
.
%
s
s, o,

25(0OH)D < % e »

Sekil 2- 3: 25(OH)D’nin plazmada tasinmasi

2.1.4. D Vitaminin Etki Mekanizmasi

D Vitaminin etkisini gosterebilmesi i¢in D vitaminin aktif formu olan
1,25(0OH)2D’nin D vitamini reseptoriine (VDR) baglanmasi gerekir. (Haussler ve ark.
2011). 1,25(0OH)2D’nin, reseptoriine baglanmasi, D vitamin kontroliindeki genlerin

transkripsiyonuna neden olur (Valdivielso ve Fernandez 2006).

2.1.4.1. Vitamin D Reseptorii (VDR)
Niikleer reseptor siiper gen ailesinin bir iiyesi olan VDR (Vitamin D Reseptorii),

¢ok sayida hiicrede (Tablo 2-2) bulunmaktadir (Antico ve ark. 2012).
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Tablo 2- 2: D vitamini reseptorii tammlanan hiicre ve dokular

Yag dokusu
Adrenal
Meme bezi
Epididimis
Karaciger hiicreleri
Akciger hiicreleri
Neoplastik hiicreler
Kalp kasi hiicreleri
Kemik
Kemik iligi
Plasenta
Aktif T hiicreleri
Retina
Mide
Tiroid

Osteoblastlar
Adacik hiicreleri
Distal bobrek hiicreleri
Sac folikiilii
Hipofiz hiicreleri
Kolon enterositleri
Kondositler
Aort endotel hiicreleri
Beyin
Bagirsak hiicreleri
Prostat hiicreleri
Kulak alt1 tiikiiriik bezi
Derinin keratinositleri
Testis

Uterus

VDR proteini 48,3 kDa agirliga sahiptir ve 427 aminoasit uzunlugunda olup diger

reseptorler gibi ligandi baglandiginda aktive olur (Dayangag 2002). Retinoik asit ve tiroid

hormon reseptoriine oldukca benzeyen VDR, steroid hormon reseptor ailesinin bir

tiyesidir (DeLuca 2004). VDR bes bolgeden (A-E) olusur (Sekil 2-4).



D DNA baglanma
(aa 24-90, 91-115)

Niikleer lokalizasyon
(aa 49--55, 79-105)

Hormon ligand baglanma
(aa 22/-244, 268-316, 596—422)
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VDR Geni
I MAAYN AT ONNI
q13-14\
VDR protein
S5l 5208

AF-2

® ®
N [ [l H m ] Mentese bolgesi m 48 kDa

1 24 49 91 15 227244268 317 396 422 427 aa

AB | C | D

Dimerizasyon

| E/F

(aa 37, 91-92, 244-263, 317-395)

Transaktivasyon
(aa 246, 416-422)

Sekil 2- 4: VDR’nin yapisi

24 aminoasitten olusan A/B bdlgesi, aktivasyon bolgesi iken 65 aminoasitten
olugan C bolgesi DNA baglanma bolgesidir. D bolgesi ise 143 amino asitten olusur ve
esnek mentese gorevi goriir. 195 aminoasitten olusan E bolgesi ligand baglayici bolgedir.
E bolgesinin iginde yer alan AF2 bolgesi terminal aktivasyon bolgesi olarak gorev alir ve

koreseptorlerin ve koaktivatorlerin baglanma bolgesini olusturur (Liao 2018).

1,25(0OH)2D’nin VDR’ne baglanir. Bu baglanma VDR ’nin fosforilasyonuna yol
acar. Fosforile olan VDR, RXR ile heterodimer veya homodimer olusturur. Olusan
1,25(0OH)2D-VDR-RXR heterodimeri hedef genlerin prométoriinde yer alan VDRE’ye
baglanir (Koszewski ve ark. 2010). lgili genlerin aktivasyonuna ya da inaktivasyonuna
neden olur (Sekil 2-5, Fathi ve ark. 2019; Valdivielso ve Fernandez 2006).
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Sekil 2- 5: VDR’nin genomik mekanizmasi

2.1.4.2. Vitamin D Baglayic1 Protein (DBP)

DBP ilk defa plazmadan 1959°da Hirschfeld tarafindan izole edilmistir
(Hirschfeld 1959; Holick ve Chen 2008). Plazmada bulunan multifaktoriyel bir protein
olan DBP (Bouillon 2011; Haddad 1995; Speeckaert ve ark. 2006), dolasimdaki
25(0OH)D’iin %85 ile %90' m1 baglamasi bakimindan D vitamininin taginmasinda
oldukg¢a 6nemlidir (Powe ve ark. 2011). Bunun yani1 sira DBP, anti-inflamatuar ve immiin

diizenleyici islevlere de sahip oldugu gosterilmistir (Anic ve ark. 2014).
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DBP glikoprotein yapisinda olup 16 amino asitin sik tekrarina ilaveten 458 amino
asitten olusur. DBP’yi kodlayan gen Gc (group-specific component)’dir. Gc geni, 4.
kromozomun uzun kolunda yer alir (4q12-q13) ve 35 kb uzunlugundadir, 13 ekzon ve 12
intron igerir (Sekil 2-6, Cooke ve ark. 1991; Fidan ve ark. 2014).

DBP ¢ok sayida dokuda eksprese edilir ancak karaciger ana kaynaktir (Cooke ve
ark. 1991). DBP, plazma, beyin omurilik sivisi, seminal sivi, tiikiiriikk ve anne siitiinde
tespit edilebilirken, DBP ve DBP’ye baghh 25(OH)D kompleksleri, bobrek, karaciger,
iskelet kasi, kalp, akciger, bagirsak ve kemik gibi cesitli dokularla plazmadan izole
edilebilir (Fidan ve ark. 2014). Coklu proteazlar, DBP’nin bozulmasini kontrol eder
(Engelman ve ark. 2008).

Saglikli bireylerde, DBP iiretim hiz1 giinde yaklasik 10 mg/kg olup plazma DBP
konsantrasyonu 300-600 mg / ml'ye ulasir (Cross ve ark. 1997).

4. Kromozom

4q12-q13
D vitamini baglanma
proteini

Sekil 2- 6: Gce genini tastyan kromozomun yapisi

2.1.4.3. Albiimin (ALB)

D vitamini tasimada DBP ana proteindir ancak Albiimin (ALB) ile birlikte
dolagimdaki D vitamini metabolitlerinin %99'a kadarin1 baglar (Bikle ve Schwartz 2019).
ALB’nin 25(0OH)D’ye olan afinitesi DBP’nin afinitesine gore daha disiik oldugu i¢in
plazmada bulunan 25(OH)D’iin ancak %10 kadarini tasir (Tablo 2.4).
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2.1.5. D Vitaminin Fonksiyonlari

D vitamininin fonksiyonu esas olarak, parathormon ile birlikte organizmanin
kalsiyum ve fosfor dengesini saglamaktir. Bu mineraller, metabolik fonksiyonlarin yerine
getirilmesi ve kemik mineralizasyonu icin yeterli seviyede bulunmalidir (Hatun ve ark.
2003). Insanlarda D vitaminin temel fonksiyonlar1 Sekil 2-7°de belirtilmistir (Garcia-
Layana ve ark. 2017).

Biiylime ve Kemik
mineralizasyonu

Kas kalsiyum »
transportunun <:I|

regiilasyonu

Sekil 2- 7: D vitaminin fonksiyonlari

D vitamini olmadiginda besinlerle alinan  kalsiyumun  %10-15"1
emilebilmekteyken, D vitamini varliginda emilim %30-80’e kadar ¢ikabilmektedir (Atas
ve ark. 2008). 1,25(0OH)2D ince barsagin deudenum bolgesinden kalsiyum, ileum
bolgesinden ise fosfor emilimini arttirmaktadir. D vitamini olmadiginda besinlerle alinan
fosforun %60’1 emilebilmekteyken, D vitamini varliginda fosforun emilimi %80°’e kadar
¢ikabilmektedir. 1,25(0OH)2D, PTH sentezini ve salinmasini azaltirken, hiicre ¢ogalmasi,
farklilagmasi, 6liimii ve anjiogenezis gibi bir¢ok temel fonksiyonu olan 200’den fazla

geni kontrol etmektedir. 1,25(0OH)2D iyi bir immun sistem diizenleyicisidir. Bunun



31

yanisira 1,25(0OH)2D, insiilin yapimimi ve myokardial kontraktiliteyi arttirirken, renin

sentezini azaltabilmektedir (Belkiz ve ark. 2008).

2.1.6. D Vitamini Eksikligi

D vitaminin ¢ok biiyliik bir kismi1 endojen olarak sentezlenir. D vitamini ile
zenginlestirilmedigi siirece diyetle alinan D vitamininin pek dnemi yoktur. Temel kaynak
glines 1sinlaridir ve yeterince maruz kalinirsa D vitamini destegi almaya gerek
bulunmamaktir. Amerika’nin kuzeyinde yapilan bazi ¢alismalar, haftada 2-3 kez el, yiiz
ve kollart 5-15 dakika giinese maruz birakmanin viicudun vitamin D gereksinimini
karsilamak icin yeterli olabilecegini belirtmektedir (Akpmar ve I¢agasioglu, 2012).
Bunun yani sira, giines isinlartyla deride sentezlenen vitamin D’nin mevsimlere ve
cografik bolgelere gore farkliliklar olusturabilecegi gosterilmistir. Ornegin yaklagik 33°
enlemin kuzeyinde yasayan bireylerde kis aylar1 boyunca hemen hemen hi¢ vitamin D

sentezlenmemektedir (Wacker ve Holiack 2013a).

Yapilan bazi calismalar ise gilines 1s18ina maruz kalma siiresi fazla olan orta
dogulu kadinlar, Israilli danscilar ve atletler, Avustralyali jimnastikgiler, Havaili sérfeiiler
gibi farkli toplumlardan olan sporcularda da D vitamini eksikligi oldugunu bildirilmistir
(Hamilton 2011). Bu durum D vitamini eksikliginin tek basma giines isinlarindan
kaynaklanmayacagini, D vitamini eksikliginde genetik faktorlerinde etkili olabilecegi

diistindiirmektedir.

Deri pigmentasyonun artmasi, yaslilik ve giines kremlerinin kullanimi gibi pek
cok etken endojen olarak D vitaminin sentezini olumsuz yonde etkiler (Holick ve ark.
2011). 30 faktorlii giines koruma kremlerinin deride D vitamini sentezini %95-98
oraninda digiirdiigli belirtilmektedir. 8 faktorlii glines kremlerinin bile kandaki D
vitamini seviyesini ciddi anlamda diisiirdiigii belirtilmistir (Wacker ve Holick 2013Db).
Yaslilarda giines 1sinlar1 etkisiyle D vitamini sentezleme yeteneginin 30 yas alti
yetiskinlere kiyasla 1/4 ile 1/5 oraninda azaldigini gosteren kanitlar bulunmaktadir. D
vitaminin esas kaynagi olan giinesin etkisi mevsimlere gore degiskenlik gdstermekle

birlikte bulut, yogun ozon, hava kirliliginden de etkilenir (Tsiaras ve Weinstock 2011).
2010 yilinda IOM (Institute of Medicine) tarafindan yayinlanan bir raporda, 20
ng ml 25(0OH)D’nin kemik saglig1 igin yeterli seviye oldugu &nerildi. Yayinlanan bu

raporda D vitaminin belirtilen seviyede olmasinin kemik sagligi disinda da birgok
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yararinin oldugu gosterildi (Ross ve ark. 2011). IOM’a gore yeni doganlarda D vitamini

takviyesine hemen baslanilmali ve ilk 1 y1l boyunca 400 IU devam edilmelidir.

1 yasindan 70 yasina kadar ise giinde 600 IU, 70 yasin lizerindeki bireylere de ise
giinde 800 IU D vitamini takviyesini tavsiye etmektedir. Bu dozlar, plazma 25(OH)D
seviyesini kemik sagligi i¢in yeterli oldugu disiinilen 20 ng/mL diizeylerine
yiikseltebilir. Washington Endokrin Toplulugu ise insan plazmaundaki 25(OH)D'nin
kemik ve immiinolojik faydalar igin 30 ng ml™? yeterli seviye oldugunu belirtmektedir
(Holick ve ark. 2011). Ayrica yenidoganlarda ilk 1 yil i¢in giinliik 400 IU ve 1000 IU, 1
yasindan 18 yasina kadar ise giinlilk 600-1. 000 IU D vitamini takviyesi yapilmasi
gerekliligini bildirmektedir. 18 yas tlizeri yetigkinler icin ise glinliik 10. 000 IU’ye kadar
verilmesi glivenli oldugunu ancak giinliik 1 500-2. 000 IU D vitamini takviyesini tavsiye
etmektedir. Bununla beraber obez bireyler antiepileptik ila¢ kullanan bireyler gibi bazi
bireylerde belirtilen dozlardan daha fazla doz uygulamasi gerekebildigini bildirmektedir
(Wacker ve Holiack 2013b).

Yapilan bir ¢alismaya gore yetiskinlerde 6 yil siiresince her 2 haftada bir 50. 000
IU (ya da esdeger olarak giinde 3. 000 IU) D vitamini takviyesi, herhangi bir toksik etki
yaratmadan plazma 25(OH)D seviyesini 40-60 ng/mL arasinda tutar. Cocuk ya da
yetigkinlerde D vitamini takviyesinin artmasinin, granulomatoz durumlar (tiberkiiloz
gibi) hari¢ bilinen bir zarar1 bulunmamaktadir. Biitiin yetiskinlerin 2. 000 IU/giin D
vitamini takviyesi almasi onerilmektedir (Holick 2012). Ote yandan, genetik hastaliklar
gibi D vitamini metabolizmasini etkileyen enzimlerin polimorfizim gibi durumlarda D

vitamin toksisite riskinin artabilecegi goz ardi edilmemelidir (Wacker ve Holick 2013b).

2.1.7. D Vitamini Fazlahg:

Plazma 25(0OH)D konsantrasyonu; 20 ng/mL’nin altina diistiiglinde D vitamini
eksikligi, 20-29 ng/mL D vitamini yetersizligi, 30 ng/mL’nin istiine ¢iktiginda D
vitaminin yeterli oldugu kabul edilir. 2010 yilinda yayinlanan IOM raporuna gore,
25(0H)D igin iist sinir 50 ng ml dir (Ross ve ark. 2011). Ancak intoksikasyon
(zehirlenme)’dan bahsedebilmek igin plazma 25(OH)D’nin 150 ng/mL’nin {izerine
cikmas1 gerekmektedir (Belkiz ve ark. 2008). Fakat plazma 25(OH)D’ nin bu kadar

yuksek seviyeye ¢ikmasi ¢ok nadir olarak goriliir.



33

Yenidoganlarda giinde 40. 000 IU, 25(OH)D 1-4 ay takviye alimi, yetiskinlerde
ise giinde 100 000 IU birka¢ ay takviye alimi sonrasinda D vitamini intoksikasyonu

goriilmektedir (Ross ve ark. 2011).

D vitamini intoksikasyonu sindirim kanalindan fazla Ca emilmesine neden olur
ve hiperkalsemiyle karakterizedir. Kalsiyum basta sinir, kas ve sindirim sistemi gibi
birgok dokuda fonksiyon goriir. Hiperkalsemi sonucu baslica yorgunluk, kaslarda
giicstizliik, karin agrisi, bulanti, peptik tlser, polidipsi, dehidratasyon, hipertansiyon,

bobrek yetmezligi gibi bir¢ok farkli durum gelisebilmektedir (Hatun ve ark. 2003).

2.1.8. D Vitamini Olciim Yéntemleri

Vitamin D2 ve D3’lin 30°dan fazla metaboliti bulunmakla birlikte D vitamini
seviyesini saptamakta klinik olarak 25(OH)D ve 1,25(0OH)2D’nin 6lgiimiiniin 6nemli
oldugu ifade edilmektedir. Viicuttaki D vitamini durumunu anlamak i¢in yarilanma émrii
(5-8 saat)’niin oldukg¢a uzun olmasi ve plazmadan kolayca 6lgiilebilmesi, 61¢iim kolayligi,
glines 15181 ve diyetle sinirli dalgalanma gostermesi, sebebiyle 25(OH)D yaygin olarak

Olciilmektedir.

Gilinimiizde  25(OH)D’nin  ol¢timiinde  HPLC,  radyoimmiinoassay,
kemiliiminesans immiinoassay gibi dl¢iim yontemleri de siklikla kullanilmakla birlikte
referans yontem kiitle spektrometrisi kabul edilmektedir (Barake ve ark. 2012; Farrell ve
ark. 2012).

2.2. Serbest D Vitamini

Serbest hormon hipotezi, sadece baglayici proteinlerden salinan hormonlarin
hiicrelere girdigini ve biyolojik etki yarattigini varsaymaktadir (Mendel 1989). DBP
kismen plazmada 25(OH)D’{in deposu gorevi goriir, D vitamini eksikligine kars1 korur.
Bununla birlikte farelere enjekte edilen 1,25(0OH)2D’yi de baglayarak biyolojik
aktivitesini de sinirladigi gosterilmistir (Safadi ve ark. 1999). In vitro da keratonositler ve
monositler lizerine yapilan ¢alismada da D vitaminin etkisini inhibe ettigi gosterilmistir
(Bikle ve Gee 1989; Chun ve ark. 2010). Bu durum 25(OH)D’nin tastyici proteinlere olan
afinitesi ile agiklanabilir (Tablo 2-3).
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Tablo 2- 3: D vitamini tasiyici proteinlerin D vitamini metabolitleri ile iligkisini gosteren

biyokimyasal parametreler

45-5.5 M

527-753 uM

50 nM 25(0H)D 90%25(0H)D
0.04-0.19 nM 85%1,25(0H)2D
1,25(0H)2D

50 nM 25(0OH)D 10%25(0H)D
0.04-0.19 M 15%1,25(0H)2D
1,25(0H)2D

25(0OH)D plazmada tastyici olan proteinlere belirli bir afinite ile baglanir (Bikle
ve ark. 1986, Tablo 2-4). DBP’nin 25(0OH)D’ye en yiiksek afinite (7 x 108 M) ile
baglandig1 bir¢ok ¢alismayla gosterilmistir (Hirschfeld 1959; Speeckaert ve ark. 2006).
Az miktarda 25(OH)D ise daha diisiik afiniteye sahip (6 x 105 M 1) ALB’ne baglanarak

taginir.

Tablo 2- 4: D vitamini baglayici proteinlerin D vitamini ligandlarina afinitesi

25(0H)D 7x 108 M !
1,25(0H)2D 4x107 M

25(0H)D 6x105M!
1,25(0H)2D 54x104M!

25(0OH)D’nin ¢ok az bir kismi ise hi¢bir proteine baglanmadan plazmada serbest

olarak bulunur.
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L Toplam I vitamini

Yararlamlabilir D vitamini

—

Sekil 2- 8: Serbest D vitamini, yararlanilabilir D vitamini ve plazma D vitamini

Keratinositlerde, serbest D vitamini metabolitinin girisinin oncelikli oldugu

deneysel olarak kanitlanmistir (Bikle ve Gee 1989). Ayrica, baglanmamis molekiillere ek

olarak, hiicreler ALB’e daha diisiik afinitesi ile baglanmig D vitamini metabolitleri

faydalanabildigini soyleyen c¢alismalar mevcuttur. Bu durumda yararlanilabilir D

vitamini, ALB’e bagli olarak bulunan ve serbest D vitaminin toplami seklinde

hesaplanabilir (Bhan ve ark. 2012; Powe ve ark. 2011, Sekil 2-9).

Plazma 25(OH)D

—

ALB 25D

|

Serbest 25D

Sekil 2- 9: Plazmada bulunan 25(OH)D

Klinik laboratuarlar hasta plazmasindan toplam 25(OH)D diizeyini Olgerler.

Oysaki plazmada DBP 25(0OH)D’e yiiksek afiniteyle bagli bulunur. D vitamini etkisini
gosterebilmesi igin aktif 1,25(0OH)2D’ye doniismesi gerekir ancak aktif 1,25(0OH)2D' nin
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tiretilebilmesi igin 25(OH)D’iin hiicrenin igine alinmasi gerekir ancak hiicreler DBP' ye
bagli olan 25(OH)D’yi hiicrenin igerisine alamaz. 25(OH)D’nin ALB‘ne olan afinitesi
DBP’nin afinitesine gore daha diisiik oldugu i¢in plazmada bulunan 25(OH)D’tin ancak
%10 kadarini tagir. Bu diisiik afiniteden dolayr ALB 25(OH)D’yi daha kolay birakir yani
daha kolay serbestlesir. Bu sebeple D yararlanilabilir ALB’e bagli olarak tasinan ve
serbest olarak bulunan 25(OH)D’iin toplami ile hesaplanabilir (Chun ve Nielson 2018).

Tipik olarak saglikli bireylerde DBP seviyeleri ¢ok fazla degisiklik géstermez,
ancak DBP seviyelerinin degistigi bazi fizyolojik (gebelik) ve patolojik (karaciger
hastalig1) kosullarda degiskenlik gosterebilir (Bikle ve ark. 1984). Bu durum ayni ligand
konsantrasyonuna sahip bireylerin, baglayict protein seviyeleri birbirlerinden farkl
oldugu takdirde, biyolojik olarak yararlanimi ve serbest ligand seviyelerinin ¢ok farkli
olabilecegi fikrini diisiindiirmektedir. Ancak bu sebeple plazma 25(OH)D seviyesine

bakilmak yerine serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini hesaplanmalidir.

Fareler tizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda bunu kanitlar niteliktedir. Dbp (+/ +)
fareler, Dbp (+/-) ve Dbp (-/-) farelerle karsilastirildiginda her 3 durumda da farelerde
25(0OH)D ve 1,25(0OH)2D seviyeleri 6l¢iilmiis ancak Dbp (+/+) farelerde 25(OH)D ve
1,25(0H)2D seviyeleri normal diizeyde iken, Dbp (+/—) olan farelerde daha az, Dbp (-/-)
farelerde ise 25(OH)D ve 1,25(0OH)2D miktarlar1 zar zor saptanabilmistir. Plazmada
25(0OH)D seviyesinin de giderek azaldig1 gosterilen bu ¢alismada ancak kemik kalitesi
her tip DBP’ye sahip olan farede normaldi. Sadece D vitamini alimi durduruldugunda
Dbp (-/-) farelerde kemik anomalileri gézleniyordu. Bu durumda DBP nakavt farelerde
toplam plazma metabolit seviyeleri D vitamini durumunun dogru biyobelirtegleri
olmadigini, DBP’ nin 25(OH)D’y1 baglayarak tipki bir depo gorevi gordiigii ihtiyag
halinde 25(OH)D’yi salinabildigini gdsteriyordu.

Yapilan bagka bir ¢alismada ise DBP (+/+) farelerde 8. ve 16. haftalara kadar
yalnizca D2 vitamini veya D3 vitamini igeren diyetlerle beslemisler ve sonrasinda 6l¢im
yapildiginda biitiin metabolitlerin D2 ve D3 formunda oldugunu saptamiglardir. Bu
farelerin toplam plazma 25(OH)D seviyeleri benzeroldugunu ancak D2 ile beslenen
farelerde fiziksel olarak 6lgiilen serbest 25(OH)D seviyesinin daha diisiik oldugunu tespit
etmislerdir. Bu durum muhtemelen DBP’nin D3’e kiyasla D2 'ye daha diisiik afinite
gostermesinden kaynaklanmaktayd: (Chun ve ark. 2016). ilging bir sekilde 16. haftaya

kadar D2 ile beslenen fareler, D3 vitamini ile beslenen farelere kiyasla, kemik yogunlugu
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ve trabekiiler sayilarin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu gdsterildi (Chun ve Nielson
2018). Yapilan bu ¢alismada DBP’ye diisiik afinite gdsteren form (D2) D vitaminin

etkileri daha 1yi oldugu deneysel olarak kanitlanmistir.

D vitamininin endokrin fonksiyonlarin1 organizmada hormonal formu olan
1,25(OH)2D yénlendirir. 1,25(OH)2D karaciger ve bobreklerde metabolize edilir fakat
endokrin etki sekli gorevli oldugu tek mekanizma degildir. 1,25(OH)2D deri, immiin
sistem hiicreleri, intestinal epitel, prostat ve meme gibi doku ve organlarda da
parakrin/otokrin fonksiyonlar gdsterir. Dolayisiyla laboratuarda plazmada o6lgiilen
1,25(0OH)2D seviyesi, bulundugu hiicrelerde ve dokulardaki D vitamini aktivitesinin tek
belirteci olarak kullanilamaz (Bikle ve Schwartz 2019).

Kan da dogrudan 1,25(0OH)2D diizeylerinin 6lgiimleri, her kosulda
1,25(0OH)2D’nin biyolojik olarak aktif bilesenini tam olarak yansitmayabilir ancak yine
de dolasimdaki 1,25(OH)2D ol¢timii klinikte standart bir prosediir haline gelmistir.
Bununla birlikte kismen kalsiyum ve D vitamini durumunun bir gostergesi olarak
dolagimdaki 1,25(OH)2D seviyelerini 6lgmenin klinik uygulamasi azalmaktadir.
1,25(0OH)2D'in olduk¢a dengeli bir prekiirsorii olan 25(OH)D’{in klinik durumlarin
¢ogunda neden 1,25(0OH)2D’den daha yararli bir D vitamini ve kalsiyum durumu 6l¢iisii

oldugu hala belirlenememistir (Vieth 2005).

Powe ve arkadaglar1 plazmada serbest ve yararlanilabilir D vitamini diizeylerini
hesaplayabilmis fakat bir referans araligi1 ortaya koymamistir (Powe ve ark. 2011). 2015
yilinda Aloia ve arkadaslarinin Afrikan Amerikalilarin plazma 25(OH)D diizeylerini
inceledikleri calismada beyazlarda serbest 25(OH)D diizeylerinin referans araligini 2,76-
7,74 pg/ml, siyahlarda 2,81-7,69 pg/ml ve toplam 164 bireyde 2,79-7,70 pg/ml olarak
belirlemislerdir (Aloia ve ark. 2015). Her ne kadar bu referans araliklar1 serbest 25(OH)D
diizeyleri agisindan genel geger veriler olmasa da alt sinirin beyazlar igin ortalama 2 pg/ml
olabilecegini ve bu degerin altindaki bulgulara sahip bireylerin serbest D vitamini diigitk

tanist alabilecegini akla getirmektedir.

2.3. Gc geni
DBP’yi kodlayan Gc geninin toplumlara gore degiskenlik gdsterdigi 120°den
fazla polimorfizm varyantinin oldugu belirtilmistir (Cleve ve Constans, 1988). Bu

polimorfizmlerden en sik 416. ve 420. amino asitlerde rs7041 ve rs4588 olarak
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adlandirilan SNP’ler gozlenir (Cooke ve ark. 1991). Bu SNP’ler de kodlanan amino

asitler Sekil 2-10’da gosterilmistir.

D Vitamini 0 Wikl
D Vitamini
Baglayici Protein
D.
Lys '
D Vitamini D Vitamini
Baglayici Protein Baglayici Protein

Sekil 2- 10: Gc geninde bulunan rs7041 ve rs4588’in allelleri

A. rs7041 (T), Aspartik asiti kodlayan allel. B. rs7041 (G) Gulutamik asiti kodlayan allel. C. rs4588 (C)
Treonin kodlayan allel. D. Lizin kodlayan allel.

Toplumlarda dogal olarak hem rs7041 hem de rs4588 genotipleri kan gruplarinda
oldugu gibi birlikte farkli kombinasyonlarda bulunur. Bu kombinasyonlar kan gruplari
gibi gruplandirilmis ve ii¢ grup olarak tanimlanmistir. Bu gruplara da Gels, Gelf ve Ge2
olarak farkli isimler verilmektedir (Sekil 2-11).
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A. Gcif B. Gcls

D Vitamini

D Vitamini

D Vitamini
Baglayici Protein

D Vitamini
Baglayici Protein

C.Gc2

D Vitamini

D Vitamini
Baglayici Protein

Sekil 2- 11: Gc geni fenotiplerinin amino asit kombinasyonu

A. Rs7041-T (Asp) ve rs4588-C (Thr) kombinasyonuna sahip bireylere ait (DBP), grup spesifik proteinlerden (Gc),
GclF olarak tanimlanmig. B. Rs7041-G (Glu) ve rs4588-C (Thr) kombinasyonuna sahip bireylere ait (DBP), grup
spesifik proteinlerden (Gc), GelS olarak tanimlanmug. C. Rs7041-T (Asp) ve rs4588-A (Lys) kombinasyonuna sahip
bireylere ait (DBP), grup spesifik proteinlerden (Gc), Ge2 olarak tanimlanmig

Bir kisi normal olarak Gc geninin iki kopyasina sahip oldugundan, bu
genotiplerinden tanimlanabilen alt1 olasit DBP fenotipin (Gclf-1s, Gelf-1f, Gelf-2, Gels-
2, Gcls-1s, Ge2-2) olugmasini saglar (Chun ve ark. 2014).

Gc geninden kodlanan DBP protein formlar1 ve varyant kombinasyonlar1 kan
gruplarinda oldugu gibi gruplandirilmig ve {i¢ genel fenotip olarak tanimlanmistir
(https://www.snpedia.com/index.php/GC). Bu varyantlar Gclf (1f): rs7041(T) +
rs4588(C); Gcls (1s) : rs7041(G) + rs4588(C) ve Ge2 (2) : rs7041(T) + rs4588(A) olarak
farkli bilinmektedir (Sekil 2-12). Baz1 yayinlarda rs4588 i¢in yerine rs2282679 terimi
kullanilmaktadir ancak rs2282679 (A) tipik olarak, rs4588 (C) ile beraber kalitilmaktadir.
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Normalde bir birey Gc geninin iki kopyasina sahip oldugu i¢in SNP genotiplerinden
tanimlanan altt DBP fenotipi bulunmaktadir (https://www.snpedia.com/index.php/GC):
Bunlar;

1s/1s : rs7041(G;G)

1s/1f : rs7041(G;T) ve rs4588(C;C), veya, rs7041(G;T) ve rs2282679(A;A)

1s/2 : rs7041(G;T) ve rs4588(A;C), veya, rs7041(G;T) ve rs2282679(A;C)

1f/1f : rs7041(T;T) ve rs4588(C;C), veya, rs7041(T;T) ve rs2282679(A;A)

1f/2 : rs7041(T;T) ve rs4588(A;C), veya, rs7041(T;T) ve rs2282679(A;C)

2/2 : rs4588(A;A) veya rs2282679(C;C)

Genotip Fenotip

rs7041-T (Asp) ‘
= rsd588-C (The) = c '

57041-G (Glu) | ™
— rdsgeC (T > (ST

e r5 7041-T (Asp) =" [ G 7«
rﬁ‘SSS'A (Lys) l'\__\ ":"\,

& =250 D
Sekil 2- 12: Gc geni Gclf, Gels ve Ge2 fenotiplerinin olusumu
Bu genin varyantlarinin DBP’nin islevini degistirerek (Durak 2018; Sinotte ve

ark. 2009), plazma 25(0OH)D diizeylerini direk etkiledigine dair bir¢cok ¢alisma
mevcuttur. (Tablo 2-5, Braithwaite ve ark. 2015; Chun ve ark. 2014).
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Tablo 2- 5: DBP’nin yaygin fenotipleri ve plazma 25(OH)D ile karakteristik iliskileri

Gelf T (D:asp) C (T: thr) Diusiik Yiiksek
Gcels G (E: glu) C(T:thr)  Yiiksek Orta
Ge2 T (D:asp) A(K:lys) Orta Disiik

New England Tip Dergisi'nde yapilan bir arastirmaya gore, Gc genindeki
degisiklikler, D vitamini fonksiyonundaki farkliliklari ve siyah ile beyaz bireylerde klinik
D vitamini eksikligini agiklamaya yardime1 olabilir (ASN Kidney News | January 2014).

Amerika Birlesik Devletleri’'nde Powe’nin yapmis oldugu arastirmaya gore ise
siyahlarda kemik yogunlugu ¢ok daha fazlayken, klinikte D vitamini biyobelirte¢i olarak
bakilan 25(OH)D daha disiiktiir. Beyazlarda 25(OH)D diizeyi (ortalama 25,8 ng/mL)
siyahlarda (ortalama 15,6 ng) gore daha yiiksek iken, kemik yogunlugu daha diistiktiir.
Daha sonra DBP miktari 6l¢tilmiistiir. Siyahlarda DBP miktari (ortalama 168 pg/mL) ¢ok
diisiikken, beyazlarda (ortalama 337 ug/mL) daha yiiksektir. DBP’nin D vitamininin aktif
formunun olusumunu negatif yonde etkiledigi diisiilmiis ve D vitaminini neye gore farkl
bagladig1 iizerine yogunlagilmistir. Sonucta D vitaminin genotip analizi yapilarak
toplumlara gore degisen polimorfik bir gen oldugu tespit edilmistir (Tablo 2-6, Tablo 2-
7). Siyahlarda ki polimorfik halinin 25(OH)D’ye olan afinitesi daha diisiik iken,
beyazlarda bulunan formunun afinitesi daha yiiksektir. Ayn1 zamanda siyahlardaki D
vitamini fonksiyonlarmmin beyazlara gore daha iyi olmasmin sebebinin bu oldugu

diistiniilmektedir (Powe ve ark. 2011).



Tablo 2- 6: Bazi populasyonlarda rs7041 genotipinin polimorfik formlarin prevalansi

Populasyon

CEU* 32,1 49,1 18,8
HCB* 7,3 42,3 50,4
JPT* 8,8 31,9 59,3
YRI* 0,7 15,6 83,7
ASW* 3,5 28,1 68,4
CHB* 7,3 42,3 0,4
CHD* 11,0 45,9 43,1
GIH* 22,8 51,5 25,7
LWK* 0,9 12,7 86,4
MEX* 24,1 50 25,9
MKK* 3,2 38,5 58,3
TSI* 25,5 56,9 17,6

(https://www.snpedia.com/index.php/Rs7041)

Tablo 2- 7: Bazi populasyonlarda rs4588 genotipinin polimorfik formlarin prevalansi

Populasyon

CEU* 4,5 44,6 50,9
HCB * 8,8 44,9 46,3
JPT* 2,7 43,8 53,6
YRI* - 8,2 91,8
ASW* - 91 90,0
CHB* 8,8 44,9 46,3
CHD* 10,1 37,6 52,3
GIH* 6,9 49,5 43,6
LWK* 0,9 11 88,1
MEX* 1,8 46,4 51,8
MKK* 2,6 15,5 81,9
TSI* 5,9 39,2 54,9

(https://www.snpedia.com/index.php/Rs4588)

*CEU - Avrupa - Kuzey ve Bat1 Avrupa soylarindan gelen Utah sakinlerinin 180 drnegi
*CHB - Han Cin — 90 6rnegi Pekin'de bulunan Han Cinlileri


https://www.snpedia.com/index.php/Rs4588
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*JPT - Japon Tokyo - Tokyo, Japonya'daki 91 Japon 6rnegi

*YRI - Yoruba Afrikalilar1 - Nijerya'nin Ibadan kentinde 180 Yoruba 6rnegi
*ASW - Afrika soyundan Giineybati ABD'de 90 6rnek

*CHD - Colorado Metropolitan Denver’da bulunan Cinli 100 6rnek

*GIH - Houston, Texas’taki Gujarati Yerlilerinden 100 6rnek

*LWK - Kenya, Webuye'de bulunan 100 adet Luhya 6rnegi

*MEX - Los Angeles, Kaliforniya’da Meksika soyundan 90 6rnek

*MKK - Kenya, Kinyawa'daki 180 Masa

*TSI - Italya'da 100 Toscani 6rnegi

2.4. D Vitamini Eksikliginin Saghk Uzerine Etkileri

2.4.1. D Vitamini ve Iskelet Sistemi

Rikets, kemik dokusunun heniiz gelismesini tamamlanmadig: (epifizlerin agik
oldugu) donemde kemik minerilizasyon eksikligine bagl olarak gelisir. Hem biiyiime
plagi hem de yeni olusan trabekiiler ve kortikal kemigi etkiler. Bu minerilizasyon
eksikliginin temel kaynagi olarak D vitamini eksikligi oldugu uzun yillardan beri
bilinmektedir (Akman 2009).

D vitamini yetersizligi sebebiyle erken bebeklik doneminde paratiroid hormon
cevabinin yetersiz olmasi Ca dengesinin bozulmasi, hipokalsemi ve rikets gelisimine
sebep olur (Shaw ve Pal 2002). D vitamini yetersizligine bagli olarak erigkinlerde
osteoblastlarin olusturdugu kemik yapisinin mineralizasyonunda eksiklik gortilerek
karakterize olan bir diger kemik hastalig1 ise Osteomalazi’dir. Kas giigsiizliigii, kemik
agrisi, kiriklar ve yilirimede zorluk gibi semptomlara neden olur. Biyokimyasal
degerlendirmede plazma alkalen fosfataz ve PTH seviyelerinde yiikselme; Ca, P ve
plazma 25(OH)D diizeylerinde diisiis goriiliir (Shaw ve Pal 2002).

D vitamini eksikliginin osteoporoz, kirik ve diisme i¢in bilinen bir risk faktorii
oldugu gortilmektedir (Mosekilde 2005). Eriskinlerdeki D vitamini eksikligi osteoklastlar
tizerinden kemik yikimina yol acarak, osteopeni ve osteoporozu hizlandirabilir (Holick
2007). D vitamini takviyesi ile PTH diizeylerini normal smirlar igerisinde tutarak
osteoblastik aktivite arttirilabilir. Kemik mineralizasyonununbu sekilde desteklenmesi
diisme, kirik olusma riskini anlamli 6lgiide azaltir (Holick 2007). Plazma 25(0OH)D
seviyesinin 30 ng/ml’dan yiiksek olan bireylerde kirik olugma riskinin daha az oldugunu

gosteren veriler bulunmaktadir (Wacker ve Holick 2013b).
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2.4.2. D Vitamini ve Kas Fonksiyonlari

D vitamininin kas dokusunda hiicre biiytimesi ve 6zellikle protein sentezi siirecine
etki ederek kas fonksiyonlari lizerine etki ettigi iyi bilinmektedir (Boland 1986). Yapilan
caligmalar, azalmis plazma 25(OH)D seviyesi ile kas gii¢siizliikleri arasinda iligki oldugu,
plazma 25(OH)D seviyesinin <12 ng/ml oldugu hastalarda myopatinin basladigi
bildirilmistir (Reginato ve ark. 1999).

Genetige bagh D vitamini eksikligi olan ¢ocuklarda belirgin kas gli¢siizliigiiniin
giinde 800-1. 000 IU D vitamini takviyesiyle hizla diizelme goriildiigi ve alt ekstremite
kas giicii ve dengede anlamli derecede iyilesme goriildigii belirtilmistir (Muir ve

Montero-Odasso 2011).

2.4.3. D Vitamini ve Kardiyovaskiiler Sistem

D vitamini eksikligi ile kardiyovaskiiler hastaliklar arasinda iligkili bulunmaktadir
(Burgaz ve ark. 2011; Wang ve ark. 2012). D vitaminin eksikliginde kardiyovaskiiler
hastaliklarin ve hipertansiyon riskinin arttigi goriilmiistiir (Holick 2006). D vitamini
eksikligi, sekonder hiperparatiroidizme ve kalsiyum dengesinin bozulmasina neden

olmaktadir.

D vitamini eksikligine bagli olarak PTH kan basincini artirarak kardiyovaskiiler

olaylar -ani kardiyak 6liim dahil- ile iliskilendirilmistir (Pilz ve ark. 2011).

Yapilan bir ¢alismada 3 ay, haftada 3 kez UVB radyasyona maruz kalan
hipertansiyonlu bireylerde plazma 25(OH)Dseviyelerinin yaklasik %180 degerinde
yiikselmis oldugu, sistolik ve diastolik kan basinci diizeylerinin ise 6 mmHg oraninda

diistiigii belirtilmistir (Krause ve ark. 1998).

Plazma 25(OH)D diizeyi 20 ng/ml’den kiigiik olan bireylerde kalp yetmezligi ve
periferik arter hastaligi sikliginda artis gozlenmistir. Bir baska caligmada ise plazma
25(0OH)D seviyesinin 23 ng/ml’den 40 ng/ml’ye ¢ikarilmasini takiben metabolik veya
kardiyovaskiiler riskler {izerinde olumlu etkisinin gézlenmedigi bildirilmistir (Kendrick

ve ark. 2009).

2.4.4. D Vitamini ve Diyabet
Insanlar iizerinde yapilan bazi galismalar ile D vitamini yetersizligi ile tip 1
diyabet arasinda iliski oldugunu belirtmektedir. Erken bebeklik doneminde D vitamini

takviyesinin sonradan gelisebilecek olan tip 1 diyabet olusma riskini %30 diistirdiigiini
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gostermistir (Zipitis ve Akobeng 2008). VDR’niin pankreas [ hiicrelerinde de var
oldugunun belirtilmesiyle, D vitamininin insiilin salg1 ve sensitivitesini arttirabilecegi
belirtilmistir. Vitamin D seviyesinin obez ve tip 2 diyabetli kisilerde daha diisiik oldugu
goriilmistiir (Ozfirat ve Chowdhury 2010). Tip 2 diyabet ve glikoz intoleransinin
gelismesinde, D vitamininin insiilin direncini azalttig1, sistemik inflamasyon iizerinde
olumlu etkisi oldugu ve pankreatik B-hiicre fonksiyonunu iyilestirdigi bildirilmektedir

(Hu ve ark. 2004).

2.4.5. D Vitamini ve Kanser

D vitaminin yetersizligi ile kanser arasindaki baglantinin varligina dair bazi
veriler bulunurken, yiiksek doz D vitaminin takviyesinin kanseri 6nleyecegini veya tedavi
edecegini soyleyebilecek kadar kanit heniliz bulunmamaktadir. Yapilan calismalara gore
D vitaminin kansere kars1 etkisinin ortaya ¢ikmasi i¢in plazma 25(OH)D diizeyi 30-150
ng/ml arasinda tutulmalidir. Bunun igin gerekli D vitamini dozu ise giinlik 1000 TU’dir

(Krishnan ve ark. 2003; Lamprecht ve Lipkin 2003).

Vitamin D veya analoglarinin hiicre proliferasyonunu azaltabildigini ve bunun

icin pek ¢ok geni aktif veya inaktif edebildigini belirtilmistir (Bouillon ve ark. 2011).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) kolon kanserinin, vitamin D yetersizligi ile
baglantis1 bulundugunu sdylemektedir. Plazma 25(0OH)D seviyesinde her 4 ng/ml’lik
yiikselisin, kolorektal kanser riskini %6 oraninda diisiirdiigli yapilan caligmalar ile

gosterilmistir (Chung ve ark. 2010).

Bazi ¢aligmalar ise, daha yiiksek plazma 25(OH)D seviyelerinin pankreas kanseri
riskini arttirdigin1  gostermistir (Stolzenberg-Solomon ve ark. 2006). Yapilan bazi
caligmalar daha yiiksek plazma 25(0OH)D seviyesinin prostat kanseri riskini arttirdigini
tespit ederken, bazilari ise bu riskte azalma oldugunu belirtmistir (Gilbert ve ark. 2012).
Neoplastik hiicreler VDR tasimaktadir. D vitamini yetersizliginde pankreas, prostat,
kolon, akciger gibi bir¢ok kanserin goriilme sikliginda artis gézlemlenmistir (Feskanich

ve ark. 2004).

Kuzey kutbunda yasayan bireylerde yapilan ¢aligmalarda prostat, kolon, pankreas,
akciger ve lenfomaya sahip olma ve bu sebepten 6lme risklerinin giiney kutbunda yasayan
bireylere nazaran daha fazla oldugu bildirilmistir (Giovannucci 2005; Holick 2006).
Prospektif ve retrospektif caligmalar gostermistir ki plazma 25(OH)D seviyesi 20
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ng/mL’den az oldugunda kolon, prostat ve akciger kanserlerinden 6lim orani %30-50

degerinde artis gostermektedir (Giovannucci 2005; Holick 2006).

2.4.6. D Vitamini ve Bagisiklik Sistemi

Vitamin D, immiin sistem hiicreleri tizerinde de etkilidir. T, B lenfositler,
makrofajlar ve dentritik hiicreler gibi antijen sunan hiicreler VDR’ne sahiptir. Ancak
normal seviyede veya normal seviyeye yakin plazma 25(OH)D’ye sahip saglikli
erigskinlerde, vitamin D takviyesinin {list solunum yolu enfeksiyonu goriilme sikligini
diistirdigii gosterilememistir. Bunun yaninda vitamin D yetersizligi ve otoimmun

hastaliklar ile enfeksiyonlar arasindaki baglanti da tam anlamiyla aydinlatilmamustir.

Yapilan hayvan galismalarina gore 1,25(OH)2D dentritik hiicre matiirasyonunu
engellemekte ve immun diizenleyici olarak etki etmektedir. Bu sebeple D vitamini
yetersizliginin otoimmun hastalik riskini arttirdigi diistiniilmektedir (Ponsonby ve ark.
2002). Insanlar iizerinde yapilan bazi ¢alismalarda ise, D vitamini yetersizligi ile multipl
skleroz (MS) ve tip 1 diyabet arasinda baglant1 oldugu iddia edilmistir (Munger ve ark.
2016).

Banglades’te yapilan bir c¢alismada D vitamini diizeyi ve alt solunum yolu
enfeksiyonlar1 arasindaki iligki arastirilmigtir. Bu g¢alismaya gore alt solunum yolu
enfeksiyonu nedeniyle hastanede yatan 1-18 aylik 25 bebek ile ayni1 kdyde yasayan yas
ve cinsiyeti eslestirilmis 25 kontrol bebegin 25(0OH)D diizeyleri karsilagtirtlmistir. Hasta
bebeklerde 25(OH)D diizeyi daha diisiik saptanmig ve D vitamini eksikliginin erken
cocukluk caginda alt solunum yolu enfeksiyonu ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir

(Roth ve ark. 2010).

2.4.7. D Vitamini ve Noropsikiyatri
Serebellum, hipokampiis, talamus, hipotalamus, bazal ganglion, temporal ve

orbital bolgelerde VDR varlig: tespit edilmistir (Walbert ve ark. 2001)

Invitro bir calismada, beyinde (substantia nigra’da) dopamin ndronlarinda
VDR’niin yogun ekspresyonunun artmasinin adrenal medulla hiicrelerinde 1,25(0OH)2D
etkisiyle dopamin sentezinde hiz kisitlayici enzim olan tirozin hidroksilazin

ekspresyonunun arttirdigi bildirilmistir (Furtado ve ark. 2004).

Parkinson hastaligi ve D vitamini arasindaki iligki lizerine celiskili ¢aligsmalar

mevcuttur. Kore’de yapilan bir ¢alismada VDR polimorfizmiyle parkinson hastaligi
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arasinda anlamli bir iligki oldugu (Kim ve ark. 2005), Cin’liler ile yapilan bir ¢alismada
ise VDR polimorfizimiyle parkinson hastaligi arasinda herhangi bir iliski olmadigi
belirtilmistir (Lv ve ark. 2012).

Prenatal D vitamini yetersizliginin sizofreni gibi noéropsikiyatrik hastaliklarin
riskini ylikseltebilecegi diisiiniilmektedir (McGrath 2001). Alzheimer hastaliginda sik
olarak diisiik plazma 25(OH)D seviyesi belirtilmistir (Balion ve ark. 2012). Depresyon
tanis1 bulunan, vitamin D yetersizligi olan 243 bireyin katildig1 ¢alismada, bir gruba
vitamin D takviyesi (40. 000 IU/hafta), diger gruba da uygulanmis; depresyon
semptomlar1 agisindan yapilan degerlendirmede iki grup arasinda bir fark olugmadigi

goriilmistiir (Kjaergaard ve ark. 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Ornek Toplama
Bu tez ¢alismasinda, Subat-Mayis 2019 tarihleri arasinda Biruni Universite
Hastanesi’ne kontrol (check-up) amagli bagvuran bireyler arasindan, ¢aligma kriterlerini

saglayan ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 51 bireylerden alinan kan 6rnekleri ¢aligildi.

3.1.1. Cahymaya Alinma Kriterleri

e Son 2 yil igerisinde D vitamini takviyesi almamis olmak
e D vitamini diizeylerini etkileyecek herhangi bir hastaligi bulunmamak

e Siyah olmamak

3.1.2. Cahismadan Cikarilma Kriterleri

e Son 1 yil i¢inde kortizon ve tiirevleri bulunan ilaglar kullanmig olmak
e Gegmiste kanser ve kalp hastalig1 vb. gecirmis olmak

e Cocuk olmak

e Gebe olmak

Tez caligmas: Biruni Univeristesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu

(Karar No: 2017/10-1) tarafindan onaylandi.

3.2. Calismanin Genel Plam

Caligmaya goniillii olarak katilmay1 kabul eden bireylere ¢caligma detayli olarak
aciklandi, calismaya alinma ve calismadan cikarilma kriterleri dogrudan kendilerine
sorularak protokole uygun olarak géniilliilerden yazili onaylar1 alindi. Biruni Universite
Hastanesi biyokimya laboratuvarinin hastalara vermis oldugu degerler dikkate alinarak
25(0OH)D degeri 20 ng/ml smir olarak kabul edilerek bu degerden diisiik sonucu olan
bireyler diisiik, yliksek ve esit olan bireyler yiiksek olarak adlandirilarak toplanan

ornekler 2 gruba ayrildi.

3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi
Her hastanin Gc geni polimorfizmi ile ayni bireyin serbest D vitamini ve

yararlanilabilir D vitamini hesaplamasi yapilacagi icin ayni 6rnek 2 tiipe (EDTA’L1 ve
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jelli tiipe) alinarak EDTA’1 tiiplerden DNA izolasyonu, jelli tiiplerden plazma eldesi
yapildu.

EDTA’L tiipteki tam kan ornekleri (en fazla 3 giin i¢inde) DNA izolasyonu
yapilana kadar +4 °C’de buzdolabinda saklandi. Tam kandan DNA izolasyonu sonucu
elde edilen DNA &rnekleri numaralandirilarak -20 °C derin dondurucuda muhafaza edildi.

Calisma yapilacag giin ¢ozdiiriilerek protokole uygun olarak ¢alisildi.

Sar1 kapakli jelli tiipteki 6rnekler 4100 rpm devirde sentrifiij (NF 800R, Nuve,
Tiirkiye) edilmesinin ardindan elde edilen plazmalar en fazla 1 saat iginde 3’¢ (LC/ MS-
MS, DBP ve ALB hesaplanmasi i¢in) ependorflara boliinmiis ve derin dondurucuda -80
OC saklandi. Calisma yapilacagi giin donmus DNA’ lar ¢ozdiiriilerek protokollerine

uygun olarak hemen c¢alisildi.

3.2.2. Kemiluminesans Mikropartikiill Iimmunassay Yontemi (CMIA) ile Plazma
25(OH)D Seviyelerinin Belirlenmesi

Biruni Universite Hastanesine kontrol amagcli basvuran bireylerin plazmadaki
(total) 25(OH)D seviyesi biyokimya laboratuvarinda Architect 25(OH)D tayini,
kemiliiminesans mikropartikiil immiin 6l¢iim prensibine dayanarak yapildi. Bu ¢alismada
Abbott Architect 11000SR analizorii (Abbott Laboratuvarlari, Amerika Birlesik
Devletleri)’nde Architect 25-OH Vitamin D kiti (5P02, Abbott Tani1) kullanildi.

3.2.3. Kolorimetrik Test Calismasi ile Albiimin Konsantrasyonun Ol¢iimii
Plazma ALB’nin kantitatif tayini kolorimetrik test ¢aligmasi (Roche/ Hitachi
cobas ¢, Almanya) ile yapilarak ornekler prosediire uygun tiiplere aktarilarak gerekli

numaralandirilmasi yapildu.
Test Prosediirii

4.1 pH degerinde ALB bir anyonik boya olan bromkresol yesiline (BCG)
baglanabilecek kadar yeterli bir katyonik karakter gdsterip mavi-yesil bir kompleks

olusturur.

pH 4.1 ALB+BCG, ALB-BCG kompleksi mavi-yesil boyanin renk yogunlugu

numune i¢indeki ALB konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve fotometrik olarak 6l¢iildii.
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3.2.4. LC-MS/MS Y ontemi ile Plazma 25(OH)D ve 25(0OH)D2 Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

25(0H)D ve 25(0OH)D2 ' nin analizleri, 6470 ti¢lii kuadrupol kiitle spektrometresi
(6470A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Amerika Birlesik Devletleri) ile
birlestirilmis bir ikili pompa (G4220A), analitik kolon bolimi (G1316C) ve otomatik
ornekleyiciden (G7167B) olusan Infinity 1290 HPLC (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, ABD) sistemi kullanilarak gergeklestirildi. 25(OH)D ve 25(OH)D2
analitlerinin plazma diizeylerinin belirlenmesi igin, CE-IVD sertifikali valide Jasem D
vitamini LC-MS/MS analiz kiti (Sem Laboratuar Cihazlar1 Pazarlama San. ve Tic. A.S.,
Istanbul, Tiirkiye) kullanild1. Enstriimantal 6l¢iim &ncesi plazma numuneleri, kit numune

hazirlik protokolii uyarinca analize hazir hale getirildi.

3.2.4.1. Test Prosediirii

Jasem D vitamini LC-MS/MS analiz kiti; kalibrasyon egrisi olusturmada gerekli
dort adet plazma matrisli standarttan olusan kalibrator seti, i¢ standart olarak kararli
izotop etiketli d6-25(OH)D soliisyonu, iki farkli konsantrasyon seviyesinden olusan
kalite kontrol plazma 6rnekleri (QC), hareketli fazlar (hareketli faz A ve B), numune
hazirlik reaktifleri (reaktif-1 ve 2) ve vitamin D analizi i¢in spesifik analitik kolon
bilesenlerinden meydana gelmektedir. Analitlerin MS/MS dedeksiyonu i¢in ¢oklu
reaksiyon izleme (MRM) modunda, pozitif elektrosprey iyonizasyonu (+ESI) uygulanda.

Kit numune hazirlik protokoliine uygun olarak, 200 pl kalibrator/QC/6rnek bir
cam tiipe aktarilarak 100 pl reaktif-1 eklenip 5 sn boyunca vortekslendi. Bu asamay1
takiben, 25 pl i¢ standart (1S) ilave edilerek 5 sn daha karigtirma islemi uyguland:. Protein
¢coktiirmesini gerceklestirmek i¢in 975 ul reaktif-2, tiipe eklenerek 5 sn siiresince
vortekslendi ve son adimda ise 5 dk santrifiij islemi uygulanarak siipernatant bir viale
aktarildi.

20 °C’ye ayarlanmis kolon bdliimiindeki analitik kolona, 10 pl numune hazirlig
uygulanmis kalibrator/QC/6rnek otomatik ornekleyici vasitasiyla enjekte edilerek, 0.7
mL/dk akis hizinda gradyanli eliisyonla mobil faz A ve B kullanilarak kromatografik
ayirma gerceklestirildi.

Kromatografik ayrim i¢in uygulanan HPLC eliisyonu su sekildedir; 3.8 dk
boyunca %22 mobil faz A, sonrasinda gradyan hemen %2 mobil faz A’ya doniistiiriilerek,
2.5 dk boyunca ayn1 solvent kompozisyonuyla devam edildi. Son olarak analitik kolon,

2.2 dk boyunca %22 mobil faz A ile dengelenerek analiz tamamlandi (toplam galisma
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stiresi 8.5 dk). Pozitif iyon modunda ESI kaynagi bulunan Agilent 6470 {i¢lii kuadrupol
spektrometresi kullanilarak kiitle dedeksiyonu gerceklestirildi.

Optimum MS/MS dedektor ayarlari su sekildedir; kurutma gazi sicakligi 150 °C,
kurutma gazi akisi 11 L/dk, nebiilizor basinct 40 psi, kilif gaz1 sicakligi 300 °C, kilif gazi
akist 11 L/dk ve 3000 V (+) kapiler voltaj’dur.

25(0OH)D ve 25(0H)D2 ile i¢ standartin kiite gegisleri, optimum pargalanma
voltajlart (FV) ve optimum c¢arpisma enerjileri (CE) Tablo 3-1’de verildi. Kantitatif
tayinde, 25(OH)D ve 25(0OH)D2 pik alanlarinin, atanan i¢ standart pik alanlarina orani

esas alindi.

Tablo 3- 1: 25(0OH)D, 25(0OH)D2 ve i¢ standardin kiitle gegisleri ve MS/MS kosullar:

2 Pozitif
413.3 355.3 110 2 Pozitif
401.3 383.3* 120 2 Pozitif
401.3 365.3 120 4 Pozitif
407.3 389.3 120 2 Pozitif

*Kantitatif iyon olarak atanmistir

3.2.5. D Vitamini Baglayic1 Protein Konsantrasyon Ol¢iimii

Plazmada DBP konsantrasyon tayini quantikine insan vitamin DBP immunoassay
kiti (Katalog numarasi DVDBPO, R&D Sistemleri, Amerika Birlesik Devletleri)
kullanilarak yapildi (Mondul ve ark. 2012).

Uretici firmanin kit igerisinde paylastigi protokole uygun olarak, -80 °C’de
bekletilen plazma ornekleri ¢alismaya baslamadan hemen Once eritilerek kalibrator
seyreltici RD6-11 ile 5000 kat seyreltilmistir. Reaktifler vitamin DBP standardu ilk olarak
15 dk kadar calkalanarak hazirlandi. Standartlar 1000 ng/ml olan standarttan (ana stok)
seri diliisyonlar yapildi. Buna gore igerisinde 750 ul kalibrator seyreltici RD6-11 olan
tiipiin i¢erisinde ana stoktan 250 pl eklenerek, i¢erisinde 500 pl olan tiiplere sirasiyla yeni

hazirlanan tlipten baslayarak (250ng/ml) diliisyon yapildi. Bu sekilde her tiipten 500 pl
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aliip bir sonraki tiipe aktarildi. Ana stok dahil her biri 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml,
31,3 ng/ml, 15,6 ng/ml, igerisinde standart olmayip sadece kalibrator seyreltici RD6-11
iceren ve negatif kontrol olarak kullanilacak standartla birlikte toplam 7 standart
hazirlandi (Sekil 3-1).

500pL 500 pL 500ul 500 pL

e Nan Sl Sih Sh

250l
a B —
T " ' ' ' ‘
v @ 9 9 9 D
1000 ng/mL 250ng/mL 125 ng/mL  625ng/mL 313ng/mL 156 ng/mL

Sekil 3- 1: Quantikine insan vitamin DBP immunoassay standardimin hazirlanmasi

3.2.5.1. Test prosediirii

Tiim ¢aligma standartlar1 ve 6rnekler onerildigi gibi hazirlanarak her bir kuyuya
100 ul test seyreltici RD1-19 eklendi. Uzerine 50 ul daha dnce belirtilen sekilde
hazirlanan drnekler eklendi ve son 8 kuyucuga standartlar dagitildi. Orneklerin kondugu
kuyularin iizeri olas1 buharlagsmanin 6niine gegmek adina yapiskan serit ile ortiilmesinin
ardindan yatay mikroplaka calkalayicida 500 rpm’de 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her kuyucuk aspire edilmis ve mikroplate yikayici (BioTek ELx50, Winooski, VT,
Amerika Birlesik Devletleri) araciligi ile yikandi (3x4 kez yikama).

Her kuyuya 200 pul vitamin DBP konjugati eklenerek yine benzer sekilde yapiskan
plaka ile ortiildii ve galkalayicida 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her
kuyucuk aspire edilip ve mikroplate yikayici ile yikandi (3x4 kez yikama). Yikama
sonrasinda her kuyuya 200 pl substrat soliisyonu eklenerek 6rnekler karanlik ortamda,
oda sicakhiginda 30 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda kuyulara 50 ul

durdurma soliisyonu eklendi ve renk degisimi gozlenmesinin ardindan Ornek



53

absorbanslar1 mikroplate absorbans okuyucu (BioTek™ ELx800™, Amerika Birlesik

Devletleri) araciligi ile 450 nm dalga boyunda okundu.

3.2.6. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Tez galismasinda tam kandan DNA izolasyonu yapmak i¢in quick- DNA™ miniprep
plus (zymo resarch, Amerika Birlesik Devletleri) DNA izolasyon kiti kullanildi. Belirtilen
ticari kitin prosediiriine uygun olacak sekilde ependorflar hazirlandi. Kitin ilk agildiginda
1060 ul toz halinde olan proteinaz K’nin iizerine buffer1 ekleyerek vortekslenerek
hazirlanan proteinaz K 100’er ul PZR tiiplerine boliiniip (6rnek toplandik¢a kisim kisim
kullanilacag i¢in) ¢alismada kullanilincaya kadar -20 °C°de muhafaza edildi.

Belirtilen kite uygun olarak 200 pul tam kan, 200 ul cell buffer, 20 ul proteinaz K
karisimini sirayla ependorfa koyuldu ve 15 sn vortekslendi. Daha 6nceden ayarlanan 55
°C’de su banyosunda 10 dk bekletilmesinin ardindan 420 pl genomik binding buffer
eklenerek, 15 sn vortekslenerek, karisim filtreli tiiplere aktarildi. 12 000 g’de 1 dk
santriflij yapilarak alt tiipteki kan dokiildi ve filtreli tiipe 400 ul prewash buffer eklenip
12 000 g’de 1 dk santrifiij yapilarak alt tiipler degistirildi. Filtreli tiipe 700 pl g-DNA
washbuffer eklenerek 12 000 g’de 1 dk santrifiij yapilarak alt tiipler tekrar dokiilerek
filtrelitiipe 200 pl g-DNA washbuffer tekrar eklenip 12 000 g’de 1 dk santrifiij yapildi.
Filtreli tiipler saklama yapilacak olan ependorflarin iizerine alinarak 80 ul elution buffer
eklenip 5 dk bekletilmesinin ardindan 2 defa 12 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Izole edilen
DNA’lar1 igeren ependorflar (1,5 ml’lik ependorf, NEST, Birlesik Krallik), -20 °Cc
derindondurucuda (Vestel NF520, Tiirkiye) ¢alisma yapilincaya kadar bekletildi.

3.2.7. Elektroforezde DNA’larin Gériintiilenmesi
DNA izolasyonunda herhangi bir aksaklik yasanip yasanmadigini belirlemek igin
DNA’lar belirli araliklarla goriintiilendi. Gorlintiileme sonrasi yeni gelen 6rneklerin DNA

izolasyonlarina devam edildi.

Agaroz Jel Hazirlanmasi, 0,8 gr toz agaroz ve 40 ml TBE buffer (1X) igerisinde
coziilerek bir mikrodalga firinda kaynatildi. Sogumaya birakilan soliisyonun icerisinde 2
ul etidyum bromiir eklenerek daha onceden hazirlanan tarakli elektroforez kaplarina
aktarilarak katilasmaya birakildi. Yaklasik 20-30 dk sonra olusan kuyucuklara 1 pl
loadingday, 2 pul DNA o6rnegi karisimi yiiklendi. Son kuyuya ise Goldbio 1 kb DNA
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ladder yiiklenip, ornekler 75 volt voltaj altinda 40 dk. yiiriitiildi. Yiriitilen DNA

ornekleri, goriintiileme cihaz1 (Gen-Box, imagER™, Tiirkiye) ile goriintiilendi.

3.2.8. DNA Kalitesinin Ol¢iimii

Tiim &rneklerin DNA izolasyonlari tamamlaninca spektrofotometrik olarak (UV)
kontrol edildi. Buna gore, DNA kalite ve konsantrasyon dl¢iimleri 2ul DNA kullanilarak
nanodrop 2000c (Thermofisher, Amerika Birlesik Devletleri) cihazi ile gergeklestirildi.
Olgiimler 230nm, 260nm ve 280nm dalga boylarinda yapildi ve DNA Kkonsantrasyon

6l¢limiiniin yanisira, 260/280 nm ve 260/230 nm absorbans oranlar1 hesaplandi.

3.2.9. Gercek Zamanh PZR
Izole edilen genomik DNA kullanilarak, rs4588 ve rs7041 SNP’leri igin
genotiplendirme ger¢cek zamanli PZR yontemi ile tagman problart kullanilarak

gerceklestirildi.

3.2.9.1. Tagman Problarimin Calisma Prensibi

Spesifik primerler ile ¢ogaltilan DNA dizisi i¢indeki hedef bolgeye komplementer
olarak tasarlanmig olan, bir ucunda floresans boya, diger ucunda “quencher” tasiyan
oligoniikleotid problarin hedef DNA dizisine baglanmasi ve taq polimerazin ekzoniikleaz
aktivitesi ile degrade edilerek quencher’in floresans boyadan uzaklasmasi sonucunda

meydana gelen floresans 1s1manin 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir.

Bu yontem ile SNP allellerin saptanmasi amaciyla hedef DNA dizisinin
cogaltilmas: i¢in forward ve reverse primerler ile tespit edilmesi planlanan allellere
spesifik olarak tasarlanmis problar kullanilmaktadir. Bu primer ¢iftleri ve problar, ticari

olarak “assay” adi altinda temin edilebilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda ger¢ek zamanli PZR (BIO-RAD CFX96 Touch, Hercules,
CA, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilmis ve ticari olarak temin edilen SNP assayleri

ve tagman problari i¢in 6zel master miksler kullanildi.

TagMan® SNP genotipleme deneyi, genotipleme c¢aligmalarinda kullanilmak
tizere iki adet spesifik olmayan SNP allelini ayirt etmek icin kullanilmaktadir. Y 6ntem,
ilgilenilen polimorfik diziyi ve allellerin spesifik tespiti i¢in iki boya etiketli problari
cogaltmak amaciyla ileri ve geri primerlerin kullanilmasini igermektedir. TagMan® SNP

genotipleme testleri genomik DNA o&rneklerinde spesifik polimorfizmleri bilylitmek ve
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tespit etmek i¢in TagMan 5 'niikleaz kimyasini kullanmaktadir. Her test, bireylerin tek bir

niikleotid polimorfizmi (SNP) i¢in genotiplenmesini saglamaktadir (Sekil 3-2).

1. Test bilesenleri ve DNA template

a AG%
Prob /M ’
Forward primer Crrrrre @ Reverse primer
S
5.. DNA template ,.3‘
3 : —=
LT T TS T AT [TTTTTTT
b ==X
3 5
2. Denature template ve baglanma 5 s || Semboller
3 Ticari FAM vaya
Prob ) = Reversa primer VIC bovast ’
e T Q
‘__.! i @ Florzsan olmayan
Forward primer \ \ quencher (NFQ)
,;V»" R e X {ncs ) Minor groove
3 5 o baslavict
Ticari AmpliTaq
: Altin izaratli DNA
3. Polimerizasyon ve sinyal iiretimi 5 23 polimeraz
“Reverse primer c - Prob
pte
Prob /ﬂ .
wt s Errrre = Primer
Forward primer /‘?-» ce == Templat
';—7—-—-—7-—-—k 7777777777 T / : o o
TTIT1T111] T I [ Yeni
— ) sentezlensn
9 § DNA

Sekil 3- 2: TagMan SNP genotipleme test siireci

Calismada, rs4588 genotiplendirmesi i¢in C 8278879 10 (Applied Biosystems
TagMan SNP Genotyping Assays ThermoFisher Scientific) kodlu SNP assayi kullanildi.

Bu assayde, G alleli i¢in VIC isaretli, T alleli i¢in ise FAM isaretli problar
kullanild1. Sadece VIC sinyalinin alinmas1 homozigot G allelini, sadece FAM sinyali
alinmas1 homozigot T allelini, hem VIC hem FAM sinyalinin birlikte alinmasi

durumunda heterozigot genotipi gostermektedir (Tablo 3-2).

Ayni sekilde, rs7041 genotiplendirmesi icin C_ 3133594 30 (Applied Biosystems
TagMan SNP Genotyping Assays ThermoFisher Scientific) kodlu SNP assayi kullanildi.
Bu assayde, A alleli i¢in VIC isaretli, C alleli i¢in ise FAM isaretli problar kullanildi.
Sadece VIC sinyalinin alinmast homozigot A allelini, sadece FAM sinyali alinmasi
homozigot C allelini, hem VIC hem FAM sinyalinin birlikte alinmasi durumunda

heterozigot genotipi gostermektedir (Tablo 3-2).
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Her iki SNP icin reaksiyon igerikleri ayr1 ayr1 hazirlandi. Calismada esnasinda
gercek zamanli sicaklik dongiisii reaksiyon kosullart protokole uygun olarak ayarlandi
(Tablo 3-3).

Tablo 3- 2: rs4588 ve rs7041 SNP’lerinin yer aldig1 diziler

SNP Baz Dizisi

ety CTTGTTAACCAGCTTTGCCAGTTCC*[G/TITGGGTGTGGCATCAGGCAATTTTC

LIS GCTTTGCCAGTTCCGTGGGTGTGGC*[A/CITCAGGCAATTTTGCTTTTAGTCGT

* VIC/FAM ile sinyal alinmasi saglandi

Gc geni genotipleme deneyi igin gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda,
reaksiyon basma 10 pl hacim olacak sekilde protokole uygun olarak hazirlandi. Buna
gore 5.0 ul TagPath™ proAmp™ master mix, 0.5 pul TagMan® SNP genotyping assayi
(20X), 4.5 ul’ye kadar genomik DNA (20 ng/ul) eklenerek toplam hacim 10 ul olacak
sekilde niikleaz free su eklendi. Protokole uygun sekilde belirtilen reaksiyon kosullarina

gore reaksiyon gerceklestirildi (Tablo 3-3).

Tablo 3- 3: Ger¢cek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu reaksiyon kosullar:

Reaksiyon Sicakhik

Basamaklar

Okuma oncesi

ik denature/ Enzim Bekletme

aktivasyonu

Anneal/ Uzama 60 °C 60 sn* 40
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3.3. Serbest D Vitamini ve Yararlanilabilir D Vitamini Konsantrasyonlarinin
Hesaplanmasi

Calismanin deneysel kismi tamamlandiginda 25(OH)D’iin CMIA ve LC-MS/MS
yontemine uygun 25(OH)D konsantrasyonu [Dtotal], kolorimetrik test c¢aligmasi ile
belirlenen ALB konsantrasyonu [DAIb], ELIZA yontemi ile o6lgilen DBP
konsantrasyonu [DDBP] numaralandirilma sistemi dikkate alinarak gore excel
programina yazildu.

Denklem 3-1: Serbest D vitamini ve yararlamlabilir D vitamini konsantrasyonlarinin
hesaplanmasi

[Yararlanilabilir D vitamini] = [Serbest D vitamini] + [Albiimine Bagli D vitamini]

KALB = 6 x 105 M! (25(0H)D)

KDBP = 7 x 108 M (25(0H)D)

Hesaplama

1 [DDBP] [Dtotal] — [DAIb] — Serbes D vitamini]
2 [DAIDb] = Kalb * [Alb] * [Serbest D vitamini]

3 [Serbest D vitamini] [DDBP]: KDBP: [DBPserbest]
4

[DBPserbest] = [DBPtotal] — [DDBP]
[Serbest D vitamini] = [DDBP]: KDBP: ([DBP] — [DDBP])
[Doer] = [Dtotal] — (Kalb * [Alb] +1) * [Serbest D vitamini]

[Dtotal] - (Kalb = [Alb] +1) # [Dserbest]
KDBP -([DBP]— ([Dtotal] - (Kalb = [Alb] +1) # [Dserbest]

[Serbest D vitamini]

x= [Serbest D vitamini] ikinci derece polinoma uyacak sekilde sadelestirilebilir (ax2 + bx +
c=0)

a=KDBP * Kalb * [Alb] + KDBP

b = KDBP * [DBP] — KDBP * [Dtotal] + Kalb * [Alb] +1

¢ = -[Dtotal]
[Serbest D vitamini] = [-b ++bT—4ac]: 2a
[Yararlanilabilir D = [Serbest D vitamini] + [DAIb]

(Kalb * [AIb] + 1) * [Serbest D vitamini]

vitamini]
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Serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini Denklem 3-1’de verildigi gibi
bilgisayarda excel programinda hesaplandi. Hesaplanan serbest D vitamini ve
yararlanilabilir D vitamini sonuglar1 yine excel programina yazilarak istatistiksel analizler

yapildi.

3.4. Istatistiksel Analizler

Bu ¢alismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi GraphPad InStat ver. 3.06
(GraphPad Inc, CA, Amerika Birlesik Devletleri) tanimlayici analizler, ortalama ve
standart sapma veya medyan ve minimum-maximum veriler kullanilarak sunulmustur.
Tiim grup i¢i degiskenlerin normallik testi i¢cin Kolmogorov-Smirnov distance (KS) testi
kullanildi.

Numerik degiskenlerden normal dagilim gosterenlerde ikili karsilastirmalar
Paired t test veya Unpaired t test with Welch correction ile karsilastirilmis, normal
dagilim gostermeyenlerde Mann-Whitney test veya Wilcoxon matched pairs signed-
ranks test ile karsilastirilmistir. Ug veya daha fazla grubun karsilastirilmasi normal
dagilim gosteren degiskenler igin One-way Analysis of Variance (ANOVA) ve ¢oklu
karsilagtirmalar1 Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test ile, normal dagilim
gostermeyen degiskenler ise Kruskal-Wallis Test (Nonparametric ANOVA) ve ¢oklu
karsilagtirmalart Dunn Multiple Comparison test yapildi. Kategorik degiskenler ikili
gruplar i¢in Chi-square Testi kullanild.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik veriler

Biruni Universite Hastanesi’ne kontrol (check-up) amaciyla basvuran 51 birey
caligmaya dahil edildi. Bireylerin higbirisi disaridan herhangi bir vitamin veya mineral
takviyesi almamis ve hi¢birinin kanser veya renal hastalik teshisi bulunmamaktadir.

Stirekli ila¢ kullanan iki hasta ise hipoparatiroidi ve epilepsi hastalaridir. Bireylere ait

demografik veriler Tablo 4-1°de verilmistir.

Tablo 4-1: Bireylerin demografik verileri

Ozellik n=51

Yas (X = SD) 39,39 + 12,30
Cinsiyet n (%)

Erkek 25 (49,1)

Kadin 26 (50,9)
Hastahk Durumu

Check-up 49 (96,08)

Hipoparatiroidi 1(1,96)

Epilepsi 1(1,96)
25(0OH)D2 2,97 + 0,43 ng/ml
25(0OH)D 19,92 + 12,47 ng/ml
ALB (X + SD) 43,82+ 2,15 g/L
DBP (X + SD) 390,24 + 132,5 mg/L
Serbest D vitamini (pg/ml) 4,28 +2.47
Yararlanilabilir D vitamini 1,74 £ 1,0
(ng/ml)

Vitamin kullanimi 0
Mineral kullanimi 0
Komorbiditeler

Kanser 0

Renal hastaliklar 0
Siirekli kullanilan ilaglar 2
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4.2. 25(0OH)D Degerlerinin Kullanilan Tekniklere Gore Karsilagtirnimasi

Biruni Universitesi Hastanesi’nde CMIA yéntemiyle dlgiilen ve LC-MS/MS
teknikleriyle 6lgiilen plazma 25(OH)D degerleri 6l¢iim yapilan teknikler agisindan
karsilagtirildiginda ortalama degerlerinin benzer oldugu goriildii (Tablo 4-2). Bulgularda

istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmadi (p > 0,05).

Tablo 4-2: Bireylerin CMIA ve LC-MS/MS teknikleri ile 6l¢iilen plazma 25(OH)D
degerlerinin karsilastirilmasi

25(OH)D (ng/ml)

Teknik
X+ SD

CMIA 20,75+ 14,2
LC-MS/MS 19,92 + 12,5

p degeri 0,434

X +£8SD: Ortalama + Standart sapma

4.3. Biyokimyasal Verilerin Cinsiyete Gore Karsilastirilmasi

Bireylerin cinsiyetlerine gére LC-MS/MS-25(0OH)D, ALB ve DBP
konsantrasyonlarinin ortalamalar1 karsilagtirildiginda erkek ve kadinlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farka rastlanmadi (p > 0,05). Kadinlarda serbest D vitamini

ve yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonun ortalamalar1 erkeklere kiyasla anlaml

derecede yiiksek bulundu (sirasiyla p = 0,046, p = 0,033, Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Biyokimyasal verilerinin cinsiyetlere gore karsilastiriimasi

X +SD Erkek (n=25) Kadm (n=26)  p degeri ‘
LC-MS/MS-25(0H)D(ng/ml) 17,51 £10,98 22,49 + 13,36 0,152
ALB (g/L) 43,95+ 2,17 43,63 +2,26 0,613
DBP (mg/L) 383,72+ 109,28 387,40+ 156,71 0,434
Serbest D vitamini (pg/ml) 3,58 +1,92 4,95 +£2,79* 0,046

Yararlanilabilir D vitamini (ng/ml) 1,44 +0,75 2,03 £1,13* 0,033
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4.4. Biyokimyasal Verilerin Plazma 25(OH)D Sonuc¢larima Gore Karsilastirilmasi

CMIA sonuglarina gore 25(0OH)D konsantrasyonlari diigiik (20 ng/ml’nin altinda)
ve yliksek (20 ng/ml’nin {stiinde) olan bireylerden yiiksek olan grubun LC-MS/MS ile
hesaplanan 25(0OH)D, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonlarinin ortalamasi, diisiik olan gruba kiyasla anlamli derecede yiiksek
bulundu (p < 0,001). Ancak iki grup ALB ve DBP diizeyleri agisindan karsilastirildiginda
anlamli bir fark bulunmadi (p > 0,05, Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Biyokimyasal verilerin plazma 25(OH)D sonuc¢larina gore karsilastirilmasi

25(OH)D< 20ng/ml 25(OH)D> 20ng/ml p
(n=26) (n=25) degeri
LC-MS/MS-25(0OH)D(ng/ml) 11,52 + 5,86 28,65 + 11,5% <0,0001
ALB (g/L) 43,72 +£2,16 43,92 +2,18 0,736
DBP (mg/L) 390,63 + 152,68 389,84+ 110,87 0,638
Serbest D vitamini (pg/ml) 2,51 +£1,43 6,01 £ 2,09* <0,0001
Yararlamlabilir D vitamini 1,04 + 0,60 2,42 +0,87* <0,0001
(ng/ml)

4.5. Gc geni Polimorfizimlerinin Biyokimyasal Veriler ile Karsilastirilmasi

4.5.1. rs7041 Polimorfiziminin Biyokimyasal Veriler ile Karsilastirilmasi

Gergek zamanli PZR ile belirlenen Gc genindeki rs7041 polimorfizimine ait ti¢
genotip GG, GT ve TT’dir. 51 hasta arasinda en sik goriilen genotip GT (%49), en az
goriilen ise TT (%20) genotipidir (Sekil 4-1).
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GG
31%

GT
49%

Sekil 4-1: Tiirk toplumunda rs7041 polimorfizmine gore yiizdelik genotip dagilim

rs7041 polimorfizmine sahip bireylerin D vitamini parametreleri genotiplere gore
karsilagtirildiginda en diisiik plazma 25(OH)D konsantrasyonuna GT ve TT genotipli
bireylerde rastlandi. Bu deger istatistiksel a¢idan anlamli bulundu (p < 0,01). Benzer
sekilde serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlarmin
ortalamalar1 da GT ve TT genotipli bireylerde, GG genotipli bireylere kiyasla anlaml
sekilde diisiik bulundu (p < 0,01). Ancak DBP diizeyleri agisindan ii¢ grup arasinda
anlamli bir farka rastlanmadi (p > 0,05, Tablo 4-5).

Tablo 4-5: rs7041 polimorfizmine sahip bireylerin D vitamini parametrelerinin
karsilastirilmasi

SNP Genotipleri

X+SD
~ degeri
GG (n=16) GT (n=25) TT (n=10)
25(OH)D (ng/ml) 27,68 +13,69 17,33+10,71* 12,95 + | 0,005
5,562*
DBP (mg/L) 391,83 + 409,64 + 3374 + 0,134
91,10 162,41 98,45
Serbest D vitamini (pg/ml) 5,73 £ 2,58 3,62 £2,20* 2,74 £1,36* 0,006

Yararlamlabilir D vitamini 2,35+ 1,03 1,43 £+ 0,85* 1,27 £ 0,65* 0,004
(ng/ml)
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Bu genotiplere gore calisilan parametrelere bakildiginda plazma 25(OH)D

degerleri diislik olan 26 bireyden %19,2’sinin genotipi GG, %57,7’sinin genotipi GT ve

%23,1’inin TT oldugu tespit edilirken, yiiksek olan 25 bireyde ise 11’inin (%44) genotipi
GG, 10’unun (%40) ve 4’iiniin (%16) TT oldugu tespit edildi (Tablo 4.6).

Tablo 4-6: rs7041 polimorfiziminin ve biyokimyasal verilerin plazma 25(OH)D
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi

Genotip

GG

GT

TT

Allel

frekanslan

Parametre

LC-MS/MS-25(0OH)D(ng/ml)

DBP (mg/L)

Serbest D vitamini (pg/ml)

Yararlanilabilir

(ng/ml)
n (%)

D

vitamini

LC-MS/MS-25(0OH)D(ng/ml)

DBP (mg/L)

Serbest D vitamini (pg/ml)

Yararlanilabilir

(ng/ml)
n (%)

D

vitamini

LC-MS/MS-25(0H)D(ng/ml)

DBP (mg/L)

Serbest D vitamini (pg/ml)

Yararlanilabilir
(ng/ml)

n (%)

G

T

D

vitamini

25(0H)D

<20ng/ml (n=26)
11,10 £ 6,21

423,96 + 132,38
2,26 + 1,24
0,94 + 0,52

5 (31,25)
11,46 + 5,97

387,0 = 172,71
2,54 +1,49
1,05 £ 0,61

15 (60)
12,65+ 5,94

350,75+ 115,7
2,94 £ 1,69
1,22+0,71

6 (60)
0,77
0,81

25(0OH)D

> 20ng/ml (n=25)

32,76 + 12,43*

377,22 + 68,46
6,80 = 2,14*
2,78 £0,84*

11 (68,75) "
26,74 + 9,32*

432,7 + 145,07
5,45 £1,89*
2,10 £0,77*

10 (40)
22,14+ 12,36

317,38 + 76,65
5,25+2,23
2,24+ 0,99

4 (40)
0,84
0,56

0,0005

0,490
0,0005
0,0005

0,028
0,0005

0,363
0,0009
0.0022

0,103
0,171

0,762
0,114
0,114

0,262

0,455
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GG genotipine sahip plazma 25(OH)D degerleri diisiik olan bireylerde (n=5), LC-
MS/MS-25(0OH)D, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini degerleri, yliksek
olan bireylere gore anlamli derecede diisiik bulundu (p < 0,001). DBP konsantrasyonlari
acsisindan iki grup arasinda anlamli bir farka rastlanmadi (p > 0,05, Tablo 4-6).

GT genotipine sahip plazma 25(OH)D degerleri diisiik bireylerde (n=15), LC-
MS/MS-25(0OH)D, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini degerleri, yliksek
olan bireylere kiyasla anlamli derecede diisiikk bulunurken (sirasiyla p < 0,001 ve p <
0,01), DBP konsantrasyonlari agsisindan iki grup arasinda anlamli bir farka rastlanmadi
(p > 0,05, Tablo 4-6).

TT genotipine sahip 25(0OH)D degerleri diisiik bireylerde (n=6), LC-MS/MS-
25(0OH)D, DBP, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlari,
yiiksek olan bireylere gore anlamli bir fark gériilmedi (p > 0,05, Tablo 4.6).

Gc genindeki rs7041 polimorfizmli bireylerin plazmadaki serbest D vitamini
konsantrasyonlari diisiik (<2 pg/ml) ve yiiksek (>2 pg/ml) olan bireylerin genotip dagilimi
ve allel frekanslar incelendiginde ii¢ genotip agisindan anlamli herhangi bir fark tespit
edilmedi (p > 0,05). Serbest D vitamini diizeyleri yiiksek olan bireylerde en sik goriilen
genotip GT idi ve bu genotipli bireylerin serbest D vitamini diisiik ve yiiksek olan gruplar
arasindaki fark anlamli bulunurken (p= 0,033), GG ve TT genotipli bireyler arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (sirasiyla p=0,052, p=0,486). Serbest D vitamini diisiik olan
grupta T alleline fazla rastlanirken, yiliksek olan grupta G allelline fazla rastland1 ancak

aradaki fark istatistiksel agidan anlamli degildi (p > 0,05, Tablo 4-7).

Tablo 4-7: rs7041 polimorfizmine sahip bireylerin serbest D vitamini konsantrasyonlarina
gore genotip dagilim ve allel frekanslari

Serbest D Serbest D
vitamini vitamini
p degeri
<2 pg/ml (n=10) > 2pg/ml (n=41)
n (%) n (%)
Genotip GG 1(6) 15 (94) 0,052
dagilimi GT 7 (28) 18 (72) 0,033
N (%) TT 2 (20) 8 (80) 0,486
Allel G 0,80 0,80
0,259
frekanslann T 0,90 0,63
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Yararlanilabilir D vitamini diisiik ve yiiksek olan bireyler genotiplerine gore
ayrildiginda, GG ve GT genotipli bireylerin yararlanilabilir D vitamini diisiik ve yiiksek
olan gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edilirken (sirasiyla p= 0,0171, p=
0,049), TT genotipli bireylerin anlamli olmadig tespit edildi (p=0,348). Yararlanilabilir
D vitaminine gore G ve T allellinin frekansi diisiik olan grupta 0,79 olarak, yiiksek olan
grupta ise sirastyla 0,83 ve 0,50 olarak tespit edildi. Aradaki fark istatistiksel agidan
anlaml degildi (p > 0,05, Tablo 4-8).

Tablo 4-8: rs7041 polimorfizmine sahip bireylerin yararlamilabilir D vitamini
konsantrasyonlarina gore genotip dagilim ve allel frekanslar:

Yararlamlabilir D Yararlamlabilir D
<2 ng/ml (n=33) > 2ng/ml (n=18) p degeri
n (%) n (%)
Genotip GG 7 (43,75) 9 (56,25)* 0,0171
dagilim GT 19 (76) 6 (24)* 0,049
N (%) TT 7 (70) 3(30) 0,348
Allel G 0,79 0,83
frekanslari T 0,79 0,50 Q.15

Ozetle GG genotipe sahip bireylerin %68,75 nin plazma 25(0OH)D diizeyi normal,
geriye kalan %31,25’nin disiik oldugu gorildi (p= 0,028, Tablo 4-6). Serbest D
vitaminlerine bakildiginda ise %94'niin plazma serbest D vitamini diizeyi yiiksek iken,
%6’s1n1n diisiik oldugu belirlendi (p = 0,052, Tablo 4-7). Yararlanilabilir D vitaminlerine
bakildiginda ise %56,25’nin normal sinirlar i¢inde, %43,75’inin disik oldugu (p=
0,0171, Tablo 4-8) tespit edildi.

GT genotipe sahip bireylerin %40’ min plazma 25(OH)D diizeyi normalsinirlar
iginde, geriye kalan %60’ 1inin diisiik oldugu goriildi (p= 0,103, Tablo 4-6). Serbest D
vitaminlerine bakildiginda ise %72'sinin normal smirlar i¢inde iken %28’inin diisiik
oldugu belirlendi (p= 0,033, Tablo 4-7). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise
%?24’niin normal sinirlar iginde, %76’sinin diisiik oldugu (p= 0,049, Tablo 4-8) tespit
edildi.
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TT genotipe sahip bireylerin %40’ inin plazma 25(OH)D diizeyi normal sinirlar
iginde iken geriye kalan %60’ 1nin diisiik oldugu goriildii (p= 0,262, Tablo 4-6). Serbest
D vitaminlerine bakildiginda ise %80'inin normal sinirlar iginde iken, %2’sinin disiik
oldugu belirlendi (p= 0,486, Tablo 4-7). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise
%30'unun normal sinirlar iginde, %70’inin diisiikk oldugu (p= 0,348, Tablo 4-8) tespit
edildi.

GG genotipli  bireylerin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarindaki degisim karsilastirildiginda plazma 25(OH)D konsantrasyonu
yiiksek olan tiim bireylerde serbest D vitaminin de yiiksek oldugu goriildii. Buna karsin
diistik olan bireylerin ¢cogunda serbest D vitaminin yiiksek oldugu kaydedildi. Ancak bu
farklar anlamli bulunmadi (Sekil 4-2).

GG Genotipi

Serum 25(0OH)D < 20 ng/ml

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Serbest D vitamini < 2 pg/ml m Serbest D vitamini > 2 pg/ml

Sekil 4-2: GG genotipli birey sayilarimin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi

GG genotipli bireylerin plazma 25(OH)D ve yararlanilabilir D vitamini
diizeylerinin karsilastirilmasi sonucunda plazma 25(OH)D diizeyi yiiksek olan bireylerin
¢ogunda yararlanilabilir D vitamini diizeyinin de yiiksek oldugu goriiliirken, 25(OH)D
diisiik olan bireylerin tlimiinde yararlanilabilir D vitamini de 2 ng/ml’in altinda idi (Sekil

4-3). Aradaki fark istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0,05).
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GG Genotipi

*

Serum 25(0OH)D < 20 ng/ml

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Yaralanilabilir D vitamini <2 ng/ml  ® Yaralanilabilir D vitamini > 2 ng/ml

Sekil 4-3: GG genotipli birey sayillarimin plazma 25(OH)D ve yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonuna gore karsilastirilmasi

GT genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D diizeyi ve serbest D vitamini
diizeyindeki degisim karsilastirildiginda 25(OH)D diizeyi yiiksek olan tiim GT genotipli
bireylerde serbest D vitaminin de yiiksek oldugu goriildii. Diisiik olan bireylerde ise
serbest D vitaminin yiiksek oldugu ve bu farkin anlamli oldugu kaydedildi (p < 0,05, Sekil
4-4).

GT Genotipi

k

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Serbest D vitamini < 2 pg/ml m Serbest D vitamini > 2 pg/ml

Sekil 4-4: GT genotipli birey sayillarinmin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi
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GT genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D diizeyindeki degisim ile Yararlanilabilir
D vitamini karsilagtirilmast sonucunda 25(OH)Dyiiksek olan bireylerin yarisinda
yararlanilabilir D vitamini Diizeylar yliksek ve diger yarisinda diisiik bulundu. Diisiik
olan bireylerin ¢ogunda yararlanilabilir D vitamini de dusiiktii. Aradaki farklar
istatistiksel agidan anlamliydi (p < 0,05, Sekil 4-5).

TT genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D diizeyi ve serbest D vitamini
diizeyindeki degisim karsilagtirildiginda plazma 25(0OH)D diizeyi yiiksek olan tim TT
genotipli bireylerde serbest D vitaminin de yiiksek oldugu goriildii. Diisiik olan bireylerin
ise serbest D vitaminin yiiksek oldugu goriildii ancak aradaki bu farklarin anlaml
olmadig1 kaydedildi (p > 0,05, Sekil 4-6).

TT genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D diizeyi ve yararlanilabilir D vitamini
diizeylerinin karsilastirilmast sonucunda 25(OH)D diizeyi yiiksek olan bireylerin
yarisinda yararlanilabilir D vitamini diizeyleri yiliksek iken diger yarisinda disiik
bulundu. Diisiik olan bireylerin ¢ogunda yararlanilabilir D vitamini de disiiktii ancak

aradaki farklar istatistiksel agidan anlamli degildi (p > 0,05, Sekil 4-7).

GT Genotipi

k

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Yaralanilabilir D vitamini <2 ng/ml  ® Yaralanilabilir D vitamini > 2 ng/ml

Sekil 4-5: GT genotipli birey sayillarimin plazma 25(OH)D ve yararlamlabilir D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirnlmasi
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TT Genotipi

Serum 25(0OH)D > 20 ng/ml

Serum 25(0OH)D < 20 ng/ml

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Serbest D vitamini < 2 pg/ml m Serbest D vitamini > 2 pg/ml

Sekil 4-6: TT genotipli birey sayillarimin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi

TT Genotipi

Serum 25(0OH)D > 20 ng/ml

Serum 25(0OH)D < 20 ng/ml

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Yaralanilabilir D vitamini <2 ng/ml  ® Yaralanilabilir D vitamini > 2 ng/ml

Sekil 4-7: TT genotipli birey sayilarimin plazma 25(OH)D ve yararlamlabilir D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi

4.5.2. rs4588 Polimorfizimi
Gergek zamanli PZR ile belirlenen Gc¢ geninde ki rs4588 polimorfizimine ait {i¢

genotip AA, AC ve CC’dir. 51 hasta arasinda en sik goriilen genotip AC (%53), en az
goriilen ise AA (%2) genotipidir (Sekil 4-8).
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AA
2%

CC
45%

Sekil 4-8: Tiirk toplumunda rs4588 polimorfizmine gore yiizdelik genotip dagilim

rs4588 polimorfizmine sahip bireylerin  biyokimyasal parametrelerinin
genotiplere gore karsilastirildiginda (AA genotipli birey sayisi sadece 1 oldugu igin
istatistiksel analizlerden dislandi) en diisiik plazma 25(0OH)D diizeyi ortalama degerine
AC genotipli bireylerde rastland1 ve CC genotipine kiyasla istatistiksel agidan anlamli
bulundu (p < 0,05). Benzer sekilde serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini
degerlerinin ortalamalar1 da AC genotipli bireylerde, CC genotip grubuna kiyasla anlamli
bulundu (p < 0,05). DBP konsantrasyonlari agisindan iki grup arasindaki 6nemli bir farka
rastlanmadi (p > 0,05, Tablo 4-9).

Tablo 4-9: rs4588 polimorfizmine sahip bireylerin D vitamini parametrelerinin

karsilastirilmasi
SNP Genotipleri
25(0OH)D (ng/ml) 16,03 + 8,91 24,58 +13,04 0,032
DBP (mg/L) 372,28 + 144,83 409,82+ 119,30 0,150
Serbest D vitamini (pg/ml) 2,99 +1,76 4,35+2,53 0,043

Yararlanmilabilir D vitamini (ng/ml) 1,41 = 0,81 2,09 + 0,90 0,017
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Tablo 4-10: rs4588 polimorfiziminin ve biyokimyasal verilerin plazma 25(OH)D
gruplarina gore karsilastirilmasi

25(0OH)D 25(0OH)D
Genotip Parametre <20ng/mi > 20ng/ml p degeri
(n=26) (=2
LC-MS/MS- 18,91 - -
25(OH)D(ng/ml)
DBP (mg/L) 260,5 - -
AA Serbest D vitamini 5,44 - -
(pg/ml)
Yararlanilabilir D 224 - -
vitamini (ng/ml)
n (%) 1 (100) 0 (0) 0,161
LC-MS/MS- 10,13 + 6,00 24,33 + 8,01* <0.0001
25(OH)D(ng/ml)
DBP (mg/L) 383,64+ 1852  360,04+893 0,675
AC Serbest D vitamini 2,28 +1,53 5,58 £1,75* <0.0001
(pg/ml)
Yararlanilabilir D 0,95 +0,64 2,22 +0,76* 0.0001
vitamini (ng/ml)
n (%) 14 (52) 13 (48) 0,447
LC-MS/MS- 13,22 +£ 5,32 32,49 +13,42*%  0.0007
25(0OH)D(ng/ml)
DBP (mg/L) 395,98+ 115,96 429,04+ 129,98 0,412
e Serbest D vitamini 2,78 +£1,17 6,20 = 2,30* 0,0006
(pg/ml)
Yararlanilabilir D 1,14 +047 2,53 +£0,90* 0.0004
vitamini (ng/ml)
n (%) 11 (48) 12 (52) 0,341
Allel A 0,58 0,52 0,947
frekanslarn  C 0,96 1,00

rs4588 genotiplerine gore biyokimyasal parametrelere bakildiginda plazmada
25(0OH)D degerleri diisiik olan 26 bireylerden sadece %3,85 AA, %53,85’nin AC ve



72

%42,3’1iniin CC genotipe sahip oldugu tespit edilirken, yiiksek olan 25 bireyden %52 AC,
%48’inin CC genotipe sahip oldugu tespit edildi. (Tablo 4-10).

AC genotipine sahip 25(OH)D degerleri diisiik bireylerde, LC-MS/MS-25(0OH)D,
serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini degerleri, yiliksek olan bireylere gore
anlamli derecede diisiik bulundu (p < 0,001). DBP konsantrasyonlari agsisindan iki grup
arasinda anlamli bir farka rastlanmadi (p > 0,05, Tablo 4-10).

CC genotipine sahip plazma 25(OH)Ddegerleri diisiik bireylerde, LC-MS/MS-
25(0OH)D3, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini degerleri, yiiksek olan
bireylere gére anlamli derecede diisiik bulundu (p <0,001). DBP miktarlar1 agsisindan iki
grup arasinda anlamli farka rastlanmadi (p > 0,05, Tablo 4-10).

AC ve CC genotipli bireylerin serbest D vitaminine gore karsilastirildiginda diisiik
ve yiiksek olan gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamlilik tespit edildi (sirasiyla p =
0,028, p = 0,038, Tablo 4.11). Serbest D vitamini konsantrasyonlar1 hem diisiik olan, hem
de yiiksek olan grupta C allel frekans1 A alleline kiyasla yiiksek bulundu (p > 0,05).
Ayrica tiim bireylerde C allelinin frekansinin yiiksek oldugu goriildii (p=0,194, Tablo 4-
11).

Tablo 4-11: rs4588 polimorfizmine sahip bireylerin serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore genotip dagilim ve allel frekanslar:

Serbest D Serbest D
vitamini vitamini .
degeri
<2 pg/ml (n=10) > 2pg/ml (n=41)
AA 0 (0) 1 (%100) 0,309
Genotip dagilim
N (%) AC 8 (%30) 19 (%70) 0,028
(0]
CC 2 (%9) 21 (%091) 0,038
A 0,80 0,49
Allel frekanslan 0,194
C 1,00 0,98

Yararlanilabilir D vitaminine gore diisiik ve yiiksek olan gruplar arasinda, AC ve
CC genotipli bireylerde anlamli farka rastlandi (sirasiyla p = 0,276, p = 0,421).
Yararlanilabilir D vitamini diisiik olan grupta A allellinin frekans1 0,56, C allellinin

frekans1 1,0 iken, yiiksek olan grupta ise A allellinin frekansi 0,53, C allellinin frekansi
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0,94 olarak hesaplandi. Aradaki fark istatistiksel agidan anlamli goriilmedi (p=0,495,
Tablo 4-12).

Tablo 4-12: rs4588 polimorfizmine sahip bireylerin serbest D vitamini konsantrasyonlarina
gore genotip dagilim ve allel frekanslar

Yararlamlabilir D Yararlamlabilir D
p degeri
< 2 ng/ml (n=34) > 2ng/ml (n=17)

AA 0 (0) 1 (100)* 0,077
Genotip dagilimi

AC 19 (70,4) 8 (29,6) 0,276

n (%)

CC 15 (65,2) 8 (34,8) 0,421

A 0,56 0,53
Allel frekanslari 0,495

C 1,0 0,94

AC genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D diizeyi degisimi ile serbest D vitamini
diizeyindeki degisimlerin karsilastirilmasi sonucunda plazma 25(OH)D diizeyi yiiksek
olan bireylerin tiimiinde serbest D vitamini konsantrasyonlar1 yiiksek bulundu (Sekil 4-
9).

Plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik olan bireylerin ¢ogunda serbest D
vitamini de diisiik oldugu tespit edildi. Plazma 25(OH)D konsantrasyonu yiiksek olan
grupla aralarindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0,05).

AC Genotipi

*

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Serbest D vitamini < 2 pg/ml m Serbest D vitamini > 2 pg/ml

Sekil 4-9: AC genotipli birey sayilarimin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi
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AC genotipli bireylerin plazma 25(OH)D konsantrasyonu ve yararlanilabilir D
vitamini ~ konsantrasyonlarinin  karsilagtirillmasi  sonucunda plazma 25(0OH)D
konsantrasyonu yiiksek olan bireylerin %42,85’inde yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonlar1 da yiliksek ve geriye kalanlarin ise diisiik oldugu goriildi. Ayrica
plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik olan bireylerin ¢ogunda yararlanilabilir D
vitamininin de diisiik oldugu ve aralarindaki farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu
goriildi (p < 0,05, Sekil 4-10).

CC genotipli bireylerin plazma 25(OH)D konsantrasyonu ve serbest D vitamini
diizeyi karsilastirilmast sonucunda plazma 25(OH)D konsantrasyonu yiiksek olan
bireylerin ¢ogunda serbest D vitamini konsantrasyonlari da yiiksek bulundu (Sekil 4-11).
25(0OH)D konsantrasyonu diisiik olan bireylerin ¢ogunda ise serbest D vitamini yiiksek
iken sadece 1 bireyde 2 pg/ml’nin altinda saptanabildi ve aradaki fark istatistiksel agidan
anlamli bulunmadi (p > 0,05).

AC Genotipi

s z5000> s |
k
s 25010 < 0o | -

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Yaralanilabilir D vitamini <2 ng/ml  ® Yaralanilabilir D vitamini > 2 ng/ml

Sekil 4-10: AC genotipli birey sayillarimin plazma 25(OH)D ve yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi



CC Genotipi

Serum 25(0OH)D < 20 ng/ml

0% 20% 40% 60% 80% 100%

m Serbest D vitamini < 2 pg/ml m Serbest D vitamini > 2 pg/ml

Sekil 4-11: CC genotipli birey sayilarimin plazma 25(OH)D ve serbest D vitamini
konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi

rs4588 polimorfizmine sahip CC genotipli bireylerin plazma 25(0OH)D
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Ve

yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi sonucunda plazma

25(0OH)D konsantrasyonu yiiksek olan bireylerin ¢ogunda yararlanilabilir D vitamini

konsantrasyonlar1 yiiksek ve geriye kalanlarda diisiik bulundu (Sekil 4-12). 25(OH)D

diisiik olan bireylerin hepsinde yararlanilabilir D vitamini de diisliktii ve aradaki fark

istatistiksel agidan anlamli bulundu (p < 0,05).

CC Genotipi

s zs090- 20 ror |
%k
smzsiop-< 2ot |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B Yaralanilabilir D vitamini <2 ng/ml  ® Yaralanilabilir D vitamini > 2 ng/ml

Sekil 4-12: CC genotipli birey sayillarinin plazma 25(OH)D ve yararlanilabilir D vitamini

konsantrasyonlarina gore karsilastirilmasi
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rs4588 polimorfizmine gore AA genotipe sahip bir bireyin 25(OH)D
konsantrasyonu diisiik goriinmesine ragmen serbest D vitamini ve yararlanilabilir D
vitamin diizeyleri normal degerler igerisinde ¢ikmistir. AC genotipe sahip bireylerin
%48’inin 25(OH)D diizeyi normal degerler icerisindeyken, geriye kalan %52 sinin diisiik
oldugu bulundu (p = 0,447, Tablo 4-10). Serbest D vitaminlerine bakildiginda ise
%70'nin normal sinirlar igerisindeyken, %30 nun diisiik oldugu goriildii (p = 0,028, Tablo
4-11). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise %29,6’sinin normal, %70,4’liniin
diisiik oldugu tespit edildi (p =0,276, Tablo 4-12). CC genotipe sahip bireylerin
%52’sinin 25(OH)D vitamini normal ve %48’inin toplam D vitamini diisiik oldugu
bulunurken (p = 0,341, Tablo 4-10), serbest D vitaminlerine bakildiginda ise %91'inin
normal sinirlar igerisinde, sadece %9’unun diisiik oldugu bulundu (p = 0,038, Tablo 4-
11). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise %34,8’inin normal sinirlar

icerisindeyken, %65,2’sinin diisiik oldugu goriildii (p = 0,421, Tablo 4-12).

4.6. DBP Fenotiplerine Gore Biyokimyasal Verilerin Karsilastirilmasi
Bireylerin rs7041 ve 1s4588 polimorfizimlerinden kombinasyonlarindan
kaynaklanan fenotiplerine bakildiginda, Tiirk popiilasyonunda en sik goriilen fenotiplerin

Gcls/2 ve Gels/1s, nadir goriilen fenotipin ise GC1f/1f oldugu tespit edildi (Sekil 4-13).

GC1f/2
14%

GCls/1s

GC1f/1f 31%

6%

GCl1s/2
35%

Sekil 4-13: Tiirk toplumunda DBP fenotiplerinin yiizdelik dagilim dagilimi
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rs7041 ve rs4588 polimorfizimlerine sahip bireylerin  biyokimyasal
parametrelerinin  karsilastirilmasi Tablo 4-13’de sunulmustur. Gcls/2 ve Gclf/2
fenotipine sahip bireylerde 25(OH)D konsantrasyonlarinin ortalamasi diger fenotiplere
kiyasla anlamli derecede diisiikk bulundu (p < 0,05). Benzer sekilde bu fenotipe sahip
bireylerde serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlarinin
ortalamalari da yine anlamli derecede diisiik bulundu (p < 0,01). DBP konsantrasyonlari
acisindan bes fenotip arasinda farklilik bulunmad: (p > 0,05).

Gc geni fenotiplerinin plazma 25(OH)D konsantrasyonlari diisiik veya yiiksek
olan gruplara gore dagilimlart incelendiginde plazma 25(OH)D degeri diisiik olan
bireylerde en sik goriilen fenotip GC1s/2 iken yiiksek olan bireyler arasinda en sik goriilen
fenotip ise GCls/1s oldugu tespit edildi. Gcls/1s fenotipi agisindan iki grubun birey
say1lar1 arasindaki fark anlamli goriiliirken (p < 0,05), Gelf/1f, plazma 25(OH)D degeri
diisiik ve yiiksek olan bireylerde en nadir goriilen fenotip oldu (Tablo 4-14).

Tablo 4-13: Gc geni fenotiplerinin biyokimyasal parametrelere gore karsilastiriimasi
Fenotip
X +SD
Serbest D

Yararlanilabilir

Plazma
DBP (mg/L) vitamini D vitamini
25(OH)D(ng/ml)
(pg/ml) (ng/ml)

Gcels/1s 27,69+13,7 391,8491,1 5424235 2,44+0,99
(n=16)
Gels/If  17,27+4,3 423.4+163,8  3,28+0,93 1,55+0,65
(n=7)
Gelsl2 16,48+9,4* 361,7+88.6 2,56+1,46%* 1,34+0,79%*
(n=18)
Gelf/if  24,26+13,0 417,0£153,8  4,92+2,62 2,05+1,17
(n=3)
Gelfl2 13,10+6,5* 303,3+46,1 2,48+1,26%* 1,19+0,59%*
(n=7)

p degeri 0,016 0,202 0,003 0,005
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Tablo 4-14: DBP fenotiplerinin plazma 25(OH)D konsantrasyonlarina gore dagilimlari

25(0H)D 25(0H)D
Fenotip <20 ng/ml (n=26) > 20 ng/ml (n=25) p degeri
n (%) n (%)

Gcels/1s 5 (31,25) 11 (68,75)* 0,028
Gels/1f 5 (71,43) 2 (28,57) 0,122
Gcels/2 10 (55,56) 8 (44,44) 0,315
Gcelf/if 2 (66,67) 1(33,33) 0,288
Gclf/2 4 (57,15) ‘ 3 (42,85) 0,363

DBP fenotiplerinin serbest D vitamini konsatrasyonuna gore dagilimlar
incelendiginde plazma 25(OH)D degeri diisiik olan bireylerde en sik goriilen Gcls/2
fenotipi oldugu tespit edilirken, yiiksek olan grupta ise Gcls/1s fenotipinin oldugu
goriildi (Tablo 4-15). GC1s/2 fenotipi agisindan iki grubun birey sayilari arasindaki fark
anlamli idi (p < 0,05). Serbest D vitamini degeri diisiik olan grupta Gcls/1f ve Gelf/1f
fenotipleri goriilmezken yiiksek olan bireylerde en nadir goriilen fenotip ise G¢1f/1f (%3)
oldu.

Tablo 4-15: DBP fenotiplerinin serbest D vitamini konsantrasyonlarina gore dagilimlar:

Serbest D vitamini  Serbest D vitamini

Fenotip <2pg/ml (n=9) >2pg/ml (n=42) p degeri
n (%) n (%)

Gcls/ls 1 (6,25) 15 (93,75) 0,074

Gcels/1f 0 (0) 7 (100) 0,204

Gcls/2 6 (33,34) 12 (66.66)* 0,015

Gcelf/1f 0 (0) 3(100) 0,204

Gclfi2 2 (28,58) 5(71,42) 0,207

DBP fenotiplerinin yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlari1 gore dagilimlari
incelendiginde yararlanilabilir D vitamini degeri diisiik olan grubun bireylerinde en sik
goriilen fenotip Gcls/2 oldugu tespit edilirken, yiiksek olan grupta ise Gcls/1s oldugu
goriildii (Tablo 4-16). Gcls/1s fenotipi agisindan iki grubun birey sayilart arasindaki fark
anlamli idi (p < 0,05). Yararlanilabilir D vitamini degeri diisiik olan grupta Gclf/1f
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fenotipi sadece bir bireyde tespit edildi. Yararlanilabilir D vitamini degeri yiliksek olan

bireylerde en nadir goriilen fenotipler ise Gcls/1f ve Gclf/2 oldu.

Tablo 4-16: DBP fenotiplerinin yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlarina gore
dagilimlari

Yararlanmilabilir D  Yararlamlabilir D

vitamini < 2ng/ml  vitamini >2ng/ml

Fenotip (n=33) (n=18) p degeri
n (%) n (%)

Gcls/1s 7 (43,75) 9 (56,25)* 0,017

Gcels/1f 6 (85,72) 1(14,28) 0,105

Gcels/2 13 (61,54) 5 (38,46) 0,203

Gcelf/if 1(33,34) 2 (66,66) 0,121

Gcelf/2 6 (83,34) 1 (16,66) 0,105

Gcls/1s fenotipine sahip bireylerin %68,75’inin CMIA sonuglarina gore plazma
25(0OH)D konsantrasyonu normal, geriye kalan 9%31,25’inin plazma 25(OH)D
konsantrasyonu diisiik oldugu bulundu (p = 0,103, Tablo 4-14). Serbest D vitaminlerine
bakildiginda ise %93,75’inin normal, %6,25’inin diisiik oldugu tespit edildi (p = 0,033,
Tablo 4-15). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise 56,25’inin normal,
%43,75’nin diisiik oldugu (p = 0,0171, Tablo 4-16) goriildii.

Gels/1f fenotipine sahip bireylerin  %28,57’sinin plazma 25(OH)D
konsantrasyonu normal smirlar igerisindeyken, geriye kalan %71,43tiniin diisiik oldugu
bulundu (p = 0,103, Tablo 4.14). Serbest D vitaminlerine bakildiginda ise %100 iiniin
normal oldugu gorildi (p= 0,033, Tablo 4-15). Yararlanilabilir D vitaminlerine
bakildiginda ise 14,28’nin normal, %85,72’sinin diisiik oldugu (p= 0,0171, Tablo 4.16)
tespit edildi.

Gcls/2 fenotipine sahip bireylerin %44,44’sinin plazma
25(0OH)Dkonsantrasyonu normal smuirlar igerisindeyken, geriye kalan %55,56’sinin
plazma 25(OH)Dkonsantrasyonu diisiik oldugu bulundu (p = 0,103, Tablo 4-14). Serbest
D vitaminlerine bakildiginda ise %66,66’smin normal, %33,34’iiniin diisiik oldugu
goriildi (p = 0,033, Tablo 4-15). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise
38,46’sin1n normal, %61,54 {iniin diisiik oldugu (p = 0,0171, Tablo 4-16) tespit edildi.
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Gclf/1f  fenotipine sahip bireylerin - %33,33’tiniin  plazma 25(OH)D
konsantrasyonu normal sinirlar igerisinde, geriye kalan %66,67’sinin plazma 25(0OH)D
konsantrasyonu diisiik oldugu bulundu (p = 0,103, Tablo 4-14). Serbest D vitaminlerine
bakildiginda ise tamaminin normal sinirlar i¢erisinde oldugu gériildii (p = 0,033, Tablo
4.15). Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise 66,66’sinin normal, %33,34’{inlin

diisiik oldugu (p = 0,0171, Tablo 4-16) tespit edildi.

Gclf/2 fenotipine sahip bireylerin %42,85’inin plazma 25(OH)D konsantrasyonu
normal sinirlar igerisinde, geriye kalan %57,15’inin plazma 25(OH)D konsantrasyonu
diisiik oldugu bulundu (p = 0,103, Tablo 4-14). Serbest D vitaminlerine bakildiginda ise
%71,42’sinin normal, %28,58’inin diisiik oldugu gorildi (p=0,033, Tablo 4-15).
Yararlanilabilir D vitaminlerine bakildiginda ise %16,66’sinin normal, %83,34’{iniin

diisiik oldugu (p = 0,0171, Tablo 4-16) tespit edildi.
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5. TARTISMA

Gc, oldukga polimorfik bir gendir. G¢ geninde siklikla karsilasilan iki SNP ‘in
(rs7041 ve rs4588) farkli alel diizenlemelerine karsilik gelen Gclf, Gels ve Gce2
varyantlart D vitamini eksikligi de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklarla
iligskilendirilmistir (Chishimba ve ark. 2010, Wood ve ark. 2011). Bu varyantlarin plazma
25(0OH)D'e baglanmada afinite farkliliklarina neden oldugu ve dolayisiyla plazma
igerigini etkiledigi bildirilmistir (Janssens ve ark, 2010). Dolasimdaki 25(OH)D’iin %90
kadar1 DBP ile sik1 baglantili bulundugu i¢in Gc geninin farkli izoformlari, 25(OH)D’{in
plazma konsantrasyonunu ve Kullanilabilirligini etkileyebilmektedir (Arnaud ve
Constans, 1993). Ancak bu izoformlarin plazma 25(OH)D’iin baglandigi1 bolgeyi nasil ve
ne kadar etkiledigi bilinmemektedir. Literatiire gore bazi polimorfizmler, baglanan D
vitamininin daha ¢abuk serbest birakilmasina yol agarken, bazilarinin da daha zor serbest
birakabildigi gosterilmistir. Serbest hormon hipotezine gore D vitamininin aktif formu
olan 1,25(0OH)2D’ye doéntistiiriilmek iizere hiicrelere yalnizca serbest D vitamini girebilir.
Bagka bir deyisle hiicrelere etki eden hormon, dolasimda bagli olmayan serbest
hormondur. Bu durumda plazma 25(OH)D igin bir depo gorevi géren DBP’nin roliiniin
25(0OH)D’tin yar1 Oomriinii uzatmak ve serbest D vitamininin yararlanilabilirligini

sinirlandirmak oldugu diisiiniilmektedir (Aloia ve ark. 2015).

Powe ve arkadaslarmmin 2011 yilinda yapmis olduklart 1981 katilimcilt bir
caligmada plazma 25(OH)D konsatrasyonu ortalamalar1 siyahlarda (15,6 + 0,2 ng/ml, p <
0.001), beyazlara gore diisiik (25,8 + 0,4 ng/ml p < 0.001) bulunmustur. Bu sonuglara
gbre D vitamini fonksiyonlarinin (kemik yogunlugunun fazlaligi, kemik erimesinin ve
kemik kirilmasinin azligi gibi) beyazlarda daha fazla goriilmesi beklenirken sasirtict
sekilde siyahlarda daha fazla oldugu tespit edilmistir (Powe ve ark. 2011). Bu ¢aligmayla
birlikte uzun zamandir devam eden D vitaminin 6l¢limleriyle ilgili caligmalar dikkatleri
DBP’ye ¢ekmistir. Ciinkii ¢alismanin devaminda DBP 6l¢iimii yapilmis olup, beyazlara
kiyasla (337 £ 5 ug/ml) siyahlara DBP miktarinin daha disiik (168 = 3 pg/ml oldugu
gosterilmistir (Powe ve ark. 2013). Powe ve arkadaglarinin DBP’nin D vitamini
fonksiyonlarin1 etkiledigi bildirilen ¢alismasi 6rnek alinarak tez calismamiz, Tirk

toplumunda bu durumun aydinlatilmasi {izerine kurgulanmustir.
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Caligmamizda 51 katilimcidan alinan DNA 6rnekleri, D vitamini baglayici protein
geninin kodlama bolgesindeki iki SNP rs4588 ve rs7041- i¢in genotiplendi. Bu SNP’ler
genel popiilasyondaki yiiksek prevalanslart ve DBP fonksiyonuyla olan 6nemli

baglantilar1 dolayisiyla tercih edildi.

Danimarkali ailelerde yapilan bir D vitamin takviyesi ¢alismasinda, G¢ geninde ki
rs842999 ve rs4588 polimorfizimlerinin plazma 25(OH)D konsantrasyonlari ile kuvvetli
bir sekilde iliskili oldugu saptanmistir (Nissen ve ark. 2014a). isve¢’te yetiskin ikiz
ciftlerde yapilan kesitsel bir arastirmada yaz aylarinda plazma 25(OH)D
konsantrasyonlarindaki degiskenligin yarisinin genetik faktorlerle agiklanabildigi
gbzlemlenirken, bu tahminin kis aylarinda oldukea diisiik oldugu gosterilmistir (Snellman
ve ark. 2009). Engelman ve arkadaslari postmenopozal Amerikan kadinlarin dahil
edildigi kesitsel bir ¢aligmada, rs4588 ve rs7041 SNP’lerin yaz boyunca plazma 25(OH)D
konsantrasyonlari ile kuvvetle iligkili oldugunu, ancak kisin olmadigin1 gézlemlemistir
(Engelman ve ark. 2013). Petersen ve arkadaslar1 saglikli 642 Danimarkali ¢cocugu dahil
ettikleri bir caligmada, sectikleri gesitli SNP’ler ile plazma 25(OH)D konsantrasyonlari
arasindaki iliskileri arastirmis, lic mevsim boyunca rs4588 ve rs7041'min minér alellerini
diisiik plazma 25(OH)D konsantrasyonlariyla iliskili oldugunu bildirmislerdir (Petersen
ve ark. 2017). Bu ¢alismalar, yaptigimiz ¢alismayla birlikte Gc geni polimorfizmlerinin
plazmada 25(OH)D, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D  vitamini

konsantrasyonlarinin iliskisi oldugunu desteklemektedir.

Caligmamizda tiim bireylerin yararlanilabilir D vitamini seviyesi ortalamasi 1,74
+ 1,0 ng/ml olarak kaydedilmistir. rs7041 polimorfiziminin GG genotipine sahip
bireylerde yararlanilabilir D vitamini seviyesi ortalamasi 2,35 + 1,03 iken GT ve TT
genotiplerine sahip bireylerde istatiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik seviyelere
rastlanmustir (sirasiyla 1,43 + 0,83 ve 1,27 + 0,65). GT genotipli heterozigot bireyler ile
TT homozigot bireyler arasinda yararlanilabilir D vitamini agisindan fark goriilmezken
GG homozigot bireyler ile anlamh fark goériilmiistiir. GG genotipli bireylerin plazma
25(0OH)D konsantrasyonlart ile yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlarinin
karsilagtirilmast sonucunda 25(OH)D diizeyleri diisiik olan bireylerin tliimiinde
yararlanilabilir D vitamininin de 2 ng/ml’in altinda oldugu goriilmiistiir. Ancak GT veya
TT genotipli bireylerin 25(OH)D diizeyleri diisiik olanlarinin ¢ogunda, yararlanilabilir D

vitamininin de 2 ng/ml’in altinda oldugu fakat birer bireyde (sirasiyla %4 ve %10)
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yararlanilabilir D vitamini yliksek oldugu tespit edilmistir. Bu da T alleline sahip
bireylerde klinik olarak Olgiilen 25(OH)Ddiizeylerinin yararlanilabilir D vitamini

diizeyleriyle her zaman 6rtiismedigini gostermektedir.

Calismamizda rs4588 polimorfizimine sahip bireylerden heterozigot olanlarda
(AC) 25(0OH)D, serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamini seviyeleri homozigot
olan bireylere kiyasla (CC) anlamli derecede diisilk bulunmustur. AA genotipli birey
sayisi 1 oldugu igin plazma 25(OH)D konsantrasyonlari ile yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonlar1 istatistiksel olarak karsilastirllamamistir. Ancak bu bireyin klinikte
plazma 25(0OH)D diizeyi diisiik olmasina ragmen yararlanilabilir D vitamini
konsantrasyonun normal oldugu goriilmistiir. Buradan her 25(OH)D konsantrasyonu
diisiik olan bireyin D vitamin takviyesi almasina gerek olmadigi anlagilmaktadir. AC
genotipli bireylerin 25(OH)D diizeyleri diisiik olanlarin (%51,9) ¢ogunda (%48,1),
yararlanilabilir D vitamininin de 2 ng/ml’in altinda oldugu fakat bir bireyde yiiksek
oldugu (%3,7) bulunmustur. Buna karsin CC genotipli bireylerin 25(OH)D diizeyleri
diisiik olanlarin tiimiiniin yararlanilabilir D vitamini konsantrasyonlar1 da diisiik
bulunmustur. Bu da C alleline sahip bireylerde klinik olarak o&lgiilen 25(OH)D
diizeylerinin, yararlanilabilir D vitamini diizeyleriyle her zaman Ortiigmedigini

gostermektedir.

Calismamiza gore rs7041 GT genotipinin, Tiirk toplumunda en sik goriilen
genotip (%50) oldugu tespit edilmistir. Ancak bu genotipe sahip bireylerin %61'inin
plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik gibi gériinmesine ragmen %33'liniin serbest D
vitaminleri normaldir. GG genotipine sahip bireylerin %31,25’nin plazma 25(0OH)D
konsantrasyonu diisiikk gibi goriinmesine ragmen aslinda serbest D vitaminlerine
bakildiginda sadece %6’sinin diisiik oldugu goézlenmektedir. TT genotipine sahip
bireylerin %60’nin plazma 25(0OH)D konsantrasyonu diisiik iken, serbest D vitamin

seviyeleri sadece %2’sinde diisiik olarak goriilmektedir.

rs4588 AA genotipine sahip bir bireyin plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik
olarak tespit edilmesine ragmen serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamin seviyesi
normal diizeylerdedir.. AC genotipine sahip bireylerin %52’sinin plazma 25(OH)D
konsantrasyonu diisiik gézlenmesine ragmen, serbest D vitamin seviyesinin %30’unda

diisiik oldugu kaydedilmistir. CC genotipine sahip bireylerin %48’inin plazma 25(OH)D
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konsantrasyonu diisiik gozlenmesine ragmen serbest D vitamin Seviyesinin %8’ inde
diisiik oldugu goze carpmaktadir. Tiim genotiplerde plazma 25(OH)D konsantrasyonu
diisiik gorlinen birey sayisinin, serbest D vitamini konsantrasyonlar1 incelendiginde
azaldigi tespit edilmistir. Bu da aslinda klinik olarak 6l¢iildiigiinde neden bu kadar yaygin
D vitamini diislikliigii tanis1 kondugunu agiklamaktadir. Aslinda bireylerde aktif form
olan 1,25(OH)2D’nin olusmasinda asil etkili olan serbest D vitamininin incelenmesi, bu
kadar yaygin D vitamini eksikligi tanisinin 6niine gegebilir. Ayrica D vitamini eksikligi
oldugu sanilan bireylerde kullanilan D vitamini artan DBP ile baglandigi i¢in D vitamini
takviyesi gereksiz yere verilmektedir. Tirk toplumunda bdyle bir ¢alismanin ilk defa
yapiliyor olmasi énem arz etmektedir ve bu sebeple sonuglarimiz literatiire gore diger
toplumlar ile kiyaslanabilse de Tiirk popiilasyonundaki herhangi bir veri ile

kiyaslanamamaktadir.

Fenotipler ile ilgili caligmalara bakildiginda ise, Norvec’te 11 000 kisiyle yapilan
genis bir ¢alismada Gcls/1s, Gels/1f ve Gelf/1f fenotiplerine sahip bireylerde plazma
25(0OH)D diizeyleri ortalamalari fenotiplere gore sirayla 55,4 + 16,8 nmol/L, 53,3 £ 17,2
nmol/L ve 52,2 + 16,8 nmol/L gibi yiiksek seviyelerde tespit edilmistir (Jorde ve ark.
2015). Gcls/2, Gelf/2 ve Ge2/2 fenotiplerinin ise sirasiyla 50,5 = 16,3 nmol/L, 50,3 +
15,6 nmol/L ve 46,9 + 15,1 nmol/L gibi diisik seviyede oldugu kaydedilmistir.
Calismamizda bu degerlere nazaran oldukga diisik 25(OH)D diizeylerine rastlandi.
Gcls/ls, Gels/if ve Gelf/1f fenotiplerinde 25(OH)D diizeyleri ortalamalar1 sirasiyla
27,69 + 13,7 ng/ml, 17,27 + 4,3 ng/ml ve 24,26 + 13,0 ng/ml olarak tespit edildi ve bu
degerler arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Ancak Gcls/1f ve Gclf/2 fenotiplerinde
ortalamalar anlamli derecede diiserek 16,48+9,4 ng/ml ve 13,10+6,5 ng/ml olarak
kaydedildi. Bu da rs7041 polimorfizimlerinden bagimsiz olarak rs4588 polimorfiziminde
goriilen heterojenisite plazmadaki D vitamini diizeyleri ve hatta serbest D vitamini

diizeylerinin diistikligiiyle iliskilendirilebilir.

Calismamizda SNP’lere ait fenotipler incelendiginde Gcl1s/1s fenotipli bireylerin
%31,25’inin plazma D vitamini diizeyleri diisiik oldugu halde, sadece %6,25’inin serbest
D vitamini diizeylerinin diisiikk oldugu gozlenmistir. Ge1s/1f ve Gelf/1f fenotipli bireyler
arasinda plazma D vitamini diizeyleri diisiik olanlarin orani sirasiyla %71,43 ve %66,67
oldugu halde tamaminin serbest D vitamini diizeylerinin normal oldugu saptanmaistir.

Gcls/2 fenotipine sahip bireylerden %55,56’sinin plazma D vitamini diizeyleri diisiik
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oldugu halde %33,34 {iniin serbest D vitamini diizeylerinin diisiik oldugu kaydedilmistir.
Gclf/2 fenotipine sahip bireylerde plazma D vitamini diisiik olanlarin yiizdesi %57,15
iken serbest D vitamini diisiik olanlarin yiizdesi %28,58 olarak bulunmustur. Tim
fenotiplerde, genotiplerde oldugu gibi plazma 25(OH)D konsantrasyonu diisiik goriinen
birey sayilari, serbest D vitaminine bakildiginda azalmaktadir. Bu g¢alismaya gore
popiilasyonda D vitamininin aktif formu olan 1,25(OH)2D’nin olugmasinda asil etkili
olan serbest D vitamini diizeylerine bakilirsa bu kadar yaygin D vitamini eksikligi
goriilmeyecektir. Ayrica D vitamini eksikligi oldugu sanilan bireylerde, Gc geni
polimorfizmlerine gore vitaminin DBP’e baglanmasinda farkliliklar dogabilecegi i¢in
serbest D vitamini ve yararlanilabilir D vitamin diizeyleri incelenerek D vitamininin

gereksiz yere kullanimi engellenebilir.

Ayrica Gc geninde yaygin olarak calisilan rs7041 ve rs4588 polimorfizmleri
toplumlara gore degiskenlik gostermektedir. Bu SNP'ler ile plazma 25(OH)D
konsantrasyonlar1 arasindaki iliskiler daha once Iskandinav enlemlerinde yasayan
¢ocuklarda arastirtlmis ve genotipler arasinda plazma 25(OH)D konsantrasyonlarinda

anlaml1 farkliliklar oldugu gézlenmistir (Pekkinen ve ark. 2014, Nissen ve ark. 2014b).

Khanna ve ark. 2019 yilinda yayinladiklar1 bir sistematik derleme ve
metaanalizinde Gc lokusunun genetik yapisini arastirarak allelik heterojenisiteyle vitamin
D metabolizmasi ve transportu arasindaki iligkiyi ortaya koymaya ¢alismistir (Khanna ve
ark. 2019). rs4588 ve rs7041 arasindaki allel frekanslarindaki farkliliklarin farkl
poplilasyonlarda, popiilasyona spesifik Onemli genetik katkilarda bulundugunu
kaydetmislerdir. Bu iki kritik varyant arasindaki major farkhiliklarin, farkli haplotip
frekanslarina neden oldugu ve Japonlarda ve Afrikalilarda herhangi bir haplotipin
bulunmamasmna yol agtigim  belirtmiglerdir.  Ozellikle ABD’deki  Gujarati
Kizilderililerinin allel frekanslarinin AA, AC ve CC genotipleri i¢in sirasiyla %6,9,
%49,5 ve %43,6 olmasi bu popiilasyonda AC genotipinin CC genotipinden fazla
bulundugunu ortaya koymaktadir. Ancak Avrupa, Cin, Japon, Afrika, Meksika
popiilasyonlarinda CC genotipi digerlerine gore daha baskindir ve AA genotipi genel
olarak nadirdir. Bu belki de farkli haplotiplerin, farkli etnik popiilasyonlarla iligkili
oldugunu gosterir ve eger varsa yeni alelleri veya haplotipleri ortaya ¢ikarmak i¢in daha
biiylik o6lcekli genetik calismalara ihtiyag bulunmaktadir. Genel egilim, Avrupa ve

Amerikan yerlileri arasindaki nispi benzerligi ve Japon ve Afrikalilar arasindaki belirgin
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farkliliklar1  gostermektedir. GC geninin farkli alelik diizenlemeleri, izoelektrik
noktalarinda ve D3 vitaminine baglanma etkinliklerinde farklilik gosteren farkli Gc
varyantlaria yol agar (Speeckaert ve ark. 2006). Ayrica, farkli popiilasyonlarda bulunan
rs4588 ve rs7041 SNPleri, Gc genindeki farkli regiilator ve yapisal SNP setlerini
(haplotiplerde) etiketleyebilir ve boylece Gc proteininin ekspresyonunu ve fonksiyonunu

diizenlemede kritik rol oynayabilir (Khanna ve ark. 2019).

Calismadan elde ettigimiz diger bir bulgu ise toplumlara gore degiskenlik gosteren
DBP polimorfizmlerinin Tiirk toplumunun diger popiilasyonlar ile benzerligini ortaya
koymaktadir. Bizim sonuglarimiza gore rs7041°e ait GG, GT ve TT allel dagilimlari
sirastyla %31 ve %49 ve %20 ve rs4588’e ait CC, AC ve AA allel dagilimlart ise sirasiyla
%45, %53 ve %2’dir. Powe’nin 2011 yilinda yapmis oldugu g¢alismaya gore rs4588
polimorfizminde AA genotipinin siyahlarda en ¢ok bulunan genotip olmasi,
calismamizdaki Tirkler arasinda az siklikta bulunmasini destekler niteliktedir. Petersen
ve arkaglarinin diger 6nemli bulgular1 ise Avrupa popiilasyonunda rs7041’e ait GG, GT
ve TT allel dagilimlarinin sirasiyla %33, %46 ve %21 ve rs4588’e ait CC, AC ve AA allel
dagilimlarinin ise sirastyla %51, %41 ve %8 olmasidir (Petersen ve ark. 2017). Bizim
bulgularimiz da Tiirk popiilasyonunun rs7041 SNP’si agisindan Avrupa popiilasyonuna
benzerligini ortaya koymaktadir. Calismamizda Tiirk popiilasyonundaki rs4588
SNP’sinin allel frekanslart AC genotipi sikliginin CC genotipinden fazla oranda bulunan
tek popiilasyon olan Gujarati Kizilderililerinin allel frekanslariyla benzerlik gostermistir.
Literatlire uyumlu sekilde AA genotipinin sadece bir bireyde goriilmesi goz Oniinde
bulundurularak Tiirk popiilasyonunda rs4588 SNP’sinin heterojenisitesinin yiiksek
oldugu sdylenebilir. Tezin bu bulgular1 Tiirk toplumunda DBP polimorfizmlerinin diger
toplumlara olan benzerligini ilk defa ortaya konulmus olmasi bakimindan &nem arz

etmektedir.

Aslinda bu ¢aligmada katilimcilarin ¢ogunun kontrol (check-up) igin bagvuran
bireylerden olusmasi ve D vitamin diizeylerinin diisiikliigli ile fenotipler arasindaki
iligkinin saptanmasi1 amaglandigi i¢in 25(OH)D diizeyleri ortalamalarinin fenotipler
arasinda farklilik gostermesi olagandir. 25(OH)D ile iliskilendirilen hastaliklarda
"yorumlanmasi zor" ve "ilgili ¢alismalarinin ¢ogunun yetersiz giigte oldmasi ve ¢oklu
karsilastirmalarda basarisiz oldugu" sonucuna varilan hastaliklar, belki de serbest D

vitamini diizeyleri ile iligkilendirilebilecektir. Sonraki ¢alismalarda DBP varyantlariyla



87

serbest D vitamini hesaplanarak ve farkli hastaliklar ile olan iligkilerinin ¢alisiimasinin

gerekliligini diisiinmekteyiz.

Genotipik farkliliklarin D vitamini ile iliskili saglik sorunlarini arastiran daha
fazla ¢alismalara ihtiyag¢ vardir. Cilinkii 6zellikle lilkemizde ¢ok yaygin bir sekilde D
vitamini kullanim1 mevcuttur ve yillar gegtikge bu bilingsiz tiiketim giderek artmaktadir.
Tiirk popiilasyonunda bireylerin genetik yapisina gore yani GC geninin varyantlarina gore
asirt D vitamini tiiketiminin azaltilabilecegini diisiinmekteyiz. Bunun klinik olarak
arastirtlmasi ve halk saglig ile iligkiSinin ortaya konmasi i¢in, genel genetik varyantlarin
diisik plazma 25(OH)D konsantrasyonlar1 ile iligkili olup olmadigi konusu
irdelenmelidir. Farkli toplumlar ile benzerligimizin ortaya konulmasi ve serbest D
vitamini ile plazma D vitamini kiyaslamalariin yapilabilmesi igin daha fazla katilimci
ile yapilacak caligmalara, Tiirklerin farkli bolgelerinde yasayan bireyler arasinda ve hatta
Tiirkler ile farkli toplumlardan bireyler arasinda kiyaslanarak genis ¢capli veriler lizerinde

iligkilendirme analizlerine ihtiya¢ bulunmaktadir.
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