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SISTEMIK SKLEROZ HASTALARINDA VITAMIN D DUZEYI VE
MOLEKULER YOLAGININ OKSIDATIF DNA HASARI VE KLINIiK
BULGULARI ILE ILiSKisi

Doktora Tezi

Nazh Ecem DAL BEKAR

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Molekiiler Tip Anabilim Dah

OZET

Sistemik skleroz (skleroderma) deri ve i¢ organlarin progresif fibrozu ile
karakterize nadir bir otoimmiin hastaliktir. Sklerodermada, inflamasyon ve oksidatif
stresin birbirini besleyen kisir dongiiler olarak yer aldig1 ve bunun sonucunda oksidatif
makromolekiil hasarinin arttig1 bildirilmistir. Bu hasarlar arasinda oksidatif DNA
hasari, mutajenik ve sitotoksik etkileri sebebiyle uzun vadede bir¢ok probleme neden
olabileceginden 6nemli bir yere sahiptir. D vitamini eksikligi, sklerodermada yaygin
bir problem olup, replasmani tedaviye katki saglayan 6nemli uygulamalardan biridir.
Son yillarda, D vitamininin antioksidan potansiyelinin gosterilmesi ile birlikte,
patogenezinde oksidatif hasarin 6nemli bir rol oynadig1 sklerodermada, D vitamini ve
oksidatif DNA hasar1 arasindaki iligkinin aydinlatilmasina ihtiya¢ dogmustur.

Bu tez kapsaminda, sklerodermada oksidatif DNA hasari, idrarda ii¢ stabil hasar
iriiniiniin (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) sivi kromatografi sirali kiitle spektrometri
(LC-MS/MS) yontemi kullanilarak ol¢iilmesiyle kapsamli bir sekilde gdosterilmis;
serum D vitamini diizeyleri ise ultra performansli sivi kromatografi yliksek
¢oziiniirliikli kiitle spektrometri (UPLC-HRMS) ile belirlenmis ve vitamin D reseptor
(VDR) gen ekspresyonu ile bu gende bulunan dort polimorfizm (rs2228570,
rs1544410, rs7975232, rs731236) RT-PCR ile analiz edilerek saglikli bireyler ile
karsilastirilmistir. Caligmanin klinik prospektif boliimiinde ise, D vitamini replasmani
alan hastalarin, replasman sonrasi DNA hasar1 ve VDR gen ekspresyonu yeniden
degerlendirilmistir.

Sklerodermada olgiilen tic DNA hasar iiriinii de saglikli bireylere gore artmis
olup; serum D vitamini diizeyi ve VDR gen ekspresyonu ise diisiik tespit edilmistir
(p<0.05). D vitamini replasmaninin ardindan {i¢ hasar {iriinii de azalma yoniinde egilim
gostermistir. DNA hasarinin altin belirteci olan 8-OH-dG’deki diisiis ve VDR
ekspresyonundaki artis istatistiksel anlamliliga ulasmistir (p<0.05). Akciger, eklem ve
gastrointestinal sistem tutulumu olan hastalarda replasman sonrast azalan 8-OH-dG
diizeyi ile D vitamininin organ tutulumu olan skleroderma hastalarinda oksidatif hasari
azaltma yoniindeki etkinligi gosterilmistir.
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Bu caligsma, sklerodermada DNA hasarinin kapsamlica incelendigi ve D vitamini
replasmanin DNA hasar1 {izerine etkilerinin klinik prospektif bir tasarim ile
degerlendirildigi ilk arastirmadir.

Anahtar Sozciikler: D vitamini, kiitle spektrometri, oksidatif DNA hasari,
sistemik skleroz, vitamin D reseptdrii
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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. GIRIS VE AMAC

Ik kez 1849 yilinda D vitamini agisindan zengin bir kaynak olan balik yaginin
tiiberkiiloz tedavisinde etkinliginin gosterildigi bir calisma ile baslayan stire¢, D
vitamininin dogal ve edinsel bagisiklik sistemlerinde Onemli rollerinin agiga
cikarildig: bir dizi arastirmaya Onciiliilk etmistir. Glinlimiizde D vitamininin niikleer
reseptorii (VDR) araciligtyla bir transkripsiyon faktorii gibi davranabildigi ve DNA
sekansinda spesifik dizilere baglanarak immiin sistem de dahil olmak iizere birgok
yolak ile iligkili yaklasik 300 geni dogrudan kontrol ettigi bilinmektedir (1). D vitamini
eksikliginin veya D vitamini sinyal yolaklarinda meydana gelen aksakliklarin
osteoartrit, diyabet, kanser, tiiberkiiloz, kardiyovaskiiler ve otoimmdiin hastaliklar gibi
bir¢ok hastaligin patogenezinde ve progresyonunda rol oynadigi bildirilmistir (2). Son
yillarda, D vitamininin immiin sistem tizerindeki etkilerinin yan1 sira oksidatif strese
kars1 bir antioksidan olarak savasabildigi de gosterilmistir. Tiim bu etkileri géz dniine
alindiginda D vitamini, 6zellikle inflamasyon ve oksidatif stresin birbirini besleyen
dongiiler olarak 6nemli bir yere sahip oldugu otoimmiin ve inflamatuvar hastaliklarin

patogenezinde veya tedavi siirecine katki saglamada yadsinamaz bir 6neme sahiptir.

Oksidatif stres, reaktif oksijen tilirleri (ROT) basta olmak iizere, serbest
radikallerde artig ile prooksidanlari detoksifiye eden antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Oksidatif hasarin kanser,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar ile birlikte inflamatuvar hastaliklarda
da artig gdsterdigi yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir. Hiicresel aerobik metabolizma
ve inflamasyon gibi endojen yollar ile veya kimyasal ajanlara, radyasyona ve yiiksek
oksijen basincina maruziyet gibi ekzojen yollar sonucu ortaya ¢ikan ROT, hiicre
membranindaki lipitler, hiicre ic¢i proteinler veya DNA gibi makromolekiilleri
oksidatif hasara ugratmakta; bir¢cok hastalik ile iliskilendirilen hasarli iirtinlerin
olusumuna yol a¢maktadir. Oksidatif DNA hasar1 ise organizmadaki kiimiilatif
oksidatif stresin duyarli gostergesi olmasi nedeniyle ayrica Onem tasimaktadir.
Oksidatif stres, DNA'da seker modifikasyonlarina, tek ve ¢ift zincir kiriklarina, baz

radikallerinin olusumuna, DNA-protein ¢apraz baglanmasina ve niikleozid hasarina



neden olmaktadir. DNA hasar1 sonucu ortaya c¢ikan iriinlerden 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OH-dG) ve 8,5-siklo-deoksiadenozinin S ve R enantiyomerleri (S-
cdA, R-cdA) baz ve seker kalintilarinin ayni1 zamanda hasar gordiigii iirtinlerdir ve
DNA niikleozid hasarmin baglica belirtegleridir. Bu hasar iirlinleri, DNA onarim
enzimleri tarafindan kesilir, periferik dolagima geger ve idrarla uzaklastirilir. Kimyasal
stabiliteleri ve Ozgiin yapilart goéz Oniinde bulunduruldugunda bir¢ok hastalikta
oksidatif stres varliginin belirlenmesi i¢in iyi birer biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi

diistintilmektedir (3).

Sistemik skleroz (SS, skleroderma), deri ve i¢ organlarin yaygin fibrozu ile
karakterize kronik inflamatuvar bir hastaliktir. Klinige 6zgii en belirleyici 6zelligi
cildin fibrozu olmakla birlikte, inflamatuvar, fibrotik ve vaskiiler degisikliklerin
gastrointestinal sistem, akciger, eklemler, bobrek ve kalp gibi i¢ organlarda da
goriilebilmesi nedeniyle hastalik sistemik skleroz olarak isimlendirilir. SS, siklikla
gen¢ kadinlari tutmasi ve hastalarin fizyonomisini etkilemesi nedeniyle 6nemli
psikososyal sorunlar1 da beraberinde getirir. Sklerodermik degisiklikler morbiditeyi,
i¢c organ tutulumu ise morbiditenin yani sira mortaliteyi etkilemektedir (4).
Sklerodermanin patogenezi ve progresyonuna katki saglayan faktorler heniiz tam
olarak aydinlatilamamigs olmakla birlikte, bazi immiin sistem hiicrelerinin
hiperaktivasyonu ve proinflamatuvar sitokinlerin artan saliniminin inflamasyona
sebep oldugu ve bu durumun oksidatif stresi tetikledigi bilinmektedir. Ancak artan
oksidatif stresin sebep olabilecegi ve uzun vadede genomik instabilite sebebiyle bircok
istenmeyen siirece yol acabilen DNA hasarinin sklerodermadaki yerini incelemis olan
oldukea sinirlt sayida ¢alisma mevcuttur. Bunun yani sira, sklerodermada D vitamini
eksikligi yaygin bir problem olup, D vitamini diizeyi ile bazi klinik skorlar arasinda
negatif korelasyon oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, sklerodermada D vitamini
replasmani rutin tedavi stratejilerine katki saglayan onemli bir faktdr olarak yer
almaktadir. Tiim bu siire¢ler géz Oniline alindiginda, sklerodermada oksidatif DNA
hasarinin klinik bulgular ile iligkisi kapsamli bir sekilde arastirilmali, D vitamini
eksikliginin yani sira D vitamini sinyal yolag1 da incelenmeli ve D vitamini ile DNA

hasar1 arasindaki olasi iliski ortaya konulmalidir.



Bu tez calismasinda, SS hastalarinda oksidatif DNA hasar1 ile D vitamini diizeyi
arasindaki olas1 korelasyonun belirlenmesi ve hastaligin mekanizmasinda D vitamini
sinyal yolaginin roliiniin arastirilmast amaglanmistir. Ayrica hasta grubunun sinirh ve
yaygin deri tutulumlu olmak {iizere iki alt sinifta ayr1 ayr incelenmesi, modifiye
Rodnan deri skorlamasi, akciger ve eklem tutulumlar1 ve GIS tutulumunun siddeti
acisindan degerlendirilmesiyle, hastaligin farkli alt gruplar1 ve skorlar ile oksidatif
DNA hasari, D vitamini diizeyi ve sinyal yolaginda meydana gelebilecek aksakliklar
arasindaki iligkinin arastirilmast planlanmistir.  Calismanin  klinik  prospektif
tasariminda ise, SS hastalarina rutin tedavide uygulanan D vitamini replasmaninin
etkinligini simmamak amaciyla replasmandan alti ay sonraki kontrollerinde bu
hastalardan yeniden idrar ve kan 6rnegi alinarak, oksidatif DNA hasar1 ve vitamin D
reseptor ekspresyonu incelenmis, bu prospektif calisma SS hastalarina uygulanan D
vitamini replasmaninin uzun vadeli etkisi agisindan 6nemli bir degerlendirme olarak

bilimsel literatiirde yerini almistir.
Bu amaglar dogrultusunda ¢alismanin baslica hedefleri sunlardir:

I. SS hastalarinin, serum orneklerinde D vitamini  (25(OH)D3), idrar
orneklerinde 8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA diizeylerinin HPLC-MS/MS ile
Olgiilmesi; VDR geninde bulunan tek niikleotid polimorfizmlerinin
(rs1544410, rs2228570, rs7975232 ve rs731236) genotip analizinin prob
temelli RT-PCR yontemi ile yapilmasi ve VDR gen ekspresyonunun RT-PCR
teknigi ile kantite edilmesi; sonuglarin yas aralifi ve cinsiyet agisindan
eslestirilmis, otoimmiin ve kronik herhangi bir hastalik tanisi bulunmayan
saglikli bireyler ile karsilastirilmast,

II.  Uluslararasi kriterler dogrultusunda tani alan SS hastalarinin, sinirli ve yaygin
deri tutulumlu SS alt tiplerine gére siniflandirilmasi, modifiye Rodnan deri
skorlamasinin yapilmasi, akciger, eklem tutulumlari ve GIS tutulum
siddetinin belirlenmesi; serum D vitamini diizeyi, oksidatif DNA hasari
miktari, VDR gen polimorfizmleri ve VDR gen ekspresyon seviyesinin
birbiri ile iliskisinin incelenmesi ve hastalarin klinikopatolojik bulgulari ile

bu parametreler arasindaki olas1 korelasyonlarin belirlenmesi,



II. D vitamini replasmaninin ardindan altinci aydaki rutin kontrollerinde
hastalardan alinan idrar ve kan ornekleri ile serum D vitamini diizeyleri,
oksidatif DNA hasar1 ve vitamin D reseptdr ekspresyon diizeylerinin yeniden

degerlendirilmesidir.
Calismanin olgu-kontrol boliimiiniin hipotezleri:

e Serum D vitamini diizeyi, skleroderma hastalarinda saglikli bireylere gore
daha diistiktiir.

e Serum D vitamini diizeyi, hastalarin bazi klinik skorlar1 ile negatif korelasyon
gostermektedir.

e Serum D vitamini diizeyi diisiik olan hastalarda oksidatif DNA hasar1 daha
yiiksektir.

e Oksidatif DNA hasari, otoimmiin ve inflamatuvar bir hastalik olan
sklerodermada saglikli bireylere gore daha fazladir.

e Oksidatif DNA hasari, hastalarin bazi klinik skorlari ile pozitif korelasyon
gostermektedir.

e Sistemik skleroz hastalarinda, vitamin D reseptdr ekspresyonu saglikli
bireylere gore daha diisiiktiir.

e Vitamin D reseptér geninde bulunan dort polimorfizm (rs1544410,
1s2228570, rs7975232 ve rs731236) sistemik skleroz hastaliginin patogenezi
ile iligkilidir.

Calismanin klinik prospektif boliimiiniin hipotezleri:

e Hastalarda D vitamini replasmanindan sonra oksidatif DNA hasar
azalmaktadir.

e Hastalarda replasman sonras1 artan D vitamininin genomik fonksiyonlar1 i¢in
elzem olan vitamin D reseptor ekspresyonu da artmaktadir.

e Organ tutulumu olan skleroderma hastalarinin (akciger, eklem ve GIS) D
vitamini replasmani ile oksidatif DNA hasari, tutulumu olmayan hastalara

gore daha etkin bir sekilde indirgenmektedir.



2.  GENEL BILGILER
2.1. D Vitamini: Metabolizmasi ve Molekiiler Yolag:
2.1.1. D Vitamininin Sentez ve Yikimi

Steroid yapida bir pro-hormon olarak tanimlanan D vitamininin D3
(kolekalsiferol) ve D2 (ergokalsiferol) olmak {iizere iki formu bulunmaktadir.
Ergokalsiferol, bitkisel kaynakli olmakla birlikte insan viicudunda nadiren 0l¢iilebilir
diizeylere ulagmaktadir. Kolekalsiferol ise, hayvansal kdkenli olup deride ultraviyole-
B (UVB) sinlart ile 7-dehidrokolesteroliin fotoliz reaksiyonu sonucu olusmaktadir.
Bu reaksiyonun ardindan D vitamini baglayici protein ile (vitamin D binding protein;
VDBP) karacigere tasinan D vitamininin metabolik olarak aktiflenmesi i¢in ilk
basamak, ekspresyonu CYP27A1 geni (Cytochrome P450 Family 27 Subfamily A
Member 1) tarafindan kontrol edilen vitamin-D-hidroksilaz enzimi ile 25.
pozisyondaki karbon atomuna bir hidroksil grubu eklenmesidir (5). Hidroksillenme
sonucu olusan reaksiyon iiriinii 25-hidroksi vitamin D3 (25(OH)D3), yeniden VDBP’e
baglanarak bobreklere tasinir, proskimal tiibiillerde bulunan endositik reseptor
megalin aracilifiyla geri emilir (5). 25(OH)D3 ve VDBP kompleksi bobrek proksimal
tiibiillerinde bulunan lizozomlar aracilifiyla ayrilir ve serbestlesen 25(OH)D3’ilin
birinci pozisyonundaki karbon atomuna, ekspresyonu CYP27B1 (Cytochrome P450
Family 27 Subfamily B Member 1) geni tarafindan 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) olusur (7). Onceleri
sadece bobrek proksimal tiibiillerinde ifade oldugu diisiiniilen CYP27B1 geninin,
aktive olmus makrofajlar gibi immiin sistem hiicrelerinde, deri epitel hiicreleri, kolon
hiicreleri, kemik ve akcigerde mitokondriyal ekspresyonunun oldugunun gosterilmesi
ile inaktif formdaki D vitamininin viicutta bir¢ok hiicre tipi tarafindan aktiflenebildigi
gosterilmistir (6). Son yillarda D vitamininin immdiin sistem regiilasyonundaki roliinii
aciga ¢ikarmayi hedefleyen ¢alismalarda makrofajlarin interferon- y (IFN- v) veya
toll-benzeri reseptor (foll-like receptor; TLR) ile aktivasyonu sonucu CYP27BI



geninin ifadesinin arttig1 ve bu sayede hiicre i¢i inaktif D vitamininin son aktiflenme

basamaginin daha etkin bir sekilde gergeklestigi belirtilmistir (6).

D vitamini, yagda eriyen vitaminler kategorisinde tanimlanmakta ve belirli bir
dozun iizerinde toksik etkilerinin oldugu ifade edilmektedir (8).Bu nedenle normal
kosullar altinda, aktif D vitamininin belirli bir diizeye ulasmasi katabolik siireci
tetiklemekte ve CYP24A1 (Cytochrome P450 Family 24 Subfamily A Member I) geni
tarafindan ifade edilen 24-a hidroksilaz enziminin ekspresyonunu arttirmaktadir. 24-a.
hidroksilaz enzimi, aktif D vitamini ile reaksiyona girerek metabolik olarak herhangi
bir islevi olmayan 24,25 dihidroksi vitamin D3’iin (24,25(0OH)2D3) olusmasini
saglamakta; bu islevsiz form ise kalsitroik aside doniistiiriilerek idrar ile atilmaktadir

(6,9).

D vitamini sentez ve yikim siirecini kontrol eden baslica iki molekiil fibroblast
biliylime faktorii-23 (fibroblast growth factor-23; FGF-23) ve paratiroid hormondur
(PTH) (5). FGF-23, vitamin D sentezini tetikleyen bir faktér olmakla birlikte bu
islevini D vitamininin metabolik olarak aktif form almasini saglayan 25(OH)D3-1a
hidroksilaz enziminin ifadesinden sorumlu CYP27B1 geninin mRNA diizeyinde gen
ekspresyonunu ozellikle bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde inhibe ederek
gerceklestirmektedir (10). Sentez yolagindaki inhibisyonunun yani sira, FGF-23’ilin
yikimda gorev alan 24-a hidroksilaz enziminin ekspresyonunu arttirarak aktif D
vitamininin yikim siirecini indiikledigi de bilinmektedir (5). FGF-23’{in aksine PTH
ise, D vitamininin aktif forma ulagmasi i¢in gereken 25(OH)D3-1a hidroksilaz
enziminin ekspresyonunu arttirmakta ve aktif D vitamininin yikimina neden olan 24-
a hidroksilaz enziminin ekspresyonunu inhibe ederek dolasimda aktif formda D
vitamini miktarini arttirmaktadir (5). D vitamininin aktiflenmesi, yikimi ve tiim bu

siireglerin regiilasyonu Sekil 1°de 6zetlenmistir.



Kalsitroik idrarile
EDGDEETD

Sekil 1. D vitamini metabolizmasi: Aktiflenme-yikim basamaklar1 ve bu siireglerin

regiilasyonu (11).
2.1.2. D Vitamininin Molekiiler Yolag:

D vitamininin islevlerine aracilik eden molekiiler yolaklarin aydinlatilmasi, bir
pro-hormon olarak tanimlanan bu molekiiliin, dnceleri sadece kemik ve mineral
metabolizmasinda gorev aldig1 yoniindeki geleneksel bilginin yan1 sira birgok genin
ekspresyonunu diizenleyerek farkli sistemlerde 6nemli rollere sahip oldugunu ortaya
cikarmistir. D vitamini biyolojik fonksiyonlarimi “genomik™ ve “genomik olmayan

(non-genomik)” olarak adlandirilan iki yolak {izerinden ger¢eklestirmektedir.

Genomik olmayan yolak, baslica ikincil haberciler araciligiyla indiiklenen bir
sinyal kaskadi {izerinden ilerlemektedir. Bu yolakta D vitamini, membran iligkili
vitamin D reseptoriine (mVDR) veya 1,25 D3 membran iliskili hizli yanit steroid
baglayan proteine (1,25 D3 membrane associated, rapid response steroid-binding
protein; 1,25 D3 MARRS) baglanmakta; bu baglanmay: takiben fosfoinozitol 3-kinaz
(PI3K) , fosfolipaz A2 (PLA2), protein kinaz C (PKC), Ca+2/kalmoduline bagimli
protein kinaz II (CaMKII) ve mitojen aktive edici protein kinaz (MAP kinaz) gibi
ikincil haberciler aracilifiyla bir sinyal iletim kaskadi baslamaktadir (9,12).



Membranda tetiklenen bu siire¢ sonucunda, meydana gelebilecek iki alternatiften biri
aktiflenen spesifite proteini -1 ve -3 (SP-1, SP-3) ya da retinoid X reseptorii (RXR)
gibi bazi transkripsiyon faktorlerinin isleviyle vitamin D reseptorii (VDR) aracili

genomik yolagin tetiklenmesi; ikinci alternatif ise D vitamininin hizli etkileri olarak

bilinen Ca?* ve CI” kanallarinin agilmasidir.

D vitamininin genomik yolagi ise VDR aracili dogrudan gen ekspresyonunu
aktive ya da inhibe etmeyi kapsamakta olup, D vitamininin bu yolak araciligiyla
yaklasik 300 genin ifadesini kontrol edilebildigi belirtilmektedir (1). Bu yolak D
vitamininin, hiicre niikleusunda bulunan ve bu nedenle niikleer bir reseptor olarak
adlandirilan VDR’ye baglanmasi ile baglamaktadir. Aktif D vitamininin baglandig:
VDR, RXR ile heterodimerik bir yapi olusturmakta ve bu yapr bir takim
konformasyonel degisimler sonucu dogrudan DNA iizerinde bulunan spesifik dizilere
baglanmaktadir. VDR-RXR heterodimerik yapisinin DNA iizerinde baglandigi
spesifik dizilere “vitamin D yanit elementleri (vitamin D response elements; VDRE)
denilmekte olup bu dizilerin D vitamininin kontrol ettigi hedef genin promotor
bolgesinin “enhancer” ya da “siipresor” dizilerinde oldugu bilinmektedir. Bu sayede,
D vitamini ilgili genin ekspresyonunu dogrudan aktive ya da inhibe edebilmektedir
(13). D vitamini genomik yolak araciligiyla ilgili genin aktivasyonunu VDR-RXR
heterodimerik yapisinin reseptorlerde bulunan helikslerin bir dizi iyonik ve hidrofobik
etkilesimleriyle ilgili bolgedeki VDRE iizerinde stabilize olmasi ve birtakim
koaktivatorlerin de yapiya katilmasiyla fonksiyonel siki baglantilar igeren bir
kompleks olusturmasi ile gerceklestirmektedir. Hedef genin genomik yolak aracili
inhibisyonunda ise, VDR-RXR heterodimerik yapisina katilan korepressorler
aracilifiyla hedef gende epigenetik mekanizmalarin roliiyle kromatin yapisi yeniden
diizenlenmektedir. Bu siirecte, histon deasetilaz ve histon demetilaz enzimlerinin
gorev aldigr bilinmekle birlikte DNA metilasyon yolaginin tetiklendigi de rapor
edilmistir (14). D vitamininin genomik yolak aracilifiyla hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasinin kontrolii, kardiyovaskiiler sistemin regiilasyonu, kanserli hiicre
cogalmasinin inhibisyonu, dogal ve edinsel bagisiklik sistemlerinin kontrolii ve
oksidatif stresin indirgenmesi gibi bir¢ok gorev ile iligkili geni dogrudan kontrol

edebildigi bildirilmistir (6,15).



2.1.2.1. Vitamin D Reseptor (VDR) Geni

D vitamininin genomik yolagmin ana elementi olan VDR, metabolizma basta
olmak tizere (%43), hiicre ve doku morfolojisi (%19), hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi
(%10), hiicre baglantilar1 (%10), anjiyogenez (%9) ve epitelyal mezenkimal transizyon
(%35) iligkili bir¢ok genin ifadesini dogrudan kontrol edebilmektedir (14). Bu nedenle
VDR’nin hem normal fizyolojik siireclerin isleyisinde hem de bu molekiiler yolakta
meydana gelebilecek aksakliklarin diyabet, romatoid artrit ve Behget hastaligi gibi
bir¢cok kompleks hastalikta 6nemli rolii olabilecegi bildirilmistir (11,14).

VDR geni 12. Kromozom iizerinde bulunmakta, 11 ekzonik bolge igermekte ve
kodlanan ve kodlanmayan ekzonlar1 baslica dort promotor bdlge tarafindan kontrol
edilmektedir. Primer VDR transkripti i¢in baglatici ekzon olarak tanimlanan ekzon 1a,
giiclii bir CpG adaciginda bulunmakta; insan, fare ve siganlarda yiiksek oranda
korunarak aktarilmaktadir (16). Ekzon 1la, bir¢cok transkripsiyon faktdrii baglanma
bolgesi icermekte olup VDR gen ekspresyonunun, transkripsiyon faktorleri ve CpG
adaciklarinin metilasyonu/demetilasyonu ile epigenetik mekanizmalarin sinerjik
etkilesimleri ile kontrol edildigi 6ne siiriilmektedir (17). Alternatif VDR ’leri kodlayan
ekzon 1c ve ekzon 1d’nin de benzer sekilde insan, fare ve si¢anlarda korunarak

aktarildig1 gosterilmistir.

VDR geninin ekzonik ve intronik bolgelerinde bugiine kadar tanimlanmis olan
yaklagik 27.292 adet tek niikleotid polimorfizmi (single nucleotid polymorphism,
SNP) bulunmakla birlikte (18); rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236 siklikla
karsilasilan ve otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu bagimsiz bir¢ok c¢alismada
gosterilmis olan varyantlardir (19-21). Bu SNP’ler arasinda rs2228570; translasyon
baglatic1 kodonda yer almakta olup T/C alleli olarak ifade edilmektedir. Bu bolgede T
yerine C allelinin yer almasi, 427 amino asit iceren VDR yerine ii¢ amino asit kesilmis
424 amino asit iceren VDR sentezine neden olmaktadir. 424 amino asit iceren
VDR’nin, 427 amino asit igeren VDR’ye gore yliksek oranda transaktivasyonel
kapasiteye sahip oldugu ve bu nedenle VDR geninin otoregiilasyonunda birtakim
etkilere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (22). Uretilen proteini dogrudan etkileme

potansiyeline sahip oldugu ic¢in rs2228570 polimorfizminin rolii, tip II diyabet,



osteoporoz, enfeksiydz hastaliklar, skleroderma ve Behget hastaligi gibi bir¢ok
kompleks hastalikta incelenmis olup bu polimorfizmin VDR ekspresyonunu

etkileyerek bu patolojiler igin bir risk faktorii olabilecegi 6ne stirtilmiistiir (21,23,24).

VDR geninin 3’UTR boélgesine yakin bir konumda bulunan rs1544410 (G/A),
15731236 (T/C) ve 1s7975232 (C/A) polimorfizlerinin ise fonksiyonel etkileri heniiz
aydinlatilamamis olmakla birlikte, bulunduklar1 bolge nedeniyle VDR mRNA
stabilitesinde degisikliklere neden olabilecegi ve VDR ekspresyon diizeyini
etkileyebilecegi belirtilmektedir. Kodlanmayan ve sessiz SNP’ler olarak tanimlanan
bu polimorfizmlerin heniiz tanimlanmamis fonksiyonel degisimlerle de baglanti
dengesizligi (linkage disequilibrium; LD) i¢inde olabilecegi diisiiniilmektedir.
Rs1544410, rs731236 ve rs7975232 polimorfizmlerinin fonksiyonel etkisini ortaya
cikarmak amaciyla saglikli bireylerin kan mononiikleer hiicreleri lizerinde yiiriitiilen
bir calismada, rs1544410 icin homozigot AA ve rs731236 i¢in homozigot CC
genotipine sahip bireylerin VDR protein diizeyi diger genotiplere gore daha diigiik
bulunmustur (24). Rs1544410 polimorfizmi i¢in G, rs731236 i¢in T ve rs7975232 i¢in
C allellerini birlikte bulundurmanin sirasiyla A, C, A allelerini birlikte bulundurmaya

gore daha yiliksek VDR ekspresyonu ile sonuglanacagi bildirilmistir (24).

Sonug olarak, translasyon baslatict bolgede bulunmasi ve ifade edilen VDR
proteinini dogrudan etkilemesi sebebiyle rs2228570; VDR ekspresyon diizeyini
mRNA stabilitesi araciligiyla etkileyebilecegi yoniinde arastirmalar olan ve 3’UTR
bolgesinde birbirine yakin konumlanan rs1544410, rs731236 ve 1s7975232
polimorfizmlerinin, olasi risk/koruyucu faktorler olarak rolii bir¢ok farkli patolojide

arastirilmaktadir.
2.2. Oksidatif Stres

Fonksiyonel bir hiicre ve mikrogevresi normal sartlar altinda
indirgenme/ylikseltgenme (rediiksiyon/oksidasyon; redoks) reaksiyonlari agisindan
indirgenmis bir formda bulunmaktadir. Ancak bazi durumlarda, hiicrenin rediikte
formdan okside forma ge¢mesi bir diger deyisle bu iki durum arasindaki dengenin

bozulmas1 oksidatif strese neden olmaktadir (25). Oksidatif stres, reaktif oksijen ve
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nitrojen tiirleri (ROT ve RNT) basta olmak iizere serbest radikallerde meydana gelen
artis ile bu radikalleri detoksifiye etme gorevine sahip antioksidanlar arasindaki
dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikmakta ve bu durum bircok hiicresel siirecin

fonksiyonunda aksaklik ile sonu¢lanmaktadir (26).
2.2.1. ROT/RNT Kaynaklarn

ROT ve RNT’nin asir1 liretimi; hava kirliligi, sigara dumani, iyonize radyasyon
gibi ekzojen faktorlerin etkisiyle ve hiicresel metabolizmanin dogal isleyisinde iiretilen
serbest radikallere antioksidan sistemlerin yetersiz kaldigi endojen siireclerin bir

sonucu olarak meydana gelmektedir (Sekil 2).

[ ROT/RNT ]
Ekzojen Endojen
Kaynaklar Kaynaklar
. $igara * Elektron transfer zinciri
* lyonize radyasyon * Endoplazmik retikulum
* Ultraviyole 1gini (UVA) * Peroksizomlar
e Agir metaller (demir, * Membrana bagli NADPH oksidaz
bakir, arsenik vb.) ¢ Dual oksidazlar
* Ozon * Lipooksijenarlar
* Hava kirliligi ¢ Siklooksijenazlar
ROOH H,0,
RO ROO
OH- NO,
Antioksidan Savunma 0, ONOO Patogenez
Sistemleri * Kardiyovaskiiler
* Enzimatik (SOD, hastaliklar
CAT, GSH-PX) — ey | * Kanser
* Enzimatik olmayan * Diyabet
(vitaminler, * Norolojik hastaliklar
glutatyon vb.) * Otoimmunite

Sekil 2. ROT/RNT kaynaklari, antioksidan savunma mekanizmalar1 ve oksidatif stres

iliskili hastaliklar (27).
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2.2.1.1. Ekzojen ROT/RNT Uretimi

Hava kirliligi, sigara dumani, iyonize ve ultraviyole (UV) radyasyon, ila¢ veya
toksinler, allerjenler, ozon, pestisit veya insektisit gibi bazi ¢evresel tetikleyicilerin

hiicrede ekzojen ROT/RNT iiretimine sebep oldugu bilinmektedir (28,29).

Demir, bakir, kadmiyum, nikel, kursun ve arsenik gibi agir metallerin Fenton
veya Haber-Weiss tipi reaksiyonlarla veya hiicre i¢i metal iyonlar1 ve benzer etkiye
sahip hiicresel bilesenlerle dogrudan reaksiyona girerek serbest radikal iiretiminde
onemli bir role sahip oldugu bilinmektedir (30). Yapilan ¢alismalarda, kursunun beyin
dokusunda lipit peroksidasyonunu tetikledigi; arsenigin ise nitrik oksit, siiperoksit

anyonu (O,-) gibi serbest radikallerin iretimini arttirirken glutatyon (GSH)

peroksidaz, GSH rediiktaz, GSH transferaz gibi antioksidan enzimleri siilfidril

gruplarina baglanarak inhibe ettigi gdsterilmistir.

Ekzojen ROT/RNT iiretiminin temel sebeplerinden bir digeri olan iyonize

radyasyon, hidroksil radikali, O- ve organik radikalleri hidrojen peroksit (H,O,) ve

organik hidroperoksitlere doniistiirerek ROT/RNT {iretimine katki saglamaktadir. Bu
durumun bir sonucu olarak tiretilen peroksit tiirevleri redoks reaksiyonlar: araciligiyla
hiicresel demir ve bakir gibi metal iyonlar ile reaksiyona girerek ikincil bir oksidatif
aktivite sergilemektedir. Yapilan ¢aligmalarda, fibroblast hiicrelerinin alfa
parcaciklarina maruz kalmasi sonucu hiicre i¢i oksijen konsantrasyonunun ve peroksit
tiirevlerinin {iretiminin artti§1 gosterilmistir (31). UV radyasyon (UV-A) ise,
porfirinler, riboflavin ve NADPH oksidazi (NOX) indiikleyerek oksidatif
reaksiyonlar1 tetiklemekte ve sonu¢ olarak hiicre i¢i GSH diizeyinde azalma ve
beraberinde oksidatif DNA hasarinin temel belirteci olan 8-hidroksideoksi guanozin

konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir (32).
2.2.1.2. Endojen ROT/RNT Uretimi

Mitokondriyal elektron transfer zinciri (ETZ) basta olmak iizere, endoplazmik

retikulum (ER), peroksizomlar, membran NOX enzimleri (6zellikle NOX-4), dual
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oksidaz (duox) kompleksleri ve nitrik oksit sentazin (NOS 1-3) hiicre i¢i ROT/RNT

iiretimine katki saglayan temel faktorler oldugu bilinmektedir.

Bu faktorler arasinda 6zellikle oksijenli solunum ile ATP iiretiminin dnemli bir
basamag1 olan oksidatif fosforilasyon ile seyreden mitokondriyal ETZ, hiicre i¢i ROT
iiretiminin temel kaynagi olarak tanimlanmaktadir. Bir ATP tiretim dongiisiinde, ETZ
boyunca oksidatif fosforilasyona ugrayan elektronlarin yaklasik %0.2-5’inin s1zint1

sonucu molekiiler oksijene aktarilarak O,- iiretimine sebep oldugu ve bu sizintinin

ozellikle kompleks I ve III’teki reaksiyonlar sirasinda meydana geldigi gosterilmistir
(33). Mitokondrinin, hiicre i¢i ROT {iretiminin temel kaynagi olmasinin yani sira bir
ROT reseptorii olarak gorev aldig bildirilmistir. Protein sentezi veya degradasyonu
sirasinda proteinlerde meydana gelen kovalent veya enzimatik degisikliklerin bir dizi
hastaligi oksidatif hasar veya mitokondriyal disfonksiyon yoluyla tetikledigi
bildirilmistir (34). Protein post-translasyonel degisimlerinin mitkondriyal fonksiyonun
diizenlenmesine serbest radikaller veya diger baz1 haberciler yoluyla katki sagladig:

da ifade edilmektedir (34).

Stiperoksit radikalleri, mitokondrideki reaksiyonlar disinda baslica NOX
enzimleri, daha az miktarda ise siklooksijenazlar (COX1-2), ksantin oksidorediiktaz
ve sitokrom p450 gibi bir¢ok metabolik enzimin aktivitelerinin sonucu bir yan iiriin

olarak iiretilmektedir (35). Uretilen O,- radikallerinin anyonik 6zellikleri sebebiyle
lipit hiicre membranindan diflizyonu oldukea yetersizdir. Hiicre iginde biriken O5-,
sirastyla HyO5 ve hidroksil radikaline indirgenir ve daha ileri reaksiyonlarla peroksil

radikalleri ve hipoklorit iyonlarina doniisiir (36,37).

Hiicre i¢ci ROT/RNT iiretiminin bir diger kaynagi ise mikrozom ve
lizozomlardir. Makrofajlar ve notrofiller gibi bazi immiin sistem hiicreleri, NOX
izoformlarinin da gorev aldigi bir dizi oksijen-bagimli mekanizma araciligiyla istilaci

mikroorganizmalar ile savasirken H,O» basta olmak lizere ROT/RNT iiretimine sebep

olmaktadir (38).Ayrica yabanci proteinlerin degrada edilmesi ya da bakteri/viriislerin
ortadan kaldirilmasi siirecinde fagositik hiicrelerde meydana gelen oksidatif patlama

da hiicre ici ROT/RNT konsantrasyonunu arttiran mekanizmalardan biridir.
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Son olarak, baslica hiicre membraninda meydana gelen bazi sinyalizasyon
yolaklarinin da hiicre i¢ci ROT/RNT artisina katki sagladigi ifade edilmistir. Hiicre
membraninda, hormonlar, sitokinler veya biiyiime faktorleri ile PI3K gibi bir dizi
ikincil haberciler aktiflenmekte ve bu haberciler ile iligkili reseptorler araciligiyla

NOX enzimleri aktive olmaktadir (25). NOX aktivasyonu, O, firetimi ile
sonuglanmakta olup, O™ superoksit dismutaz (SOD) enzimi araciligiyla ile H,O,
tiretimine neden olmaktadir. NOX enziminin aktiflenmesine neden olarak artan O, ve
H>O, diizeylerine sebep olan bir diger araci ise ileri glikasyon son iirlinlerinin

reseptoriidiir (receptor for advanced glycation end products; RAGE). Bu reseptoriin
artan ifadesi ve oksidatif stres ile iliskisi diyabet, Alzheimer ve osteoartrit gibi

hastaliklarda bildirilmistir (39).
2.2.2. Oksidatif Makromolekiil Hasari

Metabolik aktiviteler gibi endojen siirecler ya da ekzojen tetikleyiciler sonucu
artan ROT/RNT miktarina karsin antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz
kalmasiyla meydana gelen oksidatif stres, protein, lipit, karbonhidrat ve DNA gibi
hiicrenin tiim yasamsal bilesenlerine hasar verebilmektedir (40,41). Oksidatif
makromolekiil hasar1 olarak tanimlanan bu durumun, kanser, norolojik,
kardiyovaskiiler, otoimmiin ve otoinflamatuvar hastaliklar, sepsis, hepatit, pankreatit,
astim, osteoartrit gibi bir¢ok patoloji ile iliskili oldugu bildirilmektedir (40,42).
Oksidatif hasar, bazi patolojilerde hastalik ile iligkili bir dizi mekanizmanin ka¢inilmaz
bir sonucu olarak ortaya ¢ikarken, diger bazi durumlarda ise patolojiye dogrudan katki

saglayan faktorler olarak rapor edilmektedir.

Biyolojik sistemlerin olduk¢a dnemli bir bileseni olan proteinlerin, ROT/RNT
tarafindan modifikasyona ugratilmasi; yapi, yiik, katlanma, fonksiyon,
hidrofobiklik/hidrofiliklik ve amino asit ve protein kompozisyonunda degisimlere
sebep olmaktadir. Serbest radikaller ile proteinler arasindaki reaksiyonlar; C—H, S—H,
N-H veya O—H baglarindan H atomunun ¢ikarilmasi, elektronca zengin bolgelerden
elektron koparilmas1 ya da aromatik halkalar ve siilfiir gruplar gibi elektronca zengin

merkezlere ekleme yapilmasi olmak {izere baslica {i¢ yolla meydana gelmektedir (43).

14



Bu reaksiyonlar, karbon merkezli radikallerin, thiyl radikalinin, triptofandan (Trp)
olusan indolil radikali gibi azot merkezli radikallerin ve tirozinden (Tyr) olusan
fenoksil radikalleri gibi oksijen merkezli tiirlerin olusumu ile sonuclanmaktadir.
Olusan bu radikallerin O; ile reaksiyonu sonucu disiilfitler, Trp-Trp ve Tyr-Tyr gibi
capraz baglanan iiriinler ve Tyr-Trp gibi capraz olusan dimerler meydana gelmektedir.
Proteinlerin ROT/RNT ile oksidasyonu sonucu yaygin olarak olusan ve bircok
patolojide incelenen bazi oksidatif hasar {iriinleri; sistein kdkenli siilfinik ve siilfonik
asit, metiyonin kokenli siilfoksit ve siilfon, tirozin kokenli 3,4 dihidroksi fenilalanin
(DOPA), triptofan kokenli 6-nitroTrp ve hidroksi-Trp ve histidin kdkenli 2-
okzoihistidin ve 4-hidroksi-2-okzohistidindir (44).

Oksidatif stres, monosakkarit ve polisakkarit yapidaki karbonhidratlarin da
hasarina neden olmaktadir. Artan ROT/RNT, monosakkaritlerin degrade olarak
karbon iskeletlerine fragmentasyonunu indiiklemektedir. Aerobik kosullar altinda
karbon merkezli radikaller peroksil gruplarini aktarmak i¢in ti¢ farkli yol izlemektedir.
Birinci yolakta, peroksil radikali ile reaksiyona giren glukoz molekiilii, hidroperoksil
grubunun (OOH) kaybi ile reaktif bir karbonil bilesigi olan glukozona doniismektedir
(45). Ikinci yolakta D-2-deoksiriboz gibi bir monosakkaritin hidroperoksit ile
reaksiyona girmesinin akabinde halka genislemesi ve ardindan hidrolitik boliinme
(Criegee yeniden diizenlemesi) yoluyla veya Fe?' iyonu ile alkoksil radikaline
indirgenip B fragmentasyona ugramastyla oksidasyonu s6z konusudur (46). Ugiincii
yolak ise nadiren ger¢eklestiginden daha dnemsiz sayilmakla birlikte hem homolitik
hem de heterolitik yollarla ayrisabilen, oldukg¢a reaktif tiirler olan tetroksitlerin
olustugu dimerizasyon mekanizmalarini i¢cermektedir (47). Hidroksil radikalinin
merkezde oldugu bu yolaklarin yani sira siiperoksit anyonu ve peroksinitrit gibi
ROT/RNT’lerin de oksidasyon yoluyla monosakkarit degradasyonuna neden oldugu
bilinmektedir. Tlim bu mekanizmalar aracilifiyla meydana gelen baz1 monosakkarit
oksidasyon irlinleri; glioksilik asit, glioksal ve 3-deoksi glukozondur (47).
Monosakkaritlerin yani sira, hiyaluronik asit gibi polisakkarit formundaki bazi
karbonhidratlar da OH™ ve H>O; araciligiyla oksidasyona ugramakta ve hiyaluronik

asidin yap1 taslar1 olan N-asetilglikozamin ve glukuronik asidin oksidasyonuyla mezo-
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tartarik asit, arabinarik asit ve glutarik asit gibi oksitlenme {riinleri meydana

gelmektedir (48).

Artan ROT/RNT konsantrasyonu, fonksiyonel bir hiicrenin 6nemli
bilesenlerinden biri olan lipitlerin peroksidasyonuna neden olmaktadir. Lipit
peroksidasyonu, baslica OH" ve OOH radikallerin karbon-karbon ¢ift bagi iceren
ozellikle ¢coklu doymamis yag asitleri gibi lipit molekiilleri ile reaksiyona girerek bir
karbondan hidrojen c¢ikarilmasint ve oksijen eklenmesini igeren, lipit peroksil
radikalleri veya hidroperoksitlerin {iretimi ile sonuglanan bir siiregtir (49). Lipit
peroksidasyonunun en iyi bilinen hedefleri; glikolipitler, fosfolipitler ve kolesterol
olmakla birlikte onarim kapasitesini asan lipit hasarinin hiicrenin apoptoz/nekroz gibi
programli 6liimiine sebep olmakta ve molekiiler hasar bir¢ok patoloji ve hizli yaslanma
ile iligkilendirilmektedir (50). Ayrica lipit peroksidasyonunun hiicre membrani {izerine
hiicre biitiinliigiinii bozacak yonde etkileri oldugu da bilinmektedir (51,52). Lipit
peroksidasyonunun baglama basamaginda; OH" gibi bir prooksidan, allilik hidrojeni
kopararak karbon merkezli lipit radikalini olusturmaktadir. Ilerme basamaginda ise,
lipit radikali oksijen ile reaksiyona girerek lipit peroksi radikalini olusturmakta ve bu
radikal ileri reaksiyonlarda baska bir lipit molekiiliinden hidrojen kopararak zincirleme
reaksiyon ile yeni bir lipit radikali ve lipit hidroperoksit meydana getirmektedir. Lipit
peroksidasyonu bir kez bagladiginda, ortamda yeterince antioksidan molekiil
bulununcaya kadar zincirleme reaksiyon seklinde devam etmektedir. Lipit
peroksidasyonunun baglica iriinleri lipit hidroperoksitlerdir. Lipit peroksidasyonu
sirasinda ikincil liriinler olarak ortaya ¢ikan aldehitler arasinda malondialdehit (MDA),
propanal, hekzanal ve 4-hidroksinonenal (4-HNE) ise en iyi bilinen lipit peroksidasyon
iriinlerindendir. Bu iirlinlerin yani sira, arasidonik asidin serbest radikaller ile
enzimatik olmayan reaksiyonlar1 sonucu meydana gelen prostaglandin benzeri
molekiiller olarak tanimlanan izoprostanlar da lipit peroksidasyonunun 6zgiin ve stabil

belirtecleri olarak tanimlanmaktadir.

Oksidatif stresin, fonksiyonel bir hiicrenin énemli bilesenleri olan proteinler,

karbonhidratlar ve lipitlere verdigi hasarin yani sira, hiicrenin genetik materyali olan
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ve barindirdig: sitotoksik ve mutajenik potansiyel sebebiyle ayrica 6nem arz eden

DNA hasarina da neden oldugu bilinmektedir.
2.2.2.1. Oksidatif DNA Hasari

DNA hasari, endojen ve ekzojen olarak gruplandirilan birgcok mekanizma sonucu
meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar arasinda oksidatif DNA hasari, endojen
faktorlerin basinda yer almakta ve bircok patolojide 6nemi olan hasarli DNA
iirlinlerinin olugsumuna sebep olmaktadir (53,54). Oksidatif DNA hasari, baslica OH
olmak lizere ROT/RNT’nin DNA yapisinda yer alan deoksiriboz sekeri veya piirin ve
pirimidin bazlar ile reaksiyona girmesi ile meydana gelmektedir. Bu reaksiyonlar,
yapida bulunan metil grubundan (CH3) ya da deoksiribozun C-H iskeletinden bir
hidrojen grubunun koparilmast veya yapiya ¢ift baglarin eklenmesi ile
sonuglanmaktadir. Serbest radikaller, siklikla elektron yogunlugu yiiksek olan
bolgelere atak yapma egiliminde olup guanin ve adenin bazlari DNA’nin maruz
kaldig1 oksidatif reaksiyonlarda 6zellikle 6nem tagimaktadir. Oksidatif DNA hasari;
baz hasari, seker hasari, niikleozid hasari, tandem lezyonlar, DNA-protein ¢apraz
baglanmalari, abazik bolgelerin olusmasi ve DNA tek ve ¢ift zincir kiriklar: gibi farkl
mekanizmalarla olugsmaktadir (55). Oksidatif DNA hasari irlinleri arasinda 8-hidroksi-
2’-deoksiguanozin (8-OH-dQG), en sik meydana gelen ve kanser basta olmak tizere
bircok patoloji ile iligkilendirildiginden altin standart olarak tanimlanan niikleozid
hasart iirtiniidiir. 8,5-siklo-2’-deoksiadenozinler ise DNA yapisindaki hem baz hem de
sekerin ayni anda hasar gordiigii “tandem lezyonlar” oldugundan ayrica Onem

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

DNA yapisindaki guanin bazinin sekizinci karbonu ile OH- radikalinin
reaksiyona girmesi sonucu C8-hidroksiguanin (8-OHGua) meydana gelmektedir.
Daha ileri reaksiyonda, 8-OHGua’dan bir elektron koparilmasi ile deoksiriboz
sekerinin de yapida bulundugu niikleozid formu olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-
OH-dG) olusmaktadir (Sekil 3). 8-okzo-7-hidro-2’-deoksiguanozin (8-0xo-dG) ise, 8-

OH-dG’nin keto-enol tautomerizasyonu sonucu meydana gelmekte olup bu iki
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molekiil biyolojik sistemlerde hizlica birbirine doniisebilmekte ve bilimsel literatiirde
ayni bilesigin sinonimi olarak kullanilmaktadir. DNA’da bulunan diger bazlarin da
OH radikali ile reaksiyonu sonucu bir takim hasar iiriinleri olugsmaktadir. Ancak, 8-
OH-dG en yaygin DNA hasar1 lezyonu olmasi ve mutajenik etkileri nedeniyle kanser
basta olmak iizere kardiyovaskiiler, metabolik, otoimmiin ve otoinflamatuvar
hastaliklarla iligkilendirilmis olup DNA hasarmmin altin  belirteci olarak
tanimlanmaktadir (56). 8-OH-dG’nin mutajenik potansiyeli, baz eslesmesi siirecinde
spesifite kaybi, bitisik pirimidinlerin yanlis okunmasi veya bu lezyonun karsisina
adenin eklenmesi olarak bildirilmektedir (57). 8-OH-dG lezyonu sebebiyle meydana
gelen en yaygin mutasyon ise GC = TA transversiyonudur (58,59).
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Sekil 3. 8-OH-dG olusum mekanizmasi (60)
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8-OH-dG lezyonu, doku ornekleri, idrar, lokosit DNA’s1 gibi biyolojik
materyallerden immiinoassay tabanli metotlar (ELISA veya immiinohistokimya gibi),
tek hiicre jel elektroforezi (comet assay) veya kromatografi ve kiitle spektrometri
temelli yontemler ile tespit edilebilmektedir (Valavanidis). Avrupa Oksidatif DNA
Hasar1 Standartlar Komitesi (European Standards Committee of Oxidative DNA
Damage; ESCODD) kromatografi ve kiitle spektrometri temelli yontemleri
kargilagtirmis ve 8-OH-dG lezyonunun hassas kantitasyonu i¢in sivi kromatografi
siralt  kiitle spektrometri (LC-MS/MS) yonteminin yiiksek performansli sivi
kromatografi (HPLC) ve gaz kromatografi kiitle spektrometri (GC-MS) yontemlerine
gore daha giivenilir oldugunu; hassasiyet ve kesinligin optimal degerlere ulagtigini
bildirerek, 8-OH-dG lezyonunun analizi i¢in LC-MS/MS teknigini referans metot
olarak belirlemistir (61).

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

DNA yapisinda bulunan sekerin besinci karbonu ile OH radikalinin reaksiyona
girmesi ile olusan C5” merkezli seker radikali adenozinin piirin halkasinin sekizinci
pozisyondaki karbon atomuna atak yapmakta ve bu atak sonucu meydana gelen N7
merkezli radikalin oksidasyonu C5’ ve C8 pozisyonlar1 arasinda bir kovalent bag
olusumu ile siklizasyona yol agmaktadir (Sekil 4). Bu mekanizma, piirin halkasinin C8
karbonunun radikal attaklara kars1 oldukg¢a reaktif oldugunun gosterilmesi, ayrica
poliadenilik  asitte (poliA) 8,5-siklo-adenozinin (cA) olusumu ve 2’-
deoksiadenozinden 8,5-siklo-deoksiadenozinlerin (cdA) formasyonunun kanitlanmasi
ile dogrulanmistir (62,63). Bu yolakta DNA yapisinda bulunan piirin bazinin ve
deoksiriboz sekerinin es zamanli hasar1 s6z konusu oldugundan bu hasarlar “tandem
lezyonlar” olarak adlandirilmaktadir. C5°-C8 siklizasyonu stereospesifik bir dogada
olup biyolojik sistemlerde cdA hasar iiriini R- veya S- enantiyomeri formunda
bulunabilmektedir. Substrat, deneysel kosullar, DNA konformasyonu, niikleozidlerin
supramolekiiler organizasyonu gibi faktdrlerin R- ve S- enantiyomerlerinin oranini
etkiledigi bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda, tek zincirli DNA’da (ss-DNA) R-
enantiyomerinin S- formunu domine ettigi bildirilirken; ¢ift zincirli DNA’da (ds-

DNA) bu durumun S- enantiyomeri lehine tersine dondiigii ifade edilmektedir (64).
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8,5-siklo-deoksiadenozinlerin,  transkripsiyon  faktorlerini  bloklayarak  gen
ekspresyonunu inhibe edebildigi ve DNA polimeraz & da dahil olmak {izere DNA
polimeraz enzimlerini de engelleyebildigi gdsterilmistir (65—67). Ayrica, insan RNA
polimeraz-II enziminin 8,5-siklo-deoksiadenozinler gibi heliks distorsiyonuna neden
olan lezyonlar1 by-pass etmesinin transkripsiyonel mutageneze yol agtig
bildirilmektedir. Bu durumun bir sonucu olarak 6zellikle S-cdA bir sonraki niikleotidin
5’ ucundaki adenozin ile yanlis eslesmekte ve ¢oklu niikleotid delesyonlart meydana
gelmektedir (68). Tiim bu biyolojik etkileri géz oniine alindiginda, S-cdA ve R-
cdA’nin kanser ve yaslanma basta olmak iizere bazi kronik kompleks hastaliklarda

onemli bir role sahip oldugu ifade edilmektedir (69).
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Sekil 4. 8,5-siklo-deoksiadenozinlerin olusum mekanizmasi (70)

8,5-siklo-deoksiadenozinlerin biyolojik materyallerden analizi GC-MS ve LC-
MS/MS gibi kiitle spektrometri temelli yontemlerle miimkiin olmaktadir. S- ve R-cdA,
endoniikleaz, ekzoniikleaz ve alkalen fosfotaz enzimlerinin karisimi ile diniikleotid,
oligoniikleotid ve DNA’dan ayrilarak ve stabil izotop isaretli internal standartlar
kullanilarak GC-MS ya da LC-MS/MS yontemleri ile analiz edilebilmektedir. 8,5-
siklo-deoksiadenozinlerin kromatografik ve kiitle spektrometrik davraniglarinin
belirlenmesi ve analitik metotlarin gelistirilmesi bu lezyonlarin tanimlanmasi ve

hassas kantitasyonunu miimkiin kilmakla birlikte LC-MS/MS yonteminin DNA’da
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bulunan S-cdA ve R-cdA’nin hem kalitatif hem de kantitatif analizi i¢in giivenilir ve

saglam bir teknik oldugu vurgulanmaktadir (70).
2.3. D Vitamini: Oksidatif Stres ve Immiin Regiilasyondaki Rolii
2.3.1. D vitamini ve Oksidatif Stres

Normal kosullar altinda reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna sebebiyet veren
reaksiyonlar geri doniisiimlii olup yiikseltgenmis aktif bir protein islevini yerine
getirdikten sonra yeniden indirgenerek inaktif formuna geri doénmektedir. D
vitamininin bu siiregte, baslica klotho ve niikleer faktor eritroid 2 iliskili faktor 2 (nrf-
2) gibi transkripsiyon faktorlerinin araciligiyla antioksidan genlerin ifadesini
diizenlemekte ve bu sayede ROT iiretimine sebep olan sinyalizasyon siireclerinde
olusan oksidatif degisiklikleri geri doniistiirerek ya da dogrudan ROT’larin
detoksifikasyonunu saglayarak oksidatif stresi indirgemede rol oynamaktadir (25). D
vitamini, gama glutamil transpeptidaz (GGT) gen ekspresyonunu arttirarak baglica
redoks tamponu olarak tanimlanan giiclii bir antioksidan olan glutatyon (GSH)
sentezini arttirmakta; artan GSH diizeyi ile dolayli olarak ROT iiretiminin temel
kaynaklarindan biri olan NOX ifadesini ise azaltmaktadir (71). Bunun yani sira, D
vitamininin glutatyon rediiktaz, glutamat sistein ligaz ve glikoz 6 fosfat dehidrojenaz
gibi antioksidan enzimlerin sentezini genleri regiile ederek arttirmakta, ayrica

glutatyon peroksidaz enziminin ekspresyonunu arttirarak H>O, ‘in suya doniistimiinii
saglamakta ve bu sayede gii¢lii bir ROT olan H,O5 ‘in detoksifikasyonunda 6nemli bir

rol oynamaktadir (15,72).

D vitamininin antioksidan olarak tanimlanmasini saglayan bir diger mekanizma
ise hiicre i¢i Ca®" homeostazindaki roliidiir. Hiicre i¢inde kontrolsiiz bir sekilde artarak
mitokondride de birikime neden olan Ca?'mitokondriyel metabolizmayi etkilemekte

ve sonug olarak artan O,- ve H»O, sentezine neden olmaktadir (25). Bunun
sonucunda mitokondride artan O,- konsantrasyonu sebebiyle mitokondriyel

permeabilite gecis porlar1 agilmakta ve bu durum mitokondriye daha fazla Ca®*
girisine sebep olarak kisir bir dongii baslatmaktadir. Artan hiicre i¢i Ca?*

konsantrasyonu, ROT {iretiminin yani sira RNT iiretimini de tetiklemektedir. Artan
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Ca®" diizeyi, nitrik oksit (NO) konsantrasyonunun artigina sebep olurken, bu siire¢
peroksinitrit (ONOO-) iiretimi ile de sonuglanabilmektedir. Hiicre i¢inde Ca**
konsantrasyonunun kronik artisina bagl olan tim bu siiregte D vitamini, Ca**
konsantrasyonunu azaltmak amaciyla hiicre disina bu iyonu pompalamak ile gorevli
sodyum/kalsiyum degistiricisi (NCX) ve plazma membrani Ca** ATPaz (PMCA)
enzimlerinin ekspresyonunu arttirmaktadir (73—76). Bunun yani sira D vitamini, hiicre
i¢ine daha fazla Ca?" girigini engellemek amaciyla L tipi Ca?" kanallarmin ifadesini
ise azaltmaktadir. Ayrica D vitamininin, hiicre i¢inde artan Ca?* konsantrasyonunu
tamponlayabilen kalsiyum baglayici proteinler olan parvalbiimin, kalbindin D-9 k ve

kalbindin D-28 k proteinlerinin de sentezini arttirdig1 bilinmektedir (73-76).
2.3.2. D Vitamini ve Immiin Regiilasyon

D vitamininin oksidatif stresin indirgenmesi siirecinde antioksidan bir molekiil
olarak onemli bir rol oynamasinin yani sira hem dogal hem edinsel bagisikligin
diizenlenmesinde de gorev aldigi bilinmektedir. Notrofil, T lenfosit, makrofaj ve
dendritik hiicreler gibi immiin sistem hiicrelerinde VDR ifadesinin tespit edilmesi ve
VDR ekspresyonunun aktive olmus inflamatuvar hiicrelerde artisinin gosterilmesi, D
vitamininin immiin sistemin kontroliindeki 6nemini ortaya ¢ikarmigtir (77,78). Bunun
yani sira, Onceleri sadece bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde eksprese oldugu
diisiiniillen CYP27B1 geninin de bir¢ok immiin sistem hiicresinde ifade olarak
25(OH)D3-1a hidroksilaz enzim sentezini sagladigi; bu sayede inaktif formdaki D
vitamininin (25(OH)D3) immiin sistem hiicrelerinde de aktif forma (1,25(OH)2D3)
doniistiiriilebildigi gosterilmigtir (79—-81).

D vitamininin immiin sistem regiilasyonundaki rolii dogal immiin sistemin ve
edinsel immiin sistemin kontrolii olarak irdelenebilmektedir. D vitamininin dogal
immiin sistem iizerindeki etkisi ilk olarak 1849 yilinda kolekalsiferol a¢isindan zengin
bir kaynak olan balik yaginin kullanimu ile tiiberkiiloz tedavisinin basariya ulagtiginin
rapor edilmesi ile gosterilmistir (82). Bu calisma, mycobacterium tuberculosis ile
enfekte edilmis olan monosit hiicre hatti kullanilarak gerceklestirilmis olan ve
25(0OH)D3 ile 1,25(0OH)2D3 arasindaki direkt iliskiyi gosteren bir diger ¢alisma ile

desteklenmistir (83). Monosit ve makrofajlar gibi dogal immiinitede gorevli hiicrelerin
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TLR eksprese ettigi ve dogal immiin yanitin TLR aracili bagladigi bilinmektedir.
Yapilan bazi ¢aligmalarda D vitamininin TLR’ler aracili§iyla makrofaj farklilasmasini
ve mikrosidal etkiyi arttirarak dogal immiin yanit: tetikledigi gosterilmistir (14). insan
keratinositlerinde timor nekroz faktor (TNF) gibi sitokinlerin TLR’lere baglanmasi ile
CYP27BI geninin ekspresyonunun arttig1 ve bu sayede inaktif formdaki D vitamininin
aktiflenerek islev gordiugii bildirilmistir. Ayrica, monosit/makrofajlardaki TLR 2/1
heterodimer yapisinin mycobacterium tuberculosis ile uyarimi, CYP27B1 geninin
aktivasyonunun yani sira bu hiicrelerde VDR gen ekspresyonunu da arttirmaktadir
(14). D vitamininin TLR’lerin yan1 sira dogal immiin sistemdeki roliiniin bir diger
aracist da katelisidinlerdir.  Katelisidinler, polimorfoniikleer ldkositlerde,
monosit/makrofajlarda 6zellikle lizozom organelinde ekspresyonu bulunan ve
enfeksiyonlara kars1 dogal savunmada 6nemli bir role sahip olan antimikrobiyal bir
peptit ailesi olarak tanimlanmaktadir. Aktif D vitamininin VDR’ye baglanmasi ile
baslayan genomik yolak aracilifiyla, transkripsiyon faktorii gibi davranan bu

ligand/reseptor kompleksinin katelisidinlerin sentezini arttig1 gosterilmistir (84—86).

D vitamini edinsel immiin sistemin regiilasyonunda ise T ve B lenfositlerin
farklilagma ve aktivasyon siireglerine etki ederek gorev almaktadir. Aktif D
vitamininin sitotoksik T lenfositler olarak tanimlanan CD8+ T lenfositlerin asiri
aktivasyonunu onlemekte ve ayrica bu hiicrelerden de TNF-a ve IFN-y salinimini da
azaltarak uyarimi kontrol altina almaktadir (87,88). Benzer sekilde, edinsel immiin
yanitin alevlenmesine neden olan CD4+ pozitif yardimci T lenfositlerin bir alt grubu
olan Th17 hiicrelerinde de IL-17F ve IL-17A gibi proinflamatuvar olarak tanimlanan
sitokinlerin salinimint azaltmakta ve bu sayede Thl7 hiicre aktivasyonunu
siirlamaktadir (89,90). T lenfositlerin aktivasyon siirecindeki etkilerinin yani sira,
aktif D vitamininin T lenfositlerin farklilagma siirecinde de rol oynadigi gosterilmistir.
1,25(0OH)2D3’tin, Th17 hiicre farklilasmasini indiikleyen sitokinler, C-C motifli
kemokin reseptorii-6 (CCR6) gibi transkripsiyon faktorlerini baskilayarak Th17 hiicre
profiline farklilasma siirecini inhibe ettigi bildirilmistir (91,92). Bunun yani sira aktif
D vitamini, 6zellikle otoimmiin hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir rola sahip
oldugu bilinen Thl hiicre profiline farklilasmay1 azaltip bu hiicrelerden IFN-y

salmimin1 inhibe ederken, Th2 hiicre grubuna farklilasmay1 indiikleyerek immiin
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yanitin alevlenmesini engelleyen IL-4 salinimini tetikledigi gosterilmistir (93,94). D
vitamininin, edinsel immiin sistemin regiilasyonunda 6nemli bir role sahip olan
regiilator T lenfositlere (Treg) farklilasmay: indiikleyerek alevlenen immiin yaniti
baskilama yoniinde bir etkiye sahip oldugu da bilinmektedir (6). Edinsel immiin
sistemin bir diger dnemli hiicre grubu olan B lenfositlerin ise, D vitamini uygulamasi
ile proliferasyon siiregleri inhibe olurken apoptoz mekanizmalar tetiklenmektedir
(95). Ayrica, edinsel immiin yanitin baglamasi i¢in 6nemli bir role sahip olan dendritik
hiicrelerde TNF-a ve IL-12 gibi inflamasyonu tetikleyici sitokinlerin salinimini inhibe
ederken, inflamasyonu baskilayan TGF-f ve IL-10 gibi sitokinlerin saliimin
arttirmaktadir (6). Benzer sekilde makrofajlarda da bir dizi proinflamatuvar
sitokinlerin (IL-6, IL-1p, RANKL, TNF-a, COX-2) sentez ve salinimini inhibe
ederken antiinflamatuvar sitokinlerin (IL-10) sentezini arttirdigi bildirilmistir (6).
Otoimmiin hastaliklarda immiin yanitin alevlenmesi ile iligkilendirilen M1 makrofaj
hiicre profiline farklilasmanin D vitamini tarafindan azaltilarak, M2 fenotipine
farklilagmanin indiiklendigi de rapor edilen bulgular arasindadir (96-98). Otoimmiin
hastaliklar, inflamasyonu tetikleyen T hiicre alt gruplart ve otoantikor iireten B
lenfositler ile karakterize oldugundan, bu hiicrelerin asir1 aktivasyonunu engelleme ve
alevlenen edinsel immiin yaniti1 baskilama etkileri bulunan D vitamininin otoimmiin
ve otoinflamatuvar olarak tanimlanan hastalik gruplar i¢in rutin tedaviye katki

saglayan gii¢lii bir ajan olarak kullanim potansiyeli mevcuttur.

D vitamininin gerek immiin sistem homeostazindaki yadsinamaz etkileri gerekse
antioksidan etkilere sahip bir molekiil olarak oksidatif stresi indirgeyici rolii
diisiiniildiigiinde, patogenezlerinde birbirini tetikleyen ve kisir dongii seklinde devam
eden inflamasyon ve oksidatif stresin olduk¢a Onemli rollere sahip oldugu
otoinflamatuvar ve otoimmiin hastalik gruplarinda D vitamininin ve iligkili klinik

uygulamalarin ayri bir 6neme sahip oldugu bilinmektedir (99—-101).
2.4. Sistemik Skleroz’a Genel Bakis

Sistemik skleroz (SS, skleroderma) derinin sinirli veya yaygin fibrozu ile
karakterize; daha ileri vakalarda kalp, akciger, eklem, gastrointestinal sistem (GIS)

gibi i¢ organlarin tutulumu ile seyreden kronik ve nadir bir otoimmiin hastaliktir.
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Sklerodermanin prevalans ve insidansini belirlemeye yonelik caligmalar, hastaligin
klinik heterojenite barindirmasi ve klinik tablonun degiskenlik gdstermesi nedeniyle
oldukc¢a az sayidadir (102). Ancak yapilan son ¢alismalarda skleroderma prevalansi
30-300/milyon olarak belirlenirken; insidansi 0,2-2,2/milyon olarak ifade edilmistir
(103). Ulkemizden ise SS prevalansimi belirlemeye yonelik sadece bir ¢alisma
gerceklestirilmis olup, prevalans 220/milyon olarak rapor edilmistir (104).
Skleroderma siklikla kadinlarda goriilmekte, gen¢ kadinlari da tutabilmekte ve
birtakim fiziksel degisikliklere neden oldugundan psikolojik problemleri de
beraberinde getirmektedir (4). Bunun yam sira, ciltte meydana gelen fibrozun
morbiditeyi; hastaligin daha ileri siireglerinde akciger, kalp gibi 6énemli i¢ organlarin

tutulumunun ise mortaliteyi etkiledigi bilinmektedir (4).

Sklerodermanin patogenezini aydinlatmaya ve olasi risk faktorlerini belirlemeye
yonelik ¢ok sayida ¢alisma olup; hastaligin mekanizmalarinin olduk¢a kompleks
olmasi sebebiyle patogenez heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Ancak, basta
fibroblastlar ve asir1 kollajen iiretimi ile karakterize bir slire¢ olmak tizere, endotel
hiicreleri ve monosit/makrofajlar, B ve T lenfositler gibi immiin hiicrelerin de dahil
oldugu anomali iceren mekanizmalar ortaya konulmustur (105). Skleroderma
patogenezi i¢in yaygin olarak kabul gdren iic basamakli hipotez sirasiyla; endotel
hiicrelerinin fonksiyonlarinda meydana gelen aksakliklar, monosit, T ve B lenfosit gibi
immiin sistem hiicrelerinin aktivasyonuna bagli olarak bir dizi biiylime faktorii ve
sitokinin asir1 iiretimi ve son olarak deride ve daha ileri vakalarda ¢oklu i¢ organlarda
meydana gelen progresif fibrotik siireci icermektedir (106). Bu siirecin ilk basamagi
olarak kabul edilen endotel hiicre fonksiyonunda meydana gelen aksakliklar ve
vaskiiler hasarin skleroderma hastalarinda yiiksekligi gosterilmis olan anti-endotel
hiicre antikorunun (anti-endothelial cell antibody; AECA) etkileriyle bagladigi ve
trombin ve endotelin-1 gibi birtakim vazokonstriktorlerin salinimi ile fibroblast
proliferasyonunda artis ve fibrotik siirecin temeli olan fibroblastlarin
miyofibroblastlara farklilasmasi ile sonug¢landigi bilinmektedir (107,108). Siirecin
ikinci basamagi olarak tanimlanan immiin hiicrelerin aktivasyonu ise, makrofaj, B ve
T lenfositleri igermekte olup O6zellikle M2 makrofaj ve Th2 hiicre fenotiplerine

farklilagsma ile karakterizedir. TGF-f, fibrotik siireci tetikleyen ana faktor olarak
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tanimlanmakta olup, IL-8, IL-6, IL-5, IL-4, IL-13, monosit kemoatraktan protein-1 ve
makrofaj inflamatuvar protein 1-a gibi proinflamatuvar ve profibrotik gibi bir dizi
sitokin ve mediyatorlerin artan sentez ve salinimi gergeklesmektedir (103,109,110).
Tiim bu hiicre farklilagmas1 ve sitokinler, fibroblast ¢ogalmasini ve fibroblast-
miyofibroblast farklilagsmasini tetikleyerek fibrotik siirece katki saglamaktadir (103).
Bu siirecin yani sira B lenfositler, AECA ve anti-fibroblast antikor (AFA) gibi
otoantikorlar1 iireterek endotel bozulmasi, vaskiiler disfonksiyon ve akciger
fibroblastlarnin aktivasyonu ile IL-6, IL-1a ve IL-1f gibi inflamatuvar sitokinlerin
salimimina neden olmaktadir (111). Fibroblastlarin aktivasyonu ve miyofibroblastlara
farklilagmasi ile seyreden bu siirecler, miyofibroblastlarin basta kollajen olmak iizere
bir dizi ekstraselliiler matriks proteinlerini asir1 iiretmesi ile sonuglanmaktadir
(112,113). Bu durumun kaginilmaz bir sonucu olarak ise deride ve daha ileri vakalarda

i¢ organlarda progresif bir fibroz meydana gelmektedir.
2.4.1. Sistemik Skleroz ve Oksidatif Stres

Sistemik sklerozu da igeren fibrotik hastaliklarda inflamatuvar siireglerin de
etkisiyle artan reaktif oksijen/nitrojen tiirleri ve yetersiz kalan antioksidanlar
sonucunda oksidatif stresin meydana geldigi; bu durumun fibroproliferatif vaskiilopati
ve fibrozis mekanizmalart iligkili oldugu gosterilmistir (114,115). Hidroksil radikali,
stiperoksit anyonu, hipoklorik asit ve peroksinitrit gibi ROT ve RNT’lerin artist
birbirini destekleyen dogiiler seklinde profibrotik ve proinflamatuvar mediyatorlerin
(TGF- B ve platelet kokenli biliylime faktorii; PDGF gibi) uyarilmasina ve
fibroblastlarin aktivasyonu ve proliferasyonuna neden olmaktadir. Bu siirecin bir
sonucu olarak tip 1 kollajen sentezinin artisiyla fibroz ve vaskiiler disfonksiyon
indiiklenmektedir (26). Giincel bir meta-analiz ¢alismasinda, skleroderma hastalarinin
biyolojik ornekleri ile gerceklestirilmis olan klinik ¢aligsmalarin sonucu derlenmis ve
sklerodermada nitrik oksit, hidroperoksit (ROOH), malondialdehit (MDA), asimetrik
dimetilarjinin (ADMA) gibi oksidatif stres belirte¢lerinin saglikli kontrol grubuna gore
anlamli oranda yliksek seyrettigi gosterilmistir (116). Ayn1 meta-analiz ¢aligmasinda,
sklerodermada sodyum dismutaz (SOD) ve C vitamini gibi antioksidatif etkisi olan

molekiillerin ise anlamli oranda diisiik oldugu belirtilmistir (116). Sklerodermada
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artan oksidatif stresin giicli kanitlarla gosterilmesi ile hastaligin patogenezinde
oksidatif stresin roliinii irdeleyen ¢aligsmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢aligsmalar sonucu
en kabul goéren hipotez NADPH oksidaz-4 (NOX-4) aracili yolak olup; NOX-4’ilin
dokuda fibrotik siirecin baslamasi1 ve progresyonu i¢in énemli bir role sahip oldugu
gosterilmistir (117). Birbirinden bagimsiz ¢alismalarda, sklerodermada TGF-f basta
olmak iizere endotelin-1, anjiyotensin-2, PDGF gibi inflamasyonu ve fibrozu
indiikleyen mediyatorlerin oksidatif stresin en temel tetikleyicilerinden biri olan NOX
ailesi NOX-4 {iyesinin ifadesini etkiledigi belirtilmistir (118-121). NOX ailesi
iiyelerinden yalnizca NOX-4 aktive olma siirecinde herhangi bir kofaktore ihtiyag
duymamakta olup, artan TGF-B konsantrasyonu ile NOX-4 ifadesindeki artigin
dogrudan NOX-4 aracilt ROT ve RNT iiretimine neden oldugu bilinmektedir (117).
ROT ve RNT miktarindaki artis, fibrotik siirece ve bu siirecin progresyonuna neden
olan otokrin ve parakrin ve bir kaskadi baslatmaktadir (117). Sklerodermada
konsantrasyonu artan TGF-B, TGF-f ile iligkili sinyalizasyon yolaklarin1 tetikleyerek,
fibroblastlarin aktiflesmesine ve miyofibroblast fenotipine, endotel hiicrelerinin ise
mezenkim hiicrelerine farklilagmasina sebep olmaktadir (117). Bunun yani1 sira TGF-
B, fosfataz ve tensin homolugu (phosphatase and tensin homologue; PTEN), kaveolin-
1 (cav-1) gibi molekiillerin ve matriks metalloproteinazlar (matrix metalloproteinases;
MMPs) gibi hiicre dis1 matriksi degrade eden birtakim enzimlerin ekspresyonunu
inhibe etmektedir (122). Bu molekiiller arasinda PTEN ve cav-1, fibrotik siireci
indiiklemesinin yani sira hiicre yaslanma mekanizmalarint da indiiklemektedir (117).
Hiicre yaslanma mekanizmalarinin uyarilmasi, dokuda fibroza sebep olan ve ROT
aracilt baslayip siirdiiriilen en 6nemli yolaklardan biri olarak kabul gdrmektedir
(117,123). Uyarilan bu yaslanma yolaklarinda, hiicrede molekiiler ve yapisal bir dizi
degisiklik meydana gelmekte ve hiicre “yaslanma iliskili salg1 fenotipine (Senescence-
associated secretory phenotype; SASP)” farklilasmaktadir (123). Bu fenotipe gecen
hiicrelerde, IL-1f, IL-1a, IL-13, IL-8, IL-7, IL-6, graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF) gibi sitokinler;
CXCL-5, CCL-5 ve CXCL-6 gibi kemokinler; bazi MMP’ler (MMP-3, MMP-10,
MMP-1) ve biiylime faktorleri (HGF, PLGF, IGFBP-2, IGFBP-5, IGFBP-4) gibi
inflamasyonu ve fibrotik siireci tetikleyen mediyatdrlerin normal bir hiicre fenotipine

gore sentez ve salinimi neredeyse iki kata kadar artmaktadir (123). Sentez ve salinimi
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artan bu mediyatdrlerin, monositler, endotel hiicreleri ve fibroblastlar gibi hiicreler
tizerinde etkisi oldugundan skleroderma patogenezi ve fibrotik siire¢ ile
iliskilendirilmekte olup, fibroblast aktivasyonu ve miyofibroblast farklilagmasina
sebep oldugu bilinmektedir (117). Aktive olan miyofibroblast hiicreleri ise, hiicre dis1
matriks bilesenlerinin sentezini arttirmakta ve MMPs ve hiicre dis1 matriksi degrade
eden proteazlarin ifadesini azaltmaktadir (117). Mikrovaskiiler alanlarda, SASP
fenotipine gecis yapan hiicrelere komsu olan endotel hiicreleri de mezenkimal
transdiferansiyasyon ile aktive miyofibroblast hiicrelerine farklilagmaktadir. SASP
fenotipinde sentezi artan kemokin ve sitokinler monosit hiicelerini de etkileyerek
makrofajlarin fibrotik siireci indiikleyen M2 fenotipine farklilagmasini tetiklemekte ve
ilgili dokuda kronik inflamatuvar infiltrat olusumuna neden olmaktadir (117). M2
fenotipindeki makrofaj kronik inflamatuvar siiregte, profibrotik sitokinlerin ve
mediyatorlerin salinimina sebep olarak hiicre dist matriks tiretimini, fibroblast-
miyofibroblast farklilagsmasini arttirmakta olup, endotel hiicrelerinin mezenkimal
transdiferansiyasyonunu indiiklemektedir. Ayrica aktive olmus makrofajlar artan
TGF-B salinim ile NOX-4 ve NOX-4 iligkili ROT/RNT firetimini tetiklemekte;
makrofajlardan salinan IFN ve IFN iligkili peptitler ise hiicrenin yaslanma siirecini
desteklemektedir. Bu sayede mevcut oksidatif stresin de katkisiyla artan TGF-f
konsantrasyonunun bir dizi araci ile hiicrede SASP fenotipini tetiklemesi; bu fenotipte
sentezi artan sitokin ve kemokinler ile fibrotik ve inflamatuvar siireclerin
indiiklenmesi, oksidatif stresin artmasi ve bu siire¢lerin yeniden hiicre yaslanmasina
katki saglamasi ile otokrin/parakrin yolaklar ile kendi siirekliligini saglayan kisir bir

dongii olusturmaktadir (117).
2.4.1.1. Sistemik Skleroz ve Oksidatif DNA Hasart

Sklerodermanin patogenezinde artan oksidatif stresin dnemli bir yere sahip
oldugu bagimsiz c¢alismalarda gosterilmis olmakla birlikte; oksidatif stresin
kacinilmaz bir sonucu olan ve oksidatif makromolekiil hasarlar1 arasinda hassas ve
kiimiilatif bir belirte¢ olarak rol alan oksidatif DNA hasarinin sklerodermada ve
fibrotik siireclerde roliinii irdeleyen olduk¢a smirli sayida calisma mevcuttur.

Skleroderma hastalar1 ile yiiriitiilmiis olan klinik bir ¢aligmada oksidatif DNA hasar1
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belirteglerinden sadece 8-OH-dG ELISA yontemi ile 6l¢iilmiis olup, hastalarda
saglikli bireylere gore artan DNA hasar1 gosterilmis ve DNA hasarinin hastaligin
akciger bulgular ile iliskisi olabilecegi belirtilmistir (124). Yapilan bir in vitro
calismada ise, skleroderma hastalarindan elde edilen fibroblast hiicre kiiltiiriinde, DNA
hasar1 yanit1 yolaginin (DNA damage response; DDR) temel belirteglerinden biri olan
fosforile ataxia-telangiectasia mutated kinaz (ATM) degerlendirilerek artan DNA
hasar1 incelenmis ve ATM nin inhibisyonu sonucu bir dizi ikincil yolaklar araciligiyla
tip 1 kollajen sentezinden sorumlu olan COL1A1 gen ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir (125). DNA hasarinin uzun vadede dahi istenmeyen sonuglar dogurma
potansiyeline sahip mutajenik ve sitotoksik etkileri g6z dniinde bulunduruldugunda
oksidatif stresin patogenezinde olduk¢a dnemli bir role sahip oldugu sklerodermada,
oksidatif DNA hasarmin roliinlin ve klinik bulgular ile olasi iliskilerin kapsamli bir

sekilde ve referans yontemlerle incelenecegi ¢calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
2.4.2. Sistemik Skleroz ve D Vitamini Eksikligi

D vitamininin, bir¢ok immiin sistem hiicresinde CYP27B1 gen ifadesi
aracilifiyla aktiflenebilmesi ve genomik yolaginin ana elemanm1 VDR ifadesinin
dendritik hiicreler, makrofajlar ve aktive olmus lenfositler gibi bir¢ok immiin hiicrede
tespit edilmesi ile D vitamininin immiin sistem regiilasyonunda, dolayistyla otoimmiin
hastaliklardaki roliine odaklanilmasina neden olmustur (95,126). Farkli otoimmiin
hastaliklarda D vitamininin roliinii inceleyen birgok bagimsiz c¢alismada, D
vitamininin bu hastaliklara kars1 koruyucu veya progresyonu yavaslatici/iyilestirici bir
yonii oldugu bildirilmistir. Kollajen ile indiiklenen artrit modeli, tip 1 diyabet,
romatoid artrit, multiple skleroz ve sistemik lupus eritematozus gibi otoimmiin
patolojiler lizerine yapilan hayvan deneyleri ve klinik aragtirmalar sonucunda aktif D
vitamini uygulamasinin bu hastaliklarda progresyonu yavaslattigi, klinik bulgular

hafiflettigi ve hastalik riskini azalttig1 ortaya konulmustur (100,127-135).

Sklerodermada D vitamininin roliinii ve klinik bulgular ve progresyon ile
iligkisini aragtirmay1 hedeflemis olan birbirinden bagimsiz bir¢cok c¢aligmada,
skleroderma hastalarinin saglikli bireylere gore serum D vitamini diizeyinin anlaml

diisiik oldugu ve diisiik D vitamini miktar1 ile agirlasan klinik tablo veya artan klinik
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skorlar arasinda negatif bir korelasyon bulundugu gosterilmistir (97,99,136,137).
Skleroderma ile D vitamini iliskisini derlemeyi amaglamis olan giincel bir meta-analiz
caligmasinda ise 554 skleroderma hastas1 ve 312 saglikli bireyin D vitamini sonuglari
karsilastirilmis ve hastalarda istatistiksel anlamlilik diizeyinde diisiik D vitamini
diizeyi kanitlanmistir (138). Bu hastalarda kanitlanan diisiik D vitamini diizeyi ve D
vitamininin immiin sistem regiilasyonundaki 6nemli etkileri g6z oniine alindiginda,
hastalara uygulanan D vitamini replasmani rutin tedavi stratejilerine katki saglayan
onemli bir uygulama olarak yerini almistir. Ancak tim bu gelismelere ragmen D
vitamininin ~ sklerodermanmn  altinda yatan mekanizmalara etkisi  heniiz
aydinlatilamamistir. Yapilan sinirh sayida calismada D vitamininin, kollajen-1,
kollajen-3 ve TGF- B1 ifadesini azaltarak ve anti-fibrotik siirece katki saglayan birdizi
mediyatoriin salimimin arttirarak fibrotik siireci; T hiicre proliferasyonu ve IFN-y
sentezini azaltarak ise inflamatuvar siireci inhibe edici yonde bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (139,140). Sklerodermada yaygin D vitamini eksikligi ve D vitamini ile
klinik bulgular arasindaki negatif korelasyon kanitlanmig olmasina ragmen, D
vitamininin sklerodermanin patofizyolojisindeki rolii ve patogenezde oldukca dnemli
bir yere sahip olan oksidatif strese olasi etkileri heniliz tam olarak aydinlatilamamis
olup; sklerodermanin rutin tedavi siirecinde onemli bir katki saglayict olarak

tanimlanan D vitamini replasmaninin da oksidatif strese etkisi bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmanin Tipi

Bu arastirma olgu-kontrol ve klinik prospektif olmak iizere iki bdliim
icermektedir. Arastirmanin olgu-kontrol bdliimiinde SS hastalarinin oksidatif DNA
hasar1, D vitamini diizeyi ve vitamin D reseptdriiniin gen ekspresyonu ile dort farkl
gen polimorfizmi saglikli bireylerle karsilagtirilmigtir. Arastirmanin klinik prospektif
boliimiinde ise, li¢ ay ara ile iki doz intramuskiiler (150.000 U/doz) ve devaminda
giinliik oral (800 U/glin) olmak iizere yogun D vitamini replasmani alan SS
hastalarinin replasmanin altinct ayinda yeniden oksidatif DNA hasar1 diizeyleri
degerlendirilmis olup D vitamininin oksidatif hasar1 indirgemedeki roliinii agiga
cikarmak amaclanmistir. Ayrica replasman sonrasi vitamin D reseptor gen
ekspresyonu da yeniden degerlendirilerek olasi etkinin niikleer reseptor aracili olup

olmadig1 analiz edilmistir.
3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma, Kasim 2017 — Kasim 2021 tarihleri arasinda yiiriitiilmistiir. Dahil
edilen SS hastalarinin ve saglikli goniilliilerin kan ve idrar 6rnekleri Kasim 2017 —
Subat 2021 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, i¢ Hastaliklart
Anabilim Dali, Immiinoloji ve Romatoloji Bilim Dali’nda toplanmistir. Arastirmanin
deneysel siireci Dokuz Eyliil Universitesi Saghik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip
Anabilim Dali vyiiriitiiciiliigiinde, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1 Aragtirma Laboratuvarlari’nda Mart 2021- Agustos 2021
tarihleri arasinda gergeklestirilmistir. Eylil 2021- Kasim 2021 tarihleri arasinda
arastirma verilerinin kapsamli istatistiksel analizleri gerceklestirilmis olup; Aralik

2021 — Mart 2022 tarihleri arasinda tezin yazim siireci tamamlanmustir.
3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Bu c¢aligmaya, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi immiinoloji ve
Romatoloji Poliklinigi’ne basvuran, uluslararast ACR/EULAR (2013) kriterlerine
gore (Tablo 1) hastalik tanist konulmus olan 50 kadin SS hastas1 ve Dokuz Eyliil
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Universitesi Tip Fakiiltesi Immiinoloji ve Romatoloji Poliklinigi’'ne basvuran diz
osteoartrozu (gonartroz) tanisi alan ancak herhangi bir romatolojik/otoimmiin hastalig
ve hipertansiyon, diyabet gibi kronik bir hastali§i bulunmayan 40 kadin saglikli

goniilli dahil edilmistir.

Tablo 1. Sistemik skleroz hastaliginin tanisi i¢in 2013 ACR/EULAR kriterleri (102)

Sis parmaklar 2

Sklerodaktili 4
Dijital iilser 2

Dijital iilser skar1 3

Pulmoner arteryal hipertansiyon = 2

\S}

Interstisyel akciger hastalig

1
(8]

Antisentromer 3
Anti-topoizomeraz(anti-scl-70)
Anti-RNA polimeraz III

1
[\

Sistemik Skleroz kalsifikasyonu i¢in toplam skor >9 olmal1 (Duyarlilik %91,
Secicilik %92)

Uygun 6rneklem biiyiikliigii, literatiirde bulunan konu ile iliskili (sklerodermada
D vitamini ve DNA hasarini hedeflemis olan) referans makaleler kullanilarak G Power
Data Analysis yazilimi lizerinden Ki Kare ve t testi i¢in 0.05 yanilma diizeyi ve %80
gii¢ kriterleri baz alinarak hesaplanmistir. Hasta ve saglikli bireylerin detayli dahil
edilme ve dislama kriterleri asagida belirtildigi gibidir:

Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri

Hasta grubu i¢in;
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* 18 yasini doldurmus olmak

* ACR/EULAR (2013) kriterlerine gore sistemik skleroz tanisi almig kadin

hasta olmak
* UCLA-GIT 2.0 anketini doldurabilecek diizeyde okur-yazar olmak.
Kontrol grubu i¢in;
* 18 yasini doldurmus olmak
Arastirmadan Dislama Kriterleri
Hasta Grubu icin,

» Sistemik skleroz disinda romatolojik/otoimmiin veya kronik bir hastalik

olmasi

* D vitamini replasman siirecinde tedavi planinda herhangi bir degisiklik
meydana gelmesi (Sadece D vitamini replasmaninin etkisinin sinanabilmesi
amaciyla D vitamini Oncesi ve sonrasi tedavi planmin ayni olmasi

hedeflenmistir).
Kontrol Grubu icin;
* Herhangi bir romatolojik/otoimmiin veya kronik hastalik olmas1
Her Iki Grup icin (Hasta ve Kontrol);

» Cinsiyeti erkek olmak (Skleroderma hastaliginin siklikla gen¢ kadinlari
tutmasi ve bu caligsma kapsamindaki hastalarin takip edilmis oldugu merkezde
de skleroderma hastalarinin biiyiik bir kisminin kadin olmasi sebebiyle,
cinsiyet faktoriini diglamak adina erkek bireyler calismaya dabhil

edilmemistir).
 Sigara kullaniyor olmak

* Demir replasmani aliyor olmak
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* Son bir yilda D vitamini veya D vitamini iceren multivitamin replasmani

almis olmak

* Kronik bobrek yetmezligi olmasi veya serum kreatinin diizeyinin <1,3 mg/dL
olmas1 veya hemodiyaliz hastas1 olmasi veya renal transplantasyon ge¢misi

bulunmasi
* Kronik karaciger parankim hastalig1 veya siroz tanist

* Herhangi malignite olmas1 ve/veya malignite sebebiyle kemoterapi aliyor

olmasi
+ Bireyin anemik olmasi (Hemoglobin diizeyinin <10 g/dL olmasi)

» Aktif enfeksiyonu bulunmak (dis apsesi, pndmoni, deri enfeksiyonu gibi) ve

son enfeksiyonun iizerinden en az bir ay gegcmemis olmasi
» Enfekte dijital iilsere sahip olmak
3.4. Cahsma Materyali

Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Immiinoloji ve Romatoloji Poliklinigi’ne
bagvuran SS hastalar1 ve ayni poliklinige bagvurup romatolojik/otoimmiin ve kronik
herhangi bir hastalik tanist bulunmayan saglikli bireyler arasinda Bilgilendirilmis
Goniillii Olur Formu’nu imzalayarak goniillii olmay1 kabul edenlerden Kasim 2017 —
Subat 2021 tarihleri arasinda rutin tetkikler i¢in alinan serum, sabah ilk idrar1 ve tam
kan ornekleri sirastyla; 25(OH)D3 analizi, oksidatif DNA hasari iiriinlerinin (8-OH-
dG, S-cdA ve R-cdA) 6l¢iimii, VDR gen ekspresyonunun kantite edilmesi ve VDR tek
niikleotid gen polimorfizmlerinin (rs2228570, rs1544410, rs7975232, rs731236)
belirlenmesi amaciyla kullanilmigtir. Hastalardan alinan biyolojik 6rneklerin kullanim
amaglart ve Orneklere uygulanan 6n islemler Tablo 2’de Gzetlenmistir. Ayrica SS
hastalarindan D vitamini replasmaninin altinct ayinda yeniden sabah ilk idrar1 ve tam
kan 6rnekleri alinmis olup serum D vitamini diizeyi, oksidatif DNA hasari iiriinleri ve

VDR gen ekspresyonu yeniden degerlendirilmistir.
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Tablo 2. Hasta ve saglikli bireylerden alinan biyolojik drnekler ve uygulanan 6n

islemler

Biyolojik Ornek On Islem Alinma Sebebi
Sabah ilk idrar (steril  Aliquotlanarak -80 °C’de  Oksidatif DNA hasar1
idrar toplama kabn) muhafaza edilmistir. iiriinlerinin HPLC-MS/MS

ile analizi

Kirmzi kapakh +4°C’de 3000 rpm’de Serum 25(OH)D3
(pihtilagsma aktivatorii  santrifiijlenerek diizeyinin UPLC-HRMS
iceren) tiipe kan érnegi aliquotlanmis ve -80 ile dl¢limii

°C’de muhafaza

edilmistir.
Mor kapakh (K2ZEDTA DNA ve RNA VDR gen
iceren) hemogram ekstraksiyonu i¢in polimorfizmlerinin ve
tiipiine kan ornegi kullanilmistir. VDR gen ekspresyonunun

belirlenmesi
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin bagimsiz ve bagimli degiskenleri, ¢alismanin her iki bolimiinii

(olgu-kontrol ve klinik prospektif) ifade edecek sekilde ayri ayri belirtilmistir.
Hasta-saglikli kontrol karsilagtirmasi i¢in (Olgu-kontrol):
Bagimsiz Degiskenler,

e Yas

e ACR/EULAR (2013) kriterlerinde bulunan klinik semptomlar

o Sistemik skleroz hastaliginin alt siiflar1 (Yaygin SS ve Sinurlt SS)
e Modifiye Rodnan deri skoru

o UCLA-GIT 2.0 anket skoru

e Warrick skoru
Bagimli Degiskenler;

e Bireyin 25(OH)D3 diizeyi
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e Bireyin oksidatif DNA hasar1 (8-OH-dG, S-cdA, R-cdA) diizeyi

e Bireyin VDR gen ekspresyon diizeyi

e Bireyin sahip oldugu VDR tek niikleotid gen polimorfizmleri (rs2228570,
rs1544410, rs7975232, rs731236)

Hastalarda D vitamini replasmaninin degerlendirilmesi i¢in (Klinik Prospektif):
Bagimsiz Degiskenler,

e Yas
e ACR/EULAR (2013) kriterlerinde bulunan klinik semptomlar

o Sistemik skleroz hastaliginin alt siiflar1 (Yaygin SS ve Sinurlt SS)
Bagimli Degiskenler;

e Hastanin D vitamini replasman sonras1 oksidatif DNA hasar1 diizeyindeki
degisimi

e Hastanin D vitamini replasman sonrast VDR gen ekspresyon diizeyindeki
degisimi

e Hastanin D vitamini replasman sonrast UCLA-GIT 2.0 anket skoru degisimi
3.6. Veri Toplama Araclar
3.6.1. Klinik Veriler

SS tanisi, klinik bulgulara dayanarak yapilmakta, laboratuvar bulgular1 taniy:
destekleyici olarak kullanilmaktadir. Hastalar, SS icin ilk bulgulardan biri olan
Raynaud’s fenomeni, cilt tutulumu, gastrointestinal sistem (GIS) tutulumu, pulmoner
tutulum, pulmoner hipertansiyon, bobrek tutulumu ve kas-eklem-tendon tutulumuna
gore incelenmekte ve American College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism (ACR/EULAR) tarafindan 2013 yilinda giincellenen puanlama sistemine
gore degerlendirilmektedir (102). Toplamda dokuz ve daha fazla puana sahip olan

hasta SS tanisi almaktadir.
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Hastalarin yas, hastalik alt tipi, hastalik siiresi (non-Raynaud ilk semptom baz
alinarak), kullandig: ilaglar, modifiye rodnan deri skoru (modified rodnan skin score;
mRSS), organ tutulumu varhig:i (akciger, eklem), UCLA-GIT 2.0 anket skorlari,
solunum fonksiyon testleri (%FVC ve %DLCO), eritrosit sedimentasyon hizi
(erythrocyte sedimentation rate; ESR), C-reaktif protein (CRP) ve otoantikor
pozitifligi (ANA, Scl-70, anti-sentromer) gibi demografik, klinik ve laboratuvar
bulgular1 detayl bir sekilde kaydedilmistir. GIS tutulum siddetini belirlemek amaciyla
kullanilmis olan UCLA-GIT 2.0 anketinin 6rnegi Tiirk¢e’ye uyarlanmis ve valide
edilmis haliyle EK-1‘de sunulmustur.

Hastalarin sinirhh ve yaygin skleroderma ayrimi LeRoy’un kriterlerine gore
gerceklestirilmistir. Skleroderma iliskili artrit tanis1 ayni romatolog tarafindan detayl
klinik muayene ile konulmustur. Pulmoner arteriyel hipertansiyon (PAH) tanisi sag
kalp kateterizasyonu ydntemi ile tespit edilmistir (141). Interstisyel akciger hastaligi
(IAH) yiiksek ¢oziiniirliiklii bilgisayarli tomografi (high-resolution computed
tomography; HRCT) bulgular1 (buzlu cam opasiteleri veya retikiiler patern veya bal
petegi goriinlimii) ve solunum fonksiyon testlerinde kisitlayict paternlerle
belgelenmistir. IAH’ 1 siddeti ve kapsami ayn1 romatolog tarafindan Warrick skoru ile

degerlendirilmistir (142).

D vitamini replasmaninin altinci aymda, D vitamininin kisa vadeli etki
edebilecegi parametre olarak gastrointestinal sistem tutulum siddetini belirleyen

UCLA-GIT 2.0 anketi hastalara yeniden uygulanmaistir.
3.6.2. Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

Calismanin deneysel asamalarinda kullanilmis olan cihazlar Tablo 3’te;
kimyasallar ve sarf malzemeler ise kiitle spektrometrik ve genetik analizlerde

kullanilanlar olmak {izere ayr1 ayr1 olarak Tablo 4 ve Tablo 5’te gdsterilmistir.
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Tablo 3. Arastirmada kullanilan cihazlar

Cihaz
Sirali Kiitle Spektrometresi
(MS/MS)
Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC)
Yiiksek Cozuniirliikli Kutle
Spektrometresi (HRMS)
Ultra Performansli Sivi
Kromatografisi (UPLC)
RT-PCR cihazi

Thermal cycler cihazi

Nanodrop spektrofotometre

Vakumlu Konsantrator

Sistemi

Ekstraksiyon Manifoldu

-80 °C Derin Dondurucu
-20 °C Derin Dondurucu
+4 °C Buzdolabi

Distile Su Cihazi
Salinimli Santrifiij
Santrifiij

Sogutmali Santrifiij

Marka/Model
AB Sciex 4000 QTRAP

Shimadzu LC-20 AD

Thermo Orbitrap
Exactive Plus

Thermo Ultimate 3000

Roche Lightcycler 480 Il

Biorad, MyCycler

Thermo, Nanodrop 2000

Thermo Speedvac Savant

1SS110

Waters

Thermo Forma 88000
Beko

Beko

Millipore Q-Gard
Nive NF 800R
Hettich

Heraeus

Kullanim Amaci
Hasarli DNA niikleozid
drdnlerinin dlgimi
Hasarli DNA niikleozid
drdnlerinin élgimi
Serum D vitamini
diizeyinin belirlenmesi
Serum D vitamini
diizeyinin belirlenmesi
Genetik analizler
Genetik analizler,
cDNA sentezi
Genetik analizler, DNA
ve RNA miktar ve
kalite tayini
Hasarli DNA niikleozid
drdnlerinin élgimi —
on ekstraksiyon
Hasarli DNA niikleozid
drdnlerinin élgimi —
on ekstraksiyon
Orneklerin saklanmasi
Orneklerin saklanmasi
Orneklerin saklanmasi
Genel kullanim
Genel kullanim
Genel kullanim

Genel kullanim
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Mikrosantrifiij Eppendorf Minispin Plus  Genel kullanim

Minispin Labnet Genel kullanim
Isitici Kuru Blok WiseTherm Genel kullanim
Manyetik Karistirici Stuart SB162 Genel kullanim

Analitik Terazi Precisa XB 220A Genel kullanim

pH metre Selecta pH-2005 Genel kullanim
Sonikator Transsonic 660/H Genel kullanim
Vorteks Wisemix VM-10 Genel kullanim
Otomatik Pipet (1000, 200, Eppendorf Genel kullanim
100, 20 ve 10 pL hacimlerde)

Otomatik Pipet (1000, 100 Thermo Genel kullanim

ve 10 pL hacimlerde)

Tablo 4. Arastirmanin kiitle spektrometrik analizlerinde kullanilan kimyasallar ve

sarf malzemeler
Kimyasal/Sarf Marka/Model Kullanim Amaci
Filtreli santrifiij tlipii Nanosep 3K Omega Oksidatif DNA hasari
Olcima
Kati faz ekstraksiyon Waters Oasis 3cc (60 mg) Oksidatif DNA hasari
kartusu Olcimii
8-OH-dG '°N isaretli NIST Oksidatif DNA hasari
standart Olcima
S-cdA N isaretli NIST Oksidatif DNA hasari
standart Ol¢ima
R-cdA °N isaretli NIST Oksidatif DNA hasari
standart Olgima
Alkalen fosfataz Roche 1500 U/76 pL Oksidatif DNA hasari
Olcimii
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0.2 um siringa filtresi

C18 HPLC kolonu

Tris-HCL

Sodyum asetat

HPLC kolonu

25(0OH)D3 isaretsiz
standart

25(0OH)D3 d6teryum
isaretli standart

D vitamini icermeyen
insan serumu
Sertifikali Referans
Materyal (SRM)-insan
serumunda D vitamini
metabolitleri
Amonyum siilfat
Metanol

Asetonitril

Formik Asit

MS-grade su

HPLC amber vial

Insert vial (200 puL)

Labsolute,

17 mm

Agilent Zorbax SB-Aq
(2.1x150 mm 3.5 um)

Sigma

Sigma

Thermo Acclaim Polar
Advantage Il (3 um 120
°A 3.0 x 50mm)

Isosciences, LLC

Isosciences, LLC

Golden West Biologicals

NIST 972a

Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Shimadzu

Shimadzu

Oksidatif DNA hasari
Olcima
Oksidatif DNA hasari
Olgima
Oksidatif DNA hasari
Olcima
Oksidatif DNA hasari
Ol¢imi

25(0H)D3 8lciimil

25(0OH)D3 8lciimi

25(0H)D3 &lciimil

25(0OH)D3 8lciimi

25(0H)D3 8l¢iimil

25(0OH)D3 6lglimi
Genel kullanim
Genel kullanim
Genel kullanim
Genel kullanim
Genel kullanim

Genel kullanim
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Tablo 5. Aragtirmanin genetik analizlerinde kullanilan kimyasallar ve sarf

malzemeler

Kimyasal/Sarf
DNA ekstraksiyon kiti

izopropanol

Etanol (molekiiler
analizler igin)

RNA ekstraksiyon kiti
Dietil pirokarbonat
(DEPC)

Amonyum klorid
Sodyum bikarbonat

EDTA (bisodyum)

cDNA sentez kiti

VDR Catalog assay

PCR reaksiyon karisimi

Marka/Model
Roche, High Pure PCR
Template
Merck

Sigma

Roche, High Pure Total
RNA

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Roche, EvoScript

Universal cDNA Master

Kit

Roche (Cat. No:
05532957001)

Roche, Lightcycler Probe

Master

Kullanim Amaci

DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu
DNA ve RNA
ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu

RNA ekstraksiyonu,
sterilizasyon

RNA ekstraksiyonu,
eritrosit lizis tamponu
RNA ekstraksiyonu,
eritrosit lizis tamponu
RNA ekstraksiyonu,
eritrosit lizis tamponu
Total RNA’dan cDNA

sentezi

VDR gen
ekspresyonunun
degerlendirilmesi
VDR gen
ekspresyonunun

degerlendirilmesi
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SNP assay (rs2228570, Roche, LightSNIP, TIB- VDR geninde tek
rs1544410, rs7975232, MOLBIOL nukleotid
rs731236 igin) polimorfizmlerinin
degerlendirilmesi
Hibridizasyon problari Roche, Lightcycler DNA VDR geninde tek
Hibridizasyon Probu nikleotid
polimorfizmlerinin
degerlendirilmesi
96 kuyucuklu PCR plate’i Roche, Lightcycler RT-PCR analizleri

uyumlu
3.6.3. Oksidatif DNA Hasar1 Uriinlerinin LC-MS/MS ile Ol¢iimii

Hasarli DNA niikleozidleri bireylerden alinan sabah ilk idrar 6rneklerinden
olciilmiistiir. Orneklere DNA’nin eldesi amaciyla uygulanan kati faz ekstraksiyon
isleminin ardindan, niikleozidlerin eldesi icin DNA hidrolizi basamaklar1 uygulanmis
ve analizler sivi  kromatografi swrali  kiitle spektrometresi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Olgiim metodu ve kosullar1 bu ¢alismadan 6nce ayni cihaz
kullanilarak optimize edilmis olup verifikasyonu da gerceklestirilmistir (143). Idrarda
hasarli DNA niikleozid iiriinleri sonuglari kolorimetrik yontem kullanilarak DEU
Merkez Laboratuvari’ndan hizmet alimi ile dl¢iilmiis olan idrar kreatinin diizeylerine

oranlanarak verilmistir.
3.6.3.1. Pre-analitik evre: Ekstraksiyon ve Hidroliz Basamaklar:

¢ 1.3 mL sabah ilk idrar 6rnegine belirli son konsantrasyonlarda igaretli standart
materyaller eklenmis (8-OH-dG-"Ns (20 pmol), R-cdA-"Ns (0.5 pmol), S-
cdA-""Ns (0.6 pmol)), érnekler vortekslendikten sonra oda sicakliginda 1000
xg glicte 15 dk santrifiij edilmistir.

¢ Santrifiijiin ardindan 6rnekler tek kullanimlik steril enjektorler ve 0.2 um cut-

off degerli siringa filtreleri kullanilarak filtrelenmistir.
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Ekstraksiyon manifolduna kati1 faz ekstraksiyon kartuglari yerlestirilmis,
kartuglar 1 mL metanol ile aktiflendikten sonra 15 dk kurumaya birakilmis,
ardindan 2 mL su ile yikanmigstir.

Siringa filtrelerinden gecirilmis olan 6rnekler 1 mL olacak sekilde kat1 faz
ekstraksiyon kartuglarina yiiklenmistir.

Ornekler kartuslardan eliie olduktan sonra kartuslar 2 mL su ile yikanmustir.
Ornekler 1 mL %30 metanol ile temiz bir eppendorf tiipiine eliie edilmistir.
Ornekleri iceren eppendorflar tamamen ugmasi amaciyla bir gece boyunca
vakum konsantratdrde birakilmistir.

Hidroliz basamagi i¢in 10 mM Tris-HCL ve 1 M sodyum asetat iceren tampon
¢ozelti hazirlanmis ve her 6rnege 100 uL tampon ¢ozelti ve 22 U alkalen
fosfataz eklenmistir.

37 °C’de 1 saat inkiibe edilen 6rnekler, 14.000 xg’de 10 dk santrifiigasyonun
ardindan 3 KDa cut-off degerli filtreli santrifiij tliplerine aktarilarak 5000
xg’de 50 dk santrifiij edilmistir.

Filtrasyonun ardindan eliie olan 6rnekler HPLC viallerine aktarilarak cihaza

yiiklenmistir.

3.6.3.2. Kromatografik ve Kiitle Spektrometrik Kosullar

Hasarlt DNA niikleozidleri HPLC (Shimadzu, Japonya) ile eslestirilmis, triple

quadrupole sirali kiitle spektrometri cihazi (AB Sciex, ABD) kullanilarak, ¢oklu

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

iyonizasyon kaynagi ile pozitif iyonlar secilerek analiz edilmistir.

Kromatografik ayrim Agilent Zorbax SB-Aq (2.1x150 mm 3.5 pm) C18 kolonu

ve analitik kolon kirliligini minimalize etmek amaciyla guard kolon (Inertsil ODS-4

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

asit igeren kromatografi i¢in uygun saflikta su (mobil faz A) ve asetonitril (mobil faz

B) kullanilmigtir. Mobil fazlarin gradient akis programi %2 mobil faz B olarak

bagslatilip, altinc1 dakikaya kadar mobil faz B %60’a ¢ikarilmis, bu kosulda bir dakika

boyunca devam ederek 10. dakikaya kadar yeniden %2’ye diisiiriilmiistiir. Kolon
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dengelemesi amaciyla %2 mobil faz B akis1 10 dakika boyunca devam ettirilmistir.
Akis hizi 0.3 mL/dk olarak ayarlanmis olup enjeksiyon hacmi 30 pL olarak

belirlenmistir.

Analizde hassas kantitasyonu saglamak amaciyla hasarlt DNA niikleozidlerinin
azot 15 (°N) iceren agir izotop isaretli internal standartlari (NIST, ABD)
kullanilmustir. Internal standartlar, hedef molekiillerin kimyasal &zelliklerini tasiyan,
dolayisiyla kromatografik olarak ayni alikonma zamanina sahip ancak agir izotop
icerdiginden daha ytiksek kiitlesi olan standart materyallerdir. Pre-analitik evrenin ilk
adiminda biyolojik 6rneklere eklendiginden, ekstraksiyon boyunca endojen olarak
Ol¢timii hedeflenen hasar iiriinii ile ayn1 islemlere maruz kalmakta ve analiz sirasinda

meydana gelebilecek olan kayiplarin normalize edilmesini de saglamaktadir.

Hasarli DNA niikleozidlerinin (endojen ve internal standart) molekiiler ve {iriin

iyon kiitleleri ile kromatografik alikonma zamanlar1 Tablo 6’da gdsterilmistir.

Tablo 6. Olgiilen oksidatif DNA hasari {iriinlerinin ve agir izotop isaretli internal

standartlarin kiitle gecisleri ve kromatografik alikonma zamanlari

Kiitle gegisleri Kromatografik alikonma
(mass transitions; m/z) zamani (dk)
8-OH-dG 284->168 4.24
8-OH-dG-°Ns 289>173 4.24
S-cdA 250->164 3.83
S-cdA-15Ns 255->169 3.83
R-cdA 250> 164 2.14
R-cdA-°Ns 255->169 2.14

3.64. Serum D Vitamini (25(OH)D3) Diizeyinin UPLC-HRMS ile

Belirlenmesi

Serum 25(OH)D3 diizeyinin ultra performansli sivi kromatografi ile eslestirilmis

yiiksek c¢ozintirliiklii kiitle spektrometri ile Ol¢limii ig¢in yontem gelistirme ve
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Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (Food and Drug Administration; FDA) kilavuzunda

belirlenen kosullara gére yontem verifikasyonu islemleri gergeklestirilmistir (144).
3.6.4.1. Yontem Gelistirme ve Verifikasyon
Kromatografik ve Kiitle Spektrometrik Kosullarin Optimizasyonu

Kromatografik ayrim Thermo Acclaim Polar Advantage I (3um 120 °A 3.0 x
50mm) analitik kolon kullanilarak ve kolon firin sicakligi 40 °C’ye ayarlanarak
Thermo Ultimate 3000 UPLC (Thermo Scientific, Almanya) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Mobil fazlar her ikisi de % 0.1 formik asit iceren kromatografi i¢in
uygun saflikta su (mobil faz A) ve metanol (mobil faz B) olup fazlarin gradient akis
programi su sekildedir: Baslangi¢ kosulunda %20 mobil faz B verilmis olup bu sekilde
iic dakika devam ettikten sonra mobil faz B iki dakika icerisinde %100’e ¢ikarilmis ve
bu kosulda yedinci dakikaya kadar devam etmistir. Ardindan mobil faz B, iki dakika
icerisinde yeniden %60’a diisiiriilmiis olup kolon dengelemesi amaciyla 10. dakikaya
kadar bu kosul devam ettirilmistir. Akis hiz1 0.6 mL/dk, enjeksiyon hacmi ise 100 puL.

olarak belirlenmistir.

Yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi olarak Thermo Orbitrap Exactive
Plus cihaz1 kullanilmig olup, cihazin optimal parametreleri su sekildedir: sheath gaz
akis hizt; 60, koridor gazi akis hizi; 25, sprey voltaji (kV); 4, kapiller sicaklik (°C);
320, S-lens RF diizeyi; 50, koridor gaz1 1sitic1 sicakligr (°C); 250. Iyonizasyon kaynagi
olarak atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (atmospheric pressure chemical
ionization; APCI) kullanilmis olup pozitif iyonlar secilmis ve 70.000 ¢6ziiniirliikte tam
tarama (full scan), 35.000 c¢oziniirlikte tiim iyon fragmentasyon (all ion
fragmentation; AIF) modlarinda ¢alisilmistir. Tarama filtreleri, tam tarama i¢in 300-
500 m/z, tim iyon fragmentasyon i¢in ise 100-400 m/z olarak ayarlanmistir. Agir
izotop isaretli internal standart olarak ddteryum isaretli 25(OH)D3 (250HD3-d3)
kullanilmistir. Endojen 25(OH)D3 igin ana ve iiriin iyon kiitleleri 401.3410>383.3306
ve internal standart i¢in molekiiler iyon kiitlesi 404.3596 olarak belirlenmis olup serum

matriksinde kromatografik alikonma zamani 6.90 dk’dir.
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3.6.4.1.1. Kalibrasyon Grafigi, LOD ve LOQ Degerlerinin Hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi icin, 4-200 ng/mL konsantrasyon araliginda alt1 seviye
icerecek sekilde 25(OH)D3 standardi ve 50 ng/mL internal standard (25(OH)D3-d3)
D vitamini i¢ermeyen insan serumu (Golden West Biologicals, ABD) igerisine
eklenmistir. Hazirlanan kalibratorler giinde alt1 teknik tekrar olacak sekilde ii¢ farkli

giinde okutulmus ve kalibrasyon egrisi ortalamalar baz alinarak ¢izilmistir.

Tespit limiti (limit of detection; LOD) ve kantitasyon limiti (limit of
quantification; LOQ), FDA kilavuzunda kabul géren yontemlerden olan kalibrasyon
egrisi araciligiyla hesaplanmistir. LOD hesaplamasi i¢in [(3.3 x intercept’in standart
sapmasi) / egim]; LOQ hesaplamasi igin ise [10 x intercept’in standart sapmasi) / egim]

formiilleri kullanilmigtir.
3.6.4.1.2. Dogruluk ve Kesinligin Belirlenmesi

Dogruluk tayininde D vitamini igermeyen insan serumuna diisiik, orta ve yiiksek
olmak flizere ii¢ farkli seviyede (4, 20 ve 100 ng/mL) 25(0OH)D3 standardi eklenerek
hazirlanan kalibratdrler ve ek olarak ticari olarak satin alinmis olan ve icerisinde belirli
konsantrasyonlarda 25(OH)D3 igeren sertifikali referans materyal NIST SRM 972a
(NIST, ABD) kullanilmigtir. Dogruluk hesaplamasi [(Sl¢iilen konsantrasyon / teorik
konsantrasyon) x 100] formiilii ile hesaplanmis olup sonuglar % dogruluk olarak ifade

edilmistir.

Kesinlik c¢aligmalari, giin i¢i ve giinler arasi olmak iizere gerceklestirilmistir.
Olgiimlerde dogruluk analizi i¢in ii¢ farkl1 seviyede hazirlanmis olan kalibratorler (4,
20 ve 100 ng/mL) kullanilmis; 6rnekler ii¢ giin boyunca giinde alt1 kez olmak tizere
Ol¢iilmiistiir. Kesinlik hesaplamasi [(0l¢limlerin standart sapmasi / ortalamasi) x 100]
formiilii ile hesaplanmis olup kesinlik % varyasyon katsayis1 (coefficient of variation;

%CV) olarak ifade edilmistir.
3.6.4.1.3. Serum Orneklerinin Ekstraksiyonu

Serum 25(OH)D3 konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in sivi-sivi ekstraksiyon

yontemi kullanilmigtir. 500 pL serum Ornegi (veya verifikasyon c¢alismalari igin
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standart O0rnegi), 400 pL amonyum siilfat (500 mL distile su igerisine 280 gram
amonyum siilfat tartilarak hazirlanmigtir) ve 500 uL asetonitril ile karistirilip iyice
vortekslendikten sonra son konsantrasyon 50 ng/mL olacak sekilde doteryum isaretli
internal standart (25(OH)D3-d3) eklenmistir. Karisim 14.500 rpm’de oda sicakliginda

10 dk santrifiijlendikten sonra siipernatant HPLC viallerine alinarak analiz edilmistir.
3.6.5. Genetik Analizler
3.6.5.1. DNA ve RNA Ekstraksiyonu, cDNA Sentezi

Tam kan drneginden DNA ekstraksiyonu Roche, High Pure Template PCR DNA
ekstraksiyon kiti (Roche, Almanya) kullanilarak iireticinin Onerdigi protokol ile

gergeklestirilmistir.
Genomik DNA ekstraksiyonu i¢in uygulanan basamaklar agagidaki gibidir:

¢ Kit icerigindeki proteinaz K, 4.5 mL cift distile su ile tamamen ¢oziildiikten
sonra aliquotlanarak -20 °C’de muhafaza edilmistir. Inhibitor removal
sollisyonuna 20 mL, yikama soliisyonuna ise 40 mL saf etanol eklenerek oda
sicakliginda saklanmigtir.

e 200 pL tam kan 6rnegine 200 pL binding tamponu, 40 uL ise proteinaz K
eklenerek 70 °C’de 10 dk inkiibe edilmistir.

¢ Ardindan 6rnekler 100 uL izopropanol eklenerek vortekslendikten sonra kit
icerisinde bulunan filtrelere aktarilmis ve 8000 xg’de 1 dk santrifiijlenmistir.

e Ardindan filtreye 500 pL inhibitor removal eklenerek 8000 xg’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

e Yikama basamaginda filtreye 500 pL yikama soliisyonu eklenerek 8000
xg’de 1 dk santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrar edilmistir.

e Filtreyi kurutmak amaciyla son yikama isleminin ardindan bos filtre 13.000
xg glicte 10 saniye santrifiij edilmistir.

e Son basamakta, 200 pL, dnceden 70 °C’de 1sitilmis eliisyon tamponu filtreye
eklenerek 8000 xg’de 1 dk santrifiij ile genomik DNA 6rnekleri elde edilmis

Nanodrop 2000 spektrofotometresi ile (Thermo Scientific, Almanya) kalite
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kontrolii ve kantitasyonu yapildiktan sonra, ileri analize kadar -80 °C’de

muhafaza edilmistir.

Tam kandan total RNA ekstraksiyonu Roche, High Pure RNA Izolasyon Kiti
(Roche, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. RNA ekstraksiyonunda kullanilan
tim plastik malzemeler (15 mL hacimli falcon tiipleri, 2 mL ve 1.5 mL hacimli
eppendorf tiipleri gibi) dietil pirokarbonat (DEPC) kullanilarak RNAse icermeyen

steril bir hale getirilmistir.
DEPC ile sterilizasyon basamaklar1 agagidaki gibidir:

e Steril ddH>O’ya %0.1 oraninda DEPC eklenmistir.

e Tiim plastik materyal DEPC igeren su ile 37 °C’de ve karanlik bir ortamda
gece boyu inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan DEPC iceren sudan arindirilan plastik materyal

otoklavmustir.

Kit igeriginde bulunmayan kirmizi hiicre lizis tamponu manuel olarak
hazirlanmistir. 10X konsantrasyonda kirmizi hiicre lizis tamponu i¢in 8.02 gr
amonyum klorid, 0.84 gr sodyum bikarbonat ve 0.37 gram EDTA (disodyum) 100 mL
distile su icerisinde c¢oziilerek maksimum alti ay boyunca +4 °C’de muhafaza
edilmigtir. Ekstraksiyonun ilk adiminda lizis tamponu 1/10 oraninda diliie edilerek

kullanilmistir.
Total RNA ekstraksiyonu i¢in uygulama basamaklari asagidaki gibidir:

e 2 mL tam kan 6rnegi 15 mL hacimli falcon tiipiine alinarak tlip tamamen 1X
konsantrasyonda kirmiz1 hiicre lizis tamponu ile doldurulmustur. Falcon tiipii
ara ara alt iist yapilarak 10 dk, oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyon sonras1 500 xg’de 5 dk santrifiijlenip siipernatan dipteki hiicre
pelletinin zit yoniinden olacak sekilde dokiilmustiir.

e Hiicre pelletine yeniden 1X kirmizi hiicre lizis tamponundan 1 mL eklenip

hiicrelerin ¢oziilmesini saglandiktan sonra 500 xg’de 3 dk santrifiijlenmistir.
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o [okositleri igeren hiicre pelletine 1 mL 1X PBS ve 400 uL kit iceriginde
bulunan lyzis-binding tamponundan eklenerek koplirmemesine dikkat ederek
pipetaj yapildiktan sonra Ornek filtreye aktarilmig ve 8000 xg’de 1 dk
santrifiijlenmistir.

e DNAse uygulamasi i¢in 90 pL DNAse inkiibasyon tamponuna 10 pL. DNAse
ekleyip (her bir 6rnek i¢in) pipetaj yaptiktan sonra DNAse filtrenin ortasina
ancak filtreye temas etmeden pipetlenmis ve 6rnek 15 dk oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir.

e Ardindan birinci yikama soliisyonundan 500 pL, ikinci yikama
soliisyonundan 500 pL olacak sekilde ardisik iki yikama asamasi
gerceklestirilmis olup, filtre her yikamada 8000 xg’de 1 dk santrifiijlenmistir.

e Son yikama asamasinda ise filtreye ikinci yikama soliisyonundan 200 pL
eklenmis olup filtrenin tamamen arinmasi amaciyla 14.000 xg’de 2 dk
santrifiijlenmistir.

e Eliisyon asamasinda 50 uL eliisyon tampon filtrenin ortasina ancak filtreye
temas etmeyecek sekilde pipetlenerek 12.000 xg’de 1 dk santrifiijlenmis ve
elde edilen RNA orneklerinin Nanodrop 2000 spektrofotometresi ile (Thermo
Scientific, Almanya) kalite kontrolii ve kantitasyonu yapildiktan sonra,
RNA’lar ivedilikle cDNA’ya ¢evrilerek her iki materyal de sonraki analizlere
kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Total RNA Orneklerinin ¢cDNA ¢evrimi Roche Evoscript Universal cDNA
Master Kit (Roche, Almanya) kullanilarak tamamlanmistir. Bu kit ile cDNA sentez
protokoliit mRNA’nin Poli-A kuyruguna baglanan Poli-T grubunu igeren random

hekzamer primerleri ile ger¢eklestirilmektedir.
RNA orneklerinden cDNA sentez islemleri asagidaki gibi yapilmistir:

e Her bir 6rnek icin yaklagik 1000 ng RNA hesaplanarak steril bir PCR tiipiine
alinmis, 4 pL kit igceriginde bulunan reaksiyon tamponu ile karistirilmigtir.
Orneklerin toplam hacmi 18 pL olacak sekilde PCR i¢in uygun saflikta su le

tamamlanmigstir.
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e Ornekler, primerlerin RNA 6rneklerine baglanmasi i¢in 5 dk buz iizerinde
inkiibe edilmistir.

e Son asamada 2 pL enzim karisimi eklenerek tiipler thermal cycler cihazina
yerlestirilmistir.

e Thermal cycler cihazinin kosullari su sekilde ayarlanmistir: 15 dk 42 °C, 5 dk
85 °C, 15 dk 65 °C ve soguma i¢in sinirsiz 4 °C.

e FElde edilen cDNA o6rnekleri sonraki analize kadar -80 °C’de muhafaza

edilmisgtir.
3.6.5.2. VDR Gen Ekspresyonunun Belirlenmesi

VDR gen ekspresyonu beta aktin geni (ACTB) housekeeping gen olarak
kullanilarak goreceli kantitasyon metodu ile tespit edilmis olup prob temelli gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) analizleri Roche Light Cycler 480 II
(Roche, Almanya) cihazi1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Prob bazli RT-PCR
analizinde primerlerin baglanma bolgesi arasinda yer alan hedef DNA dizisine
komplementer olan tek zincirli prob kullanilmaktadir. Prob, 5’ ucunda raportor olarak
adlandirilan florokrom o6zellikteki FAM boyasi, 3’ ugta ise baskilayict olarak
tanimlanan TAMRA florokrom boyasi ile isaretlenmistir. Amplifikasyon sirasinda
probun hedef DNA’ya baglanmasini takiben Taq DNA polimeraz enziminin 5°-3’
niikleaz aktivitesi ile raportor boya (FAM) probtan ayrilarak sinyal olusturmakta ve
her dongiide floresan miktar1 da artmaktadir. RT-PCR cihazi ile floresan 1s1ma miktari
Olgiilerek hedef gen ve housekeeping gen igin logaritmik artigin bagladigi siklus
sayilar1 belirlenmektedir. VDR geni i¢in primer ve prob i¢eren kullanima hazir catalog
assay (Roche, Cat. No: 05532957001) kullanilmis olup ACTB geni i¢in tasarlanmis

olan primer ve prob sekanslar1 Tablo 7°de belirtilmistir.
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Tablo 7. Gen ekspresyon analizinde ACTB geni i¢in tasarlanmis olan primer ve
problar

ACTB Geni — Primer ve Prob Sekanslari
Forward 5’ CCCAGATCATGTTTGAGACCTT 3’
Primer
Reverse 5’ CCAGAGGCGTACAGGGAT 3’
Primer

Prob 5-FAM-TGTACGTTGCTATCCAGGCTGTGC-TAMRA-3’

RT-PCR reaksiyonlar1 VDR ve ACTB genleri i¢in ayr1 ayn tiiplerde olacak
sekilde her bir 6rnek i¢in 2 pL PCR uyumlu sterilize su, 0.5 uL primer+prob karisimi
ve 5 uL enzim olacak sekilde hazirlanmis ve 96 kuyucuklu plate’e 7.5 uL reaksiyon
karisimi pipetlenerek 2.5 uL. cDNA ornekleri eklenmistir. Amplifikasyon kosullart 45
tekrarlayan siklus olacak sekilde: 95 °C ,10 sn (denatiirasyon), 60 °C 30 sn (primer
baglanmasi) ve 72 °C 1 sn (uzama)’dir. Orneklerin logaritmik amplifikasyona girdigi
siklus say1sin1 belirten crossing point (Cp) degerleri i¢in iki tekrarli analizin ortalamasi
baz alinmistir. Hedef genin (VDR) Cp degerinden housekeeping genin (ACTB) Cp
degeri ¢ikarilarak ACp degerleri hesaplanmis; bu degerlerden kontrol 6rneklerinin
ortalama ACp degeri c¢ikarilarak AACp degerleri elde edilmistir. Sonuglar goreceli
kantitasyon metodunda kat farkini ifade edecek sekilde 2-24P degeri hesaplanarak

verilmistir.
3.6.5.3. VDR Geni Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Analizi

VDR geninde dort farklt SNP (rs1544410, rs2228570, rs7975232, rs731236)
genotiplerinin belirlenmesi, TIB-MolBiol (Almanya) firmasi tarafindan tasarlanmig
LightSNiP deney setleri (Roche, Almanya) kullanilarak ve erime egrisi analizinden
faydalanilarak gercgeklestirilmistir. Erime egrisi yontemi ile SNP analizi, ilgili
bolgenin uygun primerler ve floresan boya igeren problar esliginde cogaltilmast,
ardindan DNA fragmentlerinin yavas bir sekilde artan sicaklik dereceleri ile 1sitilmasi
esasia dayanmaktadir. Bu yontemde, bir DNA fragmenti spesifik erime sicakligina

ulastiginda floresan 1s1ma hizl bir sekilde azalmaktadir. Bu sayede bir allelin spesifik
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bir sicaklikta erime egrisi elde edilmekte ve genotip analizi gilivenirligi yliksek bir
sekilde yapilabilmektedir. VDR geninde bulunan dort farklt SNP’nin genotip analizi,
reaksiyonlar her bir 6rnek i¢in 5.2 pL PCR uyumlu sterilize su, 0.5 pL ilgili primer ve
probu igceren karisim, 1 pL. enzim vb. reaksiyon icin gerekli bilesenleri iceren master
karigimi ve 0.8 puL MgCl olacak sekilde hazirlanarak gergeklestirilmistir. 96
kuyucuklu plate’in bir kuyucuguna 7.5 pL reaksiyon karisimi pipetlenerek 2.5 uL
genomik DNA 6rnegi eklenmistir. Thermal cycler kosullar1 amplifikasyon basamagi
icin 45 tekrarlayan siklus olacak sekilde: 95 °C ,10 sn (denatiirasyon), 60 °C 10 sn
(primer baglanmasi) ve 72 °C 15 sn (uzama) ve erime basamagi icin bir siklus olacak

sekilde: 95 °C 30 sn, 40 °C 2 dk, ve siiresiz 75 °C olarak ayarlanmistir.
3.7. Arastirma Plani ve Takvim

Arastirmanin olgu-kontrol ve klinik prospektif bdliimlerine ait olan plan ve

takvimler Sekil 5 ve Sekil 6’da verilmistir.

Subat 2017-Kasim 2017, Literatir
taramasi ve projenin olusturulmasi

Kasim 2017-Subat Kasim 2017-Subat

Kontrol Grubu | | §S Hastalar 2021, UCLA-GIT 20 | M| 2021, Modifiye Rodnan
anketinin yapilmasi deri skorlamasinin

‘ yapilmasi ve hastaligin

alt gruplarina gore
siniflandiriimasi, klinik
skorlamalarin
tamalanmasi

Kasim 2017-Subat 2021
Kan ve idrar 6rneklerinin
toplanmasi

¥

Kasim 2017-Subat 2021
Serum ayrimi

Kasim 2017-Subat 2021

Kandan DNA izolasyonu

Kasim 2017-Subat 2021
Kandan RNA izolasyonu

Kasim 2017-Subat 2021
idrarlarin saklanmasi

. 4

4

.4

.4

Mart 2021-Mayis 2021,
LC-MS/MS ile 25(0OH)D3
Olglimi

Haziran 2021-Temmuz
2021, VDR gen
SNP’leriznin RT-PCR ile
analizi

Haziran 2021-Temmuz
2021, VDR gen
ekspresyonunun RT-PCR
ile kantitasyonu

Temmuz 2021-Agustos
2021, LC-MS/MS ile 8-
OH-dG, S-cdA, R-cdA
olglimi

Sekil 5. Arastirmanin olgu-kontrol boliimiiniin takvimi

4

Eyliil 2021-Kasim 2021 istatistiksel

analizler
Aralik 2021-Mart 2022 tez yazim

siireci

<€
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Mayis 2018-Subat 2021, Rutin

tedavi sureglerinde yogun

SS Hastalari vitamin D replasmani ve
replasmanin 6. ayinda kan ve

idrar 6rneklerinin yeniden

toplanmasi
Mart 2021-Mayis 2021, Haziran 2021-Temmuz Temmuz 2021-Agustos
LC-MS/MS ile 25(OH)D3 2021, VDR gen _ 2021, LC-MS/MS ile 8-OH-
blgumu ekspresyonunun RT-PCR ile dG, S-cdA, R-cdA ol(;umu

kantitasyonu

Eylil 2021-Kasim 2021
istatistiksel analizler
Aralik 2021-Mart 2022 tez yazim
sureci

Sekil 6. Arastirmanin klinik prospektif boliimiiniin takvimi

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin dagilimini degerlendirmek amaciyla Shapiro-Wilk testi uygulanmustir.
Ikili bagimsiz gruplarin ortalamasini karsilastirmak igin parametrik ve parametrik
olmayan verilen i¢in sirastyla Student’s t testi ve Mann Whitney U testi uygulanmustir.
Bagimli verilerin ortalamasini karsilastirmak i¢in ise parametrik ve parametrik
olmayan veriler i¢in sirastyla eslestirilmis (paired) t testi ve Wilcoxon testi
kullanilmistir. Coklu gruplarin ortalamasini karsilagtirmak i¢in parametrik veriler igin
ANOVA, parametrik olmayan verilen i¢in Kruskal Wallis analizleri yapilmistir.
Analiz edilen parametreler ile klinik skorlar arasindaki olas1 korelasyonlari
degerlendirmek amaciyla Spearman ve Pearson’s korelasyon testleri uygulanmistir.
Tiim istatistiksel analizler SPSS v.26 yazilimi kullanilarak yapilmis olup sekil ve
grafik tasarimlar1 R program dili kullanilarak gerceklestirilmistir. P<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.9. Arastirmanin Simirhhiklar:

Sistemik sklerozun nadir bir hastalik olmasi ve klinik olarak subjektif
degerlendirmeye agik olmasi nedeniyle arastirmamiz tek merkezli olarak
yiiriitiilmiistiir. Bu nedenle DEU Arastirma Hastanesi Immiinoloji ve Romatoloji
birimi Ege Bolgesi i¢in bir skleroderma merkezi olarak tanimlanmis olsa da tim
Tiirkiye popiilasyonundaki hastalar1 daha iyi yansitabilecek sekilde genis bir 6rneklem
ile caligmak miimkiin olmamistir. Ancak drneklem, gerekli gii¢ analizleri yapilarak
belirlenmis olup istatistiksel anlamlilik i¢in yeterli biiytikliiktedir. Ek olarak, hastalara
alt1 aylik yogun D vitamini replasmani uygulanan ¢aligmanin klinik prospektif boliimii
nedeniyle hasta diglama kriterleri oldukca fazla olup, birimde takip edilen ancak

caligsmaya dahil edilememis hastalar bulunmaktadir.

Tiim diinyay1 oldugu gibi iilkemizi de etkisi altina alan Covid-19 kiiresel salgini
sebebiyle D vitamini replasmanini tamamlayan 10 hastaya ulagmak miimkiin
olmamustir. Yine ayni siire¢ sebebiyle D vitamini ya da D vitamini igeren multivitamin
almayan saglikli bireylere de ulasmakta giicliik yasanmis olup kontrol grubu 40 kisi

ile sinirl kalmastir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan 23.11.2017 tarihinde 2017/27-42 karar numarasi ile onay alinmis
olup, Etik Kurul onay belgesi EK-2’de belirtilmistir. Calismaya dahil edilen hastalarin
bilgi ve onayina sunulmus olan “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu” 6rnegi EK-

3’tedir.
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4. BULGULAR
4.1. Klinik Bulgular

Calismaya 50 SS hastas1 40 saglikli kontrol dahil edilmis olup tiim katilimcilarin
cinsiyeti kadindir. Yas ortalamalar1 hasta ve saglikli kontrol gruplari i¢in sirasiyla
50.9548.70 ve 49.24+6.58 olup iki grup arasinda yas agisindan istatistiksel bir fark
bulunmamaktadir (p=0.283). Saglikli kontrol grubuna dahil olan 10 kisiden sabah ilk
idrar1 6rnegi temin edilememesi sebebiyle sadece oksidatif DNA hasari karsilagtirmasi
50 SS hastas1 ve 31 saglikli kontrol arasinda yapilmistir. Caligmaya dahil edilen SS
hastalarinin detayli klinik bulgu/skorlar1 ve 6rneklerin alindig1 giin bakilan otoantikor

pozitifligi, CRP, ESR degeri gibi laboratuvar parametreleri Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Calismaya dahil edilen SS hastalarinin klinik bulgu/skorlar

SS Hastalari (n=50)

Yas, ort (SD) 50.95 (8.70)
SS alt tipi, n (%)
Diffiiz SS 12 (24%)
Sinirl SS 38 (76%)
Hastalik suresi* (yil), ort (SD) 10.79 (9.67)
Otoantikor pozitifligi, n (%)
Antiniikleer 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)
Ishal dislaninca:
0.29 (0.26)
Warrick skoru, ort (SD) 4,78 (6.23)
Klinik Bulgular, n (%)
GiS Tutulumu 40 (80)
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Artrit

iAH

PAH

CRP, ort (SD)

ESR, ort (SD)

Kullanilan ilaglar, n (%)
Kortikosteroid (<7.5 mg/giin), n (%)
Proton pompa inhibitérii, n (%)
Kalsiyum kanal blokerlari, n (%)
Hidroksiklorokin, n (%)

immiinsiipresifler, n (%)

CRP: C-reaktif protein, ESR: Eritrosit

22 (44)

24 (48)

7 (14)

5.40 (6.37)
23.46 (15.52)

12 (24%)
41 (82%)
37 (74%)
12 (24%)
8 (16%)

sedimentasyon hizi,

GIS:

Gastrointestinal sistem, IAH: Interstisyel akciger hastaligi, 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 disinda olusan ilk klinik semptomdan (non-Raynaud

semptom) itibaren hesaplanmistir.

4.2. Kiitle Spektrometrik Bulgular

4.2.1. Oksidatif DNA Hasar

SS hastalarinda oksidatif DNA hasarin1 kapsamli olarak degerlendirmek

amaciyla viicuttaki sistemik hasar1 gosterecek sekilde idrar drneklerinden 8-OH-dG,

S-cdA ve R-cdA diizeyleri referans metot olan LC-MS/MS yontemi ile dl¢lilmiis ve

sonuclar saglikl bireylerle karsilastirilmistir (Sekil 7).
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Tablo 9. Idrar oksidatif DNA hasari iiriinlerinin SS hastalar1 ve saglikli bireyler

arasinda karsilastirilmasi (*p<0.05)

8-OH-dG, S-cdA, nmol/mmol kr R-cdA, nmol/mmol kr
nmol/mmol kr Ort£SD Ort+SD
OrttSD
SS hastalari
(n=50) 2.44+1.57 0.044+0.028 0.077+0.040
p=0.04* p=0.006* p=0.004*
Saglhikh
bireyler (n=31) 1.87+0.91 0.028+0.019 0.050+0.039

Hastalarin klinik bulgu/skorlart ile oksidatif DNA hasari iirlinleri arasindaki
olas1 korelasyonlar kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Yapilan analizler
sonucunda, DNA Thasarmmin altin belirteci olarak tamimlanan §8-OH-dG
konsantrasyonunun akciger tutulum siddetini ifade eden Warrick skoru ile anlamli bir
pozitif korelasyona sahip oldugu gosterilmistir (r=0.478, p=0.005). Bu bulguyu
destekleyecek sekilde, IAH pozitif olan hastalarin idrar 8-OH-dG diizeyi IAH negatif
olan hastalara gére anlaml diizeyde yiiksek olarak tespit edilmistir (IAH pozitif ve
negatif hastalar i¢in median (min-max) sirasiyla; 3.32 (1.04-5.15); 1.39 (1.05-4.70),
p=0.014) (Sekil 8). Bu bulgularin yani sira, hastalar %DLCO degeri 60’1n altinda ve
iistiinde olacak sekilde iki gruba ayrilmis ve %DLCO degeri 60’1n altinda olan hasta
grubunun 8-OH-dG diizeyi diger gruba gore anlamli yiiksek bulunmustur
(%DLCO<60 ve >60.1 gruplar icin sirastyla; 2.95 (0.89-5.99); 1.88 (0.71-9.35),
p=0.029). Ancak %DLCO degerini diisiirecek en Onemli faktoriin PAH bulgusu
oldugu gbz Oniine alinarak bu analizden PAH pozitif olan hastalar dislandiginda
istatistiksel anlamlilik kaybolmustur (%DLCO<60 ve >60 gruplari i¢in sirasiyla; 2.65
(0.89-5.15); 1.88 (0.71-9.35), p=0.114). PAH pozitif olan sadece yedi hasta
bulundugundan PAH pozitif-negatif gruplar arasinda DNA hasar1 iriinleri
karsilagtirildiginda anlamli bir sonu¢ bulunamamis olmasma ragmen %DLCO
analizinden PAH hastalar1 dislandiginda anlamliligin kaybedilmis olmasi, PAH
pozitifliginin artan oksidatif DNA hasari ile iligkili olabilecegine isaret etmektedir. SS
hastalarinda akciger hasari ile artan oksidatif DNA hasarimin gdsterilmis olmasinin

yani sira, artrite sahip olan hastalarin artriti olmayan hastalara gére R-cdA diizeyinde
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anlamli bir yiikselis sergiledigi tespit edilmistir (Artriti olan ve olmayan hastalar i¢in

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

H

idrar 8-OH-dG Diizeyi (nmol/mmol kr)
w

N

iAH+ iAH-

Sekil 8. IAH pozitif ve negatif olan skleroderma hastalarinin idrar 8-OH-dG diizeyi,
Mann Whitney-U, p=0.014
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0.25-

0.20+

0.15+

0.10+

idrar R-cdA Diizeyi (nmol/mmol kr)

0.05+

Artrit + Artrit -

Sekil 9. Artrit pozitif ve negatif olan skleroderma hastalarinin idrar R-cdA diizeyi,
Mann Whitney-U, p=0.005

Hastalarin oksidatif DNA hasar1 diizeyi, GIS tutulumu olan ve olmayan grup
arasinda karsilastirildiginda hastalarin neredeyse tamaminin diisiik seviyede de olsa
GIS tutulumu olmasi sebebiyle anlamli bir sonug elde edilememistir. Ancak, iki
grubun DNA hasari iiriinleri degerlendirildiginde GIS tutulumu olan grupta iic DNA
hasar1 iiriiniiniin de GIS tutulumu olmayanlara gére yiiksek seviyede seyrettigi
gozlenmistir (Tablo 10). Hastalarin klinik bulgulara gore oksidatif DNA hasari
acisindan karsilagtirmalar1 detayli olarak Tablo 10°da verilmistir. Tiim bu sonuclara
bakildiginda, SS hastalarinda akciger tutulumunun ve tutulum siddetinin artan
oksidatif DNA hasar ile giiglii bir iliskiye sahip olabilecegi ve artritin de SS
hastalarinda oksidatif DNA hasarinda bir artisa yol agabilecegi gosterilmistir.
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4.2.2. D Vitamini Diizeyi
4.2.2.1. Yontem Gelistirme ve Verifikasyon Calismalart
4.2.2.1.1. Kalibrasyon Grafigi, LOD ve LOQ degerlerinin Hesaplanmasi

Kalibrasyon egrisi, D vitamini igermeyen insan serumuna 4-200 ng/mL
araliginda alt1 seri konsantrasyonda 25(OH)D3 standardi ve son konsantrasyon 50
ng/mL olacak sekilde doteryum isaretli 25(OH)D3-d3 internal standart eklenerek
hazirlanmis olan kalibratorler ile ¢izilmistir. Intensity degeri, UPLC-HRMS cihazinin
okumas1 sonucu elde edilen standart ve internal standartlara ait peak alanlarinin
birbirine oranlanmasi ile belirlenmistir. Cizilen kalibrasyon egrisinin egim, intercept
degerleri ve regresyon katsayisi sirasiyla; 0.0239, 0.0249 ve 0.9999 olarak tespit
edilmistir (Sekil 10).

25(OH)D3 - Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 10. 25(OH)D3 i¢cin UPLC-HRMS ydntemi ile ¢izilen kalibrasyon grafigi

LOD ve LOQ degerleri, FDA kilavuzunda onaylanan yontemlerden biri olan
kalibrasyon grafigi {izerinden belirlenmistir. 25(OH)D3’iin optimize edilmis yontem
ile analizi icin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla; 0.87 ve 2.63 ng/mL olarak

hesaplanmuistir.
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4.2.2.1.2. Dogruluk ve Kesinligin Belirlenmesi

Gelistirilmis olan yontemin dogrulugu iki farkli yontemle belirlenmistir. Birinci
yontemde D vitamini icermeyen insan serumuna standart ekleme yontemiyle diisiik (4
ng/mL), orta (20 ng/mL) ve yiiksek (100 ng/mL) konsantrasyonda hazirlanmis olan
kalibratorler (kal), ikinci yontemde ise ticari olarak satin alinan NIST 972-a sertifikal
referans materyal (SRM) kullanilmistir. Her iki yontemde de hesaplanan dogruluk
yiizdeleri %85.56-%105.66 arasinda belirlenmis olup FDA yontem verifikasyonu
kilavuzunda belirlenen alt ve iist sinirlar olan %85-%115’in arasinda yer almistir

(Tablo 11).

Tablo 11. 25(OH)D3-Y6ntem Verifikasyonu: Dogruluk Hesaplamasi

25(0OH)D3 - Dogruluk Analizi

Teorik Konsantrasyon Olgiilen Dogruluk (%)
(ng/mL) Konsantrasyon
(ng/mL)
4 (kal) 4,23 105,66
20 (kal) 19,58 97,91
100 (kal) 100,77 100,77
17,7 15,15 85,56

Level-2 (SRM)

19,8 20,03 101,15
Level-3 (SRM)

29,4 30,89 105,08
Level-4 (SRM)

*kal: kalibrator, SRM: sertifikali referans materyal
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Ayni kalibratorlerin tekrarli analizleri ile gilin i¢i ve giinler arasi kesinlik
degerleri ayr1 ayr1 hesaplanmis olup sonucglar %CV degeri olarak ifade edilmistir.
25(0OH)D3 i¢in giin i¢i ve giinler arasi kesinlik degerleri sirasiyla %4.42-%12.25 ve
%2.33-11.99 degerleri arasinda hesaplanarak kilavuz tarafindan onaylanan maksimum

deger olan %15’in altinda belirlenmistir (Tablo 12).

Tablo 12. 25(OH)D3-Y6ntem Verifikasyonu: Kesinlik Hesaplamasi
25(0OH)D3 - Kesinlik Analizi

Kalibrator Kesinlik, %CV Kesinlik, %CV
(ng/mL) (Giin igi) (Glinler arasi)
4 11,10 11,99
20 12,25 3,47

100 4,42 2,33

4.2.2.2. Serum D Vitamini Diizeyleri

Metot gelistirme ve verifikasyon calismalari tamamlandiktan sonra hasta ve
kontrol grubuna ait serum 6rneklerinin optimize edilmis olan yontem ile ekstraksiyonu
gerceklestirilmis ve UPLC-HRMS cihazi kullanilarak serum 25(OH)D3 diizeyleri
hassas bir sekilde analiz edilmistir (Sekil 11). Istatistiksel analizlerde, SS hastalarmin
serum D vitamini diizeyi kontrol grubuna gore anlamli diisiik bulunmustur (Hasta ve
kontrol grubu i¢in sirasiyla;16.54+6.86 ve 20.62+10.10, p=0.028) (Sekil 12). Ayrica
D vitamininin SS hastaliginin klinik skorlart ile iliskisini degerlendirmek i¢in yapilan
analizlerde, D vitamini diizeyi ile mRSS ve Warrick skorlar1 arasinda anlamli bir
negatif korelasyon tespit edilmistir (mRSS ve Warrick skoru i¢in sirasiyla; r=-0.324,

p=0.025 ve r=-0.365; p=0.037).
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50
* Hasta-SD: 6.86

Kontrol-SD: 10.10

I
o

w
o
L

Serum 25(OH)D3 Diizeyi (ng/mL)
N
o

10

Skleroderma Hastalari Sagllkh'Kontrol

Sekil 12. Skleroderma hastalar1 ve saglikli bireylerin serum 25(OH)D3 diizeylerinin
karsilastirilmasi, Student’s t testi, p=0.028. (Boxplot’in igerisindeki kareler

ortalamalar1 ifade etmektedir)

Sklerodermada diisiik D vitamini diizeyinin artan oksidatif DNA hasart ile olas1
iligkisini tespit etmek amaciyla hastalar baslangic D vitamini diizeylerine gore iki
gruba ayrilmig (Grup 1: <10 ng/mL; Grup 2: >10 ng/mL) ve gruplar arasi1 oksidatif
DNA hasar1 degerleri karsilagtirilmistir. Bu analiz sonucunda baslangi¢ D vitamini
diizeyi 10 ng/mL’den diisiik olan hastalarda idrar 8-OH-dG diizeyi anlaml yiiksek
tespit edilmistir (Median: min-max degerleri: 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

Hastalarin ve saglikli bireylerin tam kan orneklerinden ekstrakte edilmis olan
RNA oOrnekleri cDNA’lara ¢evrilmis olup, VDR gen ekspresyonu cDNA 6rnekleri
kullanilarak prob temelli RT-PCR yo6ntemi ile gerceklestirilmistir (Sekil 13).

43848
39.848
35.848
S 31.848
w
 27.848
3 23848
g 19.848
§ 15540
3
= 11.848
7.848
3.848
0.152

b

5 10 15 20 5 30 35 40 45
Cycles

Sekil 13. Gen ekspresyon analizi: Caligmada elde edilen temsili amplifikasyon egrisi

goruntisu

VDR gen ekspresyonu, ACTB geni housekeeping gen olarak kullanilarak
goreceli kantitasyon metodu ile belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde,
hastalarda saglikli bireylere gore anlamli diizeyde diisiikk VDR gen ekspresyonu tespit
edilmigstir (Hasta ve kontrol i¢in sirasiyla; 0.68+0.46 ve 1.334£0.89, p<0.001) (Sekil
14).
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Sekil 14. Skleroderma hastalar1 ve saglikli bireylerin VDR gen ekspresyonu agisindan
karsilastirilmasi, Student’s t testi, p<0.001. (Boxplot’in igerisindeki kareler

ortalamalar1 ifade etmektedir)
4.3.2. VDR Geni Tek Niikleotid Polimorfizmleri

Hastalardan ve saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinden ekstrakte edilmis
olan genomik DNA Ornekleri kullanilarak VDR geninde bulunan dort sekans
polimorfizmi (rs2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236) prob temelli RT-PCR
yontemi ile analiz edilmistir. Bu yontemde, amplifikasyonun ardindan erime egrisi

analizi kullanilarak bireylerin genotipleri tespit edilmistir (Sekil 15).
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Bu ¢alisma ile, Tiirk popiilasyonundaki skleroderma hastalarinda ilk kez VDR

rs1544410, 1rs7975232 ve 18731236 sekans

1s2228570,

bulunan

geninde
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polimorfizmleri incelenmis olup istatistiksel analizlerde hasta ve kontrol grubu

arasinda anlamli bir genotip farki tespit edilememistir (Tablo 13).
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4.4. Klinik Prospektif Boliim: D Vitamini Replasmanminin Oksidatif DNA

Hasarimna EtKisi

Calismaya dahil edilen skleroderma hastalari, ¢alismaya dahil olduklar1 giin ve
iic ay sonra olmak iizere iki doz 150.000 IU/doz olacak sekilde intramuskiiler D
vitamini replasmani almis olup ikinci dozdan ii¢ ay sonra (altinci ay) biyolojik
ornekleri yeniden toplanmigtir. Ayrica hastalar tiim siire¢ boyunca 800 [U/giin olacak
sekilde oral D vitamini takviyesi almaya devam etmistir. Hastalarin ¢aligmanin
basladig1 giinden itibaren devam eden tedavi planlarinda herhangi bir degisiklik
yapilmamistir. Replasmanin altinci ayinda toplanan serum 6rneklerinden 25(OH)D3
miktar1 Slgiilerek D vitamini replasmaninin etkisi kanitlanmis ve idrar 6rneklerinden
ise oksidatif DNA hasart iirtinleri (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) yeniden odlgiilerek D
vitamini replasmaninin oksidatif DNA hasarina olast etkisi degerlendirilmistir. Ayrica
hastalarin replasman sonrasi aliman tam kan Orneklerinden RNA ekstraksiyonu ve
cDNA sentezi de yapilarak VDR gen ekspresyonu da tekrar analiz edilmistir. Covid-
19 kiiresel salgini sebebiyle D vitamini replasmani protokoliine dahil edilen 10 hastaya
ulagilamamis olup D vitamini replasmaninin oksidatif DNA hasarina etkisini sitnamay1

hedeflemis olan bagimli analizler 40 hasta ile gerceklestirilmistir.

Yapilan analizlerde ilk olarak hastalarin replasman sonrasi serum D vitamini
konsantrasyonunun istatistiksel anlamlilifa ulasacak diizeyde arttig1 ve D vitamini
replasmaninin  tim hastalar i¢in etkin bir sekilde tamamlandigi gosterilmistir
(Replasman Oncesi ve sonrast sirasiyla; 16.54+6.86 ve 30.89+6.96, p<0.001) (Sekil
16).
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Replasman 6ncesi-SD: 6.86
Replasman sonrasi-SD: 6.96

40
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Serum 25(OH)D3 Diizeyi (ng/mL)
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Replasmén oncesi Replasma'n sonrasi

Sekil 16. Skleroderma hastalarinin D vitamini replasmani 6ncesi ve sonrasinda dlgiilen
serum 25(OH)D3 diizeyleri, Bagimli 6rneklem t testi, p<0.001. (Boxplot’in

icerisindeki kareler ortalamalar1 ifade etmektedir).

Hastalarin D vitamini replasmani 6ncesi ve sonrasinda 8-OH-dG, S-cdA ve R-
cdA diizeyleri karsilastirilmig olup tic DNA hasar iiriiniiniin de replasman sonrasi
diisiis yoOniinde bir egilime sahip oldugu tespit edilmistir (Tablo 14). Bu hasar
iiriinlerinden DNA hasar1 degerlendirmesi igin altin standart olarak tanimlanan 8-OH-
dG’de replasman sonras: diislis istatistiksel anlamlilik gostermistir (Replasman 6ncesi

ve sonrast sirastyla; 2.44+1.57 ve 2.20£1.24, p=0.044) (Sekil 17).
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Tablo 14. Skleroderma hastalarinin D vitamini replasmani 6ncesi ve sonrasinda

Olciilmiis olan oksidatif DNA hasar iiriinleri (*p<0.05)

Replasman

Replasman | Replasman = Replasman = Replasman | Replasman

Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrasi Oncesi Sonrasi

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

Replasman 6ncesi-SD: 1.57

Replasman sonrasi-SD: 1.24

E

idrar 8-OH-dG Diizeyi (nmol/mmol kr)

N

Replasman oncesi Replasman sonrasi

Sekil 17. Skleroderma hastalarinin D vitamini replasmani 6ncesi ve sonrasinda dlgiilen
idrar 8-OH-dG diizeyleri, Bagimli 6rneklem t testi, p=0.044. (Boxplot’in

icerisindeki kareler ortalamalar1 ifade etmektedir).
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Bu siirecte, VDR’nin roliinii incelemek amaciyla VDR gen ekspresyonu da
yeniden degerlendirilmis olup VDR gen ekspresyonunun replasman sonrasi anlamli
diizeyde bir artis gosterdigi tespit edilmistir (Replasman Oncesi ve sonrasi sirasiyla;
0.68%0.46 ve 0.92+0.53, p=0.006) (Sekil 18). Bu bulgu, D vitamininin oksidatif DNA
hasar1 tizerindeki etkisini niikleer reseptorii olan VDR araciligtyla gerceklestirebiliyor

olacagina igaret etmektedir.

2.5
Replasman oncesi-SD: 0.46

Replasman sonrasi-SD: 0.53

2.0

-
[3,]
L

VDR Gen Ekspresyonu (2*-AACt)
P

0.5

0.0

Replasman oncesi Replasman sonrasi

Sekil 18. Skleroderma hastalarinin D vitamini replasmani Oncesi ve sonrasinda
belirlenen VDR gen ekspresyon diizeyleri, Bagimli 6rneklem t testi, p=0.006.

(Boxplot’in igerisindeki kareler ortalamalar1 ifade etmektedir).

Replasman sonrasinda D vitaminindeki artis miktarinin DNA hasarindaki azalig
diizeyi ile olasi iligkisini belirlemek amaciyla hastalar baglangi¢ D vitamini diizeyleri
10 ng/mL’den diisiik olup replasman sonrasi D vitamini iki buguk kattan fazla artan
ve baglangic D vitamini diizeyleri 10 ng/mL’den yiiksek olup replasman sonras1 D

vitamini iki buguk kata kadar artan olmak {izere iki gruba ayrilmis (Grup 1: Bazal D
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vitamini <I0ng/mL ve D vitamini kat artis1 >2.5, n=8; Grup 2: Bazal D vitamini
>10ng/mL ve D vitamini kat artis1 <2.5, n=24) ve bu gruplarin altinc1 ayda dl¢iilen
DNA hasar diizeyinden baslangictaki DNA hasari1 diizeyi ¢ikarilarak oksidatif DNA
hasarmin delta degerleri hesaplanmistir. Bu iki grup arasinda DNA hasar1 degisimi
acisindan olas1 farki belirlemek i¢in yapilan analizde Grup 1’de DNA hasari
iriinlerinden 8-OH-dG’nin Grup 2’ye oranla daha etkin bir sekilde diislis gosterdigi
tespit edilmistir (Median: min-max degerleri: Grup 1= (-0.40): (-1.39) -(+0.44); Grup
2= (0.14): (-0.46) -(0.80), p=0.046) (Sekil 19). Bu sonug, baslangicta D vitamini
diizeyi diisiik olan ve replasman ile etkin bir sekilde artis saglanan bireylerde D
vitamininin antioksidan etkileriyle oksidatif makromolekiil hasarini indirgemek igin

umut vaat ettigini desteklemektedir.
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2 0 o -
; .
3o}
[
° Dvit_katfarki
©
]
g | kat farki<2.5
o) 1 A kat farki>2.5
T .05- +
I
Q
©
1.0~ +

A

<10ng/mL >10ng/mL
D vitamini (esik degeri:10 ng/mL)

Sekil 19. Bazal D vitamini diizeyi ve replasman sonras1 D vitamini kat artigina gore
gruplanan hastalarin replasman sonrast 8-OH-dG diizeylerindeki degigim,

p=0.046
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D vitamini replasmaninin oksidatif DNA hasarina etkisi sklerodermada meydana
gelen temel organ tutulumlar1 bazinda detayli bir sekilde incelenmistir. Bu kapsamda
IAH, artrit ve PAH’1 olan ve D vitamini replasmanini tamamlayan hastalar ayr1 ayri
gruplandirilmig ancak oksidatif DNA hasar1 degisimi agisindan anlamli bir sonug elde
edilememistir. Ancak birden fazla bulguyu aym anda tasiyan gruplar
olusturuldugunda, IAH ve artrite aym1 anda sahip olan hastalarin (n=12) D vitamini
replasmani sonrast 8-OH-dG diizeylerinde anlamli bir diisiis tespit edilmistir (D
vitamini replasman 6ncesi ve sonrast 8-OH-dG med: min-max degerleri sirasiyla;

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

E

w
N

N
n

idrar 8-OH-dG Diizeyi (nmol/mmol kr)

Replasm'an 6ncesi_ Replasma'n sonrasi
IAH+ & Artrit+ Hastalar
Sekil 20. IAH ve artrit bulgusuna sahip olan hastalarin D vitamini replasman1 6ncesi
ve sonrasinda Ol¢iilmiis olan idrar 8-OH-dG diizeyleri, Wilcoxon testi,

p=0.037

Akciger ve eklem tutulumuna ek olarak sadece GIS tutulumu olan hastalar da
(n=22) replasman sonrast DNA hasar1 diislisii yoniinden degerlendirilmis ve bu

hastalarin 8-OH-dG diizeyi D vitamini replasmani sonrast anlamli oranda diismiistiir
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(D vitamini replasman dncesi ve sonrast 8-OH-dG med: min-max degerleri sirasiyla;
1.76: 1.05-4.70 ve 1.38: 0.77-4.53, p=0.025) (Sekil 21). Ayrica, GIS tutulumu olan
hasta grubunda VDR gen ekspresyonu replasman sonrasi anlamli diizeyde artmistir (D
vitamini replasman Oncesi ve sonrast VDR diizeyi med: min-max degerleri

strastyla;0.38: 0.07-1.36 and 0.90: 0.27-1.94, p=0.032) (Sekil 22).

FN

w

idrar 8-OH-dG Diizeyleri (nmol/mmol kr)
N

Replasmén oncesi . Replasma'n sonrasi
GIS+ Hastalar

Sekil 21. Sadece GIS tutulumu olan hastalarin D vitamini replasmam 6ncesi ve

sonrasinda 6l¢iilmiis olan idrar 8-OH-dG diizeyleri, Wilcoxon testi, p=0.025
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0.0

Replasmén oncesi . Replasma'n sonrasi
GIS+ Hastalar
Sekil 22. GIS tutulumu olan hastalarin D vitamini replasman dncesi ve sonrasinda

6l¢iilmiis olan VDR gen ekspresyon diizeyleri, Wilcoxon testi, p=0.032

GIS tutulumunun, akciger veya eklem tutulumuna oranla alti1 ay gibi kisa bir
stirecte D vitamini replasmaninin etkisini yansitma potansiyeline sahip olmasi
nedeniyle hastalara replasman sonrast yeniden UCLA-GIT 2.0 anketi uygulanmaistir.
D vitamini replasmanini tamamlamis olan tiim hastalarin replasman 6ncesi ve sonrasi
anket skorlari karsilastirildiginda replasman sonrasi skorlarin anlaml diizeyde diistiigii
dolayisiyla D vitamini ile GIS tutulum siddetinin istatistiksel anlamliliga ulasacak
oranda azaldig1 gosterilmistir (D vitamini replasman Oncesi ve sonrasit anket skorlart;
0.30£0.26 ve 0.21+0.24, p=0.016) (Sekil 23). Ayrica, GIS tutulum siddetinin daha
dogru bir sekilde degerlendirilmesi amaciyla diger bir¢ok faktdre bagli olarak ortaya
cikabilen “ishal” parametresi UCLA GIT 2.0 skorlarindan dislanarak analizler yeniden
tekrarlanmis olup hem 8-OH-dG diizeyindeki hem de anket skorlarindaki diisiisler

dislamadan sonra dahi istatistiksel anlamliliklarini kaybetmemistir.
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Sekil 23. D vitamini replasmanini tamamlayan hastalarin replasman 6ncesi ve sonrasi

UCLA-GIT 2.0 anket skorlar1, Bagimli 6rneklem t testi, p=0.016 (Boxplot’in

icerisindeki kareler ortalamalar1 ifade etmektedir).

Bu sonuclar, akciger, eklem, GIS gibi organ tutulumu olan skleroderma

hastalarinda etkin bir D vitamini replasmaninin hastalifin patogenezinde oldukca

Oonemli bir yere sahip olan oksidatif stresin hassas ve kiimiilatif gostergelerinden biri

olan oksidatif DNA hasarin1 azaltma yoniinde potansiyel bir antioksidan molekiil

olarak yer alabilecegine isaret etmektedir.

79



5.  TARTISMA

Skleroderma, derinin ve daha ileri vakalarda akciger, eklemler, GIS gibi
organ/sistemlerin progresif fibrozu ile karakterize olan otoimmiin bir hastaliktir.
Sklerodermanin fibrotik siirecinde rol alan mekanizmalar iizerine ¢ok sayida ¢alisma
gerceklestirilmis olmasina ragmen hastaligin patogenezi ve progresyonu heniiz
aydinlatilamamistir. Nadir bir hastalik olmasi, kronik siire¢ ve klinik heterojenite,
skleroderma patogenezininin aydinlatilmasini zorlagtiran baz1 sebepler olarak
tanimlanmaktadir. Bu nedenle, gilinlimiizde hala gerek hastaligin patogenezine ve
progresyonuna katki saglayan faktorlerin arastirilmasina gerekse tedavi stratejilerinin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Skleroderma patogenezinde inflamasyon ve oksidatif stres birbirini besleyen
kisir dongiiler olarak yer almaktadir (145) Bir¢ok inflamatuvar ve otoimmiin hastalikta
oldugu gibi sklerodermada da oksidatif stres ve buna bagli meydana gelen
makromolekiil hasar1 olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Yapilan son caligmalarda,
skleroderma hastalarinda saglikli bireylere gore nitrik oksit, MDA, hidroperoksit,
asimetrik dimetilarjinin gibi oksidatif stres belirte¢lerinin anlamli diizeyde arttig1 ve
stiperoksit dismutaz ve C vitamini gibi énemli antioksidan molekiillerin ise azaldig:
gosterilmistir (116). Artan prooksidan molekiiller ve buna karsin yetersiz kalan
antioksidan savunma sistemleri sonucu meydana gelen oksidatif stres, fonksiyonel bir
hiicrenin  karbonhidrat, lipid ve protein gibi makromolekiillerine hasar
verebilmektedir. Makromolekiil hasarlar1 arasinda oksidatif DNA hasar1 genomik
instabiliteye yol agmasi ve uzun vadede tasidigi sitotoksik ve mutajenik etkiler
sebebiyle ayrica dnem tasimaktadir. Sklerodermada, oksidatif DNA hasar1 ve bu
hasarin olas1 klinik korelasyonlar1 {izerine yapilmis olan smirli sayida g¢alisma
mevcuttur. Ik olarak, Palomino ve ark., comet assay yontemini kullanarak SS
hastalarinda DNA hasarinin arttigin1 gostermistir (125). Ardindan Avouac ve ark.
DNA hasarinin altin belirteci olan 8-OH-dG’ni ELISA yontemi ile degerlendirmis ve
SS hastalarinda bu belirtecin anlamli artisin1 bildirmistir (124). Bu tez ¢alismasinda
ise, SS hastalarinda oksidatif DNA hasarim1 hassasiyeti yliksek bir sekilde
yansitabilecek ii¢ hasar {iriinii (8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA) es zamanl bir sekilde ve
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referans yontem olan LC-MS/MS kullanilarak ilk kez Olc¢lilmiistiir. Bu calisma,
sklerodermada oksidatif DNA hasarinin roliiniin bu denli kapsamli bir sekilde
incelendigi ilk arastirma olarak bilimsel literatiirde yerini alacaktir. Analizler
sonucunda, sklerodermada tic DNA hasar {iriiniiniin de anlamli diizeyde artisinin
gosterilmis olmasmin yani sira, oksidatif DNA hasarinin sklerodermadaki organ
tutulumlar ile giiclii bir iliskisinin olabilecegi de ortaya konulmustur. Organ tutulumu
analizlerinde, akciger ve eklem tutulumu olan SS hastalarinin, bu bulgulara sahip
olmayan hasta gruplarma gore daha yiiksek diizeyde DNA hasarina maruz kaldig:
gosterilmistir. IAH’a sahip olan SS hastalarinda 8-OH-dG diizeyi anlamli oranda
yiiksek seyrederken, bu bulgu akciger fibroz siddetini yansitan Warrick skoru ile 8-
OH-dG diizeyi arasindaki anlamli pozitif korelasyon ile desteklenmistir. Ayrica,
%DLCO degeri 60’1n altinda olan SS hastalarinin bu degerin iistiinde olan hastalara
gore daha yiiksek 8-OH-dG diizeyine sahip oldugu gosterilmistir. Ancak, %DLCO
degerini diisiiren en dnemli faktorlerden biri olarak tanimlanan PAH bulgusu olan
hastalar (n=7) bu analizden dislandiginda 8-OH-dG yiiksekligi anlamliligini
kaybetmistir. Bu bulgu, PAH’1 olan hastalarin az sayida olmas1 sebebiyle PAH pozitif-
negatif gruplar arasinda oksidatif DNA hasar1 acisindan anlamli bir sonug
gosterilememis olmasina ragmen, PAH bulgusunun oksidatif DNA hasarinda bir artisa
yol acabilecegi seklinde yorumlanabilmektedir. Bu calismada gosterilmis olan
oksidatif DNA hasar1 ve akciger tutulumu iliskisini destekleyecek sekilde Avouac ve
ark. da 8-OH-dG diizeyi ile akciger fibrozu ve azalan DLCO/alveolar hacim arasinda
bir iliski olabilecegini bildirmistir (124).

Akciger tutulumunun yani sira, bu tez ¢alismasinda artriti olan SS hastalarinin
olmayan hastalara gore anlamli oranda artmig R-cdA diizeyine sahip olduklarinin
gosterilmis olmasi eklem tutulumu ile oksidatif DNA hasar1 arasinda dogrusal bir iliski
olabilecegine isaret etmektedir. Bu sonug, 8-OH-dG odl¢limlerine ek olarak, DNA'daki
tandem lezyonlarin (S- ve R-cdA) kiitle spektrometri tabanli bir yontemle
degerlendirilmesinin, 6nemli klinik korelasyonlar1 yansitmak i¢in biiyiik bir
potansiyele sahip olabilecegini desteklemektedir. Bu nedenle, DNA hasar iirlinlerinin
referans yontemlerle kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi, DNA zincir kiriklarin

analiz eden (comet assay) veya yalnizca 8-OH-dG o6l¢iimiine izin veren (ELISA)
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yontemlere gore de listlinliik saglayacaktir. Akciger ve eklem tutulumlariyla oksidatif
DNA hasar1 arasindaki klinik korelasyonlarin yan1 sira, GIS tutulumu olan hastalarin
{ic DNA hasar iiriinii de GIS tutulumu olmayan hastalara gére yiiksek seyretmekte olup
hastalarin neredeyse tamaminmn GIS tutulumu olmasi ve gruplarin orantili
dagilmamasi sebebiyle istatistiksel anlamliliga ulasilamamustir (Bkz. Tablo 10). Ozet
olarak, bu tez ¢caligmasi SS hastalarinda ii¢ farkli oksidatif DNA hasar {iriiniinii LC-
MS/MS yontemi ile dlcerek sklerodermada oksidatif DNA hasarinin roliinii detayli bir
sekilde incelemis ve oksidatif DNA hasar1 ile organ tutulumlari arasindaki olasi
korelasyonlar1 kapsamlica degerlendirmis olan ilk arastirmadir. Sonuglar,
sklerodermada artan oksidatif DNA hasarinin yani sira, akciger ve eklem tutulumu ile

artan DNA hasar1 arasinda gii¢lii bir iliski olabilecegine isaret etmektedir.

Sklerodermada D vitamini eksikligi yaygin bir problem olarak tanimlanmaktadir
(139). Hastalarda meydana gelen deri fibrozunun, deride UVB araciligiyla D vitamini
sentezini engellenmesinin ve GIS tutulumu nedeniyle D vitamini emiliminin
azalmasinin bu probleme katki sagladig1 diisiiniilmektedir (137). Birbirinden bagimsiz
yapilmis olan bircok g¢alismada, SS hastalarinda saglikli bireylere gore diisiik D
vitamini diizeyleri tespit edilmis olup, D vitamininin bazi klinik bulgular ve skorlar ile
giicli negatif korelasyonlara sahip oldugu da gosterilmistir (136,139,146). 554 SS
hastas1 ve 321 saglikli birey ile yapilmis olan giincel bir meta-analizde, SS hastalarinin
anlamli oranda diisiik serum D vitamini diizeyine sahip oldugu gosterilmistir (138).
Daha 6nce yayimlanmig bulgularla uyumlu olarak bu ¢alismada da SS hastalarinda D
vitamini diizeyi saglikli bireylere gére anlamli oranda diisiik bulunmustur. Ayrica, deri
tutulum skoru olan mRSS ve akciger tutulumunun siddetini gosteren Warrick skoru ile
D vitamini diizeyi arasinda anlamli bir negatif korelasyon tespit edilmistir. Benzer
sekilde, daha onceki calismalarda da, kutandz doku fibrozu (mRSS) ve pulmoner
tutulumun siddeti D vitamini konsantrasyonu ile ters orantilt bulunmustur (99,136).
Ek olarak bu caligmada, D vitamini eksikliginin artan oksidatif DNA hasar ile
iliskisini destekleyecek nitelikte bir bulgu olarak baslangic D vitamini diizeyi 10
ng/mL’den diisiik olan hastalarda 10 ng/mL’den yiiksek olan hastalara goére idrar 8-
OH-dG konsantrasyonu anlamli diizeyde yliksek tespit edilmistir. Bu c¢aligmada,

sklerodermada serum D vitamini diizeyinin yiiksek ¢oziiniirliikli kiitle spektrometri
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gibi hassasiyeti yliksek bir yontem ile belirlenmis olmasinin yani1 sira tiim bu
siireglerde vitamin D reseptoriiniin olasi rolii de incelenmistir. Sonuglar,
sklerodermada VDR gen ekspresyonunun saglikli bireylere gore oldukga diisiik
diizeyde seyrettigini gostermektedir. Bugiine kadar sklerodermada VDR gen
ekspresyonunu degerlendiren sinirh sayida ¢alisma mevcuttur. {1k olarak Zerr ve ark.,
SS hastalarinin deri fibroblastlarinda azalmis VDR ekspresyonunu gostermis ve VDR
ekspresyonunun baskilandigi deney hayvani modelinde fibroblastlarin TGF-f’ya kars1
hassasiyetlerinin arttigin1  bildirmistir (147). Ardindan Kogak, sadece diffiiz
skleroderma hastalarinin kan 6rneklerinde VDR gen ekspresyonunun azaldigini rapor
etmistir (148). Son olarak, Ge ve ark. skleroderma fare modelinden elde edilen
keratinositlerde VDR ekspresyonunun diisiik oldugunu gostermis ve keratinositlerde
azalan VDR ekspresyonunun skleroderma progresyonu ile iligkili oldugunu ifade
etmistir (149). Bu tez ¢alismasinda, SS hastalarinin tam kan 6rneklerinden ekstrakte
edilmis olan mRNA o6rnekleri kullanilarak VDR ekspresyonu sistemik bir sekilde ve
onceki calismalara gore daha biiyiik bir 6rneklemde degerlendirilmis ve daha dnce
yayimlanmis verilerle uyumlu olarak sklerodermada anlamli oranda azalmigs VDR gen
ekspresyonu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, SS hastalarinin tam kan 6rneklerinden
elde edilmis olan mRNA 0&rneklerinin kullanilmis olmasi, sklerodermada VDR
eksikliginin sistemik diizeyde olabilecegine isaret etmektedir. Ayrica, bu ¢alismada SS
hastalarinda VDR geninde bulunan dort farkli SNP (rs2228570, rs1544410,
1s7975232, rs731236) analiz edilmis olup bu polimorfizmler agisindan hastalar ve
saglikli bireyler arasinda anlamli bir fark yakalanamamistir. Daha 6nce, Misirli SS
hastalarinda VDR geninde bulunan rs7975232 ve rs731236 polimorfizmleri
degerlendirilmis ve hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark olmadig:
bildirilmigtir (150). Bu bulgunun aksine, baska bir calismada 157975232
polimorfizminin Cin Han popiilasyonunda skleroderma hastalig: ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (151). Bu ¢alismada ise, VDR geninde bulunan dort polimorfizm Tiirk
poplilasyonunda bulunan skleroderma hastalarinda ilk kez degerlendirilmis olup
1s2228570, rs1544410, rs7975232 ve rs731236 genotipleri agisindan SS hastalart ve
saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (Bkz.

Tablo 13).
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Sklerodermada D vitamini eksikligi ve bu durumun klinik skorlarla iligkisi
birbirinden bagimsiz bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Bu baglamda, D vitamininin
immiin sistem {izerindeki etkileri de géz Oniinde bulunduruldugunda D vitamini,
sklerodermada rutin tedavi stratejilerine katki saglayan 6nemli faktorlerden biri olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismaya dahil edilen skleroderma hastalarinin saglikli bireylere
gore anlamli oranda diisiik serum D vitamini diizeyine sahip oldugu UPLC-HRMS
yontemi ile gosterilmistir. Ayrica, c¢alismanin klinik prospektif tasariminda,
skleroderma hastalarina alt1 ay boyunca yogun D vitamini replasmani uygulanmis ve
replasmanin ardindan D vitaminin skleroderma hastalarinda antioksidan etkisi
oksidatif DNA hasar1 parametrelerinin LC-MS/MS ile yeniden degerlendirilmesiyle
arastirilmistir. Sonuglar, SS hastalarinda D vitamini replasmani sonrasi ti¢ DNA hasar1
iirlinlinlin de diisme yoniinde bir egilim gosterdigine isaret etmektedir (Bkz. Tablo 14).
Replasmanin ardindan diisme egiliminde olan bu hasar iiriinlerinden DNA hasari
degerlendirmelerinde altin belirte¢ olarak tanimlanan 8-OH-dG diizeyindeki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmugstur. Sklerodermada D vitamini eksikligi yaygin
bir problem olmasina ve rutin tedavi siirecinde replasman uygulanmasina ragmen,
bugiine kadar D vitamininin antioksidan olarak etkilerini ve 6zellikle oksidatif DNA
hasarini indirgemedeki roliinii arastirmay1 hedeflemis olan bir ¢aligma yapilmamastir.
Ancak, sklerodermada D vitamini replasmaninin biyoyararlanimini arastirmayi
hedeflemis olan oldukg¢a sinirli sayida ¢calismada hastalara oral D vitamini uygulanmis
ve uygulama sonrast serum D vitamini diizeyleri yeniden degerlendirilmistir
(152,153). Bu ¢alismalarda, oral D vitamini replasmaninin hastalarin serum D vitamini
diizeyine etkisi agisindan ¢eliskili sonuglar elde edilmistir. Ayrica bilimsel literatiirde,
sklerodermada D vitamininin oksidatif makromolekiil hasar1 veya ozellikle DNA
hasart {izerine olas1 etkilerini degerlendirmeye yonelik bir ¢alisma da
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, gebeler ve kolit, diyabet, polikistik over sendromu
olan hastalar ile yapilan bagimsiz caligmalarda, D vitamini replasmaninin CRP ve
malondialdehit gibi bazi inflamasyon ve oksidatif stres iliskili parametreleri azaltic
yonde bir etkisi olabilecegi ifade edilmistir (154—158). Ayrica, skleroderma
patogenezinden bagimsiz olarak D vitamininin 6zellikle VDR aracilifiyla bazi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu arttirarak antioksidan bir molekiil 6zelligi

gosterdigi bilinmektedir (15,159). Oksidatif DNA hasari, sitotoksik ve mutajenik
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etkileri sebebiyle uzun vadede kanserlesmeye kadar bircok patolojik duruma yol
acabileceginden, sklerodermada D vitamininin oksidatif DNA hasarini indirgemedeki
potansiyelini gostermek ayrica Onem tagimaktadir. Ayrica, replasman sonrasi
skleroderma hastalarinda gozlenen VDR gen ekspresyonundaki anlamli artis da D
vitamininin oksidatif DNA hasar lizerindeki antioksidatif etkisinin niikleer reseptorii
aracilifiyla gergeklesebiliyor olacagina isaret etmektedir. VDR nin DNA iizerindeki
spesifik dizilere baglanarak bir transkripsiyon faktorii gibi davranabildigi ve yaklasik
300 genin ifadesini dogrudan kontrol edebildigi gosterilmis olmakta birlikte, bazi
caligmalar kontrol edilebilen bu gen listesine bir dizi antioksidan enzim genlerinin de

dahil oldugunu ifade etmektedir (1,6,159).

Bu c¢alismada ayrica baslangic D vitamini diizeyi 10 ng/mL’nin altinda olup
replasman sonrast D vitamini diizeyi 2.5 kattan fazla artmis olan hastalarda baslangi¢
D vitamini diizeyi 10 ng/mL’den yiiksek olan ve replasman sonrasi D vitamini diizeyi
2.5 kata kadar artmis olan hastalara gére DNA hasarinin altin belirteci olan 8-OH-dG
diizeyinin daha etkin bir diisiis gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonug, bazal D vitamini
diizeyi dramatik seviyelerde seyreden skleroderma hastalarinin etkin bir D vitamini
replasmani uygulanabildigi takdirde inflamatuvar stireclerle de tetiklenen ve hastaligin
patogenezinde dnemli bir rol oynayan oksidatif stres aracili hasarin indirgenmesinde
D vitamininin 6nemli katkilar sunabilecegini desteklemektedir. Bu c¢alismada, D
vitamini replasmani sonrast 8-OH-dG diizeyindeki diisiisiin istatistiksel olarak anlamli
tespit edilmesi ancak S-cdA ve R-cdA diizeylerindeki azalisin anlamliliga
ulagamamasinin  bu hasar {riinlerinin onarim yolaklarindaki farklilik ile
aciklanabilecegi diisiiniilmektedir. Oksidatif DNA hasari tirlinlerinden 8-OH-dG, baz
eksizyon onarim yolagi (base excision repair; BER) ile onarilirken S-cdA ve R-cdA
onariminda niikleotid eksizyon onarim (nucleotid excision repair; NER)
mekanizmalart rol almaktadir (160-163). Skleroderma hastalarinda D vitamini
replasmani sonrasi tespit edilen 8-OH-dG diizeyindeki anlamli diisiis, VDR’nin BER
onarim yolagindaki enzimleri daha etkin bir sekilde kontrol ediyor olabilecegini
diistindiirmektedir. Bir diger agiklama ise, 8-OH-dG nin siklikla meydana gelen ve
DNA’da en bol bulunan hasar {iriinlerinden birisi olmasi sebebiyle daha etkili bir diisiis

gosterebilmis oldugudur. Tiim bunlar géz oniine alindiginda, D vitaminin oksidatif
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DNA hasarini indirgemedeki olast roliinii derinlemesine anlayabilmek i¢in VDR-
aracili DNA onarim yolaklart da kapsamli bir sekilde arastirilmalidir. Ozetle bu
caligmanin giiclii bir yonii, D vitamini Oncesi ve sonrasinda, 8-OH-dG'ye ek olarak
DNA'daki tandem lezyonlarin da kiitle spektrometri tabanli bir yontemle eszamanl
olarak degerlendirilmesi ve oksidatif DNA hasar ile klinik bulgular arasindaki

korelasyonlarin kapsamli bir sekilde aydinlatilmasidir.

Bu calismanin giiclii yonlerinden bir digeri, D vitamini replasmaninin klinik
yararliligmin organ tutulumu olan skleroderma hastalarinda kapsamli bir sekilde
degerlendirilmis olmasidir. Sadece akciger veya sadece eklem tutulumu olan hastalar
degerlendirildiginde replasman sonrast DNA hasar1 diislisii acisindan anlamli bir
sonu¢ yakalanamamustir. Ancak IAH (akciger) ve artriti (eklem) birlikte bulunduran
hastalarda bu bulgular1 tasimayan hastalara gore D vitamini replasmani sonras1 8-OH-
dG diizeyinin anlamli oranda diistiigii tespit edilmistir. Ayrica, sadece GIS tutulumu
olan hastalarin olmayanlara gore replasman sonrasi 8-OH-dG diizeyinde anlamli bir
azalma gosterilmistir. IAH ve artrit pozitif gruplarda tekli organ tutulumlar:
degerlendirildiginde anlamli bir sonug elde edilemezken GiS tutulumunda anlamli bir
diisiis gdsterilmesinin hastalarin biiyiik bir kismimin GIS tutulumu olmasi, dolayisiyla
sadece GIS pozitif olan hastalarin yalnizca IAH + veya yalnizca artrit + olan gruplara
gore daha fazla sayida olmasiyla agiklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, D vitamini
replasmanina alt1 aylik kisa bir siirecte yanit verebilme potansiyeli sebebiyle GIS
tutulum siddetini belirleyen UCLA-GIT 2.0 anketi replasmanin altinc1 ayinda
hastalara yeniden uygulanmis ve replasman sonrasi UCLA-GIT 2.0 skorlarinda
istatistiksel olarak anlaml diisiis tespit edilmistir. Bu tez ¢alismasi ile ilk kez, D
vitamini replasmaninin sklerodermada GIS tutulumunu azaltma potansiyeline sahip
oldugu gosterilmisti. Daha ©nce, sklerodermada GIS tutulumu ve emilim
bozuklugunun oral D vitamini replasmaninin biyoyararlanimini etkileyebilecegi 6ne
stiriilmiistlir (137). Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda uygulandig: gibi oral takviyeye
ek olarak D vitamininin intramuskiiler replasmani ile bu sorunun iistesinden
gelinebilecegi ve bu sayede, GIS tutulumunda potansiyel bir iyilesme ile oral D
vitamini replasmaninin daha verimli olabilecegi diisiiniilmektedir. Tiim bu analizlere

ek olarak, UCLA-GIT 2.0 anketindeki “ishal” parametresinin sklerodermaya bagl GiS
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tutulumu disinda diger bircok faktor tarafindan etkilenebiliyor olmasi sebebiyle GIS
tutulumu ile ilgili analizler ishal parametresi dislanarak yeniden yapilmis ve elde
edilen tiim sonuglar dogrulanmistir. Bu bulgular 15181nda, D vitamini replasmaninin
organ tutulumu olan skleroderma hastalarinda oksidatif DNA hasarini indirgeyici bir
parametre olarak umut vaat ettigi ve bu bulgularin daha ileri ¢aligmalarla
desteklenmesi ile D vitamini replasmanmin klinik uygulamalara oldukca degerli

katkilar sunabilecegi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismanin bazi smirliliklar1 bulunmaktadir. Oncelikle, skleroderma nadir ve
cok sistemli bir hastaliktir ve Tiirkiye’den bildirilen tek calismada SS prevalansi
150/milyon olarak rapor edilmistir. DEU Egitim ve Arastirma Hastanesi, Immiinoloji
ve Romatoloji Poliklinigi Ege Bolgesi’nde bir “Skleroderma Merkezi” olarak hizmet
vermesine karsin, ¢alismanin D vitamini replasmani bolimii i¢in son 12 ayda D
vitamini kullanmis hastalar1 dahil etmemek gibi digslama kriterleri de oldukca fazla
oldugundan genis bir hasta 6rneklemine ulagsmak zor olmustur. Bu ¢caligma gerekli gii¢
analizleri dogrultusunda 50 SS hastasi ile gerceklestirilmis olsa da daha biiyiik bir
orneklemde oksidatif DNA hasari ile klinik korelasyonlarin ve D vitamini replasmani
sonrasi organ tutulumu bazinda DNA hasar diisiisliniin daha agik bir sekilde ortaya
konulabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin, bu ¢alismada D vitamini replasmani sonrasi
oksidatif DNA hasarindaki azalma, yalnizca artrit ya da yalmzca IAH bulunduran
skleroderma hastalarinda gruplarin az sayida birey barindirmasi sebebiyle anlamliliga
ulasamamusken ayn1 zamanda artrit ve IAH bulunduran hasta grubunda bu bulgular
bulundurmayan hastalara gore replasman sonras1 anlamli bir DNA hasar1 diislisii tespit
edilmistir. Bu nedenle, daha biiyiik 6rneklemlerde, sadece bir organ tutulumuna
odaklanarak yapilacak ileri caligmalarla D vitamininin oksidatif DNA hasarina
etkilerinin kapsamli bir sekilde ve spesifik bir organ bazinda degerlendirilebilecegi
diistinilmektedir. Ayrica, tim diinyay1 oldugu gibi Tiirkiye’yi de etkisi altina alan
Covid-19 kiiresel salgini sebebiyle hasta Orneklerinin toplanma asamalar1 sekteye

ugramig ve D vitamini replasmanini tamamlayan 10 hastaya ulagilamamigtir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, sklerodermada artan oksidatif DNA hasart ilk kez ii¢ hassas DNA
hasari iirlinii referans yontem olan HPLC-MS/MS ile 6l¢iilerek gdsterilmistir. Ayrica,
artan oksidatif DNA hasar ile akciger ve eklem tutulumlar1 arasinda gii¢lii klinik
korelasyonlar tespit edilmistir. Sklerodermada diisiik serum D vitamini diizeyi UPLC-
HRMS gibi giivenilirligi yiiksek bir yontem ile belirlenmis ve bazal D vitamini diizeyi
diisiik seyreden hastalarda oksidatif DNA hasarmin anlamli yiiksek oldugunu
gosterilmistir. Ayrica, bu calismada D vitamininin genomik yolaginin ana elementi
olan VDR de irdelenmis olup hastalarda sistemik diizeyde diisik VDR gen
ekspresyonu gosterilmistir. Ancak, Tirk popiilasyonunda bulunan skleroderma
hastalar1 ile saglikli bireyler arasina VDR geninde bulunan rs2228570, rs1544410,
1s7975232 ve rs731236 tek niikleotid polimorfizmleri agisindan anlamli bir fark tespit
edilememistir. Tiim bunlara ek olarak bu caligsma bilimsel literatiirde, sklerodermada
D vitamininin antioksidatif etkisini gostermek amaciyla kurgulanmis ilk klinik
prospektif ¢alisma olarak yer almaktadir. Bu c¢alisma ile sklerodermada D vitamini
replasmani sonrasinda DNA hasarinin altin belirteci olan 8-OH-dG diizeyinde anlaml
bir diisiis gosterilmistir. Ayrica, bazal D vitamini diizeyi diisiik seyredip etkin bir D
vitamini replasmani uygulanan skleroderma hastalarinda oksidatif DNA hasarinin
indirgenebilecegi gosterilmistir. Organ tutulumlar1 baz alinarak yapilan analizlerde
ise, IAH ve artrit bulgularim tastyan skleroderma hastalarinin bu bulgular1 olmayan
hastalara gére D vitamini replasmant sonrast 8-OH-dG diizeyindeki diislisiin anlamli
oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, sadece GIS tutulumu olan hastalar olmayan
hastalara gore replasman sonrast anlamli diizeyde azalan 8-OH-dG diizeyi
sergilemistir. D vitamini replasmaninin kisa vadede yanit verebilecegi bir klinik bulgu
olarak degerlendirilen GiS tutulum siddeti ise (UCLA GIT 2.0 anket skorlaria gore)
replasman sonrasi anlamli bir diisiis gdstermistir. Bu kapsamda gergeklestirilmis ilk
arastirma olan bu tez ¢alismasi, klinik prospektif tasarimi ile D vitamininin oksidatif

DNA hasart tizerindeki dramatik etkilerinin gosterilmesi ile ayrica 6nem tagimaktadir.
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Bu calismanin sonuglarinin desteklenmesi, D vitamini replasmaninin oksidatif
hasara etkileri iizerine klinik yararlanim acisindan daha ileri verilerin elde edilmesi

amaciyla bir dizi 6neri asagida belirtilmistir:

e Standardize kurallar dogrultusunda c¢ok merkezli ¢aligmalar kurgulanip
sklerodermada oksidatif DNA hasar1 ve bu hasarin klinik bulgular ile olas1
korelasyonlar1 daha genis 6rneklemlerde kapsamlica incelenebilir.

e D vitamini replasmaninin klinik acidan onemli noktalarini vurgulamak
amaciyla daha genis 6rneklemlerde baslangi¢ D vitamini diizeylerine ve D
vitamini artis miktarlarina gore daha fazla sayida gruplar olusturulup
sklerodermada D vitamini replasmaninin klinik yararlanimi iizerine degerli
bulgular elde edilebilir.

e Daha genis Orneklemlerde tekli organ tutulumlarma odaklanacak sekilde
gruplar olusturularak D vitamini replasmaninin spesifik bir organ tutulumu
bazinda oksidatif DNA hasarina etkisi degerlendirilebilir.

e D vitamini replasmaninin oksidatif DNA hasariin yani sira, DNA onarim
yolaklar iizerine olasi etkileri incelenebilir.

e D vitamininin oksidatif makromolekiil hasar1 {izerine etkileri oksidatif
protein, karbonhidrat ve lipit hasarlarini da i¢erecek sekilde daha kapsamli bir
sekilde arastirilabilir.

e D vitamini replasmani alti aydan daha uzun bir siiregte siirdiiriilerek
replasmanin GIS tutulum siddeti disinda akciger ve eklem gibi diger organ

tutulumlarina olas1 etkileri uzun vadede kapsamli bir sekilde sinanabilir.
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EK-3: Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu Ornegi

ARASTIRMA AMACLI CALISMA iCiN BILGILENDIRILMIS
GONULLU

OLUR FORMU

(Hekimin Aciklamast)

Sayin goniilli,

“Sistemik Skleroz Hastalarinda Vitamin D Diizeyi ve Molekiiler Yolaginin,
Oksidatif DNA Hasar1 ve Klinik Bulgular ile Iliskisi” baslikli arastirma
caligmasia katilmaniz istenmektedir. Calismaya katilip katilmama karari tamamen
size aittir. Katilmak isteyip istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden
yapildigini, bilgilerinizin nasil kullanilacagini, ¢alismanin neleri i¢erdigini ve olasi
yararlarim1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin

zaman ayiriniz.

Bu c¢alisma ile sistemik skleroz hastaliginin mekanizmasinin anlagilmasi ve
calismanin sistemik skleroz hastaligi i¢in gelistirilecek tedavi yontemlerine 11k
tutmas:1 amaglanmaktadir. Katiliminiz ile sistemik skleroz hastaliginin nedenlerini
ortaya c¢ikaracak bir caligma gergeklestirilecektir. Birgok hasta grubunda oksidatif
DNA hasari sonucu olusan dl¢iilebilir tirtinlerin arttig1, serum vitamin D diizeylerinin
diisiik oldugu ve vitamin D reseptdr geninde bulunan polimorfizmlerin daha fazla
bulundugu bildirilmistir. Ayrica polimorfizmlerle iliskilendirilerek veya bagimsiz
olarak vitamin D reseptor diizeyinin azaldigi da bilinmektedir. Bu ¢aligmada, rutin
kontrolleriniz sirasinda alinan kan oOrneklerinizden, serum vitamin D Ol¢limii
yapilacak, kandan ayrilan genetik materyalinizden vitamin D reseptdr gen
polimorfizmleriniz analiz edilecektir. Ayrica rutin kontroliiniizde alinacak idrar
orneginizden oksidatif DNA hasar {iriinleri olan 8-OH-dG, S-cdA ve R-cdA 6l¢iimii
yapilacaktir.
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Calismaya katilmakla parasal bir yiik altina girmeyeceksiniz ve bu ¢alisma baglh
bulundugunuz sosyal giivenlik kurumuna da ek bir mali yiikiimliiliik getirmeyecektir.
Tiim ¢alisma masraflari, arastirma biitgesinden karsilanacaktir. Calismaya katilmay1

kabul etmeniz durumunda size de herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu ¢aligmada sizin i¢in beklenen bir rahatsizlik ya da risk s6z konusu degildir.
Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar kisisel bilgilerinizi
aragtirmay1 ve istatistiksel analizleri yiirlitmek icin kullanacaktir ancak, kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir. Calismanin sonunda size ait sonuglar hakkinda bilgi
istemeye hakkiniz oldugu gibi boyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme hakkiniz da

vardir. Bu bilgiyi sizin disinizda biriyle paylasmamiz da ancak sizin izninizle olacaktir.

Bu caligmaya katilmayi1 reddetme hakkina sahipsiniz. Reddettiginiz takdirde de
hastalik takibiniz olagan sekilde devam edecektir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu “Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu”
verilecektir. Calismadan herhangi bir zamanda, mazeret belirtmeksizin ayrilmakta

Ozgurstinuz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Yukarida, goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum.
Kendi bagima belirli bir diisiinme siiresinden sonra, tibbi amag ile gerceklestirilecek
olan bu arastirmaya “katilimc1” olarak katilma karar1 aldim. Bu konuda yapilan daveti

biiylik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi sirasinda

kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
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Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan

cekilebilirim. Ayni sekilde arastirici da beni ¢alisma dis1 birakabilir.

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk

altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu aragtirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilasgmadim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime bir zarar

getirmeyecegini biliyorum.

Arastirmanin rutin alinmig olan kan ve idrar 6rneklerinden ilave parametrelerin
calisilmasi ile ilgili oldugu tarafima ifade edildi. Aklima takilan herhangi bir soru olur
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Keywords:
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ABSTRACT

Background: Systemic sclerosis (SSc) is a rare autoimmune disease characterized by progressive fibrosis of the
skin and internal organs. Besides genetics risk factors, understanding the epigenetic modifications in SSc¢ has
been gaining acceleration in recent years. Epigenetic modifications are reversible and defined as druggable
targets. In this context, it is highly important to present a systemic perspective to epigenetic modifications of SS¢
in terms of both pathogenesis and clinical utility.

Material and methods: DNA samples from the whole blood specimens of the 41 SSc patients and 27 healthy
controls (HCs) were obtained. Absolute quantification of 5-mC, 5-hmdC, 5-cadC, 5-fdC, and 5-hmdU as the DNA
methylation and demethylation products were performed using 2D-UPLC-MS/MS. Demographic data and clinical
scores were recorded in detail.

Results: 5-hmdU was significantly higher in SSc patients while 5-hmdC was lower compared to the HCs (p < 0.01,
p = 0.012 respectively). 5-cadC and 5-fdC had upward trend in SSc (p = 0.064; p = 0.066). These results support
that SSc patients tend to have a global hypomethylation pattern. Clinical analyzes revealed that lung, gastro-
intestinal, joint, and vascular involvement of SSc is also associated with increased demethylation or decreased
methylation profile.

Conclusion: We performed absolute quantification of epigenetic DNA modification products in SSc for the first
time. We demonstrated an upward trend in global hypomethylation in SSc. Furthermore, as a result of detailed
clinical analyzes, the relationship between lung, GIS, and vascular involvement with epigenetic changes was
shown. We believe that absolute quantification of DNA methylation and demethylation products with novel
technologies can provide a deep und ding of disease patl is and has the potential to mark an era for
developing new therapeutic strategies.

ile iliskili makale
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Dr. Pistollato Francesca This study aims to assess the relationship between oxidative DNA damage and iron status in women with

diabetes mellitus (GDM) compared to those with normal glucose tolerance in the first and the second

Keywords: i of p y. | serum and urine samples were collected in the 11th-14th weeks and the 24th-
Gestational diabetes mellitus 28th weeks of gestation. In addition to oral glucose wlerance test in the second trimester, fasting blood glucose,
zz::: ;‘;“:‘m . HbAIc, ferritin and h lobin levels were d in blood samples. Urinary levels of oxidative DNA damage
&hydmxy-zdemyg::msine products 8 -hydroxy-: Z‘deoxyguanosine (8-0OH-dG) and 8,5'-cyclo-2-deoxyadenosines (S-cdA, R-cdA) were
8,5™cyclo-2'-deoxyadenosines ined using liquid ch hy-tandem mass spectrometry with isotope-dilution. In the first tri A
Iron urinary 8-OH-dG levels were found hlgher in the GDM group (n = 33) than in the control group (n = 84) (p =
Ferritin 0.006). R-cdA and S-cdA levels were not sngmﬁtamly different between the two groups (p = 0.794 and p = 0.792

respectively). When the cases were to their first ferritin levels, women with >50th
centile (>130 ng/mL) demonstrated higher levels of 8-OH-dG and R-cdA than those under <50th centile (p =
0.034, p = 0.009). In the GDM group, there was a positive correlation between the second trimester 8—~OH-dG
and ferritin and 1st-hour glucose levels (p = 0.014, p = 0.020). This is the first study where oxidative DNA
damage is evaluated in both early and late periods of pregnancy. Our findings reveal an association between
GDM and iron status and oxidative DNA damage.

1. Introduction present, the diagnosis of GDM is made in the second and third trimesters

mostly with oral glucose tolerance test (OGTT). Nevertheless, adverse

Gestational diabetes mellitus (GDM) refers to varying levels of
glucose intolerance not becoming overt before gestation and diagnosed
in the second or third trimester of pregnancy [1]. GDM affects about 7 %

of all preg and its preval varies between 1 % and 14 %
ding on the populati d and the di ic test utilized
[)] It creatsahlgh risk of developing type 2 diab bolic syn-

drome and cardiovascular disease [2-4]. Furthermore, GDM accounts

metabolic dysfunctions might have already produced negative effects on
the mother and the fetus [6]. In addition, there is not a complete
consensus on whether a single or two-stage OGTT should be used to
diagnose GDM, whether screening and diagnostic methods should be
utilized in all pregnant women or only in pregnant women at risk and
what diagnostic threshold values should be adopted [7]. According to
data from Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome (HAPO)

for 35 % of complications in all labors [3]. Fetal macr 1
hypoglycemia, hyperbilirubinemia, shoulder dystocia and operative
delivery frequently appear in pregnant women with GDM [5]. At

https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2021.05.009

study published in 2008, International Association of Diabetes in Preg-
nancy Study Group (IADPSG) recommended that two-stage screening
and di hods should be abandoned and that two-hour OGTT

Received 5 December 2020; Received in revised form 17 May 2021; Accepted 21 May 2021

Available online 26 May 2021
0890-6238/© 2021 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Abstract

This study aims to assess the relationship between mudatwe DNA damage and iron status in women with gestational diabetes mellltus {(GDM) compared to those with
normal glucose tolerance in the first and thy Maternal serum and urit llected in the 11th-14th weeks and the 24th28th
weeks of gestation. In addition to oral glucose tolerance (est in the second trimester, fasting blood glucose, Hbluc, ferritin and hemoglobin levels were measured in blood

samples Unnary levels of oxid: y droxy-2 " (8-OH-dG) and 8,5 '-cyclo-2 * (S-cdA, R-cdA)

using liq d dil Inthe ﬁmmmester urinary 8-OH-dG levels were found higher in the GDM group (n =33)
than m!hecommlgroup(n-&l) (p =0.006). R-cdA and S-ch.nm were groups (p =0.794 and p = 0.792 respectively). When the
cases were stratified according to their first trimester ferritin levels, i th ile (>130 ng/mL) higher levels of 8-OH-dG and R-cdA than those
under <50th centile (p 0.034,p=0. 009). In the GOM | group, t Iherewas apositive correlation be!weenthe secoﬂd trimester 8-OH-dG and 'efrhm and 1st-hour glucnse levels

(p=0.014, p=0.020). Tl
GDM and iron status and oxidative DNA damage.

ge is evaluated in both early and Our an tion between
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D vitamini memelilerde giines 1511 ile deride sentezlenir veya eser mikearda diyet ile alinir. Inakdf formdaki D vitamini,

karacigerde hidroksillenir ve bsbrek tiibiillerinde son akeif formu olan 1,25 dihidroksi vitamin D3’e dénistiiriiliir. Bu
yeni form prohormon adini alir ve D vitamini reseptorii (VDR) ile iliskilidir. D vitamininin VDR’ye bagl ile
baslayan biyolojik fonksiyonlar arasinda, mineral ve kemik boli hiicre proli ve differ

regiilasyonu gibi birgok siirecin yani sira, immiin yanitin diizenl i ve oksidatif stresin k lii de yer almakead;
Sistemik skleroz (SS), deri ve bazi alt tiplerinde i¢ organ tutul ile karakeeri immiin bir hastaliktir. Hastalig
ctiyolojisi heniiz tam olarak aydinlaulamamustir ancak oksidatif stres, patogenezin énemli mekanizmalanindan biri
olarak kabul edilmcktedir. Bu derleme kap da, D vitamini boli ve molekiiler yolagi, D inini
immii dulatdr ve antioksidan bir molekiil olarak ctkileri, nadir bir otoimmiin hastalik olan SS patogenezi iinileri

siiriilen giincel hipotezler ve SS hastalaninda oksidatif stresin ve D vitamini cksikliginin 6nemi ve diinya literatiiriindeki
giincel durumu ézedenmistir.

Anahtar Kelimeler: Oksidatif stres, sistemik skleroz, D vitamini

Vitamin D is activated in skin of mammals through sun light or a small amount of vitamin D is taken in with
dict. Biologically inactive form of vitamin D is hydroxylated in liver and is converted to its active form, 1-25
dihydroxyvitamin D3 in renal tubule. Active form of vitamin D is known as a prohormonc and associated with vitamin
D receptor (VDR). Biological functions that initiate with binding of Vimamin D to VDR are related to many processes
such as mineral metabolism, regulation of cell proliferation and differentiation, as well as its association with regulation
of immune response and control of oxidative stress. Systemic sclerosis (SS) is an autoimmune discase characterized by
skin and internal organ involvement. Its etiology is still unclear however it is accepted that oxidative stress is one of

the most imp hanisms of pathogenesis. This review izes the current worldwid on vitamin
D metabolism and its molecular pathway, effects of vitamin D as an i dulatory and id:
current hypotheses for SS pathogenesis as a rare i discase and the importance of oxidative stress and vitamin

D deficiency in SS patients.

Keywords: Oxidative stress, systemic sclerosis, vitamin D

Giris

Steroid yapida bir prohormon olan D vitamini, D3 ve D2 olmak iizere iki formda bulunur.™
D3 formunun biiyiik bir kism1 ultraviyole-B (UVB) 1sinlart ile deride sentezlenirken ¢ok az
bir kismui diyetle alinmaktadir.”"? D2 formu ise bitkisel kaynaklt besinlerden saglanmaktadir.
"D vitamini eksikligi diinya genelinde yaygin bir problem halini almaktadir.””’ Referans
degerleri iin net bir fikir birligi bulunmamakla birlikte, dolasgimdaki 25-hidroksi vitamin
D (25-OH-D) diizeyinin 230 ng/mL olmast normal olarak kabul edilmekte; 21-29 ng/mL
arasinda bulunmasi D vitamini yetersizligi, 20 ng/mLnin altindaki degerler ise D vitamini
eksikligi olarak tanimlanmakeadir.*®' D vitamini yetersizligi ve vitamin D sinyalizasyonunda
meydana gelen aksakliklar, osteoartrit, diyabet, kanser, tiiberkiiloz, kardiyovaskiiler ve
otoimmiin hastaliklar gibi birok hastalik ile iliskilendirilmistir.” Son yillarda D vitamininin
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ABSTRACTY
Objectives: ‘Scleroderma is a rare autoimmune disease characterized by 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 problemin scleroderma, vitamin D"
replacement is an important contributor during treatment. Moreover, -antioxidative role-of*
vitamin D hasbeen revealed. The aim of this study was to comprehensively investigate
oxidative DNA damage in-§S¢ at the baseline and the possible contributions-of vitamin D -
replacement in terms of DNA damage attenuation with a prospectively designed study. ¢
Methods: Oxidative DNA damage in scleroderma was comprehensively evaluated by
measuring three stable damage products (8-0x0-dG, S-¢dA, R-cdA) in urine by LC-MS/MS;-
serum vitamin D levels were determined by high-resolution‘MS; VDR gene expression-and-
four polymorphisms in this - gene (rs2228570, rs1544410, 1s7975232, 1s731236) were-
analyzed by RT-PCR and compared to healthy individuals. In the prospective part, post-
replacement DNA damage and VDR expression of the patients receiving vitamin‘D were re-
evaluated.{
Results:In'scleroderma, all DNA damage products were increased whereas vitamin'D -and-
VDR ‘expression were found to-be lower (p<0.05). All-damage products showeda trend-
towards reduction following the replacement. The decrease in 8-0x0-dG, as-a gold marker of*
DNA ‘damage, and increment in ' VDR ‘expression reached statistical significance (p<0.05).-
The effectiveness-of vitamin D ‘inscleroderma patients ‘with-organ involvement has been-
demonstrated by attenuated 8-oxo-dG after replacement in patients with lung, joints,-and"

gastrointestinal system involvement.*
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