T.C.
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklart Anabilim Dali

Vitamin D eksikligi olan ¢cocuklarda kolekalsiferol
tedavisinin serum FGF-23,
D vitamini baglayici globulin ve
a-klotho diizeylerine etkisi

Dr. ilker TOSUN

Uzmanlik tezi

Tez danismani
Prof. Dr. Zerrin ORBAK

Erzurum
2020



Icindekiler

IGINAEKIIEE <.ttt ettt ettt ettt ettt et eae et e se et eneeteneete s ete st eseseseeseseasenes iii
L0 1= 1N Y
YL 1L T=Y e [ AT o RSP SR vii
R o] (o] ETaNe [ 4] o1 I OO TSP SPTOPPTRTOUSTPI viii
KISAItMAIAr diZiNi...coieeeieeeieeeeee et X
LT T USRI Xi
OZEL oottt sttt ettt ettt bbbttt aens Xii
ADSEIACT .veeeitie ittt ettt st s ettt e et e s e e hb e e s a b e e s be e e sabeeebeeeanteesbeeenn xiv
1. GG VB AMIAG e ittt 1
2. [CT=T =TI o1 =1 =T PP 4
2.1. D VIEAMINT et 4
2.1.1. D vitamini KaynakIlari........cccooeoiiiiiiiiie e 5
2.1.2. D vitamini @milimi....c.cooiiiiiiiinie e 6
2.1.3. D vitamini metabolizmasi........ccocueriuieiiiiiiiieeeeeee e 7
2.1.4. D vitamini ve kalsiyum fosfor metabolizmasi ........cccceevviiiniiiiniiiiniiecniinnns 9
T (€1 £ 101 o[RS 9

2.2, Paratiroid hormon (PTH) ....cooueiii ettt et ea 10
2.3. Fibroblast Blylime Faktori 23 (FGF-23) ve a-KIotho ........ccccvveeeiciiieeeciien. 12

2.3.1. Fgf-23 — Klotho- kemik- bobrek ekseni: Kemik mineralizasyonu ile P ve

vitamin D diizeyleri dUzen|e@nmeSi.....c..cceicciieiiiciiee e 12
2.3.2. FGF-23 sinyallemesinde a-klotho 'nin 6nemi ........cccccoeeevieeeeciieeecciieeeene 14
2.3.3. FGF-23 ve PTH arasindaki iligKi.......cccceerreireiiniiiei e 15
2.3.4. FGF-23’ln fosfat dengesine etkisi......ccccoueeeeeciiiiicciiee e 16

2.4, D Vitamin Baglayicl Protein (DVBP).......ccceevcueeeiiieiieeectiee e eire e et 16
2.5. Normal serum D vitamini diizeyi ve gereksinimi ........cccccceeevviveeiiciieecicnieeen, 18



T R =1 =T o 1= 112 [P 18

2.5.2. D vitamini eksikligi V& dir€NG......ccoevuiiiiiiiiiieiieee e 20
2.5.2.1. D vitamini eksikligi patogenezi ve risk faktorleri........ccooeeeeieiiiiieneennen. 20
2.5.2.1.1.  Perinatal risk faktorleri.......cooviiiniiiiie e 20
. Anne D vitamini €KSiKIZi ........ooeeeuieiiiiiieiee e e 20
. Prematlnite ..o 20
. EMZIFME oo 21
2.5.2.1.2. Dogum sonrasi risk faktorleri......ccccveeiiiiieiiie e, 21
2.5.3. D vitamini eksikligi klinik bulgular..............ccoooiiiirniecc e, 24
2.5.3.1. Biyokimyasal degisikliKIer.........cccoviiiriiiiiiniiiie et 24
2.5.3.2.  iskelet deBiSiKIIKIEri .........ccocverieveeieeeeeceeeceee et 24
2.5.3.3.  NULFSYONEl FIKELS . .ceiviuiiiiieiiee et 25
2.5.3.4.  OStEOMAIAZI.ccueiiiiiiiiiieiie et et s 27
2.5.3.5.  DiBer belirtiler .....oeeeieeee e e 28
25,4, TRUAVI ettt et 29
2.5.4.1.  DOzZaj fOrMIArT.ccc ettt e et 29
2.5.4.2.  StOSS TRUAVISI..cerueirueiriiiieeiienitesie ettt 29
2.5.4.3. Beraberinde kalsiyum takviyesi..........cccceeeeiiieiiiciiiee e 30
GErBE Ve YONTEM e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeenas 31
3.1. 1 O U1 I oY - 1Y TSP 31
3.2. Calismaya dahil edilecek hastalarin belirlenmesi .......ccccceeveeeiriieniecinieene. 31
3.3. Klinik calismanin Kaydi .........uuiiieiii i 31
3.4 Kan drneklerinin alinmasi ve saklanmasi ..........cccoveeriiineniieec e 32
3.5. D vitamin replasmani sonrasi hastalarin degerlendirilmesi.........ccccceeeeunnen.n. 32
3.6. Biyokimyasal parametreler ... 32



SErumM 25(OH)D DUZEYi..uuvreeeeciiieeeeiiieeeecieee et e et e et e e e e stre e e s sraeeeesareeeeenbaeeeas 32

Serum ParathormMon DUZEYi ......eeivcvieiiiiiiiieeciiee ettt esree s e e s saree e 33
Serum Alkalen fosfataz, Kalsiyum, Fosfor, Magnezyum Diizeyleri.........cccccceeuvneen.. 33

3.7. Saklanan serum orneklerinin ¢aliSIMast ....c..eeeivciieeiiciee e 33
(ot 4 [eXd aToXe (¥ 721V 1= o PSPPSRI 33

D vitamin baglayici protein (DVBP).......ccoiciieiicieee ettt 33

[ G . e (4 722V =T PP 34

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi ........cueeeeeciiee et 34
4. 2O T~V =Y USRS 36
4.1. DEMOGIafik VEIIIEN .....cooeeeeeeeee e e 36
5. LI 0 1= N 49
T o o 10 T = PSRt 55
NG YY1 T2 13- 1 PSPPSR 56



Onay

Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Cocuk Saghg1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’nin 05.06.2017 tarih ve 1 karar nolu kiirsii kurulu karariyla — “Vitamin D
eksikligi olan cocuklarda kolekalsiferol tedavisinin serum FGF-23, D vitamini
baglayici globulin ve a-klotho diizeylerine etkisi” adli tez konusunun arastirma
gorevlisi Dr. Ilker TOSUN tarafindan calisilmas1 uygun goriilmiistiir. Segilen konu
incelenmek iizere etik kurula gonderildi. Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu'nun 04.10.2018 tarih ve 6. nolu toplantisinda 6 karar nosu ile ve Dahili Tip
Bilimleri B6liim Bagkanligi’nin 27.09.2018 tarih ve 4 nolu oturumunda 29 karar nosu

ile onaylandi ve karar Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na iletildi.

Vi



Sekiller dizini

Sekil 1. D vitamini metabolizmasi (35, 36) ....ceeveeeiieeeiieciee et 5
Sekil 2 D vitamini metabolizZmasi (43, 44) .....ooocee e 6
Sekil 3. PTH etki mekanizmasi (66)(78) .....cccvueeeeeiiieeeeciieeeeecieee e ectee e ecree e eire e e saaeeeeenes 11
Sekil 4. FGF23 — a Klotho — FGFR1c kompleks olusumu (91) .....cccevecveevvieeciereiiee e 13
Sekil 5. D vitamini eksikligi neden ve sonuglart (43) ....c.ooovoiee e 21
Sekil 6. D vitamini eksikligine bagli rasitizmli bir cocukta bilegi degisiklikleri (5)............ 26
Sekil 7. Riketste degisen derecelerde radyografik degisiklikler (36) .......cccccovveeercieeennnns 26
Sekil 8. Riketsli bir cocuga ait el bilek AP grafisi......cccccoveiiriiiieiiiiiie e 27
Sekil 9. RASItik FOZAri (36)..ccccuuieeieiiiee ettt ete e e et e e e te e e e eare e e e sareeaeeanes 27
Sekil 10. Riketsli bir cocukta O bacak deformitesi.......cccceeiveieeiiiciieeiiciiie e 28
Sekil 11. D vitamini diizeylerinin dagilimi.......cccoociieiieiiii e 38
Sekil 12. Poliklinik basvuru sikayetlerinin dagilimi.........cccoociieiiiiiiee e 38
Sekil 13. Bagvuru aylarina ait dagilim ......cooocviiiiiiiiie e 39

vii



Tablolar dizini

Tablo 1.D vitamini éncillerinin ve metabolitlerinin terminolojisi (43) .....ccceevveevveeecinenns 7
Tablo 2. Normal serum Ca degerleri (74) ..ottt 10

Tablo 3. Serbest (biyoaktif) 25 (OH)D dizeyini hesaplamada kullanilan formal (126)..17

Tablo 4. D vitamin diizeylerine gére tanimlamalar (5) ......cccceevereiieeecee e 19
Tablo 5. 12 ay Ustlinde ¢ocuklarda alinmasi 6nerilen giinliik Ca miktari (2, 5)............... 19
Tablo 6. Rasitizmi 6nelemek i¢in dnerilen giinliik D vitamini dozu (2)......ccceeeeeeveveennnnn. 19
Tablo 7. Riketste Biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler (5)......cccceeeveeeecvieeennnenn. 25
Tablo 8. Riketsin tedavisi i¢in 6nerilen D vitamini dozlari(2, 5).....cccceeevevevvveescieeecieennenn. 30
Tablo 9. Verilere ait Normalite tesleri.........oouieiiiiiiiieee e 35
Tablo 10. Antropometrik OZeIIKIEr .........coveuiivieeiieiieeeeeeeeeeeee ettt eeeas 36
Tablo 11. Sosyodemografik OZelliKIEr ...........ooecuviiieeiiieeeee e e e 37
Tablo 12. Tedavi 6ncesi biyokimyasal tetkikler ..o, 39
Tablo 13. Kolekalsiferol tedavisi sonrasi alinan biyokimyasal tetkikler............cc.cc......... 40

Tablo 14. Kolekalsiferol tedavisi 6ncesi ve sonrasi Ca, P, Mg ve D vitamini dlizeylerinin

L1 T AT ] 5 T PSPPSR 41

Tablo 15. Kolekalsiferol Tedavisi Oncesi Ve Sonrasi PTH, Klotho, FGF-23, ALP ve DVBP

diizeylerinin KarsilastifimMast ... et e e e e earae e e e eaaeeas 42

Tablo 16. Tedavi 6ncesi Ca dlizeylerine gére P, Mg ve D vitamini verilerin karsilastiriimasi

Tablo 17. Tedavi 6ncesi Ca Dizeylerine Goére ALP, PTH, Klotho, FGF-23 Ve DVBP

sonUEIarinIN Karsilagtirilmasi........ccicciee i e e e e et e et e e e 43

Tablo 18. Tedavi 6ncesi D vitamin proflaksisi alma durumuna gére Ca, P, Mg ve D

(VL1 = Ta a1 a1 (672N =Y o P UPPRRN 43

Tablo 19. tedavi 6ncesi D vitamini alma durumuna goére ALP, PTH, Klotho, FGF-23 ve

DVBP diizeylerinin Karsiastirlmas!........cceee e eecciiiieee et e e e e e e e e e eeanenes 44

Tablo 20. FGF23, KLotho ve PTH arasinda yapilan korelasyon analizine ait veriler ........ 45

viii



Tablo 21.Tedavi 6ncesi Klotho ve PTH diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi..............
Tablo 22. Tedavi 6ncesi FGF-23 ve PTH diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi ...........

Tablo 23. Tedavi 6ncesi FGF-23 ve Klotho diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi .......



Kisaltmalar dizini

{025 (0] ) 7 o TR 1,25 hidroksi D vitamini
DNy 1R (0] | 1 PSS 24,25-Dihidroksikolekalsiferol
D21 (@] ) 0 USSR 25-Hidroksi D Vitamin
ABD .. e s s s s Amerika Birlesik Devletleri
APttt st h e b et eae e b b e e R e e resanesanenreenee Alkaline fosfataz
BIMIL et e Body mass index- Vucut kitle indeksi
6 TP PP P UPTP PRI Kalsiyum
(07 1] 2 SRR Kalsiyum Algilayici Reseptér
03 o PP santimetre
ElISAL. ..ovvv oo T iicniianinieann s I T e Enzyme Linked Immunosorbent Assay
e . T 12, Fibroblast Growth Factor 23
HiV...... 0 SR T R insan immiin Yetmezlik Viriist
HVDRR ..ot st s Kalitsal D vitamini direngli rasitizm
| PO .. SO . SOOI .. A . .......cR RO ... T TOTT R Potasyum
(] TS SRR Kronik bébrek hastaligi
Kg...... - A ... A A T Kilogram
KIMID ..ttt ettt et e e e sttt et e e e s et a e e e e e e e e s braeeeeeesearnreee Kemik mineral dansitesi
1Y = PP PSP PP UPPPPPTPPPRN Magnezyum, Magnezyum
MR A L s e s e s e s e s e e e s e e e e e s e s e e e e e anaeanananananannn Mesajci RNA, Mesajci RNA
1V 1SRRI Sodyum
N PSSP PPPPPPNE Nutrisyonel Rikets
P e et e eeeiteeeeeet—eeeee——eeeaiteeeeaatteeeaattaeeaataeeeaattaeeaatbeaeaataeeeabaaeeatteeeaanraeeeanraes Fosfor
PP PPPPUPPPRNE Pikogram
I 1, Parathormon
0 1Ol ISP SRR Kantitatif bilgisayarli tomografi
RIN A . e aanaaaaanan Ribo Niikleik asit, Ribo Niikleik asit
R R ettt ettt e e e s et e e e s e s rr et e e e s e a b araeeeeeennabaraaaeens Retinoik asit x reseptér
Y S Glnesten Koruma Faktori
L PR SUT Ultraviyole
VDBP ... ettt ettt e e et e e e —e e e s re e e e s taeeeantteesanaeeeeanraeeeanns Vitamin D Baglayici Protein
RY 2 PP PUPPN Vitamin D reseptérii
(o B o1 Vo TSP PURT Alfa Klotho



Tesekkiir

Atatiirk Universitesi T1ip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
dali’nda gegirdigim uzmanlik egitimim boyunca sadece mesleki egitim degil biitin
sorunlarimizda yanimizda olan, basta tezimin her asamasinda yardimlarini
esirgemeyen tez danismanim Ve anabilim baskanimiz Prof. Dr. Zerrin ORBAK

olmak tizere biitiin hocalarima,

Tip fakiiltesine basladigim yildan itibaren meslek hayatim boyunca iizerimde

emegi olan beraber ¢alisma firsat1 buldugum biitiin mesai arkadaslarima,

Tez donemimde bana yardim eden biitiin asistan arkadaslarima, yine
desteklerini esirgemeyen Dog¢.Dr. Nurinnisa OZTURK basta olmak iizere tiim
laboratuvar ekibine, Prof. Dr. Naci CEVIZ ve Uzm. Dr. Turgay ARAS’a,

Hayatimin hicbir doneminde beni yalniz birakmayan, desteklerini ve
sevgilerini esirgemeyen Babam Sebahattin TOSUN’a, Annem Fatma TOSUN’a,

kardeslerim Taner, Esra, Zehra ve Soner’e,

Esim Biisra TOSUN’a, kizlarim Elif Eyliil ve Bilge Yagmur’a hayatima
girdikleri glinden itibaren bana olan desteklerinden ve sabirlarindan dolay: tesekkiir

ederim.

Dr. ilker TOSUN

Xi



Ozet

Vitamin D eksikligi olan cocuklarda kolekalsiferol
tedavisinin serum FGF-23, D vitamini baglayici globulin ve a-klotho

diizeylerine etkisi

Giris ve amag: Vitamin D kalsiyum-fosfor metabolizmasinin diizenlenmesi
ve kemik mineralizasyonunda 6nemli gorevleri olan yagda eriyen bir vitamindir.
Eksikliginde osteomalazi ve rikets olugsmasinin yanisira kronik hastalik ile de iliskili
oldugu, bazi kanserlerde etiyolojik rol oynadigini gosterilmistir. FGF-23 bobreklerde
Fosfor atilimini inhibe ederek etkisini gosteren bir hormondur ve FGF23 tarafindan

fosfat homeostazinin sistemik olarak diizenlenmesi, membran proteini

Klothonun aktivitesine baglidir. DVBP D vitaminine baglayarak yarilanma
Omriinii uzatan ve biyoaktif serbest vitamin hipotezine gore aktif vitamin diizeyine
etki eder. Bu ¢aligmada vitamin D yetersizligi ve eksikliginde 1,25(OH) Vitamin D,
Vitamin D Baglayic1 Protein, FGF-23 ve a-Klotho diizeylerinin ve Kolekalsiferol
tedavisiyle bu parametrelerin nasil degistiginin arastirilmast ve Vitamin D

metabolizmasina 1sik tutulmasi amacglandi.

Yontem: Calisma kapsamina Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi genel
pediatri klinigine bagvuran riketsli olgular alindi. Bagvuru ve tedavi sonrasi alinan
kan orneklerinde D vitamini, parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor (P),
magnezyum (Mg), alkalenfosfataz (ALP), Fibroblast Biiyiime Faktorii 23 (FGF-23),
a Klotho, D vitamin baglayic1 protein (DVBP) diizeylerine bakildi. Es zamanl
sosyodemografik veriler, D vitamini alma Oykiisii ve D vitamini diizeylerine gore

gruplar olusturuldu. Baslangig verileri ile tedavi sonrasi1 verileri karsilagtirildi.

Bulgular: Calismamiza 2 yas alt1 16 bebek alindi. Yas ortalamasi 8,57 £6,16
ay idi. Calismamizdaki hastalarimizin % 68,8’1 (11) diizenli D vitamini takviyesi
almazken %31,3’i (5) D vitamini almaktaydi. Hastalarimizin 2 tanesi %13) ise
hipokalsemik nobet gegirme sikayetiyle poliklinigimize bagvurmustu. Vakalarimiz
basvuru Ca degerlerine gore Ca <8,5 mg/dl (Ca diisiik) ve Ca >8,5 mg/dl (Ca Normal)
olacak sekilde hastalar 2 gruba ayrildi. Buna gore bagvuru tetkik sonuglari ile yapilan

degerlendirmede Ca diisiik grupta Mg ortalamasi 1,95 mg/dl, Ca yiiksek grupta 2,18
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mg/dl olarak izlendi. Aradaki fark anlamli idi(P=0,07). Ca diisiik grup D vitamini
ortalamasi 5,17 iken Ca normal grupta 8,49 olarak izlendi. Fark anlamli idi(p=0,08).
Kolekalsiferol tedavisi sonras1 Ca(p=0,001), P(p=0,009), D vitamini(p<0,01), FGF-
23(p=0,04), PTH(p<0,01) ve ALP(p<0,01) diizeylerinde istatisksel olarak anlamli
degisiklik izlendi.

Sonug: Kolekalsiferol tedavisi ile serum Ca, P, ALP ve PTH diizeylerinin
normal diizeylere geldigi gortldi. Riketsli olgularda hem FGF-23 hem de klotho
diizeyleri yiiksek olup tedavi ile azalmaktadir. FGF-23 sadece fosfor
metabolizmasinin diizenlenmesinde degil ayn1 zamanda PTH metabolizmasinin da

diizenlenmesinde 6nemli roller almaktadir.

Anahtar Kelimeler: Rikets, Vitamin D baglayici protein, Klotho, FGF-23
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Abstract

Effect of cholecalciferol treatment on serum FGF-23, vitamin D-binding

globulin and a-klotho levels in children with vitamin D deficiency

Introduction and Aim: Vitamin D is a fat-soluble vitamin with important
functions in the regulation of calcium-phosphorus metabolism and bone
mineralization. In its deficiency, it has been shown that it is associated with chronic
disease as well as osteomalacia and rickets, and plays an etiological role in some
cancers. FGF-23 is a hormone that works by inhibiting Phosphorus reabsorption in
kidneys, and systematic regulation of phosphate homeostasis by FGF23 depends on
the activity of the membrane protein Klotho. It affects the active vitamin level
according to the bioactive free vitamin hypothesis, which binds DVBP to vitamin D
and prolongs its half-life. In this study, it was aimed to investigate 1.25 (OH) Vitamin
D, Vitamin D Binding Protein, FGF-23 and [I-Klotho levels and how these
parameters changed with the treatment of cholecalciferol and to shed light on Vitamin

D metabolism in vitamin D deficiency and deficiency.

Method: Patients with rickets who applied to the general pediatrics clinic of
Atatiirk University Faculty of Medicine were included in the study. Vitamin D,
parathormone (PTH), calcium (Ca), phosphorus (P), magnesium (Mg),
alkalenphosphatase (ALP), Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23), a Klotho, vitamin
D in blood samples taken at application and after treatment binding protein (DVBP)
levels were examined. Groups were formed according to simultaneous socio-
demographic data, history of taking vitamin D and vitamin D levels. Initial data and

post-treatment data were compared.

Results: 16 children under the age of 2 were included in the study. The
average age was 8.57 = 6.16 months. While 68.8% (11) of our patients in our study
did not take regular vitamin D supplements, 31.3% (5) were taking vitamin D
supplements. Two of our patients (13%) applied to our outpatient clinic with the
complaint of hypocalcemic seizures. Our cases were divided into two groups as Ca
<8.5 mg / dl (Ca low) and Ca >8.5 mg / dl (Ca Normal) according to reference Ca
values. Accordingly, in the evaluation made with the results of the application

examination, the mean of Mg in the low group of Cawas 1.95 and 2.18 mg / dl in the
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high group of Ca. The difference was significant (P=0.07). While the mean Ca low
vitamin D was 5.17, Ca was observed as 8.49 in the normal group. The difference
was significant (p=0.08). After cholecalciferol treatment, Ca (p=0.001), P (p=0.009),
vitamin D (p<0,001), FGF-23 (p=0.04), PTH (p<0,001) and ALP (p<0,001) levels

statistically significant changes were observed.

Conclusion: Serum Ca, P, ALP and PTH levels reached normal levels with
cholecalciferol treatment. In patients with Rikets, both FGF-23 and klotho levels are
high and decrease with treatment. FGF-23 plays an important role not only in the

regulation of phosphorus metabolism, but also in the regulation of PTH metabolism.

Keywords: Rickets, Vitamin D binding protein, Klotho, FGF-23
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1. Giris ve amag
D vitamini; yagda eriyen vitaminlerden biri olup endojen olarak da uygun

biyolojik ortamda viicut tarafindan sentezlenebildikleri i¢in hormon ve hormon
onciileri sterol olarak da adlandirilirlar. En 6nemli etkisi kemik mineralizasyonu ve
kalsiyum, fosfor metabolizmasi tizerinedir(1). 25(OH)D diizeyi 12 ng/ml’den diisiik
ise D vitamini eksikligi, 12 ile 20ng/ml arasinda ise D vitamini yetersizligi olarak
kabul edilmektedir(2). D vitamini eksikligi eriskinlerde osteomalaziye ¢ocuklarda

rikets ve osteomalaziye neden olur.(3-6)

Ciltte yapilan veya diyetle aliman ve biyolojik olarak aktif olmayan
kolekalsiferol, once karacigerde 25-Hidroksilaz enzimi ile 25 Hidroksi vitamin D’ye
[25(OH)D], sonrasinda da bobreklerde 1-Alfa Hidroksilaz enzimi ile biyolojik olarak
aktif form olan ve Kalsitriol olarak da adlandirilan 1,25 dihidroksi vitamin D’ye
(1,25(0OH)2D) doniismektedir. D vitamini sentezinde anahtar enzim olan 1 Alfa
hidroksilaz enziminin aktivitesinde parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor (P) ve
Fibroblast Growth Faktdr 23 (FGF-23) rol oynamaktadir. Ince barsak, bobrek ve
diger dokularda bulunan vitamin D reseptorleri iizerinden etkisini gosteren
1,25(0OH)2D, kan kalsiyum diizeyini ince barsaktan kalsiyum emilimini arttirarak ve

bobreklerden de kalsiyum reabsorbsiyonunu artirarak saglar(7).

Vitamin D, “Vitamin D Baglayict Protein” (VDBP)’e baglanarak tasinir.
VDBP alfa globiilin yapisinda olup karacigerde sentezlenir ve total 25(OH)D’nin
%85-90’1na baglanir(8). D vitamininin %10-15"i albumine baglidir ve %]1’den azi
serbest formdadir (9, 10). Vitamin D’in VDBP’¢ bagl formu hiicreler {izerine etki
edemez. Dolayisiyla Vitamin D etkisidolasimdaki serbest formla iliskilidir(11, 12).
Biyoaktif vitamin D, dolasimdaki VDBP’e baglanmamig durumdaki serbest vitamin
D olarak tarif edilebilir(13, 14). Siyah ve beyaz tenli Amerika’lilarda vitamin D ve
VDBP diizeylerini arastiran bir ¢aligmada siyahi Amerika’lilarda vitamin D diizeyi
ile beraber VDBP diizeyleri de diisiik saptanmasina ragmen biyoaktif formu beyaz
itk ile benzer diizeyde saptanmistir(15). Baska bir calismada Kronik bobrek
yetmezligi nedeniyle hemodiyalize giren hastalarda, biyoaktif 25(OH)D diizeyinin
kemik mineral dansitometrisi ve parathormon ve kalsiyum gibi parametrelere

etkisinin 25(OH)D diizeyine gore daha dogru bir iliski gosterdigi saptanmistir (16).



Klotho geni osteoblastlar, osteositler, paratiroid bezleri, bobrekler, endotel
hiicreleri, timus, lenf bezleri, ventro-lateraltalamik g¢ekirdekler gibi bir¢ok dokuda
bulunur ve vitamin D ve mineral metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynar(17,
18). Klotho gen ekpresyonu diyetle fosfor alimmnin artmasina bagli olarak artar(19).
Klotho distal tubulde endositozu engelleyerek ve fosfor/kalsiyum kanallarini bloke
ederek, kalsiyum geri emiliminin artmasina, fosfor geri emiliminin azalmasiyla
fosfatiiriye neden olur (20). Klotho, aslinda osteosit/osteoblastlardan salgilanan bir
peptid hormon olup hiperfosfatemi ve vitamin D uygulamalarina cevap olarak
sentezlenen Fibroblast Growth Factor 23’iin (FGF-23) sinyal mekanizmasinda rol

oynayan bir kofaktordiir(21).

Fosfatiirik bir hormon olan FGF-23, osteositler tarafindan mineralize kemikte
tretilir. FGF-23, bobrekteki sodium-fosfor tasiyicilarinin ekspresyonunu azaltarak
idrar ile fosfor atilimini saglar (22). ilaveten 1a-hidroksilaz enzimini inhibe eder, 24-
hidroksilazi aktive eder. Boylece dolagimdaki 1,25(OH)2D vitamini diizeyi azalir.
Klotho FGF23 igin énemli bir koreseptordiir(21). Fgf-23’{in fazlalig1 hipofosfatemik
rikets neden olurken, fgf-23 eksikliginde hiperfosfatemi ve timoral kalsinozis ile

sonuglanir(23).

FGF-23 ekspresyonu, vitamin D, PTH ve fosfat tarafindan regiile edilir.
Diyetteki fosforun artist FGF-23"1i stimiile eder, ancak alfa hidroksilazi inhibe ederek
1,25(0OH)2D diizeyini azaltir. Yiksek 1,25(0OH)2D vitamini dogrudan FGF23
diizeyini artirir(24). Primer hiperparatiroidi, McCune-Albright sendromu, Jansen
hastalig1r gibi bazi hastaliklarda yiikselten PTH’nun dogrudan kemikten FGF23

salinimini artirdigi diisiiniilmektedir(25).

Gilinlimiizde Vitamin D diizeyini degerlendirmek i¢in serum 25(OH)D
diizeyleri 6l¢iilmektedir. Serum 25(OH)D diizeyi 12 ng/ml’nin altindaki degerler
eksiklik, 20 ng/ml’nin altindaki degerler yetersizlik olarak tanimlanmaktadir(26, 27).
Iskelet sisteminin saglig i¢in gerekli optimum serum 25(OH)D diizeyi tartigmali
olmasma ragmen serum parathormon diizeyinin, 25(OH)D diizeyi 30 ng/ml’nin

altinda yiikselmeye basladigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur.

Bu ¢alismada vitamin D yetersizligi ve eksikliginde 1,25(OH) Vitamin D,
Vitamin D Baglayic1 Protein, FGF-23 ve a-Klotho diizeylerinin ve Kolekalsiferol



tedavisiyle bu parametrelerin nasil degistiginin arastirilmast ve Vitamin D

metabolizmasina 1s1k tutulmasi amaclandi



2. Genel bilgiler

2.1. D vitamini
D vitamini; endojen olarak uygun biyolojik ortamda sentezlenebildigi igin

hormon ve hormon onciilii bir sterol olarak da degerlendirilmektedir. Vitamin D
kalsiyum-fosfor metabolizmasinin diizenlenmesi ve kemik mineralizasyonunda
onemli gorevleri olan , yagda eriyen vitaminler arasinda gosterilen bir bilesiktir (28).
Eksikliginde ¢ocuklarda rikets, osteomalazi olusturdugu bilinen D vitamininin kemik
metabolizmasinda oynadigi rollere ek olarak son yillarda yapilan galismalarda;
otoimmiinite, glukoz intoleransi, Tip 1 ve Tip 2 diyabet gelisimi, malignite,
enfeksiyoz ve kalp damar hastaliklariyla da iligkili oldugu gosterilmistir(4, 29). D
vitamini ¢ok az gidada dogal olarak bulundugundan (yagli balik karacigerleri
istisnadir), ciltteki sentezi vitaminin ana dogal kaynagidir. Diyet veya cilt yoluyla
sentezden elde edilen D vitamini biyolojik olarak aktif degildir ve aktif metabolitlere
enzimatik olarak doniismesi gerekir (Sekil 1). D vitamini karacigerde enzimatik
olarak 25-hidroksivitamin D'ye (25(OH)d), daha sonra bobrekte 1,25-dihidroksi
vitamin D vitamininin aktif formuna doniistiiriiliir(30). D vitamini onciillerinin ve

metabolitlerinin terminolojisisi Tablo 1’de verildi.

D vitaminin Kkalsitriole metabolik aktivasyonu ve kalsiyum ve fosfat

hemostazi lizerindeki etkileri. Sonug, serum kalsiyum ve fosfor diizeylerinde artistir.

Agir D vitamini eksikligine bagli rasitizm (¢ocuklarda) ve osteomalazi
(cocuklarda ve yetiskinlerde), yetersiz giinese maruz kalma ve malabsorpsiyon
sendromlar diginda artik nadirdir. Diisiik serum 25(OH)D ile belirlenen subklinik D
vitamini eksikligi ¢ok daha yaygindir.

D vitamini, dort halkali kolesterol omurgasina sahip bir grup lipid ¢6ziiniir
bilesiktir(31). 25-hidroksivitamin D (25(OH)D), D vitamininin dolasimdaki ana
seklidir. iki ila ii¢ haftalik bir yarilanma &mriine sahiptir (32). Kemik ve bagirsakta
aktiviteye sahiptir, ancak bu aktivite vitamin D'nin en aktif formu olan 1,25-
dihidroksivitamin D'in ancak % 1’i kadardir. Yarilanma 6mrii yaklasik 4 - 6 saat olan
1,25-dihidroksivitamin D, hedef dokulardaki hiicre igi reseptorlere baglanir ve gen
transkripsiyonunu diizenler(33). Sadece ¢ekirdekli hiicrelerde ekspre olan D vitamini
reseptori (VDR) ile islev goriir. VDR steroid hormon reseptdriiniin bir tiyesidir ve

retinoik asit ve tiroid hormon reseptorleri ile yakindan iliskilidir(34). En 6nemli



biyolojik etkisi, barsak mukozasi farklilasmasini ve kalsiyumun barsaktan emilimini
uyarmaktir. Diger etkiler arasinda barsak fosfat emiliminin daha az uyarilmasi,
paratiroid bezinden paratiroid hormonunun (PTH) saliniminin dogrudan bastirilmast,
osteoblast fonksiyonunun diizenlenmesi ve PTH kaynakli osteoklast aktivasyonuna
ve kemik rezorpsiyonuna izin verilmesi sayilabilir D vitamini metabolizmasi Sekil

2’de Ozetlendi.
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D vitamininin kalsitriole metabolik aktivasyonu ve kalsiyum ve fosfat
homeostaz tlizerindeki etkileri.
Sonug, serum kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarinda bir artigtir.

Sekil 1. D vitamini metabolizmasi (35, 36)

2.1.1. D vitamini kaynaklari

Dogal D vitamini igeren ¢ok az gida oldugundan D vitaminin ana dogal
kaynagi cilt yoluyla sentezlenmesidir. Previtamin D3, giinesten gelen ultraviyole
(UV) 1ginlarina maruz kalma sirasinda 7-dehidrokolesterolden deride nonenzimatik
olarak sentezlenir. Previtamin D3, yeniden diizenlemeye ugrar ve D3 vitamini
(kolekalsiferol) olusur (Sekil 1). Bu sentez son derece etkilidir ve kollarin ve yiiziin
giinese kisa siireli maruziyetinin giinde 200 U oral D vitamini alinmasina esdeger
senteze neden olmaktadir (37). Yeterli D vitamini sentezi igin etkili giines 15181
bireysel cilt tipine, mevsime, bulununan enlemin ve giiniin saatine gore

degisebilmektedir (38, 39). Cildin giines 1s181na uzun siire maruz kalmasi, previtamin



D3 ve D3 vitamininin inaktif metabolitlere donlismesinden dolay1 toksik miktarda
D3 vitamini sentezlenesine yol agmaz (40, 41). Buna ek olarak, giines 15181 deride D3

vitamini iiretimini azaltan melanin iiretimini de indiikler.(42)

_— Vitamin D2 ve D3 besinsel kaynaklan
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Sekil 2 D vitamini metabolizmasi (43, 44)

2.1.2. D vitamini emilimi

Kolekalsiferol (D3 vitamini- hayvansal) ve ergokalsiferol (D2 vitamini-
bitkisel) olmak iizere iki temel kaynagi olan D vitamini ince barsaklarin proksimal
kismindan emilerek kandaki D vitamini baglayici protein (DVBP) tarafindan
karacigere tasinir(45). Dolayisiyla bu emilimi bozacak, Crohn hastaligi, Colyak
hastalig1, pankreas yetmezligi, kisa bagirsak sendromu, kistik fibroz, ve kolestaz
yapan karaciger hastaligi gibi yag malabsorpsiyonu ile iligkili hastaliklar, diisiik
serum 25-hidroksivitamin D diizeyleri ile iliskilidir.(46, 47) D vitamini onciillerinin

ve metabolitlerine ait terminoloji tablo 1°de verildi.



Isim Klinik isim Kisaltma Aciklama

7- Provitamin D3 7DHK Hiicre zarinda lipit
dehidrokolesterol

Kolekalsiferol Previtamin D3 CcC Diyetle ya da deride
fotosentez ile olusur
Ergokalsiferol Previtamin D2 EC Diyetle saglanir. vitamin D
prekiirsoridiir
Kalsidiol 25 hidroksi 25(0OH)D Vitamin D diizeyinin en iyi
vitamin D gostergesi
Kalsitriol 1,25 dihidroksi 1,25(0H)2D  Vitamin D’nin aktif formu
vitamin D

Tablo 1.D vitamini dnciillerinin ve metabolitlerinin terminolojisi (43)

2.1.3. D vitamini metabolizmasi
Diyetle alinan veya cilt yoluyla sentezden elde edilen D vitamini biyolojik
olarak aktif olmadigindan karaciger ve bobrekte enzimatik islemlerle aktif

metabolitlere doniisiir(36).

Diyet ile alinan D vitamini, D vitamini baglayici proteine bagli olarak
silomikronlar ve lipoproteinler ile birlikte endojen olarak sentezlenen D3 vitamininin
metabolize edildigi karacigere gider(48, 49). Hepatik bir enzim olan 25-hidroksilaz,
D vitamini molekiiliiniin 25 pozisyonuna bir hidroksil grubu yerlestirir ve 25-
hidroksivitamin D (25(OH)D, kalsidiol) olusturur (Sekil 1). 25-hidroksivitamin D2,
D vitamini baglayici protein i¢in 25-hidroksivitamin D3'ten daha diisiik bir afiniteye
sahiptir. Bu nedenle, 25-hidroksivitamin D2, 25-hidroksivitamin D3'ten daha kisa bir
yar1 6mre sahiptir(50).

Karaciger tarafindan sentezlenen 25-hidroksivitamin D2 ve D3 yine D
vitamini baglayici proteine baglanarak dolagima girer ve bobrege gider. D vitamini
ile tiim metabolitlerini baglayan tek bir baglanma alanina sahip olan D vitamini
baglayici proteinin, biitlin dolasimdaki baglanma alanlarinin sadece % 3-5'1 isgal
edilir; bu nedenle, nefrotik sendromda oldugu gibi idrarda biiyiik miktarlarda protein
kaybolmadig: siirece DVBP D vitamini metabolizmasinda hiz sinirlayict degildir
(51). Renal tiibiilde, filtrelenmis 25(OH)D-DVBP kompleksinin hiicrelere girisi,

reseptor aracili endositoz ile kolaylastirilir(52). Bu siiregte ardisik olarak ¢alisan en



az iki protein yer alir: Cubilin ve Megalin(52, 53). Renal proksimal tiibiilde gosterilen
Cubilin ve Megalin, ismi verilen bu reseptor proteinlerinden birinin eksikligi, idrarda
25(0OH)D atiliminin artmasina ve en azindan deneysel modellerde 1,25-

dihidroksivitamin D eksikligi ve kemik hastaligina neden olur (52, 54).

Tiibiiler hiicre i¢inde, 25 (OH)D DVBP’den ayrilir. Renal tiibiiler hiicreler 25
(OH)D ‘i, D vitaminin en aktif formu olan 1,25-dihydroksi vitamin D’e ya da inaktif
metabolit olan 24,25 (OH)D‘e doniistiirebilecek 1 alfa hidroksilaz (CYP27B1) ve 24
alfa hidroksilaz (CYP24) iki enzim igerir (55, 56). Her iki enzim de p450 sisteminin
tiyeleridir(57). D vitamini eksikligi olan hayvanlardaki ¢aligmalar, proksimal tiibiiliin
D vitamini sentezinin 6nemli yeri oldugunu gostermektedir. Buna karsilik, normal
insan bobregindeki ¢alismalar, D vitamini diizeyi yeterli iken 1-alfa-hidroksilaz

ekspresyonunun daha ¢ok distal nefronlarda oldugunu gostermektedir(56)

1-alfa-hidroksilaz enzimi, gastrointestinal sistem, deri, vaskiiler, meme epitel
hiicreleri, osteoblastlar ve osteoklastlar da dahil olmak iizere ekstrarenal bolgelerde
de bulunur (58, 59). Sarkoidoz gibi graniilomatéz hastaliklart olan hastalarda
hiperkalsemi ve hiperkalsitiri, artmis 1,25-dihidroksivitamin D'nin ekstrarenal
sentezinin en yaygin goriilen belirtileridir. Bu ortamda, aktive makrofajlar vasitasiyla
1,25(OH)D'den  25-dihidroksivitamin  D'min  ekstrarenal {iretimi paratiroid

hormonundan (PTH) bagimsiz olarak akciger ve lenf diigiimlerinde goriiliir(60).

Bobrek 1 alfa hidroksilaz aktivitesi cesitli faktorler tarafindan diizenlenir.
Cogunlukla plazma kalsiyum konsantrasyonundaki bir diislis nedeniyle artan PTH
sekresyonu ve hipofosfatemi, enzimi uyararak 1,25 dihidroksi vitamin D tiretimini
arttirrr (61). 1,25-dihidroksi vitamin D, sirayla, 1,25-dihidroksi vitamin D {iretiminin
negatif geri feedback diizenlemesini saglayarak, PTH sentezini ve salgilanmasini
inhibe eder. 1,25-dihidroksi vitamin D sentezi, hiicre yiizeyindeki D vitamini
reseptorleri (VDRS) tarafindan da diizenlenebilir; bu reseptorlerin down regiilasyonu,

D vitamini aktivasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynayabilir (62).

FGF-23, renal proksimal tiibiildeki 1-alfa-hidroksilaz aktivitesini sinirlayarak
ve ayni anda 24-alfa-hidroksilaz ekspresyonunu ve 24,25-dihidroksivitamin D
(inaktif bir metabolit) iiretimini artirarak 1,25-dihidroksivitamin D'nin bobrek

tiretimini inhibe eder (63). 1,25-dihidroksivitamin D, fosfatiirik bir hormon olan



FGF-23"i uyarir ve bir feed back dongiisii olusturur. Deneysel veriler, FGF-23'iin
fosfatin renal reabsorpsiyonunu azalttigini ve boylece fosfat homeostazini koruyarak
1,25-dihidroksivitamin D tarafindan indiiklenen artmis gastrointestinal fosfat geri

emilimini dengeledigini gostermektedir (64).

1,25 dihidroksivitamin D ve 25 (OH)D , kismen 24-hidroksilaz tarafindan
hidroksilasyon ile indirgenirler(49, 65). 24-hidroksilaz geninin aktivitesi 1,25-
dihidroksivitamin D ile artar ve D vitamini inaktivasyonu uyarilirken, PTH ile azalir,

boylece aktif D vitamini olusumu artar(65).

2.1.4. D vitamini ve kalsiyum fosfor metabolizmasi

D vitamini olmadan diyetteki kalsiyumun sadece %10-15 i, fosforun ise %60
kadar1 absorbe edilebilir (34, 66). 1,25 (OH) 2D barsaktan kalsiyum emilimini VDR
-RXR (D vitamini reseptor ve retinoik asit x reseptor) ile etkilesim gosterip epitelyal
kalsiyum kanalini agarak ve kalsiyum baglayici protein iireterek kalsiyum emilimini
%]15'den %40'lara kadar ¢ikarabilmektedir (7). D vitamini ayrica PTH diizeylerini
diizenleyerek indirek yolla kalsiyum ve fosfor emilimini etkiler (7, 67). PTH sentezi
paratroid bezlerinde bulunan CYP27B1 enzimi sayesinde lokal olarak iiretilen 1,25
(OH) 2D ile tek basina inhibe edebildigi gibi, 25 (OH) D de ayni1 anda D vitamini
reseptorii (VDR ) ile etkileserek PTH sentezini dogrudan inhibe edebilir (68, 69). D
vitamini eksikligi serum iyonize kalsiyumun disiikligine ve PTH diizeylerinin
artmasina neden olur. Bunun aksine, daha yiiksek 25 (OH) D diizeyleri ise serum
kalsiyum seviyesinin yiikselmesini ve PTH salgisin1 inhibisyonunu saglar. PTH,
tiibtiler kalsiyum emilimini arttirip fosfor emilimini azaltir. PTH, aym1 zamanda
kalsiyum ve fosfor homeostazini etkileyerek 1,25 (OH) 2D iiretimini uyarir. Ayrica,
PTH ve 1,25 (OH) 2D osteoblastlar1 stimiile ederek iskelet kalsiyum depolarini
mobilize eder. D vitamini eksikligi sekonder hiperparatiroidizme yol agar ve
genellikle yiiksek veya normal 1,25 (OH) 2D seviyeleri ile seyreder (7, 43, 70)

2.1.5. Kalsiyum

Kalsiyum sadece besinle alinan esansiyel bir elementtir. Mevcut beslenme ile
alinmasi1 gereken kalsiyum miktar1 yasa gore degigsmektedir. Yaklasik 1000-1500
mg/giin olarak degismektedir (71).



Yas Normal Ca degerleri

Yetiskinler 2.20-2.65 mmol/ L (8.8 -10.6 mg /dl)
0-10 giin 1.90-2.60 mmol/ L(7.6 -10.4 mg /dl)

10 giin-24 ay 2.25-2.75 mmol/ L(9.0 -11.0 mg /dl)

2-12 yas 2.20-2.70 mmol/ L ( 8.8 -10.8 mg /dI)

Tablo 2. Normal serum Ca degerleri (74)

Viicutta %901 kemiklerde olan kalsiyumunun %10 kadar olan kismi ise
ekstraselluler ve intraselliiler sivilarda bulunmaktadir. Ekstraselliiler sivida
kalsiyumun %45°1 iyonize, %45’1 proteinlere bagli olarak ve %10°u ise laktat,
bikarbonat, sitrat ve fosfat anyonlar1 ile kompleks olusturmus haldedir. Protein
baglanan kisimda kalsiyumun ¢ogu albiimine, az bir kismi ise globiiline baglidir(72).
Her 1 gr/dl albiimin, 0.8 mg/dl kalsiyum baglamaktadir(73). Kandaki asid-baz
dengesi de kalsiyum seviyelerini etkiledginden asidik pH da kalsiyum artarken, alkali
pH da ise azalir. Serum Ca diizeyi normal araliklar1 Tablo 2 de verildi. Viicutta ii¢
ana mekanizmaya kalsiyum dengesi saglar. Bu mekanizmalar paratroid hormon, 1,25
(OH) 2D ve iyonize kalsiyum sayesinde gerceklesen, kalsiyumun barsak emilimi,
bobrek reabsorbsiyonu ve kemik dongiisiidiir. Barsaktaki kalsiyum emilimini
etkileyen temel faktorler aktif D vitamininin reseptorlerini (VDR ) aktif hale
getirmesi ile kalsiyum kanallarini aktive etmesidir (74, 75).PTH ve aktif D vitamini
kemikler {izerine osteoklastlar1 aktive ederek ekstraselliiler siviya kalsiyum gegisini
saglamaktadir. PTH ayni zamanda 25 (OH) D'min 1,25 (OH) 2D ’e hidroksile
olmasini ve distal tiibiiler kalsiyum reabsorbsiyonunu gergeklestirmektedir (76).

2.2. Paratiroid hormon (PTH)

PTH ve D vitamini endokrin sistemdeki ana islevleri serum kalsiyum

seviyelerini normal aralikta tutmaktadir(77). PTH etki mekanizmasit Sekil 3’te

verildi.

Kalsiyum, paratiroid bezindeki paratiroid esas (chief) hiicrelerindeki
kalsiyum algilama reseptorii CaSR tarafindan algilanir(79). Disiik kalsiyum
seviyeleri PTH sekresyonu uyarirken yiiksek kalsiyum seviyeleri PTH sanilinim
bastirir. PTH'nin baslica biyolojik islevi, ¢esitli organlardaki dogrudan ve dolayl

etkileriyle hipokalseminin 6nlenmesidir. PTH, distal tiibiillerde kalsiyumun renal
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tiibiiler emilimini artirir ve D2 vitaminini proksimal tiibiilde aktif 1,25(OH)D’e

doniistiiren bobrek (CYP27B1) 1 alfahidroksilaz enzimini aktive eder(79).

1 Kemikten Ca
salinim

Sekil 3. PTH etki mekanizmasi (66)(78)

1,25 (OH)2D 'nin yiiksek seviyesi, kalsiyum ve fosfatin bagirsak emilimini
arttirir. 1,25 (OH)2D ayrica osteoblastlarda vitamin D reseptoriine etki ederek
osteoklastogenezi ve kemik rezorpsiyonunu arttirir ve serum kalsiyumunda artisa
neden olur. Sonugta Ca yiiksekligi paratiroid bezin'de kalsiyum algilayici reseptore
(CaSR) etki ederek PTH'yi azaltir. 1,25 (OH)2D, PTH sentezini ve salgilanmasini
inhibe eder(69). Ek olarak, 1,25 (OH)2D de kalsiyum algilayici reseptorleri up-regiile
eder(80).

PTH ayrica kemik yeniden modelleme ve mineralizasyon siireglerini
diizenleyerek  kalsiyum  ve  fosfat  diizeylerini  degistirmek  igin
osteoblastlar/osteositlerde PTH reseptorlerini hedefler(81). Siirekli olarak yiiksek bir
serum PTH seviyesinin ortaya ¢ikan etkisi artmis kemik kaybi olmasia ragmen,
aralikli PTH uygulamasi, rezorpsiyondan daha fazla artmis kemik olusumu nedeniyle
net bir anabolik etkiye sahiptir. PTH fazlaligi olan hastaliklarda ve Siirekli PTH
uygulamasi durumunda net etki, kemik olusumundan daha fazla rezorpsiyona bagl
olarak bir kemik kaybidir(82). PTH, osteoblastlar/osteositleri hedef alarak salgilanan
bir sinyal inhibitérii olan sklerostin azaltmaya c¢alisir(83, 84), bdylece
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osteoblastlar/osteositlerin proliferasyonuna, farklilagsmasina ve aktivitesine yol a¢an

yolaklarini aktive eder ve osteogenezi artirir(85).

PTH ayrica, fazla fosfat diizeylerinde notr fosfat dengesinin korunmasina
veya serum fosfatin akut yiikselmelerinin iyonize kalsiyumu diistirmesine katkida

bulunan fosfatiirik etkilere sahiptir(86).

PTH, proksimal tiibiilin membranindaki fosfat tasiyici protein igerigini
azaltmak i¢in proksimal tiibiil igindeki PTH reseptorlerini hedef alir(87). Bu nedenle,
PTH ve 1,25 (OH) 2D, esas olarak serum kalsiyumunu kontrol etmek ve ikincil olarak

fosfat1 diizenlemek i¢in koordineli ve entegre bir feed back sistemiyle calisir.

2.3. Fibroblast Biiyiime Faktorii 23 (FGF-23) ve a-Klotho

2.3.1. Fgf-23 — Klotho- kemik- bobrek ekseni: Kemik mineralizasyonu
ile P ve vitamin D diizeyleri diizenlenmesi
Bobreklerde fosfat emilimini inhibe etmek gibi PTH’ye benzer etkisi olan
ancak ayni zamanda dolasan 1,25(OH)2D diizeyini azaltmak gibi bir etkisi olan bagka
bir hormon FGF-23diir ve 1997 yilinda kesfedilmistir(77).

FGF-23, osteositler / osteoblastik hiicreler tarafindan ve merkezi vendz
siniizoidlerdeki endotelyal hiicreler, ventrolateral talamik ¢ekirdekteki hiicreler ve
timus tarafindan tiretilen bir hormondur. FGF'ler tipik olarak heparin gerektiren bir
islemde FGF reseptorlerini aktive eden parakrin faktorleri olarak hareket ederler.
FGF-23, bunun aksine FGF reseptorleri 1, 3 ve 4'e baglanma igin bir FGF N-terminal
homoloji alan1 ve FGFR23’lin FGF reseptorlerine baglanmasi i¢in gerekli olan tek
gecisli :Tip 1 bir transmembran proteini olan Alfa Klotho ile etkilesime izin veren bir
C-terminal alanmi igerir(88). Ek olarak, Klotho geni, alternatif RNA birlestirme
isleminden tiiretilmis, kesilmis, salgilanmig bir formu kodlamaktadir(89) . Sadece
Klotho'nun N-terminal kismini hiicre dis1 alani ile kodlar. Membrana bagl tam
uzunlukta Klotho ve hiicre dis1 alana salgilanan Klotho farkli islevlere sahiptir.
Klotho agirlikli olarak bobrekte ve beyindeki koroid pleksusun epitelinde eksprese
edilir(90). Bu dokularin yani sira hipofiz bezi, plasenta, iskelet kasi, idrar kesesi, aort,
pankreas, testis, yumurtalik ve kolonda diisiik Klotho ekspresyonu bildirilmistir (17,
18). Membran Klotho'nun FGF reseptorleri ile birlikte ekspresyonu, FGF-23'e doku
ozgiilligi kazandirir.(77)
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Kalitsal hipofosfatemik bozukluklarin yani sira dolagimdaki yiiksek FGF-23
seviyeleri ile karakterize tiim kalitsal hipofosfatemik bozukluklar benzer klinik
ozelliklere sahiptir(92). Bunlar renal fosfat kaybi, uygun olmayan sekilde diisiik 1,25
(OH) 2D seviyeleri ve rasitizm / osteomalazi olarak siralanabilir. Aslinda, hem
rekombinant FGF-23 proteininin akut uygulanmasina yanit olarak hem de kronik
FGF-23 yiikselmeleri ile karakterize hastalik durumlarinda asin FGF-23,
hipofosfatemi, anormal D vitamini metabolizmasi, hipofosfatemi ve rasitizm /
osteomalazi gozlenir(77, 93, 94). Serum fosfat diizeyindeki azalmalar, fosfatin
proksimal tiibliler  reabsorbsiyonundaki = FGF-23  aracili  azalmasindan
kaynaklanmaktadir. Buna karsilik, FGF-23 eksikligi hiperfosfatemi, orta derecede
hiperkalsemi, disiik PTH seviyeleri, belirgin derecede yiiksek 1,25 (OH)2D

seviyeleri ve yumusak doku kalsifikasyonlari ile sonuglanir.(95, 96)

FGFR1c oKlotho N termin C termin
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| \°3-
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Renal tubuller

Fibroblast biiytime faktorii 23 (FGF23), aKlotho'nun FGFRIc'ye baglanmasiyla iiretilen alana
oturur ve karboksil terminal ucuyla aKlotho'ya baglanirken, amino terminal ucuyla FGFRIc 'nin
D2 alanina baglanir.

Sekil 4. FGF23 — a Klotho — FGFR1¢ kompleks olusumu (91)

FGF-23 eksikligi ayrica hipertrofik kondrosit ve artan osteoid ile azalmis
mineralize kemik kiitlesi ve diizensiz bir biiyiime plag: ile karakterize bir kemik
fenotipi ile sonuglanir (97, 98). Ornegin, diisiik biyoaktif FGF-23'iin neden oldugu
hiperfosfatemik ailesel tiimoral kalsinozda, hiperfosfatemi, yiiksek 1,25 (OH) 2D ve
yumusak doku kalsifikasyonlar1 goriilmektedir(97). Farelerde asir1 FGF-23, sodyum
bagimli fosfat taginmasinin inhibisyonu ve CYP24'{in bobrekte proksimal tiibiiliiniin
inhibisyonu hipofosfatemiye neden olur (99-101). Fazla FGF-23 ayrica biiyiime

geriligi ve rasitizm / osteomalazi ile sonuglanir (99, 100, 102)
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2.3.2. FGF-23 sinyallemesinde a-klotho 'nin 6nemi

Hem insanda hem de genetik bozukluklar sonucu klotho kaybi izlenen
farelerde, FGF-23'e karsi son organ direnci ve FGF-23 eksikligine benzeyen
anormalliklere neden oldugu gosterilmistir(18, 103, 104). Kalitsal hipofosfatemi ve
herediter hiperparatiroidizm, a-klotho ekspresyonunu ve dolagim seviyelerini artiran
bir promotdr bdlge translokasyonundan kaynaklanir (105). Artan a-klotho, hiicre
yizeyi Na / K -ATPaz aktivitesini siirdiirmesi yoluyla PTH salgilanmasini
diizenleyebilir (103). FGF-23, klotho ve reseptorlerinin bobrek tarafindan
ekspresyonunu azaltir, bdylece fosfat ve kalsiyum metabolizmasini diizenlemek i¢in

karmasik geri bildirim yollar1 olusturur(103, 106).

FGF-23'iin fizyolojik islevi, D vitaminine kars1 diizenleyici hormon olarak
hareket etmektir. FGF-23'lin kesfinden once, fosfat regiilasyonunun PTH ve 1,25
(OH)2D 'nin ikincil bir etkisi olarak gergeklestigi varsayilmistir. Farelerde 1,25
(OH)2D 'min uygulanmasi FGF-23 seviyelerini arttirirken, 1,25 (OH) 2D azalmasi
serum FGF-23'diizeylerini azaltir (64, 107). Artan 1,25 (OH) 2D, gastrointestinal
sistemde kalsiyum ve fosfat emilimini arttirir. 1,25 (OH)2D ile birlikte kalsiyumdaki
artiglar paratiroid bezinde PTH salgisini bastirir ve nétral kalsiyum dengesini
korumak i¢in idrarda kalsiyum atilimini artirir. Bununla birlikte, PTH seviyelerinin
distiriilmesi D vitamini iliml1 artisiyla gastrointestinal fosfat emiliminde artis sonucu

pozitif fosfat dengesi ile sonuglanir. (64).

FGF-23'in ekspresyonu, hem VDR 'ye bagli hem de VDR 'den bagimsiz
sinyalleme ile diizenlenir(77). 1,25 (OH)2D VDR yolunun uyarilmasi, 1,25 (OH)2D
uygulamasindan sonra artan FGF-23 seviyeleri ile kanitlandigr gibi FGF-23
ekspresyonunu indiikler. Ek olarak, diyetle serum Ca ve P seviyelerinin normale
getirilmesinin, VDR olmayan farelerde FGF-23 seviyelerini arttirdigi gosterildi(108).
Bu da FGF-23 ekspresyonunun da VDR 'den bagimsiz bir yolla diizenlendigini
gosterir(77).

FGF-23'in neden oldugu hipofosfatemik bozukluklarda, hipofosfatemi
nedeniyle yiikselmesi beklenen 1,25 (OH)2D seviyesi yiikselmez. FGF-23, iiretimi
azaltmak ve 1,25 (OH)2D 'nin katabolizmasini arttirmak i¢in CYP24 ve CYP27B1
tizerindeki karmasik etkileri sonucu 1,25 (OH) 2D seviyelerini diisiiriir (109)
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Hipokalsemiye bagli kronik FGF-23 fazlaligina sahip farelerde
paratiroidektomi ile indiiklenen 6liimciil fenotip ortaya ¢ikmistir(110). Bu farelerde
yapilan ¢alisma 1,25 (OH)2D FGF-23 aracili katabolizmanin ve PTH ile etkilesimin
Oonemini ortaya koymaktadir (110).

Bazi c¢aligmalarda serum FGF-23 diyet fosfati ile diizenlenir (111)
denilmesine ragmen, daha sonraki bir ¢alismada ise artan diyet fosfat miktarinin
FGF-23 konsantrasyonlarini azalttigi bulunmustur (19). Kemirgenlerde, yiiksek
fosfatl diyet dolasimdaki FGF-23" arttirir, ancak diyet fosfatinin VDR yoklugunda
FGF-23 ekspresyonunu arttirmadigindan, bu 1,25 (OH)2D e VDR 'ye bagimli bir
mekanizma gibi goriinmektedir (101). Bununla birlikte, PTH yoksun knockout (PTH-
null) fareler (110) ve hipoparatiroidizm (112) olan hastalarda artmis FGF-23
seviyeleri ve fosfat seviyeleri ve diisiik 1,25 (OH)2D goriilmekte, bu da diisiik kemik
dongiisiiniin FGF-23'i diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir. 1,25 (OH)2D 'nin
FGF-23 tarafindan diizenlenmesi ve FGF-23"in 1,25 (OH)2D tarafindan uyarilmasi
ile olusan diizenleyici dongii, FGF-23'iin temel islevinin 1,25 i¢in kars1 diizenleyici
bir hormon olarak hareket ettigini gostermektedir. Oyleyse, teleolojik olarak FGF-

23, D vitamini toksisitesini dnlemek i¢in evrimlesmis olabilir (113).

2.3.3. FGF-23 ve PTH arasindaki iliski

Paratiroid bezleri FGF reseptorlerini ve klothoyu eksprese eder, ancak FGF-
23'lin PTH sekresyonunu uyarip uyarmadigi veya inhibe ettigi kesin degildir (18, 90).
Yiiksek FGF-23 seviyeleri hiperparatiroidizm ile iliskilidir(88). Tersine, FGF-23'iin
yakin zamanda PTH mRNA ekspresyonunu ve PTH'nin paratiroid hiicrelerinden

salgilanmasini inhibe ettigi gosterilmistir (17, 114).

Son ¢aligmalar, FGF-23'tin PTH salgilanmasini baskiladigint ve PTH'nin
FGF-23'l uyararak bagka bir geri bildirim dongiisiine yol agtigin1 gostermektedir
(yani, artan PTH — artan FGF-23 — azalmig PTH) (17). PTH'nin FGF-23'ii arttirma
veya azaltma gibi goriinen yetenegi, PTH'nin kemik yeniden sekillenmesi lizerindeki
degisken anabolik ve katabolik etkilerini yansitabilir. Bu baglamda, kemik
olusumunda net artiglara yol acan PTH'nin aralikli olarak uygulanmasi, fosfatin
korunmas: ihtiyaci ile tutarli olarak FGF-23 seviyelerinin diismesine neden olur

(115). Aksine, kemik iizerinde katabolik etkilere yol agan siirekli PTH
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uygulamasinin, kemikten artmis fosfat akisini ortadan kaldirmaya yardimci olacak

FGF-23'i uyaracagi tahmin edilebilir(77).

2.3.4. FGF-23’iin fosfat dengesine etkisi

FGF-23 renal fosfat tasmnmasmi diizenlerken ve FGF-23 kaybi
hiperfosfatemiye yol acarken, serum fosfat ve FGF-23'teki degisiklikler arasindaki
iliski net degildir. Diyet fosfat yiiklemesi FGF-23'ii uyarabilir, ancak FGF-23'iin
fosfat diizenlemesinin etkisi, 1,25 (OH) 2D ve kemik mineralizasyonu / yeniden
sekillenmesinin etkilerine kiyasla kiigiiktiir. Kalsiyum seviyelerinin algilanmasina ve
sik1 kontroliine izin veren bir kalsiyum algilayici reseptorlere (CASR) sahip olan
kalsiyumun aksine, bir fosfat sensorii tanimlanmamaistir ve serum fosfat seviyelerinin
diizenlenmesi o kadar siki1 kontrol edilemez. Fosfat dengesi PTH ve FGF-23'e ek

olarak bagirsak kaynakli hormonlar tarafindan da kontrol edilir(116).

Ayrica, FGF-23'lin bobrekte hedefledigi kesin segmentler ve fizyolojik olarak
ilgili reseptor (ler) tamamen agik degildir. Bununla birlikte, FGFR1-klotho
kompleksinin en yiiksek seviyeleri distal tiibiillerde bulunurken, FGF-23'"lin biyolojik
etkileri proksimal tiibiillerdedir [55]. Alternatif olarak proksimal tiibiil tizerindeki
FGF-23 etkileri muhtemel distal tiibiilin FGF23 stimiilasyonu ve proksimal tiibiil
fonksiyonunu diizenleyen parakrin faktorlerinin serbest birakilmasi ile indirek
olabilir.

2.4. D Vitamin Baglayic1 Protein (DVBP)

Plazmada ilk defa 1959 yilinda Hirschfeld (117, 118) tarafindan izole edilen
VDBP polimorfik yapida tek zincirli glikoproteindir. 25(OH)D’nin dolagimda sadece
%1°den az kismi serbest formda iken yaklasik %90°1 VDBP’ye, %10’luk boliim ise
albumine bagli bulunmaktadir(9, 10). Serbest hormon hipotezine gore serbest D
vitamini biyolojik olarak aktif olandir. D vitamini i¢in depo gérevi géren VDBP, D
vitaminin yart émriiniin uzamasini saglar. VDR ’ne baglanarak etki gésteren formu
1,25(OH)2D3 oldugu halde daha stabil olmasi sebebiyle vitamin D diizeyini
degerlendirmek icin serum 25(0OH)D diizeylerine bakilmaktadir(119). ilk olarak
Bikle ve arkadaslari(8) serum 25(OH)D diizeyinin VDBP ve albumin diizeylerinden
etkilendigini gosterilmistir. Ostrojen bagimli olarak karacigerde sentezlenen
VDBP’in serum disinda idrar, tiikiiriik, serebrospinal sivi, semen, siit ve lenfosit,

monosit ve notrofillerin ylizeyinde varligi gosterilmistir.(120-122) D vitamini
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baglanmasi disinda anti-inflamatuar ve immiin diizenleyici islevlerinin de oldugu

gosterilmistir(123)

Serum DVBP diizeyi saglikli insanlarda 300-600 mg/L civaridir (193). DVBP
diizeyleri vitamin D eksikliginin diizeltilmesiyle veya yasa bagl degisiklik
gostermedigi gorliilmiistiir. Calismalarda serum diizeyinin sabah saatlerinde diisme ve
giin i¢inde hizli bir yiikselme ile karakterize diurnal ritm gosterdigi gorilmiistiir.
(194). VDBP polimorfizmleri ve etnik veya genetik 6zellikler VDBP diizeyini
etkiler. Ornegin Bat1 Afrika kokenlilerde VDBP diizeyleri daha diisiiktiir. Ayrica oral
kontraseptif kullanimi (pozitif etkiler) , viicut kitle indeksi, lipid parametrelerinin
(pozitif etkiler) VDBP diizeylerini etkileyebilecegi gosterilmistir(124, 125). ABD’de
yapilan bir ¢alismada siyah irkta 25(OH)Ddiizeyleri beyaz irka gére daha diisiik
bulunmasina ragmen VDBP diizeyleri kullanilarak hesaplanan biyoaktif D vitamin

diizeyleri beyaz irk ile benzer bulunmustur(15).

Serbest 25(0H)D = total 25_(OH)D
1 +Kab x albumin +Kbsp xDBP

Serbest 25(0OH)D = Serbest 25(0OH) vitamin D dlizeyi mol/L;

Kalb=25(0OH) vitamin D ve albumin affinite sabiti mol-1;

Kpsp= 25(0OH) vitamin D ve DBP affinite sabiti mol-1;

Albumin = serum albumin mol/L;

DBP = Total DVBP diizeyi mol/L;
Tablo 3. Serbest (biyoaktif) 25 (OH)D diizeyini hesaplamada kullanilan formiil
(126)

Serbest (biyoaktif) vitamin D diizeyini 6lgen ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi gelistirilmesine ragmen rutinde
kullanilmamaktadir(14). Serbest D vitamin diizeyini belirlemede VDBP ve albumin
baglanma katsayilarina dayanan matematiksel formiiller (Tablo 2) ile ulasilan
degerler direk oOlgiimler ile iyi korelasyon gosterdigi ile ilgili ¢alismalar

bulunmaktadir(8). Hemodiyalize giren kronik bobrek yetmezligi hastalarinda,
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hesaplanan serbest D vitamin diizeyinin serum parathormon seviyeleri ile daha iyi
korelasyon gosterdigi saptanmistir(16). Yine nefrotik sendromlu hasta grubunda
yapilan kesitsel bir ¢calismada serbest ve biyoaktif D vitamininin total 25(OH)D’ye
gore kemik mineral dansitesi (KMD) ile daha iyi korelasyon gosterdigi
saptanmistir(127). ABD’de 49 saglikli kiside yapilan KMD ile total ve biyoaktif D
vitamini iligskisinin  karsilagtirildigt  bir ¢alismada kemik metabolizmasini
degerlendirmede biyoaktif D diizeylerinin daha iyi bir gosterge oldugu ve VDBP’nin
25(0OH)Dve KMD iliskisini etkiledigi sonucuna ulasilmistir(10). Bu ¢alismadan yola
cikarak yapilan 304 saglikli bireyin serum 25(OH)D, biyoaktif ve serbest D, PTH
seviyelerinin kantitatif bilgisayarli tomografi (QCT) sonuglari ile iliskisinin
degerlendirildigi calismada ise biyoaktif D’nin daha iyi bir gosterge olduguna dair

anlamli bir iliski saptanmamistir(128).

2.5. Normal serum D vitamini diizeyi ve gereksinimi
2.5.1. Yeterli alim

2016 yilinda yayinlanan evrensel nutrisyonel rikets Onleme ve yoOnetimi
consensus Onerilerinde (Global Consensus Recommendations on Prevention and
Management of Nutritional Rickets 2016) D vitamini diizeyleri 30 mmol/l altinda
olmasi yetersizlik, 30-50 nmol arasinda olmasi eksiklik, 50 nmol/l {istiinde olmast1
yeterlilik olarak tanimlanmustir (2). 25(OH)D nin 250 nmol/l istiinde olmasi
beraberinde hiperkalsemi, hiperkalsiiiri ve baskilanmis PTH diizeylerinin olmasi
toksisite olarak tanimlamistir(129). D vitamin diizeylerine gore tanimlamalar Tablo

4’°te verildi.

Biiyiime plagmin kusurlu farklilagmasi ve yetersiz mineralizasyonu ve artmis
osteoid doku ile karakterize Nutrisyonel rikets (NR), cocuklarda D vitamini eksikligi
ve / veya diisiik kalsiyum alimindan kaynaklanir(5). NR tanisi anamnez, fizik

muayene ve biyokimyasal testler ile konulur ve radyografilerle dogrulanir.

Rikets dnlenmesi i¢in 0-6 aylik bebekler icin 200 mg/giin, 6-12 ay arasi
bebekler i¢in de 260 mg/giin Ca alinmasi dnerilmektedir. 12 aydan biiyiik ¢ocuklar
igin giinliik 300 mg’dan az kalsiyum alimi, serum 25(OH)D diizeylerinden bagimsiz
olarak rasitizm riskini artirir(2, 130). 12 ayliktan biiyiik ¢ocuklar igin, giinliik

kalsiyum aliminin 6nerileri Tablo 5 de 6zetlendi.
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Tanim D vitamin | D vitamin

diizeyi diizeyi
nmol/Il ng/ml
Yetersizlik <30 <12
Eksiklik 30-50 12-20
Yeterlilik >50 20
Toksisite >250 >100 Hiperkalsemi, Hiperkalsitiri,

Baskilanmig PTH diizeyleri

Tablo 4. D vitamin diizeylerine gore tanimlamalar (5)

Radyografik olarak onaylanmis ragitizmli cocuklarin kirik riski artar. Basit D

vitamini eksikligi olan ¢ocuklarda kirik riskinin artmasi s6z konusu degildir.

Tamm Onerilen Ca miktar:
Yeterlilik >500 mg / giin
Yetersizlik 300-500 mg / giin
Eksiklik <300 mg / giin
Tablo 5. 12 ay iistiinde ¢ocuklarda alinmasi onerilen giinliitk Ca miktari (2, 5)

Ragitizmleri 6nlemek i¢in 400 IU / giin (10 pug) vitamin D alim1 yeterlidir ve
dogumdan itibaren 12 aylik oluncaya kadar tiim bebeklere, beslenme tarzlarindan
bagimsiz olarak onerilir(2). Tablo 6’da “The Global consensus recommendations on
prevention and management of nutritional rickets 2016 * tarafindan giinliik alinmasi

onerilen D vitamini dozlar1 verilmistir.

Yas Onerilen giinliik D vitamini

<12 ay bebekler 400 IU / giin (10 pg)

>12 ay tiim cocuk ve yetiskinler 600 IU / gilin (15 pg)
Tablo 6. Rasitizmi 6nelemek i¢in 6nerilen giinliikk D vitamini dozu (2)

Saglikli gocuklarda, rutin 25(OH)D taramasi Onerilmemektedir ve sonug
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olarak, bu popiilasyonda D vitamini takviyesi i¢in spesifik bir 25(OH)D esigi
hedeflenmemektedir(131).

2.5.2. D vitamini eksikligi ve diren¢

D vitamini eksikligi veya direnci dort mekanizmadan birinden

kaynaklanir(132):

e Yetersiz D vitamini alimi, yag malabsorpsiyon bozukluklari ve/veya giines
15181 maruziyet eksikligi (photoisomerization)

e 25-hidroksivitamin liretmek i¢in karaciger tarafindan bozulmus hidroksilasyon

e 1,25-dihidroksivitamin D iiretmek i¢in bobrekler tarafindan bozulmus hidrok-
silasyon (D vitamini bagimli rasitizm tip 1, kronik bobrek yetmezligi)

e D vitamini metabolitlerine karsi son organ duyarsizligi (kalitsal D vitamini di-
rengli ragitizm [HVDRR D vitamini bagimli rasitizm tip 2]). Sekil 5’de D vi-

tamini eksikligi neden ve sonuglar1 verildi.

2.5.2.1. D vitamini eksikligi patogenezi ve risk faktorleri
2.5.2.1.1. Perinatal risk faktorleri

e Anne D vitamini eksikligi

D vitamini plasenta araciligiyla fetusa anneden aktarilir ve annede azalmig D vita-
mini depolar1 bebekte diisiik D vitamini seviyeleri ile iliskilidir(133). D vitamini eksikligi
6zellikle koyu tenli hamile annelerde, kis aylarinda 6zellikle de daha yiiksek enlemlerde ya-
sayanlarda yaygindir(134, 135).

e Prematiirite

Prematiire bebeklerde D vitamini seviyeleri 6zellikle diistiktiir, ¢linkii pretermler
transplasental geciste anneden D vitaminini almak i¢in daha az zamana sahiptirler(136).
Ucgiincii trimester, D vitamini transferi icin kritik bir zamandir, ¢ilinkii bu, fetal iskelet kalsi-
fiye oldugunda, maternal bobreklerde ve plasentada 25 hidroksi D’nin 1,25-dihidroksivita-
min D'ye aktivasyonunu gerektirir. Bu donemde annede D vitamini eksikligi fetal D vitamini

eksikligine ve ciddi vakalarda fetal rasitizmlere neden olabilir(137).
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TR D Vitamini Eksikligi % %

Sizofreni
Depresyon

Giines kremi
Melanin

ENFEKSIYONLAR

Rakim USYE
Kis mevsimi” 4 TBC ysTIMV
fLACLAR Haisilali AC hastaliklam
Antikonvulzanlar \ Hipertansiyon
Clukokortikoid KC v ligi Kroner arter hastaliga
Rifampisin e “'4 Tip 2 DM
Bobrek yetmezligi _ | Metabolik sendrom

Otoimmiin Hastahklar
Tip 1 DM KANSER

Nefrotik sendrom
Obezite /‘

[
1

MS
iz / Crohn hastaliga Meme
MALABSORBSIYON Romatoid artrit Kolon

e meg -l

Kas agmlan

Chron hastaliga
Whipple hastaliga
Kistik fibrozis
Colyak hastaliga
KC hastaliklan

V.S,
Osteoartrit

Osteoporoz

Osteomolazi-Kemik agrs:

Rikets

Sekil 5. D vitamini eksikligi neden ve sonuglar (43)

e Emzirme

Anne siitiiniin D vitamini igerigi, D vitamini yeterli bir annede bile diisiiktiir.
(15 ila 50 [U/l). Giinese ¢ikarilmayan veya ek D vitamini verilmeyen sadece
emzirilen bebekler 10 ile 40 iU/giin D vitamini almak igin giinliik ortalama 750 ml
anne siitii tilketmeleri gerekmektedir (132, 138, 139). Anne siitiiniin D vitamini
icerigi, koyu tenli annelerde veya maternal D vitamini eksikliginin diger nedenlerinin
varhiginda daha diistiktiir (140).

Bir ¢alismada anne siitii alan bebeklerin 25(OH)D seviyelerini >20 ng/ml (50
nmol/l) de korumak i¢gin, sadece bebek bezi ile haftada en az 30 dakika boyunca giines

1s181na maruz gerektigini tahmin edilmektedir (133).

Formiille beslenen bebeklerde bebek formiillerinin vitamin D ile
gliclendirilmesi nedeniyle D vitamini eksikligi nadir olsa da, annede D vitamini
eksikligi varsa dogumda diisiik D vitamini depolari nedeniyle rikets goriilebilir.

2.5.2.1.2. Dogum sonrasi risk faktorleri

e Cilt pigmentasyonu ve diisiik giinese maruz kalma

Kutanéz D vitamini sentezi, gilines 1s1gma, ozellikle de ultraviyole B'ye
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(UVB) maruz kalmaya baglidir ve bu, melaninin dogal bir giines kremi olarak islev

gordiigii cilt pigmentasyonunun arttigi ¢cocuklarda azalir(137).

Hafif cilt pigmentasyonu olan bireylerde, yeterli kutandz D vitamini sentezi,
ilkbahar, yaz ve sonbaharda 10:00 ile 15:00 saatleri arasinda yaklasik 10 ila 15 dakika
giinese maruz kalma ile (kollara ve bacaklara veya ellere, kollara ve yiize) elde
edilebilir (132). Cogu asyali kizilderililer benzer D vitamini diizeyleri i¢in 3 kat daha
fazla giinese maruz kalmasi gerekirken, afrika kokenliler gibi ¢cok koyu deri

pigmentasyonu olanlar 6 ila 10 kat daha fazla maruziyet gerekmektedir (141, 142).

Enlemler ve mevsim de kutanéz D vitamini sentezinin Onemli
belirleyicilerindendir(143, 144). Yiiksek enlemlerde kis aylarinda, gilines 1s18inin
atmosferi gectigi egik ac1 ve atmosfer boyunca daha uzun yolu nedeniyle UVB'nin
daha fazla dagilim ve emilimi vardir. Sonug olarak, 40° ‘lik bir enlemin Gtesinde ve
kis aylarinda, UVB radyasyonu diinya'nin yilizeyine ¢ok az ulasir. Bu nedenle, D
vitamini eksikligi yaz aylarininda nispeten nadir olmakla birlikte, kis aylarinda daha
siktir(143, 145). giines kremi kullanimi, yaz aylarinda bile diisik D vitamini

diizeylerinine neden olabilir (146).

30 giines koruma faktorlii (Spf) glines kremi, D vitamini sentetik kapasitesini
% 95 kadar azaltabilir (147). UVB maruziyetini etkileyebilecek diger faktorler rakim
ve bulut ortiisiidiir. Maruziyet daha yiiksek irtifalarda ve bulut ortiistiniin daha az
oldugu alanlarda daha yiiksektir(137). Uzun siire kapali ortamda kalmak da azaltilmis
D vitamini sentezine neden olabilir (148). Bu engelli ¢ocuklar ve siirekli kapali

ortamlarda kalan ¢ocuklarda diigiikk D vitamini seviyelerine neden olabilir(149)

e Azalmus oral alimi
D vitamininin dogal diyet kaynaklar1 arasinda yagli balik (somon, uskumru,
sardalye), morina karacigeri yagi, karaciger ve organ etleri ve yumurta saris1 vardir.

Anne siitiiniin D vitamini igerigi de diistiktiir(150).

e Obezite
Obezite ve 25(0OH)D seviyeleri arasinda ters bir iligki vardir (151-154), bunun

D vitamininin yagda tutulmasi nedeniyle oldugu disiiniilmektedir.
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e Tlaclar

Bazi antikonviilzanlar, HIV enfeksiyonunu tedavi etmek ic¢in kullanilan
antiretroviral ilaglar, 25(OH)D ve 1,25-dihidroksivitamin D'nin katabolizmasini
arttirarak D vitamini eksikligini tetikleyebilir(137).

D vitamini gereksinimleri, glukokortikoid alan hastalarda daha yiiksektir,

¢linkii bagirsak D vitaminine bagl kalsiyum emilimini inhibe ederler(137).

Ketokonazol ve diger bazi antifungal ajanlar, 1-hidroksilasyonu bloke

ettikleri i¢in D vitamini gereksinimlerini arttirir (155).

e Malabsorpsiyon ve diger tibbi durumlar

Yag emilimini bozan kosullar, D vitamini emilimi silomikron bagimli oldugu
icin bagirsaktan yetersiz D vitamini emilimine neden olur. Rasitizm bu nedenle
coOlyak hastaligi, inflamatuar bagirsak hastaligi, ekzokrin pankreas yetmezligi (kistik
fibrozda oldugu gibi), kolestaz ve bagirsak rezeksiyonu veya bariatrik cerrahi sonrasi

cocuklarda ortaya ¢ikabilir(156).

e Genetik bozukluklar
D vitamini eksikligine neden olan kalitsal hastaliklar (157):

D vitamini eksikliginin nadir bir nedeni olan, Cyp2R1'deki mutasyonlarin
neden oldugu 25-hidroksilaz eksikligi, daha 6nce D vitamini bagimli ragitizm Tip 1b
olarak tanimlanmisti. Heterozigot mutasyonlari olan hastalar, D vitamini eksikliginin
daha az giddetli klinik ve biyokimyasal 6zelliklerine ve yiiksek dozlarda D vitaminine
homozigot mutasyonlar1 olanlara gére daha biiyiik bir terapotik tepkiye sahiptir.
Yiiksek D vitamini dozlarina verilen yanit, homozigot mutasyonlari olan hastalarda

sadece minimaldir.

1-Alfa-hidroksilaz eksikligi, daha 6nce CYP27B1'deki mutasyonlarin neden
oldugu D vitamini bagiml rasitizm tipi la olarak bilinir. Bozukluk otozomal
resesif kalitim modeline sahiptir ve hipokalsemi ile erken baslangigli klinik ve
radyografik rasitizm, normal 25-hidroksivitamin D seviyeleri ve diistik 1,25-

dihidroksivitamin D seviyeleri ile karakterizedir(158)

D vitaminine kalitsal direng, genellikle D vitamini reseptdr genindeki

mutasyonlarin neden oldugu ve daha 6nce D vitamini bagiml rasitizm Tip 2 olarak
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blinmekteydi. Klinik ozellikler hem 25-hidroksivitamin D hem de 1,25-
dihidroksivitamin D’nin normal ve yiiksek seviyelerine ragmen alopesi ve diisiik

kalsiyum ve fosfor seviyelerini igerir.

2.5.3. D vitamini eksikligi klinik bulgular

D vitamini eksikligi biiyliyen ¢ocuklarda rasitizm ve osteomalaziye neden

olur.

2.5.3.1. Biyokimyasal degisiklikler
D vitamini eksikligi sonucunda kalsiyum ve fosforun bagirsak emilimini

azalir.

D vitamini eksikliginin farkli asamalarini karakterize eden biyokimyasal
degisiklikler Tablo 7°de 6zetlenmistir. Artan D vitamini eksikligi siddeti ile 25-
hidroksivitamin D (25(OH)D) seviyeleri azalir ve paratiroid hormonu (PTH) ve
Alkalen fosfataz (ALP) seviyeleri artar. 1,25-dihidroksivitamin D seviyeleri
baslangigta artan PTH seviyelerine yanit olarak artar, ancak 25(OH)D sinirlt
mevcudiyeti nedeniyle daha sonra azalabilir(137), PTH’deki artis, kalsiyumu
kemikten harekete gecirir, boylece serum kalsiyum seviyeleri normal kalir veya
bagirsaktan kalsiyum emiliminin azalmasina ragmen sadece orta derecede azalir.
Azalmis barsak emilimi ve yiikselen PTH seviyeleri, fosfor seviyelerinde ilerleyici

bir azalmaya neden olur(137).

Diisiik fosfor, hipertrofik kondrositlerin apoptozunu onler ve D vitamini
eksikligi olan metafizlerde goriilen rasitik degisikliklerin birincil nedeni olan

biiyiiyen ¢ocuklarda biiyiime plaginin bozulmasina neden olur.

2.5.3.2. Iskelet degisiklikleri
Saglikli bebeklerde ve ¢ocuklarda, biiyiime plaklari, birka¢ adim ve faktor ile
diizenli bir sekilde ayrilir. Ik olarak, bilyiime plagmin dinlenme bdlgesindeki
kikirdak hiicreleri kondrositlere olgunlasir ve bu siire¢ asamali olarak epifizden
metafiziye kadar ortaya cikar. Daha sonra, bu kondrositler siitunlar halinde
diizenlenir ve hipertrofiye ugrarlar (28). Farklilasmis hipertrofik kondrositler daha
sonra vaskiilarize edilir, apoptoz gecirir, mineralize edilir ve sonunda osteoklastlar

tarafindan mineralize doku, kemik iligi ve kikirdak igeren siingerimsi kemik maddesi
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olan primer spongioza doniisiir (159)

Kemik mineralizasyonu yeterli miktarda kalsiyum ve fosfat gerektirdiginden,
nutrisyonel rikets diistik kalsiyum, D vitamini ve/ veya fosfor alimu ile iliskili olabilir.

Diisiik kalsiyum ve / veya D vitamini alimina bagli nutrisyonel ragitizm en yaygin

olanidir (2, 159-162)

1,25 .

Evre Ca P ALP PTH 25(0CH)D (OH)2 D Radyografi
Erken N/ N/ ) 1 l N Osteopeni

! l
Orta N/ l 1 ™ l 1 Rasitik

| degisiklikler+1
Geg ! T/ T () 1 T/LIN Rasitik

l l degisiklikler+2

Tablo 7. Riketste Biyokimyasal parametrelerdeki degisiklikler (5)

2.5.3.3.  Nutrisyonel rikets
D vitamini eksikligi, diyet faktorleri (6rn. Ozel diyetler [veganizm], laktoz
intoleransi veya alerjileri) nedeniyle yetersiz alim ve / veya cografi konum, giinesten
kacinma veya sinirl glines 1s181ina maruz kalmadan kaynaklanabilir. Siddetli eksiklik,
cocuklukta ragitizm (agik biiyiime plaklar1) ve yetiskinlerde (kaynasmis biiylime

plakalari) osteomalazi olarak adlandirilan diizensiz kemik olusumu ile sonuglanir (5).

D vitamini eksikligi nedeniyle rasitizmli cocuklarda kalsiyum emilimi
bozulur, ¢iinkii kalsiyumun bagirsak hiicreleri boyunca tasinmasi i¢in gereken
proteinlerin sentezinin up regiilasyonu ile aktif kalsiyum emilimi i¢in D vitamini
gereklidir. Bu, bobreklerde kalsiyum emilimini artiran PTH salgilanmasini uyarir;
1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25 (OH) 2D; D3 vitamini) sentezini arttirmak igin
lo-hidroksilaz enzim aktivitesini uyarir; ve lriner fosfor atilimini ve kemikten
kalsiyum mobilizasyonunu uyarir (163)Bu olaylar, ilk olarak osteoblastlar ve
kondrositler ¢evresinde lokal olarak meydana gelen ve biiyiime plaginda hipertrofik
kondrositlerin birikmesine yol agan ve yukarida ayrintilar1 verilen olaylarin artmasina
neden olan fosfat eksikligine neden olur. Bu durum devam ederse, hipokalsemi tekrar

belirginlesebilir. Mineralize olmamis osteid doku artar.

Rasitizmin radyolojik 6zellikleri arasinda diigiik kemik yogunlugu; metafiz ve
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biiyiime plagi arasindaki siirin kaybi ve gecici kalsifikasyon bdolgesinin kaybi;
bliyime plaginin genislemesi (kalsifiye edilmemis kikirdak ve osteoidin
proliferasyonundan); ve metafiz genislemesi, yayilimi, ¢ukurlugu ve yipranmasi

sayilabilir(164). Sekil 6 ve 7’de riketste olusan kemik degisikleri verildi.

A B
Normal Vitamin D eksikligi -
Rikets

Sekil 6. D vitamini eksikligine bagl rasitizmli bir gocukta bilegi degisiklikleri (5)

0 o o

~ el

A: normal;

B: biiyiime plagimin diizensizIligi ve genislemesi, ancak ¢ukurlagma yok;

C: ¢ukurlagma ve yipranmuis kenar bosluklar

Sekil 7. Riketste degisen derecelerde radyografik degisiklikler (36)

Siddetine bagli olarak, gocuk asemptomatik olabilir veya degisen derecelerde
agr1 ve sinirlilik, motor gelisiminde gecikmeler gosterebilir. Kiiglik ¢ocuklar,
fontanellerin gecikmis kapanmasi(161, 165), frontal bossing ve kraniotabes(161),
daha biiyiik ¢ocuklarda bileklerin ve ayak bileklerinin genislemesi (Sekil 7) ve O/X
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bacak (genu valgum veya varum) ile ortaya cikabilir Diger rasitizm belirtileri
arasinda kaburgalarin kostokondral eklemlerinin genislemesi (rasit tespih, bakiniz

Sekil 8), yumusak g6giis kafesinin deformitesi ve kemik agrisi bulunabilir.

Radyolojik bulgularin ortaya c¢ikmasindan daha once biiylime plaginda
histolojik degisiklikler olusmaya baslar(161) Bu nedenle, biiyiime plagindaki ragitik
degisikliklerin teshisi i¢in histolojik degisiklikler radyografilerden daha duyarl

olabilir, ancak bu pratik degildir ve etik endiseleri beraberinde getirir.

A) Normal. Rasitizm olmayan 3 yasindaki saglikli bir cocugun elinin grafisi

(B) Rikets. 3 yasinda nutrisyonel riketsli bir ¢ocuga ait el bilek grafisi biiyiime plaginin
kalinliginda artig ve ulna metafizlerinin genislemesine, canaklasma

Sekil 8. Riketsli bir cocuga ait el bilek AP grafisi

Gogus kafesinin derisinin altinda biiyiik boncuklarin goriiniimiinii olusturur, bu
nedenle ad1 tespih boncuklarina benzeterek konulmustur.

Sekil 9. Rasitik rozari (36)

2.5.3.4. Osteomalazi

Osteomalazi her yas grubunda gelisebilir ve yash ergenlerde ve yetiskinlerde
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D vitamini eksikliginin sonucudur(5, 137). Osteomalazi bozulmus kemik
mineralizasyonunu yansitir. Asemptomatik olabilir veya lokal veya genel kas ve

kemik agrisi olarak ortaya ¢ikabilir(137).

Epifizlerin etrafinda mineralizasyonun azalmasina ve alt ekstremitelerin egilmesi

Sekil 10. Riketsli bir ¢ocukta O bacak deformitesi

2.5.3.5. Diger belirtiler
Siddetli D vitamini eksikligi olan c¢ocuklar, diisiik serum fosfor
konsantrasyonlar1 kas gii¢siizligiine ve kas agrilarina neden olabilir. Cocuklar da

ayakta durma veya yiiriime giigliigii goriilebilir (137).

Hipokalsemi nébetlere veya tetaniye yol agabilir. Bu, daha yiiksek biiyiime
hiz1 (bebeklik ve ergenlik) donemlerinde daha sik goriiliir, ¢iinkii bu donemlerde
kalsiyum talepleri karsilanamaz. Aksine, daha yavas biiyiime hizi donemlerinde,
PTH tarafindan tetiklenen olaylarin artmasiyla zaman iginde diizeltilebileceginden,
hipokalsemi belirgin olmayabilir; bununla birlikte, bu gelisim asamasinda
kalsiyumun diisiik bulunabilirligi, kemik demineralizasyonu ve kemik matrisinin
mineralsizlesmesi ile sonuglanir ve daha diisiik kemik kiitlesi ve kemik

deformitelerine yol acar.

Hipokalsemi ile beraber D vitamini eksikligi klinik olarak hiriltili solunum,
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hipotoni, kas zayiflig1, canli refleksler ve kardiyomiyopati olarak ortaya g¢ikabilir.
Diisiik kalsiyum alimi sonucu olusan yiiksek 1,25 (OH) 2D seviyelerini matriks
mineralizasyonunu  dogrudan  bozabilir  ve  kondrosit  olgunlagsmasini
geciktirebilir(161).

2.5.4. Tedavi

Nutrisyonel riketsin onlenmesi ve yonetimi i¢in (The Global Consensus
Recommendations On Prevention And Management Of Nutritional Rickets) yaslara

gore farkli dozlar 6nerilmektedir(2). Doz onerileri Tablo 8 ‘de verilmistir.

Obezite, malabsorptif hastaliklar veya D vitamini metabolizmasini etkileyen
ilaglar daha yiiksek replasman dozlart (normalin iki ila ii¢ kat daha yiiksek)
beraberinde yine yiiksek proflaksi dozlari (giinliik 6000 IU kadar) kullanimini
gerektirebilir(166).

En az 500 mg / giin oral kalsiyum, diyet alim1 veya takviyesi olarak, yas veya

kilo ne olursa olsun tedavide D vitamini ile birlikte rutin olarak kullanilmalidir(2, 5).

Oral tedavi onerilmektedir ¢iinkii oral tedavi 25(OH)D diizeylerini IM
tedaviye gore daha hizli bir sekilde diizeltir(2). Giinliik tedavi i¢in hem vitamin D2
hem de vitamin D3 esit derecede etkilidir. Ancak tekli biiyiik dozlar kullanildiginda,
vitamin D3, vitamin D2'ye kiyasla daha fazla tercih edilir gibi gériinmektedir, ¢iinkii

birincisinin daha uzun bir yar1 6mrii vardir(2).

2.54.1. Dozaj formlar

D vitamini D2 vitamini (ergokalsiferol) veya D3 vitamini (kolekalsiferol)
olarak uygulanabilir. D3 vitamininin D2 vitamini ile ilgili potensi biraz tartigsmalidir.
Tipik olarak, D vitamininin iki formu, 6zellikle giinliik dozlama ile birbirinin yerine
kullanilir(2). Baz1 ¢alismalar, D3 vitamininin D2 vitamininden daha uzun bir
yarilanma Omriine sahip olabilecegini ve daha gii¢lii olabilecegini ve D vitamininin
iki ila ii¢ kat daha fazla depolanmasina neden olabilecegini gostermektedir (167,
168). Bu nedenle, D3 vitamini, tek, biiyiik bir doz kullanildiginda daha iyi bir segenek
olabilir (2, 169).

2.5.4.2. Stoss tedavisi

"Stoss tedavisi" olarak bilinen yiksek doz D vitamininin kisa siireli
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uygulanmasi etkili bir alternatiftir ve oral tedaviye uyumu iyi olmayan hastalar igin
iyi bir ¢oziim olabilir. Stoss tedavisi kiigiik bebeklerde (<3 ay) kullanilmamalidir ve

hiperkalsemi risklerinden kaginmak i¢in dikkatli dozlama 6nemlidir (2)

Bebekler < 3 ayhk- 6 ila 12 hafta boyunca 2000 1U/giin, ardindan en az
400 1U/giin idame dozu.

3-12 ayhik bebekler: 12 hafta boyunca 2000 IU / giin veya 400 IU/
giinliik bir idame dozu ile 50.000 IU'luk tek bir doz;

1-12 yas aras1 ¢ocuklar: 12 hafta boyunca 3000-6000 IU / giin veya
150.000 IU'luk tek bir doz, ardindan 600 IU/ giinliik bir idame dozu;

12 yasindan biiyiik cocuklar: 12 hafta boyunca 6000 IU / giin veya
300.000 IU'luk tek bir doz, ardindan 600 IU/giinliik bir idame dozu

3-12 ayhik bebekler: 6 ila 12 hafta boyunca 2000 IU/giin, ardindan 600
ila 1000 IU/giin bakim dozu.

Alternatif bir yaklasim, alti hafta boyunca 50.000 [U/hafta ve
ardindan idame dozu ile tedavi etmektir (170). *

* Haftalik rejim icin toplam D vitamini dozu daha yiiksek olmasina
ragmen, bu yaklasgimin cesitli ¢aligmalarda giivenli ve etkili oldugu
gosterilmistir(171).

Tablo 8. Riketsin tedavisi i¢in 6nerilen D vitamini dozlari(2, 5)

2.5.4.3. Beraberinde kalsiyum takviyesi

Yiiksek seviyelerde paratiroid hormonu (PTH) veya rasitizm klinik kanitlart
olan hastalar i¢in, kalsiyum D vitamini ile birlikte desteklenmelidir. Bunun nedeni,
D vitamini replasmant ve PTH seviyelerinin normallestirilmesi, kemik
rezorpsiyonunu baskilayarak "a¢ kemik" sendromu olarak da adlandirilan tabloya
neden olabilir. Hipokalsemiyi 6nlemek igin, kalsiyum replasmani, iki veya {i¢
bolinmiis dozda, 30 ila 75 mg/kg/giin elemental kalsiyum dozlarinda
verilmelidir(132). Konsensiis yas ve agirlik ne olursa olsun D vitamini tedavisi ile
ginlik 500 mg elemental oral kalsiyumun (diyet veya ek) eklenmesini

onermektedir(2).
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3. Gerec¢ ve yontem

Bu prospektif ¢alisma, Nisan 2019- Mart 2020 yillar1 arasinda, Atatiirk
Universitesi T1p Fakiiltesi cocuk sagligi ve hastaliklar yiiriitiildii. Cocuk hastaliklari
polikliniginde yapilan degerlendirmeler sonrasi endikasyon dahilinde uygun

katilimcilar arasindan segildi.
Calismamiz 3 boliimden olustu:
1. Calismaya dahil edilecek infantlarin belirlenmesi

2. Kan 6rneklerinin toplanmasi, uygun kosullarda saklanmasi ve sonrasinda

Atatiirk Universitesi Biyokimya laboratuvarinda ¢alisilmasi

3. Verilerin degerlendirilmesi.

3.1.Etik kurul onay1

Calismamiz, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 04.10.2018
tarith ve 6 nolu toplantisinda 06 karar nosu ile onaylanmig karar dogrultusunda
yiiriitiildii. Ayn1 zamanda Atatiirk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan 7181 proje numarasiyla desteklenmistir.

3.2.Cahismaya dahil edilecek hastalarin belirlenmesi

D vitamini diizeyinin 20 ng/ml altinda olmasi (12 ng/m!’nin alt1 eksiklik, 12-

20 ng/ml yetersizlik) calismaya alinma kriteri olarak belirlendi.

Beslenmelerini etkileyen kronik hastaliklarinin olmasi, 6ncesinde D vitamini
almis olmasi, Ca ve vitamin D metabolizmasini etkileyecek kronik hastalik varligi
veya kolekalsiferol tedavisine ragmen D vitamini diizeyleri yiikselmeyenler (idame

tedaviyi diizenli kullanmayanlar) dislanma kriteri olarak kabul edildi.

Bu kriterlere gore secilen hastalarin sosyodemografik ozellikleri; sirastyla

yas, cinsiyet, boy, kilo ve BMI olacak sekilde kaydedildi.

3.3.Klinik ¢cahismamn kaydi

Hasta grubunu olusturacak tiim bireylere (Velilerine) bilgilendirme formu
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okutulup, kabul edenler aydinlatilmis onam formu imzalatilarak ¢alismaya alindi
(Ek-1). Goniilliiliik esasina dayanilarak olurlart alindiktan sonra demografik ve klinik

bilgileri “Olgu rapor formlari”na islendi (Ek-2).

3.4.Kan orneklerinin alinmasi ve saklanmasi

Calismaya dahil edilen hastalardan 25 hidroksi vitamin D (25 (OH) D),
parathormon (PTH), kalsiyum (Ca), fosfor (P), alkalenfosfataz (ALP) ve magnezyum
(Mg) degerleri i¢in antikoagulan igermeyen biyokimya tiiplerine ven6z kan 6rnekleri
alind1. Santrifiij edilerek serum drnekleri elde edildi. Bu érnekler Atatiirk Universitesi
Yakutiye Arastirma Hastanesi merkez Biyokimya Laboratuvarinda ¢alistirildi. Alfa
klotho, D vitamin baglayici protein (DVBP), Fibroblast Biiylime Faktorii 23 (FGF-
23) calisilmak tizere antikoagulan icermeyen sar1 kapakli biyokimya tiiplerine kan
alindiktan ve pihtilasmalar1 tamamlandiktan sonra 3000 rpm’de, on dakika santrifiij
edilerek serumlart ayrildi. Serum o&rnekleri -80° derecede dondurularak analiz

edilinceye kadar saklandi.

3.5.D vitamin replasmani sonrasi hastalarin degerlendirilmesi

Calisma dahilinde takip edilen hastalara D vitamini replasmani (3 ay alt1
hastalara giinliik 400 iii vitamin D) verildikten sonra en erken 1 ay sonra hastalar
kontrole ¢agrildi. Hastalarin fizik muayeneleri yapilarak beslenmelerini etkileyecek
hastaliklar a¢isindan gbzden gegirildi. Hastalardan 25 hidroksi vitamin D (25(OH)D),
Parathormon (PTH), Kalsiyum (Ca), Fosfor (P), Alkalen fosfataz (ALP) ve
Magnezyum (Mg) diizeylerinin kontrolii i¢in kan alinarak Atatiirk Universitesi
Yakutiye Arastirma Hastanesi merkez Biyokimya Laboratuvarinda ¢alistirildi. Ilk
orneklerde oldugu gibi sonra calisiimak {izere sar1 kapakli biyokimya tiiplerine kan
alindiktan ve pihtilagmalar1 tamamlanmasi beklendi. 3000 rpm’de, on dakika
santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Serum Ornekleri -80° derecede dondurularak

analiz edilinceye kadar saklandi.

3.6.Biyokimyasal parametreler

Serum 25(OH)D Diizeyi
BeckmanCoulter marka DXI 800 (BeckmanCuolter, Brea, USA) hormon

otoanalizorlii kemililimmiinosans yontemi ile dl¢tildii. Sonuglar ng/ml olarak verildi.
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12 ng/m1’nin alt1 eksiklik, 12-20 ng/ml yetersizlik, 20 ng/ml’nin istii yeterlilik olarak
kabul edildi (2).

Serum Parathormon Diizeyi
BeckmanCoulter marka DXI 800 (BeckmanCuolter, Brea, USA) hormon
otoanalizorlii kemililimmiinosans yontemi ile 6lgtildii. Sonuglar pg/ml olarak verildi.

Serum parathormon normal degeri 12-88 pg/ml olarak kabul edildi.

Serum Alkalen fosfataz, Kalsiyum, Fosfor, Magnezyum
Diizeyleri

BeckmanCoulter marka AU5800 (BeckmanCuolter, Brea, USA)
otoanalizoriin despektrofotometrik yontem ile 6l¢iildii. Sonuclar U/L olarak verildi.
Serum alkalenfosfataz sonuglart U/L olarak verildi. 0-1 yas grubunda Alkalen
fosfataz aralign 145-420 U/L olarak kabul edildi. Kalsiyum, Fosfor, Magnezyum
sonuglart mg/dl olarak verildi. Serum total kalsiyum normal degeri 8.8—10.6 mg/dl,
Fosfor normal degeri 4-7 mg/dl, Magnezyum normal degeri 1,9-2,5 mg/dl olarak

kabul edildi.

3.7.Saklanan serum orneklerinin ¢alisiimasi

Analiz islemleri i¢in ilk bagvuru aninda ve kontrol muayene sirasinda alinarak
eksi 80 derecede saklanan serum oOrnekleri uygun kosullarda ¢oziilmeleri
saglandiktan sonra tiim analizler tek oturumda Atatiirk Universitesi Saglik Arastirma

ve Uygulama Merkez Miidiirligii Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda yapildi.

a-Klotho diizeyleri
Serum 6rneklerinde a-klotho diizeyleri ticari olarak satin alinan SinoGenClon
Biotech Co. marka (Kat No: SG-10380, SinoGenClon Biotech Co, HangZhou,
China) ELISA Kkitleri ile iireticinin dnerdigi standart protokole gore Dynex marka
otomatik ELISA okuyucu cihazinda (Dynex Technologies Headquarters, Chantilly,
USA) ELISA yontemi ile analiz edildi. Kitin 8l¢iim aralig1 4-100 ng/L idi. Kitlerin
intra assayi CV< 8% ve inter assayi CV<10% idi (CV=SD/ortalama x100).

D vitamin baglayici protein (DVBP)
Serum orneklerinde DVBP diizeyleri ticari olarak satin alinan SinoGenClon

Biotech Co. marka (Kat No: SG-10154, SinoGenClon Biotech Co, HangZhou,
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China) ELISA Kkitleri ile iireticinin 6nerdigi standart protokole gore Dynex marka
otomatik ELISA okuyucu cihazinda (Dynex Technologies Headquarters, Chantilly,
USA) ELISA yontemi ile analiz edildi. Kitin 6l¢iim aralig1 20-400 ng/L idi. Kitlerin
intra assayi CV< 8% ve inter assayi CV<10% idi (CV=SD/ortalama x100).

FGF 23 diizeyleri
Serum 6rneklerinde FGF-23 diizeyleri ticari olarak satin alinan SinoGenClon
Biotech Co. marka (Kat No: SG-10360, SinoGenClon Biotech Co, HangZhou,
China) ELISA Kitleri ile iireticinin 6nerdigi standart protokole gore Dynex marka
otomatik ELISA okuyucu cihazinda (Dynex Technologies Headquarters, Chantilly,
USA) ELISA yontemi ile analiz edildi. Kitin 6l¢iim araligr 8-150 ng/L idi. Kitlerin
intra assayi CV< 8% ve inter assayi CV<10% idi (CV=SD/ortalama x100).

3.8.Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda verilerin analizi SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) v20 programi ile yapildi. Degiskenlerin normal dagilim gosterip
gostermedigi Shapiro Wilk testi ile arastirildi. Kolekalsiferol tedavisi Oncesi ve
sonras1 veriler Paired Samples Test ve Mann- Whitney U testi kullanilarak

degerlendirildi kullanildi. P=0,05 alinarak % 95 giiven aralig1 belirlenendi.

Calisma grubuna ait veriler veri kiimemiz 50°nin altinda oldugundan Shapiro-
wilk test ve beraberinde her veri grubuna ait histogramlar, varyasyon katsayilari,
Detrended Normal Q-Q Plot, Skewness ve kurtosis tesleri kullanilarak normalite
analizi yapildi. Degerlendirilme sonucunda Ca, P, Mg, D vitamini, Ca kontrol, P
kontrol, Mg kontrol, D vitamini kontrol ve Klotho kontrol verilerinin parametrik

dagilim gosterdigi diger verilerin ise non-parametrik dagilim gosterdigi goriildii.

Verilerin kontrol verileriyle karsilastirilmasinda parametrik veriler Paired-
samples T test kullanilarak, non-parametrik veriler ise non-parametrik testlerden
Raleted Samples (Wilcoxon Signed Ranks Test) kullanildi. Kontrol veri gruplarindan
birinin non-parametrik dagilim gosterdigi goriildiiyse o gruba non-parametrik test

uygulandi. Tablo 9°da verilere ait yapilan normalite testleri verildi.
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—_____________________________________
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnova

Statistic df Sig.
D VITAMIN 0,108 11,000 0,200*
YAS /AY 0,208 11,000 0,200
CA 0,230 11,000 0,108
P 0,164 11,000 0,200*
MG 0,193 11,000 0,200*
ALP 0,166 11,000 0,200*
PTH 0,289 11,000 0,011
KLOTHO 0,312 11,000 0,004
FGF-23 0,278 11,000 0,017
DVBP 0,307 11,000 0,005
CA KONTROL 0,179 11,000 0,200*
P KONTROL 0,132 11,000 0,200*
MG KONTROL 0,099 11,000 0,200*
ALP KONTROL 0,236 11,000 0,088
o TAMINFEONT= 0,108 11,000 0,200*
PTH KONTROL 0,167 11,000 0,200*
KLOTHO KONTROL 0,209 11,000 0,193
FGF-23 KONTROL 0,189 11,000 0,200*
DVBP KONTROL 0,334 11,000 0,001

Statistic

0,986
0,899
0,909
0,963
0,944
0,957
0,816
0,827
0,853
0,806
0,932
0,973
0,971
0,837
0,941
0,925
0,878
0,867

0,784

Shapiro-Wilk
df
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000
11,000

11,000
11,000

11,000
11,000
11,000

11,000

Sig.
0,989
0,181
0,239
0,813
0,564
0,733
0,015
0,022
0,046
0,011
0,427
0,916
0,895
0,029
0,532
0,362
0,097
0,071

0,006

Tablo 9. Verilere ait Normalite tesleri
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4. Bulgular

4.1. Demografik Veriler

Calismaya dahil edilen 16 hastanin yas ortalamasi1 9,65 +6,16 ay (n:16) olup
en kiiglik hasta 1 aylik ve en biiyiik hasta 19,37 aylik idi. Boy ortalamasi1 66,68 +8,76
cm (54-78 cm) idi. Agirlik ortalamasi 7,92 +2,43 kg (3,8- 12 kg) idi. Hastalarimizin
14 tanesi erkek (%87,5), 2 tanesi (%12,5) ise kiz idi. Vakalara ait antropometrik

ozellikler Tablo 10°da verilmistir.

Antropometrik Ozellikleri

ORT.tSD Minimum Maksimum n
Yas /ay 8,57 16,16 1,00 19,37 16
Boy/ cm 66,68 +8,76 54 78 16
Agirhk/ 7,92 +2,43 3,80 12,00 16

kg
Tablo 10. Antropometrik Ozellikler

Hastalariminizin 12 tanesi (%75) basvuru esnasinda anne siitii almaya devam
etmekteydi. 4 tanesi ise basvuru sirasinda anne siitii almiyordu. Sosyoekonomik
durum degerlendirildiginde hastalarimizin % 68,8 i (11) diisiik, %25 i (4) orta, % 6,3
(1) iyi olarak olarak izlendi. Calismamizdaki hastalarimizin % 68,8’i (11) diizenli D

vitamini takviyesi almazken %31,3’i (5) diizenli D vitamini almaktaydi.

Calismamizdaki olgularin 14’ (% 87,5) kirsal bolgede yasiyorken 2 tanesi
(%12,5) sehirde yasamaktaydi. Olgularimiza ait sosyodemografik verileri Tablo 11

de verilmistir.

Tedavi 6ncesi D vitamini diizeyleri incelendiginde olgularin 2 tanesi (%12,5)
D vitamini yetersizligi (D vit diizeyi 12-20 ng/ml), 14 tanesi (% 87,5) D vitamini
eksikligi (<12 ng/ml) olarak degerlendirildi. Olgularin D vitamini diizeyleri ile ilgili
dagilim Sekil 11°de gosterilmistir.
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SOSYODEMOGRAFIK OZELLIKLER

n % yluzde
CINSIYET ‘
ERKEK 14 87,5
KIz 2 12,5
D VITAMINI TAKVIYESI ‘
ALIYOR 5 31,3
ALMIYOR 11 68,8
YERLESIM ‘
KIRSAL 14 87,5
SEHIR 2 12,5
SOSYOEKONOMIK DUZEY ‘
Il 1 6,3
ORTA 4 25
DUSUK 11 68,8
ANNESUTOU ALIMI ‘
ALIYOR 12 75
ALMIYOR 4 25

D VITAMINI DUZEYI ‘
EKSIKLIK ‘ 2 12,5
YETERSIZLIK ‘ 14 87,5

Tablo 11. Sosyodemografik 6zellikler

Olgularimizdan 2 tanesi (%13) oksiiriik, 2 tanesi (%13) ishal ve 4 tanesi (%
27) cesitli nedenlerle basvurduklart merkezlerde hipokalsemi tespit edilerek
yonlendirilen hastalardan olusmaktaydi. 2 tane (%13) hastamiz ise hipokalsemik
nobet gecirme sikayetiyle poliklinigimize bagvurmustu. Sekil 12°de ¢alismaya dahil

edilen olgularin poliklinik bagvuru sikayetlerine ait dagilim verilmistir.
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D vitamini diizeyleri

m eksiklik

M yetersizlik

Sekil 11. D vitamini diizeylerinin dagilimi

Grafik Bashgi

fontanel kapanmasi
7%

OKSURUK epilepsi
13% 6%

= epilepsi HIDRONEFROZ

7%
= fontanel kapanmasi
= HIDRONEFROZ

= HIPOKALSEMI

S HIPOKALSEMI
= HiPOTIROIDI 27%

= HUZURSUZLUK
= [SHAL

= NOBET -
= OKSURUK

HUZURSUZLUK HIPOTIROIDI
7% 7%

Sekil 12. Poliklinik bagvuru sikayetlerinin dagilimi

Calismamiza dahil edilen hastalar Nisan 2019- Mart 2020 tarihleri arasinda
poliklinik bagvurusu yapan hastalar arasindan segildi. Hastalardan % 31’1 Ocak,
%25°1 Subat, %19’u ise Nisan ayinda gelmislerdi. Bagvuru aylarina ait dagilim

grafigi Sekil 13’te verildi.



BASVURU AY]

AGUSTOS
79% ARALIK
6% EyLOL

69 .
” HAZIRAN

6%

SUBAT
| AGUSTOS 25%

M ARALIK
MEYLUL
® HAZIRAN

® NiSAN

NiSAN
19%

M OCAK

HSUBAT OCAK

31%

Sekil 13. Bagvuru aylarina ait dagilim

N ORT1SD Ortanca Min. Maks.
CA mg/d 16 8,39+1,55 9,05 5,10 10,00
P mgl/d 16 4,82+1,36 5,05 2,70 7,90
Mg mgl/d 16 2,1040,25 2,05 1,78 2,68
ALP uI/I 16 637,06+417,80 535,50 228,00 1828,00
D vitamin ng/m 16 7,25+3,66 7,40 1,74 15,30
PTH pgl/ m 16 232,16+150,09 183,50 91,00 658,00
Klotho ngl/ | 16 810,25+827,72 434,75 58,50 2457,50
FGF-23 ng/l 16 618,161633,53 308,50 21,50 1883,00
DVBP ng/l 16 1509,39+1502,1 725,53 244,85 5044,65
6

Tablo 12. Tedavi oncesi biyokimyasal tetkikler

Vaka grubunda kolekalsiferol tedavisi dncesi Ca degerleri ortalamasi 8,39
+1,55 mg/dl iken kontrol Ca degerleri ortalamasi 9,81 +0,49 mg/dl olarak izlendi.
Aradaki fark anlamli idi (p=0,001). P degerleri ortalamasi tedavisi ncesi 4,82+1,36
mg/dl iken tedavisi sonrasi ortalama 5,59+ 1,07 mg/dl’ye yiikseldigi goriildi. Fark
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anlaml1 idi (p=0,009). D vitamini degerleri ortalamasi tedavi 6ncesi 7,25 +3,66 ng/ml
iken tedavi sonrasi 41,34 +£16,28 ng/ml olarak izlendi. Aradaki fark anlamli idi
(p<0,01). PTH ortalamas1 tedavi 6ncesi 232,16+£150,09 pg/ml iken tedavi sonrasi
PTH ortalamasinin 40,32+ 22,63 pg/ml’e geriledigi goriildii. Aradaki fark anlamli idi
(p=0,001). FGF-23 ortalamasi tedavi dncesi 637,29 + 614,57ng/1 iken tedavi sonrasi
456,08+ 397,89 ng/l olarak izlendi. Aradaki fark istatistiksel olarak anlamliydi
(p=0,023). ALP degerleri ortalamasi tedavi oncesi alinan 6rneklerde 637,06+417,80
u/l iken tedavi sonrasi kontrollerde ortalamalarin 320,88+ 211,60 u/l’e geriledigi
goriildii. Aradaki fark anlamli olarak degerlendirildi(p<0,01). Calismamizda
degerlendirdigimiz diger biyokimyasal parametreler ic¢in kolekalsiferol tedavisi
oncesi ve sonrast degerler arasinda anlamli fark yoktu(p>0,05). Tedavi Oncesi
biyokimyasal degerler Tablo 12°de, tedavi sonrasi biyokimyasal degerler ise Tablo
13’te verildi. Tablo 14 ve 15°te tedavi Oncesi ve tedavi sonrast degerler i¢in yapilan

anlamlilik testleri verildi.

N Ort +£SD ortanca = Min. Mak.
CA kontrol mg/dl | 16 9,81+ 0,49 9,75 8,60 10,60
P kontrol mg/dl | 16 5,59+ 1,07 5,70 3,90 7,40
Mg kontrol mg/dl | 16 2,02+ 0,23 2,09 1,41 2,36
ALP kontrol u/l 16 320,88+ 211,60 255,50 | 177,00 1043,00
D kontrol KONT- ng/ml | 16 41,34+ 16,28 37,65 22,79 83,00
ROL
PTH kontrol pg/ml | 16 40,32+ 22,63 35,35 8,10 89,60
Klotho kontrol ng/| 16 664,38+ 593,15 414,00 61,00 1842,00
FGF-23 kontrol ng/I 16 456,08+ 397,89 305,60 @ 41,80 1200,50
DVBP kontrol ng/I 16 = 1322,91+1149,98 606,65 131,15 3080,50

Tablo 13. Kolekalsiferol tedavisi sonrasi alinan biyokimyasal tetkikler
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Ort +S.D. N Sig. (Zr;talled)

mg/dl
CA 8,38+1,54 16 0,001
CA KONTROL 9,80+0,49 16

mg/dI
P 4,81+1,35 16 0,009
P KONTROL 5,59+1,06 16
MG 2,09+0,25 16
MG KONTROL 2,01+0,23 16
D VITAMIN ng/ml 7,24+3,66 16 <0,01
D VITAMINI KONTROL 41,33+16,28 16

Paried sample test
Tablo 14. Kolekalsiferol tedavisi 6ncesi ve sonrasi Ca, P, Mg ve D vitamini
diizeylerinin karsilastirilmast

PTH —
PTH KONTROL

KLOTHO -
KLOTHO KONTROL

FGF-23 -
FGF-23 KONTROL

DVBP -
DVBP KONTROL

ALP -
ALP KONTROL

Negatif degisim
Positif degisim
Negatif degisim
Positif degisim
Negatif degisim
Positif degisim
Negatif degisim
Positif degisim
Negatif degisim
Positif degisim

N

162
Ob
gd
7e

129
4h

11
5k
1em
on

Ortalama
degisim
8,50
0,00
10,39
6,07
8,92
7,25
8,18
9,20
8,50
0,00

Wilcoxon Signed Ranks Test

I oG Mmoo o>

. PTH KONTROL < PTH
. PTH KONTROL > PTH
. PTH KONTROL = PTH
. KLOTHO KONTROL < KLOTHO
. KLOTHO KONTROL > KLOTHO
. KLOTHO KONTROL =
. FGF-23 KONTROL < FGF-23
. FGF-23 KONTROL > FGF-23

KLOTHO

Toplam

136,00
0,00
93,50
42,50
107,00
29,00
90,00
46,00
136,00
0,00

z p
-3,52 0,00
-2,02 0,19
-1,14 0,04
-1,14 0,26
-3,52 0,00
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I. FGF-23 KONTROL = FGF-23
J. DVBP KONTROL < DVBP
K. DVBP KONTROL > DVBP
L. DVBP KONTROL = DVBP
M. ALP KONTROL < ALP

N. ALP KONTROL > ALP

O. ALP KONTROL = ALP

Tablo 15. Kolekalsiferol Tedavisi Oncesi Ve Sonrasi PTH, Klotho, FGF-23,
ALP ve DVBP diizeylerinin karsilastirilmasi

Calisma grubunda tedavi Oncesi Ca degerlerine gore Ca <8,5 mg/dl (Ca
diisiik) ve Ca >8,5 mg/dl (Ca Normal) olacak sekilde hastalar 2 gruba ayrildi. Tedavi
oncesi ALP diizeyleri ortalamasi Ca diisiik grupta 964,83+513,669 iken Ca normal
grupta 440,400+ 172,47 olarak izlendi. Aradaki fark anlaml idi. (p=0,009). Diger
parametreler i¢in Ca diisiik ve normal grup arasinda istatistiksel fark gozlenmedi

(p>0,05). Tablo16 ve 17°de Ca diisiik ve Ca yiiksek grup verileri karsilastirilda.

Ca diizeyi N Ort. S.D. p

Ca mg/dl | Ca duglk 6 6,63 0,97 0,00
Ca normal 10 9,44 0,44

P mg/dl | Ca duglk 6 4,45 1,19 0,42
Ca normal 10 5,04 1,46

Mg mg/dl | Ca dusik 6 1,95 0,24 0,07
Ca normal 10 2,18 0,22

D vitamin ng/ml | Ca dusik 6 5,17 2,89 0,08
Ca normal 10 8,49 3,62

Independent Samples Test
Tablo 16. Tedavi 6ncesi Ca diizeylerine gore P, Mg ve D vitamini verilerin
karsilastirilmasi
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Ca diizeyi N ORT. S.D. P
ALP Ca diisiik 6 964,833 513,669 0,009
Ca normal 10 440,400 172,472
PTH Ca diistik 6 314,067 189,380 0,083
Ca normal 10 183,010 102,298
KLOTHO | Ca distik 6 878,667 871,391 0,828
Ca normal 10 769,200 845,599
FGF-23 Ca diistik 6 690,833 652,619 0,745
Ca normal 10 574,550 653,211
DVBP Ca diistik 6 1920,733 1728,180 0,386
Ca normal 10 1262,585 1386,031
MANN-WHITNEY U
Tablo 17. Tedavi 6ncesi Ca Diizeylerine Gére ALP, PTH, Klotho, FGF-23 Ve
DVBP sonuclarimin Karsilastirilmasi

D vitamin N Ort. S.D. ¢]
takviyesi

CA mg/dl Aliyor 5 9,16 1,33 0,187
Almiyor 11 8,04 1,57

P mg/dl Alyor 5 5,24 1,70 0,421
Almiyor 11 4,63 1,21

MG mg/dl Alyor 5 2,17 0,31 0,420
Almiyor 11 2,06 0,23

D VITAMIN ng/ml Aliyor 5 8,36 5,35 0,432
Almiyor 11 6,74 2,79

Independent Samples Test

Tablo 18. Tedavi 6ncesi D vitamin proflaksisi alma durumuna gore Ca, P, Mg ve D
vitamini diizeyleri
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Olgularin tedavi oncesi D vitamini proflaksisi kullanim durumuna gore
yapilan incelemede DVBP diizeylerinin D vitamini alan grupta (n:5) ortalamasi
2774,44 £ 2009,62 iken, D vitamini almayan diger 11 hastada ortalama 934,37
+778,07 ng/l olarak izlendi. Aradaki bu fark (p=0,036) istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Bakilan diger parametreler i¢in D vitamini proflaksisi alan ve almayan grup
arasinda anlamli fark bulunmadi. Tablo 18 ve 19°da D vitamini alma durumuna gore

biyokimyasal parametrelerin diizeylerinin karsilastirilmasi verildi.

D VITAMINI I
KULLANIMI MEAN STD. DEVIATION
ALP Aliyor 5 467,00 149,80
0,462
Almiyor 11 714,36 481,48
PTH Aliyor 5 207,76 121,01
0,777
Almiyor 11 243,25 165,83
KLOTHO Aliyor 5 1198,80 982,42
0,126
Almiyor 11 633,64 729,27
FGF-23 Aliyor 5 884,00 668,51
0,126
Almiyor 11 497,32 609,82
DVBP Aliyor 5 2774,44 2009,62
0,036
Almiyor 11 934,37 778,07
Mann-Whitney U
Tablo 19. tedavi 6ncesi D vitamini alma durumuna gére ALP, PTH, Klotho,
FGF-23 ve DVBP diizeylerinin karsilastirilmasi

FGF-23, PTH ve Klotho diizeyleri arasinda yapilan korelasyon analizinde
PTH ve klotho diizeyleri arasinda pozitif korelasyon izlendi (p=0,019). FGF-23 ve
PTH diizeyleri arasinda pozitif korelasyon varlig1 izlendi (p<0,01 ). Yine FGF-23 ve
Klotho arasinda yapilan analizde de pozitif korelasyon varligi gozlendi (p=0,024).
Yapilan korelasyon analizine ait veriler Tablo 20 de verildi. Tablo21-23 arasinda

korelasyon analizlerine ait grafikler verildi.
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Korelasyon Analizi

PTH KLOTHO | KLOTHO
PTH KONTROL. |. KONTROL. |FCF-23
Korelasyon 0,579" -,235
yoénu
o}
= p 0,019 0,380
9 n 16 16
X
Korelasyon 0,456 -0,182 0,918
. yoénu
-
o0
T E p 076 499|  <0,01
C8 n 16 16 16
X X
Korelasyon 0,559 -0,194 0,962" 0,885"
yonl
& p ,024 A71 <0,01 <0,01
o n 16 16 16 16
LL
Korelasyon 0,388 0-321| 0,915 0,938" 0,912"
; yoni
-
0
QE p 137 226 <0,01 <0,01 <0,01
| Z
GO 16 16 16 16 16
L X

Guven aralgi 0.05 level (2-tailed).
Guven araligi 0.01 level (2-tailed).

pozitif yonde korelasyon ve istatistiksel olarak anlamh

negatif yonde korelasyon ve istatistiksel olarak anlaml

istatistiksel olarak anlamli olmayan sonuglar

Tablo 20. FGF23, KLotho ve PTH arasinda yapilan korelasyon analizine ait veriler
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R2 Linear = 0,124
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Tablo 21.Tedavi 6ncesi Klotho ve PTH diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi
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Title

R2 Linear = 0,093
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Tablo 22. Tedavi 6ncesi FGF-23 ve PTH diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi
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R? Linear = 0,952
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Tablo 23. Tedavi 6ncesi FGF-23 ve Klotho diizeyleri arasindaki Korelasyon Grafigi
P<0,01

48




5. Tartisma

Rikets Latince’de biikiilme, egilme anlamina gelen “Rhachitis” kelimesinden
geldigi diisiiniilmektedir. Cocuklarda izlenen kemik hastaliklarindan ilk bahsedenler
Efesli Soranus (98-138) ve Bergamali Galen (130-200) olmasina ragmen D vitamini
ile iligkili klinik ilk olarak 17. Yiizyilda Glisson tarafindan tanimlanmistir (172).
Bunun yaninda 1918 yilinda ise balik yagi kullanimi ile Rikets’in dnlenebilecegini
Mellanby gosterdi (173). 1822 yilinda Polonya’li bir doktor olan Snadecki, Rikets’li
olan ¢ocuklarin sehir disina gotiiriiliip orada uzun siire agik havada birakmalarini
onermesi, dolayisi ile Rikets’in 6nlenmesi ve tedavisinde giines isinlarinin etkili

oldugunu ilk kez gostermis oldu (174) .

Cok az gida dogal olarak D vitamini igerir; siklikla somon, uskumru ve ringa
balig1 gibi yag agisindan zengin baliklarin yani sira karaciger ve organ etleri ve
yumurta sarisinda bulunur. Bu dogal diyet kaynaklarindan birkagi tipik olarak
cocuklar tarafindan siirekli olarak tiketilmemektedir. Anne siitiiniin D vitamini
icerigi de diisiiktiir. Dolayisiyla sadece anne siitii ile beslenen infantlar ve ¢ocuklarin
sadece beslenme ile yeterince D vitamini almasi olasi degildir(175). D vitamini
depolarinin yetersiz olmasindan dolayr D vitamini destegi olmaksizin sadece anne
stitii ile beslenme, nutrisyonel rikets i¢in en biiyiik riski olusturmaktadir.(43) Bizim
caligmamizda da hastalarimizin 12 tanesi (%75) sadece anne siitii ile beslenmekteydi.

Hastalarin sadece 5 tanesi (%31,3) D vitamini takviyesi almaktadaydi.

Yakin gegmiste yapilan ¢alismalarda diger iilkelerde oldugu gibi tilkemizde
de cocuklarda klinik bulgu vermeyen subklinik D vitamini eksikligi ve/ veya

yetersizligi oldukg¢a yaygin bir sorun oldugu gériilmektedir (176, 177).

Bizim ¢aligmamizda vakalarimizin 14 tanesi (%87,5) kirsal bolgede yasayan
kisilerden olusmaktaydi. 0-2 yas hasta grubu iklim sartlar1 ve sosyokiiltiirel yasam
tarz1 nedeniyle yeterince giinese ¢ikarilmadigi i¢in, bu grupta D vitamini eksikligi/
yetersizligi gelistigi diistiniildii.

Rikets iic evrede degerlendirilir. Ilk evrede (erken evre veya ilk asama)
osteopeni siktir. Hipokalsemik (genelde gecici) veya normal serum kalsiyum

konsantrasyonlar1 vardir. Hipofosfatemi veya normal kan fosfor konsantrasyonlari
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olabilir. Rasitizmlere karsi ¢cok hassas olan serum ALP diizeylerinde (yasa 6zgii
referans  araliklarla  karsilastirlldiginda)  bir  artisin yam1 swra  PTH
konsantrasyonlarinda bir artis s6z konusudur. Ikinci asamada kollajen matriksin
sismesi, periosteal genisleme ve kemik agrisi ile birlikte rasitizm baslangig
radyografik belirtilerinin (bacaklarin egilme deformiteleri ve bileklerin genislemesi
gibi) goriilebilir. Bunun yanisira PTH'deki artisla uyarilan kemik kalsiyum
mobilizasyonuna bagl hipokalsemi veya normal serum kalsiyum konsantrasyonlari
olabilir. Belirgin hipofosfatemi, ALP ve PTH'de orta derecede bir artig ve Plazma 25
(OH) D konsantrasyonlarinda daha biiyiik bir azalma s6z konusudur. Ugiincii ve son
asamada kemik degisiklikleri daha siddetli hale gelir. Hipokalsemik hipofosfatemi
vardir. ALP ve PTH diizeylerinde ciddi artis ve plazma 25 (OH) D

konsantrasyonlarinda daha ciddi bir azalma izlenir(5).

Bizim ¢alisma grubunda tedavi 6ncesi Ca diizeyleri Literatiirle uyumlu olarak
8,39+1,55 mg/dl ortalama ile normalin altinda idi(178). Takip edilen hastalarin 2
tanesi (%13) hipokalsemiye bagli jeneralize nobet nedeniyle klinigimize
basvurmuslardi. Bu da riketsin kemik dis1 etkilerinden kaynaklanan bir durum olarak
goriilmektedir. Hastalarimizda Kolekalsiferol tedavisi sonrasi bakilan Ca degerleri
ortalamasi1 9,81+ 0,49 mg/dl yiikseldigi goriildii. Oncesine gore anlamli (p=0,002)

olan artis izlendi.

Aktif D vitaminin temel gorevi intestinal Ca ve P emilimini saglayarak PTH
ile birlikte viicudun Ca/P dengesini saglamaktir. Vitamin D yoklugunda Ca emilimi
%10-15 diizeyinde iken D vitamini etkisiyle %30 civarina ¢ikar(179). D vitamini
bobreklerden Ca ve P geri emilimini artirmasina ragmen, bobrekler asil olarak PTH
‘in hedef dokusudur. Vitamin D in hem osteoblast hemde osteoklastik serinin
farklilagsmasinda etkisi oldugu bilinmektedir. Organizmanin Ca dengesi bagirsaklar,
P dengesi ise bobrekler iizerinden diizenlenir. Vucut 25(OH)D diizeyinin normal
oldugu durumlarda D vitamini kemiklerin mineralizasyonu iizerine pozitif etki yapar.
Bir bagka deyisle, bagirsaklardan Ca emilimi yeterli oldugunda 1,25 (OH)2D
diizeyide normal olmakta ve bu aktif hormonun etkisiyle bir taraftan bagirsaklardan
Ca ve P emilimi saglanirken, 6biir yanda kemik mineralizasyonu devam etmektedir.
Vucut 25(OH)D diizeyi kritik seviyenin altina indiginde ve/veya bagirsaktan Ca

emilimi yetersiz oldugunda (sekonder hiperparatiroidizm), kemiklerden Ca
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mobilizasyonu saglayacak PTH artmasina neden olur(180). Nutrisyonel rikets Ca’un
intestinal emilim yerine kemiklerden mobilizasyonu ile saglandigi siire¢ sonunda

gelismektedir.

Bizim ¢alismamizda da tedavi oncesi PTH diizeylerinin normal smirilarin
tistlinde oldugu, kolekalsiferol tedavisi sonrasi bakilan PTH degerlerinde de anlamli

bir diisiis oldugu izlendi (p=0,001)(178).

Riketsin ilk asamalarinda D vitamini Ca’un barsaklardan emilememesi ve
kemiklerden mobilize olamamasi1 sonucu hipokalsemi gelisir. Bobreklerden P geri
emilimi ve serum P diizeyi normaldir. Artan kemik “turnover” ve kemik
mineralizasyonu eksikligi nedeniyle serum ALP aktivitesinin artmasina sebep olur.
Ilerleyen donemlerde gelisen seconder hiperparatiroidi bobrekten Ca geri emilimini
artirarak ve kemikten Ca salinimini artirarark serum Ca diizeyini normale dondiirtir.
Artmis PTH’in bobrekler tizerinden etkisiyle serum P degerlerinde de azalma
baglar(181, 182).

Bizim ¢alismamizda literatiir ile uyumlu olarak hastalarimizda serum ALP
diizeyleri tedavi Oncesi 603,47+425,87 ile normalin istiindeyken kolekalsiferol
tedavisi sonrasi 391,94+221,78 u/l olarak izlendi (178).

Calismamizda hastalarimizin tedavi oncesi P degerleri ortalamasi 4,92+1,33

mg/dl iken kolekalsiferol tedavisi sonras1 5,56 +1,03 mg/dl ytikseldigi izlendi.

Kapsamli bir sekilde incelenen kalsiyum homeostazinin aksine, fosfat
homeostazinin diizenlenmesi hakkinda nispeten az sey bilinmektedir. Fibroblast
biiyiime faktorii 23 (FGF-23), kemik-paratiroid-bobrek ekseninin daha once
taninmayan hormonal bir parg¢asidir. FGF-23, D vitamini, PTH ve serum fosfor
seviyeleri ile modiile edilir. Fosfat fazla oldugunda, FGF-23 kemikten salgilanir ve
idrarda fosfat atilimin1 artirmak ve D vitamini sentezini bastirmak i¢in bobrekte etki
ederek negatif fosfat dengesini indiikler. FGF23'lin osteositler tarafindan sentezi ve
salgilanmasi, 1,25 (OH)2D ve serum fosfor diizeyi ile pozitif olarak diizenlenir. Buna
karsilik, FGF-23, 1,25 (OH)2D sentezini inhibe eder ve paratiroid bezlerinden PTH

salgilanmasini negatif olarak diizenleyebilir (81).

Primer hiperparatiroidi, McCune-Albright sendromu, Jansen hastalig1 gibi

bazi hastaliklarda yiikselten PTH’ nun dogrudan kemikten FGF23 salinimini artirdigt
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distiniilmektedir(25). Bizim ¢alismamizda da vitamin D eksikligi olan olgularda
PTH diizeyi ile FGF-23 arasinda pozitif korelasyon mevcuttu. Vitamin D
eksikliginde gozlenen seconder hiperparatiroidizm FGF-23 diizeylerinin artmasina
neden oldu. Dolayisiyla FGF-23 sekresyonunda sadece fosfat degil PTH da gérev

almaktadir.

2007 yilinda Gambiya’da kemik bulgulari olan riketsli 46 olguda yapilan bir
calismada olgularin % 74 {iniin, yerel ¢ocuklarda goriilen FGF-23 araligin lizerinde,
(bazilarinda 50 kata kadar) olan bir FGF23 konsantrasyonuna sahip olduklari
izlenmis. Aktif ragitizm hastalar ile diger hastalar arasinda FGF-23 konsantrasyonu
acisindan anlamli bir fark izlenmemis. Plazma P diizeyi, FGF-23 konsantrasyonu ile
anlamli ve ters korelasyon gosterdigi bildirilmis. 6-12 ay sonra bazi klinik iyilesmeler
kaydedildilmesine ragmen, bir¢ok hastada FGF23 yiiksek kaldig bildirilmig(183).
Bizim ¢alismamizda da tedavi Oncesi P degerleri ile FGF-23 arasinda negative bir
korelasyon izlendi (p=0,04). Tedavi dncesi P degerleri ayni sekilde tedavi sonrasi
FGF-23 ile de negative korelasyon gostermekteydi(p=0,033). Tedavi sonrast P
degerleri ile FGF-23 iin tedavi Oncesi ve sonrasi degerleri arasinda korelasyon
izlenmedi. FGF-23, sodyum-fosfat kotransporter lla ekspresyonunu inhibe ederek
fosfatiiriye neden oldugu i¢in FGF-23 ile fosfat arasindaki negative iligski aslinda
beklenen bir sonugtur ve hiperfosfatemi FGF-23’iin artisinda rol oynamaktadir.

Dolayisiyla FGF-23 fosfat homeostazisinde dnemli bir faktordiir.

2014’te Sawires ve arkadaslarinin(184) konservatif tedavi uygulanan 40
kronik bobrek hastaligi hastasi, diizenli hemodiyalize giren 44 son dénem bdbrek
yetmezligi hastas1 (ESRD), 40 bobrek nakli alicis1 ve serum klotho 6l¢timii i¢in 40
saglikli kontrol grubuyla yaptig1 caligmada tiim hastalarda FGF-23"in anlaml1 olarak
arttigi ve a klothonun kontrol grubuna gore anlamli olarak azaldigi bulunmus.
Calisilan gruplarda serum Ca ve a klotho arasinda anlaml ters korelasyon oldugu ve
gruplarda FGF-23 ve a klotho arasinda anlamli bir iliski olmadigi goriilmiistiir Bizim
calismamizda FGF-23 ve klotho diizeyleri tedaviyle azalmasina ragmen bu ¢aligmada
arttig1 gosterilmistir (184). Sonuglar arasindaki uyumsuzluk bobrek yetmezligi olan

olgulardaki fosfat metabolizmas1 farklilig: ile iliskili olabilir.

FGF23"in kritik 6zelliklerinden biri, renal tiibiillerde eksprese edilen tek
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gecisli bir transmembran proteini olan Klotho'ya, FGF reseptorlerini baglamak ve
aktive etmek igin zorunlu bir koreseptor olarak ihtiya¢ duymasidir. Uygun olmayan
sekilde yiiksek serum FGF-23 seviyeleri sergileyen cesitli kalitsal bozukluklar fosfat
atitlimi ve kemik mineralizasyonunda bozulma ile iligkilidir. Aksine, FGF-23 veya
Klotho'daki kusurlar fosfat retansiyonu ve erken yaslanma sendromu ile iligkilidir.
(185) Fosfat retansiyonu, kronik bobrek hastaligi (KBH) olan hastalarda siklikla

g6zlenir ve epidemiyolojik ¢alismalarda gii¢lii bir 6liim riski olarak tanimlanir (185).

Hemen hemen tiim DVBP karacigerde iiretilir. DVBP diizenlenmesinde
Ostrojen, glukokortikoidler ve enflamatuar sitokinlerden etkilendigi halde, D vitamini

diizeyinden etkilenmez.(186)

D vitamini baglayici protein (DVBP) / gruba 6zgii bilesen (Gc), serum D
vitamini metabolitleri ile pozitif korelasyon gosterir ve fenotip, serum 25(OH)D
konsantrasyonunu etkiler. Protein izoformu, azalmis kemik mineral yogunlugu
(KMD) ve artmus karik riski ile iliskilendirilmistir. Pekkinen m. ve arkadaslar1(187)
tarafindan yapilan bir ¢alismada 7-19 yas aras1 231 Finli ¢ocuk ve ergende GC DVBP
genotipleri, serum 25(OH)D statiisit ve KMD’deki roliinii incelenmis ve Sonugta,
ergenlikte DVBP genetik varyasyonunun kemik kiitlesi {izerindeki etkisinin oldugu
gosterilmistir. Biyoaktif D vitamini DVBP e bagli olmayan kisim olarak tarif
edilmektedir. Normal bir kiside, 25 (OH) D'nin yaklasik% 0.03'0 serbesttir; % 85'i
DVBP'ye,% 15' albiimine baglidir(188). Serbest hormon hipotezi, sadece serbest 25
(OH) D'nin hiicrelere girebilecegini varsaymaktadir. Bu hipotez, DVBP iiretemeyen
dolayisiyla esasen tespit edilemeyen 25 (OH) D seviyelerine sahip olan farelerin, D
vitamini eksikligi olan bir diyete girmedikge D vitamini eksikligi belirtileri
gostermedigi gozlemiyle desteklenir (189). Benzer gozlemler yakin zamanda DVBP

mutasyonu olan bir ailede tanimlanmistir (190)

Siyah ve beyaz tenli Amerika’lilarda vitamin D ve VDBP diizeylerini
arastiran bir ¢calismada siyahi Amerika’lilarda vitamin D diizeyi ile beraber VDBP
diizeyleri de diislik saptanmasina ragmen biyoaktif D vitamini beyaz 1tk ile benzer

diizeyde saptanmistir(15).

Bizim c¢alismamizda riketsli 2 yas alti olgularimiz incelenmis olup
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kolekalsiferol tedavisi sonrasinda Klotho ve DVBP diizeylerinde tedavi Oncesi
degerlerine gore daha diisiik olmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli
degildi(p>0,05). Yine VDBP ile hem 25 (OH) D vitamini hem de FGF-23 arasinda
korelasyon bulunmamaktadir. Literatiirde FGF-23, Klotho ve DVBP’ in 6zellikle
saglikli ¢ocuklarda normal serum diizeylerinin ne olduguna dair yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica olgularin yasia bagli degiskenlikte s6z konusu olabilir.
Yapilan cesitli caligmalarda DVBP ig¢in genetik varyasyonlarin oldugu, bundan
dolay1 standardardilize bir normal aralik tespitin zor oldugu anlasilmaktadir.
Calismamizda ayni bireyin tedavi dncesi ve sonrasi degerlerinin 6l¢iilmiis olmasi
tedavinin etkinligi degerlendirilirken varyasyonlara bagli degiskenligi minimalize
etmistir. Daha yakin ge¢miste calisilmaya baslanan bu parametreler igin testler

yogunlastikca standart bir araligin belirlenebilecegini diisiinmekteyiz.

Gkentzi ve arkadaslari (6) tarafindan, saglikli ¢ocuklarda FGF23 ve Klotho
diizeylerini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada Ortalama + SD yas1 8.78 + 3.47 yil
olan 159 saglikli ¢cocukta (82 erkek) FGF23 ortalama + SD degeri 51.14 + 12.79 pg/
ml iken Klotho i¢in ortanca degerler 1945 pg / ml olarak saptanmigtir. Ne FGF23 ne
de Klotho yasla anlamli bir iligki kurulamadigi, pubertal ¢cocuklarda prepubertal
cocuklara gore daha yiiksek Klotho bulundugu bildirilmis. Serum fosfat diizeyinin
FGF23 ve Klotho ile pozitif iliskili oldugu bildirilmistir. (184) Bizim ¢alismamizda
tedavi Oncesi Klotho ortalamas1 810,25+827,72 ng/l, FGF-23 ortalamasi
618,16+633,53 ng/l ve DVBP ortalamas1 1509,39+1502,16 ng/l olarak izlendi.
Calismamizda saglikli cocuklar i¢in O6rnek alarak kontrol grubu olusturulmamis,

kolekalsiferol tedavi sonrasi degerlerle karsilastirma yapilmastir.

Sonug olarak, vitamin D eksikligi FGF-23 ve klotho diizeylerinde degisiklige
neden olmaktadir. Riketsli olgularda hem FGF-23 hem de klotho diizeyleri yiiksek
olup tedavi ile azalmaktadir. VDBP diizeyleri 25 (OH) D vitamini diizeylerinden
bagimsizdir. FGF-23 sadece fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde degil ayni
zamanda PTH metabolizmasinin da diizenlenmesinde énemli roller almaktadir. Bu
calisma preliminer bir ¢alisma olarak planlanmistir. Olgu sayilarinin artirilmasi ile

daha giivenilir sonuglara ulasilacaktir.
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Sonuclar

. Kolekalsiferol tedavisi sonras1 Ca diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde
artis gosterdi (P=0,01).
. Tedavi sonrasi P diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde artis izlendi

(0,009).

Kolekalsiferol tedavisi sonrasinda bakilan D vitamini diizeylerinde istatistiksel

olarak anlamli artis izlendi (p<0,01).

. Tedavi sonras1 ALP diizeylerinde izlenen azalma istatistiksel olarak anlamli idi
(p<0,01)

. Yine kolekalsiferol tedavisi sonras1 PTH diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
azalma gorildii (p<0,01).

. Yapilan korelasyon analizinde PTH - Klotho diizeyleri (p=0,019), PTH - FGF-
23 diizeyleri (p=0,024) ve FGF-23 — Klotho diizeyleri (p<0,01) arasinda pozitif

korelasyon varlig1 izlendi.

. Vitamin D eksikligi FGF-23 ve klotho diizeylerinde degisiklige neden
olmaktadir. Riketsli olgularda hem FGF-23 hem de klotho diizeyleri yiiksek olup

tedavi ile azalmaktadir.
. VDBP diizeyleri 25 (OH) D vitamini diizeylerinden bagimsizdir.

FGF-23 sadece fosfor metabolizmasinin diizenlenmesinde degil ayn1 zamanda

PTH metabolizmasinin da diizenlenmesinde 6nemli roller almaktadir
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ATATURK UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
KLINIE ARASTIRMAL AR ETIK KURULU

BILGILENDIRILMIS OMAM FORMU

LUTFEX BU DB IMANT MECE A TLICE OEIMAR DCIN ZaW AN AVIRINIZ

Sizi Prof Dr. Zemn ORBAE tarafindan yvinitilen “I vitowod ekiklisT elan gocuwklardy tedmd e
JBR23 o KHatho ve o viiomin heglquw protein dicsperim Rl defiiiEinm araririmat W ViR
wiEtrbolEwasme ik Aome amec oBn grgsormeva davet ed::.‘u:u'ua Eu armsrmya kanip kenirema
h.rmmmmedaunme aragtrmanm naden ve na: yapilacasim bilmenir gerekmelnediy. Bu nedenle
foremn okamep anlanbyman bivik doem taspvakiade, Efer anbrvemachimer ve sizin iin apk obmayan
zeyler varsa, va da daka fazls il isterseniz bize sonms.

Ba zhemaya katbwak tamamen giniillakik esama dyanmaktade Cahomare eblmems veva
Ianididan sopra berbenps bir anda cahomaden ploms hakdonda sabipsing Calrsmaw vamtlamsmz
arasormava kanhm icin ongm verdisiniz birimimde vorwmlarecaktr. Size verilen formbsrdekd zomalan
yanrlaricen komsenin beskin veya tellini atmda olmaym Ba formlardan elde edilecek bilsiler tanemen
araetrmea avnacy ibe kullamlacalir

i,  Arasbhrmayls Il.gili Bilgdcr: (Haatamn anlayakbileecfi bir dilde almahdir)

Arppiimmemin A [ wyizmmmi ek g odam gk arda tedav 1 bomon « My T e
degiigliGmin aragielmas (529 | o klaho ve d vitesen hafsaon prolen ) ve d vt
netabulizmasie ok it

b.  Arsginmenin lgaigi: tedavi Sncesi ve sedaviden 1 av sonn e Grmefti almarak ilgili defskenk=nn
ilizrdermm ko] edibmaes
Argimmanin Medeni:  Ter qalsmas)

i Arssirsssun Cngdailen Sieesicl wal

e Arsgimemun Yaplacak Yer Alstirk anreersniesi Coouk Saghf v Hasialbklan AR

1. Cabkzmays Kabilem Onar

Yiokaruda yer alar ve amastrmadan doce kaxblencpa’sandliiye verthesl pereken bilsileri olmdam ve
Ianimam istenen cahymanm kapsanum ve anacml, somilhi olarsk Grermme disen soruminhokian mnEmen
mbadim € hallands venh ve sizla l-l:|1 befirtilen tarsfindan

wiarlls Ik FARIEs

nlhtEmPi rlsl'.l.en VE flTI:'i].lIl suzlu nh.nl'.d.l :.ul.ltidl B11 ;a]:.prim Lrteilglmmanre ]Jaima il
md&nhem'matmmblmaimbmhbﬂﬁegmmbmh@mmmmnhmumkk
vacaien anladis
Bu kozullarda siz komozu arastrmaya kendi istegimile, hichir basin ve zorizma obmakzpm katilbma
kabul edivorum

Foatlamicainin (Resdl o vadia iles
i -Saoyad
linzees

Well veva Viasisinin fhamdi & yaziile)
Lih St

linzees

Gerekivorsa Clar [gleming Tank Olan Kisinin Ad
Iz

i i e e 101]
| TR

Nk Bx form, dki sizka Bafinds dizenlesir, Bx mirhalonden bind imca karrabfnda pomially B werilie, Jiferd smasiirmoc:

tzrafindan railam:r
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