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OZET

D vitamini hiicre farklilagsmasi, proliferasyonu ve apoptoz gibi hiicrenin yasamsal
faaliyetlerinde rol oynar. D vitamini inflamasyonu azalttig1 ve genomik kararhlik ile
iliskili oldugu i¢in, D vitamini seviyesindeki degisikligin telomer uzunlugu ile iliskili
olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu ¢alismanin amaci menopoz sonrasi saglikli kadinlarda
D vitamini seviyelerinin telomer boyu ile iligkisini ve D vitamini takviyesinin
menopoz sonrasi kadinlarda telomer boyuna etkisini arastirmaktir. Calismaya kabul
edilen katilimcilardan ayrintili kisisel bilgileri alindi. D vitamini takviyesinden 6nce
saglikli, postmenopozal kadinlardan (n=100) kan 6rnekleri toplandi. Deney grubu
rastgele ikiye boliindii. i1k gruba (n=50) 2 ay boyunca 50,000 IU / hafta oral D3
vitamini takviyesi, diger gruba (n=50) ise plasebo verildi. Serum D vitamini
diizeyleri ve qPCR ile l6kosit telomer uzunluklari tedavi Oncesi ve sonrasi
karsilastirildi. Bireylerin yas ve viicut kiitle indeksi ortalamasi sirasiyla 58.4 ve
26.7°dir. D vitamini diizeylerindeki degisim hem plasebo grubunda (tedavi oncesi
11.8 + 4.2, tedavi sonras1 15.2 £ 5.9, p<0.001) hem de D vitamini grubunda (tedavi
oncesi 11.3 + 3.6, tedavi sonrasi 28.6 + 10.3, p<0.0001) anlamlidir. Telomer
uzunlugu hem plasebo grubunda (tedavi dncesi 2°“: 96, tedavi sonrasi 2°“"; 244)
hem de tedavi grubunda (D vitamini kullananlarda) (tedavi éncesi 2°“": 97, tedavi
sonrast 2°“": 180) anlaml1 bir sekilde artt1. Bu ¢alismanin bulgulari, postmenopozal
kadinlarda D vitamini diizeylerinin artmasinin D vitamini takviyesi ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Telomer uzunlugu D vitamini takviyesi alanlarda ve

plasebo grubunda anlamli bir sekilde arttigi i¢in D vitamini seviyesi ile telomer

uzunlugu arasinda bir iliski bulunmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: 25(0OH)D, D Vitamini eksikligi, Lokosit telomer uzunlugu,

Postmenopozal donem, Telomer



SUMMARY

Association of Vitamin D Levels with Leukocyte Telomere Length in

Postmenopausal Women

Vitamin D is involved in vital activities of the cell such as cell differentiation,
proliferation and apoptosis. Since vitamin D decrease inflammation and is related to
genomic stability; change in vitamin D levels is thought to be associated with
telomere length. The objective of the study is to investigate the association between
vitamin D levels and leukocyte telomere length in healthy postmenopausal Turkish
women. Detailed personal information was obtained from the participants. Blood
samples were collected from healthy postmenopausal women (n=100) before vitamin
D supplementation. The subjects were randomly divided into two. The first group (n
= 50) received oral vitamin D3 supplementation at 50,000 1U / week for 2 months,
and the other group (n = 50) received placebo. Serum Vitamin D levels and
leukocyte telomere length by gPCR were compared in these groups before and after
the supplementation. The mean age and body mass index of the subjects were 58.4
and 26.7 respectively. Changes in vitamin D levels are significant in both the placebo
group (before treatment 11.8 + 4.2, after treatment 15.2 + 5.9, p<0.001) and the
vitamin D group (before treatment 11.3 + 3.6 and after treatment 28.6 + 10.3,
p<0.0001). Telomere length was significantly increased in both the placebo group
(before treatment 2°“': 96, after treatment 2°“": 244) and in the treatment group
(before treatment 2°¢:97, after treatment 2°':180). The findings of the present
study show that Vitamin D supplementation was associated with improved vitamin
D levels in the postmenopausal women. Telomere length was significantly
increased in vitamin D supplementation group and placebo group, indicating that the

telomere length is not associated with vitamin D levels.

Keywords: 25(0OH)D, Vitamin D deficiency, Leukocyte telomere length,

Postmenapousal term, Telomere



1. GIRIS VE AMAC

D vitamini, giines 15181 yardimiyla deride sentezlenen steroid bir hormondur.
Hiicre farklilasmasi, proliferasyonu ve apoptoz gibi hiicrenin yasamsal
faaliyetlerinde rol oynar. Kemiklerin mineralizasyonu, kan-kalsiyum seviyelerinin
kararlilig1, bagisiklik sistemi ve sinir iletimi iizerinde etki gosterir.

D vitamini eksikligi [25(OH)D<20 ng/ml/ 50 nmol/L] her yastan ve cinsiyetten
kisiyi etkileyen o6nemli bir saglik sorunudur. D vitamini eksikligi her yasta
gorlilebilmesine karsin, menopoz sonrast kadinlarda Gstrojen seviyelerinin

diismesiyle daha sik goriiliir.

D vitamini eksikligi osteoporoz, otoimmiin hastaliklar, kardiyovaskiiler olaylar,
depresyon ve kansere kadar birgok hastalikla iliskilendirilmistir. D vitamini
seviyelerinin diizenlenmesinde kisiler aras1 farkliliklara sebep olan genetik
belirteglerin iyi tanimlanmasi, etkili ve kisiye 6zel tedaviye olanak saglayacaktir.

Telomerler, kromozomun u¢ kismimda bulunan tekrarlayan DNA dizilerinden
(TTAGGG) olusur. Kromozom kararliligini saglayarak, genomun biitiinliiglini
korur. Somatik hiicrelerde yaslanma ile birlikte telomer boyu kisalmaya baslar ve bu
kisalma belli bir limite ulastiktan sonra hiicre 6liime gider.

Telomer kisalmasi, yasla ve oksidatif stresle dogru orantilidir. D vitamini,
enflamasyonu azalttig1 ve genomik kararlilikta 6nemli rol oynadig: i¢in yaslanma ve
telomer boyu ile iliskilendirilmistir.

Menopoz sonrasi birgok hormonal ve metabolik degisiklikler olmaktadir.
Telomer boyuna pozitif etkisi olan Ostrojenin etkisi azalmaktadir. Ostrojen
seviyelerinin diismesiyle hiicre yenilenmesi yavaslamakta, telomer boyu kisalmasi
hizlanmaktadir. Menopoz sonras1 kadinlarda D vitamini takviyesinin telomer boyuna
olas1 etkisi hiicre yaslanmasinin geciktirilmesi ile ilgili yeni arastirmalarin
olugmasina katki saglayacaktir.

Bu c¢alismanin amaci menopoz sonrasi saglikli kadinlarda D vitamini
seviyelerinin telomer boyu ile iligskisini ve D vitamini takviyesinin telomer boyuna

etkisini arastirmaktir.



Bu tez calismasi D vitamini mekanizmasini daha iyi anlamamizi saglayacak, bu
mekanizmaya yonelik yeni caligmalara yol acacak ve D vitamini takviyesi alan
kisilerde bu tedavinin kisiye 0zgii sekilde verilmesini saglayacaktir. D vitamini ile
l6kosit telomer uzunlugu arasindaki iliskiyi detayli bir sekilde ortaya koyarak
literatlire katkida bulunacak; yaslanma ve yaslanmaya bagli olarak ortaya ¢ikan

hastaliklarin aragtirilmasina temel olacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. D vitamini

1920’lerde McCollum tarafindan yapilan bir calismada oksitlenmis morina
balig1 karaciger yaginda kesfedilmis ve daha sonra D vitamini olarak adlandirilmistir

(1,2).

D vitamini, giines 15181 yardimiyla deride sentezlenen; kemik, bobrek, bagirsak
ve paratiroid gibi ¢esitli hedef dokularda etki gosteren sekosteroid (B halkasi agik

steroid) bir hormondur (1, 3). Yagda ¢6ziinen vitaminler grubunda incelenir.

D vitamini bir¢ok kimyasal yapida bulunmaktadir. Bunlar arasinda biyolojik ve
kimyasal yonden en onemlileri kolekalsiferol (D3 vitamini) ve ergokalsiferol (D2

vitamini)’diir (Sekil 1).

Vitamin D2 (Ergocalciferol) Vitamin D3 (Cholecalciferol) 1.25-dihydroxycholecalciferol (Calcitriol)
Sekil 1. D vitamininin kimyasal formlari

Kaynak: Mathieu C, Adorini L. The coming of age of 1,25 dihydroxivitamin D (3)
analogs as immunomodulatory agents. Trends Mol Med 2002;8:174-9. (4).



2.2 D Vitamini Metabolizmasi

D vitamini besinlerden (%20) eksojen veya giines 15181 ile deride (%80) endojen

olarak sentezlenir.

D vitamininin ana diyet kaynaklari; bitkisel yaglar (D, kaynag1), yagl baliklar
(sardalya, somon, uskumru), siit {irtinleri, yumurta ve dana karacigeri gibi gidalardir
(1). Diyetle almman D vitamini, bagirsaklarda enterositler tarafindan emilir ve

silomikronlar iginde karacigere taginir (2).

D vitamininin sentezi ciltte bulunan (keratinositlerde) pro-vitamin D’nin giines
ve ultraviyole 1sinlarin etkisiyle kolekalsiferole (Vitamin D3) doniismesiyle
gerceklesir. Giines 151gina maruz kalma sirasinda, ultraviyole B (UVB) radyasyonu
(290-315 nm), deride 7-dehidrokolesterol (pro-vitamin D) tarafindan absorbe edilir,
enzimatik olmayan fotokimyasal reaksiyonla pre-vitamin D3'ii olusturur. Pre-vitamin
D3 dogal olarak dengesizdir ve sicakliga bagh olarak hizlica D3 vitaminine doniisiir.
Sentezlenen D3 vitamini deri hiicresinden disar1 atilarak dolasima gecer ve D

vitamini baglayici protein (VDBP) tarafindan karacigere taginir.

Karacigere getirilen D vitamini, VDBP’den ayrilir ve sitokrom P450 enzim
kiimesi tarafindan metabolize edilerek hepatik 25-hidroksilaz  (CYP27Al)
prohormonu ile hidroksilasyonu sonucu 25(OH)Dj3’e dondiistiiriiliir. Yar1 omrii
yaklasik 2-3 hafta olan 25(OH)D3, dolasimdaki kararli formdur. Ancak D vitaminin

bu formu aktif degildir ve aktiflesmek i¢in bobreklere tasinir.

25(0OH)D3, bobrek proksimal tiibiillerindeki mitokondrilerde, 25-hidroksivitamin
D-1 a-hidroksilaz (CYP27B1) enzimiyle aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3
(1,25(0H);D3)’e hidroksillenir (Sekil 2) (2, 5-7). 1,25(0H);D, 4-6 saat yar1 dmre
sahip, D vitaminin fizyolojik olarak aktif formudur (8).

D vitamini ve 1,25(0OH),D’nin sentezi, kalsiyum dengesi ile yakin iliski
icindedir ve parathormon (PTH), serum kalsiyum ve fosfor diizeyleri ile diizenlenir

(6).



range
<20ng/ml  20-100ng/ml  >150 ng/ml
3 | ]
| Deficiency Preferred range Intaxication
30-60 ng/ml

Sekil 2. D vitamini sentezi ve metabolizmasi

Kaynak: Holick MF. Vitamin D deficiency. N Engl J Med. 2007; 19;357(3):266-81
(6).



D vitamininin, kemik gelisimi ve mineralizasyonunda, kalsiyum-fosfat
homeostazinda (kalsiyum emiliminde %30, fosfor emiliminde %80 artis), bagisiklik
sisteminde ve kalsiyum-fosforun absorpsiyon etkinligini arttirmada onemli etkileri
vardir. 1,25-dihidroksivitamin D, dogrudan veya dolayli olarak, hiicresel
proliferasyonun, farklilasmanin, apoptozun ve anjiyogenezin diizenlenmesinden
sorumlu genler dahil olmak iizere 200’den fazla geni kontrol ederek hiicrenin

yasamsal faaliyetlerinde rol oynar (Sekil 3) (2,6).

1,25(0OH),D3, giliglii bir immiinomodiilatérdiir. Makrofajlarda, dendritik
hiicrelerde (DC) ve aktive edilmis B-T lenfositlerinde D vitamini reseptorleri bulunur
ve serum 25-hidroksivitamin D, mililitre basma 20 ng'nin (litre basma 50 nmol)
altima diistiigiinde, monosit veya makrofajin dogal bagisiklik tepkisini baglatmasi

engellenir (4,6,9).



1,25(OH)2D

1-OHase

artar

Makrofaj/ monosit (\

Paratiroid . 25(0OH)D > 30 ng/ml

Kan

1,25(0H):D

\ l
Paratiroid hormon
regulasyvonu
Balas Kan basinat
regiilasyonu

Sekil 3. D vitamini metabolizmasit ve etki bolgeleri. Monosit/makrofajlarda D
vitamininin etkileri



2.3 D vitamini Eksikligi

D vitamini eksikligi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 25(OH)D<20 ng/ml/ 50
nmol/L olarak tanimlanan, her yastan ve cinsiyetten kisiyi etkileyen dnemli bir saglik
sorunudur (10-13).

Derideki D3 vitamini sentez etkinligi, epidermise giren UVB fotonlarin sayisina
ve pro-vitamin D’nin deri depolarina baglidir. Cam, giines kremi, kiyafetler ve cilt
pigmenti UVB'yi absorbe eder ve D3 vitamini sentezini engeller. Suboptimal diyet D
vitamini alimi, ¢alisma kosullarinin kapali ortamlarda ve uzun siireli olmasi, ¢evre
Kirliliginin artmasi, giines 1s1ginin kanserojen potansiyeli hakkindaki endiselerden
kaynaklanan eszamanli artan gilines koruyucu kullanimi, sentez ve emiliminin
azalmasi, kalitsal bozukluklar D vitamini eksikliginin sebepleri olarak

gosterilmektedir (2, 6, 14).

2.4 D vitamini Eksikliginin Hastaliklarla Tliskisi

Literatirde D vitamini eksikligi osteoporoz, otoimmiin hastaliklar, diyabet,
bulasict hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, depresyon ve kanser gibi birgok

hastalikla iliskilendirilmistir (15).

D vitamini eksikligi, diyetle alinan kalsiyum (%20°s1) ve fosforun (~%50-60’1)
etkili bir sekilde emilmesini Onler. Kalsiyumun zayif emilimi, serum iyonize
kalsiyum seviyelerinde bir azalmaya neden olur. Bu sebeple kalsiyum
metabolizmasini, osteoblastik aktiviteyi, matriks mineralizasyonunu, kemik

modellenmesini ve kemik yogunlugunu olumsuz etkilemektedir (5,14).

Diisiik 25-hidroksi D (250HD) sekonder hiperparatiroidizm ve kemik yikimi
artisi ile iligkilidir. D vitamini eksikligi osteoporoz i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak

bilinmektedir (15).
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2.5 D vitamini Eksikligi ve Menopoz

D vitamini eksikligi her yasta goriilebilmektedir. Ancak ostrojen seviyesinin
azalmasi, yas ve yag kiitlesinin artmasi pre ve postmenopozal kadinlarda vitamin D

eksikliginin goriilme riskini arttirmaktadir (16).

Kemiklerde VDBP ifadesi dstrojene bagimli oldugu i¢in menopoz, vitamin D
gereksiniminde onemli bir gegisi temsil etmektedir (17). Menopoz sonrasi donemde
estradiol seviyelerinin diismesi D vitamini ve DBP seviyelerini de etkilemektedir.
Premenopozal kadinlarda VDBP ve 25(OH)D3 seviyeleri postmenopozal kadinlara
gore anlamli derecede yiiksek ve estradiol seviyeleri VDBP (p<0.01) ve 25(OH)D3
(p<0.01) ile korale bulunmustur (18). Ayrica etnik farkliliklar VDBP seviyesini ve

baglanma kapasitesini etkilemektedir.

Ostrojen seviyesinin diismesiyle kemik matris olusumunda ve kemik
mineralizasyonunda belirgin bir azalma meydana gelir. Bu sebeple menopoz sonrasi

kadinlarda osteoporoz riskinde artis gézlenmektedir (16, 19).

2.6. D vitaminin Yaslanmadaki Rolii

D Vitamini, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi, proliferasyon (TGF- B, NF-kB,
p53, p21, p27 ve MYC), apoptoz (h"TERT, BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK, BAD ve
p13), kok hiicre regiilasyonu (Wnt), mineral metabolizmasi (Klotho-FGF-23) ile
ilgili ¢esitli yolaklar etkiler (Sekil 4).
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Sekil 4. D vitaminin hiicrenin yasamsal faaliyetleri tizerindeki etkileri

Kaynak: Pusceddu I, Farrell CJ, Di Pierro AM, Jani E, Herrmann W, Herrmann M.
The role of telomeres and vitamin D in cellular aging and age-related diseases. Clin
Chem Lab Med. 2015 Oct 1;53(11):1661-78. (20).

D Vitamini, siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK'lar) ve siklin bagimli kinaz
inhibitorii (CDKI'ler) p21 ve p27 gibi hiicre dongiisiinde yer alan bir dizi proteini
diizenleyerek hiicrenin G1/S faz gecisinde rol oynar. Ayrica c-myc' nin bazi hiicre
hatlarinda D vitamini tarafindan down-regiile edildigi ve hiicre dongiisiiniin

durdurulmasina neden oldugu bulunmustur (20).

Transkripsiyon faktorii NF-kB, oksidatif stresi, iltihaplanma ve yaralanmaya
kars1 hiicresel yaniti arttirir. D vitamini, insan 16kositlerinde NF-kB aktivitesini

azaltarak, enflamatuar yanit tizerinde inhibe edici etki gosterir.

Mitokondriyal radikal oksijen birikimi oksidatif stresi arttirrr. D vitamini,
H,02’nin H,O’ya doniisiimiinii kataliz eden glutatyon peroksidaz ekspresyonunu
arttirarak radikal oksijen molekiillerinin birikimini engelleyerek ve oksidatif stresi

azaltir.

D vitamininin apoptozu indiikledigi mekanizma tam olarak anlagilmasa da,
BCL-2 ailesi iiyeleri {izerinden sitokrom ¢ salinimini diizenleyerek apoptozu kontrol

ettigi rapor edilmistir (20).
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2.7. Telomer Yap1 ve Fonksiyonu

Yaglanma, yasa bagli hastaliklar ve 6liim riskinin artmasina neden olan ilerleyen
organ islevlerinin azalmasi1 ile karakterize ¢ok faktorlii bir biyolojik olaydir.
Genomik biitiinliiglin bozulmas1 ve genomik kararsizlik hiicresel diizeyde
yaslanmada kritik unsurlardir. IIk olarak 1938’de Hermann Miiller tarafindan
tanimlanan telomerler, genomik stabilite ve hiicresel yaslanma icin kritik dneme

sahiptir (20).

Telomer, telomerik proteinler ve tekrarlayan DNA dizilerinden olusan,
kromozomlarin uglarin1 yipranmadan ve diger kromozomlarla fiizyondan koruyarak
kromozom kararliligini saglayan niikleoprotein yapilardir. Insanlarda telomerik DNA
sekansi, yaklagik 10-15 kilobaz uzunlugunda tandem TTAGGG tekrarlarindan olusur
(20). Telomerik DNA, ¢ift iplik¢iklidir ancak 3 ucunda G niikleotidince zengin tek
iplikli ¢ikint1 (150-200 bp) vardir (Sekil 5.A). G-iplikgik ¢ikintisi, telomeri korumak
icin ¢ift zincir bolgesine t-loop olusturur. T-loop kapali konfigiirasyonu, kromozom

i¢in bir baslik gorevi goriir (Sekil 5.B).

TRF1 kompleksi, telomerazin telomer sekansina erisimini diizenleyen telomer
uzunlugu kontroliinde rol oynar. TRF2 kompleksi ise, G iplik¢ik c¢ikintisinin

bozulmadan korunmasini ve telomerik fiizyonlarin 6nlenmesinde rol oynar.
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Sekil 5. Telomer yapis1
Kaynak: Pusceddu I, Farrell CJ, Di Pierro AM, Jani E, Herrmann W, Herrmann M.

The role of telomeres and vitamin D in cellular aging and age-related diseases. Clin
Chem Lab Med. 2015 Oct 1;53(11):1661-78 (20).

DNA polimerazinin 3’ wucunun kopyalamamasi nedeniyle, her hiicre
boliinmesinde 50-200 bp telomerik sekans kaybi olur. Ancak telomeraz enzimi ve
“T-loop” yapisinda bulunan telomerik proteinler uglart replike ederek bu kisalmay1

Onler.
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Telomeraz, ters transkripsiyon aktivitesine sahip bir riboniikleoproteindir ve
kromozom uglarina de novo telomer heksaniikleotid tekrari ekler (Sekil 6).
Telomeraz enzimi, insan telomeraz ters transkriptaz enzimi (hTERT), telomeraz
RNA bileseni (TERC) ve Dyskerin’den meydana gelir (Sekil 6.A). Telomeraz,
kromozom uglarina de novo telomer heksantikleotid tekrarini iic asamada; 1) hTERT
kompleksinin taninmasi ve baglanmasi; 2) tamamlayict niikleotitler ekleyerek

uzama; 3) hTERT kompleksinin translokasyonu ekler (Sekil 6.B).

A
¥
5
B hTERTcomplex
1. Binding 5
TTAGGOTTAGGS AG J
CAAUCCCAALC
G
A
¥ T
T
G
G -
2. Elongation

TTAGGGTTAGGG AG GOTTAG

¥

3. Translocation -
TTAGGOTTAGGGTTAGGS AG

7

Sekil 6. Telomeraz yapis1 ve etki mekanizmasi

Kaynak: Pusceddu I, Farrell CJ, Di Pierro AM, Jani E, Herrmann W, Herrmann M.
The role of telomeres and vitamin D in cellular aging and age-related diseases. Clin
Chem Lab Med. 2015 Oct 1;53(11):1661-78 (20).
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Yaglanma ile birlikte somatik hiicrelerde ve yetiskin kok hiicrelerde telomeraz
aktivitesi azalir ve telomer boyu korunamaz. Yaslanmayla telomer boyu Hayflick
limiti denilen belli bir uzunluga kadar kisalir. Bu limitten sonra hiicre apoptoza gider
(20, 212).

Telomerlerin  “T-loop” yapisim1  koruyan telomere baglanan proteinler
bulunmaktadir. Bu proteinlerden birinin eksikligi telomerin yapisin1 bozarak
kisalmasina neden olabilir. Dolayisiyla telomerin kisalmasi sadece telomeraz
aktivitesine bagl degildir, farkli faktorler de telomerin kisalmasina sebep olabilir.
Oksidatif stress, enflamasyon ve hiicre proliferasyonu telomer kisalmasinin artisi ile

iligkilendirilmistir (21, 22).

2.7.1 Lokosit telomer uzunlugu ve menopoz

Ostrojenin varlig1 telomeraz yapimmini uyarir ve reaktif oksijen radikallerin
azalmasina neden olur. Menopoz sonrasi kadinlarda dstrojen seviyelerinin diigmesi
ve hiicre yenilenmesinin yavaslamasinin ve telomer boyu kisalmasini hizlandirmakta
etkili oldugu rapor edilmistir (23). Menopoz ve telomer uzunlugu ile ilgili
arastirmalar cesitlidir. 65 yas sonrasi 486 kadinda yapilan bir ¢alismada da telomer

uzunlugunun menopoza girme yast ile iliskili oldugu rapor edilmistir (24).

Ostrojenin telomer uzunluguna etkisi daha genis gruplarda calisiimasi gereken bir
konudur. Ciinkii menopozdaki kadinlarda eksojen Ostrojenin verilmesinin telomer
uzunlugunda bir etkisi olmadigi bulunmus (25), endojen Ostrojenin de telomer
uzunlugunda eksojen Ostrojenden nasil farkli  bir etkisi oldugu halen

bilinmemektedir.
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2.7.2. Lokosit telomer uzunlugu ve D vitamini iliskisi

Lokosit telomer uzunlugu (LTU), kisinin hayati boyunca maruz kaldig1 oksidatif
stres ve enflamasyonun kiimiilatif bir indeksidir (26). Oksidatif stresin ve
enflamatuar yanitin artmasi I6kosit boliinmesini arttirarak LTU’nun kisalmasina
sebep olur. Ayrica, proinflamatuar yaniti tetikleyen genetik ve cevresel faktorler
(sigara icme, obezite, sedanter yasam) oksidatif stres kaynagidir ve LTU kisalmasi

ile iliskilidir (26).

Deneysel calismalarda, D vitamini metabolitlerinin, IL-6 ve TNF-a i¢eren insan
monositleri ile enflamatuar sitokinlerin iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir (27). D
vitamininin enflamatuar yanit {izerindeki inhibe edici etkisinin, oksidatif stres ve
enflamasyonla artan LTU kisalmasiyla iliskili olabilecegi diisiiniilmistiir (20, 26,
28).

Lokositlerde telomerlerin kisalmasi, D vitaminin koruyucu oldugu bircok ¢esitli
kronik hastalikla ve kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilendirildiginden (29, 30). D
vitaminin, telomer biitlinliigiiniin korunmasinda etkili olabilecegi diigiiniilmektedir

(31).

Vitamin D reseptorii (VDR), 1(25)OH;Ds’i 6zgiil olarak baglayan ve hiicre i¢i
etkisine aracilik eden bir hormon reseptoriidiir. VDR reseptorleri, enterositler,
miyositler, immiin hiicreleri (T ve B lenfositleri, makrofajlar, dendritik hiicreler),
noronlar ve glial hiicreler gibi bir¢ok hiicrede bulunur (6). Lokositlerde vitamin D
reseptorii bulundugundan, D vitamini ile 16kosit telomer uzunlugu arasinda iliski

olabilecegi disiilmektedir (32).
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Sonug olarak; D vitamininin hiicre proliferasyonu, yaslanma ve apoptozdaki
rolinden dolayr telomer uzunlugu iizerine etkisi olabilecegi diistiniilmektedir. D
vitamini replasmaninin niikleer faktor—kB aktivitesini azalttigi, antienflamatuar 1L10
diizeylerini yiikselttigi ve proenflamatuar interlokinleri azalttigi bilinmektedir (4).
Ancak D vitamini telomer seviyesi ile iliskili olmasina ragmen D vitamini

replasmaninin telomer boyu {izerine faydasi olup olmadig1 da bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihaz ve malzemeler Tablo 1 ve 2’de, kimyasal

maddeler ise Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 1. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Marka/ Model

Derin Dondurucu Buzdolabi
(-20°C ve -80°C)

+4°C Buzdolab1

Termal Dongii Cihazi
Real-Time PCR Cihazi

Hassas Analitik Terazi

Sogutmal1 ve sogutmasiz santrifiijler

Jel Goriintiileme cihazi

Santrifij

Cesitli Hacimlerde Otomatik Pipetler

Etiiv (37°C)

Otoklav

pH Metre

Vorteks

Calkalayicili Ist Blogu

200, 600, 1500 ul hacimli Epppendorf tiipler
Cesitli Hacimlerde Pipet Uglar1 (0,1-1000 pl)
5, 10 ve 25 ml hacimli Steril Serolojik Pipetler

Kirsch Medical

Kirsch Medical
BIORAD
BIORAD CFX 96 QPCR

AUWY/220D Shimadzu
Niive-NF400, NF-046 ve 1200R modelleri

1708280 Chemidoc MP System BioRad
Thermo Fischer Scientific

Thermo Scientific

Hera Term Oven Thermo Scientific
Niive SteamArt

Thermo Scientific

VWR VV3

Witeg Wisd Laboratory Instruments
Axygen

Jet-Biofil

AXxygen
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Tablo 2. Kullanilan cihaz ve malzemeler (devami)

Kullamlan Cihaz ve Malzemeler Marka/ Model

Cesitli Cam Malzemeler Isolab

Biyogiivenlik Kabini Safe 2020 Thermo Scientific
Mor kapakli (EDTA’l1) kan alma tiipii Vacusera

(10 cc)

Sar1 kapakli kan alma tiipii (8 cc) Vacusera

XPT cihaz1 ADVIA Centaur

15 ml ve 50 ml falkon tiip SPL

Spektrofotometre NanoDropTM 2000/ 2000c
gqPCR i¢in 96 well plate Axygen

Tablo 3. Kullanilan kimyasal maddeler

Kullamilan Kimyasal Maddeler Firma/ Kodu

Devit-3® Oral Damla 50.000 1.U/15 ml Deva

10X PBS Buffer GeneMark (GBO07)
Histopaque® Sigma-Aldrich, 1077
Quick-DNATM Miniprep Plus Kit Zymo Research, D4068
Primerler Sentegen

SensiFASTTM SYBR® No-ROX Kit Bioline, BIO-98020
Potasyum kloriir (KCI) Sigma,7447-40-7
Hidroklorik asit Sigma, 7647-01-0
(Hidroksimetil)aminometan (Tris) Sigma, 252859
DL-Dithiothreitol (DTT) (C4H1002S2) GE Healthcare, 17-1318-02
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma, 276855

6X DNA Loading Dye Thermo Scientific, #R0611
HyperLadderTM (50bp) Bioline, BIO-33054
Etanol (C2H60) Merck, 111727

Bu tez calismasi Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tibbi
Arastirmalar Degerlendirme Kurulu tarafindan 14 Ocak 2016 tarihinde incelenmis ve
etik acidan uygun bulunup (ATADEK 2016/1) (EK 1), 2017-2019 yillar1 i¢inde
Acibadem Mehmet Ali  Aydinlar Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda

yapilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Calisma plam

Telomer uzunlugunun cinsiyetle ve Ostrojenle iliskisi diisliniilerek Ostrojenin
etkisinden bagimsiz bir popiilasyon olusturmak ve Ostrojenin karistirict faktor
etkisinin diglanmasi i¢in menopoz sonrast kadinlar ¢aligma grubu olarak belirlendi

(33).

Kuvvet analizinde tip 1 hata %3, tip 2 hata %20 ve beklenen telomer uzunlugu
farki 2 grup arasinda %10 olarak alindiginda Ornek biytikliigii her grup igin

minimum 38 olarak bulundu.

Bu tez calismasi, kontrollii calisma olarak planlandi, Istanbul Medeniyet
Universitesi Goztepe Egitim-Arastirma Hastanesi Endokrinoloji Poliklinigi'ne ve
Balikesir Manyas saglik ocagina basvuran, saglikli, D vitamini takviyesi hig
kullanmamis veya 1 senedir kullanmayan, D vitamini seviyeleri 20 ng/ml’nin altinda
olan, aydmlatilmis onam formunu (EK 2) imzalayan, goniillii 100 postmenopozal (en
az bir senedir adet gormeme ve doktor tarafindan menopoz teshisi almis olmak)
kadin caligmaya dahil edildi. Ayrica ¢alismaya katilan her goniilliden demografik
bilgilerini, sigara, alkol kullanimi, egzersiz ve diyet aligkanliklarin1 ve gecirdigi

hastaliklar1 sorgulayan bir saglik ve yasam tarzi anketi (EK 3) doldurmas: istendi.

Calismaya dahil edilen kisilerde 16kosit telomer uzunlugu bakildi ve grup
(n=100) rastgele ikiye ayrildi. Birinci gruba (n=50) 2 ay boyunca 50 000 IU/hafta
dozda oral D3 vitamini takviyesi, diger gruba (n=50) plasebo olarak ay¢igcek yagi
verildi (34-37). Katilimecilara g¢alisma diizeni anlatildi. Tek kor calisma olacak
sekilde diizenlenen ¢alismada arastirma kapsamina alinan deneklere hangi yontemin
uygulanacag1 (tedavi/ plasebo) arastirmacilar tarafindan bilinip katilimcilar
tarafindan bilinmiyordu. Calisma sonrasinda plasebo alan gruba tedavi grubuna

verildigi miktarda D vitamini preparatlar1 {icretsiz olarak verildi.
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2 ay siiren D vitamini tedavisi ve bir ay bekleme siiresi sonucunda tiim
katilimcilar ¢agirilip D vitamini seviyeleri ve 10kosit telomer uzunluklarina tekrar
bakildi. Tedavi alanlarda ve plasebo alanlarda tedavi Oncesi ve tedavi sonrasi

25(0OH)D o6l¢iimleri Acibadem-LabMed laboratuvarlarinda yapildi.

Calisma grubundan dislanma kriterleri asagidaki gibi belirlendi:

1. Serum D vitamini seviyelerini diigiiren herhangi bir hastaligi bulunan ve ilag

kullanan kisiler

2. Megaloblastik anemi teshisi almis kisiler

3. D vitamini kullanan veya bir sene i¢inde D vitamini replasman tedavisi alan kisiler
4. Tiroid ve paratiroid hastaligi bulunan kisiler

5. Kanser kimyasal tedavisi goren kisiler

6. Karaciger fonksiyon bozukluguna sebep olan karaciger hastaligi bulunan kisiler
7. Bobrek hastaligi bulunan kisiler

8. Yaygin deri hastalig1 bulunan kisiler

9. Asir stres/ depresyon yasayan kisiler

10. Malabsorbsiyon/ malnutrisyon

11. Akut/kronik enfeksiyon bulunan kisiler

12. Kronik enflamasyon bulunan kisiler

13. Yiiksek doz statin tedavisi alan kisiler

14. Sik1 vegan diyeti uygulayan kisiler

15. D vitamini seviyelerini diisiiren bilinen herhangi bir mutasyonu bulunan kisiler
16. Bilinen kalitsal hastalig1 olan kisiler

17. Aydinlatilmis onam formunu imzalamayarak calismaya katilmayr reddeden

kisiler
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3.2.2. Kan ve serum eldesi

Calisma grubundaki kisilerden kan ornekleri, D vitamini Slgiimleri ig¢in sari
kapakl jelli tiiplere (8cc), genetik dlgtimler i¢in mor kapaklt EDTA’l1 tiiplere (10cc)
alindu.

Periferik venden kan alinmasindan sonra 1 saat i¢inde, sar1 kapakli jelli tiipler
3000 rpm’de 6 dakika santrifiijlenerek serum elde edildi ve serum 1.5 ml’lik
Eppendorf tiiplere porsiyonlanarak D vitamini 6l¢iimleri i¢in -80°C’de saklandi.

Genetik analizler i¢in alinan mor kapakli (EDTA’l1) tiiplere kan alinmasindan
sonra, 6 saat iginde Ficoll-Paque gradient santrifiigasyon yontemi kullanilarak

periferal kandan mononiikleer hiicre (PBMC) izole edildi.

3.2.3. Serumdan 25(OH)D3 ol¢iimii

25(OH)D’nin yar1 6mrii uzun oldugu ve dolasimda 1.25(OH),;D’ e kiyasla daha
kararl1 oldugu i¢in D vitamini seviyeleri olarak 25(OH)D ol¢iimleri kabul edildi. D
vitamini seviyelerinin biyokimyasal dlgiimleri, Actbadem Universitesi LAB-MED
laboratuvarinda rutin ve arastirmada kullanilmak i¢in gelistirilen ADVIA Centaur
XPT cihazinda CLIA ydntemi ile yapildi.

Ornekler ADVIA centaur Vit D testi (y) ile ID-LC-MS/MS 25(0OH) Vitamin
DRMP (x) arasindaki iligki Derning regresyonu kullanilarak Centaur VitD =0.99 (ID
LC-MS/MS)+0.53 ng/ml (1.33 nmol/l), r=0.96 denklemiyle LAB MED tarafindan

standardizasyonu yapild.

23



D vitamini Ol¢timleri i¢in Eppendorf tiipte -80°C’de saklanan serum ornekleri
cihaza yerlestirilmeden once 1000 g’de 10 dakika santrifiij edildi, kabarcik
icermemesine dikkat edilerek kiivetlere aktarildi ve 15 saniye inkiibe edildi. 200 pl
yardimct paket reaktifi ile 37°C’de 4.5 dakika, 50 ul lite reaktif ile 37°C’de 5.5
dakika, 100 pl kat1 faz reaktifi ve 50 pl yardimci kuyucuk reaktifi ile 37°C’de 3
dakika inkiibe edildi. Kati fazin karisimdan ayirarak reaktifin aspirasyonu cihaz
tarafindan gerceklestirildi ve kiivetler yikandi. Kemiliiminesans reaksiyonu baslatildi

ve sonugclar rapor edildi.

3.2.4. Periferal kandan mononiikleer hiicre (PBMC) izolasyonu

Mor kapakli (EDTA’]) tiip yavasca 6-8 kez alt tist edilerek karistirildi. 15 ml’lik
falkona periferik kan ve ayni oranda (1:1) PBS (1X) eklendi. Temiz bir 15 ml
falkona 1:1.5 oraninda Histopaque doldurulup, kan+PBS karisimi yavasca falkonun
duvarindan akitarak Histopaque’m iizerine aktarildi. 20°C’de 400 g’de 30 dakika
(ACC:9, DEC:1) santrifiij edildi.

Ficoll-Paque gradient santrifiigasyon yontemiyle olusturulan ara faz (Sekil 7)
temiz bir 15 ml falkona alindi. Ayrilan hiicrelere PBS (1X) eklenerek, 20°C’de 400 g
de 8 dakika santrifiij edildi. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlandi. Yikama sonrasi
olusan siipernatant atildi ve pellet 500 ul 1X PBS’te ¢oziilerek 1.5 ml Eppendorf tiipe
alindi. 20°C’de 400 g’de 8 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Elde edilen
pellet -80°C°de saklandh.
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—> Eritrosit

Sekil 7. Ficoll-Paque gradient santrifiigasyon yontemiyle ayrigtirilan fazlar

3.2.5. DNA izolasyonu

Periferal kandan izole edilen mononiikleer l5kositlerden Quick-DNA™
Miniprep Plus Kit (Zymo Research, USA) kullanilarak total DNA izole edildi. DNA
orneklerinin saflig1r ve konsantrasyonu NanoDrop™ 2000/2000c spektrofotometresi
ile 6l¢iildii. Olgiim sonucunda A260/280 orani 1.8 nm ile 2 nm, A260/230 orani ise 2

nm ile 2.2 nm arasinda olan DNA ornekleri ¢alismada kullanilmak {izere segilerek

-20°C’de saklandi (Sekil 8).

10mm Absorbance

320 330 40

Sekil 8. NanoDrop™ 2000/2000c Spektrofotometre ile 6l¢iilen DNA 6rnekleri
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3.2.6. Lokosit telomer uzunlugu tayini

Lokosit telomer uzunlugunun tayini i¢in diger metotlara (Terminal Restriksiyon
Fragman Assay (TRF), FISH) gore az miktarda DNA ile yiiksek ¢iktili sonuglar
alinabilen qPCR metodu kullanild1 (38, 39). Dizayn edilen primerlerin telomer
bolgesinin C ve G niikleotidlerine baglanacak ancak primer dimerlerini engelleyecek
sekilde mismatch bolgeleri tasimasi bu metodun temel prensibidir.

Telomere 6zel primerlerle amplifikasyon (tPCR) kantitatif olarak olgiildii ve
kontrol olarak kullanilan tek kopya genin ayni primerlerle amplifikasyonu (sPCR) ile
kiyaslanarak bir oran bulundu. Her 6rnek igin telomer/ tek kopya gen (T/S) orani
alindi. Tek kopya gen olarak 36B4 kullanildi. T/S oranina gore telomer boyunun
relatif uzunlugunu bulmak icin 36B4’teki S kopya numaralar1 her 6rnekte ayni
olmasi i¢in kontrol olarak B-globin geni (referans gen) kullanildi (39).

Telomer, 36B4 ve B-globin primer dizileri ve kullanilan konsantrasyonlar Tablo
#te verilmistir. qPCR, SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline, USA)
kullanilarak BIORAD CFX96 RT-qPCR cihazinda gerceklestirildi. Cogaltma
sirasinda spesifik olmayan baglanmalari engellemek ve daha objektif sonuglar almak

i¢in 900 mM Tris-HCI, 2 M KCl1, 300 mM DTT ve %60 DMSO kullanild1 (39).

PCR iiriinii qPCR'n her dongiisiinde yaklagik olarak iki katina ¢iktigindan, T/S

orani  [2C1EOMeNpCEBY) 1=t Glarak  hesaplandi. Referans DNA ile

karsilagtirildiginda, tek kopya gen igin nispi oran (36B4 / B-globin) ~1.0 olarak
beklendi (39).

Hem D vitamini alanlarda hem de plasebo alanlarda telomer uzunlugu degisimi igin

asagidaki metot kullanildi (40).
Ct (B globin)/ Ct (36B4) = 1
[2Ct(telomer) /2 Ct(3GB4)] -1 27ACt

Tedavi oncesi ACt;=Ct ort Tel- Ct ort 36B4
Tedavi sonrasi=ACt,=Ct ort Tel- Ct ort 36B4

Tedaviye bagl katsay1 degisimi (fold change): 2 -aact
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Standart  sapmalarin  hesaplanmas1  (https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/cms_042380.pdf Erisim tarihi: 16.05.2019)

Duplike c¢alisma sirasinda her 6rnek i¢in Ct degerlerinin standart sapmalari

hesaplandi. ACt hesaplanirken standart sapmalar asagidaki formiile gore hesaplandi;
ACt (Tedavi 6ncesi) = Ct 6rnek 1 - Ct referans

Standart sapma ACt = (S1% + 822)1/ 2

Ornegin;

ACt(18.84+0.37)—(22.97 £0.28) =-4.13 £ 0.46

A Ct (Tedavi sonrasi) = Ct 6rnek 1- Ct referans

Standart sapma ACt = (S12 + 822)1/ 2

AACt’nin standart sapmasit aynm sekilde bulunmustur. 284 nin ortalamasimin
hesaplanmasinda su formiil kullanilmastir;

AACt _ pA(AACtt standart sapma) (AACt- standart sapma)
28Ct =2 +2 172

Tablo 4. Telomer, 36B4 ve B-globin primer dizileri

Primerler Primer dizileri Konsantrasyon

Tel1 GGTTTTTGAGGGTGAGGGTGAGGGTG 5 .M
AGGGTGAGGGT

Tel 2 TCCCGACTATCCCTATCCCTATCCCTA 20 uM
TCCCTATCCCTA

36B4u CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC 6 uM

36B4d CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA 12 uM

HBG 1 GCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC 10 uM

HBG 2 CACCAACTTCATCCACGTTCACC 10 uM
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Tablo 5. Telomer primerleri i¢in qPCR inkiibasyon kosullari

Sicaklik (°C) Zaman Dongii
95°C 10 dakika 1

95°C 15 saniye 22
54°C 2 dakika

Tablo 6. 36B4 ve B-globin primerleri i¢in qPCR inkiibasyon kosullari

Sicaklik (°C) Zaman Dongii
95°C 10 dakika 1

95°C 15 saniye

58°C 1 dakika 30

Protokolde uygun DNA miktarin1 bulabilmek ig¢in 1.68 kat seri diliisyonlar
yapilarak telomer, 36B4 ve B-globin primerlerine qPCR’da standart olusturuldu
(Sekil 9). Her 6rnek duplike calisildi.

5 ng/ul 2,98 ng/pl 1.77 ng/ul 1,05 ng/ul 0,63 ng/ul

1,68 kat 1,68 kat 1,68 kat 1,68 kat

\VAWAVAWAVAWAV

Sekil 9. Telomer, 36B4 ve B-globin primerleri i¢in seri diliisyon protokolii
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubu Klinik ve Biyokimyasal Sonuclari

Calismaya saglikli, D vitamini takviyesi hi¢ kullanmamis veya 1 senedir

kullanmayan, D vitamini seviyeleri 20 ng/ml’nin altinda olan, 100 postmenopozal

kadn dahil edildi.

Calisma grubundaki ortalama serum 25(OH)D 11.3 + 3.6 ng/ml iken, plasebo

grubundaki ortalama deger 11.8 + 4.2 ng/ml bulundu. Tablo 7'de gosterildigi gibi, bu

iki deney grubu, klinik ve biyokimyasal 6zellikleri bakimindan karsilastirildi. One

sample Kolmogrov- Smirnov testi ile parametrelerin normal dagilip dagilmadigi

arastirildi. Yas, boy, VKI, menopoz yasi, tedavi dncesi vitamin D, tedavi sonrasi

vitamin D, tedavi sonrasi telomer uzunlugu normal dagilim gosterirken, kilo ve

tedavi Oncesi telomer uzunlugu normal dagilim gostermedigi bulundu.

Tablo 7. Calismaya dahil edilen bireylerin klinik ve biyokimyasal dzellikleri

Parametreler

Yas (yil)

Kilo (kg)

Boy (cm)
VKI (kg/m?)
Menopoz yasi

Tedavi oncesi D
vitamini diizeyi

Tedavi sonras1 D
vitamini diizeyi

Tim grup

58.4+8.0

69.6 +9.1
161.2+5.5
26.7+3
475+4
11+3.9

22 +10.7

Grup
D vitamini Plasebo
kullananlar kullananlar
(n=49) (n=48)
59.2 £ 8.6 577+7.4
68.8+9.5 70.4 £ 8.6
161.4+5.8 161.1+£52
26.4+3.2 27+£2.7
47+4.9 48.1£4.3
11.3+3.6 11.8+4.2
28.6+10.3 152+59

p degeri*

NS

NS
NS
NS
NS

NS

<0.0001

* T-Test (iki kuyruklu dagilim) ile belirlendi.
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Katilimeilarin yas, boy, kilo ve VKI degerleri ile telomer uzunlugu arasindaki

iliski Sekil 10°da gosterilmistir. Yas, boy, VKI ile telomer uzunlugu arasindaki

korelasyon Pearson korelasyon testi ile bulundu. Kilo ile telomer uzunlugu

arasindaki korelasyon ise Spearman korelasyon testi ile bulundu. Boy, kilo VKI ve

yas ile relatif telomer uzunlugu arasinda anlamli iligki bulunamadi.
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z .
E 3004 .h-"‘
= . .
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w L] L] 1
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Sekil 10. a. Yas, b. Kilo, c¢. Boy, d. VKI degerlerinin telomer uzunlugu (2°") ile

karsilastiriimasi
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Sekil 11. 25(0OH)D seviyesinin tedavi oncesi (TO) ve tedavi sonrasi (TS) degisimi.
a. Plasebo grubu, b. D vitamini grubu. (Wilcoxon test kullanildi.)

25(0OH) D seviyeleri hem 3 ay boyunca plasebo kullananlarda hem de D
vitamini preparat1 kullananlarda 6lgiildii. Ik dlciimler sirasinda tiim katilimcilarda
25(0OH)Ds seviyeleri < 20 ng/ml (50nmol/1) olarak segildi.

D vitamini diizeylerindeki degisim hem plasebo grubunda (tedavi oncesi 11.8 £
4.2, tedavi sonrasi 15.2 + 5.9, p<0.001) hem de D vitamini grubunda (tedavi oncesi
11.3 + 3.6, tedavi sonrasi 28.6 = 10.3, p<0.0001) anlamli bulundu. Ancak tedavi
grubunda D vitamini seviyelerinin 2.5 kat arttig1 belirlendi. Plasebo grubunda ise
1.29 kat artmaktadir (Sekil 11).
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4.2. Lokosit Telomer Uzunlugu Sonuclari

4.2.1. Telomer qPCR sonugclari

Lokosit telomer uzunlugu tayininde protokolde uygun DNA miktarini
bulabilmek i¢in 1.68 kat seri diliisyonlar yapilarak telomer, 36B4 ve B-globin
primerlerine qPCR’da standart olusturuldu (Sekil 12).

Amplification

T r T T T T T T 1 T T T T T T
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b.
Sekil 12. a. Telomer qPCR seri diliisyonlari, b. 36B4 tek kopya gen ve B-globin seri

dilisyonlar1. (her 6rnek duplike ¢aligildr).
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30 ~

R*=0,9997
20 - \\‘\ == Telomer
R2=0,9999 =i—36B4

10

Cq degerleri

0,63 1,05 1,77 2,98 5
DNA konsantrasyonu (ng/ul)

Sekil 13. qPCR relatif T (telomer)/S (tek kopya gen) orani. Diliisyon faktorii ~1.68
olacak sekilde konsantrasyonlar1 12.64- 100 ng arasinda degisen 5 DNA 0Ornegi
kullanildi. Kareler, tek kopya gen 36B4; dortgenler telomeri gostermektedir.

Referans DNA ile karsilastirildiginda, tek kopya gen igin nispi oran (36B4/ -
globin), beklendigi gibi ~1.05 olarak bulundu. Ortalama ACq ise 4.69°dur. Yani tek
kopya gen qPCR’si telomer qPCR kadar floresan sinyali iiretmek icin yaklagik 5
dongii daha gerektirir. ACt' nin standart sapmasi ise 0.46 olarak bulundu. Tiim bunlar

sonucunda qPCR i¢in optimum DNA konsantrasyonu 7.08 ng/ul olarak belirlendi.
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Telomer primerleri ile yapilan qPCR sonuglar1 ayni zamanda %@4’liikk agaroz
jelde yirttiilerek referans makalede (39) belirtilen 76 bp’e denk gelen smear
goriintiisii elde edildi (Sekil 14).

100 bp telomer N
marker pcr *controrl

100 bo
~76 bp
50 bp

Sekil 14. Telomer qPCR’1n %4’liikk agaroz jeldeki smear goriintiisii
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Telomer uzunlugunun hem plasebo grubunda (tedavi dncesi 2" 96, tedavi
sonrasi 2°“"; 244) hem de tedavi grubunda (D vitamini kullananlarda) (tedavi 6ncesi

2% 97, tedavi sonras1 2°“"; 180) anlamli bir sekilde arttig1 bulundu (Sekil 15).
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= = 100
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Sekil 15. Tedavi Oncesi ve sonrasi telomer uzunluklar1 a. plasebo grubu, b. D
vitamini grubu (Wilcoxon test kullanildi.)

Ancak tedavi sonrasi plasebo ve tedavi grubunun kiyaslanmasinda plasebo
grubundaki telomer uzunlugu artis1 tedavi grubuna gore daha anlamli bulundu

(p=0.004).

35



Telomer uzunlugu, D vitamini tedavisinde plasebo grubuna gore (r=0.23) zayif

korelasyon gosterdi (p = 0.1) (Sekil 16).

500 =
r=0.23, p= 0.1
- 400 o
2 .
= - LA o0
S a 300 -
— ‘.. ®
5 5 )
2~ 200- °s .
s ° o o ® °
R Qe °®
0 T T T 1
0 200 400 600 800
Telomer Uzunlugu
Plasebo

Sekil 16. D vitamini ve plasebo kullananlar arasindaki LTU korelasyonu (Pearson
korelasyonu uygulandi.)

Gruplar arasi (plasebo ve D vitamini) katlama degisikligi karsilastirildi ancak
anlaml1 bir fark bulunamadi (p=0.39) (Sekil 17).
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Sekil 17. Gruplar arasi (Plasebo ve D vitamini) katlama degisikligi karsilastirilmasi
(Mann-Whitney test kullanildz.)
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Katilimcilarin farkli mevsimlerde toplanmasinin sonuglarimiza etkisi aragtirildu.
Kis aylarinda 8 plasebo, 12 tedavi, giiz aylarinda 3 plasebo ve 15 tedavi, yaz
aylarinda ise 25 tedavi, 39 plasebo kullanan katilimcilar ¢alismaya alindi.

Mevsimsel olarak farkli zamanlarda toplanan tedavi gurubu Orneklerinin

25(0H)D seviyeleri ve telomer uzunlugu karsilastiriimasi Sekil 18’de verilmistir.

40 -
E30 -
g
(@]
T 20 -
o
& j
10 -
O n T T T T T T T
Kis Kis Giz Giz Yaz Yaz
(TO) (TS) (TO) (TS) (TO) (TS)
a.
300 -
250 -
=
£
= 200 -
=
N
= 150 -
5
E 100 -
&
50 - ﬁ
0 N T T T T T T T
Kis Kis Giz Giz Yaz Yaz
b (TO) (TS) (TO) (TS) (TO) (TS)

Sekil 18. a. Farkli mevsimlerde D vitamini kullanan tedavi grubu katilimcilarinin
25(0OH)D seviyelerinin karsilagtiritlmasi b. Farkli mevsimlerde D vitamini kullanan
tedavi grubu katilimcilarinin telomer uzunluklarinm karsilastirilmasi. TO: tedavi
Oncesi, TS: tedavi sonrasi
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5. TARTISMA

D vitamini eksikligi [25(OH)D<20 ng/ml/ 50 nmol/L] her yastan ve cinsiyetten
kisiyi etkileyen Onemli bir saglik sorunudur (10). D vitamini seviyelerinin
diizenlenmesinde kisiler arasi farkliliklara sebep olan genetik belirteglerin iyi
tanimlanmasi, etkili ve kisiye 6zel tedaviye olanak saglayacaktir.

D vitamini seviyeleri D vitamini takviyesi ile yasam standartlart ile ilgili
degisiklikler ile artis gostermektedir. D vitamini kullanilmadan 25(OH)D
seviyelerindeki artis topluma, iklime bagh degisiklik gostermektedir. Hollanda’da
yapilan Dutch Longitudinal Aging Study Amsterdam ¢alismasinda 25(OH)D
konsantrasyonlar1 55-65 yasindaki kisilerde (kadin ve erkek) 6 yil i¢inde ortalama en
fazla 4 nmol/L artis gostermistir. Buna karsi, serum 25(OH)D seviyeleri 65-88
yasindaki kisilerde 13 yil iginde ortalama 4 nmol/L azalmistir (41). Bu da bize
25(0OH) D seviyelerinin sezona bagli degisikliler olsa da yillar iginde stabil kaldigin1

gostermektedir.

D vitamini seviyesi hem plasebo grubunda hem de D vitamini grubunda ilk
Olglimlere gore anlamli olarak artmis olup (p<0.0001), D vitamini grubunda
25(0OH)D3 seviyesi daha yiliksek bulunmustur. Ancak ¢alismamizda iki ay tedavi
ardindan bir ay bekleme siiresi sonucunda dl¢iimler yapilmis olup bu sonuclar kisa
donem verilerini gostermektedir. Vitamin D replasmani kisinin 25(OH)D
Olgtimlerine gore takip edilerek tekrarlanabilir.

Telomerler, kromozom kararliligini saglayarak, genomun biitlinliiglinii korur.
Lokosit telomer uzunlugunun bulunmasinda geleneksel yontem Southern blot
olmasma ragmen referans makalede (39), kantitatif PCR ile olgiilen relatif T/S
oranlari ve goreceli TRF uzunluklart arasindaki korelasyon, Southern blot ile 6lgiilen
relatif telomer uzunluk sonucunu kuvvetle desteklemektedir. Bu sebeple I6kosit
telomer uzunlugunun tayini i¢in diger metotlara (Terminal Restriksiyon Fragman
Assay (TRF), FISH) gore az miktarda DNA ile yiiksek ¢iktili sonuglar alinabilen
qPCR metodu kullanilmistir (38, 39).
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Telomer kisalmasi, yasla ve oksidatif stresle dogru orantilidir. D vitamini,
enflamasyonu azaltti§1 ve genomik kararlilikta dnemli rol oynadig1 i¢in yaglanma ve
telomer boyu ile iliskilendirilmistir. D Vitamini, hiicre biiylimesinin diizenlenmesi,
proliferasyon, apoptoz, kok hiicre regiilasyonu, mineral metabolizmasi ile ilgili
cesitli yolaklar1 etkileyerek telomer uzunlugunun kisalmasinda rol oynadigi
diistiniilmektedir. Ancak D vitamini ile telomer uzunlugu arasindaki iligki tam olarak
bilinememektedir. D vitamininin telomer uzunlugunu arttirdigini goésteren ¢alismalar
olsa da telomer boyunun D vitamini seviyelerinden bagimsiz oldugunu gésteren
calismalar da bulunmaktadir. Bu calismalarin genis popiilasyon c¢alismalari ile

desteklenmesi gerekmektedir.

Enflamasyon ve oksidatif stres yaslanma biyolojisinde kilit belirleyicilerdir.
Richard ve arkadaslarmin yaptigi calisma 16kosit telomer uzunlugunun, bireyin
yasam boyu oksidatif stres ve inflamasyon ylikiiniin kiimiilatif bir endeksi kavramin
desteklemektedir. Calismada yiiksek serum 25-hidroksivitamin D konsantrasyonlari,
kadin popiilasyonunda daha uzun LTU ile iliskilendirilmistir. Bu ¢aligma kadinlarda
telomer boyu ve D vitamini seviyeleri arasindaki korelasyonunu gosteren ilk

calismadir (26).

Benzer olarak Liu ve arkadaslariin yaptigi ¢alismada da erkeklerde LTU ile D
vitamini seviyeleri istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon gdstermistir. Bu
caligmada ayn1 zamanda GC (rs4588 ve rs7041) polimorfizmlerine ve VDR (vitamin
D reseptor) polimorfizmlerine bakilmis, ancak telomer boyu ile iliskilendirilmemistir
(32).

Obez Afro Amerikalilarla yapilan bir ¢aligmada D vitamini takviyesinin periferal
mononiikleer kan hiicrelerinde telomeraz aktivitesinde artisa sebep oldugu
gosterilmistir, telomer uzunlugu Sl¢iilmemistir (42). Ancak telomer boyu telomeraz
enziminin aktivitesinden bagimsiz olarak da korunabilmektedir. Over kanseri
hiicrelerinde 1,25 (OH),D3’tin miRNA aracili olarak telomeraz aktivitesini inhibe
ettigi gosterilmistir (43). Bu c¢alisma genomik instabilite gosteren kanser hiicre
serilerinde yapilmistir, calisma saglikli hiicrelerde D vitamininin telomer iizerindeki

etkisinin nasil igledigi hakkinda bilgi vermemektedir.
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Julin ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada 25(OH)D ve 1,25(0OH),D ile LTU
arasindaki iliski incelenmis ve herhangi bir iligki bulunamamistir (31). 50-74 yas
arast 9940 kiside yapilan baska bir calisma 25(OH)D seviyelerini yaslanma ile ilgili
bir belirte¢ olarak gostermis ancak LTU ile iliskisi gosterilememistir (44).
Poliilasyon farkliliklarinin da LTU uzunlugu ve 25(OH)D seviyeleri iliskisine de etki
ettigi rapor edilmistir (27). Ayrica LTU’nun D vitamini seviyeleri ile orta diizeyde
iliskisini rapor eden ancak bunun klinik etkisinin de arastirilmasini 6neren yayinlar
da bulunmaktadir (45). 25(OH)D seviyelerinin LT uzunluguna etkisinin klinik olarak

Onemi heniiz arastirma konusudur.

Calismamizda saglikli postmenopozal kadinlarda LTU arastirilmistir. Literatiirde
D vitamini seviyelerini LTU ile iliskilendiren galismalar bulunsa da telomer ve
vitamin D seviyelerini iliskilendiren kontrolli ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda katilimcilar 3 ay boyunca takip edilerek tedavi Oncesi ve sonrasi
degerleri Olclilmiistiir. Diger calismalarda sadece D vitamini seviyesi ve LTU
kiyaslanirken, ¢alismamizda her iki grubun (2 ay boyunca D vitamini preparati alan
kadinlar plasebo kullananlar) tedavi oOncesi ve tedavi sonrast LTU c¢aligsmasi

yapilmistir.

Telomer uzunlugu hem plasebo grubunda (tedavi dncesi 2°“"; 96, tedavi sonrasi
24! 244) hem de tedavi grubunda (D vitamini kullananlarda) (tedavi 6ncesi 28¢t 97,

2%¢: 180) anlamli bir sekilde artmustir. Plasebo grubunda bu artis

tedavi sonrasi
tedavi grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.004). Hipotezimizden farklh
olarak plasebo grubunda LTU’nun tedavi grubunda oldugu gibi hatta daha fazla

artmis olmasinin olas1 sebepleri asagida tartisilmistir.

Aygiceginin D vitamini ve telomere etkisi diisiiniilebilir. Ancak D vitamini ile
yapilan c¢aligmalarda plasebo olarak aygigek yagi kullamilmistir  (34,35).
Calismamizda plasebo olarak aycicek yagmi kullanmamizin  sebebi 7-
dehidrokolesterol bakimindan en diisiik orani icermesidir (37). Ayrica bir hayvan
calismasinda da aygigek yagi kullaniminin telomer uzunluguna etkisinin olmadigi
rapor edilmistir (36). Bu sebeple caligma planlanirken plasebo igin aygigek yagi

secilmistir.

40



Telomer uzunluklar1 cinsiyet, popiilasyonlar arasi farklar ve ¢evresel
degisikliklerden etkilenmektedir. Buna 6rnek olarak yapilan bir ¢aligmada 10-15 yas
arast 5 sene boyunca takip edilen erkek ¢ocuklarda vitamin D takviyesiyle telomer
uzunlugunun artmasina ragmen kizlarda herhangi bir artisin gozlenmedigi rapor
edilmistir (46). Bizim c¢alismamizda da topluma has o&zelliklerin ve g¢evresel

degisikliklerin telomer uzunluguna etki ettigi diistintilebilir.

Katilimeilarin farklt mevsimlerde toplanmasinin sonuglarimiza etkili olabilecegi
tartisilmistir. Kis aylarinda 8 plasebo, 12 tedavi, sonbahar aylarinda 3 plasebo ve 15
tedavi, ilkbahar aylarinda ise 25 tedavi, 39 plasebo kullanan katilimer ¢alismamiza
alimmistir. Yaz aylarinda plasebo kullananlarin sayica fazla olmast D vitamini
seviyelerine ve telomer uzunluguna etki etmis olabilecegi disiiniilmektedir. Yaz
aylarinda giinese maruziyetin D vitamini seviyelerini tedaviden bagimsiz sekilde
arttirmas1 ve telomer boyuna etki etmesi tartisilabilir. Tedavi grubu mevsimsel
ozelliklere gore ayrildiginda yaz aylarinda telomer uzunlugu diger mevsimlerde
alman tedaviye kiyasla daha fazla artis gostermis ancak tedavi grubunun

mevsimlerde homojen olarak dagilmasi sebebiyle telomere etkisini azaltmistir.

Kisiler arasi1 farkli c¢evresel etkenlere maruziyet de telomer boyu iizerine etki
gosterebilir. Ornegin yapilan bir hayvan calismasinda telomer uzunlugunun
Salmonella enfeksiyonu gecirenler ve enfeksiyon sonrasi iyilesme saglayanlar

arasinda farkli oldugu belirtilmistir (47).

Katilimcilarin ortalama viicut kiitle indeksleri 26.7 + 3 olarak bulunmustur.
Obezite ve telomer uzunlugu arasindaki iligki ters orantili olsa da viicut kitle indeksi
yiiksek kigilerin D vitamininden faydalanma oranlar1 diisiik olabilmektedir (48).

Kuvvet analizinde tip 1 hata %S5, tip 2 hata %20 ve beklenen telomer uzunlugu
farki 2 grup arasinda %10 olarak alindiginda o6rnek biiytlikliigli her grup icin
minimum 38 olarak bulunmustur. Ancak daha biiyiik gruplarda yapilan ¢aligmalarda
sonuclarin degisebilecegi diisiiniilmektedir.

Katilimcilarda 2 ay tedavi/ plasebo kullandiktan sonra 1 ay beklenerek ikinci
Olgtimler alinmistir. Bu sonuglar hem plasebo hem de tedavi grubunda uzun dénem

sonuclar1 yansitmayabilir.
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Menopoz sonrast bircok hormonal ve metabolik degisiklikler olmaktadir.
Telomer boyuna pozitif etkisi olan Ostrojenin etkisi azalmaktadir. Ostrojen
seviyelerinin diismesiyle hiicre yenilenmesi yavaslamakta ve telomer boyu kisalmasi
hizlanmaktadir. Bu tez g¢alismasi menopoz sonrasi donemde D vitaminin lokosit
telomer uzunluguna etkisini anlamamizda 6nemli rol oynamaktadir. Menopoz sonrasi

kadinlar dahil edilerek 6strojenin telomer boyuna etkisi elimine edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak calismamiz kontrollii olarak planlanmis ve postmenopozal
kadinlarda 25(OH)D seviyelerindeki degisimin 16kosit telomer uzunluguyla iligkisi
arastiritlmistir. D vitamini ile telomer uzunlugu arasindaki iliski 6nemli bir ¢calisma
konusu olmasma karsin farkli yayinlarda ¢eliskili sonuglar bulunmustur.
Calismamizin gii¢lii bir yonii kontrollii bir ¢calisma olmasidir. Hem D vitamini hem
plasebo kullananlarda tiim olgiimler tedavi/plasebo Oncesi ve sonrasi tekrarlandigi
i¢cin replasmanin etkisi ve telomer boyu ve D vitamini iligkisi acisindan giivenilir bir
sonu¢  vermektedir. Kontrolli  caligmalar daha genis popiilasyonlarda
tekrarlanmalidir. Ayrica telomer uzunlugunun etkilendigi mekanizmalarin
aydinlatilmasi igin hiicresel galigmalara, D vitamini-telomer uzunlugu iliskisinin

klinik etkisini arastirmak i¢in de genis klinik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EK 2. Aydinlatilmis Onam Formu

Acibadem Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali ve Medeniyet
Universitesi’nde yiiriitillen bagimsiz bir arastirmanin pargasi olan ve yukarida adi

gecen ¢alismaya davet edilmis bulunuyorsunuz.

Bu calismanin amaci diisiik D vitamini diizeyleri olan menopoz sonrasi
kadinlarda D vitamini takviyesinin ve bu takviyeden faydalanma diizeyinin

genetik sebeplerini arastirmaktir.

D vitamini kemik gelisiminde ve kemiklerin mineral yogunlugunun korunmasinda
etkilidir. D vitamini besinlerden (siit, balik yagi) alindig: gibi viicutta da sentezlenir.
D vitamini dolagimda, D vitamini baglayict protein(VDBP) ile tasinir. D vitamini
baglayict protein Ge adi verilen gen tarafindan sentezlenir. Bu gende insanlar arasi
farkliliklarin vit D seviyeleri ile ilgili oldugu gosterilmistir. D vitamini eksikliginde
cocuklarda ve yetiskinlerde kemik kiriklar: riski artar. D vitamini seviyeleri kemik
sagligr icin Onemli olmakla beraber son zamanlardaki caligsmalarda kanserden

koruyucu etkileri de bulunmustur.

Bunun i¢in sizden alinacak 20 ml kandan DNA analizi yapilarak bu gendeki
degisiklige ve bunun vitamin D seviyeleri ile olan iligskisine bakilacaktir. Alinan
kanda eger D vitamin seviyeleriniz diisiik ¢ikarsa ¢alismaya alinacaksiniz ve diisiik D
vitamini seviyesinin hangi genetik faktorlere bagli oldugu arastirilacaktir. D vitamini
takviyesinin faydasini arastirmak i¢in ¢aligma grubu ikiye ayrilacak, bir grup 3 aylik
D vitamini, diger grup benzer besleyici madde takviyesi kullandiktan sonra da tekrar
10 ml kan alinarak bu parametrelere bakilip karsilagtirilmas: yapilacaktir. Eger D
vitamini kullanan grupta degilseniz ve 3 ay sonunda D vitamini seviyeleriniz diisiik
cikmaya devam ederse D vitamini takviyesi yapilacaktir. Sizden alinacak kan ileriki
calismalarda D vitamini ile ilgili baska molekiillerin arastirilmasinda da

kullanilabilir. Kan alimindan baska herhangi bir ek girisim talep edilmeyecektir.
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Sizden calisma ile ilgili hicbir iicret talebinde bulunulmayacaktir. Size bu
calisma karsihginda herhangi bir iicret 6denmeyecektir. Caliymaya katilmaniz
halinde tedavi oncesi ve sonrasi D vitamini diizeylerinizi hicbir ilicret 6demeden

ogrenebilirsiniz.

Calismaya katilmaniz halinde isminiz ve kisisel bilgileriniz bizde sakli tutulacak ve
herhangi bir yerde agiklanmayacaktir. Bu ¢aligma tamamen arastirma amaglt olup,
arastirma sorumlularinin ve /veya kurumun yiiriitiilecek aragtirmadan higbir maddi
¢ikart bulunmamaktadir. Bu calismaya katilm goniillilik esasina dayanir.
Istediginiz her an calismadan ¢ekilme hakkina sahipsiniz. Calisma ile ilgili
danigmak istediginiz bir konu oldugunda asagida telefon numarasi bulunan

arastirmacilarla temasa gecebilirsiniz. Katiliminiz igin tesekkiir ederiz.

Yrd. Dog. Dr. Deniz Agirbash Dr. Kagan Glingor

Aydinlatilmis onam formunda verilen tiim bilgileri okudum ve anladim. Calisma i¢in
alman kanin D vitamini aragtirmasi ile ilgili gerekli tetkikler i¢in kullanilmasinda
sakinca gormiiyorum. Bu ¢alismaya kendi rizamla goniillii olarak katilmayr kabul

ediyorum.

Hastanim Adi1 Soyadi Imza
Tarih
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EK 3. Saghk ve Yasam Tarz1 Anketi

POSTMENOPOZAL KADINLARDA D VITAMINI iLE LOKOSIT
TELOMER UZUNLUGU ARASINDAKI iLiSKiNiN ARASTIRILMASI

SAGLIK VE YASAM TARZI ANKETi

TUBITAK PROJE NO: 116Z812

KATILIMCI NO:

ISIM, SOYISIM:

YAS:

KILO: ............. kg BOY: ............. cm

DOGUM YERINIZ:

YASADIGINIZ SEHIR: Kag Senedir Yasiyorsunuz :
TELEFON:

OGRENIM DURUMUNUZ: YOK () ILKOKUL () ORTOKUL( )

LISE ( ) UNIVERSITE ( ) LISANSUSTU ( )

SIGARA ICiYOR MUSUNUZ HIC KULLANMADIM ( )
KULLANIYORUM ( )
BIRAKTIM ()
ALKOL KULLANIYOR MUSUNUZ? HAYIR ()
EVET ()
VEGAN DIiYETI YAPIYOR MUSUNUZ? EVET( )
HAYIR ()
ALLERJINIZ VAR MI? EVET ( )
HAYIR ( )
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HAFTADA YAPTIGINIZ EGZERSiZ SURESI: YOK ( )
HAFTADA 1-4 SAAT ARASI ()
HAFTADA 4 SAATTEN FAZLA ()
GENEL SAGLIK DURUMUNUZ

MUKEMMEL () son 12 aydaki doktor muayenesi ............ kez TANI:
Iyi () son 12 ayda hastanede yatma siiresi........ giin TANI:
ORTA ()

SIK SIK HASTA ()

MENOPOZA GIRDINIiZ Mi? EVET ( ) Adetten kesilme yasi .......
HAYIR ( )

YUMURTALIKLARINIZ ALINDI MI?  EVET () Ameliyat sirasindaki yas .....
HAYIR ( )

ASAGIDAKI HASTALIKLARDAN BiRi SiZDE VAR MI?

e KRONIK KARACIGER HASTALIGI ()

e KRONIK BOBREK HASTALIGI ()

e KISTIK FIBROZIS ()

e (COLYAK HASTALIGI ()

e CROHN HASTALIGI / ULSERATIF KOLIT ()

e YAYGIN DERI HASTALIGI ()

e ANOREKSIA/BLUMIA (siirekli yediklerini ¢ikarma ve yemek yeme
bozuklugu) ()

e MIDE ULSERI ()

e TIROID PARATIROID HASTALIKLARI

e MEGALOBLASTIK ANEMI

~—~~
SN N
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ASAGIDAKI iLACLARDAN BiRiNi SUREKLI KULLANIYOR MUSUNUZ?

e KORTIZON (
o EPILEPSI (SARA) ILACLARI ~ (
e DIURETIKLER (
e DIGOKSIN (
o STATIN ()
e KAN SULANDIRICI ()

\_/v\_/v

o KEMIK ERIMESI (OSTEOPOROZ) ILACI (6rn fosamax) ( )

e SUANDA KEMOTERAPI TEDAVISI GORUYORUM

()

BU KISIM DOKTOR TARAFINDAN DOLDURULACAKTIR:

BASLANGICTA VITAMIN D (25(0H)D) DUZEYI:
KULLANDIGI PREPARAT:

TEDAVI SONRASI VITAMIN D (25(0OH)D) DUZEYI:

54



9. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Minenur Soyadi Kalyoncu
Dogum Yeri | BALIKESIR/ Bandirma | Dogum Tarihi |06.08.1995
Uyrugu TC Telefon
E-mail minenurkalyoncul0@gmail.com
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet

Y1l

Yiiksek Lisans |[Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi  |2019
Lisans Halic Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi| 2017

Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Lise Bandirma Anadolu Lisesi 2013
Yabanci Dilleri Okudugunu | Konusma* | Yazma*

Anlama*

Ingilizce Iyi Iyi Iyi

* Cok 1y1, 1y1, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam  |80,08956 82,86477 74,24848

Bilgisayar Bilgisi

Program Kullanma becerisi
MS,Office Programlari Iyi

*Cok 1y1, 1yi, orta, zayif olarak degerlendirin



