KKTC
YAKIN DOGU UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

VITAMIN D RESEPTOR (VDR) GENi POLIMORFiZMLERININ
METABOLIK HASTALIKLARDA BiYOMARKER OLARAK ROLU

MERAL KIZILKANAT

TIBBI BiYOLOJi VE GENETIK PROGRAMI

YUKSEK LISANS TEZI

LEFKOSA

2015



KKTC
YAKIN DOGU UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

VITAMIN D RESEPTOR (VDR) GENI POLIMORFIZMLERININ
METABOLIK HASTALIKLARDA BIYOMARKER OLARAK ROLU

MERAL KIZILKANAT
TIBBi BIYOLOJi VE GENETIK PROGRAMI

YUKSEK LISANS TEZI

TEZ DANISMANI

PROF. DR. NEDIME SERAKINCI

LEFKOSA

2015



TEZ ONAYI

(Bu sayfa yerine, basarili gegen Tez Sinavi sonrasi sinav tutanagi ekinde yer
alan Tez Onay sayfasi gelecektir)



TESEKKUR

Tezimin hazirlanmasinda ve egitim surecimde degerli katkilarini higbir
zaman esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim ¢ok degerli
hocam ve Anabilim Dali Baskanimiz Prof Dr. Nedime SERAKINClI'ya,

Yuksek Lisans egitimime bilgi ve tecrubeleriyle buyuk emekleri gecen
degerli hocalarim Dr. Mahmut Cerkez ERGOREN, Dr. Rasime KALKAN, Dr.
ve Pinar TULAY

Ayrica statistik calismalarimda yardimlari igin ~ Dr. Mahmut Cerkez
ERGOREN'e,

Tezim igin gerekli tim malzeme ve yardimi ile bana destek olan intron
Saglik Urtinleri ith.ihr.Tic.Ltd.Sti ydneticisi Sayin Serhat DEMIRKOL'a

Yardimlarini ve sevgilerini benden esirgemeyen sevgili anneme, babama,

esime ve kizlarima tum kalbimle

Tesekkur ve saygilarimi sunarim.

Uzm.Mol.Biy. Meral KIZILKANAT



ITHAF

Kizlarim ipek Nazli ve Elif'e ithaf ediyorum....



\

Vitamin D Reseptor Geni 'nin Kardiyometabolik Hastaliklardaki Rolii ve

Biyomarker Olarak Kullaniimasi

Meral Karafistan Kizilkanat
Yakin Dogu Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Genetik AD, Lefkosa, Kuzey
Kibris Turk Cumhuriyeti

GIRIS VE AMAG: Vitamin D eksikligi giiniimiizde oldukca yiiksek prevalansa
sahip bir durum olup, dusuk vitamin D degerinin kemik hastaliklariyla iligkisi
uzun suredir bilinmektedir. Yakin gegmigte Vitamin D eksikliginin,
kardiyovaskuler sisteminin de arasinda bulundugu bir ¢ok organin optimum
fonksiyonda calismasi icin gerekli oldugu ileri strtlmasttr. Bugtn Vitamin D
eksikliginin kardiyovaskular hastalik (KVH) riskini artiran roll oldugu yolunda
veriler birikmekte olup diyabet, sol ventrikil hipertrofisi ve kronik vaskular
enflamasyon gibi KVH ‘in bilinen risk faktorleri arasinda yerini almaya
baslamistir. Calismanin amaci, vitamin D eksikligi ve KVH riski arasinda
patofizyolojik bir iligski olup olmadigini inceleyerek, Vitamin D reseptoér (VDR)
geni varyantlarinin kardiyometabolik hastaliklara olan yatkinhigi belirleyici bir

biyomarker olarak kullanilabilirligini arastirmaktir.

YONTEM:Polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon fragment uzunlugu
polimorfizm ydntemi (PCR-RFLP) kullanilarak biyolojik yolaklarda etkisi
oldugu kanitlanan Fokl (rs2228570), Bsml (rs1544410), Apal (rs7975232) ve
Taql (rs731236) VDR gen varyantlarinin total kolestrol (50-200 mg/dL),
glukoz (74-109 mg/dL), LDL-kolestrol (60-100 mg/dL), HDL-kolestrol (29-84
mg/dL), trigliserid (<200 mg/dL) gibi biyokimyasal belirleyiciler ile iligkisini
Kuzey Kibris Turk populasyonunda ( n: 320; yas arahdi 18 — 73) arastirdik.
Genotopi belirlenen populasyonun Hardy Weinberg Esitligine uyumluluklari
test edildikten sonra, two-tailed t-testiyle istatistiksel olarak 6nemliligine
bakildi.



Vi

BULGULAR: Sonuglar, VDR gen varyantlarindan sirasiyla Fokl C
varyantinin glukoz, kolestrol ve LDL-kolestorol biyokimyasal seviyeleriyle
dogrudan baglantisi olduguna (P: 0.02, P: 0.04, P: 0,002), ayni zamanda
Tagl C alellinin de Fokl C alleli gibi glukozun degerleri ile iligkili oldugunu
(P:0.02) gostermistir.

TARTISMA VE SONUGC: Bu calismada VDR geni Fokl polimorfizmi C
allelinin aktivite baskilayici allel olarak diyabet, kardiovaskuler hastaliklar
gibi metabolik hastaliklarda 6nemli rol oynayan glukoz ve LDL-kolestrol
seviyelerini artirici bir rol oynadigi gosterilmistir. Bu bulgular, VDR geni Fok1
CC homozigotlugunun KVH risk faktorleri arasinda yer alan biyokimyasal
degerleri etkileyerek, CC homozigot bireylerin KVH yatkinhdinin tanisinda
onemli bir etken oldugu ve Fokl polimorfizminin yuksek kolesterol ve glukoz
ile birlikte degerlendirildiginde KVH yakalanma riskini 2 kat artirdigini
gOstermektedir.  Bu bulgular 1sidinda s6z konusu varyasyonun, Kklinik
uygulamalarda degerlendirilebilir bir belirte¢ oldugu bu calisma ile ileri

sUrtlmektedir.

Anahtar Kelimeler: vitamin D eksikligi, kardiyovaskuler hastaliklar,

metabolik sendrom, populasyon, polimorfizm, Vitamin D Reseptér (VDR) geni
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

25 (OH) D : 25 hidroksi vitamin D

25 (OH) D2 : 25 hidroksi vitamin D2

25 (OH) D3 : 25 hidroksi vitamin D3

1,25 (OH) D : 1,25 dihidroksi vitamin D

1,24 (OH)D : 1,24 dihidroksi vitamin D
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T2DM: Tip 2 Diyabet

KVH: Kardiyovaskuler Hastaliklar
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LDL KOLESTEROL: Dusuk Yogunluklu Lipoprotein
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KCI: Potasyum Klorar

dntp: deoksinukleotitfosfatlar

bp(bg): Baz Cifti
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VDRE:D vitaminine cevap veren element

DBP:D- Binding Protein (Vitamin D baglayan Protein)
BMD :Becker Muskuler Distrofi
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1.GIRIS VE AMAG

Vitamin D eksikligi gunimizde olduk¢ca yuksek 6neme sahip
olmakla birlikte, vitamin D degerinin dlsuk olmasinin kemik hastaliklariyla
iligkili oldugu uzun vyillardan itibaren bilinmektedir. Son yillarda yapilan
calismalarda Vitamin D eksikliginin, kardiyovaskuller sistemin de arasinda
bulundugu bir ¢ok organin optimum fonksiyonda c¢alismasi igin gerekili
oldugu ileri sartulmustir (Veysel Kidir, 2013). GUnimuizde Vitamin D
eksikliginin kardiyovaskular hastalik (KVH) riskini artiran bir roli oldugu
yolunda veriler daha da artmig ve bilinen risk faktorleri yani diyabet, sol
ventrikdl hipertrofisi ve kronik vaskular enflamasyonun yaninda KVH risk

faktorleri arasinda yerini almaya baglamistir.

Vitamin D'nin aktif formu olan1,25(OH)2D, vicutta intraselliler hormon
reseptori olan VDR'ye baglanarak etkisini godstermektedir. VDR reseptor
geninde N terminal bolgede Fokl, C terminal bolgede Bsml, Apal, Taql ,Trul
ve Poly A mikrosatellit ve 5' promotor boélgede Cdx-2 polimorfizmleri
tanimlanmistir (Ozkan B ve digerleri, 2011). Son yillarda VDR gen
polimorfizmi ile gesitli hastaliklar arasindaki olasi baglantiyi arastiran birgok
genetik calisma yapilmigtir. Yapilan literatur taramalari sonucunda VDR gen
polimorfizmlerinden en 6nemlileri Fokl, Taql, Bsml ve Apal'nin immun sistem
bozukluklarina dayali metabolik hastaliklar ile anlamli baglantilari oldugu
gOrulmustir. Bu bulgular dogrultusunda bizim c¢alismamizda Vitamin D
reseptor (VDR) gen polimorfizmlerinden Fokl (rs2228570), Bsml
(rs1544410), Apal, Taql (rs731236) ile metabolik hastaliklar arasindaki
baglantiya bakilarak, insan sagligini tehdit eden metabolik hastaliklar i¢in bir
biyolojik belirteg olarak kullanihp kullanilamayacagi ve biyokimyasal
parametreler (Glukoz, Total Kolesterol, HDL Kolesterol, LDL Kolesterol,

Trigliserid ) ile arasindaki olasi iligki aragtiriimistir.



Vitamin D reseptdri (VDR) geni bir ¢ok farkli dokuda eksprese
olmaktadir. VDR gen polimorfizmi ve D vitamini eksikliginin daha o6nce
obezite, kardiyovaskuler kastaliklar, osteoporoz gibi bir ¢ok metabolik
sendrom ile iligkili oldugu ileri surdlmugtur. Derinin gunese maruz kalmasi
sonucu degisime ugrayip kana gegtiginde inaktif durumda olan Vitamin D,
karaciger ve bobrekte ugradigi bazi metabolik degisimler sonucu aktif
Vitamin D haline doénismekte ve bu olusum kimyasal yapisi, etki
mekanizmalari ile bir vitaminden ziyade bir hormon 6zelligi sergilemektedir.
Bu bilimsel gercgek ile birlikte Kuzey Kibris'in cografi konumu da g6z onunde
bulunduruldugunda bu ada da yasayan kisilerin Vitamin D yapiminda sorun
olmamasi beklenmektedir. Ancak vicudumuzda Vitamin D, vitamin D
reseptorleri tarafindan tutulmaktadir ve bu proteini kodlayan VDR geninde
meydana gelen polimorfizmlerin vicuda yeterli vitamin D’nin tutunmasini
engellendigi bilinmektedir. Dolayisi ile, gunesten asiri korunma veya VDR
polimorfizmlerinden dolay! Vitamin D yapim veya kullaniminda problemler

ortaya ¢ikabilmektedir.

Bu ¢alismada VDR gen polimorfizmlerinin metabolik hastaliklarda
biyomarker olarak kullanilip kullanilamayacagi ve VDR gen polimorfizminin
metabolik hastaliklar ile genotip- fenotip badlantisina bakilmasi

hedeflenmistir.

VDR geni varyantlarinin diyabet, kardiovaskuler hastaliklar gibi
metabolik hastaliklarda 6nemli rol oynayan glukoz ve LDL-kolestrol
profillerini etkiledigi gdsterilmistir. Bu bulgular, VDR geni Fokl polimorfizminin
KVH risk faktorleri arasinda yer alan biyokimyasal degerleri etkileyerek,
KVH’in olan yatkinlik da rol oynayan bir etken oldugu ileri sirmesi agisindan
onem arz etmekte olup bu varyasyonun, Kklinik uygulamalarda
degerlendirilebilir bir belirte¢c olabilecegi bu calisma ile ileri surtlmektedir.
Ayrica sonuglarimiz Fokl polimorfizminin ylksek kolesterol profili ve glukoz
dizeyi durumunda KVH vyakalanma riskini 2 kat artirdigini gdéstermesi

acisindan 6nem arz etmektedir.



Sonug¢ olarak calismamizin bu yonde yapilacak c¢aligmalara yol

gOsterici bilgiler verecegini dugunmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Vitamin D reseptor, polimorfizm, metabolik
sendrom, KVH



2. GENEL BILGILER

2.1 Steroid vyapih hormon vitamin D ve vitamin D

metabolizmasi

1980' li yillarda Vitamin D' nin sadece kemik metabolizmasinda
onemli oldugu bilinirken gunumuizde vyapilan c¢alismalarda kemik
metabolizmasi diginda da bircok metabolik olayda gorevli oldugu
bulunmustur. Vitamin D'nin aktif formu olan 1,25(0OH)2D3, hucre
proliferasyonu ve diferansiyasyonu ile ilgili olan birgok genin regllasyonunu
VDR araciligi ile yapmaktadir. Yani vitamin D hicre diferansiyasyonu ve
apoptoz, hucre proliferasyonu, immun regulasyon gibi diger yolaklarda da
gorev almaktadir (Jones G., 2012). Gunumuizde vitamin D'nin birgok
metabolik yolak icin gerekli oldugu bilinmekle birlikte c¢esitli hastaliklarin
progresyonunda, hastaligin seyrinin yavaslatiimasina neden oldugu da
bilinmektedir (Sekil 2.9). Ornegin, otoimmun hastaliklar, inflamatuar barsak
hastaligi, romatoid artrit, multipl skleroz, diyabet, kalp hastaliklari,
osteoporoz, enfeksiydz hastaliklar ve kanser gibi birgcok hastalikda etkili
oldugu gdsterilmistir (Hollick MF. ve digerleri, 2004; Hollick MF. ve digerleri,
2005; Deluca HF. ve digerleri, 2004) . Ayrica VDR gen polimorfizmlerinin
etnik gruplara gore farkhlik gosterdigi bilinmektedir (Sinaga BY ve digerleri,
2014). Son yillarda yapilan galismalar Vitamin D eksikliginin, kardiyovaskuler
sisteminin de icinde bulundugu bir ¢ok organ sisteminin fonksiyonunda
onemli oldugu ileri surulmustur. Vitamin D eksikliginin kardiyovaskuler
hastalik (KVH) riskini artirdidi bilinmektedir ve KVH ‘nin diyabet, sol ventrikll
hipertrofisi ve kronik vaskuilar enflamasyonu gibi bilinen risk faktorleri
arasinda yerini almistir (Veysel K., 2013). D vitamin eksikliginin immudn
sistem Uzerindeki etkisinin azalmasi bu tur hastaliklara yakalanma sikhigini

artirmaktadir.



insanlarda D vitamini iki sekilde bulunmaktadir. Bunlar 28 karbon
molekulu igeren vitamin D2 (ergokalsiferol) ve 27 karbon molekllu iceren
vitamin D3 (kolekasiferol) dur. Vitamin D3, deride glines isinlar ile 7-
dehidrokolesterolden sentezlenmektedir. Gunesin 290-315 nanometre dalga
boyundaki ultraviyole B (UVB) i1sinlari ile 7-dehidrokolesterol 6nce previtamin
D3’e ve ardindan izomerizasyon ile vitamin D3’e donasturular. Vitamin D3 ve
Vitamin D2 ince bagirsakta absorbe edilmekte ve safra asitlerinin varliginda

emilimi gerceklesmektedir (Sekil 2.1).

Vitamin D yagda eriyen vitaminler grubundan olmasina ragmen ciltte
uretildikten sonra gesitli organlar yardimiyla aktif formuna donusturulerek kan
dolasimina katilmasindan dolayi 'feedback' etkisi nedeni ile vitaminden ¢ok
steroid yapili bir hormon olarak da gdsterilmektedir (Dursun A. ve digerleri,
2007).
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Sekil 2.1: Vitamin D Metabolizmasi (Behzat O ve digerleri, 2011). Vitamin D
viicuda deriden veya besinler yardimi ile girerek karacigere geger.Vitamin D nin iki formu da
(D2 ve D3) karacigere geldikten sonraki yolaklari aynidir. D3 vitamini deride 7-
dehidrokolesterolden tiremektedir. Deriden gegen vitamin D karacigerde sentezlenen DVBP
ile tasinarak, 25- hidroksilaz tarafindan 25(OH)D3 formuna donisur. Daha sonra
karacigerdeki kalsidiol bobrege tasinir ve buradan aktif formu olan 1,25-(OH)2 D3 formuna
donusir.1,25 (OH)D’nin kanda yeterli diizeyde olmasi durumunda 25(OH)D’nin bir kismi
daha az aktif olup katabolize edilen 24,25 (OH)D’ye dénustirdlir (Dursun A. ve digerleri,
2007; Bringhurst FR ve digerleri. 2002).

VDR, 25-hidroksivitamin D (25-D) tarafindan aktif formu olan 1,25-
dihidroksivitamin D (1,25-D) ye dénusene kadar inaktif halde tutulur.




Vitamin D reseptoru 36'dan fazla dokuda tanimlanmistir. Bu
mekanizma sadece vlcut icin gerekli olacak kadar 1, 25 vitamin D
uretilmesini saglamak icin VDR transkripsiyonunu dizenler (Sekil 2.2). VDR
uygun transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla sadece gerektigi olcide 1,25
vitamin D Uretilmesini kontrol eder (Norman AW ve digerleri, 2011). VDR aktif
oldugunda, 1,25-Vit D' nin inaktif metabolitlere donusmesini saglayan gen

transkripsiyonunda kullanilan CYP24A1 enzimini artirir.
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Sekil 2.2: Vitamin D'den VDR'ye giden yolak: Vitamin D'nin aktif formu olan
1,25(0H)2D3 hicreye girer ve VDR' ye baglanir. RXR ile heterodimer olusturur. Olusan
heterodimer yapi VDR-RXR-1,25(0OH)2D3'Un sitoplazmadan nlkleusa gecebilmesini
saglamaktadir. Nukleusa gecen bu kompleks yapi VDRE'yi aktf hale getirir ve transkripsiyon
translasyon gergeklesir. DBP'ler ile dokulara tasinarak hicre igine girerek retinoik asit
reseptorleri gibi DNA'dan RNA transkripsiyonunu diizenleyen VDR ile kompleks olusturarak
belirli DNA baglanma bdlgelerine baglanir ve bir yandan osteokalsin, kalsiyum baglayici
protein, vb. genlerin trankripsiyonunu artirirken diger taraftan interldkin-2 ve interlékin-12 gibi
genlerin de transkripsiyonunu azaltmaktadir (Bringhurst F.R. ve digerleri, 2003; Mizwicki MT.

ve digerleri, 2009; Szodoray P. ve digerleri,2008).




2.2 VDR Geni ve Polimorfizmleri

Ilk kez 1969 yilinda tanimlanan VDR geni (Norman AW ve
digerleri,2006) 75 kb buyuklugunde olup 11 ekzondan (1A, 1B, 1C ekzonlar)
ve 5 DNA promotdr bolgesinden (5'UTR bolgesinde) olusmakta ve 12g12-14
kromozom bdlgesinde yer almaktadir. VDR geni ekspresyonu vicudumuzun
bircok dokusunda; o6rnegin endotel, kalp kasi, deri, kas, akciger, beyin,
prostat, kalin bagirsak, meme, monositler, makrofaj ve bobrek hucrelerinde;
gOsterilmigtir (2.5) (Nemere I. ve digerleri,1998; Norman A.W. ve digerleri,
1998; De Luca H.F. ve digerleri., 2001). Taql, Apal ve Bsml enzimleri i¢in 3'
ucunda, Fokl icin ise 2. ekzonda transkripsiyon baslangi¢ noktasinda enzim
kesiminin yapildidi polimorfik bolgeler bulunur (2.3) (Zhou H. ve digerleri.,
2009; Zmuda J.M. ve digerleri., 2000; Audi L. ve digerleri.,1999; Kocaturk Sel
ve digerleri, 2011).
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Sekil 2.2: VDR geni polimorfizmleri:VDR genindeki doért dnemli polimorfizm olan
Fok1, Bsm1, Apal ve Taq1’in gen Uzerindeki dagdilimlarinin sematik gérinimu. Sirasi ile
Fokl (rs2228570) T/C polimorfizmi ekzon 2’de, Bsm1 (rs1544410) A/G polimorfizmi Ekzon 7/
Intron 8'in kesisme noktasinda, Apal (rs7975232) A/C polimorfizmi intron 8'de ve Taq1l
(rs731236) C/T polimorfizmi 9. ekzonunun 352. kodonunda yer almaktadir (Parmeet K ve
digerleri, 2012).

VDR ile gen transkripsiyon kontroll, retinoik asit X reseptoérin (RXR)
ve vitamin D cevap elemanina (VDRE) baglanarak gerceklesir (Sekil 2.4)
(Mithal A. ve digerleri., 2014).



VDR geni polimorfizmlerinden en 6nemlileri N terminal bdlgede yer
alan Fokl, C terminal bdlgede yer alan Bsml, Apal, Taqgl, Trul, Poli A
mikrosatellit ve 5 promotor bdlgede ¢ok sayida bulunan Cdx-2
polimorfizmleridir. Fokl polimorfizmi (rs17881966) ekzon 2’de bulunur.
(Dayangag D. ve digerleri., 2001; Zmuda J.M. ve digerleri., 2000; Uitterlinden
A.G. ve digerleri., 2004; Denzer N. ve digerleri., 2011; Valdivielso ve
digerleri., 2006). Fokl (rs17881966) polimorfizmini belirlemek igin Fokl
restriksiyon enzimi kullaniimaktadir (Dayangag D. ve digerleri., 2001; Zmuda
J.M. ve digerleri., 2000; Uitterlinden A.G. ve digerleri., 2004; Denzer N. ve
digerleri., 2011; Valdivielso ve digerleri., 2006). Fokl polimorfizmi
(rs17881966) varsa transkripsiyon ilk ATG dizisinden, yoksa ikinci ATG'den
basladigindan, ikinci transkript daha kisadir, ama yine fonksiyoneldir. 13.
baglangi¢c kodonu olan ATG’de bulunan T—C degdisimi sonucunda ATG,
ACG’ye donusur ve translasyon ikinci ATG’'den baslar. Bunun sonucunda
424 aminoasit uzunlugunda VDR proteini sentezlenir. T—C degisimi olmadigi
durumda ise translasyon ilk ATG’'den baslar ve 3 aminoasit daha uzun olan
(427 aminoasit, T alleli) VDR proteini sentezlenir. Bunun nedeni, Fokl'de iki
farkh baslangi¢ yeri ve bunlara ait 2 farkl baslangi¢ kodon polimorfizmi (start
codon polymorphism, SCP) bulunur. Birincisi, uzun formu ('T' allel veya 'f
allel) ya da M1 (metionin 1. formda) formu olarak bilinir. Digeri ise kisa form
yani 3 aminoasit kisaltiimis M4 (metionoin 4. formda) formu ('F' allel olarak
gorulen 'C' allel) formudur. Simdiye kadar VDR polimorfizmi ile ilgili yapilan
calismalarda mekanizmasi bilinen ve detayli olarak calisilan tek protein
polimorfizmi Fokl dir (Andre G. ve digerleri, 2004). VDR geninde 8.intronun
5’'ucundan 1280 bg ilerde olan Apal polimorfizmini (rs 17879735) belirlemek
icin ise Apal restriksiyon enzimi kullanildi. Diger bir polimorfizm olan Tagql
(rs17880019) polimorfizmi 9. ekzonda bulunur ve T—C degisimi sonucunda
ATT kodonu ATC’ye ddniismesine sebep olur. izoldsin, normal ATT ve
degisim sonucunda olugsan ATC kodonu (352. kodon) tarafindan
kodladigindan bu polimorfizm sessiz polimorfizm olusturmaktadir (Zmuda
JM. ve digerleri, 2000; Dayanga¢ D. ve digerleri, 2001). Doérdincu

polimorfizm olan Bsml (rs1544410) polimorfizmi ise, Apal gibi intron 8 sonu
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ile ekzon 9 arasinda bulunmakta ve kodlanan proteinde amino asit dizisini
degistirmeyen Tagql gibi sessiz ve tek niikleotid polimorfizmidir (SNP). Onceki
calismalarda, Bsml polimorfizminin mRNA stabilitesini dizenleyerek gen

ekspresyonunu etkileyebilecegi belirtiimistir (Denzer N. ve digerleri., 2011).

VDR geninin 3’'UTR bdlgesindeki Taqgl, Apal ve Bsml polimorfizmlerine
ait alleller birbirlerine gok yakin dagilimlarindan dolay aralarinda kuvvetli bir
baglanti esitsizligi (Linkage Disequilibrium, LD) s6z konusu iken, FokI
polimorfizminin gen Uzerindeki yerlesiminden dolay! diger u¢ polimorfizm ile

arasinda bir LD bulunmamaktadir (Zmuda J.M. ve digerleri., 2000).

VDR gen transkripsiyonunda, dolasimdaki aktif D vitamini hicre
duvari ve sitoplazmayi gecerek nikleusa ulasir ve VDR’'ye baglanir. Daha
sonra bu kompleks retinoik asit X reseptorine (RXR) ve daha sonra DNA
uzerinde bulunan vitamin D cevap elemani (VDRE) olarak bilinen bdlgeye
baglanir. Sonug¢ olarak 1,25(0OH)2D-VDR-RXR-VDRE etkilesimi ile gende
DNA transkripsiyonu gerceklesir. Bu aktivite koaktivator ve koreseptorlerle
kontrol edilir (Ibhar Al Mheidi ve digerleri, 2013).
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2.3 Vitamin D, VDR ve immun Sistem

1,25 (OH)2D3 VDR uzerine baglanarak etkinlik kazanmaktadir.
Gunumuzde vitamin D'nin birgok metabolik yolak igin 6nemli oldugu,
hastaligin progresyon ve seyrinin yavaslatimasina neden oldugu
bilinmektedir. Otoimmun hastaliklar, inflamatuar barsak hastaligi, romatoid
artrit, multipl skleroz, diyabet, kalp hastaliklari, osteoporoz, enfeksiyoz
hastaliklar ve kanser gibi birgcok hastalik da etkili oldugu (Hollick MF. ve
digerleri, 2004; Hollick MF. ve digerleri, 2005; Deluca HF. ve digerleri, 2004)
ve ayrica VDR gen polimorfizmlerinin etnik gruplara goére farkhlik gosterdigi
bilinmektedir (Sinaga BY ve digerleri, 2014). Bu hastaliklarin 6nemli ortak
noktalari immun sistem bozuklugundan kaynaklanmalaridir. immun sistem
bozukluklari riski ise ya VDR gen polimorfizmi nedeni ile olusan diren¢ ya da
vicuttaki vitamin D eksikligi nedeniyle artmaktadir. Ozellikle hem VDR gen
polimorfizmi nedeni ile olusan direng hem de vitamin D eksikliginin ikisinin
birlikte goérildigi durumlarda bu olasilik gok daha fazla artmaktadir (Ozkan B
ve digerleri, 2011).

1.25(0OH)2VvD3'Un makrofajlar, monositler, dentritik hucreler, T
hicreleri ve B hucreleri, kisacasi immun sistemi olusturan pek ¢cok eleman
Uzerinde etkisi vardir (J.Rodrigo Mora ve digerleri, 2008). Monositler ve
dentritik hicrelerde bulunan TLR1 veya TLR2 tarafindan yonetilen sinyaller
VDR ekspresyonunu artirir. VDR, TLR2 reseptoru tarafindan yabanci
maddeleri tanir. Vicut D vitamini metabolitleri dizenlenmesi yoluyla VDR
aktivitesini kontrol eder (Norman AW ve digerleri, 2011). Monositler IL-1'i
indUkleyerek, P450 proteini ve CYP27B1'i artirarak VDR ekspresyonunu
artinirlar. Ayrica monositler hucredeki proliferasyonu da artirmaktadir (2.4).
Dentritik hiicrelerden dolayi Vitamin D olgunlasmasi azalmaktadir. Bu durum,
MHC Class Il ekspresyonunun regllasyonunun artmasini engeller ve
dentritik hacreler tarafindan uretilen IL-2 Gretimini azaltip, IL-10'u artirir. T
helper (Th) 2 hicreleri vitamin D tarafindan uyarilarak IL-4, IL-5,IL-10, TGF
beta sitokinlerini artirir, ayrica Th 17, Th1 hdcrelerini inhibe ederek de IL-2,

IL-3, IFN gama ve TNF alfa'nin Uretimini azaltmaktadir. Ayrica Vitamin D'nin



aktif formu B hucrelerinin farkhlagsmasini onleyerek, dentritik hucrelerin
gelisimini inhibe etmektedir (Chen S ve digerleri, 2007). Aktif D vitamini, CD4
T hucrelerinin regllatér (Treg) ve supresor T hicrelerine dénisumana
artirmaktadir. Olasi D vitamini eksikligi durumunda Treg aktivitesi azalir ve
otoimmun diyabet, barsak hastaliklari ve alerjik otoimmun hastaliklarin
gelisimi artar (Sekil 2.4) (Penna G ve digerleri, 2000; Adorini L ve digerleri,
2005).

1,25(0H)2D3 |
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Th1 h_!.lcre cevabi l mdirem efekt) b
Tr1 hilcre cevab 4. AR :

2%
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Sekil 2.4: VDR'nin immun sistemdeki rolU: 1,25(OH)2vD3'in marrofajlar,

monositler, dentritik hicreler, T hucreleri ve B hicreleri Uzerinde etkisi vardir. Dolayisiyla

VDR geni bu yolaklar ile baglantihdir (J. Rodrigo Mora ve digerleri, 2008).

Vitamin D3, B hucre proliferasyonunu, plazma hucre farklilagsmasini ve

immunglobulin Gretimini engeller (J Rodrigo ve digerleri, 2008).

Vitamin D3, agizdan beslenilerek ya da deriden sentezlenerek vicuda
girer. Karacigerde hidroksillenerek (250H Vitamin D3), daha sonra birgok
sistematik etkiye sahip kan dolasimina katilir ve P450 proteini CYP27B1 ile

bébreklerde hidroksillenir. immun sistem hiicrelerinden makrofajlar, dentrik
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hacreler, T ve B hucreleri CYP27A1 ve CYP27B1'i eksprese eder ve
25(CH)vD3'd  1,25(CH)VD3 ve 1,25(0H)2VD3 e c¢evirir ve VDR'ye
baglanarak otokrin ve parakrin gibi bagisiklik hucreleri Uzerinde hareket eder
(Sekil2.4).

2.4 VDR Geni Polimorfizmlerinin Hastaliklarla iliskisi

Asya populasyonlarinda Bsml polimorfizmine ait 'b' alleli, Avrupa
kokenli populasyonlarda ise 'B' alleli daha baskindir. Japonlarda Bb
genotiplerinin bb’ye goére, vitamin D'ye daha fazla cevap verdigi bulunmustur
(Guofeng W ve digerleri, 2014). Genelde Asyalilar vitamin D metabolitlerine
Avrupalilardan (Caucasian) daha fazla yanit vermektedir (b alleli yaygin)
(Guofeng W ve digerleri, 2014). Ancak VDR genotipleri ile BMD (Becker's
Muscular Dystrophy) arasindaki baglanti iligkisi kalsiyum alimina orantil
olarak degisiklik gostermektedir. Guofeng W ve digerleri kalsiyum ve vitamin
D takviyesi alan vyaslilar arasinda BB genotipine sahip Kkisilerin bel
bdlgesindeki omurlarda kemik kaybinin Bb ve bb genotipine sahip bireylere
gore daha fazla oldugunu ileri strerken Cooper ve arkadaslarinin kemik
mineral densitesi ve VDR polimorfizmi arasindaki baglantiya baktiklari
calismada bdyle bir iligkinin varligi gosterilmemistir (Cooper GS ve digerleri,
1996).

VDR gen polimorfizminin birgok hastalik ile iliskisi son yillarda énem
kazanmis ve yaygin bir sekilde arastiriimaktadir. Cesitli calismalar VDR geni
polimorfizmleri ile kronik hastaliklar ve birgok metabolik hastalik, kemik
mineral yodunlugu, enfeksiyonlar (tuberklloz), nefrolitiazis, diyabet ve bazi
otoimmun hastaliklar (lupus, otoimmun hepatit, siroz, Crohn hastali§i, multipl
skleroz, Graves hastaligi gibi) arasindaki baglantiyi ortaya koymuslardir
(Sekil 2.5) (Valdivielse J.M. ve digerleri., 2006; Tokita A. ve digerleri., 1996;
Abbas S., 2008; Utterlinden A.G. ve digerleri., 2004; Obara W. ve digerleri.,
2007).
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Literatirde VDR gen polimorfizmlerinin Behget Hastaligina yatkinhga
sebep olabilecegi bildiriimektedir (Tizaoui K ve digerleri,2014;Karray EF ve
digerleri,2011 ).
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Sekil2.5:VDR geni polimorfizminin baglantili oldugu farkli dokular(Helen L. Henry,
2011).

Klinik calismalarda kalp hastaligi, kalp yetmezligi ve koroner damar
hastaliklarina sahip olan kisilerin vitamin D yénlinden fakir olduklari, ayrica
bu hastaliklarin VDR geni polimorfizmleri ile baglantili oldugu gosterilmistir
(Veysel ve digerleri., 2013). Pilz ve digerleri 1-a hidroksilaz ve VDR
aktivitesini miyokard ve damar duvarinda gostermislerdir. VDR’nin 1-a
hidroksilaz eksikligi nedeniyle miyokard hipertrofisi, yuksek renin-anjiotensin-

aldosteron miktari ve bozulmus sistolik fonksiyonunun farelerde kasilmayi
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arttirdigir ve  RAAS aktivasyonunu artirdigr  gosterilmigtir (Pilz S ve
digerleri.,2011). VDR Bsml polimorfizminin yuksek kan basinci ve
kardiyovaskuler risk faktorleri gibi istenmeyen lipid profili ile iligkili oldugu
bulunmustur (Muray S. ve digerleri., 2003; Filus A. ve digerleri., 2008). Ayrica
Bsml polimorfizmi artmis sol ventrikil hemodiyaliz hastalarinda (Testa A. ve
digerleri.,, 2010) karotis arter intimal medial kalinlagmasi (Kammerer C.M. ve
digerleri., 2004; Renate T de Jongh ve digerleri., 2011) ile baglantilidir (Sekil
2.6- Sekil 2.7).

VDR aktivasyonu
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Sekil 2.6:VDR aktivasyonunun renin-angiyotensin sistemi lzerindeki etkileri. VDR
aktivasyonunda Renin, Renin protein reseptorli, angiotensinojen, angiotensinll ve
angiotensinl reseptor aktivitesinin arttigi bulunmus olup, Angiotensin2 reseptér, onkogen,
AT4 reseptor, angiotensin(1-7) ve angiotensin(1-12) aktivitesi hakkinda heniiz net bir bilgi

bulunamamistir (Takayoshi T ve digerleri, 2010).
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Dogustan VDR eksikliginin nadir bir hastalik olan D vitaminine direngli
ragitizm Tip Il hastaligina sebep oldugu bilinmektedir. Sik gortulen VDR gen
polimorfizmlerinde tek-gen polimorfizmlerinde oldugu gibi bir gen eksikligi
yoktur. Gende yapisal degil fonksiyonel bozukluk gérular (Helen L. Henry,
2011).
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Sekil 2.7: VDR' ye baglh kardiyovaskiler risk olusumu sekli. VDR-RXR ile
dimerizasyon yaparak ortak bir kompleks yapi olusturarak transkripsiyon faktoérl olarak iglev
gOrurdr. Bu kompleks yapi, Vitamin D cevap elementlerine (VDREs)'e baglanarak bir ¢cok
genin ekspresyonunu module eder.Diger hormon reseptdrler gibi hedef gene 6zgu ligand'li
ve ligandsiz VDR aktivitesi icin ortam belirlerler. Nukleer olmayan, zara bagh VDR
kardiyomiyositlerde dahil olmak uzere ¢esitli hiicrelerde tespit edilmistir ve genomik olmayan
fonksiyonlara katkida bulunur. Bu galismalar, nikleer VDR aktivasyonu ile module edilmis ve
voltaj gegisli kalsiyum kanallarindaki iyon gegisinin kontrol ve dizenlenmesini modile eder
(Zhau G ve digerleri, 2010; Farech Carson MC ve digerleri, 1998).
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VDR gen polimorfizmleri ile farkli kanser tiplerinin gelisimi ve metastazi
arasinda da iligki oldugu gosterilmistir. VDR polimorfizmleri ve prostat kanseri
arasinda anlamli bir baglanti bulunurken (Ntais ve digerleri, 2003) Apal 'a’
allelinin risk faktéri olabilecegi ileri surtlmustur. Diger taraftan Tagql
polimorfizmi ile meme kanseri arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir
(Dunning AM ve digerleri,1999; Newcomb PA ve digerleri,2002). Bazi
calismalar Tagl polimorfizmi ile metastaz riski arasinda bir baglanti
olmadigini gosterirken (Dunning AM ve digerleri,1999; Newcomb PA ve
digerleri,2002), bazilari da Taqgl ile metastaz riski arasinda anlamli bir
baglanti oldugunu gostermigstir (Lundin AC ve digerleri, 1999; Schondorf T ve
digerleri, 2003; Curran JE,1999). Kolon kanseri ile Bsml polimorfizmi
arasindaki anlaml bir baglanti oldugu belirtilirken (Speer G, ve digerleri,
2000; Kim HS ve digerleri, 2001), bir diger calismada ise Fokl ile arasinda
baglanti oldugu gosterilmistir (Ingles SA ve digerleri, 2001; Peters U, ve
digerleri, 2001). Fokl polimorfizmi CC genotipine sahip bireylerin malign
melanom riskinin TT genotipine gore daha az oldugu saptanmistir (Sekil 2.9)
(Hutchinson P.E., ve digerleri., 2000).
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Sekil 2.8: Hedef hicreler iginde 1,25 (OH) 2 D faaliyet mekanizmasi. 1,25 (OH) 2D
D vitamine baglanan reseptoéri (VDR) ve retinoid X reseptori (RXR) ile heterodimerleri
olusturmaktadir. Bu kompleks Vitamin D reseptér elementine (VDRE) baglanarak hedef
genlerin (karsinogenez iligkin VDREs ile, apoptoz, proliferasyonunu, farklilasma,
inflamasyon, regilasyon ve bagisiklik sisteminin dizenlenmesi) ekspresyonunu indukler.
VDR, 1a, 25 (OH) 2D3 kalsiyum ve fosfor dengesi, bagisiklik fonksiyonu, Greme, kalp-
damar, merkezi sinir sistemi, inflamasyon, anjiyogenez ve hicrenin ¢ogalmasi, farklilasmasi
ve apoptoz dahil olmak UGzere memelilerde 200'den fazla genin fonksiyonunu duzenler.
Normal hiicre fenotipleri ve iglevleri 1a, 25 diizenlenmesinde gok yonli rolt oldugu ve (OH)
2D3'Un bir anti-kanser madde oldugu ortaya ¢ikariimistir. (Reproduit de Davis and Milner: J
Nutrigenet Nutrigenomics 2011;4:1-11; McCullough ML ve digerleri, ).
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Bunlarin yanisira, renal karsinoma ile Taql arasinda da anlamh bir
baglanti oldugu saptanmis olmasina ragmen (Ikuyama T. ve digerleri., 2002),
diger bircok kanser tipi ile VDR polimorfizmleri iliskisini arastiran ¢alismalarin
sayisi yeterli olmaktan uzaktir. Kanserin yani sira Turk populasyonunda
sedef hastalarinda, Taqgl polimorfizmi ile vitamin D eksikligi arasinda anlaml
bir baglantinin var oldugu bildirilmistir (Dayanga¢ E.D. ve digerleri.,
2007)(Sekil 2.8).

VDR'deki Bsml polimorfizminin ise kas kuvveti ile iligkisi oldugu
bulunmustur (Jose M.V., ve digerleri, 2006). Ayrica, Japon ve Cin
populasyonlarinda yapilan calismalarda, Lupus erytematosus sendromu ve
VDR geni Bsml polimorfizmi ‘B’ alleli arasinda da bir baglanti bulunmustur
(Ozaki ve digerleri., 2000; Huang ve digerleri., 2002).

Hiperglisemi, buyume faktoru-beta (TGF-beta) ve diger sitokinler gibi
proteinlri transforme intrarenal renin-anjiyotensin sistemini (RAS) ve
olusumunu tesvik eder. TGF-beta epiteliyal-igin-mezenkimal gecis ve
profibrotik sinyallerin uyariimasina neden olur. Artan RAS aktivitesi
hemodinamik degisikliklere neden olur. Aktif D vitamini metabolitleri, D
vitamini reseptori (VDR) baglanir ve RAS uyarilmasini ve mezankimal hlcre
proliferasyonunu inhibe ederler. Buna ek olarak, aktif vitamin D, buylime
faktort aktivasyonu yoluyla, dolayli olarak, TGF-beta ile fibrogenezise
dengelemektedir. Sonu¢ olarak, etkin vitamin D  metabolitleri

glomeruloskleroz tibulointerstisyel fibrozis'i azaltir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.9: VDR'nin farkli yolaklar ile baglantisi aktif D vitamininin VDRpaye
baglanarak hiicre proliferasyonundan sorumlu gesitli genleri reglile ederek kanser
hicrelerinin blyimesini inhibe eder. Aktif D vitamini; hicre dongusu inhibitorleri p21, p27
ekspresyonunu ve hiicre adezyon molekili ekaderin ekspresyonunu uyararak, a-katenin’in
transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. Keratinositlerde aktif D vitamininin UVR’nin yol actigi
DNA hasarinin tamirini artirdii, apoptozu azalttigi, p53@U artirdigi  gosterilmistir.

Epidemiyolojik calismalar kanserlerin énlenmesinde yeterli D vitamini aliminin énemini
ortaya koymaktadir ancak, VDR polimorfizminin de erken tanida belirte¢ olarak

kullanilabilecegini ileri surtilmektedir.

Tag polimorfizminin - TT genotipinnin  Afrika popullasyonunda
tuberkuloza karg! bir koruma oldugu bulunmus olup (Bellamy R. ve digerleri,
1999), bu baglantinin sadece bu populasyonda kadinlar tzerinde anlamli
oldugu gosterilmigtir (Selvaraj ve digerleri., 2000). Ancak, Lewis ve ark.
(2005) tarafindan yapilan sistematik inceleme calismalari ve meta-analiz
hesaplamalarinda istatistiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edilememigstir
(Lewis SJ, ve digerleri,2005).
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Sekil 2.10: VDR ve etkileri. VDRA (VDR aktivasyonu) aktivasyon durumuna gére PTH

seviyesi degismektedir. VDR'nin PTH seviyesinin dismesine neden oldugu durumlarda,
yukseltiimis PTH sol ventrikiler hipertrofi, kardiyovaskdler (kalp fibroz, miyokard kontraktilite,
artan vaskuler ve kapak azalma kireclenme,) metabolik (insllin duyarhhdini ve lipid
metabolizmasi bozukluklart), hematolojik (kemik iligi fibrozisi azalmis ve eritrosit azalmisg,)
vazodilatasyon azalmis, ve immiunolojik anormalliklere neden olmaktadir (CP Kovesdy ve
digerleri, 2008).

Ayrica son yapilan galismalarda, Fokl allelik varyantlarinin BMD'de
(Becker's Muscular Dystrophy) irk, yas, menopoz durumu ve kalsiyum alimi
gibi cevresel faktorlerden de etkilendigi bulunmustur (Gerard L ve digerleri,
1999).

Tumomgensezis
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2.5 Mutasyon ve Polimorfizm

Ayni atadan gelen iki bireyin DNA dizisine bakildigi zaman %99,9
oraninda benzerlik gosterir. Geriye kalan bireyler arasindaki farklhihgi
saglayan % 0,1' lik orandaki dedisikligin ana nedenlerinin basinda tek
nikleotid dedisimleri  gelmektedir (SNP). Populasyondaki genetik
varyasyonlar mutasyon ve polimorfizm olarak ikiye ayrilmaktadir. Mutasyon
ve Polimorfizm terimleri benzer olsa da aslinda birbirinden farkli genetik
degisimlerdir. Mutasyon, populasyonda nadir gorulen %1'den daha az olan
varyantlardir. Mutasyonlar, aktif enzimlerin yapisini degistiren DNA hasari
onarimindaki genetik farkliliklar ve Ozellikle olasi kanser riskindeki artisa
neden olabilen genetik cesitliliklerdir. Polimorfizm ise, populasyondaki
gorilme sikhigi %1 veya daha fazla olan genetik varyasyonlardir. Insan
genomunda goértilme sikhgr en fazla olan polimorfizm tek ntkleotid
degisimleridir (Sekil 2.11) (Richard Tyuyman, 2003).
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Sekil 2.11: Normal dizi, Polimorfizm ve Mutasyon'nun sematik gérinidmu. Normal
dizide, protein normal fonksiyonunu yapiyor. Polimorfizmde, belirli bir bazda olusan tek
nikleotid degisikliktir. Mutasyon, genetik bilgiyi tasiyan DNA molekllinde meydana gelen
kalitsal degisikliklerdir. Mutasyon sonrasi proteinin yapisi ve enzim goérevi degismektedir
(Richard Tyuyman, 2003).

2.6 Polimorfizmleri tanimlama teknikleri

Polimorfizmler farkli molekuler teknikler ile analiz edilebilir. Bunlarin
icinde restriksiyon enzim kesim reaksiyonu (RFLP), dizileme ve SNP arrayler

yer alir.

RFLP reaksiyonunda, restriksiyon endonukleazlar (RE) polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilan cift zincirli DNA’y1 iki yonlu simetri
olusturan polindromik bdlgelerden keserek farkli enzim kesim sistemleri ile
farkli polimorfizmlerin analiz edilmesine olanak verir (Sekil 2.13). RFLP ve
dizileme reaksiyonlarindan dnce PZR ile istenilen DNA bdlgesi in vitro olarak

cogaltihr. PZR islemi farkh sicaklklarda ¢ donguden olusan (denaturasyon;
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baglanma (annealing) ve uzatma (extension)) DNA'nin istenilen bir bolgesinin
¢ogaltilmasi esasina dayanir. Daha sonra PZR urunu istenilen polimorfizmi

taniyan bir restriksiyon enzimi ile kesilerek agaroz jelde polimorfizm tayini

yapllir.

Sekil 2.12: RFLP-PCR uygulamalarinin sematik resmi.

Dizileme yontemi PZR igleminden sonra gogaltilan bodlgenin nukleotit
bazlarinin sirasini belirleme islemidir. istenilen DNA fragmanti cogdaltildiktan
sonra dizileme yontemi ile elde edilen DNA dizisi veritabanlari (NCBI veya
Ensembl) ile karsilastirilarak polimorfizm tayini yapilir. Bu yontemle birden
fazla polimorfizm ayni anda analiz edilebilir ve RFLP yontemine gbre daha

hassas bir tekniktir.

Son yillarda gelisen SNP arrayleri insan genomunda bulunan 10000
ve 500000 SNP’i inceler (Sekil 2.14). Bu arrayler test edilmek istenen érnek
DNA ve referans DNA'nin floresan yogunluklarini karsilagtirarak
hibridizasyon yoluyla bilgi saglar ve veriler biyoinformatik analizler ile
degerlendirilir. SNP arraylerin avantajlari tUm genomdaki SNP’lere tek bir

reaksiyonda bakilabilmesi baglanti (linkage) analizlerinin yapilabilmesidir.
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Sekil 2.13: SNP array uygulamalarinin gosterilmesi (Evica R. ve digerleri, 2012)

Son yillarda vyapilan genetik calismalarda VDR polimorfizmi
calismalari artmistir. Tam olarak butun yolaklar henliz tamamlanamamis olsa
da yapilan g¢alismalar bu polimorfizmlerin dolayli veya dogrudan hicresel
yaslanma (senesence), hicre 0olimU (apoptoz), hiucre ¢ogalmasi
(proliferasyon), vb gibi farkli yanitlarin olusmunda roll oldugu gdsterilmistir.
VDR'nin, iskelet sisteminin yani sira immunmodulator o6zellik gostermesi
nedeniyle bu c¢alismalar birgok kanser tipi, immun sistem, allerji ve
kardiyovaskuler hastaliklar gibi farkl yolaklaklar Gzerine 1sik tutmustur (Sekil
2.10) (Ayse Tellioglu ve digerleri, 2013).

Calismamizda, VDR polimorfizmlerinin (Fokl, Taql, Bsml ve Apal),
kardiyovaskuler hastaliklara olan vyatkinligin belirlenmesinde, biyomarker

olarak kullanilip kullaniimayacaginin arastirmasi amaglanmistir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1 GEREC
3.1.1 Kullanilan Geregler

Bu projede hassas terazi, otomatik pipetler, etlv, otoklav, buzdolabi
(+4°C), derin dondurucu (-20°C), santrifuj, 1sI blogu, pH metre, mikrodalga
firin, jel goruntuleme sistemi, Polimeraz Zincir Reaksiyonu makinesi, ve

laminer kabin kullanildi.
3.1.2 Kimyasallar
3.1.2.1 Enzimler

Fokl (FD2144, Thermo Scientific) , Taql (FD0674, Thermo Scientific),
Mva 12691 (FD0965, Thermo Scientific) ve Apal (FD1414, Thermo Scientific)
kesim enzimleri Metabion'dan temin edilmigtir. PZR’de kullaniimak Uzere
Thermo Scientific firmasi tarafindan dretilen Taq polimeraz (FD0964,

Thermo Scientific) enzimleri kullanildi.
3.1.2.2 Molekuler Belirtegler

Thermo Scientific GeneRuler 100 b¢ (SM0241, Thermo Scientific), 100
— 1000 b¢ DNA Ladder, DNA'yi boyutlandirma ve agaroz jelde PZR

aranlerinin bayukluklerinin dogruluklarini kargilastirmak icin kullanildi.

3.1.2.3 Oligonukleotidler

Metabion (Planegg / Steinkirchen, Germany) firmasi tarafindan

sentezlenmistir.Tablo 3.1’de primerlerin agik dizisi gosterilmektedir.
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FokIF

FokIR 5'-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3'
5'-ATGGAAACACCTYGCTTCTTCTCCCTC-3'

TaqlF 5'-CAGAGCATGGACAGGGAGCAA-3'

TaglR 5'-CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC-3'

BsmlF 5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3'

BsmIR 5'- AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3

ApalF 5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3'

ApalR 5'-CACTTCGAGCACAAGGGGCGTTAGC-3'

Tablo 3.1 Calismada kullanilan VDR gen polimorfizmlerinin primer (Fokl, Tagl, Apal
ve Bsml) listesi (Bid ve digerleri., 2005; Bid ve digerleri, 2009; Kostner ve digerleri., 2009).

3.1.2.4 Standart Soluisyonlar

Standart  solusyonlar;  Yakin  Dogu  Universitesi  Genetik
Laboratuvar’nda hazirlanmistir.  Bu solUsyonlarin  hazirlanigi  asagida
belirtildigi gibidir.

10 X TBE : 100 gr Tris, 55 gr borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA distile su
icinde c¢o6zuldl, sodyum hidroksit ile pH’si 8'e ayarlandi ve hazirlanan
tampon, otoklav kullanarak sterilize edildikten sonra, oda sicakhdinda

saklandi.

1 XTBE: 500 mL 1X TBE stok hazirlamak igin, 10 X TBE'den 50 mL
alinarak 450 mL distile su eklenerek seyreltildi ve hazirlanan ¢ozelti, otoklav

ile sterilize edildikten sonra oda sicakliginda saklandi.

0.5 M EDTA: 46,53 gr EDTA 250 ml distile su iginde ¢6zuldu ve pH’si
sodyum hidroksit kullanilarak pH 8.0’e ayarlandiktan sonra, otoklav ile

sterilize edildikten sonra, oda sicakhginda saklandi.
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RBC lizis soliuisyonu: 4,15 gr NH4Cl (Amonyum Kilorur), 0,5 gr
KHCO3 (Potasyum Bikarbonat) ve 100 ul 0,5 M EDTA ¢o6zeltisi, 500 ml distile

su iginde ¢6zuldu ve ¢dzeltinin pH’s1i sodyum hidroksit kullanilarak pH 7.4’e

ayarlanip hazirlanan soliisyon otoklavlanarak sterilize edilip +4°C de

saklanir.

Lizis solusyonu: 10 mM Tris (Hydroxymethyl aminomethane), 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl ve 50ul % 10'luk SDS 1lt distile su icinde ¢ozulir.

Tampon sodyum hidroksit kullanilarak pH 10.5’e ayarlanmistir. Hazirlanan

tampon steril edilip +4°C’de muhafaza edilmistir.

TE tamponu: 100 mM Trnis HCI (MW 157.56), 10 mM EDTA (MW
292.24) ve 500 ml distile su i¢inde ¢ozullr, sodyum hidroksit kullanilarak pH
7.4’e ayarlanarak hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti oda isisinda muhafaza

edilmigtir.

6M NaCl: 87,66 gr NaCl 250 ml distile suda ¢ozulur. Hazirlanan

¢Ozelti oda sicakliginda saklanir.

% 10 SDS: 10 gr SDS, 100 ml distile su icinde ¢6zulllr, sodyum
hidroksit kullanilarak pH 7.2°’e ayarlanarak hazirlanir. Hazirlanan ¢ozelti 0.22

pm filtreden gegirilerek sterilize edilir ve oda i1sisinda muhafaza edilmistir.
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3.1.3 Calisma Grubu

Bu calisma icin sadece kardiyovaskuler hastalik geg¢misi oldugu
bilinen ve her hangi baska bir kronik hastalidi olmayan rastgele secilmis 321
Kibrisli Tark goénudlliden kan oérnekleri toplandi. Calisilan populasyonun
ortalama yasi 42.2+4.3 olup, arastirmamiza katilan 144 kisi (%38.62) daha
once kardiyovaskuler hastalik (KVH) tanisi almig “galisma grubu” nu
olusturmakta, ayni gruptan 18 kisi ise (%12.50) ayrica tip iki diabet (T2DM)
tanisi tasimaktadir. Kontrol grubu ise (177 kisi) KVH veya T2DM tanisi
almamig rastgele segilmis gonulla katihmcilardan olugsmaktadir. Calismada
DNA izolasyonu igin EDTA'l tipe 2ml kan alinmigtir. GonullUlere ¢alismanin
detayl bilgilendiriimesi yapildi ve bireylere onam formlari (Ek 4.1) imzalatildi..
Kanlardan elde edilen DNA o6rneklerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
calismalari, kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla %70'lik alkol ile
temizlenmis ve ultraviyole (UV) ile steril edilmis Laminer kabinde yapilimistir.
DNA hazirligi icin kullanilan butin c¢ozeltiler, otoklavlanmis su ile hazirlanip
olasi DNA aerosol kontaminasyonunu azaltmak icin her ¢alismadan 6nce

ultraviyole (UV) 1sinlarina tabi tutulmustur.
3.1.4 Galismada Kullanilan Biyokimyasal Parametreler

Calismaya dahil edilen galisma grubu ve kontrol grubundaki tim
gonulltlerin total serum kolesterol, HDL-C (yluksek yogunluklu lipoprotein
kolesterol), LDL-C (disuk yogunluklu lipoprotein kolesterol), trigliserid (TG)
ve serum glukoz degerleri DNA izolasyonu igin kan topladigi gun alinarak
calismaya dahil edildi. Biyokimya sonuglari Yakin Dogu  Universitesi
Biyokimya Laboratuvari, Kuzey Kibris Devlet Hastanelerine Biyokimya

Laboratuvarlari ve diger 6zel biyokimya laboratuvarlarindan alindi.
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3.2 YONTEMLER
3.2.1 Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu , Serakinci ve digerlerinin daha once yayinladigi
yontemde ufak degisiklikler yapilarak DNA izolasyonu asagidaki protokol
kullanilarak yapilmigtir (Serakinci, N. ve digerleri, 2004).

Temiz bir falkon tibe 5 ml alyuvar pargalama solusyonu (RBC) ve 2.5
ml periferik kan eklendi ve 30 dk. 4°C’de inkiibe edildi. Siire doldugu zaman
falkon tip 2000 g'de 15 dk. 4°C’de santrifuj edildi. Santrifij sonrasi
supernatant kismi atilarak pellet 2 kez 5 ml alyuvar pargalama solisyonu
(RBC) ile yikandi. Bu iglemler sonrasi supernatant alinarak tzerine 0.5 ml
lizis cozeltisi eklendi. Sonrasinda 100 pg proteinaz K eklenerek 55°C’de 2
saat bekletildi. Proteinaz K asamasi sonrasinda 500 pl 6 M NaCl (w/v)
eklenerek 15 dk. karistirildi ve 5 dk. 12000g 4%de santrifuj edildi.
Siipernatant alinarak tekrar 12000 g'de 5dk. 4°C’de santrifiij edildi.
SuUpernatant temiz bir tlpe alinarak Uzerine 2 ml %100'lUk etanol eklenip -
80°C'de 20 dk. bekletildi. Sonrasinda 5 dk. 12000 g'de cevirildi ve
supernatant tekrar alinarak Uzerine %70 alkol eklenerek DNA c¢okturuldu.
Elde edilen DNA alkol ile kuruduktan sonra, 50 - 100 uyl TE tamponu i¢inde

¢cozulda.
3.2.2 DNA Konsantrasyonu

DNA izolasyonu sonrasi, DNA konsantrasyonu nanodrop UVS-99
device (ACT gene, USA) cihazinda 260 ve 280 nm’de 6lgiim alinarak yapildi.
DNA konsantrasyon yogunlugu 25 ng ve uzeri olan yogunluktaki ornekler

calismaya dahil edilerek her bir PZR reaksiyonu i¢cin 10ng DNA kullanildi.
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3.2.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

DNA izolasyon islemi sonrasi ayrilan genomik DNA'lar, VDR geni
Uzerinde bulunan (Bolum 2.3) doért farkh polimorfizm (Fokl, Apal, Bsml ve
Taql) bdlgeleri PCR ile ¢ogaltiimistir. PZR karigimi toplami 25 pl ye gore
hazirlanmistir. PZR sonrasi Fokl polimorfizmi igin 265 bg, Taql polimorfizmi
icin 500 bg, Bsml polimorfizmi i¢in 825 b¢ ve Apal polimorfizmi igcin de 2000
b¢ lik gen bolgeleri gcogaltiimigtir. PZR sonrasi ¢ogaltilan Fokl, Taqgl, Bsml ve
Apal polimorfizm bdlgeleri etidyum bromur iceren %Z2’lik agaroz jelde analiz
edildi.

3.2.3.1 VDR genindeki Fokl polimorfizmi i¢in kullanilan PZR protokolU
Tablo 3.2 ve 3.3 te gosterilmistir

PZR karigim igerigi Reaksiyondaki son
konsantrasyon
Forward (ileri) primer 2 ug
Reverse (geri) primer 2 ug
Taqg polimeraz (KCI) tamponu 1X
(Thermo Scientific, EP0402)
MgCl, (25Mm ,Thermo Scientific) 1.5 mM
dNTP karisimi (10 Mm each, 200mM
Thermo Scientific, R0191)
Taqg polimeraz (5U/ul) 1.5 unit
DNA 10 ng

Tablo 3.2. Fokl polimorfizm PZR karnigim igerigi ve konsantrasyon bilgileri.

PZR dongiisii Dongu PZR sicaklik Inkiibasyon
sayisl kosullari zamani

Denatiirasyon 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon 35 94°C 30 sn
Baglanma 61°C 30 sn
(annealing)

Uzama (elongation) 72°C 1 dk
Tamamlanma 1 72°C 7 dk

Tablo 3.3 Fokl polimorfizm PZR doéngii, dongii sayisi, sicaklik kosullari ve
zaman ayrintilari.




3.2.3.2 VDR genindeki Taql polimorfizmi i¢in kullanilan PZR protokolu

Tablo 3.4 ve 3.5 te gosterilmistir.

PZR karigim igerigi

Reaksiyondaki son

konsantrasyon
Forward (ileri) primer 1,5 ug
Reverse (geri) primer 1,5 ug
Tag polimeraz (KCI) tamponu 1X
(Thermo Scientific)
MgCl, (Thermo Scientific) 1.5 mM
dNTP karisimi (Thermo Scientific) 200mM
Tag polimeraz (Thermo Scientific) 1.5 unit
DNA 10 ng

Tablo 3.4. Taqgl polimorfizm PZR karisim igerigi ve derisim bilgileri.

PZR déngiisii Déngii PZR Inkiibasyon
sayisl sicaklik kosullari | zamani

Denatiirasyon 1 94°C 3 dk
Denatiirasyon 35 94°C 60 sn
Baglanma 63°C 60 sn
(annealing)

Uzama (elongation) 72°C 2 dk
Tamamlanma 1 72°C 5 dk

Tablo 3.5. Tagl polimorfizm PZR déngu, déngii sayisi, sicaklik kosullar ve

zaman ayrintilan
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3.2.3.3 VDR genindeki Apal polimorfizmi igin kullanilan PZR protokoll

Tablo 3.6 ve 3.7 te gosterilmistir.

PZR karigim igerigi Reaksiyondaki son
konsantrasyon
Forward (ileri) primer 2 ug
Reverse (geri) primer 2 ug
Tag polimeraz (KCI) tamponu 1X
(Thermo Scientific)
MgCl, (Thermo Scientific) 1.5 mM
dNTP karigimi (Thermo Scientific) 200mM
Taq polimeraz (Thermo 1.5 unit
Scientific)
DNA 10 ng
Tablo 3.6. Apal polimorfizm PZR karigim igerigi ve derisim bilgileri.
PZR dongusii Ddngu PZR Inkiibasyon
sayisl sicaklk zamani
kosullari
Denatiirasyon 1 94°C 4 dk
Denatiirasyon 35 94°C 30 sn
Baglanma 65°C 30 sn
(annealing)
Uzama (elongation) 72°C 2 dk
Tamamlanma 1 72°C 4 dk

Tablo 3.7. Apal polimorfizm PZR doéngii, déngii sayisi, sicaklik kogullari ve

zaman ayrintilari.
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3.2.3.4 VDR genindeki Bsml polimorfizmi i¢in kullanilan PZR protokolu

Tablo 3. 8 ve 3.9 te gosterilmistir.

PZR karigim igerigi

Reaksiyondaki son

konsantrasyon
Forward (ileri) primer 1,5 ug
Reverse (geri) primer 1,5 ug

Taq polimeraz (KCI) tamponu
(Thermo Scientific)

MgCl, (Thermo Scientific) 1.5mM
dNTP karisimi (Thermo Scientific) 200mM
Tag polimeraz (Thermo Scientific) 1.5 unit
DNA 10 ng

Tablo 3.8. Bsml polimorfizm PZR karisim igerigi ve derisim bilgileri.

PZR dongusii Ddngu PZR Inkiibasyon
sayisl sicaklik zamani
kosullari

Denatiirasyon 1 94°C 5 dk

Denatiirasyon 35 94°C 30 sn

Baglanma 65°C 30 sn
(annealing)

Uzama 72°C 130 sn
(elongation)

Tamamlanma 1 72°C 5 dk

Tablo 3.9. Bsml polimorfizm PZR déngii, dongii sayisi, sicaklik kosullari ve

zaman ayrintilari .




35

3.2.4 Restriksiyon Enzim Kesimi Reaksiyonu (RFLP)

VDR polimorfizminin 2. ekzonundaki Fokl genotiplerinin belirlenmesi
icin Fast Digest Fokl kesim enzimi (Thermo Scientific, FD2144), 9.
ekzonundaki Tagl genotiplerinin belirlenmesi i¢in Fast Digest Tagl kesim
enzimi (Thermo Scientific, FD0674), 8. intronun 5 ucundan 1280 bg¢ ilerde
olan Apal genotiplerinin belirlenmesi icin Fast Digest Apal kesim enzimi
(Thermo Scientific, FD1414), polimorfizminin intron 8 ile ekzon 9 arasinda
bulunan Bsml genotiplerinin belirlenmesi igin Fast Digest Mval269I kesim
enzimi (Thermo Scientific, FD0964) kullaniimigtir. Her bir polimorfizm igin

restriksiyon enzim kesimi kogullari ve icerigi asagida belirtildigi gibidir.

3.2.4.1 Fokl polimorfizmi Restriksiyon enzim kesimi igleminin

kosul ve igerigi

VDR polimorfizminin 2. ekzonundaki Fokl genotiplerinin belirlenmesi
icin Fast Digest Fokl kesim enzimi (Thermo Scientific, FD2144) ile 5'...G G A
T G(N)92]...3' gen bdlgesinde kesim yapildi. Bu enzim kullanilarak 37°C'de 5
dk ve 65°C'de 5dk.’da kesim islemi yapildi. PZR'de cogaltilan 265 bg'lik gen
bolgesi Fokl enzimi ile kesildiginde, bireyler FF genotipe (wildtype/homozigot
normal) sahipse 265b¢’lik Grun, ff genotipe (homozigot mutant) sahipse 196
ve 69 bg'lik iki Grin ve Ff genotipine (heterozigot) sahipse 265, 196, 65b¢

olarak ¢ kesim Urana elde edildi.
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3.2.4.2 Taql polimorfizmi Restriksiyon enzim kesimi igleminin

kosul ve icerigi

VDR polimorfizminin 9. ekzonundaki Taql genotiplerinin belirlenmesi
icin Fast Digest Tagl kesim enzimi (Thermo Scientific, FD0674) kullanilarak
5... T|[C G A..3' gen bolgesinden kesim yapildi. Bu enzim kullanilarak
37°C'de 5 dk ve 65°C'de 5dk.’da kesim islemi yapildi. PZR'de gogaltilan 500
b¢'lik gen bolgesi Taql enzimi ile kesildiginde, bireyler TT genotipine
(wildtype/homozigot normal) sahipse 500 bg¢’lik tek Uran, tt genotipine
(homozygote mutant) sahipse 290 ve 205 bg¢’lik iki urin ve Tt genotipine
(heterozigot) sahipse 501, 290, 205bg¢ olarak tg¢ kesim Grund elde edildi.

3.2.4.3 Apal polimorfizmi Resrriksiyon enzim kesimi isleminin

kosul ve igerigi

VDR polimorfizminin 8. intronun 5’ ucundan 1280 bg ilerde olan Apal
genotiplerinin belirlenmesi i¢in Fast Digest Apal kesim enzimi (Thermo
Scientific, FD1414) kullanilarak 5-GGGCC|C-3" gen bolgesinden kesim
yapildi. Bu enzim kullanilarak 37°C de 20 dk ve 65°C'de 5dk.’da kesim islemi
yapildi.PZR'de ¢ogaltilan 2000 bg¢'lik gen bolgesi Apal enzimi ile kesildiginde,
bireyler AA genotip (wildtype/homozigot normal) sahipse 2000bg¢’lik drun, aa
genotipine (homozigot mutant) sahipse 1700 ve 300 b¢’lik iki kesim GrGnG ve
Aa genotipine (heterozigot) sahipse 2000, 1700, 300 b¢ olarak U¢ kesim

urdnu elde edildi.
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3.2.4.4 Bsml polimorfizmi Resriksiyon enzim kesimi isleminin

kosul ve icerigi

VDR polimorfizminin intron 8 ile ekzon 9 arasinda bulunan Bsml
kodlanan proteinde amino asit dizisini degistirmeyen sessiz bir SNP’dir. Bsmi
polimorfizminin genotiplerinin belirlenmesi igin Fast Digest Mval269I kesim
enzimi (Thermo Scientific, FD0964) 5'...GAA T G C N|...3' gen bdlgesinden
kesim yapildi. Bu enzim kullanilarak 37°C’de 10 dk. kesim islemi yapild.
Enzim kesimi reaksiyonu sonucunda Urunun 10 pl'si %2’lik agaroz jele
yuklendi ve 50 dk 70 volt da yurutildu. PZR'de gogaltilan 825 bg'lik gen
bolgesi Bsml enzimi ile kesildiginde, bireyler bb genotipine (wildtype/yabanil
tip) sahipse 825b¢’lik Grin, Bb genotipe (homozigot) sahipse 650 ve 175
b¢'lik iki Grtn, BB genotipine (heterozigot) sahipse 825, 650, 175 bg olarak tg¢

kesim Grunu elde edild.i.
3.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi ve Gériintiileme islemi

Restriksiyon enzim kesimi sonrasi olugan gen bdlgelerine ait bantlarin
goruntiilenmesi igin %2'lik agaroz jel kullaniimistir. Agaroz (invitrogen,
15510-027) 1X TBE tamponunda eritilip 200mr’lik %2’lik jel hazirlandi. Eritilen
agaroz-TBE tamponuna 0.5 pg/ml etidyum bromar eklenip karigtirilarak
taraklar yerlestirilmis jel tepsisine sivi haldeki agaroz karisimi dokulmustar.
45 dk agaroz jelin donmasi beklenmistir. Hazirlanan %2'lik agaroz jel 1XTBE
iceren elektroforez tankina vyerlestirildi (BiO-RAD). %2'lik agaroz jelin
elektroforez tankina yerlestirimesi esnasinda PZR arunlerinin ylklenecegi
kuyularin agaroz jelin negatif kutbuna yakin sekilde yerlestiriimesine dikkat
edilmistir. 5 yl enzim kesim GranG 1 pl yikleme boyasi (loading dye, Thermo
Scientific, R0611) ile karistirilarak kuyulara yuklendi. Jelin en sonundaki
kuyuya ise Taql, Apal ve Bsml polimorfizmleri belirlenmesi i¢in 100bg-
1000bg, Fokl polimorfizminin belirlenmesi igin de 50bg-1000bg arasinda
bantlar iceren 3 pllik DNA Ladder yuklendi. Daha sonra jele yuklenen
drnekler 80 volt elektrik akimi ile 45 dk veya 90 volt da 45 dk yurGtildi. islem
sonunda jel UV altinda kamera ile goruntulendi (UVStar, biomedra). Jel

gOruntuleri bilgisayara aktarilarak kaydedildi.
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3.2.6 Biyoistatistik Degerlendirme

Oncelikle gen frekanslarinin dagihmi igin polimorfizmler agisindan
Hardy-Weinberg dengesine uyup uymadigina bakilarak degerlendirilmigtir.
Kantitatif degerler ortalama * standart sapma (ss) ile ifade edilerek,
degiskenler Student t-testi ve ANOVA ile karsilastiriimistir. Kategorik
degerler yuzde (%) olarak ifade edilmis olup ki-kare testi ile karsilastiriimistir.
Anlamlihk p<0.05 duzeyinde degerlendirilmistir. Ayrica populasyondaki
dagilm hesaplamasi ile genotip dagilm hesaplamasi yapilmistir. Tum
istatistiksel hesaplamalar GraphPad Prism v6  programi kullanilarak

yapilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1 Anket sonuglari
Cahgsma, Mart 2014- Eylil 2014 tarihleri arasinda Yakin Dogu

Universitesi, Yakin Dogu Universitesi Hastanesi, Genetik laboratuvarinda
yapilmistir. Calismaya yas araldi 18-73 arasinda degisen kardiyovaskuler
hastallk ve T2DM olmayan 177 kisi ile, kardiyovaskuler hastalik tanisi
konmus 144 Kkisi olmak uzere toplam 321 gondlla katiimistir. Ayrica
calismaya katilan her gonullundn saglik bilgileri alinmig, tansiyonu olgulmus
ve detayl doldurmalari icin bilgilendirme formlari verilip onaylari alinmistir
(EK 4.1). Calismada gondullilerden 2 ml kan potasyum etilen diamin tetra
asetik asitli (Ko-EDTA'lI) tuplere alinmigtir (Bkz 3.1.4 ve 3.1.5).

4.2 Biyokimyasal sonuglar:

Calisilan populasyonun yas ortalamasi 42.214.3 olup, arastirmamiza
katilan 144 Kisi (%38.62) daha once kardiyovaskuller hastalik (KVH) tanisi
konmus, ayrica KVH tanisi konmus 144 katilimcidan 18 kigiye (%12.50) tip
iki diabet (T2DM) tanisi da konmustur. 177 (%61.38) kisi ise bu hastaliklari
daha once gegirmemis Kisilerden olugan kontrol grubunu olusturmaktadir.
Calismada toplam 321 gonulli katihmci yer almaktadir. Anket sonuglarina
gore her hangi bir KVH veya T2DM gegirmemis kisilerden olusan gonallu
katilimcilar (grup 1), KVH gecmisi olan goénalltler (grup II) ve T2DM (grup I11)
olarak belirlenmistir. Grup Il ve grup lll de ki katilimcilarin glukoz, kolestrol,
HDL-K, LDL-K ve trigiliserid degerlerinin bu hastaliklari daha o6nce
gecgirmemis Kisilerden olusan grup l'e gbre daha vyuksek olmasi
beklenmektedir. Bu 6ngdriye uygun olarak daha énce KVH hastaliklarindan
birini geciren katilimcilarin ortalama HDL-K degerleri diger iki grupdan daha
yuksek iken, T2DM'li kisilerin glukoz, total kolestrol ve LDL-K degerleri grup I’

e gore istatistiksel olarak daha anlaml bir fark olugturmustur (Tablo 4.1).



Parametreler Grup Il Grup Il Grup Il + Il | F-test | P-degeri

Olgu sayisi (n =124) (n=18) (n = 142)

Yas (y1l) 472+2.8 39.8+6.2 46.2+29 |9.047 0.000
Cinsiyet (Male) 54 (43.5%) 4 (20%) 58 (40.2%) |0.511 0.478
Cinsiyet (Female) 70 (56.5%) 16 F (80%) 86 (59.8%) |2.904 0.884
G (mg/dl) 994 +4.9 108.6 + 36 100.5+5.9 |8.459 0.011
TK (mg/dl) 20579 209.4 £ 21 205.0+94 |3.127 0.026
HDL-K (mg/dl) 53.2+3.4 49 £ 6.1 52.7+3.0 |1.674 0.172
LDL-K (mg/dl) 125.9+ 8.1 141.9+19.4 127.9+7.3 [3.119 0.026
TG (mg/dl) 126.1+30.2 | 141.9+204 [122.4+26.0|0.372 0.773

(Degiskenler hakkindaki sayisal veriler ortalama + standart sapma olarak belirtiimistir)

TABLO 4.1

Populasyonda

rastgele

secilmis

goénulla

bireyler

40

(Grup1),

kardiyovaskuler hastaliga sahip bireyler (Grup Il) ve diyabet bireyler (Grup lll) arasindaki
metabolik verilerin  genel olarak Fisher-Kesinlik testi ve P-degerine bakilarak
karsilastinimasi: (G, Glukoz; TK, Total kolestrol; HDL-K, yiksek yogunluklu lipoprotein
kolestrol; LDL-K, dusuk yogunluklu lipoprotein kolestrol; TG, Trigliserit)
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4.3 Molekiiler Genetik Analizler

4.3.1 VDR gen polimorfizm bdlgelerinin PZR yontemi kullanilarak
cogaltiimasi

Calisilan gruplarda VDR gen polimorfizmlerinin PZR-RFLP yontemiyle
genotiplemesinin yapilmadan once dort farkli gen bolgesi PZR yontemiyle
(Bolum 3.2.3) gerekli primerler (Tablo 3.1) kullanilarak ¢ogaltilmistir. Daha
sonra elde edilen PZR drinleri agaroz jel elektroforezinde (Bolim 3.2.5)
yurutulerek amplifikasyon isleminin dogru bir sekilde yapildidi her bir katihmci

icin dogrulanmistir (Seki 4.1).

<—— 2000bg
< 825hg
<— 501bg
<—— 265bg

SEKIL 4.1. VDR gen polimorfizmlerinin PZR amplifikasyon sonrasi agaroz jel
elektroforez sonrasi UV 1s1§1 altindaki gérinumu. Her bir polimorfizm bélgesinin kesim
enzimlerinin kestigi noktalar géz &énidnde bulundurularak PZR ile c¢oglatilan bdlgeleri
farklihklar géstermektedir.(1: Taql icin 501 bg, 2: Bsml igin 825 bg, 3: Fokl igin 265 bg'lik, 4:
Apal i¢in 2000 bg).
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4.3.2 VDR gen polimorfizmlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu —
Restriksiyon  Fragment Uzunluk Polimorfizmi (PZR-RFLP) ile
Genotiplenmesi

4.3.2.1.Fokl

VDR geni Fokl polimorfik bolgesinde 2. ekzondaki ATG’'de bulunan
T—C degisimi olur ve bunun sonucunda ATG, ACG’ye donusur. Boylece
translasyon ikinci ATG'den baslar ve bu degisim sonrasi Fokl restriksiyon
enzimi i¢in kesim bolgesi ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda Fokl enzimi; 5'...G
G ATG(N)92|...3" ve 3...C C T A C(N)1371...5' DNA dizilerini taniyip kesim
yapar (Dayangac¢ D. ve digerleri., 2001; Zmuda J.M. ve digerleri., 2000;
Uitterlinden A.G. ve digerleri., 2004; Denzer N. ve digerleri., 2011; Valdivielso
ve digerleri., 2006).

Fokl polimorfizmi i¢in Sitozinden — Timine (T>C) nukleotit degisimi
olmayan TT genotipi (FF) homozigot normal, TC genotipi (Ff) heterozigot ve
CC genotip (ff) homozigot mutantdir. TT genotipli homozigot normal
bireylerde 265 b¢’lik tek bant, heterozigot bireylerde 265,196, 69 b¢’lik Gg
bant, her iki allelinde degisim gértlen homozigot mutant bireylerde 196,69 bp
lik iki bant gorildi (Sekil 4.2a).

4.3.2.2 Taql

VDR genindeki polimorfik degisim sonrasi 9. ekzondaki T—C degisimi
sonucunda ATT kodonu ATC'’ye déniismesine sebep olur. izoldsin, normal
ATT ve degisim sonucunda olusan ATC kodonu (352. kodon) tarafindan
kodladigindan bu polimorfizm sessiz polimorfizm olusturmaktadir (Zmuda
JM. ve digerleri, 2000; Dayanga¢ D. ve digerleri, 2001). Bu degisim
sonrasinda 501 bg¢ uzunlugundaki Taqgl polimorfizm bdlgesinin
genotiplenmesi Taql restriksiyon enzimi kullanilarak yapildi. Bu enzim 5'...
T|C G A..3"be 3'...A G Ct T...5 DNA dizisi Uzerinden kesim yapmaktadir.
Kesim enzimini tarafindan taninmayan ve Timin —Sitozin (T>C) nukleotit

degisimi olmayan bireylerde elde edilen 501 b¢’lik tek bant homozigot normal
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TT (TT) genotipli bireyleri belirlerken, heterozigot TC genotipini (Tt) tasiyan
birerlerde 501, 290, 205 b¢’ lik G¢ bant, her iki allelinde de degisim gorulen
homozigot bireyler ise CC genotipli (tt) bireylerde ise 290 ve 205 b¢'lik iki
bant goruldu (Bid ve digerleri., 2005; Bid ve digerleri, 2009; Kostner ve
digerleri., 2009) (Sekil 4.2b).

2a)
Fok1
1 2 3§ M

SEKIL 4. 2. PZR-RFLP yéntemi kullanilarak VDR geni Fokl ve Tagl polimorfizm
bdlgelerinin genotiplendiriimesi a) Fok1 polimorfizm bélgesi olasi li¢ genotipi sirasi ile 1: Ff =
TC (265 bg, 196 bg, 69 bg), 2: ff = CC (196 bg, 69 bg), 3: FF = TT (265 bg). b) Taq|l
polimorfizmi igin sirasiyla olasi t¢ genotip, 4:TT =TT (501 bg), 5: ) tt = CC (290 bg, 205 bg),
6: Tt=TC (501 bg, 290 bg, 205 bg (M:1000 bg'lik DNA Ladder)

4.3.2.3 Apal

VDR polimorfizminin 8.intronun S’ucundan 1280 baz cifti ilerde olan
Apal polimorfizminin genotiplenmesi icin Apal kesim enzimi kullanilarak,
cogaltilan bolgelerdeki DNA (zerinde 5-GGGCC|C-3" ve 3'-C1CCGGG-5°
dizilerini taniyarak kesim iglemini gerceklestirildi. PZR-RFLP islemi sirasinda
cogaltilan ve kesilen drtnlerde AA homozigot normal bireyler (AA) 2000
b¢'nde tek bant, CC homozigot (aa) bireylerde 1700 b¢ ve 300 bg'inde iki
bant ve bu polimorfizme gore heterozigot (Aa) AC bireyler ise 2000, 1700,
300 b¢’lerinde tglu bant gorulda (Sekil 4.3b) .
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4.3.2.4 Bsml

VDR polimorfizminin intron 8 ile ekzon 9 arasinda bulunan ve
kodlanan proteinde amino asit dizisini degistirmeyen Taql gibi sessiz ve tek
nakleotid bir polimorfizmidir (SNP). Bsml polimorfizm bdolgesi, kodlanan
proteinde amino asit dizisini degdistirmeyen sessiz bir tek nukleotid
polimorfizmidir (SNP). Bsml polimorfizminin genotiplerinin belirlenmesi igin
Mval269l kesim enzimi kullanildi. Bu enzim PZR Granlerini 5..GAATGC
N|..3've 3...C T T A Ct G N|...5 dizilerini taniyan yerlerde kesmektedir.
PZR'de ¢ogaltilan 825 b¢'lik gen bdlgesi AA genotipli homozigot normal (bb)
bireylerde tek bant, GG homozigot (BB) bireylerde iki bant (650 b¢ ve 175
bc), AG heterozigot (Bb) bireylerde ise genotipleme 825, 650, 175 b¢’lerinde
uclu kesim noktasi sekline goruldu (Sekil 4.3a).

3a 3b

Bsml Apal

825 bp 2000 bp

— 3 1700 bp

650 bp
17Sbp

300 bp

SEKIL 4.3. PZR-RFLP yoéntemi kullanilarak VDR geni Bsml ve Apal
varyasyonlarinin genotiplenmerinin goésteriimesi. a) Bsml polimorfizm bolgesi olasi g
genotipi sirasi ile 1: bb =AA (825 bg), 2: Bb = AG (825 bg, 650 bg, 175 bg), 3: BB = GG (650
bg, 175 bg). b) Apa1 restriksiyon enzimi ile uygulamadan sonra olusan Ug¢ genotip sirasi ilke,
4: AA = AA (2000 bg), 5: Aa = AC (2000 bg, 1700 bg, 300 bg), 6: aa = CC (1700 bg, 300 bg).
(M:1000 b¢’lik DNA Ladder)
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4.4 VDR gen polimorfizmlerinin populasyondaki genotip
dagilimlarinin Hardy Weinberg esitligine gore dogrulanmasi

Oncelikle VDR gen polimorfizm genotiplerinin  Kuzey Kibris
populasyonda Hardy-Weinberg Esitligine uyumlulugu ve tek nukleotid
polimorfizmine (SNP) bakilarak ardindan, two-tailed t-testiyle istatistiksel

olarak anlamliliklarina bakilmistir.

Yapilan her iki test sonucunda da ortaya ¢ikan genotiplemenin
populasyonda gozlenen ve tahmini degerleri karsilastirildiinda bazi
parametrelerde anlam saptanmigtir (Tablo 4.2). Tablo 4.2'de her bir SNP’in

Kuzey Kibris populasyonu icin allel frekanslari da gosterilmisgtir.

SNP

Genotip |Beklenen| Goézlenen

TT (FF) 175 178 Allel Frekansi P deger 0.391
TC (Ff) 119 113 T 74.68%

CC (ff) 20 23 C 25.32%

TT (TT) 127 120 Allel Frekansi P deger 0.088
TC (Tt) 138 152 T 64.70%

CC (tt) 38 31 C 35.31%
GG (BB) 164 160 Allel Frekansi P deger 0.148
GA (Bb) 96 105 G 77.27%

AA (bb) 14 10 A 22.73%
AA (AA) 121 123 Allel Frekansi P deger 0.703
AC (Aa) 135 132 A 64.29%

CC (aa) 38 39 C 35.71%

Tablo 4.2. VDR gen polimorfizmlerinin genotiplerinin Hardy-Weinberg Esitligi ve ki-
kare testine gore istatistiksel olarak anlamliigina bakilmasi. Her bir polimorfizmin iki alleli i¢in
gozlenen ve beklenen degerler arasinda fazla fark olmadiginda, P-degerlerinde istatistiksel
olarak bir anlam bulunmamistir (p>0. 005). Ayrica, her bir polimorfizmin her bir alleli igin
Kuzey Kibris populasyonundaki allel frekanslari da hesaplanmistir.
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o 4.5 VDR gen polimorfizmleri ile biyokimyasal bulgular arasindaki
sk Genotiplemesi yapilan baslica doért VDR gen polimorfizmleri ile
hastaliklarin on tanisinda ve KVH veya T2DM hastaliklarinda birer belirteg
olarak kullanilan Glukoz, Total Kolestrol, HDL-K, LDL-K ve Trigiliserid gibi
biyokimyasal parametreler arasinda olasi bir baglantinin olup olmadigina
bakildi. Anket sonuclarina gore biyokimya degerlerinden Glukoz ve LDL
yuksekligi 6n plana c¢ikmaktaydi. Bu nedenle verilerin hesaplanmasinda
oncelikle iki deger kullanilarak two-tailed t test yontemi ile istatistiksel olarak
anlamliliklarina bakildi (p-deger> 0.05). istatistiksel anlamlilik testi, her bir
parametre ile Fokl, Taql, Bsml ve Apal VDR gen polimorfizmlerinin tim

calisma gruplari ile karsilastiriilmasini kapsamaktadir.

4.5.1 VDR gen polimorfizmleri ile glukoz seviyesi arasindaki olasi
baglanti

Kandaki glukoz seviyesi (mg/dl) ile Fokl polimorfizmlerinin genotip
dagihimlarina bakildigi zaman, Fokl CC homozigot bireylerler daha énce KVH
gegmisi olan ve buna ek olarak T2DM tanisi konulan katihmcilarin, kandaki
insulin  seviyelerini dengeleyen ila¢ kullanmalarina ragmen glukoz
seviyelerinin rastgele secilmis topluluga oranla daha yuksek oldugu
gOsterilmigtir (P-degeri: 0.011). Kuzey Kibris’da toplam 321 katihmcinin
glukoz degerleri ile Fokl polimorfizm allellerini karsilastirdigimiz zaman ise
genetik olarak T alleli tagiyan bireylerin daha dusuk glukoz seviyesine sahip
olduklarini, fakat Fokl polimorfizm bdlgesinde meydana gelen nukleotid
degisikligiyle C alleli tasiyan kisilerin glukoz seviyelerinde ylkselme oldugunu
saptadik (P-degeri: 0.024) (Tablo 4.3). Bu yanlis anlam polimorfizmi sonucu
baskilayici C alleli methiyonin amino asidinden threonin amino asidine
donustarar. Diger yandan diger u¢ VDR gen polimorfizm (Taql, Apal, Bsml)
bolgesi ile kandaki serum glukoz seviyesi karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli bir baglantiya rastlanilmamisgtir.
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Fokl two Taql two Bsml two Apal two
tailed tailed P- tailed P- tailed P-
t-test P-degeri t-test degeri t-test degeri t-test degeri
TT vs CC 0,029 TTvs CC 0,112 GG vs AA 0,736 AAvs CC 0,712
TTvsTC 0,188 TTvs TC 0,220 GG vs GA 0,102 AA vs AC 0,352
TCvs CC 0,262 TCvs CC 0,056 GAvs AA 0,391 AC ve CC 0,983

Tablo 4.3. VDR gen polimorfizmleri allel dagilimlari ile glukoz degerlerinin karsilastiriimasi.
Fokl C allelinin glukoz seviyesi Uzerine bire bir dogrudan baglantili oldugu gosterilmistir.
Fakat diger i¢ VDR gen polimorfizml (Tagl, Bsml, Apal) ile kan serum glukozu seviyesi

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir baglanti bulunmamistir.

VDR gen polimorfizmlerinin ¢alisma grubundaki genotipleri ile kisilerin

glukoz seviyeleri arasindaki baglanti Sekil 4.4’de gosterilmigstir. Fokl disindaki

diger VDR gen polimorfizmlerine ait allellerin glukoz seviyeleri Uzerindeki

dagihimlarina bakildigi zaman, allel dagihmlarinin ve her bir polimorfik bélge

icin genotip dagilimlarinin bir biriyle hemen hemen ayni oldugu gézlemlenmis
olup, yalnizca Fokl igin bu durum C alleli lehindedir (P-degeri: 0.029).
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VDR gen polimorfizm genotipleri

Sekil 4.4. VDR gen polimorfizmlerine ait genotipler ile glukoz seviyesi dagiliminin
gosterilmesi. Her bir VDR gen polimorfizmine ait tg farkli genotipin glukoz seviyesine bagli
dagilimlan grafiklerde gosterildigi gibidir. Fokl polimorfizmdeki CC homozigotluguna sahip
bireylerin glukoz seviyesinin TT homozigot bireylere oranla daha yiksek olmasi istatistiksel
olarak 6nem tasimaktadir (P-deger: 0.029). Diger U¢ polimorfizm ile glukoz seviyesi arasinda

anlamli bir baglanti gézlenmemistir.

4.5.2 VDR gen polimorfizmleri ile LDL-K seviyesi arasindaki
baglanti

LDL-K seviyesi KVH ve T2DM tanisi konmus gruplarda daha yuksek
olarak olguldd. Buna ek olarak, kandaki serum glukoz seviyelerinde oldugu
gibi dusik yogunluklu lipoprotein (LDL-K) parametresi ile VDR Fokl
polimorfizmi arasinda da dogrudan badlanti saptanmis olup bu durum
istatistiksel olarak dnem arz etmektedir (P-deger: 0.024) (Tablo 4.4). Fokl
polimorfizimine gére CC homozigot olan bireylerde LDL-K seviyesi daha
yuksek olgulmustir. Sonug olarak, CC fenotipinin Fokl polimorfizmi i¢cin KVH
gecmisi olan bireylerde daha siklikta oldugu saptanmig, bu SNP’in LDL-K
seviyesinin artirmasina bagh olarak kigilerde kardiyovaskuler hastalik
gegirme olasiligini artirdigi bulunmustur.
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two tailed two tailed two tailed two tailed
t-test P-degeri t-test P-degeri t-test P-degeri t-test P-degeri

TTvs CC 0,024 TTvs CC 0,775 GG vs AA 0,546 AA vs CC 0,381
TTvs TC 0,016 TTvs TC 0,384 GG vs GA 0,576 AAvs AC 0,165
TCvs CC 0,002 TCvs CC 0,085 GA vs AA 0,958 AC ve CC 0,194

Tablo 4.4. VDR gen polimorfizmleri allel dagihmlari ile dusuk yodunluklu lipoprotein
kolestrol (LDL-K) degerlerinin karsilastiriimasi. Fokl C allelinin LDL-K seviyesi lizerine bire
bir dogrudan baglantih oldugu gdésterilmistir. Fakat Taql, Bsml ve Apal VDR gen
polimorfizmleri ile LDL-K seviyesi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir baglant
bulunamamistir.

Sekil 4.5°'de her bir VDR gen polimorfizminin genetik dagilimi ile LDL-K
arasindaki baglanti gosterilmigtir.
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VDR gen polimorfizm fenotipleri

Sekil 4.5VDR gen polimorfizmlerine ait genotipler ile dusuk yogunluklu lipoprotein
kolestrol (LDL-K) seviyesi dagihiminin gosterilmesi. Her bir VDR gen polimorfizmine ait Ug¢
farkli genotipin LDL-K seviyesine bagli dagdihmlari grafiklerde gdsterildigi gibidir. Fokl
polimorfizmdeki CC homozigotluguna sahip bireylerin LDL-K seviyesinin TT homozigot
bireylere oranla daha ylksek olmasi istatistiksel olarak 6nem tagimaktadir (P-deger: 0.024).
Diger u¢ VDR polimorfizmi (Tagl, Bsml, Apal) ile glukoz seviyesi arasinda anlamli bir
baglanti gdézlenmemistir.
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4.5.3 VDR Gen Polimorfizmleri ile Diger Biyokimyasal
Parametreler Arasindaki Baglanti

Calisilan populasyonda VDR gen polimorfizmleri ile glukoz ve LDL-K
seviyeleri disinda diger biyokimyasal parametrelerden olan kolestrol, HDL-K
ve trigiliserid seviyeler arasindaki baglantilara da bakildi. Genotiplemesi
yapilan dort VDR polimorfizmi ile (Fokl, Tagl, Bsml ve Apal) bu parametreler
arasindaki istatistiksel olarak higbir baglanti saptanmamistir (Ek 1.1). Ayrica
Ek 1.2°"de VDR gen polimorfizm genotiplerinin kolestrol, HDL-K ve trigliserid
parametrelerine gore dagilimlari gosterilmigtir. Bu sonuglara gore KVH ve
T2DM gec¢misi olan gruplar ile bu biyokimyasal parametrelerin (kolesterol,
HDL-kolesterol ve trigliserid) VDR gen polimorfizmleri ydonuinden anlamli bir

baglantisi bulunmamaktadir.

4.6 Fokl rs2228570 C > T ve Tagl rs731236 C > T Polimorfizmleri
Arasindaki Baglanti Esitliligi

) 4.6.1 Glukoz ve LDL-K Seviyeleri Arasindaki Genotip Etkinin
Olglilmesi

VDR geninde meydana gelen allel degisikliklerinin biyokimyasal
bulgular Uzerindeki etkisinin daha iyi anlasilabilmesi icgin, baglanti esitliligi
oldugu dusutnulen ayni haplotip Gzerinde bulunan allellerin etkilerine ve VDR
geni genotip ve biyokimyasal bulgular arasindaki iligki analizlerine bakildi
(Boélim 4.4). VDR Fokl C alleli tasiyan kisilerin hem kandaki serum glukoz
seviyesinin hem de LDL-K seviyelerinin Fokl T alleli tagiyan kisilere gore
daha yuksek oldugu géruldi (P-degeri: 0.029). Ayrica VDR Tagqgl C alleli
tasiyan kisilerde (istatistiksel agidan anlamhliga yakin oldugu igin) glukoz
seviyesinin Tagl T alleli tasiyan kigilere gore daha yuksek oldugu goruldu.
Dolayisi ile, Fokl ve Tagl polimorfizmleri arasindaki olasi baglantinin
anlasiimasi ve bu polimorfizmlere ait glukoz ve LDL-K seviyelerini artiran
baskilayici favori C allelleri arasindaki etkilesimin daha iyi anlasilabilmesi
icin, ayni haplotip Uzerinde bulunan allellerin baglanti esitliliklerine bakildi.
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Kibris populasyonunda, Fokl ve Taqgl genotiplerinin istatistiksel
anlamliliklarinin kargilastiriimasi sonucunda ¢alisilan Fokl C allelinin Tagl C
allelinden bagimsiz kendi basina LDL-K seviyesinin artmasinda etkili oldugu
ve LDL-K kararsizhiginda major allel oldugu saptandi. Bununla birlikte VDR
Fokl CC homozigotlugunun LDL-K yolagi Gzerindeki etkisinin VDR Fokl TC
heterozigotlugu'ndan daha gugcli oldugu saptandi (P-degeri: 0.048). Tablo
4.5de VDR Fokl ve Taqg1 polimorfik bolgelerine ait allellerinin olusturduklari
genotipler ve olasi baglanti esitliliklerinin istatistiksel degerlendirmesini
gostermektedir. EK 1.3'de glukoz ve LDL-K parametrelerinin olasi dokuz
genotipe gore hesaplanan ortalama deger, standart sapma ve standart

hatalari gosteriimektedir.
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LDL-K | Glukoz LDL-K | Glukoz
Baglanti Baglanti
esitliligi olan P- esitliligi olan P- P-
genotipler P-degeri | degeri genotipler degeri | degeri

TTTTvs TTTC 0.205 0.331 |TCTTvs CCTT 0.264 | 0.421
TTTTvs TTCC 0.802 0.791 |TCTCvs CCTT 0.048 | 0.871
TTTCvs TTCC 0.277 ]0.33919 | TCCCvs CCTT 0.055 | 0.844
TTTT vs TCTT 0.245 0.970 |TTTT vs CCTC 0.502 | 0.806
TTTCvs TCTT 0.783 0.345 |TTTCvs CCTC 0.189 | 0.782
TTCCvs TCTT 0.339 ]0.82209 | TTCCvs CCTC 0.704 | 0.745
TTTT vsTCTC 0.008 0.811 |TCTT vs CCTC 0.271 | 0.779
TTTCvs TCTC 0.056 0.123 |TCTCvs CCTC 0.058 | 0.599
TTCCvs TCTC 0.052 0.811 |TCCCvs CCTC | 0.704 | 0.326
TCTTvs TCTC 0.256 0.567 |CCTT vs CCTC 0.911 | 0.438
TTTT vs TCCC 0.245 0.277 |TTTT vs CCCC 0.863 | 0.194
TTTCvs TCCC 0.746 0.048 |TTTCvs CCCC 0.888 | 0.054
TTCCvs TCCC 0.251 0.581 |TTCCvs CCCC 0.819 | 0.430
TCTT vs TCCC 0.939 0.279 |TCTT vs CCCC 0.870 | 0.156
TCTCvs TCCC 0.406 0.731 |TCTCvs CCCC 0.607 0.498
TTTT vs CCTT 0.540 0.414 |TCCCvs CCCC | 0.720 | 0.467
TTTCvs CCTT 0.188 0.102 |CCTT vs CCCC 0.590 0.428
TTCCvs CCTT 0.751 0.710 |CCTCvs CCCC | 0.597 | 0.215

Tablo 4.5. VDR Fokl ve Taql polimorfik bolgelerine ait allellerin (her ikisi icinde allel
T ve C) olusturduklar genotiplerin olasi baglanti esitliliklerinin ve istatistiksel degerlerinin
g0sterilmesi. Bu sonuglara gére VDR geni Fokl C alleli hata-onarimi sirasinda favori allel
olrak secilmektedir ve bu da LDL-K yoladi Uzerinde etkili olmakta ve LDL-K kararsizligi
yaratmaktadir. Bununla birlikte Fokl CC homozigotlugu diger TC heterozigotlugundan daha
glclu bir etkiye sahiptir. Kuzey Kibris populasyonunda Fokl polimorfik bdlgesi aksine Tagl C
allelinin, distnildugu gibi, ne LDL-K yolaginda ne de kan serum glukoz yolaginda bir etkisi
yoktur.
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5. TARTISMA

Calismamizda, D Vitamini Reseptér (VDR) geninin metabolik
hastaliklara olan yatkinligin belirlenmesinde bir biyomarker olarak kullanilip
kullanilamayacaginin belirlenmesi amaclanmistir. Bu ¢alisma Kuzey Kibris
Tark Cumhuriyeti toplumunda en sik gorilen metabolik hastaliklarindan olan
kalp - damar hastaliklarinin VDR polimorfizmi ile baglantisinin incelendigi ilk
arastirma olma niteligindedir. Calismamizda VDR gen varyantlarinin aktivite
baskilayici allellerinin, diyabet ve kardiovaskuler hastaliklar gibi metabolik
hastaliklarda onemli rol oynayan glukoz, total kolestrol ve LDL-kolestrol

seviyelerini artirici bir rolt oldugu gosterilmigtir.

Vitamin D reseptdr (VDR) geni bir ¢cok farkli dokularda ekspre edilebilir
(Sekil 2.5) (Helen L. Henry, 2011). VDR gen polimorfizmi ve D vitamini
eksikliginin, daha once obezite gibi bir cok metabolik sendrom ile iligkili
oldudu ileri strtlmustir. Bu kapsamda ¢alismamiz VDR geni polimorfizmi ve
metabolik hastaliklar arasindaki baglanti Gzerine yapilan ilk ¢galisma 6zelligini

tasimaktadir.

Calismamizda daha 6nce kardiyovaskuller hastaliklar (KVH) tanisi
konmus 144 kisi ve bu hastaliklari daha 6nce gecgirmemis 177 kisiden olusan
gonullilik esasina gore rastgele secilmis toplam 321 katihmcidan
olusmaktadir. Toplam 321 bireyde VDR geni Fokl, Taql, Apal ve Bsml
polimorfizmlerinin allel ve genotip, frekanslari hesaplanmig, 'Hardy-Weinberg'
dengesine uyup uymadigina bakmak amaciyla x? testi kullanilmistir. ‘Hardy-
Weinberg' ve x* testleri sonucunda Fokl, Taqgl, Apal ve Bsml

polimorfizmlerinin dengede oldugu saptanmistir.
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Kuzey Kibris Turk populasyonunda Bsml (p:0.273) ve Apal (p:0.103)
polimorfizmleri ile glukoz, total kolestrol, HDL-kolesterol, trigliserid ve LDL-
kolesterol seviyeleri istatistiksel bir anlamllik saptanmazken sonuglarimiz
Fokl CC homozigotlugunun KVH risk faktorleri arasinda yer alan glukoz, total
kolestrol ve LDL-kolestrol degerlerini etkiledigi ve CC homozigot bireylerinde
KVH’In olan yatkinh@in belirlenmesinde onemli bir belirte¢ olabilecegdini ileri
surmesi acisindan énem arz etmektedir. LDL - kolesterol ve Fokl arasinda
anlamli bir baglanti bulunmus olup, Fokl CC genotipi tasiyan bireylerde LDL-
kolesterol degerlerinin ylksek oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar Fokl CC
genototipinin  LDL-profilinde rol oynayabilecegini ve dolayisi ile LDL
yuksekligine badli kardiyovaskuler hastaliklar ve damar hastaliklarina

yakalanma risklerinin artmis olabilecegini distindirmektedir.

Calismamiz sonucunda, HDL-kolestrol, trigliserid ile VDR gen
polimorfizmleri arasinda bir iliski gézlenmezken, VDR gen polimorfizmleri,
glukoz, total kolestrol, LDL-kolestrol arasinda dogru orantili bir iligki oldugu

saptanmisgtir.

VDR geni Fokl CC ve Tagl CC homozigot polimorfizmi tasiyan
bireylerde glukoz, total kolestrol ve LDL-kolestrol ylksek oldugu gozlenmis
olup Fokl CC ve Tagl CC homozigotlugunun KVH yatkinhigini artirici bir
etkisii oldugu saptanmistir. Sonuglarimiz, Fokl ve Taql polimorfizmlerinin
yuksek kolesterol ve glukoz dizeyi ile KVH yakalanma riskini 2 kat artirdigini
ortaya koymaktadir. Bu sonu¢ g6z oOnunde bulundurularak, bu
polimorfizmlerin KVH yatkinligi icin bir biyomarker olarak kullanilabilecegini

ileri surmekteyiz (Tablo 4.5).

Kardiyovaskuler hastaliklar acgisindan bakildigi zaman, Karayi
populasyonunda Fokl polimorfizmi ile trigliserid ve HDL kolesterol arasinda
anlamli bir baglanti bulunmasina ragmen, Bsml ve Taql polimorfizmleri
arasinda bir baglanti gortlmemistir (Skaaby T, 2015). Bizim c¢alismamiz

sonucunda ise ¢alisilan VDR geni Fokl, Tagl, Apal ve Bsml polimorfizmleri ile
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HDL- kolesterol arasinda bir baglanti bulunmamigtir. Boylelikle bu konu

uzerindeki farkh goruslere bir katki da bu galisma ile yapiimigtir.

Fleck A ve digerlerinin gergeklestirdikleri ekolojik ¢alismalarda
ekvatordan uzaklastikga hipertansiyon ve kardiyovaskuler hastalik (KVH)
oranlarinin arttig1 bildirilmis (Fleck A.,ve digerleri, 1989 ) olup vitamin D
dusukligunde arteriyel hipertansiyon insidansi ve prevalansi arasinda
anlamli bir iligki bulunmustur (Burgaz a., ve digerleri, 2010). Birgok ¢alismada
kan lipidleri (total kolesterol, HDL kolesterol, LDL- kolesterol, trigliserid) ve
koagulasyon parametreleri (PT/INR) gibi kardiyovaskuler risk faktorleri ile D
vitamini iliskisi arastirilmistir, fakat kesin sonuca varabilmek igin elimizde

bulunan veriler hala yetersizdir (Pilz S.,ve digerleri,2011).

Son yillarda yapilan ¢alismalar da VDR geni ve tip1 diyabet arasinda
bir baglanti oldugu goésterilmistir Al-Daghri NM ve digerlerinin yaptiklari
calismada Asya populasyonunda Fokl ve Bsml polimorfizmlerinin tip1 diyabet
ile, Dogu Asya populasyonunda Bsml polimorfizm ile Tipl diyabet, Bati Asya
populasyonunda ise Fokl polimorfizmleri ile Tip 1 diyabet arasinda baglanti
oldugu gosterilmigtir (Al-Daghri NM ve digerleri, 2011). Calismamizda
metabolik hastaliklarda etkili olan biyokimyasal bulgulara bakildigi zaman
Bsml polimorfizminin BMI (body mass index) ve Fokl polimorfizminin ise

insulin duyarhligi ve HDL kolesterol duzeyi ile baglantil oldugu saptanmigtir.

Kuzey kurede yasayan bireylerde Tip 1 DM'un daha sik gorulmesi ve
Tip 1 DM’'un mevsimsel 6zellik gostermesi, bu hastaligin patofizyolojisinde
Vitamin D’nin olasi rolinud dusundirmastir. Tum dinyada 51 Ulkede 1990-
1994 yillari arasinda 14 yas altinda Tip 1 DM insidansi arastiriimis ve UV-B
Isini alan bolgelerde insidansin olduk¢a dusuk oldugu gorualmagtar. Ayrica,
UV-B 1sininin cillte 7 dehidrokolesteroli D vitaminine doénusturdugu ve
otoimmuniteye karsi koruyucu oldugu bilinmektedir (Cantorna MT, ve
digerleri, 2004).
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Tip 1 DM patogenezinde genetik yatkinlik da olduk¢a 6nemlidir. 1-a-
Hidroksilaz ve VDR gen polimorfizmlerinin Tip 1 DM gelisiminde rol
oynayabileceg@i bilinmektedir. 1-a-Hidroksilaz gen polimorfizmi ile enzimin
bdlgesel ekspresyonu azalmakta ve dolayisiyla aktif hormon dlzeyi
dusmektedir. Farkli populasyonlarda gerceklestiriien ¢alismalarda VDR gen
polimorfizmi ve Tip 1 DM arasindaki iligki arastirilmis ve farkli sonuglar elde
edilmigtir (Changi J. ve digerleri, 2000; Guo SW. ve digerleri., 2006).

Hindistan, Almanya, Japonya ve Tayvan'da yapilan meta analiz
calismalarinda VDR gen polimorfizmi ile DM (Diabetes Mellitus) arasinda
anlamli bir iliski saptandidi bildirilmis olup (Changi J. ve digerleri, 2000)(Guo
SW. ve digerleri., 2006) Finlandiya, Portekiz ve ingiltere’de yapilan
populasyon calismalarinda ise bir iliski bulunamamistir (Valdivielso JM. ve

digerleri, 2006; Lemosm C ve digerleri., 2008).

Kocabas ve digerlerinin Turkiye'de 90 Tip 1 DM hastasinin VDR
polimorfizmi acisindan incelendigi calismada kontrol grubu ile hasta
populasyonu arasinda polimorfizm agisindan fark gosterilememistir (Kocabasg
A ve digerleri., 20100te yandan VDR polimorfizmleri ile Tip 2 DM arasindaki
iliskiyi destekler sekilde Apal polimorfizmi Tip 2 DM ile Bsml polimorifzmi ise
insulin direnci ile iligkili oldugu bildirilmistir (Uitterlinden AG, ve digerleri.,
2004). Geng erigkinlerde yapilan bir galismada, dusuk fiziksel aktive ve Bsml
polimorfizminin daha ylksek aclik kan glukozu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Dilmeg¢ ve digerlerinin yaptigi calismada ise Tip 2 DM ile VDR gen
polimorfizmleri arasinda iligki oldugu gosterilememistir (Dilmeg F, ve digerleri,
2010). Danimarka ve Yunanistan populasyonlarinda yapilan arastirma
sonucunda da T2DM ie VDR arasinda anlaml iliski bulunmustur.
(Vasilopoulos Y. ve digerleri, 2013). Kuzey Hindistan populasyonunda
Arjumand ve digerlerinin yaptiklari ¢alismada Bsml (FFBbtt) genotipi ile
T2DM arasinda anlamli bir baglanti bulmustur. Hemant Kumar BID ve
aradaslarinin yaptiklari ¢alismada, Caucasian populasyonunda Bsmi
polimorfizmi ile T2DM, Asya populasyonunda Apal polimorfizmi ile T2DM

arasinda anlamh baglanti bulunurken, Polonya populasyonun da VDR
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polimorfizmleri ile metabolik hastaliklar arasinda herhangi bir baglanti
bulunmamistir (Hemant K BID,2005).

Bu calismada, glukoz seviyesi (mg/dl) ile Fokl polimorfizmlerinin
genotip dagihmlarina baktigimiz zaman, Fokl homozigot bireyler daha once
KVH gecmisi olan ve T2DM tanisi konulan katilimcilarin, kandaki insulin
seviyelerini dengeleyen ila¢ kullanmalarina ragmen glukoz seviyelerinin
rastgele secilmis topluluga oranla daha yuksek oldugu goésterilmistir (P-
degeri: 0.011). Toplam 321 katilimcidan olusan ¢alisma grubumuzun glukoz
degerleri ile Fokl polimorfizm allellerini karsilastirdigimiz zaman ise T alleli
tasiyan bireylerin daha dislk glukoz seviyesine sahip olduklarini, fakat Fokl
bdlgesinde meydana gelen nukleotid degisikligiyle C alleli tasiyan kigilerin
Glukoz seviyelerinde ylkselme oldugunu saptanmistir (P-degeri: 0.024).
Diger u¢ VDR gen polimorfizmine bakildigi zaman ise (Taql, Apal, Bsml)
kandaki serum glukoz seviyesi istatistiksel olarak anlamh bir farklilik
gostermemigtir. Farkli etnik populasyonlarda Fokl ve Taqgl polimorfizmleri ile
T2DM arasindaki iligki Uzerine yapilan c¢alismalarda elde edilen farkli
sonuglar henlz olayin patofizyolojik mekanizmasini acgiklamak igin yeterli

degildir.

Vitamin D'nin insulin salgilanmasini module ettigi ve bundan dolayi da
T2DM gelisiminde VDR varyantlarinin katkisi olabilecegi birgok c¢alismada
ifade edilmistir. T2DM gelisiminde glukoz duzeyi ve VDR gen polimorfizmi
arasindaki baglantinin hastalik takibi ve hastaligin erken tanisinda bir
biyobelirte¢ olarak degerlendirilebilecegi bildiriimektedir (Palomer X, ve
digerleri, 2008).

Hirai ve digerlerinin yaptigi calismada VDR polimorfizminin saglikli ve
normal glukoz degerine sahip olan beyaz irkta insilin sensitivitesi ile iligkili
olup glukoz metabolizmasini da etkiledigi bildirilmigtir (Hirai M ve digerleri,
2001).

VDR deki genetik degisiklik veya degisiklikler, tip 2 diabetes mellitus

patogenezi, kalsiyum metabolizmasi, adiposit fonksiyonunun modulasyonu
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ayrica, insulin salgilanmasi ve sitokin ekspresyonunun degistiriimesi olarak
en az 4 yolak Uzerinden etki edebilir (Christakos ve digerleri, 2003). D
vitamini, aktive edilmis T lenfositleri tarafindan Gretilen interlokin
ekspresyonunu inhibe etmektedir (Mahon ve digerleri, 2003). Bu nedenle,
vitamin D kendi reseptoru ve sonrasindaki sinyal yolaginin inhibisyonunu ve
sitokin salgilama profilini degigtirebilmektedir. Bu konunun aydinlatiimasi
genom calismalari ve buyuk verilerle ileri kohort galismalar ve tetkikler

gerektirmektedir.

Turk populasyonunda Vitamin D ve metabolik hastaliklarin gorulme
sikhginin yuksek olmasi, metabolik sendrom ve etkenlerinin 6nemli bir role
sahip olabilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Erken yasta metabolik hastahgi
olan bireyleri belirlemek 6nemli olmakla birlikte yogun yasam tarzi ve buna
bagli kardiyo-metabolik hastalik riskini azaltmak icin bu g¢alisma sonuglari bir
risk faktori belirmelemede yuol gdsterici olarak kullanilabilir. Bu hipotezin
daha genis bir hasta populasyonu ile vyapilacak c¢aligsmalar ile
dogrulanmasida sonuglari guclendirecektir. Buna ilavetten, yapilacak genis
genom calismalari ile metabolik hastaliklar ve VDR polimorfizmleri arasindaki
iliskinin  degerlendiriimesi  gerekmektedir.  Epidemiyolojik ve  klinik
calismalarda D vitamini eksikligi ile kardiyovaskuler hastaliklar arasinda
onemli bir baglanti oldugu gdsterilmis ve D vitamini eksikliginin kalp ve damar

hastaliklarina yatkinhgi artirdigi gosterilmistir.
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arastinldigi calismalar.
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VDR geni polimorfizmi ve gesitli hastaliklar arasindaki iliskinin

Caligilan

Calisilan

Arastirmaci Etnik Grup Polimorfizmler Hastalik lliski
Amal Fokl polimorfizm
M.H.Mackawy ve Misir TT genotip ile
Mohammed E. H Populasyonu Foki ve Bsml T2DM anlamli baglant
Badawi, 2014 bulunmustur.
Malecki ve Polonya Fokl, Taql, Bsml T2DM iliski
digerleri, 2003 Populasyonu ve Apal bulunamamistir.
Bid ve digerleri, Kuzey Hint Fokl, Taqgl, Bsml T2DM iliski
2009 Populasyonu ve Apal bulunamamistir.
Apal
Jose M. V ve Bevas Irk Taql, Bsml ve | Prostat gﬁgmglzfrg:(té%
digerleri, 2006 y Apal Kanseri !
olusturdugu
bulunmustur.
VDR
Kalp ve polimorfizimleri
Vg}/sel . ve Beyaz Irk Fok I, Taql, Apal Damar ile anlamli
digerleri, 2013 ve Bsml N
Hastaliklari baglanti
bulunmustur.
Japon ve Lupus Bsm|
Ozaki ve ap Fokl, Taqgl, Bsml P polimorfizmi 'B'
Cin erytematosus

digerleri, 2000

populasyonu

ve Apal

ta sendromu

alleli ile baglanti
bulunmustur.

Bellamy R ve
digerleri, 1999

Afrika
populasyonu

Taql

Tliberkiloz

Taq
Polimorfizminin
TT genotipinde
tiberkiloza
kars! bir koruma

oldugu

bulunmustur.
Lundin AC ve Taql o
o . polimorfizmi ile
digerleri, meme kanseri
1999;Schondorf Australia Taql, Bsml ve .

Meme kanseri metastazi

ve arkadalari, populasyonu Apal arasinda

2003;Curran J
ve digerleri, 1999

anlamli baglant
bulunmustur.

Kolon kanseri ve
Bsml

Speer G ve . polimorfizmi

digerleri, 2000 Beyaz Irk Bsml Kolon kanseri arasinda
anlamli baglanti
bulunmustur.

Swapna N ve Indian Fokl Hipertansiyon Anlamli baglant

digerleri, 2011

populasyonu

bulunmustur.

Agnieszka
Kempinska  ve
digerleri, 2012

Polonya
populasyonu

Tagl, Apal ve
Bsml

Primer Safra
Sirozu

Bsml
polimorfizmi ile
anlamli baglanti
bulunmustur.

Yi Zhao ve
digerleri, 2014

Kuzey GCin
populasyonu

Fokl, Taql, Bsml
ve Apal

Kardiyovaskul
er hastaliklar
ve T2DM

Bsml
polimorfizmi ‘BB’
genotipiile
anlamli baglant
bulunmustur.
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Amal ve digerlerinin Misir populasyonundaki VDR polimorfizmi ve
metabolik sendrom galismasinda metabolik sendroma sahip diyabet hastalari
ile VDR 2228570 C>T (Fokl) polimorfizmi arasinda anlamh baglanti
bulunmus ve 6zellikle Fokl polimorfizmi TT genotipine sahip bireylerde bu
durumun c¢ok daha 6nemli oldugu bildiriimis olup anlaml olarak bulunan
gruptaki biyokimyasal parametrelere bakildigi zaman ylksek trigliserid, LDL
kolesterol ve dusuk HDL kolesterol degerlerine sahip olduklari gorulmustur.
Diger yandan VDR A>G (Bsml) alleleri ile Metabolik Sendromdaki diyabet
arasinda baglanti bulunamamistir. Calismanin devami olarak lipid profili ile
VDR polimorfizmi Fokl ve Bsml arasinda total kolesterol, HDL kolesterol, LDL
kolesterol ve trigliserid parametreleri agisindan degerlendirildigi zaman da bir
badlanti gézlenememistir (Amal MH, 2014). Amal ve digerlerinin yapmis
oldugu calismanin sonuglarini Cantorna (2010) ve Schuch ve digerlerinin
(2013) calismalari desteklemektedir. Buna karsin Bid ve digerlerinin (2009)
Kuzey Hint populasyonu ve Malecki ve digerlerinin (2003) Polonya
polpulasyonundaki VDR polimorfizmleri (Fokl, Bsml, Apal ve Taq]l) ile diyabet
arasindaki caligmalarda anlamli bir baglanti bulunamamistir. Ortlepp ve
digerlerinin (2003) yapmis oldugu c¢alismada Bsml VDR polimorfizmi ve
glukoz arasinda ise anlamli bir baglanti bulunmustur. 321 katilimcinin glukoz
degerleri ile Fokl polimorfizm allellerini karsilastirdigimiz zaman ise genetik
olarak T alleli tasiyan bireylerin daha dusuk glukoz seviyesine sahip
olduklarini, fakat Fokl polimorfizm bdlgesinde meydana gelen nukleotid
degisikligiyle C alleli tagiyan kisilerin glukoz seviyelerinde ylikselme oldugunu
saptadik (P-degeri: 0.024). Diger yandan diger u¢ VDR gen polimorfizm
(Tagl, Apal, Bsml) bolgesi ile kandaki serum glukoz seviyesi
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlaml bir baglantiya rastlaniimamigtir.
VDR polimorfizmlerinin birbirleri ve diger gen varyantlari arasinda bulunan
cok farkli sonuglarin nedeni toplumlar arasindaki genetik varyasyon
(polimorfizm) ya da maruz kalinilan gevresel faktorler (UV, alkol, sigara)

olarak acgiklanabilir.
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VDR geninin, glukoz tzerinde baskilayici allel olarak énemli bir etkisi
oldugu ve diyabet, kalp-damar hastaliklari, metabolik hastaliklar olarak
bilinen biyokimyasal parametrelerden total kolesterol ve LDL-kolesterol
dizeyleri Uzerindeki artan roli kanitlanmistir. Calismamizda, CC fenotipi
Fokl polimorfizmi igin KVH geg¢misi olan bireylerde daha siklikta oldugu
saptanmig olup, bu SNP’in LDL-K seviyesinin artirmasina bagli olarak
kisilerde kardiyovaskuler hastalik gecirme olasiligini artirdigi bulunmustur.
Bu bulgular, VDR geninin Fokl CC homozigot mutasyonunun metabolik
sendromda risk faktoru agisindan dnemini ortaya koyan onemli bir faktordir.
Metabolik hastaliklarin erken tanisinda Fokl polimorfizmi CC homozigot
bireyleri etkileyerek biyokimyasal parametreler (Glukoz, Total Kolesterol,
HDL Kolesterol, LDL Kolesterol, Trigliserid) biyomarker olarak
degerlendirilebilir. Bu g¢aligmanin sonucunda bu durum bir gosterge olarak
ayrica tavsiye edilmektedir. Ayrica, bulunan sonugclar dogrultusunda yapilan
istatistiksel hesaplama sonuglari diger populasyonlar arasindaki farkli

baglantilar ve galismalar ile birlikte tutarli bulunmaktadir.

VDR polimorfizmlerinden biri olan Fokl polimorfizmi ile glukoz ve
LDL- kolesterol arasinda bulunan anlaml ve gugli korelasyon bunun bize
erken tanida biyomarker olarak kullaniimasinin vyararli olabilecegini
gOstermigstir. Ancak, ayni dokuda farkli hicreler tarafindan verilen D vitamini

cevabinin ¢ok heterojen oldugu da bilinen bir gercektir.

Calisiimis populasyonlarin yani sira farkli c¢alisma gruplari, Taq |
polimorfizmi ve diyabet arasinda anlamli bir bag oldugunu go&stermistir
(Hemant Kumar BID ve digerleri, 2009). Kandaki glukoz seviyesi ile Taq|
arasinda guglu ve anlamli bir baglantinin oldugu bulunmustur. Bu bulgu da,
Taq | polimorfizminin etki mekanizmasini farkh yolaklar araciligiyla yaptigini
akla getirmektedir (Wei-Zhen Ye ve digerleri, 2001).

Bizim galisma sonuglarimiza bakildigi zaman, VDR geni Fokl C alleli
hata- onarimi sirasinda baskin allel olarak secilmekte ve bu durumda LDL-K
yolagi Uzerinde etkili olup LDL-K kararsizligi yarattigi bulunmustur. Bununla
birlikte Fokl CC homozigotlugu diger TC heterozigotlugundan daha guglu bir
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etkiye sahiptir. Bizim ¢alismamizin sonuglari, Taql C allelinin LDL-K ve kan

serum glukoz yolaginda bir etkisi olmadigini gostermigtir.

Vucutta, pankreasta insulin salgisi arttigi zaman buna bagh olarak
glukoz seviyesi de degismektedir. VDR geni Fokl polimorfizmi genotipi,
insulin seviyesi azaldigi zaman glukoz seviyesinin artmasi durumunda
glukoz homeostazi ve insulin salgilanma mekanizmasina etki etmektedir
(Heather M Ochs-Balcom, ve digerleri, 2011). VDR polimorfizminin bu
mekanizmada oOnemli bir rol oynadigi duasunulmekte olup bizim
sonuglarimizda da VDR'nin insllin salgilanmasini etkiledigini isaret eder

yondedir.

Bulgularimiz ¢alisilan biyokimyasal parametreler (Total kolesterol,
HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, trigliserid, glukoz) ile VDR gen varyanti
aktivitesinin iligkili oldugunu ileri sirmektedir. VDR gen polimorfizmlerinin
glukoz ve LDL-kolesterol arasinda dogrudan bir baglanti oldugu, HDL
kolesterol, kolesterol, trigliserid dizeyleri arasinda ise indirekt bir baglanti
olabilecegini dusundirmektedir.

bu verilerin daha fazla hasta ve Vitamin D Reseptor geninin tim
ekzon,intron ve promotor bolgeleri taranarak daha genis ¢alismalar yapilarak
dogrulanmasi bu ¢aligmanin alnamliigini artiracaktir.

Tark populasyonunda Vitamin D eksikligi ve metabolik hastaliklarin
gorulme sikliginin yuksek olmasi, VDR gen polimorfizimlerinin metabolik
hastaliklar in molekulerpatogenetizinde 6nemli bir role sahip olabilecegi
ihtimalini akla getirmektedir. Erken yasta metabolik hastalilara olan yatkinhgi
belirlemek kardiyo-metabolik hastaliklar ile karsilasma riskini azaltmak

acisindan 6nem arz etmektedir.

Calismamizin sonuglarina gore, VDR polimorfizmleri (Fokl, Tagl, Bsml
ve Apal) bilinen bir kigiye ileriye yonelik hangi hastalik risk grubu igerisinde
bulundugunun olasi risk bilgisi verilebilecek ve VDR polimorfizmi erken
donemde bir biyomarker olarak kullanilabilecektir. Boylelikle onceden risk
grubunu bilerek yasam tarzi ve beslenmede yapilacak degisikliklerle kigi

kendisine daha kaliteli bir yagsam olusturabilecektir.
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VDR polimorfizmlerinden biri olan Fok | polimorfizmi ile glukoz ve
LDL kolesterol arasinda bulunan anlamh ve guglu korelasyon Fok |
polimorfizminin diyabet yatkiligi i¢in bir biyomarker olarak kullanilarak yararl
olabilecegini gostermistir. Calismis populasyonlari yani sira farkli ¢alisma
gruplari, Taq | polimorfizmi ve diyabet arasinda anlamli bir bag oldugunu
gostermigstir. Glukoz ile Taql arasinda guglu ve anlaml baglanti vardir. Taq |
polimorfizminin etki mekanizmasini farkli yolaklar araciligiyla yaptigini akla
getirmektedir. Bilindigi gibi VDR geni polimorfizmlerinden Fokl insulin
pankreas salgisini artiriyor. Vucutta insilin salgilanmasi ile glukoz seviyesi
degismektedir. Azaldigi zaman buna uygun olarak glukoz seviyesi artmis
olmasi durumunda VDR geni polimorfizmlerinden Fokl genotipi glukoz
homeostazinda ve instlin salgilanmasinda etki etmektedir .VDR polimorfizm

mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadigr dugunulmektedir.

Bu sonuglar dogrultusunda hastalik risk grubunda bulunan bir kisinin
yasam kosullarina (6rnegin duzenli beslenme, sigara, alkol aligkanligi ve
stres faktorlerine) dikkat etmesi gerekmektedir. Bu kosullara dikkat ederek
yasam tarzindaki degisiklikler ile de yasam kalitesi standartlarini yukseltmek

miUmkun olabilecektir.
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EK 1.1. VDR gen polimorfizmleri ile diger biyokimyasal
parametreler arasindaki baglantinin gosterilmesi

VDR polimorfizmleri ve total kolestrol seviyesinin kargilastiriimasi

two tailed t- P- |two tailed t- | P- two tailed t- two tailed |P-
test degeri test degeri test P-degeri t-test degeri
TTvs CC 0,120 TTvsCC 0,480 | GGvs AA 0,274 AAvs CC |0,103
TTvsTC 0,109 TTvsTC [0,418 | GGvs GA |0,171 AAvs AC |0,718
TCvsCC | 0,060 | TCvsCC |0,099 | GAvs AA |0,658 AC ve CC |0,057

VDR polimorfizmleri ve HDL-K seviyesinin karsilastiriimasi

two tailed t- P- two tailed t- | P- two tailed t- | P- two tailed t- | P-
test degeri test degeri test degeri test degeri
TTvs CC 0,542 TTvs CC |0,165 TTvs CC |0,909 TTvs CC |0,719
TTvsTC 0,334 TTvs TC |0,801 TTvs TC |0,981 TTvs TC |0,697
TCvs CC 0,212 TCvs CC |0,103 TCvs CC |0,904 TCvs CC |0,754
VDR polimorfizmleri ve HDL-K seviyesinin karsilastiriimasi
two tailed P- two tailed two tailed two tailed
t-test degeri t-test P-degeri t-test P-degeri t-test P-degeri
TTvs CC | 0,405 | TTvs CC | 0,609 TTvs CC |0,920 TTvs CC |0,773
TTvs TC | 0,005 | TTvs TC |0,651 TTvs TC |0,450 TTvs TC | 0,489
TCvs CC | 0,302 | TCvs CC |0,240 TCvs CC |0,537 TCvs CC | 0,384
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EK 1.2. Kuzey Kibris populasyonunda ¢aligilan grubun her bir

VDR gen polimorfik bolgesine ait genotipler ve genotip dagilimlari

ile total kolestrol, diisiik yogunluklu lipoprotein kolestrol (HDL-K) ve

trigliserid seviyeleri arasindaki baglantilarin goésterilmesi.

VDR polimorfik bolgelerinin genotipik dagilimlari ve total kolestrol
seviyesinin kargilastiriimasi

Total kolestrol (50-200 mg/dL)

VDR polimorfik bdolgelerinin  genotipik dagilimlari
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VDR gen polimorfizm genotipleri

ve yuksek

yogunluklu lipoprotein kolestrol (HDL-K) seviyesinin kargilagtiriimasi

HDL-K seviyesi (29-84 mg/dL)
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VDR polimorfik boélgelerinin genotipik dagilimlari ve trigliserid
seviyesinin karsilastiriimasi
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EK 1.3. Glukoz ve LDL-K parametrelerinin Kuzey Kibris

populasyonunda calisilan VDR Fokl ve Taql polimorfik bdlgeleri

icin olasi dokuz genotipe gore hesaplanan ortalama deger, standart

sapma ve standart hatalarin gosterilmesi.

LDL-K Glukoz LDL-K Glukoz
TTTT TCCC
Ortalama 119 99 Ortalama 132.3 107.7
Standart Sapma 275 18.4 Standart Sapma | 20.7 19.6
Standart Hata 5.2 3.4 Standart Hata |7.8 7.4
TTTC CCTT
Ortalama 128.3 95.2 Ortalama 112.2 105.5
Standart Sapma 30.7 14.3 Standart Sapma | 19.2 20.3
Standart Hata 4.7 2.2 Standart Hata |7.2 7.6
TTCC CCTC
Ortalama 116.5 101.5 Ortalama 111 97
Standart Sapma 30.3 26.4 Standart Sapma | 21.3 17.6
Standart Hata 9.5 8.3 Standart Hata |8.7 7.2
TCTT CCCC
Ortalama 131 99.2 Ortalama 124 124
Standart Sapma 41 16.2 Standart Sapma |0 0
Standart Hata 09.07 3.8 Standart Hata |0 0
TCTC
Ortalama 146.2 103.6
Standart Sapma 41.8 28.9
Standart Hata 8.9 6.1
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FORMLAR

"ARASTIRMA AMAGLI GALISMA iCiN GONULLU ONAM
FORMU”

“Kibris Turk Populasyonu’nda Kardiovaskuler Hastaliklarin Genetik
Epidemiyolojisi” adi altinda yeni bir arastirma yapmaktayiz. Kuzey Kibris
Tark Cumhuriyeti’nde yasayan herkesi bu calismaya gonulli katilmasini
Oneriyoruz. Bu c¢aligmaya katilip katilmamakla serbestsiniz. Yapmis
oldugumuz galisma hakkindaki bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya
katki koymak isterseniz formu lutfen imzalayiniz. Bu arastirmanin
yapillmasinin amaci Didnya’da ve Ulus’umuzda birincil 6lum nedeni olan
kardiyovaskuler hastaliklarin genetik yatkinhiginin aragtirihp hastahgi
gecirmeden oncesinde Onlem almak ve ulkemiz insaninin yasam kalitesini
yukseltmektir. Genetik epidemiyolojik profil olusturulurken, genetik cesitlilige
sebep olan 36 farkli gen bdlgesi ve bu bdlgelerin verecegi cevaplar
dogrultusunda kardiyovaskiler ve metabolik hastaliklarla (diabet, vitamin D
eksikligi vb gibi) olan yatkinlik ve bu yatkinliklarin ne derecede hastaliklarla
badlantisi oldugu arastirilacak, bu bilgileri kullanarak bireylerin yasam
kosullarinda yapilacak degisiklikler ile bu hastaliklari dnleyerek ve yasam
kalitelerini artiracak bilgiler sunmayi hedefliyoruz. Calismada ayrica yasam
standartinizi daha da yukseltmek ve c¢ikacak olan sonucun daha iyi bir
sekilde degerlendirilebilmesi igin Vitamin D degerinize Ucrete bagl olarak
bakilabilmektedir. Proje suresince, projemize katki koyan butin gonulli
katihmcilara kardiyovaskuler hastaliklarla genetik yatkinlhk raporu verilecektir.
Bununla birlikte Ulkemizde ani olumlerinde nedenleri, kalp hastaliklari 6n
tanisi bu kardiak paneli sayesinde arastirilabilecektir. Ayrica bu c¢alisma,
Kuzey Kibris Turk Cumhuriyetin’de bu kadar genis kapsamda yapilacak ilk
genetik epidemiyolojik caligmadir. Eger arastirmayi kabul ederseniz izniniz
onayiniz ile kolunuzdan 2 ml kadar kan almamiz gerekmektedir. Kardiyak
Panelinde yer alan 36 gen bodlgesi Ucretsiz bakilirken, arzu edilirse 25-OH

Hidroksi Vitamin D3 testi icin 104 TL karsihdinda daha detayli yorum igin
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yapilabilecektir. Calismaya katilim igin size ek bir 6deme yapilmayacaktir.
Sizinle ilgili tibbi bilgiler gizli tutulacak ancak galigmanin kalitesini denetleyen
gorevliler, etik kurullar ya da resmi makamlarca geredi halinde
incelenebilecektir. Calismanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢gekmek

hakkina sahipsiniz.
Adi ve Soyadi:

Dogum Yeri ve Tarihi:

Baba Adt:

Anne Adi:

Babanin Dogum Yeri ve Tarihi:
Annenin Dogum Yeri ve Tarihi:
Annenin Evlenmeden Onceki Soyadi:
Babanin Babasinin Adi:

Adresi:

Telefon Numarasi:

E-posta:

Aile Oykiisi: (Eger genetik bir 8ykii varsa)

Sigara kullantyor musunuz?

Kalp rahatsizli§i probleminiz var mi? Belirtiniz

Tansiyon probleminiz var mi?

Diyabet misiniz?

Birinci derece akrabalarinizda kalp, diyabet veya tansiyon rahatsizlgi

var mi?
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Vitamin D degerime bakilmasini istiyorum/ istemiyorum.

Yapilan bilimsel c¢alismalarin sonuglarinin tarafima ulastirimasini
istiyorum.
EVET O HAYIR O

Yukarida gonulliye arastirmadan o6nce veriimesi gereken bilgileri
gOsteren metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlu agiklamalar
yapildi. Bu kosullarla, kimlik bilgilerimin sakli olmak sarti ile s6z konusu
bilimsel arastirmada kullaniimasi i¢in gonulli olarak verdigim biyolojik

materyalin kullanilmasini kendi rizamla kabul ediyorum.

Gonulla Vericinin Adi1 ve Soyadi:
Imza:
Tarih:

Arastirmacinin Adi ve Soyadi
imza:
Tarih:

Arastirma Merkezi Baskaninin Adi ve Soyadi
imza:
Tarih:
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