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OZET

GIRIS VE AMAC: Viicutta, kalsiyum metabolizmas: iizerinde etkileri iyi bilinen D
vitaminin son yillarda otoimmiin hastaliklar, kanserler gibi pek c¢ok hastalik
durumuyla iliskisi ortaya cikartilmistir. Vitamin D metabolizmasiyla iligkili bazi
genler, dolagimdaki vitamin D durumuyla iliskilidir. Yapmis oldugumuz bu
calismada, vitamin D yetersiz/eksikliklerinde, D vitamini metabolizmasiyla iliskili
proteinlerin gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesi amaglanmaigtir.

GEREC VE YONTEM: D vitamini yetersizligi (80), eksikligi (81) tanis1 konmus 161
hasta ve D vitamini normal (84) saglikli kisi kontrol olarak c¢alismaya almmustir.
EDTA’l ve diiz tiipe alinmis kan orneklerin serumlar1 ayrildiktan sonra -80°C’de
analize kadar saklandi. Serumlarda vitamin D diizeyleri yiiksek performansh likit
kromatografisi (HPLC) ile 6lciildii. EDTA’] tiipteki kan 6rneklerinden ticari kitler
kullanilarak DNA izolasyonlar1 yapildi ve Real-time PCR teknigi ile CYP24Al
geninin 152209314 ve rs2762939 allelli, CYP3A4 geninin rs2242480 tek niikleotit
polimorfizmleri(SNPs) ¢aligildi.

BULGULAR: Katilan bireyler, 1. grup: D vitamin diizeyleri normal (30-110 ng/mL)
olan herhangi bir hastaligi olmayan saglikli 84 birey (kontrol); II. grup D vitamini
(<20 ng/ml) eksiklgi olan 81 hasta; III. grup D vitamini yetersizligi (20-30 ng/ml)
olan 80 hasta olmak lizere gruplandi. Calisilan enzimlerin (24-25-Hidroksilaz, 24-
Hidroksilaz) SNP genotip frekans dagilimlar1 gruplar arasinda istatistiksel anlaml
fark gostermedi. Ancak CYP24A1-rs2209314°¢ ait allel frekans dagilimlar1 grup III
ile grup I(kontrol) karsilastirildiginda T allelinin grup III’te anlaml yiiksek oldugu
(P=0.030) bulundu.

SONUC: Bu c¢alisma sonucunda, CYP3A4 (24-25-Hidroksilaz) rs2242480 ve
CYP24A1(24-a Hidroksilaz) rs2209314, 1s2762939 varyantlariin, calistigimiz
popiilasyonda D vitamin eksiklik/yetersizlik durumu agisindan bir riskle istatistiksel
olarak anlamli bir iliskisi olmadiginit ancak CYP24A1 (24-a Hidroksilaz) enziminin
rs2209314 varyantinda T allelin D vitamini eksikligi ile bir iligki gosterebilecegi
saptandi.

Anahtar Kelimeler: CYP3A4, CYP24A1, Gen Polimorfizm, Vitamin D, Vitamin D
eksikligi/yetmezligi



SUMMARY

Evaluation of Gene Polymorphisms of Vitamin D Metabolism Associated

Proteins in Vitamin D Deficiencies

INTRODUCTION: Vitamin D, which has well-known effect on calcium
metabolism, has recently been associated with other pathologies such as autoimmune
diseases and cancers. Some genes involved in vitamin D metabolism are associated
with circulating vitamin D status. In this study we aimed to evaluate gene
polymorphisms of proteins associated with vitamin D metabolism in patients with
vitamin D deficiency/insufficiency.

MATERIALS AND METHODS: 161 patients with vitamin D deficiency (80),
deficiency (81) and vitamin D normalhealthy (84) subjects were included in the
study. Blood samples taken into plain and plastic tube with EDTA were separated
and stored at -80°C until analysis. Vitamin D levels were measured by “high
performance liquid chromatography (HPLC) ” in serum. DNA isolations were made
by using commercial kits. Real-time PCR technique was used to investigate the
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the CYP24A1-rs2209314, -rs2762939,
and CYP3A4-rs2242480 genes.

RESULT: Participants were grouped as group I: 84 subjects with normal vitamin D
levels (30-110 ng / mL); II. 81 patients with vitamin D deficiency (<20 ng /ml); III.
80 patients with vitamin D insufficiency (20-30 ng/ml). Genotype frequency
distributions of studied enzyme SNPs showed no statistically significant difference
between the groups. However, when allele frequency distributions of CYP24Al-
152209314 were compared with group III and group I (control), it was found that T
allele was significantly higher in group III (P =0.030).

CONCLUSION: According to the our results, CYP3A4 (24-25-Hydroxylase)-
152242480 and CYP24A1 (24-a Hydroxylase)-rs2209314, -rs2762939 variants have
no statistically significant relationship with vitamin D deficiency/insufficiency risk in
the population we worked. However, we have found that the T-allele in the
rs2209314 variant of the CYP24A1 may be associated with vitamin D insufficiency.
Keywords: CYP3A4, CYP24Al, Gene Polymorphism, Vitamin D, vitaminD

deficiency/insufficiency
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1. GIRIS VE AMAC

Yagda ¢Oziinen vitaminler arasinda bulunan Vitamin D, viicutta esas olarak kalsiyum
ve fosfor homeostazisinin korunmasinda yer alan bir pro-hormondur (DeLuca 2004,
Medlej-Hashim et al 2015). D vitamini eksikligi ¢ocuklarda, erigkinlerde osteoporoza
neden oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Klasik etkilerinin disinda, son yillarda,
yapilan c¢aligmalarda Vitamin D’ninin iflamasyonda ve immiin sistemin
regililasyonunda rolii oldugu gdsterilmistir (Sun et al 2014, Yin and Agrawal 2014).
Diisiik serum vitamin D diizeyleri kardiyo-vasliiler ve serebro-vaskiiler hastalik ve
buna bagli mortalite artis1 ile iligkilidir ( Anderson et al 2010, Blicher, Jorgensen,
Schwarz and Wulf 2013). Literatiirde otoimmiin hastaliklar, kanserler, multiple
skleroz, romatoid artrit, Tip 1 diyabet gibi hastaliklar ile iliskilendirilmistir (Holick
2004). D vitamini eksikligi ve/veya yetersizligi, tiim diinyada ve iilkemizde toplum
sagligini tehdit eden O6nemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir. D
vitamini yetmezligi/eksikliginin diinya ¢apmda yaklagik 1 milyar insani etkiledigi
tahmin edilmektedir (Holick 2007, Holick and Chen 2008). Bol Giines 15181 alan
bolgelerden bile yiiksek prevalanslar bildirilmektedir (Van Schoor and Lips 2011).
IIiman ve bol giinesli bir iklime ragmen, vitamin D eksikligi tilkemizde de gorece sik
goriilen bir saghk problemidir (Hatun, Bereket, Calikoglu ve Ozkan 2003). Cinemre
ve ark. yapmis olduklar1 bir caligmada dahiliye poliklinigine gelen ancak tespit
edilen bir hastaligi olmayan bir grupta vitamin D eksikligini 74.2% olarak
bildirmislerdir (Serinkan Cinemre ve ark 2016). Yapilmis olan epidomiyolojik ve
klinik calismalarda, D vitamini diizeylerinin, D vitaminin metabolizmasinda yer alan
proteinlerin genlerindeki polimorfizimlerle iligkisi ortaya ¢ikarilmistir (Junaid et al
2015, Thanapirom et al 2017, Zhenga et al 2017). Bu iliskiyi Tiirkiye’de yasayan
popiilasyon iizerinde dogrudan gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, bol gilinesli iklim kosullarina ragmen klinik pratikte sik¢a karsilagilan D
vitamini eksikligi/yetersizliginin bir sebebi olarak D vitamini metabolizmasinda rol

oynayan bazi proteinlerin gen polimorfizmlerinin etkisini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. D VITAMININ TANIMI VE YAPISI

Vitamin D, viicutta esas olarak kalsiyum ve fosfor homeostazisinin korunmasindan
sorumlu olan prohormondur (Deluca 1977). Prohormon olarak tanimlanmasindaki
neden, bir endokrin gland tarafindan olusturulup sekrete edilmedigi icin klasik bir
hormon o6zelligi tasimamasma ragmen de novo sentezlenip uzak hedef hiicrelerde
reseptore baglanarak etki gostermesidir. Dort halkali steroid cekirdek yapiya sahip
olan D Vitaminin halkasinin 5-6 ve 7-8. karbonlar1 arasinda iki ¢ift bag
bulunmaktadir; 9-10. karbonlar arasinda halka agilmistir. D vitamininde doymus
halka sistemi ve 17. karbonuna bagl 8-9 karbonlu yan zinciri ile 25 karbonlu bir

sterol tiirevidir (Sekil 1), (Akkoyun, Bayramoglu, Ekin ve Celebi 2014).

f|3Ha CHjy
H_C'—CHz‘CHz'CHz'CH
2
]
X

HO

Sekil 1. D vitamini halkas1 (Akkoyun ve ark 2014).

D vitamini, bitkisel kokenli ergosterolden tiireyen ergokalsiferol [D,vitamini;25(OH)
D,;] ve hayvansal kokenli, deride kolesteroliin oksitlenme iriinii  7-
dehidrokolesterolden (7-DHK) tiireyen kolekalsiferolii [Dsvitamini;25(OH) Ds]
icerir (Sekil 2), (Akkoyun ve ark 2014).

Yapisal olarak Ds vitamini 22. ve 23. Karbonlarda ki ¢ift bag ve 24-metil grubunun
olmasi ile D, vitamininden farklilasir (Holick 2003). D vitamini terimi, yap1
bakimindan degisikliklere ragmen kolekalsiferol ve ergokalsiferoliin her ikisi i¢in
ortak kullanilir. Her ikisi de sonugta 25(OH),D ve 1,25(OH), D’ye doniistiiriiliir
(Gardner and Shoback 2007).



CHy CHy

A H—CG—CH=CH—CH CH/I:HH T f cny
— L —CH=CH—CH— s
- H—C—CH=CH—CH—CH
CHa CHs CHy “CH;
hw CHE(
| ﬁj |
Fotoli
HO” otoliz Ho"” . :%;
Ergostarol Ergokalsiferol
Bitkilerde {vitamin D2)
B IleJ FH:; c|:H:1 J'CH:’
- . . . H—C—CHy-CH4-CH5-CH
H=—C=—CH;-CH5-CH.-CH 2 LHa LR
CHy T om, Cﬁk "CH,
o ’
CHa hw FHz[
-_ff"\\\ { fﬁ\"& |
CLr e
Fotoliz Sy
Ho S T HO™
7-Dehidrokolesterol Kolekalsiferol
Hayvanlarda (vitamin D3)

Sekil 2. A.Bitkisel kokenli ergosterolden tiireyen ergokalsiferol; B.7-
dehidrokolesterolden (7-DHK) tiireyen hayvansal kokenli kolekalsiferol olusumu
(Akkoyun ve ark 2014).

Kolekalsiferol (25-OH-D; vitamini), li¢ ¢ift baga sahip olup 84-85 °C’de erir ve
suda ¢oziinmez. UV absorbsiyonu ise 265 nm’de maksimumdur (Rucker 2001).
Ergokalsiferol (25-OH-D, vitamini) ise 4 adet c¢ift baga sahiptir; erime noktasi
121°C'dir ve UV absorbsiyon ile ¢oziinebilirlik 6zellikleri D3 ile aynidir (Zempleni
2008).

2.2. D VITAMINI KAYNAGI

Deride sentezlenen kolekalsiferol (vitamin Ds3) ve besinlerle alman ergokalsiferol
(vitamin D;) insan viicudu i¢in D vitaminin iki kaynagmi olusturmaktadir. Bunlar,
ayni1 yolla metabolize olduklari i¢in her ikisi de D vitamini olarak adlandirilmaktadir.
Viicuttaki D vitamininin %90-95’1 gilines 1smnlarmin etkisi ile sentezlenmektedir
(Hochberg 2003). Gilines 1smnlarinin yani sira D vitamini besinsel kaynaklar ile de

alimmaktadir. Somon balig1, uskumru, ton baligi, sardalya gibi yagli balik tiirleri,



karaciger, tereyag, yumurta sarisi, siit brokoli, yesil sogan, maydonoz, su teresi ve
mantar D vitamini yoniinden zengindir (Holick 2006). Fakat, besinsel kaynaklar,
giines olmaksizin, insanin giinliik ihtiyaci karsilamaya yeterli degildir (Degisli 2010).
D vitaminin giinliik gereksinimi ve optimal serum degerleri konusunda heniiz bir
fikir birligi olusmamis olsa da giines 1sinlarindan yararlanilamadigi kis aylarinda,
cocukluk yillari, gebelik gibi ihtiyacin arttigi durumlarda D vitamini besinlerle
takviye edilmelidir (Holick 2005). Yapilan ¢alismalar sonrasi, saglikli bireylerde
vitamin D eksikligini 6nlemek i¢in tavsiye edilen giinlilk alim dozu yenidoganlarda,
cocuklarda ve 50 yasma kadar olan eriskinlerde 200 1U/giin’diir. Hamile hanimlarda
12. haftadan itibaren dogumdan sonraki 6. aya kadar olan evrede annelere gilinliik
1200 1U/giin destegi dnerilmektedir (Kara Elitok ve ark 2017). 51-70 yas arasindaki
yetiskinlerde ise 400 1U/giin olup 70 yasin iizerindeki yetiskinlere de 600 U/giin D
vitamini onerilmektedir (Kulie, Groff, Redmer, Hounshell and Schrager 2009).

2.3. D VITAMININ SENTEZ VE METABOLIZMASI

D vitamini temel olarak karacigerde sentezlenerek dolasim sistemi ile derideki
malpighi tabakasina gelen D vitaminin 6nciil maddesi olan 7-DHK’den 290-315 nm
dalga boyundaki ultraviyole 1s18in etkisiyle sentezlenen steroid yapida bir
prohormondur. 7-dehidroklesterol, giines 1sinlarini etkisiyle kolekalsiferol (vitamin
D;) vitaminine cevrilir. Insan viicudunun ihtiyacit olan D vitaminin %951 giines
ismlarinin  etkisiyle deride sentezlenmektedir. Deride sentezlenen kolekalsiferol
(vitamin Dj3), diyet ile alinan formu ergokalsiferol (vitamin D,)’diir (Roger 2003,

Muszkat, Camargo, Griz and Lazaretti-Castro 2010).

Diyet ile alinan ve deriden sentezlenen D vitamini dolasima geger ve D vitamini
baglayici proteine (DBP) ve az miktarda alblimine bagh tasinir (Sekil 3),(Agnello et
al 2017). DBP, D vitaminin biitiin sekillerini baglar. DBP’ye bagli vitamin D
karacigere gelir ve D vitamininde ilk hidroksillenme 25-hidroksilaz enzimi
(CYP2RI) araciligiyla mitokondri ve mikrozomlarda 25.pozisyonda gergeklesir ve
kaynagina bagli olarak, 25-hidroksiergokalsiferol 25(OH)D, veya 25
hidroksikolekalsiferol 25(OH)D3 olusur (Grotz 1995). Bunlar, 25(OH)D vitamini ya
da “kalsidiol” denir (Joong Sik, Choi, Mark, Longtine and Nelson 2010). 25(OH)D,



dolasimdaki en 6nemli D vitamini formu ve D vitamini deposunun en giivenilir

gostergesidir (Davenport, Uckun ve Calikoglu 2004).
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Sekil 3. D vitamini kaynaklar1 ve metabolizmasi (Deeb, Trump and Candace 2007).

Kalsidiol, DBP’ye baglh formda dolasim yoluyla bobrege gelir. Ikinci bir
hidroksillenme, bobrekte bulunan 1a-hidroksilaz enzimi (CYP27B1) ile gerceklesir.
CYP27B1 enzimi 25(OH)D vitaminini 1. pozisyonda hidroksilleyerek 1,25-
hidroksikolekalsiferol [1,25(OH)Ds] veya 1,25-hidroksiergokalsiferol [1,25(OH)D,]
olusturur. Bunlara “kalsitriol” denir (Hall and Agrawal 2017). Bu formu D vitaminin
en aktif seklidir. Karacigerde hidroksilasyon sonucu olusan 25(OH)D vitamini safra
ile ince bagirsaklara atildiginda ince bagirsaktan enterohepatik dolasimla tekrar geri
emilir. D vitaminin hepsi 25(OH)D vitaminine donlismez. Bir kismi, yag dokusu

tarafindan emilir (Hansdottir et al 2008).

D vitaminin yikimi 24-hidroksilaz enzimi araciligiyla gergeklesir. 1,25(OH),D3’iin
24-hidroksilaz enzimini uyarir ve 24. pozisyonda hidroksilasyonla 24,25(0OH),D;
olusur. Bu metabolit, 1a-hidroksilaz enzimini inhibe eder (Erséz, Onat, Emerk ve

Sozmen 2002). Ayrica, la-hidroksilaz enzimi 1,25(OH),D3; tarafindan ‘“negatif



feedback” mekanizmas1 ile kontrol edilmektedir. 1,25(OH),D; diizeyinde artis
negatif feedback yardimiyla 25(OH),D sentezini de inhibe eder (Christakos, Ajibade,
Dhawan, Fechner and Mady 2010).
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Sekil 4. D vitamini sentez ve metabolizmasi (Cigdem 2016).

2.4. D VITAMININ INSAN VUCUDUNDA NORMAL FONKSiYONLARI

D vitamini Parathormon (PTH) ve kalsitoninle birlikte kalsiyum (Ca") ve fosfor (P)
metabolizmasinda etkin rol oynarlar (Sekil 4). Ince bagrsaktan Ca un aktif
transportunu arttirir; ince bagirsak ve bobrekte P’un geri emilimini uyarir (Erséz ve

ark 2002).



Kemik dokusunda ise PTH’un stimiile ettigi osteoklastik kemik yikim siirecinde de
islev gortir. Bobrekte 1,25(0OH),D; sentezi proksimal tubulus hiicrelerinde PTH 1n
etkisi ile ger¢ceklesmektedir. Sentezin gerceklesmesi sonucunda kemiklerdeki
kalsiyum mobilizasyonu ve paratiroid hormon artismma baghh olarak serum
1,25(OH),Ds seviyesinin normal sinirlar icerisinde tutulmasini saglar. D vitamini ile
PTH arasinda ters bir iliski vardir. Bobrek proksimal tiibiil hiicrelerindeki D vitamini
hidroksilasyonu, parathormon ile olur. PTH etkisini, hiicre zarindaki adenik siklaz’1
aktive ederek gosterir ve artan cAMP 06zel bir protein kinazi araciligiyla la-
hidroksilaz aktivitesini arttirir. lo-hidroksilaz aktivitesinin artisiyla 1,25(OH),D3
sentezi artar. D vitaminin bu aktif formu kana gegerek hedef dokulara taginir ve
burada bulunan reseptorlerine baglanirlar. Bobrekte proksimal tiibiiliis hiicrelerin
disinda, epitel hiicrelerinde, meme dokusunda, prostat, bagirsak, monosit,
osteoblastlarda ve makrofajlarda D vitaminin reseptorii bulunmaktadir (Hansdottir et
al 2008). Reseptorlerine baglanmasi sonucu mRNA sentezini ve protein

translasyonunu uyarir (Er¢in 2008).

1,25(0OH),D3, barsaktaki mukoza epiteline gelerek sitozolde yer alan reseptorlerine
baglanir ve bu sekilde ¢ekirdege girer. Sonugta Ca™ baglayict protein mRNA
sentezini saglar. Elde edilen Ca™ baglayici protein, Ca™’un bagirsaktan kana
salmmasini diizenler (Hatun ve ark 2003). Yapilan ¢alismalarda, D vitamini eksikligi
olan hastalara 1,25(OH),D3 verilmesinden sonra barsak mukoza epitelinde alkalen
fosfataz (ALP) ve Ca™ bagimh ATP aktivitesinin artmasi sonucu Ca
absorbsiyonunun arttig1 goriilmiistiir (Fidan, Alkan ve Tosun 2014). Osteoklast
analoglu hiicrelerin aktiviteleri 1,25(OH),D3 ile artarken, osteoblast analoglu
hiicrelerin aktiviteleri 1,25(OH),D3 ile baskilanmaktadir (Sekil-3). Ca’un kemikten
geri emilmesini saglamak icin 1,25(OH),D3’tin PTH’a ihtiyac1 vardir (Yurdakok,
Bilginturan, Ozsoylu, Yordan ve Coskun 1990). D vitaminin 1,25(OH),D5 formu,
PTH’un salgilanmasini inhibe eder. PTH, la-hidroksilazin en 6nemli regiilatoriidiir
(Christakos et al 2010). PTH’in artmas1 veya azalmasi durumunda, 1,25(OH),D3
sentezinde degisiklikler meydana gelir. Serumda bulunan Ca ve P seviyeleri
1,25(0H),D; sentezini etkilemektedir. Plazma Ca' ve P seviyeleri normal ise

bobrekte 1,25(0H),D5 inaktif formlarma doniisiir. Plazma Ca'" ve P seviyeleri diisiik



ise bobrekte 1,25(0H),D5’iin sentezinde artis olur (Holick 2007). Bu durumda Ca"™"
ve P’un barsaklardan absorbsiyonunu artirir. Prolaktin, biiylime hormonu, insiilin ve
kalsitonin de 1a-hidroksilaz’in stimiile edilmesinde rol oynar. 24-hidroksilaz enzimi
de Ca"" ve P regiilasyonunda rol oynar. Bu enzimin etkisi ile 24,25(OH),D5 vitamini

olusumunu artirir ve kan Ca’™" diizeyini diisiiriir.
2.5. D VITAMINI SENTEZINI ETKILEYEN FAKTORLER

D vitamini ihtiyacimizin az bir kismini diyet ile karsilarken, %90-95’1, viicudumuzun
en biiyilk orgam1 olan deride mor-6tesi 1sinlarin etkisi ile 7-DHC’nun
fotoizomerizasyonu ile karsilanmaktadir (Ozkan ve Déneray 2011). Serumda
25(0OH),D vitamin seviyesi, mor &tesi 1sinlarin - etkisiyle artis gosterirken
bobreklerden  sentezlenen  1,25(OH),D;  diizeyleri  mor-6tesi  1smlardan
etkilenmemektedir (Christakos et al 2010). Mor-6tesi 1simlarin cilde ulasan miktari
veya ciltteki 7-DHC miktar1 iizerindeki etkili olan faktorler ayni1 zamanda ciltte D
vitamini sentezini de etkilemektedir. Bu nedenle yeryliziine mordtesi 1smlarinin
ulagmasini engelleyen veya bu isinlarin insan derisine geg¢isini engelleyen herhangi
bir faktdr D vitamini eksikliine veya yetmezligine sebep olabilir (Ozkan ve Déneray
2011). Eksilige veya yetmezlige sebep olan faktorler, dis ve kisisel faktorler olmak
iizere iki’ye ayrilabilir. Dis faktorler, enlem, mevsim, bulutlar, atmosferdeki ozon
miktari, aerosoller, deniz seviyesi, yansitabilirlik ve saat gibi faktorleri igerir. Kisisel
faktorler ise, yas, cilt tipi, giyim, giines koruyucu kremlerin kullanimi gibi

faktorlerdir (Engelson, Brustad, Aknes and Lund 2005).

Giines Zirve Acisi (Zenith Agisi): Zenith agis1 D vitamini sentezi i¢in gerekli olan

UVB i1smlarinmn diinya yiizeyine ulastig1 agidir (Ozkan ve Déneray 2011). Giines
gokyiiziinde en yiiksek noktada oldugunda, a¢1 kiigiiliir ve gilines 1s1gmdaki fotonlar
en kisa yoldan yeryiiziine ulasarak, tlim 151n enerjisini kiiclik bir alana distirtir. 35
derece enlemden daha biiyiik enlemlerde yasayanlar icin 1518m enerjisi bu agidan

dolay1 D vitamini sentezi i¢in yetersiz olacagi sdyleyenebilir (Engelson et al 2005).

Enlem ve mevsim: Zenith agismin en dar oldu§u mevsim yazin 6glen vaktidir ve

ekvatora yakm enlemde bulunur. Bunun sonucunda daha fazla D vitamini

sentezlenmesi meydana gelir. Zenith agisinin en genis oldugu mevsim ise kisin,



0gleden 6nce ve 6gleden sonradir ve yliksek enlemlerde bulunur. D vitamini sentezi

bakimindan eksiklik/yetersizlik meydana gelir (Engelson et al 2005).

Pigmentasyon: Derideki melanin pigment yogunlugu UVB isinlarin1 asir1 derecede

absorbe ederek D vitamini sentezini azaltir (Nair and Maseeh 2012).

Yas: Yaslanma ile epidermiste 7-DHC konsantrasyonun azalmasina bagli olarak

vitamin D3 olusumu azalir (Holick 1989).

Giines koruyucular: Kullanilan koruyucu kremlerin faktor diizeylerinin 15 veya

iizerinde olmast %99 oraninda giines 1sinlarinin deriye ulagsmasini engellemektedir

(Acikgoz, Glinay ve Ugku 2013).

Glines alan cilt alani: Giinliikk kiyafetler, UV 1smlar1 arasinda 6nemli bir bariyer

olusturmaktadir (Dawodu et al 1998).

Atmosferdeki ozon miktari: Ozon tabakasti UVB dalgalarmin en Onemli

absorblayicisidir. Tropik bolgelerde en az seviyede bulunurken, kutuplarda en
yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. Ilkbahar mevsiminde maksimum miktarda
bulunurken, sonbaharda en diisiik seviyede bulunmaktadir. Atmosferdeki dinamikler,
ozon tabakasiin giin i¢inde %10-20’ye varan oranlarda degisimine neden olmaktadir

(Engelson et al 2005).

Obezite: Esit derecede giines 1s1gindan faydalanan obez bireyler, obez olmayan
bireylerin yaris1 kadar D vitamini iirettigi goriilmiistiir. Diyet veya besinlerle alinan
vitamin D, oncelikle yag dokusu tarafindan hemen alinir. Yag dokusunda depolanan
D vitamini kis aylarinda iiretimi azaldiginda veya oral alimi yetersiz kaldiginda
dolasima salinarak metabolize olur. Bununla birlikte, yag dokusunun miktar: ile
serum vitamin D diizeyleri arasinda ters bir iliski vardir. Obez kisilerde serum
25(0OH),D diizeyinin normal agirlikli olanlara gére daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Cimen ve Bolgen Cimen 2016).



2.6. D VITAMININ MOLEKULER ETKi MEKANIZMASI

D vitamini, reseptor diizeyindeki etkisini D vitaminin en aktif metaboliti olan
1,25(0OH),D3 ile saglar. Bu etki, diger steroid hormonlara benzer olarak niikleer
VDR iizerinden gen transkripsiyonunu regiile ederek gergeklestirilir (Kocatiirk ve
Kasap 2011). Bu genomik etki, saatler veya giinler icinde gergeklesir. Ayn1 zamanda
plazma membranindaki VDR reseptorlerine baglanarak sitoplazma igerisinde gegici
olan iyonlarm Ca'", kloriir (CI) transmembran gegisini degistirerek veya siklik
adenozin monofosfat (cAMP), proteinkinaz A (PKA), fosfolipaz C (PLC),
fosfoinozitid-3 kinaz (PI-3 kinaz) ve “mitojen-aktivite” protein kinaz (MAP kinaz)
gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive ederek etki gosterir (Sekil 5). Bu non-genomik

etki dakikalar i¢inde goriiniir (Holick 2008).

Karaciger

Vitamin D
25-hidvolisilaz

- . L 5

R, SO

Transhripsiyon 25-hidroksivitaminD

1 alfa-hidrolsilaz
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Sekil 5. D vitaminin transkripsiyona etkisi (DEGISLI 2010)

Yapilan calismalarda aktif D vitaminin total genomun %0.8-5’ini regiile ettigini

gostermektedir (Giileken 2012). VDR; steroidler, retinoik asit ve tiroid hormon
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reseptorlerini kapsayan transkripsiyon diizenleyici faktorler siiper ailesindendir.
Aktif D vitamini zar1 gectikten sonra her reseptorde hormon baglayici kisima
baglanir. Reseptor tizerinde bulunan DNA baglayici1 bolge ve Transkripsiyon aktive

edici bolge birlikte genomik etkiyi ortaya ¢ikarir (Sekil 6), ( Bouillon et al 2008).

Transkripsiyon DNA baglayici

aktivasyon kismi kisim

Sekil 6. Steroid hormon reseptorlerinin sematik gosterimi (Goodman 2008).

VDR geninin hedef gende ifade edilebilmesi i¢in retinoik asit X reseptorii (RXR) ile
RXR-VDR kompleksi olusturmasi gerekir. Bdylece, DNA iizerinde bulunan D
vitamini cevap elemani (vitamin D response element VDRE), olarak tanimlanan
bolgeye 1,25(OH),D-DVR-RXR-VDRE baglanir ve genomik cevap olusturulur
(Sekil 7), (Bouillon et al 2008).

DEP 1.25(0H)2Dz

T onT
AR T i

L LT

Fragfieg
A

LA
(AT
pppp

\
A LIEL

L

Y

A

oLl

Y

VDRnuc 1,25 \]//

Receptor
binding

1 Promdcier
+ WDy - Corepressor
AR Dimerization + Coactivator l
i Coactivator
Transcription : aearR G sRcs A AC
. = regulation a
s T e
VDRE L] =
— — )

5'-GOGTCA-NNN-GGTCA-3" —

9 Diffusion

Sekil 7. D vitamini’nin molekiiler etki mekanizmas1 (Gil, Plaza-Diaza and Mesa
2018).

VDR geninde genetik degisiklikler protein sekansindaki degisikliklere neden
olmasindan dolayr Ca’™ metabolizmas1 yaninda hiicre proliferasyonu, immiin

fonksiyonlarm etkilendigi 6nemli bozukluklar meydana gelebilir. Diger yandan, non-
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genomik olarak, aktif D vitamini, plazma membran reseptdriine baglanmasi ile
MAPKinaz veya cAMP gibi ikincil habercileri aktive ederek Ca' kanallari,
pankreasin beta hiicreleri, vaskiiler diiz kaslar, bagirsaklar ve monositler tizerinde de
etkili olabilmektedir. D vitaminin niikleer reseptorii ligandina ait genomik ve non-
genomik aktivitelerinin birbirini tamamlayic1 nitelikte oldugu bildirilmistir (Ozkan

ve Doneray 2011).

D vitaminin aktif metaboliti olan kalsitriol (1,25(OH),D3), hedef dokulardaki
etkilerini, vitamin D reseptorii (VDR) ve hedef genin promotdr bolgesindeki 6zel
vitamin D cevap elementine (VDRE) bagl ger¢eklestirmektedir. VDRE hormonunun
DNA’ya baglanma bolgesi ile etkilesime girerek onun hetero- veya homo-
dimerizasyonunun olusmasina yardimci olur. Genel olarak her farkli gen i¢in farkl
VDRE gorev yapar (Tablo 1). Kalsitrioliin VDR’ye baglanmasi, kalsiyum dengesini

saglayacak olan proteinleri kodlayan genlerin ekpresyonunu saglar (Ugar 2015).

Tablo 1. Vitamin D’nin hedef genleri (Wesley Pike and Meyer 2010).

GEN TRANSCRIPTION
D vitamini reseptorii Artan
Kalsiyum baglayic1 proteinler Artan
Kalsiyum pompasi Artan
Osteokalcin Artan
Alkalin fosfataz Artan
24-Hidroksilaz Artan
Paratiroid hormon Azalan
1-Hidroksilaz Azalan
Kollagen Azalan
Interldkin-2 Azalan
y-Interferon Azalan

27. D VITAMINI METABOLiZMASI iLE ILiSKiLi GEN
POLIMORFIZMLERIi

Polimorfizm, genetik cesitliliklere verilen addir. Bir populasyonda farkli allellere

bagl olarak, genetik olarak belirlenmis iki ya da daha cok alternatif fenotipin
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goriilmesidir. Tek niikleotid polimorfizmleri ise (SNPs), genomik DNA’nin bireyler
arasinda farkhilik gosterdigi tek baz-¢ifti degisiklikleridir. insanlarda etnik ve cografi
farkliliklara gore degisen fakat genel olarak her 1000 bazda bir goriilebilen bir
durumdur (Serin, Canan ve Ulubay, 2016). SNP’ler, 6nemli olaylarda rol oyanr.
Ornegin, hiicre metabolizmas1t DNA tamiri, hiicre ddngiisii kontrolii, sinyal iletimi
vb. olaylarda rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi durumda genin
kodladig1 proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu degisikliklerden 6nemli
Olgiide etkilenebilir. Hiicre metabolizmast i¢cin 6nemli olan proteinlerin
fonksiyonunun bozulmasi c¢esitli hastaliklara yol agmakta veya bazi hastaliklar i¢in

riski artirmaktadir.

Genomun farkli segmentlerinin birbirinden ayirt edilebilmesi i¢in, geleneksel olarak
RFLP-PCR (PCR baglantili restriksiyon fragment polimorfizmi) teknigi ve SNP
tenigi kullanilmaktadir. RFLP-PCR tekniginde, cesitlilise neden olan baz
degisiminin bir restriksiyon enzimi i¢in yeni bir kesim yeri olusturmasi veya var olan
kesim yerini ortadan kaldirmasi nedeniyle, PCR ile ¢ogaltilan fragmanin enzim
kesiminden sonra normal durum ile polimorfik allel arasinda uzunluk farkliliklarinin
(veya polimorfizminin) ortaya ¢ikarilmasina dayanir. Protein kodlamasi yapmayan
Intron gibi gen segmentlerinde olan polimorfizmlerin protein iiretimine higbir katkis
olmaz. Ancak, ekzon bélgesindeki polimorfizmler protein dizisinde degisikliklere
neden olmaktadir. Ortaya c¢ikan degisiklikler DNA’y1 fragmanlarmna ayiran
restriksiyon enzimleri i¢in yeni bdlgeler olusturur ve birbirinden farkli DNA

parcalar1 olustururlar (Jose, Valdivielso and Elvira Fernandez 2006).
2.7.1. VDR Gen Polimorfizmleri

VDR’de RFLP teknigi ile ¢ok sayida polimorfizmler tanimlanmistir (Gennari et al

2002). Literatiirde genel olarak en ¢ok 4 polimorfizm ele alinmaktadir. Bunlar:

Ekzon 2°de Fok I (T>C rs2228570),

Intron 8’de Bsm I (G>A rs1544410),

Intron 8’de Apa I (C>A rs79755232),

Ekzon 9°’da olan Taq I (T>C rs731236) polimorfizmleridir (Slattery 2007).
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2.7.2. CYP24AI (rs2209314, rs2762939) Gen Polimorfizmi

CYP24A, yani 24-hidroksilaz enzimi kromozom 20q13.2 bolgesinde kodlanir. Bir
dizi polimorfizm ve yaklasik 45 genetik lokus tanimlanan CYP24A1 geni, 20,5 kb
uzunlugundadir ve 12 ekzon igerir. Yapilan ¢aligmalar, D vitamini metabolizmasi ile
iliskili genlerdeki polimorfizmlerin D vitaminin yetmezliginin/yetersizligi ile iliskili
oldugunu gostermistir (Al Anouti, Ell Hajj Chehadeh, Osman, El Ghazali and Al
Safar 2017). Epidemiyolojik calismalarda, meme kanseri gibi hormon ile iliskili baz1
kanserler ile CYP24A1 varyasyonu arasindaki iligki arastirilmistir. Bu enzimin
rs2209314 polimorfizmi ile meme kanserleri arasinda anlamli bir iligkisi
gozlenmistir. Meme kanserli hastalarda 25(OH)D seviyelerinin diisiik oldugu ve
bunun rs2209314 allelindeki polimorfizm ile baglantili oldugu gdosterilmistir (Yao et
al 2012). CYP24A1 enziminin rs2762939 polimorfizminin kolorektal kanser
hastalarinda azalan D vitamini yetmezligi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Al
Anouti et al 2017). Cin’in giineydogusunda gebe kadinlarda yapilan calismalarda
rs2762939 allelindeki GC degisiminin vitamin D eksikligi ile iligkili oldugu

calismalar sonucu gosterilmistir (Shao et al 2017).

2.7.3. CYP3A4 (rs2242480) Gen Polimorfizmi

CYP3A4 geni, yani 25-hidroksilaz enzimini kodlayan gen, kromozom 7q21.1
lokasyonunda bulunan 14 eksonlu bir gendir. 153 bp, 651 bp, 564 bp, 2318 bp ve
2519 bp'lik RNA transkriptleri, bagirsak, karaciger, prostat ve diger dokularda
eksprese edilir, burada dort protein varyant1 57.34 kDa (503 aa), 17.29 kDa (153aa),
40.39 kDa (353 aa) ve 47.99 kDa (420 aa) tespit edilmistir. CYP3A4 geni, sitokrom
P450 enzimlerin siiper ailesinin bir {iyesini kodlar. Esas olarak karaciger ve
bagirsakta bulunan 6nemli enzim olan sitokrom P450°yi kodlar. Sitokrom P450
proteinleri, ila¢ metabolizmasinda, kolesterol, steroidler ve diger lipitlerin sentezinde
yer alan bir¢ok reaksiyonu katalize eden monooksijenazlardir (Goodwin, Hodgson,
D'Costa, Robertson and Liddle 2002). CYP3A4 geninin kodladig1 25-hidroksilaz
enzimi, biyolojik olarak aktif olmayan, deride yapilan veya diyetle alinan D
vitaminini, karacigerde hidroksilleyerek 25(OH)D’ye doniistiiriir (Akkoyun ve ark
2014). Yapilan calismalarda da D vitaminin metabolik yolunda rol oynayan CYP3A4
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geninin 152242480 allelinde meydana gelen polimorfizmlerde 25(OH)D seviyeleri
arasinda anlamli bir iligki bulunmus ( Wang et al 2016).

Calismalar sonucunda Cin’de hamile kadinlar arasinda CYP3A4 geninin rs2242480
allelinde meydana gelen polimorfizmin 25(OH)D diizeyi ile anlamli bir iligkisi
bulunmustur (Shao et al 2017). D vitamini ile iligkili genlerde de meydana gelen
polimorfzmler anlamlilik bakimindan etnik kdkenlere bagli degisim gosterdigi icin
Tirk popiilasyonunda da calisilmadigi icin CYP3A4’de meydana gelen
polimorfizmin, 25(OH)D seviyesi ile anlamliligi calismalar sonucunda

gosterilecektir (Lee et al 2013).

D vitamini metabolizmast ile iligkili diger genler ve lokuslar1 Tablo-1’de

gosterilmistir.
2.8. D VITAMINIi DUZEYLERIN OLCUMU

D vitamini yagda ¢0ziinen yapisi ile karacier ve adipoz dokuda depolanir, eksiklik
veya yokluk durumunda 6 aya kadar ihtiyaci karsilayabilir (Erdem, 2015). 25-
(OH)D3 depo durumunu en iyl yansitan metabolittir. Ciinkii, D vitaminin
dolasimdaki en bol bulunan formudur ve yar1 6mrii 2-3 hafta kadardir. Ayrica hem
disardan alinan hem de endojen yapimini gdsterir. Biyolojik olarak aktif form olan
1,25-(OH),;D3 Olglimii, yar1 Omriiniin 4-6 saat ve dolasimdaki diizeyinin 25-
(OH)D3’e gore 1000 kat diisiik olmasi gibi bazi dezavantajlara sahiptir (Holick
2009). Baz1 tartismalarin varligina ragmen, genellikle serum 25-OH D3 seviyesinin
<20 mg / dL olmas1 D vitamini eksikligi; 21 mg / dL ila 30 mg / dL olmas1 ise D
vitamini yetersizligi olarak kabul edilir. Tablo 2’de referans degerleri verilmistir

(Heaney 2013, Holick 2007).

Tablo 2. Vitamin D metabolitlerinin normal plazma degerleri (Erdem 2015).

25(0OH)D, 4-10 ng/ml
25(0OH)D3 12-40 ng/ml
24,25(0OH)D; 1-4 ng/ml

D vitamini eksikliginin yaygm olmasi (%20-100) nedeniyle diizey belirleme

analizleri giderek artmaktadir (Holick et al 2011).
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Tablo 3. Serum 25(OH)Vit D diizeylerinin yorumu (Cigdem 2016)

D vitamin diizeyi D vitamin diizeyi Yorum
(nmol/ml) (ng/ml)
<30 <12 Bebek ve g¢ocuklarda rasitizmle, erigkinlerde

osteomalazi ile iligkili D vitamini eksikligi

30-50 12-20 Saglikli bireylerde kemik ve genel saglik agisindan

D vitamini yetersizligi

>50-125 >20 Saglikli bireylerde kemik ve genel saglik agisindan

yeterli D vitamini diizeyi seklindedir.

(Ing/m1=2,5 nmol/L)

2.8.1 HPLC Yontemi

HPLC yaygin olarak kullanilan analitik aymrma teknigidir. Kullanilma sebepleri
duyarhiligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu olmayan veya
sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasma uygunlugudur. Caligilan
bilesikler arasinda proteinler, aminoasitler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve
pestisitler vardir. HPLC cihazi 5 kisimdan olusur. Bunlar, degazér, pompa,

autosampler, kolon, ve dedektordiir (Bird 1989).

Degazor; Mobil fazmn igerisinde ¢oziinmiis hava kabarciklarmin ve ¢oziinmiis

havanin giderilmesini saglar.

Pompa; Kullanilan mobil faz1 yiiksek basing prensibi ile degazérden mobil fazi alip,
ornekleme ve kolon kismina gonderir. Pompa kismida 6rnegin iletilmesi, akis hizi ve

basing degerleri ayarlanarak yapilir.

Ornekleyici; Numunlerin kolon ve detektdre gonderilmesini saglar. Ornekleyici
“manuel” (EI tipi), “autosampler” (otomatik) olmak iizere iki tiptedir. El tipi
ornekleyicide numune bir siringaya cekilip valf yardimiyla sisteme gonderilir.
Otodrnekleyicilerde bu islemler cihazin kendisi tarafindan yapilmaktadir. Numune
sayis1 10 vialden 1000 viale kadar degisen autosamplerlar bulunmaktadir. Kolona
gonderilen numunede dikkat edilmesi gereken en 6nemli konu numunenin temiz

olmasidir. Numune kirli olur ise kolon kirlenir ve tikanir.
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Kolon; Numunelerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinden yararlanarak birbirlerinden

ayirt edilmesini saglar. Kullanilan kolon boyutu ve tipi, calisilacak calisma
parametresine gore degiskenlik gostermektedir.

Dedektor, Kolondan eliie olan 6rnek bileseninden alinan cevap dogrultusunda

sinyallerin kromatogram iizerinde pik olarak ifade edilmesini saglayan alettir

(Granich, Krogstad, Connor, Desrochers, and Sherwood 1989).

Calisma prensibini Ozetlersek, numunede bulunan bir veya daha fazla analitin,
hareketli faz ile sabit faz olan kolon arasinda degisik hizlarla hareket etmesi
prensibine dayanir. Hareketli olan faz, pompalarin yiiksek basinciyla kolona
gonderilir. Sabit faz ile etkilesen analit ve karisim igerigi, kolon igerisinde degisik
hizlarla ilerler. Ayrilan analit, kolon ¢ikisinda dedektorle tespit edilerek miktar tayini

yapilmaktadir.

2.9. REAL-TIME PCR YONTEMIi

PCR, spesifik bir DNA parcasmin primerler kullanilarak enzimlerle in vitro olarak
sentezlenmesidir. Bir PCR dongiisii, denatiirasyon (denaturation), baglanma
(annealing), uzama (extention) asamalarindan olusan bir siklustur. Siklus DNA
molekiiliiniin 1s1 ile denatiire edilmesi sonucu olusan tek iplikli kalip DNA’lara, kisa
oligoniikleotidlerin baglanmasi ile ilerler. Oligoniikleotidlerin baglanma sonrasi
dongiiniin devamu i¢in stabilitesini yiiksek sicakliklarda koruyabilen DNA polimeraz
enzimi devam ettirir. Bu sebeple yiiksek sicakliklarda yasayabilen “Thermus
Aquaticus” adli bakteriden izole edilen Taq polimeraz enzimi kullanilir. DNA
polimeraz ve primerlere ek olarak uzamanin gergeklestirmesinde, kofaktor
magnezyum iyonu (Mg*) ve dNTP (deoksiriboniikleosid trifosfat) rol alir (Lorenz
TC 2012). dANTP’ler (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) ticari olarak ayr1 ayr1 ya da mix
seklinde temin edilebilir. Mg iyonlar1 dNTP’ler ile c¢oziinebilir komplexler
olustururlar, polimeraz aktivitesini tesvik ederler ve ¢ift iplikli DNA’nin Tm degerini
arttirirlar. Ayrica primer/kalip etkilesimini saglarlar (Kahya S, Buyukcangaz E ve
Carl1 KT 2013). Real Time PCR floresan boyalar kullanilarak gercek zamanl olarak
DNA’nin belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi teknigidir. Gen anlatiminin

analizini degistiren bu metot ile geleneksel PCR yontemi ve gen analizi
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birlestirilmistir. PCR c¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalarm kullanildigi; floresanin, olusan DNA ile dogru
orantili olarak arttig1 bir ¢ogalma yontemidir. Sicaklik sikluslar1 ve florasan
okunmas1 aymi cithaz ve ayni tiip i¢inde gerg¢eklesmektedir. Boylece hedef bolge,

elektroforeze gerek kalmadan kisa bir siire i¢inde saptanabilmektedir.
2.10. D VITAMININ iLiSKiLi OLDUGU HASTALIKLAR

Vitamin D’nin kemik, bagirsak, bobrek ve paratiroid bezler iizerine gosterdigi
fizyolojik etkilerin disinda baska birgok fonksiyonu oldugu gosterilmistir. Immun
sistemde, inflamasyonda, hiicre proliferasyonu gibi bir ¢ok biolojik siirecte yer
almasi1 nedeniyle eksikligi ve yetmezligi, son zamanlarda daha fazla 6nem kazanmus,
diinyada ve Tiirkiye’de yaygin bir saglik problemi olmustur. Giiniimiizde, rasitzm,
osteoporoz ve osteomalazi gibi fizyolojik fonksiyonlar1 ile hastaliklarin yani sira
otoimmiin hastaliklar, kanserler, kardiyovaskiiler hastaliklar Tip I diyabet gibi pek
cok patolojik siirecte rolii oldugu bilinmektedir (Ardeniz 2008, Ugan ve Delibas
2015, Karagol ve Atak 2016).

Rasitizm, Osteoporoz ve Osteomalazi

Uzun D vitamini eksikliginde klinik bulgular kalsiyum dusiikligi ile iliskili
oldugunu gostermistir. Kemik yogunlugunda azalma sonucu, ¢ocuklarda rasitzm,
yetiskinlerde osteoporoz, osteomalazi goriiniir (Ugan ve Delibas1 2015). Iskelet
kaslarinda 1,25(OH),D vitamini i¢in reseptorler bulunmaktadir. D vitamini eksikligi
sonucu hastalarda genel klinik sonu¢ olarak kemik ve kaslarda agri sikayetleri

bulunmaktadir (Holick 2006).

Diyabet

Diyabet ve D vitaminin arasindaki iliski 1980 yillarinda hayvanlar iizerinde yapilan
deneyler sonucu ortaya koyulmustur. D vitamini eksikligi sonucu pankreastan insiilin
salgilanmasinin inhibe edildigi gosterilmistir. Devam eden deneyler sonrasinda,
pankreasta oOzellikle insiilin salgilayan beta-hiicrelerinde ve immiin sisteme ait
hiicrelerde VDR ve DBP’nin varliginin gosterilmesi ile aralarinda ki iligki

gliclenmistir. D vitamini ve Tip 1 diyabete yatkinlik konusunda yapilan cesitli
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calismalar sonucu, Tip 1 DM’de en onemli genetik belirleyici kromozom 6q21’°in
major histokompatabilite bolgesinde (MHC) bulundugu ve baska genlerinde
yatkimlhiga sebep oldugu bulunmustur. CYP27B1 ve VDR genlerindeki
polimorfizmlerin Tip 1 DM’li kisilerde immiin yanit1 etkileyecegi one siiriilmiistiir

(Bolluk ve Akbulut 2013).
Kanser

Laboratuvar, deneysel ve epidemiyolojik caligmalar neticesinde D vitaminin en fazla
meme, kolon, prostat, deri ve pankreas kanser hiicrelerinin VDR bulundudugu
gosterilmistir (Norman, Frankel, Heldt and Grodsky 1980, Khan and Partin 2004,
Mason and Reichrath, Sun 2017, Welsh 2018). Yirmiye yakin kanser tipi iizerinde
koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir. 1,25(OH)D; vitaminin bu kanser hiicreleri
iizerinde inhibitor etkisi bulunmaktadir. Etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte hiicresel siklusun diizenlenmesi, diferansiyasyonun stimiilasyonu, biiyliime
stimiilasyonunun bozulmasi, anjiyogenezisin inhibisyonu, malign hiicrelerin artmis

apopitozisi mekanizmalar 6ne striilmiistiir (Holick 2009, Mosekilde 2005).

Kardiyovaskiiler Hastaliklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar ile Vitamin D iligkisi ile ilgili olarak 1981 yilinda Scragg
R, UVB isinlarmin kardiyovaskiiler hastalik iizerine olumlu etkisi ve koruyucu bir
mekanizmaya sahip oldugu bildirmistir (Ucan ve Delibas1 2015). Ratlarda yapilan
caligmalar, aktif D vitaminin kardiyomiyosit hiicrelerinin gevseme siiresini
hizlandirdigr ve kalbin diyastolik fonksiyonlarmi olumlu yonde etkiledigi
bildirilmistir (Green, Robinson, Wilson et al 2006). Vitamin D metabolitlerinin,
kiiltiire alinan kardiyomiyositler iizerinde antihipertrofik ve antiproliferatif etkileri de

goriilmiistiir (Nibbelink, Tishkoff, Hershey, Rahman and Simpson 2007).
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Immiin Fonksiyonlar1 Ve Otoimmiin Hastaliklar

Periferal kan mononiikleer I6kositlerinde, 1,25(OH),D3 vitamini reseptoriiniin
tespitiyle, D vitaminin immiin sistem tiizerinde diizenleyici etkisinin oldugu
goriilmistiir. Aktif T ve B lenfositler yiiksek diizeyde Vitamin D3 reseptori
eksprese ederler (Provvedini, Tsoukas, Deftos and Manolagas 1983). Hiicresel
bagisik yanitta temel olan Thl antikor aracilikli bagisik yanitta gérevli Th2 hiicreleri
1,25(0OH),D vitaminin direkt hedefleridir. Vitamin D3’iin immiin sistemdeki major
hedefinin IL-2 geni oldugu iler1 siirtilmiistiir (Bemiss, Mahon, Henry, Weaver and
Cantorna 2002). D vitamini eksikligi otoimmiin hastaliklarinin insidansini1 ve
siddetini artirdig1 bilinmektedir. Multiple Skleroz, Sjogren sendromu, romatoid artrit,
tiroidve Crohn hastaliginindiisiik vitamin D degerleri ile iliskili oldugu bilinmektedir
(Kostoglou-Athanassiou, Athanassiou, Lyraki, Raftakis and Antoniadis 2012,
Mackawy, Al-ayed and Al-rashidi 2013, Ham et al 2014, Alharbi 2015, Garcia-
Carrasco et al 2017)
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. ARASTIRMANIN OZELLIiKLERI
3.1.1. Arastirmamn Yapildigi Yer ve Ozellikleri

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi Dahiliye
Poliklinigine basvuran, D vitamini yetersizligi (80) ve eksikligi (81) tanis1 konmus
161 hasta ile kontrol grubu olarak D vitamini diizeyi bakimindan normal degerlere

sahip 84 saglikl kisi goniillii olarak ¢alismaya alimmastir.
3.1.2. Veri Toplama Araglan

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan 04.12.2017 tarihli 223 sayili
evrak ile tez ¢aligmasi i¢in onay alinmistir. Hasta ve saglikli kontrol gruplarindaki

katilimcilara gerekli zaman ayrilip bilgilendirme yapilarak onam formlar1 alinmistir.
3.1.3. Arastirmada Cahismaya Dahil Edilme Kriterleri

Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar:
poliklinigine basvuran ve (20-65 yas) D vitamini yetersizligi ve yetmezligi disinda,

tanist konulan herhangi bir klinik hastalig1 olmayan bireyler dahil edilmistir.
3.1.4. Arastirmada Calhismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

-Hikaye ve ge¢misinde herhangi bir akut veya kronik hastaligi olanlar,
-Madde bagimlilari,

-Aile hikayesinde inflamatuar barsak hastalig1 olanlar,

-Herhangi bir akut kronik metabolik, endokrin, kardiovaskiiler, otoimmiin ve

romatoloji hastalik belirtileri ve semptomlari olanlar,
-Pihtilagsma bozuklugu olanlar,
-Obezitesi ve gebeligi olanlar,

-Hikaye ve gegmisinde herhangi bir akut veya kronik hastaligi olanlar
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-Calismaya katilmak istemeyen hastalar ve saglikli kontroller bu ¢alismaya

alinmamustir.
3.2. PLAZMA D VIiTAMINi DUZEYLERININ BELIRLENMESI
3.2.1. D Vitamini Miktar Analizi icin Orneklerin Toplanmas:

Ornekler, SAU Tip Fakiiltesi Egitim Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar:
poliklinigine basvuran ve ¢alismaya dahil etme ve dislama kriterlerine gore se¢ilmis
hastalardan bir gecelik aglik sonrast EDTA’l tiipte kan ornekleri almmistir. Jelli
tiipteki ornekler 20 dakika pihtilastiktan sonra 500xg de 10 dakika santrifiij edilerek
serum Ornekleri ayrildi ve D vitamini analizine kadar -80°C da dondurularak

saklanmustir.
3.2.2. HPLC Yontemi ile Serum 25-(OH)D,-D; Diizeylerinin Belirlenmesi

Ornek toplama islemi bittikten sonra Sakarya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvarinda HPLC sistemi ile 25(OH) D vitamin analizi yapilmistir.
Tez caligmamizda D vitamin diizeyleri HPLC cihazi ile (Shimadzu DGU-20A) D
vitamini ekstraksiyon kiti (ZIVAK, ZV-4007-KK-10_Rev04), kontrol serumlar1 ve

kalibratorler ticari kit kullanilarak serumdan 6l¢iim yapildi.

3.2.3. Orneklerin Hazirlanmas:
1- 400 ul hasta serumu, kalibratorler ve kontroller ayri ayri1 2 ml’lik ependorflara

konuldu.

2- 500 pl "Presipitant soliisyonu” her ependorfa eklenip, 10 sn vortekslendi.
3- 400 ul "Internal Standart (IS)” her ependorfa eklendi ve 10 sn vortekslendi.

4- 10000 rpm’de 5 dk santrifiij yapild.

5- Ust faz viallere alind1.
3.2.4. Orneklerin Cihaza Yiiklenmesi

HPLC siseminde; 1.7 ml pompa akis hizi, 25 dk calisma siiresi, enjeksiyon miktar1

20 ul ve ornekler kolon sonrasi UV dedektérde 264 nm’de olglilecek sekilde Ds;

metodu olusturuldu. Kalibrasyon ve kontrol ayarlar1 yapildiktan sonra viallere alinan
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numuneler manuel enjeksiyon i¢in HPLC sistemine tek tek verildi. Retansiyon
stireleri 25(OH)D3 i¢in 13.2 dk. 25(OH)D2 i¢in 10.8 dk ve internal standart igin 13.8
dk olarak gozlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. HPLC kromatogram ornekleri

A) Kalibrator; B) Kalibrator; C) Diizey 1 kontrol; D) Diizey 2 kontrol

materyali; E) Hasta numunesi; F) Hasta numunesi

25(OH) D vitamini “ng/mL” olarak o6l¢iildii. D vitamini diizeyi 20 ng/ml
altinda-eksiklik, 20-30 ng/mL arasinda-yetersizlik ve 30 ng/mL {iizerinde-

normal degerler seklinde siiflandirildi.
3.3. GENETIK ANALIZ
3.3.1. Polimorfizm Calismasi i¢cin Orneklerin Toplanmasi

Ornekler, SAU Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 poliklinigine
basvuran ve ¢aligmaya dahil etme ve diglama kriterlerine gore se¢ilmis hastalardan

bir gecelik aclik sonrast her bir hasta ve kontrol grubu katilimcisindan 6 ml kan
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ornegi EDTA’l1 tiipe alinarak DNA izolasyon analizine kadar -20°C de saklanmustir.
DNA izolasyonu total kandan Jena Bioscience Blood-Animal-Plant DNA

Preparation markali ticari kit kullanilarak yapildi.

3.3.2. Total Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu islemimin deney agamalar1 asagidaki gibi uygulanmisir.

1- 250 uL kan 2 ml’lik ependorflara (Lp Italiana Spa) aktarildi.

2- Uzerine 1 mL "Blood Lyzis Buffer” eklendi. 10-15 sn boyunca vorteklendi.

3- 10 dk buz inkiibasyonunda bekletildi ve ara ara vortekslendi.

4-10.000 g’de 10 dk santriflij sonrasi slipernatant atildi, pelet ependorfta birakildi.

5- Ependorfun tizerine 300 ul "Lyzis Buffer" ve ortamdaki RNA’lari ortadan

kaldirmak i¢in 2 ul "RNAaz" eklenerek 30-60 sn vortekslendi.

6- Ortamdaki proteinleri pargalamak amaciyla tizerine 8 wul "Proteinaz-K” eklenerek

vortekslendi. Enzimlerin aktivasyonu i¢in etiivde 60 °C’de 10 dk bekletildi.

7- Etiivden c¢ikarildiktan sonra kisa vorteks yapildi. Sicakligin gitmesi i¢in oda

sicakliginda 1 dk boyunca bekletildi.

8- DNA’nin kolona baglanmasi igin ependorfun iizerine 300 ul "Binding Buffer"

eklenerek kisa bir vorteks yapildi. 5 dk buzda bekletildi ve daha sonra 5 dk 10000 x
g’de santrifiij yapildi.

9- Spin kolonlar1, toplama tiiplerine gecirilerek kolonu aktive etmek icin aktivasyon

tampon solusyonu eklendi.

10- Aktive edilen spin kolonlarina 8. basamakta santrifiijden sonra ependorfta olusan

stipernatant eklendi ve 10000 x g’de 1 dk santrifiij edildi.
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11- DNA’lar1 kalan protein ve RNA’lardan temizlemek amaciyla tizerine 500 pl

"Washing Buffer” eklenerek 30 sn 10000 x g’de santrifiij edildi ve toplama tiipiine

akan s1v1 bosaltild.

12- 2 ml’lik tiiplere kolon tiipler gegirilerek {izerine 40 ul"Elisyon Buffer1”

koyularak 10000 x g’de 2 dk santrifiij yapildi. Ust kolon atild1 ve ependorftaki DNA
Nanodrop’ta 6lgiildii. Daha sonra SNP ¢aligmasia kadar -20 derecede sakland:.

3.3.3. DNA’nin Konsatrasyon Ve Kalitesinin Tayini

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan Olgiimlerle
DNA’nin saflig1 ve konsantrasyonubelirlendi. O.D.260/0.D.280 oran1 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. DNA’nin 50 pl/ml ¢ift iplikli i¢eriginin 260 nm

dalga boyunda bir optik dansite (O.D) verdigi Ongoriilmektedir. Saflik
0OD260/0D280 orani kullanilarak belirlendi. Yeterince i1yi saflikta kabul edilen
DNA’nin OD260/0OD280 degeri yaklasik 1,8’dir. DNA’nin igerisinde fenol ve
protein var ise oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD260/0OD280 degeri 2’den biiyiikse

ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.
3.3.4. Gen Analizi

Hasta ve kontrol gruplarinin genetik analizleri, alinan EDTA’l1 kan Orneklerinden
1zole edilen DNA’lardan, Real-Time PCR ile Biorad Cfx Connect cihazi kullanilarak

belirlendi.
3.3.4.1. Real-time Pcr Analizleri

Real-time PCR yonteminde, 5' ve 3' uglarindan florokrom (floresans veren)
maddelerle isaretli tagman probu kullanildi. Real-time PCR analizlerinde Jena
Bioscience marka primerler ve tagman probu kullanilarak tablo 5’de gdsterilmistir.
Real-time PCR, Biorad Cfx connect marka cihaz kullanilarak 95°C’de 2 dk ve 1
dongii 95 °C’de 15 saniye 40 dongili, 60 °C’de 1 dk 40 dongii olacak sekilde
inkiibasyon gerceklestirildi.
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Tablo 4. Real-time PCR isleminde kullanilan reaksiyon karigiminim igerigi

Reaksiyon Karisiminin Icerigi Miktari(i])
PCR Grade Su 7

Probe Master Mix 10

Primer Prob Mix(4 1) 1

Ornek DNA(<500 ng/Assay den az olmalr) 2

Toplam 20 el

Tablo 5. CYP3A4 (rs2242480) ve CYP24A1 (rs2209314,rs2762939) genleri i¢in

Real-time PCR Programi

Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95 2 dk 1
PCR Amplifikasyonu (Toplam 40 dongii)
Denatiirasyon 95 15 sn
Baglanma 60 1 dk
Uzama 72 1 sn

3.3.4.2. Kullamlan primerler ve problar
Primerler ve tagman probu “Jena Bioscience, Almanya” tarafindan sentezlendi.
3.4. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler icin Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for
Windows version 25.0 programu ile yapildi. Orneklemi tanimlamak icin yiizde,
(SD) gibi

yararlanilmistir. D vitamini 20 ng/ml ve alti, 20-30 ng/ml aras1 ve 30 ng/ml ve istii

ortalama (mean), standart sapma tanmimlayic1  istatistiklerden
olmak tizere 3 grup olusturularak tiim parametlerin normal dagilima uyup uymadigi
Kolmogrov-Simirnov testi ile kontrol edilmistir. Normal dagilima uymayan
parametrelerin nicel verileri x+ss olarak tanimlandi. Gruplandirmalar arasindaki
farklar “Mann-Whitney U” testi ile yapildi. Calisma gruplarinin SNP’lerine ait
genotip ve allel dagilimlar1 Pearson’un Ki-Kare (y 2),Yates Ki-kare veya Fisher’in

kesin sonug¢lu Ki-Kare testleri ile degerlendirilmistir. Referans genotiplere gore riskli
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olabilecegi diisliniilen genotiplerin hastalik iizerinde etkisi incelenirken her bir
genotipe iliskin olasilik oran1 (OR) ve %95 giiven araliklar1 (GA) hesaplanmustir. D
vitamini diizeylerine gore ayrilan gruplarda SNP’lerin her ii¢ bolgedeki genotiplerin
dagilimlarina iliskin Hardy-Weinberg denkleminin saglayip saglamadigida kontrol
edilmistir. Tiim testlerde p<0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsamma Sakarya Universitesi Egitim Ve Arastirma Hastanesi Dahiliye
Poliklinigine bagvuran 25(OH)D3 vitamini 20 ng/ml ve alt1 81, 20-30 ng/ml aras1 80,
30 ng/ml ve {istii 84 hasta olmak {lizere toplam 245 hasta dahil edildi. Calismaya dahil
edilen hastalarn 25(OH)D3 vitamini 20 ng/ml ve alt1 olan hastalarin ortalama
diizeyleri 12.01+4.10 (ortalama+SD), 20-30 ng/ml arasi olan hastalarin ortalama
diizeyleri 24.34+2.95 (ortalama+SD), 30 ng/ml ve {istii olan kontrol grubu hastalarin
ortalama D vitamini diizeyi 37.47+7.05 olarak bulundu. Hastalarin yasortalamasi
41.42+12.80 (ortalama+SD, yas aralig: 18-60) olarak bulundu. Bu hastalarin 120’s1
(%48.97) erkek, 125’1 (%51.03) kadindir. Calismaya dahil edilen hastalarin viicut
kitle indeks ortalamasi 24.84+5.86 kg/m” dir (ortalama+SD).

4.1. HASTA GRUPLARINDAN ELDE EDILEN VERILER

Hastalarin 25(OH)Ds seviyeleri 20 ng/ml ve alti, 20-30 ng/ml arasi, 30 ng/ml ve iistii
olarak olciiliip ayrilan 6rneklerde CYP3A4 geninin rs2242480, CYP24A1 geninin
152209314 ve rs2762939 allellerinde polimorfizm bakilmistir.

Amplification

:

Sekil 9. Rs2242480 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer kullanimi

homozigot 6rneklerin Real-time SNP i¢in analizi
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Amplification

Cycles

Sekil 10. Rs2242480 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer

kullanimi ile T allel heterozigot 6rneklerin Real-time SNP icin analizi

Amplification
T T T
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: ! :
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Cycles

Sekil 11. Rs2242480 alleli icin FAM(Green) florofor isaretli T allel primer kullanim1

homozigot 6rneklerin Real-time SNP i¢in analizi

Amplification

BOO - oo D T E
FOO o - - e T E
B0 b - - el i E
BOO o o el E
=

B 200 L. ... ]
BOO J - e E
o T
A0 - -l Lo
o — — ———— — .. ]

} }

o 10 20 30 40

Cycles

Sekil 12. Rs2209314 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer

kullanim1 homozigot 6rneklerin Real-time SNP i¢in analizi
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Amplification
T

Sekil 13. Rs2209314 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer

kullanimi ile T allel heterozigot drneklerin Real-time SNP icin analizi

Amplification

T T
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Sekil 14. Rs2209314 alleli i¢in FAM (Green) florofor isaretli T allel primer

kullanim1 homozigot 6rneklerin Real-time SNP i¢in analizi

Amplification

2000_'_...............\2 ................ O ’_
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1ooo Fooooo e A ]
soo ... il . S -
o I ! ' T T M.
o 10 20 30 40
Cycles

Sekil 15. Rs2762939 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer

kullanim1 homozigot 6rneklerin Real-time SNP i¢in analizi
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Amplification
T
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Sekil 16. Rs2209314 alleli icin FAM (Green) florofor isaretli C allel primer

kullanimi ile G allel heterozigot 6rneklerin Real-time SNP icin analizi

25(OH)Ds seviyeleri 20 ng/ml ve alt1 olan, 20-30 ng/mL olan 2. ve 3. Gruplar kontrol

grubu ile karsilastrilmistir ve allel frekanslar1 ve genotip dagilimlar1 asagidaki

tablolarda verilmistir.

Tablo 6. 25(0OH) Dj; vitamini 20 ng/ml ve alt1 olan 2.grup ile kontrol grubu olan

1.grupta CYP3A4 geninin rs2242480 polimorfizminin allel frekansi ve genotiplerinin

dagilimi
Gen 2.grup kontrol(1.grup) P OR (CI 95%)
CYP3A4 n (%) n (%)
Rs2242480 polimorfizmi 81 84
Genotip
CcC 64 (%79.01) 64 (%76.19) 1
CT 13 (%16.04) 19 (%22.61) 0.342 1.462 (0.666-3.207
TT 4 (%4.93) 1(%1.19) 0.366 0.250 (0.027-2.298)
Allel
C 141(%87.03) 147 (%87.5) 1
T 21(%12.96) 21 (%]12.5) 0.900 0.959 (0.502-1.833)
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Tablo 7. 25(OH) Ds vitamini 20-30 ng/ml aras1 olan 3.grup ile kontrol grubu olan

l.grupta CYP3A4 geninin rs2242480 polimorfizminin allel frekans1 ve genotiplerin

dagilimi
Gen 3.grup kontrol(1.grup) p OR (CI 95%)
CYP3A4 n (%) n (%)
Rs2242480 polimorfizmi 80 84
Genotip
CcC 57 (%71.25) 64 (%76.19) 1
CT 19 (%23.75) 19 (%22.61) 0.900 0.891 (0.430-1.847)
TT 4 (%S5) 1(%1.19) 0.197 0.223 (0.024-2.050)
Allel
C 133(%83.12) 147 (%87.5) 1
T 27(%16.87) 21 (%]12.5) 0.335 0.704 (0.380-1.304)

Tablo 8. 25(OH) Dj; vitamini 20 ng/ml ve alt1 olan 2.grup ile kontrol grubu olan

l.grupta CYP24A1 allelinin rs2209314 polimorfizminin allel frekans1 ve genotip

dagilim.
Gen 2.grup kontrol(1.grup) p OR (CI 95%)
CYP24A1 n (%) n (%)
rs2209314 polimorfizmi 81 84
Genotip
CcC 9 (%l11.11) 12 (%14.28) 1
CT 31 (%38.27) 40 (%47.61) 0.948 0.968 (0.362-2.587)
TT 41 (%50.61) 32 (%38.09) 0.407 0.585 (0.220-1.560)
Allel
C 49(%30.24) 64 (%38.09) 1
T 113(%69.75) 104 (%61.90) 0.113 0.705 (0.446-1.113)
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Tablo 9. 25(OH) D; vitamini 20-30 ng/mL aras1 olan 3.grup ile kontrol grubu olan
1.grupta CYP24A1 geninin rs2209314 polimorfizminin allel frekansive genotip

dagilimi
Gen 3.grup kontrol(1.grup) p OR (CI 95%)
CYP24A1 n (%) n (%)
rs2209314 polimorfizmi 80 84
Genotip
CC 5 (%6.25) 12 (%14.28) 1
CT 33 (%41.25) 40 (%47.61) 0.360 0.505 (0.161-1.580)
TT 42 (%52.5) 32 (%38.09) 0.077 0.317 (0.102-0.993)
Allel
C 43 (%26.87) 64 (%38.09) 1
T 117 (%73.12) 104 (%61.90) 0.030*  0.597 (0.374-0.954)

*3 grubun T aleli C alleli karsilastirildiginda istatistiksel olarak yiiksek oldugu bulundu (P=0.030)

Tablo 10. 25(OH) Ds vitamini 20 ng/mL ve alt1 olan 2.grup ile kontrol grubu olan
1.grupta CYP24A1 geninin rs27662939 polimorfizminin allel frekansive genotiplerin

dagilimi
Gen 2.grup kontrol(1.grup) p OR (CI 95%)
CYP24A1 n (%) n (%)
Rs27662939 polimorfizmi 81 84
Genotip
CC 5 (%6.17) 13 (%15.47) 1
CG 75 (%92.6) 70 (%83.3) 0.096 0.359 (0.122-1.059)
GG 1 (%1.23) 1 (%]1.19) 0.521 0.385 (0.020-7.404)
Allel
C 85 (%52.46) 96 (%57.14) 1
G 77 (%47.53) 72 (%42.85) 0.394 0.828 (0.536-1.278)

Tablo 11. 25(OH) Ds vitamini 20-30 ng/mL aras1 olan 3. Grup ile kontrol grubu olan

1.grupta CYP24A1 geninin rs27662939 polimorfizminin allel frekansi ve

genotiplerin dagilimi

Gen 3.grup kontrol(1.grup) P OR (CI 95%)
CYP24A1 n (%) n (%)

Rs27662939 polimorfizmi 80 84

Genotip

CC 4 (%S5) 13 (%15.47) 1

CG 75 (%93.75) 70 (%83.33) 0.052 0.287 (0.089-0.923)
GG 1 (%1.25) 1 (%1.19) 0.468 0.308 (0.015-6.117)
Allel

C 83(%51.87) 96 (%57.14) 1

G 77 (%48.12) 72 (%42.85) 0.338 0.808 (0.523-1.249)
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Hasta ve kontrol gruplar1 arasindaki gruplandirma farkina baktigimiz “Mann-
Whitney U” testi ile analiz edildiginde 25(OH)D; seviyesi 30 ng/ml ve iistii olan
kontrol grubu ile 25(OH)D3 seviyesi 20 ng/ml ve alt1 olan 2. grup arasinda anlamli
fark bulunmustur (p=0.001). Kontrol grubu ile 25(OH)D3 seviyesi 20-30 ng/ml aras1

olan 3. grup arasinda anlaml fark bulunmustur (p=0.001) ve 2. ile 3. grup arasinda

gruplandirma farki da istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001).

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda CYP24A1-rs2209314 ve-rs2762939 ile ve
CYP3A4-rs2242480 alel ve genotip frekans dagilimlar: incelendi. Katilan bireyler, I.
grup: D vitamin diizeyleri normal (30-110 ng/mL) olan herhangi bir hastalig1
olmayan saglikli bireyler (kontrol); II. grup D vitamini (<20 ng/ml) eksikligi olan;
III. grup D vitamini yetersizligi (20-30 ng/ml) olan hastalar yer almaktaydi. CYP3A4
-1s2242480’¢e ait genotip ve allel dagilimlar1 grup I: CC % 76.19, CT % 22.61, TT %
1.19; C alleli % 87.50 ve T alleli % 12.5; grup II: CC % 79.01, CT % 16.04, TT %
4.93; C alleli % 87.03 ve T alleli % 12.96; grup III: CC % 71.25, CT % 23.75, TT %
5.00; C alleli % 83.12 ve T alleli % 16.87 olarak bulundu. Bu dagilimlar istatistiksel
olarak anlamli degildi (Tablo 6 ve 7).

CYP24A1-rs2209314°e ait genotip ve allel dagilimlar1 grup I: CC % 14.28, CT %
47.61, TT % 38.09; C alleli % 38.09 ve T alleli % 61.90; grup II: CC % 11.11, CT %
38.27, TT % 50.61; C alleli % 30.24 ve T alleli % 69.75; grup III: CC % 6.25, CT %
41.25, TT % 52.50; C alleli % 26.87 ve T alleli % 73.12 olarak bulundu. Bu genotip
dagilimlari istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ancak grup III’tin T allel dagilim

kontrol (Grup I) grubuna gore yiiksek bulundu (P=0.030), (Tablo 8 ve 9).

CYP24A1-1s2762939’¢ ait genotip ve allel dagilimlar1 grup I: CC % 15.47, CG %
83.30, GG % 1.19; C alleli % 57.14 ve G alleli % 42.85; grup II: CC % 6.17, CG %
92.60, GG % 1.23; C alleli % 52.46 ve G alleli % 47.53; grup III: CC % 5.00, CG %
93.75, GG % 1.25; C alleli % 51.87 ve G alleli % 48.12 olarak bulundu. Bu genotip
dagilimlari istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 10 ve 11).
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5. TARTISMA

D vitamini kalsiyum ve fosfor homeostazisini saglayan bir pro-hormon olmanin
disinda insan viicudunda 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Viicutta de novo sentezi
miimkiin olmakla birlikte giines 151¢1nimn, prekiirsér molekiiliiniin sentezinde 6nemli
olmasi1 nedeniyle, disardan alimin veya sentezin azlig1 gibi nedenlerle klinik pratikte
eksikligi ve/veya yetersizligine gorece sik rastlanir. Ozellikle iilkemiz ve bdlgemiz
gibi biitlin mevsimlerde bol gilinesli iklim kosullarina ragmen bu eksiklik/yetersizlik
durumlarinin siklig1 dikkat cekicidir. Bu nedenle biz ¢alismamizda o6zellikle D
vitamini metabolizmasinda yer alan ve D vitaminini inaktif formlara ¢eviren
enzimlerin aktivitelerini etkileyebilecek olasi genetik polimorfizimlerin, bolgemizde
gorece sik karsilasilan bu durum agisindan risk olusturup olusturmadigmi arastirdik.
CYP3A4 (24-25-Hidroksilaz) enziminin rs2242480 ve CYP24A1 (24-a Hidroksilaz)
enziminin 152209314, rs2762939 polimorfizimlerinin, ¢alistigimiz popiilasyonda D

vitamini eksiklik/yetersizlik yoniinden risk olusturmadigini tespit ettik.

Viicutta D vitaminini durumunu esas gosteren sirkiilasyondaki metaboliti
25(0OH)D’dir. Vitamin D metabolizmas1 siki1 bir sekilde kontrol edilir. Ozellikle
25(OH)D olusturan CYP2R1(25-hidroksilaz); 1,25(OH),D olusturan CYP27B1 (la-
hidroksilaz); 25(OH)D ve 1,25(0OH),D vitaminlerini inaktive eden CYP24A1(24-
hidroksilaz) ve CYP3A4 (25-24 Hidroksilaz) ve enzimlerinin polimorfizimlerinin
serumdaki D vitamini diizeyleri iizerinde etki gosterdigi degisik ¢alismalarda
bildirilmistir (Wang TJ 2010, McGrath JJ, Saha S, Burne TH, Eyles DW 2010). Bu
nedenle D vitamini diizeylerini kontrol eden genetik faktorlerin anlasilmasi

Onemlidir.

Barry EL. ve ark. CYP2R1, CYP24A1 ve vitamin D reseptor genlerindeki sik
genetik farklhiliklarinn D vitamini suplemantasyonu sonrasi, serum 25(OH)D
diizeylerinin artig1 ile iligkisini gostermislerdir (Barry EL et al 2014). Biz ise
calismamizda, baska tani1 konulmus hastaligi/patolojisi olmayan sadece D vitamini
eksikligi/yetmezligi tanimlanmis kisilerde normal kisilerle karsilastirildiginda, D
vitamin metabolizmasinda yer alan enzimlerin bu defekte yol agcacak bir mutasyonu

olup olmadigini test ettik. Shao B ve ark. Cinin dogusunda yer alan Zhoushan

kentinde yasayan (N:30°) 1627 hamile kadinda CYP24Al1 (24-o Hidroksilaz)
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enziminin 152209314 polimorfizminin, anlamh bir sekilde serum 25(OH)D ve
1,25(0OH),D konsantrasyonlari ile iligkili oldugunu ve vitamin D eksikligi i¢in bir
risk oldugunu gostermislerdir (Shao B et al 2017). Bizim ¢alismamizda bu genotip
ile D vitamini eksiklik/yetersizlik durumu arasinda istatistiksel anlamli bir iliski
bulamadik. Bu arastirmacilar bu gen i¢in bir veya iki mindr aleli tagiyan kadinlarin,
iki major allele sahip kadinlara gére daha diisiik 25(OH)D serum diizeylerine sahip
oldugunu bildirmektedir. Buna gére bu mindr genotip ve/veya alelin enzim
aktivitesini arttirdigini ileri siirebiliriz. Boylece 25(OH)D ve 1,25(0OH),D formlarmin
24. Pozisyonda hidroksilasyonlar1 arttacak ve aktif D vitamini formlar1 azalacaktir.
Iiging olarak biz, genotip dagilimlar agisindan D vitamini eksikligi ile bu gen
arasinda risk iliskisi tanimlamamakla birlikte, mindr allelin D vitamini eksiklik ve
yetersizlik gruplarinda, D vitamini normal seviyede olanlara gére daha yiiksek sayida
oldugunu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu gordiik. Bu durum, halen bu
minor allelin CYP24A1 (24-a Hidroksilaz) enzim aktivitesi ilizerinde etkisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Daha sonraki ¢aligmalarda D vitamini eksiklik ve
yetersizligi olan grupta bu allel ile enzimin aktivite iliskisini belirlemek gereklidir.
Shao B. ve arkadaslarinin yukarida bahsedilen ¢alismasi ile bizim ¢aligmamizdaki
onemli bir fark da popiilasyon sayilarinin ¢ok biiylik olmasi. Maalesef bizim birey
saymmiz gorece kiiciik bir gruptan olusmaktaydi. Ancak onlar tamamen hamile
kadinlardan olusan bir grup ile ¢alismisken bizim calismamizda erkek ve kadinlar
birlikte yer almistir. Bu farkliliklar iki ¢alismanin bulgular1 arasindaki farkin nedeni

olabilir.

CYP3A4, bir vitamin D-24- ve 25-hidroksilazdir (Gupta RP, He YA, Patrick KS,
Halpert JR and Bell NH 2005). 25-hidroksilaz aktivititesi daha 6n plandadir. Gupta
ve arkadaslarinin ¢alismasinda, CYP3A4’iin diislik substrat konsantrasyonlarinda 24-
hidroksilasyon aktivitesi daha az iken substrat konsantrasyonu arttikca 24-
hidrosilasyon aktivitesi doza-bagimli sekilde artmistir. 25-hidroksilasyon aktivitesi
ise, substrat konsantrasyonu arttikgca artmakla birlikte belirli bir substrat
konsantrasyonundan sonra azalmaya baglamistir. Shao B. ve ark. Cin’in dogusunda
yer alan Zhoushan kentinde yasayan (N:30°) 1627 hamile kadinda CYP3A4’iin
1s2242480 varyantlarmin serum 25(OH)D diizeyleri iizerinde koruyucu bir etkisinin

oldugunu gostermislerdir (Shao B et al 2017). Shao B ve ark. ¢aligmasina gore, bu
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varyantin 25-hidroksilaz aktivitesini arttirdigini ileri siirmek miimkiindiir. Boylece
vitaminin aktif formu artacaktir. Ancak literatiirde bu varyantin diisik serum
diizeyleri ile iliskili oldugunu gdésteren yayinlar da vardir (Robien K et al 2013).
Bizim calismamizda CYP3A4’lin 1s2242480 varyantlarmin serum 25(OH)D
diizeyleri iizerinde anlamli bir etkisini tespit edemedik. Bu birbiriyle c¢elisen
sonuclar, bu enzimin D-24- ve 25-hidroksilaz dual etkisinden kaynaklaniyor olabilir.
Ancak bizim calismamiz enzim aktivitelerindeki bu farki ortaya ¢ikarmak iizere

planlanmig bir caligma degildi.

37



6. SONUC

Sonu¢ olarak c¢alismamizin bulgularma goére, CYP3A4 (24-25-Hidroksilaz)
enziminin rs2242480 ve CYP24Al (24-a Hidroksilaz) enziminin rs2209314,
rs2762939 varyantlarmin, calistigimiz popiilasyonda D vitamin eksiklik/yetersizlik
durumu agisindan bir risk olmadigint gdstermistir. Ancak CYP24Al1 (24-a
Hidroksilaz) enziminin rs2209314 varyantinda T allelin D vitamini eksikligi ile bir
iligki gosterdigi saptanmistir. Calisma grubumuzun gorece diisiik N sayisi (n:245)
onemli bir smnirlayanimizdir. Ayrica, ¢alismamizada genetik olarak varyantlarmni
calistigimiz enzimlerin aktivitelerinin birlikte degerlendirilmesine de ihtiyac vardir.
Ancak bizim c¢alismamiz aktivitelerin ¢alisilmast  yoniinde planlanmamistir.
Gelecekte daha biiyiik bir popiilasyonda ve enzimlerin D vitamini normal, eksik ve
yetersiz olan gruplarda enzim aktiviteleri ile birlikte daha kapsamli ¢aligmalarin

yapilmasi gerektigini diigiiniiyoruz.
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