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OZET

D vitamini bagirsaklardan ve bobreklerden kalsiyumun emilmesini saglayarak
iskeletin normal gelisimi i¢in ¢ok 6nemlidir. D vitamini eksikligi osteoporoz igin
onemli risk faktortidiir. D vitamini, dolasimda D vitamini baglayici protein ( VDBP)
ile tasmir. D vitamini baglayici protein GC geni tarafindan kodlanir. Ge geni
insanlarda 4. kromozomda 4q11-q13 bandinda lokalizedir. Bu ¢alisma postmenopozal
kadinlarda D Vitamini Baglayici proteinini kodlayan GC geninde, vitamin D
seviyelerini etkilemesi muhtemel bir varyant olan 12. intronda bulunan Gc
rs2282679° un vitamin D seviyeleri ve kemik mineral yogunlugu ile iliskisini
arastirmay1 hedeflemektedir. Calisma icin saglikli 100 menapoz sonrasit kadinda
sigara ve alkol gibi risk faktorleri ve demografik bilgileri sorgulandi. Periferik venden
alan kanin bir kismi1 vitamin D 6l¢iimleri i¢in serumu ayrigtirildi, diger kismindan
polimorfizm analizi i¢in DNA’s1 izole edildi. Vitamin D seviyesi 6l¢timleri LC-MS-
MS metodu ile ¢alisildi. DNA izolasyonu sonrasi intron 12 bolgesi nested PZR ile
cogaltilarak restriksiyon uzunluk polimorfizmi ile polimorfik bélge tayin edildi.
Kemik yogunlugu ol¢iimleri i¢in omurga ve femur bolgeleri T skorlari kullanildi.
Calisma grubunda Vitamin D ortanca degeri 9(13) ng/dl olarak normal degerlerin ¢ok
altindadir (35-50 ng/dl), Genotip frekanslar1 AA, Ac ve CC i¢in sirasiyla 0.14, 1.67
ve 0.19 bulunmustur. Vitamin D degerleri yabanil tip ve polimorfik homozigotlarda
istatistiksel olarak anlamli  bir fark gdstermistir (p=0.025).Yine yabanil
homozigotlarda vitamin D degerleri polimoerfik genotipler kiyaslandiginda (AA vs
AC+CC) anlamli derecede yiiksektir (0.042). Sonug olarak literatiire uygun olarak
Vitamin D seviyeleri yabanil tip genotipe sahip kisilerde polimorfik tipe kiyasla daha
yiiksektir. Kemik yogunlugu Ol¢iimleri yabanil ve polimorfik tiplerde istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir.Sonuglar daha genis kohortlarda tekrarlanmalidir.

Anahtar sozciikler: D vitamini, Gc geni, rs2282679, osteoporoz, kemik mineral

yogunlugu



The Associaton of GC rs2282679 Polymorphism with Vitamin D Levels and

Osteoporosis in Postmenopousal Women

SUMMARY

Vitamin D deficiency is a risk factor for osteoporosis. Deficiency of Vit D-
binding protein (VDBP) affects vit D binding and may impair bone mineralisation.
VDBP is encoded by the Gc gene on chromosome 4qg11-g13. This study aims to
search the association of rs2282679 polymorphim in GC in intron 12, with vitamin D
levels and bone mineral density in postmenopausal women. Healthy post menapousal
women (n=100) were enrolled in this study. Standard risk factors such as smoking,
alcohol consumption and demographic data was taken from all participants.
Peripheral blood is taken from participants, serum was kept for vitamin D
measurements, and blood is used for DNA analysis. Intron 12 region of GC gene is
amplified by nested PCR and rs2282679 variant is analyzed by restriction fragment
length polymorphism (RFLP) method. Vit D levels are measured by LC MSMS
method and bone mineral density results are taken as T-Scores of femure and AP
spine. As a result Vitamin D levels are founded to be very low in this cohort
(median:9(13)). In rs2282679 polymorphism, genotype frequencies of AA, AC and
CC are 0.14, 0.67 and 0.19 respectively. The only statistically significant result is the
association between vitamin D levels and genotypes. Vitamin D levels are
significantly higher (p=0.042) in wild type homozygotes vs polimorfic cases (AA vs
AC+CC). Also, AA vs CC has a significant difference in vitamin D levels (0.025).
This results are consistent with the previous articles about rs2282679 polymorphism.

Bone mineral density results are not significantly associated with the polimorphism.

Key words: vitamin D, GC gene, rs 2282679, osteoporosis, bone mineral density



1.  GIRIS VE AMAC

D vitamini bagirsaklardan ve bdbreklerden kalsiyumun emilmesini saglayarak
kalsiyum metabolizmasinda ve kemik gelisiminde gorevli olan bir hormondur. Deride
ilk olarak prohormon olarak sentezlenerek karaciger ve bobrekte aktif haline
dondiistiirtiliir. D vitamininin dolasimda taginmast i¢in Ge geni tarafindan kodlanan
vitamin D baglayict proteine (VDBP ) ihtiyag vardir. Kanda D vitamini diizeyleri
VDBP’nin varligina ve fonksiyonel olmasma baglidir. D vitamini hem viicutta
sentezlenmesi hem de disaridan alinabilmesine ragmen iilkemizde eksikligi ¢cok sik
goriilmektedir. Bu g¢aligmanin amaci, menopoz sonrast (postmenopozal) kadnlarda
osteoporoz riskinin dolasimda D vitaminini tagiyan vitamin D baglayic1 proteini
(VDBP) sentezleyen Gc geninde meydana gelen rs2282679 tek niikleotit

polimorfizmi (SNP) ile iliskisini gostermeyi hedeflemektedir.

Calisma grubuna onay formunu imzalayarak katilan 100 postmenopozal
kadindan alinan periferik kan &rneklerinin bir kismindan serum elde edilerek D
vitamini seviyeleri ol¢limleri yapildi, bir kismindan da DNA izole edildi ve GC geni
rs2282679 polimorfizmi tayini yapildi. Ayn1 zamanda katilimcilarin kemik mineral

yogunlugu dlciilerek osteoporoz riskleri belirlenmistir.

D vitamini 6l¢limleri igin D vitaminin dolagimdaki aktif formu olan 1,25(OH)D3
kullanilamamaktadir. Bunum nedeni 1.25(OH)D3 “iin dolasimdaki yar1 6mrii 4-6 saa
olmasidir. Bu ylizden calisamaya katilan kisilerin serumlarindaki 25(OH)D3 ‘e
bakilmistir.

Calismamizin sonucunda, D vitaminini tasiyan gendeki polimorfizmin
postmenopozal kadinlarda D vitamini seviyeleri ve osteoporozla iligkisinin bilinmesi,
tan1 ve tedavide kullanilacak yontemlerin Onceden belirlenmesinde ©6nemli rol

oynayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. D Vitamininin Yapisi ve Gorevi

D vitamini hormon gibi goérev yapan steroldur. Yagda eriyen vitaminler

grubundandir (1).

D vitamini deride giines 15181 (ultraviyole) yardimiyla 7-dehidrokolestrolden
tiretilse de, bir miktar1 besinler tarafindan da saglanmaktadir. D vitamininin, vitamin
D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olmak tizere iki ¢esidi vardir (2).
Gida takviyesi ile alinan D vitamininin biyolojik olarak aktivitesi disiiktiir. D
vitamininin viicutta etki gostermesi igin giinese maruz kalarak hidroksilasyon

rekasiyonlar1 gegirmesi gerekir.
D Vitaminin viicuttaki fonksiyonu kisaca soyle 6zetlenebilir:

1- Kalsitriol, D vitaminin viicutta aktif bulunan seklidir. Kalsitriol ¢esitli
organlar i¢in 6nemli rol oynar. Bobrek ve bagirsaklardan kalsiyum ve fosfor
emilimini saglayarak dolagima kalsiyum ge¢igini saglar, kemigin normal
mineralizasyonunu etkinlestirir. Ayrica kemik biiyiimesini diizenler. D vitamini
eksikligi veya bagirsaklardan emilimin bozulmasi (malniitrisyon, yaslilik, bagirsak
hastaliklar1.vs) kemik mineralizasyonunda bozulmaya sebep olur, osteoporoza zemin
hazirlar. Yeterli D vitamini alinmamasi kemikleri ince, kirillgan hale getirebilir. D
vitamini eksikligi, besinlerden yeterli d vitamini almamayla birlikte yetersiz giines
1s18ina maruz kalma ile birlestiginde ortaya ¢ikar. Bununla birlikte D vitaminin
viicutta aktif formuna c¢evrilememesi karaciger ve bobreklerdeki kalitsal bozukluklar

sonucu da ortaya ¢ikabilir.

D vitamini eksikligi, ¢ocuklarda rasitizm, yetiskinlerde osteomalaziye neden
olur. Ayrica yetiskinlerde osteoporoza sebep olur. Serum 25(OH) D vitamini degeri

30-55 ng/ml ise normal, 21-29ng/ml ise eksiklik, 20ng/ml altinda ise yetersizlik



vardir. Serum 25(OH) D vitamini degeri 200ng/ml den fazla ise hiper D vitaminozisi

gosterir (3).

2- D vitamini kalsiyum ve fosforun emiliminden sorumludur. D vitamini
kalsiyumun kanda seviyesini arttiran parathormon salinimini engeller. D vitamini ve
paratiroid bezinden salgilanan parathormon sayesinde kalsiyum kanda sabit bir
diizeyde tutulur. Kalsiyum seviyelerinin bozulmasi sinir iletiminde bozulmalarina,

kalp durmasina sebep olabilir.

3- Cok yaygin olan hipertansiyon yani arter kan basinci yliksekligi hastaliginin
disik D vitamini diizeyleri ile ilgisi vardir. Normal diizeylerde D vitamininin
koroner arter hastalik ( Miyokard infarktiisii) ve periferik damar hastaligi riskini
azalttigi Dbilinmektedir. Framingam Calismasinda (2) D vitamini disiik seviyelerde
olan kisilerde kalp hastaliklarinin D vitamini diizeyleri normal olan kisilere kiyasla

%62 artt181 tespit edilmistir.

4-  Multipl sklerozis, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, Sjogren
sendromu, sistemik sklerozis, gibi bazi otoimmiin hastaliklarda da D vitamini
eksikliginin bu tip hastaliklar tetikleyici ozellikleri oldugu yapilan calismalarda
gosterilmistir. D vitamini eksikligi CD8 T lenfositlerin sayica azalmasinda etkili
olmaktadir. Ulseratif Kolit ve Crohn gibi enflamatuvar bagirrsak hastaliklari ise D

vitaminin barsaklardan emilimini bozarak hastalik tablosunu siddetlendirmektedir.

o- Bagisiklik sisteminin temel yapilarindan olan monosit, makrofaj ve
lenfositlerin fonksiyonel olmalar1 aktif D vitaminine baghdir. Viicutta sentezlenen
katelisidin, defensin gibi antimikrobiyal peptidlerin tretiminin aktif D vitamini

tarafindan artirlldigi gosterilmistir (4).

6- In vitro ¢aligsmalarda kanser ile aktif D vitamini iliskisi gdsterilmesine
ragmen in vivo caligmalarda bu iliski gosterilememistir. Gozlemsel ¢alismalarda
kolorektal kanserler disindaki kanserlerde D vitamini diizeyi ile gii¢li bir iliski
gosterilememistir. Ancak Aktif D vitamininin; hiicre dongiisii inhibitorleri p21, p27
ifadesini ve hiicre adezyon molekiilii e-kaderin ifadesini uyardigi bilinmektedir.

Ayn1 zamanda keratinositlerde aktif D vitamininin UVR’nin yol actigi DNA hasari



tamirini arttirdigi, pS3Rarttirdigi gosterilmistir. Kanser onleyici mekanizmalarda ve
hiicre bagisikligr ile ilgili yolaklarda rol oynasa da klinikte D vitaminin faydasinin
kesin olarak gosterilememesi, hem kanserin kompleks hastaliklar grubuna girmesi,
etiyolojide rol alan genetik ve cevresel faktorlerin giriftligine hem de randomize

kontrollii caligsmalarinin eksikligine baglanmaktadir.

7- D vitamini eksikligi diyabet ile iliskilendirilmistir. Tip 1 Diyabet’ten
pankreasin beta hiicresinin yikimai ile ilgili bir ¢gok mekanizma sorumlu tutulmaktadir:
Bunlar; (a) CD8 T lenfositler ve makrofajlar iizerinden IL-12 bagimli olarak Th1 (T-
helperl) diferansiyasyonu ve boylece proenflamatuar sitokinlerin aktivasyonu, (b)
Th1 hiicre aktivasyonu ve spesifik hiicresel oto-antijenler yolu ile oto -reaktif T hiicre
klonlarmin ortaya ¢ikmast ve bdylece periferik hiicrelere karsi self tolerans
kaybolmasi, (c) IL-12 sentezinin artmasi ve silipresdr mekanizmalarin yetersizligidir
(5).Yapilan galismalarda aktif D vitamini ve analoglarinin in vivo olarak IL-12 ve Th-

1 egemenligini engelledigi gosterilmistir.

Tip 2 Diyabet ise insiilin rezistansi ve glukoz intoleransi ile iliskilendirilmistir.
Glukoz intolerans1 ve tip 2 diyabet gelisirken; pankreatik beta hiicre fonksiyonunda
bozulma, insiilin duyarliliginda azalma, bunu takiben sistemik enflamasyon ve insiilin
direnci goriilir. D vitamininin beta hiicre fonksiyonunun iyilesmesi iizerine olan
etkisi dogrudan veya kalsiyum iizerinden dolayli olarak gerceklesebilmektedir Ciinkii
D vitamini insiilin sekresyonu iizerine olan dolayli etkilerini; Ca’nin normalizasyonu

ve takiben beta hiicresinde Ca akisinin saglanmasi ile gergeklestirmektedir.

8- Viicutta kalsiyum ve fosfor dengesinin saglanmasi, kas giicii, yapisi igin
onemlidir. D vitamini seviyeleri diisiik seyreden kisilerde kas giici azalmis olarak
bulunmaktadir. Hatta yaslilarda kemik kiriklarinin fazla olmasimin bir nedeninin
(Osteoporoz  disinda) kas zaafiyeti nedeniyle artan  diismeler oldugu

sOylenmektedir.

9- Infeksiyonlar: Monosit ve makrofajlar antijen sunumunun yani sira fagositik
aktivitelerinden  dolaytr  enfeksiyonlara  karsi  dogal  immiinitenin  de

hareketlenmesinden ve antimikrobisidal aktiviteden sorumludur. D vitamini ve



fagositoz arasindaki pozitif iliski birgok enfeksiyona (Influenza, Tuberkiiloz vs.)

neden olmaktadir.

D2 vitamininin 1932’de, D3 vitaminini ise 1936 ¢ da kimyasal yapis1 karakterize
olmustur. D2 ve D3 arasindaki fark yan zincirlerinden kaynaklanir. D2 vitamini 22-

23 karbonlar arasinda bir ¢ift bag igerir ve 24. Karbona bagl bir metil grubu vardir.

Yeterli miktarda D vitamini alinmasini temin etmeyi amaglayan toplum sagligi
Onerileri (besin degeri zenginlestirilmis gidalar da dahil olmak iizere), 6zellikle yash
ve menopoz sonrasi kadinlar gibi riskli gruplar i¢in, gidalardan alinabilecek temel

takviyelerin yani sira doz sinirlari iyi belirlenmis takviyeleri onermektedir (6,7) .

2.1. D Vitamini Sentezi

Derideki pro-vitamin D3’den pre-vitamin D3’lin sentezi organizmanin ihtiyacina
gore ayarlanir. 15 dakika gibi kisa bir siirede pro-vitamin D3 ten pre-vitamin D3
sentezi gerceklesir ve en yliksek diizeye ulasir. Pre-vitamin D3’ten vitamin D3’e
doniisiim ise olduk¢a yavas, 1siya duyarli olarak izomerizasyon ile gerceklesir ve bu
durum organizmanin ihtiyacina gére ayarlanir (8,9). Pro-vitamin D3, deride bulunun
7-dehidrokolesterolden UV 15181 ile katalizlenerek firetilir. D vitamini baglayici
protein (VDBP) ile baglanarak dolasim sistemine salinir. VDBP bagh D3
(kolekalsiferol) karacigere taginir ve burada hidroksillenerek 25-hidroksivitamin D3
(25(OH)D3) formuna ¢evrilir. Karacigerden dolagima gecen 25(OH)D3 bobreklerin
proksimal tiiplerinde vitaminin aktif metabolitine (1,25(OH)2D3) ¢evrilmektedir
(Sekill).

UV 15182 veya solar radyasyona uzun bir siire maruz kalinmasi1 durumunda pre-
vitamin D3 biyolojik etkisi olmayan lumisterol ve takisterol gibi bir takim fotoliz
inaktif yan triinlerine doniisiir. Bir baska ifade ile bir kere deride pre-vitamin D3
olustugu zaman ya vitamin D3’e ya da inaktif metabolitlere doniismektedir. Diger

yandan deride sentezlenen vitamin D nin fazlas1 da yine UV etkisi altinda inaktif



fotoliz yan {rlinlerine doniismektedir. Bu durum gereksiz vitamin D sentezini
Onleyerek canliyr vitamin D intoksikasyonundan koruyan fizyolojik bir kontrol

mekanizmadir.

D vitamini organizmada degisikliklere ugrar. Kolekalsiferol (D3 vitamini) once
karacigerde mikrozomlarda 25-hidroksikolekalsiferol'e doniisiir. Daha sonra
bobreklerde 1,25 dihidroksikolekalsiferole oksitlenir (10). Bu sekilde dolasimda
tagiarak bagirsak mukozasina gelir. Burada Ca'un absorbsiyonunda bir tiir tagiyici

olarak gorev yapan 6zel bir proteinin yapimini regiile eder.

Intestinal mukozada sentezlenen bu protein izole edilmistir. 24.000 mol

agirliginda olup her molekiilii bir atom kalsiyumu baglamaktadir.

D vitamini bu etkisi ile tipki bir hormon gibi gorev yapmaktadir. Ancak
hormondan tek farkliligi 6n maddesi olan D vitamininin disardan da alinabilmesidir.

Bobreklerde 1,25-kolekalsiferol sentezi parathormon tarafindan uyarilmaktadir (11).

Kanda kalsiyum diizeyinin azalmasi parathormon salimimina neden olmakta,
kana salinan parathormon bir taraftan idrarla daha ¢ok fosfat atilimina yol acarken bir

taraftan da 1,25-dihidroksikolekalsiferol sentezini gogaltmaktadir.

1,25-dihidroksikolekalsiferol ~ aynt  zamanda  kemiklerden  kalsiyumun
mobilizasyonunu da kolaylagtirmaktadir (12).
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2.2. D Vitamini Seviyeleri ve Osteoporoz Iliskisi

Osteoporoz postmenopozal kadinlarda yaglanmaya bagl olarak yayginlagmis bir
rahatsizliktir. Osteoporoz kemik mineral yogunlugu azalmasi ve kemik kirilganliginin

artmast ile karakterize olur (13).

Osteoporozun birincil klinik markeri vitamin D bagimli kemik mineral

yogunlugudur (14).

D vitamininin yeterli diizeyde alinmasi 6nemli bir etkiye sahiptir. D vitamini
eksikligi  kalsiyum  metabolizmasini,  osteoblastik  aktiviteyi,  matriks
minerilizasyonunu, kemik modellenmesini ve kemik yogunlugunu olumsuz etkiler

(15).



Diisiik 25-hidroksi D (250HD) sekonder hiperparatiroidizm ve kemik yikimi

artigi ile iligkilidir. D vitamini eksikligi osteoporoz i¢in 6nemli bir risk faktorii olarak
bilinmektedir(16).

Kemik mineral yogunlugu (BMD) , kemik kalsiyum miktarint dlgen, osteopeni ve

osteoporoz tanisi i¢in kullanilan bir tekniktir.

2.3. D Vitamini’nin Kanda Tasinmasi; Vitamin D baglayici protein (VDBP)

VDBP hepatik parankimal hiicrelerden sentezlenir. Vitamin D baglayici
proteinin 3 grubu vardir. Bu yap1 tamamen aminoasit sekanslarindan olusur. 1. bolge
vitamin D baglayict bolge ve III. bdlge 6 aminoasit sekanst igeren C terminalde
bulunan aktin baglayic1 bolgedir. VDBP, 51-58 kDa agirlgindadir. 458 aminoasit
igerir (17). 2 baglayici bolgesi vardir. Birincisi 35-49 aminoasitleri arasindaki vitamin
D ve yag asidi baglayict bolge, digeri 350-403 aminoasitleri arasindaki aktin
baglayici bolgedir (18).
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Vitamin D-binding region
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Sekil 2. Gc protein : Aminoasit sekansi ve ikincil yapist (ANTICANCER
RESEARCH 25: 3689-3696 (2005))

2.4. Gce geni yapisit (VDBP geni)

Gc geni, insanda 4. Kromozomunun 4qll-q13 bandinda lokalize
olmustur(NCBI GENE 1D2638). DBP geni albiimin siiper ailesi iiyesidir (19).

Chr 4
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Sekil 3. GC geninin 4. Kromozom iizerinde lokalizasyonu

11



2.4.1.Gen Yapisi

Witke ve arkadaglar1 1993’de tiim GC genini; 5° bolgesine komsu 4228 bg’lik
bolge ve 3’ bolgesine komsu 8514 bg’lik kismi dahil olmak {izere dizilemistir. Bu dizi
bas (cap) bolgesinden poliadenilasyon bolgesine 42,394 baz cifti icerir. Gen 13
exondan olusmustur. TAG sonlandirict kodonu igeren birinci exon ve 12. exon
kismen translasyona ugrarlar. 13. exon tamamen transle olmasa da poliadenilasyon
sinyali AATAAA igerir (20). Albiimin(ALB; 103600) ve alfa fetoprotein (AFP;
104150) genlerinde oldugu gibi, on intron kodlayan bolgeyi, degisen paternlerde
ayrir. Diger tiyelerinden farkli olarak GC geninin alblimin ve AFP’den 130 aminoasit
daha kisa bir protein ifadesine neden olan 2 ve 4. exonlarin daha kisa olmasidir. GC
geninin ifadesi olan mRNA ve protein daha kiigiik olsa da, genin kendisi ailenin diger
genlerinden yaklagik 2,5 kat daha biyiiktiir. Bu, GC geni icine dagilmis 13 DNA

tekrar bolgesinin sonucudur.

2.4.2.Gen Fonksiyonu

DBP (D viatmini baglayici protein)’nin en oOnemli gorevi, D vitaminine
baglanma, D vitaminin ¢éziinmesi, D vitamini ve metabolitlerinin kanda taginmasidir

(Daiger ve ark. 1975).

Yamamoto ve Homma (1991), farelerle yaptiklari ¢aligmalarda D3 vitamini
baglayici proteinin makrofaj-aktive edici faktoriin (MAF) onciisti oldugunu, B ve T
hiicrelerinin membran gloksidazlar1 tarafindan makrofa; aktive edici faktore
dontistiirtildiigiinii ve Ge geninin makrofaj aktive edici faktore doniisiimiiniin invitro

kosullarda gergeklesebildigini gdstermistir.

In vitro olarak fare periton makrofajlarinin lizofosfotidil kolin veya diacilgliserol
ile muamele edilmesi makrofajlarin fagositik aktivitesini arttirmamis, ancak periton
hiicrelerinin bu ajanlarla serum igeren besiyerinde enkiibasyonu fagositik aktiviteyi
arttirmistir. Ge bu olaydan sorumlu serum faktorii olarak rol oynamistir. Gelsolin ile
beraber Gc proteini, hiicre nekrozu ile ortaya ¢ikan aktine baglanarak dolasima
salinmaktadir. Bu aktinin toksik etkilerini engelleyen ekstraselliiler aktin kurtarma

sistemi olarak bilinmektedir.

12



2.5. Gc geni polimorfizmi (rs2282679)

rs2282679, 4pl2 kromozomda lokalize olmus GC geni ( group-specific
component - vitamin D baglayict protein) Rs2282679 polimorfizmi 12. intronda
lokalizedir (21,22).

25 (OH)D seviyeleri ile ilgili oldugu igin fonksiyonel bir polimorfizm olarak
bilinmektedir. GC proteininin (yani VDBP’nin), 25 (OH) vit D2’ye baglanma
bolgesini degistirdigi i¢in vit D seviyelerini etkiledigi diistiniilmektedir . Ayrica 11.
exonda bulunan rs 4588 ve 7041 polimorfizmi ile beraber kalitildigi igin (linkage
diseqilibriumda oldugu icin ) bu polimorfizmler de vitamin D seviyelerini etkiler
(23).

Rs2282679 polimorfizmi tek niikleotit degisikligi polimorfizmidir (SNP). Bu
polimorfizmde Adenin yerine Sitozin bazigelmistir.. Niikleotit A;A  oldugunda
normal D vitamini seviyesi, A;C oldugunda D vitamini eksikligi C;C oldugunda D

vitamini yetersizligi goriiliir (24).

2.6. Ge gen polimorfizmi ve osteoporozun iligskilendirilmesi

Gc geninin 120 den fazla polimorfizmi vardir (22). Yapilan bir ¢alismada
yetiskinlerde yaz aylarindaki serumdaki D vitamini seviyeleri lizerinde Gc geni
polimorfizmleri (SNPs rs4588, rs2282679, ve r1s1155563) arasinda giiclii bir iligki
oldugu gosterilmistir (25).

Buna benzer sonuclar Gozdzik ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada da
bulunmustur. Bu ¢alisma mayis ve ekim aylar1 arasinda serum vitamin d seviyeleri ile
kasim ve nisan aylari arasindaki serum vitamin d seviyelerini karsilastirdiginda

azalma oldugunu gostermistir (26).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1.Gerecler

3.1.1. Kullanilan aletler

v’ Biyogiivenlik kabini 1(SAFE 2020 )

v Buzdolab: ( Kirsch)

v" Derin Dondurucular -20 ( Kirsch)

v" Derin Dondurucu -80 ( Kirsch)

v' Etiiv ( Niive dry heat — sterilizer )

v’ Hassas Terazi ( KERN ABJ)

v Jel Elektroforez Sistemi ve Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD )

v Jel Goriintiileme Sistemi (Bio- RAD ChemiDoc MP )

v' LC-MS -MS ( SEM Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS)
v Masa iistii 1s1tic1 ( Bio TDB-100 BIOSAN)

v Masa iistii santrifiij ( Thermo Scientific MICROCL 17 Centrifuge
v’ Otoklav ( Niive — steamart )

v’ Otomatik Mikropipetler (Thermo Scientific)

v Spin ( Combi-spin FVL -2400N BIOSAN)
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v Termal Dongii Cihazlar1 (PZR) (BIO-RAD ve BIO-ER)
v Vortex (VWR VV3)

v Sogutmali santrifiij ( Hettich UNIVERSAL 30RF)

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

v" Agaroz , Invitrogen (ABD)

v Nusieve Agaroz, Prona (E.U)

v' Asetik Asit

v Brom Fenol Mavisi, Sigma (ABD)

v dNTP set MBI, Fermentas (Litvanya)

v EDTA, Sigma (ABD)

v’ Etidiyum Bromid, Sigma (ABD)

v' Etanol (%99), Merck (Almanya)

v' Isopropanol

v 100 b¢ DNA belirteg, MBI Fermentas (Litvanya)
v Roche High Pure PCR Template Preparation Kit
v Steril distile su ( Mustafa Nevzat, Tiirkiye )

v’ Tris-Base ( Sigma — Aldrich, ABD)

v Tag DNA Polimeraz enzim ve Buffer seti, (Fermentas , Litvanya)



3.1.3. Kullanilan Primerler ve Kesim Enzimi

3.1.3.1.Primerler

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’da kullanilacak primerler IONTEK
(Turkiye) firmasi tarafindan sentezlenmistir. Primerlerin niikleotid dizileri Tablo 1°de
gosterilmigtir.  Liyofilize olarak bulunan primer tiipleri i¢ine 100pmol’liikk
konsantrasyon elde etmek i¢in gerekli miktarda Tris-EDTA ilave edilmistir. 100
pmol’liikk ana stoktan PZR’de kullanilmak {izere PZR grade H,O ile diliie edilerek

10pmol’liik ara stoklar hazirlanmig ve -20°C’de dondurulmustur.

Tablo 1. GC geninde rs2282679 polimorfik bolgesinin ¢ogaltilmasi igin

kullanilan primerler

Uriin
Primer Bolge Primer Dizisi Tm(C®) | Boyu
(bo)

VitD F1 | Intronl2 AGCAAATCTCTGTCTCTTAATTATCTCATA | 59.70 169

VitD R1 TGTGCTGGGTGTGATTCTGG 60.25

VitD F2 | Intronl2 CAGCAAATCTCTGTCTCTTAATTATCTTATA | 58.09 169

Vit D R2 TGTGCTGGGTGTGATTCTGG 60.25

3.1.3.2.Enzimler

GC geni 152282679 polimorfik bolgesi Psil enzimi ile kesilmistir. Psil enzimi ile
ilgili bilgiler Tablo 2 ¢ de verilmistir.
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Tablo 2. Restriksiyon enzimi ve kesim bolgesi

Enzim Dizi Kesim Bolgesi Kesim tipi

Psil TTATAA Kiit ug
T T

Enzimin tanidig1 bolge: cagcaaatctctgtctcttaattatcttataaageca Psil ile kesim var

cagcaaatctctgtctcttaattatcttatacagcca Psil ile kesim yok.

3.1.4. Kullanilan Cozeltiler

Deneylerde kullanilan ¢ozeltiler asagida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

3.14.1.PZR

10X Reaksiyon Tamponu

500mM Tris HCI (pH:8.8), 160mM(NH4)2S04, 1.5mM KCI igeren reaksiyon
tamponu Fermentas(Litvanya) firmasindan Taq DNA Polimeraz seti ile temin

edilmistir.

10mM dNTP

Her biri 100mM olan dATP, dCTP, dTTP, dGTP soliisyonlarindan 10mM’lik
dNTP kokteyli hazirlandi. 100’er pl alinarak karigtirilmistir ve iizerine 600ul PZR
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grade H20 eklenmistir. Ana stoktan 100ul’lik ara stoklar hazirlanarak -20°C’de

saklanmistir.

PZR grade H20

Steril distile su 1000 pl olarak 1.5 mL ependorf tiiplere konulmustur.

Kullanilmak tizere -20’de saklanmustir.

3.1.4.2.Agaroz Jel Elektroforezi

10X TAE (1 Litre)

54 g Tris Baz

27 g Asetik Asit

20 ml 0.5 M EDTA(pH:8)

Bir miktar su ile ¢oziildiikten sonra, 1litre su ile tamamlanmustir.

Yiikleme Boyas1 6X

%0.25 Bromfenol mavisi

%0.25 Ksilen siyanol FF

%30 (h/h) Gliserol
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3.2. Yontem
3.2.1.  Ornek Secimi

Calisma bir kohort analizidir. Calismaya Subat — Haziran 2014 tarihleri
arasinda Marmara Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Kardiyoloji
Poliklinigi’ne basvuran ve Acibadem Universitesi etik kurulunca onaylanmis
aydinlatilmis onam formunu imzalayarak calismaya goniillii olarak katilan
postmenopozal kadinlar katilmislardir (n=100). Post-menopoz tanimi, en az bir
senedir adet gormeme ve doktor tarafindan menopoz teshisi almis olmak olarak

yapilmustir.

Calisma grubuna dahil olma kriterleri;

Aydimlatilmis onam1 imzalayan ve calismaya katilmay1 goniilliilik esasina gore
kabul eden kisiler;

Menopoza girmis olmak (en az 1 senedir adet gormeme)

D vitamini takviyesi almamak

Calisma grubundan dislanma kriterleri;

. Serum D vitamini seviyelerini diisiiren herhangi bir hastaligi bulunan ve ilag
kullanan kisiler;

Megaloblastik anemi

Tiroid ve paratiroid hastaligi bulunan kisiler

Kanser kemoterapi tedavisi gorenler

Karaciger fonksiyon bozukluguna sebep olan karaciger hastalig

Bobrek hastaligi

Yaygin deri hastalig

Asirt stres/ depresyon

Malabsorbsiyon/ malnutrisyon

© 0o N o g Bk~ wDhPE

Akut/kronik enfeksiyon

10. Kronik enflamasyon
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11. Yiiksek doz statin tedavisi alanlar

12. Sik1 vegan diyeti uygulayanlar

D vitamini seviyelerini diigiiren bilinen herhangi bir mutasyonu bulunan
kisiler
o D vitamini takviyesi alan kisiler
J Deri hastalig1 olan kisiler
. Bilinen kalitsal hastalig1 olan kisiler
o Aydimlatilmis onam formunu imzalamayarak calismaya katilmay1 reddeden
kisiler
Katilimcilarin demografik bilgileri ve aile hikayeleri sorgulanmistir. Kilo ve
boy Ol¢limleri yapilmistir. Katilimeilarin ulasabildigimiz kismina kemik yogunluk

Olciimleri Radyoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmstir.

D vitamini Slgtimleri ig¢in kirmizi kapakli jelli tiipe Scc kan alinmistir. Gc

1rs2282679 6l¢iimleri i¢in de 2 cc mor kapakli EDTA’1 tiipe kan alinmistir.

3.2.2. Kanmn Saklanmasi ve Serum Elde Edilmesi

Calisma grubu kriterlerine uyan kisilerden alinan kan 6rnekleri D vitamini
diizeyi 6l¢ciimleri i¢in ve genetik Ol¢limleri i¢in farkli kosullarda saklanmistir. Alinan
kan oOrnekleri D vitamini Ol¢iimleri i¢in kirmizi kapakli tiiplere (5cc), genetik

Olctimler i¢in mor kapaklt EDTA’l1 tiiplere (2cc) alinmistr.

D vitamini diizeyi biyokimyasal &l¢imleri i¢in oncelikle kan oOrneklerinden
serum elde edilmistir. Kan 6rnekleri bulunan kirmizi kapakli tiipler periferik venden
kan alinmasini takiben bir saat i¢inde 3000 rpm’ de 6 dakika santrifiij yapilarak serum
kismi1 elde edilmistir. Serum ependorf tiiplere aktarilmis ve kalan pellet kismi

atilmistir. Elde edilen serumlar -80°C’ de saklanmustir.

Genetik analizleri i¢in alinan EDTA’l1 mor kapakli tiipteki kan 6rnekleri -20°C’

de saklanmustir.
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3.2.3. Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)
kullanilmistir. Burada amag¢ Proteinaz K varliginda 1siyla hiicrenin pargalanmasi,
niikleik asitlerin selektif olarak filtreli tiiplerdeki fiberlere baglanmasi, ardisik spin ve
yikamalardan sonra polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR) inhibe edecek iiriinleri
uzaklastirip, en sonunda eklenen diisiik miktarda tuz igeren c¢ozeltiyle DNA’nin

filtreden ayrilarak yiiksek saflikta elde edilmesidir.
DNA izolasyonu basamaklari soyle gergeklestirilmistir:

2ml EDTA’lL tiipteki periferik kan oda sicakliginda ¢ozdiiriiliip, 200uL’si
1.5ml’lik ependorf tiipe aktarilmistir, 200ul binding buffer, 40ul Proteinaz K
eklenmistir. Vortekslenen ornekler 70°C’a 1sitilan 1s1 blogunda 10 dakika
bekletilmistir. Bu siire sonunda ependorf tiipiine isopropanol ilave edilmistir ve
vortekslenmistir. Ependorf tlipindeki tiim igerik i¢ ige gegen filtreli ve toplama
tiiplerine aktarilmistir. Bu tlipler 8g’de 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda
toplama tiipleri atilmistir ve filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarilmistir.
Inhibitor uzaklastirict tampon ile bir kez ve yikama soliisyonlart ile iki kez yikanarak
santrifiijlenip yeni tiipe alinan filtreli tiipler en son 17g de santrifiijlenerek son olarak
deneyin basinda 70°C’ye 1sitilan, tuz konsantarasyonu igeren Eliisyon tamponu
eklenerek santrifiijlenmistir. Elde edilen DNA 1.5ml’lik ependorf tiiplerine

aktarilmustir. fleriki ¢alismalar i¢in -20°C’de saklanmustir.

3.2.4. PZR Kosullan ve Bilesenleri

PZR, DNA ‘ nin belli bir bolgesinin laboratuar kosularinda enzimatik olarak
cogaltilmasidir. Denatiirasyon, Primer baglanmast ve DNA sentezi olarak
adlandirilan ii¢ basamaktan olusur. Ilk olarak 94-96°C’ yiiksek 1s1 DNA cift
zincirinin birbirinden ayrilmasini saglanir. Iki zincir birbirinden ayrildiktan sonra

tasarlanan primerlerin DNA zincirinde kendilerine komplemanter bolge ile eslesmesi
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saglanir. Bu islem sirasindaki 1s1 denatiirasyon 1sisindan diisiik ve primerlerin G/C
oranina gore belirlenen Tm (erime) dereceleri ile uyumluluk gostermelidir. Genellikle
son asamada, 72 °C’de Taq polimeraz yardimi ile dNTP’ler yeni olusan zincire
eklenerek DNA zincirinde uzatma saglanir. Uzatma asamasinin siiresi Kullanilan
polimerazin cinsine ve g¢ogaltilacak DNA bolgesinin uzunluguna gore degisiklik
gostermektedir. Bu ii¢ asamanin tekrarlanarak DNA miktar1 teorik olarak iki katina
ctkmaktadir. Olusan iiriin miktari, baslangigtaki DNA konsantrasyonu ve dongi

sayisina bagli olarak artis gosterir.

Calismamizda VDBP (Gc) geninin 12. intronunda bulunan ve vitamin D
seviyeleri ile iligkilendirilen bdlge c¢ogaltilmistir. Rs2282679 polimorfik bolgesinin
RFLP ile tayini icin PZR ile amplifiye olmasi istenen bolge nested PZR yontemi ile
cogaltilmistir. Bunun i¢in hazirlanan primerde 6nce bir niikleotid degistirilmis, daha
sonra bir dnceki PZR {iriinii kullanilarak yapilan PZR’de ikinci primerde tekrar bir
niikleotid degistirilerek enzim kesimine uygun hale getirilmistir. Primer tasarimlari
yayinlardan alinmamus, primer- blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) programi kullanilarak tasarlanmistir. Primer dizileri Tablo 1’de verilmistir.
PZR’de baglanma sicakliklar1 primerlerin Tm derecelerine gore ayarlanmistir. PZR

bilesenleri Tablo 3’de ve PZR kosullar1 Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 3. PZR bilesenleri

Bilesenler (uL) Intron 12 GC 1. Déngii | Intron 12 GC 2. Déngii
(1X) (1X)

dH,O (hacmi 50 pul’ye

0 Y 31.6 35.6

tamamlamak i¢in)

Taq Buffer (10X) 5 5

MgCl;, (25mM) 5 5

dNTP (10mM) 1 1
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Primer F(10pmol) 1 1

Primer R (10pmol) 1 1

Taq Polimeraz (5U/uL) 0.4 0.4

Genomik DNA 5 -

1.Dongii PZR iiriinii - 1

Tablo 4. PZR kosullar

Intron 12 GC 1. Déngii Intron 12 GC 2. Déngii

95 °C 1dk 95 °C 1dk

94 °C 30sn | 94 °C 30sn |

57.3°C 1dk |35siklus 57.3°C 1dk | 35siklus

72 °C 30sn 72 °C 30sn
D »

72 °C 5dk 72 C 5dk

4°C 0 4 °C o0

3.2.5. Agoroz Jel Elektroforezi

Jel elektroforezinde elektrik akimi altinda jele ytliklenen molekiiller yiik, bigim

ve biiyiikliikklerine gore ayrisirlar. Por caplari agaroz konsantrasyonu degistirilerek
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ayarlanabilir. Yiriitilmek istenen DNA uzunlugu agaroz konsantrasyonu ile ters

orantilidir.

Calismamizda PZR ile amplifiye edilen her iiriin Agaroz jel elektroforezi ile
gozlemlenmistir. Amplifiye edilen lriinlerin uzunluklarin1 belirlemek igin %2’lik,
kesim sonuglarin1 gozlemek igin %3’lik jel hazirlanmistir. Agaroz 1X TAE
tamponunda tamamen ¢oziiliip homojen bir goriintii elde edilinceye kadar mikrodalga
firinda kaynatilmis, ¢eker ocakta 60°C’ye sogutularak DNA’nin jelde goriiniir hale
gecmesini saglayan Etidium Bromiir (son konsantrayon 30-50 ng/ml olacak sekilde)
eklenerek karistirilmis ve taraklari hazirlanmis jel tepsisine dokiilerek 30 dakika

sogumasi beklenmistir.

Soguma islemi bittikten sonra taraklar ¢ikarilds, tepsi ile birlikte icinde 1X TAE

bulunan jel tankina yiiklenmistir.

Ornekler agaroz jele ticari olarak temin edilen bromfenol mavi yiikleme boyas1
(6rneklerin  1/5 hacminde) kullanilarak yiikklenmis ve 120V’da 60 dakika
yiiriitiilmiistiir. Uriin boylarinin belirlenebilmesi igin drneklerle birlikte 100b¢ DNA
belirteci (ladder) ilk kuyuya eklenmistir. Sonuglar UV transiliiminatérde (Chemi Doc
MP BIO-RAD) gozlenmistir. Parlak bantlar pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir.

Bant olusmayan 6rnekler i¢in PZR islemi tekrarlanmistir.

3.2.6. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Tayini

Restriksiyon enzimleri (RE) bakteri kokenli olup, ¢ift iplik¢ikli DNA’da belli
bolgeyi taniy1p kesim yaparlar. Genom iizerinde belli bolgelerde DNA dizisi bireyler
aras1 tek niikleotid diizeyinde farklilik gosterir (tek niikleotid polimorfizmi-SNP). Tek
niikleotid polimorfizmleri resktriksiyon enzimlerinin tanima bolgelerini degistirebilir
ya da bastan tanima bolgesi yaratabilir. Bu durumda restriksiyon fragman
biiyiikliikleri bu bolge igin farklilik gosterebilir. DNA’nin bu enzimlerden bir veya

birka¢1 ile kesime tabi tutulduktan sonra jel elektroforezine tabi tutularak
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goriintiilenmesi, olusan DNA bantlarinin yeri ve sayisinin kiyaslanmasi ile DNA’daki
varyasyonun (polimorfizmin) saptanmasma restriksiyon fragman uzunluk

polimorfizm (restriction fragment length polymorphism- RFLP) ad1 verilmektedir.

Caligmamizda GC geni {izerinde nested PZR sonrasi yapilan Psil kesimi tanima
bolgesi Tablo 2°de gosterilmistir. Polimorfik bolgenin kesim enzimi ile tayini igin

NEB Cutter Programu (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) kullanilmistir.

Enzimin tanidigi bolge: cagcaaatctctgtctcLaattatcttataaagCca Psil ile kesim

beklenmis

cagcaaatctctgtctcttaattatcttatacagcca Psil ile  kesim

beklenmemistir.

DNA dizisinde polimorfik bolgede kesim beklenmemis, yabanil tip aleli
enzimin kesmesi beklenmisti. DNA dizisinde eger kesim olursa (wild tip
homozigot) 29 ve 140 bg’lik iki parga goriilmesi, kesim olmazsa, yani mutant alelin
169 be’lik tek par¢a (ikinci dongii PZR friiniiniin) olarak goriilmesi beklenmistir.

169, 140 ve 29 parga olarak goriinen {i¢ bant heterozigot form olarak beklenmistir.
Agaroz jel elektroforezinde
AA: Wild tip homozigot: 29 ve 140 bg’lik iki bant goriilmesi beklenmistir.
CC: Mutant homozigot: 169 bg’lik tek bant goriilmesi beklenmistir.

AC: Heterozigot: 169, 140, 29 {i¢ bant goriilmesi beklenmistir.
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Tablo 5. Kesim Bilesenleri

Per iiriinii kesim cozeltisi | (uL)

(1X)

dH,O (hacmi 30 ul’ye

11.9
tamamlamak igin)
Tango Buffer (10X) 3
Psi | 0.1

Kesim igin 15uLl’lik kesim g¢ozeltisi lizerine 15uL 2. dongii PZR iiriini
eklenmistir. Kesim 37°C’de 16 saatte gergeklesmistir. Enzim kesimi sonuglar1 %3 ’liik

agaroz jelde 120 V, 70 dakika ytirtitiilerek gozlenmistir.

3.2.7. D vitamini 6l¢iimii

D vitamini seviyeleri biyokimyasal Ol¢iimleri LC-MS/MS yontemi ile

gerceklestirilmistir.

LC-MS/MS D vitamini 6l¢timiinde gold-standart olarak kabul edilmektedir. Sivi
Kromotografisi /Kiitle/ Kiitle (LC-MS/MS) tekniginde; UPLC cihaz1 sayesinde
fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayrilan 6rnek molekiiller kiitle dedektorii ile analiz
edilmektedir. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiiklii iyonize
molekiiller haline doéniistiirtirler. Birinci quadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina
gore ayrilan molekiiller collision gaz adi verilen yiiksek saflikta 6zel bir gaz ile

pargalanmaya tabi tutulmaktadir. Ikinci quadrupol filtrede par¢alanma sonucu olusan
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iyonlarin (daughter veya production) {izerinden teshis ve miktar tayini yapilmaktadir.
Ayn1 m/z oranina sahip pek ¢ok molekiiliin mevcut olmasina karsin ayni1 parcalanma
iyonlarina sahip molekiil sayisi dogada 1/10000 diir. Bu nedenle LC-MS/MS ¢ok
disiik konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin yapilabilmesini miimkiin

kilmaktadir. Ayrica sonuglarin dogrulanmasina da gerek duyulmamaktadir.

HPLC ile kiyasla daha az miktar 6rnek kullanilmasi (0.25 ml) ve 6l¢iimiin daha
hizli olmasi bu yontemi, tercih edilir kilmaktadir. Ayn1 zamanda 25(OH)D2 ve
25(0OH)D3’tin ayr1 ayr1 Olgiilmesi replasman tedavisi alanlarda ve fayda
gormeyenlerde 25(OH)D2 seviyesi diisiikse malabsorbsiyon, yiiksekse vitamin D
resistansin1 - gosterebilmektedir. Yani disaridan alinan D vitamini ile viicutta

sentezlenen D vitaminin ayrimin1 yapmaktadir.
D vitamini biyokimyasal ol¢limleri asagida anlatildig1 sekilde yapilmustir:

e -20 derecede bekleyen serumlar oda sicakliginda 4 saat ¢oziinmeye birakildi.
Ependorf tiipteki serumlar sekonder tiiplere aktarilmistir.

e Tiplere alman serumlar otomatik numune hazirlayict (Biomex NXP )’e
yiiklendi. Bu cihazda sirasiyla numunelerden 100 mikrolitre alinip 1 mililitrelik
kuyucuklara yerlestirilmistir (deep well plate/ polipropilen). Bu kuyucuklarda
¢oktiirme islemi yapilmistir.

e Orneklerin iizerine 50 mikrolitre su, 500 mikrolitre ¢oktiirme reaktifi eklenmistir.
Coktiirme reaktifi proteinleri ¢oktiirmek icin kullanilmistir. Boylece proteinler ve
vitamin D3 ayrilmistir. Bu cihazda ¢oktiirme islemi yapildiktan sonra numuneler
santrifiijje alinmistir.

e Numuneler 4000 rpm' de 3 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant
kismi1 alinip 350 mikrolitrelik well plate’e aktarilmistir. (96 numunelik ).

e Hazirlanan oOrnekler aliiminyum folyo ile kapatildi. LC-MS-MS de olgiim
gerceklestirilmistir.
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3.2.8. Kemik Mineral Yogunlugu (KMY) Ol¢iimii ve Yorumlanmasi

Dual X-Ray Absorbsiometry (DXA) ile KMY o6l¢timii yapilmistir. KMY 6lgtimii
yapilacak bolgeler :

Santral: Femur boynu, L1-L4 vertebralar (anteroposterior)
Periferik: On kol (ciddi obezite, hiperparatirodizm, kalga-vertebradan 6l¢iim
yapilamayan durumlar) olarak siniflandirilmistir.
Uluslararast osteoporoz tanimi yukaridaki alanlardaki KMY’e 0l¢iim
sonuglarina gore yapilmistir. Diger alanlardan (topuk vb) yapilan oOlgiimlerin

osteoporoz tanisinda yeri yoktur.

Femur Ol¢iimleri yorumlanirken femur total ve femur boynu dikkate alinmali,
vertebra dl¢timleri yorumlanirken total (L1-L4) veya en az iki vertebra kullanilmali,

tek vertebraya gore tan1 konulmamalidir.

DXA ile taranan kemik alanina diigen mineral yogunlugu (KMY)) dl¢iilmektedir
(g/cm2).Fakat DXA sonuglari osteoporoz agisinda yorumlanirken KMY degil, T ve Z
skorlar1 kullanilir. T skoru, hastanin KMY Ol¢limlerinin ayni cinsiyetteki geng
eriskinlerin KMY Ol¢limleri ile kiyaslanmasidir. Bu deger KMY ortalamasinin kag

standart sapma altinda veya iistiinde oldugunun gostergesidir.

Z skoru ise hastanin KMY 6lgtimlerinin ayni cinsiyetteki ve ayni yastaki KMY
Ol¢iimlerinin ortalamasinin ka¢ standart sapma altinda veya {istiinde oldugunun
ifadesidir. Postmenapozal kadinlarda ve 50 yas iistii erkeklerde T skorlar1 esas
alinmaktadir. Z skoru ise genellikle premenapozal kadinlarda ve geng eriskinlerin ve
cocuklarin kemik yogunlugu oOlglimlerinin yorumlanmasinda kullanilir. Diinya

Saglik Orgiitii’niin T skorlarina gére KMY siniflamasi Tablo 6°da gosterilmistir.
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Tablo 6. Diinya Saglik Orgiitii T skoru degerlerine gore KMY siiflamasi

T skoru
Normal -1.0 SD ve tistii
Osteopeni (diisiik kemik kiitlesi) -1.0 SD ve -2.5 SD arasinda
Osteoporoz -2.5 SD ve alt1
Ciddi osteoporoz -2.5 SD ve alt1 + frajilite kiriklig
varligi

Calismamiza katilan postmenopozal kadinlarin KMY oOlclimleri Marmara

Universitesi Radyoloji Anabilim Dali’nda yapilmustir.
3.2.9. Istatistiksel Analiz

Veriler ¢alisma formlarina kaydedilmistir. Daha sonra bu formlardaki veriler
kantitatif degerler (sayisal) ve kalitatif (kategorik) degerler olarak ikiye ayirilarak
istatistiksel analizleri yapilmgtir. Istatistiksel degerler Windows XP isletim sistemi
ile ¢alisan bilgisayarda SPSS for Windows 18.0 (Statistical Package for the Social
Sciences Inc. , Chicago, USA) programi kullanilarak yapilmistir.

Calismadaki siiresiz degiskenler frekans ve yiizde olarak, siirekli degiskenler ise
ortalama +standart sapma olarak degerlendirilmistir. Siireksiz degiskenler ki kare testi
ille  karsilagtirilirken,  siirekli  degiskenler  icin  parametrik  degerlerin
karsilagtirilmasinda independent saples t testi, parametrik olmayan dagilim gdsteren

degerlerin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullanilmistir.

Normal dagilim gosteren veriler ortalama z+standart sapma olarak ifade
edilmistir. Normal dagilim gostermeyen veriler ortanca (medyan) (interqurtile range:

ceyrek deger genisligi) degerler olarak ifade edilmistir.
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Genetik varyasyonlarin dagilimi i¢in genotip ve alel frekanslari hesaplanmistir.
Polimorfizmin Hardy Weinberg’e uyumlulugu test edilmistir. Genotiplere gore
degerlerin dagilimi yine medyanlar esas alinarak bakilmistir. Mann-Whitney U testi

ile gruplar arasi1 farklarin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 hesaplamistir.

Kemik yogunlugu sonuglarinin dagilimi i¢in verilerin hem sayisal hem kategorik
degiskenler olarak analizi yapilmistir. Verileri kateogorik degiskenler olarak

tanimlandiginda genotip gruplari aras1 farkliliklar ki kare testi ile hesaplanmustir.

Degisik kateogorideki veri gruplarinin birbiriyle iliskileri Korelasyon testleri ile

Olclilmiistiir.

P degeri 0.05’den kiiciikse sonuglar istatistiksel olarak anlamli olarak kabul

edilmistir.

4. BULGULAR

4.1. PZR Sonuclari
4.1.1. Birinci Dongii PZR:

Calismaya katilan 100 kisiden alinan periferik kan orneklerinden DNA izole
edilmesini, takiben GC (VDBP) Geninin Intron 12 bélgesinde rs2282679 polimorfik
bolgesi PZR ile amplifiye edilmistir. PZR sonucu, %3 ‘lik Agaroz Jelde 120 V’da 70
dakika yiiriitiilmesini takiben 169 bg ‘lik {iriin gézlenmistir.
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Sekil 4: Birinci dongii PZR sonuglarinin %3’lik agaroz jelde gortiniimii. 100bg
belirte¢ (ladder) en solda goriinmektedir, 1.1, 1.2, 1.3, 1.5 6rneklerinde169b¢’lik iiriin
gozlenmistir. 1.4’te sonu¢ ¢ikmamis sonraki deneylerde tekrarlanmistir. NC: negatif

kontrol

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
D’'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use
bp Nnw/0.5 png Y bp
1000 a5.0 a0
/. 90D 50 9.0 1000
oL - B0 5.0 2.0 2:)1‘1
= 700 45,0 1,0 00
= — 800 450 9.0 700
i 500 1160 23.0 60D
@' A00) 40,0 8.0
= 300 40,0 8.0 500
<
=1 — 200 40,0 8.0 400
oy
% 100 400 8.0 -
=
-~
= 200
0.5 pglans, 8 om length g,
1XTBE, 5 Vom, 1 h -
5
-
=
@2
= — 100
b
0.5 padans, 20 om length gsl,
1X TAE, 8 VWem, 3 h

Sekil 5 : PZR ig¢in kullanilan 100 b¢ marker
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4.1.2. ikinci Dongii PZR:

fIk déngiiniin PZR iiriinlerinden 1 ul alinarak 49 ul PZR karisimu ile birlikte
toplam 50 pl ikinci dongii PZR gergeklestirildi. Elde edilen PZR iiriinlerinden 15 pl
alinarak yiikleme boyasi ile birlikte toplam 18ul 2°lik Agaroz Jele yiiklendi. 120 V’da
60 dakika sonucu 169 b¢’lik tiriin gézlendi (Sekil 7).

marker 21 22

Sekil 6 : Ilk dongii PZR iiriinlerinden yapilan ikinci déndii PZR iiriinlerinin
%3’lik agaroz jelde goriintiilenmesi. Marker olarak 100bp ladder kullanilmustir.
PZR’de 169 b¢’lik iriin  gozlenmistir. En son kuyuda negatif kontrol (-)

gorilmektedir.

1. PZR Uriiniiniin Psil enzimi ile kesilerek RFLP Tayini Sonuglari

Gc geni rs2282679 polimorfizmi tespiti icin RFLP ydntemi kullanilarak Ikinci
dongii PZR ornekleri Aanl (Psil) restriksiyon enzimi ile kesilmistir. 37°C’de 12 saat
kesim sonucu %3’lik Agaroz’da 120 V’da 70 dakika sonucu DNA dizisinde
polimorfik bolgede kesim beklenmemis, yabanil tip aleli enzimin kesmesi

beklenmistir. DNA dizisinde yabanil homozigot 29 ve 140 bg’lik 2 bant olarak,
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kesim olmazsa, yani mutant alelin 169 bg’lik tek parga (ikinci dongii PZR iiriiniiniin)
olarak goriilmiistiir. 169, 140 ve 29 parga olarak gorlinen {ic bant heterozigot

genotiptir.

Agaroz jel elektroforezinde

AA: Wild tip homozigot: 29 ve 140 bg’lik iki bant.

CC: Mutant homozigot: 169 bg’lik tek bant

AC: Heterozigot: 169, 140, 29 ii¢ bant

Marker K11 K14 K20 K49 K50

Sekil 7 : GC geni rs2282679 polimorfik bdlgesinin RFLP tayininde Psil enzimi
ile kesim sonuglari. Enzim kesimi gergeklestirilen olarak 100 bp’lik ladder
kullanilmistir. K11 yabanil homozigot, K14 ve K49 heterozigot, K20 ve K50

homozigot mutant olarak gézlenmistir.
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2. D Vitamini Ol¢iimii Sonuclar:

D vitamini Olglimii i¢in 6 farklt konsantrasyonda 25(OH)D3 kullanilarak
kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Standart egride korelasyon katsayis1 (R2) 0.9972
olarak hesaplanmigtir. Standart egri orijinden gegmeye zorlanmistir. Kalibrasyon
egrisi olusturulurken ayni zamanda iki tane farkli konsantrasyon seviyesinde kalite

kontrol 6rnekleri 6l¢tilmiistiir (Sekil 9).

+ MRM (401.3 -=> 383.3) Sample101.d
x10 2 0.810 min.
2.25—
27
1.754
1.5
1.254
1 —
0.754
0.5
0.25

Counts

T T
0.7 0.8 0.9
Acquisition Time (min)

Sekil 8. 6 farkli konsantrasyon egrisi ile hazirlanmig 25-OH Vitamin D3

kalibrasyon egrisi

Ik kuadropolden gegtiginde en yiiksek tepe noktas: almmustir (401.3), ikinci
kuadropol, en biiylik par¢anin tepe noktasina gore ayarlanmis (383.3) ve ona gore
ticgen olusturulmustur (Sekil 10). Her 6rnek igin sekil 10°da goriilen kromatogram
tizerinden D vitamini seviyesi Olciimi {liggen ile belirtilen tarali alana gore

hesaplanmistir.

+ MRM (401.3 -> 383.3) Sample104.d
g x10 2 *0.800 min.
=
S 14
(&)

0.9+

0.8+

0.7+

0.6+

0.5+

0.4+

T T T
0.7 0.8 0.9
Acquisition Time (min)
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Sekil 9. 401.3-383.3 gecisinde 4 numarali 6rnek i¢in kromatogram

3. Kemik Yogunlugu Ol¢iimii Sonuclar

Tablo 7 : Kemik yogunlugu 6l¢timii sonuglari

) Femur Toplam
ORNEKLER | AP Spine T-SKOR (L1-L4) |Femur Boyun T- SKOR |T-SKOR

-0.3

001. -1.3 OSTEOPENIK -0.9 NORMAL NORMAL
-1.7

003. -1.0 OSTEOPENIK -2.2 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
0.5

004. -3.3 OSTEOPOROTIK -0.2 NORMAL NORMAL
0.2

005. -1.7 OSTEOPENIK 0.2 NORMAL NORMAL
-0.1

006. -1.3 OSTEOPENIK -0.6 NORMAL NORMAL
-0.2

007. -1.3 OSTEOPENIK -0.7 NORMAL NORMAL
-1.8

0009. -1.9 OSTEOPENIK -2.0 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
0.9

010. 0.2 NORMAL -0.2 NORMAL NORMAL
-0.9

011. -1.5 OSTEOPENIK -1.6 OSTEOPENIK | NORMAL
0.9

012. 1.4 NORMAL 1.8 NORMAL NORMAL
-0.5

013. -1.7 OSTEOPENIK -0.5 NORMAL NORMAL
1.9

015. -0.8 NORMAL 0.3 NORMAL NORMAL
-0.4

016. 2.5 NORMAL 0.1 NORMAL NORMAL
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-0.2

017. -1.1 OSTEOPENIK 0.0 NORMAL NORMAL
1.4
NORMAL
018. 0.2 NORMAL 0.5 NORMAL
-1.0
020. -1.0 OSTEOPENIK -1.3 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
-1.4
021. -1.9 OSTEOPENIK -1.7 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
0.7
022. -1.2 OSTEOPENIK -0.2 NORMAL NORMAL
-0.1
023. 0.2 NORMAL -0.3 NORMAL NORMAL
-0.3
025. -1.0 0STEOPENIK -0.5 NORMAL NORMAL
3.0
026. 3.5 NORMAL 2.4 NORMAL NORMAL
0.7
027. -0.6 NORMAL 0.7 NORMAL NORMAL
1.1
029. -0.9 NORMAL -1.1 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
1.4
030. -1.0 OSTEOPENIK 0.1 NORMAL NORMAL
0.3
033. 0.3 NORMAL -0.9 NORMAL NORMAL
. -0.9
034. -1.5 OSTEOPENIK -1.5 OSTEOPENIK | NORMAL
0.4
041. -0.1 NORMAL 0.2 NORMAL NORMAL
-1.8
043. -1.9 OSTEOPENIK -1.3 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
0.7
045. 1.4 NORMAL 0.6 NORMAL NORMAL
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-0.9

047. -2.3 OSTEOPENIK -1.1 OSTEOPENIK | NORMAL
-0.4

048. -1.5 OSTEOPENIK -1.0 OSTEOPENIK | NORMAL
1.4

050. 1.7 NORMAL 1.7 NORMAL NORMAL
0.7

051. -1.7 OSTEOPENIK -0.6 NORMAL NORMAL
-2.0

052. -1.9 OSTEOPENIK -2.6 OSTEOPOROTIK OSTEOPENIK
-0.5

057. -2.4 OSTEOPENIK -0.8 NORMAL NORMAL
0.8

058. -1.2 OSTEOPENIK -0.7 NORMAL NORMAL
-0.5

074. -0.7 NORMAL -1.2 OSTEOPENIK | NORMAL
-1.2

079. -0.9 NORMAL -1.6 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
0.6

081. 1.9 NORMAL 0.2 NORMAL NORMAL
-1.6

082. -1.0 OSTEOPENIK -2.6 OSTEOPOROTIK OSTEOPENIK
1.0

085. 0.6 NORMAL -0.3 NORMAL NORMAL
-1.0

086. -0.9 NORMAL -1.4 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK
2.6

087. -3.4 OSTEOPOROTIK |[-3.0 OSTEOPOROTIK OSTEOPOROTIK
-0.9

089. -2.0 OSTEOPENIK -0.9 NORMAL NORMAL
1.6

090. 0.7 NORMAL 1.6 NORMAL NORMAL

091. -2.4 OSTEOPENIK -0.4 NORMAL
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1.1
093. 0.6 NORMAL 0.6 NORMAL NORMAL
1.9
095. 0.9 NORMAL 0.4 NORMAL NORMAL
-0.7
096. -0.7 NORMAL -0.4 NORMAL NORMAL
1.5
097. 2.4 NORMAL 1.6 NORMAL NORMAL
0.7
098. -0.1 NORMAL 0.6 NORMAL NORMAL
-1.6
100. -0.1 NORMAL -2.0 OSTEOPENIK | OSTEOPENIK

4.3. Calismanin Istatistiksel Degerlendirilmesi

4.3.1. Katihmeilarin demografik bilgileri

Katilimcilarin boy ve kilo sonuglart normal dagilmistir. Bu yiizden sonuglar

ortalama (medyan) degerleri olarak verilmistir. Ancak VKI, D vitamin degerleri ve

yaslart normal dagilim géstermedigi igin ortanca deger kullanilmistir.

Tablo 8: Katilimcilarin demografik bilgileri

Ortalama(+ SD) veya Ortanca (IR)
Boy (cm) 157 (£7)
Kilo (kg) 77 (£15)
VKIi (kg/m2) 29.14 (10)
Yas 58 (12)
Vitamin D (mg/dl) 9 (13)
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4.3.2. Katihmeilarin Genotipik Ozellikleri

100 katilimcidan 88 tanesinin DNA’s1 izole edilmis, 74 liniin genotiplendirmesi

yapilmustir.

Tablo 9 : Katilimcilarin Genotip ve alel frekanslar

AA AC CcC
Genotip Frekansi 0.14(10) 0.67 (50) 0.19 (14)
A C
Alel Frekansi 0.47 0.53

4.3.3.Vitamin D ve VKI Degerlerinin Genotipe Gore Dagilhim

Tablo 10: Vitamin D ve VKI degerlerinin genotipe gore dagilimi

AA AC CC P
Vitamin D 18.3 9.26 8.61 0.075
VKI 29.00 28.27 28.44 0.630

Genotip gruplar arast Vitamin D diizeyleri farki Mann Whitney U testi ile

bakilmis ve anlamli fark goriilmemistir. VKI genotip gruplari arasinda anlamli fark

gostermemistir.
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4.3.4. Kemik Yogunlugu Olciimleri Sonuclarimin Dagilim

Kemik Yogunlugu Sonuglar1 degerlerine gére normal, osteopenik ve osteoporotik

olarak kategorize edilmis ve her {i¢ bolge (AP spine, femur boyun ve femur toplam)

ki kare testiyle korele edilmis ancak gruplar arasi fark bulunmamistir (p=0.383).

Kemik yogunlugu sonuglari BMD (g/cm2) olarak sayisal degerleri ile analizi

yapilmigtir. Olgiim sonuglart normal dagilim gostermistir. Kemik yogunlugunu

gosteren degerlerin ortalamalar1 apspine (L1-L4 omurga) : 1.057 (£0.19), femur
boyun: 0.886(%0.15), femur toplam: 0.970 (£0.14) olarak bulunmustur.

4.3.5. Vitamin D Degerlerinin Kemik Yogunlugu Ol¢iimleriyle Korelasyonu

Vitamin D degerleri kemik yogunlugu o&lglimleriyle non parametrik Kruskal

Wallis testiyle korelasyon analizi yapilmig ve anlamli bir iligki gosterilememistir.

Tablo 11: Vitamin D degerlenin kemik yogunlugu dl¢iimleriyle korelasyonu

Kemik Yogunlugu 6l¢iim bolgesi R P
AP spine -0.172 0.218
Femur Boyun -0.166 0.453
Femur Toplam -0.236 0.099

r: korelasyon katsayisi, p<0.05 is istatistiksel olarak anlamli

4.3.6. Kemik yogunlugu, vitamin D Degerleri ve Genotip Iliskisi

Pearson korelasyon testiyle kemik yogunlugu dlgimleri, vitamin D degerleri ve

genotip iliskisi arastirilmis ve yabanil homozigot tip genotipe sahip kisilerde (AA)
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vitamin D diizeyleri, polimorfik bireylere gore (AC+CC) anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (22+19 vs 13£11, p=0.042). Ancak kemik yogunlugu oOl¢iim bdlge

degerleri ile rs2282679 polmorfizmi arasinda anlaml bir iliski gosterilememistir.

Tablo 12 : Kemik yogunlugu, vitamin D Degetleri ve Genotip Iliskisi

AL

CC

Yabanil tip (AA) | Polimorfik tip
(AC;CC) P

APSpine 1.1+0.3 1.0+£0.2 0.082

Femur 0.9+0.2 0.9+0.2 0.458
boyun

Femur 1.0+0.2 0.9+0.1 0.697
toplam

Vit D 22+19 13+11 0.04

Vitamin D

20

18

16 |

14

12

101 mVitamin D

8 1

6 1

4

2

ﬂ 1

Sekil 10 : Vitamin D seviyelerinin Genotipe gore dagilimi. AA-CC aras1 fark p=

0.025, AA-AC farki p=0.083
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5. TARTISMA VE GELECEK PLANI

5.1. Tartisma

Calismaya goniilliiliik esasina dayanarak katilan 100 post menopozal kadinin
demografik bilgilerinin istatistiksel analizi sonucu ortalama boy 157 cm (£7) ve
ortalama viicut agirligi 77 kg (£15) olarak bulunmustur. Katilimcilarin yaslari normal
degilim gdstermedigi i¢in ortanca deger alinmustir (58 (IR:12)). VKI degerleri normal
dagilim géstermedigi igin ortanca degerleri alinmigtir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO)
kilavuzlarinda VKI: 25-29 kg/m2 aras: kisiler fazla kilolu, 30-34.9 kg/m2 kisiler obez
olarak tanimlanmaktadir (27). Calisma popiilasyonumuzun verileri gostermektedir ki
VKI degerleri WHO kilavuzlaria gore preobez-obez 29.14 (IR:10) klasifikasyonuna
girmektedir. Bu da bize bu popiilasyonunun metabolik sendrom i¢in risk tasidigini
gostermektedir (27). Ancak ¢alismamizda VKI ve Vitamin D degerleri arasinda

anlaml bir iligki gosterilememistir.

Calismaya katilan kadinlarda vitamin seviyeleri normal degerlerin ¢ok altinda
bulunmustur. D vitamininin normal degerleri 30-55 ng/ml olarak bilinirken
katilimcilarda D vitaminin ortanca degeri 9ng/ml (IR:13) olarak bulunmustur. D
vitaminin seviyelerinin bu kadar diisiik seyretmesinin sebepleri bu popiilasyonda
menopoz sonrast hizli kayip, sosyoekonomik durum, beslenme aligkanliklari, genetik
yatkinlik sorularimi akla getirmektedir. Yakin zamanli yayinlarda obezitenin vitamin
D seviyeleriyle ters orantil1 oldugu ve VKI arttikca D vitamini seviyelerinin belirgin
olarak diisiis gosterdigi rapor edilmistir. Bu yayinlarda 6zellikle menopoz sonrasi
kadinlarda vitamin D seviyelerindeki bu diisiikliigiin yiiksek kilo ile iligkili oldugu
yoniindedir (28,29). Vitamin D degerlerinin kemik yogunlugu olgiimleriyle
korelasyon analizi yapilmis ve omurga (apspine), femur boyun ve femur toplam

sonuglarinin D vitamini degerleriyle arasinda anlamli bir iliski gosterilememistir.

D vitamini seviyeleriyle iligkilendirilen VDBP 152282679 polimorfizmi segilen

popiilasyonda bakilmig, genotip gruplari arasinda anlamli fark gosterilememistir
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(p=0.075). Ancak dominans analizinde homozigot yabanil tip polimorfik grupla
karsilagtirildiginda bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.0046).

Ayrica AA-CC aras1 fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (0.025). AA-
AC genotipi arasindaki fark p=0.083 olarak bulunmustur.

Leong ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada da rs2282679 ve DBP ve serum
vitamin diizeyi arasinda giicli bir ilisgki oldugu bulunmustur. rs2282679
polimorfizminin DBP seviyelerinde diislis ile iligkili oldugu goriilmiistiir (30).
Hartman c¢alismasinin sonuglari da bizim bulgularimizi dogrular niteliktedir. D

vitamini seviyesinde rs2282679 polimorfizmine baglh olarak diislis goriilmiistiir (31).

Calisma grubunda MAF (minor alel frekansi) 0.5 olarak o6l¢iilmiistlir. Ancak
popiilasyon caligmalarinda MAF:0.2 olarak belirtilmektedir. Avrupa toplumunda
MAF:0.26, Asya toplumlarinda 0.25 ve Asya toplumlarinda 0.1 olarak belirtilmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2282679). Bu degerlere
gore bizim caligma grubumuzda riskli alel frekansi diger toplumlara gére anlamli
derecede yiliksek bulunmustur. Calismamizda genotip frekanslar1 AA: 0.14, AC: =.67
ve CC: 0.19 olarak bulunmustur, alel frekanslari A:0.47 ve C: 0.43 olarak

bulunmustur.

Calismanmin Eksik Yonleri: Calismamiz bir kohort analizidir. Marmara
Universitesi Hastanesi’ne bagvuran menopoz sonrast kadinlar goniilliiliik esasina gore
katilmiglardir. Katilimcilarin  sosyoekonomik diizeyleri, beslenme aliskanliklar
vitamin D diizeylerine etki edebilir. Vitamin D diizeyleri topluma gore ¢ok diisiik
olarak go6zlenmistir. Bu ylizden kohort calismasi olmasina ragmen homojen bir
topluluk olmamistir ve bu ¢alismadaki sonuglar toplumun genel o6zelliklerini
yansitmamaktadir. Ayni zamanda vaka sayisinin ¢ok diisiik olmasi sonuglari
etkilemis olabilir. Ancak vitamin D takviyesi kullanmayan post menopozal kadinlarin

secilmesi vaka sayisini sinirlamaktadir.
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5.2. Calismanin Gelecek Plani

Calismamizin sonucunda serum D vitamini seviyeleri ve rs2282679 arasindaki
iliski anlamli oldugu i¢in ¢alisma grubu sayisinin arttiritlmasi daha dogru sonuglar
verebilir. Bu nedenle ileride yapilacak olan genis bir kohort ¢alismasi diisiiniilmdistiir.
Bu ¢alisma grubunda vitamin D degerlerinin diisiikliigiine yol agabilecek yeni genetik
belirtegler arastirilabilir. Sonuglarda serum vitamin D seviyelerinin ¢ok diisiik
olmasima ragmen kemik dansitesinde beklenen anlamli osteoporotik degisikliklerin
goriilmemesi bize vitamin D seviyeleri ve osteoporoz iliskisini daha ayrintil

arastirma ve etkileyen faktorleri aragtirma gerekliligini diisiindiirmiistiir.
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