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ÖZET                       

D vitamini bağırsaklardan ve böbreklerden kalsiyumun emilmesini sağlayarak 

iskeletin normal gelişimi için çok önemlidir. D vitamini eksikliği osteoporoz için 

önemli risk faktörüdür. D vitamini, dolaşımda D vitamini bağlayıcı protein ( VDBP) 

ile taşınır. D vitamini bağlayıcı protein Gc geni tarafından kodlanır. Gc geni 

insanlarda 4. kromozomda 4q11-q13 bandında lokalizedir. Bu çalışma postmenopozal 

kadınlarda D Vitamini Bağlayıcı proteinini kodlayan GC geninde, vitamin D 

seviyelerini etkilemesi muhtemel bir varyant olan 12. intronda bulunan Gc 

rs2282679’ un vitamin D seviyeleri ve kemik mineral yoğunluğu ile ilişkisini 

araştırmayı hedeflemektedir. Çalışma için sağlıklı 100 menapoz sonrası kadında 

sigara ve alkol gibi risk faktörleri ve demografik bilgileri sorgulandı. Periferik venden 

alınan kanın bir kısmı vitamin D ölçümleri için serumu ayrıştırıldı, diğer kısmından 

polimorfizm analizi için DNA’sı izole edildi. Vitamin D seviyesi ölçümleri LC-MS-

MS metodu ile çalışıldı. DNA izolasyonu sonrası intron 12 bölgesi nested PZR ile 

çoğaltılarak restriksiyon uzunluk polimorfizmi ile polimorfik bölge tayin edildi. 

Kemik yoğunluğu ölçümleri için omurga ve femur bölgeleri T skorları kullanıldı. 

Çalışma grubunda Vitamin D ortanca değeri 9(13) ng/dl olarak normal değerlerin çok 

altındadır (35-50 ng/dl), Genotip frekansları AA, Ac ve CC için sırasıyla 0.14, 1.67 

ve 0.19 bulunmuştur. Vitamin D değerleri yabanıl tip ve polimorfik homozigotlarda 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark göstermiştir (p=0.025).Yine yabanıl 

homozigotlarda vitamin D değerleri polimoerfik genotipler kıyaslandığında (AA vs 

AC+CC) anlamlı derecede yüksektir (0.042). Sonuç olarak literatüre uygun olarak 

Vitamin D seviyeleri yabanıl tip genotipe sahip kişilerde polimorfik tipe kıyasla daha 

yüksektir. Kemik yoğunluğu ölçümleri yabanıl ve polimorfik tiplerde istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır.Sonuçlar daha geniş kohortlarda tekrarlanmalıdır. 

 

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

yoğunluğu 
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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 4q11-q13. 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 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

D vitamini bağırsaklardan ve böbreklerden kalsiyumun emilmesini sağlayarak 

kalsiyum metabolizmasında ve kemik gelişiminde görevli olan bir hormondur. Deride 

ilk olarak prohormon olarak sentezlenerek karaciğer ve böbrekte aktif haline 

dönüştürülür. D vitamininin dolaşımda taşınması için Gc geni tarafından kodlanan 

vitamin D bağlayıcı proteine (VDBP ) ihtiyaç vardır. Kanda D vitamini düzeyleri 

VDBP’nin varlığına ve fonksiyonel olmasına bağlıdır. D vitamini hem vücutta 

sentezlenmesi hem de dışarıdan alınabilmesine rağmen ülkemizde eksikliği çok sık 

görülmektedir. Bu çalışmanın amacı, menopoz sonrası (postmenopozal) kadınlarda 

osteoporoz riskinin dolaşımda D vitaminini taşıyan vitamin D bağlayıcı proteini 

(VDBP) sentezleyen Gc geninde meydana gelen rs2282679 tek nükleotit 

polimorfizmi (SNP) ile ilişkisini göstermeyi hedeflemektedir.  

Çalışma grubuna onay formunu imzalayarak katılan 100 postmenopozal 

kadından alınan periferik kan örneklerinin bir kısmından serum elde edilerek D 

vitamini seviyeleri ölçümleri yapıldı, bir kısmından da DNA izole edildi ve GC geni 

rs2282679 polimorfizmi tayini yapıldı. Aynı zamanda katılımcıların kemik mineral 

yoğunluğu ölçülerek osteoporoz riskleri belirlenmiştir.  

D vitamini ölçümleri için D vitaminin dolaşımdaki aktif formu olan 1,25(OH)D3 

kullanılamamaktadır. Bunum nedeni 1.25(OH)D3 ‘ün dolaşımdaki yarı ömrü 4-6 saa 

olmasıdır.  Bu yüzden çalışamaya katılan kişilerin serumlarındaki 25(OH)D3 ‘e 

bakılmıştır.  

 Çalışmamızın sonucunda, D vitaminini taşıyan gendeki polimorfizmin 

postmenopozal kadınlarda D vitamini seviyeleri ve osteoporozla ilişkisinin bilinmesi, 

tanı ve tedavide kullanılacak yöntemlerin önceden belirlenmesinde önemli rol 

oynayacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. D Vitamininin Yapısı ve Görevi 

D vitamini hormon gibi görev yapan steroldur. Yağda eriyen vitaminler 

grubundandır (1). 

D vitamini deride güneş ışığı (ultraviyole) yardımıyla 7-dehidrokolestrolden 

üretilse de, bir miktarı besinler tarafından da sağlanmaktadır. D vitamininin, vitamin 

D2 (ergokalsiferol)  ve vitamin D3  (kolekalsiferol) olmak üzere iki çeşidi vardır (2). 

Gıda takviyesi ile alınan D vitamininin biyolojik olarak aktivitesi düşüktür. D 

vitamininin vücutta etki göstermesi için güneşe maruz kalarak hidroksilasyon 

rekasiyonları geçirmesi gerekir.  

D Vitaminin vücuttaki fonksiyonu kısaca şöyle özetlenebilir: 

1-    Kalsitriol,  D vitaminin vücutta aktif bulunan şeklidir. Kalsitriol çeşitli 

organlar için önemli rol oynar. Böbrek ve bağırsaklardan kalsiyum ve fosfor 

emilimini sağlayarak dolaşıma kalsiyum geçişini sağlar, kemiğin normal 

mineralizasyonunu etkinleştirir. Ayrıca kemik büyümesini düzenler. D vitamini 

eksikliği veya bağırsaklardan emilimin bozulması (malnütrisyon, yaşlılık, bağırsak 

hastalıkları.vs) kemik mineralizasyonunda bozulmaya sebep olur, osteoporoza zemin 

hazırlar. Yeterli D vitamini alınmaması kemikleri ince, kırılgan hale getirebilir. D 

vitamini eksikliği, besinlerden yeterli d vitamini almamayla birlikte yetersiz güneş 

ışığına maruz kalma ile birleştiğinde ortaya çıkar. Bununla birlikte D vitaminin 

vücutta aktif formuna çevrilememesi karaciğer ve böbreklerdeki kalıtsal bozukluklar 

sonucu da ortaya çıkabilir. 

 D vitamini eksikliği, çocuklarda raşitizm, yetişkinlerde osteomalaziye neden 

olur. Ayrıca yetişkinlerde osteoporoza sebep olur. Serum 25(OH) D vitamini değeri 

30-55 ng/ml ise normal, 21-29ng/ml ise eksiklik, 20ng/ml altında ise yetersizlik 
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vardır. Serum 25(OH) D vitamini değeri 200ng/ml den fazla ise hiper D vitaminozisi 

gösterir (3).  

2-    D vitamini kalsiyum ve fosforun emiliminden sorumludur. D vitamini 

kalsiyumun kanda seviyesini arttıran parathormon salınımını engeller. D vitamini ve 

paratiroid bezinden salgılanan parathormon sayesinde kalsiyum kanda sabit bir 

düzeyde tutulur.  Kalsiyum seviyelerinin bozulması sinir iletiminde bozulmalarına, 

kalp durmasına sebep olabilir.  

3-    Çok yaygın olan hipertansiyon yani arter kan basıncı yüksekliği hastalığının  

düşük D vitamini  düzeyleri ile ilgisi vardır.  Normal düzeylerde D vitamininin  

koroner  arter  hastalık  ( Miyokard infarktüsü) ve periferik damar hastalığı riskini  

azalttığı  bilinmektedir. Framingam Çalışmasında (2) D vitamini düşük seviyelerde 

olan kişilerde kalp hastalıklarının D vitamini düzeyleri normal olan kişilere kıyasla 

%62 arttığı tespit edilmiştir.  

4-   Multipl sklerozis, romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus, Sjögren 

sendromu, sistemik sklerozis, gibi bazı otoimmün hastalıklarda da D vitamini 

eksikliğinin bu tip hastalıkları tetikleyici özellikleri olduğu yapılan çalışmalarda 

gösterilmiştir. D vitamini eksikliği CD8 T lenfositlerin sayıca azalmasında etkili 

olmaktadır. Ülseratif Kolit ve Crohn gibi enflamatuvar bağırrsak hastalıkları ise D 

vitaminin barsaklardan emilimini bozarak hastalık tablosunu şiddetlendirmektedir.    

5-    Bağışıklık sisteminin temel yapılarından olan monosit, makrofaj ve  

lenfositlerin fonksiyonel olmaları aktif D vitaminine bağlıdır. Vücutta sentezlenen 

katelisidin, defensin gibi antimikrobiyal peptidlerin üretiminin aktif D vitamini 

tarafından artırıldığı gösterilmiştir (4). 

6-    In vitro çalışmalarda kanser ile aktif D vitamini ilişkisi  gösterilmesine  

rağmen  in vivo çalışmalarda bu ilişki gösterilememiştir. Gözlemsel çalışmalarda 

kolorektal kanserler dışındaki kanserlerde D vitamini düzeyi ile güçlü bir ilişki 

gösterilememiştir. Ancak Aktif D vitamininin; hücre döngüsü inhibitörleri p21, p27 

ifadesini ve hücre adezyon molekülü e-kaderin  ifadesini  uyardığı bilinmektedir. 

Aynı zamanda keratinositlerde aktif D vitamininin UVR’nin yol açtığı DNA hasarı 
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tamirini arttırdığı, p53�arttırdığı gösterilmiştir. Kanser önleyici mekanizmalarda ve 

hücre bağışıklığı ile ilgili yolaklarda rol oynasa da klinikte D vitaminin faydasının 

kesin olarak gösterilememesi, hem kanserin kompleks hastalıklar grubuna girmesi, 

etiyolojide rol alan genetik ve çevresel faktörlerin giriftliğine hem de randomize 

kontrollü çalışmalarının eksikliğine bağlanmaktadır.  

7- D vitamini eksikliği diyabet ile ilişkilendirilmiştir. Tip 1 Diyabet’ten 

pankreasın beta hücresinin yıkımı ile ilgili bir çok mekanizma sorumlu tutulmaktadır: 

Bunlar; (a) CD8 T lenfositler ve makrofajlar üzerinden IL-12 bağımlı olarak Th1 (T-

helper1) diferansiyasyonu ve böylece proenflamatuar sitokinlerin aktivasyonu, (b) 

Th1 hücre aktivasyonu ve spesifik hücresel oto-antijenler yolu ile oto -reaktif T hücre 

klonlarının ortaya çıkması ve böylece periferik hücrelere karşı self tolerans 

kaybolması, (c) IL-12 sentezinin artması ve süpresör mekanizmaların yetersizliğidir 

(5).Yapılan çalışmalarda aktif D vitamini ve analoglarının in vivo olarak IL-12 ve Th-

1 egemenliğini engellediği gösterilmiştir. 

Tip 2 Diyabet ise insülin rezistansı ve glukoz intoleransı ile ilişkilendirilmiştir. 

Glukoz intoleransı ve tip 2 diyabet gelişirken; pankreatik beta hücre fonksiyonunda 

bozulma, insülin duyarlılığında azalma, bunu takiben sistemik enflamasyon ve insülin 

direnci görülür. D vitamininin beta hücre fonksiyonunun iyileşmesi üzerine olan 

etkisi doğrudan veya kalsiyum üzerinden dolaylı olarak gerçekleşebilmektedir Çünkü 

D vitamini insülin sekresyonu üzerine olan dolaylı etkilerini; Ca’nın normalizasyonu 

ve takiben beta hücresinde Ca akışının sağlanması ile gerçekleştirmektedir. 

8-  Vücutta kalsiyum ve fosfor dengesinin sağlanması, kas gücü, yapısı için 

önemlidir. D vitamini seviyeleri düşük seyreden kişilerde kas gücü azalmış olarak 

bulunmaktadır. Hatta yaşlılarda kemik kırıklarının fazla olmasının  bir nedeninin 

(Osteoporoz  dışında) kas zaafiyeti  nedeniyle  artan  düşmeler  olduğu  

söylenmektedir.  

9-   İnfeksiyonlar:  Monosit ve makrofajlar antijen sunumunun yanı sıra fagositik 

aktivitelerinden dolayı enfeksiyonlara karşı doğal immünitenin de 

hareketlenmesinden ve antimikrobisidal aktiviteden sorumludur. D vitamini ve 
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fagositoz arasındaki  pozitif ilişki  birçok  enfeksiyona  (İnfluenza,  Tuberküloz  vs. ) 

neden olmaktadır. 

D2 vitamininin 1932’de, D3 vitaminini ise 1936 ‘ da kimyasal yapısı karakterize 

olmuştur. D2 ve D3 arasındaki fark yan zincirlerinden kaynaklanır. D2 vitamini 22-

23 karbonlar arasında bir çift bağ içerir ve 24. Karbona bağlı bir metil grubu vardır.  

Yeterli miktarda D vitamini alınmasını temin etmeyi amaçlayan toplum sağlığı 

önerileri (besin değeri zenginleştirilmiş gıdalar da dâhil olmak üzere), özellikle yaşlı 

ve menopoz sonrası kadınlar gibi riskli gruplar için, gıdalardan alınabilecek temel 

takviyelerin yanı sıra doz sınırları iyi belirlenmiş takviyeleri önermektedir (6,7) .  

 

2.1. D Vitamini Sentezi 

 

 Derideki pro-vitamin D3’den pre-vitamin D3’ün sentezi organizmanın ihtiyacına 

göre ayarlanır. 15 dakika gibi kısa bir sürede pro-vitamin D3 ten pre-vitamin D3 

sentezi gerçekleşir ve en yüksek düzeye ulaşır. Pre-vitamin D3’ten vitamin D3’e 

dönüşüm ise oldukça yavaş, ısıya duyarlı olarak izomerizasyon ile gerçekleşir ve bu 

durum organizmanın ihtiyacına göre ayarlanır (8,9). Pro-vitamin D3, deride bulunun 

7-dehidrokolesterolden UV ışığı ile katalizlenerek üretilir.  D vitamini bağlayıcı 

protein (VDBP) ile bağlanarak dolaşım sistemine salınır. VDBP bağlı D3 

(kolekalsiferol) karaciğere taşınır ve burada hidroksillenerek 25-hidroksivitamin D3 

(25(OH)D3) formuna çevrilir. Karaciğerden dolaşıma geçen 25(OH)D3 böbreklerin 

proksimal tüplerinde vitaminin aktif metabolitine (1,25(OH)2D3) çevrilmektedir 

(Şekil1). 

UV ışığa veya solar radyasyona uzun bir süre maruz kalınması durumunda pre-

vitamin D3 biyolojik etkisi olmayan lumisterol ve takisterol gibi bir takım fotoliz 

inaktif yan ürünlerine dönüşür. Bir başka ifade ile bir kere deride pre-vitamin D3 

oluştuğu zaman ya vitamin D3’e ya da inaktif metabolitlere dönüşmektedir. Diğer 

yandan deride sentezlenen vitamin D nin fazlası da yine UV etkisi altında inaktif 
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fotoliz yan ürünlerine dönüşmektedir. Bu durum gereksiz vitamin D sentezini 

önleyerek canlıyı vitamin D intoksikasyonundan koruyan fizyolojik bir kontrol 

mekanizmadır. 

 D vitamini organizmada değişikliklere uğrar. Kolekalsiferol (D3 vitamini)  önce 

karaciğerde mikrozomlarda 25-hidroksikolekalsiferol'e dönüşür. Daha sonra 

böbreklerde 1,25 dihidroksikolekalsiferole oksitlenir (10). Bu şekilde dolaşımda 

taşınarak bağırsak mukozasına gelir. Burada Ca'un absorbsiyonunda bir tür taşıyıcı 

olarak görev yapan özel bir proteinin yapımını regüle eder. 

   İntestinal mukozada sentezlenen bu protein izole edilmiştir. 24.000 mol 

ağırlığında olup her molekülü bir atom kalsiyumu bağlamaktadır.  

D vitamini bu etkisi ile tıpkı bir hormon gibi görev yapmaktadır. Ancak 

hormondan tek farklılığı ön maddesi olan D vitamininin dışardan da alınabilmesidir. 

Böbreklerde 1,25-kolekalsiferol sentezi parathormon tarafından uyarılmaktadır (11). 

  Kanda kalsiyum düzeyinin azalması parathormon salınımına neden olmakta, 

kana salınan parathormon bir taraftan idrarla daha çok fosfat atılımına yol açarken bir 

taraftan da 1,25-dihidroksikolekalsiferol sentezini çoğaltmaktadır.  

1,25-dihidroksikolekalsiferol aynı zamanda kemiklerden kalsiyumun 

mobilizasyonunu da kolaylaştırmaktadır (12).    
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Şekil 1.  D vitamini sentezi: 

 Kristin K. Deeb, Donald L. Trump & Candace S. Johnson Vitamin D signalling 

pathways in cancer: potential for anticancer therapeutics. Nature Reviews Cancer 

2007;7:684-700  

2.2. D Vitamini Seviyeleri ve Osteoporoz İlişkisi  

Osteoporoz postmenopozal kadınlarda yaşlanmaya bağlı olarak yaygınlaşmış bir 

rahatsızlıktır. Osteoporoz kemik mineral yoğunluğu azalması ve kemik kırılganlığının 

artması ile karakterize olur (13).  

Osteoporozun birincil klinik markeri vitamin D bağımlı kemik mineral 

yoğunluğudur (14).  

D vitamininin yeterli düzeyde alınması önemli bir etkiye sahiptir. D vitamini 

eksikliği kalsiyum metabolizmasını, osteoblastik aktiviteyi, matriks 

minerilizasyonunu,  kemik modellenmesini ve kemik yoğunluğunu olumsuz etkiler 

(15).  



10 
 

Düşük 25-hidroksi D (25OHD) sekonder hiperparatiroidizm ve kemik yıkımı 

artışı ile ilişkilidir. D vitamini eksikliği osteoporoz için önemli bir risk faktörü olarak 

bilinmektedir(16).   

Kemik mineral yoğunluğu (BMD) , kemik kalsiyum miktarını ölçen, osteopeni ve 

osteoporoz tanısı için kullanılan bir tekniktir. 

 

2.3. D Vitamini’nin Kanda Taşınması; Vitamin D bağlayıcı protein (VDBP)  

 

     VDBP hepatik parankimal hücrelerden sentezlenir. Vitamin D bağlayıcı 

proteinin 3 grubu vardır. Bu yapı tamamen aminoasit sekanslarından oluşur. I. bölge 

vitamin D bağlayıcı bölge ve III. bölge 6 aminoasit sekansı içeren C terminalde 

bulunan aktin bağlayıcı bölgedir. VDBP, 51-58 kDa ağırlğındadır. 458 aminoasit 

içerir (17). 2 bağlayıcı bölgesi vardır. Birincisi 35-49 aminoasitleri arasındaki vitamin 

D ve yağ asidi bağlayıcı bölge, diğeri 350-403 aminoasitleri arasındaki aktin 

bağlayıcı bölgedir (18).  
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Şekil 2. Gc protein : Aminoasit sekansı ve ikincil yapısı (ANTICANCER 

RESEARCH 25: 3689-3696 (2005)) 

 

2.4. Gc geni yapısı (VDBP geni) 

 

   Gc geni, insanda 4. Kromozomunun 4q11-q13 bandında lokalize 

olmuştur(NCBI GENE ID2638). DBP geni albümin süper ailesi üyesidir (19).  

 

Şekil  3. GC geninin 4. Kromozom üzerinde lokalizasyonu  
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2.4.1.Gen Yapısı 

Witke ve arkadaşları 1993’de tüm GC genini; 5’ bölgesine komşu 4228 bç’lik 

bölge ve 3’ bölgesine komşu 8514 bç’lik kısmı dahil olmak üzere dizilemiştir. Bu dizi 

baş (cap)  bölgesinden poliadenilasyon bölgesine 42,394 baz çifti içerir. Gen 13 

exondan oluşmuştur. TAG sonlandırıcı kodonu içeren birinci exon ve 12. exon 

kısmen translasyona uğrarlar. 13. exon tamamen transle olmasa da poliadenilasyon 

sinyali AATAAA içerir (20).  Albümin(ALB; 103600)  ve alfa fetoprotein (AFP; 

104150) genlerinde olduğu gibi, on intron kodlayan bölgeyi, değişen paternlerde 

ayırır. Diğer üyelerinden farklı olarak GC geninin albümin ve AFP’den 130 aminoasit 

daha kısa bir protein ifadesine neden olan 2 ve 4. exonların daha kısa olmasıdır. GC 

geninin ifadesi olan mRNA ve protein daha küçük olsa da, genin kendisi ailenin diğer 

genlerinden yaklaşık 2,5 kat daha büyüktür. Bu, GC geni içine dağılmış 13 DNA 

tekrar bölgesinin sonucudur.  

2.4.2.Gen Fonksiyonu 

DBP (D viatmini bağlayıcı protein)’nin en önemli görevi, D vitaminine 

bağlanma, D vitaminin çözünmesi, D vitamini ve metabolitlerinin kanda taşınmasıdır 

(Daiger ve ark. 1975). 

Yamamoto ve Homma (1991), farelerle yaptıkları çalışmalarda D3 vitamini 

bağlayıcı proteinin makrofaj-aktive edici faktörün (MAF) öncüsü olduğunu, B ve T 

hücrelerinin membran gloksidazları tarafından makrofaj aktive edici faktöre 

dönüştürüldüğünü ve Gc geninin makrofaj aktive edici faktöre dönüşümünün invitro 

koşullarda gerçekleşebildiğini göstermiştir.  

In vitro olarak fare periton makrofajlarının lizofosfotidil kolin veya diaçilgliserol 

ile muamele edilmesi makrofajların fagositik aktivitesini arttırmamış, ancak periton 

hücrelerinin bu ajanlarla serum içeren besiyerinde enkübasyonu fagositik aktiviteyi 

arttırmıştır. Gc bu olaydan sorumlu serum faktörü olarak rol oynamıştır. Gelsolin ile 

beraber Gc proteini, hücre nekrozu ile ortaya çıkan aktine bağlanarak dolaşıma 

salınmaktadır. Bu aktinin toksik etkilerini engelleyen ekstrasellüler aktin kurtarma 

sistemi olarak bilinmektedir. 
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2.5. Gc geni polimorfizmi (rs2282679) 

 

   rs2282679,  4p12 kromozomda lokalize olmuş GC geni ( group-specific 

component - vitamin D bağlayıcı protein) Rs2282679 polimorfizmi 12. intronda 

lokalizedir (21,22).  

25 (OH)D seviyeleri ile ilgili olduğu için fonksiyonel bir polimorfizm olarak 

bilinmektedir. GC proteininin (yani VDBP’nin),  25 (OH) vit D2’ye bağlanma 

bölgesini değiştirdiği için vit D seviyelerini etkilediği düşünülmektedir . Ayrıca 11. 

exonda bulunan rs 4588 ve 7041 polimorfizmi ile beraber kalıtıldığı için (linkage 

diseqilibriumda olduğu için ) bu polimorfizmler de vitamin D seviyelerini etkiler 

(23).  

Rs2282679 polimorfizmi tek nükleotit değişikliği polimorfizmidir (SNP). Bu 

polimorfizmde Adenin  yerine Sitozin  bazıgelmiştir.. Nükleotit A;A  olduğunda 

normal D vitamini seviyesi, A;C  olduğunda D vitamini eksikliği C;C olduğunda D 

vitamini yetersizliği görülür (24). 

 

2.6. Gc gen polimorfizmi ve osteoporozun ilişkilendirilmesi 

 

   Gc geninin 120 den fazla polimorfizmi vardır (22). Yapılan bir çalışmada 

yetişkinlerde yaz aylarındaki serumdaki D vitamini seviyeleri üzerinde Gc geni 

polimorfizmleri (SNPs rs4588, rs2282679, ve  rs1155563) arasında güçlü bir ilişki 

olduğu gösterilmiştir (25).  

Buna benzer sonuçlar Gozdzik ve arkadaşları tarafından yapılan çalışmada da 

bulunmuştur. Bu çalışma mayıs ve ekim ayları arasında serum vitamin d seviyeleri ile 

kasım ve nisan ayları arasındaki serum vitamin d seviyelerini karşılaştırdığında 

azalma olduğunu göstermiştir (26). 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

3.1.Gereçler 

3.1.1. Kullanılan aletler 

 

 Biyogüvenlik kabini 1(SAFE 2020 ) 

 Buzdolabı ( Kirsch ) 

 Derin Dondurucular -20 ( Kirsch ) 

 Derin Dondurucu -80 ( Kirsch ) 

 Etüv ( Nüve dry heat – sterilizer ) 

 Hassas Terazi ( KERN ABJ ) 

 Jel Elektroforez Sistemi ve Güç Kaynağı (BIO-RAD ) 

 Jel Görüntüleme Sistemi (Bio- RAD ChemiDoc MP ) 

 LC-MS –MS ( SEM Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MS) 

 Masa üstü ısıtıcı ( Bio TDB-100 BİOSAN)  

 Masa üstü santrifüj ( Thermo Scientific MİCROCL 17 Centrifuge 

 Otoklav ( Nüve – steamart ) 

 Otomatik Mikropipetler (Thermo Scientific) 

 Spin ( Combi-spin FVL -2400N BİOSAN) 
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 Termal Döngü Cihazları (PZR) (BIO-RAD ve BIO-ER) 

 Vortex (VWR VV3) 

 Soğutmalı santrifüj ( Hettich UNIVERSAL 30RF) 

 

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler  

 

 Agaroz , Invitrogen (ABD) 

 Nusieve Agaroz, Prona (E.U) 

 Asetik Asit 

 Brom Fenol Mavisi, Sigma (ABD) 

 dNTP set MBI,  Fermentas (Litvanya)  

 EDTA, Sigma (ABD) 

 Etidiyum Bromid, Sigma (ABD) 

 Etanol (%99), Merck (Almanya) 

 Isopropanol 

 100 bç DNA belirteç, MBI Fermentas (Litvanya) 

 Roche High Pure PCR Template Preparation Kit  

 Steril distile su ( Mustafa Nevzat, Türkiye ) 

 Tris-Base ( Sigma – Aldrich, ABD) 

 Taq DNA Polimeraz enzim ve Buffer seti, (Fermentas , Litvanya) 
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3.1.3. Kullanılan Primerler ve Kesim Enzimi 

 

 

3.1.3.1.Primerler  

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)’da kullanılacak primerler IONTEK 

(Türkiye) firması tarafından sentezlenmiştir. Primerlerin nükleotid dizileri Tablo 1’de 

gösterilmiştir. Liyofilize olarak bulunan primer tüpleri içine 100pmol’lük 

konsantrasyon elde etmek için gerekli miktarda Tris-EDTA ilave edilmiştir. 100 

pmol’lük ana stoktan PZR’de kullanılmak üzere PZR grade H2O ile dilüe edilerek  

10pmol’lük ara stoklar hazırlanmış ve  -20C’de dondurulmuştur.  

 

Tablo 1. GC geninde rs2282679 polimorfik bölgesinin çoğaltılması için 

kullanılan primerler 

Primer Bölge Primer Dizisi Tm(C) 

Ürün 

Boyu 

(bç) 

Vit D F1 İntron12 AGCAAATCTCTGTCTCTTAATTATCTCATA 59.70 169 

Vit D R1  TGTGCTGGGTGTGATTCTGG 60.25 

Vit D F2 

Vit D R2 

İntron12 CAGCAAATCTCTGTCTCTTAATTATCTTATA 

TGTGCTGGGTGTGATTCTGG 

58.09 

60.25 

169 

 

3.1.3.2.Enzimler  

GC geni rs2282679 polimorfik bölgesi PsiI enzimi ile kesilmiştir. PsiI enzimi ile 

ilgili bilgiler Tablo 2 ‘ de verilmiştir. 
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Tablo 2. Restriksiyon enzimi ve kesim bölgesi 

Enzim Dizi  Kesim Bölgesi Kesim tipi 

PsiI TTATAA 
T  T  A / T  A  A 

A  A  T / A  T  T 
 

Küt uç  

 

Enzimin tanıdığı bölge: cagcaaatctctgtctcttaattatcttataaagcca   PsiI ile kesim var 

                                       cagcaaatctctgtctcttaattatcttatacagcca PsiI ile kesim yok. 

  

 

3.1.4. Kullanılan Çözeltiler  

Deneylerde kullanılan çözeltiler aşağıda belirtildiği şekilde hazırlanmıştır.  

3.1.4.1.PZR 

 

10X Reaksiyon Tamponu  

500mM Tris HCl (pH:8.8), 160mM(NH4)2SO4, 1.5mM KCl  içeren reaksiyon 

tamponu Fermentas(Litvanya) firmasından Taq DNA Polimeraz seti ile temin 

edilmiştir. 

 

10mM dNTP  

Her biri 100mM olan dATP, dCTP, dTTP, dGTP solüsyonlarından 10mM’lık 

dNTP kokteyli hazırlandı. 100’er µl alınarak karıştırılmıştır ve üzerine 600µl PZR 

http://www.neb.sg/products/r0657-psii
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grade H2O eklenmiştir. Ana stoktan 100µl’lik ara stoklar hazırlanarak -20C’de 

saklanmıştır.  

 

PZR grade H2O  

Steril distile su 1000 µl olarak 1.5 mL ependorf tüplere konulmuştur. 

Kullanılmak üzere -20’de saklanmıştır. 

 

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 çözüldükten sonra, 1litre su ile tamamlanmıştır. 

 

Yükleme Boyası 6X  

%0.25 Bromfenol mavisi 

%0.25 Ksilen siyanol FF 

%30 (h/h) Gliserol 
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3.2.  Yöntem 

3.2.1. Örnek Seçimi  

   Çalışma bir kohort analizidir. Çalışmaya Şubat – Haziran 2014 tarihleri 

arasında Marmara Üniversitesi Eğitim ve Araştırma Hastanesi Kardiyoloji 

Polikliniği’ne başvuran ve Acıbadem Üniversitesi etik kurulunca onaylanmış 

aydınlatılmış onam formunu imzalayarak çalışmaya gönüllü olarak katılan 

postmenopozal kadınlar katılmışlardır (n=100). Post-menopoz tanımı, en az bir 

senedir adet görmeme ve doktor tarafından menopoz teşhisi almış olmak olarak 

yapılmıştır. 

 

   Çalışma grubuna dahil olma kriterleri; 

 

Aydınlatılmış onamı imzalayan ve çalışmaya katılmayı gönüllülük esasına göre 

kabul eden kişiler;  

Menopoza girmiş olmak  (en az 1 senedir adet görmeme)  

D vitamini takviyesi almamak  

Çalışma grubundan dışlanma kriterleri; 

 

 Serum D vitamini seviyelerini düşüren herhangi bir hastalığı bulunan ve ilaç 

kullanan kişiler;   

1. Megaloblastik anemi  

2. Tiroid ve paratiroid hastalığı bulunan kişiler  

3. Kanser kemoterapi tedavisi görenler  

4. Karaciğer fonksiyon bozukluğuna sebep olan karaciğer hastalığı  

5. Böbrek hastalığı  

6. Yaygın deri hastalığı  

7. Aşırı stres/ depresyon  

8. Malabsorbsiyon/ malnutrisyon  

9. Akut/kronik enfeksiyon  

10. Kronik enflamasyon  
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11. Yüksek doz statin tedavisi alanlar  

12. Sıkı vegan diyeti uygulayanlar 

 D vitamini seviyelerini düşüren bilinen herhangi bir mutasyonu bulunan 

kişiler  

 D vitamini takviyesi alan kişiler  

 Deri hastalığı olan kişiler  

 Bilinen kalıtsal hastalığı olan kişiler  

 Aydınlatılmış onam formunu imzalamayarak çalışmaya katılmayı reddeden 

kişiler  

   Katılımcıların demografik bilgileri ve aile hikayeleri sorgulanmıştır. Kilo ve 

boy ölçümleri yapılmıştır. Katılımcıların ulaşabildiğimiz kısmına kemik yoğunluk 

ölçümleri Radyoloji Anabilim Dalı tarafından yapılmıştır.  

D vitamini ölçümleri için kırmızı kapaklı jelli tüpe 5cc kan alınmıştır. Gc 

rs2282679 ölçümleri için de 2 cc mor kapaklı EDTA’lı tüpe kan alınmıştır.  

 

3.2.2. Kanın Saklanması ve Serum Elde Edilmesi  

   Çalışma grubu kriterlerine uyan kişilerden alınan kan örnekleri D vitamini 

düzeyi ölçümleri için ve genetik ölçümleri için farklı koşullarda saklanmıştır. Alınan 

kan örnekleri D vitamini ölçümleri için kırmızı kapaklı tüplere (5cc), genetik 

ölçümler için mor kapaklı EDTA’lı tüplere (2cc) alınmıştır.  

D vitamini düzeyi biyokimyasal ölçümleri için öncelikle kan örneklerinden 

serum elde edilmiştir. Kan örnekleri bulunan kırmızı kapaklı tüpler periferik venden 

kan alınmasını takiben bir saat içinde 3000 rpm’ de 6 dakika santrifüj yapılarak serum 

kısmı elde edilmiştir. Serum ependorf tüplere aktarılmış ve kalan pellet kısmı 

atılmıştır. Elde edilen serumlar  -80°C’ de saklanmıştır.  

Genetik analizleri için alınan EDTA’lı mor kapaklı tüpteki kan örnekleri -20°C’ 

de saklanmıştır. 
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3.2.3. Kandan DNA İzolasyonu 

DNA izolasyonu için High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche) 

kullanılmıştır. Burada amaç Proteinaz K varlığında ısıyla hücrenin parçalanması, 

nükleik asitlerin selektif olarak filtreli tüplerdeki fiberlere bağlanması, ardışık spin ve 

yıkamalardan sonra polimeraz zincir reaksiyonunu (PZR) inhibe edecek ürünleri 

uzaklaştırıp, en sonunda eklenen düşük miktarda tuz içeren çözeltiyle DNA’nın 

filtreden ayrılarak yüksek saflıkta elde edilmesidir.  

 DNA izolasyonu basamakları şöyle gerçekleştirilmiştir: 

2ml EDTA’lı tüpteki periferik kan oda sıcaklığında çözdürülüp, 200µL’si 

1.5ml’lik ependorf tüpe aktarılmıştır, 200µl binding buffer, 40µl Proteinaz K 

eklenmiştir. Vortekslenen örnekler 70C’a ısıtılan ısı bloğunda 10 dakika 

bekletilmiştir. Bu süre sonunda ependorf tüpüne isopropanol ilave edilmiştir ve 

vortekslenmiştir. Ependorf tüpündeki tüm içerik iç içe geçen filtreli ve toplama 

tüplerine aktarılmıştır. Bu tüpler 8g’de 1 dakika santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonunda 

toplama tüpleri atılmıştır ve filtreli tüpler yeni toplama tüplerine aktarılmıştır. 

Inhibitör uzaklaştırıcı tampon ile bir kez ve yıkama solüsyonları ile iki kez yıkanarak 

santrifüjlenip yeni tüpe alınan filtreli tüpler en son 17g de santrifüjlenerek son olarak 

deneyin başında 70C’ye ısıtılan, tuz konsantarasyonu içeren Elüsyon tamponu 

eklenerek santrifüjlenmiştir. Elde edilen DNA 1.5ml’lik ependorf tüplerine 

aktarılmıştır. İleriki çalışmalar için -20C’de saklanmıştır. 

 

3.2.4. PZR Koşulları ve Bileşenleri 

 

       PZR, DNA ‘ nın belli bir bölgesinin laboratuar koşularında enzimatik olarak 

çoğaltılmasıdır. Denatürasyon, Primer bağlanması ve DNA sentezi olarak 

adlandırılan üç basamaktan oluşur.  İlk olarak 94-96C’ yüksek ısı DNA çift 

zincirinin birbirinden ayrılmasını sağlanır. İki zincir birbirinden ayrıldıktan sonra 

tasarlanan primerlerin DNA zincirinde kendilerine komplemanter bölge ile eşleşmesi 
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sağlanır. Bu işlem sırasındaki ısı denatürasyon ısısından düşük ve primerlerin G/C 

oranına göre belirlenen Tm (erime) dereceleri ile uyumluluk göstermelidir. Genellikle 

son aşamada, 72 °C’de Taq polimeraz yardımı ile dNTP’ler yeni oluşan zincire 

eklenerek DNA zincirinde uzatma sağlanır. Uzatma aşamasının süresi kullanılan 

polimerazın cinsine ve çoğaltılacak DNA bölgesinin uzunluğuna göre değişiklik 

göstermektedir. Bu üç aşamanın tekrarlanarak DNA miktarı teorik olarak iki katına 

çıkmaktadır. Oluşan ürün miktarı, başlangıçtaki DNA konsantrasyonu ve döngü 

sayısına bağlı olarak artış gösterir.  

   Çalışmamızda VDBP (Gc) geninin 12. intronunda bulunan ve vitamin D 

seviyeleri ile ilişkilendirilen bölge çoğaltılmıştır. Rs2282679 polimorfik bölgesinin 

RFLP ile tayini için PZR ile amplifiye olması istenen bölge nested PZR yöntemi ile 

çoğaltılmıştır. Bunun için hazırlanan primerde önce bir nükleotid değiştirilmiş, daha 

sonra bir önceki PZR ürünü kullanılarak yapılan PZR’de ikinci primerde tekrar bir 

nükleotid değiştirilerek enzim kesimine uygun hale getirilmiştir. Primer tasarımları 

yayınlardan alınmamış, primer- blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) programı kullanılarak tasarlanmıştır. Primer dizileri Tablo 1’de verilmiştir. 

PZR’de bağlanma sıcaklıkları primerlerin Tm derecelerine göre ayarlanmıştır. PZR 

bileşenleri Tablo 3’de ve PZR koşulları Tablo 4’de gösterilmiştir. 

Tablo 3. PZR bileşenleri 

Bileşenler (µL) İntron 12 GC 1. Döngü 

(1X) 

İntron 12 GC 2. Döngü 

(1X) 

dH2O (hacmi 50 µl’ye 

tamamlamak için) 
31.6 35.6 

Taq Buffer (10X) 5 5 

MgCl2 (25mM) 5 5 

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

Primer R (10pmol) 1 1 

Taq Polimeraz (5U/µL) 0.4 0.4 

Genomik DNA 5 - 

1.Döngü PZR ürünü - 1  

 

 

Tablo 4. PZR koşulları 

İntron 12 GC 1. Döngü İntron 12 GC 2. Döngü 

95 °C                      1dk 95 °C                      1dk 

94 °C                      30sn 94 °C                      30sn 

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

72 °C                      30sn 72 °C                      30sn 

72 °C                      5dk 72 C                      5dk 

4 °C                         ∞      4 °C                         ∞      

 

3.2.5. Agoroz Jel Elektroforezi 

 

    Jel elektroforezinde elektrik akımı altında jele yüklenen moleküller yük, biçim 

ve büyüklüklerine göre ayrışırlar. Por çapları agaroz konsantrasyonu değiştirilerek 
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ayarlanabilir. Yürütülmek istenen DNA uzunluğu agaroz konsantrasyonu ile ters 

orantılıdır.  

   Çalışmamızda PZR ile amplifiye edilen her ürün Agaroz jel elektroforezi ile 

gözlemlenmiştir. Amplifiye edilen ürünlerin uzunluklarını belirlemek için %2’lik, 

kesim sonuçlarını gözlemek için %3’lük jel hazırlanmıştır. Agaroz 1X TAE 

tamponunda tamamen çözülüp homojen bir görüntü elde edilinceye kadar mikrodalga 

fırında kaynatılmış, çeker ocakta 60C’ye soğutularak DNA’nın jelde görünür hale 

geçmesini sağlayan Etidium Bromür (son konsantrayon 30-50 ng/ml olacak şekilde)  

eklenerek karıştırılmış ve tarakları hazırlanmış jel tepsisine dökülerek 30 dakika 

soğuması beklenmiştir.  

Soğuma işlemi bittikten sonra taraklar çıkarıldı, tepsi ile birlikte içinde 1X TAE 

bulunan jel tankına yüklenmiştir.  

Örnekler agaroz jele ticari olarak temin edilen bromfenol mavi yükleme boyası 

(örneklerin 1/5 hacminde) kullanılarak yüklenmiş ve 120V’da 60 dakika 

yürütülmüştür. Ürün boylarının belirlenebilmesi için örneklerle birlikte 100bç DNA 

belirteci (ladder) ilk kuyuya eklenmiştir. Sonuçlar UV transilüminatörde (Chemi Doc 

MP BIO-RAD) gözlenmiştir. Parlak bantlar pozitif reaksiyon olarak kabul edilmiştir. 

Bant oluşmayan örnekler için PZR işlemi tekrarlanmıştır. 

 

3.2.6. Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizm  (RFLP) Tayini  

 

   Restriksiyon enzimleri (RE) bakteri kökenli olup, çift iplikçikli DNA’da belli 

bölgeyi tanıyıp kesim yaparlar. Genom üzerinde belli bölgelerde DNA dizisi bireyler 

arası tek nükleotid düzeyinde farklılık gösterir (tek nükleotid polimorfizmi-SNP). Tek 

nükleotid polimorfizmleri resktriksiyon enzimlerinin tanıma bölgelerini değiştirebilir 

ya da baştan tanıma bölgesi yaratabilir. Bu durumda restriksiyon fragman 

büyüklükleri bu bölge için farklılık gösterebilir. DNA’nın bu enzimlerden bir veya 

birkaçı ile kesime tabi tutulduktan sonra jel elektroforezine tabi tutularak 
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görüntülenmesi, oluşan DNA bantlarının yeri ve sayısının kıyaslanması ile DNA’daki 

varyasyonun (polimorfizmin) saptanmasına restriksiyon fragman uzunluk 

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

   Çalışmamızda GC geni üzerinde nested PZR sonrası yapılan PsiI kesimi tanıma 

bölgesi Tablo 2’de gösterilmiştir. Polimorfik bölgenin kesim enzimi ile tayini için 

NEB Cutter Programı (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) kullanılmıştır.  

 

Enzimin tanıdığı bölge: cagcaaatctctgtctcttaattatcttataaagcca   PsiI ile kesim 

beklenmiş 

                                           cagcaaatctctgtctcttaattatcttatacagcca PsiI ile kesim 

beklenmemiştir.  

  DNA dizisinde polimorfik bölgede kesim beklenmemiş, yabanıl tip aleli 

enzimin kesmesi beklenmiştir.  DNA dizisinde eğer kesim olursa (wild tip 

homozigot) 29 ve 140 bç’lik iki parça görülmesi, kesim olmazsa, yani mutant alelin  

169 bç’lik tek parça  (ikinci döngü PZR ürününün) olarak görülmesi beklenmiştir. 

169, 140 ve 29 parça olarak görünen üç bant heterozigot form olarak beklenmiştir.  

Agaroz jel elektroforezinde  

 AA: Wild tip homozigot: 29 ve 140 bç’lik iki bant görülmesi beklenmiştir. 

CC: Mutant homozigot: 169 bç’lik tek bant görülmesi beklenmiştir.  

AC: Heterozigot: 169, 140, 29 üç bant  görülmesi beklenmiştir. 

 

 

 

http://tools.neb.com/NEBcutter2/
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Tablo 5. Kesim Bileşenleri 

 

Pcr ürünü kesim çözeltisi 

(1X) 

(µL) 

dH2O (hacmi 30 µl’ye 

tamamlamak için) 
11.9 

Tango Buffer (10X) 3 

Psi I 0.1 

 

 Kesim için 15µL’lik kesim çözeltisi üzerine 15µL 2. döngü PZR ürünü 

eklenmiştir. Kesim 37C’de 16 saatte gerçekleşmiştir. Enzim kesimi sonuçları %3’lük 

agaroz jelde 120 V, 70 dakika yürütülerek gözlenmiştir. 

 

 

3.2.7. D vitamini ölçümü 

   D vitamini seviyeleri biyokimyasal ölçümleri LC-MS/MS yöntemi ile 

gerçekleştirilmiştir.  

LC-MS/MS D vitamini ölçümünde gold-standart olarak kabul edilmektedir. Sıvı 

Kromotografisi /Kütle/ Kütle (LC-MS/MS) tekniğinde; UPLC cihazı sayesinde 

fizikokimyasal özelliklerine göre ayrılan örnek moleküller kütle dedektörü ile analiz 

edilmektedir. Moleküller normalde yüklü partiküller değillerdir ve kütle 

spektrometreleri iyonizasyon işlemi ile molekülleri uyararak yüklü iyonize 

moleküller haline dönüştürürler. Birinci quadrupol filtrede m/z (kütle/yük) oranına 

göre ayrılan moleküller collision gaz adı verilen yüksek saflıkta özel bir gaz ile 

parçalanmaya tabi tutulmaktadır. İkinci quadrupol filtrede parçalanma sonucu oluşan 
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iyonların (daughter veya production) üzerinden teşhis ve miktar tayini yapılmaktadır. 

Aynı m/z oranına sahip pek çok molekülün mevcut olmasına karşın aynı parçalanma 

iyonlarına sahip molekül sayısı doğada 1/10000 dür. Bu nedenle LC-MS/MS çok 

düşük konsantrasyonlarda maddenin miktar tayininin yapılabilmesini mümkün 

kılmaktadır. Ayrıca sonuçların doğrulanmasına da gerek duyulmamaktadır. 

 HPLC ile kıyasla daha az miktar örnek kullanılması (0.25 ml) ve ölçümün daha 

hızlı olması bu yöntemi, tercih edilir kılmaktadır. Aynı zamanda 25(OH)D2 ve 

25(OH)D3’ün ayrı ayrı ölçülmesi replasman tedavisi alanlarda ve fayda 

görmeyenlerde 25(OH)D2 seviyesi düşükse malabsorbsiyon, yüksekse vitamin D 

resistansını gösterebilmektedir. Yani dışarıdan alınan D vitamini ile vücutta 

sentezlenen D vitaminin ayrımını yapmaktadır.  

D vitamini biyokimyasal ölçümleri aşağıda anlatıldığı şekilde yapılmıştır: 

 -20 derecede bekleyen serumlar oda sıcaklığında 4 saat çözünmeye bırakıldı. 

Ependorf tüpteki serumlar sekonder tüplere aktarılmıştır. 

  Tüplere alınan serumlar otomatik numune hazırlayıcı (Biomex NXP )’e 

yüklendi. Bu cihazda sırasıyla numunelerden 100 mikrolitre alınıp 1 mililitrelik 

kuyucuklara yerleştirilmiştir (deep well plate/ polipropilen). Bu kuyucuklarda 

çöktürme işlemi yapılmıştır.  

 Örneklerin üzerine 50 mikrolitre su, 500 mikrolitre çöktürme reaktifi eklenmiştir. 

Çöktürme reaktifi proteinleri çöktürmek için kullanılmıştır. Böylece proteinler ve 

vitamin D3 ayrılmıştır. Bu cihazda çöktürme işlemi yapıldıktan sonra numuneler 

santrifüje alınmıştır.  

 Numuneler 4000 rpm' de 3 dk santrifüj edilmiştir. Santrifüjden sonra süpernatant 

kısmı alınıp 350 mikrolitrelik well plate’e aktarılmıştır. (96 numunelik ).  

 Hazırlanan örnekler alüminyum folyo ile kapatıldı. LC-MS-MS de ölçüm 

gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.8. Kemik Mineral Yoğunluğu  (KMY) Ölçümü ve Yorumlanması  

 

Dual X-Ray Absorbsiometry (DXA) ile KMY ölçümü yapılmıştır. KMY ölçümü 

yapılacak bölgeler :  

Santral: Femur boynu, L1-L4 vertebralar (anteroposterior) 

Periferik: Ön kol (ciddi obezite, hiperparatirodizm, kalça-vertebradan ölçüm 

yapılamayan durumlar) olarak sınıflandırılmıştır.  

    Uluslararası osteoporoz tanımı yukarıdaki alanlardaki KMY’e ölçüm 

sonuçlarına göre yapılmıştır. Diğer alanlardan (topuk vb) yapılan ölçümlerin 

osteoporoz tanısında yeri yoktur. 

Femur ölçümleri yorumlanırken femur total ve femur boynu dikkate alınmalı, 

vertebra ölçümleri yorumlanırken total (L1-L4) veya en az iki vertebra kullanılmalı, 

tek vertebraya göre tanı konulmamalıdır. 

 DXA ile taranan kemik alanına düşen mineral yoğunluğu (KMY) ölçülmektedir 

(g/cm2).Fakat DXA sonuçları osteoporoz açısında yorumlanırken KMY değil, T ve Z 

skorları kullanılır. T skoru, hastanın KMY ölçümlerinin aynı cinsiyetteki genç 

erişkinlerin KMY ölçümleri ile kıyaslanmasıdır. Bu değer KMY ortalamasının kaç 

standart sapma altında veya üstünde olduğunun göstergesidir.  

  Z skoru ise hastanın KMY ölçümlerinin aynı cinsiyetteki ve aynı yaştaki KMY 

ölçümlerinin ortalamasının kaç standart sapma altında veya üstünde olduğunun 

ifadesidir. Postmenapozal kadınlarda ve 50 yaş üstü erkeklerde T skorları esas 

alınmaktadır. Z skoru ise genellikle premenapozal kadınlarda ve genç erişkinlerin ve 

çocukların kemik yoğunluğu ölçümlerinin yorumlanmasında kullanılır.   Dünya 

Sağlık Örgütü’nün  T skorlarına göre KMY sınıflaması Tablo 6’da gösterilmiştir. 
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Tablo 6. Dünya Sağlık Örgütü T skoru değerlerine göre KMY sınıflaması 

                                                                                T skoru  

Normal                                                            -1.0 SD ve üstü 

Osteopeni (düşük kemik kütlesi)                 -1.0 SD ve -2.5 SD arasında 

Osteoporoz                                                      -2.5 SD ve altı 

Ciddi osteoporoz                                    -2.5 SD ve altı + frajilite kırıklığı 

varlığı                          

 

Çalışmamıza katılan postmenopozal kadınların KMY ölçümleri Marmara 

Üniversitesi Radyoloji Anabilim Dalı’nda yapılmıştır.  

3.2.9. İstatistiksel Analiz 

Veriler çalışma formlarına kaydedilmiştir. Daha sonra bu formlardaki veriler 

kantitatif değerler (sayısal) ve kalitatif (kategorik) değerler olarak ikiye ayırılarak 

istatistiksel analizleri yapılmıştır. İstatistiksel değerler Windows XP işletim sistemi 

ile çalışan bilgisayarda SPSS for Windows 18.0 (Statistical Package for the Social 

Sciences Inc. , Chicago, USA) programı kullanılarak yapılmıştır.  

Çalışmadaki süresiz değişkenler frekans ve yüzde olarak, sürekli değişkenler ise 

ortalama ±standart sapma olarak değerlendirilmiştir. Süreksiz değişkenler ki kare testi 

ile karşılaştırılırken, sürekli değişkenler için parametrik değerlerin 

karşılaştırılmasında independent saples t testi, parametrik olmayan dağılım gösteren 

değerlerin karşılaştırılmasında Mann Whitney U testi kullanılmıştır.  

 Normal dağılım gösteren veriler ortalama ±standart sapma olarak ifade 

edilmiştir. Normal dağılım göstermeyen veriler ortanca (medyan) (interqurtile range: 

çeyrek değer genişliği) değerler olarak ifade edilmiştir.  
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Genetik varyasyonların dağılımı için genotip ve alel frekansları hesaplanmıştır. 

Polimorfizmin Hardy Weinberg’e uyumluluğu test edilmiştir. Genotiplere gore 

değerlerin dağılımı yine medyanlar esas alınarak bakılmıştır. Mann-Whitney U testi 

ile gruplar arası farkların istatistiksel olarak anlamlı olup olmadığı hesaplamıştır. 

Kemik yoğunluğu sonuçlarının dağılımı için verilerin hem sayısal hem kategorik 

değişkenler olarak analizi yapılmıştır. Verileri kateogorik değişkenler olarak 

tanımlandığında genotip grupları arası farklılıklar ki kare testi ile hesaplanmıştır. 

Değişik kateogorideki veri gruplarının birbiriyle ilişkileri Korelasyon testleri ile 

ölçülmüştür. 

P değeri 0.05’den küçükse sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı olarak kabul 

edilmiştir. 

 

 

4. BULGULAR 

 

4.1. PZR Sonuçları 

4.1.1. Birinci Döngü PZR:  

Çalışmaya katılan 100 kişiden alınan periferik kan örneklerinden DNA izole 

edilmesini, takiben GC (VDBP)  Geninin İntron 12 bölgesinde rs2282679 polimorfik 

bölgesi PZR ile amplifiye edilmiştir. PZR sonucu, %3 ‘lik Agaroz Jelde 120 V’da 70 

dakika yürütülmesini takiben 169 bç ‘lik ürün gözlenmiştir.  
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Şekil 4: Birinci döngü PZR sonuçlarının %3’lik agaroz jelde görünümü. 100bç 

belirteç (ladder) en solda görünmektedir, 1.1, 1.2, 1.3, 1.5 örneklerinde169bç’lik ürün 

gözlenmiştir. 1.4’te sonuç çıkmamış sonraki deneylerde tekrarlanmıştır. NC: negatif 

kontrol 

 

 

Şekil 5 : PZR için kullanılan 100 bç marker 
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4.1.2. İkinci Döngü PZR:  

   İlk döngünün PZR ürünlerinden 1 µl alınarak 49 µl PZR karışımı ile birlikte 

toplam 50 µl ikinci döngü PZR gerçekleştirildi. Elde edilen PZR ürünlerinden 15 µl 

alınarak yükleme boyası ile birlikte toplam 18µl 2’lik Agaroz Jele yüklendi. 120 V’da 

60 dakika sonucu 169 bç’lik ürün gözlendi (Şekil 7).  

 

Şekil 6 : İlk döngü PZR ürünlerinden yapılan ikinci döndü PZR ürünlerinin 

%3’lik agaroz  jelde görüntülenmesi. Marker olarak 100bp ladder kullanılmıştır. 

PZR’de 169 bç’lik ürün gözlenmiştir. En son kuyuda negatif kontrol (-) 

görülmektedir. 

 

1. PZR  Ürününün PsiI enzimi ile kesilerek RFLP Tayini Sonuçları 

Gc geni rs2282679 polimorfizmi tespiti için RFLP yöntemi kullanılarak İkinci 

döngü PZR örnekleri AanI (PsiI) restriksiyon enzimi ile kesilmiştir. 37ºC’de 12 saat 

kesim sonucu  %3’lük Agaroz’da 120 V’da 70 dakika sonucu DNA dizisinde 

polimorfik bölgede kesim beklenmemiş, yabanıl tip aleli enzimin kesmesi 

beklenmiştir.  DNA dizisinde yabanıl homozigot 29 ve 140 bç’lik 2 bant olarak, 
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kesim olmazsa, yani mutant alelin  169 bç’lik tek parça  (ikinci döngü PZR ürününün) 

olarak görülmüştür. 169, 140 ve 29 parça olarak görünen üç bant heterozigot 

genotiptir. 

Agaroz jel elektroforezinde  

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

CC: Mutant homozigot: 169 bç’lik tek bant  

AC: Heterozigot: 169, 140, 29 üç bant   

 

 

Şekil 7 : GC geni rs2282679 polimorfik bölgesinin RFLP tayininde PsiI enzimi 

ile kesim sonuçları. Enzim kesimi gerçekleştirilen olarak 100 bp’lik ladder 

kullanılmıştır. K11 yabanıl homozigot, K14 ve K49 heterozigot, K20 ve K50 

homozigot mutant olarak gözlenmiştir.  
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2. D Vitamini Ölçümü Sonuçları 

D vitamini ölçümü için 6 farklı konsantrasyonda 25(OH)D3 kullanılarak 

kalibrasyon eğrisi elde edilmiştir. Standart eğride korelasyon katsayısı (R2) 0.9972 

olarak hesaplanmıştır. Standart eğri orijinden geçmeye zorlanmıştır. Kalibrasyon 

eğrisi oluşturulurken aynı zamanda iki tane farklı konsantrasyon seviyesinde kalite 

kontrol örnekleri ölçülmüştür (Şekil 9). 

 

 

 

 

 

Şekil 8. 6 farklı konsantrasyon eğrisi ile hazırlanmış 25-OH Vitamin D3 

kalibrasyon eğrisi  

    İlk kuadropolden geçtiğinde en yüksek tepe noktası alınmıştır (401.3), ikinci 

kuadropol, en büyük parçanın tepe noktasına göre ayarlanmış (383.3) ve ona göre 

üçgen oluşturulmuştur (Şekil 10). Her örnek için şekil 10’da görülen kromatogram 

üzerinden D vitamini seviyesi ölçümü üçgen ile belirtilen taralı alana göre 

hesaplanmıştır.  
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 Şekil 9.  401.3-383.3  geçişinde 4 numaralı örnek için kromatogram  

3. Kemik Yoğunluğu Ölçümü Sonuçları 

Tablo 7 : Kemik yoğunluğu ölçümü sonuçları 

ÖRNEKLER AP Spine T-SKOR (L1-L4) Femur Boyun T- SKOR 

Femur Toplam 

T-SKOR 

001. -1.3 OSTEOPENİK -0.9 NORMAL 

-0.3 

NORMAL 

003. -1.0 OSTEOPENİK -2.2 OSTEOPENİK 

-1.7 

OSTEOPENİK 

004. -3.3 OSTEOPOROTİK -0.2 NORMAL 

0.5 

NORMAL 

005. -1.7 OSTEOPENİK 0.2 NORMAL 

0.2 

NORMAL 

006. -1.3 OSTEOPENİK -0.6 NORMAL 

-0.1 

NORMAL 

007. -1.3 OSTEOPENİK -0.7 NORMAL 

-0.2 

NORMAL 

009. -1.9 OSTEOPENİK -2.0 OSTEOPENİK 

-1.8 

OSTEOPENİK 

010. 0.2 NORMAL -0.2 NORMAL 

0.9 

NORMAL 

011. -1.5 OSTEOPENİK -1.6 OSTEOPENİK 

-0.9 

NORMAL 

012. 1.4 NORMAL 1.8 NORMAL 

0.9 

NORMAL 

013. -1.7 OSTEOPENİK -0.5 NORMAL 

-0.5 

NORMAL 

       015. -0.8 NORMAL 0.3 NORMAL 

1.9 

NORMAL 

016. 2.5 NORMAL 0.1 NORMAL 

-0.4 

NORMAL 
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017. -1.1 OSTEOPENİK 0.0 NORMAL 

-0.2 

NORMAL 

 

018. 0.2 NORMAL 0.5 NORMAL 

1.4 

NORMAL 

020. -1.0 OSTEOPENİK -1.3 OSTEOPENİK 

-1.0 

OSTEOPENİK 

021. -1.9 OSTEOPENİK -1.7 OSTEOPENİK 

-1.4 

OSTEOPENİK 

022. -1.2 OSTEOPENİK -0.2 NORMAL 

0.7 

NORMAL 

023. 0.2 NORMAL -0.3 NORMAL 

-0.1 

NORMAL 

025. -1.0 0STEOPENİK -0.5 NORMAL 

-0.3 

NORMAL 

026. 3.5 NORMAL 2.4 NORMAL 

3.0 

NORMAL 

027. -0.6 NORMAL 0.7 NORMAL 

0.7 

NORMAL 

029. -0.9 NORMAL -1.1 0STEOPENİK 

-1.1 

OSTEOPENİK 

030. -1.0 OSTEOPENİK 0.1 NORMAL 

1.4 

NORMAL 

033. 0.3 NORMAL -0.9 NORMAL 

0.3 

NORMAL 

034. -1.5 OSTEOPENİK -1.5 OSTEOPENİK 

-0.9 

NORMAL 

041. -0.1 NORMAL 0.2 NORMAL 

0.4 

NORMAL 

043. -1.9 OSTEOPENİK -1.3 OSTEOPENİK 

-1.8 

OSTEOPENİK 

045. 1.4 NORMAL 0.6 NORMAL 

0.7 

NORMAL 
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       047. -2.3  OSTEOPENİK -1.1 OSTEOPENİK 

-0.9 

NORMAL 

048. -1.5 OSTEOPENİK -1.0 OSTEOPENİK 

-0.4 

NORMAL 

050. 1.7 NORMAL 1.7 NORMAL 

1.4 

NORMAL 

051. -1.7 OSTEOPENİK -O.6 NORMAL 

-0.7 

NORMAL 

052. -1.9 OSTEOPENİK -2.6 OSTEOPOROTİK 

-2.0 

OSTEOPENİK 

057. -2.4 OSTEOPENİK -0.8 NORMAL 

-0.5 

NORMAL 

058. -1.2 OSTEOPENİK -0.7 NORMAL 

0.8 

NORMAL 

074. -0.7 NORMAL -1.2 OSTEOPENİK 

-0.5 

NORMAL 

079. -0.9 NORMAL -1.6 OSTEOPENİK 

-1.2 

OSTEOPENİK 

081. 1.9 NORMAL 0.2 NORMAL 

0.6 

NORMAL 

082. -1.0 OSTEOPENİK -2.6 OSTEOPOROTİK 

-1.6 

OSTEOPENİK 

085. 0.6 NORMAL -0.3 NORMAL 

1.0 

NORMAL 

086. -0.9 NORMAL -1.4 OSTEOPENİK 

-1.0 

OSTEOPENİK 

087. -3.4 OSTEOPOROTİK -3.0 OSTEOPOROTİK 

-2.6 

OSTEOPOROTİK 

089. -2.0 OSTEOPENİK -0.9 NORMAL 

-0.9 

NORMAL 

090. 0.7 NORMAL 1.6 NORMAL 

1.6 

NORMAL 

091. -2.4 OSTEOPENİK -0.4 NORMAL  
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093. 0.6 NORMAL 0.6 NORMAL 

1.1 

NORMAL 

095. 0.9 NORMAL 0.4 NORMAL 

1.9 

NORMAL 

096. -0.7 NORMAL -0.4 NORMAL 

-0.7 

NORMAL 

097. 2.4 NORMAL 1.6 NORMAL 

1.5 

NORMAL 

098. -0.1 NORMAL 0.6 NORMAL 

0.7 

NORMAL 

100. -0.1 NORMAL -2.0 OSTEOPENİK 

-1.6 

OSTEOPENİK 

 

4.3. Çalışmanın İstatistiksel Değerlendirilmesi 

4.3.1. Katılımcıların demografik bilgileri  

Katılımcıların boy ve kilo sonuçları normal dağılmıştır. Bu yüzden sonuçlar 

ortalama (medyan) değerleri olarak verilmiştir. Ancak VKİ, D vitamin değerleri ve 

yaşları normal dağılım göstermediği için ortanca değer kullanılmıştır.   

Tablo 8: Katılımcıların demografik bilgileri 

 Ortalama(± SD) veya Ortanca (IR) 

Boy (cm) 157 (±7) 

Kilo (kg) 77 (±15)   

VKİ (kg/m2) 29.14 (10) 

Yaş 58 (12) 

Vitamin D (mg/dl) 9 (13) 
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4.3.2. Katılımcıların Genotipik Özellikleri 

100 katılımcıdan 88 tanesinin DNA’sı izole edilmiş, 74’ünün genotiplendirmesi 

yapılmıştır.  

Tablo 9 : Katılımcıların Genotip ve alel frekansları 

 AA AC CC 

Genotip Frekansı 0.14(10) 0.67 (50) 0.19 (14) 

 

 

4.3.3.Vitamin D ve VKİ Değerlerinin Genotipe Göre Dağılımı 

Tablo 10: Vitamin D ve VKİ değerlerinin genotipe göre dağılımı 

 AA AC CC P 

Vitamin D 18.3 9.26 8.61 0.075 

VKİ 29.00 28.27 28.44 0.630 

 

Genotip gruplar arası Vitamin D düzeyleri farkı Mann Whitney U testi ile 

bakılmış ve anlamlı fark görülmemiştir. VKİ genotip grupları arasında anlamlı fark 

göstermemiştir. 

 A C 

Alel Frekansı 0.47 0.53 
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4.3.4. Kemik Yoğunluğu Ölçümleri Sonuçlarının Dağılımı 

Kemik Yoğunluğu Sonuçları değerlerine göre normal, osteopenik ve osteoporotik 

olarak kategorize edilmiş ve her üç bölge (AP spine, femur boyun ve femur toplam) 

ki kare testiyle korele edilmiş ancak  gruplar arası fark bulunmamıştır (p=0.383). 

Kemik yoğunluğu sonuçları BMD (g/cm2) olarak sayısal değerleri ile analizi 

yapılmıştır. Ölçüm sonuçları normal dağılım göstermiştir. Kemik yoğunluğunu 

gösteren değerlerin ortalamaları apspine (L1-L4 omurga) : 1.057 (±0.19), femur 

boyun: 0.886(±0.15), femur toplam: 0.970 (±0.14) olarak bulunmuştur. 

 

4.3.5. Vitamin D Değerlerinin Kemik Yoğunluğu Ölçümleriyle Korelasyonu 

Vitamin D değerleri kemik yoğunluğu ölçümleriyle non parametrik Kruskal 

Wallis testiyle korelasyon analizi yapılmış ve anlamlı bir ilişki gösterilememiştir.  

Tablo 11: Vitamin D değerlenin kemik yoğunluğu ölçümleriyle korelasyonu 

Kemik Yoğunluğu ölçüm bölgesi R P 

AP spine -0.172 0.218 

Femur Boyun -0.166 0.453 

Femur Toplam -0.236 0.099 

r: korelasyon katsayısı, p<0.05 is istatistiksel olarak anlamlı 

 

4.3.6. Kemik yoğunluğu, vitamin D Değerleri ve Genotip İlişkisi 

Pearson korelasyon testiyle kemik yoğunluğu ölçümleri, vitamin D değerleri ve 

genotip ilişkisi araştırılmış ve yabanıl homozigot tip genotipe sahip kişilerde (AA) 
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vitamin D düzeyleri, polimorfik bireylere göre (AC+CC)  anlamlı derecede yüksek 

bulunmuştur (22±19 vs 13±11, p=0.042). Ancak kemik yoğunluğu ölçüm bölge 

değerleri ile rs2282679 polmorfizmi arasında anlamlı bir ilişki gösterilememiştir. 

Tablo 12 : Kemik yoğunluğu, vitamin D Değerleri ve Genotip İlişkisi 

 Yabanıl tip (AA) Polimorfik tip 

(AC;CC) 
p 

APSpine 1. 1±0.3 1.0±0.2 0.082 

Femur 

boyun 

0.9±0.2 0.9±0.2 0.458 

Femur 

toplam 

1.0±0.2 0.9±0.1 0.697 

Vit D 22±19 13±11 0.04 

 

 

Şekil 10 : Vitamin D seviyelerinin Genotipe göre dağılımı. AA-CC arası  fark p= 

0.025, AA-AC farkı p=0.083 
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5. TARTIŞMA VE GELECEK PLANI 

5.1. Tartışma  

Çalışmaya gönüllülük esasına dayanarak katılan 100 post menopozal kadının 

demografik bilgilerinin istatistiksel analizi sonucu ortalama boy 157 cm (±7) ve 

ortalama vücut ağırlığı 77 kg (±15) olarak bulunmuştur. Katılımcıların yaşları normal 

değılım göstermediği için ortanca değer alınmıştır (58 (IR:12)). VKİ değerleri normal 

dağılım göstermediği için ortanca değerleri alınmıştır.  Dünya Sağlık Örgütü (WHO) 

kılavuzlarında VKİ: 25-29 kg/m2 arası kişiler fazla kilolu, 30-34.9 kg/m2 kişiler obez 

olarak tanımlanmaktadır (27).  Çalışma popülasyonumuzun verileri göstermektedir ki 

VKİ değerleri WHO kılavuzlarına göre preobez-obez 29.14 (IR:10) klasifikasyonuna 

girmektedir. Bu da bize bu popülasyonunun metabolik sendrom için risk taşıdığını 

göstermektedir (27). Ancak çalışmamızda VKİ ve Vitamin D değerleri arasında 

anlamlı bir ilişki gösterilememiştir.  

Çalışmaya katılan kadınlarda vitamin seviyeleri normal değerlerin çok altında 

bulunmuştur. D vitamininin normal değerleri 30-55 ng/ml olarak bilinirken 

katılımcılarda D vitaminin ortanca değeri 9ng/ml (IR:13) olarak bulunmuştur. D 

vitaminin seviyelerinin bu kadar düşük seyretmesinin sebepleri bu popülasyonda 

menopoz sonrası hızlı kayıp, sosyoekonomik durum, beslenme alışkanlıkları, genetik 

yatkınlık sorularını akla getirmektedir. Yakın zamanlı yayınlarda obezitenin vitamin 

D seviyeleriyle ters orantılı olduğu ve VKİ arttıkça D vitamini seviyelerinin belirgin 

olarak düşüş gösterdiği rapor edilmiştir. Bu yayınlarda özellikle menopoz sonrası 

kadınlarda vitamin D seviyelerindeki bu düşüklüğün yüksek kilo ile ilişkili olduğu 

yönündedir (28,29). Vitamin D değerlerinin kemik yoğunluğu ölçümleriyle 

korelasyon analizi yapılmış ve omurga (apspine),  femur boyun ve femur toplam 

sonuçlarının D vitamini değerleriyle arasında anlamlı bir ilişki gösterilememiştir.  

D vitamini seviyeleriyle ilişkilendirilen VDBP rs2282679 polimorfizmi seçilen 

popülasyonda bakılmış, genotip grupları arasında anlamlı fark gösterilememiştir 
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(p=0.075). Ancak dominans analizinde homozigot yabanıl tip polimorfik grupla 

karşılaştırıldığında bu fark istatistiksel olarak anlamlıdır (p=0.0046).  

Ayrıca AA-CC arası fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (0.025). AA-

AC genotipi arasındaki fark p=0.083 olarak bulunmuştur.  

Leong ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada da rs2282679 ve DBP ve serum 

vitamin düzeyi arasında güçlü bir ilişki olduğu bulunmuştur. rs2282679 

polimorfizminin DBP seviyelerinde düşüş ile ilişkili olduğu görülmüştür (30). 

Hartman çalışmasının sonuçları da bizim bulgularımızı doğrular niteliktedir. D 

vitamini seviyesinde rs2282679 polimorfizmine bağlı olarak düşüş görülmüştür (31).  

Çalışma grubunda MAF (minor alel frekansı) 0.5 olarak ölçülmüştür. Ancak 

popülasyon çalışmalarında MAF:0.2 olarak belirtilmektedir. Avrupa toplumunda 

MAF:0.26, Asya toplumlarında 0.25 ve Asya toplumlarında 0.1 olarak belirtilmiştir 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2282679). Bu değerlere 

göre bizim çalışma grubumuzda riskli alel frekansı diğer toplumlara göre anlamlı 

derecede yüksek bulunmuştur. Çalışmamızda genotip frekansları AA: 0.14, AC: =.67 

ve CC: 0.19 olarak bulunmuştur, alel frekansları A:0.47 ve C: 0.43 olarak 

bulunmuştur.  

Çalışmanın Eksik Yönleri: Çalışmamız bir kohort analizidir. Marmara 

Üniversitesi Hastanesi’ne başvuran menopoz sonrası kadınlar gönüllülük esasına göre 

katılmışlardır. Katılımcıların sosyoekonomik düzeyleri, beslenme alışkanlıkları 

vitamin D düzeylerine etki edebilir. Vitamin D düzeyleri topluma göre çok düşük 

olarak gözlenmiştir. Bu yüzden kohort çalışması olmasına rağmen homojen bir 

topluluk olmamıştır ve bu çalışmadaki sonuçlar toplumun genel özelliklerini 

yansıtmamaktadır. Aynı zamanda vaka sayısının çok düşük olması sonuçları 

etkilemiş olabilir. Ancak vitamin D takviyesi kullanmayan post menopozal kadınların 

seçilmesi vaka sayısını sınırlamaktadır.  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=2282679
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5.2. Çalışmanın Gelecek Planı 

Çalışmamızın sonucunda serum D vitamini seviyeleri ve rs2282679 arasındaki 

ilişki anlamlı olduğu için çalışma grubu sayısının arttırılması daha doğru sonuçlar 

verebilir. Bu nedenle ileride yapılacak olan geniş bir kohort çalışması düşünülmüştür. 

Bu çalışma grubunda vitamin D değerlerinin düşüklüğüne yol açabilecek yeni genetik 

belirteçler araştırılabilir. Sonuçlarda serum vitamin D seviyelerinin çok düşük 

olmasına rağmen kemik dansitesinde beklenen anlamlı osteoporotik değişikliklerin 

görülmemesi bize vitamin D seviyeleri ve osteoporoz ilişkisini daha ayrıntılı 

araştırma ve etkileyen faktörleri araştırma gerekliliğini düşündürmüştür. 
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