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OZET

Necmettin Erbakan Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
T1bbi Biyokimya
Doktora Tezi

D; VITAMINI TEDAVISI ALAN KiSILERDE KLOTHO GENi PROTEIN
AKTiVi’[ESiNiN (FIBROBLAST BUYUME FAKTORU 23, KALSIYUM VE
FOSFAT DUZEYLERI iLE) miRNA 22 UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Abdulrahman TATTAN

Konya-2025

Klotho geni proteini, miRNA 22, FGF23, kalsiyum ve fosfat; hiicresel sinyalizasyon, mineral
metabolizmasi ve kemik sagligi iizerinde etkili dnemli biyolojik parametrelerdir. Bu calismada, D vitamini
tedavisinin klotho geni protein aktivitesi ile miRNA 22, fibroblast biiylime faktorii 23 (FGF-23), Ca ve PO.
diizeyleri tizerindeki etkilerinin aragtirilmast amaclanmistir.

Calismaya D vitamini eksikligi tanist konulan 10 hasta (tedavi dncesi ve tedavi sonrasi donemleri) ve 20
saglikl1 kontrol birey dahil edilmistir. Tedavi grubundaki hastalardan, tedavi 6ncesinde ve tedavinin 3. ayinda kan
ornekleri alarak analiz edilmistir. Klotho geni protein aktivitesi ve miRNA 22 seviyeleri QqRT-PCR yontemiyle
Ol¢iilmiistiir. Serum Ca ve PO4 diizeyleri fotometrik yontemle, D vitamini elektrokemiliiminesans yontemiyle,
fibroblast biiytime faktorii 23 (FGF-23) ise enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA) yontemiyle analiz
edilmistir.

D vitamini eksikligi tanis1 konulan hastalara, damla formunda Ds vitamini preparat1 verilmistir. {1k 8
hafta boyunca haftada 50.000 IU yiikleme dozu uygulanmis, ardindan 6 hafta boyunca giinde 1.500 IU idame
dozuna gecilmistir. Caligmada kontrol grubuna ait klotho geni protein aktivitesi (1,04+0,31) ile tedavi 6ncesi
grup (0,80+0,21) karsilastirildiginda, kontrol grubunda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,021). Tedavi
sonrasi donemde ise klotho geni protein aktivitesi (1,09+0,19), tedavi dncesi doneme kiyasla istatistiksel olarak
anlamli diizeyde artmigtir (p<0,001). miRNA 22 ekspresyon diizeyleri incelendiginde, tedavi sonrast grup
(3,07£1,49) ile tedavi dncesi grup (1,15+0,72) karsilastirilmig ve tedavi sonrasi donemde miRNA 22 ekspresyon
seviyesinde anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Benzer sekilde, tedavi sonrasi grup kontrol grubuyla
(1,73£1,67) karsilagtirildiginda da anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,05). H-FGF-23 serum diizeyleri, tedavi
sonrast grupta (104,35+80,34) tedavi dncesi gruba (144,55+77,85) gore anlamli sekilde azalmigtir (p<0,001).
Kontrol grubu (343,18+476,9) ile karsilastirildiginda da tedavi sonrast grubun H-FGF-23 diizeyinde anlamli
azalma gozlenmistir (p<0,05). Serum Ca diizeyi, tedavi sonrast donemde (9,79+0,31) tedavi 6ncesi doneme gore
(9,44+0,33) anlaml sekilde yiikselmistir (p<0,05). Serum PO. diizeyi de kontrol grubunda (3,62+0,32) tedavi
oncesi gruba (3,19+0,56) gore anlaml olarak yiiksek bulunmus (p<0,05), ayrica tedavi sonrasi donemde POa
diizeyi (3,57+0,59) tedavi dncesi doneme gore anlamli olarak yiikselmistir (p<0,001).

Sonug olarak, D vitamininin klotho geni protein aktivitesini, miRNA 22 ekspresyonunu, serum Ca ve PO4
diizeylerini artirdigi, FGF-23 seviyelerini ise azalttig1 belirlenmistir. Bu parametrelerin D vitamini tedavisiyle
normal degerlere ulasma mekanizmalarinin ve aralarindaki etkilesimlerin daha iyi anlagilmasi igin ileri diizey
calismalara ihtiya¢ vardir. Elde edilen bulgular, bu parametrelerin D vitamini ile birlikte hastalarin klinik
degerlendirmesinde biyobelirteg olarak kullanilabilmesi i¢in bir 6neri niteligi tasimaktadir.

Anahtar Sozciikler: D vitamini, Fibroblast Biiyiime Faktorii 23, Klotho Geni Protein Aktivitesi, miRNA22.
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Klotho gene protein, miRNA 22, FGF-23, calcium, and phosphate are important biological parameters
that significantly influence cellular signaling, mineral metabolism, and bone health. This study aimed to investigate
the effects of vitamin D treatment on klotho gene protein activity, miRNA 22, fibroblast growth factor 23 (FGF-
23), calcium, and phosphate levels.

The study included 10 patients diagnosed with vitamin D deficiency (pre-treatment and post-treatment
periods) and 20 healthy control individuals. Blood samples were collected from the treatment group before
treatment and at the 3rd month of treatment for analysis. Klotho gene protein activity and miRNA 22 levels were
measured using the qRT-PCR method. Serum calcium and phosphate levels were analyzed using photometric
methods, vitamin D levels were measured by electrochemiluminescence, and fibroblast growth factor 23 (FGF-
23) was analyzed using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method.

Patients diagnosed with vitamin D deficiency were administered vitamin Ds preparation in drop form. A
loading dose of 50,000 IU was applied weekly for the first 8 weeks, followed by a maintenance dose of 1,500 [U
per day for 6 weeks. In the study, the klotho gene protein activity in the control group (1.04 + 0.31) was found to
be significantly higher compared to the pre-treatment group (0.80 £0.21) (p = 0.021). In the post-treatment period,
klotho gene protein activity (1.09 = 0.19) significantly increased compared to the pre-treatment period (p<0.001).
When examining miRNA 22 expression levels, a significant increase was detected in the post-treatment group
(3.07 + 1.49) compared to the pre-treatment group (1.15 + 0.72) (p<0.05). Similarly, a significant increase was
observed in the post-treatment group compared to the control group (1.73 + 1.67) (p<0.05). Serum levels of H-
FGF-23 significantly decreased in the post-treatment group (104.35 + 80.34) compared to the pre-treatment group
(144.55 £ 77.85) (p<0.001). When compared to the control group (343.18 £ 476.9), a significant decrease in H-
FGF-23 levels was also observed in the post-treatment group (p <0.05). Serum calcium levels significantly
increased in the post-treatment period (9.79 = 0.31) compared to the pre-treatment period (9.44 £ 0.33) (p <0.05).
Serum phosphate levels were also found to be significantly higher in the control group (3.62 + 0.32) compared to
the pre-treatment group (3.19 £+ 0.56) (p <0.05), and phosphate levels in the post-treatment period (3.57 + 0.59)
significantly increased compared to the pre-treatment period (p <0.001).

In conclusion, it was determined that vitamin D increases klotho gene protein activity, miRNA 22
expression, serum calcium, and phosphate levels, while decreasing FGF-23 levels. Further studies are needed to
better understand the mechanisms of normalization of these parameters and the interactions among them with
vitamin D treatment. The findings suggest that these parameters could serve as biomarkers in the clinical evaluation
of patients alongside vitamin D.

Keywords: Fibroblast Growth Factor 23, Klotho Gene Protein Activity, miRNA22, Vitamin D.
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1. GIRIS VE AMAC

D vitamini eksikligi, giines 1s1g1na maruz kalmanin sinirli olmasi, yaslanma ve ¢esitli
hastaliklarla iliskilidir. D vitamini eksikligi, kemik metabolizmasin1 bozarak kalsiyum
emilimini engelleyebilmekte, rasitizm ve osteomalaziye neden olabilmekte ve osteoporotik
kirik riskini artirabilmektedir. Ayrica D vitamini eksikligi; kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik
bobrek hastaligi, diyabet, multipl skleroz, depresyon, preeklampsi, Parkinson hastalifi ve ¢esitli
kanser tiirleri gibi pek cok iskelet dis1 hastalikla da iliskilendirilmistir (Jiang ve ark 2023). Son
zamanlarda D vitamini eksikliginin, koronaviriis hastaligit 2019'un (COVID-19) siddetini
artirdig bildirilmistir (Munshi ve ark 2021). D vitamininin aktif formu olan 25-hidroksivitamin
D [25 (OH)D], viicuttaki D vitamini durumunun degerlendirilmesinde temel olarak serum
konsantrasyonu Olc¢tilerek belirlenir (Pham ve ark 2021). Ancak D vitamini eksikliginin tanimi
konusunda bazi tartigmalar bulunmaktadir. Yeterli D vitamini konsantrasyonunun giincel
degerleri; maksimum paratiroid hormon (PTH) baskilanmasi, maksimum kalsiyum emilimi ve
en yiiksek kemik mineral yogunlugu gibi kriterler dikkate alinarak belirlenmekte ve bu degerler
yapilan caligmalara gore farklilik gostermektedir. Optimal vitamin D seviyeleri, kemik odakli
degerlendirmelerde 50 nmol/L olarak belirtilirken, pleiotropik (¢ok yonlii) etkileri kapsayan
degerlendirmelerde bu seviye 75 nmol/L olarak kabul edilmektedir (Jiang ve ark 2023).
Uluslararas1 bilimsel topluluklar, D vitamini eksikligine bagli iskelet hastaliklarinin
Onlenebilmesi icin serum 25 (OH)D seviyesinin 30 nmol/L {izerinde olmasi gerektigi
konusunda hemfikirdir (Amrein ve ark 2020). Son ¢aligmalarda yapilan tanimlamalara gore,
serum 25 (OH)D konsantrasyonunun <50 nmol/LL veya <75 nmol/L'nin altinda olmast D
vitamini eksikligi olarak kabul edilmektedir (Amrein ve ark 2020). Ayrica, <25 nmol/L veya
<30 nmol/L seviyelerinde tanimlanan ciddi D vitamini eksikligi; rasitizm, osteoporoz gibi
iskelet sistemi hastaliklarinin yani sira kardiyovaskiiler hastaliklar gibi iskelet dis1 hastaliklarin
riskini de 6nemli Ol¢lide artirmaktadir (Zittermann ve ark 2021). Bu tez calismasinda, serum 25
(OH)D konsantrasyonu <30 nmol/L'nin altinda olan bireyler D vitamini eksikligi olan hasta

olarak kabul edilmistir.

MicroRNA'lar (miRNA’lar), gen ekspresyonunu diizenleyen kodlamayan RNA molekiillerinin
bir sinifidir ve yaklasik 22 niikleotid uzunlugundadirlar. miRNA'larin ¢cogu, DNA dizilerinden
primer miRNA'lar (pri-miRNA) olarak transkribe edilip prekiirsor miRNA'lara islenmekte ve
sonrasinda olgun miRNA'lara doniistiiriilmektedir. Genellikle miRNA'lar, mRNA'larin 3’

translasyona ugramayan bolgesi (3’ UTR) ile etkilesime girerek mRNA yikimmna veya



translasyonun baskilanmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte, miRNA'larin 5" UTR,
kodlayici bolgeler ve gen promotorleri gibi farkli bolgelerle de etkilesime girdigi gosterilmistir.
Baz1 6zel durumlarda, miRNA'lar translasyonu aktive edebilmekte veya transkripsiyonu
diizenleyebilmektedir. miRNA'larin hedef genlerle olan etkilesimleri; miRNA'larin hiicre ici
lokalizasyonu, miRNA ve hedef mRNA miktarlar1 ile miIRNA-mRNA etkilesimlerinin afinitesi
gibi pek c¢ok faktore bagli olarak dinamik bir yap1 gostermektedir. miRNA'lar, hiicre dis1
sivilara salgilanabilmekte ve hedef hiicrelere ekzozomlar gibi vezikiiller veya Argonaute
proteinleri aracilifiyla tasinabilmektedir. Hiicre disina salinan (ekstraselliiler) miRNA'lar,
hiicreler arasi iletisimi saglayan kimyasal haberci molekiiller olarak gorev yapmaktadir
(O’Brien ve ark 2018). miRNA'lar hiicrelerin ¢ogalma, farklilasma ve hayatta kalma gibi temel
siireclerinde onemli rol oynamaktadir. Ayrica gesitli hastaliklarin patogenezinde yer aldigi
bilinmektedir. Hiicresel miRNA seviyelerindeki artis veya azalma birgok hastaligin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Hastaliklarla iligkili miRNA'larin tanimlanmasi, hastaliklarin
molekiiler mekanizmalarin1 anlamak ve daha spesifik tedavi hedefleri belirlemek acisindan

bliyiik 6nem tasimaktadir (Albayrak, 2022).

Son yillarda yapilan g¢alismalar sayesinde c¢ok sayida miRNA ve hedef genleri
belirlenmistir. Ancak bunlarin biyolojik rollerinin daha iyi anlasilmasi icin spesifik
arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu miRNA’lardan biri olan mikroRNA-22 (miRNA 22),
farklr hiicre tiplerinde hem tiimor baskilayici hem de onkogen olarak islev gorebilmekte ve
timoOr olusumu ile ilerlemesini diizenleyebilmektedir. miRNA 22 ayrica embriyonik kok
hiicrelerin gelisiminde ve osteoartrit gibi metabolik kemik hastaliklarinda rol oynamaktadir.
Bunun yaninda panik bozuklugu (PD) ile iliskili giiclii bir diizenleyici olarak tanimlanmis ve

kardiyomiyositlerde hipertrofiyi indiikleyebildigi bildirilmistir (Xiong, 2012).

Son yillardaki c¢alismalar, molekiiler beslenmenin saglik ve hastalik durumlar
iizerindeki potansiyel etkilerini ortaya koymustur. Ozellikle mikro besinlerin, transkripsiyon ve
translasyonu modiile ederek gen ekspresyonunu diizenleyebilme yetenekleri giderek daha iyi
anlagilmaktadir. Diyetle alinan vitamin ve minerallerin miRNA profillerini nasil etkiledigi ve
bu etkilerin saglik ile hastalik siireglerindeki rolii lizerine arastirmalar halen devam etmektedir

(Beckett ve ark 2014).

Fibroblast biliyiime faktorii 23 (FGF-23), FGF19 ve FGF21 ile birlikte endokrin
fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) ailesine ait fosfatiirik bir hormondur (Chateau ve ark 2010).
FGF-23; bobrek, paratiroid bezleri, kalp ve kemik gibi ¢esitli organlar1 etkileyebilmektedir
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(Murali ve ark 2016a). FGF-23, fosfatin reabsorpsiyonunu inhibe edebilmesi ve Ca, fosfor,
sodyum ve D vitamini metabolizmasini diizenleyebilmesi Klotho-bagli efektleri (kanonik
sinyalleme) nedeniyle fosfatiirik hormon olarak bilinirdi; ancak, son zamanlarda FGF-23'"lin,
kemiklerde, kalpte ve bagisiklik sisteminde bile Klotho-bagimsiz efektleri (kanonik olmayan
sinyalleme) dahil olmak iizere pleiotropik etkileri oldugu kabul edilmistir (Smith ve ark 2019).
Fosfat, D vitamini, PTH, kalsiyum, aldosteron, proinflamatuar sitokinler ve demir eksikligi gibi
cesitli humoral faktorler osteositlerin FGF-23 salgilamasi iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir
(Bér ve ark 2019). FGF-23, serum fosfat, kalsiyum, PTH ve D vitamini arasindaki karmasik
iliskinin, mineral homeostazinin diizenlenmesinde tam olarak nasil rol oynadigi hala agik

degildir (Dastghaib ve ark 2023).

Klotho (KL) geninin kesfi, baslangicta olasi bir yaslanma baskilayic1 gen olarak
tanimlanmistir ve yaslanma siirecinin anlasilmasinda biiyiik bir rol oynamistir. Farelerde, KL
geninin agir1 ekspresyonu yasam stiresini uzatirken, KL genindeki mutasyonlar yasam siiresini
kisaltmaktadir. Insan KL geni, fosfat, kalsiyum ve D vitamini metabolizmasini diizenleyen ¢ok
islevli bir protein olan a-Klotho proteinini kodlamaktadir. a-Klotho, bir hormon olarak da islev
gorebilir, ancak a-Klotho reseptdr (ler)i heniiz bulunamamistir. insanlarda KL genindeki nokta
mutasyonlar1 hipertansiyon ve bobrek hastaligi ile iliskilidir, bu da a-Klotho'nun normal bobrek
fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢in hayati 6nem tasiyabilecegini diisiindiirmektedir. Potansiyel
olarak farkli islevlere sahip ii¢ a-Klotho protein tipi belirlenmistir: tam uzunlukta
transmembran a-Klotho, ¢6ziiniir a-Klotho ve salgilanan a-Klotho. Son zamanlarda elde edilen
kanitlar, a-Klotho'nun insiilin ve Wnt sinyal yolaklarin1 baskiladigini, oksidatif stresi inhibe
ettigini ve fosfat dengesini ve kalsiyum emilimini diizenledigini 6ne siirmektedir (Xu ve ark

2015).

KL geni protein aktivitesinin metabolik yolaklara etkisi ve onlarla iliskisi, odaklanmaya
gereken Onemli genetik ve biyokimyasal faktorlerden biridir. KL geni birka¢ metabolik
yolaklarin ortak bulusma noktasi sayilmaktadir. Bu yolaklarin hem KL geni ile hem de
birbirleriyle detayl iligkilerinin daha net seklinde tam olarak anlasilmasi i¢in ¢ok ¢alismalara
ihtiya¢c duyulmaktadir. miRNA’lar da gen ekspresyonunu diizenleyen, ¢ok hastaliklarla
baglantili ve 6nemli patolojik biyobelirteclerden biridir. Ayrica fibroblast biiylime faktori
23'in rolleri ve diger metabolik faktorler ile iliskisi 6zellikle biyokimya bakimindan ¢ok

ilgingtir.



Bizim ¢alismamizda D vitamini tedavi alan kisilerde hem tedavi 6ncesi hem de tedavi
sonras1 klotho geni protein aktivitesinin, fibroblast biiyiime faktorii 23, kalsiyum ve fosfat
diizeyleri ile miRNA 22 {izerine etkisinin arastirilmasi amaglandi. Bu ¢alismada D vitamini
seviyesi ylikselirken KL geni protein aktivitesi, Ca ve PO4 ile miRNA22 arasindaki iliski olup

olmadig1 veya birbirleri ile iligkili mekanizmalarin arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. D Vitamini

D vitamini, dort halkali sterol tiirevi bir hormon olup, iskelet sistemi {lizerinde etkilidir.
Bu etkilerini, kalsiyum, fosfat ve alkalen fosfataz diizeylerini diizenleyerek ve kemik
metabolizmasim1 kontrol ederek gosterir. D vitamini, iskeletin minerallesmesi tiizerinde
dogrudan etki gdstermez; ancak serumdaki kalsiyum ve fosforun viicutta tutulmasini saglayarak
dolayl olarak kemik mineralizasyonunu destekler. Bu minerallerin kan diizeylerini artirarak
kemik biiytimesini destekledigi ve kemiklerin minerallesmesine katkida bulundugu
kanitlanmistir (Wacker & Holiack, 2013). D vitamini etkilerini agirlikli olarak bagirsaklar,
bobrekler ve kas-iskelet sistemi iizerinde gdsterir. Ancak D vitamini reseptorlerinin viicuttaki
diger dokularda da bulundugunun kesfedilmesiyle, D vitamininin farkli sistemlerdeki

fonksiyonlart hakkindaki bilgiler giderek artmaktadir (Amrein ve ark 2012).

D vitamininin iki formu olan kolekalsiferol (Ds) ve ergokalsiferol (D:) ince
bagirsaklardan emilerek viicuda alinir. Bu vitaminler bagirsaklarda silomikronlar ile birlesip
lenfatik sistem yoluyla ven6z dolasima gecer. Kanda D vitamini, D vitamini baglayici proteine
(DBP) baglanarak portal dolasim araciligiyla karacigere tasinir. D vitamini, karaciger ve
bobreklerde hidroksilasyon islemiyle aktif hale dontstiiriliir. Karacigerde bulunan 25-
hidroksilaz enzimi araciligiyla ilk olarak 25. karbondan hidroksillenerek 25-hidroksi D vitamini
(kalsidiol) olusur. Kalsidiol daha sonra bobreklere tasinarak burada 1la-hidroksilaz enzimi
tarafindan ikinci kez hidroksillenip aktif form olan 1,25-dihidroksi vitamin D’ye (kalsitriol
veya 1,25 (OH):Ds) doniisiir. D vitamini aynm1 zamanda 24. karbon pozisyonundan
hidroksilasyon islemine tabi tutularak biyolojik olarak aktif olmayan 24,25 (OH).Ds formunu
olusturur. lo-hidroksilaz enzimi ise bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinin mitokondrilerinde

yogun olarak bulunan bir sitokrom P450 enzimidir (Hekimsoy ve ark 2010a). Dolasimdaki
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Sekil 2.1. D vitamini metabolizmasi.

1,25 (OH).Ds seviyesi, bobreklerdeki 1-a hidroksilaz enzimi tarafindan siki bir sekilde
diizenlenmektedir (Amrein ve ark 2012) (Sekil 2.1).

D vitamininin kemik sagligi {tizerindeki olumlu etkileri pek ¢ok calisma ile
kanitlanmistir. Ayrica D vitamini; kanserin 6nlenmesi ve otofaji gibi dnemli hiicresel yanitlarin
diizenlenmesinde de rol oynar (Kidd, 2010). Son zamanlarda yapilan arastirmalar, D
vitamininin BH ve IGF-1 ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. D vitamini eksikligi yasayan
cocuklar ve yetiskinlerde, D vitamini tedavisi serum IGF-1 seviyelerini yiikseltmektedir. Iki
ayri aragtirma, ilk arastirma 6 ve sonraki arastirma 12 aylik BH tedavisinin, BHE'li ¢ocuklarda

25 OH D vitamini diizeylerini artirdigin1 gostermistir (Delecroix ve ark 2018).

Vitamin D, kolekalsiferol (Ds) ve ergokalsiferol (D2) adi verilen iki formda bulunan,
temel bir mikro besin maddesidir ve biyoaktif formda kemik sagligin1 korumada 6énemli bir rol
oynamaktadir (Ross ve ark 2011). Vitamin D, genellikle cildin direkt olarak ultraviyole 1s181n
etkisiyle iiretiminden elde edilmektedir. Ds ve D:'min alternatif kaynaklar1 dogal besin
maddelerinden, gii¢lendirilmis besin maddelerinden ve takviyelerden alinan oral alimdir. Temel
kaynak giines 15181 olsa da oral alim besinsel D vitamini eksikliginin hem 6nlenmesinde hem

de diizeltilmesinde giines 1s181na 6ncelik vermektedir (McKenna 1992). Giines 15181 maruziyeti,
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cilt kanserine neden olabilmekte ve bu nedenle D vitamini eksikligini dnlemenin bir yolu olarak
onerilememektedir. Hem D vitamini eksikligini dnlemek hem de diizeltmek i¢in gereken oral
alimin belirlenmesinde, istenmeyen ve kasith gilines 1s1§ina maruz kalma goéz Oniinde
bulundurulmalidir. Bagka bir deyisle, 6nerilen gilinliik alim miktari, yalnizca giines 1s1gimndan
yoksun olanlar i¢in belirtilmelidir; giines 1s18indan yoksun olmayanlarin oral alim

gereksinimleri daha diisiiktiir (Ross ve ark 2011).

Vitamin D, iki hidroksilasyon adimiyla aktive edilir: ilk olarak karacigerde 25-
hidroksilaz (CYP2R1) enzimi tarafindan ana D vitamini kaynaklarina bagimli olan 250HD'ye
doniistiiriiliir, ardindan bobrekte 1a-hidroksilaz (CYP27B1) enzimi tarafindan hormonal olarak
aktif form olan 1a,25-dihidroksivitamin D (1,25 (OH),D) haline getirilmekte ve bu proses PTH
ve FGF-23 tarafindan siki bir sekilde diizenlenmekte (Ross ve ark 2011). Hormonal form daha
sonra uzak etki bolgelerine dolasip D vitamini reseptoriine (VDR) baglanarak basta bagirsak
olmak {tizere kalsiyum ve fosfatin emilimini tesvik etmektedir. Kalsiyum ve fosfatin mineral
liriinli, yasamin her asamasinda yeni olusan kemik matrisinin mineralizasyonu icin esas
sayilmaktadir. Son aktivasyon adimi ayrica ekstrarenal dokularda da gerceklesip yerel olarak
VDR'ye baglanmakta, bu duruma parakrin/intrakrin etki denmektedir. Bu etki, kalsiyotropik
hormonlar tarafindan degil, dokuya 6zgii ve substrata bagimli olarak sitokinler tarafindan

diizenlenmektedir (Ross ve ark 2011).

IOM (Institute of Medicine) 2011 raporunda, D vitamini alimi ile iskelet saglig1 arasinda
iyi kurulmus bir nedensel baglant1 bulunmustur (Ross, Taylor, ve ark 2011). Siddetli D vitamini
eksikligi, biiyliyen iskelette rasitizme ve yetiskin iskeletinde osteomalaziye yol acar.
Yetiskinlerde, diisiik kemik kiitlesi egilimine neden olmakta ve yaglilarda kemik kirikligina
katkida bulunmaktadir. Intrakrin eylemdeki eksiklikler, D vitamini eksikligi ile enfeksiyonlar,
otoimmiin hastalik, kardiyovaskiiler hastalik, diyabet mellitus, diismeler ve kanser arasindaki
iligkileri agiklayabilmekte, ancak onun nedenselleri i¢in kesin kanitlar yoktur (Ross, Manson,

ve ark 2011; Ross, Taylor, ve ark 2011).

2.1.1. D Vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmasi

D vitamini, kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. D
vitamini bu minerallerin metabolik islevleri ve kemik mineralizasyonu i¢in yeterli seviyelerini
saglamaya yardimc1 olmaktadir (Holick, 2007). 1,25 (OH).D, VDR-RXR ile etkilesime girerek
bir epitelyal kalsiyum kanal1 ve bir kalsiyum baglayici proteinin ekspresyonunu tesvik etmekte

ve boylece bagirsak kalsiyum emilim verimliligini %10-15'ten %30-40'a ¢ikarmaktadir
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(Holick, 2007). Kemirgenlerde yapilan birka¢ deneye dayanarak, 1,25 (OH):D'nin ayrica
bagirsak fosfat emilimini %50-60'tan yaklasik %80'e cikardigi tahmin edilmistir (Holick,
2006a). D vitamini, PTH seviyelerini diizenleyerek kalsiyum ve fosfat iizerine dolayli etki
etmektedir. Paratiroid bezlerinde CYP27B1 aktivitesi vardir. 25 (OH)D substrat1 kullanilarak
1,25 (OH):D iiretimi, PTH sentezini inhibe edebilmektedir (Segersten ve ark 2002). Ancak, 25
(OH)D da VDR'yi direkt olarak aktive ederek PTH sentezini direkt olarak baskilayabilmektedir
(Ritter ve ark 2006). D vitamini eksikligi, serumdaki iyonize kalsiyum seviyelerinin diistik
olmastyla iligkilidir ve bu de PTH seviyelerinin artmasina yol acan bir uyar1 saglamaktadir.
Tersine, daha yiiksek 25 (OH)D seviyeleriyle iliskili olan yiiksek kalsiyum seviyeleri, PTH
salgilanmasini baskilamaktadir. PTH, tiibiiler kalsiyumu artirip bobrek fostfat reabsorpsiyonunu
azaltmaktadir (Holick, 2006b) (Sekil 2.2). PTH ayrica, kalsiyum ve fosfathomeostazi
tizerindeki yukarida belirtilen etkilerle 1,25 (OH)D {iretimini uyarmaktadir (Holick, 2006a).
Hem PTH hem de 1,25 (OH).D, iskelet kalsiyum depolarin1 harekete gecirmek igin
osteoblastlart uyarmaktadir (Holick, 2007) (Sekil 2.2). D vitamini eksikligi, genellikle
normalden yiiksek 1,25 (OH):D seviyeleriyle iliskili olan PTH artis ile ilgili 1,25 (OH).D

tiretimi ile sekonder hiperparatiroidizme yol agmaktadir (Holick, 2006a).

2.1.2. D Vitamini eksikligi tedavisi

Tedavinin amaci, serum seviyesini 30-50 ng/ml araligina ve 100 ng/ml veya daha
yiiksek degere ulasmadan getirmektir. Tedavide vitamin D ve Ds ¢esitleri kullanilabilmektedir.
25 (OH)D seviyesi 20 ng/ml'nin altinda olan kisilere 50,000 IU/hafta, 6-8 hafta boyunca Ds
vitamini verilmesi tavsiye edilmekte ve 25 (OH)D seviyesinin 30 ng/ml veya daha yiiksek

olmas1 amaglanmaktadir (Borekei, 2019).

Istenen serum D vitamini seviyesine ulasildiginda, giinliik siirdiirme doz ile
siirdiiriilmektedir. Istenen seviyeye ulasilamazsa, D vitamini tedavisine 50,000 IU/hafta, 3-6
hafta daha devam edilmektedir. Tedaviye basladiktan 8 hafta sonra serum 25 (OH)D seviyesi
Olciilmekte ve tedaviye devam edilip edilmeyecegi veya siirdiirme doza gecilip gecilmeyecegi
belirlenmektedir. Obez olanlar, malabsorbsiyon sendromu olanlar veya D vitamini
metabolizmasini artiran ilag kullananlar daha yiiksek yiikleme ve siirdiirme dozlar ile tedavi

edilmelidir (Borekei, 2019).
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Sekil 2.2. D vitamini sentezi ve metabolizmasinin ve Ca, fosfor ve kemik
metabolizmasini diizenlemesi.

2.1.3. Tiirkiye’de D vitamini eksikligi

Ulkemizde D vitamini eksikligi olduk¢a yaygin goriinmektedir, ancak bu konuda
yapilan arastirmalar siirhidir. Ornegin, 14 ila 44 yas arasindaki 48 kadn iizerinde yapilan bir
calisma, giyim tarzlarina bagh olarak %40 ile %60 arasinda D vitamini eksikligi oldugunu
gostermistir. Ege bolgesinde ise 20 yas tlizeri 391 yetiskinde yapilan baska bir arastirmada bu
eksiklik oran1 %74,9 olarak belirlenmistir. Kadinlarda bu eksiklik, erkeklere kiyasla daha
yiiksek bulunmustur (%78,7'ye karsilik %66,4) (Borekgi, 2019; Hekimsoy ve ark 2010b).

Istanbul'daki bir {iniversite hastanesinde yapilan arastirmada ise 2488 hastanin
%66'sinda yetersizlik, %24'lnde ise eksiklik tespit edilmistir. D vitamini diizeyleri, yas ve

mevsime gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin, 45 yas iizeri erkeklerde kadinlara gore yaz
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ve sonbahar aylarinda daha yiikksek olmustur. Ayni1 zamanda, obez bireylerde ve yash
yetigskinlerde D vitamini eksikligi siklikla gézlemlenmistir. Bu durum, lilkemizdeki yaslanan
niifus ve obezite prevalansi géz oniine alindiginda 6nem arz etmektedir (Cigerli ve ark 2013)
Ayrica, ofis calisanlar1 arasinda yapilan bir arastirmada yaz aylarinda olgiilen D vitamini
diizeylerinin kisa kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. Birinci basamak saglik
hizmetleri, toplum sagliginin korunmasinda biiyiik bir rol oynamaktadir. Aile hekimlerinin,
heniiz belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce D vitamini eksikligini tespit edip miidahale etmeleri, bu
saglik sorununun 6nlenmesi ve tedavisinde énemli bir adim olabilir (Borekei, 2019) Ayrica,
saglik ¢alisanlarinin bu konuda bilinglenmesi ve risk gruplarini belirlemesi, koruyucu hekimlik
acgisindan biiyiik nem tasimaktadir. Ornegin, Ingiltere'de risk gruplari igin 6nerilen D vitamini
profilaksisi, benzer sekilde lilkemizde de dikkate alinabilir. Sonbahar ve kis aylarinda tiim
bireylere, risk gruplari i¢in ise y1l boyunca D vitamini profilaksisi verilmesi 6nerilmektedir. Bu,

saglik kaynaklarinin etkin bir sekilde yonetilmesine katki saglayabilir (Oguz ve ark 2019)

Bu oOneri, giderek artan frekansta gozlenen bu saglik meselesine karsi alinabilecek
onlemlerin ¢ogunlukla birinci basamakta gergeklestirilebilecegini isaret etmektedir. Dikkat, D
vitamini lizerine olan ilginin artmasiyla diinya ¢capinda yapilan dl¢iimlerde ciddi bir artiga neden
olmaktadir. ABD'de yapilan bir tiir arastirma, birinci basamak saglik uzmanlarinin D
vitaminiyle ilgili tan1 ve tedavi konusunda genellikle ortak bir fikre sahip olmadiklarini
gostermistir. Bu durum, genellikle hastalarin istegi iizerine yapilan D vitamini tarama ve
tedavileriyle sonu¢lanmaktadir. ABD'de 2000 ile 2010 arasinda D vitamini testleri i¢in talebin
83 kat, Ingiltere'de ise 2007 ile 2012 arasinda birinci basamak saglik kurumlarinda 11 kat artt1g
bildirilmektedir (K. W. Lin, 2018). Yapilan testler sonucunda konulan teshisler, oral D vitamini
takviyesiyle tedavi edilerek maliyetlerin artmasina sebep olmaktadir. D vitamini eksikliginin
tespiti ve tedavisi oldukg¢a basit olmasina ragmen, bu konuda kaynak kullanimindaki hizl artis
endise vericidir ve birinci basamakta giincel kilavuzlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Riskli gruplarin
belirlenmesi ve glinese ¢ikma gibi koruyucu 6nlemlerin tesvik edilmesi bu noktada 6nem arz
etmektedir. Dogru yonlendirme i¢in iilkemizde ozellikle riskli gruplarda yapilacak toplum

tabanli arastirmalar, halk saglig1 agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir (Borekgi, 2019).

2.2. FGF-23
Fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF-23), FGF19 ve 21 ile birlikte, endokrin FGF'lerin
alt ailesine ait olan bir fosfatiirik hormondur (Chateau ve ark 2010). Bobrek, paratiroid, kalp,

kemik ve muhtemelen diger organlar1 da etkilemektedir (Murali ve ark 2016a). insan FGF-23
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geni, 12. kromozomda bulunur ve {i¢ ekzon igerir. Bu gen 32 kDa biiyiikliigiinde bir
glikoproteini kodlar. Aktif formdaki tam uzunluktaki FGF-23 (iIFGF-23), 227 amino asitten
olugmaktadir (Sekil 2.3). FGF-23'lin kiicik molekiiler boyutu, bdbreklerde kolayca
par¢alanmasina ve filtre edilmesine olanak saglar (Mace ve ark 2015). Kemik kaynakli FGF-
23 hormonunun tam uzunluktaki formu biyolojik olarak aktiftir. Ancak furin benzeri proteazlar
tarafindan Argl79-Ser180 bdlgesinden kesilerek biyolojik olarak inaktif olan C-terminal FGF-
23 (cFGF-23) formuna doniisebilir. Her iki form da dolasimda tespit edilebilmektedir (R. Tang
ve ark 2021). C-terminal FGF-23 parcasi, dogal bir antagonist gibi davranmaktadir. FGF-23
molekiiliiniin furin kesim bolgesindeki O-glikozilasyonu N-asetilgalaktosaminiltransferaz 3
(GaINT3) enzimi, fosforilasyonu ise familya 20 iiyesi C (FAM20C) enzimi tarafindan
gerceklestirilmektedir (Tagliabracci ve ark 2014). Bu iki enzimin farkli islevleri vardir, bu
ylizden FGF-23'"lin salgilama siirecindeki kaderini belirlemektedir. GaINT3 enzimi, FGF-23
molekiiliiniin hizl1 pargalanmasini 6nleyici koruyucu bir rol tistlenir. FAM20C enzimi ise furin
aracili parcalanmay1 kolaylastirict etki gosterir (Sekil 2.3). Hiicresel diizeyde bu pargalanma
stireci, aktif FGF-23 molekiiliiniin uygun miktarda salinimin1 saglamak iizere hassas bir
bicimde diizenlenmektedir (Tagliabracci ve ark 2014). Bobrekler, plazmadaki FGF-23
seviyelerinin diizenlenmesinde dnemli bir rol oynamaktadir. insanlarda yapilan calismalarda,
FGF-23"lin bobrekler tarafindan yaklasik %40 oraninda yiiksek renal ekstraksiyona ugradigi
gosterilmistir (Van Ballegooijen ve ark 2016). FGF-23'lin primer iiretim kaynaklar1 fizyolojik
duruma gore degisiklik gostermektedir. Normal fizyolojik kosullarda osteoblast ve osteosit gibi
kemik hiicreleri tarafindan tretilirken, patolojik durumlarda kardiyomiyositler ve bagisiklik
sistemi hiicreleri (6rnegin dendritik hiicreler ve makrofajlar) tarafindan da tretilebilmektedir
(Dastghaib ve ark 2023). Yillarca FGF-23, fosfatin reabsorpsiyonu inhibe edebilmesi ve
kalsiyum, fosfor, sodyum ve D vitamini metabolizmasin1 diizenleyebilmesi Klotho-bagh
efektleri (kanonik sinyalleme) nedeniyle fosfatiirik hormon olarak bilinirdi; ancak, son
zamanlarda FGF-23"in, kemiklerde, kalpte ve bagisiklik sisteminde bile Klotho-bagimsiz
efektleri (kanonik olmayan sinyalleme) dahil olmak iizere pleiotropik etkileri oldugu kabul
edilmistir (Smith ve ark 2019). Fosfat, vitamin D, PTH, kalsiyum, aldosteron, proinflamatuar
sitokinler ve demir eksikligi gibi cesitli humoral osteositlerin FGF-23 salgilamasi iizerinde
biiyiik bir etkiye sahiptir (Bir ve ark 2019). Insan serum veya plazmasinda bulunan tam veya
C-terminal FGF-23 diizeylerinin 6l¢iilmesinde, farkli epitoplar1 hedef alan ticari enzim bagh
immiinosorbent test (ELISA) kitleri kullanilmaktadir. Tartismali bulunan verilere dayanarak,
FGF-23'in plazmada (k2-EDTA, heparin) serumdan daha fazla stabil oldugu onerilmektedir
(Smith ve ark 2014).
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FGF-23"iin proteaz inhibitori kullanildiginda bile serum seviyesi, plazmadaki seviyeden
cok daha diistiktiir (Damasiewicz ve ark 2018). Kan 6rnegi -80 °C'de saklanmas1 durumunda,
FGF-23 miktarinda herhangi bir azalmaya neden olmamaktadir. El-Maouche ve arkadaslari,
iFGF-23 ve cFGF-23 seviyelerinin bes tekrarli dondurma ve ¢6zme dongiisii boyunca énemli
Olclide degismedigini bildirmistir. Onun degerleri, 40 aydan fazla bir siire i¢erisinde -80 °C'de

saklandiginda sadece hafif bir degisiklik gostermistir (EI-Maouche ve ark 2016).
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Sekil 2.3. FGF23’iin kemikteki post-translasyonel modifikasyonu.

Insan FGF23 geni, 12. kromozomda 3 ekzon ile yer almaktadir. 32 kDa'lik bir glikoprotein kodlamaktadir. Tam
formu (iFGF23) 227 amino asit igermektedir. Salgilama siirecinde Argl79-Ser180 arasinda inaktif N-terminal ve
C-terminal pargalara ayrilmaktadir. GALNT3'in bir gen iriinii olan GalNAc-T3 tarafindan Thrl78'in O-
glikozilasyonu, bu boliinmeyi inhibe edip tam uzunlukta FGF23'i artirmaktadir. Osteositlerdeki FGF23'i etkileyen
farklh fonksiyonlu iki enzim vardir. GalNAc-T3 FGF23'iin kaderini belirlemekte, bu yiizden koruyucu bir rol
oynamaktadir. FAM20C, FGF23"in hizli bozunmasini1 inhibe etmekte, bu yiizden furin-bagimli bolinmeye katkida
bulunmaktadir. FGF23: fibroblast biliyiime faktorii 23, iFGF23: Tam FGF23, GalNAc-T3; N-
acetylgalaktosaminiltransferaz-3, FAM20C: benzer sekans aile 20 iiye C, RHTR; (Arginin, Histidin, Treonin,
Arginin) (Dastghaib ve ark 2023).

2.2.1. FGF-23, D vitamini ve PTH arasindaki iliskisi

FGF-23'"lin en 6nemli etkisi, kemikten salgilanan bir hormon olarak yiiksek diizeyde o-
Klotho ekspresyonu gosteren bobrekler iizerindedir (Kuro-o, 2019). Renal proksimal tiibiillerde
FGF-23, 1,25 (OH):D; sentezinde rol alan temel enzim olan la-hidroksilaz (Cyp27bl)'in
mRNA diizeyini azaltarak ve 1,25 (OH):Ds'i inaktive eden 24-hidroksilaz (Cyp24al)'in
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ekspresyonunu artirarak aktif D vitamini sentezini baskilamaktadir. FGF-23 ayrica, NaPi-2b
ko-transportoriiniin ekspresyonunu 6nemli olgiide azaltarak proksimal tiibiillerden fosfat (P1)
ve sodyum (Na) geri emilimini baskilamakta ve bunun sonucunda serum fosfat diizeylerini
diisiirmektedir (Andrukhova ve ark 2014). FGF-23 renal distal tiibiilleri de hedefleyerek
ERK1/2-SGK1 (ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz 1,2-serum glukokortikoid diizenleyici
kinazl) ve WNK4 (lizin olmayan kinaz 4) sinyal yollar1 iizerinden transiyent reseptor
potansiyel vanilloid-5 (TRPV5) ve Na'/Cl~ kotransportérii (NCC) araciligiyla Na* geri
emilimini artirmaktadir. Distal tiibiillerde FGFR1'in spesifik ¢ikarilmasinim ciddi renal Ca*? ve
Na* kaybina yol actig1 ortaya ¢cikmistir (X. Han ve ark 2020). FGF-23"in fosfatiiri olusturucu
ve koruyucu etkileri, paratiroid hormonu (PTH) ile benzerlik gostermektedir. Ancak kalsitriol
(1,25 (OH):Ds) iiretiminde gorevli olan la-hidroksilazin diizenlenmesi konusunda bu iki
hormonun etkileri birbirinin tam tersidir (Perwad ve ark 2007a). Bir¢ok calismada, 1,25
(OH):Ds uygulamasmin ve diyetle aliman fosfat miktarinin serum FGF-23 diizeylerini
etkileyebildigi gosterilmistir. Ayrica, kemik hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki 1,25 (OH):Ds ve
fosfatin ekstraseliiler konsantrasyonu, sadece FGF-23"in transkriptini degil, ayn1 zamanda post-
translasyonel modifikasyonu da diizenlemektedir. Kronik renal yetmezliginin ve sekonder
hiperparatiroidizmin 6nlemesi, D vitamini analogu olan Parikalsitol’tin (19-nor-1,25-dihidroksi
vitamin D) intraperitoneal enjeksiyonunun, D vitamini eksikligi olan sicanlarda (standart D
vitamini eksikligi diyeti ile indiiklenmis) PTH, FGF-23 ve 1,25 (OH).Ds'te bir azalmaya neden
oldugunu, ancak Ca ve PO. fraksiyonel atilim {izerinde herhangi bir etkisi olmadigini
gostermistir. FGF-23'teki azalmanin, diisiik serum 1,25 (OH).Ds ve PTH sonucu olabilecegi
sonucuna varildi (Saki ve ark 2019). Baska bir ¢alismanin verilerinde, PTH ve 1,25 (OH).Ds'iin
FGF-23 diizenlemesindeki etkilerini dogrulanmistir (Dastghaib ve ark 2023).

Yapilan bir klinik ¢alismada, D vitamini eksikligi bulunan 119 hastaya kolekalsiferol
(50.000 IU D vitamini) verilmesiyle, serum FGF-23, 1,25 (OH).Ds ve 25 (OH)D:s diizeylerinin
belirgin olarak arttig1 gosterilmistir. Ayrica, serum PTH ve 1,25 (OH).Ds'teki azalmanin FGF-
23 seviyesi lizerinde olumlu bir etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bunun aksine Ca’nin negatif
bir iliskisi oldugunu belirtilmistir. Bu bulguyu ac¢iklamak i¢in, kalsiyumun artan 1,25 (OH)2Ds
nedeniyle FGF-23'"lin kontrolsiiz artigini azaltarak diizenleyebilecegi 6nerilmistir (Dastghaib ve
ark 2023; Smith ve ark 2019(. PTH ve FGF-23 fosfatiirik hormonlar olarak bilinmektedir. Her
iki hormon da renal proksimal tiibiillerde fosfat geri emilimini azaltarak etki gosterir; ancak
1,25 (OH).Ds metabolizmast iizerindeki etkileri birbirinden tamamen farklidir. iki yonlii olarak,

PTH, D vitamini aktif formunu indiiklemek icin la-hidroksilazi (Cyp27bl) artirarak ve
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hormonun inaktivasyonunu baskilamak i¢in 24-hidroksilaz1 (Cyp24al) inhibe ederek 1,25
(OH):Ds'"li artirmaktadir (Dastghaib ve ark 2023). Bir¢ok calisma, FGF-23'iin MAPK sinyal
yolu aracilifiyla paratiroid bezlerinde dogrudan etki gostererek PTH ekspresyonunu
baskiladigini ortaya koymustur. FGF-23/ Klotho/FGFR1¢, ERK1/2 kaskadini indiikler ve FGF-
23/ FGFR3,4, kalsinorin/NFAT sinyal yolunu kullandiginda Klotho'dan bagimsizdir, bu da
PTH sentezi ve salgilanmasinin inhibisyonuna yol agmaktadir. Ek olarak, ¢alismalar, FGF-
23'tin, PTH'nin inhibisyonunda rolii olan paratiroid bezlerindeki bulunan VDR (vitamin D
reseptoril) ve CaSR (Ca*? sensor reseptorii) artirabilecegini gostermistir (Silver ve ark 2010a)

(Sekil 2.4).

Baz1 hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda, PTH varliginda FGF-23 ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir. Bu bulgu ile tutarli olarak, hiperparatiroidizm durumlarinda serum FGF-23
diizeylerinde artis goriilebilmektedir (Yamashita ve ark 2004). FGF-23’iin, Klotho ve 1,25
(OH):Ds’ten bagimsiz olarak, otokrin/parakrin etkilerle kemikten salgilandiktan sonra
osteoblast/osteosit hiicrelerindeki lokal fonksiyonlar aracilifiyla kemik mineralizasyonunu
diizenleyebilecegi belirtilmistir. Murali ve ark. FGF-23’lin, diisiik afinite ile FGFR3’e
baglanarak gen transkript diizeyinde Tnap’t (doku 6zgiil olmayan alkalen fosfataz) inhibe
ettigini ve boylece osteoblastlardaki pirofosfat konsantrasyonunu artirdigini gostermistir
(Murali ve ark 2016b). FGF-23, Klotho’nun dogal olarak ifade edilmedigi MC3T3.E1°deki (Bir
fare yenidoganindan izole edilen bir preosteoblast hiicre hattindan izole edilen bir dizi klondan
biridir) ¢o6ziiniir Klotho varliginda sadece osteoblastlarin mineralizasyonunu ve
MAPK/ERK1,2 gen ekspresyonunu baskilamaktadir. Dikkat ¢ekici olan, FGF-23’{in MAPK
kaskad1 aracilifiyla ¢oziiniir Klotho ig¢inde bulunmasi, Dkk1’i (Wnt/B-katenin’in endojen
inhibitorii) indiikleyebilmekte ve Wnt/B-katenin sinyal yolunu (osteoblast aktivitesi, kemik
gelisimi ve kemik bakiminin ana etkileyicisi) inhibe etmektedir (Carrillo-Lopez ve ark 2016).
Rhee ve ark. ilk kez, kemik hiicrelerinde Klotho ekspresyonu ve ardindan osteosit
hiicrelerindeki kaldirilmasinin, kemik hacminde ve osteoblast aktivitesinde ani bir artisa neden
oldugunu bildirmistir. Sonug olarak, Klotho’nun kemik olusumunun negatif bir diizenleyicisi
oldugu ve kemik dokusunun FGF-23’lin baska bir hedef doku oldugu belirtilebilmektedir
(Rhee ve ark 2011).
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Sekil 2.4. FGF23, Klotho ve FGFR arasindaki etkilesimin sematigi.

FGFR'lerin ifadesi viicutta bol miktarda bulunmakta, ancak aKlotho ko-reseptoriiniin doku spesifik ifadesi, hiicre
etkilerinin belirlenmesi igin sik1 bir sekilde diizenlenmelidir. Klotho proteini, serum, idrar ve BOS'ta tespit edilen
FGF23'ten bagimsiz humoral fonksiyonlart olan ¢6ziiniir bir formda olabilmakta ve mKL olarak adlandirilan
membrana baglanan FGF23 i¢in esas bir ko-reseptdr olarak membran formundadir. Transmembran klotho,
FGF23'lin FGF reseptoriine baglanmasini saglamaktadir, FRS2a'nin fosforilasyonuna ve ardindan Ras/MAPK,
PI3K/AKT veya PLCy/PKC sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agmaktadir. Klotho ve sKL olmadiginda,
FGF23 FGFR4'e baglanmakta ve PLCy'nin fosforilasyonunu ve kalsindrin/NFAT gibi kalsiyumla diizenlenen
sinyal yolaklarinin aktivasyonunu indiiklemektedir. FGF23'lin ¢6ziiniir Klotho ile baglanmasi da miimkiindiir,
ancak PLCy'den Ras/MAPK'yi etkinlestiren ve hayati genlerin ifadesini indiikleyen farkli asagi akis olaylarmna
neden olmaktadir. FGF23: fibroblast biiylime faktorii 23, FRS2a: FGF reseptorii substratt 2a, MAPK: mitojen-
aktive protein kinazi, PLCy: fosfolipaz Cy, NFAT: aktive T-hiicrelerinin niikleer faktorii (Dastghaib ve ark 2023).
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2.3. MikroRNA

miRNA'lar, ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kii¢iik kodlamayan RNA'lardir. Cogu
miRNA, DNA dizilerinden primer miRNA'lara (pri-miRNA) transkribe edilmekte ve onciil
miRNA'lara (pre-miRNA) ve daha sonra olgun miRNA'lara donistiiriilmektedir. Cogu
durumda, miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3’ UTR'si ile etkilesime girerek ifadeyi
baskilamaktadir (Ha ve ark 2014). Ancak, miRNA'larin, 5" UTR, kodlama dizisi ve gen
promotdrleri gibi diger bolgelerle de etkilesimi bildirilmistir (Broughton ve ark 2016). Ayrica,
miRNA'larin belirli kosullar altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir
(Vasudevan, 2012). Son ¢alismalar, miRNA'larin translasyon hizi ve transkripti kontrol etmek
icin farkli hiicre i¢i bolmeler arasinda dolastigini 6ne stirmiistiir (Makarova ve ark 2016).
miRNA'lar, normal hayvan gelisimi i¢in kritiktir ve ¢esitli biyolojik siireclere dahil olurlar (Fu
ve ark 2013). miRNA'larin anormal ekspresyonu, bir¢cok hastalikla iligkilidir (Chakraborty,
2017). Ayrica, miRNA'lar ekstraselliiler sivilara salgilanmaktadir. Ekstraselliiler miRNA'lar,
cesitli hastaliklar i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak genis ¢apta bildirilmistir. Ayrica hiicre-
hiicre iletisimini saglamak i¢in sinyal molekiilleri olarak goérev yapmaktadir (W. Huang,

2017).

2.3.1. MikroRNA'larin biyogenezi

miRNA biyogenezi, RNA polimeraz II/III transkriptlerinin post-transkript veya ko-
transkript olarak islenmesiyle baslamaktadir (Ha ve ark 2014). miRNA biyogenezi, kanonik

ve kanonik olmayan yollar olmak iizere siniflandirilmaktadir (Sekil 2.5).

2.3.2. MikroRNA biyogenezinin kanonik yolag:

Kanonik biyogenezi yolu, miRNA'larin islendigi baskin yoldur. Bu yolakta, pre-
miRNA'lar genlerinden transkribe edilmekte ve daha sonra RNA baglayici protein DiGeorge
Sendromu Kritik Bolge 8 (DGCRS) ve bir riboniikleaz III enzimi olan Drosha'dan olusan bir
mikroiglemci kompleksi tarafindan pre-miRNA'lara doniistiiriilmektedir (Denli ve ark
2004). DGCRS, pri-miRNA ig¢indeki N6-metiladenilath GGAC ve diger motifleri
tanimaktadir (Alarcon ve ark 2015), Drosha ise pri-miRNA ¢ift sarmalini, pri-miRNAnin
karakteristik sa¢ tokasi yapisinin tabaninda kesmektedir. Bu, pre-miRNA iizerinde 2 nt 3’
cikintt (overhang) olusmasina neden olmaktadir (J. Han ve ark 2004). pre-miRNA'lar
olusturuldugunda, bir eksportin 5 (XPOS5)/RanGTP kompleksi tarafindan sitoplazmaya
aktarilmakta ve daha sonra RNase III endoniikleaz Dicer tarafindan islenmektedir (Alarcon

ve ark 2015). Bu siireg, terminal halkanin ¢ikarilmasini icermekte ve bu, olgun bir miRNA
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cift sarmalinin olusmasina neden olmaktadir (Zhang ve ark 2004). miRNA ipliginin
yonliiligl, olgun miRNA formunun adini belirlemektedir. 5p ipligi, pre-miRNA sag
tokasmin 5’ ucundan tiiretilirken, 3p ipligi 3’ ucundan tiiretilmektedir. Olgun miRNA ¢ift
sarmalindan tiiretilen her iki iplik de bir ATP-bagimli sekilde Argonaut (AGO) protein
ailesine (insanlarda AGO1-4) yiiklenebilmektedir (Yoda ve ark 2010). Herhangi bir miRNA
icin, AGO'ya yiiklenmis 5p veya 3p ipliginin orani, hiicre tipine veya hiicresel ¢evreye bagh
olarak biiyiik dl¢lide degismektedir (Meijer ve ark 2014). 5p veya 3p ipliginin se¢imi, kismen
miRNA c¢ift sarmalinin 5’ uc¢larindaki termodinamik stabiliteye veya niikleotid pozisyon
1'deki 5’ U'ya dayanmaktadir. Genellikle, 5’ stabilitesi daha diisiik olan veya 5’ urasil igeren
iplik, tercihen AGQ'ya yiiklenmekte ve rehber iplik olarak kabul edilmektedir. Yiiklenmemis
iplik, yolcu ipligi olarak adlandirilmakta ve tamamlayicilik derecesine gore cesitli
mekanizmalarla rehber iplikten hidrolize olmaktadir. Uyumsuzluklar icermeyen miRNA nin
yolcu iplikleri, AGO2 tarafindan kesilmekte ve hiicresel mekanizma tarafindan
parcalanmakta, bu da giiclii bir iplik yonelimine (bias) olusturabilmektedir. Aksi takdirde
merkezi uyumsuzluklar iceren miRNA ¢ift sarmallar1 veya AGO2'ye yiiklenmemis miRNA,

pasif olarak hidrolize olup parcalanmaktadir (Ha ve ark 2014) (Sekil 2.5).

2.3.3. MikroRNA biyogenez kanonik olmayan yolagi

Bugiine kadar, birden ¢ok kanonik olmayan miRNA biyogenezi yolu bulunmustur. Bu
yollar, genellikle Drosha, Dicer, eksportin 5 ve AGO2 olmak iizere kanonik yolaktaki
proteinlerin farkli kombinasyonlarini kullanmaktadir. Genel olarak, kanonik olmayan miRNA
biyogenezi, Drosha/DGCRS8-bagimsiz ve Dicer-bagimsiz  yollar olmak {izere
gruplandirilabilmektedir. Drosha/DGCRS- bagimsiz yolak tarafindan tiretilen pre-miRNA'lar,
Dicer substratlarina benzemektedir. Boyle pre-miRNA'lara 6rnek olarak, birlestirme
(splicing) sirasinda mRNA'nin intronlarindan tiretilen mirtronlar verilebilir. Baska bir 6rnek,
7-metilguanozin (m7G) kapli pre-miRNA'dir. Bu yeni RNA'lar, Drosha kesimine gerek
olmadan direkt olarak eksportin 1 araciligiyla sitoplazmaya aktarilmaktadir. m7G kapaginin
5p ipliginin Argonauta yiiklenmesini dnlemesi nedeniyle gii¢lii bir 3p iplik yonelimi (bias)
vardir. Ote yandan, Dicer-bagimsiz miRNA'lar, endojen kisa sa¢ tokasi RNA (shRNA)
transkriptlerinden Drosha tarafindan islenmektedir. Bu pre-miRNA'lar, sitoplazma ig¢inde
olgunlagmalarin1 tamamlamak i¢in AGO2'ye ihtiyag¢ vardir, ¢linkii Dicer substratlari olmak

icin yetersiz uzunluktadir. Bunun i¢in tim pre-miRNA'min AGO2'ye yiiklenmesini ve 3p
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ipliginin AGO2-bagimli silinmesini indiiklemektedir. 5p ipliginin 3'-5' kirpilmasi (trimming)
edilmesiyle, olgunlagmalarin1 tamamlamaktadir (O’Brien ve ark 2018) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. MikroRNA biyogenezi ve etki mekanizmasi.
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2.3.4. MikroRNA ile ilgili gen diizenlemenin mekanizmalari

Bugiine kadar yapilan c¢ogu calismalar, miRNA'larin hedef mRNA'larinin
3'UTR'sindeki  spesifik diziye baglanip translasyonel baskilandigini, mRNA'nin
deadenilasyonunu ve baslik ¢ikarmayi (decapping) tetikledigini gostermistir. 3'UTR'e ek
olarak 5'UTR, kodlama dizisi ve promotor bolgelerine miRNA baglanabilecegi tespit
edilmigtir. miRNA'larin 5'UTR ve kodlama bélgelerine baglanmasi gen ekspresyonu tlizerinde
susturma etkilerine sahiptir, promotor bolgesi ile miRNA etkilesiminin transkriptiyonu
indiikledigi bildirilmistir. Ancak, bu etkilesimin fonksiyonel nemini tam olarak anlamak i¢in

daha fazla caligmaya ihtiyag vardir (O’Brien ve ark 2018).

2.3.5. MikroRNA’larin biyolojik rolleri

Son calismalar, mikroRNA'larin (miRNA'lar) gelisim, proliferasyon, farklilagsma,
hiicre kaderinin belirlenmesi, apoptoz, sinyal iletimi, organ gelisimi, hematopoietik koken
farklilasmasi, konakgi-viral etkilesimler ve tiimor olusumu dahil olmak iizere en kritik
biyolojik olaylarda merkezi bir rol oynadigint gostermistir (Bartel, 2009). miRNA'larin
karakterizasyonunda ve islevsel analiz tekniklerindeki gelismeler, sadece ¢esitli hiicresel
stireclerdeki rollerini degil, ayn1 zamanda cesitli hastaliklarda miRNA ekspresyonunun

anormal diizenlerini de ortaya ¢ikarmistir (Y. Huang ve ark 2011).

2.3.6. MikroRNA’lar ve Sinir Sistemi Diizenlemesi

Son c¢aligmalar, miRNA'nin erken embriyonik kok hiicre hayatta kalmasi ve
farklilagsmast icin gereklidir. Ayrica olgun néronlarin hayatta kalmasimi ve islevlerini
stirdiirmede Onemli bir rol oynadigini belirlenmistir. Asirt biliylime, sinaptik plastisitenin
kaybi, Alzheimer hastaligi (AD), kirilgan X sendromu (FXS) ve otizm dahil olmak iizere
birgok sinir sistemi hastalifinin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Caligsmalar, biiylime ve
sinaptik plastisitenin, sinaptik gelisme, olgunlagsma ve plastisiteye katkida bulunan miR-134
tarafindan diizenlenebilecegini 6ne stirmektedir (Sempere ve ark 2004). miR-133b, 6zellikle
orta beyin dopaminerjik noéronlarinda (DN'ler) ifade edilmekte ve Parkinson hastaligi olan
hastalarin orta beyin dokusunda eksik bulunmustur. miR-133b, eslesmis-gibi homeodomain
transkript faktorii Pitx3'l iceren bir negatif geri bildirim devresiyle orta beyin DN'lerinin
olgunlagmasint ve iglevini diizenlemektedir. miR-133b'nin bu geri bildirim devresinde,
lokomosyon gibi dopaminerjik davranislarin diizenlenmesinde bir rol oynadigi gosterilmistir

(Smirnova ve ark 2005).
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miR-124"lin nodron-spesifik gen ekspresyonunun bazi regiilatorlerini etkiledigi
bulunmustur. Son ¢alismalar, miR-124'"lin, néronal genlerin RE1-susturma transkript faktorii
(REST) aracili baskilanmasi i¢in gereken kiigiik C-terminal domain fosfataz-1'i (SCP1) direkt
olarak inhibe edebilecegini gostermistir (Coulson, 2005). Bu, bir negatif geri bildirim
dongiisiidiir, burada miR-124 ve diger néron-spesifik genlerin ekspresyonu, ndronal olmayan
hiicrelerde ve noronal progenitor hiicrelerde REST ve SCP1 tarafindan inhibe edilmektedir.
Hiicreler noronlara farklilastiginda, REST transkripti inhibe edilmekte ve miR-124, SCP1'i
inhibe ederek REST'in biyolojik etkilerinin ortadan kaldirilmasini indiiklemektedir (Shi ve
ark 2009).

2.3.7. MikroRNA'larin hiicre farklilasmasi ve gelisimi ile iliskisi

Son bir ¢alisma, let-7 miRNA'lari-somatik hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edilen
miRNA'larinin ailesi ancak vahsi tip degil, DGCR8—/—embriyonik kok hiicrelerde (ESCs)
kendini yenilemeyi baskilayabilecegini ve kendini yenileyen ile farklilasmis hiicre kaderlerini
stabilize edebilecegini tespit etmistir (Melton ve ark 2010). Bantam miRNA, overdeki dFmrp
ile fiziksel olarak iliskilidir. dFmrl bantam sadece ilkel germ hiicre farklilagmasini
baskilamak icin gereklidir. Ayrica germline kok hiicre tamiri i¢in ekstrinsik faktor olarak rol
oynamaktadir. Bantam genetik olarak dFmrl ile etkilesime girmekte ve germline kok
hiicrelerinin kaderini diizenlemektedir (Y. Yang ve ark 2009). DGCRS, Dicer ve Ago2,
miRNA homeostazi i¢in temel faktorlerdir. Osteoklast farklilagsmasi ve islevinde kritik rolleri
vardir. Small interfering RNA'lar tarafindan yapilan DGCRS, Dicer veya Ago2'nin gen
susturulmasi. Osteoklast transkript faktor ekspresyonunun ve islevinin global inhibisyonunu,
osteoklastogenezin azalmasini ve in vitro kemik rezorpsiyonunun azalmasini ortaya

cikarmistir (Y. Huang ve ark 2011).

2.3.8. MikroRNA’lar ve viral enfeksiyonlar

Viriisler, konak hiicreyi kontrol etmek i¢in miRNA'lar1 kullanmaktadir; karsilikl
olarak, konak hiicreler, temel viral fonksiyonlart hedeflemek icin miRNA'lar1 kullanmaktadir.
Deneysel sonuglar, miRNA'larin dogustan gelen bagisiklikta yer aldigini gdstermistir. Ayni
sonuclar miRNA'lar hem gen regiilatorleri hem de RNA ve DNA viriislerine kars1 bir konak
hiicre savunmasi olarak islev gordiiglinii gostermistir (O’Connell ve ark 2007; Williams,
2008). Insan hiicrelerinde anti-viral miRNA tarafindan primat kopiik viriis tip 1 (PFV-1)
birikimini etkin bir sekilde kisitlandig1 11k olarak bildirilmistir (Lecellier ve ark 2005). SV40
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kodlu miRNA miR-S1, enfekte hiicrenin bagisiklik sisteminden gizli kalmasina yardimci
olmaktadir. miR-S1 viral replikasyon dongiisiiniin ge¢ asamasinda ifade edilmekte. Bu
asamada miR-S1 T antijenini kodlayan erken viral mRNA'lar1 parcalamaktadir. Boylece
enfekte hiicrenin sitotoksik T lenfositlerine maruz kalmasini kisitlamaktadir (Sullivan ve ark
2005). miRNA-susturma mekanizmasi, HIV-1 replikasyonunu kontroliinde fizyolojik bir rol
oynamaktadir. Hem HIV-1 ile enfekte olmus dondrlerden gelen periferik kan mononiikleer
hiicrelerde hem de latent enfekte hiicrelerde viriis replikasyonunu inhibe etmektedir (Triboulet
ve ark 2007). Konak hiicrenin miR-122 ekspresyonu, IFN- araciligiyla ¢alisip hepatit C
viriisiiniin (HCV) replikasyonunu inhibe edebilmektedir (Pedersen ve ark 2007).

2.3.9. MikroRNA'lar ve bagisiklik

miRNA kontrolii, memeli bagisiklik sisteminde kritik bir diizenleyici faktor olarak
ortaya ¢ikmistir. miRNA mekanizmasinin genetik ablasyonu veya belirli bireysel
miRNA'larin kaybi veya diizensizligi, bagisiklik gelisimini ciddi sekilde bozmakta ve
otoimmiinite ve kanser gibi bagisiklik bozukluklarima yol agabilmektedir. miRNA'lar,
ylizlerce hedef genin protein fenotipini modiile ederken, sadece birka¢ anahtar hiicresel
proteinin konsantrasyonlarni diizenleyerek fizyolojik siiregleri etkileyebilmektedir. Bu
proteinler belirli bir hiicresel ortamda tek veya islevsel iliskili yollarin bilesenleri
olabilmektedir (Xiao ve ark 2009). miRNA 223, grantilositlerin olusumunu ve aktivasyonunu
kontrol etmektedir. Farelerde miRNA 223 eksikligi, graniilosit progenitorlerinin sayisindaki
hiicre-otonom artistan kaynaklanan genislemis bir graniilosit kompartimani ile
sonuclanmaktadir. Ayrica miRNA 223 eksikligi olan graniilositler asir1 olgunlagmais,
aktivasyon uyarilarina asir1 duyarli ve artmis fungisidal aktivite gostermektedir. Sonug olarak
miRNA 223 graniilosit lretimini ve inflamatuar yaniti i¢in ince ayarlamada bir rol
oynamaktadir (Johnnidis ve ark 2008). Caligmalar, miRNA diizensizliginin sedef hastaliginin
patogenezi ile ilgili oldugunu, yerlesik ve infiltre eden hiicreler arasindaki iletisim
bozukluguna katkida bulundugunu 6ne siirmektedir (Sonkoly ve ark 2007). miR-21'in sedef
hastaliginda ekspresyonu artmistir. miR-21 T hiicrelerinde baskin sekilde ifade edilmistir (Wu
ve ark 2007). miR-146a interferon (IFN) yolunun bir negatif diizenleyicisidir. miR-146a'nin
diisiik ekspresyonu, lupus hastalarinda tip I IFN yolunda degisikliklere katkida bulunmaktadir.
miR-146a anahtar sinyalizasyon proteinlerini hedeflemektedir (Y. Tang ve ark 2009). miR-
125a-5p'nin lipid alimini diizenledigi bulunmustur. miR-125a-5p de oxLDL ile uyarilan

monosit tiirevi makrofajlarda bazi inflamatuar sitokinlerin (interlokin-2, interlokin-6, timor
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nekroz faktorii-alfa, dontistiiriicii bliytime faktorii-beta) salgilanmasini azalttigi bulunmustur

(Chang ve ark 2007a).

2.3.10. MikroRNA'lar ve kanser

Kanserle birlikte goriilen anormal hiicre gelisimi, miRNA'larla da iligkili bulunmustur.
Kanserde, miRNA'lar diizenleyici molekiiller olarak c¢alismaktadir. miRNA'lar onkogenler
veya tiimor baskilayicilar olarak hareket etmektedir (Shenouda ve ark 2009). CLL (Kronik
lenfositik 16semi) hastalarindan alinan kan Orneklerinde miR-15 ve miR-16'nin
ekspresyonunu analiz edilmistir (Calin ve ark 2002). Her iki miRNA, normal doku veya
lenfositlere kiyasla, vakalarin ¢ogunda (%68) bulunmadig1 veya diisiik seviyede bulundugunu
tespit edilmistir. Bu bulgu, bu iki miRNA'nin kronik lenfositik 16semi patogenezine neden
oldugunu diistindiirmiistiir. Son zamanlarda, O'Connell ve ark. (O’Connell ve ark 2008), M4
veya M5 alt tiplerine sahip akut miyeloid 16semi (AML) hastalarinin kemik iligi blastlarinda
miR-155"in ekspresyonunun artti§in1 bulmustur. miR-34a P53 tiimdr baskilayici protein
tarafindan indiiklenmektedir. Pankreatik kanser hiicrelerinde eksik oldugu gosterilmistir
(Chang ve ark 2007b). miR-34a'ya yanit veren genler, hiicre dongiisii ilerlemesi, apoptozis,
DNA onarimmi ve anjiyogenezin diizenlenmesinde yer almaktadir (Lodygin ve ark 2008).
Tiimorler, kanserli olmayan dokulara kiyasla miR-26 ekspresyonunun azalmig seviyelerine
sahiptir. miR-26 ekspresyon seviyesinin hepatoselliiler karsinomla iligkili oldugunu

gostermistir (Ji ve ark 2009).

2.3.11. MikroRNA'lar ve diyabet

Bugiine kadar yapilan birgok ¢alisma, gen transkriptlerinin translasyonunu diizenleyen
miRNA'larin, pankreas gelisiminde yer alan gen ekspresyon kaskadlarini etkiledigini
gostermistir. Ornegin miR-7 ve miR-375, pankreasta yiiksek seviyelerde ifade edilmektedir.
Ayrica Zebrafish pankreas gelisimi ile farelerdeki insiilin salgilanmasinda yer aldiklari
bilinmektedir (El Ouaamari ve ark 2008). Bu son calisma, miR-375'in direkt olarak 3'-
fosfoinozitide-bagimli protein kinaz-1 (PDK1)'i hedefledigini ve protein seviyesini azalttigini
bulmustur. Bunun sonucunda insiilin gen ekspresyonu ve DNA sentezi iizerindeki glukoz
uyarici etkinin azaldigini ortaya koymustur. Glukoz, miR-375 prekursor seviyesinde bir
azalmaya ve PDK1 protein artisina yol agmaktadir (El Ouaamari ve ark 2008). miR-375, insan
adacik beta hiicrelerinde ve non-beta hiicrelerinde farkli sekillerde ifade edilmektedir. Her iki

hiicre tipinde de miR-375 seviyesinde anlamli bir fark e bulunmamaktadir. Tek hiicrelerdeki
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adacik-spesifik miRNA ve mRNA analizini incelenirken, non-beta hiicrelerin daha yiiksek

seviyelerde miR-375 icerdigini goriilmiistiir (Joglekar ve ark 2009).

2.3.12. MikroRNA 22

2001 yilinda, Lagos-Quintana ve ark. ilk olarak insan miRNA 22 genini HeLa
hiicrelerinde klonlayip insan miRNA 22 geninin 22-nt kodlamayan bir RNA iiretmek iizere
transkribe edildigini kesfetmistir. Ayrica, Northern blotlari, miRNA 22°nin farkli
omurgalilarda gorece giiclii bir sinyale sahip oldugunu gostermistir (Lagos-Quintana ve ark
2001). 20 insan normal dokularinda (beyin, akciger, karaciger, kalp, bobrek, dalak, diiz kas,
mesane, prostat, testis, over, 6zofagus, serviks, trakea, timus, plasenta, diiz bagirsak, kolon,
tiroid ve yag dokusu) miRNA 22'nin yaygin olarak ifade edildigi bulunmustur. miRNA 22
ekspresyonunun kalp, diiz kas, mesane ve yag dokusunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Yamakuchi ve ark 2011). Fiziksel haritalamaya insan miRNA 22’yi 17p13 kromozomunda
konumlandirmistir (Sekil 2.6). MicroRNA-22 (miRNA 22), yiiksek derecede korunmus bir
22-nt miRNA'dir. Insan hastaliklarindaki ve normal fizyolojideki rolleri ortaya ¢ikmaya yeni
baglandi. Son zamanlarda, miRNA 22'min timér olusumu, epigenetik modifikasyon,
embriyonik gelisim, iskelet metabolizmasi, panik bozukluk ve kardiyomiyosit hipertrofisi gibi

bircok aktiviteye baglandigi anlagilmistir. miRNA 22'nin asir1 ekspresyonu, gesitli insan
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Sekil 2.6. MikroRNA-22 geni, kromozom 17p13°te yeridir.

hastaliklarinda belirlenmistir. Birgok calisma miRNA 22°nin ¢esitli insan hastaliklarinin
onlenmesi ve tedavisinde potansiyel bir ara¢ olarak kullanilabilecegini agiklamistir (Xiong,
2012) (Sekil 2.6). miRNA 22, cesitli hiicre tiplerinde bir tiimor baskilayict ve onkogen olarak
rol oynamaktadir. Timor olusumu ve ilerlemesinin  diizenlenmesine katkida
bulunabilmektedir. Ek olarak, miRNA 22, embriyonik kok (ES) hiicre gelisimi ve osteoartrit

gibi metabolik kemik hastaliklarinda yer almaktadir. miRNA 22, giiclii bir panik bozukluk
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(PD)-iligkili diizenleyici olarak islev gorebilmektedir. Ayrica kardiyomiyosit hipertrofiye
neden olabilmektedir (Xiong, 2012).

Proteomik ve viicut kitle indeksi (BMI) korelasyon analizleri, miRNA 22-Peroxisome
proliferator-activated receptor A (PPARA) ve miRNA 22-BMP7 dahil olmak {izere miRNA-
hedef c¢iftlerinin, kikirdak lipid metabolizma yollariyla siki bir sekilde iligkili oldugunu
gostermistir. miRNA 22°nin ekspresyonu, PPARA ve BMP7 protein ekspresyonu ile yiiksek
derecede ters orantilidir. Liiciferaz raportor deneyi (lusiferaz raportér protein olarak
kullanilarak bir hedef genin ekspresyonunu aktive edip edemeyecegini veya baskilayip
baskilayamayacagini arastiran bir testtir) ve Western blotlar, miRNA 22’nin, normal ve
osteoartritik kondrositlerde sirasiyla PPARA 3° UTR ve BMP7 3’UTR’yi hedefleyerek
PPARA ve BMP7 protein ekspresyonunu diisiirdiiglinii ortaya koymustur. Son olarak,
Iliopoulos ve ark. miRNA 22’nin osteoartritik kikirdakta 6nemli 6l¢iide arttigini bulmuslardir.
Ayrica PPARA ve BMP7’yi direkt olarak hedefleyerek, tip II kollajenin pargalanmasina
neden olan IL-1/MMP13 sinyallemesini aktive ederek ve kikirdak onarim proteini aggrecani
baskilayarak kikirdak yikiminmi indiikledigini bulmuslardir  (Iliopoulos ve ark 2008).
Kondrosit biiylimesinin inhibisyonu ile birlikte, miRNA 22’nin tlimor baskilayict 6zelligini
gdz Oniline alindiginda, miRNA 22’nin anti-bliyime aktiviteye sahip olabilmesini

diisiiniilmektedir (Xiong, 2012).

miRNA 22’nin metabolik ve immiin etkilere sahip metabolitler tarafindan
indiiklenmektedir. Onlar retinoik asitler, safra asitleri, vitamin D ve kisa zincirli yag
asitleridir. miRNA 22, hipoksiye duyarl faktor 1 (HIF1a) inhibe ettigi bulunmustur. Hem
hepatositlerde hem de T hiicrelerinde retinoik asit sinyallemesini artirdigi goriilmiistiir.
Ayrica, miRNA 22 tedavisi inflamasyonu azaltip metabolizmay1 diizelttigini tespit edilmistir.
Karacigerde, miRNA 22, IL17 iireten T hiicrelerinin miktarlar1 azaltmasinin yani sira, Rorc
ve Il17a genlerine HIFla etkilesimini azaltarak IL17 sinyallemesini inhibe ettigini

bulunmustur (Y. Hu ve ark 2023).

Orijinal bulgulara gére mikroRNA-22-3p inhibisyonunun, yag akiimiilasyonu, insiilin
direnci ve obezite, tip 2 diyabet mellitus ve non-alkolik yagli karaciger hastalig1 gibi karmasik
metabolik bozukluklar i¢in etkili bir tedaviye yol agabilecegini 6ne siirmektedir (Thibonnier

ve ark 2020).
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Bir ¢alismada miRNA 22, insan kolon kanseri hiicrelerinde 1,25 (OH).Ds’iin hedefi
oldugu bulunmustur. Ayrica hiicre proliferasyonu ve migrasyonu {izerindeki inhibitor
etkisinin bir kismindan sorumlu oldugu bulunmustur. miRNA 22’nin, RNA diizeyinde, OGN,
NELL2, HNRPHI1, RERE ve NFATS5 gibi birka¢g genin 1,25 (OH):Ds tarafindan
baskilanmasini araciladigi bulunmustur. 50 insan kolon kanseri hastasinin 39’unda (%78),
tiimordeki miRNA 22 ekspresyonu, normal dokudan daha diisiik bulunmustur. Dikkat c¢ekici
bir sekilde, miRNA 22, zaman-, doz- ve VDR-bagiml bir sekilde 1,25 (OH):Ds tarafindan
indiiklenmektedir. miRNA 22, post-transkripsyonal diizeyde gen ekspresyonu modiile edici
aktivitesi araciligiyla 1,25 (OH):Ds’lin yeni bir hedefi olarak belirlenmistir. Bu da onun
neoplazi iizerindeki 6nemli koruyucu etkisini en azindan kismen agiklamaya katkida

bulunabilmektedir (Alvarez-Diaz ve ark 2012).

Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada multipl skleroz (MS) hastalarindaki miRNA 22
seviyesi, Oonemli Ol¢iide azaldigr bulunmustur. Ayrica, miRNA 22 seviyesi ile vitamin D
reseptorii. VDR seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif korelasyon

bulundugu gozlemlenmistir (Khedr ve ark 2022).

Y. Hu ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismaya gore miRNA 22 seviyeleri, insan
ve fare yagh karacigerlerinde FGF21, FGFR1 ve PGCla ile ters orantili bulunmustur. Bu da
hepatik miRNA 22'min bir metabolik inhibitér olarak hareket ettigini diisiindlirmektedir.
miRNA 22, FGFR1'1 direkt olarak hedefleyerek azalttigi gozlemlenmistir. PPARa ve
PGCla'nin baglayict motiflerine rekrutmani azaltarak FGF21'i azaltmistir. Buna karsilik, bir
miRNA 22 inhibitorii, hepatik FGF21 ve FGFR1'ini artirmakta, bu da AMPK ve ERK1/2
aktivasyonuna yol agmaktadir. miRNA 22, FGF21 ve FGFR1'in Metabolik stimiilatrler
tarafindan senkron indiiksiyonu, FGF21 homeostazini koruyabilmekte ve ERKI1/2
aktivasyonunu kisitlayabildigi tespit edilmistir. Sonug olarak miRNA 22'yi azaltmasi, hepatik
FGF21'ini artinp AMPK'y1 aktive edebilmekte, bu da steatoz ve insiilin direncini tedavi
etmesine yeni yol acabilmektedir (Y. Hu ve ark 2020).
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2.4. Klotho Geni

Klotho, ilk defa 1997 yilinda Kuro-o ve arastirmaci arkadaslar1 tarafindan farelerde
kesfedilmistir (Kuro-o ve ark 1997). Klotho geni yaslanmay1 6nleyici bir gen olup, ¢ok sayida
pleiotropik etkisi olan bir protein kodlamaktadir (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013). Ismini,
Yunan mitolojisinde "yasamin ipligini dondiiren" anlamina gelen Klotho tanrisindan almistir.
Fareler tlizerinde gergeklestirilen bir ¢ok deney, klotho (KL) genindeki bir hata veya islev
kaybinin, yaslanma siirecini hizlandirdigini ve yasam siiresini azalttigin1 ortaya koymustur.
Yasam siiresinin kisalmasinin yani sira, fareler vaskiiler kalsifikasyon, artan ateroskleroz,
osteoporoz, osteomalazi, hiperkalsemi, hiperfosfatemi ve deri atrofisi gibi bir dizi tipik
yaslanma fenotipini sergilemistir. Fareler iizerinde yapilan arastirmalar, KL genindeki
hatalarin yasam siiresini kisalttigini, KL geninin asir1 ekspresyonunun ise dmrii %20-30

oraninda uzattigini gostermistir (Xu ve ark 2015).

KL, insan serumunda 40 yasindan itibaren yasa bagli olarak azalabilir. Yashlikla
iliskili kanser, hipertansiyon ve bobrek rahatsizliklart gibi bazi hastaliklar, KL seviyelerinin
azalmasina neden olabilir (Xu ve ark 2015). KL'si yetersiz olan farelerin serumunda fosfat
(P), kalsiyum (Ca) ve 25-OH Kolekalsiferol seviyeleri normal farelere gore daha fazla iken,

serum glukoz seviyeleri daha diisiik bulunmustur (Tsujikawa ve ark 2003).

KL geni, belirli doku ve hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir. Yapilan aragtirmalar,
farelerde KL geninin en yogun olarak bobregin distal kivrik tiibiillerinde ve beyindeki koroid
pleksusta eksprese edildigini gostermistir (Xu ve ark 2015). Ek olarak, KL geninin hipofiz
bezi, plasenta, beyin, idrar kesesi, paratiroid bezi, pankreas, kolon, over, testis, iskelet kasi, i¢
kulak ve meme epitel hiicrelerinde daha diisiik seviyede eksprese edildigi belirlenmistir
(Boksha ve ark 2017). Insan KL proteininin bobrek dokularinda yogun bir sekilde eksprese
edildigi, ayrica prostat, plasenta ve ince bagirsak dokularinda da KL gen ekspresyonunun
oldugu tespit edilmistir. En son yapilan ¢alismalar, KL.’nin pankreasin 3 hiicrelerinde de
bulundugunu, insiilin salgilamasina yardimeci oldugunu ve tip II diyabet hastaliginda

hiicrelerine koruma sagladigini ortaya koymustur (Y. Lin ve ark 2015).
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KL geni hem farelerde hem de insanlarda dort intron ve bes ekzon igermektedir.
Insanlarda 13.kromozomun q kolunda yer almaktadir (Tablo 2.1). Bu genin kodladig1 protein,
farelerdeki ile insanlardaki arasinda %86 aminoasit benzerligi gostermektedir (Xu ve ark
2015). Bu bolgeye bagli olarak simdiye kadar hicbir erken yaslanma sendromu
bildirilmemistir. Ancak KL geni polimorfizminin insan émrii ve koroner arter hastalig1 gibi

yasa bagl hastaliklarla iliskili oldugu belirtilmistir (Arking ve ark 2002).

Tablo 2.1. KL gen lokalizasyonu ve yapisi

Fare Rat insan
Gen Lokasyonu 5ql2 12q12 13q12
Membran Form 3042 bp 3042 bp 3036 bp
Salgilanan Form 1650 bp - 1647 bp
Membran protein 1014 a.a 1014 a.a 1012 a.a
uzunlugu
Salgilanan protein 550 a.a - 549 a.a
uzunlugu
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KL ailesi ti¢ farkli iiyeye sahiptir: a-KL, B-KL ve y-KL (Sekil 2.7). a-KL ve B-KL
genlert, tip-1 tek gegisli transmembran proteinlerini kodlamakta ve aminoasit diizeyinde %41
benzerlik gostermektedir. Yaslanmay1 onleyen protein olarak ilk kez saptanan protein, o-
KL’dir. a-KL’nun soluble formu kan, idrar ve beyin omurilik sivisinda bulunabilmekte, ancak
B-KL ve y-KL’nun soluble formu yoktur. a-KL basta bobrek ve paratiroid bezleri olmak iizere
cesitli dokulardan salinmakta ve FGFRI1c, FGFR3c ve FGFR4 ile birleserek Fibroblast
biliytime faktorii 23 (FGF-23) i¢in ko-reseptor islevi gérmektedir. B-KL karaciger ve yag
dokusundan salinmakta ve FGFR1c, FGFR4 ile birlikte FGF15/19 ve FGF 21’in hiicre i¢i
etkilerini saglamakta. B-KL en ¢ok karaciger ve yag dokusunda eksprese edilmekte (M. C. Hu
ve ark 2013). B-KL’ nun temel gorevi, a-KL ile ilgisi olmayan metabolik kontrol, glikoz alimu,

safra asidi iiretimi ve yag asidi metabolizmasini diizenlemektedir. Bugiine kadar, B-KL’nun

aKlotho pKlotho yKlotho

N

E |
Proteolytic

| | release
C

Sekil 2.7.Klotho protein ailesi.

salgilanan bir formu tespit edilmemistir (Tsujikawa ve ark 2003). y-KL g6z, bobrek ve yag
dokusundan salinmakta ve FGFR1b, FGFR1c, FGFR2c, FGFR4 ile etkileserek FGF 19’un
hiicre i¢i etkilerini gostermektedir. Ancak y-KL’nun diger islevleri heniiz tam olarak

bilinmemektedir (Hu ve ark 2013).

29



KL geni, tek gecisli bir transmembran proteini kodlamakta ve bu proteinin kiiciik bir
hiicre i¢i alan1 ve biiylik bir hiicre dis1 alan1 vardir. KL geni tarafindan kodlanan mRNA’lar
alternatif olarak islenerek iki protein liretmektedir. Bunlardan biri membrana bagli, digeri ise
salgilanan formdur. Membran KL (mKL), 1012 amino asitlik ve yaklasik 130 kDa’lik bir
molekiil agirligina sahip bir proteindir. mKL proteini, amino terminalinde kisa bir sinyal
dizisi, karboksi terminalinde ise transmembran bolgesi icermektedir. Bu proteinin yaklasik
980 amino asiti ekstraseliiler bolgeyi meydana getirmektedir. mKL’ nun ekstraseliiler bolimii,
KL1 ve KL2 adi verilen iki internal tekrar, bir transmembran bdlge ve 10 amino asitlik cok
kisa bir hiicre i¢i bolgeden olugsmaktadir. mKL, FGF-23 i¢in ko-reseptdr gérevi yapmakta ve
fosfor, kalsiyum ve D vitamini metabolizmasini diizenlemektedir (Boksha ve ark 2017).
Salgilanan KL, iki yolla ortaya ¢ikmaktadir. Bir yolu, mKL’nun transmembran bdlgesinin A
Disintegrin And Metalloproteinase 10 (ADAM10), A Disintegrin And Metalloproteinase 17
(ADAM17) ve B-APP kesme enzimi 1 (BACE]1) tarafindan proteolitik olarak kesilmesiyle
olusan ¢oziinebilir formdur. Diger yolu ise, KL gen transkripsiyonunun artmastyla alternatif
mRNA ekleme yoluyla olusan salgilanan formdur (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013). Proteolitik
olarak kesilen ¢oziinebilir form, hiicre zarindan ayrilmakta ve sadece KL 1 veya hem KL1 hem
de KL2’yi kapsamaktadir. KL’nun hiicre dis1 bolgesinin ADAM 10 ve ADAM 17 ile
proteolitik olarak kesilip salinmasi, insiilinle indiiklenmekte ve metaloproteinaz
inhibitorleriyle engellenmektedir. Kesilme siireci, bir fosfoinositid3-kinaz (PI3K)
inhibitoriiyle bloke edilebilmektedir. Bu da PI3K’nin kesilme siirecine katildigini
gostermektedir (Boksha ve ark 2017).

Salgilanan KL proteini, alternatif mRNA iglenmesi sonucu ortaya ¢ikmakta ve 62
kDa’lik bir molekiil agirligina ve 549 aminoasitlik bir uzunluga sahiptir. Bu protein sadece
KL1’1 kapsamakta ve yalnizca farelerde ve insanlarda bulunmaktadir. Salgilanan KL,
cozlinebilir formdan farkli olarak, hiicre dig1 bolgede (KL2), transmembran bdlgede veya

hiicre i¢i bolgede ikinci bir internal tekrar icermemektedir (Wang ve ark 2009).

Coziinebilen form, dolasimdaki KL nun biiyiik bir boliimiinii meydana getirmektedir.
Salgilanan ve ¢oziinebilen KL, idrar, kan ve beyin omurilik sivisina aktarilmaktadir. Membran
KL, FGF-23 i¢in bir reseptor olmadig1 gibi, biyolojik etkileri de FGF-23 ile ilgili degildir.
Bunun yaninda, yaslanmay1 Onleyici ve organlari koruyucu islevlere sahiptir (Dérmaku-
Sopjani ve ark 2013). KL proteininin sistemik etkileri, esas olarak, dolasimdaki KL ad1 verilen
hiimoral bir faktor ile gergceklesmektedir. KL, bir hormon gibi davranabilmekte ve KL’ yu
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iiretmeyen hiicrelerin veya dokularin (vaskiiler endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri vb.)
fonksiyonlarini diizenleyebilmektedir. KL geninin hormon gibi etki etmesi, bu genin
mutasyonunun neden oldugu yaslanma belirtilerinin, bu genin sadece birka¢ dokuda (bobrek
ve beyin koroid pleksusu vb.) eksprese edilmesine ragmen daha ¢ok dokuda goriilmesini

kismen gostermektedir (Xu ve ark 2015).
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Sekil 2.8. Membran Klotho ve salgilanan Klotho'nun sematigi.

Membran formu klotho transkripti, klotho geninden tiiretilmektedir. Salgilanan klotho, alternatif bir RNA
splicing'den tiiretilmektedir. Internal splice donér yeri, klotho geninin ekzon 3'iindedir. Sonugta alternatif olarak
ayristirilmig transkript, ekzon 3'ten sonra 50 bp'lik bir ekleme igermekte (gri), sonunda translasyon durdurma
kodon bulunmaktadir. Uriin, kan dolasimina salinmaktadir. Diger yandan, membran formu klotho transkripti
tarafindan kodlanan membran klotho proteini, tek gecisli bir transmembran proteindir. KL1 ve KL2 tekrarlarini
iceren membran klotho'nun ekstraselliiler bolgesi, o/B-sekretazlar tarafindan dokiiliir ve kesilir ve dolasima
salimmaktadir. Bu nedenle, dolagimda iki formda klotho proteini vardir. Biri, ¢6ziiniir klotho olarak adlandirilan
membran klotho'nun ekstraselliiler bolgesinin pargalanmasindan tiiretilir, bu iyi bilinen aktif bir formdur. Digeri,
dogrudan alternatif olarak ayrigtirilmis bir klotho transkriptinden tiiretilen salgilanan membran proteini olup,
ancak islevi biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir (Bian ve ark 2015).

2.4.1. Klotho’nun fonksiyonlar:

FOXO3a, memeli hiicrelerinde mitokondriyal ROS {iretimini azaltan bir enzim olan
manganez siiperoksit dismutazin (MnSOD) ekspresyonunu arttirmaktadir. FOXO3a,
mitokondriyal antioksidan savunmalarin bir negatif diizenleyicisidir. KL, FOXO3a’nin

fosforilasyonunu yiikselterek, KL’nun ROS ile baglantili OS’yi 06nleyebilecegini
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gostermektedir. Yapilan arastirmalarda, KL yu fazla iireten transgenik farelerde, oksidatif
DNA hasarii gdsteren tiriner 8-hidroksi-2-deoksiguanozin seviyesi diisiik ve MnSOD ifadesi

yiiksektir. Bu da OS’in azaldigin1 belirtmektedir (Xu ve ark 2015).

KL, FGF-23 ile birlikte ¢calismaktadir. KL ve FGF-23, 1,25 (OH).Ds (kalsitriol (1,25
(OH):2D)) ile indiiklenmekte ve renal 1a-hidroksilaz aktivitesini baskilamaktadir. Bu da 25-
hidroksi vitamin D’nin kalsitriol (1,25 (OH).D)’e déniisiimiinii engellemektedir. Dolayistyla
KL proteini, FGF-23, paratiroid hormon ve kalsitriol (1,25 (OH):D) ile birlikte kan ve kemik
kalsiyum/fosfor dengesinin kurulmasina katkida bulunmaktadir. Kalsitriol (1,25 (OH).D) ve
fosfatin geri emilimini azaltmaktadir (Wang ve ark 2009) (Sekil 2.9).

Secreted Kiotho

25(0H)D Inactive

calcitroic acd

Nucleus

Sekil 2.9. Membran ve salgilanan Klotho'nun domain yapisi, membran topolojisi ve ana iglevlerini gdsteren
sematik diyagrami.

(Transmembran Klotho, FGF23 i¢in bir ko-reseptdr baglama sitesi olusturmak iizere FGFR ile bir kompleks
olusturmaktadir (1) ve fosfat ve vitamin D metabolizmasinin bobrek diizenlemesinde temel bir rol oynamaktadir.
Salgilanan Klotho, membran Klotho'nun a- ve b-sekretazlar ectodomain dokiilmesi ile olusturulmaktadir (2) ve
idrar, kan veya beyin-omurilik sivisina salimmmaktadir (3). FGF23/Klotho kompleksi sirasiyla dolagimdaki
kalsitriol (1,25 (OH)2D3) seviyelerini azaltmakta, ya kalsitriol sentezine katilan enzim (1-a-hidroksilaz
(Cyp27b1)) ekspresyon seviyelerini inhibe ederek (4) ya da baska bir enzim olan 24-hidroksilaz (Cyp24al) (5)
indiikleyerek, bu enzim kalsitriolu inaktif formu olan kalsitroik aside katabolize etmektedir (6). Ek olarak,
FGF23/Klotho kompleksi, sodyum fosfat ko-transporterlerinin hiicre membrani ekspresyonunu azaltmakta, ya
gen ekspresyonlarini diisiirerek (7) ya da hiicre membrani protein internalizasyonunu indiikleyerek (8) bunlarin
yikimina yol agmaktadir (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013).

Dolasimdaki KL, bobrekte V altfamilya, 5. tiyesi (TRPVY) iyon kanali, Gegici reseptor

potansiyel katyon kanalinin ve renal dis mediiller potasyum kanali 1 (ROMK 1)'1n isleyisini
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etkilemektedir. KL, bir glukuronidaz gibi islev gérerek TRPVS iyon kanallarini uyarmaktadir
(Yamada ve ark 2017). KL, glikozidaz ailesinin diger tiyelerine benzedigi i¢in bir glikozidaz
gibi davranabilmektedir. KL, bu enzim ailesinin katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan glutamik
asit kalintilarin1 tastmamaktadir. In vitro calismalarda KL nun glikozidaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir (Torres ve ark 2007). KL, bobrek tiibiil hiicrelerinde ve duodenum epitel
hiicrelerinde bulunan TRPVS ve Gegici reseptor potansiyel katyon kanali, V altfamilya, 6.
tiyesi (TRPV6) kalsiyum kanallarinin oligosakkarit zincirlerine enzimatik olarak miidahale
ederek kalsiyumun gastrointestinal ve bobrek yoluyla geri alinmasini saglamaktadir. Bu da
KL’nun kalsiyum dengesinin saglanmasindaki roliinii kanitlamaktadir (Yamada ve ark 2017).
ROMK 1, bir potasyum kanalidir ve idrardaki potasyum seviyesini belirlemektedir.
Dolagimdaki KL, plazma membraninda ROMK 1 miktarmi yiikseltmektedir. idrardaki

potasyum miktarini arttirmaktadir (Semba ve ark 2011).

Fosfatin fizyolojik olarak dengede olmasi, biyolojik acidan 6nem tagmaktadir. Viicutta
fazla fosfat birikmesi, baz1 hastaliklara sebep olabilmektedir. KL, fosfat dengesinin kritik bir
diizenleyicisidir. KL-/- farelerde, bobrekte tip II sodyum-fosfat tasiyicisinin aktivitesinin
ylkseldigi goriilmiistiir. Bu da fosfat toksisitesine bagli olarak erken yaslanma gibi

ozelliklerin ortaya ¢cikmasina neden olabilmektedir (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013).

KL, endotel fonksiyonunu korumaktadir (Semba ve ark 2011). Kardiyovaskiiler
hastaliklarin ilerlemesi sonucu gelisen endotel disfonksiyonu, esas olarak nitrik oksitin (NO)
ROS ile inaktive edilmesiyle olusmakta, bu da NO’nun biyolojik olarak kullanilabilirligini
azaltmaktadir. KL, eNOS’un fosforilasyonunu baskilayabilmekte, bdylece endotelden
kaynaklanan NO iiretiminin bozulmasi, vaskiiler endotel disfonksiyonunun diizelmesine
katkida bulunabilmektedir. Ayrica KL, NO’nun {retimini yiikselterek ve OS’yi azaltarak
kardiyovaskiiler sistemi koruyabilmektedir (Wang ve ark 2009).

KL’nun bagka bir 6nemli islevi, hiicre i¢i sinyal yollarinin diizenlenmesine dahil olmasidir.
Bu sinyal yollari; Insiilin/IGF-1, p53/p21 sinyal yolu, siklik adenozin monofosfat (cAMP)
sinyal yolu, protein kinaz (PKC) sinyal yolu ve Wnt sinyal yoludur. KL ’nun bu ¢ok yonlii
islevi i¢in ortak molekiiler mekanizmanin belirlenmesi, KL’nun yaslanmay1 Onleyici

ozelliklerini anlamak agisindan 6nemlidir (Boksha ve ark 2017) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Klotho'nun fonksiyonlarinin genel mekanizmalart.

a. Klotho IGF sinyal yolunu inhibe etmesi. Akis asagifaktorler FOXO1, -3a ve -4, Klotho nun islevine aracilik
etmektedir. b, Klotho Wnt sinyal yolunu bastirmasi. ¢,Klotho Trpv5 Ca kanallarini diizenlemesi. d, Klotho PTH
sentezini diizenlemesi. e. Klotho -FGF-23 kompleksi Pi emilimi, mineral metabolizmas1 ve D3 vitamini
ekspresyonu ve aktivitesini diizenlemesi (Xu ve ark 2015).

KL, hiicre i¢i sinyallerden insiilin ve IGF-1’i inhibe eden bir hormon islevi
gormektedir (Wang ve ark 2009). KL, bu islevleri sayesinde antiaging etkilerine katk1
saglayabilmektedir. Insiilin benzeri sinyallemenin baskilanmasi, uzun yasam icin evrimsel

olarak muhafaza edilmis bir mekanizmadir (Torres ve ark 2007).

pS3 proteini, hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, apoptozis, senesans ve sag kalmanin
diizenlenmesine katkida bulunan karmasik bir sinyalleme aginin merkezindedir (Wang ve ark
2009). KL eksikligi, yeni hiicre olusumunu engelleyerek ve yasl hiicre sayisini artirarak
p53/p21°nin fazla eksprese edilmesine yol a¢gmaktadir (de Oliveira, 2006). Tkushima ve
arkadaglari, KL’nun insan gobek dokusundaki endotel hiicrelerde p53/p21 yollarini
baskilayarak Hidrojen peroksit (H202) kaynakli apoptozis ve senesansi azalttigini
gostermistir. Bu nedenle, KL takviyesi, p53/p21 sinyal yolunu engelleyerek hiicresel

yaslanma ve apaptozu 6nlemektedir (Ikushima ve ark 2006).

Yang ve arkadaslarina gore KL, ozellikle endotel hiicrelerinde cAMP seviyesini
yukseltmektedir. Bu protein, heniiz tanimlanmamis bir hiicre yiizeyi KL reseptorii ile

baglanmakta ve bobrek ve testis hiicrelerinde protein kinaz C (PKC) yolunu uyarmaktadir.
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KL, ayrica bir¢ok hiicre tipinde cAMP yolunu aktive etmektedir. Calisma sonuglarina gore
insan umblikal vaskiiler endotelinde KL, cAMP- protein kinaz A’ya bagl bir yol ile

Anjiotensin-1-doniistiiriicii enzim (ACE) aktivitesini artirmaktadir (J. Yang ve ark 2003).

KL, 1 o-hidroksilaz enzimini etkilemeden cAMP ve PKC araciligiyla 25 hidroksi D
vitamini seviyesini azaltmaktadir. PKC yolunun KL ile uyarilmasi, sadece KL nun ¢ok ifade

edildigi bobrek ve testiste goriilmektedir (Imai ve ark 2004).

Son zamanlarda KL proteinin hiicre dis1 bolgesinin ¢esitli Wnt ligandlarina baglandigi
ve Wnt sinyalini aktiflestirme kabiliyetlerini kisitladig1 bildirilmistir (Wang ve ark 2009).
Wnt, kok hiicre ¢ogalmasi ve bakimi i¢in gereken salgilanan faktorlerden biridir. Wnt
sinyallemesinin fazla tetiklenmesi, kok hiicrelerin erken tilkenmesine ve bdylece yaslanma
siireglerine potansiyel olarak etki edebilmektedir (Bian ve ark 2015). Liu ve arkadaslari,
KL’nun farkli Wnt ligand tiplerine baglanarak asag1 akis sinyal iletimini engelledigini ve KL
nakavt farelerde Wnt sinyalini ylikselttigini rapor etmislerdir (Liu ve ark 2007).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubunu Olusturan Ornekler

Arastirma kontrol amaciyla Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon bdliimiine miiracaat eden ve kolekalsiferol eksikligi tanisi
almis 10 kisi ve kolekalsiferol diizeyi referans araliginda olan 20 kisinin artakalan tam kan,
plazmalar ve serumlarindan ¢alisma yapildi. Hekim tarafindan tibbi biyokimya laboratuvarina
sevk edilen hastalarin kanlarinda istenen testler ¢alisildiktan sonra kalan artakalan tam kan,
plazmalar ve serumlarindan tezde belirtilen testler icin gerekli 6rnek alinarak -80 C’de

saklandi.

Calismaya katilmak isteyen goniilliiler tarafimizca bilgilendirilip onamlar1 alinmistir.
Calismada kolekalsiferol kullanmadan Once rutin analizler i¢in verdikleri vendz kan
orneklerinden artakalan numuneler ile kolekalsiferol kullanimina basladiktan 3 ay sonra
gelinen kontrolde rutin analiz i¢in verdikleri vendz kan 6rneklerinden artakalan numuneler

kullanilmustir.

3.1.1. Calismaya dahil edilme kriterleri

. Ds vitamini preparati 3 ay boyunca tedavi olmak.

. Stabil viicut agirligina sahip olmak.

. Sigara, uyusturucu ve alkol gibi kotii aligkanliklari olmamak.
. Onamlar1 alinan yetiskin (18 yas tistii) katilime1 birey olmak.

3.2. Serum Orneklerinin Alinmasi ve Analiz i¢cin Hazirlanmasi
Kan alimi: Katilimcilarin antekiibital venlerinden 5—10 mL tam kan Ornekleri rutin

biyokimya tiiplerine alinip, 4500 rpm’de 15 dk santrifiij edilerek serum ayrilmistir.
Depolama: Analiz Oncesi artan serum Ornekleri —80 °C’de saklanmigtir

3.3. Kalsiyum ve Fosfat Calismasi
Serum kalsiyum ve fosfat diizeyleri Necmettin Erbakan Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda yapilan rutin analiz sonuglarindan elde edildi.
3.4. D Vitamini Calismasi

Serum 25 (OH)D diizeyleri Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Biyokimya laboratuvarinda yapilan rutin analiz sonuglarindan elde edildi.
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3.5. FGF-23 Diizeylerinin Belirlenmesi
Tedavi Oncesi ve kontrol grubuna ait serum FGF-23 diizeyleri, insan FGF-23 ELISA
kiti (BT lab; Katalog no: E0059Hu) kullanilarak enzim baglantili immiinosorbent test

yontemine gore Ol¢lilmiistiir.
3.5.1. ELISA kit bilgileri

Katalog no: EO059Hu

Kitin mensei: Cindir

Kitin duyarligi: 2.49pg/ml
Analiz araligi: 5-1500pg/ml

3.5.2. Kesinlik

Test ici kesinlik:

Bilinen konsantrasyonlara sahip {i¢ 6rnek, test i¢i kesinligi degerlendirmek amaciyla
ayni plakada test edilmistir. Ayni parti/lot icerisindeki E0059Hu oOrneklerinden rastgele

secilenler olciilerek kitlerin performans tutarliligi kontrol edilmistir.

Tablo 3.1. Test ici kesinlik

Testici  Ornek n Ortalama Standart Sapma CV (%)
Test Ici 1 18 284.3 14.43 5.1
Test i¢i 2 18 345.5 12.54 3.6
Test I¢i 3 18 164.3 9.42 5.7

Testler arasi kesinlik:

Bilinen konsantrasyonlara sahip ii¢ ornek, testler arasi kesinligi degerlendirmek

amaciyla farkli zamanlarda ve ayr1 testlerde analiz edilmistir.

Kesinlik katsayist (CV, %), standart sapmanin ortalamaya oraninin yiizdesi olarak

hesaplanmastir:
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CV (%) = SD/ Ortalama x 100
Testler aras1 degiskenlik i¢in CV degeri %10’un altinda olmalidir (CV <%10).
3.5.3. Kullanilan cihazlar

Allsheng | AMR-100 elisa reader mikroplate okuyucu.
Allsheng APW-200 elisa mikroplaka yikayici.

3.5.4. ELISA calismasi

Laboratuvarda -80°C'de muhafaza edilen insan serumlari ¢ikartilarak oda sicakligina
gelene kadar bekletilmistir. Ayrica kitin igerisinden ¢ikan tiim reaktifler de oda 1sisina
geldikten sonra ¢alisma baglatilmistir.

3.5.5. Standart cozeltinin hazirlanmasi

Calisma icin bes standart ve bir kor (negative kontrol) ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Standard hafifce calkalanarak 15 dakika bekletilmistir. Ilk dnce alt1 tiipe 120 pl standart
cozelti eklenmistir. Daha sonra birinci tiipe 120 pl standart eklenerek altinci tiipe kadar 1:2
oraninda seri diliisyon yapilarak yogunluk yar1 yariya diistirilmiistiir.

Tablo 3.2. Standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Standart konsantrasyon

400 pl Standart No 5 120 pl Standart seyreltici +120 pl Orijinal standart
200 pl Standart No 4 120 pl Standart seyreltici + 120 ul Standart No.5
100 pl Standart No 3 120 pl Standart seyreltici+ 120 pl Standart No.4
50 pl Standart No 2 120 pl Standart seyreltici +120 pl Standart No.3
25 ul Standart No 1 120 pl Standart seyreltici +120 pl Standart No.2
12,5 pl Negatif Kontrol 120 pl Standart ¢ozelti
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120 pl 120 ul 120 ul 120 pl 120 ul

NIRRT, e

THLE

Sekil 3.1. Standart ¢ozeltisinin seri dillisyon yapilmasi.

3.5.6. ELISA protokolu
1. i1k alt: kuyucuga 50 pl standart eklenmistir.
2. Numune kuyucuklarina (26 kuyucuk) 40 pl insan serumu eklemistir.

3. Ardindan numune kuyucuklarina 10 pl insan FGF-23 antikoru eklenmistir. Standart ¢ozelti
biyotinlenmis antikor i¢erdiginden standart kuyucuklarina antikor eklenmemistir.

4. Bunun ardindan her bir kuyucuga 50 ul streptavidin-HRP eklenmis ve pipetaj yapilmistir.
Plak kapaticiyla ortiilerek 37°C'lik etiivde 60 dakika inkiibe edilmistir.

5. Inkiibasyondan sonra kapaticiy1 ¢ikarip plak 5 kez yikama tamponuyla yikanmustir. 20 ml
yikama tamponu + 480 ml distile su eklenerek hazirlanmistir. Otomatik yikama cihazinda,
kuyucuklar 300 pl yikama tamponuyla 30 saniye yikanmistir.

6. Daha sonra her bir kuyucuk aspire edilerek bosaltilarak yikama tamponu ile tekrar 5 kez
yikanmistir.

7. Yikama isleminden sonra plak kagit havlularla hafif¢e kurutulmustur.

8. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A ve ardindan 50 pl substrat
sollisyonu B eklenmistir. Plak yeni bir kapaticiyla oOrtiilerek karanlikta 37°C'de 10 dakika
boyunca inkiibe edilmistir.

9. inkiibasyondan sonra her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklenerek, mavi renk hemen
sartya doniistiigii gézlemlenmistir.

10. Durdurma ¢ozeltisini ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis bir
mikroplaka okuyucu kullanarak her bir kuyucugun optik yogunlugunu (OD degeri) hemen
okutulmustur.
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3.6. MikroRNA 22 Analizi

3.6.1. Kullanilan kimyasallar ve deney malzemeleri

Kullamilan Kimyasallar
Total miRNA izolasyon kiti
Total miRNA izolasyon kitinin igerigi
-mirnaextractor
-kloroform
-RPE soliisyon
- RNaz-free Water
-etanol
Applied Biological Materials (abm) miRNA All-In-One ¢cDNA Sentez Kiti (G898)
Abm U6 Referans Gen Primerleri
Abm target miRNA primerleri
Hedef miRNA Primerleri

3.6.2. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar araclari

Santrifiij

Real Time PCR (LightCycler® 96)
Roche LightCycler 96 Multiwell Plak
Etuv

Mikrosantrifiij

Vorteks karistirict

(DNAse & RNAse free) ddH20
96-100% Etanol

Mikrosantrifiij tlipleri (1.5 ml, 2.0 ml)
Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari
Spin Kolonlar

Toplama Tiipleri

EliisyonTiipleri

41



3.6.3. Yontem
3.6.4. Plazma eldesi

1. Kan 6rnegi alindiktan sonra en az 5-10 kez yavasca alt-list edilerek karistirildi.

2. Oda sicakliginda bekleyen orneklerin 2 saat igerisinde plazmalar1 ayrildi.

3. Tiipler 2.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

4. Santrifiij islemi sonunda tiipler sarsilmadan dikkatlice santrifiijden ¢ikarildi ve yavasca
kapaklar1 agildi. Plazmanin en tist kismindan 200ul’lik pipetlerle (DNase, RNase Free, filtreli
pipet uclar1 kullanilarak) 5 kez toplamda 1.000 ul olacak sekilde plazma steril ependorf tiiplere
toplandi.

5. Toplanan 1.000 pl’lik bu plazma 6rnegi 2.000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve
plazmanin iist kismindan (en iistte bir miktar zor goriilen lipid birikir ona degmeden) 250
ul’lik kisim steril bir ependorf tiipe alindi. Bu islem alttaki hiicresel kisim rahatsiz

edilmeden (DNase, RNase Free, filtreli pipet uglar1 kullanilarak) pipet ile yapildi

6. Bu sekilde ayrilan plazma 6rnekleri -80 °C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.6.5. MikroRNA izolasyonu

1.Plazma o6rneklerini miRNA Ekstraktor ile oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.

2.0.2 ml kloroform eklendi ve 30 saniye vorteksleyerek. 4 © C'de 10 dakika boyunca
12.000 x g'de santrifiij edildi.

-Santrifiijlemeden sonra, numune 3 faza ayrilir. Ust, renksiz, sulu faz RNA igerir.

3.Siipernatanti (yaklasik 540 ul) temiz bir 1.5 ml RNaz igcermeyen santrifiij tlipiine
aktarildi, 1/3 hacim (genellikle 180 ul) %100 etanol ekleyin ve birkag¢ kez yukar1 ve asagi
pipetleyerek iyice karistirildi.

4.Cozeltiyi Spin Column TR santrifiijiine aktarildi. 12.000 x g'de 2 dakika santrifiij edildi
ve yeni bir 1.5 ml RNaz i¢cermeyen santrifiij tliptine akis (genellikle 690 ul) aktarildi.

5.%100 etanolden 2/3 hacim eklendi (Orn. 690 ul akista ise, 460 ul etanol eklendi) ve
pipetleyerek birkag kez iyice karistirildi. Cozeltiyi Spin kolumn MR aktarildi ve 12.000 x
g'de 2 dakika santrifiij edildi ve akis kismi atildi.
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6.Spin kolonuna 0.5 ml RPE ¢ozeltisi ilave edildi. 30 saniye boyunca 12.000 x g'de
santrifiij yapildi ve akis kismi atildi.

7.6. Adim tekrarlandu.
8.30 saniye boyunca 12.000 x g'de plazmanin tekrar santrifiij edildi.

9.Plazmay1 yeni bir 1.5 ml santrifiij tiipline konuldu, 30-50 ul RNaz-free Water eklendi. 2
dakika bekletildi. 12.000 x g 30 saniyede santrifiijlendi, -80 ° C de eliite edilmis RNA
cozeltisi kaydedildi.

3.6.6. MikroRNA’lardan cDNA eldesi

40 plazma orneklerinden elde edilen miRNA’lar icin ABM miRNA All-In-One
cDNA Sentez Kiti ile agsagida verilen protokol ve parametreler uygulanarak cDNA

reaksiyonu kuruldu.

Tablo 3.3. cDNA sentezi icin gerekli olan bilesenler

Uriin Bilesenleri Hacim
2X miRNA cDNA Synthesis SuperMix 10 pl
Enzyme Mix 2ul
RNA templak Degisken (200 ng small RNA veya 2 pg total RNA)
Nuclease-Free H:O 20 pl’ye tamamlandi.

Karigimi 37°C'de 30 dakika, ardindan 50°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonu

85°C'de 5 dakika 1sitarak hemen durduruldu ve buz iizerine alinarak sogutuldu.

43



3.6.7. Real-Time PCR

cDNA’larin referans gen acgisindan amplifikasyonunu saglamak ve ilgili bolgeleri
isaretlemek amaciyla ABM BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix ve snord44 PCR Primer

Mix’leri iiretici firmanin tavsiyelerine uyularak tabloda verilen hacimlere gore hazirlandi.

Tablo 3.4. RT-PCR i¢in gerekli olan bilesenler ve hacimleri

ABM BlasTaq™ 2X qPCR 10 pl
MasterMix
Mirna forward Primer (10 mM) 0,5 ul
Mirna reverse primer (10 mM) 0,5 ul
c¢DNA (yaklasik 200 ng) 5 ul
H20 4 ul
Total Volume 20 ul

Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen miRNA 22 ile Real time PCR
mix’leri uygun cDNA’lar ile Light Cycler 96 sistemine ait 96 kuyucuklu plak’ler {izerinde bir
araya getirildikten sonra asagida verilen tablo’da belirtilen 1s1 protokolii uygulanarak Light

Cycler 96 sisteminde real time PCR islemine alindi.

Tablo 3.5. cDNA sentezi icin termal dongii cihazinda uygulanan protokol

Denaturasyon 95°C de 10 dk.
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.
Bu dongii 40 kez saglanir. (40 cycle, 60°C de 15sn
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeki 1s1 72 °C de 30sn Okuma
degisimi)
Melting Curve 95°C de 30 sn.
50 °Cde 1 dk.

90 °C de continue
(Acquisitions 3 per/°C)

Cooling 40 °C de 1 dk.

Elde edilen cDNA lar nanodropta olgiildii. Olgiilen drnekler 500 ng/ul olacak sekilde
seyreltildi. Her bir 6rnek kendi primerleri ile Real Time PCR yapildi. Plak dizayn1 word
dosyasi olarak kaydedildi.
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GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU (RT-PCR)
Real-time calismalarinda 4 asamada egri goriiniimii vardir.

1) Dogrulsal Faz (Linear ground phase). Bu fazda PCR yeni baslamistir. Floresan
emisyonu bu fazda daha ylikselmeye baslamaz. Taban hatt1 floresan hesaplamasi bu fazda
yapilir.

2) Erken Olusum Faz1 (Early exponential phase): PCR {iriin olusumu bu fazda baslar.
Floresan etkilesimi baslangi¢ miktaria bagli olarak taban hattindan ayrilmaya bu fazda baglar
(genellikle 10 cu dongenden sonra yiikselme goriiliir).

3) Uzun Dogrusal Faz (Long Linear phase): PCR icin en uygun sartlarin olustugu ve
kendini her dongiide cogalttig1 fazdir. Bu faz bilesenlerin bitmesi ve floresan etkiyle daha
fazla hesaplama yapilamayincaya kadar devam eder.

4) Plato Faz1 (Plaku phase): Bu fazda PCR f{iriinii elde edilmez, reaksiyon yavaslar, ortamda
bulunan enzim miktar1 azalir ve olusan iirlinler daha fazla iirtin olusumunu inhibe eder. Yani

bu faz yeni iirlin olusmadigi, reaksiyonlarin durdugu fazdir.

» plateau phase
80 inter grl;ji?— e
cycle 15-21
exponential phase r »‘“:‘e‘?‘ ______

40 cycle9-14 & (

.x’y’
AP

Y,
20 | background phase  } ’}r
TN R e / ’l‘.

cycle 1-8 !
Y
54

10 N o7

Fluorescence (log10)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cycles

Sekil 3.2. RT-PCR islemi fazlari.
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MikroRNA boyut olarak 20-24 niikleotid uzunlugunda oldugu i¢in Forward ve
Reverse primerlerinin bu kisa bdlgeden secilmesi ¢ok zordur. Bunun i¢in bu kisa bdlgenin
uzatilmas: gerekir. Bu da iki yontemle gergeklestirilebilir. ilki genel olarak kullanilan polyA
kuyrugunun eklenmesi, digeri ise stem-loop yapisinin eklenmesidir. PolyA kuyrugu eklendigi
zaman plazma icerisindeki diger miRNA’lara da baglanabilir. Ancak stem-loop primeri ile
yaptigimizda diziye 6zgii bolge ile cakistirdigimiz i¢in onun digindaki herhangi bir miRNA’ya
baglanmasi1 s6z konusu degildir. Bu ¢alismada daha zahmetli ancak daha giivenilir sonug
veren stem-loop yapisini kullamldi. Oncelikle stem-loop yapisi olusturuldu. miRbase adli
sitede istedigimiz miRNA’y1 yazdigimizda bize uygun bir stem-loop dizisi veriyor. Bu stem-
loop yapisiin son 6 bazi hedef dizinin son 6 bazi ile eslesir. Primer uzunluklar1 25 bazin
iistiine ¢ikmamasina, kendi iizerine ve birbiri ile eslesme durumunun en az olmasina dikkat

edilir.

Small RNA

T Step 1:

Stem loop

Step 2:
RT-qPCR

Forward primer
(GIsR17/miR2)

.m.l.ul.uuu.lg.t_m' LLLLLLY

Reverse primer
(UniLoop)

TITTITITITTTTInT
UL ity

Sekil 3.3. Stem-loop primer dizisinin olugumu.
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RT-PCR isleminde en 6nemli faz olusumun goézlendigi (exponential phase) fazdir. Farkli
iirtinlerin olusum serilerinin incelenebilmesi bu fazda olur ve bu fazin olusumu 6ncelik olarak
baslangi¢c miktarina baglidir. Biitiin trlinlerin ¢ogalma dengesi ayni noktaya geldiginde
karsilastirmaya baslanabilir. Bu noktaya esik noktasi (threshold point) denir. Esik noktasi
olusum fazindaki kesin okumanin yapildig1 yerdir. Orneklerin karsilastirildigs bu faz Cr

(Cycle Threshold) olarak gosterilir.

+R
Sample o™ """ 31 n
-+ \ .l
B
L
1 Threshold - ARn
H
c
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——————— . T S W W W —— — —
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1 Control /‘
Cy
t t t 1
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Sekil 3.4. qPCR Amplifikasyon Egrisi ve C, Degeri.

1)Rn+ degeri biitiin componentlere baglidir. 2)Rn- degeri taban degeridir. 3)ARn;Rn+ ile Rn- ile arasindaki
farktir arasindaki farkin biiyiigii elde elde edilen PCR {irlinlin miktarinin sinyalidir. 4)ARn degerinin {iriin olugum

dongii sayisina orani Ct degerini verir.
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3.7. KL Geni Protein Aktivitesi Calismasi

3.7.1. Kullanilan kimyasallar ve deney malzemeleri
Kullamilan Kimyasallar

e Total mRNA izolasyon Kiti

e Total mRNA izolasyon Kitinin igerigi
e miRNAextractor

e Kloroform

e RPE Soliisyon

e Rnaz-Free Water

e Etanol

e cDNA Izolasyon Kiti

e mRNA Qpcr Mastermix

e Referans Gen Primerleri

e Hedef RNA Primerleri

3.7.2. Kullanilan cihazlar ve laboratuvar araclari

e Santrifijj

¢ Roche LightCycler 96 Multiwell Plak

e Mikrosantrifiij

e Vorteks karistirici

e (DNAse & RNAse free) ddH20

e 96-100% Etanol

e Mikrosantrifiij tiipleri (1.5 ml, 2.0 ml)

e Mikropipet seti ve steril filtreli mikropipet uglari
e Spin Kolonlar

e Toplama Tiipleri

e EliisyonTiipleri

3.7.3. Yontem
3.7.4. RNA lzolasyonu

1. 40 6rnek i¢in miRNA Extractor ile oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edildi.

2. 0.2 ml kloroform eklendi ve 30 saniye boyunca vortekslenme yapildu.
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3. 4°C'de 10 dakika boyunca 12.000 x g'de santrifiij yapildi.

4. Santrifiijden sonra numune 3 asamaya ayrilir. Ustteki renksiz sulu faz RNA'y1 igerir.

5. Siipernatanti (yaklasik 540 pl) temiz bir 1,5 ml RNaz icermeyen santrifiij tlipline
aktarildi. 1,5 hacim (genellikle 810 ul) %100 etanol ekleyin ve birkag kez yukar1 ve
asag1 pipetleyerek iyice karigtirildi.

6. Daha sonra Spin Column TR’ye aktarildi, 12.000 x g'de 2 dakika santrifiij yapildi ve
akist atin. (Lizat hacmi 750 pl'yi agarsa kolona 750 pl ekleyin, 30 saniye santrifiij
edin ve s1viy1 atin. Kalan lizat1 ayn1 plazmaya ekleyin ve yukaridaki gibi tekrar
santrifiijleyin.)

7. Dondiirme Kolonu TR'ye 0,5 ml RPE Soliisyonu ekleyin, 12.000 x g'de 30 saniye
santrifiij edin, akis1 atin.

8. Spin kolumn TR’ye 0,5 ml RPE Soliisyonu ekleyin, 12.000 x g'de 30 saniye santrifiij
edin, akis1 atin. 5. adimi bir kez daha tekrarlayin.

9. Plazmayi1 12.000 x g'de 30 saniye boyunca santrifiijleyin.

10. Kolonu yeni bir 1,5 ml'lik santrifijj tiipiine yerlestirin, 30-50 ul RNaz icermeyen Su
ekleyin ve 2 dakika bekletin.30 saniye boyunca 12.000 x g'de santrifiijleyin, eliit
edilen RNA ¢ozeltisini -80°C'de saklayn.

3.7.5. cDNA eldesi

- Asagida verilen abm marka cDNA izolasyon kitine ait tablo uygulanarak tiim 6rnekler

icin reaksiyon kuruldu.

Tablo 3.6. cDNA izolasyon Kkiti

Bilesen Hacim
5% RT Buffer 4 ul
dNTP 1 ul
primers lul
Toplam RNA veya poly (A)+rmRNA Variable (1ng-2 ug/rxn)
One Script plus RTase lul
Nuclease-free H20 20 ul

- 50-55°C'de 15 dakika inkiibe ederek cDNA sentezini gerceklestirin.
- 85°C'de 5 dakika 1sitarak reaksiyonu durdurun ve buz iizerinde sogutun.

- Uygulanan protokol sonrasinda cDNA’lar elde edildi. -20° C ye kaldirildi.
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3.7.6. Real-Time PCR

- GAPDH ve Klotho primerleri i¢in BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix igerisinde verilen

kosullar saglanarak Real-time PCR reaksiyonu kuruldu.

Tablo 3.7. Real-time PCR reaksiyonunun primerlerinin miktari

BlasTaq™ 2X qPCR MasterMix 10 ul
F-primer 0,5 ul
R-primer 0,5 ul

ddH:0 4ul
cDNA Sul
Toplam Hacim 20 ul

Hazirlanan reaksiyon asagidaki sicaklik kosullari saglanarak kuruldu.

Tablo 3.8. Hazirlanan reaksiyon sicaklik kosullari

Denaturasyon 95°C de 180 sn
Amplifikasyon 95°C de 10 sn.
Bu dongii 40 kez saglanir. (40 cycle, x°C de 30 sn
Ramp-rite 1,6°C/sn, saniyedeKi 1s1 72 °Cde 5 sn
degisimi)
Melting Curve 95°C de 10 sn.

65 °C de 60 sn.
97 °C de continue (Acquisitions 3
per/°C)

Cooling 37 °C de 30 sn

X. Primer baglanma sicakligi (GAPDH:53 °C, Klotho:58 °C)
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Sekil 3.5. Calisma malzemeleri hazirlanma asamasi.
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Sekil 3.6. Santrifiij agamast
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Sekil 3.7. Termal Dongii cihaz.
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1D | 240504.094339 40

Con: 79.382 ng/ul

AZ60 1984
A260:1165

AZ60/A280°1.7

Sekil 3.8. Nanodrop cihazi.
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Sekil 3.9.Vortekslama agsamasi.
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Sekil 3.10. Real-Time PCR cihazi.
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3.7.7. istatiksel analiz

Hipotezi desteklenmek icin t testi kullanildi. Etki biiytikliigiinii belirlemek i¢in dnceki
caligmalardan tahmin yiiriitiildii (cohen's d). Anlamlilik diizeyi 0,05 kabul edildi. Gerekli

ornekleme biiyiikliigii yeterli kaynak g6z oniine alinarak belirlendi (G power).

Tilim istatistiksel analizler R Version 3.6.1 (www.r-project.org) uygulamasi yardimiyla

yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde, tedavi 6ncesi ve sonrasi gruplarin (grup ici)
karsilastirmasinda paired t-testi kullanilirken, hasta (tedavi oncesi ve sonrasi) ve kontrol
gruplarinin (gruplar aras1) karsilastirmasinda Welch’s two sample t-test ve Fisher's exact test
kullanilmistir. 2-AACt sonucunun 1'den kii¢lik olmasi, gen ekspresyonunun azaldigini; 2-
AACt sonucunun 1'den biiyiik olmas1 ise gen ekspresyonunun arttigini gosterir. 2-AACt
sonucunun tam olarak 1 olmasi durumunda, hedef genin ekspresyonunun hi¢ degismedigi

anlasilir (Livak & Schmittgen, 2001).

Calismanin istatistiksel sonuglari, hem gruplar arasi degisimleri (kontrol grubu ve tedavi
oncesi grubu oOlciimlerinin kiyaslanmast) hem de grup ici degisimleri (hasta grubunun 6ncesi ve
sonrast Olciimlerinin karsilagtirilmasi) inceleyecek sekilde iki kademeli olarak gergeklestirildi.
Kontrol ve tedavi 6ncesi gruplarinin cinsiyet dagilimlart ise Fisher’s exact test ile analiz edildi.

Istatistiksel testlerde anlam seviyesi (p-degeri) 0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Cahsma Gruplarimin Demografik Ozellikleri
Calismaya kontrol grubunda 20 kisi, tedavi oncesi grubunda 10 kisi olmak {iizere
toplam 30 kisi alindi. (Tablo 4.1) de bilgilere gore saglikli kontrollerin yas ortalamasi ve
tedavi Oncesi grubundakilerin yas ortalamasinin arasinda fark bulunmadi (P>0,05).
Kontrol grubunun 55%’1 kadin iken, tedavi oncesi grubundakilerin 70%’i de kadind1

ve gruplarin cinsiyet dagilimlar: arasinda fark bulunmadi (P>0,05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma gruplarinin demografik ozellikleri

ngografik Kontrol Tedavi oncesi P-value
Ozellikler (n=20) (n=1 0)
Yas (Yil) 40.95+7.64 49.20+15.40 0.14
Cinsiyet Kadmn:11 (55%) Kadin: 7 (70%) 0.69
Erkek: 9 (45%) Erkek: 3 (30%)

4.2. PCR (miRNA 22 ve Klotho) Sonuglar
Arastirmaya katilan kisilerin D vitamini eksikligi tedavi olmadan 6nce ve olduktan
sonraki alinan ven6z plazmalarindan izole edilen ve sonra cDNA’ya doniistiiriilen miRNA 22
ve Klotho genleri sirayla Snord44 ve GAPDH referans genlerinin gercek zamanli PCR islemi
sirasinda ¢ogalmaya basladii, Cr degerleri kullanilarak gen ekspresyonu diizeyleri
hesaplanip bu degerler birbirleriyle kiyaslandi. Elde edilen miRNA 22 ve Klotho genlerine ait

ger¢ek zamanli PCR cogalma egrileri asagidaki sekillerde eklenmistir.

3.500

2.800 / '
2.100 /

1.400 W/

0.700 /
TNk U UGS RS RIS QUSIIG DRCR: S SR RUSN (A (NI gttt B0

0.00 3.00 6.00 .00 12.00 1500 18.00 21.00 2400 2700 30.00 33.00 36.00 39.00
Cycle

Fluorescence

Sekil 4.1. MikroRNA 22’nin RT-PCR dongii sayisina gére ARn degerleri.
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Sekil 4.2. Klotho’nin RT-PCR doéngii sayisina gore ARn degerleri.

Gergek zamanli PCR verilerinin analizi i¢in en sik tercih edilen yontem, bagil 6l¢iim
yontemidir. Bu yontemde, D vitamini kullanimindan 6nce ve sonra hedef genin sinyalleri
dikkate almir. Deneylerde gen ifadelerindeki nispi degisikliklerin degerlendirilmesinde 244t
yontemi degeri uygulanir. Hedef genlerimiz olan miRNA 22, Klotho ve referans genimize ait
CT degerleri belirlenerek, asagidaki formiil yardimiyla genlerin ifade seviyelerindeki artig

veya azalma oranlar1 hesaplanir.
ACt= Cr1 (HEDEF)- CT (REFERANS)

ACr; Hedef ve referans genler icin belirlenen threshold cycle (CT), yani dongii sayisi
farkini ifade eder. Uygulamada, temel floresans sinyallerinin 10 kat standart sapma degeri

threshold olarak kabul edilir ve CT degerinin 35'ten biiylik olmas1 uygun goriilmez.
AACT= (CT (hedef)- Cr (referans)) SONRA- (CT (hedef)- Cr (referans)) ONCE

2-AAC = {Jr{in miktar1 oran1
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Tablo 4.2. Tedavi éncesi ve kontrol klotho geni protein aktivitesinin 2-*Ctsonuglar

Tedavi dncesi Kontrol

No  2%4C(§nce) 284Ct(sonra) No 244t No 244¢
1 1.11 1.29 1 1.03 11 0.77
2 0.55 0.76 2 071 12 1.05
3 0.93 1.21 3 063 13 1.08
4 0.72 0.99 4 09 14 211
5 0.87 1.24 5 084 15 1.32
6 1.05 1.17 6 09 16 1.18
7 0.67 1.22 7 091 17 1.1
8 0.65 1.11 8 091 18 09
9 0.94 1.16 9 129 19 0.89
10 0.49 0.77 10 1.15 20 1.04

Tablo 4.3. Tedavi oncesi ve kontrol miRNA 22 2-22Ct sonuclari

Tedavi dncesi Kontrol

No  2%4C(gnce) 28Ct(sonra) No 244Ct No 244t
1 0.4 4.7 1 1.4 11 0.7
2 1.3 1.8 2 0.1 12 0.7
3 1 4.6 3 0.2 13 1.4
4 03 2.7 4 34 14 24
5 1.8 5.8 5 0.2 15 4.6
6 1.2 2.6 6 0.3 16 1.4
7 0.3 2.3 7 0.7 17 1.3
8 2.4 3 8 0.3 18 3.6
9 1.9 2.2 9 0.3 19 5.7
10 0.9 1 10 1.9 20 4

Kontrol grubunun Klotho geni protein aktivitesinin 224" degerleri (1.04+0.31) tedavi
oncesi grubu (0.80+0.21) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulundu
(p=0.021) (Tablo 4.4). Tedavi sonrasi grubun Klotho geni protein aktivitesinin 244
degerleri (1.09+0.19) ile tedavi dncesi degerleri arasinda anlamli bir artis bulundu (p<0.001).
Tedavi sonrasit grubunun Klotho geni protein aktivitesinin 222¢t degerleri ile kontrol

grubunun degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (P>0,05) (Tablo 4.4) (Sekil 4.3).

Kontrol grubunun miRNA 22’nin 244t degerleri (1.73+1.67) tedavi dncesi grubun
(1.15%0.72) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi (P>0,05)
(Tablo 4.4). Tedavi sonrasi grubun miRNA 22’nin 222 degerleri (3.07£1.49) ile tedavi

oncesi degerleri arasinda anlamli bir artis bulundu (p=0.004). Tedavi sonrasi grubun miRNA
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22°nin 2-AACt degerleri ile kontrol grubunun degerleri arasinda anlamli bir artig bulundu
(p=0.038) (Tablo 4.4) (Sekil 4.4).

Tablo 4.4. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi gruplarin Klotho ve miRNA 22 2-AACt degerleri
karsilastirilmasi

Grup Klotho (244€Y miRNA 22 (2-24¢Y)
Kontrol (M + SD) 1.04+0.31 1.73+1.67
Tedavi 6ncesi (M £ SD) 0.80+0.21 1.15+£0.72
Tedavi sonras1 (M = SD) 1.09+0.19 3.07+1.49
P-value 0.021 P>0,05
(Kontrol-Tedavi éncesi)
P-value <0.001 0.004
(Tedavi oncesi-T. sonrasi)
P-value P>0,05 0.038

(Kontrol-T. sonrasi)
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KLOTHO Grafigi
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Sekil 4.3. Kontrol, tedavi dncesi ve tedavi sonrasi klotho 244 sonuglari.
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MI_RNA22 Grafigi
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Sekil 4.4. Kontrol, tedavi dncesi ve tedavi sonrast miRNA 22 244 sonuglar.
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4.3. ELISA (Fibroblast Biiyiime Faktorii 23) Sonuclar:

Aragtirmaya katilan kisilerin D vitamini eksikligi tedavi olmadan 6nce ve olduktan

sonraki alinan vendz serumlarda Fibroblast Biiylime Faktorii 23 seviyesini Enzim Baglantili

Immiinosorbent Deneyi “ELISA” yontemi kullanarak ol¢iilmiistiir. Asagidaki tablolarda

calismanin sonuclar1 gosterilmistir.

Tablo 4.5. Tedavi dncesi ve kontrol H-FGF-23’iin konsantrasyonunun sonuclari

Tedavi 6ncesi (pg/ml) Kontrol (pg/ml)
No Once Sonra No Kontrol No Kontrol
1 133,580 79,891 1 140,105 11 148,344
2 111,406 57,176 2 200,747 12 1,224,398
3 114,638 75,661 3 131,065 13 103,160
4 157,575 88,534 4 102,076 14 587,104
5 116,014 103,049 5 99,576 15 1,846,912
6 63,041 20,060 6 730,399 16 82,102
7 109,331 81,059 7 104,196 17 40,517
8 126,761 100,680 8 49,915 18 829,917
9 351,827 319,660 9 115,654 19 96,092
10 161,345 117,722 10 118,655 20 112,638
2 a0 _ Absorbans
1.90
1.40
0.90
0.40 —
+ Konsantrasyon
~0.10 | | | | |
-0.10 339.92 679.94 1019.96 1359.98 1700.00

Sekil 4.5. H-FGF-23 konsantrasyon egrisi.
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H-FGF-23 serum seviyesi kontrol grubunda (343.18+476.99) tedavi oncesi grubun
degerlerine (144.55+77.85) gore istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p=0.084) (Tablo
4.6) tedavi sonrast Olglimlerde ise (104.35+£80.34) tedavi Oncesi grubuna gore H-FGF-23
serum seviyesinde anlamli bir azalma bulundu (p<0.001). Ayrica tedavi sonrasi1 grubunun H-
FGF-23 serum seviyesi ile kontrol grubunun degerleri arasinda anlamli bir azalma bulundu
(p=0.041). Fakat bu azalma kontrol>tedavi 6ncesi> tedavi sonrasi sirayla bulundu (Tablo 4.6)

(Sekil 4.6).

Tablo 4.6. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi gruplarin H-FGF-23 karsilastirilmasi

Grup H-FGF-23
Kontrol (M £ SD) 343.18+476.99
Tedavi oncesi (M = SD) 144.55+77.85
Tedavi sonras1 (M = SD) 104.35+80.34
P-value P>0,05
(Kontrol-Tedavi dncesi)
P-value <0.001
(Tedavi oncesi-T. sonrasi)
P-value 0.041

(Kontrol-T. sonrasi)
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Sekil 4.6. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonras1t H-FGF-23 sonuglari.
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4.4. Biyokimya Sonuclar:

Tablo 4.7. Hasta serumlarindan alinan Ca, POs ve Ds test sonuglar:

Hasta
No Ds (ng/ml) Ca (mg/dl) PO4 (mg/dl)
Once Sonra Once Sonra Once Sonra

1 17.6 23.3 9.57 9.82 2.33 2.76
2 27.7 28.2 9.27 9.46 3.31 3.68
3 6.16 21.7 8.98 9.52 3.85 3.98
4 14.3 22.7 9.38 9.6 2.71 3.07
5 28.3 36.3 9.28 9.53 3.65 4.42
6 17.3 25.4 9.87 10.33 2.4 2.59
7 13.19 31.46 9.21 9.56 3.27 3.73
8 21.4 23.6 9.09 10.16 3.07 3.49
9 12.2 26.2 9.94 10.04 3.93 4.04
10 22.7 29.7 9.77 9.88 3.37 3.95

Tablo 4.8. Saghkl insan serumlardan alinan Ca, PQ4 ve Ds test sonuclari

Kontrol

No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ds (ng/ml) 323 348 591 629 339 326 408 312 321 331

Ca(mg/dl) 979 998 954 9.68 866 104 105 995 998 9.88

POs (mg/dl) 4.02 3.99 3.5 4 41 355 32 366 356 3.74

No 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Ds (ng/ml) 33 385 34 712 30.8 462 429 306 456 304

Ca(mg/dl) 9.89 9.14 1044 9.18 953 961 941 95 927 951

PO: (mg/dl) 342 3.67 3.65 31 289 345 398 3.69 358 3.6
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Vitamin D seviyesi kontrol grubunda (39.80+£11.83) tedavi Oncesi grubun
degerlerine (18.09+£7.03) gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0.001)
(Error! Reference source not found.). Tedavi sonrasi dlgiimlerde ise (26.86+4.59) tedavi
oncesi grubuna gore vitamin D seviyesinde anlamli bir artis bulundu (p<0.001). Tedavi
sonras1 grubunun Vitamin D seviyesi ile kontrol grubunun degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulundu (p<0.001) (Error! Reference source not found.) (Sekil
4.7). Tedavi sonras1 grubunda vitamin D seviyesinin yiikselmesine ragmen bu artis kontrol
grubundan daha diisiik oldugu goriildii.

Kontrol grubunun kalsiyum degerleri (9.69+0.46) tedavi dncesi grubun degerleri
(9.44+0.33) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05)
(Error! Reference source not found.). Tedavi sonrasi kalsiyum degerleri (9.79+0.31)
ile tedavi Oncesi degerler arasinda anlamli bir artis bulundu (p=0.004). Tedavi sonrasi
grubunun kalsiyum degerleri ile kontrol grubunun degerleri istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmadi (P>0.05) (Error! Reference source not found.) (Sekil 4.8).

Kontrol grubunun fosfat degerleri (3.62+0.32) ile tedavi oncesi grubun (3.19+0.56)
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p=0.045) (Error! Reference source
not found.). Ancak tedavi sonras1 grubundaki Sl¢iimlerde (3.57+0.59) fosfat degerinin
tedavi Oncesi grubuna gore yiikseldigi goriildii (p<0.001). Tedavi sonrast grubunun fosfat
degerleri ile kontrol grubunun degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (P>0.05) (Error! Reference source not found.) (Sekil 4.9).

Tablo 4.9. Kontrol, tedavi dncesi ve tedavi sonrasi gruplarin ¢alisma biyokimya parametrelerinin
karsilastirilmasi

Grup Kalsiyum (mg/dL) Fosfor (mg/dL) Vitamin D (ug/L)
Kontrol (M £+ SD) 9.69+0.46 3.62+0.32 39.80+11.83
Tedavi 6ncesi (M = SD) 9.44+0.33 3.19+0.56 18.09+7.03
Tedavi sonras1 (M + SD) 9.79+0.31 3.57+0.59 26.86+4.59
P-value P>0.05 0.045 <0.001
(Kontrol-Tedavi éncesi)
P-value 0.004 <0.001 <0.001
(Tedavi 6ncesi-T. sonrasi)
P-value P>0.05 P>0.05 <0.001

(Kontrol-T. sonrasi)
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Sekil 4.7. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi D vitamin sonuglari.
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Sekil 4.8. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasi Ca sonuglart.
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Sekil 4.9. Kontrol, tedavi 6ncesi ve tedavi sonrast PO4 "nin sonuglari.
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Kontrol grubunda tedavi oncesi grubuyla karsilastirildiginda Klotho geni protein
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (p=0.021). Tedavi sonrasi grupta
tedavi Oncesi grubuna kiyasla Klotho geni protein aktivitesinde anlamli diizeyde bir artis
gozlendi (p<0.001). Tedavi sonrast grubu kontrol grubu ile kontrol grubu karsilagtirildiginda
Klotho geni protein aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (P>0.05)
(Tablo 4.10) (Sekil 4.3).

Kontrol grubunda tedavi oncesi grubuyla karsilastirildiginda miRNA 22°nin
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig bulundu (p=0.021). Tedavi sonrasi
grupta tedavi dncesi grubuna kiyasla miRNA 22’nin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artig
gozlendi (p=0.004). Tedavi sonrasi grupta kontrol grubuna kiyasla miRNA 22’nin ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p=0.038) (Tablo 4.10) (Sekil 4.4).

Kontrol grubu ile tedavi oncesi grubu karsilagtirldiginda H-FGF-23 serum
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05). Tedavi sonrasi
Olctimlerde ise tedavi 6ncesi grubuna gére H-FGF-23 serum seviyesinde anlamli bir azalma
bulundu (p<0.001). Tedavi sonrasi grupta kontrol grubuna kiyasla H-FGF-23 serum
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma bulundu (p=0.041). Ancak bu azalma

kontrol> tedavi dncesi> tedavi sonrasi seklinde bir siralama gosterdi (Tablo 4.10) (Sekil 4.6).

Kontrol grubu ile tedavi 6ncesi grubu karsilastirildiginda kalsiyum seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05). Ancak tedavi sonrasi grupta tedavi
Oncesi grubuna kiyasla kalsiyum seviyesinde anlamli bir artig bulundu (p=0.004). Ayrica
tedavi sonrasi grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda kalsiyum seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05) (Error! Reference source not found.) (Sekil
4.8).

Kontrol grubunda tedavi oncesi grubu ile karsilastirildiginda fosfat seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis bulundu (p=0.045). Tedavi sonras1 grupta tedavi dncesi
grubuna kiyasla fosfat seviyesinde anlamli bir artis bulundu (p<0.001). Tedavi sonrasi
grubu kontrol grubuna kiyasla fosfat seviyesinde anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05)

(Tablo 4.10) (Sekil 4.9).
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Tablo 4.10. Degiskenlerin P-value sonuclar:

Degisken P-value P-value P-value
(Kontrol-T. dncesi) (Kontrol-T. sonrasi) (Tedavi 6ncesi-sonrasi)
Ca 0.10 0.49 0.004
PO, 0.045 0.82 <0.001
Ds <0.001 <0.001 <0.001
H-FGF-23 0.084 0.041 <0.001
Klotho 0.021 0.54 <0.001
miRNA 22 0.20 0.038 0.004
Degiskenlerin ortalamasi ve standart sapmasi
Grup Klotho miRNA 22 H-FGF-23  Ca (mg/dL) PO (mg/dL)
(M £ SD) (M + SD) (M £ SD) (M £ SD) (M £ SD)
Kontrol 1.04+0.31 1.73+£1.67 343.18+476.9 9.69+0.46 3.62+0.32
Tedavi oncesi 0.80+0.21 1.15£0.72  144.55£77.85  9.44+0.33 3.19+0.56
Tedavi sonrasi 1.09+0.19 3.074£1.49  104.35+£80.34  9.79+0.31 3.57+0.59
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5. TARTISMA

D vitamini, dort halkali bir sterol tiirevi olan ve iskelet sistemi {izerinde etkisi olan bir
hormondur. Bu etkilerini kalsiyum (Ca), fosfat (PO.) ve alkalen fosfataz seviyelerini
diizenleyerek ve kemik metabolizmasini kontrol ederek gosterir. D vitamini, iskeletin
minerallesme siirecinde dogrudan etki gostermemektedir. Serumdaki Ca ve PO+ 1n viicutta
tutulumunu saglamaktadir. Bu minerallerin kan seviyelerini yiikselterek kemik biiylimesini
destekledigi ve kemik minerallesmesine yardimci oldugu ispat edilmistir (Wacker ve ark 2013).
D vitamini, etkilerini genellikle bagirsak, bobrek ve kas-iskelet sistemi {izerinde
gostermektedir. Ancak, D vitamini reseptoriiniin viicudun diger dokularinda da bulunmasi
nedeniyle, D vitamininin islevleri hakkinda yeni ve artan goriisler ortaya ¢ikmaktadir (Amrein
ve ark 2012). Bu nedenle, D vitamininin normal diizeylerine donerken bazi parametrelerin
incelenmesi ve spesifik arastirilmasi dnemli bir konu sayilmaktadir. Boylece, D vitamini ile
alakal1 hastaliklarin tani ve tedavi yontemleri ve stratejilerinin bulunmasi ve gelistirilmesinde

kritik bir rol oynayabilir.

D vitamini, Ca ve POa4 iyonlarimin serum homeostazinda énemli bir rol oynamaktadir.
(Vitamin D Reseptorii) aktivasyonu ile dogrudan upregiile (6rn. CYP24A1, CaBP-D9k, CaBP-
D28k, BGLAP ve TNFSF11) veya downregiile (6rn. PTH ve CYP27B1) bir¢ok genin sentezini
etkilemektedir. Ca homeostazinda, 1,25 (OH):D, plazma Ca ve POas seviyelerini artirmak icin
PTH (paratiroid hormonu) ile birlikte calismaktadir. Fizyolojik dongii, diisiik Ca seviyesi
paratiroid bezindeki Ca sensorleri tarafindan fark edildiginde baslamaktadir ve bu da PTH
salgilamaktadir. Bu, yiiksek dolasimdaki 25 (OH)D havuzundan daha fazla 1,25 (OH).D {ireten
bobrek enzimi 250H D-la hidroksilazi uyarmaktadir. Ortaya cikan kolekalsiferol artisi,
bagirsaga Ca emiliminin artmasina, kemik mineralizasyonunun desteklenmesine ve
bobreklerde Ca geri emiliminin artmasina yol agar. Tiim bu olaylar plazma Ca diizeylerinin
normale donmesini saglamakta ve paratiroid bezi hiicrelerindeki Ca reseptorlerini
uyarmaktadir. PTH'nin salgilanmasi, Ca'nin feedback isleviyle durdurulur; ayrica ayni 1,25
(OH):D seviyesi, paratiroid bezindeki PTH sentezini dogrudan baskilayan VDR'leri aktive
ederek daha hizli bir inhibitor etki gosterebilmektedir (Bellavia ve ark 2016). Ca ve fosfatlarin
bagirsaktan emilimi de kalsitriol (1,25 (OH):D) ile artmaktadir. Kalsitriol ayrica, kemik
mineralizasyonunda kritik bir rol oynayarak, osteoid matristeki kollajen lifleri arasinda
kristallerin  birikmesini saglar. 1,25 (OH).D reseptorleri, aktivitelerini uyardiklari

osteoblastlarda da bulunur (Bellavia ve ark 2016).
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Calismamizda da beklendigi gibi, D vitamini eksikliginin tedavisi sonrasinda hastalarin
serum Ca seviyelerinde artis bulundu. O artis istatistiksel olarak incelenirken anlamli bulundu.
Tedavi grubundaki serum Ca diizeyleri kontrol grubunun diizeylerine olduk¢a yaklagmis
olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ca tuzlarina ek olarak D vitamini
takviyesi uygulanmasi, Ca eksikligi durumlarinda faydali olabilir ve normal diizeylerine

getirebilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir.

Organizma, fizyolojik ihtiyaglarina bagli olarak bagirsaklardan Ca alimini kontrol
edebilmektedir. Kalsitrioliin prekiirsoriine gore yar1 dmrii ¢ok kisadir (yaklasik 10-24 saat). Bu,
organizmanin kendisi tarafindan diizenlenen molekiillerin varyasyonlarina hizli tepkileri ile
iliskilidir. Enzim aktivitesinin diizenlenmesinde Ca, PO., FGF-23 ve 1,25 (OH):D gibi bir¢ok
molekiil bulunmaktadir. Ancak, bu molekiillerin fazlaligi, diizenleme mekanizmalarinin net
olarak anlasilmasini zorlastirabilir (Bellavia ve ark 2016). 1,25 (OH).D, VDR-RXR kompleksi
ile etkilesime girerek hem epitelyal Ca kanali hem de Ca baglayici proteinin ekspresyonunu
tesvik etmekte ve boylece bagirsak Ca emilim verimliligini %10-15'ten %30-40'a ¢gikarmaktadir
(Holick, 2007). Kemirgenlerde yapilan birka¢ deneye dayanarak, 1,25 (OH).D'nin bagirsak PO«
emilimini  %50-60'tan yaklasik %380'e ¢ikardigi tahmin edilmistir (Holick, 2006a).
Calismamizda da beklendigi gibi, D vitamini eksikliginin tedavisi sonrasinda hastalarin serum
POs seviyelerinde artis bulundu. O artis istatistiksel olarak incelenirken de anlamli bulundu.
Kontrol grubunda tedavi dncesi grupla karsilastirildiginda POs seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis bulundu. Tedavi grubundaki serum PO. diizeyleri kontrol grubunun
diizeylerine oldukca yaklagsmis olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. D
vitamini takviyesi, PO+’ 1n eksikligi durumlarinda normal diizeylerine getirmesinde 6nemli bir

rol oynayabilir.

D vitamini, PTH seviyelerini diizenleyerek Ca ve POs ilizerinde dolayl etkiye sahiptir.
Paratiroid bezlerinde CYP27BI1 aktivitesi vardir. 25 (OH)D substrati kullanilarak 1,25 (OH).D
tiretimi, PTH sentezini inhibe edebilmektedir (Segersten ve ark 2002). Ancak, 25 (OH)D de
VDR'yi dogrudan aktive ederek PTH sentezini dogrudan baskilayabilmektedir (Ritter ve ark
2006). D vitamini eksikligi, serumdaki iyonize Ca seviyelerinin diisiik olmasiyla iliskilidir ve
bu da PTH seviyelerinin artmasina yol agan bir uyar1 saglamaktadir. Tersine, daha yiiksek 25
(OH)D seviyeleriyle iliskili olan yiiksek Ca seviyeleri, PTH salgilanmasin1 baskilamaktadir.
PTH, tiibiiler Ca’1 artirip bobrek PO reabsorpsiyonunu azaltmaktadir (Holick, 2006b). PTH

ayrica, Ca ve PO homeostazi lizerindeki yukarida belirtilen etkilerle 1,25 (OH).D {iretimini
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uyarmaktadir (Holick, 2006a). Hem PTH hem de 1,25 (OH):D, iskelet Ca depolarini harekete
gecirmek icin osteoblastlart uyarmaktadir (Holick, 2007). D vitamini eksikligi, genellikle
normalden yiiksek 1,25 (OH):D seviyeleriyle iligkili olan PTH artis1 ile ilgili 1,25 (OH).D
tiretimi ile sekonder hiperparatiroidizme yol agmaktadir (Holick, 2006a). D vitamini sentezi,
PTH araciligityla modiile edilir. D vitamini, PTH seviyelerini diizenleyerek Ca ve POa tlizerinde
dolayli etki etmektedir. Calismamizda PTH seviyeleri incelenmemistir, ancak D vitamininin Ca
ve PO. ile iligkisi goz oOniine alindiginda, PTH'nin incelenmesinin faydali olabilecegi

diistiniilmektedir.

FGF-23, kemik kaynakli bir hormon olup, bobreklerde fosfat geri emilimini ve D
vitamini biyosentezini inhibe eder. Bu sayede, idrarla PO. atilimimi artirir ve 1,25-
dihidroksivitamin D seviyelerini baskilar. FGF-23, FGF ligand siiper ailesine aittir ve cogu FGF
aile tiyesi, FGFR'ler (FGF reseptorleri) ile etkilesime girerek islev goriir. FGF-23, reseptorleri
aracilifiyla sinyal iletmesine ragmen, in vitro kosullarda herhangi bir FGFR'ye zayif afinite
gosterir (Wang ve ark 2009). Son zamanlarda, Klotho'nun ekstraseliiler alaninin dogrudan
birden fazla FGF reseptoriine baglandig1 gosterilmistir. Bu baglanma nedeniyle Klotho, FGF-
23 sinyalizasyonunda ko-reseptdr olarak islev gordiigii one siiriilmiistiir. Klotho-FGFRIc,
Klotho-FGFR3c ve Klotho-FGFR4 dahil olmak iizere bu ko-reseptorler, hepsi FGF-23'e
FGFR'lerden veya Klotho'dan tek basina olsa bile ¢ok daha yiiksek afinite ile baglanmaktadir
(Wang ve ark 2009). Klotho, FGF-23 sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Klotho-
FGF-23 sinyali proliferasyonu uyarmakta ve D vitaminine bagl apoptozu Onlemektedir
(Medici ve ark 2008). Bu nedenle, Klotho ve FGF-23, mineral iyon homeostazinin
diizenlenmesinde ortak bir sinyal yolunda ¢alisabilmektedir. Farelerde, Klotho eksikligi,
Klotho-FGF-23 sinyal yolunu bozmakta ve 1,25 (OH).Ds (Ca metabolizmasinda 6nemli bir rol
oynayan D vitamininin aktif bir metaboliti) iiretiminin artmasina neden olmaktadir. 1,25
(OH):Ds yiiksek serum seviyeleri, bagirsaktan diyetle alinan PO4 ve Ca emilimini artirmaktadir.
Sadece hiperfosfatemi degil, ayn1 zamanda bu mutantlarda hiperkalsemi de indiiklemektedir
(Nabeshima, 2006). Klotho eksikligi, 1,25 (OH):Ds asir1 iiretimine ve oksidatif stresin
artmasina yol agmaktadir. Kandaki Ca seviyelerinin yiikselmesi, kan damarlarinin ve yumusak
dokularin ektopik kalsifikasyonuna yatkinlik olusturmaktadir. Klotho eksikligi olan fareler ve
FGF-23 knockout farelerin hiperfosfatemi, hiperkalsemi ve 1,25 (OH):Ds sentezi artmasina
neden olabilmektedir. Klotho olmadan, FGF-23"in islevi tam olarak ortadan kaldirilmistir

(Wang ve ark 2009).
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FGF-23"iin ana kaynaklari, ¢esitli uyaricilarla fizyolojik durumda kemikteki osteoblast
ve osteositlerdir; ancak belirli patolojik kosullarda kardiyomiyositler ve immiin hiicreler
(dendritik hiicreler ve makrofajlar) de FGF-23 salgilayabilmektedir. FGF-23'lin, kemik
kaynakl1 bir hormon olarak en 6nemli etkisi, yiiksek diizeyde aKlotho (aKlotho) ekspres eden
bobrek tizerinedir. Renal proksimal tiibiillerde, FGF-23, aktif D vitamini formunu indiiklemek
icin ana enzim D-la-hidroksilazin (Cyp27bl) mRNA seviyesini azaltarak 1,25 (OH):Ds'lin
sentezini baskilamakta ve 1,25 (OH):Ds inaktivasyonunda yer alan 24-hidroksilazin (Cyp24al)
ekspresyonunu artirmaktadir. Ayrica, NaPi-2b ko-transportdriiniin ekspresyonu iizerinde
Onemli bir etkiye sahip olup proksimal tiibiillerden Pi ve Na'nin geri emilimini baskilamaktadir.
Sonug olarak, serum fosfat seviyesini azaltmaktadir. FGF-23, renal distal tiibiilleri de hedef alip
sirastyla gecici reseptdr potansiyel vanilloid-5 (TRPVS) ve Na/klorid kanali (NCC) araciliiyla
Ca*? ve Na* alimini artirmaktadir. Bu stire¢ ERK1/2-SGK1 (ekstraseliiler sinyal diizenlenmis
kinaz 1,2- serum glukokortikoid diizenlenmis kinaz 1) ve WNK4 (Lizin icermeyen kinaz 4)
sinyalizasyon kaskadi ile ger¢eklesmektedir. Distal tiibiillerde FGFR1'in spesifik silinmesinin,
siddetli renal Ca*? ve Na* kaybina yol ac¢tig1 ortaya konmustur. FGF-23'e ek olarak, PO4 sodyum
geri emilimi tlizerinde Onemli bir etkiye sahiptir ve kan hacmini ve kan basincini
diizenleyebilmektedir. FGF-23, proksimal tiibiillerde PO4+’un yeniden emilimini etkilemesi ve
a-Klotho/FGFR1 varliginda distal kivriml tiibiillere baglanmasinin yorumlanmasi i¢in birkag
hipotez One siiriilmiistiir. Bunlar FGF-23 veya Klotho'nun parakrin etkileri, proksimal
tiibtillerde FGF-23'ten bagimsiz olarak glukuronidaz aktivitesi yoluyla NaPi-2a'y1 degistirerek
otokrin fosfatiirik ¢ozlinlir Klotho'nun etkileri veya FGF-23'iin, la-hidroksilaz1 bir dereceye
kadar Klotho'dan bagimsiz bir sekilde bastirabilmesidir (Dastghaib ve ark 2023). Birkag
arastirmada D vitamini seviyelerinin artmasi, osteoblastlar tarafindan FGF-23 iiretimini
indiikledigi goriilmiistiir. Bu osteoblastlar, hiicre oliimiine yol agabilecek daha yiiksek POa
konsantrasyonlarindan korumus olmaktadir (Murshed ve ark 2005; Sitara ve ark 2008). Bizim
calismamizda tedavi Oncesi grubun serum POs seviyeleri yiiksek degildi. Tedavi ve kontrol
gruplarinda PO. seviyeleri normal araliktaydi. Yani PO. seviyelerinin azaltilmasi
gerekmemektedir. Bundan dolayr POs geri emilimini inhibe eden FGF-23’iin iiretilmesi

uyarilmadig diistiniilmektedir.

Normal olarak, FGF-23 osteositler tarafindan tiretilmektedir. Bobrek tip-II tastyicilarin
asag1 regiilasyonu yoluyla renal PO4 atilimini artirmak i¢in bobrek {izerinde etki edip plazma
POs+ azalmasma yol agmaktadir. Ayrica FGF-23, 1,25 (OH):Ds plazma seviyesini de

azaltmaktadir. Bu da iskeletten PO4 (ve Ca) salinimini ve bagirsakta PO4 emiliminin yukari
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regiilasyonunu indiikleyen PTH ve 1,25 (OH).D'nin etkisini kismen 6nlemektedir (Bellavia ve
ark 2016). FGF-23"in fosfatiirik ve Ca* konservasyonu iizerindeki onemli etkileri, PTH
hormonunun islevine ¢cok benzemektedir. Fakat kalsitriol (1,25 (OH):D) {iretimindeki la-
hidroksilazin diizenlenmesine iligkin islevleri birbirlerine zit yonde ¢alismaktadir (Perwad ve

ark 2007b).

D vitamini sterolleri dogrudan osteoblast olgunlasmasini uyarmaktadir. Ayrica osteosit
dontlistimiinii artirmaktadir. Osteoklast farklilasma faktorlerinin osteoblast ekspresyonunu da
artirmaktadir. Boylece muhtemelen osteoblast/osteoklast/osteosit dengesini diizenlemektedir.
Erken osteosit sayisini artirarak, D vitamini sterolleri kemikte FGF-23 ekspresyonunu
artirmaktadir (Pereira ve ark 2019). Bizim c¢alismamizda D vitamini verildikten sonra D
vitamini eksikligi olan hastalarin serumlarindaki Ca ve PO. diizeylerinin arttig1 goriildii. Ote
yandan FGF-23’lin serum seviyesi D vitamini verildikten sonra azaldigi goriildii. Tedavi
sonrast grubunda FGF-23 seviyesi saglikli kontrollere gore anlamli azalma bulundu. Bundan
dolay1r D vitamini viicuttaki FGF-23 seviyelerini etkileyebilmektedir. D vitamini seviyeleri
arttiginda, FGF-23 sekresyonunda bir azalma olabilmektedir. Bunun nedeni, D vitamininin Ca
ve PO4 emilimini artirmas1 ve kan POa seviyelerini diizenleyen FGF-23 ihtiyacin1 azaltmasi

olabilir.

Klinik bir ¢caligmada D vitamini eksikligi olan 119 hastanin kolekalsiferol (50.000 TU
vitamin D) ile tedavi edildiginde kolekalsiferoliin serum FGF-23, 1,25 (OH).Ds ve 25 (OH)D:'i
onemli Olciide artirabilecegi One siirlilmiistiir. Ayrica, serum PTH ve 1,25 (OH):Ds'teki
azalmanin FGF-23 seviyesi iizerinde olumlu bir etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bunun aksine
Ca’nin negatif bir iliskisi oldugu sonucuna varilmistir. Ca’nin artan 1,25 (OH).Ds nedeniyle
FGF-23"in kontrolsiiz artisini azaltarak diizenleyebilecegi onerilmistir (Dastghaib ve ark 2023;
Smith ve ark 2019). Calismamizda hastalara D vitamininin yanina Ca takviyesi de verilmis

olabilir. Bu sebeple FGF-23 seviyelerinin diismesine katkida bulunmus olabilir.

Bagka bir calismada D vitamini takviyesi, hafif-orta dereceli kronik bobrek hastaligi
olan ¢ocuklarda Klotho ve sklerostin normallestirdigi bulunmustur. Ayrica ileri CKD'de FGF-
23" daha da artirdig1 bulunmustur (Lerch ve ark 2018). Bobrek fonksiyonlarinin iyi olmast,
bobrek sagligini destekleyici tedavilerin kullanilmasi veya kronik hastaliklarin kontrol altina
alinmasi durumunda FGF-23 diizeyinde azalma goriilebilir. Bunun nedeni, FGF-23"in esas

olarak yiiksek POs seviyelerine yanit olarak kemik hiicreleri tarafindan iiretilmesi ve bobrek

79



fonksiyonunun iyilestirilmesinin POs’u azaltabilmesi ve dolayisiyla FGF-23 salgilanmasini

azaltabilmesidir.

Klotho geni, yaslanmay1 dnleyici bir gen olup, ¢ok sayida pleiotropik etkisi olan bir
protein kodlamaktadir (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013). Yasam siiresinin kisalmasinin yani sira,
fareler vaskiiler kalsifikasyon, artan ateroskleroz, osteoporoz, osteomalazi, hiperkalsemi,
hiperfosfatemi ve cilt atrofisi gibi bir dizi tipik yaslanma fenotipini sergilemislerdir. Fareler
tizerinde yapilan arastirmalar, KL genindeki hatalarin yasam siiresini kisalttigini, KL geninin
asir1 ekspresyonunun ise dmrii %20-30 oraninda uzattigim gdstermistir (Xu ve ark 2015). Insan
KL proteininin bobrek dokularinda yogun bir sekilde eksprese edildigi, ayrica prostat, plasenta
ve ince bagirsak dokularinda da KL gen ekspresyonunun bulundugu tespit edilmistir. En son
yapilan ¢alismalar, KL nin pankreasin 3 hiicrelerinde de bulundugunu, insiilin salgilamasina
yardimct oldugunu ve tip II diyabet hastalifinda B hiicrelerine koruma sagladigini ortaya

koymustur (Y. Lin ve ark 2015).

KL geni, tek gecisli bir transmembran proteini kodlamakta ve bu proteinin kii¢lik bir
hiicre i¢i alan1 ve biiyiik bir hiicre dis1 alan1 vardir. KL geni tarafindan kodlanan mRNA’lar
alternatif olarak islenerek iki protein liretmektedir. Bunlardan biri membrana bagli, digeri ise
salgilanan formdur. Membran KL (mKL), FGF-23 i¢in ko-reseptor gorevi yapmakta ve POa,

Ca ve D vitamini metabolizmasini diizenlemektedir (Boksha ve ark 2017).

Bugiine kadar POs toksisitesinin memeli yaslanmasindaki kesin mekanizmasi net olarak
belirlenmemistir. Klotho-/- farelerin NaPi2a'nin bobrek aktivitesini artirdigi gosterilmistir. Bu
nedenle POs toksisitesinin ortaya ¢iktig1 ve erken yaslanma benzeri 6zelliklerin gelismesine
neden oldugu gosterilmistir. Genetigi degistirilmis NaPi2a/Klotho ¢ift-/- fareler, POa
toksisitesini azaltip hayatta kalmalarini uzatmaktadir. POs toksisitesi, ¢esitli organ sistemleri
tizerinde sitotoksik etkiler gosterebilmekte, fonksiyonel yeteneklerini tehlikeye atabilmekte ve
disfonksiyonla sona erebilmektedir. Bdylece, POs homeostazini diizenleyen faktorlerin
belirlenmesi, PO+ homeostazinin yanlhs regiilasyona bagh hastaliklarin (ve memeli
yaslanmasinin) kontrolii i¢in potansiyel bir terapétik arac saglayabilmektedir. Buna bagli olarak

Klotho, PO4 dengesinin 6nemli bir diizenleyicisidir (Dérmaku-Sopjani ve ark 2013).

FGF-23-/- veya Klotho-/- nakavt fareleri, dokularin siddetli atrofisi de dahil olmak tizere
erken yaglanma ile bir¢cok patofizyolojik siire¢ gostermektedir. FGF-23—Klotho tarafindan

baslatilan sinyal transdiiksiyon yollarinin proliferasyonu uyararak ve asir1 sistemik D
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vitamininin neden oldugu apoptozu onleyerek doku atrofisini dnledigi gosterilmistir. FGF-23
veya Klotho'nun genetik olarak yok edilmesiyle aktif D vitamininin serum diizeyleri biiylik
oranda arttifindan, bu molekiillerin hem 1a-hidroksilaz ekspresyonunun negatif diizenlenmesi
hem de Kaspaz aktivitesinin fosfoinozitid-3 kinaz bagimli inhibisyonu yoluyla D vitamininin
apoptotik etkilerinin baskilanmasinda ikili bir role sahip oldugu bulunmustur. Bu veriler FGF-
23 ve Klotho'nun fizyolojik rolleri hakkinda yeni bilgiler saglamaktadir (Medici ve ark 2008).
KL'si yetersiz olan farelerin serumunda P, Ca ve 25-OH Kolekalsiferol seviyeleri normal
farelere gore daha fazla iken, serum glukoz seviyeleri daha azdir (Tsujikawa ve ark 2003).
Bizim ¢alismamizda D vitamini hastalara verildikten {i¢ ay sonra Klotho Geni Protein Aktivitesi
seviyeleri arttigt bulundu. Kontrol grubunda D vitamini eksikligi tedavi Oncesi grupla
karsilastirildiginda Klotho Geni Protein Aktivitesi seviyelerinde anlamli bir artis bulundu.
Ayrica tedavi grubunda Klotho Geni Protein Aktivitesi seviyelerinin degisimi tedavi dncesi
gruba gore daha fazla artis gostermistir. O artig istatistiksel olarak incelenirken anlaml
bulunmustur. Bu nedenle D vitamini diizeylerinin artmasit Klotho Geni Protein Aktivitesi
seviyelerini etkiledigini gostermektedir. Tedavi grubu kontrol grubuna gore kiyasla istatistiksel

olarak incelenirken anlamli bulunmamuistir.

Calismamizda D vitamini diizeylerinin artmasi Klotho Geni Protein Aktivitesi
seviyelerini etkiledigi nedenler su sekilde agiklanabilir: D vitamini gen ekspresyonunu
diizenleme yetenegi ile bilinmektedir. D vitamininin Klotho Geni Protein Aktivitesi seviyelerini
artirarak Klotho protein {liretiminin artmasina yol agtig1 diisiiniilmektedir. Klotho, viicuttaki Ca
ve PO. seviyelerinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir proteindir. Klotho, bdbrek
sagliginda ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. D vitamini, bobrek fonksiyonlarinin
tyilestirilmesine yardimci olmaktadir. Klotho eksikligi, renal hastaliklarla iliskilidir. Bu
nedenle D vitamini, genel sagliktaki iyilesmeye tepki olarak Klotho iiretiminin artmasina yol
acabilmektedir. D vitamininin anti-inflamatuar etkisi vardir. Inflamasyonu azaltmak, Klotho
ekspresyonunu artirmaya yardimci olabilmektedir, ¢iinkii kronik inflamasyon Klotho
seviyelerini azaltabildigi gorlilmiistiir. D vitamini verildiginde bagirsaktan Ca ve POs
emiliminde artig gosterilmektedir. Klotho, bu minerallerin diizenlenmesinde rol
oynayabilmekte, boylece diizenleme ihtiyacinin artmasi durumunda diizeylerini
yukseltebilmektedir. D vitamini, kemik saghgini desteklemesinde rol oynayabilmektedir.
Kemik sagligt iyi oldukga, kemik sagligin1 destekleme ve kemik hastaligi riskini azaltma
yanitinin bir unsuru olarak Klotho seviyeleri artabilmektedir. D vitamini, tiroid ve paratiroid

bezleri de dahil olmak iizere endokrin sistemini etkilemektedir. Bu etkiler, Klotho seviyelerinde
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degisikliklere yol acabilmektedir. KL geni protein aktivitesinin metabolik yolaklara etkisi ve
onlarla alakasi, odaklanmaya gereken O6nemli genetik ve biyokimyasal faktorlerden biridir.
Klotho, viicudun saglikli olup olmadigin1 gdsteren Onemli unsurlardan biri olarak
sayllmaktadir. KL geni, birka¢ metabolik yolaklarin ortak bulugsma noktasi sayilmaktadir. Bu
yolaklarin hem KL geni ile hem de birbirleriyle detayl: iligkileri daha bilgili ve net sekilde tam

olarak anlasilmasi i¢in ¢ok caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

miRNA'lar ortalama 22 niikleotit uzunlugunda kii¢iik kodlamayan RNA'lardir. Cogu
miRNA, DNA dizilerinden primer miRNA'lara (pri-miRNA) transkribe edilmekte ve onciil
miRNA'lara (pre-miRNA) ve olgun miRNA'lara donistiiriilmektedir. Cogu durumda,
miRNA'lar, hedef mRNA'larin 3'UTR'si ile etkilesime girerek ifadeyi baskilamaktadir (Ha ve
ark 2014). Ancak, miRNA'larin 5'UTR, kodlama dizisi ve gen promotdrleri gibi diger bolgelerle
dahil etkilesimi de bildirilmistir (Broughton ve ark 2016). Ayrica, miRNA'larin belirli kosullar
altinda gen ekspresyonunu aktive ettigi gosterilmistir (Vasudevan, 2012). Son g¢aligmalar,
miRNA'larin translasyon hiz1 ve transkripti kontrol etmek i¢in farkl: hiicre i¢i bolmeler arasinda
dolastigini one stirmiistiir (Makarova ve ark 2016). miRNA'lar normal hayvan gelisimi i¢in
kritiktir ve gesitli biyolojik siireclere dahil olurlar (Fu ve ark 2013). miRNA'larin anormal
ekspresyonu, bir¢ok hastalikla iligkilidir (Chakraborty, 2017). Ayrica, miRNA'lar ekstraselliiler
sivilara salgilanmaktadir. Ekstraselliler miRNA'lar, c¢esitli hastaliklar i¢in potansiyel
biyobelirtegler olarak genis capta bildirilmistir. Ayrica, hiicre-hiicre iletisimini saglamak i¢in
sinyal molekiilleri olarak hizmet etmektedir (W. Huang, 2017). miRNA'larin sayis1 ¢ok fazla
ve cesitlidir, ayrica birgok alt tiirii vardir. Bu sebeple giincel arastirmalar, ¢aligmalar ve
makaleler incelenerek kapsamli bir literatiir taramasi gerceklestirilmis ve calismamizda miRNA

22’ye yer verilmistir.

MicroRNA-22 (miRNA 22), yiiksek derecede korunmus bir 22-nt miRNA'dir. insan
hastaliklarindaki ve normal fizyolojideki rolleri ortaya ¢ikmaya yeni baslamaktadir. 20 insan
normal dokularinda (beyin, akciger, karaciger, kalp, bobrek, dalak, diiz kas, mesane, prostat,
testis, over, 6zofagus, serviks, trakea, timus, plasenta, diiz bagirsak, kolon, tiroid ve yag dokusu)
miRNA 22'nin yaygin olarak eksprese edildigi bulunmustur. miRNA 22 ekspresyonunun kalp,
diiz kas, mesane ve yag dokusunda daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Yamakuchi ve ark 2011).
Son zamanlarda, miRNA 22'nin tiimo6r olusumu, epigenetik modifikasyon, embriyonik gelisim,
iskelet metabolizmasi, panik bozukluk ve kardiyomiyosit hipertrofisi gibi bir¢ok aktiviteye

baglandig1r goriilmiistiir. miRNA 22'nin asirt ekspresyonu, ¢esitli insan hastaliklarinda
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belirlenmistir. Bir¢ok calisma miRNA 22°nin ¢esitli insan hastaliklarinin 6nlenmesi ve
tedavisinde potansiyel bir ara¢ olarak kullanilabilecegini agiklamistir (Xiong, 2012). miRNA
22’nin metabolik ve immiin etkilere sahip metabolitler tarafindan indiiklendigi belirtilmistir.
Bunlar retinoik asitler, safra asitleri, vitamin D ve kisa zincirli yag asitleridir (Y. Hu ve ark
2023). miRNA 22'nin biyobelirtecleri olarak kullanilmasi, gelecekteki ilaglarin gelistirilmesi,
belirli biyolojik degisikliklerle bazi hastaliklarla iligkili farkliliklarin agiklanmasi ve bazi
hastaliklarin tanisinda rol oynayabilir. Bu nedenle miRNA 22'nin etkileri, fonksiyonlar1 ve
diger biyolojik faktorlerle iliskisini incelemek ¢ok énemli diisiiniilmiistiir. Bizim ¢alismamizda

vitamin D’nin seviyeleri ylikselirken miRNA 22’nin nasil etkilendigi incelenmistir.

Bir calismada miRNA 22, insan kolon kanseri hiicrelerinde 1,25 (OH).Ds’iin hedefi
oldugunu bulunmustur. Ayrica hiicre proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki inhibitor
etkisinin bir kismindan sorumlu oldugu bulunmustur. miRNA 22’nin, RNA diizeyinde, OGN,
NELL2, HNRPH1, RERE ve NFATS gibi birkag genin 1,25 (OH).Ds tarafindan baskilanmasini
aracilik ettigi bulunmustur. 50 insan kolon kanseri hastasinin 39’unda (%78), tiimordeki
miRNA 22 ekspresyonu, normal dokudan daha diisiik bulunmustur. Dikkat ¢ekici bir sekilde,
miRNA 22, zaman-, doz- ve VDR-bagimlhi bir sekilde 1,25 (OH):D; tarafindan
indiiklenmektedir. miRNA 22, post-transkripsiyonel diizeyde gen ekspresyonunu modiile edici
aktivitesi aracilifiyla 1,25 (OH):Ds’{in yeni bir hedefi olarak belirlenmistir (Alvarez-Diaz ve
ark 2012). Anti-miRNA 22 ekspresyonu, birkac¢ hedef genin RNA seviyelerinin 1,25 (OH).Ds
tarafindan diizenlenmesini ortadan kaldirmaktadir. Onemli olarak, miRNA 22 kolon
timorlerinin yiiksek bir oraninda asagi diizenlenmektedir. miRNA 22’nin ekspresyonu
dogrudan VDR'nin ekspresyonuyla iliskilidir. Birlikte, miRNA 22, 1,25 (OH):Ds'lin bir
hedefidir ve bir¢ok hastaliga kars1 koruyucu etkisini kismen aracilik etmektedir (Erfan ve ark
2022). Son zamanlarda yapilan bir ¢calismada multipl skleroz (MS) hastalarindaki miRNA 22
seviyesi, onemli Olclide azaldigr bulunmustur. Ayrica, miRNA 22 seviyesi ile vitamin D
reseptori VDR seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif korelasyon
bulundugunu gozlemlenmistir (Khedr ve ark 2022). Bizim c¢alismamizda tedavi sonrasi
grubunda miRNA 22 gen ekspresyonu seviyesi, tedavi oncesi grubuna gore kiyasla bir artig
bulundu. O artis istatistiksel olarak incelenirken anlamli bulundu. Ayrica tedavi sonrasi
grubunda miRNA 22 gen ekspresyonu seviyesi kontrol grubuna gére kiyasla artis bulundu. Bu
artis istatistiksel olarak incelenirken anlamli bulundu. Diger taraftan tedavi oncesi grubu
miRNA 22 gen ekspresyonu seviyesi saglikli kisilere gore kiyasla istatistiksel olarak

incelenirken anlamli bulunmadi. Bu nedenle D vitamini diizeylerinin artmasi, miRNA 22
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ekspresyonunun seviyelerini artirdigini - gostermektedir. D vitamini, DNA'nin belirli
bolgeleriyle etkilesime giren D vitamini reseptorleri (VDR) araciligiyla gen ekspresyonunu
etkileyebilmektedir. Bu etkilesimler, miRNA'larin inflamatuar yanit ve metabolizma ile iliskili
genlerin diizenlenmesinde rol oynamasi nedeniyle, miRNA 22 ekspresyonunun artmasina yol
acabilmistir. Bu nedenle D vitamini uygulamasinin hormonal dengeyi iyilestirmeye yonelik
viicudun yanitinin bir faktorii olarak miRNA 22 ekspresyonunu artirabilecegi diisiiniilmektedir.
Bir¢ok arastirmada, D vitamininin anti-inflamatuar etkilere sahip oldugu ve viicudun
inflamasyonu azaltma mekanizmasinin bir pargasi olarak miRNA 22 seviyelerinin artmasina
yol agabilecegi belirtilmektedir. miRNA 22, inflamatuar yanitt diizenlemedeki roli ile
bilinmekte ve artis1 kronik enfeksiyonlar1 azaltmaya yardimci olabilmektedir. Bu nedenle D
vitamini verilmesi, viicudun inflamasyonu iyilestirmeye yonelik yanitini yansitan miRNA 22'de

bir artisa neden olabilmektedir.

Bizim ¢alismamizin tarzinda yapilan bir calismada miRNA’lar incelenmistir.
Baslangicta serum 25-hidroksivitamin D ve miR-532-3p ekspresyonu arasinda pozitif anlaml
bir korelasyon bulunmustur. MiRNA 221'in baslangi¢tan 12 aya kadar olan ekspresyonundaki
degisiklik, D vitamini ve plasebo grubu arasinda da 6nemli 6lgiide farkli bulunmustur. Bu
degisiklik nedeni esas olarak plasebo grubuna atfedilmistir. Bu calismada 6zeti olarak D
vitamini suplementasyonunun plazmadaki miRNA ekspresyon profili tizerindeki 6nemli bir
etkisi goriilmemistir (Jorde ve ark 2012). Boylece D vitamini, tiim miRNA’larina degil, spesifik
olarak etkisini gostermistir. Bizim ¢aligmamizda miRNA 22 ekspresyonunun D vitamini ile
etkilendigi goriilmiistiir. D vitamini, miRNA 22 ekspresyonunun seviyesini yiikselttigi
bulunmustur. D vitamini reseptdrleri (VDR), miRNA'larin diizenlenmesinde rol oynayabilir. D
vitamini, bazi hiicre i¢i sinyal yollarmi aktive etmektedir. Bdylece miRNA 22'in

transkripsiyonunu artirmasinda bir rolii olabilir.

Y. Hu ve arkadaslarinin ¢alismasina gére miRNA 22 seviyeleri, insan ve fare yagl
karacigerlerinde FGF21, FGFR1 ve PGCla ile ters orantili bulunmustur. Bu da hepatik miRNA
22'nin bir metabolik inhibitor olarak hareket ettigini diisiindiirmektedir. miR-22"nin, FGFR1'i
dogrudan hedefleyerek baskiladigi ve ayn1 zamanda PPARa ile PGCla'nin FGF21 promotor
bolgesindeki baglanma motiflerine recruit'ini (baglanmasini) azaltarak FGF21 ekspresyonunu
diisiirdiigii tespit edilmistir. Buna karsilik, bir miRNA 22 inhibitorii, hepatik FGF21 ve FGFR1'i
artirmakta, bu da AMPK ve ERK1/2 aktivasyonuna yol agmaktadir. miRNA 22, FGF21 ve

FGFR1'in metabolik stimiilatorler tarafindan senkron indiiksiyonunu koruyabilmekte ve
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ERK1/2 aktivasyonunu kisitlayabilmektedir (Y. Hu ve ark 2020). Bir¢ok kanit, FGF-23'iin
direkt etkilerle, MAPK kaskad1 araciligiyla paratiroid bezine PTH hormonunun ekspresyonunu
baskiladigini one siirmektedir. FGF-23/Klotho/FGFR1c, ERK1/2 kaskadini indiikler ve FGF-
23/FGFR3,4, kalsineurin/NFAT sinyal yolunu kullandiginda Klotho'dan bagimsizdir; bu da
PTH sentezi ve salgilanmasinin inhibisyonuna yol agmaktadir (Silver ve ark 2010a). Bizim
calismamizda FGF-23’lin serum diizeyinin, D vitamini seviyesinin yiikselmesinden sonra
azaldigini gordiik. Bunun nedeni miRNA 22'min FGFR1'1 direkt olarak hedefleyerek azaltmasi
olabilir. Sonucunda, artan miRNA 22 seviyelerinin FGF-23 ekspresyonunu azaltabilecegini
bulduk. Bu etki, artmig D vitamini ile iligkili olabilir, ¢ilinkii birka¢ arastirmada artmis D
vitamini, miRNA 22 ekspresyonunu artirabilecegini bulmustur; bu da daha diisiik FGF-23
seviyelerine yol agabilmektedir. miRNA 22 ekspresyonunun seviyesinin ylikselmesinin nedeni

daha net ve spesifik olarak agiklanmasi i¢in daha ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

6.1. Sonuc¢

KL geni protein aktivitesinin metabolik yolaklara etkisi ve bunlarla iligkisi
odaklanilmas1 gereken 6nemli genetik ve biyokimyasal faktorlerden biridir. KL geni birkag
metabolik yolaklarin ortak bulusma noktasi sayilmaktadir. Bu yolaklarin hem KL geni ile hem
de birbirleri ile detayl alakalar1 daha bilgili ve net seklinde tam olarak anlagilmasi i¢in ¢ok
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. miRNA’lar da gen ekspresyonunu diizenleyen, ¢ok
hastaliklara baglayan ve dnemli patolojik biyobelirteclerinden biridir. Ayrica fibroblast biiytime
faktorii 23'in rolleri ve diger metabolik faktorler ile iligkisi 6zellikle biyokimya bakimindan

cok onemli oldugu goriilmektedir.

Calismamizin analizi sonucunda, D vitamini eksikligi olan hastalara D vitamini
verildikten sonra klotho geni protein aktivitesi, miRNA 22 gen ekspresyonu, fosfat ve kalsiyum
diizeyleri arttig1 ve FGF-23 diizeyleri azaldigi bulundu. Tedavi sonrasi grubu tedavi 6ncesine
kiyasla tiim incelenen parametrelerde istatistiksel olarak anlamli bulundu. Tedavi grupta
kontrol grubuna gére miRNA 22 gen ekspresyonu arttigin1 ve FGF-23 diizeyleri azaldiginm
goriildii. miRNA 22 gen ekspresyonundaki artis ve FGF-23 diizeylerindeki azalma istatistiksel

olarak anlamli bulundu.

6.2. Oneriler
D vitamininin klotho geni protein aktivitesi, miRNA 22 gen ekspresyonu, Ca ve POa
diizeylerini artirma FGF-23 diizeylerini ise azaltma potansiyeline sahip oldugunu gosterir. Elde
edilen bulgular, bu parametrelerin D vitamini ile birlikte hastalarin klinik degerlendirmesinde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi i¢in bir oneri niteligi tasimaktadir. Bu parametrelerin D
vitamini tedavisiyle normal degerlere ulasma mekanizmalarinin ve aralarindaki etkilesimlerin

daha iyi anlasilmasi i¢in ileri diizey ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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8. EKLER

8.1. EK 1 Etik kurul karari
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