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OZET

Giiloglu, M.O. (2007). Vitamin D Baglayan Protein (VDBP) Poliformizminin
Alzheimer Hastalig ile Iliskisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, CTF Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Vitamin D Baglayan Protein (VDBP) geninin, 11. ekzon bélgesindeki 416. ve
420. kodonlarindaki polimorfizmlerin ¢esitli hastaliklara yatkinlikla iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu calismada, Alzheimer Hastalig1 ile VDBP polimorfizmi arasinda bir
iliskinin olup olmadigini arasgtirmayi amacgladik. Bu amacla, ¢alismamizda 106 geg
baslangi¢cli Alzheimer hastasinin ve hastalarla yas paralelligi gosteren ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan 98 kontrol bireyin DNA’lar1 izole edilip; VDBP
geninin 11. ekzon bolgesindeki 416. ve 420. kodonlarin polimorfizmi, PZR yontemi ve
Haelll ve Styl enzimleri kullanilarak Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
yontemi ile belirlendi. Hastalarin yaklasik % 2’si GelF/GelF, %18’1 GelF/GelS,
%10’u GelF/Ge2, %26°s1 GelS/GelS, %35°1 GelS/Ge2, %6°st Ge2/Ge2 ve %2’si
GcU/GceU genotipine sahipken, kontrol bireylerinde ise bu oranlar sirasiyla % 5, % 29,
%4, %26, %30, %5 ve %2 olarak bulundu. Genotipleme sonuglar1 istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Sonug
olarak, VDBP 11. ekzon polimorfizmi ile Alzheimer Hastalig1i arasinda bir iliski

saptanmadi.

Anahtar Kelimeler : Alzheimer hastali§i, Polimorfizm, Vitamin D Baglayan

Protein

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: T-100/15122006
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ABSTRACT

Guloglu, M.O. (2007). Studying the association between Vitamin D Binding
Protein (VDBP) Polimorphism and Alzheimer’s Disease. Istanbul University, Institute
of Health Science, Cerrahpasa Medical Faculty, Department of Medical Biology.
Master Thesis. Istanbul.

It has been shown that polymorphisms at codons 416 and 420 of exon 11 of the
Vitamin D Binding Protein (VDBP) is associated with tendency to some diseases. In
this study, we aimed to study whether there is an association between VDBP
polymorphism and Alzheimer’s disease. On this purpose, DNA’s of 106 patients with
sporadic Alzheimer’s Disease and 98 control group who are age-related and free from
any neurodegenerative diseases purified; the polymorphisms at codons 416 and 420 of
exon 11 of the VDBP were determined by using PCR method and Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) methods by using Haelll and Styl digestion enzymes.
Patients were found to be 2% for Ge1F/GcelF, 18% for GelF/GelS, 10% for GelF/Ge2,
26% for GclS/GelS, 35%35 for GelS/Ge2, 6% for Ge2/Ge2 and 2% for GeU/GeU
genotypes, whereas in control group these ratios were found to be 5%, 29%, 4%, 26%,
30%, 5% and 2% respectively. When the genotyping results compared statistically,
there found to be no statistical significance between the patient and control groups. As a
result, there is no association between VDBP exon 11 polymorphism and Alzheimer’s

Disease

Key Words: Alzheimer’s Disease, Polymorphism, Vitamin D Binding Protein

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. T-100/15122006



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer Hastalig1 (AH), demansin en sik rastlanan nedenidir [1]. Kronik olarak
ilerleyen multifaktoriyel, norodejeneratif bir hastaliktir. Demans, beyin korteksine
iligkin islevlerin genel olarak bozulmasidir. Bunlar, kiginin ¢evreyi farkindaligi (bilinci)
bozulmaksizin, bellek, giinlik yasamin gereksinimleriyle basa ¢ikabilme yeteneginde,
algi ve devinime iliskin islevlerde, kosullara uygun diisen toplumsal davranisin
korunabilmesinde ve duygusal tepkilerin kontroliinde bozulma seklinde siralanabilir [1].
Biiyiik ¢ogunlukla geri doniigsiiz ve ilerleyici bir hastaliktir. Genel olarak 60 yasin
tizerindeki kisilerde %10 olan Alzheimer Hastaligt goriilme sikligi, 85 yasin
tizerindekilerde %50'lere kadar ¢ikmaktadir. Bu yilizden toplumun ortalama yasam
stiresinin artmasi ile birlikte Alzheimer Hastalarinin sayisi da giderek artmaktadir ve
hastalik her gegen giin daha fazla kisiyi etkilemektedir. Alzheimer Hastalig, ailesel ve
sporadik olmak tizere iki gruba ayrilir. Ailesel Alzheimer Hastaligina az rastlanir. Tiim
Alzheimer tipi demanslarin % 1-5’ini olusturur. Ailesel Alzheimer Hastaligi’nda
kaliimin rolii kamitlannustir ve Amiloid Onciil Protein (APP), Presenilin-1 ve
Presenilin-2 genlerindeki mutasyonlarin erken baslangicli AH’nin biiyiik bir kismindan
sorumlu oldugu gosterilmistir. Kirkli yaslardaki geng hastalar genellikle bu gruptandir.
Sporadik tiirli ise tiim olgularin % 95-99’unu olusturur. Yaslhlarda goriilen Alzheimer
hastaligimin tipik seklidir. Ge¢ baslangicli AH ig¢in belirlenen tek yatkinlik geni
Apolipoprotein E’dir (ApoE). ApoE €4 alleli hastalik riskini arttirmaktadir. Alzheimer
hastaliginin gerek goriilme sikliginin giderek ylikselmesi gerekse yasam kalitesini
diisiirip hastayr olduk¢a masrafli bir bakim siirecine mahkum etmesi nedeniyle,
hastaligin tedavisi i¢in yapilan arastirmalar her gecen gilin artmakta ve Onem

kazanmaktadir.

Kalsiferol olarak da bilinen Vitamin D, kanda fosfor ve kalsiyumun normal seviyede
tutulmasina yardim eden bir hormon oOnciisiidiir. Vitamin D her ne kadar deride
sentezlenebiliyorsa da bu islem giines 1s18indan gelen ultraviyole radyasyona bagimlidir

[2,3].

Yapilan son c¢aligmalardan elde edilen sonuglar Vitamin D'nin, kalsiyum
metabolizmasi lizerindeki etkilerinin yan1 sira, beyinde de énemli bir roliiniin oldugunu

gostermektedir [2, 3]. Vitamin D'nin etkisini ger¢eklestirmesi i¢in gerekli olan Vitamin



D Reseptorii'niin (VDR) ekspresyonu beynin ¢esitli bolgelerinde gosterilmistir [4].
Kalsitriol Reseptorii olarak da bilinen Vitamin D Reseptorii, genellikle sitoplazmada
bulunur ve seg¢ici olarak Vitamin D ile baglanip nukleusa hareket eder. Burada, Vitamin
D reseptorii ile etkilesen proteinlerin (D Receptor Interacting Proteins = DRIP) katilimi
ile belirli genlerin transkripsiyonunu regiile ederler [5]. Anabilim Dalimizda yapilmis
olan bir ¢alismada VDR geninin ligand baglayici bolge polimorfizmleri ile Alzheimer
Hastalig1 arasinda daha once bildirilmemis olan anlamli bir iliski saptanmistir [6]. S6z
konusu caligmalar, Vitamin D miktar1 ve Vitamin D alimi ile ilgili problemlerin

norodejeneratif hastaliklar ve noron hasart ile iligkili olabilecegini diistindiirmektedir.

Diger taraftan, Vitamin D Baglayan Protein (VDBP) gerek beslenme yolu ile alinan
gerekse UV etkisi ile deride sentezlenen Vitamin D'nin plazmada taginip ilgili hiicrelere
ulastirilmasindan sorumlu globiiler bir proteindir. VDBP'nin siklikla rastlanan {i¢ alleli
bulunmaktadir: GelF, GelS ve Ge2 [7]. Ayrica, ¢ok nadir rastlanan ve bizim GcU
olarak adlandirdigimiz dordiincii bir alleli daha bulunmaktadir. Bu allellerle ilgili
polimorfizmlerin Grave's Hastali§1 ve diyabet gibi bir takim hastaliklara yatkinlig
bildiren gesitli aragtirmalar vardir [8-11]. Fakat, VDBP’nin norodejeneratif hastaliklarla
iligkisine dair herhangi bir c¢alismaya yapmis oldugumuz literatiir taramasinda
rastlanmamistir. Gerek Anabilim dalimizda daha Once yapilan genetik caligmalarin
sonuclari, gerek Vitamin D'nin beyin {lizerindeki etkileri ile ilgili ¢aligmalar, gerekse
VDBP'nin plazma haricinde serebral sivida da bulunmasi [7] degerlendirildiginde
Vitamin D taginmasinda meydana gelen hatalarin Alzheimer hastaligi ile iliskili
olabilecegi diisliniilebilir. Bu baglamda, bu ¢alismanin amac1 VDBP polimorfizmi ile

gec baslangicli Alzheimer hastalig1 arasinda bir iliski olup olmadigini aragtirmaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.Alzheimer Hastahg:

Alzheimer Hastaligi’nin (AH) klinik ve noropatolojik 6zellikleri, ilk olarak 1906
yilinda Tiibingen kentinde yapilan Alman Psikiyatri Dernegi 37. Toplantisi’'nda Dr.
Alois Alzheimer tarafindan tanimlanmistir [1, 12] sonra Emil Kraepelin bu hastaliga

“Alzheimer Hastalig1” adin1 vermistir [1].

Alzheimer Hastalig1, geri doniisii olmayan ve ilerleyici bir hastaliktir. Alzheimer
Hastalig1, demansin en sik rastlanan nedenidir. 2006 yil1 itibariyle diinyada yaklasik 20
milyon Alzheimer hastasi oldugu tahmin edilmektedir [1] ve her sene yaklasik 4,6

milyon kisi bu hastaliga yakalanmaktadir [13].

Alzheimer Hastalig1 patolojisinin esas bilesenleri hiicre disinda bulunan amiloid
beta plaklar1 ile hiicre iginde toplanan noérofibril yumaklaridir (NFY). Anatomik
seviyede ise beyinin temporal lobu, parietal lobu, frontal korteks ile singulate gyrus
bolgelerinde atrofi ve serebral korteks ile belirli subkortikal bolgelerde néronlarin ve

sinapslarin kaybi1 goriliir (Sekil 2.1-2.2) [14].
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Sekil 2.1: Alzheimer’lh hasta beyni ile normal beynin anatomik olarak

karsilastirilmasi

Alzheimer hastasinin beyninde nérodejenerasyona bagli olarak hipokampus ve serebral kortekste kiigiilme,

ventrikiillerde ise belirgin genisleme géze ¢arpmaktadir [15].



Normal Beyin Alzheimer’li Hasta Beyni
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Sekil 2.2: Alzheimer’hh hasta beyni ile normal beynin mikroskobik yapisinin

sematik olarak karsilagtirilmasi
Alzheimer hastalig1 patolojisinin en dnemli bilesenleri olan ndrofibril yumaklari néronlarin sitozoliinde

bulunurken, amiloid B plaklart hiicrelerarasi alanda gézlenmektedir [16].

2.1.1.Amiloid Beta (AB)

Amiloid B, 40-42 aminoasit uzunlugunda bir proteindir. Tek geg¢isli bir membran
proteini olan Amiloid 6nciil proteininin (APP) kesilmesi ile olusur [17]. AP proteininin
amino ucu, APP’nin hiicredis1 kisminda bulunur ve proteininin transmembran kismina
28 aminoasit uzakliktadir. Karboksil ucu ise APP proteinin transmembran kisminda
bulunur. N ve C uglarinin kesilmelerini saglayan enzimler sirasiyla p-sekretaz ve

y-sekretazdir (Sekil 2.3). Ugiincii bir enzim olan o-sekretaz ise 16 ile 17. bakiyeler

KPI ax2 Bouy
1 770
APP

u-sekretaz Nkrﬂtﬂz

I CE I
APPso a-stub APPsf f-stub

v-sekretaz J'
=

AR

Sekil 2.3: APP’den AP olusumu.

APP’nin, B-sekretaz ile kesimi AB'nin N ucunu olustururken y-sekretaz ile kesimi ise C ucunu olusturur. a-

sekretaz ile kesim ise AB olusumunu engeller [1].



arasindan kesim yaparak Amiloid-f olusumunu engeller. Amiloid-B’nin 40 ve 42
aminoasitlik olmak tizere baslica iki sekli bulunmaktadir. 42 aminositlik olan daha fazla

birikme 6zelligine sahiptir [18].

2.1.2.Norofibril Yumaklar

Norofibril yumaklar: (NFY) sinir hiicrelerinin sitoplazmasinda bulunan hiicre i¢i
birikimlerdir. Amiloid Beta plaklar1 ile birlikte Alzheimer Hastaligindan etkilenmis
beynin tipik patolojisini olustururlar. Norofibril yumaklarinin yogunlugu, demansin
siddeti ile dogru orantilidir [19]. Ayrica, NFY ile sinaps kaybi arasinda bir iligkinin
bulundugu da gosterilmistir [20]. NFY’ler baglica ¢iftli sarmal filamentlerden (PHF)
olusur. Bu filamentlerin yapisinda ise bir mikrotiibiil baglantili protein (MAP) olan tau

proteini vardir [21].

2.1.2.1.Tau Proteini

Tau proteinleri, dzellikle ndronlarda ve merkezi sinir sisteminde bolca bulunan
mikrotiibiil baglantili proteinlerdir. 1975 yilinda, Princeton Universitesinden Marc

Kirschner tarafindan bulunmustur [22].

Tau proteinleri, tiibiilin altbirimlerinin polimerize olarak mikrotiibiil
olusturmasin1 saglamak ve mikrotiibiilleri kararli hale getirmek {izere tiibiilin
proteinleriyle etkilesim halindedir. Tau proteini, mikrotiiblillerin kararliligin

izoformlar1 ve fosforilasyon yoluyla gerceklestirir.
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Sekil 2.4: insan beyninde ekspresyonu yapilan alt1 tau izoformu. Alternatif
kirpilmaya ugrayan ekzonlar sirasiyla kirmizi, yesil ve sari ile gosterilmistir. Mikrotiibiil baglayan bolgeler

ise siyahla gosterilmistir [1].



Beyin dokusunda alt1 tau izoformu bulunmaktadir ve bunlar mikrotiibiil
baglanma bolgelerinin sayisiyla birbirinden ayrilirlar (Sekil 2.4). Ug izoformu, iig
mikrotiibiil baglanma bdlgesine sahipken, diger ii¢ izoformunun dort baglanma bolgesi
bulunmaktadir. Izoformlar, tau geninin ekzon 2,3 ve 10 bolgelerindeki alternatif
kirpilmalar sonucu olusurlar. Baglanma bolgeleri proteinin karboksi ucunda bulunur ve
pozitif yiiklidiir. Pozitif yiikli olmalari, negatif yiiklii mikrotiibiile baglanmalarina

olanak saglar.

Dort baglanma bolgesine sahip izoformlar, mikrotiibiilii kararli kilmada ti¢
baglanma bolgesine sahip olan izoformlara oranla daha basarilidirlar. Saglikli bir
bireyin beyninde nérodejenerasyonun ve demansin dnlenmesi i¢in 3 baglanma
bolgesine sahip tau’larin dort baglanma bolgesine sahip tau’lara gore sabit bir oranda

bulunmasi zorunludur [1].

Tau proteininin fosforilasyonu bir serin/threonin kinaz olan Protein kinaz N
(PKN) gibi bir¢ok kinaz ile diizenlenir. PKN aktive edildiginde, tau proteinini fosforile

ederek mikrotiibiil organizasyonunu bozar [23].

Tau proteinleinin  hiperfosforilasyonu, Tau yumaklarint olusturan tau
filamentlerinin olusumuna yol agar. Filament halindeki tau proteinleri Alzheimer
hastaliginin yani sira ilerleyici Supranuklear Palsi (PSP), Kortiko Bazal Dejenerasyon
(CBD), Pick’s Hastaligi, Arjirofilik Graniil Hastaligi (AGD) ve Guam’in Parkinson-

Demans Kompleksi gibi norodejeneratif hastaliklarda siklikla gozlenir [24].

Ileri yas, AH i¢in dnemli bir risk faktdriidiir. Cogu bireyin beyninde yaslandik¢a
az sayida AP plaklar1 ve norofibril yumaklart olusur [25]. Tau patolojisi ilk olarak
transentorhinal bolgede meydana gelir ve oradan hipokampusa ve amygdalaya daha
sonra da neokortikal bolgelere yayilir. Ap plaklari ise ilk olarak neokortekste gozlenir.
Bu iki tip inkliizyon da (AP plaklar1 ve ndrofibril yumaklar1) birbirinden bagimsiz
olusur. ilk olusanlar Tau yumaklaridir. Sonraki asamalarda AB plaklarmin neokortekste
birikmesinin ciddi yumak olusumuna oOnciiliik ettigi bildirilmistir [26]. Bu yiizden A
birikmesinin, yasla baglantili tau patolojisini arttirdig1 diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda,
APP geninde meydana gelen mutasyonlar ve duplikasyonlar sonucunda AB 42’nin

artmasi tau’da fonksiyon bozukluguna yol acar. Diger taraftan, tau’daki mutasyonlar



filament olusumuna, nérodejenerasyona ve demansa neden olurken AP birikimine yol

acmaz.

2.1.3.Ailesel Alzheimer Hastahig:

Presenilin-1 (PS-1) genindeki mutasyonlar, ailesel AH’nin baslica sebebidir.
PS-1 mutasyonlar1 erken evre AH’nin % 30-50’sinde bulunmaktadir [27]. Ayrica,
baglantili bir protein olan Presenilin-2 genindeki mutasyonlarin da bu hastalifa yol
actig1 bilinmektedir [28]. Bu giline kadar, presenilin genlerinde 160’dan fazla mutasyon
tanimlanmigstir. Presenilinler, APP’nin y-sekretazla kirpilmasindan sorumlu atipik
aspartil proteaz komplekslerinin bilesenlerinden biridir [29]. Presenilin-1 mutasyonlari,
hastalarin serumlarinda Amiloid f-42’nin artmasina neden olur. Bu artisin sebebi, y-

sekretaz aktivitesinin azalmasidir [30].

Bunlar iki gen haricinde Amiloid Beta Onciil Proteinindeki (APP) mutasyonlar
da ailesel alzheimer hastaligina yol agmaktadir. APP geni, 21. kromozom iizerinde
bulunur. APP geninde, AH hastalifina yol acan 6 c¢esit yanlis anlamli (missens)
mutasyon saptanmistir. APP gen mutasyonlar1 biitiin Ailesel Alzheimer Hastalarinin

%?2’sininde, erken-evre AAH’larinin ise %5-7’sinde goriiliir [31].

2.1.4.Sporadik Alzheimer Hastahg:

Sporadik Alzheimer, olgularin yaklasik %95-99’unu teskil eder. Sporadik
Alzheimer i¢in en iyi bilinen genetik risk faktorii Apolipoprotein E’nin (ApoE) &4
allelinin kalittmidir [32, 33]. Amiloid-B plaklari, €4 pozitif bireylerde, €4 negatif
bireylere oranla daha fazla bulunmaktadir [34]. Ayrica ApoE &4 alleli; AH patolojisine
mitokondriyal anormaliler, sitoiskelet fonksiyon bozuklugu ve seker kullaniminda

azalma gibi diger faktorler araciligi ile de katilmaktadir [35].

Alzheimer Hastaligi’'nda ndrodejenerasyonun, ilk klinik semptomlar goriilmeden
yaklagik 20-30 yil once basladigi tahmin edilmektedir. Erken klinik satha genellikle
amnestik hafif biligsel bozukluk (aMCI) olarak adlandirilir [36]. aMCI’nin
noropatolojik 6zellikleri yaslilikla AH arasindadir: Tau birikimi enthorhinal korteks ve

hipokampusda bolca bulunurken A birikimi neokortekste gozlenir.

AH’nin uzun presemptomik evresi hastalig1 onleyici stratejilerin gelistirilmesi

icin Onemlidir. Bu stratejilerin etkinligini test etmek i¢in bilissel degisiklikler



gelismeden dnce ndropatolojik anomalilerin tespit edilmesi gereklidir. Bir thioflavin T
tiirevi olan Pittsburg Bilesigi B’nin (PIB) AH’li hastalarda ve demans gdstermeyen
yaslilarda AP birikiminin gézlenmesinde kullanilabilir [37]. PIB klinik ve preklinik
sathadaki hastalig1 belirleyebilmektedir. Gelecekte tau birikimlerini de canli insan

beyninde goriintiilemek miimkiin olacaktir.

2.2.Vitamin D

Kalsiferol olarak da bilinen Vitamin D, kanda fosfor ve kalsiyumun normal
seviyede tutulmasina yardim eden bir hormon oOnciistidiir. Vitamin D besinlerle
alimmakla birlikte ¢ogunlukla deride sentezlenir. Giines 1s18inda bulunan 290-315 nm
dalga boyu uzunlugundaki Ultraviyole B (UVB) 1sinlar1 insan derisindeki vitamin Ds

Onciisliniin yapimindan sorumludur (Sekil 2.5) [2, 3] .

VITAMIN D
u,
N..A/\r I/\/\I/
|
—_— |
H deri
He™
7,8-dehidrokolesterol pre-vitamin Ds vitamin D3
karaciger
25-hidroksilaz
WOH
hedef dokular bisbrek |
e —— -
24-hidroksilaz la-hidroksilaz
H HO™
kalsitroik asid 1,25-dihidroksivitamin D3 25-hidroksivitamin D3

Sekil 2. 5: Vitamin D sentezi, aktif hale gelmesi ve katabolizmasi.

Vitamin D, deride 7-dehidrokolesteroliin fotolitik kirpilmasi ve takiben termal izomerizasyonu ile iiretilir.
Daha sonra, serumda bulunan Vitamin D baglayan protein ile karacigere taginir. Burada Vitamin D'nin
dolagimdaki baslica metaboliti olan 25-hidroksivitamin Ds'e doniistiiriiliir. Aktif hale gelmesi i¢in son adim
ise, cogunlukla bobrekte gerceklesen 1-a-hidroksilasyondur. Boylelikle vitamin D'nin hormonal sekli olan
1,25-dihidroksivitamin D3 olusur. Vitamin D'min katabolizmasi ise 24-hidroksilaz ile gergeklesir. Bu

enzim, bir seri oksidasyonu katalizler [38].



Bu yiizden, epidermise ulasan UVB fotonlar1 sayisindaki diisiis vitamin Ds
tiretimini 6nemli Ol¢iide etkiler. Artan deri pigmentasyonu ise vitamin Dj {iretimini
normalin 1/60’1na kadar diisiiriir [39]. Ayrica, koruma faktorlii giines kremi kullanmak
da epidermise ulagan UVB fotonu sayisinda %99,9’a kadar ulasabilen 6nemli bir
azalmaya sebep oldugundan Vitamin D {iretiminde ayni1 oranda diislise neden olur.
Ayrica, glines 1sinlarinin diinya iizerine ulastigi a¢1 da sentezlenen Vitamin D miktarini
etkilemektedir. Kis aylarinda daha yatay agilarla ulasan giines 1sinlarindaki UVB
fotonlarin1 ¢ogu ozon tabakasi tarafindan absorbe edilir. Bu da, vitamin D’nin ¢ok az
sentezlenmesi veya hi¢ sentezlenmemesi ile sonuglanan bir durumdur. Ozellikle 35°
Kuzey ve 35° Giiney enlemleri arasinda yasayan insanlar haricinde kalanlar, bu sorunla
kars1 karsiyadirlar [40]. Deride Vitamin D sentezlenmesini azaltan bir diger faktor de
yaslanmadir. 70 yasindaki bir birey, 20 yasindaki bir bireyin 1/4’t kadar vitamin D

sentezler.

Insanda Vitamin D’nin baslica kaynagi UVB 1s181 altinda deride sentezlenen
vitamin D onciisii olsa da, Vitamin D besinlerle de almabilmektedir. Ozellikle balik
yagi, karaciger, ve Vitamin D ile giiclendirilmis siit iiriinleri, Vitamin D agisindan
zengin besinlerdir. Bu yiizden, vitamin D eksikligi olanlar tarafindan giinliik diyetten

¢ikarilmamalidir.

Vitamin D baslica, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda, kemik olusumu ve
devamliliginda gorev almaktadir. Fakat 1970’lerden itibaren vitamin D’nin diger
onemli islevleri de kesfedilmeye baglamistir. Bunlardan bir tanesi Vitamin D’nin glukoz
homeostazinda aldig1 gorevdir. Insanlarda ve hayvan modellerinde  Vitmain D
eksikliginin, yetersiz insiilin salgilanmasina neden oldugu ve Vitamin D takviyesi ile bu
durumun normale dondiigii gosterilmistir [41, 42]. Ayrica, insanlarda Vitamin D
metabolitleri ile plazma glukoz ve insiilin seviyeleri arasinda bir baglanti oldugu
gozlenmistir [42]. Vitamin D’nin insiilin sentezini nasil diizenledigi simdilik tam olarak
bilinmese de pakreas-p hiicrelerinde protein sentezini aktive ettigi [43], glikolitik yolagi
diizenledigi[44], B hiicrelerine kalsiyum akisini arttirdig1 [45] ve proinsiilinin insiiline

dontlistimiinti uyardig1 gosterilmistir.

Bunlarin yani sira, Vitamin D hiicre ¢ogalmasinin diizenlenmesinde gorev
almaktadir. Vitamin D’nin hiicre ¢cogalmasinin diizenlenmesinde gorev aldigina dair ilk

bilgiler =~ Abe ve arkadaslarinin 1981 yilinda 16semi hiicre soylarinda yaptigi
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arastirmayla baslamistir. Bu c¢alismada, Vitamin D’nin g¢esitli insan l6semi hiicre
soylarinda klonal proliferasyonu inhibe ettigi, normal ve l6semik myeloid Onciilerin
daha olgun, ve daha az agresif fenotiplere farklilasmasini sagladigi gosterilmistir [46].
Vitamin D ayrica apoptozu da diizenleyerek hiicre ¢cogalmasinda etkin bir rol oynar.
Ornegin, meme kanserinde Bel-2 ve Bax’1n karsilikli diizenlenmesi ile apoptozu tetikler

[47].

Vitamin D’nin kas fonksiyonlar1 tizerinde de etkileri goriilmektedir. Vitamin D
eksikliginde, iskelet kas1 zayifliklar1 ve atrofi olugsmaktadir [48]. Her ne kadar bu etki
diisiik Ca* miktarinm bir sonucu gibi goziikse de Vitamin D Reseptorii (VDR) geni
cikarilmis farelerde normal olmayan kas gelisimi bu durumun Vitamin D ile iliskili

oldugunu gostermektedir [49].
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Sekil 2.6: Beyindeki Vitamin D sinyal yolu.

1,25-(OH),D;'tin bolgesel sentezi , aktive olmug glialarin yan1 sira néronlar gibi 25-OHD3-1a-OHaz
ekspreyonu yapan hiicreler tarafindan gerceklestirilir.  1,25-(OH),Ds'iin mikroglialar tarafindan
merkezi sinir sistemindeki bu bdlgesel sentezi anti-tiimoér cevabi olusturabilir. Clinkii 1,25-(OH),D;
glioma hiicrelerinde hiicre dliimiinii ve/veya farklilasmasini uyarir. Beyindeki 1,25-(OH),Dj; astrositler
gibi 24-D;-OHaz ekspresyonu yapan hiicreler tarafindan metabolize edilir. VDR ekspresyonu yapan
glial ve noronal hiicreler 1,25-(OH),D; igin hedef hiicrelerdir. Astrositlerde 1,25-(OH),Ds; NGF, NT3
ve GDNF gibi norotrofinlerin ve y-glutamil transpeptidazin sentezini arttirirarak koruyucu etki
olusturur. iNOS sentezinin 1,25-(OH),D; tarafindan baskilanmas1 1,25-(OH),D;'in bir diger
noroprotektif etkisidir [SO].
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Vitamin D’nin 6zellikle son yillarda ortaya ¢ikan bir diger 6nemli fonksiyonu da
sinir sistemindeki gorevleridir (Sekil 2.6). Onceleri, beyindeki Vitamin D kaynaginin
vitamin D’nin plazma konsantrasyonuna bagimli oldugu kabul edilse de yapilan son
caligmalarla, Vitamin D Onclisiiniin biyoaktivasyonu i¢in gerekli olan Vitamin D;-
hidroksilaz ve 25-hidroksivitamin Ds-1-a-hidroksilaz enzimlerinin merkezi sinir
sisteminde varligimin gosterilmesiyle bu varsayimin gecerliligi sorgulanmaktadir [51].
Bu baglamda, kiiltirdeki mikroglial hiicrelerin Vitamin D’yi  Onclisiinden

sentezleyebildikleri gosterilmistir [52].

Vitamin D’nin sinir sistemi {iizerinde koruyucu etkisi goze carpmaktadir.
Ozellikle sinir biiyiime faktdriiniin (NGF) sentezi Vitamin D ile diizenlenir [53]. Bunun
haricinde Vitamin D diger baz1 norotrofinlerin sentezinin diizenlenmesinde de rol oynar.
Ornegin Vitamin D; sinir biiyiime faktorii (NGF), Nérotrofin 3 (NT3) ve glial hiicre
kokenli norotrofik faktor (GDNF) sentezini arttiriken; norotrofin 4 (NT4) sentezini
azaltir [54]. Norotrofin sentezinin Vitamin D tarafindan arttirilmasinin noéroprotektif
etkiyle baglantili oldugu cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur [55]. Ozellikle, 6-
hidroksidopaminle tetiklenen norotoksisite ve hipokinezin Vitamin D ile azaltilmasi

onemlidir [56].

Vitamin D, sinir sistemi iizerindeki koruyucu etkilerini sadece norotrofin
sentezini diizenleyerek saglamaz. Aym zamanda, néronal Ca™ homeostazini
diizenleyerek de gosterir. Bu etkisini 6zellikle hipokampusdaki ndronlarda voltaja
duyarli L-tipi kalsiyum kanallarinin sentezini azaltarak gosterir. Boylelikle eksitotoksik
etkilere karsi noroprotektif bir etki gdéstermis olur [57]. Vitamin D’nin noéroprotektif
etkisini gosterdigi bir diger yol da, parvalbumin gibi kalsiyum baglayan proteinlerin
sentezini arttirmasidir [58]. Vitamin D ayrica uyarilabilir nitrik oksit sentazin (iNOS)
sentezini engeller. iNOS, yiiksek seviyelerde eksprese edildiginde noronlara ve
oligodendritlere hasar veren nitrik oksit {liretir. iNOS seviyesinin Alzheimer, Parkinson,
Multiple Skleroz gibi noérodejeneratif hastaliklarda yiikselmesi bu baglamda dikkat
¢ekicidir [59].

Alzheimer ve Vitamin D

Alzheimer hastalarinda vitamin D seviyesinin diisiik oldugu ve bu yiizden kalca
kiriklarina daha sik rastlandigi yapilan bir takim caligmalar ile ortaya konmustur [60-

62]. Ayrica Vitamin D seviyesi diisiik olan hastalarda mod bozukluklar1 ve algilamada
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sorunlar gozlendigi belirtilmistir [63]. Bu konudaki bir diger dikkat ¢ekici bulgu da
siyah 1rkta vitamin D eksikliginin beyaz irka gore daha fazla goriilmesinin yani sira,
Alzheimer hastaligina yaklanma oraninin da beyaz irka gore daha fazla oldugudur.
Benzer bir iliski kadin ve erkek bireyler arasinda da gecerlidir. Kadinlarda Vitamin D
eksikligi daha sik goriilmektedir ve Alzheimer Hastali§i’na yakalanma orani da erkek

bireylere gore daha fazladir.

Vitamin D’nin, nuklear fonksiyonlart Vitamin D reseptorii (VDR) tarafindan
gerceklestirilir (Sekil 2.7) [64]. Gerek VDR geni mRNA’s1 gerekse VDR proteini sinir
sistemi hiicrelerinde bulunmaktadir. VDR geni ekspresyonu, hem noéronlarda hem de
glial hiicrelerde gosterilmistir [4]. VDR mRNA seviyesinin, Alzheimer Hastaliginda,
hipokampusun CA1 ve CA2 piramit hiicrelerinde azaldigi gozlenmistir [65]. Ayrica,
Alzheimer Hastaligi ile VDR geni polimorfizmi arasinda bir iliski bulundugu

gosterilmistir [6].

Sekil 2.7: Vitamin D Reseptorii’niin ii¢ boyutlu yapisi [66]

Bu sonuglar, Alzheimer Hastalig1 ile Vitamin D yolagi arasinda muhtemel bir
iliskiyi gostermektedir. Vitamin D yolaginda yer alan diger bir dnemli protein ise

Vitamin D’nin plazmada tasinmasini saglayan Vitamin D Baglayan Proteindir (VDBP).
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2.3.Vitamin D Baglayan Protein

Insan serumunda bulunan VDBP, yaklasik 58 kDa agirliginda bir glikoproteindir
[67]. VDBP; albumin (ALB), a-fetoprotein (AFP), ve a-albumin/atamin (AFM) gen
ailesinin bir {iyesidir. Insanda, 4. kromozomda, 4qll-ql3 bantlar1 arasinda
bulunmaktadir (Sekil 2.8) [68]. Son zamanlarda yapilan caligmalar sayesinde bu
bolgenin haritas1 ¢ikarilmis ve bu aileye ait genlerin sentromere gore yerlesimi

belirlenmistir: 3’-DBP-5’-5’-ALB-AFP-AFM-3’-telomer [69].

VDBP’nin ¢cDNA yapisi, ilk olarak insanlarda belirlenmistir. Bunu sirasiyla
sigan, fare, tavsan, kaplumbaga ve en son olarak da tavuk izlemistir [67]. VDBP, 16
aminositlik sinyal peptid dizisi kesildikten sonra, ALB ve AFP ile belirgin bir dizi
homolojisi gosteren 458 amino asitlik bir protein olarak salgilanir. VDBP, diger ALB
ailesi tliyeleri gibi yiiksek sistein miktarina (hepsi disiilfit halinde, toplam 28 adet) ve
0zgln ii¢ bolgesi olan modiiler bir yapiya sahiptir. Yapisinda iki farkli baglama bolgesi
tanimlanmigtir. Bunlardan biri 35 ile 49’uncu bakiyeler arasinda bulunan Vitamin D

baglayan bolge; digeri ise 373 ile 403 {incii bakiyeler arasinda bulunan aktin baglayan

+.xrovozov (I NI M) N T AN AN ¥ IAN)
4q11—g12

4911—g22
_ALB/AFF/ALE _

ALB AFP AFM iLg GRO1
=1500 kb | 100 kb

Sekil 2.8: Vitamin D baglayan Protein (VDBP), ve albumin gen ailesi iiyeleri insan

4. kromozomu iizerinde ve birbirleri ile baglantihdirlar.

VDBP, insan 4’iincii kromozomu {iizerinde 4ql1-q13 bantlar1 arasinda yerlesmis tek bir gen tarafindan
kodlanir ve 4ql11-4q22 arasinda yerlesen diger ii¢ aile iiyesiyle baglantilidir. Yapilan son g¢alismalar
sayesinde bu bolgenin haritasi ¢ikarilmis ve sekilde gosterildigi iizere VDBP ile ALB geninin birbirlerinden
yaklasik 1.5 megabaz uzaklikta olduklar1 gosterilmistir. Oklar transkripsiyon yoniinii géstermektedir. AFM,
a-albumin/atamin kodlayan gen; AFP, a-fetoprotein kodyalan gen; ALB, albumin kodlayan gen [67].
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bolgedir [70]. Son yapilan c¢aligmalarla; Vitamin D’nin sterol baglayan cep bdlgesinin
cok secici oldugu, boylelikle baglanma cebinin igerisinde ligandin {i¢ boyutlu
biitlinliigliniin korundugu ortaya konmustur (Sekil 2.9-2.10) [71].

VDBP molekiilii bilinen 124’den fazla c¢esidiyle ¢ok yiiksek seviyede bir

polimorfizm gostermektedir [72]. Hatta, VDBP nin bilinen proteinler arasinda en
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Sekil 2.9: Vitamin D Baglayan proteinin GclS allelinin amino asit dizisi ve tahmini
ikincil yapisi.

458 amino asitlik VDBP'nin disiilfit baglari ile katlanmus hali ve ii¢ bolgeli yapis1 gosterilmektedir. Ugiincii
bolge, VDBP'de kesilmis haldedir, fakat albuminde (ALB) ve a-fetoproteinde (AFM) tam boydadir.
Kigiik, i¢i bog daireler ALB ve AFM'de bulunan fakat VDBP'de bulunmayan amino asit bakiyelerini
gostermektedir. Sterol baglayan bolgeyi (35 ile 49'uncu bakiyeler arasindaki yesille gésterilmis bolge)
olusturan turuncuyla gosterilmis disiilfit bagiyla olusmus kiiciikk kiviim ALB ve AFB'de bulunmamaktadir.
Bilinen biitiin VDBP formlarinda 28. sistein bakiyesi korunmus durumdadir. Deneysel olarak belirlenmis
aktin baglayan bolge (373 ile 403'iinci aminosit bakiyeleri arasindaki) sar1 renk ile gosterilmistir. Sekil
insan, tavsan, sican, fare, kaplumbaga ve tavuktaki VDBP amino asit dizilerini gostermektedir. Tiire 6zgii

olan amino asitler kirmizi, tiirler arasinda korunanlar pembe renk ile gosterilmistir..[67]
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polimorfik olanlarin arasinda bulundugu sdylenebilir. VDBP her ne kadar yiiksek
oranda polimorfizm gosterse de, molekiiliin baslica ii¢ izotipi bulunmaktadir: Gelf (f,
“fast (hizl) elektroforez” gociinii ifade etmektedir), Gcls (s, “slow (yavas)
elektroforez” gogiinii ifade etmektedir) ve Ge2. Her bir izotipin beyaz irkta goriilme
siklig1 ise; Gels igin “% 567, Gelf igin “% 16” , Ge2 igin “% 287dir [8]. Izotipler,
molekiiliin 416’ 1nc1 (Asp/Glu) ve 420’inci (Lys/Thr) pozisyonlarindaki degisimlerin
farkli kombinasyonlar: ile birbirinden ayrilir. Hem Gcelf hem de Gels izotipleri,
icerdikleri karbohidrat parcalariyla birbirinden ayrilan iki ana alttipe sahiptir (Gcla ve
Gclc). VDBP O-baglantili glikozillenme gosterir. Glikozillenme molekiiliin II1.
bolgesinde threonin veya serin bakiyesinde (Ser/Thr 418, Thr420) bulunur. Eklenen

Sekil 2.10: Serbest haldeki VDBP'nin kristal yapisi.

VDBP yapisinin temsili kurdela (ribbon) ¢izimi a ve b de 90 derece gevrilerek resmedilmistir. VDBP'nin
iic bolgesi sirastyla mor (bdlge I), mavi (bdlge II) ve turuncu (bolge III) ile belirtilmistir [73].

karbonhidrat pargasi, N-asetilgalaktozamin (GalNac), galaktoz veya siyalik asit iceren

kiigiik bir disakkarit veya trisakkaritden olusur [7].

VDBP’nin nétrofiller, fibroblastlar, monositler, T ve B hiicreleri, plasentadaki
sitotrofoblastlar, domuz bdbregi tiibiil hiicreleri, sigan pankreatik asinar hiicreleri, insan
kas hiicreleri gibi ¢ok sayida hiicrenin ylizeyiyle iliskili oldugu gosterilmistir.
VDBP’nin hiicre yiizeyiyle etkilesimi kondroitin stilfat proteoglikanlar1 araciligiyla

gergeklesir [74].
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2.3.1.VDBP Ekspresyonu

VDBP geninin bir¢ok dokuda ekspresyonu yapilir. Fakat, serumda bulunan
VDBP’nin biiyiik bir kismi karacigerde yapilan ve salgilanan bir {iriindiir. Insanlarda
VDBP, ALB ile paralel olarak fetal karacigerde de eksprese edilir ve ilk trimesterin
sonunda normal eriskin degerine (4-8 mM) ulasir [67]. Ekspresyonu Ostrojene bagimli
oldugu i¢in, yiliksek Ostrojen seviyesinde VDBP miktar1 %50 kadar artabilir. Ciddi
karaciger hastaliklarinda ise 6nemli dl¢iide diiser [75]. In vivo yar1 dmrii yaklasik 2,5-3
giindiir. Kan plazmasinin disinda Beyin Omirilik Stvis1 (BOS), seminal sivi, tiikriik ve

anne siitii gibi ¢esitli stvilarda da VDBP’inin varlig1 gosterilmistir [7].

VDBP geninin proksimal promotér bolgesiyle yapilan caligmalar, 2 kb
boyundaki baslangi¢ transkripsiyon bolgesinde {i¢ adet hepatosit nuklear faktor 1
(HNF1) baglayan fonksiyonel bolge belirlemistir. VDBP gen transkripsiyonunun, bu
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Sekil 2.11: Vitamin D Baglayan Protein geninin hepatosit nuklear faktor 1 ile

diizenlenmesini gosteren model.

VDBP geninin proksimal promotor bolgesindeki 2 kb'lik transkripsiyonel baslangi¢ bdlgesi i¢inde {i¢ tane
HNF1- baglayan bolge ( A, B ve F-2) bulunmaktadir. HNFla (mavi) trans aktivator olarak, HNF1f ise
HFNlo aktivasyonunun trans dominant inhibitdrii olarak gérev yapmaktadir. HNF1 altiiniteleri, 11 kDa
agirhiginda bir kofaktdr olan DCOH (yesil) adli {iglincii bir proteinle birleserek homo- veya heterodimer bir
yap1 olusturur ve HNF1- baglanma bolgelerine baglanir. Ekpresyon, HNFla ve HNFI1f izoformlarmnin
goreceli ekspresyonuna baglidir. Bu yiizden HNFla'nin yiiksek miktarda bulundugu karacigerde VDBP
yiiksek miktarda eksprese edilir. Bobrekte, HNF1f ve dolayisiyla heterodimerler fazladir. bu yiizden
bobrekte VDBP ekpresyonu belirgin bir sekilde azalir. Beyinde ise HNF1 sentezlenmediginden VDBP
ekspresyonu yoktur. DCOH, HNF1'in dimerizasyon kofaktorii; HFN1, hepatosit nuklear faktor [67].
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transkripsiyon faktoriiniin iki izoformunun (HNF1a ve HNF1B) bagil seviyesine bagl
oldugu bulunmustur. Bunun sebebi, HNF1B’nin, HFN1a kaynakl: arttiric etkiye karsi
trans-dominant bir inhibitér olarak goérev almasidir [76]. Bu HNFI1 izoformlarinin
karaciger ve bobrekteki bagil seviyeleri, bu iki dokuda gozlenen VDBP mRNA
seviyelerindeki farki agiklamaktadir (Sekil 2.11). VDBP’nin promotdr bolgesindeki
karsit etkilerine ragmen HNF1a ve HNF1B, AFP ve ALB promotor bolgelerinde giiglii
bir arttirict etkiye sahiptir [67].

Vitamin D Baglayan Proteinin Vitamin D’yi hiicre i¢ine tagimasi megalin
araciligiyla olur (Sekil 2.12). Cok fonksiyonlu bir temizleme reseptorii olan megalin,
bobregin proksimal tubul epitelinin fircams1 kenarli yiiziinde bulunur. Vitamin D
Baglayan Protein ve VDBP bagli 25(OH)D glomeriilden siiziilerek bobrek tubulii epitel
hiicresinden endositozla alinir. Bu alinimda bazen megalin de goérev yapar. VDBP-
Vitamin D kompleksi lizozomal kompartmanda pargalanarak vitamin D ve tasiyici
proteini sitozole salinir. Sonrasinda, 25(OH)D ya direk olarak hiicre digina salinir, veya
mitokondriye bagli olarak bulunan 1lo-hidroksilaz araciligiyla 1,25(OH),D'ye
doniistiiriiliir. Interstitial siviya salgilanmasiyla birlikte Vitamin D sterolleri serbest
halde buluna VDBP'ye baglanir ve hedef dokulara iletilir [67]. Bu model her ne kadar
bobrek icin arastirilmis olsa da, Kan-Beyin Bariyerinde bulunan endotel hiicrelerinin de
megalin eksprese etmeleri [77] Vitamin D’nin ve VDBP’nin beyne ulasmasinda benzer

bir yol izledigini diisiindiirmektedir.

2.3.2.VDBP’nin Fonksiyonlar:

Vitamin D Baglayan Protein’in ismi, son kirk yil icinde VDBP tarafindan
kontrol edilen cesitli biyolojik fonksiyonlar ortaya ¢iktik¢a birgok defa degistirilmistir.
Ilk olarak, Hirschfield tarafindan 1959 yilinda plazmanin o2-globulin kismindan
izolasyonunundan sonra “Gruba Ozgii Bilesen (Group specific component/ Gc)” olarak
adlandirilmistir. Bu proteinin, Vitamin D analoglarina baglanarak onlar1 plazmada
tagidig1 gosterildikten sonra, “D Baglayan Protein” (DBP) ismi verilmistir. En son
olarak, molekiiliin makrofaj uyarict aktivitesinin gosterilmesiyle tigiincii bir isim olarak
“Maktofaj aktive edici faktor” ifadesi de eski adlandirmanin yanina eklenmistir.
GcMAF/DBP-MAF) [7]. Bu isimlerin yan1 sira Ge-globulin ve Vitamin D Baglayan

Protein de siklikla kullanilan adlandirmalardir.
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VDBP’nin diinya capinda arastirilan 100.000 bireyden hi¢birinde homozigot
olarak eksikligi gézlenmedigi i¢in, proteinin canli organizmada 6nemli bir roliiniin
oldugu diisiiniilmektedir. Fakat, VDBP geni eksik olan (VDBP-null / VDBP™") farelerin
saglikli olduklar1 ve iireyebildikleri gdzlenmistir [78]. Ayn1 zamanda, VDBP geni eksik

olan bu farelerin, normal farelerle kiyaslandiklarinda; serum 25(OH)D ve
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Sekil 2.12: 25(OH)D’nin bobrek proksimal tiibiiliinde megalinle reseptor aracihi

endositozu ve aktivasyon modeli [67].

1,25(OH),D seviyelerinin belirgin olarak diisiik oldugu da ortaya konmustur. Buna
ragmen, bu fareler Vitamin D eksikliginden dogan herhangi bir bozukluk
gostermemislerdir. Bunun sebebinin VDBP geni eksik olan farelerde, serbest hormon

miktarinin fizyolojik islevleri yerine getirmede yeterli olmasi diisiiniilmektedir [67].

Normal fareler, dort ile alti hafta arasinda vitamin D i¢cermeyen bir diyete tabi

tutulduklarinda Vitamin D eksikligine bagli olarak herhangi bir organ hasari
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gostermemislerdir. Ancak, VDBP geni eksik fareler, dort ile alt1 hafta arasinda Vitamin
D igermeyen bir diyete tabi tutulduklarinda, vitamin D eksikligi sonucu belirgin organ
hasarlarinin meydana geldigi gosterilmistir. Paratiroid hormon (PTH) ve alkalin fosfataz
seviyelerinde yiikselme ile hipovitaminoz D osteopatisi bu etkilerden en belirgin
olanidir. Biitiin bu bulgular, vitamin D icermeyen bir diyete tabi tutulan VDBP geni
bulunmayan farelerde hiicre i¢i 1,25(OH),D eksikliginin bir gostergesidir [67]. Bu
verilerin 15181nda, VDBP’nin kisa dénemli, diyet kaynakli vitamin D eksikligine karsi

bir koruma sagladig1 sdylenebilir.

VDBP; serumda Vitamin D baglanmasinin yani sira, hiicre disi aktin
temizlenmesi, C5a’ya dayali 16kosit kemotaksisi, makrofaj aktivasyonu ve

osteoklastlarin uyarilmasinda da goérev alir [79].

2.3.2.1.Vitamin D’nin Baglanmasi

Isminden de anlasilacag: iizere, VDBP nin en 6nemli fonksiyonu Vitamin D
metabolitlerini baglayip, viicutta tasimasidir. Bu metabolitlerden 25-hidroksivitamin Ds
(25(OH)D; kalsidiol) dolasimda bulunan baslica Vitamin D metabolitidir,
1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25(OH),D); kalsitriol) ise vitamin D’nin en aktif
metabolitidir. Vitamin D sterolleri normal kemik gelisimi ve kalsiyum homeostazi i¢in
gereklidir. Ayrica, bagisiklik diizenlenmesine de katkida bulunur ve anti-proliferatif ve

yaslanma karsit1 6zelliklere sahiptir.

Witamin D

1. Bolge Bafjlayan Btilge

Sekil 2.13: Aktine bagh VDBP’nin, Vitamin D baglayan bolgesi ile birlikte

sematik goriiniisii [80].
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Baglica gorevi bu iki sterolii plazmada tasimak olan VDBP, plazmada vitamin D
metabolitlerine gore 20 kat daha fazla bulunur. Bu, diger hormon veya vitamin tasiyan
proteinlerle kiyaslandiginda, alisilmadik bir durumdur ve VDBP’nin diger fonksiyonlari

nedeniyle plazmada bu kadar fazla seviyede bulundugu diistiniilmektedir [67].

Normal fizyolojik kosullarda, dolasimda bulunan vitamin D metabolitlerinin
cogu, VDBP’ye baghdir. VDBP, serumda bulunan 25-hidroksivitamin D; ‘lin %88’1ni,
1,25-dihidroksivitamin -D3iin ise % 85’ini tasir. Dolagimda bulunan baslica Vitamin D
(25-hidroksivitamin D;) ile etkilesimi 5x10® M ve 1x10"" M arasinda degisen bir
afiniteyle gergeklesir. VDBP aym1 zamanda Vitamin D’nin aktif formuna
(1,25-dihidroksivitamin Ds ) yaklasik 4x107 M’lik bir afinite ile baglamir. VDBP,
Vitamin D analoglarina da, 1. bolgesinin amino ucunda bulunan baglanma bdolgesiyle
farkli afinitelerle baglanir. Vitamin D’nin hiicre farklilagmasi icin yiiksek potansiyel
gosteren fakat diisiik kalsemik aktiviteye sahip sentetik analoglar1 genellikle diisiik
baglanma afinitelerine sahiptir. Herhangi bir anda, VDBP’nin sterol baglayan

bolgelerinin sadece % 1-2’si bu molekiillere baglhdir [81] .

2.3.2.2.Hiicredis1 Aktinin Baglanmasi ve Temizlenmesi

VDBP, gelsolinle birlikte hiicre dis1 aktin temizleme sistemi olarak hareket eder.
Hiicre parcalanmasini takiben aktin hiicrelerarasi bolgeye birakilir. Hiicrelerarasi
bolgedeki iyonik durum G-aktin’nin (monomerik form) F-aktin’e (filament formu)
polimerizasyonunu tesvik eder. 1-5 mm uzunlugundaki aktin filamentleri kilcal
damarlar1 bloke etme ve bu damarlara zarar verme kapasitesindedir. VDBP’nin aktin
temizleme sistemindeki gorevi G-aktine baglanarak daha fazla nukleasyonu ve
polimerizasyonunu engellemektir (Sekil 2.14) [7]. Eger, VDBP mikroenjeksiyon
yontemiyle hiicrelere enjekte edilirse, mikrofilament organizasyonunda hizli ve tersine

donebilir bir bozulma meydana gelir [82].

ITI. Bolge parcasiyla yapilan c¢alismalar, filament nukleasyonunu ve
polimerasyonunu inhibe etmek i¢in tiim molekiilin baglanmas1 gerektigini
gostermektedir. VDBP, aktine karboksil ucundaki aktin baglayan bolge ile baglanir
(Sekil 2.14). VDBP, hem G-aktine hem de F-aktine baglanan gelsolinin aksine; F-aktine
baglanma yeteneginde degildir. Bu yiizden gelsolin filamentleri bolerken, VDBP’nin

aktini monomerik G-aktin seklinde stabil hale getirmede gorev aldigi diisiiniilmektedir

[7].
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Aktin filamentlerinin boliinmesi i¢in enerjiye gerek duyulmaz. Cogu aktin-bdlen
protein, gelsolin siiperailesinin {iyesidir. Gelsolin siiperailesinin bolme etkinligi yiiksek
sitozolik Ca™ ile aktive olur. Gelsolin, aktin altbirimlerinin iki farkli bélgesine

baglanan altbirimlere sahiptir (Sekil 2.15). Bunlardan biri filamentin ylizeyinde

1. Bolge I1. Bolge I. Bijlge

Sekil 2.14: Aktin-VDBP kompleksinin atom yiizeyi doldurma yontemiyle

resmedilmesi.

VDBP'nin ii¢ bolgesi sirasiyla mor (I. bélge), mavi (I1. bélge) ve turuncu (I11. bélge) ile belirtilmistir. Cizim
90 derece dondiiriilerek iki farkli bakis agisindan gosterilmistir. Aktinin 4 farkl altbolgesi 1'den 4'e kadar
numaralanmistir. VDBP'nin her {i¢ bolgesi de aktinin 1 ve 3'lincii altbdlgeleri ile arasindaki etkilesime

katilirlar [73].

bulunurken, digeri protofilamentteki altbirimin yanindaki uzunlamasina bagda gizlidir.
Gelsolinin aktin boliicii aktivitesini agiklayan bir modele gore, gelsolin aktin
filamentinin yan tarafina baglanarak termal dalgalanmanin olusup protofilamentteki
komsu albirimler arasinda bir bosluk yaratincaya kadar bekler. Daha sonra gelsolin,
altbirimini yavag¢a bu bosluga sokarak filamenti béler. Gelsolin aktin filamentini
boldiigii zaman, art1 ucuna bagh olarak kalir ve efektif bir sapka proteini olarak gorev
alir. Ancak, diger bazi aktin filamenti sapka proteinleri gibi, lokal PIP,

konsantrasyonundaki artig ile filamenttin ucundan uzaklastirilabilir [83].
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Sekil 2.15: Gelsolin ve VDBP'nin aktin ile benzer sekilde etkilesimleri.

VDBP'nin Ser-194-Lys-207 ve gelsolinin 1. bdlgesinin (Kirmizi renkli) Gln-71-Leu-84  alfa-helikal
pargalart aktin ylizeyine benzer bir bolgeye sahiptirler. aktin'in 1 ve 3'lincli altdomenleri arasindaki
hidrofobik amino asitlerden olusan (Tyr-143, Thr-148, Ile-345, Leu-346, Leu-349, Phe-352, and Met-355,
sar1) yarikla etkilesirler. Gelsolinin (Ala-76, Ala-78, Ile-79, Phe-80, ve Val-82) ile VDBP'nin (Val-197,
Leu-200, and Leu-204) aktindeki hidrofobik parcayla etkilesen amino asit bakiyeleri gri renk ile
gosterilmistir [73].

Benzer bir etkilesim, aktinin VDBP ile baglanmasinda gozlenmistir. Gelsoline
benzer sekilde, VDBP’nin a-heliks pargasi aktindeki bosluga baglanir (Sekil 2.15).
VDBP’nin aktine baglanmasi, gelsolinin aktini monomerik formda stabil hale
getirmedeki islevini istlenerek, ortamdaki gelsolinin asil gorevi olan filament

formundaki aktini bolme fonksiyonu i¢in serbest kalmasini saglamaktadir [84].

Hepatit, akut akciger hasari, septik sok, bakteriyel pndomoni, asetaminofen
intoksikasyonu, ¢oklu tramva ve gebelikte hastalarin dolasiminda aktin kompleksleri
bol olarak bulunmaktadir. S6z konusu bilgiler bu klinik tablolarla birlestiririlirse,
serumdaki VDBP miktarinin az olusunun bu gibi durumlarda aktin kaynakli damar

hasarlarinin meydana gelmesine neden olacagi diisiintilebilir.

2.3.2.3.Kemotaksik aktivitenin arttirilmasi

Plazmada bulunan VDBP; C5 kaynakli peptitlerin (C5a ve C5a “**'€) insan
notrofilleri, monositleri ve fibroblastlar {izerindeki kemotaktik aktivitesini arttirir [74,
79]. Notrofillerin kemotaktik ve efektor fonksiyonlart bir¢ok araci ile saglanir [6rnegin
platelet aktive edici faktdr (PAF), sitokinler, eikosanoidler, formile olmus peptidler vb.].
Bunlardan iltihabi yanitta baslica gorevi alani, C5’in 10 kDa agirligindaki bir parcasi
olan CS5a’dir. C5a, hedef hiicrelerde bircok etkiye sahiptir. Bu etkiler, kemotaksi,
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degraniilasyon, oksidatif patlama, hiicre adhezyon degisiklikleri, vasokonstriksiyon,
artan damar gecirgenligi ve diiz kas kasilmasidir [74, 85]. Lokal mediyator populasyonu
her bir nétrofil hiicresinin tepkisini belirlemede gorev alir. Bazi durumlarda bir aracinin
diisiik konsantrasyonu, ikinci bir aracinin etkisinde artmaya yol acabilir [86]. Bu
cevrenin icinde, VDBP C5a ve C5a “*“™®in kemotaktik ozelliklerini segici olarak
arttirabilir. VDBP’nin baglanmasi sitokin onciiliigiindeki lokosit kemotaksisinde
gerceklestigi icin, C5a reseptdrlerinin diizenlenmesini azaltmaz veya C5a ve C5a%A™®

reseptOr afinitesinde degisiklige yol agmaz. Onun yerine, heniiz tanimlanmamis bir ko-

stimulatdriin indiiklenmesinde gorev aldigi diistiniilmektedir [85].

2.3.2.4.Makrofaj Modiilasyonu

VDBP’nin O-bagli karbonhidratin GalNac’a islenmesi, VDBP molekiiliintiniin
potansiyel bir Makrofaj Aktive Edici Faktére (MAF) degisimiyle sonuglanir. VDBP
tizerinde bulunan karbohidrat, B hiicrelerinin yiizeyinde eksprese edilen lizo-Pc-
indiiklemis-B-galaktozidaz ile modifiye edilir ve daha sonra T hiicresi siyalidazinin
etkisiyle DBP-MAF’a déniistiiriilebilen Makrofaj Aktive Edici Faktdr Onciisii olusur
[87]. Inflamasyon sirasinda uyarilan lenfositler ile VDBP’nin modifikasyonu sonucu
hizli DBP-MAF olusumu, enfeksiyon veya yangi hastaliklarina karsi organizmanin

tepkisi olarak makrofajlarin hizlica aktive olmasi demektir.

Son c¢aligmalar, DBP-MAF’in yangi olan bdlgede makrofaj aktivitesinin
kontroliinde farkl1 bir rolii daha oldugunu gdstermektedir. Bu yeni rolii, p38 ve JNK1/2
yolaklarim1 kullanarak kaspaz aktivitesini arttirmasi ve boylelikle makrofaj Sliimiinii
tetiklemesidir [88]. Boylelikle VDBP, enfeksiyon ve inflamasyon bolgelerinde makrofaj
aktivitesini tetikleyen, ihtiya¢ kalmadigi zaman ise bu hiicrelerin 6liimiinii tesvik eden

bir anahtar rolii gérmektedir [7].

2.3.2.5.0steoklast Aktivasyonu

DBP-MAF, osteoklast aktivitesini ve kemik yikimini uyarabilir. Kemik
yikiminda meydana gelen hatalar, yogun ve kirillgan kemiklerle tanimlanan osteoporoza
sebep olur [89]. DBP-MAF karbonhidrat yan zincirinin bu etkinin diizenlenmesinde
Oonemli bir gorevinin oldugu disiiniilmektedir. Baculoviriis’de eksprese edilen DBP-
MAF uyaric1 etkisini korurken, E.coli’de eksprese edilen glikozillenmemis DBP bu

etkiye sahip degildir [90]. DBP-MAF’1n osteoklastlar iizerindeki etkisini hiicre dis1
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kalsiyum seviyesi artinca, osteoklast aktivesini diisiiren hiicresel bir geribildirim
dongiisii iizerinden gerceklestirdigi diisiiniilmektedir. Adebanjo ve arkadaglari, DBP-
MAF’in (nanomolar konsantrasyon seviyesinde) bu geribildirim dongiisiinii inhibe
ettigini ve bdylelikle hiicre dist kalsiyum varliginda da osteoklast aktivitesini
sagladigimi ortaya koymuslardir. Arastiricilar ayn1 zamanda, iltihabi kosullarda aktive
olmus T hiicrelerinin DBP-MAF olusumunu tetikledigini, bdylelikle osteoklast
kalsiyum duyarliligini etkileyerek kemik yikiminda rol aldigini varsaymaktadirlar. Her
ne kadar, VDBP ve DBP-MAF simdiye kadar kemik yikimiyla ilgili olaylarla
iligkilendirildiyse de, son zamanlarda yapilan bir ¢alisma tiim proteinin ve proteinin III.
bolgesinden koken alan 14 amino asitlik bir sentetik peptidin hayvan modellerinde yeni
kemik olusumunu tesvik ettigini gostermistir [91]. Bu calisma, VDBP’nin kemik
olusumu ve yeniden yapilanmasinsa bilinenden daha bir diizenleyici rolii oldugunu

ortaya koymaktadir.

2.3.3.VDBP Ve Hastaliklar

Gerek Vitamin D gibi 6nemli bir sterolii plazmada tagimasi, gerek aktin
temizleme sisteminde gorev almasi, gerekse makrofaj aktivasyonundaki roliit VDBP’yi

cesitli hastaliklarla iligkilendirilmesi i¢in uygun bir aday yapmaktadir.

1980’lerin sonlarnda VDBP’nin ¢esitli allelik varyantlarinin HIV enfeksiyonu
ile iliskilendirilmesi hakkinda cesitli karsit raporlar yayinlansa da, Alonso ve ark. ve
diger bazi aragtirmacilarin yaptigi son c¢alismalar bu yonde bir baglantinin olmadiginm
ortaya koymustur [92]. HIV enfeksiyonuyla iligskilendirmeye benzer bir durum da,
VDBP ile diyabetin iliskilendirilmesi konusunda goriilmiistiir. 1980’lerin sonunda ve
1990’larin basinda VDBP allelik ekspresyonu ile diyabet hastali§i arasinda bir
baglantinin olduguna dair raporlar yaymlanmistir. Fakat, bunu takip eden calismalar (en
azinda beyaz irk icin) bdyle bir baglantinin var olmadigini gostermektedir [93-95].
Vitamin D yolaginda gorev alan proteinlerdeki polimorfizmler ile meme kanseri
arasinda baglantinin oldugunu gosteren c¢aligmalar olmasina ragmen, VDBP
polimorfizmi ile meme kanseri riski arasinda herhangi bir baglanti olmadig1 giincel

caligsmalarla ortaya konmustur [96].

VDBP poliformizlerinin; Grave's Hastalig1 [9], diyabet [10] COPD [11] gibi bir

cok hastaliga yatkinlig1 belirledigini bildiren ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma; Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri
Boliimii Psikiyatri Anabilim Dali Geropsikiyatri Bilim Dali1 ve Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Noroloji Boliimii, Davranis ve Hareket Bozukluklar1 Birimi
tarafindan, “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fouth Edition”
(DSM-1V)’a gore teshisi konulan 106 gec baslangicli Alzheimer hastast (yas
ortalamalar1 74.247.1, %77 kadin) ve hastalarla yas paralelligi gosteren ve herhangi bir
norodejeneratif hastaligi bulunmayan 98 saglikli birey (yas ortalamalar1 72.8+5.8, %355
kadin) iizerinde, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Temel Bilimler Béliimii

Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 laboratuarlarinda, 2007 yilinda ger¢eklestirildi.

3.1.Kandan DNA izolasyonu
Vakumlu steril K3-EDTA’l1 tiiplere alinan kan 6rnekleri -20°C’de saklandi ve
ilk 3-5 giin igerisinde DNA’lar1 izole edildi.

Caligmada “Yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilarak DNA izolasyonu ” yontemi

kullanild1 [97].

3.1.1.Yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilarak kandan DNA izolasyonu

yontemi
1. 0,5 ml K3-EDTA’l kan {izerine 1,5 ml lizis tampon eklendi ve +4°C’de 15
dakika inkiibe edildi.

2. Sogutmali santrifiij kullanilarak +4°C 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi.

3. Ust sivi atilip, pellet iizerine 0,5 ml lizis tampon eklendi ve 6000 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi.

4. 3. islem ortamdan hemoglobin uzaklasincaya kadar en az 3-4 defa

tekrarlandi.

5. Pellet iizerine 0,5 ml niikleaz tampon eklendi ve iizerine 2,5 pl %10 SDS,

1,5ul proteinaz K eklenerek 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyon sonunda tiiplere esit hacimde 5M NaCl ve bidistile su

eklenerek karistirildi.
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7. Oda sicakliginda 20 dakika, 10.000 rpm’de santrifiij edildi.

8. Ust s1v1 15 ml’lik polipropilen tiipe alinarak iizerine 2 hacim saf etanol

eklenip DNA ¢okene kadar beklendi.

9. DNA iplikleri mikropipet yardimiyla toplanarak temiz bir tiipe
aktarildiktan sonra 100-200 pl TE (Tris EDTA )i¢inde ¢oziindiiriildii.

10. Calisma stiresince +4°C’de saklandi.

3.1.2.DNA miktar1 ve safligimin dl¢iilmesi

DNA izolasyonunun sonuglar1 spektrofotometrik Olciim  ydntemi ile
degerlendirildi. DNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik densitesinden, safligi da 260
nm/280 nm’deki OD oranindan tespit edildi [98]. DNA konsantrasyonu ve safligi
asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi (3-1; 3-2).

DNA konsantrasyonu ( mg/ ml ) = OD 260nm x seyreltme faktorii x50 (3-1)
OD 260

DNA saflig1 = = 1.840.1 (3-2)
OD 280

3.2.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi

Lokositlerden izole edilen genomik DNA iizerindeki VDBP geninin ekzon 11
bolgesini kapsayan 233 baz ¢iftlik alan PZR yontemi kullanilarak ¢ogaltildi. Polimeraz

zincir reaksiyonu karisim igerigi ve PZR programui farkli degerler denenerek optimize
edildi.
3.2.1.Primerlerin hazirlanmasi

Test edilen polimorfizmlerin belirlenebilmesi i¢in kullanilan ileri (F) ve geri (R)

primerler, (InvitrogenTM, Life Technologies, Scotland, UK) liyofilize halde satin alindu.
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Primerler, steril, DNaz, RNaz icermeyen ultra saf su ile ¢oziindiriildiikten sonra

(100pmol/ul), 10 pmol/ul’lik stoklar seklinde hazirlanip -20°C’de muhafaza edildi.

Bu ¢alismada VDBP geni polimorfizmlerini tespit etmek amaciyla Polimeraz
Zincir Reaksiyonunda (PZR) kullanilan ve Vitamin D Baglayan Protein geninin ekzon
11 bolgesinde 233 baz ¢iftlik bir alan1 gogaltan Ileri (F) ve Geri (R) primerler kullanildi.

Primerlerin dizileri asagida verilmistir [10].
F: 5>-ACATGTAGTAAGACCTTA-3’

R: 5’-GATTGGAGTGCATACGTT-3’

3.2.2.PZR karisimi

25 ul’lik PZR karisimi 0,5 ml’lik PZR tiiplerinde Tablo 3‘de belirtildigi gibi

hazirlandi.

Tablo 3.1: PZR karisimi

STOK SON KONSANTRASYON
10 x TNKS50 tamponu 1x

MgCl, (25 mM) 2,5mM

fleri primer ( 100 pmol/ul ) 10 pmol/pl

Geri primer ( 100 pmol/ul ) 10 pmol/pl

dNTP’ler (2mM ) 200 uM

Taq DNA polimeraz 5U/ul 1 U/reaksiyon

Kalip DNA 100ng

Total hacim Sigma su ile 25ul’ye tamamlanir

PZR karisimi 25 pl olacak sekilde hazirlandiktan sonra, Techne marka termal

dongii cihazina konuldu.

3.2.3.PZR programi
1. 94°C’de 8 dakika
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2. 94°C’de 1 dakika
3. 55°C’de 40 saniye 35 dongii
4. 72°C’de 1 dakika
5. 72°C’de 7 dakika

olarak diizenlendi.

3.2.4.PZR kosullarimin optimizasyonu
Daha iyi PZR fiiriinleri elde etmek amaciyla PZR kosullari, magnezyum miktar1

ve baglanma 1s1s1 degistirilerek optimize edildi [99].

Magnezyum, DNA polimerazin islevinde kofaktor gorevi yaptigindan calismada
magnezyum kloriir konsantrasyonu, 1,8 mM’den baslayip 2,5 mM’e kadar degistirilerek
denendi. En uygun konsantrasyon olarak saptanan 2,5 mM MgCl, konsantrasyonu

kullanildi.

Cift iplikli niikleik asit molekiillerindeki baz ¢iftlerinin yarisinin ortadan
kalkmasina neden olan sicaklik olup primerlerin kalip DNA’ya baglanma 1sisini

belirleyen Tm degeri agagidaki formiile gore hesaplandi (3-3) [97, 99]:

Tm = [( A+T’lerin sayis1 ) x 2 °C + ( G+C’lerin say1s1 ) x 4 °C] (3-3)

A, T, G, C : Primer dizisinde bulunan adenin, timin, guanin ve sitozin bazlari.

Baglanma 1s1s1 Tm degeri hesaplandiktan sonra birkag derecelik 1s1 degisiklikleri

denenerek belirlendi.

3.3.PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Incelenmesi

Bu calismada PZR iiriinlerinin biiyiikliigli g6z Oniine alinarak agaroz jel
elektroforezi kullanildi. PZR f{irlinlerinin analizleri %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek
yapildi . 100ml’lik kaset kullanildigindan %1,5’luk jel i¢in 1,5 gr Agaroz 100ml 1xXTBE
icerisinde ¢ozildii. Isitict ve manyetik karistirici lizerinde seffaf hale gelinceye kadar
kaynatilan ve karistirilan jeller daha sonra sogumalar1 i¢in bekletildiler. Tam olarak
sogumalarina izin verilmeden iizerlerine ¢eker ocak altinda 2 pl etidyum bromid (EB)

eklendi. EB’in iyice dagilmas1 saglandiktan sonra jeller, polimerize olmasi i¢in taragi
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yerlestirilmis olan kaset icerisine, hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek dokiiliip
ceker ocak altinda 2 saat bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikartilip kaset
ile birlikte orta boydaki elektroforez tanki (Biometra yatay jel elektroforez aparati)
icerisine yerlestirildi. Jelin tizerini kaplayacak sekilde tanki dolduran 1xTBE tamponu
eklendi. 4 pl’'lik PZR firtinleri 2 pl ylikleme tamponu ( bromo fenol mavisi ) ile
kanistirilarak jele yiiklendi. 80 volt 24 miliamper’de 40 dakika yiiriitiildii. Daha sonra
PZR iirlinlerinin biiyiikliikleri ultraviyole 151k altinda birinci kuyuya yiiklenmis olan
Fermantas'™ pUC19 DNA/Mspl (Hpall) molekiiler agirlik belirleme standardi ile
birlikte incelenerek yorumlandi ve polaroid film ile fotograflar1 ¢ekildi. Tiipte kalan
PZR firtinlerinin restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemi

uygulananmak tizere Haelll ve Styl (EcoT14 I) enzimleri ile kesimi yapildu.

3.4.VDBP Geni PZR Uriiniiniin HaelIl ve Styl (EcoT14 I) Enzimleri ile

Kesilmesi

VDBP geninin Ekzon 11'inde bulunan 416. kodonda meydana gelen
Asp(GAT)/Glu(GAG) degisimi Haelll restriksiyon enzimi i¢in kesim bdolgesi
olusturmaktadir; 420. kodonda meydana gelen Thr(ACG)/Lys(AAG) degisimi ise Sty I
(EcoT14 I) enziminin tantyacagi kesim bdlgesi olugturmaktadir. Bu yiizden, VDBP geni
Ekzon 11'inde bulunan bu polimorfizm II. tip restriksiyon endoniikleazlarindan olan

Haelll ve Sty I (EcoT14 I) kullanilarak belirlendi.

PZR firiiniiniin Haelll ile kesimi i¢in 6 pl PZR iiriinii 1X tampon ve 5 iinite
enzim kullanilarak 7 °C'de 16 saat inkiibe edildi; Styl (EcoT14 I) ile kesim i¢in de ayni
degerler kullanildi. Elde edilen kesim iiriinleri %?2'lik agaroz jel ilizerinde yan yana

yiiklenerek analizler yapildi.

3.4.1.VDBP geninin Haelll enzimi ile olusan kesim iiriinleri

VDBP geninin 233 b¢ uzunlugundaki PZR f{irlinliniin Haelll enzimiyle
kesiminde; her iki allelde de kesim bdlgesi bulunmuyorsa 233 b¢ uzunlugunda tek bir
parcanin, her iki allelde de kesim bolgesi bulunuyorsa 161 ve 72 bg¢ uzunlugunda iki
parganin, heterozigot durumda ise 233, 161 ve 72 bg¢ uzunlugunda ii¢ parganin

gbzlenmesine neden olmaktadir (Sekil 3.1-3.2).

3.4.2.VDBP geninin Styl (Eco T14 I) enzimi ile olusan kesim iiriinleri
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VDBP geninin 233 b¢ uzunlugundaki PCR iirliniiniin Styl (Eco T14 I) enzimiyle
kesiminde; her iki allelde de kesim bdlgesi bulunmuyorsa 233 b¢ uzunlugunda tek bir
parcanin, her iki allelde de kesim bolgesi bulunuyorsa 154 ve 79 b¢ uzunlugunda iki
par¢anin, heterozigot durumda ise 233, 154 ve 79 bg¢ uzunlugunda ii¢ parganin

gbzlenmesine neden olmaktadir (Sekil 3.1-3.2).

Gc1F/Ge1F Gc18/Ge1s Gc2/Ge2 GcU/GeU | Ge1F/Ge1S | GelF/Ge2 | Ge1S/Ge2
Haelll / Styl Haelll / Styl Haelll / Styl fHaelll / Styl§ Haelll / Styl §Haelll / StyljHaelll / Styl§
233 ——— - el — e s | e s | S -
161 — — — —
154 —_— — — —
79 — — —_— —
72 — — — —

Sekil 3.1: PZR iiriinlerinin Haelll ve Styl enzimleriyle kesilmesi sonucu gozlenen 7

(yedi) farkh genotipin sematik olarak gosterimi. En sol siitundaki rakamlar baz ¢iftini ifade

etmektedir.

3.5.RFLP Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde incelenmesi

Calismada, Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) {iriinlerinin
analizi i¢gin RFLP {riinlerinin boylar1 arasindaki farklar goz Oniine alinarak %2’liik
agaroz jel kullanild1. %2’liik jel i¢in 2 gr Agaroz 100 ml 1xTBE igerisinde ¢oziildiikten
sonra, jel PZR iiriinlerinin incelenmesinde anlatildig1 sekilde hazirland1 ve 10 pl’lik
kesim triinleri 3 pl yiikkleme tamponu ile karistirilarak jele yiiklendi. Kesim sonuglari
UV 151k altinda Fermantas™ pUC19 DNA/Mspl (Hpall) molekiiler agirhik belirleme

standardi ile karsilastirilarak incelendi ve fotograflar: ¢ekildi.

Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra EB igeren jeller, iizerlerinden
su gecirilerek yikandi. Daha sonra esit hacimde 0.5M KMnO4 ve 2.5N HCI eklenip 1-2
saat bekletildi. Son olarak esit hacimde 2.5N NaOH ile kanstirilip dekontamine edildi
[97].
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3.6.Verilerin Kayd ve Istatistiksel Degerlendirmeler
Istatistiksel analizler “SPSS 14” ve “EDO - PCR & RFLP Sonuglar1 Kayit ve
Analiz Program1” yazilim programlar kullanilarak hesaplandi. Genotiplerin ve allellerin
gruplara gore dagilimi ki-kare yontemi kullanilarak analiz edildi. VDBP genotipleri
Haelll ve Styl enzimleri i¢in G¢lF, GelS, Ge2 ve GeU olmak iizere dort grup halinde
siniflandirildr (Sekil 3.2). p< 0.05 olan veriler anlamli kabul edildi.

233 be. GclF
Ee—m——mx__—_%
T bg.

f2be i i 154 bg. GecU
72 bg. i 161 bg. GclS

79 be. 154 bg. Gc2

Sekil 3.2: VDBP geninin Haelll ve Styl restriksiyon enzimleri ile kesim bolgelerine

gore simiflandirilmis 4 (dort) alleli.

3.7.Kullamilan Tampon ve Cozeltiler

1. Jele yiikleme Tamponu

%0.25 bromofenol mavisi

%40 ( w/v ) sukroz

2. Etidyum bromiir: 10mg/dl

3. Proteinaz K: Steril ¢ift distile suda 20mg/ml
4. PZR primerleri: 10uM ( 10pmol/ul )

5. dNTP’ler: 10mM

6. 5XTBE

Tris baz S54gr

Borik asit 27.5gr

0.5M EDTA pH 8.0 20ml



7. Lizis Tamponu

NH,CI 155 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 0,1 mM

8. Niikleaz Tampon

EDTA 25 mM
NaCl 400 mM
Tris Baz 10 mM

9. EB Dekontaminasyon tamponlari

KMnO4 0.5M

HCl 2.5N

NaOH 2.5N

10. TE(pH7.4)
Tris HC1 (pH 7.4) 10mM
EDTA (pH8) ImM

3.8.Kullanilan Kimyasal Maddeler

1. Agarose, Sigma A9414

Amonyum persiilfat, Sigma A9164

Borik asit, Merck K21183760

Bromofenol mavisi, Merck 8122

dNTP set 100mM, Fermentas (dATP RO141,dCTP
R0O161,dTTP RO171)

EcoT14I restriksiyon enzimi, 3000U, TaKaRa Bio Inc.
EDTAO0.5M, Sigma E 7889

Ethanol, Reidel Haden 32221

pUC19 DNA/Mspl (Hpall) DNA Ladder belirteg, Fermentas,
10. HaellI restriksiyon enzimi, 4000U, TaKaRa Bio Inc.

11. KCl, Sigma P4504

12. Lauryl siilfat ( SDS ), Sigma L4509

13. MgCl, Sigma M0250

14. Mineral yag, Sigma M5904

15. Polaroid film ( 667 ), Sigma F4638
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16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

Potasyum bikarbonat, Sigma P9144
Potasyum kloriir, Aldrich 40931-6

Potasyum permanganat, Merck 50801000
Primerler, InvitrogenTM, Life Technologies, Scotland, UK
Proteinaz K, Sigma P4914

Sodyum kloriir, Sigma S3014

Sukroz, Sigma S2395

Taq DNA polymerase, S00U, Promega M1865
Titriplex ( EDTA ), Merck K90602421

Tris baz, Sigma T8524

Tris EDTA , Sigma T9285

Triton X-100, Sigma X100

3.9.Kullanilan Cihazlar

—

° ® N bW

10.
11.

Termal Dongii Cihazi (Techne Inc. Thermal Cycler)
Yatay Elektroforez Tanki (Biometra)

Gli¢ kaynag: (Biometra)

Ultra viyole transiliiminator (Viber Laubmat)
Etiiv (Elektromag)

Spektrofotometre (Nanodrop)

pH metre (Ohaus, Galaxy 400)

Santrifiij (Hettich mikro 22, Techne)
Sogutmali santrifilij (Hettich mikro 22R)

Elix III distile su cihazi (Milipore)
Manyetik karistirict (Elektromag)

33
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4. BULGULAR

Calismada 106 Alzheimer hastasinin ve herhangi bir ndérodejeneratif hastalig
bulunmayan cinsiyet ve yas bakimindan hasta grubuyla uygunluk gosteren 98 saglikli

bireyin Vitamin D Baglayan Protein (VDBP) genotipleri saptandi.

4.1.DNA Izolasyonu

Uygulanan yiiksek tuz konsantrasyonu yontemi sonucunda, drneklerin 280nm /
260nm dalga boylarindaki OD degerleri okundu ve bu degerlerin 1.8 + 0.1 arasinda,
DNA konsantrasyonlarinin ise 50-150 ng/ul oldugu belirlendi.

4.2. Genotipleme Sonuclari

Hasta ve kontrol grubuna ait kan 6rneklerinden elde edilen genomik DNA’dan,
VDBP geninin ekzon 11 bdlgesine 6zgii primerler kullanilarak PZR yontemi ile 233
b¢’lik DNA pargasi ¢ogaltildi (Sekil 4.1). Elde edilen DNA pargalari, Haelll ve Styl
(EcoT14I) restriksiyon enzimleri kullanilarak kesime tabi tutulduktan sonra kesim
tiriinleri degerlendirilerek, VDBP geni allelik polimorfizmleri belirlendi. Hasta ve
kontrol grubuna ait baz1 6rneklerin Haelll ve Styl enzimleri ile kesim iiriinleri Sekil

4.2°de goriilmektedir.

501 bg

404 be

7 8 91011 12 13 141516 17 18 19 20

331 b
242 be

190 be

147 be

67 be

Sekil 4.1: VDBP PZR iiriinleri. %1.5’luk agaroz jel elektroforezinde VDBP geni PZR iiriinleri
goriilmektedir. 1. kuyu DNA molekiiler agirlik belirteci, 2-21. kuyular 233 bg’lik PZR iiriinii.
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501 bg

404 be

331 be

242 bg

190 be

67 be

Sekil 4.2: VDBP kesim iiriinleri. % 2’lik agaroz jel elektroforezinde Haelll ve Sty I enzimleriyle
kesim tirlinleri goriilmektedir.( M = Marker, H = Haelll Kesimi, S = Sty I Kesimi)

Hastalarin ve saglikli kontrollerin genetik analizleri sonucunda 2 hastada
Gcl1F/GelF genotipi gozlenirken 5 kontrolde bu genotip gozlendi. Ge1F/GelS genotipi
20 hastada gozlenirken, 28 kontroliin bu genotipe sahip oldugu belirlendi. 10 hastada
GclF/Ge2 genotipi gozlenirken, sadece 4 kontrolde bu genotip gozlendi. GelS/GelS
genotipine sahip 28 hasta belirlenirken, 25 kontroliin bu genotipe sahip oldugu gozlendi.
GclS/Ge2 genotipine sahip hasta sayisit 38 iken, kontrol grubunda 29 bireyin bu
genotipe sahip oldugu belirlendi. Ge2/Ge2 genotipini tagiyan 6 hasta varken, kontrol
grubundan 5 bireyin bu genotipe sahip oldugu saptandi. GeU/GcU genotipine sahip 2
hasta birey bulunurken, kontrollerde de 2 bireyin bu genotipe sahip oldugu saptandi

(Tablo 4). Ancak kontrol ve hasta gruplar1 arasinda genotip dagilimlar1 (P = 0,2818,
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Sekil 4.3) veya allel dagilimlar1 (P= 0,3209, Sekil 4.4) agisindan anlamli bir fark
bulunamadi. Hasta ve kontrol gruplari Haelll ve Sty I kesimleri ayr1 ayr1 degerlendirilip
genotiplendiginde de hem Haelll hem de Styl kesimleri bakimindan gerek genotip
dagilimlar1 (P = 0,9589, Sekil 4.5; P =0,1622, Sekil 4.7) gerekse allel dagilimlar1 (P =
0,9764, Sekil 4.6; P =0,1308, Sekil 4.8) acisindan anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 4.1: Hasta ve Kontrol gruplarinda Haelll ve Sty I enzimleriyle kesim sonucunda

olusan genotiplerin dagilim

HASTALAR KONTROLLER TOPLAM

n % n %
Gcl1F/GelF 2 1,9 5 5,1 7
GclF/GelS 19 17,9 28 28,6 48
GclF/Ge2 11 10,4 4 4,1 14
GclS/GelS 28 26,4 25 25,5 53
GclS/Ge2 38 35,8 29 29,6 67
Gc2/Ge2 6 5,7 5 5,1 11
GcU/GeU 2 1,9 2 2 4
TOPLAM 106 98 204

Haelll ve Styl Kesimi Genotip Dagilimi
40
35
& 30
i
-
g 1
@ 10
5
0]
GC1F/ | GclF/ | GelF/ | GC1S/ | GelS/ | Ge2/ | GeU/f
GclF | GelS Ge2 Gcls Ge2 Ge2 GeU
B Hastalar 2 19 11 28 38 6 2
m Kontroller 5 28 4 25 29 5 2

Sekil 4.3: Hasta ve kontrol gruplarinda Haelll ve Sty I enzimleriyle kesim sonucunda olusan genotiplerin

dagilimu. X2 =7,443182; P = 0,2818
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Tablo 4.2: Hasta ve Kontrol gruplarinin Haelll ve Sty I enzimleriyle kesim sonucunda

olusan allelerin dagilimi

HASTALAR KONTROLLER TOPLAM
n % n %
GelF 34 16 42 21,4 76
GelS 113 533 107 54,6 221
Ge2 61 28.8 43 21,9 103
GeU 4 1.9 4 2 4
TOPLAM 212 196 408

Haelll ve Styl Kesimi Allel Dagilimi

120
100
80
60
40
20
0

Birey Sayisi

GelF Gels Ge2 Geld
M Hastalar 34 113 61 4

W Kontroller 42 107 43 4

Sekil 4.4: Hasta ve Kontrol gruplarmin Haelll ve Sty I enzimleriyle kesim sonucunda olusan allelerin

dagihmi. y*=3,4990 ; P = 0,3209

Tablo 4.3: Hasta ve kontrol gruplarinda Haelll enzimiyle kesim sonucunda olusan

genotiplerin dagilimi.

HASTALAR KONTROLLER TOPLAM
n % n Y%
1/1 13 12,5 11 11,2 24
1/2 63 63,9 60 61,2 123
2/2 30 29,6 27 27,4 57

TOPLAM 106 98 204




Birey Sayisi

Haelll kesimi Genotip Dagilimi

70

60

50

40

NN

30
20
10

1/1

1/2

2/2

W Hastalar

13

63

30

W Kontroller

11

60

27

38

Sekil 4.5: Hasta ve kontrol gruplarinda Haelll enzimiyle kesim sonucunda olusan genotiplerin dagilimu.

»*=0,0841; P =0,9589

Tablo 4.4: Hasta ve kontrol gruplarinda Haelll enzimiyle kesim sonucunda olusan

allellerin dagilim.

HASTALAR KONTROLLER TOPLAM
n % n %
Allel 1 89 42 82 41,9 171
Allel 2 123 58 114 58,1 237
TOPLAM 212 196 408
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Haelll Kesimi Allel Dagilimi
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Sekil 4.6: Hasta ve kontrol gruplarinda Haelll enzimiyle kesim sonucunda olusan allellerin dagilim.

= 0,0009; P= 09764

Tablo 4.5: Hasta ve kontrol gruplarinda Styl enzimiyle kesim sonucunda olusan

genotiplerin dagilimi.

HASTALAR KONTROLLER TOPLAM
n % n %
11 49 46,2 58 59,2 107
12 49 46,2 33 33,7 82
2/2 8 7,6 7 7,1 15
TOPLAM 106 98 204
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Sekil 4.7: Hasta ve kontrol gruplarinda Styl enzimiyle kesim sonucunda olusan genotiplerin dagilim.

¥ =3,6375; P=0,1622
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Tablo 4.6: Hasta ve kontrol gruplarinda Styl enzimiyle kesim sonucunda olusan allelerin

dagilimi.
HASTALAR KONTROLLER TOPLAM
n % n %
Allel 1 147 69,3 149 76 296
Allel 2 65 30,7 47 24 112
TOPLAM 212 98 408

Sty | Kesimi Allel Dagilimi
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Allel 1 Allel 2
W Hastalar 147 65

W Kontroller 149 a7

Sekil 4.8: Hasta ve kontrol gruplarinda Styl enzimiyle kesim sonucunda olusan genotiplerin dagilim.

¥ =2,2824; P=0,1308
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5. TARTISMA

Tiim Alzheimer olgularinin, % 95-99’unu teskil eden sporadik Alzheimer
Hastalig1 i¢in en iyi bilinen genetik risk faktorii -fonksiyonu simdilik tam olarak
bilinmese de- hastalarin yaklasik % 50’sinden sorumlu olan Apolipoprotein E’nin
(ApoE) &4 allelinin kalitimidir [100]. Bu yiizden sporadik Alzheimer Hastalig1 ile
iligkili diger genlerin bulunmasi hastaligin erken teshisi, koruyucu Onlemlerin

aliabilmesi ve tedavisi a¢isindan 6nem tagimaktadir.

Vitamin D’nin baglica kalsiyum ve fosfat metabolizmasindaki iglevleri bilinse de
son yillarda yapilan c¢alismalar sinir sisteminde de Onemli gorevler iistlendigini
gostermektedir. Vitamin D’nin sinir sisteminde koruyucu etkisi vardir. Ozellikle sinir
bliylime faktorii (NGF) sentezi Vitamin D ile diizenlenir [53]. NGF azalmasinin
sporadik Alzheimer ile iliskili oldugu ve NGF uygulanmasinin Alzheimer hastaligi
tedavisinde kullanilabilecegi yapilan son c¢aligsmalarla ortaya konmustur [101, 102].
Alzheimer hastalarinda vitamin D seviyesinin diisiik oldugu ve bu yiizden kalca
kiriklarina daha sik rastlandigi yapilan bir takim ¢alismalar ile gosterilmistir [60-62].
Ayrica Vitamin D seviyesi diisiikk olan hastalarda mod bozukluklar1 ve algilamada

sorunlar gézlendigi belirtilmistir [63].

Vitamin D’nin, nuklear fonksiyonlar1 Vitamin D reseptdrii (VDR) araciligi ile
gergeklestirilir [64]. Gerek VDR mRNA’st gerekse VDR proteini sinir sistemi
hiicrelerinde bulunmaktadir. VDR geni ekspresyonu, hem noronlarda hem de glial
hiicrelerde gosterilmistir [4]. VDR mRNA seviyesinin, Alzheimer Hastaliginda,
hipokampusun CA1 ve CA2 piramit hiicrelerinde azaldigi gozlenmistir [65]. Ayrica,
Alzheimer Hastaligi ile VDR geni polimorfizmi arasinda bir iliski bulundugu

gosterilmistir [6].

Vitamin D yolaginda yer alan diger bir 6nemli protein ise Vitamin D’nin
plazmada taginmasini saglayan Vitamin D Baglayan Proteindir (VDBP). Vitamin D
Baglayan Protein ¢ok polimorfik bir proteindir. 124 farkli polimorfizme sahip oldugu
gosterilmistir [72]. En sik rastlanan ve ¢alisilan polimorfizm, bu proteini kodlayan genin
11. ekzon bdlgesindeki 416°inc1 ve 420’inci kodonlardaki amino asit degisimlerinden
kaynaklanan polimorfizmdir. Bu polimorfizm sonucunda proteinin GelF, GelS, Ge2 ve

GcU olmak tizere dort farkli izoformu bulunmaktadir. Her ne kadar bu izoformlar
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arasinda  ligandina 1ilgi acisindan farkliliklar olsa da, biitiin polimorfik bolgeler
degerlendirildiginde Vitamin D metabolitlerini baglamada G¢c1A9 ve All izoformlari
en yliksek, GelC1 ve GelC21 izoformlari ise en diisiik afiniteye sahiptir [103]. Ancak,
calisilan bu ii¢ izoformun vitamin D’ye ilgileri arasindaki fark, vitamin D eksikligine

yol acacak kadar 6nemli olmayabilir.

Lauridsen ve ark. VDBP polimorfizminin plazma 25(OH)D ve 1,25(0OH),D
konsantrasyonunu belirleyici bir etken oldugunu bildirmislerdir. Her iki vitamin D
metabolitinin konsantrasyonunun Gel-1 genotipinde en ¢ok, Gcl-2 genotipinde orta,
Gc2-2 genotipinde ise en az seviyede oldugu gosterilmistir. VDBP genotiplerinin
Vitamin D metabolitlerinin plazma konsantrasyonunu belirleyici bir etken olmasinin
yani sira, VDBP’nin de plazma konsantrasyonunu belirleyici rol oynar. Dolayisiyla,
VDBP genotipine bagli olarak, VDBP’nin plazma konsantrasyonu da Vitamin D
metabolitleriyle benzer sekilde degisiklik gosterir [104, 105].

Bu calismada VDBP genotipi belirlenen 106 Alzheimer hastasinin % 46’s1
Gcl-1 genotipine sahipken, Gec2-2 genotipindeki bireylerin orani yaklasik % 6 olarak
bulundu. Arastirilmis olan 98 kontrol bireyde ise bu oranlar sirasiyla % 59 ve % 5
olarak bulundu. Alzheimer hastalarinda Gcl-1 orami azalip, Gc2-2 orani artmakla
birlikte bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmadi, Alzheimer Hastaligi ile
VDBP geninin ekzon 11 bolgesinde bulunan 416. ve 420. kodonlardaki polimorfizmler

arasinda anlaml bir iligki saptanmadi.

Serbest hormon teorisine gore, herhangi bir hormonun biyolojik aktivitesinin
tastyict proteine bagli miktarindan ziyade, plazmada serbest halde bulunan miktarina
bagli oldugu belirtilmektedir. Fakat, bu teori her hormon i¢in gegerli degildir ve
gecerliligi sadece hormona 6zgii olmayip hormonun alindig1 dokuya, alinma sekline,
plazmada tasindigi proteinden ayrilmasina ve hiicre i¢i kullanimina bagli olarak
degisiklik gosterir. Teori, tiroid hormonlari, kortizol ve Vitamin D’nin hidroksile
metabolitlerinin biitiin dokulara aliminda gegerlidir. Diger steroid hormonlarin ise bazi
dokulara aliminda gegerli iken diger dokulara (6rnegin karaciger) aliminda rol oynamaz.

Bazi steroid hormonlar i¢in de (6rnegin progesteron) gecerli degildir [106-109].

Saglikli kadinlarda, serum 1,25(OH),D konsantrasyonu serum VDBP

konsantrasyonuyla dogru orantilidir [110]. Bu yilizden hamilelik ve 6strojen tedavisi
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sirasinda artan serum VDBP konsantrasyonu ile total serum 1,25(OH),D miktar1 artsa

da biyolojik olarak aktif olan serbest 1,25(OH),D miktar1 ayn1 kalmaktadir [111].

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada VDBP geni eksik olan farelerin saglikli
olduklar1 ve iireyebildikleri gozlenmistir [78]. Ayn1 zamanda, VDBP geni eksik olan bu
farelerin, VDBP geni acisindan normal farelerle kiyaslandiklarinda; serum 25(OH)D ve

1,25(OH)2D seviyelerinin belirgin olarak diisiik oldugu da ortaya konmustur. Buna

ragmen, bu fareler Vitamin D eksikliginden dogan herhangi bir bozukluk
gostermemislerdir. Bunun sebebi olarak, VDBP geni eksik olan farelerde serbest
hormon miktarinin fizyolojik islevleri yerine getirmede yeterli olmasi diigiiniilmektedir

[67].

Vitamin D’nin plazmada taginmasindan biiyilkk bir oranda karacigerde
sentezlenen VDBP sorumlu olsa da gozden kagirilmamasi gereken bir diger nokta da
beyinde bulunan hiicrelerin de Vitamin D’yi onciiliinden sentezleme yeteneginde
oldugudur. Vitamin D sentezinin bir diger énemli unsurunun UVB 15181 oldugu goz
Oniine alindiginda, Vitamin D 6nciiliiniin gézde sentezlenip, aksonal tasinim ile aktif

metabolitlere doniisiimiin ndronlarda olabilecegi ileri siirtilmektedir [50].

Vitamin D’nin taginmasina ek olarak VDBP’nin hiicredis1 aktin temizlenmesi
islevine de katildigi gosterilmistir. VDBP, aktin temizleme sisteminde gelsolinle
beraber hareket etmektedir. Gelsolin’in aktin temizleme sistemindeki goérevinin yani
sira, gelsolinde meydana gelen bozukluklarin deride, gbzlerde, merkezi ve periferal sinir
sisteminde amiloid plak birikimiyle tanimlanan Fin tipi ailesel amiloidoza yol agtig1
bilinmektedir [112, 113]. Ayrica, mutant APP ve mutant PS geni ile Alzheimer modeli
olusturulmus transgenik farelere periferik dolasima gelsolin verilmesinin plazmadaki
AP birkimini azaltmanin yani sira, beyinde olusan AP plaklarin1 azalttigi ve yeni
plaklarin olugsmasini 6nledigi fareler lizerinde yapilan deneylerde gdsterilmistir [114].
Bunun yani sira, sigan pheochromocytoma (PC-12) hiicrelerine insan sitoplazmik
gelsolini verilmesinin, bu hiicrelerde AP birikiminin azalttigi ve AP ile tetiklenen
mitokondriyal apoptoz yolunu engelledigi bildirilmistir [115]. Gelsolinin kararlilig1
Ca™a bagimlidir. Ca™, bu proteinin normal formunun yikiminmi onlerken mutant
formunda ise bdyle bir koruma yetenegine sahip degildir [116]. Her ne kadar,
amiloidozda VDBP’nin rolii daha 6nce calisilmamis olsa da, VDBP ile gelsolinin aktin

temizleme sisteminde birlikte hareket etmesi, gelsolin’in aktivitesinn Ca™a bagl
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olmasi ve Ca™ metabolizmasinin baslica diizenleyicisinin Vitamin D oldugu géz éniine
alindiginda VDBP polimorfizmlerinin de amiloid plak birikimi ile iligkili olabilecegi

diistiniilebilir.

Vitamin D Baglayan Protein polimorfizmi ile Grave's Hastaligi, diyabet, Kronik
Obstruktif Akciger Hastaligi (COPD) ve obezite gibi bir ¢ok hastalik arasinda iliski
oldugunu bildiren ¢esitli arastirmalar bulunmaktadir. VDBP allellerinin dagilimlarinda
irksal farkliliklar gozlendigi i¢in, hastaliklara yatkinlikta da irklar arasinda farkl
sonuglar alinabilmektedir [8-11, 92, 94, 117-121]. Bu ¢alismanin sonuglari (GclS
“%54”, GelF “%19” , Ge2 “%25”, GeU “%2” ), VDBP alleleri dagilimi bakimindan
beyaz 1rk iizerinde yapilan diger ¢alismalarin sonuglariyla (GelS “%56”, GelF “%16”,
Ge2 “%28” [8]) paralellik gostermektedir. Heterojen bir yapiya sahip olan Tirk
toplumundan alinan 6rnekler {izerinde yapilmis olan calisgmamizin sonuglart VDBP
polimorfizmi ile Alzheimer Hastalig1 arasinda anlamli bir iligski saptayamamis olmakla
beraber daha homojen yapidaki kapali populasyonlarda ve hasta ile kontrol sayilarinin
arttirllmasiyla yapilacak calismalar VDBP polimorfizmi ve Alzheimer hastaligi

arasindaki iligkiyi ortaya koymada daha yararli olacaktir.

VDBP polimorfizmi ve Alzheimer hastalig1 arasindaki iliskiyi arastiran baska bir
calismaya yapilan kaynak taranmasinda rastlanmadigindan, bu konuda ilk olan bu

calismanin diger c¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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