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SİSTEMİK SKLEROZ HASTALARINDA VİTAMİN D DÜZEYİ VE 
MOLEKÜLER YOLAĞININ OKSİDATİF DNA HASARI VE KLİNİK 

BULGULARI İLE İLİŞKİSİ 

Doktora Tezi 

Nazlı Ecem DAL BEKAR 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 Moleküler Tıp Anabilim Dalı  

ÖZET 

Sistemik skleroz (skleroderma) deri ve iç organların progresif fibrozu ile 
karakterize nadir bir otoimmün hastalıktır. Sklerodermada, inflamasyon ve oksidatif 
stresin birbirini besleyen kısır döngüler olarak yer aldığı ve bunun sonucunda oksidatif 
makromolekül hasarının arttığı bildirilmiştir. Bu hasarlar arasında oksidatif DNA 
hasarı, mutajenik ve sitotoksik etkileri sebebiyle uzun vadede birçok probleme neden 
olabileceğinden önemli bir yere sahiptir. D vitamini eksikliği, sklerodermada yaygın 
bir problem olup, replasmanı tedaviye katkı sağlayan önemli uygulamalardan biridir. 
Son yıllarda, D vitamininin antioksidan potansiyelinin gösterilmesi ile birlikte, 
patogenezinde oksidatif hasarın önemli bir rol oynadığı sklerodermada, D vitamini ve 
oksidatif DNA hasarı arasındaki ilişkinin aydınlatılmasına ihtiyaç doğmuştur.  

Bu tez kapsamında, sklerodermada oksidatif DNA hasarı, idrarda üç stabil hasar 
ürününün (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) sıvı kromatografi sıralı kütle spektrometri 
(LC-MS/MS) yöntemi kullanılarak ölçülmesiyle kapsamlı bir şekilde gösterilmiş; 
serum D vitamini düzeyleri ise ultra performanslı sıvı kromatografi yüksek 
çözünürlüklü kütle spektrometri (UPLC-HRMS) ile belirlenmiş ve vitamin D reseptör 
(VDR) gen ekspresyonu ile bu gende bulunan dört polimorfizm (rs2228570, 
rs1544410, rs7975232, rs731236) RT-PCR ile analiz edilerek sağlıklı bireyler ile 
karşılaştırılmıştır. Çalışmanın klinik prospektif bölümünde ise, D vitamini replasmanı 
alan hastaların, replasman sonrası DNA hasarı ve VDR gen ekspresyonu yeniden 
değerlendirilmiştir.  

Sklerodermada ölçülen üç DNA hasar ürünü de sağlıklı bireylere göre artmış 
olup; serum D vitamini düzeyi ve VDR gen ekspresyonu ise düşük tespit edilmiştir 
(p<0.05). D vitamini replasmanının ardından üç hasar ürünü de azalma yönünde eğilim 
göstermiştir. DNA hasarının altın belirteci olan 8-OH-dG’deki düşüş ve VDR 
ekspresyonundaki artış istatistiksel anlamlılığa ulaşmıştır (p<0.05). Akciğer, eklem ve 
gastrointestinal sistem tutulumu olan hastalarda replasman sonrası azalan 8-OH-dG 
düzeyi ile D vitamininin organ tutulumu olan skleroderma hastalarında oksidatif hasarı 
azaltma yönündeki etkinliği gösterilmiştir. 
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Bu çalışma, sklerodermada DNA hasarının kapsamlıca incelendiği ve D vitamini 
replasmanın DNA hasarı üzerine etkilerinin klinik prospektif bir tasarım ile 
değerlendirildiği ilk araştırmadır. 

Anahtar Sözcükler: D vitamini, kütle spektrometri, oksidatif DNA hasarı, 
sistemik skleroz, vitamin D reseptörü  
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ABSTRACT 

Systemic sclerosis (scleroderma) is a rare autoimmune disease characterized by 
the progressive fibrosis of the skin and internal organs. Increased oxidative 
macromolecule damage has been reported in scleroderma. Oxidative DNA damage is 
prominent due to its cytotoxic and mutagenic effects. Since vitamin D deficiency is a 
common problem in scleroderma, vitamin D replacement is an important contributor 
during treatment. Following the demonstration of vitamin D’s antioxidant potential, 
the need to clarify the relationship between vitamin D and oxidative DNA damage in 
scleroderma has arisen. 

Hereby, oxidative DNA damage in scleroderma was comprehensively evaluated 
by measuring three stable damage products (8-OH-dG, S-cdA, R-cdA) by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS); serum vitamin D levels 
were determined by ultra-performance liquid chromatography high-resolution mass 
spectrometry (UPLC-HRMS) and vitamin D receptor (VDR) gene expression and four 
polymorphisms in this gene (rs2228570, rs1544410, rs7975232, rs731236) were 
analyzed by RT-PCR and compared with healthy individuals. In the prospective part, 
post-replacement DNA damage and VDR expression of the patients receiving vitamin 
D were re-evaluated. 

All DNA damage products were increased in scleroderma compared to healthy 
individuals; vitamin D and VDR expression were found to be low (p<0.05). All DNA 
damage products showed a trend towards reduction following the replacement. The 
decrease in 8-OH-dG, as a gold marker of DNA damage, and increment in VDR 
expression reached statistical significance (p<0.05). The effectiveness of vitamin D in 
scleroderma patients with organ involvement has been demonstrated by attenuated 8-
OH-dG after replacement in patients with lung, joint, and gastrointestinal system 
involvement. 

This is the first study to comprehensively examine DNA damage in scleroderma 
and evaluate the effects of vitamin D on DNA damage by a clinical prospective design. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

İlk kez 1849 yılında D vitamini açısından zengin bir kaynak olan balık yağının 

tüberküloz tedavisinde etkinliğinin gösterildiği bir çalışma ile başlayan süreç, D 

vitamininin doğal ve edinsel bağışıklık sistemlerinde önemli rollerinin açığa 

çıkarıldığı bir dizi araştırmaya öncülük etmiştir. Günümüzde D vitamininin nükleer 

reseptörü (VDR) aracılığıyla bir transkripsiyon faktörü gibi davranabildiği ve DNA 

sekansında spesifik dizilere bağlanarak immün sistem de dahil olmak üzere birçok 

yolak ile ilişkili yaklaşık 300 geni doğrudan kontrol ettiği bilinmektedir (1). D vitamini 

eksikliğinin veya D vitamini sinyal yolaklarında meydana gelen aksaklıkların 

osteoartrit, diyabet, kanser, tüberküloz, kardiyovasküler ve otoimmün hastalıklar gibi 

birçok hastalığın patogenezinde ve progresyonunda rol oynadığı bildirilmiştir (2). Son 

yıllarda, D vitamininin immün sistem üzerindeki etkilerinin yanı sıra oksidatif strese 

karşı bir antioksidan olarak savaşabildiği de gösterilmiştir. Tüm bu etkileri göz önüne 

alındığında D vitamini, özellikle inflamasyon ve oksidatif stresin birbirini besleyen 

döngüler olarak önemli bir yere sahip olduğu otoimmün ve inflamatuvar hastalıkların 

patogenezinde veya tedavi sürecine katkı sağlamada yadsınamaz bir öneme sahiptir.  

Oksidatif stres, reaktif oksijen türleri (ROT) başta olmak üzere, serbest 

radikallerde artış ile prooksidanları detoksifiye eden antioksidanlar arasındaki 

dengenin bozulması sonucu ortaya çıkmaktadır. Oksidatif hasarın kanser, 

kardiyovasküler ve nörodejeneratif hastalıklar ile birlikte inflamatuvar hastalıklarda 

da artış gösterdiği yapılan çalışmalar ile gösterilmiştir. Hücresel aerobik metabolizma 

ve inflamasyon gibi endojen yollar ile veya kimyasal ajanlara, radyasyona ve yüksek 

oksijen basıncına maruziyet gibi ekzojen yollar sonucu ortaya çıkan ROT, hücre 

membranındaki lipitler, hücre içi proteinler veya DNA gibi makromolekülleri 

oksidatif hasara uğratmakta; birçok hastalık ile ilişkilendirilen hasarlı ürünlerin 

oluşumuna yol açmaktadır. Oksidatif DNA hasarı ise organizmadaki kümülatif 

oksidatif stresin duyarlı göstergesi olması nedeniyle ayrıca önem taşımaktadır. 

Oksidatif stres, DNA'da şeker modifikasyonlarına, tek ve çift zincir kırıklarına, baz 

radikallerinin oluşumuna, DNA-protein çapraz bağlanmasına ve nükleozid hasarına 
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neden olmaktadır. DNA hasarı sonucu ortaya çıkan ürünlerden 8-hidroksi-2-

deoksiguanozin (8-OH-dG) ve 8,5-siklo-deoksiadenozinin S ve R enantiyomerleri (S-

cdA, R-cdA) baz ve şeker kalıntılarının aynı zamanda hasar gördüğü ürünlerdir ve 

DNA nükleozid hasarının başlıca belirteçleridir. Bu hasar ürünleri, DNA onarım 

enzimleri tarafından kesilir, periferik dolaşıma geçer ve idrarla uzaklaştırılır. Kimyasal 

stabiliteleri ve özgün yapıları göz önünde bulundurulduğunda birçok hastalıkta 

oksidatif stres varlığının belirlenmesi için iyi birer biyobelirteç olarak kullanılabileceği 

düşünülmektedir (3). 

Sistemik skleroz (SS, skleroderma), deri ve iç organların yaygın fibrozu ile 

karakterize kronik inflamatuvar bir hastalıktır. Kliniğe özgü en belirleyici özelliği 

cildin fibrozu olmakla birlikte, inflamatuvar, fibrotik ve vasküler değişikliklerin 

gastrointestinal sistem, akciğer, eklemler, böbrek ve kalp gibi iç organlarda da 

görülebilmesi nedeniyle hastalık sistemik skleroz olarak isimlendirilir. SS, sıklıkla 

genç kadınları tutması ve hastaların fizyonomisini etkilemesi nedeniyle önemli 

psikososyal sorunları da beraberinde getirir. Sklerodermik değişiklikler morbiditeyi, 

iç organ tutulumu ise morbiditenin yanı sıra mortaliteyi etkilemektedir (4). 

Sklerodermanın patogenezi ve progresyonuna katkı sağlayan faktörler henüz tam 

olarak aydınlatılamamış olmakla birlikte, bazı immün sistem hücrelerinin 

hiperaktivasyonu ve proinflamatuvar sitokinlerin artan salınımının inflamasyona 

sebep olduğu ve bu durumun oksidatif stresi tetiklediği bilinmektedir. Ancak artan 

oksidatif stresin sebep olabileceği ve uzun vadede genomik instabilite sebebiyle birçok 

istenmeyen sürece yol açabilen DNA hasarının sklerodermadaki yerini incelemiş olan 

oldukça sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. Bunun yanı sıra, sklerodermada D vitamini 

eksikliği yaygın bir problem olup, D vitamini düzeyi ile bazı klinik skorlar arasında 

negatif korelasyon olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle, sklerodermada D vitamini 

replasmanı rutin tedavi stratejilerine katkı sağlayan önemli bir faktör olarak yer 

almaktadır. Tüm bu süreçler göz önüne alındığında, sklerodermada oksidatif DNA 

hasarının klinik bulgular ile ilişkisi kapsamlı bir şekilde araştırılmalı, D vitamini 

eksikliğinin yanı sıra D vitamini sinyal yolağı da incelenmeli ve D vitamini ile DNA 

hasarı arasındaki olası ilişki ortaya konulmalıdır.  
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Bu tez çalışmasında, SS hastalarında oksidatif DNA hasarı ile D vitamini düzeyi 

arasındaki olası korelasyonun belirlenmesi ve hastalığın mekanizmasında D vitamini 

sinyal yolağının rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Ayrıca hasta grubunun sınırlı ve 

yaygın deri tutulumlu olmak üzere iki alt sınıfta ayrı ayrı incelenmesi, modifiye 

Rodnan deri skorlaması, akciğer ve eklem tutulumları ve GİS tutulumunun şiddeti 

açısından değerlendirilmesiyle, hastalığın farklı alt grupları ve skorları ile oksidatif 

DNA hasarı, D vitamini düzeyi ve sinyal yolağında meydana gelebilecek aksaklıklar 

arasındaki ilişkinin araştırılması planlanmıştır. Çalışmanın klinik prospektif 

tasarımında ise, SS hastalarına rutin tedavide uygulanan D vitamini replasmanının 

etkinliğini sınamak amacıyla replasmandan altı ay sonraki kontrollerinde bu 

hastalardan yeniden idrar ve kan örneği alınarak, oksidatif DNA hasarı ve vitamin D 

reseptör ekspresyonu incelenmiş, bu prospektif çalışma SS hastalarına uygulanan D 

vitamini replasmanının uzun vadeli etkisi açısından önemli bir değerlendirme olarak 

bilimsel literatürde yerini almıştır.  

Bu amaçlar doğrultusunda çalışmanın başlıca hedefleri şunlardır: 

I. SS hastalarının, serum örneklerinde D vitamini  (25(OH)D3), idrar 

örneklerinde 8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA düzeylerinin HPLC-MS/MS ile 

ölçülmesi; VDR geninde bulunan tek nükleotid polimorfizmlerinin 

(rs1544410, rs2228570, rs7975232 ve rs731236) genotip analizinin prob 

temelli RT-PCR yöntemi ile yapılması ve VDR gen ekspresyonunun RT-PCR 

tekniği ile kantite edilmesi; sonuçların yaş aralığı ve cinsiyet açısından 

eşleştirilmiş, otoimmün ve kronik herhangi bir hastalık tanısı bulunmayan 

sağlıklı bireyler ile karşılaştırılması, 

II. Uluslararası kriterler doğrultusunda tanı alan SS hastalarının, sınırlı ve yaygın 

deri tutulumlu SS alt tiplerine göre sınıflandırılması, modifiye Rodnan deri 

skorlamasının yapılması, akciğer, eklem tutulumları ve GİS tutulum 

şiddetinin belirlenmesi; serum D vitamini düzeyi, oksidatif DNA hasarı 

miktarı, VDR gen polimorfizmleri ve VDR gen ekspresyon seviyesinin 

birbiri ile ilişkisinin incelenmesi ve hastaların klinikopatolojik bulguları ile 

bu parametreler arasındaki olası korelasyonların belirlenmesi, 
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III. D vitamini replasmanının ardından altıncı aydaki rutin kontrollerinde 

hastalardan alınan idrar ve kan örnekleri ile serum D vitamini düzeyleri, 

oksidatif DNA hasarı ve vitamin D reseptör ekspresyon düzeylerinin yeniden 

değerlendirilmesidir.  

Çalışmanın olgu-kontrol bölümünün hipotezleri: 

• Serum D vitamini düzeyi, skleroderma hastalarında sağlıklı bireylere göre 

daha düşüktür. 

• Serum D vitamini düzeyi, hastaların bazı klinik skorları ile negatif korelasyon 

göstermektedir. 

• Serum D vitamini düzeyi düşük olan hastalarda oksidatif DNA hasarı daha 

yüksektir. 

• Oksidatif DNA hasarı, otoimmün ve inflamatuvar bir hastalık olan 

sklerodermada sağlıklı bireylere göre daha fazladır. 

• Oksidatif DNA hasarı, hastaların bazı klinik skorları ile pozitif korelasyon 

göstermektedir. 

• Sistemik skleroz hastalarında, vitamin D reseptör ekspresyonu sağlıklı 

bireylere göre daha düşüktür. 

• Vitamin D reseptör geninde bulunan dört polimorfizm (rs1544410, 

rs2228570, rs7975232 ve rs731236) sistemik skleroz hastalığının patogenezi 

ile ilişkilidir. 

Çalışmanın klinik prospektif bölümünün hipotezleri: 

• Hastalarda D vitamini replasmanından sonra oksidatif DNA hasarı 

azalmaktadır. 

• Hastalarda replasman sonrası artan D vitamininin genomik fonksiyonları için 

elzem olan vitamin D reseptör ekspresyonu da artmaktadır. 

• Organ tutulumu olan skleroderma hastalarının (akciğer, eklem ve GİS) D 

vitamini replasmanı ile oksidatif DNA hasarı, tutulumu olmayan hastalara 

göre daha etkin bir şekilde indirgenmektedir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. D Vitamini: Metabolizması ve Moleküler Yolağı 

2.1.1. D Vitamininin Sentez ve Yıkımı 

Steroid yapıda bir pro-hormon olarak tanımlanan D vitamininin D3 

(kolekalsiferol) ve D2 (ergokalsiferol) olmak üzere iki formu bulunmaktadır. 

Ergokalsiferol, bitkisel kaynaklı olmakla birlikte insan vücudunda nadiren ölçülebilir 

düzeylere ulaşmaktadır. Kolekalsiferol ise, hayvansal kökenli olup deride ultraviyole-

B (UVB) ışınları ile 7-dehidrokolesterolün fotoliz reaksiyonu sonucu oluşmaktadır. 

Bu reaksiyonun ardından D vitamini bağlayıcı protein ile (vitamin D binding protein; 

VDBP) karaciğere taşınan D vitamininin metabolik olarak aktiflenmesi için ilk 

basamak, ekspresyonu CYP27A1 geni (Cytochrome P450 Family 27 Subfamily A 

Member 1) tarafından kontrol edilen vitamin-D-hidroksilaz enzimi ile 25. 

pozisyondaki karbon atomuna bir hidroksil grubu eklenmesidir (5). Hidroksillenme 

sonucu oluşan reaksiyon ürünü 25-hidroksi vitamin D3 (25(OH)D3), yeniden VDBP’e 

bağlanarak böbreklere taşınır, proskimal tübüllerde bulunan endositik reseptör 

megalin aracılığıyla geri emilir (5). 25(OH)D3 ve VDBP kompleksi böbrek proksimal 

tübüllerinde bulunan lizozomlar aracılığıyla ayrılır ve serbestleşen 25(OH)D3’ün 

birinci pozisyonundaki karbon atomuna, ekspresyonu CYP27B1 (Cytochrome P450 

Family 27 Subfamily B Member 1) geni tarafından kontrol edilen 25(OH)D3-1a 

hidroksilaz enzimi ile bir hidroksil grubu daha eklenir (6). Bu hidroksillenme 

reaksiyonunun sonucunda, inaktif formdaki D vitamininin (25(OH)D3) metabolik 

olarak aktif formu olan 1,25 dihidroksi vitamin D3 (1,25(OH)2D3) oluşur (7). Önceleri 

sadece böbrek proksimal tübüllerinde ifade olduğu düşünülen CYP27B1 geninin, 

aktive olmuş makrofajlar gibi immün sistem hücrelerinde, deri epitel hücreleri, kolon 

hücreleri, kemik ve akciğerde mitokondriyal ekspresyonunun olduğunun gösterilmesi 

ile inaktif formdaki D vitamininin vücutta birçok hücre tipi tarafından aktiflenebildiği 

gösterilmiştir (6). Son yıllarda D vitamininin immün sistem regülasyonundaki rolünü 

açığa çıkarmayı hedefleyen çalışmalarda makrofajların  interferon- γ (IFN- γ) veya 

toll-benzeri reseptör (toll-like receptor; TLR) ile aktivasyonu sonucu CYP27B1 
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geninin ifadesinin arttığı ve bu sayede hücre içi inaktif D vitamininin son aktiflenme 

basamağının daha etkin bir şekilde gerçekleştiği belirtilmiştir (6).  

D vitamini, yağda eriyen vitaminler kategorisinde tanımlanmakta ve belirli bir 

dozun üzerinde toksik etkilerinin olduğu ifade edilmektedir (8).Bu nedenle normal 

koşullar altında, aktif D vitamininin belirli bir düzeye ulaşması katabolik süreci 

tetiklemekte ve CYP24A1 (Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A Member 1) geni 

tarafından ifade edilen 24-α hidroksilaz enziminin ekspresyonunu arttırmaktadır. 24-α 

hidroksilaz enzimi, aktif D vitamini ile reaksiyona girerek metabolik olarak herhangi 

bir işlevi olmayan 24,25 dihidroksi vitamin D3’ün (24,25(OH)2D3) oluşmasını 

sağlamakta; bu işlevsiz form ise kalsitroik aside dönüştürülerek idrar ile atılmaktadır 

(6,9). 

D vitamini sentez ve yıkım sürecini kontrol eden başlıca iki molekül fibroblast 

büyüme faktörü-23 (fibroblast growth factor-23; FGF-23) ve paratiroid hormondur 

(PTH) (5). FGF-23, vitamin D sentezini tetikleyen bir faktör olmakla birlikte bu 

işlevini D vitamininin metabolik olarak aktif form almasını sağlayan 25(OH)D3-1a 

hidroksilaz enziminin ifadesinden sorumlu CYP27B1 geninin mRNA düzeyinde gen 

ekspresyonunu özellikle böbrek proksimal tübül hücrelerinde inhibe ederek 

gerçekleştirmektedir (10). Sentez yolağındaki inhibisyonunun yanı sıra, FGF-23’ün 

yıkımda görev alan 24-α hidroksilaz enziminin ekspresyonunu arttırarak aktif D 

vitamininin yıkım sürecini indüklediği de bilinmektedir (5). FGF-23’ün aksine PTH 

ise, D vitamininin aktif forma ulaşması için gereken 25(OH)D3-1a hidroksilaz 

enziminin ekspresyonunu arttırmakta ve aktif D vitamininin yıkımına neden olan 24-

α hidroksilaz enziminin ekspresyonunu inhibe ederek dolaşımda aktif formda D 

vitamini miktarını arttırmaktadır (5). D vitamininin aktiflenmesi, yıkımı ve tüm bu 

süreçlerin regülasyonu Şekil 1’de özetlenmiştir. 
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Şekil 1. D vitamini metabolizması: Aktiflenme-yıkım basamakları ve bu süreçlerin 

regülasyonu (11). 

2.1.2. D Vitamininin Moleküler Yolağı 

D vitamininin işlevlerine aracılık eden moleküler yolakların aydınlatılması, bir 

pro-hormon olarak tanımlanan bu molekülün, önceleri sadece kemik ve mineral 

metabolizmasında görev aldığı yönündeki geleneksel bilginin yanı sıra birçok genin 

ekspresyonunu düzenleyerek farklı sistemlerde önemli rollere sahip olduğunu ortaya 

çıkarmıştır. D vitamini biyolojik fonksiyonlarını “genomik” ve “genomik olmayan 

(non-genomik)” olarak adlandırılan iki yolak üzerinden gerçekleştirmektedir.  

Genomik olmayan yolak, başlıca ikincil haberciler aracılığıyla indüklenen bir 

sinyal kaskadı üzerinden ilerlemektedir. Bu yolakta D vitamini, membran ilişkili 

vitamin D reseptörüne (mVDR) veya 1,25 D3 membran ilişkili hızlı yanıt steroid 

bağlayan proteine (1,25 D3 membrane associated, rapid response steroid-binding 

protein; 1,25 D3 MARRS) bağlanmakta; bu bağlanmayı takiben fosfoinozitol 3-kinaz 

(PI3K) , fosfolipaz A2 (PLA2), protein kinaz C (PKC), Ca+2/kalmoduline bağımlı 

protein kinaz II (CaMKII) ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAP kinaz) gibi 

ikincil haberciler aracılığıyla bir sinyal iletim kaskadı başlamaktadır (9,12). 
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Membranda tetiklenen bu süreç sonucunda, meydana gelebilecek iki alternatiften biri 

aktiflenen spesifite proteini -1 ve -3 (SP-1, SP-3) ya da retinoid X reseptörü (RXR) 

gibi bazı transkripsiyon faktörlerinin işleviyle vitamin D reseptörü (VDR) aracılı 

genomik yolağın tetiklenmesi; ikinci alternatif ise D vitamininin hızlı etkileri olarak 

bilinen Ca2+ ve Cl- kanallarının açılmasıdır.  

D vitamininin genomik yolağı ise VDR aracılı doğrudan gen ekspresyonunu 

aktive ya da inhibe etmeyi kapsamakta olup, D vitamininin bu yolak aracılığıyla 

yaklaşık 300 genin ifadesini kontrol edilebildiği belirtilmektedir (1). Bu yolak D 

vitamininin, hücre nükleusunda bulunan ve bu nedenle nükleer bir reseptör olarak 

adlandırılan VDR’ye bağlanması ile başlamaktadır. Aktif D vitamininin bağlandığı 

VDR, RXR ile heterodimerik bir yapı oluşturmakta ve bu yapı bir takım 

konformasyonel değişimler sonucu doğrudan DNA üzerinde bulunan spesifik dizilere 

bağlanmaktadır. VDR-RXR heterodimerik yapısının DNA üzerinde bağlandığı 

spesifik dizilere “vitamin D yanıt elementleri (vitamin D response elements; VDRE) 

denilmekte olup bu dizilerin D vitamininin kontrol ettiği hedef genin promotor 

bölgesinin “enhancer” ya da “süpresör” dizilerinde olduğu bilinmektedir. Bu sayede, 

D vitamini ilgili genin ekspresyonunu doğrudan aktive ya da inhibe edebilmektedir 

(13). D vitamini genomik yolak aracılığıyla ilgili genin aktivasyonunu VDR-RXR 

heterodimerik yapısının reseptörlerde bulunan helikslerin bir dizi iyonik ve hidrofobik 

etkileşimleriyle ilgili bölgedeki VDRE üzerinde stabilize olması ve birtakım 

koaktivatörlerin de yapıya katılmasıyla fonksiyonel sıkı bağlantılar içeren bir 

kompleks oluşturması ile gerçekleştirmektedir. Hedef genin genomik yolak aracılı 

inhibisyonunda ise, VDR-RXR heterodimerik yapısına katılan korepressörler 

aracılığıyla hedef gende epigenetik mekanizmaların rolüyle kromatin yapısı yeniden 

düzenlenmektedir. Bu süreçte, histon deasetilaz ve histon demetilaz enzimlerinin 

görev aldığı bilinmekle birlikte DNA metilasyon yolağının tetiklendiği de rapor 

edilmiştir (14). D vitamininin genomik yolak aracılığıyla hücre çoğalması ve 

farklılaşmasının kontrolü, kardiyovasküler sistemin regülasyonu, kanserli hücre 

çoğalmasının inhibisyonu, doğal ve edinsel bağışıklık sistemlerinin kontrolü ve 

oksidatif stresin indirgenmesi gibi birçok görev ile ilişkili geni doğrudan kontrol 

edebildiği bildirilmiştir (6,15). 



9 

 

2.1.2.1. Vitamin D Reseptör (VDR) Geni 

D vitamininin genomik yolağının ana elementi olan VDR, metabolizma başta 

olmak üzere (%43), hücre ve doku morfolojisi (%19), hücre çoğalması ve farklılaşması 

(%10), hücre bağlantıları (%10), anjiyogenez (%9) ve epitelyal mezenkimal transizyon 

(%5) ilişkili birçok genin ifadesini doğrudan kontrol edebilmektedir (14). Bu nedenle 

VDR’nin hem normal fizyolojik süreçlerin işleyişinde hem de bu moleküler yolakta 

meydana gelebilecek aksaklıkların diyabet, romatoid artrit ve Behçet hastalığı gibi 

birçok kompleks hastalıkta önemli rolü olabileceği bildirilmiştir (11,14). 

VDR geni 12. Kromozom üzerinde bulunmakta, 11 ekzonik bölge içermekte ve 

kodlanan ve kodlanmayan ekzonları başlıca dört promotor bölge tarafından kontrol 

edilmektedir. Primer VDR transkripti için başlatıcı ekzon olarak tanımlanan ekzon 1a, 

güçlü bir CpG adacığında bulunmakta; insan, fare ve sıçanlarda yüksek oranda 

korunarak aktarılmaktadır (16). Ekzon 1a, birçok transkripsiyon faktörü bağlanma 

bölgesi içermekte olup VDR gen ekspresyonunun, transkripsiyon faktörleri ve CpG 

adacıklarının metilasyonu/demetilasyonu ile epigenetik mekanizmaların sinerjik 

etkileşimleri ile kontrol edildiği öne sürülmektedir (17). Alternatif VDR’leri kodlayan 

ekzon 1c ve ekzon 1d’nin de benzer şekilde insan, fare ve sıçanlarda korunarak 

aktarıldığı gösterilmiştir. 

VDR geninin ekzonik ve intronik bölgelerinde bugüne kadar tanımlanmış olan 

yaklaşık 27.292 adet tek nükleotid polimorfizmi (single nucleotid polymorphism; 

SNP) bulunmakla birlikte (18); rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236 sıklıkla 

karşılaşılan ve otoimmün hastalıklarla ilişkili olduğu bağımsız birçok çalışmada 

gösterilmiş olan varyantlardır (19–21). Bu SNP’ler arasında rs2228570; translasyon 

başlatıcı kodonda yer almakta olup T/C alleli olarak ifade edilmektedir. Bu bölgede T 

yerine C allelinin yer alması, 427 amino asit içeren VDR yerine üç amino asit kesilmiş 

424 amino asit içeren VDR sentezine neden olmaktadır. 424 amino asit içeren 

VDR’nin, 427 amino asit içeren VDR’ye göre yüksek oranda transaktivasyonel 

kapasiteye sahip olduğu ve bu nedenle VDR geninin otoregülasyonunda birtakım 

etkilere sahip olabileceği düşünülmektedir (22). Üretilen proteini doğrudan etkileme 

potansiyeline sahip olduğu için rs2228570 polimorfizminin rolü, tip II diyabet, 
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osteoporoz, enfeksiyöz hastalıklar, skleroderma ve Behçet hastalığı gibi birçok 

kompleks hastalıkta incelenmiş olup bu polimorfizmin VDR ekspresyonunu 

etkileyerek bu patolojiler için bir risk faktörü olabileceği öne sürülmüştür (21,23,24). 

VDR geninin 3’UTR bölgesine yakın bir konumda bulunan rs1544410 (G/A), 

rs731236 (T/C) ve rs7975232 (C/A) polimorfizlerinin ise fonksiyonel etkileri henüz 

aydınlatılamamış olmakla birlikte, bulundukları bölge nedeniyle VDR mRNA 

stabilitesinde değişikliklere neden olabileceği ve VDR ekspresyon düzeyini 

etkileyebileceği belirtilmektedir. Kodlanmayan ve sessiz SNP’ler olarak tanımlanan 

bu polimorfizmlerin henüz tanımlanmamış fonksiyonel değişimlerle de bağlantı 

dengesizliği (linkage disequilibrium; LD) içinde olabileceği düşünülmektedir. 

Rs1544410, rs731236 ve rs7975232 polimorfizmlerinin fonksiyonel etkisini ortaya 

çıkarmak amacıyla sağlıklı bireylerin kan mononükleer hücreleri üzerinde yürütülen 

bir çalışmada, rs1544410 için homozigot AA ve rs731236 için homozigot CC 

genotipine sahip bireylerin VDR protein düzeyi diğer genotiplere göre daha düşük 

bulunmuştur (24). Rs1544410 polimorfizmi için G, rs731236 için T ve rs7975232 için 

C allellerini birlikte bulundurmanın sırasıyla A, C, A allelerini birlikte bulundurmaya 

göre daha yüksek VDR ekspresyonu ile sonuçlanacağı bildirilmiştir (24). 

Sonuç olarak, translasyon başlatıcı bölgede bulunması ve ifade edilen VDR 

proteinini doğrudan etkilemesi sebebiyle rs2228570; VDR ekspresyon düzeyini 

mRNA stabilitesi aracılığıyla etkileyebileceği yönünde araştırmalar olan ve 3’UTR 

bölgesinde birbirine yakın konumlanan rs1544410, rs731236 ve rs7975232 

polimorfizmlerinin, olası risk/koruyucu faktörler olarak rolü birçok farklı patolojide 

araştırılmaktadır.  

2.2. Oksidatif Stres 

Fonksiyonel bir hücre ve mikroçevresi normal şartlar altında 

indirgenme/yükseltgenme (redüksiyon/oksidasyon; redoks) reaksiyonları açısından 

indirgenmiş bir formda bulunmaktadır. Ancak bazı durumlarda, hücrenin redükte 

formdan okside forma geçmesi bir diğer deyişle bu iki durum arasındaki dengenin 

bozulması oksidatif strese neden olmaktadır (25). Oksidatif stres, reaktif oksijen ve 
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nitrojen türleri (ROT ve RNT) başta olmak üzere serbest radikallerde meydana gelen 

artış ile bu radikalleri detoksifiye etme görevine sahip antioksidanlar arasındaki 

dengenin bozulması ile ortaya çıkmakta ve bu durum birçok hücresel sürecin 

fonksiyonunda aksaklık ile sonuçlanmaktadır (26).  

2.2.1. ROT/RNT Kaynakları 

ROT ve RNT’nin aşırı üretimi; hava kirliliği, sigara dumanı, iyonize radyasyon 

gibi ekzojen faktörlerin etkisiyle ve hücresel metabolizmanın doğal işleyişinde üretilen 

serbest radikallere antioksidan sistemlerin yetersiz kaldığı endojen süreçlerin bir 

sonucu olarak meydana gelmektedir (Şekil 2). 

 

Şekil 2. ROT/RNT kaynakları, antioksidan savunma mekanizmaları ve oksidatif stres 

ilişkili hastalıklar (27).  
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2.2.1.1. Ekzojen ROT/RNT Üretimi 

Hava kirliliği, sigara dumanı, iyonize ve ultraviyole (UV) radyasyon, ilaç veya 

toksinler, allerjenler, ozon, pestisit veya insektisit gibi bazı çevresel tetikleyicilerin 

hücrede ekzojen ROT/RNT üretimine sebep olduğu bilinmektedir (28,29).  

Demir, bakır, kadmiyum, nikel, kurşun ve arsenik gibi ağır metallerin Fenton 

veya Haber-Weiss tipi reaksiyonlarla veya hücre içi metal iyonları ve benzer etkiye 

sahip hücresel bileşenlerle doğrudan reaksiyona girerek serbest radikal üretiminde 

önemli bir role sahip olduğu bilinmektedir (30). Yapılan çalışmalarda, kurşunun beyin 

dokusunda lipit peroksidasyonunu tetiklediği; arseniğin ise nitrik oksit, süperoksit 

anyonu (O2-) gibi serbest radikallerin üretimini arttırırken glutatyon (GSH) 

peroksidaz, GSH redüktaz, GSH transferaz gibi antioksidan enzimleri sülfidril 

gruplarına bağlanarak inhibe ettiği gösterilmiştir.  

Ekzojen ROT/RNT üretiminin temel sebeplerinden bir diğeri olan iyonize 

radyasyon, hidroksil radikali, O2- ve organik radikalleri hidrojen peroksit (H2O2) ve 

organik hidroperoksitlere dönüştürerek ROT/RNT üretimine katkı sağlamaktadır. Bu 

durumun bir sonucu olarak üretilen peroksit türevleri redoks reaksiyonları aracılığıyla 

hücresel demir ve bakır gibi metal iyonları ile reaksiyona girerek ikincil bir oksidatif 

aktivite sergilemektedir. Yapılan çalışmalarda, fibroblast hücrelerinin alfa 

parçacıklarına maruz kalması sonucu hücre içi oksijen konsantrasyonunun ve peroksit 

türevlerinin üretiminin arttığı gösterilmiştir (31). UV radyasyon (UV-A) ise, 

porfirinler, riboflavin ve NADPH oksidazı (NOX) indükleyerek oksidatif 

reaksiyonları tetiklemekte ve sonuç olarak hücre içi GSH düzeyinde azalma ve 

beraberinde oksidatif DNA hasarının temel belirteci olan 8-hidroksideoksi guanozin 

konsantrasyonunda artışa neden olmaktadır (32). 

2.2.1.2. Endojen ROT/RNT Üretimi 

Mitokondriyal elektron transfer zinciri (ETZ) başta olmak üzere, endoplazmik 

retikulum (ER), peroksizomlar, membran NOX enzimleri (özellikle NOX-4), dual 
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oksidaz (duox) kompleksleri ve nitrik oksit sentazın (NOS 1-3) hücre içi ROT/RNT 

üretimine katkı sağlayan temel faktörler olduğu bilinmektedir.  

Bu faktörler arasında özellikle oksijenli solunum ile ATP üretiminin önemli bir 

basamağı olan oksidatif fosforilasyon ile seyreden mitokondriyal ETZ, hücre içi ROT 

üretiminin temel kaynağı olarak tanımlanmaktadır. Bir ATP üretim döngüsünde, ETZ 

boyunca oksidatif fosforilasyona uğrayan elektronların yaklaşık %0.2-5’inin sızıntı 

sonucu moleküler oksijene aktarılarak O2- üretimine sebep olduğu ve bu sızıntının 

özellikle kompleks I ve III’teki reaksiyonlar sırasında meydana geldiği gösterilmiştir 

(33). Mitokondrinin, hücre içi ROT üretiminin temel kaynağı olmasının yanı sıra bir 

ROT reseptörü olarak görev aldığı bildirilmiştir. Protein sentezi veya degradasyonu 

sırasında proteinlerde meydana gelen kovalent veya enzimatik değişikliklerin bir dizi 

hastalığı oksidatif hasar veya mitokondriyal disfonksiyon yoluyla tetiklediği 

bildirilmiştir (34). Protein post-translasyonel değişimlerinin mitkondriyal fonksiyonun 

düzenlenmesine serbest radikaller veya diğer bazı haberciler yoluyla katkı sağladığı 

da ifade edilmektedir (34).  

Süperoksit radikalleri, mitokondrideki reaksiyonlar dışında başlıca NOX 

enzimleri, daha az miktarda ise siklooksijenazlar (COX1-2), ksantin oksidoredüktaz 

ve sitokrom p450 gibi birçok metabolik enzimin aktivitelerinin sonucu bir yan ürün 

olarak üretilmektedir (35). Üretilen O2- radikallerinin anyonik özellikleri sebebiyle 

lipit hücre membranından difüzyonu oldukça yetersizdir. Hücre içinde biriken O2-, 

sırasıyla H2O2 ve hidroksil radikaline indirgenir ve daha ileri reaksiyonlarla peroksil 

radikalleri ve hipoklorit iyonlarına dönüşür (36,37). 

Hücre içi ROT/RNT üretiminin bir diğer kaynağı ise mikrozom ve 

lizozomlardır. Makrofajlar ve nötrofiller gibi bazı immün sistem hücreleri, NOX 

izoformlarının da görev aldığı bir dizi oksijen-bağımlı mekanizma aracılığıyla istilacı 

mikroorganizmalar ile savaşırken H2O2 başta olmak üzere ROT/RNT üretimine sebep 

olmaktadır (38).Ayrıca yabancı proteinlerin degrada edilmesi ya da bakteri/virüslerin 

ortadan kaldırılması sürecinde fagositik hücrelerde meydana gelen oksidatif patlama 

da hücre içi ROT/RNT konsantrasyonunu arttıran mekanizmalardan biridir. 



14 

 

Son olarak, başlıca hücre membranında meydana gelen bazı sinyalizasyon 

yolaklarının da hücre içi ROT/RNT artışına katkı sağladığı ifade edilmiştir. Hücre 

membranında, hormonlar, sitokinler veya büyüme faktörleri ile PI3K gibi bir dizi 

ikincil haberciler aktiflenmekte ve bu haberciler ile ilişkili reseptörler aracılığıyla 

NOX enzimleri aktive olmaktadır (25). NOX aktivasyonu, O2
- üretimi ile 

sonuçlanmakta olup, O2
- superoksit dismutaz (SOD) enzimi aracılığıyla ile H2O2 

üretimine neden olmaktadır. NOX enziminin aktiflenmesine neden olarak artan O2
- ve 

H2O2 düzeylerine sebep olan bir diğer aracı ise ileri glikasyon son ürünlerinin 

reseptörüdür (receptor for advanced glycation end products; RAGE). Bu reseptörün 

artan ifadesi ve oksidatif stres ile ilişkisi diyabet, Alzheimer ve osteoartrit gibi 

hastalıklarda bildirilmiştir (39). 

2.2.2. Oksidatif Makromolekül Hasarı 

Metabolik aktiviteler gibi endojen süreçler ya da ekzojen tetikleyiciler sonucu 

artan ROT/RNT miktarına karşın antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz 

kalmasıyla meydana gelen oksidatif stres, protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi 

hücrenin tüm yaşamsal bileşenlerine hasar verebilmektedir (40,41). Oksidatif 

makromolekül hasarı olarak tanımlanan bu durumun, kanser, nörolojik, 

kardiyovasküler, otoimmün ve otoinflamatuvar hastalıklar, sepsis, hepatit, pankreatit, 

astım, osteoartrit gibi birçok patoloji ile ilişkili olduğu bildirilmektedir (40,42). 

Oksidatif hasar, bazı patolojilerde hastalık ile ilişkili bir dizi mekanizmanın kaçınılmaz 

bir sonucu olarak ortaya çıkarken, diğer bazı durumlarda ise patolojiye doğrudan katkı 

sağlayan faktörler olarak rapor edilmektedir. 

Biyolojik sistemlerin oldukça önemli bir bileşeni olan proteinlerin, ROT/RNT 

tarafından modifikasyona uğratılması; yapı, yük, katlanma, fonksiyon, 

hidrofobiklik/hidrofiliklik ve amino asit ve protein kompozisyonunda değişimlere 

sebep olmaktadır. Serbest radikaller ile proteinler arasındaki reaksiyonlar; C–H, S–H, 

N–H veya O–H bağlarından H atomunun çıkarılması, elektronca zengin bölgelerden 

elektron koparılması ya da aromatik halkalar ve sülfür grupları gibi elektronca zengin 

merkezlere ekleme yapılması olmak üzere başlıca üç yolla meydana gelmektedir (43). 
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Bu reaksiyonlar, karbon merkezli radikallerin, thiyl radikalinin, triptofandan (Trp) 

oluşan indolil radikali gibi azot merkezli radikallerin ve tirozinden (Tyr) oluşan 

fenoksil radikalleri gibi oksijen merkezli türlerin oluşumu ile sonuçlanmaktadır. 

Oluşan bu radikallerin O2 ile reaksiyonu sonucu disülfitler, Trp-Trp ve Tyr-Tyr gibi 

çapraz bağlanan ürünler ve Tyr-Trp gibi çapraz oluşan dimerler meydana gelmektedir. 

Proteinlerin ROT/RNT ile oksidasyonu sonucu yaygın olarak oluşan ve birçok 

patolojide incelenen bazı oksidatif hasar ürünleri; sistein kökenli sülfinik ve sülfonik 

asit, metiyonin kökenli sülfoksit ve sülfon, tirozin kökenli 3,4 dihidroksi fenilalanin 

(DOPA), triptofan kökenli 6-nitroTrp ve hidroksi-Trp ve histidin kökenli 2-

okzoihistidin ve 4-hidroksi-2-okzohistidindir (44).   

Oksidatif stres, monosakkarit ve polisakkarit yapıdaki karbonhidratların da 

hasarına neden olmaktadır. Artan ROT/RNT, monosakkaritlerin degrade olarak 

karbon iskeletlerine fragmentasyonunu indüklemektedir. Aerobik koşullar altında 

karbon merkezli radikaller peroksil gruplarını aktarmak için üç farklı yol izlemektedir. 

Birinci yolakta, peroksil radikali ile reaksiyona giren glukoz molekülü, hidroperoksil 

grubunun (OOH) kaybı ile reaktif bir karbonil bileşiği olan glukozona dönüşmektedir 

(45). İkinci yolakta D-2-deoksiriboz gibi bir monosakkaritin hidroperoksit ile 

reaksiyona girmesinin akabinde halka genişlemesi ve ardından hidrolitik bölünme 

(Criegee yeniden düzenlemesi) yoluyla veya Fe2+ iyonu ile alkoksil radikaline 

indirgenip b fragmentasyona uğramasıyla oksidasyonu söz konusudur (46). Üçüncü 

yolak ise nadiren gerçekleştiğinden daha önemsiz sayılmakla birlikte hem homolitik 

hem de heterolitik yollarla ayrışabilen, oldukça reaktif türler olan tetroksitlerin 

oluştuğu dimerizasyon mekanizmalarını içermektedir (47). Hidroksil radikalinin 

merkezde olduğu bu yolakların yanı sıra süperoksit anyonu ve peroksinitrit gibi 

ROT/RNT’lerin de oksidasyon yoluyla monosakkarit degradasyonuna neden olduğu 

bilinmektedir. Tüm bu mekanizmalar aracılığıyla meydana gelen bazı monosakkarit 

oksidasyon ürünleri; glioksilik asit, glioksal ve 3-deoksi glukozondur (47). 

Monosakkaritlerin yanı sıra, hiyaluronik asit gibi polisakkarit formundaki bazı 

karbonhidratlar da OH- ve H2O2 aracılığıyla oksidasyona uğramakta ve hiyaluronik 

asidin yapı taşları olan N-asetilglikozamin ve glukuronik asidin oksidasyonuyla mezo-
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tartarik asit, arabinarik asit ve glutarik asit gibi oksitlenme ürünleri meydana 

gelmektedir (48).  

Artan ROT/RNT konsantrasyonu, fonksiyonel bir hücrenin önemli 

bileşenlerinden biri olan lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadır. Lipit 

peroksidasyonu, başlıca OH- ve OOH radikallerin karbon-karbon çift bağı içeren 

özellikle çoklu doymamış yağ asitleri gibi lipit molekülleri ile reaksiyona girerek bir 

karbondan hidrojen çıkarılmasını ve oksijen eklenmesini içeren, lipit peroksil 

radikalleri veya hidroperoksitlerin üretimi ile sonuçlanan bir süreçtir (49). Lipit 

peroksidasyonunun en iyi bilinen hedefleri; glikolipitler, fosfolipitler ve kolesterol 

olmakla birlikte onarım kapasitesini aşan lipit hasarının hücrenin apoptoz/nekroz gibi 

programlı ölümüne sebep olmakta ve moleküler hasar birçok patoloji ve hızlı yaşlanma 

ile ilişkilendirilmektedir (50). Ayrıca lipit peroksidasyonunun hücre membranı üzerine 

hücre bütünlüğünü bozacak yönde etkileri olduğu da bilinmektedir (51,52). Lipit 

peroksidasyonunun başlama basamağında; OH- gibi bir prooksidan, allilik hidrojeni 

kopararak karbon merkezli lipit radikalini oluşturmaktadır. İlerme basamağında ise, 

lipit radikali oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksi radikalini oluşturmakta ve bu 

radikal ileri reaksiyonlarda başka bir lipit molekülünden hidrojen kopararak zincirleme 

reaksiyon ile yeni bir lipit radikali ve lipit hidroperoksit meydana getirmektedir. Lipit 

peroksidasyonu bir kez başladığında, ortamda yeterince antioksidan molekül 

bulununcaya kadar zincirleme reaksiyon şeklinde devam etmektedir. Lipit 

peroksidasyonunun başlıca ürünleri lipit hidroperoksitlerdir. Lipit peroksidasyonu 

sırasında ikincil ürünler olarak ortaya çıkan aldehitler arasında malondialdehit (MDA), 

propanal, hekzanal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) ise en iyi bilinen lipit peroksidasyon 

ürünlerindendir. Bu ürünlerin yanı sıra, araşidonik asidin serbest radikaller ile 

enzimatik olmayan reaksiyonları sonucu meydana gelen prostaglandin benzeri 

moleküller olarak tanımlanan izoprostanlar da lipit peroksidasyonunun özgün ve stabil 

belirteçleri olarak tanımlanmaktadır.  

Oksidatif stresin, fonksiyonel bir hücrenin önemli bileşenleri olan proteinler, 

karbonhidratlar ve lipitlere verdiği hasarın yanı sıra, hücrenin genetik materyali olan 
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ve barındırdığı sitotoksik ve mutajenik potansiyel sebebiyle ayrıca önem arz eden 

DNA hasarına da neden olduğu bilinmektedir.  

2.2.2.1. Oksidatif DNA Hasarı 

DNA hasarı, endojen ve ekzojen olarak gruplandırılan birçok mekanizma sonucu 

meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar arasında oksidatif DNA hasarı, endojen 

faktörlerin başında yer almakta ve birçok patolojide önemi olan hasarlı DNA 

ürünlerinin oluşumuna sebep olmaktadır (53,54). Oksidatif DNA hasarı, başlıca OH- 

olmak üzere ROT/RNT’nin DNA yapısında yer alan deoksiriboz şekeri veya pürin ve 

pirimidin bazları ile reaksiyona girmesi ile meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar, 

yapıda bulunan metil grubundan (CH3) ya da deoksiribozun C-H iskeletinden bir 

hidrojen grubunun koparılması veya yapıya çift bağların eklenmesi ile 

sonuçlanmaktadır. Serbest radikaller, sıklıkla elektron yoğunluğu yüksek olan 

bölgelere atak yapma eğiliminde olup guanin ve adenin bazları DNA’nın maruz 

kaldığı oksidatif reaksiyonlarda özellikle önem taşımaktadır. Oksidatif DNA hasarı; 

baz hasarı, şeker hasarı, nükleozid hasarı, tandem lezyonlar, DNA-protein çapraz 

bağlanmaları, abazik bölgelerin oluşması ve DNA tek ve çift zincir kırıkları gibi farklı 

mekanizmalarla oluşmaktadır (55). Oksidatif DNA hasarı ürünleri arasında 8-hidroksi-

2’-deoksiguanozin (8-OH-dG), en sık meydana gelen ve kanser başta olmak üzere 

birçok patoloji ile ilişkilendirildiğinden altın standart olarak tanımlanan nükleozid 

hasarı ürünüdür. 8,5-siklo-2’-deoksiadenozinler ise DNA yapısındaki hem baz hem de 

şekerin aynı anda hasar gördüğü “tandem lezyonlar” olduğundan ayrıca önem 

taşımaktadır.  

2.2.2.1.1. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG) 

DNA yapısındaki guanin bazının sekizinci karbonu ile OH- radikalinin 

reaksiyona girmesi sonucu C8-hidroksiguanin (8-OHGua) meydana gelmektedir. 

Daha ileri reaksiyonda, 8-OHGua’dan bir elektron koparılması ile deoksiriboz 

şekerinin de yapıda bulunduğu nükleozid formu olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-

OH-dG) oluşmaktadır (Şekil 3). 8-okzo-7-hidro-2’-deoksiguanozin (8-oxo-dG) ise, 8-

OH-dG’nin keto-enol tautomerizasyonu sonucu meydana gelmekte olup bu iki 
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molekül biyolojik sistemlerde hızlıca birbirine dönüşebilmekte ve bilimsel literatürde 

aynı bileşiğin sinonimi olarak kullanılmaktadır. DNA’da bulunan diğer bazların da 

OH- radikali ile reaksiyonu sonucu bir takım hasar ürünleri oluşmaktadır. Ancak, 8-

OH-dG en yaygın DNA hasarı lezyonu olması ve mutajenik etkileri nedeniyle kanser 

başta olmak üzere kardiyovasküler, metabolik, otoimmün ve otoinflamatuvar 

hastalıklarla ilişkilendirilmiş olup DNA hasarının altın belirteci olarak 

tanımlanmaktadır (56). 8-OH-dG’nin mutajenik potansiyeli, baz eşleşmesi sürecinde 

spesifite kaybı, bitişik pirimidinlerin yanlış okunması veya bu lezyonun karşısına 

adenin eklenmesi olarak bildirilmektedir (57). 8-OH-dG lezyonu sebebiyle meydana 

gelen en yaygın mutasyon ise GC à TA transversiyonudur (58,59).  

 

Şekil 3. 8-OH-dG oluşum mekanizması (60) 
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8-OH-dG lezyonu, doku örnekleri, idrar, lökosit DNA’sı gibi biyolojik 

materyallerden immünoassay tabanlı metotlar (ELISA veya immünohistokimya gibi), 

tek hücre jel elektroforezi (comet assay) veya kromatografi ve kütle spektrometri 

temelli yöntemler ile tespit edilebilmektedir (Valavanidis). Avrupa Oksidatif DNA 

Hasarı Standartlar Komitesi (European Standards Committee of Oxidative DNA 

Damage; ESCODD) kromatografi ve kütle spektrometri temelli yöntemleri 

karşılaştırmış ve 8-OH-dG lezyonunun hassas kantitasyonu için sıvı kromatografi 

sıralı kütle spektrometri (LC-MS/MS) yönteminin yüksek performanslı sıvı 

kromatografi (HPLC) ve gaz kromatografi kütle spektrometri (GC-MS) yöntemlerine 

göre daha güvenilir olduğunu; hassasiyet ve kesinliğin optimal değerlere ulaştığını 

bildirerek, 8-OH-dG lezyonunun analizi için LC-MS/MS tekniğini referans metot 

olarak belirlemiştir (61). 

2.2.2.1.2. 8,5-siklo-deoksiadenozinler (S- ve R-cdA) 

DNA yapısında bulunan şekerin beşinci karbonu ile OH- radikalinin reaksiyona 

girmesi ile oluşan C5’ merkezli şeker radikali adenozinin pürin halkasının sekizinci 

pozisyondaki karbon atomuna atak yapmakta ve bu atak sonucu meydana gelen N7 

merkezli radikalin oksidasyonu C5’ ve C8 pozisyonları arasında bir kovalent bağ 

oluşumu ile siklizasyona yol açmaktadır (Şekil 4). Bu mekanizma, pürin halkasının C8 

karbonunun radikal attaklara karşı oldukça reaktif olduğunun gösterilmesi, ayrıca 

poliadenilik asitte (poliA) 8,5-siklo-adenozinin (cA) oluşumu ve 2’-

deoksiadenozinden 8,5-siklo-deoksiadenozinlerin (cdA) formasyonunun kanıtlanması 

ile doğrulanmıştır (62,63). Bu yolakta DNA yapısında bulunan pürin bazının ve 

deoksiriboz şekerinin eş zamanlı hasarı söz konusu olduğundan bu hasarlar “tandem 

lezyonlar” olarak adlandırılmaktadır. C5’-C8 siklizasyonu stereospesifik bir doğada 

olup biyolojik sistemlerde cdA hasar ürünü R- veya S- enantiyomeri formunda 

bulunabilmektedir. Substrat, deneysel koşullar, DNA konformasyonu, nükleozidlerin 

supramoleküler organizasyonu gibi faktörlerin R- ve S- enantiyomerlerinin oranını 

etkilediği bilinmektedir. Yapılan çalışmalarda, tek zincirli DNA’da (ss-DNA) R- 

enantiyomerinin S- formunu domine ettiği bildirilirken; çift zincirli DNA’da (ds-

DNA) bu durumun S- enantiyomeri lehine tersine döndüğü ifade edilmektedir (64). 
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8,5-siklo-deoksiadenozinlerin, transkripsiyon faktörlerini bloklayarak gen 

ekspresyonunu inhibe edebildiği ve DNA polimeraz d da dahil olmak üzere DNA 

polimeraz enzimlerini de engelleyebildiği gösterilmiştir (65–67). Ayrıca, insan RNA 

polimeraz-II enziminin 8,5-siklo-deoksiadenozinler gibi heliks distorsiyonuna neden 

olan lezyonları by-pass etmesinin transkripsiyonel mutageneze yol açtığı 

bildirilmektedir. Bu durumun bir sonucu olarak özellikle S-cdA bir sonraki nükleotidin 

5’ ucundaki adenozin ile yanlış eşleşmekte ve çoklu nükleotid delesyonları meydana 

gelmektedir (68). Tüm bu biyolojik etkileri göz önüne alındığında, S-cdA ve R-

cdA’nın kanser ve yaşlanma başta olmak üzere bazı kronik kompleks hastalıklarda 

önemli bir role sahip olduğu ifade edilmektedir (69).  

 

Şekil 4. 8,5-siklo-deoksiadenozinlerin oluşum mekanizması (70) 

8,5-siklo-deoksiadenozinlerin biyolojik materyallerden analizi GC-MS ve LC-

MS/MS gibi kütle spektrometri temelli yöntemlerle mümkün olmaktadır. S- ve R-cdA, 

endonükleaz, ekzonükleaz ve alkalen fosfotaz enzimlerinin karışımı ile dinükleotid, 

oligonükleotid ve DNA’dan ayrılarak ve stabil izotop işaretli internal standartlar 

kullanılarak GC-MS ya da LC-MS/MS yöntemleri ile analiz edilebilmektedir. 8,5-

siklo-deoksiadenozinlerin kromatografik ve kütle spektrometrik davranışlarının 

belirlenmesi ve analitik metotların geliştirilmesi bu lezyonların tanımlanması ve 

hassas kantitasyonunu mümkün kılmakla birlikte LC-MS/MS yönteminin DNA’da 
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bulunan S-cdA ve R-cdA’nın hem kalitatif hem de kantitatif analizi için güvenilir ve 

sağlam bir teknik olduğu vurgulanmaktadır (70).  

2.3. D Vitamini: Oksidatif Stres ve İmmün Regülasyondaki Rolü 

2.3.1. D vitamini ve Oksidatif Stres 

Normal koşullar altında reaktif oksijen türlerinin oluşumuna sebebiyet veren 

reaksiyonlar geri dönüşümlü olup yükseltgenmiş aktif bir protein işlevini yerine 

getirdikten sonra yeniden indirgenerek inaktif formuna geri dönmektedir. D 

vitamininin bu süreçte, başlıca klotho ve nükleer faktör eritroid 2 ilişkili faktör 2 (nrf-

2) gibi transkripsiyon faktörlerinin aracılığıyla antioksidan genlerin ifadesini 

düzenlemekte ve bu sayede ROT üretimine sebep olan sinyalizasyon süreçlerinde 

oluşan oksidatif değişiklikleri geri dönüştürerek ya da doğrudan ROT’ların 

detoksifikasyonunu sağlayarak oksidatif stresi indirgemede rol oynamaktadır (25). D 

vitamini, gama glutamil transpeptidaz (GGT) gen ekspresyonunu arttırarak başlıca 

redoks tamponu olarak tanımlanan güçlü bir antioksidan olan glutatyon (GSH) 

sentezini arttırmakta; artan GSH düzeyi ile dolaylı olarak ROT üretiminin temel 

kaynaklarından biri olan NOX ifadesini ise azaltmaktadır (71). Bunun yanı sıra, D 

vitamininin glutatyon redüktaz, glutamat sistein ligaz ve glikoz 6 fosfat dehidrojenaz 

gibi antioksidan enzimlerin sentezini genleri regüle ederek arttırmakta, ayrıca 

glutatyon peroksidaz enziminin ekspresyonunu arttırarak H2O2‘in suya dönüşümünü 

sağlamakta ve bu sayede güçlü bir ROT olan H2O2‘in detoksifikasyonunda önemli bir 

rol oynamaktadır (15,72). 

D vitamininin antioksidan olarak tanımlanmasını sağlayan bir diğer mekanizma 

ise hücre içi Ca2+ homeostazındaki rolüdür. Hücre içinde kontrolsüz bir şekilde artarak 

mitokondride de birikime neden olan Ca2+mitokondriyel metabolizmayı etkilemekte 

ve sonuç olarak artan O2- ve H2O2 sentezine neden olmaktadır (25). Bunun 

sonucunda mitokondride artan O2- konsantrasyonu sebebiyle mitokondriyel 

permeabilite geçiş porları açılmakta ve bu durum mitokondriye daha fazla Ca2+ 

girişine sebep olarak kısır bir döngü başlatmaktadır. Artan hücre içi Ca2+ 

konsantrasyonu, ROT üretiminin yanı sıra RNT üretimini de tetiklemektedir. Artan 
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Ca2+ düzeyi, nitrik oksit (NO) konsantrasyonunun artışına sebep olurken, bu süreç 

peroksinitrit (ONOO-) üretimi ile de sonuçlanabilmektedir. Hücre içinde Ca2+ 

konsantrasyonunun kronik artışına bağlı olan tüm bu süreçte D vitamini, Ca2+ 

konsantrasyonunu azaltmak amacıyla hücre dışına bu iyonu pompalamak ile görevli 

sodyum/kalsiyum değiştiricisi (NCX) ve plazma membranı Ca2+ ATPaz (PMCA) 

enzimlerinin ekspresyonunu arttırmaktadır (73–76). Bunun yanı sıra D vitamini, hücre 

içine daha fazla Ca2+ girişini engellemek amacıyla L tipi Ca2+ kanallarının ifadesini 

ise azaltmaktadır.  Ayrıca D vitamininin, hücre içinde artan Ca2+ konsantrasyonunu 

tamponlayabilen kalsiyum bağlayıcı proteinler olan parvalbümin, kalbindin D-9 k ve 

kalbindin D-28 k proteinlerinin de sentezini arttırdığı bilinmektedir (73–76). 

2.3.2. D Vitamini ve İmmün Regülasyon 

D vitamininin oksidatif stresin indirgenmesi sürecinde antioksidan bir molekül 

olarak önemli bir rol oynamasının yanı sıra hem doğal hem edinsel bağışıklığın 

düzenlenmesinde de görev aldığı bilinmektedir. Nötrofil, T lenfosit, makrofaj ve 

dendritik hücreler gibi immün sistem hücrelerinde VDR ifadesinin tespit edilmesi ve 

VDR ekspresyonunun aktive olmuş inflamatuvar hücrelerde artışının gösterilmesi, D 

vitamininin immün sistemin kontrolündeki önemini ortaya çıkarmıştır (77,78). Bunun 

yanı sıra, önceleri sadece böbrek proksimal tübül hücrelerinde eksprese olduğu 

düşünülen CYP27B1 geninin de birçok immün sistem hücresinde ifade olarak 

25(OH)D3-1a hidroksilaz enzim sentezini sağladığı; bu sayede inaktif formdaki D 

vitamininin (25(OH)D3) immün sistem hücrelerinde de aktif forma (1,25(OH)2D3) 

dönüştürülebildiği gösterilmiştir (79–81).  

D vitamininin immün sistem regülasyonundaki rolü doğal immün sistemin ve 

edinsel immün sistemin kontrolü olarak irdelenebilmektedir. D vitamininin doğal 

immün sistem üzerindeki etkisi ilk olarak 1849 yılında kolekalsiferol açısından zengin 

bir kaynak olan balık yağının kullanımı ile tüberküloz tedavisinin başarıya ulaştığının 

rapor edilmesi ile gösterilmiştir (82). Bu çalışma, mycobacterium tuberculosis ile 

enfekte edilmiş olan monosit hücre hattı kullanılarak gerçekleştirilmiş olan ve 

25(OH)D3 ile 1,25(OH)2D3 arasındaki direkt ilişkiyi gösteren bir diğer çalışma ile 

desteklenmiştir (83). Monosit ve makrofajlar gibi doğal immünitede görevli hücrelerin 
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TLR eksprese ettiği ve doğal immün yanıtın TLR aracılı başladığı bilinmektedir. 

Yapılan bazı çalışmalarda D vitamininin TLR’ler aracılığıyla makrofaj farklılaşmasını 

ve mikrosidal etkiyi arttırarak doğal immün yanıtı tetiklediği gösterilmiştir (14). İnsan 

keratinositlerinde tümör nekroz faktör (TNF) gibi sitokinlerin TLR’lere bağlanması ile 

CYP27B1 geninin ekspresyonunun arttığı ve bu sayede inaktif formdaki D vitamininin 

aktiflenerek işlev gördüğü bildirilmiştir. Ayrıca, monosit/makrofajlardaki TLR 2/1 

heterodimer yapısının mycobacterium tuberculosis ile uyarımı, CYP27B1 geninin 

aktivasyonunun yanı sıra bu hücrelerde VDR gen ekspresyonunu da arttırmaktadır 

(14). D vitamininin TLR’lerin yanı sıra doğal immün sistemdeki rolünün bir diğer 

aracısı da katelisidinlerdir. Katelisidinler, polimorfonükleer lökositlerde, 

monosit/makrofajlarda özellikle lizozom organelinde ekspresyonu bulunan ve 

enfeksiyonlara karşı doğal savunmada önemli bir role sahip olan antimikrobiyal bir 

peptit ailesi olarak tanımlanmaktadır. Aktif D vitamininin VDR’ye bağlanması ile 

başlayan genomik yolak aracılığıyla, transkripsiyon faktörü gibi davranan bu 

ligand/reseptör kompleksinin katelisidinlerin sentezini arttığı gösterilmiştir (84–86).  

D vitamini edinsel immün sistemin regülasyonunda ise T ve B lenfositlerin 

farklılaşma ve aktivasyon süreçlerine etki ederek görev almaktadır. Aktif D 

vitamininin sitotoksik T lenfositler olarak tanımlanan CD8+ T lenfositlerin aşırı 

aktivasyonunu önlemekte ve ayrıca bu hücrelerden de TNF-α ve IFN-γ salınımını da 

azaltarak uyarımı kontrol altına almaktadır (87,88). Benzer şekilde, edinsel immün 

yanıtın alevlenmesine neden olan CD4+ pozitif yardımcı T lenfositlerin bir alt grubu 

olan Th17 hücrelerinde de IL-17F ve IL-17A gibi proinflamatuvar olarak tanımlanan 

sitokinlerin salınımını azaltmakta ve bu sayede Th17 hücre aktivasyonunu 

sınırlamaktadır (89,90). T lenfositlerin aktivasyon sürecindeki etkilerinin yanı sıra, 

aktif D vitamininin T lenfositlerin farklılaşma sürecinde de rol oynadığı gösterilmiştir. 

1,25(OH)2D3’ün, Th17 hücre farklılaşmasını indükleyen sitokinler, C-C motifli 

kemokin reseptörü-6 (CCR6) gibi transkripsiyon faktörlerini baskılayarak Th17 hücre 

profiline farklılaşma sürecini inhibe ettiği bildirilmiştir (91,92). Bunun yanı sıra aktif 

D vitamini, özellikle otoimmün hastalıkların patogenezinde önemli bir rola sahip 

olduğu bilinen Th1 hücre profiline farklılaşmayı azaltıp bu hücrelerden IFN-γ 

salınımını inhibe ederken, Th2 hücre grubuna farklılaşmayı indükleyerek immün 
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yanıtın alevlenmesini engelleyen IL-4 salınımını tetiklediği gösterilmiştir (93,94). D 

vitamininin, edinsel immün sistemin regülasyonunda önemli bir role sahip olan 

regülatör T lenfositlere (Treg) farklılaşmayı indükleyerek alevlenen immün yanıtı 

baskılama yönünde bir etkiye sahip olduğu da bilinmektedir (6). Edinsel immün 

sistemin bir diğer önemli hücre grubu olan B lenfositlerin ise, D vitamini uygulaması 

ile proliferasyon süreçleri inhibe olurken apoptoz mekanizmaları tetiklenmektedir 

(95). Ayrıca, edinsel immün yanıtın başlaması için önemli bir role sahip olan dendritik 

hücrelerde TNF-α ve IL-12 gibi inflamasyonu tetikleyici sitokinlerin salınımını inhibe 

ederken, inflamasyonu baskılayan TGF-β ve IL-10 gibi sitokinlerin salınımını 

arttırmaktadır (6). Benzer şekilde makrofajlarda da bir dizi proinflamatuvar 

sitokinlerin (IL-6, IL-1β, RANKL, TNF-α, COX-2) sentez ve salınımını inhibe 

ederken antiinflamatuvar sitokinlerin (IL-10) sentezini arttırdığı bildirilmiştir (6). 

Otoimmün hastalıklarda immün yanıtın alevlenmesi ile ilişkilendirilen M1 makrofaj 

hücre profiline farklılaşmanın D vitamini tarafından azaltılarak, M2 fenotipine 

farklılaşmanın indüklendiği de rapor edilen bulgular arasındadır (96–98). Otoimmün 

hastalıklar, inflamasyonu tetikleyen T hücre alt grupları ve otoantikor üreten B 

lenfositler ile karakterize olduğundan, bu hücrelerin aşırı aktivasyonunu engelleme ve 

alevlenen edinsel immün yanıtı baskılama etkileri bulunan D vitamininin otoimmün 

ve otoinflamatuvar olarak tanımlanan hastalık grupları için rutin tedaviye katkı 

sağlayan güçlü bir ajan olarak kullanım potansiyeli mevcuttur. 

D vitamininin gerek immün sistem homeostazındaki yadsınamaz etkileri gerekse 

antioksidan etkilere sahip bir molekül olarak oksidatif stresi indirgeyici rolü 

düşünüldüğünde, patogenezlerinde birbirini tetikleyen ve kısır döngü şeklinde devam 

eden inflamasyon ve oksidatif stresin oldukça önemli rollere sahip olduğu 

otoinflamatuvar ve otoimmün hastalık gruplarında D vitamininin ve ilişkili klinik 

uygulamaların ayrı bir öneme sahip olduğu bilinmektedir (99–101). 

2.4. Sistemik Skleroz’a Genel Bakış 

Sistemik skleroz (SS, skleroderma) derinin sınırlı veya yaygın fibrozu ile 

karakterize; daha ileri vakalarda kalp, akciğer, eklem, gastrointestinal sistem (GIS) 

gibi iç organların tutulumu ile seyreden kronik ve nadir bir otoimmün hastalıktır. 
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Sklerodermanın prevalans ve insidansını belirlemeye yönelik çalışmalar, hastalığın 

klinik heterojenite barındırması ve klinik tablonun değişkenlik göstermesi nedeniyle 

oldukça az sayıdadır (102). Ancak yapılan son çalışmalarda skleroderma prevalansı 

30-300/milyon olarak belirlenirken; insidansı 0,2-2,2/milyon olarak ifade edilmiştir 

(103). Ülkemizden ise SS prevalansını belirlemeye yönelik sadece bir çalışma 

gerçekleştirilmiş olup, prevalans 220/milyon olarak rapor edilmiştir (104). 

Skleroderma sıklıkla kadınlarda görülmekte, genç kadınları da tutabilmekte ve 

birtakım fiziksel değişikliklere neden olduğundan psikolojik problemleri de 

beraberinde getirmektedir (4). Bunun yanı sıra, ciltte meydana gelen fibrozun 

morbiditeyi; hastalığın daha ileri süreçlerinde akciğer, kalp gibi önemli iç organların 

tutulumunun ise mortaliteyi etkilediği bilinmektedir (4).  

Sklerodermanın patogenezini aydınlatmaya ve olası risk faktörlerini belirlemeye 

yönelik çok sayıda çalışma olup; hastalığın mekanizmalarının oldukça kompleks 

olması sebebiyle patogenez henüz tam olarak aydınlatılamamıştır. Ancak, başta 

fibroblastlar ve aşırı kollajen üretimi ile karakterize bir süreç olmak üzere, endotel 

hücreleri ve monosit/makrofajlar, B ve T lenfositler gibi immün hücrelerin de dahil 

olduğu anomali içeren mekanizmalar ortaya konulmuştur (105). Skleroderma 

patogenezi için yaygın olarak kabul gören üç basamaklı hipotez sırasıyla; endotel 

hücrelerinin fonksiyonlarında meydana gelen aksaklıklar, monosit, T ve B lenfosit gibi 

immün sistem hücrelerinin aktivasyonuna bağlı olarak bir dizi büyüme faktörü ve 

sitokinin aşırı üretimi ve son olarak deride ve daha ileri vakalarda çoklu iç organlarda 

meydana gelen progresif fibrotik süreci içermektedir (106). Bu sürecin ilk basamağı 

olarak kabul edilen endotel hücre fonksiyonunda meydana gelen aksaklıklar ve 

vasküler hasarın skleroderma hastalarında yüksekliği gösterilmiş olan anti-endotel 

hücre antikorunun (anti-endothelial cell antibody; AECA) etkileriyle başladığı ve 

trombin ve endotelin-1 gibi birtakım vazokonstriktörlerin salınımı ile fibroblast 

proliferasyonunda artış ve fibrotik sürecin temeli olan fibroblastların 

miyofibroblastlara farklılaşması ile sonuçlandığı bilinmektedir (107,108). Sürecin 

ikinci basamağı olarak tanımlanan immün hücrelerin aktivasyonu ise, makrofaj, B ve 

T lenfositleri içermekte olup özellikle M2 makrofaj ve Th2 hücre fenotiplerine 

farklılaşma ile karakterizedir. TGF-β, fibrotik süreci tetikleyen ana faktör olarak 
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tanımlanmakta olup, IL-8, IL-6, IL-5, IL-4, IL-13, monosit kemoatraktan protein-1 ve 

makrofaj inflamatuvar protein 1-α gibi proinflamatuvar ve profibrotik gibi bir dizi 

sitokin ve mediyatörlerin artan sentez ve salınımı gerçekleşmektedir (103,109,110). 

Tüm bu hücre farklılaşması ve sitokinler, fibroblast çoğalmasını ve fibroblast-

miyofibroblast farklılaşmasını tetikleyerek fibrotik sürece katkı sağlamaktadır (103). 

Bu sürecin yanı sıra B lenfositler, AECA ve anti-fibroblast antikor (AFA) gibi 

otoantikorları üreterek endotel bozulması, vasküler disfonksiyon ve akciğer 

fibroblastlarının aktivasyonu ile IL-6, IL-1α ve IL-1β gibi inflamatuvar sitokinlerin 

salınımına neden olmaktadır (111). Fibroblastların aktivasyonu ve miyofibroblastlara 

farklılaşması ile seyreden bu süreçler, miyofibroblastların başta kollajen olmak üzere 

bir dizi ekstrasellüler matriks proteinlerini aşırı üretmesi ile sonuçlanmaktadır 

(112,113). Bu durumun kaçınılmaz bir sonucu olarak ise deride ve daha ileri vakalarda 

iç organlarda progresif bir fibroz meydana gelmektedir.  

2.4.1. Sistemik Skleroz ve Oksidatif Stres 

Sistemik sklerozu da içeren fibrotik hastalıklarda inflamatuvar süreçlerin de 

etkisiyle artan reaktif oksijen/nitrojen türleri ve yetersiz kalan antioksidanlar 

sonucunda oksidatif stresin meydana geldiği; bu durumun fibroproliferatif vaskülopati 

ve fibrozis mekanizmaları ilişkili olduğu gösterilmiştir (114,115). Hidroksil radikali, 

süperoksit anyonu, hipoklorik asit ve peroksinitrit gibi ROT ve RNT’lerin artışı 

birbirini destekleyen dögüler şeklinde profibrotik ve proinflamatuvar mediyatörlerin 

(TGF- β ve platelet kökenli büyüme faktörü; PDGF gibi) uyarılmasına ve 

fibroblastların aktivasyonu ve proliferasyonuna neden olmaktadır. Bu sürecin bir 

sonucu olarak tip 1 kollajen sentezinin artışıyla fibroz ve vasküler disfonksiyon 

indüklenmektedir (26). Güncel bir meta-analiz çalışmasında, skleroderma hastalarının 

biyolojik örnekleri ile gerçekleştirilmiş olan klinik çalışmaların sonucu derlenmiş ve 

sklerodermada nitrik oksit, hidroperoksit (ROOH), malondialdehit (MDA), asimetrik 

dimetilarjinin (ADMA) gibi oksidatif stres belirteçlerinin sağlıklı kontrol grubuna göre 

anlamlı oranda yüksek seyrettiği gösterilmiştir (116). Aynı meta-analiz çalışmasında, 

sklerodermada sodyum dismutaz (SOD) ve C vitamini gibi antioksidatif etkisi olan 

moleküllerin ise anlamlı oranda düşük olduğu belirtilmiştir (116). Sklerodermada 
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artan oksidatif stresin güçlü kanıtlarla gösterilmesi ile hastalığın patogenezinde 

oksidatif stresin rolünü irdeleyen çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmalar sonucu 

en kabul gören hipotez NADPH oksidaz-4 (NOX-4) aracılı yolak olup; NOX-4’ün 

dokuda fibrotik sürecin başlaması ve progresyonu için önemli bir role sahip olduğu 

gösterilmiştir (117). Birbirinden bağımsız çalışmalarda, sklerodermada TGF-β başta 

olmak üzere endotelin-1, anjiyotensin-2, PDGF gibi inflamasyonu ve fibrozu 

indükleyen mediyatörlerin oksidatif stresin en temel tetikleyicilerinden biri olan NOX 

ailesi NOX-4 üyesinin ifadesini etkilediği belirtilmiştir (118–121). NOX ailesi 

üyelerinden yalnızca NOX-4 aktive olma sürecinde herhangi bir kofaktöre ihtiyaç 

duymamakta olup, artan TGF-β konsantrasyonu ile NOX-4 ifadesindeki artışın 

doğrudan NOX-4 aracılı ROT ve RNT üretimine neden olduğu bilinmektedir (117). 

ROT ve RNT miktarındaki artış, fibrotik sürece ve bu sürecin progresyonuna neden 

olan otokrin ve parakrin ve bir kaskadı başlatmaktadır (117). Sklerodermada 

konsantrasyonu artan TGF-β, TGF-β ile ilişkili sinyalizasyon yolaklarını tetikleyerek, 

fibroblastların aktifleşmesine ve miyofibroblast fenotipine, endotel hücrelerinin ise 

mezenkim hücrelerine farklılaşmasına sebep olmaktadır (117). Bunun yanı sıra TGF-

β, fosfataz ve tensin homoluğu (phosphatase and tensin homologue; PTEN), kaveolin-

1 (cav-1) gibi moleküllerin ve matriks metalloproteinazlar (matrix metalloproteinases; 

MMPs) gibi hücre dışı matriksi degrade eden birtakım enzimlerin ekspresyonunu 

inhibe etmektedir (122). Bu moleküller arasında PTEN ve cav-1, fibrotik süreci 

indüklemesinin yanı sıra hücre yaşlanma mekanizmalarını da indüklemektedir (117). 

Hücre yaşlanma mekanizmalarının uyarılması, dokuda fibroza sebep olan ve ROT 

aracılı başlayıp sürdürülen en önemli yolaklardan biri olarak kabul görmektedir 

(117,123). Uyarılan bu yaşlanma yolaklarında, hücrede moleküler ve yapısal bir dizi 

değişiklik meydana gelmekte ve hücre “yaşlanma ilişkili salgı fenotipine (Senescence-

associated secretory phenotype; SASP)” farklılaşmaktadır (123). Bu fenotipe geçen 

hücrelerde, IL-1β, IL-1α, IL-13, IL-8, IL-7, IL-6, granülosit-makrofaj koloni uyarıcı 

faktör (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF) gibi sitokinler; 

CXCL-5, CCL-5 ve CXCL-6 gibi kemokinler; bazı MMP’ler (MMP-3, MMP-10, 

MMP-1) ve büyüme faktörleri (HGF, PLGF, IGFBP-2, IGFBP-5, IGFBP-4) gibi 

inflamasyonu ve fibrotik süreci tetikleyen mediyatörlerin normal bir hücre fenotipine 

göre sentez ve salınımı neredeyse iki kata kadar artmaktadır (123). Sentez ve salınımı 
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artan bu mediyatörlerin, monositler, endotel hücreleri ve fibroblastlar gibi hücreler 

üzerinde etkisi olduğundan skleroderma patogenezi ve fibrotik süreç ile 

ilişkilendirilmekte olup, fibroblast aktivasyonu ve miyofibroblast farklılaşmasına 

sebep olduğu bilinmektedir (117). Aktive olan miyofibroblast hücreleri ise, hücre dışı 

matriks bileşenlerinin sentezini arttırmakta ve MMPs ve hücre dışı matriksi degrade 

eden proteazların ifadesini azaltmaktadır (117). Mikrovasküler alanlarda, SASP 

fenotipine geçiş yapan hücrelere komşu olan endotel hücreleri de mezenkimal 

transdiferansiyasyon ile aktive miyofibroblast hücrelerine farklılaşmaktadır. SASP 

fenotipinde sentezi artan kemokin ve sitokinler monosit hücelerini de etkileyerek 

makrofajların fibrotik süreci indükleyen M2 fenotipine farklılaşmasını tetiklemekte ve 

ilgili dokuda kronik inflamatuvar infiltrat oluşumuna neden olmaktadır (117). M2 

fenotipindeki makrofaj kronik inflamatuvar süreçte, profibrotik sitokinlerin ve 

mediyatörlerin salınımına sebep olarak hücre dışı matriks üretimini, fibroblast-

miyofibroblast farklılaşmasını arttırmakta olup, endotel hücrelerinin mezenkimal 

transdiferansiyasyonunu indüklemektedir. Ayrıca aktive olmuş makrofajlar artan 

TGF-β salınımı ile NOX-4 ve NOX-4 ilişkili ROT/RNT üretimini tetiklemekte; 

makrofajlardan salınan IFN ve IFN ilişkili peptitler ise hücrenin yaşlanma sürecini 

desteklemektedir. Bu sayede mevcut oksidatif stresin de katkısıyla artan TGF-β 

konsantrasyonunun bir dizi aracı ile hücrede SASP fenotipini tetiklemesi; bu fenotipte 

sentezi artan sitokin ve kemokinler ile fibrotik ve inflamatuvar süreçlerin 

indüklenmesi, oksidatif stresin artması ve bu süreçlerin yeniden hücre yaşlanmasına 

katkı sağlaması ile otokrin/parakrin yolaklar ile kendi sürekliliğini sağlayan kısır bir 

döngü oluşturmaktadır (117). 

2.4.1.1. Sistemik Skleroz ve Oksidatif DNA Hasarı 

Sklerodermanın patogenezinde artan oksidatif stresin önemli bir yere sahip 

olduğu bağımsız çalışmalarda gösterilmiş olmakla birlikte; oksidatif stresin 

kaçınılmaz bir sonucu olan ve oksidatif makromolekül hasarları arasında hassas ve 

kümülatif bir belirteç olarak rol alan oksidatif DNA hasarının sklerodermada ve 

fibrotik süreçlerde rolünü irdeleyen oldukça sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. 

Skleroderma hastaları ile yürütülmüş olan klinik bir çalışmada oksidatif DNA hasarı 
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belirteçlerinden sadece 8-OH-dG ELISA yöntemi ile ölçülmüş olup, hastalarda 

sağlıklı bireylere göre artan DNA hasarı gösterilmiş ve DNA hasarının hastalığın 

akciğer bulguları ile ilişkisi olabileceği belirtilmiştir (124). Yapılan bir in vitro 

çalışmada ise, skleroderma hastalarından elde edilen fibroblast hücre kültüründe, DNA 

hasarı yanıtı yolağının (DNA damage response; DDR) temel belirteçlerinden biri olan 

fosforile ataxia-telangiectasia mutated kinaz (ATM) değerlendirilerek artan DNA 

hasarı incelenmiş ve ATM’nin inhibisyonu sonucu bir dizi ikincil yolaklar aracılığıyla 

tip 1 kollajen sentezinden sorumlu olan COL1A1 gen ekspresyonunun azaldığı 

gösterilmiştir (125). DNA hasarının uzun vadede dahi istenmeyen sonuçlar doğurma 

potansiyeline sahip mutajenik ve sitotoksik etkileri göz önünde bulundurulduğunda 

oksidatif stresin patogenezinde oldukça önemli bir role sahip olduğu sklerodermada, 

oksidatif DNA hasarının rolünün ve klinik bulgular ile olası ilişkilerin kapsamlı bir 

şekilde ve referans yöntemlerle inceleneceği çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.  

2.4.2. Sistemik Skleroz ve D Vitamini Eksikliği 

D vitamininin, birçok immün sistem hücresinde CYP27B1 gen ifadesi 

aracılığıyla aktiflenebilmesi ve genomik yolağının ana elemanı VDR ifadesinin 

dendritik hücreler, makrofajlar ve aktive olmuş lenfositler gibi birçok immün hücrede 

tespit edilmesi ile D vitamininin immün sistem regülasyonunda, dolayısıyla otoimmün 

hastalıklardaki rolüne odaklanılmasına neden olmuştur (95,126). Farklı otoimmün 

hastalıklarda D vitamininin rolünü inceleyen birçok bağımsız çalışmada, D 

vitamininin bu hastalıklara karşı koruyucu veya progresyonu yavaşlatıcı/iyileştirici bir 

yönü olduğu bildirilmiştir. Kollajen ile indüklenen artrit modeli, tip 1 diyabet, 

romatoid artrit, multiple skleroz ve sistemik lupus eritematozus gibi otoimmün 

patolojiler üzerine yapılan hayvan deneyleri ve klinik araştırmalar sonucunda aktif D 

vitamini uygulamasının bu hastalıklarda progresyonu yavaşlattığı, klinik bulguları 

hafiflettiği ve hastalık riskini azalttığı ortaya konulmuştur (100,127–135). 

Sklerodermada D vitamininin rolünü ve klinik bulgular ve progresyon ile 

ilişkisini araştırmayı hedeflemiş olan birbirinden bağımsız birçok çalışmada, 

skleroderma hastalarının sağlıklı bireylere göre serum D vitamini düzeyinin anlamlı 

düşük olduğu ve düşük D vitamini miktarı ile ağırlaşan klinik tablo veya artan klinik 



30 

 

skorlar arasında negatif bir korelasyon bulunduğu gösterilmiştir (97,99,136,137). 

Skleroderma ile D vitamini ilişkisini derlemeyi amaçlamış olan güncel bir meta-analiz 

çalışmasında ise 554 skleroderma hastası ve 312 sağlıklı bireyin D vitamini sonuçları 

karşılaştırılmış ve hastalarda istatistiksel anlamlılık düzeyinde düşük D vitamini 

düzeyi kanıtlanmıştır (138). Bu hastalarda kanıtlanan düşük D vitamini düzeyi ve D 

vitamininin immün sistem regülasyonundaki önemli etkileri göz önüne alındığında, 

hastalara uygulanan D vitamini replasmanı rutin tedavi stratejilerine katkı sağlayan 

önemli bir uygulama olarak yerini almıştır. Ancak tüm bu gelişmelere rağmen D 

vitamininin sklerodermanın altında yatan mekanizmalara etkisi henüz 

aydınlatılamamıştır. Yapılan sınırlı sayıda çalışmada D vitamininin, kollajen-1, 

kollajen-3 ve TGF- β1 ifadesini azaltarak ve anti-fibrotik sürece katkı sağlayan birdizi 

mediyatörün salınımını arttırarak fibrotik süreci; T hücre proliferasyonu ve IFN-γ 

sentezini azaltarak ise inflamatuvar süreci inhibe edici yönde bir etkiye sahip olduğu 

bildirilmiştir (139,140). Sklerodermada yaygın D vitamini eksikliği ve D vitamini ile 

klinik bulgular arasındaki negatif korelasyon kanıtlanmış olmasına rağmen, D 

vitamininin sklerodermanın patofizyolojisindeki rolü ve patogenezde oldukça önemli 

bir yere sahip olan oksidatif strese olası etkileri henüz tam olarak aydınlatılamamış 

olup; sklerodermanın rutin tedavi sürecinde önemli bir katkı sağlayıcı olarak 

tanımlanan D vitamini replasmanının da oksidatif strese etkisi bilinmemektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Araştırmanın Tipi 

Bu araştırma olgu-kontrol ve klinik prospektif olmak üzere iki bölüm 

içermektedir. Araştırmanın olgu-kontrol bölümünde SS hastalarının oksidatif DNA 

hasarı, D vitamini düzeyi ve vitamin D reseptörünün gen ekspresyonu ile dört farklı 

gen polimorfizmi sağlıklı bireylerle karşılaştırılmıştır. Araştırmanın klinik prospektif 

bölümünde ise, üç ay ara ile iki doz intramusküler (150.000 U/doz) ve devamında 

günlük oral (800 U/gün) olmak üzere yoğun D vitamini replasmanı alan SS 

hastalarının replasmanın altıncı ayında yeniden oksidatif DNA hasarı düzeyleri 

değerlendirilmiş olup D vitamininin oksidatif hasarı indirgemedeki rolünü açığa 

çıkarmak amaçlanmıştır. Ayrıca replasman sonrası vitamin D reseptör gen 

ekspresyonu da yeniden değerlendirilerek olası etkinin nükleer reseptör aracılı olup 

olmadığı analiz edilmiştir. 

3.2. Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Araştırma, Kasım 2017 – Kasım 2021 tarihleri arasında yürütülmüştür. Dahil 

edilen SS hastalarının ve sağlıklı gönüllülerin kan ve idrar örnekleri Kasım 2017 – 

Şubat 2021 tarihleri arasında Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi, İç Hastalıkları 

Anabilim Dalı, İmmünoloji ve Romatoloji Bilim Dalı’nda toplanmıştır. Araştırmanın 

deneysel süreci Dokuz Eylül Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Moleküler Tıp 

Anabilim Dalı yürütücülüğünde, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyokimya Anabilim Dalı Araştırma Laboratuvarları’nda Mart 2021- Ağustos 2021 

tarihleri arasında gerçekleştirilmiştir. Eylül 2021- Kasım 2021 tarihleri arasında 

araştırma verilerinin kapsamlı istatistiksel analizleri gerçekleştirilmiş olup; Aralık 

2021 – Mart 2022 tarihleri arasında tezin yazım süreci tamamlanmıştır. 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Bu çalışmaya, Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi İmmünoloji ve 

Romatoloji Polikliniği’ne başvuran, uluslararası ACR/EULAR (2013) kriterlerine 

göre (Tablo 1) hastalık tanısı konulmuş olan 50 kadın SS hastası ve Dokuz Eylül 



32 

 

Üniversitesi Tıp Fakültesi İmmünoloji ve Romatoloji Polikliniği’ne başvuran diz 

osteoartrozu (gonartroz) tanısı alan ancak herhangi bir romatolojik/otoimmün hastalığı 

ve hipertansiyon, diyabet gibi kronik bir hastalığı bulunmayan 40 kadın sağlıklı 

gönüllü dahil edilmiştir. 

Tablo 1. Sistemik skleroz hastalığının tanısı için 2013 ACR/EULAR kriterleri (102) 

BULGULAR ALT-TİPLERİ PUAN 
Her iki elde parmaklar ve MKF 
eklemlerin proksimalinde deri 
kalınlaşması (Yeterli Kriter) 

-  
9 

Parmaklarda deri kalınlaşması 
(Yalnızca yüksek olanı skorlayın) 

Şiş parmaklar 2 

Sklerodaktili 4 
Parmak ucu lezyonları (Yalnızca 
yüksek olanı skorlayın) 

Dijital ülser 2 

Dijital ülser skarı 3 
Telenjiektazi - 2 
Anormal tırnak yatağı kapiller 
değişiklikleri 

- 2 

Pulmoner arteryal hipertansiyon 
ve/veya interstisyel akciğer hastalığı 
(Maksimum skor 2) 

Pulmoner arteryal hipertansiyon 2 

İnterstisyel akciğer hastalığı  2 

Raynaud’s Fenomeni - 3 
SS ile ilişkili otoantikorlar 
(Maksimum skor 3) 

Antisentromer 
Anti-topoizomeraz(anti-scl-70) 
Anti-RNA polimeraz III 

3 

Sistemik Skleroz kalsifikasyonu için toplam skor ≥9 olmalı (Duyarlılık %91, 
Seçicilik %92) 

Uygun örneklem büyüklüğü, literatürde bulunan konu ile ilişkili (sklerodermada 

D vitamini ve DNA hasarını hedeflemiş olan) referans makaleler kullanılarak G Power 

Data Analysis yazılımı üzerinden Ki Kare ve t testi için 0.05 yanılma düzeyi ve %80 

güç kriterleri baz alınarak hesaplanmıştır. Hasta ve sağlıklı bireylerin detaylı dahil 

edilme ve dışlama kriterleri aşağıda belirtildiği gibidir: 

Araştırmaya Dahil Olma Kriterleri 

Hasta grubu için; 
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• 18 yaşını doldurmuş olmak 

• ACR/EULAR (2013) kriterlerine göre sistemik skleroz tanısı almış kadın 

hasta olmak 

• UCLA-GIT 2.0 anketini doldurabilecek düzeyde okur-yazar olmak. 

Kontrol grubu için; 

• 18 yaşını doldurmuş olmak 

Araştırmadan Dışlama Kriterleri 

Hasta Grubu için; 

• Sistemik skleroz dışında romatolojik/otoimmün veya kronik bir hastalık 

olması 

• D vitamini replasman sürecinde tedavi planında herhangi bir değişiklik 

meydana gelmesi (Sadece D vitamini replasmanının etkisinin sınanabilmesi 

amacıyla D vitamini öncesi ve sonrası tedavi planının aynı olması 

hedeflenmiştir). 

Kontrol Grubu için; 

• Herhangi bir romatolojik/otoimmün veya kronik hastalık olması 

Her İki Grup için (Hasta ve Kontrol); 

• Cinsiyeti erkek olmak (Skleroderma hastalığının sıklıkla genç kadınları 

tutması ve bu çalışma kapsamındaki hastaların takip edilmiş olduğu merkezde 

de skleroderma hastalarının büyük bir kısmının kadın olması sebebiyle, 

cinsiyet faktörünü dışlamak adına erkek bireyler çalışmaya dahil 

edilmemiştir). 

• Sigara kullanıyor olmak 

• Demir replasmanı alıyor olmak 
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• Son bir yılda D vitamini veya D vitamini içeren multivitamin replasmanı 

almış olmak 

• Kronik böbrek yetmezliği olması veya serum kreatinin düzeyinin <1,3 mg/dL 

olması veya hemodiyaliz hastası olması veya renal transplantasyon geçmişi 

bulunması 

• Kronik karaciğer parankim hastalığı veya siroz tanısı 

• Herhangi malignite olması ve/veya malignite sebebiyle kemoterapi alıyor 

olması 

• Bireyin anemik olması (Hemoglobin düzeyinin <10 g/dL olması) 

• Aktif enfeksiyonu bulunmak (diş apsesi, pnömoni, deri enfeksiyonu gibi) ve 

son enfeksiyonun üzerinden en az bir ay geçmemiş olması 

• Enfekte dijital ülsere sahip olmak 

3.4. Çalışma Materyali 

Dokuz Eylül Üniversitesi Hastanesi İmmünoloji ve Romatoloji Polikliniği’ne 

başvuran SS hastaları ve aynı polikliniğe başvurup romatolojik/otoimmün ve kronik 

herhangi bir hastalık tanısı bulunmayan sağlıklı bireyler arasında Bilgilendirilmiş 

Gönüllü Olur Formu’nu imzalayarak gönüllü olmayı kabul edenlerden Kasım 2017 – 

Şubat 2021 tarihleri arasında rutin tetkikler için alınan serum, sabah ilk idrarı ve tam 

kan örnekleri sırasıyla; 25(OH)D3 analizi, oksidatif DNA hasarı ürünlerinin (8-OH-

dG, S-cdA ve R-cdA) ölçümü, VDR gen ekspresyonunun kantite edilmesi ve VDR tek 

nükleotid gen polimorfizmlerinin (rs2228570, rs1544410, rs7975232, rs731236) 

belirlenmesi amacıyla kullanılmıştır. Hastalardan alınan biyolojik örneklerin kullanım 

amaçları ve örneklere uygulanan ön işlemler Tablo 2’de özetlenmiştir. Ayrıca SS 

hastalarından D vitamini replasmanının altıncı ayında yeniden sabah ilk idrarı ve tam 

kan örnekleri alınmış olup serum D vitamini düzeyi, oksidatif DNA hasarı ürünleri ve 

VDR gen ekspresyonu yeniden değerlendirilmiştir.  
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Tablo 2. Hasta ve sağlıklı bireylerden alınan biyolojik örnekler ve uygulanan ön 
işlemler 

Biyolojik Örnek Ön İşlem Alınma Sebebi 

Sabah ilk idrarı (steril 

idrar toplama kabı) 

Aliquotlanarak -80 oC’de 

muhafaza edilmiştir. 

Oksidatif DNA hasarı 

ürünlerinin HPLC-MS/MS 

ile analizi 

Kırmızı kapaklı 

(pıhtılaşma aktivatörü 

içeren) tüpe kan örneği 

+4 oC’de 3000 rpm’de 

santrifüjlenerek 

aliquotlanmış ve -80 
oC’de muhafaza 

edilmiştir. 

Serum 25(OH)D3 

düzeyinin UPLC-HRMS 

ile ölçümü 

Mor kapaklı (K2EDTA 

içeren) hemogram 

tüpüne kan örneği 

DNA ve RNA 

ekstraksiyonu için 

kullanılmıştır. 

VDR gen 

polimorfizmlerinin ve 

VDR gen ekspresyonunun 

belirlenmesi 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

Araştırmanın bağımsız ve bağımlı değişkenleri, çalışmanın her iki bölümünü 

(olgu-kontrol ve klinik prospektif) ifade edecek şekilde ayrı ayrı belirtilmiştir. 

Hasta-sağlıklı kontrol karşılaştırması için (Olgu-kontrol): 

Bağımsız Değişkenler; 

• Yaş 

• ACR/EULAR (2013) kriterlerinde bulunan klinik semptomlar 

• Sistemik skleroz hastalığının alt sınıfları (Yaygın SS ve Sınırlı SS) 

• Modifiye Rodnan deri skoru 

• UCLA-GIT 2.0 anket skoru 

• Warrick skoru 

Bağımlı Değişkenler; 

• Bireyin 25(OH)D3 düzeyi 
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• Bireyin oksidatif DNA hasarı (8-OH-dG, S-cdA, R-cdA) düzeyi 

• Bireyin VDR gen ekspresyon düzeyi 

• Bireyin sahip olduğu VDR tek nükleotid gen polimorfizmleri (rs2228570, 

rs1544410, rs7975232, rs731236) 

Hastalarda D vitamini replasmanının değerlendirilmesi için (Klinik Prospektif): 

Bağımsız Değişkenler; 

• Yaş 

• ACR/EULAR (2013) kriterlerinde bulunan klinik semptomlar 

• Sistemik skleroz hastalığının alt sınıfları (Yaygın SS ve Sınırlı SS) 

Bağımlı Değişkenler; 

• Hastanın D vitamini replasman sonrası oksidatif DNA hasarı düzeyindeki 

değişimi 

• Hastanın D vitamini replasman sonrası VDR gen ekspresyon düzeyindeki 

değişimi 

• Hastanın D vitamini replasman sonrası UCLA-GIT 2.0 anket skoru değişimi 

3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1. Klinik Veriler 

SS tanısı, klinik bulgulara dayanarak yapılmakta, laboratuvar bulguları tanıyı 

destekleyici olarak kullanılmaktadır. Hastalar, SS için ilk bulgulardan biri olan 

Raynaud’s fenomeni, cilt tutulumu, gastrointestinal sistem (GİS) tutulumu, pulmoner 

tutulum, pulmoner hipertansiyon, böbrek tutulumu ve kas-eklem-tendon tutulumuna 

göre incelenmekte ve American College of Rheumatology/European League Against 

Rheumatism (ACR/EULAR) tarafından 2013 yılında güncellenen puanlama sistemine 

göre değerlendirilmektedir (102). Toplamda dokuz ve daha fazla puana sahip olan 

hasta SS tanısı almaktadır. 
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Hastaların yaş, hastalık alt tipi, hastalık süresi (non-Raynaud ilk semptom baz 

alınarak), kullandığı ilaçlar, modifiye rodnan deri skoru (modified rodnan skin score; 

mRSS), organ tutulumu varlığı (akciğer, eklem), UCLA-GIT 2.0 anket skorları, 

solunum fonksiyon testleri (%FVC ve %DLCO), eritrosit sedimentasyon hızı 

(erythrocyte sedimentation rate; ESR), C-reaktif protein (CRP) ve otoantikor 

pozitifliği (ANA, Scl-70, anti-sentromer) gibi demografik, klinik ve laboratuvar 

bulguları detaylı bir şekilde kaydedilmiştir. GİS tutulum şiddetini belirlemek amacıyla 

kullanılmış olan UCLA-GIT 2.0 anketinin örneği Türkçe’ye uyarlanmış ve valide 

edilmiş haliyle EK-1‘de sunulmuştur. 

Hastaların sınırlı ve yaygın skleroderma ayrımı LeRoy’un kriterlerine göre 

gerçekleştirilmiştir. Skleroderma ilişkili artrit tanısı aynı romatolog tarafından detaylı 

klinik muayene ile konulmuştur. Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tanısı sağ 

kalp kateterizasyonu yöntemi ile tespit edilmiştir (141). İnterstisyel akciğer hastalığı 

(İAH) yüksek çözünürlüklü bilgisayarlı tomografi (high-resolution computed 

tomography; HRCT) bulguları (buzlu cam opasiteleri veya retiküler patern veya bal 

peteği görünümü) ve solunum fonksiyon testlerinde kısıtlayıcı paternlerle 

belgelenmiştir. İAH’ın şiddeti ve kapsamı aynı romatolog tarafından Warrick skoru ile 

değerlendirilmiştir (142).  

D vitamini replasmanının altıncı ayında, D vitamininin kısa vadeli etki 

edebileceği parametre olarak gastrointestinal sistem tutulum şiddetini belirleyen 

UCLA-GIT 2.0 anketi hastalara yeniden uygulanmıştır.  

3.6.2. Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler 

Çalışmanın deneysel aşamalarında kullanılmış olan cihazlar Tablo 3’te; 

kimyasallar ve sarf malzemeler ise kütle spektrometrik ve genetik analizlerde 

kullanılanlar olmak üzere ayrı ayrı olarak Tablo 4 ve Tablo 5’te gösterilmiştir.  
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Tablo 3. Araştırmada kullanılan cihazlar 

Cihaz Marka/Model Kullanım Amacı 

Sıralı Kütle Spektrometresi 

(MS/MS) 

AB Sciex 4000 QTRAP Hasarlı DNA nükleozid 

ürünlerinin ölçümü 

Yüksek Performanslı Sıvı 

Kromatografisi (HPLC) 

Shimadzu LC-20 AD Hasarlı DNA nükleozid 

ürünlerinin ölçümü 

Yüksek Çözünürlüklü Kütle 

Spektrometresi (HRMS) 

Thermo Orbitrap 

Exactive Plus 

Serum D vitamini 

düzeyinin belirlenmesi 

Ultra Performanslı Sıvı 

Kromatografisi (UPLC) 

Thermo Ultimate 3000 Serum D vitamini 

düzeyinin belirlenmesi 

RT-PCR cihazı Roche Lightcycler 480 II Genetik analizler 

Thermal cycler cihazı Biorad, MyCycler Genetik analizler, 

cDNA sentezi 

Nanodrop spektrofotometre Thermo, Nanodrop 2000 Genetik analizler, DNA 

ve RNA miktar ve 

kalite tayini 

Vakumlu Konsantratör 

Sistemi 

Thermo Speedvac Savant 

ISS110 

Hasarlı DNA nükleozid 

ürünlerinin ölçümü – 

ön ekstraksiyon 

Ekstraksiyon Manifoldu Waters Hasarlı DNA nükleozid 

ürünlerinin ölçümü – 

ön ekstraksiyon 

-80 oC Derin Dondurucu Thermo Forma 88000 Örneklerin saklanması 

-20 oC Derin Dondurucu Beko Örneklerin saklanması 

+4 oC Buzdolabı Beko Örneklerin saklanması 

Distile Su Cihazı Millipore Q-Gard Genel kullanım 

Salınımlı Santrifüj Nüve NF 800R Genel kullanım 

Santrifüj Hettich Genel kullanım 

Soğutmalı Santrifüj Heraeus Genel kullanım 
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Mikrosantrifüj Eppendorf Minispin Plus Genel kullanım 

Minispin  Labnet Genel kullanım 

Isıtıcı Kuru Blok WiseTherm Genel kullanım 

Manyetik Karıştırıcı Stuart SB162 Genel kullanım 

Analitik Terazi Precisa XB 220A Genel kullanım 

pH metre Selecta pH-2005 Genel kullanım 

Sonikatör Transsonic 660/H Genel kullanım 

Vorteks Wisemix VM-10 Genel kullanım 

Otomatik Pipet (1000, 200, 

100, 20 ve 10 µL hacimlerde) 

Eppendorf Genel kullanım 

Otomatik Pipet (1000, 100 

ve 10 µL hacimlerde) 

Thermo Genel kullanım 

Tablo 4. Araştırmanın kütle spektrometrik analizlerinde kullanılan kimyasallar ve 

sarf malzemeler 

Kimyasal/Sarf Marka/Model Kullanım Amacı 

Filtreli santrifüj tüpü Nanosep 3K Omega Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

Katı faz ekstraksiyon 

kartuşu 

Waters Oasis 3cc (60 mg) Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

8-OH-dG 15N işaretli 

standart 

NIST Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

S-cdA 15N işaretli 

standart 

NIST Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

R-cdA 15N işaretli 

standart 

NIST Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

Alkalen fosfataz Roche 1500 U/76 µL Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 
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0.2 µm şırınga filtresi Labsolute,  

17 mm 

Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

C18 HPLC kolonu Agilent Zorbax SB-Aq 

(2.1x150 mm 3.5 µm) 

Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

Tris-HCL Sigma Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

Sodyum asetat Sigma Oksidatif DNA hasarı 

ölçümü 

HPLC kolonu Thermo Acclaim Polar 

Advantage II (3 µm 120 
oA 3.0 x 50mm) 

25(OH)D3 ölçümü 

25(OH)D3 işaretsiz 

standart 

Isosciences, LLC 25(OH)D3 ölçümü 

25(OH)D3 döteryum 

işaretli standart 

Isosciences, LLC 25(OH)D3 ölçümü 

D vitamini içermeyen 

insan serumu 

Golden West Biologicals 25(OH)D3 ölçümü 

Sertifikalı Referans 

Materyal (SRM)-İnsan 

serumunda D vitamini 

metabolitleri 

NIST 972a 25(OH)D3 ölçümü 

Amonyum sülfat Sigma 25(OH)D3 ölçümü 

Metanol Merck Genel kullanım 

Asetonitril Merck Genel kullanım 

Formik Asit Merck Genel kullanım 

MS-grade su Merck Genel kullanım 

HPLC amber vial Shimadzu Genel kullanım 

Insert vial (200 µL) Shimadzu Genel kullanım 
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Tablo 5. Araştırmanın genetik analizlerinde kullanılan kimyasallar ve sarf 

malzemeler 

Kimyasal/Sarf Marka/Model Kullanım Amacı 

DNA ekstraksiyon kiti Roche, High Pure PCR 

Template  

DNA ekstraksiyonu 

İzopropanol Merck DNA ekstraksiyonu 

Etanol (moleküler 

analizler için) 

Sigma DNA ve RNA 

ekstraksiyonu 

RNA ekstraksiyon kiti Roche, High Pure Total 

RNA  

RNA ekstraksiyonu 

Dietil pirokarbonat 

(DEPC) 

Sigma RNA ekstraksiyonu, 

sterilizasyon 

Amonyum klorid Sigma RNA ekstraksiyonu, 

eritrosit lizis tamponu 

Sodyum bikarbonat Sigma RNA ekstraksiyonu, 

eritrosit lizis tamponu 

EDTA (bisodyum) Sigma RNA ekstraksiyonu, 

eritrosit lizis tamponu 

cDNA sentez kiti  Roche, EvoScript 

Universal cDNA Master 

Kit 

Total RNA’dan cDNA 

sentezi 

VDR Catalog assay Roche (Cat. No: 

05532957001) 

VDR gen 

ekspresyonunun 

değerlendirilmesi 

PCR reaksiyon karışımı Roche, Lightcycler Probe 

Master 

VDR gen 

ekspresyonunun 

değerlendirilmesi 
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SNP assay (rs2228570, 

rs1544410, rs7975232, 

rs731236 için) 

Roche, LightSNIP, TIB-

MOLBIOL  

 

VDR geninde tek 

nükleotid 

polimorfizmlerinin 

değerlendirilmesi 

Hibridizasyon probları Roche, Lightcycler DNA 

Hibridizasyon Probu 

VDR geninde tek 

nükleotid 

polimorfizmlerinin 

değerlendirilmesi 

96 kuyucuklu PCR plate’i Roche, Lightcycler 

uyumlu 

RT-PCR analizleri 

3.6.3. Oksidatif DNA Hasarı Ürünlerinin LC-MS/MS ile Ölçümü 

Hasarlı DNA nükleozidleri bireylerden alınan sabah ilk idrar örneklerinden 

ölçülmüştür. Örneklere DNA’nın eldesi amacıyla uygulanan katı faz ekstraksiyon 

işleminin ardından, nükleozidlerin eldesi için DNA hidrolizi basamakları uygulanmış 

ve analizler sıvı kromatografi sıralı kütle spektrometresi kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Ölçüm metodu ve koşulları bu çalışmadan önce aynı cihaz 

kullanılarak optimize edilmiş olup verifikasyonu da gerçekleştirilmiştir (143). İdrarda 

hasarlı DNA nükleozid ürünleri sonuçları kolorimetrik yöntem kullanılarak DEÜ 

Merkez Laboratuvarı’ndan hizmet alımı ile ölçülmüş olan idrar kreatinin düzeylerine 

oranlanarak verilmiştir.  

3.6.3.1. Pre-analitik evre: Ekstraksiyon ve Hidroliz Basamakları 

• 1.3 mL sabah ilk idrar örneğine belirli son konsantrasyonlarda işaretli standart 

materyaller eklenmiş (8-OH-dG-15N5 (20 pmol), R-cdA-15N5 (0.5 pmol), S-

cdA-15N5 (0.6 pmol)), örnekler vortekslendikten sonra oda sıcaklığında 1000 

xg güçte 15 dk santrifüj edilmiştir. 

• Santrifüjün ardından örnekler tek kullanımlık steril enjektörler ve 0.2 µm cut-

off değerli şırınga filtreleri kullanılarak filtrelenmiştir. 
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• Ekstraksiyon manifolduna katı faz ekstraksiyon kartuşları yerleştirilmiş, 

kartuşlar 1 mL metanol ile aktiflendikten sonra 15 dk kurumaya bırakılmış, 

ardından 2 mL su ile yıkanmıştır. 

• Şırınga filtrelerinden geçirilmiş olan örnekler 1 mL olacak şekilde katı faz 

ekstraksiyon kartuşlarına yüklenmiştir.  

• Örnekler kartuşlardan elüe olduktan sonra kartuşlar 2 mL su ile yıkanmıştır. 

• Örnekler 1 mL %30 metanol ile temiz bir eppendorf tüpüne elüe edilmiştir.  

• Örnekleri içeren eppendorflar tamamen uçması amacıyla bir gece boyunca 

vakum konsantratörde bırakılmıştır. 

• Hidroliz basamağı için 10 mM Tris-HCL ve 1 M sodyum asetat içeren tampon 

çözelti hazırlanmış ve her örneğe 100 µL tampon çözelti ve 22 U alkalen 

fosfataz eklenmiştir.  

• 37 oC’de 1 saat inkübe edilen örnekler, 14.000 xg’de 10 dk santrifügasyonun 

ardından 3 KDa cut-off değerli filtreli santrifüj tüplerine aktarılarak 5000 

xg’de 50 dk santrifüj edilmiştir.  

• Filtrasyonun ardından elüe olan örnekler HPLC viallerine aktarılarak cihaza 

yüklenmiştir.  

3.6.3.2. Kromatografik ve Kütle Spektrometrik Koşullar 

Hasarlı DNA nükleozidleri HPLC (Shimadzu, Japonya) ile eşleştirilmiş, triple 

quadrupole sıralı kütle spektrometri cihazı (AB Sciex, ABD) kullanılarak, çoklu 

reaksiyon izleme (multiple reaction monitoring; MRM) modunda, elektrospray 

iyonizasyon kaynağı ile pozitif iyonlar seçilerek analiz edilmiştir.  

Kromatografik ayrım Agilent Zorbax SB-Aq (2.1x150 mm 3.5 µm) C18 kolonu 

ve analitik kolon kirliliğini minimalize etmek amacıyla guard kolon (Inertsil ODS-4 

3µm, 1.5x10mm) ile gerçekleştirilmiş olup mobil faz olarak her ikisi de % 0.1 formik 

asit içeren kromatografi için uygun saflıkta su (mobil faz A) ve asetonitril (mobil faz 

B) kullanılmıştır. Mobil fazların gradient akış programı %2 mobil faz B olarak 

başlatılıp, altıncı dakikaya kadar mobil faz B %60’a çıkarılmış, bu koşulda bir dakika 

boyunca devam ederek 10. dakikaya kadar yeniden %2’ye düşürülmüştür. Kolon 
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dengelemesi amacıyla %2 mobil faz B akışı 10 dakika boyunca devam ettirilmiştir. 

Akış hızı 0.3 mL/dk olarak ayarlanmış olup enjeksiyon hacmi 30 µL olarak 

belirlenmiştir. 

Analizde hassas kantitasyonu sağlamak amacıyla hasarlı DNA nükleozidlerinin 

azot 15 (15N) içeren ağır izotop işaretli internal standartları (NIST, ABD) 

kullanılmıştır. İnternal standartlar, hedef moleküllerin kimyasal özelliklerini taşıyan, 

dolayısıyla kromatografik olarak aynı alıkonma zamanına sahip ancak ağır izotop 

içerdiğinden daha yüksek kütlesi olan standart materyallerdir. Pre-analitik evrenin ilk 

adımında biyolojik örneklere eklendiğinden, ekstraksiyon boyunca endojen olarak 

ölçümü hedeflenen hasar ürünü ile aynı işlemlere maruz kalmakta ve analiz sırasında 

meydana gelebilecek olan kayıpların normalize edilmesini de sağlamaktadır.  

Hasarlı DNA nükleozidlerinin (endojen ve internal standart) moleküler ve ürün 

iyon kütleleri ile kromatografik alıkonma zamanları Tablo 6’da gösterilmiştir.  

Tablo 6. Ölçülen oksidatif DNA hasarı ürünlerinin ve ağır izotop işaretli internal 

standartların kütle geçişleri ve kromatografik alıkonma zamanları 

 Kütle geçişleri 

(mass transitions; m/z) 

Kromatografik alıkonma 

zamanı (dk) 

8-OH-dG 284à168 4.24 

8-OH-dG-15N5 289à173 4.24 

S-cdA 250à164 3.83 

S-cdA-15N5 255à169 3.83 

R-cdA 250à164 2.14 

R-cdA-15N5 255à169 2.14 

3.6.4. Serum D Vitamini (25(OH)D3) Düzeyinin UPLC-HRMS ile 

Belirlenmesi  

Serum 25(OH)D3 düzeyinin ultra performanslı sıvı kromatografi ile eşleştirilmiş 

yüksek çözünürlüklü kütle spektrometri ile ölçümü için yöntem geliştirme ve 
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Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (Food and Drug Administration; FDA) kılavuzunda 

belirlenen koşullara göre yöntem verifikasyonu işlemleri gerçekleştirilmiştir (144). 

3.6.4.1. Yöntem Geliştirme ve Verifikasyon 

Kromatografik ve Kütle Spektrometrik Koşulların Optimizasyonu 

Kromatografik ayrım Thermo Acclaim Polar Advantage II (3µm 120 oA 3.0 x 

50mm) analitik kolon kullanılarak ve kolon fırın sıcaklığı 40 oC’ye ayarlanarak 

Thermo Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, Almanya) cihazı ile 

gerçekleştirilmiştir. Mobil fazlar her ikisi de % 0.1 formik asit içeren kromatografi için 

uygun saflıkta su (mobil faz A) ve metanol (mobil faz B) olup fazların gradient akış 

programı şu şekildedir: Başlangıç koşulunda %20 mobil faz B verilmiş olup bu şekilde 

üç dakika devam ettikten sonra mobil faz B iki dakika içerisinde %100’e çıkarılmış ve 

bu koşulda yedinci dakikaya kadar devam etmiştir. Ardından mobil faz B, iki dakika 

içerisinde yeniden %60’a düşürülmüş olup kolon dengelemesi amacıyla 10. dakikaya 

kadar bu koşul devam ettirilmiştir. Akış hızı 0.6 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 100 µL 

olarak belirlenmiştir. 

Yüksek çözünürlüklü kütle spektrometresi olarak Thermo Orbitrap Exactive 

Plus cihazı kullanılmış olup, cihazın optimal parametreleri şu şekildedir: sheath gaz 

akış hızı; 60, koridor gazı akış hızı; 25, sprey voltajı (kV); 4, kapiller sıcaklık (oC); 

320, S-lens RF düzeyi; 50, koridor gazı ısıtıcı sıcaklığı (oC); 250. İyonizasyon kaynağı 

olarak atmosferik basınç kimyasal iyonizasyon (atmospheric pressure chemical 

ionization; APCI) kullanılmış olup pozitif iyonlar seçilmiş ve 70.000 çözünürlükte tam 

tarama (full scan), 35.000 çözünürlükte tüm iyon fragmentasyon (all ion 

fragmentation; AIF) modlarında çalışılmıştır. Tarama filtreleri, tam tarama için 300-

500 m/z, tüm iyon fragmentasyon için ise 100-400 m/z olarak ayarlanmıştır. Ağır 

izotop işaretli internal standart olarak döteryum işaretli 25(OH)D3 (25OHD3-d3) 

kullanılmıştır. Endojen 25(OH)D3 için ana ve ürün iyon kütleleri 401.3410>383.3306 

ve internal standart için moleküler iyon kütlesi 404.3596 olarak belirlenmiş olup serum 

matriksinde kromatografik alıkonma zamanı 6.90 dk’dır. 
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3.6.4.1.1. Kalibrasyon Grafiği, LOD ve LOQ Değerlerinin Hesaplanması 

Kalibrasyon eğrisi için, 4-200 ng/mL konsantrasyon aralığında altı seviye 

içerecek şekilde 25(OH)D3 standardı ve 50 ng/mL internal standard (25(OH)D3-d3) 

D vitamini içermeyen insan serumu (Golden West Biologicals, ABD) içerisine 

eklenmiştir. Hazırlanan kalibratörler günde altı teknik tekrar olacak şekilde üç farklı 

günde okutulmuş ve kalibrasyon eğrisi ortalamalar baz alınarak çizilmiştir. 

Tespit limiti (limit of detection; LOD) ve kantitasyon limiti (limit of 

quantification; LOQ), FDA kılavuzunda kabul gören yöntemlerden olan kalibrasyon 

eğrisi aracılığıyla hesaplanmıştır. LOD hesaplaması için [(3.3 x intercept’in standart 

sapması) / eğim]; LOQ hesaplaması için ise [10 x intercept’in standart sapması) / eğim] 

formülleri kullanılmıştır.  

3.6.4.1.2. Doğruluk ve Kesinliğin Belirlenmesi 

Doğruluk tayininde D vitamini içermeyen insan serumuna düşük, orta ve yüksek 

olmak üzere üç farklı seviyede (4, 20 ve 100 ng/mL) 25(OH)D3 standardı eklenerek 

hazırlanan kalibratörler ve ek olarak ticari olarak satın alınmış olan ve içerisinde belirli 

konsantrasyonlarda 25(OH)D3 içeren sertifikalı referans materyal NIST SRM 972a 

(NIST, ABD) kullanılmıştır. Doğruluk hesaplaması [(ölçülen konsantrasyon / teorik 

konsantrasyon) x 100] formülü ile hesaplanmış olup sonuçlar % doğruluk olarak ifade 

edilmiştir.  

Kesinlik çalışmaları, gün içi ve günler arası olmak üzere gerçekleştirilmiştir. 

Ölçümlerde doğruluk analizi için üç farklı seviyede hazırlanmış olan kalibratörler (4, 

20 ve 100 ng/mL) kullanılmış; örnekler üç gün boyunca günde altı kez olmak üzere 

ölçülmüştür. Kesinlik hesaplaması [(ölçümlerin standart sapması / ortalaması) x 100] 

formülü ile hesaplanmış olup kesinlik % varyasyon katsayısı (coefficient of variation; 

%CV) olarak ifade edilmiştir.  

3.6.4.1.3. Serum Örneklerinin Ekstraksiyonu 

Serum 25(OH)D3 konsantrasyonunun belirlenmesi için sıvı-sıvı ekstraksiyon 

yöntemi kullanılmıştır. 500 µL serum örneği (veya verifikasyon çalışmaları için 
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standart örneği), 400 µL amonyum sülfat (500 mL distile su içerisine 280 gram 

amonyum sülfat tartılarak hazırlanmıştır) ve 500 µL asetonitril ile karıştırılıp iyice 

vortekslendikten sonra son konsantrasyon 50 ng/mL olacak şekilde döteryum işaretli 

internal standart (25(OH)D3-d3) eklenmiştir. Karışım 14.500 rpm’de oda sıcaklığında 

10 dk santrifüjlendikten sonra süpernatant HPLC viallerine alınarak analiz edilmiştir. 

3.6.5. Genetik Analizler  

3.6.5.1. DNA ve RNA Ekstraksiyonu, cDNA Sentezi 

Tam kan örneğinden DNA ekstraksiyonu Roche, High Pure Template PCR DNA 

ekstraksiyon kiti (Roche, Almanya) kullanılarak üreticinin önerdiği protokol ile 

gerçekleştirilmiştir. 

Genomik DNA ekstraksiyonu için uygulanan basamaklar aşağıdaki gibidir: 

• Kit içeriğindeki proteinaz K, 4.5 mL çift distile su ile tamamen çözüldükten 

sonra aliquotlanarak -20 oC’de muhafaza edilmiştir. Inhibitor removal 

solüsyonuna 20 mL, yıkama solüsyonuna ise 40 mL saf etanol eklenerek oda 

sıcaklığında saklanmıştır. 

• 200 µL tam kan örneğine 200 µL binding tamponu, 40 µL ise proteinaz K 

eklenerek 70 oC’de 10 dk inkübe edilmiştir. 

• Ardından örnekler 100 µL izopropanol eklenerek vortekslendikten sonra kit 

içerisinde bulunan filtrelere aktarılmış ve 8000 xg’de 1 dk santrifüjlenmiştir. 

• Ardından filtreye 500 µL inhibitor removal eklenerek 8000 xg’de 1 dk 

santrifüjlenmiştir. 

• Yıkama basamağında filtreye 500 µL yıkama solüsyonu eklenerek 8000 

xg’de 1 dk santrifüjlenmiştir. Bu işlem iki kez tekrar edilmiştir.  

• Filtreyi kurutmak amacıyla son yıkama işleminin ardından boş filtre 13.000 

xg güçte 10 saniye santrifüj edilmiştir. 

• Son basamakta, 200 µL, önceden 70 oC’de ısıtılmış elüsyon tamponu filtreye 

eklenerek 8000 xg’de 1 dk santrifüj ile genomik DNA örnekleri elde edilmiş 

Nanodrop 2000 spektrofotometresi ile (Thermo Scientific, Almanya) kalite 
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kontrolü ve kantitasyonu yapıldıktan sonra, ileri analize kadar -80 oC’de 

muhafaza edilmiştir. 

Tam kandan total RNA ekstraksiyonu Roche, High Pure RNA İzolasyon Kiti 

(Roche, Almanya) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. RNA ekstraksiyonunda kullanılan 

tüm plastik malzemeler (15 mL hacimli falcon tüpleri, 2 mL ve 1.5 mL hacimli 

eppendorf tüpleri gibi) dietil pirokarbonat (DEPC) kullanılarak RNAse içermeyen 

steril bir hale getirilmiştir.  

DEPC ile sterilizasyon basamakları aşağıdaki gibidir: 

• Steril ddH2O’ya %0.1 oranında DEPC eklenmiştir. 

• Tüm plastik materyal DEPC içeren su ile 37 oC’de ve karanlık bir ortamda 

gece boyu inkübe edilmiştir. 

• İnkübasyonun ardından DEPC içeren sudan arındırılan plastik materyal 

otoklavmıştır. 

Kit içeriğinde bulunmayan kırmızı hücre lizis tamponu manuel olarak 

hazırlanmıştır. 10X konsantrasyonda kırmızı hücre lizis tamponu için 8.02 gr 

amonyum klorid, 0.84 gr sodyum bikarbonat ve 0.37 gram EDTA (disodyum) 100 mL 

distile su içerisinde çözülerek maksimum altı ay boyunca +4 oC’de muhafaza 

edilmiştir. Ekstraksiyonun ilk adımında lizis tamponu 1/10 oranında dilüe edilerek 

kullanılmıştır. 

Total RNA ekstraksiyonu için uygulama basamakları aşağıdaki gibidir: 

• 2 mL tam kan örneği 15 mL hacimli falcon tüpüne alınarak tüp tamamen 1X 

konsantrasyonda kırmızı hücre lizis tamponu ile doldurulmuştur. Falcon tüpü 

ara ara alt üst yapılarak 10 dk, oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 

• İnkübasyon sonrası 500 xg’de 5 dk santrifüjlenip süpernatan dipteki hücre 

pelletinin zıt yönünden olacak şekilde dökülmüştür. 

• Hücre pelletine yeniden 1X kırmızı hücre lizis tamponundan 1 mL eklenip 

hücrelerin çözülmesini sağlandıktan sonra 500 xg’de 3 dk santrifüjlenmiştir. 
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• Lökositleri içeren hücre pelletine 1 mL 1X PBS ve 400 µL kit içeriğinde 

bulunan lyzis-binding tamponundan eklenerek köpürmemesine dikkat ederek 

pipetaj yapıldıktan sonra örnek filtreye aktarılmış ve 8000 xg’de 1 dk 

santrifüjlenmiştir. 

• DNAse uygulaması için 90 µL DNAse inkübasyon tamponuna 10 µL DNAse 

ekleyip (her bir örnek için) pipetaj yaptıktan sonra DNAse filtrenin ortasına 

ancak filtreye temas etmeden pipetlenmiş ve örnek 15 dk oda sıcaklığında 

inkübasyona bırakılmıştır. 

• Ardından birinci yıkama solüsyonundan 500 µL, ikinci yıkama 

solüsyonundan 500 µL olacak şekilde ardışık iki yıkama aşaması 

gerçekleştirilmiş olup, filtre her yıkamada 8000 xg’de 1 dk santrifüjlenmiştir.  

• Son yıkama aşamasında ise filtreye ikinci yıkama solüsyonundan 200 µL 

eklenmiş olup filtrenin tamamen arınması amacıyla 14.000 xg’de 2 dk 

santrifüjlenmiştir. 

• Elüsyon aşamasında 50 µL elüsyon tampon filtrenin ortasına ancak filtreye 

temas etmeyecek şekilde pipetlenerek 12.000 xg’de 1 dk santrifüjlenmiş ve 

elde edilen RNA örneklerinin Nanodrop 2000 spektrofotometresi ile (Thermo 

Scientific, Almanya) kalite kontrolü ve kantitasyonu yapıldıktan sonra, 

RNA’lar ivedilikle cDNA’ya çevrilerek her iki materyal de sonraki analizlere 

kadar -80 oC’de muhafaza edilmiştir.  

Total RNA örneklerinin cDNA çevrimi Roche Evoscript Universal cDNA 

Master Kit (Roche, Almanya) kullanılarak tamamlanmıştır. Bu kit ile cDNA sentez 

protokolü mRNA’nın Poli-A kuyruğuna bağlanan Poli-T grubunu içeren random 

hekzamer primerleri ile gerçekleştirilmektedir. 

RNA örneklerinden cDNA sentez işlemleri aşağıdaki gibi yapılmıştır: 

• Her bir örnek için yaklaşık 1000 ng RNA hesaplanarak steril bir PCR tüpüne 

alınmış, 4 µL kit içeriğinde bulunan reaksiyon tamponu ile karıştırılmıştır. 

Örneklerin toplam hacmi 18 µL olacak şekilde PCR için uygun saflıkta su le 

tamamlanmıştır. 
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• Örnekler, primerlerin RNA örneklerine bağlanması için 5 dk buz üzerinde 

inkübe edilmiştir. 

• Son aşamada 2 µL enzim karışımı eklenerek tüpler thermal cycler cihazına 

yerleştirilmiştir. 

• Thermal cycler cihazının koşulları şu şekilde ayarlanmıştır: 15 dk 42 oC, 5 dk 

85 oC, 15 dk 65 oC ve soğuma için sınırsız 4 oC.  

• Elde edilen cDNA örnekleri sonraki analize kadar -80 oC’de muhafaza 

edilmiştir.  

3.6.5.2. VDR Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi 

VDR gen ekspresyonu beta aktin geni (ACTB) housekeeping gen olarak 

kullanılarak göreceli kantitasyon metodu ile tespit edilmiş olup prob temelli gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri Roche Light Cycler 480 II 

(Roche, Almanya) cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Prob bazlı RT-PCR 

analizinde primerlerin bağlanma bölgesi arasında yer alan hedef DNA dizisine 

komplementer olan tek zincirli prob kullanılmaktadır. Prob, 5’ ucunda raportör olarak 

adlandırılan florokrom özellikteki FAM boyası, 3’ uçta ise baskılayıcı olarak 

tanımlanan TAMRA florokrom boyası ile işaretlenmiştir. Amplifikasyon sırasında 

probun hedef DNA’ya bağlanmasını takiben Taq DNA polimeraz enziminin 5’-3’ 

nükleaz aktivitesi ile raportör boya (FAM) probtan ayrılarak sinyal oluşturmakta ve 

her döngüde floresan miktarı da artmaktadır. RT-PCR cihazı ile floresan ışıma miktarı 

ölçülerek hedef gen ve housekeeping gen için logaritmik artışın başladığı siklus 

sayıları belirlenmektedir. VDR geni için primer ve prob içeren kullanıma hazır catalog 

assay (Roche, Cat. No: 05532957001) kullanılmış olup ACTB geni için tasarlanmış 

olan primer ve prob sekansları Tablo 7’de belirtilmiştir. 
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Tablo 7. Gen ekspresyon analizinde ACTB geni için tasarlanmış olan primer ve 
problar 

ACTB Geni – Primer ve Prob Sekansları 

Forward 

Primer 

5’ CCCAGATCATGTTTGAGACCTT 3’ 

Reverse 

Primer 

5’ CCAGAGGCGTACAGGGAT 3’ 

Prob 5’-FAM-TGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGC-TAMRA-3’ 

RT-PCR reaksiyonları VDR ve ACTB genleri için ayrı ayrı tüplerde olacak 

şekilde her bir örnek için 2 µL PCR uyumlu sterilize su, 0.5 µL primer+prob karışımı 

ve 5 µL enzim olacak şekilde hazırlanmış ve 96 kuyucuklu plate’e 7.5 µL reaksiyon 

karışımı pipetlenerek 2.5 µL cDNA örnekleri eklenmiştir. Amplifikasyon koşulları 45 

tekrarlayan siklus olacak şekilde: 95 oC ,10 sn (denatürasyon), 60 oC 30 sn (primer 

bağlanması) ve 72 oC 1 sn (uzama)’dir. Örneklerin logaritmik amplifikasyona girdiği 

siklus sayısını belirten crossing point (Cp) değerleri için iki tekrarlı analizin ortalaması 

baz alınmıştır. Hedef genin (VDR) Cp değerinden housekeeping genin (ACTB) Cp 

değeri çıkarılarak ΔCp değerleri hesaplanmış; bu değerlerden kontrol örneklerinin 

ortalama ΔCp değeri çıkarılarak ΔΔCp değerleri elde edilmiştir. Sonuçlar göreceli 

kantitasyon metodunda kat farkını ifade edecek şekilde 2-ΔΔCp değeri hesaplanarak 

verilmiştir.  

3.6.5.3. VDR Geni Tek Nükleotid Polimorfizmlerinin Analizi 

VDR geninde dört farklı SNP (rs1544410, rs2228570, rs7975232, rs731236) 

genotiplerinin belirlenmesi, TIB-MolBiol (Almanya) firması tarafından tasarlanmış 

LightSNiP deney setleri (Roche, Almanya) kullanılarak ve erime eğrisi analizinden 

faydalanılarak gerçekleştirilmiştir. Erime eğrisi yöntemi ile SNP analizi, ilgili 

bölgenin uygun primerler ve floresan boya içeren problar eşliğinde çoğaltılması, 

ardından DNA fragmentlerinin yavaş bir şekilde artan sıcaklık dereceleri ile ısıtılması 

esasına dayanmaktadır. Bu yöntemde, bir DNA fragmenti spesifik erime sıcaklığına 

ulaştığında floresan ışıma hızlı bir şekilde azalmaktadır. Bu sayede bir allelin spesifik 
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bir sıcaklıkta erime eğrisi elde edilmekte ve genotip analizi güvenirliği yüksek bir 

şekilde yapılabilmektedir. VDR geninde bulunan dört farklı SNP’nin genotip analizi, 

reaksiyonlar her bir örnek için 5.2 µL PCR uyumlu sterilize su, 0.5 µL ilgili primer ve 

probu içeren karışım, 1 µL enzim vb. reaksiyon için gerekli bileşenleri içeren master 

karışımı ve 0.8 µL MgCl olacak şekilde hazırlanarak gerçekleştirilmiştir. 96 

kuyucuklu plate’in bir kuyucuğuna 7.5 µL reaksiyon karışımı pipetlenerek 2.5 µL 

genomik DNA örneği eklenmiştir. Thermal cycler koşulları amplifikasyon basamağı 

için 45 tekrarlayan siklus olacak şekilde: 95 oC ,10 sn (denatürasyon), 60 oC 10 sn 

(primer bağlanması) ve 72 oC 15 sn (uzama) ve erime basamağı için bir siklus olacak 

şekilde: 95 oC 30 sn, 40 oC 2 dk, ve süresiz 75 oC olarak ayarlanmıştır. 

3.7. Araştırma Planı ve Takvim  

Araştırmanın olgu-kontrol ve klinik prospektif bölümlerine ait olan plan ve 

takvimler Şekil 5 ve Şekil 6’da verilmiştir.  

 

Şekil 5. Araştırmanın olgu-kontrol bölümünün takvimi 
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Şekil 6. Araştırmanın klinik prospektif bölümünün takvimi 

3.8. Verilerin Değerlendirilmesi 

Verilerin dağılımını değerlendirmek amacıyla Shapiro-Wilk testi uygulanmıştır. 

İkili bağımsız grupların ortalamasını karşılaştırmak için parametrik ve parametrik 

olmayan verilen için sırasıyla Student’s t testi ve Mann Whitney U testi uygulanmıştır. 

Bağımlı verilerin ortalamasını karşılaştırmak için ise parametrik ve parametrik 

olmayan veriler için sırasıyla eşleştirilmiş (paired) t testi ve Wilcoxon testi 

kullanılmıştır. Çoklu grupların ortalamasını karşılaştırmak için parametrik veriler için 

ANOVA, parametrik olmayan verilen için Kruskal Wallis analizleri yapılmıştır. 

Analiz edilen parametreler ile klinik skorlar arasındaki olası korelasyonları 

değerlendirmek amacıyla Spearman ve Pearson’s korelasyon testleri uygulanmıştır. 

Tüm istatistiksel analizler SPSS v.26 yazılımı kullanılarak yapılmış olup şekil ve 

grafik tasarımları R program dili kullanılarak gerçekleştirilmiştir. P<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.   
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3.9. Araştırmanın Sınırlılıkları 

Sistemik sklerozun nadir bir hastalık olması ve klinik olarak subjektif 

değerlendirmeye açık olması nedeniyle araştırmamız tek merkezli olarak 

yürütülmüştür. Bu nedenle DEÜ Araştırma Hastanesi İmmünoloji ve Romatoloji 

birimi Ege Bölgesi için bir skleroderma merkezi olarak tanımlanmış olsa da tüm 

Türkiye popülasyonundaki hastaları daha iyi yansıtabilecek şekilde geniş bir örneklem 

ile çalışmak mümkün olmamıştır. Ancak örneklem, gerekli güç analizleri yapılarak 

belirlenmiş olup istatistiksel anlamlılık için yeterli büyüklüktedir. Ek olarak, hastalara 

altı aylık yoğun D vitamini replasmanı uygulanan çalışmanın klinik prospektif bölümü 

nedeniyle hasta dışlama kriterleri oldukça fazla olup, birimde takip edilen ancak 

çalışmaya dahil edilememiş hastalar bulunmaktadır.  

Tüm dünyayı olduğu gibi ülkemizi de etkisi altına alan Covid-19 küresel salgını 

sebebiyle D vitamini replasmanını tamamlayan 10 hastaya ulaşmak mümkün 

olmamıştır. Yine aynı süreç sebebiyle D vitamini ya da D vitamini içeren multivitamin 

almayan sağlıklı bireylere de ulaşmakta güçlük yaşanmış olup kontrol grubu 40 kişi 

ile sınırlı kalmıştır.  

3.10. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik 

Kurulu tarafından 23.11.2017 tarihinde 2017/27-42 karar numarası ile onay alınmış 

olup, Etik Kurul onay belgesi EK-2’de belirtilmiştir. Çalışmaya dahil edilen hastaların 

bilgi ve onayına sunulmuş olan “Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu” örneği EK-

3’tedir. 

  



55 

 

4. BULGULAR 

4.1. Klinik Bulgular 

Çalışmaya 50 SS hastası 40 sağlıklı kontrol dahil edilmiş olup tüm katılımcıların 

cinsiyeti kadındır. Yaş ortalamaları hasta ve sağlıklı kontrol grupları için sırasıyla 

50.95±8.70 ve 49.24±6.58 olup iki grup arasında yaş açısından istatistiksel bir fark 

bulunmamaktadır (p=0.283). Sağlıklı kontrol grubuna dahil olan 10 kişiden sabah ilk 

idrarı örneği temin edilememesi sebebiyle sadece oksidatif DNA hasarı karşılaştırması 

50 SS hastası ve 31 sağlıklı kontrol arasında yapılmıştır. Çalışmaya dahil edilen SS 

hastalarının detaylı klinik bulgu/skorları ve örneklerin alındığı gün bakılan otoantikor 

pozitifliği, CRP, ESR değeri gibi laboratuvar parametreleri Tablo 8’de verilmiştir. 

Tablo 8. Çalışmaya dahil edilen SS hastalarının klinik bulgu/skorları 

SS Hastaları (n=50)  

Yaş, ort (SD) 50.95 (8.70) 

SS alt tipi, n (%)  

Diffüz SS 12 (24%) 

Sınırlı SS 38 (76%) 

Hastalık süresi* (yıl), ort (SD) 10.79 (9.67) 

Otoantikor pozitifliği, n (%)  

Antinükleer antikor (ANA) 46 (92%) 

Anti-Scl-70 26 (52%) 

Anti-sentromer antikor 22 (44%) 

Modifiye Rodnan Deri Skoru, ort (SD) 4.53 (5.91) 

UCLA SCTC GIT 2.0 skoru, ort (SD) 0.31 (0.27) 

İshal dışlanınca: 

0.29 (0.26) 

Warrick skoru, ort (SD) 4.78 (6.23) 

Klinik Bulgular, n (%)  

GİS Tutulumu 40 (80) 
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Artrit 22 (44) 

İAH 24 (48) 

PAH 7 (14) 

CRP, ort (SD) 5.40 (6.37) 

ESR, ort (SD) 23.46 (15.52) 

Kullanılan ilaçlar, n (%)  

Kortikosteroid (<7.5 mg/gün), n (%) 12 (24%) 

Proton pompa inhibitörü, n (%) 41 (82%) 

Kalsiyum kanal blokerları, n (%)  37 (74%) 

Hidroksiklorokin, n (%) 12 (24%) 

İmmünsüpresifler, n (%) 8 (16%) 

  

CRP: C-reaktif protein, ESR: Eritrosit sedimentasyon hızı, GIS: 

Gastrointestinal sistem, IAH: İnterstisyel akciğer hastalığı, SS: Sistemik skleroz, 

UCLA SCTC GIT 2.0: University of California, Los Angeles Scleroderma Clinical 

Trial Consortium Gastrointestinal Tract (UCLA SCTC GIT) 2.0 anketi, Ort: 

Ortalama, SD: Standart sapma 

*Raynaud fenomeni dışında oluşan ilk klinik semptomdan (non-Raynaud 

semptom) itibaren hesaplanmıştır.  

4.2. Kütle Spektrometrik Bulgular 

4.2.1. Oksidatif DNA Hasarı 

SS hastalarında oksidatif DNA hasarını kapsamlı olarak değerlendirmek 

amacıyla vücuttaki sistemik hasarı gösterecek şekilde idrar örneklerinden 8-OH-dG, 

S-cdA ve R-cdA düzeyleri referans metot olan LC-MS/MS yöntemi ile ölçülmüş ve 

sonuçlar sağlıklı bireylerle karşılaştırılmıştır (Şekil 7).  
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İstatistiksel analizlere göre, SS hastalarında üç DNA hasarı 

ürünü de sağlıklı bireylere göre anlamlı yüksek bulunmuştur (p=0.04; p=0.006; 

p=0.004 sırasıyla; 8-oxo-dG, S-cdA, and R-cdA için) (Tablo 9). 
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Tablo 9. İdrar oksidatif DNA hasarı ürünlerinin SS hastaları ve sağlıklı bireyler 

arasında karşılaştırılması (*p<0.05) 

Hastaların klinik bulgu/skorları ile oksidatif DNA hasarı ürünleri arasındaki 

olası korelasyonlar kapsamlı bir şekilde değerlendirilmiştir. Yapılan analizler 

sonucunda, DNA hasarının altın belirteci olarak tanımlanan 8-OH-dG 

konsantrasyonunun akciğer tutulum şiddetini ifade eden Warrick skoru ile anlamlı bir 

pozitif korelasyona sahip olduğu gösterilmiştir (r=0.478, p=0.005). Bu bulguyu 

destekleyecek şekilde, İAH pozitif olan hastaların idrar 8-OH-dG düzeyi İAH negatif 

olan hastalara göre anlamlı düzeyde yüksek olarak tespit edilmiştir (İAH pozitif ve 

negatif hastalar için median (min-max) sırasıyla; 3.32 (1.04-5.15); 1.39 (1.05-4.70), 

p=0.014) (Şekil 8). Bu bulguların yanı sıra, hastalar %DLCO değeri 60’ın altında ve 

üstünde olacak şekilde iki gruba ayrılmış ve %DLCO değeri 60’ın altında olan hasta 

grubunun 8-OH-dG düzeyi diğer gruba göre anlamlı yüksek bulunmuştur 

(%DLCO<60 ve >60.1 grupları için sırasıyla; 2.95 (0.89-5.99); 1.88 (0.71-9.35), 

p=0.029). Ancak %DLCO değerini düşürecek en önemli faktörün PAH bulgusu 

olduğu göz önüne alınarak bu analizden PAH pozitif olan hastalar dışlandığında 

istatistiksel anlamlılık kaybolmuştur (%DLCO<60 ve >60 grupları için sırasıyla; 2.65 

(0.89-5.15); 1.88 (0.71-9.35), p=0.114). PAH pozitif olan sadece yedi hasta 

bulunduğundan PAH pozitif-negatif gruplar arasında DNA hasarı ürünleri 

karşılaştırıldığında anlamlı bir sonuç bulunamamış olmasına rağmen %DLCO 

analizinden PAH hastaları dışlandığında anlamlılığın kaybedilmiş olması, PAH 

pozitifliğinin artan oksidatif DNA hasarı ile ilişkili olabileceğine işaret etmektedir. SS 

hastalarında akciğer hasarı ile artan oksidatif DNA hasarının gösterilmiş olmasının 

yanı sıra, artrite sahip olan hastaların artriti olmayan hastalara göre R-cdA düzeyinde 

 8-OH-dG, 
nmol/mmol kr 

Ort±SD 
 

S-cdA, nmol/mmol kr 
Ort±SD 

 

R-cdA, nmol/mmol kr 
Ort±SD 

SS hastaları 
(n=50) 

 

 
2.44±1.57 

 
 

p=0.04* 

 
0.044±0.028 

 
 

p=0.006* 

 
0.077±0.040 

 
 

p=0.004* 
Sağlıklı 

bireyler (n=31) 
 

 
1.87±0.91 

 
0.028±0.019 

 
0.050±0.039 
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anlamlı bir yükseliş sergilediği tespit edilmiştir (Artriti olan ve olmayan hastalar için 

sırasıyla; 0.089 (0.039-0.24); 0.053 (0.28-0.11), p=0.005) (Şekil 9).  

 

Şekil 8. İAH pozitif ve negatif olan skleroderma hastalarının idrar 8-OH-dG düzeyi, 

Mann Whitney-U, p=0.014 
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Şekil 9. Artrit pozitif ve negatif olan skleroderma hastalarının idrar R-cdA düzeyi, 

Mann Whitney-U, p=0.005 

Hastaların oksidatif DNA hasarı düzeyi, GİS tutulumu olan ve olmayan grup 

arasında karşılaştırıldığında hastaların neredeyse tamamının düşük seviyede de olsa 

GİS tutulumu olması sebebiyle anlamlı bir sonuç elde edilememiştir. Ancak, iki 

grubun DNA hasarı ürünleri değerlendirildiğinde GİS tutulumu olan grupta üç DNA 

hasarı ürününün de GİS tutulumu olmayanlara göre yüksek seviyede seyrettiği 

gözlenmiştir (Tablo 10). Hastaların klinik bulgulara göre oksidatif DNA hasarı 

açısından karşılaştırmaları detaylı olarak Tablo 10’da verilmiştir. Tüm bu sonuçlara 

bakıldığında, SS hastalarında akciğer tutulumunun ve tutulum şiddetinin artan 

oksidatif DNA hasarı ile güçlü bir ilişkiye sahip olabileceği ve artritin de SS 

hastalarında oksidatif DNA hasarında bir artışa yol açabileceği gösterilmiştir.   
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4.2.2. D Vitamini Düzeyi 

4.2.2.1. Yöntem Geliştirme ve Verifikasyon Çalışmaları 

4.2.2.1.1. Kalibrasyon Grafiği, LOD ve LOQ değerlerinin Hesaplanması 

Kalibrasyon eğrisi, D vitamini içermeyen insan serumuna 4-200 ng/mL 

aralığında altı seri konsantrasyonda 25(OH)D3 standardı ve son konsantrasyon 50 

ng/mL olacak şekilde döteryum işaretli 25(OH)D3-d3 internal standart eklenerek 

hazırlanmış olan kalibratörler ile çizilmiştir.  Intensity değeri, UPLC-HRMS cihazının 

okuması sonucu elde edilen standart ve internal standartlara ait peak alanlarının 

birbirine oranlanması ile belirlenmiştir. Çizilen kalibrasyon eğrisinin eğim, intercept 

değerleri ve regresyon katsayısı sırasıyla; 0.0239, 0.0249 ve 0.9999 olarak tespit 

edilmiştir (Şekil 10).  

 

Şekil 10. 25(OH)D3 için UPLC-HRMS yöntemi ile çizilen kalibrasyon grafiği 

LOD ve LOQ değerleri, FDA kılavuzunda onaylanan yöntemlerden biri olan 

kalibrasyon grafiği üzerinden belirlenmiştir. 25(OH)D3’ün optimize edilmiş yöntem 

ile analizi için LOD ve LOQ değerleri sırasıyla; 0.87 ve 2.63 ng/mL olarak 

hesaplanmıştır.  

y = 0.0239x + 0.0249
R² = 0.9999

0
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6

0 50 100 150 200 250
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)

Konsantrasyon (4-200 ng/mL)

25(OH)D3 - Kalibrasyon Grafiği
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4.2.2.1.2. Doğruluk ve Kesinliğin Belirlenmesi 

Geliştirilmiş olan yöntemin doğruluğu iki farklı yöntemle belirlenmiştir. Birinci 

yöntemde D vitamini içermeyen insan serumuna standart ekleme yöntemiyle düşük (4 

ng/mL), orta (20 ng/mL) ve yüksek (100 ng/mL) konsantrasyonda hazırlanmış olan 

kalibratörler (kal), ikinci yöntemde ise ticari olarak satın alınan NIST 972-a sertifikalı 

referans materyal (SRM) kullanılmıştır. Her iki yöntemde de hesaplanan doğruluk 

yüzdeleri %85.56-%105.66 arasında belirlenmiş olup FDA yöntem verifikasyonu 

kılavuzunda belirlenen alt ve üst sınırlar olan %85-%115’in arasında yer almıştır 

(Tablo 11). 

Tablo 11. 25(OH)D3-Yöntem Verifikasyonu: Doğruluk Hesaplaması 

25(OH)D3 – Doğruluk Analizi 
 

Teorik Konsantrasyon 
(ng/mL) 

 

Ölçülen 
Konsantrasyon 

(ng/mL) 
 

Doğruluk (%) 

4 (kal) 
 
 

4,23 105,66 

20 (kal) 
 
 

19,58 97,91 

100 (kal) 
 
 

100,77 100,77 

17,7 
Level-2 (SRM) 

 

15,15 85,56 

19,8 
Level-3 (SRM) 

 

20,03 101,15 

29,4 
Level-4 (SRM) 

 

30,89 105,08 

*kal: kalibratör, SRM: sertifikalı referans materyal 
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Aynı kalibratörlerin tekrarlı analizleri ile gün içi ve günler arası kesinlik 

değerleri ayrı ayrı hesaplanmış olup sonuçlar %CV değeri olarak ifade edilmiştir. 

25(OH)D3 için gün içi ve günler arası kesinlik değerleri sırasıyla %4.42-%12.25 ve 

%2.33-11.99 değerleri arasında hesaplanarak kılavuz tarafından onaylanan maksimum 

değer olan %15’in altında belirlenmiştir (Tablo 12). 

Tablo 12. 25(OH)D3-Yöntem Verifikasyonu: Kesinlik Hesaplaması 

 

 

4.2.2.2. Serum D Vitamini Düzeyleri 

Metot geliştirme ve verifikasyon çalışmaları tamamlandıktan sonra hasta ve 

kontrol grubuna ait serum örneklerinin optimize edilmiş olan yöntem ile ekstraksiyonu 

gerçekleştirilmiş ve UPLC-HRMS cihazı kullanılarak serum 25(OH)D3 düzeyleri 

hassas bir şekilde analiz edilmiştir (Şekil 11). İstatistiksel analizlerde, SS hastalarının 

serum D vitamini düzeyi kontrol grubuna göre anlamlı düşük bulunmuştur (Hasta ve 

kontrol grubu için sırasıyla;16.54±6.86 ve 20.62±10.10, p=0.028) (Şekil 12). Ayrıca 

D vitamininin SS hastalığının klinik skorları ile ilişkisini değerlendirmek için yapılan 

analizlerde, D vitamini düzeyi ile mRSS ve Warrick skorları arasında anlamlı bir 

negatif korelasyon tespit edilmiştir (mRSS ve Warrick skoru için sırasıyla; r=-0.324, 

p=0.025 ve r=-0.365; p=0.037).  

25(OH)D3 – Kesinlik Analizi 
 

Kalibratör 
(ng/mL) 

 

Kesinlik, %CV 
(Gün içi) 

 

Kesinlik, %CV 
(Günler arası) 

4  
 

11,10 11,99 

20  
 

12,25 3,47 

100  
 

4,42 2,33 
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Şekil 12. Skleroderma hastaları ve sağlıklı bireylerin serum 25(OH)D3 düzeylerinin 

karşılaştırılması, Student’s t testi, p=0.028. (Boxplot’ın içerisindeki kareler 

ortalamaları ifade etmektedir) 

Sklerodermada düşük D vitamini düzeyinin artan oksidatif DNA hasarı ile olası 

ilişkisini tespit etmek amacıyla hastalar başlangıç D vitamini düzeylerine göre iki 

gruba ayrılmış (Grup 1: <10 ng/mL; Grup 2: >10 ng/mL) ve gruplar arası oksidatif 

DNA hasarı değerleri karşılaştırılmıştır. Bu analiz sonucunda başlangıç D vitamini 

düzeyi 10 ng/mL’den düşük olan hastalarda idrar 8-OH-dG düzeyi anlamlı yüksek 

tespit edilmiştir (Median: min-max değerleri: Grup 1= 2.10: 1.54-5.15; Grup 2= 1.40: 

0.70-4.70, p=0.014) 
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4.3. Genetik Bulgular 

4.3.1. VDR Gen Ekspresyonu 

Hastaların ve sağlıklı bireylerin tam kan örneklerinden ekstrakte edilmiş olan 

RNA örnekleri cDNA’lara çevrilmiş olup, VDR gen ekspresyonu cDNA örnekleri 

kullanılarak prob temelli RT-PCR yöntemi ile gerçekleştirilmiştir (Şekil 13).  

 

Şekil 13. Gen ekspresyon analizi: Çalışmada elde edilen temsili amplifikasyon eğrisi 

görüntüsü 

VDR gen ekspresyonu, ACTB geni housekeeping gen olarak kullanılarak 

göreceli kantitasyon metodu ile belirlenmiştir. Yapılan istatistiksel analizlerde, 

hastalarda sağlıklı bireylere göre anlamlı düzeyde düşük VDR gen ekspresyonu tespit 

edilmiştir (Hasta ve kontrol için sırasıyla; 0.68±0.46 ve 1.33±0.89, p<0.001) (Şekil 

14). 
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Şekil 14. Skleroderma hastaları ve sağlıklı bireylerin VDR gen ekspresyonu açısından 

karşılaştırılması, Student’s t testi, p<0.001. (Boxplot’ın içerisindeki kareler 

ortalamaları ifade etmektedir) 

4.3.2. VDR Geni Tek Nükleotid Polimorfizmleri 

Hastalardan ve sağlıklı bireylerden alınan kan örneklerinden ekstrakte edilmiş 

olan genomik DNA örnekleri kullanılarak VDR geninde bulunan dört sekans 

polimorfizmi (rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236) prob temelli RT-PCR 

yöntemi ile analiz edilmiştir. Bu yöntemde, amplifikasyonun ardından erime eğrisi 

analizi kullanılarak bireylerin genotipleri tespit edilmiştir (Şekil 15). 
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Bu çalışma ile, Türk popülasyonundaki skleroderma hastalarında ilk kez VDR 

geninde bulunan rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236 sekans 
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polimorfizmleri incelenmiş olup istatistiksel analizlerde hasta ve kontrol grubu 

arasında anlamlı bir genotip farkı tespit edilememiştir (Tablo 13). 
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4.4. Klinik Prospektif Bölüm: D Vitamini Replasmanının Oksidatif DNA 

Hasarına Etkisi 

Çalışmaya dahil edilen skleroderma hastaları, çalışmaya dahil oldukları gün ve 

üç ay sonra olmak üzere iki doz 150.000 IU/doz olacak şekilde intramusküler D 

vitamini replasmanı almış olup ikinci dozdan üç ay sonra (altıncı ay) biyolojik 

örnekleri yeniden toplanmıştır. Ayrıca hastalar tüm süreç boyunca 800 IU/gün olacak 

şekilde oral D vitamini takviyesi almaya devam etmiştir. Hastaların çalışmanın 

başladığı günden itibaren devam eden tedavi planlarında herhangi bir değişiklik 

yapılmamıştır. Replasmanın altıncı ayında toplanan serum örneklerinden 25(OH)D3 

miktarı ölçülerek D vitamini replasmanının etkisi kanıtlanmış ve idrar örneklerinden 

ise oksidatif DNA hasarı ürünleri (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) yeniden ölçülerek D 

vitamini replasmanının oksidatif DNA hasarına olası etkisi değerlendirilmiştir. Ayrıca 

hastaların replasman sonrası alınan tam kan örneklerinden RNA ekstraksiyonu ve 

cDNA sentezi de yapılarak VDR gen ekspresyonu da tekrar analiz edilmiştir. Covid-

19 küresel salgını sebebiyle D vitamini replasmanı protokolüne dahil edilen 10 hastaya 

ulaşılamamış olup D vitamini replasmanının oksidatif DNA hasarına etkisini sınamayı 

hedeflemiş olan bağımlı analizler 40 hasta ile gerçekleştirilmiştir.  

Yapılan analizlerde ilk olarak hastaların replasman sonrası serum D vitamini 

konsantrasyonunun istatistiksel anlamlılığa ulaşacak düzeyde arttığı ve D vitamini 

replasmanının tüm hastalar için etkin bir şekilde tamamlandığı gösterilmiştir 

(Replasman öncesi ve sonrası sırasıyla; 16.54±6.86 ve 30.89±6.96, p<0.001) (Şekil 

16).  
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Şekil 16. Skleroderma hastalarının D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında ölçülen 

serum 25(OH)D3 düzeyleri, Bağımlı örneklem t testi, p<0.001. (Boxplot’ın 

içerisindeki kareler ortalamaları ifade etmektedir). 

Hastaların D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında 8-OH-dG, S-cdA ve R-

cdA düzeyleri karşılaştırılmış olup üç DNA hasarı ürününün de replasman sonrası 

düşüş yönünde bir eğilime sahip olduğu tespit edilmiştir (Tablo 14). Bu hasar 

ürünlerinden DNA hasarı değerlendirmesi için altın standart olarak tanımlanan 8-OH-

dG’de replasman sonrası düşüş istatistiksel anlamlılık göstermiştir (Replasman öncesi 

ve sonrası sırasıyla; 2.44±1.57 ve 2.20±1.24, p=0.044) (Şekil 17).  
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Tablo 14. Skleroderma hastalarının D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında 

ölçülmüş olan oksidatif DNA hasar ürünleri (*p<0.05) 

 8-OH-dG 

(nmol/mmol kr) 

S-cdA 

(nmol/mmol kr) 

R-cdA 

(nmol/mmol kr) 

Replasman 

Öncesi 

Replasman 

Sonrası 

Replasman 

Öncesi 

Replasman 

Sonrası 

Replasman 

Öncesi 

Replasman 

Sonrası 

 

Mean±SD 

 

 

2.44±1.57 

 

2.20±1.24 

 

0.044±0.028 

 

0.042±0.022 

 

0.077±0.040 

 

0.066±0.034 

 p=0.044* p=0.627 p=0.097 

 

Şekil 17. Skleroderma hastalarının D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında ölçülen 

idrar 8-OH-dG düzeyleri, Bağımlı örneklem t testi, p=0.044. (Boxplot’ın 

içerisindeki kareler ortalamaları ifade etmektedir). 
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Bu süreçte, VDR’nin rolünü incelemek amacıyla VDR gen ekspresyonu da 

yeniden değerlendirilmiş olup VDR gen ekspresyonunun replasman sonrası anlamlı 

düzeyde bir artış gösterdiği tespit edilmiştir (Replasman öncesi ve sonrası sırasıyla; 

0.68±0.46 ve 0.92±0.53, p=0.006) (Şekil 18). Bu bulgu, D vitamininin oksidatif DNA 

hasarı üzerindeki etkisini nükleer reseptörü olan VDR aracılığıyla gerçekleştirebiliyor 

olacağına işaret etmektedir.   

 

Şekil 18. Skleroderma hastalarının D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında 

belirlenen VDR gen ekspresyon düzeyleri, Bağımlı örneklem t testi, p=0.006. 

(Boxplot’ın içerisindeki kareler ortalamaları ifade etmektedir). 

Replasman sonrasında D vitaminindeki artış miktarının DNA hasarındaki azalış 

düzeyi ile olası ilişkisini belirlemek amacıyla hastalar başlangıç D vitamini düzeyleri 

10 ng/mL’den düşük olup replasman sonrası D vitamini iki buçuk kattan fazla artan 

ve başlangıç D vitamini düzeyleri 10 ng/mL’den yüksek olup replasman sonrası D 

vitamini iki buçuk kata kadar artan olmak üzere iki gruba ayrılmış (Grup 1: Bazal D 
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vitamini <10ng/mL ve D vitamini kat artışı >2.5, n=8; Grup 2: Bazal D vitamini 

>10ng/mL ve D vitamini kat artışı <2.5, n=24) ve bu grupların altıncı ayda ölçülen 

DNA hasarı düzeyinden başlangıçtaki DNA hasarı düzeyi çıkarılarak oksidatif DNA 

hasarının delta değerleri hesaplanmıştır. Bu iki grup arasında DNA hasarı değişimi 

açısından olası farkı belirlemek için yapılan analizde Grup 1’de DNA hasarı 

ürünlerinden 8-OH-dG’nin Grup 2’ye oranla daha etkin bir şekilde düşüş gösterdiği 

tespit edilmiştir (Median: min-max değerleri: Grup 1= (-0.40): (-1.39) -(+0.44); Grup 

2= (0.14): (-0.46) -(0.80), p=0.046) (Şekil 19). Bu sonuç, başlangıçta D vitamini 

düzeyi düşük olan ve replasman ile etkin bir şekilde artış sağlanan bireylerde D 

vitamininin antioksidan etkileriyle oksidatif makromolekül hasarını indirgemek için 

umut vaat ettiğini desteklemektedir.  

 

Şekil 19. Bazal D vitamini düzeyi ve replasman sonrası D vitamini kat artışına göre 

gruplanan hastaların replasman sonrası 8-OH-dG düzeylerindeki değişim, 

p=0.046 
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D vitamini replasmanının oksidatif DNA hasarına etkisi sklerodermada meydana 

gelen temel organ tutulumları bazında detaylı bir şekilde incelenmiştir. Bu kapsamda 

İAH, artrit ve PAH’ı olan ve D vitamini replasmanını tamamlayan hastalar ayrı ayrı 

gruplandırılmış ancak oksidatif DNA hasarı değişimi açısından anlamlı bir sonuç elde 

edilememiştir. Ancak birden fazla bulguyu aynı anda taşıyan gruplar 

oluşturulduğunda, İAH ve artrite aynı anda sahip olan hastaların (n=12) D vitamini 

replasmanı sonrası 8-OH-dG düzeylerinde anlamlı bir düşüş tespit edilmiştir (D 

vitamini replasman öncesi ve sonrası 8-OH-dG med: min-max değerleri sırasıyla; 

3.19: 1.04-5.34 ve 1.92: 0.57-4.18, p=0.037) (Şekil 20).  

 

Şekil 20. İAH ve artrit bulgusuna sahip olan hastaların D vitamini replasmanı öncesi 

ve sonrasında ölçülmüş olan idrar 8-OH-dG düzeyleri, Wilcoxon testi, 

p=0.037 

Akciğer ve eklem tutulumuna ek olarak sadece GİS tutulumu olan hastalar da 

(n=22) replasman sonrası DNA hasarı düşüşü yönünden değerlendirilmiş ve bu 

hastaların 8-OH-dG düzeyi D vitamini replasmanı sonrası anlamlı oranda düşmüştür 
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(D vitamini replasman öncesi ve sonrası 8-OH-dG med: min-max değerleri sırasıyla; 

1.76: 1.05-4.70 ve 1.38: 0.77-4.53, p=0.025) (Şekil 21). Ayrıca, GİS tutulumu olan 

hasta grubunda VDR gen ekspresyonu replasman sonrası anlamlı düzeyde artmıştır (D 

vitamini replasman öncesi ve sonrası VDR düzeyi med: min-max değerleri 

sırasıyla;0.38: 0.07-1.36 and 0.90: 0.27-1.94, p=0.032) (Şekil 22).  

 

Şekil 21. Sadece GİS tutulumu olan hastaların D vitamini replasmanı öncesi ve 

sonrasında ölçülmüş olan idrar 8-OH-dG düzeyleri, Wilcoxon testi, p=0.025 
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Şekil 22. GİS tutulumu olan hastaların D vitamini replasmanı öncesi ve sonrasında 

ölçülmüş olan VDR gen ekspresyon düzeyleri, Wilcoxon testi, p=0.032 

GİS tutulumunun, akciğer veya eklem tutulumuna oranla altı ay gibi kısa bir 

süreçte D vitamini replasmanının etkisini yansıtma potansiyeline sahip olması 

nedeniyle hastalara replasman sonrası yeniden UCLA-GIT 2.0 anketi uygulanmıştır. 

D vitamini replasmanını tamamlamış olan tüm hastaların replasman öncesi ve sonrası 

anket skorları karşılaştırıldığında replasman sonrası skorların anlamlı düzeyde düştüğü 

dolayısıyla D vitamini ile GİS tutulum şiddetinin istatistiksel anlamlılığa ulaşacak 

oranda azaldığı gösterilmiştir (D vitamini replasman öncesi ve sonrası anket skorları; 

0.30±0.26 ve 0.21±0.24, p=0.016) (Şekil 23). Ayrıca, GİS tutulum şiddetinin daha 

doğru bir şekilde değerlendirilmesi amacıyla diğer birçok faktöre bağlı olarak ortaya 

çıkabilen “ishal” parametresi UCLA GIT 2.0 skorlarından dışlanarak analizler yeniden 

tekrarlanmış olup hem 8-OH-dG düzeyindeki hem de anket skorlarındaki düşüşler 

dışlamadan sonra dahi istatistiksel anlamlılıklarını kaybetmemiştir.  
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Şekil 23. D vitamini replasmanını tamamlayan hastaların replasman öncesi ve sonrası 

UCLA-GIT 2.0 anket skorları, Bağımlı örneklem t testi, p=0.016 (Boxplot’ın 

içerisindeki kareler ortalamaları ifade etmektedir). 

Bu sonuçlar, akciğer, eklem, GİS gibi organ tutulumu olan skleroderma 

hastalarında etkin bir D vitamini replasmanının hastalığın patogenezinde oldukça 

önemli bir yere sahip olan oksidatif stresin hassas ve kümülatif göstergelerinden biri 

olan oksidatif DNA hasarını azaltma yönünde potansiyel bir antioksidan molekül 

olarak yer alabileceğine işaret etmektedir.  
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5. TARTIŞMA 

Skleroderma, derinin ve daha ileri vakalarda akciğer, eklemler, GİS gibi 

organ/sistemlerin progresif fibrozu ile karakterize olan otoimmün bir hastalıktır. 

Sklerodermanın fibrotik sürecinde rol alan mekanizmalar üzerine çok sayıda çalışma 

gerçekleştirilmiş olmasına rağmen hastalığın patogenezi ve progresyonu henüz 

aydınlatılamamıştır. Nadir bir hastalık olması, kronik süreç ve klinik heterojenite, 

skleroderma patogenezininin aydınlatılmasını zorlaştıran bazı sebepler olarak 

tanımlanmaktadır. Bu nedenle, günümüzde hala gerek hastalığın patogenezine ve 

progresyonuna katkı sağlayan faktörlerin araştırılmasına gerekse tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Skleroderma patogenezinde inflamasyon ve oksidatif stres birbirini besleyen 

kısır döngüler olarak yer almaktadır (145) Birçok inflamatuvar ve otoimmün hastalıkta 

olduğu gibi sklerodermada da oksidatif stres ve buna bağlı meydana gelen 

makromolekül hasarı oldukça önemli bir yere sahiptir. Yapılan son çalışmalarda, 

skleroderma hastalarında sağlıklı bireylere göre nitrik oksit, MDA, hidroperoksit, 

asimetrik dimetilarjinin gibi oksidatif stres belirteçlerinin anlamlı düzeyde arttığı ve 

süperoksit dismutaz ve C vitamini gibi önemli antioksidan moleküllerin ise azaldığı 

gösterilmiştir (116). Artan prooksidan moleküller ve buna karşın yetersiz kalan 

antioksidan savunma sistemleri sonucu meydana gelen oksidatif stres, fonksiyonel bir 

hücrenin karbonhidrat, lipid ve protein gibi makromoleküllerine hasar 

verebilmektedir. Makromolekül hasarları arasında oksidatif DNA hasarı genomik 

instabiliteye yol açması ve uzun vadede taşıdığı sitotoksik ve mutajenik etkiler 

sebebiyle ayrıca önem taşımaktadır. Sklerodermada, oksidatif DNA hasarı ve bu 

hasarın olası klinik korelasyonları üzerine yapılmış olan sınırlı sayıda çalışma 

mevcuttur. İlk olarak, Palomino ve ark., comet assay yöntemini kullanarak SS 

hastalarında DNA hasarının arttığını göstermiştir (125). Ardından Avouac ve ark. 

DNA hasarının altın belirteci olan 8-OH-dG’ni ELISA yöntemi ile değerlendirmiş ve 

SS hastalarında bu belirtecin anlamlı artışını bildirmiştir (124). Bu tez çalışmasında 

ise, SS hastalarında oksidatif DNA hasarını hassasiyeti yüksek bir şekilde 

yansıtabilecek üç hasar ürünü (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) eş zamanlı bir şekilde ve 



81 

 

referans yöntem olan LC-MS/MS kullanılarak ilk kez ölçülmüştür. Bu çalışma, 

sklerodermada oksidatif DNA hasarının rolünün bu denli kapsamlı bir şekilde 

incelendiği ilk araştırma olarak bilimsel literatürde yerini alacaktır. Analizler 

sonucunda, sklerodermada üç DNA hasar ürününün de anlamlı düzeyde artışının 

gösterilmiş olmasının yanı sıra, oksidatif DNA hasarının sklerodermadaki organ 

tutulumları ile güçlü bir ilişkisinin olabileceği de ortaya konulmuştur. Organ tutulumu 

analizlerinde, akciğer ve eklem tutulumu olan SS hastalarının, bu bulgulara sahip 

olmayan hasta gruplarına göre daha yüksek düzeyde DNA hasarına maruz kaldığı 

gösterilmiştir. İAH’a sahip olan SS hastalarında 8-OH-dG düzeyi anlamlı oranda 

yüksek seyrederken, bu bulgu akciğer fibroz şiddetini yansıtan Warrick skoru ile 8-

OH-dG düzeyi arasındaki anlamlı pozitif korelasyon ile desteklenmiştir. Ayrıca, 

%DLCO değeri 60’ın altında olan SS hastalarının bu değerin üstünde olan hastalara 

göre daha yüksek 8-OH-dG düzeyine sahip olduğu gösterilmiştir. Ancak, %DLCO 

değerini düşüren en önemli faktörlerden biri olarak tanımlanan PAH bulgusu olan 

hastalar (n=7) bu analizden dışlandığında 8-OH-dG yüksekliği anlamlılığını 

kaybetmiştir. Bu bulgu, PAH’ı olan hastaların az sayıda olması sebebiyle PAH pozitif-

negatif gruplar arasında oksidatif DNA hasarı açısından anlamlı bir sonuç 

gösterilememiş olmasına rağmen, PAH bulgusunun oksidatif DNA hasarında bir artışa 

yol açabileceği şeklinde yorumlanabilmektedir. Bu çalışmada gösterilmiş olan 

oksidatif DNA hasarı ve akciğer tutulumu ilişkisini destekleyecek şekilde Avouac ve 

ark. da 8-OH-dG düzeyi ile akciğer fibrozu ve azalan DLCO/alveolar hacim arasında 

bir ilişki olabileceğini bildirmiştir (124).  

Akciğer tutulumunun yanı sıra, bu tez çalışmasında artriti olan SS hastalarının 

olmayan hastalara göre anlamlı oranda artmış R-cdA düzeyine sahip olduklarının 

gösterilmiş olması eklem tutulumu ile oksidatif DNA hasarı arasında doğrusal bir ilişki 

olabileceğine işaret etmektedir. Bu sonuç, 8-OH-dG ölçümlerine ek olarak, DNA'daki 

tandem lezyonların (S- ve R-cdA) kütle spektrometri tabanlı bir yöntemle 

değerlendirilmesinin, önemli klinik korelasyonları yansıtmak için büyük bir 

potansiyele sahip olabileceğini desteklemektedir. Bu nedenle, DNA hasar ürünlerinin 

referans yöntemlerle kapsamlı bir şekilde değerlendirilmesi, DNA zincir kırıklarını 

analiz eden (comet assay) veya yalnızca 8-OH-dG ölçümüne izin veren (ELISA) 
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yöntemlere göre de üstünlük sağlayacaktır. Akciğer ve eklem tutulumlarıyla oksidatif 

DNA hasarı arasındaki klinik korelasyonların yanı sıra, GİS tutulumu olan hastaların 

üç DNA hasar ürünü de GİS tutulumu olmayan hastalara göre yüksek seyretmekte olup 

hastaların neredeyse tamamının GİS tutulumu olması ve grupların orantılı 

dağılmaması sebebiyle istatistiksel anlamlılığa ulaşılamamıştır (Bkz. Tablo 10). Özet 

olarak, bu tez çalışması SS hastalarında üç farklı oksidatif DNA hasar ürününü LC-

MS/MS yöntemi ile ölçerek sklerodermada oksidatif DNA hasarının rolünü detaylı bir 

şekilde incelemiş ve oksidatif DNA hasarı ile organ tutulumları arasındaki olası 

korelasyonları kapsamlıca değerlendirmiş olan ilk araştırmadır. Sonuçlar, 

sklerodermada artan oksidatif DNA hasarının yanı sıra, akciğer ve eklem tutulumu ile 

artan DNA hasarı arasında güçlü bir ilişki olabileceğine işaret etmektedir.  

Sklerodermada D vitamini eksikliği yaygın bir problem olarak tanımlanmaktadır 

(139). Hastalarda meydana gelen deri fibrozunun, deride UVB aracılığıyla D vitamini 

sentezini engellenmesinin ve GİS tutulumu nedeniyle D vitamini emiliminin 

azalmasının bu probleme katkı sağladığı düşünülmektedir (137). Birbirinden bağımsız 

yapılmış olan birçok çalışmada, SS hastalarında sağlıklı bireylere göre düşük D 

vitamini düzeyleri tespit edilmiş olup, D vitamininin bazı klinik bulgular ve skorlar ile 

güçlü negatif korelasyonlara sahip olduğu da gösterilmiştir (136,139,146). 554 SS 

hastası ve 321 sağlıklı birey ile yapılmış olan güncel bir meta-analizde, SS hastalarının 

anlamlı oranda düşük serum D vitamini düzeyine sahip olduğu gösterilmiştir (138). 

Daha önce yayımlanmış bulgularla uyumlu olarak bu çalışmada da SS hastalarında D 

vitamini düzeyi sağlıklı bireylere göre anlamlı oranda düşük bulunmuştur. Ayrıca, deri 

tutulum skoru olan mRSS ve akciğer tutulumunun şiddetini gösteren Warrick skoru ile 

D vitamini düzeyi arasında anlamlı bir negatif korelasyon tespit edilmiştir. Benzer 

şekilde, daha önceki çalışmalarda da, kutanöz doku fibrozu (mRSS) ve pulmoner 

tutulumun şiddeti D vitamini konsantrasyonu ile ters orantılı bulunmuştur (99,136). 

Ek olarak bu çalışmada, D vitamini eksikliğinin artan oksidatif DNA hasarı ile 

ilişkisini destekleyecek nitelikte bir bulgu olarak başlangıç D vitamini düzeyi 10 

ng/mL’den düşük olan hastalarda 10 ng/mL’den yüksek olan hastalara göre idrar 8-

OH-dG konsantrasyonu anlamlı düzeyde yüksek tespit edilmiştir. Bu çalışmada, 

sklerodermada serum D vitamini düzeyinin yüksek çözünürlüklü kütle spektrometri 
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gibi hassasiyeti yüksek bir yöntem ile belirlenmiş olmasının yanı sıra tüm bu 

süreçlerde vitamin D reseptörünün olası rolü de incelenmiştir. Sonuçlar, 

sklerodermada VDR gen ekspresyonunun sağlıklı bireylere göre oldukça düşük 

düzeyde seyrettiğini göstermektedir. Bugüne kadar sklerodermada VDR gen 

ekspresyonunu değerlendiren sınırlı sayıda çalışma mevcuttur. İlk olarak Zerr ve ark., 

SS hastalarının deri fibroblastlarında azalmış VDR ekspresyonunu göstermiş ve VDR 

ekspresyonunun baskılandığı deney hayvanı modelinde fibroblastların TGF-β’ya karşı 

hassasiyetlerinin arttığını bildirmiştir (147). Ardından Koçak, sadece diffüz 

skleroderma hastalarının kan örneklerinde VDR gen ekspresyonunun azaldığını rapor 

etmiştir (148). Son olarak, Ge ve ark. skleroderma fare modelinden elde edilen 

keratinositlerde VDR ekspresyonunun düşük olduğunu göstermiş ve keratinositlerde 

azalan VDR ekspresyonunun skleroderma progresyonu ile ilişkili olduğunu ifade 

etmiştir (149). Bu tez çalışmasında, SS hastalarının tam kan örneklerinden ekstrakte 

edilmiş olan mRNA örnekleri kullanılarak VDR ekspresyonu sistemik bir şekilde ve 

önceki çalışmalara göre daha büyük bir örneklemde değerlendirilmiş ve daha önce 

yayımlanmış verilerle uyumlu olarak sklerodermada anlamlı oranda azalmış VDR gen 

ekspresyonu tespit edilmiştir. Bu çalışmada, SS hastalarının tam kan örneklerinden 

elde edilmiş olan mRNA örneklerinin kullanılmış olması, sklerodermada VDR 

eksikliğinin sistemik düzeyde olabileceğine işaret etmektedir. Ayrıca, bu çalışmada SS 

hastalarında VDR geninde bulunan dört farklı SNP (rs2228570, rs1544410, 

rs7975232, rs731236) analiz edilmiş olup bu polimorfizmler açısından hastalar ve 

sağlıklı bireyler arasında anlamlı bir fark yakalanamamıştır. Daha önce, Mısırlı SS 

hastalarında VDR geninde bulunan rs7975232 ve rs731236 polimorfizmleri 

değerlendirilmiş ve hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı bir fark olmadığı 

bildirilmiştir (150). Bu bulgunun aksine, başka bir çalışmada rs7975232 

polimorfizminin Çin Han popülasyonunda skleroderma hastalığı ile ilişkili olduğu 

rapor edilmiştir (151). Bu çalışmada ise, VDR geninde bulunan dört polimorfizm Türk 

popülasyonunda bulunan skleroderma hastalarında ilk kez değerlendirilmiş olup 

rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236 genotipleri açısından SS hastaları ve 

sağlıklı bireyler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmemiştir (Bkz. 

Tablo 13). 
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Sklerodermada D vitamini eksikliği ve bu durumun klinik skorlarla ilişkisi 

birbirinden bağımsız birçok çalışmada gösterilmiştir. Bu bağlamda, D vitamininin 

immün sistem üzerindeki etkileri de göz önünde bulundurulduğunda D vitamini, 

sklerodermada rutin tedavi stratejilerine katkı sağlayan önemli faktörlerden biri olarak 

belirlenmiştir. Bu çalışmaya dahil edilen skleroderma hastalarının sağlıklı bireylere 

göre anlamlı oranda düşük serum D vitamini düzeyine sahip olduğu UPLC-HRMS 

yöntemi ile gösterilmiştir. Ayrıca, çalışmanın klinik prospektif tasarımında, 

skleroderma hastalarına altı ay boyunca yoğun D vitamini replasmanı uygulanmış ve 

replasmanın ardından D vitaminin skleroderma hastalarında antioksidan etkisi 

oksidatif DNA hasarı parametrelerinin LC-MS/MS ile yeniden değerlendirilmesiyle 

araştırılmıştır. Sonuçlar, SS hastalarında D vitamini replasmanı sonrası üç DNA hasarı 

ürününün de düşme yönünde bir eğilim gösterdiğine işaret etmektedir (Bkz. Tablo 14). 

Replasmanın ardından düşme eğiliminde olan bu hasar ürünlerinden DNA hasarı 

değerlendirmelerinde altın belirteç olarak tanımlanan 8-OH-dG düzeyindeki azalma 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Sklerodermada D vitamini eksikliği yaygın 

bir problem olmasına ve rutin tedavi sürecinde replasman uygulanmasına rağmen, 

bugüne kadar D vitamininin antioksidan olarak etkilerini ve özellikle oksidatif DNA 

hasarını indirgemedeki rolünü araştırmayı hedeflemiş olan bir çalışma yapılmamıştır. 

Ancak, sklerodermada D vitamini replasmanının biyoyararlanımını araştırmayı 

hedeflemiş olan oldukça sınırlı sayıda çalışmada hastalara oral D vitamini uygulanmış 

ve uygulama sonrası serum D vitamini düzeyleri yeniden değerlendirilmiştir 

(152,153). Bu çalışmalarda, oral D vitamini replasmanının hastaların serum D vitamini 

düzeyine etkisi açısından çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. Ayrıca bilimsel literatürde, 

sklerodermada D vitamininin oksidatif makromolekül hasarı veya özellikle DNA 

hasarı üzerine olası etkilerini değerlendirmeye yönelik bir çalışma da 

bulunmamaktadır. Bununla birlikte, gebeler ve kolit, diyabet, polikistik over sendromu 

olan hastalar ile yapılan bağımsız çalışmalarda, D vitamini replasmanının CRP ve 

malondialdehit gibi bazı inflamasyon ve oksidatif stres ilişkili parametreleri azaltıcı 

yönde bir etkisi olabileceği ifade edilmiştir (154–158). Ayrıca, skleroderma 

patogenezinden bağımsız olarak D vitamininin özellikle VDR aracılığıyla bazı 

antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttırarak antioksidan bir molekül özelliği 

gösterdiği bilinmektedir (15,159). Oksidatif DNA hasarı, sitotoksik ve mutajenik 
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etkileri sebebiyle uzun vadede kanserleşmeye kadar birçok patolojik duruma yol 

açabileceğinden, sklerodermada D vitamininin oksidatif DNA hasarını indirgemedeki 

potansiyelini göstermek ayrıca önem taşımaktadır. Ayrıca, replasman sonrası 

skleroderma hastalarında gözlenen VDR gen ekspresyonundaki anlamlı artış da D 

vitamininin oksidatif DNA hasarı üzerindeki antioksidatif etkisinin nükleer reseptörü 

aracılığıyla gerçekleşebiliyor olacağına işaret etmektedir. VDR’nin DNA üzerindeki 

spesifik dizilere bağlanarak bir transkripsiyon faktörü gibi davranabildiği ve yaklaşık 

300 genin ifadesini doğrudan kontrol edebildiği gösterilmiş olmakta birlikte, bazı 

çalışmalar kontrol edilebilen bu gen listesine bir dizi antioksidan enzim genlerinin de 

dahil olduğunu ifade etmektedir (1,6,159).  

Bu çalışmada ayrıca başlangıç D vitamini düzeyi 10 ng/mL’nin altında olup 

replasman sonrası D vitamini düzeyi 2.5 kattan fazla artmış olan hastalarda başlangıç 

D vitamini düzeyi 10 ng/mL’den yüksek olan ve replasman sonrası D vitamini düzeyi 

2.5 kata kadar artmış olan hastalara göre DNA hasarının altın belirteci olan 8-OH-dG 

düzeyinin daha etkin bir düşüş gösterdiği tespit edilmiştir. Bu sonuç, bazal D vitamini 

düzeyi dramatik seviyelerde seyreden skleroderma hastalarının etkin bir D vitamini 

replasmanı uygulanabildiği takdirde inflamatuvar süreçlerle de tetiklenen ve hastalığın 

patogenezinde önemli bir rol oynayan oksidatif stres aracılı hasarın indirgenmesinde 

D vitamininin önemli katkılar sunabileceğini desteklemektedir. Bu çalışmada, D 

vitamini replasmanı sonrası 8-OH-dG düzeyindeki düşüşün istatistiksel olarak anlamlı 

tespit edilmesi ancak S-cdA ve R-cdA düzeylerindeki azalışın anlamlılığa 

ulaşamamasının bu hasar ürünlerinin onarım yolaklarındaki farklılık ile 

açıklanabileceği düşünülmektedir. Oksidatif DNA hasarı ürünlerinden 8-OH-dG, baz 

eksizyon onarım yolağı (base excision repair; BER) ile onarılırken S-cdA ve R-cdA 

onarımında nükleotid eksizyon onarım (nucleotid excision repair; NER) 

mekanizmaları rol almaktadır (160–163). Skleroderma hastalarında D vitamini 

replasmanı sonrası tespit edilen 8-OH-dG düzeyindeki anlamlı düşüş, VDR’nin BER 

onarım yolağındaki enzimleri daha etkin bir şekilde kontrol ediyor olabileceğini 

düşündürmektedir. Bir diğer açıklama ise, 8-OH-dG’nin sıklıkla meydana gelen ve 

DNA’da en bol bulunan hasar ürünlerinden birisi olması sebebiyle daha etkili bir düşüş 

gösterebilmiş olduğudur. Tüm bunlar göz önüne alındığında, D vitaminin oksidatif 
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DNA hasarını indirgemedeki olası rolünü derinlemesine anlayabilmek için VDR-

aracılı DNA onarım yolakları da kapsamlı bir şekilde araştırılmalıdır. Özetle bu 

çalışmanın güçlü bir yönü, D vitamini öncesi ve sonrasında, 8-OH-dG'ye ek olarak 

DNA'daki tandem lezyonların da kütle spektrometri tabanlı bir yöntemle eşzamanlı 

olarak değerlendirilmesi ve oksidatif DNA hasarı ile klinik bulgular arasındaki 

korelasyonların kapsamlı bir şekilde aydınlatılmasıdır. 

Bu çalışmanın güçlü yönlerinden bir diğeri, D vitamini replasmanının klinik 

yararlılığının organ tutulumu olan skleroderma hastalarında kapsamlı bir şekilde 

değerlendirilmiş olmasıdır. Sadece akciğer veya sadece eklem tutulumu olan hastalar 

değerlendirildiğinde replasman sonrası DNA hasarı düşüşü açısından anlamlı bir 

sonuç yakalanamamıştır. Ancak İAH (akciğer) ve artriti (eklem) birlikte bulunduran 

hastalarda bu bulguları taşımayan hastalara göre D vitamini replasmanı sonrası 8-OH-

dG düzeyinin anlamlı oranda düştüğü tespit edilmiştir. Ayrıca, sadece GİS tutulumu 

olan hastaların olmayanlara göre replasman sonrası 8-OH-dG düzeyinde anlamlı bir 

azalma gösterilmiştir. İAH ve artrit pozitif gruplarda tekli organ tutulumları 

değerlendirildiğinde anlamlı bir sonuç elde edilemezken GİS tutulumunda anlamlı bir 

düşüş gösterilmesinin hastaların büyük bir kısmının GİS tutulumu olması, dolayısıyla 

sadece GİS pozitif olan hastaların yalnızca İAH + veya yalnızca artrit + olan gruplara 

göre daha fazla sayıda olmasıyla açıklanabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, D vitamini 

replasmanına altı aylık kısa bir süreçte yanıt verebilme potansiyeli sebebiyle GİS 

tutulum şiddetini belirleyen UCLA-GIT 2.0 anketi replasmanın altıncı ayında 

hastalara yeniden uygulanmış ve replasman sonrası UCLA-GIT 2.0 skorlarında 

istatistiksel olarak anlamlı düşüş tespit edilmiştir. Bu tez çalışması ile ilk kez, D 

vitamini replasmanının sklerodermada GİS tutulumunu azaltma potansiyeline sahip 

olduğu gösterilmiştir. Daha önce, sklerodermada GİS tutulumu ve emilim 

bozukluğunun oral D vitamini replasmanının biyoyararlanımını etkileyebileceği öne 

sürülmüştür (137). Bu bağlamda, bu tez çalışmasında uygulandığı gibi oral takviyeye 

ek olarak D vitamininin intramusküler replasmanı ile bu sorunun üstesinden 

gelinebileceği ve bu sayede, GİS tutulumunda potansiyel bir iyileşme ile oral D 

vitamini replasmanının daha verimli olabileceği düşünülmektedir. Tüm bu analizlere 

ek olarak, UCLA-GIT 2.0 anketindeki “ishal” parametresinin sklerodermaya bağlı GİS 
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tutulumu dışında diğer birçok faktör tarafından etkilenebiliyor olması sebebiyle GİS 

tutulumu ile ilgili analizler ishal parametresi dışlanarak yeniden yapılmış ve elde 

edilen tüm sonuçlar doğrulanmıştır. Bu bulgular ışığında, D vitamini replasmanının 

organ tutulumu olan skleroderma hastalarında oksidatif DNA hasarını indirgeyici bir 

parametre olarak umut vaat ettiği ve bu bulguların daha ileri çalışmalarla 

desteklenmesi ile D vitamini replasmanının klinik uygulamalara oldukça değerli 

katkılar sunabileceği düşünülmektedir.  

Bu çalışmanın bazı sınırlılıkları bulunmaktadır. Öncelikle, skleroderma nadir ve 

çok sistemli bir hastalıktır ve Türkiye’den bildirilen tek çalışmada SS prevalansı 

150/milyon olarak rapor edilmiştir. DEÜ Eğitim ve Araştırma Hastanesi, İmmünoloji 

ve Romatoloji Polikliniği Ege Bölgesi’nde bir “Skleroderma Merkezi” olarak hizmet 

vermesine karşın, çalışmanın D vitamini replasmanı bölümü için son 12 ayda D 

vitamini kullanmış hastaları dahil etmemek gibi dışlama kriterleri de oldukça fazla 

olduğundan geniş bir hasta örneklemine ulaşmak zor olmuştur. Bu çalışma gerekli güç 

analizleri doğrultusunda 50 SS hastası ile gerçekleştirilmiş olsa da daha büyük bir 

örneklemde oksidatif DNA hasarı ile klinik korelasyonların ve D vitamini replasmanı 

sonrası organ tutulumu bazında DNA hasarı düşüşünün daha açık bir şekilde ortaya 

konulabileceği düşünülmektedir. Örneğin, bu çalışmada D vitamini replasmanı sonrası 

oksidatif DNA hasarındaki azalma, yalnızca artrit ya da yalnızca İAH bulunduran 

skleroderma hastalarında grupların az sayıda birey barındırması sebebiyle anlamlılığa 

ulaşamamışken aynı zamanda artrit ve İAH bulunduran hasta grubunda bu bulguları 

bulundurmayan hastalara göre replasman sonrası anlamlı bir DNA hasarı düşüşü tespit 

edilmiştir. Bu nedenle, daha büyük örneklemlerde, sadece bir organ tutulumuna 

odaklanarak yapılacak ileri çalışmalarla D vitamininin oksidatif DNA hasarına 

etkilerinin kapsamlı bir şekilde ve spesifik bir organ bazında değerlendirilebileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca, tüm dünyayı olduğu gibi Türkiye’yi de etkisi altına alan 

Covid-19 küresel salgını sebebiyle hasta örneklerinin toplanma aşamaları sekteye 

uğramış ve D vitamini replasmanını tamamlayan 10 hastaya ulaşılamamıştır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışmada, sklerodermada artan oksidatif DNA hasarı ilk kez üç hassas DNA 

hasarı ürünü referans yöntem olan HPLC-MS/MS ile ölçülerek gösterilmiştir. Ayrıca, 

artan oksidatif DNA hasarı ile akciğer ve eklem tutulumları arasında güçlü klinik 

korelasyonlar tespit edilmiştir. Sklerodermada düşük serum D vitamini düzeyi UPLC-

HRMS gibi güvenilirliği yüksek bir yöntem ile belirlenmiş ve bazal D vitamini düzeyi 

düşük seyreden hastalarda oksidatif DNA hasarının anlamlı yüksek olduğunu 

gösterilmiştir. Ayrıca, bu çalışmada D vitamininin genomik yolağının ana elementi 

olan VDR de irdelenmiş olup hastalarda sistemik düzeyde düşük VDR gen 

ekspresyonu gösterilmiştir. Ancak, Türk popülasyonunda bulunan skleroderma 

hastaları ile sağlıklı bireyler arasına VDR geninde bulunan rs2228570, rs1544410, 

rs7975232 ve rs731236 tek nükleotid polimorfizmleri açısından anlamlı bir fark tespit 

edilememiştir. Tüm bunlara ek olarak bu çalışma bilimsel literatürde, sklerodermada 

D vitamininin antioksidatif etkisini göstermek amacıyla kurgulanmış ilk klinik 

prospektif çalışma olarak yer almaktadır. Bu çalışma ile sklerodermada D vitamini 

replasmanı sonrasında DNA hasarının altın belirteci olan 8-OH-dG düzeyinde anlamlı 

bir düşüş gösterilmiştir. Ayrıca, bazal D vitamini düzeyi düşük seyredip etkin bir D 

vitamini replasmanı uygulanan skleroderma hastalarında oksidatif DNA hasarının 

indirgenebileceği gösterilmiştir. Organ tutulumları baz alınarak yapılan analizlerde 

ise, İAH ve artrit bulgularını taşıyan skleroderma hastalarının bu bulguları olmayan 

hastalara göre D vitamini replasmanı sonrası 8-OH-dG düzeyindeki düşüşün anlamlı 

olduğu belirlenmiştir. Benzer şekilde, sadece GİS tutulumu olan hastalar olmayan 

hastalara göre replasman sonrası anlamlı düzeyde azalan 8-OH-dG düzeyi 

sergilemiştir. D vitamini replasmanının kısa vadede yanıt verebileceği bir klinik bulgu 

olarak değerlendirilen GİS tutulum şiddeti ise (UCLA GIT 2.0 anket skorlarına göre) 

replasman sonrası anlamlı bir düşüş göstermiştir. Bu kapsamda gerçekleştirilmiş ilk 

araştırma olan bu tez çalışması, klinik prospektif tasarımı ile D vitamininin oksidatif 

DNA hasarı üzerindeki dramatik etkilerinin gösterilmesi ile ayrıca önem taşımaktadır.  
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Bu çalışmanın sonuçlarının desteklenmesi, D vitamini replasmanının oksidatif 

hasara etkileri üzerine klinik yararlanım açısından daha ileri verilerin elde edilmesi 

amacıyla bir dizi öneri aşağıda belirtilmiştir: 

• Standardize kurallar doğrultusunda çok merkezli çalışmalar kurgulanıp 

sklerodermada oksidatif DNA hasarı ve bu hasarın klinik bulgular ile olası 

korelasyonları daha geniş örneklemlerde kapsamlıca incelenebilir. 

• D vitamini replasmanının klinik açıdan önemli noktalarını vurgulamak 

amacıyla daha geniş örneklemlerde başlangıç D vitamini düzeylerine ve D 

vitamini artış miktarlarına göre daha fazla sayıda gruplar oluşturulup 

sklerodermada D vitamini replasmanının klinik yararlanımı üzerine değerli 

bulgular elde edilebilir.  

• Daha geniş örneklemlerde tekli organ tutulumlarına odaklanacak şekilde 

gruplar oluşturularak D vitamini replasmanının spesifik bir organ tutulumu 

bazında oksidatif DNA hasarına etkisi değerlendirilebilir. 

• D vitamini replasmanının oksidatif DNA hasarının yanı sıra, DNA onarım 

yolakları üzerine olası etkileri incelenebilir.  

• D vitamininin oksidatif makromolekül hasarı üzerine etkileri oksidatif 

protein, karbonhidrat ve lipit hasarlarını da içerecek şekilde daha kapsamlı bir 

şekilde araştırılabilir. 

• D vitamini replasmanı altı aydan daha uzun bir süreçte sürdürülerek 

replasmanın GİS tutulum şiddeti dışında akciğer ve eklem gibi diğer organ 

tutulumlarına olası etkileri uzun vadede kapsamlı bir şekilde sınanabilir.  
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EKLER 

EK-1: UCLA-GIT 2.0 anket örneği (Türkçe’ye uyarlanmış ve valide edilmiş 

versiyondur.) 
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103 

 

 



104 

 

 



105 

 

 



106 

 

 

  



107 

 

EK-2: Etik Kurul Onayı 
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EK-3: Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu Örneği 

ARAŞTIRMA AMAÇLI ÇALIŞMA İÇİN BİLGİLENDİRİLMİŞ 

GÖNÜLLÜ  

OLUR FORMU 

(Hekimin Açıklaması) 

 

Sayın gönüllü, 

“Sistemik Skleroz Hastalarında Vitamin D Düzeyi ve Moleküler Yolağının, 

Oksidatif DNA Hasarı ve Klinik Bulguları ile İlişkisi” başlıklı araştırma 

çalışmasına katılmanız istenmektedir. Çalışmaya katılıp katılmama kararı tamamen 

size aittir. Katılmak isteyip istemediğinize karar vermeden önce araştırmanın neden 

yapıldığını, bilgilerinizin nasıl kullanılacağını, çalışmanın neleri içerdiğini ve olası 

yararlarını anlamanız önemlidir. Lütfen aşağıdaki bilgileri dikkatlice okumak için 

zaman ayırınız.  

Bu çalışma ile sistemik skleroz hastalığının mekanizmasının anlaşılması ve 

çalışmanın sistemik skleroz hastalığı için geliştirilecek tedavi yöntemlerine ışık 

tutması amaçlanmaktadır. Katılımınız ile sistemik skleroz hastalığının nedenlerini 

ortaya çıkaracak bir çalışma gerçekleştirilecektir. Birçok hasta grubunda oksidatif 

DNA hasarı sonucu oluşan ölçülebilir ürünlerin arttığı, serum vitamin D düzeylerinin 

düşük olduğu ve vitamin D reseptör geninde bulunan polimorfizmlerin daha fazla 

bulunduğu bildirilmiştir. Ayrıca polimorfizmlerle ilişkilendirilerek veya bağımsız 

olarak vitamin D reseptör düzeyinin azaldığı da bilinmektedir. Bu çalışmada, rutin 

kontrolleriniz sırasında alınan kan örneklerinizden, serum vitamin D ölçümü 

yapılacak, kandan ayrılan genetik materyalinizden vitamin D reseptör gen 

polimorfizmleriniz analiz edilecektir. Ayrıca rutin kontrolünüzde alınacak idrar 

örneğinizden oksidatif DNA hasar ürünleri olan 8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA ölçümü 

yapılacaktır. 
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Çalışmaya katılmakla parasal bir yük altına girmeyeceksiniz ve bu çalışma bağlı 

bulunduğunuz sosyal güvenlik kurumuna da ek bir mali yükümlülük getirmeyecektir. 

Tüm çalışma masrafları, araştırma bütçesinden karşılanacaktır. Çalışmaya katılmayı 

kabul etmeniz durumunda size de herhangi bir ödeme yapılmayacaktır.  

Bu çalışmada sizin için beklenen bir rahatsızlık ya da risk söz konusu değildir. 

Çalışma doktorunuz, araştırmada yer alan diğer araştırıcılar kişisel bilgilerinizi 

araştırmayı ve istatistiksel analizleri yürütmek için kullanacaktır ancak, kimlik 

bilgileriniz gizli tutulacaktır. Çalışmanın sonunda size ait sonuçlar hakkında bilgi 

istemeye hakkınız olduğu gibi böyle bir bilgiyi öğrenmeyi reddetme hakkınız da 

vardır. Bu bilgiyi sizin dışınızda biriyle paylaşmamız da ancak sizin izninizle olacaktır. 

Bu çalışmaya katılmayı reddetme hakkına sahipsiniz. Reddettiğiniz takdirde de 

hastalık takibiniz olağan şekilde devam edecektir. Eğer çalışmaya katılmaya karar 

verirseniz imzalamanız için size bu “Bilgilendirilmiş Gönüllü Olur Formu” 

verilecektir. Çalışmadan herhangi bir zamanda, mazeret belirtmeksizin ayrılmakta 

özgürsünüz.  

 

 

(Katılımcının/Hastanın Beyanı) 

Yukarıda, gönüllüye araştırmadan önce verilmesi gereken bilgileri okudum. 

Kendi başıma belirli bir düşünme süresinden sonra, tıbbi amaç ile gerçekleştirilecek 

olan bu araştırmaya “katılımcı” olarak katılma kararı aldım. Bu konuda yapılan daveti 

büyük bir memnuniyet ve gönüllülük içerisinde kabul ediyorum. 

Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait 

bilgilerin gizliliğine bu araştırma sırasında da büyük özen ve saygı ile yaklaşılacağına 

inanıyorum. Araştırma sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla kullanımı sırasında 

kişisel bilgilerimin ihtimamla korunacağı konusunda bana yeterli güven verildi. 
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Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir sebep göstermeden araştırmadan 

çekilebilirim. Aynı şekilde araştırıcı da beni çalışma dışı bırakabilir. 

Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk 

altına girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır. 

Bu araştırmaya katılmak zorunda değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya 

katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla karşılaşmadım. Eğer katılmayı 

reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan ilişkime bir zarar 

getirmeyeceğini biliyorum. 

Araştırmanın rutin alınmış olan kan ve idrar örneklerinden ilave parametrelerin 

çalışılması ile ilgili olduğu tarafıma ifade edildi. Aklıma takılan herhangi bir soru olur 

ise  ……………..  numarasından Uzm. Dr. …………………’e ulaşabilirim. 

 

Bana yapılan tüm açıklamaları ayrıntılarıyla anladım. Bu araştırmaya katılmayı 

kabul ediyor ve bu onay belgesini kendi hür irademle imzalıyorum. Araştırıcı, 

saklamam için bu belgenin bir kopyasını çalışma sırasında dikkat edeceğim noktaları 

da içerecek şekilde bana teslim etmiştir.  

 

Katılımcı        Görüşme tanığı 

Adı, soyadı:        Adı, soyadı: 

Adres:         Adres: 

Tel. :         Tel. : 

Tarih:         Tarih: 

İmza:         İmza: 
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Katılımcı ile görüşen hekim 

Adı, soyadı: 

Adres: 

Tel. : 

Tarih: 

İmza: 

 

 

Bu çalışma için alınan kan ve idrar örneklerinin daha sonra farklı bir bilimsel 

araştırma amacıyla kullanılmasına  

 

(   ) izin veriyorum 

 

(   ) izin vermiyorum 
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EK-4: Tez ile ilişkili yayınlar 

1- SCI-e kapsamında bir dergi olan “Clinical Immunology”de yayımlanmış 

tez sahibinin ilk isim olduğu tez ile ilişkili makale
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2- SCI-e kapsamında bir dergi olan “Reproductive Toxicology”de 

yayımlanmış tez ile ilişkili makale 

 

Nazlı Ecem Dal-Bekar
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3- e-SCI ve TR Dizin’de yer alan “Turkish Journal of Immunology”de 

yayımlanmış tez sahibinin ilk isim olduğu tez ile ilişkili makale 

 

Nazlı Ecem Dal-Bekar



117 
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4- SCI-e kapsamında bir dergi olan “Annals of the Rheumatic Diseases” 

dergisine submit edilmiş olan tez sahibinin ilk isim olduğu tez ile ilişkili makale 
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