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ONSOZ

Son yoriingesinde eslesmemis elektron bulunduran atom veya atom gruplari
olarak adlandirilan serbest radikaller ve reaktif oksijen/nitrojen tirleri, protein,
karbonhidrat, lipid gibi makromolekiillere ve DNA gibi biyolojik agidan hayati 6nem
tastyan molekullere zarar verebilirler. Dinyada en 6nde gelen 6lim nedenlerinden biri

olan sepsiste de reaktif oksijen/nitrojen turlerinde asir1 diizeyde artis gozlenir.

Sepsis, immun sistemin enfeksiyona karsi gosterdigi kontrolsiiz ve asir1 yanitin
devaminda organlarin zarar gérmesiyle ortaya ¢ikan, tedavi edilememesi durumunda
ise ¢oklu organ yetmezligi sonucu o6liime sebep olan klinik tablodur. Bu tabloyu
Onlemek veya etkisini azaltmak i¢in immun yanitin baskilanmasi ve artan reaktif

oksijen tiirlerini ortadan kaldirmak i¢in antioksidan aktivitenin arttirtlmasi gerekir.

Son zamanlarda, yagda ¢oziinen bir vitamin olan ve hemen hemen tamami
giines 15181 ile deride sentezlenen, diyabetten kardiyovaskiiler hastaliklara, enfeksiyon
hastaliklarindan norodejeneratif hastaliklara kadar bir¢ok hastalikta olumlu etkileri
olan D vitamininin immun ve antioksidan sistem Uzerindeki etkisini gdsteren

caligmalar dikkat cekmeye baglamistir.

Cesitli hastalik durumlarinda D vitamininin immun yanit elemanlarini inhibe
ettigi ve antioksidan aktiviteyi ise arttirdigi gosterilmis olsa da anlaml diizeyde bir
etkisinin olmadigin1 gésteren ¢aligmalar da mevcuttur. Bu amacla endotoksemik sepsis
olusturulan tavsanlarda D vitamininin, sepsiste onleyici veya tedavi edici bir etkisinin
olup olmadigimi belirlemek amaciyla ¢esitli oksidan ve antioksidan parametrelerin

duzeyleri Gizerine etkisi arastirilmistir.
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OZET

D vitamini, giines 15181 ile deride sentezlenen, bir kismi ise diyetle alinan,
hormon benzeri bir vitamindir. Calismada, tavsanlara Lipopolisakkarit (LPS)
uygulanarak olusturulan endotoksemik sepsis modelinde, D vitamininin oksidasyon
urtinleri, serbest radikal metabolizmasinda rol alan antioksidan molekiiller ve serbest

radikal diizeyleri iizerine etkisinin aragtirilmasi amaglandi.

Calismada materyal olarak 32 adet Yeni Zelanda cinsi tavsan kullanildi. 15
ginlik adaptasyon doneminden sonra tavsanlar iki gruba ayrildi. Birinci grup D
vitamini eklenmis standart tavsan yemi ile ikinci grup ise D vitamini eklenmemis
tavsan yemi ile 24 hafta beslendi. 24. haftanin sonunda kan ornekleri alinarak
plazmalar1 elde edildi ve D vitamini tavsana 6zel ticari ELISA kit ile 6lculda.
Yetersizlik tespit edildikten sonra her iki grup ikiser gruba daha bolinerek dort grup
olusturuldu. Grup | (Vit D-) D vitaminininden eksik tavsan yemi ile, Grup Il (Vit
D+) standart tavsan yemi ile 24 hafta beslendikten sonra vena auricularisden tek doz
serum fizyolojik verildi. Grup 111 (Vit D- (+) LPS) D vitaminininden eksik tavsan
yemi ile, Grup IV (Vit D+ (+) LPS) standart tavsan yemi ile 24 hafta beslendikten
sonra vena auricularisden tek doz 150 pg/kg LPS verildi. Uygulama sonrasinda plazma
nitrik oksit (NO), malondialdehit (MDA), redikte glutatyon (GSH) diizeyleri kimyasal
yontemle, 25-hidroksivitamin D3 (250HD), melatonin ve 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG) duzeyleri ise ELISA yontemi ile 6l¢lldu. Calismada GSH
diizeyleri Grup II’e gore Grup III ve Grup IV ‘de diisiik (p<0,05), melatonin duzeyleri
Grup I’e gore Grup II’de ve Grup III’e gore Grup IV’te yuksek (p<0,01), MDA
diizeyleri Grup II’ye gore Grup I ve III’de yiiksek (p<0,05), 8-OH duzeyleri Grup
[II’de Grup I ve Grup II’ye gore yiiksek (p<0,01), NO diizeyleri ise Grup I’e goére Grup
IT ve Grup IV’de diisiik, Grup II’ye gore Grup III’de yiiksek (p<0,01) bulundu. Sonug
olarak, lipid peroksidasyon Urtinu olan MDA ve NO’in D vitamininden eksik beslenen
grupta yeterli D vitaminine sahip gruba gore istatistiksel olarak yiliksek bulunmasi,
onemli bir antioksidan molekil olan melatoninin ise D vitamininden eksik beslenen

grupta yeterli D vitaminine sahip gruba gore istatistiksel olarak diisiikk bulunmasi D
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vitamininin antioksidan Ozellige sahip oldugunu desteklemektedir. Yeterli D
vitaminine sahip gruplarda GSH duzeyleri hari¢ LPS verilmeden 6ncesi ile verildikten
sonraki degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamasi D vitamininin
endotoksemik sepsise karsi koruyucu olabilecegini gostermektedir. Ancak D
vitamininden eksik yemle beslenen gruplarda da 8-OHdG diizeyleri hari¢ diger
parametreler arasinda istatistiksel fark bulunamamaistir. Bu durum D vitaminin GSH
diizeyini arttirarak degil de daha ¢ok melatonin diizeyini arttirarak antioksidan sistemi

destekledigi kanaatini uyandirmaktadir.

Anahtar kelimeler: Sepsis, 25-hidroksivitamin D3, tavsan, oksidan, antioksidan,

melatonin.
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ABSTRACT

Vitamin D is a hormone-like vitamin synthesized at skin with sunlight while
some of which is received via diet. The study intends researching impact of vitamin D
on oxidation products, antioxidant molecules that take part in free radical metabolism
and free radical levels in endotoxemic sepsis model created by applying
Lipopolysaccharide (LPS) to rabbits.

We used 32 New Zealand rabbits in the study as material. Following 15-day
adaptation period, the rabbits were divided into two groups. For 24 weeks, first group
was fed with standard rabbit feed to which vitamin D was added while second group
was fed with rabbit feed to which vitamin D was not added. At the end of 24 weeks,
blood samples were taken, plasmas were obtained and vitamin D was measured with
rabbit-specific commercial ELISA Kit. After deficiency was detected, both groups
were divided into two further groups and four groups were created. After feeding for
24 weeks Group | with rabbit feed deficient in vitamin D (Vit D-), Group Il with
standard rabbit feed (Vit D+), we administered single dose physiological saline
solution through vena auricularis. After feeding for 24 weeks Group 111 with rabbit
feed deficient in vitamin D (Vit D- (+) LPS), Group IV with standard rabbit feed (Vit
D+ (+) LPS) we administered single dose 150 pg/kg LPS through vena auricularis.
Following the application, levels of plasma nitric oxyde (NO), malondialdehyde
(MDA), reduced glutathione (GSH) were measured with chemical method, levels of
25-hydroxyvitamin D3 (250HD), melatonin and 8- hydroxy -2- deoxyguanosine (8-
OHdG) with ELISA method. During the study, levels of GSH were found low at
Group 111 and Group 1V in comparison to Group Il (p<0,05), levels of melatonin high
at Group Il in comparison to Group | and at Group IV in comparison to Group IlI
(p<0,01), levels of MDA high at Group I and Il in comparison to Group Il (p<0,05),
levels of 8-OH high at Group Il in comparison to Group | and Group Il (p<0,01),
levels of NO low at Group Il and Group IV in comparison to Group I, high at Group
I11 in comparison to Group Il (p<0,01). In conclusion, presence of MDA and NO, lipid

peroxidation products, statistically high at the group fed deficient from vitamin D in
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comparison to the group that has sufficient vitamin D, while presence of melatonin, an
important antioxidant molecule, statistically low at the group fed deficient from
vitamin D in comparison to the group that has sufficient vitamin D supports the fact
that vitamin D has antioxidant properties. Lack of statistical difference among values
before and after LPS administration, levels of GSH excluded, at groups that have
sufficient vitamin D indicates that vitamin D may be protective against endotoxemic
sepsis. However, we also did not find any statistical difference among other
parameters, except for 8-OHdG levels at groups fed with feed deficient in vitamin D.
This forms the opinion that vitamin D supports antioxidant system by increasing level
of melatonin rather than level of GSH.

Keywords: Sepsis, 25- hydroxyvitamin D3, rabbit, oxidant, antioxidant, melatonin.



1. GIRIS ve GENEL BILGILER

1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

1.1.1. Serbest Radikaller

En dis yoriingesinde eslesmemis elektron bulunduran kararsiz yapidaki
oldukca reaktif olan atom veya molekiillere serbest radikaller denir. Yasam igin
vazgecilmez bir element olan oksijenin belirli durumlarda insan vicudu Uzerinde
zararli etkileri olabilmektedir. Hiicrede metabolizma siire¢lerinde ortaya ¢ikan serbest
oksijen radikallerine genel olarak reaktif oksijen tirleri (ROT) veya nitrojen
radikallerine ise reaktif nitrojen tirleri (RNT) denilmektedir (Lobo ve ark., 2010).
Serbest radikaller, ROT ve RNT, endojen veya eksojen kaynakli olarak {iretilir.
Endojen olarak Uretilen serbest radikaller, immin hicre aktivasyonu, inflamasyon,
stres, asir1 egzersiz, iskemi, enfeksiyon, kanser ve yaslanmadan kaynaklidir. Ekzojen
olarak Uretilen serbest radikaller ise, hava ve su kirliligi, sigara, alkol, agir metaller,
bazi ilaglar (siklosporin, takrolimus), endiistriyel ¢oziiciiler, pisirme ve radyasyondan

kaynaklanmaktadir ( Lobo ve ark., 2010; Kabel, 2014).

Mitokondride ATP Uretimi slrecinde serbest radikaller ortaya ¢ikar. Bu reaktif
tirtinler hem toksik hem de faydali bilesikler olarak ikili bir rol oynarlar. Diisiik veya
orta seviyelerde ROT, hiicresel tepkiler ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde faydal
etkiler gosterirken yiiksek konsantrasyonlarda, biyomolekiiler yapilara zarar
verebilecek zararl bir siire¢ olan oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden olur (Kabel,

2014).

Serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, kararlilik kazanabilmek icin
diger bilesiklerden elektron koparabilirler. Boylece saldirtya ugrayan molekiil
elektronunu kaybeder, serbest radikal haline gelir ve sonunda canli hiicreye zarar veren
bir zincir reaksiyonu kaskadini baglatmig olur (Phaniendra ve Babu, 2015). Reaktif
ozelliklerinden dolay1 lipidlerden DNA’ya kadar birgok yerde oksidatif hasar

olusturabilen ROT ve diger oksijen icermeyen serbest radikallerin 6nemli fizyolojik



fonksiyonlar1 da vardir. ROT hiicreler arast sinyal mekanizmalarinda gorev alir.
Ornegin ROT den biri olan nitrik oksit, transkripsiyon faktor aktivitelerinde ve gen
ekspresyonunun dizenlenmesinde bir sinyal molekuli olarak gorev yapar. Nitrik
oksit gibi bazi radikaller de sitokinler, biiyiime faktorleri ve ndrotransmitter
maddelerin hiicre ic¢i sinyal mekanizmalarinda ikincil haberci olarak rol alirlar

(Nordberg ve Arner, 2001; Kopani ve ark., 2006).

Tablo 1. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Turleri ( Nordberg ve Arner, 2001; Pham-Huy
ve ark., 2008; Lobo ve ark., 2010).

Reaktif Oksijen Sembol Reaktif Nitrojen Turleri Sembol
Turleri
Hidroksil OH- Nitrik Oksit radikali NO-
Superoksit O2e Peroksinitrat ONOO
Nitrik Oksit NO- Peroksinitroz Asit ONOOCH
Peroksil ROz Nitrozil Anyonu NO
Lipid Peroksil LOO- Azotdioksit NO:2
Peroksinitrat ONOO Diazottrioksit N203
Hidrojen Peroksit H202 Nitroz Asiti HNO:
Singlet Oksijen O Nitril Klorid NOCI
Hipoklorik asit HOCI Nitrozil Katyonu NO*

1.1.1.1 Serbest Radikallerin Membran Lipitlerine Etkileri

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi
biitlin 6nemli biyomolekiilleri iizerinde etkili olurlar. Bunlar arasinda serbest
radikallerin olumsuz etkilerine en acik olan biyokimyasal molekiiller lipidlerdir.
Hiicre zarindaki kolesterol ve doymamis yag asitlerinin ¢ift baglari, radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar (Halliwell, 2007;

Song ve ark., 2013; Phaniendra ve Babu, 2015).

Reaktif oksijen radikalleri ile hiicre membran fosfolipidlerinin yapisini
olusturan poliansatiire yag asitleri reaksiyona girerek ve radikal zincir reaksiyonu ile

ilerleyerek lipid hidroperoksitlerini olusturur. Bu olaya lipid peroksidasyonu denir.



Lipid peroksidasyonundan dolay: alkanlar, malondialdehit ve izoprostanlar gibi
bir¢cok bilesik olusur. Bu bilesikler norojeneratif hastaliklar, iskemik reperfiizyon
hasar1 ve diyabet gibi bir¢cok hastalikta lipid peroksidasyonu markir1 olarak
kullanilmaktadir ( Lovell ve ark., 1995; Lobo ve ark., 2010).

Lipid peroksidasyonu, membran islevinin kaybina, akiskanliginin
bozulmasina, zara bagli enzimlerin ve reseptorlerin etkisizlesmesine neden olur

(Phaniendra ve Babu, 2015).

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan {riinlerden etan ve pentan
hidrokarbonlar1 solunum sirasinda viicuttan atilirlar. Olusan triinlerden en toksik
olan1 ise aldehitlerdir. Lipid peroksidasyonu sonucunda, peroksidasyonun
derecesiyle en uygun korelasyonu ifade eden molekil malondialdehit (MDA)tir.
(Rahal ve ark., 2014; Nimse ve Pal, 2015).

Malondialdehit genellikle tiobarbiturik asitle reaksiyona sokularak olguldr.
Bu reaksiyon sonucunda tiobarbirutik asit reaktif maddeleri (TBARM) olusur.
TBARM 6l¢iim yontemi MDA’ya 6zel olmasa da TBARM terimi lipid
peroksidasyonunun genel belirteci olarak kabul edilen MDA ile esanlamli olarak

kullanilmaktadir (Nimse ve Pal, 2015).
1.1.1.2. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Amino asitler de serbest radikallerin hedef molekullerindendir. Protein
oksidasyonu, Oz =, OH e, peroksil, alkoksil, hidroperoksil gibi radikal tiirlerin yani
sira, H2O2, O3, HOCI, singlet oksijen, OONO" gibi radikal olmayan tiirler tarafindan
indiiklenebilir. ROT, proteinlerde bulunan farkli amino asitleri okside eder, protein-
protein capraz baglarin olusumuna neden olur, proteinlerin denatiire ve kaybina,
enzim aktivitesinin kaybina ve reseptdrlerin fonksiyon kaybma neden olur

(Phaniendra ve Babu, 2015).

Proteinlerin oksidatif hasara ugramasi sonucu, enzimlerin, reseptorlerin ve
membran transportunun aktivitesi etkilenebilir. Oksidatif olarak hasar gdérmiis
protein Urdnleri, membrana ve birgok hiicresel fonksiyona zarar verebilecek gok

reaktif gruplar icerebilir. Peroksil radikalinin proteinlerin oksidasyonu igin serbest



radikal tiir oldugu disiiniilmektedir. Proteindeki metiyonin, sistein, arginin ve
histidin gibi amino asitler, oksidasyona en savunmasiz bolgeler olarak
goriilmektedir. Sistein ve metiyonin kalintilari, hemen hemen tim ROT formlari
tarafindan oksidasyona karsi 6zellikle duyarlidir. Diisiik ROT seviyelerinde bile
sistein kalintilar1 distlfitlere ve metiyonin kalintilart metiyonin siilfoksit kalintilarina

doniistiirilir (Berlett ve Stadtman, 1997).

Protein oksidasyonu, sinyal iletim mekanizmasinin, enzim aktivitesinin, 1s1
stabilitesinin ve yaslanmaya neden olan proteoliz duyarliliginin degismesine neden

olur (Lobo ve ark., 2010).

Proteinlerdeki  karbonil gruplarimin  varligi, ROT aracili protein
oksidasyonunun isareti olarak diisiiniilmiistiir. Protein karbonil seviyelerindeki bu
arti, alzheimer, parkinson, kas distrofisi, kataraktogenez, romatoid artrit, diyabet

gibi patolojik durumlarda gozlenir (Chevion ve ark., 2000).
1.1.1.3. Serbest radikallerin DNA’ya etkileri

Serbest oksijen radikallerinin 6nemli bir diger hedefi de DNA molekultddr.
Serbest radikallerin etkisiyle niikleik asit bazlarinda modifikasyon ve DNA
zincirinde kirilmalar ortaya ¢ikar. DNA’nin yapisinda bulunan timin ve sitozin
bazlart hidroksil radikalinin meydana getirdigi etkiye en duyarli olanlaridir (Gupta
ve ark., 2014).

Serbest radikaller, DNA (izerine etki ederek hlicrede mutasyona ve 6lime yol
acarlar. Hidrojen peroksit membranlardan kolaylikla gecer ve ¢ekirdege ulasir.

Ardindan DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre 6liimiine yol acabilir

(Nimse ve Pal, 2015).

ROT, nikleik asitlere oksidatif olarak zarar verebilir. Mitokondriyal DNA,
ROT saldirisina niikleer DNA'dan daha savunmasizdir. Mitokondriyal DNA reaktif
oksijen tiirlerine yakinligi, koruyucu histon eksikligi ve sinirli onarim kapasitesi
nedeniyle niikleer DNA'dan daha kolay okside olabilir. DNA'nin oksidasyonu iplik
kopmalarina, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglanmasina, transkripsiyon ve



protein translasyonunda degisikliklere yol acabilecek DNA baz modifikasyonuna
neden olur (Markesbery ve Lovell, 2007).

Hidroksil radikali, DNA molekill hasarina neden olan en o6nemli
radikallerden birisidir. Hidroksil radikali, purin ve pirimidin bazlari, deoksiriboz
omurgasi gibi tiim DNA bilesenleriyle dogrudan reaksiyona girer ve DNA'daki tek ve
cift sarmalli kopmalar dahil olmak iizere bir dizi degisiklige neden olur. Bu oksidatif
hasar sonucunda meydana gelen genetik materyaldeki kalici degisiklikler

mutagenezis, karsinogenezis ve yaslanmanin ilk asamalarim1 temsil etmektedir

(Phaniendra ve Babu, 2015).

1.1.2. Oksidatif Stres

Oksijenli solunum yapan tiim organizmalarda normal fizyolojik kosullarda,
endojen oksidanlar ile enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemi
arasinda bir denge bulunur. Serbest radikallerin olusum hizinda artis veya serbest
radikallerin yok edilme hizinda azalma ile dengenin bozulmasi oksidatif stres olarak
tanimlanir. Meydana gelen dengesizlik sonucu, radikaller DNA'ya hasar verir ve bu
da yaglanma, tiimor olusumlar1 ve diger dejeneratif hastaliklarin ortaya ¢ikmasina

neden olur ( Kopani ve ark., 2006; Halliwell, 2007; Lobo ve ark., 2010).

Enfeksiyon, asir1 egzersiz, hipertrofi, toksinlere maruz kalma gibi nedenlerle
meydana gelen oksidatif stres sonucu dokular yaralanabilir. Bu hasar géren dokular,
ksantin oksidaz, lipogenaz gibi radikal lireten enzimlerin artmasi, fagositlerin
aktivasyonu, demir ve bakir gibi bazi iyonlarinin serbest birakilmasi veya oksidatif
fosforilasyonun elektron transport zincirlerinde meydana gelen bozulmayla agir1 ROT
uretir. Kanser tedavisinde uygulanan radyoterapi ve kemoterapinin yan etkileri
sonucu asir iiretilen ROT de, antioksidan savunma sistemi ile oksidanlar arasindaki

dengeyi bozabilmektedir (Rao ve ark., 2007).

Oksidatif  stres, kanserden otoimmiin hastaliklara, kardiyovaskuler
hastaliklardan nérodejeneratif hastaliklara kadar bir ¢ok hastaligin gelisiminde 6nemli
bir rol oynar. Insan viicudu, dogal olarak iiretilen veya harici olarak gidalar ya da

takviyeler yoluyla tedarik edilen antioksidanlar ile meydana gelen oksidatif stresin



etkilerini azaltmak igin ¢esitli mekanizmalara sahiptir. Endojen ve eksojen
antioksidanlar, ROT un neden oldugu zararlar1 6nleyerek ve onararak serbest radikal
temizleyiciler olarak islev goriirler (Valko ve ark.,2007; Lobo ve ark., 2010; Kabel,
2014).

1.1.2.1 Oksidatif Hasar Biyobelirtegleri

1.1.2.1.1. Nitrik Oksit (NO)

Endotel kaynakli gevseme faktorii olarak bilinen NO, ana damarlarda
inflamasyonu ve adhezyonu baskilayarak trombozu inhibe eder ve kan akisini
hizlandirir. Mikro ve kilcal damarlarda biiytime faktorleri ile birlikte anjiyogenez adi

verilen yeni damar olusumunu destekler (Ghimire ve ark., 2017).

NO bircok farkli dokulardaki cesitli sinyal yollarmi diizenler ve cesitli
fizyolojik rollere sahiptir. NO'in en 1iyi bilinen fonksiyonlari, bagisiklik,
kardiyovaskuler ve néronal sistemdeki rolleri ile ilgilidir. NO, basta makrofajlar olmak
tizere farkli bagisiklik hiicreleri tarafindan tiretilir. Bagisiklik ve iltihaplanmanin
onemli bir duzenleyicisidir. Bulasici hastaliklarda, bagisiklik hiicreleri tarafindan
salman NO'in sitotoksik antimikrobiyal aktiviteleri vardir. Bunun yaninda NO,
apoptozu destekleyip, sitokin ve kemokin dretimini inhibe ederek T hicre
proliferasyonunu ve aktivitesini sinirlayan immiinosiipresif bir ajan olarak islev goriir

(Keshet ve Erez, 2018).

L-arginin'den nitrik oksit sentaz (NOS)in farkli izoenzimleri araciligi ile
sentezlenen NO, ¢esitli hastalik siireclerinde hiicresel ve vaskiiler seviyelerde hem
zararli hem de faydali etkileri olan sepsis patogenezinde anahtar rol oynayan bir
molekiildiir. NO'in asir1 tretimi, asir1 vazodilatasyona, vaskuler gecirgenlikte
degisikliklere ve noradrenerjik sinir iletiminin inhibisyonuna ve sonucta septik soka

neden olmaktadir (Victor ve ark., 2005).

Onemli bir hiicresel redoks regilatorii olan NO, vaskiiler diiz kas tonusu
kontrolorii olarak bilinir. NO proteinleri nitrozile ederek enzimatik aktiviteyi

diizenleyen, kan basinci regiilasyonu, trombosit aktivasyonu, apoptoz, diiz kas



gevsemesi, norotransmisyon, savunma mekanizmalari ve immiin regiilasyon gibi

bircok biyolojik faaliyette rol alan bir molekuldir (Phaniendra ve Babu, 2015).

Bilinen en kiigiik sinyal molekiilii olan NO’in sentezini saglayan NOS’1n,
ndronal nitrik oksit sentaz (NNOS), indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve
endotel nitrik oksit sentaz (eNOS) olmak tizere 3 izoformu vardir (Keshet ve Erez,
2018). Yar1 esansiyel aminoasitlerden olan L-arjinini NOS’in substrat olarak
kullanmasi sonucunda NO ve L-sitriilin olugmaktadir. NO olustuktan sonra
methemoglobin, nitrite (NO2) ve nitrata (NO3") doniiserek inaktive olmaktadir. NO,
sliperoksit anyonlar1 (O2") ile birleserek peroksinitrite (ONOQO") doniisiir. Peroksinitrit,
hidroksil radikalleri (OH") ve tirozinle birleserek nitrotirozini olustururlar. NO, guanil
siklaz aktivasyonu ile cGMP’yi artirarak diiz kas gevsemesine neden olmaktadir

(Forstermann ve Sessa, 2012).
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Sekil 1. Arjininden nitrik oksit sentezi (Freire ve ark., 2009).

1.1.2.1.2. Malondialdehit

Reaktif oksijen trleri, membranin lipit katmanlarinda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonuna ve nihayetinde oksidatif stresin toksik habercileri olarak

kabul edilen ayn1 zamanda oksidatif hasar1 daha da ilerlemesine neden olan aldehitlerin



olusumuna yol agar. Bu aldehitlerin baginda MDA ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE)
gelmektedir (Barrera ve ark., 2018).

Malondialdehit (MDA), farkli mekanizmalar tarafindan {iretilebilen {i¢
karbonlu, diisiik molekiiler agirhikli bir aldehittir. MDA membran lipit
peroksidasyonunun son driinlerinden biridir (Grotto ve ark., 2009).

Ug ve daha fazla cift bag iceren doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda
meydana gelen MDA lipid peroksidasyonunun baslica {iriinii ve peroksidasyonun
derecesi ile korelasyon gosteren, yiiksek reaktivitesi ile hiicre i¢i ve disindaki protein,
nlkleik asit gibi bircok biyomolekiile etki ederek geri doniisiimii miimkiin olmayan

hasarlara yol acan bir molekaldur.
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Sekil 2. MDA olusum mekanizmasi (Barrera ve ark., 2018).

MDA hiicre zarmin gecirgenligini arttirlpp, membranin iyon alig verisini
etkileyerek hiicre icindeki iyon dengesini olumsuz yonde etkiler ve enzim
aktivitelerinde bozukluklara, DNA’da ise kirilmalara neden olur. MDA seviyesindeki
artis serbest radikal liretimini arttirarak ve antioksidan aktiviteyi azaltarak serbest

radikal ve antioksidan aktivitesindeki dengesizligin sonucu olusan oksidatif strese



neden olur (Ercin ve ark., 2019). Ayrica membran akiciliginin azalmasina, membran
reseptOr ve enzimlerinin inaktive olmasina, membran fonksiyonlariin yavaslamasina

neden olur (Del Rio ve ark., 2005).

1.1.2.1.3. 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin

Genetik bilgi tastyicisi olarak DNA'nin kimyasal biitiinliiglinii korumak, yasam
icin cok dnemlidir. DNA da lipidler, karbohidratlar ve proteinler gibi oksidatif hasara
ugrayabilen bir molekiildiir. Oksidatif hasara karst DNA’nin tamir sistemleri olsa da
ROT miktarindaki artis ile beraber antioksidan diizeylerindeki azalma veya DNA
onarim sistemlerinin disfonksiyonu oksidatif DNA hasarinda artisa sebep olmaktadir.
Oksidatif hasar sonucu DNA’da, tek ve ¢ift dal kiriklar1 meydana gelirken DNA ile
protein arasinda ¢apraz baglanma ve baz modifikasyonlar1 gibi istenmeyen durumlar

ortaya ¢ikabilmektedir (Lobo ve ark., 2010; Valavanidis ve Vlachogianni, 2017).

DNA sarmali, adenin, tiamin, sitozin ve guaninden olusan dort farkli
niikleobazdan olusur. Guanin baz1 en diisiik iyonlagsma potansiyeline sahip oldugundan
en sik rastlanan hasar guanozin biriminde gerceklesir (Kroese ve Scheffer, 2014). Yani
guanozin, bazlar igerisinde en diisiik iyonizasyon potansiyeline sahip bilesik oldugu

icin ROT’un baslica hedefidir (Valko ve ark., 2006).

Normal sartlar altinda, ROT’un bir¢cok geni diizenleyen hiicre ici sinyal
molekiilleri olarak 6nemli bir rolii vardir. Bununla birlikte, inflamatuar kosullar
altinda, artan ROT tiretimi, DNA oksidasyonu gibi hiicre molekiilii hasarina yol agar.
ROT tarafindan oksidatif DNA modifikasyonlarmin en belirgin iriinii 8-Hidroksi-2-
Deoksiguanozin (8-OHdG)'dir. Mitokondriler ROT olusumunun ana kaynagi
olmasindan dolayr mitokondriyal DNA'da 8-OHdG oldukga yuksek dizeylerdedir
(Phaniendra ve Babu, 2015). Bu okside baz, siklikla kan, idrar, beyin omurilik sivisi
ve tlikirik olmak tizere farkli numunelerde 6l¢tlmistiir (Wu ve ark., 2004; Kroese ve
Scheffer, 2014; Valavanidis ve Vlachogianni, 2017).

Mutasyona yol acan deoksiguanozinin oksidasyonu ile Gretilen ve oksidatif
DNA hasarinin biyolojik markirt olarak kabul edilen 8-OHdG, mutajenez,
karsinojenez ve yaslanma ile iligkilidir (Barja, 2000; Phaniendra ve Babu, 2015).
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Sigara dumani, asbestozis, x-1smlar1, okside olmus doymamis yag asitleri,
gama 15111, toksik kimyasallar, ultraviyole 1sinlar, kisaca oksijen radikalleri iireten tim
ajanlar 8-OHdG miktarinda artisa neden olabilirler (Valavanidis ve Vlachogianni,
2017).

0
HN, OH HN N\
JE\ | >0H
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Sekil 3. Deoksiguanozinin hidroksilasyonu (Kroese ve Scheffer, 2014)

8-OHdG, yiiksek performansli sivi  kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi-kutle spektrometrisi (GC-MS), immunohistokimyasal yontemler ve tek
hicreli jel elektroforezi ile yuksek hassasiyetle tespit edilmektedir (Valavanidis ve
Vlachogianni, 2017).

1.2. Sepsis

Agir enfeksiyon ile iligskili mikrobik hasara karsi cevap olarak immun
sisteminin asirt uyarildigi, gesitli sitokinlerin kana salindigi, koagulasyon ve
inflamasyon ile birlikte seyreden tibbi bir durum olan sepsis enfeksiyona karsi
konakta gelisen bir yanit olup, agir sepsis, septik sok, organ fonksiyon bozuklugu ve
organ yetmezligine kadar giden mortalitesi yiiksek bir enfeksiyon hastaligidir. Bu
hastaligin mevcut olan ¢coklu komorbiditeleri ve altta yatan hastaliklar nedeniyle tani
koymak oldukcga guctiir (Chang ve ark., 2010; Zarjou ve Agarwal, 2011; Dellinger,
2015; Rello ve ark., 2017; Evans, 2018).

Sepsis akut organ disfonksiyonunun eslik ettigi, diinyada en dnde gelen 6liim
nedenlerinden biri olan, yogun bakim tinitelerindeki kritik durumdaki hastalar arasinda

en yaygin 6lim nedenidir (Mayr ve ark., 2014).
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On yillardir siiren aragtirmalara ragmen, sepsisin patogenezi ve sepsiste
bagisiklik sisteminin rolii tam olarak anlasilamamistir. Gram negatif bakterilerin
endotoksini olan LPS gibi patojenik mikrobiyal antijenlere maruziyet sonrasi,
karmasik ve diizensiz bir bagisiklik tepkisi baglatilir. Bu tepki, ilk olarak hiperaktif faz
ve daha sonra bir latent fazi igerir. Hiperaktif faz sirasinda, aktive edilmis
monositlerde, makrofajlarda ve diger inflamatuar hiicrelerde TNF, IL-1 ve IFN-¥'yi
igeren proinflamatuar sitokinlerin asir1 salinimi meydana gelir (Watkins ve ark., 2011).
Sepsiste ilk basta proinflamatuar uyarimlarin ger¢eklesmesi olumlu bir durumken bu
slirecin uzamasi ve asiri sitokin ekspresyonu olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Sitokin
firtinas1 olarak ta adlandirilan asir1 sitokin salinimi durdurulamadig1 zaman ise hiicre
ve organlarda hasarlar meydana gelmektedir (Khoo ve ark., 2011). Latent faz ise
sepsisin sebep oldugu oksidatif stres ve sitokin firtinasinin sonucu olarak ortaya ¢ikan,
organ disfonksiyonlarinin ve ¢oklu organ yetmezligi sendromlarinin gozlendigi, 6liime

kadar giden surectir (Watkins ve ark., 2011).

Center for Disease Control (CDC)’lin yayinladigi son rapora gore Sepsisin
yillik olarak yaklasik 1,5 milyon kisiyi etkiledigi, 250.000 kisinin 6liimiine neden
oldugu ve hastanede yatan hastalarin ii¢te birinin 6liimiinden sorumlu oldugu tahmin

edilmektedir (Hajj ve ark., 2018).

1.2.1. Sepsisin Mekanizmasi

Sepsiste, makrofajlar, notrofiller, endotelyal ve epitelyal hiicreler gibi cesitli
hicreler aktive olurlar. Bu hiicrelerin aktivasyonu sonucu sitokinler, kemokinler,
trombosit aktive edici faktor, kompleman prostanoidler ve proteazlar dahil olmak
Uzere bir dizi mediyatoriin salinmasina neden olabilir. Bu olaylar dizisi, ROT salinimi
ile immun hiicre aktivasyonuna yol acar. Bu inflamatuar mediyatorler patojenleri yok
etmek i¢in onemlidir, ancak yanit asir1 uyarilirsa, organlarda sistemik enfeksiyona

neden olabilir ve bu 6lime yol acabilir ( Victor ve ark., 2004; Hotchkiss ve ark., 2016).

Sepsise ilk olarak timor nekroz faktor-alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1)
interlokin-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y) gibi proinflamatuar sitokinlerin asirt
derecede salgilanarak sitokin firtinasi olusturmasi sebep olur. (Victor ve ark., 2005).

Bu sitokinlerin saliniminin neden oldugu asir1 NO ve ROT saliniminin 6nce septik sok,
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sonrasinda ise ¢oklu organ yetmezligi ile sepsis patogenezi tamamlanir (Gyawali ve

ark., 2019).

Proinflamatuar (TNF- o, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFNy, PAF) ve antiinflamatuar
sitokinlerin (IL-6, IL-10) dengesi NF-kB'nin aktivasyonunu dlzenler. Denge
bozuldugunda ve proinflamatuar mediyatorlerin salinmasi asir1 ve uzun siirdiigiinde,
asir1 inflamatuar bir yanit olusur ve bu yanit lokal sinirlar1 astiginda SIRS ortaya ¢ikar
ve bu slire¢ devaminda sepsise yol agar. Bunun yaninda proinflamatuar sitokinler aktif
makrofajlar ve nétrofillerdeki apoptoz siirecini uzatabilir, bdylece inflamatuar yaniti
arttirir ve ¢oklu organ yetmezliginin geligmesine neden olur (Vera ve ark., 2015;
Gyawali ve ark., 2019).
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—>NFkB <« > Sitokin salinimi Trombozis
Proinflamatur etki
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Sekil 4. Sepsis fizyopatolojisi (Vera ve ark., 2015).




13

Sepsis sirasinda endotel hicreler, ilk inflamatuar yanitin olustugu hiicrelerdir.
Hiicreler arasi ve vaskiiler hiicre adhezyon molekdllerinin etkisi ile proinflamatuar
sitokinlerin liretimi arttirilir. Ayrica enfeksiyon ile salinan kemokinler ve adezyon
molekiilleri tarafindan aktive edilen 16kositlerin aktivasyonu, proteazlar, sitotoksik
enzimler ve NO gibi reaktif oksijen ve azot tiirlerinin ¢evre dokulara yayilmasina
sebep olur. Boylece lIokositlerin artan aktivasyonu ile endotelyal ve vaskiler diiz hiicre

yaralanmalarina sebep olan oksidatif stres gelisir (Vera ve ark., 2015).

Sepsis patogenezinde inflamatuar aktivasyon kadar koagulasyon yolaklarinin
aktivasyonu da onem arzeder. Sepsis sirasinda, LPS ve ekzotoksinler gibi patojen
iliskili molekiiler yapilar nedeniyle salinan proinflamatuar sitokinler ve kemokinler,
koagulasyon sistemini aktive edebilir ve 0Onemli fizyolojik antikoagulan
mekanizmalart baskilar. Bu durum ise pihtilagma aktivasyonunun ve bunun sonucu
olarak mikrovaskiiler trombozisin gelismesine neden olur. Ardindan ise ¢oklu organ
yetmezligine ve sonucunda &liime kadar varabilecek Dissemine Intravaskiiler

Koagiilasyon (DIK) tablosu ortaya ¢ikar (Tsao ve ark., 2015).

1.2.2. Bakteriyel LPS

Gram-negatif bakteriler sitoplazmik bilesenleri ¢evreleyen bir i¢ zar ve hiicreyi
ortamindan ayiran bir dis zar olmak iizere iki membrana sahiptirler. Gram negatif
bakterilerde dis zar, ¢evresel tehditlere karsi ilk savunma hatt1 olarak gérev yapar.
Birgok biyolojik zarin aksine, gogu Gram-negatif bakterinin dis zar1 fosfolipit tabakasi
seklinde degildir. Bunun yerine i¢ katman fosfolipid yapida iken dis katmanda LPS
molekiilleri igermektedir. LPS'nin yapis1 bakteriler arasinda degisebilse de, tiim
durumlarda bu glikolipid, dis membranin biiylik bir kismini doldurur ve hiicreyi
antibiyotikler ve safra tuzlar gibi toksik molekiillerin girisinden koruyan bir bariyer
olusturur (Bertani, 2018). LPS, enterik bakterilerin tiim dig zarmin yaklasik % 75'ini
olusturur ve her bir bakteri hiicre duvarinda 4 milyon LPS molekiilii bulunur (Opal,
2010).

LPS yapisinda bir hidrofobik lipid A alani, her serotip i¢in farkli antijenik
Ozellik gosteren bir oligosakkarit zinciri ve O-antijen polisakaritinden olusur
(Cavaillon ve ark., 1998; Chiariotti ve ark., 2016). LPS, enterik bakterilerin tiim dis
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zarinin yaklasik % 75'ini olusturur ve her bakteri hiicre duvarinda 4 milyon LPS
molekdlu bulunur ve dolagimdaki LPS giigli bir sistemik inflamatuar yaniti

tetiklenmesine neden olur (Opal, 2010).

Cekirdek Glikolipit

O-spesifik polisakkarit zincir

Lipit-A

n
O-spesifik - Gekirdek
Oligosakkarit Oligosakkarit
Altinitesi

Sekil 5. LPS’nin molekiil yapis1 (Sun ve Shang, 2015)

Gram-negatif bakteri hiicre duvari bilesenlerinden olan LPS sepsis i¢in en
bilinen ve en ¢ok calisilan ajanlarin basinda gelmektedir. Gram-pozitif bakterilerde ise
endotoksin bulunmaz. Fakat bu bakterilerin hiicre duvarlarinda da hiicre yiizeyindeki
reseptorlere baglanma yetenegine sahip peptidoglikan ve lipoteikoik asit bulunur. Bu

yapilarda inflamasyonu arttirici etki gosterirler (Yorganci, 2005).

Septik sok calismalarinda 026:B6, O55:B5, O111:B4 gibi ¢esitli serotiplere
sahip E.coli’den elde edilen LPS’ler kullanilmaktadir. Toz halindeki LPS deneysel
calisma protokollerine gore suda ¢oziinerek deney hayvanlarina periton veya damar
icine uygulanmaktadir ( Leclerc ve ark., 2000; Iskit ve Guc, 2001; Soromou ve ark.,
2014).

Saflastirilmis LPS'min deneysel hayvanlara enjekte edilmesi sonucu ates,
dissemine intravaskuler koagtilasyon, hipotansiyon, sok ve o6lim gibi durumlar
gelismektedir. Minimum  endotoksin  dozu bile c¢ogu memelide Oliimle
sonuglanir. Olaylarin sirasi; gizli donem, fizyolojik stres donemi (ishal, halsizlik,
sok) ve 6liim seklinde siralanmaktadir. Oliimiin ne zaman gergeklesecegi endotoksinin
dozu, uygulama sekli ve hayvan tiirline gore degisir. Hayvanlarin endotoksine
duyarhiliklarinda farkliliklar bulunmaktadir (Sampath, 2018).
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LPS uygulamasinin ardindan lipoolisakkarit baglayici protein (LBP), CD14 ve
Toll benzeri reseptorler (TLR), enfeksiyonu kontrol altinda tutmak igin ¢ok 6nemli
olan anti-inflamatuar cevabi tetiklemektedirler. LPS’nin LBP ile olusturdugu
kompleks, TLR4 reseptoriine baglanarak inflamatuar yanitin olugsmasini saglar. Yine
LPS-LBP kompleksi membran CD14 reseptoriine baglanarak monosit ve endotel
hlcre aktivasyonu ile enfeksiyona cevap verir (Heumann ve Roger, 2002). Bakteri
hiicre duvarinda bulunan antijenik yapilar ve toksinler, endotel hiicreler olmak tizere

bir ¢cok huicreden ¢esitli mediyatorlerin salinimini baslatirlar (Gyawali ve ark., 2019).

LPS
Lipopolisakkarit Baglayic1 Protein(LBP)
CD14+ Hiicre zar1 proteini
Tool Like Reseptorii-4 (TLR4)

Sitokin Tiretimi
Tiimor Nekroz Faktor - o
Platelet aktivasyon faktorleri
Fagositozis
Immiinoglobulin

Prostaglandin ve 16kotrien tiretimi
Tamamlayic1 Kaskadn Aktivasyonu
Koagulasyon Kaskadmm Aktivasyonu

Sekil 6. Lipopolisakkarit sinyalleri ve ylksek organizmada immun aktivasyon

mekanizmas1 (Sampath, 2018)
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1.3. Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen turleri ve RNT’ni temizleyen ve bu tiirleri lireten enzimleri
inhibe eden bu sekilde oksidatif hasarin yayilmasini 6nleyen maddelere antioksidanlar
denir. Normal metabolik olaylar ve hastaliklar nedeniyle viicutta siirekli iiretilen
ROT’a kars1 hem hidrofilik hem de lipofilik antioksidanlar aktif olarak savunma
sisteminde rol alirlar. ROT iiretimi kontrol edilmediginde biyolojik sistemlerde
hiicresel lipit, protein ve DNA hasari1 ortaya ¢ikar (Victor ve ark., 2005; Yeum ve ark.,
2004). Canli organizmalarda, oksidatif hasarin oniine gegilmesi veya yavaslatilmasini
saglayan koruyucu mekanizmalara antioksidan sistem denir. Oksidanlara karsi
korunma, ortaya ¢ikan radikallerin detoksifikasyonu, radikal reaksiyonlarin
sonlandirilmasi ve radikal olusumunun Oniine gegilmesi seklinde gerceklesir (Bonner

ve Arbiser, 2015).

Antioksidan savunmanin, elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu,
redoks sinyal iletiminin modiilasyonu, sistein depolanmasi ve tasinmasi, hiicre
¢ogalmasinin, immiin yanitlarin ve deoksiriboniikleotid sentezinin diizenlenmesi

olmak dzere bircok roll vardir (Kerksick ve Willoughby, 2005; Lu, 2013).

Oksidatif stres, kanser, artrit, immiin bozukluklar, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve norodejeneratif hastaliklar gibi rahatsizliklarin gelisiminde biiyiik rol oynamaktadir.
Insan viicudunun, antioksidan {iretmek veya diyetle disaridan almak suretiyle oksidatif
strese kars1 gelistirdigi cesitli mekanizmalar vardir. Viicutta serbest radikalleri
temizleyen birka¢ enzim sistemi olmasina ragmen, E vitamini (a-tokoferol), C vitamini
(askorbik asit) ve B-karoten gibi antioksidan vitaminler digsaridan alinarak antioksidan
sistem guclendirilir. Vicut tarafindan iretemedigi i¢in bunlarin diyetle alinmalar
gerekir (Lobo ve ark., 2010). Vicutta sentezlenen antioksidanlara endojen
antioksidanlar, disaridan diyetle alinan antioksidanlara ise eksojen antioksidanlar
denir. Endojen ve eksojen antioksidanlarin her ikisi de ROT'un neden oldugu oksidatif

hasarin 6nlenmesinde veya onarilmasinda gorev alirlar (Valko ve ark., 2006).

Organizmada sentezlenen antioksidanlar yapilarina gore enzimatik ve
nonenzimatik olarak simiflandirilmaktadir. Enzimatik antioksidanlara ornek olarak

stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR),
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glutatiyon-S-transferaz (GST) ve katalaz (KAT) sayilabilir. Enzimatik olmayan
antioksidanlara ise A (karotenoidler), C (askorbik asit), E (tokoferoller) vitaminleri,
melatonin, redukte glutatyon (GSH), flavanoidler, trik asit, albumin ve bilirubin 6rnek

olarak verilebilir (Pham-Huy ve ark., 2008).

Antioksidan sistemde ilk savunma mekanizmasi serbest radikallerin
olusumunu baskilayan koruyucu antioksidanlardir. Bu mekanizma tam olarak
aciklanamamis olsa da genel olarak metal indiiklii ayrigsmalar sonucu ortaya ¢ikan
peroksit radikallerinin GSH-Px, GST ve KAT gibi enzimler yardimiyla alkole ve suya
indirgendigi antioksidan savunmadir. Ikinci savunma mekanizmasi, zincir
reaksiyonlarin1 daha baslamadan bakilayan veya baslayan zincir reaksiyonlarimni
kirarak reaksiyonlar1 engelleyen antioksidanlardir. Bazilar1 hidrofilik, bazilart ise
lipofilik olan ¢esitli radikal temizleyici antioksidanlar vardir. Bunlardan C vitamini,
urik asit, bilirubin, albtimin ve tiyoller hidrofilik gruba girerken, E vitamini ve ubikinol
ise lipofilik radikal temizleyici antioksidanlar grubunda yer alirlar. Bunlardan E
vitamini, bilinen en gucli radikal temizleyici lipofilik antioksidan olarak kabul edilir.
Uciincii savunma mekanizmasi, onarim ve de novo antioksidanlaridir. Sitozolde ve
memeli hicrelerinin mitokondrilerinde bulunan proteolitik enzimler, proteinazlar,
proteazlar ve peptidazlar bu sinifa girer. Oksidatif hasara ugrayan proteinleri tanir ve
uzaklastirarak okside proteinlerin birikmesini onler. DNA tamir sistemleri de ayrica
antioksidan savunma sisteminde oksidatif hasara kars1 6nemli bir rol oynamaktadir.
Glikosilazlar ve niikleazlar gibi ¢esitli enzimler hasarli DNA'lar1 tamir ederek

antioksidan savunmaya destek olurlar (Lobo ve ark., 2010).

1.3.1. Rediikte Glutatyon

Redukte glutatyon, sirasiyla y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz
enzimleri ile Kkatalize edilen ardisik iki reaksiyonla glutamat, sistein ve glisin ad1
verilen (¢ prekirsor amino asitten sentezlenen bir antioksidandir. GSH, GSH-Px ile
peroksitlerin detoksifikasyonunda serbest radikallerle reaksiyona girerek bir elektron
donorii olarak davranir. Bu reaksiyon sonucunda GSH, okside glutatyon (GSSG)’a
doniisiirken, indirgenmis nikotinamid adenin dintkleotit fosfat (NADPH) sayesinde

glutatyon rediktaz (GR) tarafindan tekrar GSH’a dondstiiriilir. GSH, hiicre disina
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salindiginda ise kendisini olusturan aminoasitlere metabolize edilir ( Morris ve ark.,
2013; Carvalho ve ark., 2014).

GSH, protein yapilarinin stabilizasyonu, katlanmasi, DNA transkripsiyon
faktorlinlin ~ baglanmast ve redoks reaksiyonlart sonucu olusan H2O2’nin
temizlenmesinde gorev alir. Hiicresel GSH'nin ¢ogu (% 85-90) sitozolde bulunur. GSH
redoks dongustinde yer alan GSH-Px ve GST i¢in birincil bir substrattir (Ithayaraja,
2011).

Bir tripeptit tiyol olan GSH, sayisiz biyolojik fonksiyona sahip stlfhidril
bilesigidir. Bu tiyol, eksojen ve endojen bilesiklerin detoksifikasyonunda ve hiicre i¢i
redoks durumunu korumada 6nemli bir rol oynar. Karacigerde sentezlenen ve baslica
gorevi hemoglobinin oksitlenerek methemoglobine doniisiimiinii engellemek olan
GSH, proteinlerdeki siilthidril gruplarini indirgenmis halde tutarak bu gruplar
oksidasyona karst korur. Bu sayede proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu
engeller (Kerksick ve Willoughby, 2005). Hayvansal dokularda, selenyum iceren
antioksidan bir enzim olan GSH-Px, GSH’1 GSSG'ye doniistiirerek hidrojen peroksit
ve lipit peroksitlerin indirgenmesine aracilik eder. Buna karsilik, GSSG, esas olarak
pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH varliginda GR ile azaltilir (Adeoye ve ark.,
2018).

GSH c¢ok sayida hiicresel siirecte Onemli bir rol oynar ve eksikligi,
kardiyovaskiiler, bagisiklik, yaslanma hastaliklar1 ve diyabet dahil olmak iizere bir dizi
hastaligin etiyolojisi ve ilerlemesinde rol oynar. GSH, oksijen radikallerinin ve
ilaglarin detoksifikasyonunda rol oynayan bir¢ok enzimin substratidir. GSH eksikligi,
insiilin direnci ve diyabet de dahil olmak {iizere kronik hastaliklarin ilerlemesinde

etkilidir (Jain ve Micinski, 2013).

Cekirdekteki GSH, DNA onarmmi ve ekspresyonu icin gerekli olan kritik
protein siilfidrillerin redoks durumunu korur. Oksitlenmis glutatyon, hiicrelerin iginde
biriktirilir ve GSH/GSSG oran, bir organizmanin oksidatif stresinin iyi bir dl¢tisudir.
Cok yiksek GSSG konsantrasyonu oksidatif olarak birgok enzime zarar verir (Valko
ve ark., 2007).
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Sekil 7. Glutamattan GSH sentezi (Morris ve ark., 2013).

1.3.2. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) ilk olarak 1956'da pineal bezden izole
edilmis ve kisa bir siire sonra yapisi tam olarak tespit edilmistir. Melatonin esas olarak
pineal bez tarafindan iiretilse de, retina, serebellum, cilt, yumurtalik, karaciger,
pankreas, bobrekler gibi birka¢ ekstra pineal organda da bulunmaktadir. Melatonin
uyku ve sirkadiyen ritim dizenleme, imminoregilasyon, antioksidan ve
mitokondriyal koruyucu fonksiyonlar, treme kontrolii ve ruh halinin diizenlenmesinde
onemli bir fizyolojik rol oynar (Srinivasan ve ark., 2010).  Bunlarin disinda
melatoninin bir antioksidan gibi davrandigini, reaktif oksijen tiirleri ve lipid
peroksidasyon iirlinlerini temizleme kapasitesinin oldugunu gosteren calismalar

artmaktadir ( Taysi ve ark., 2003; Longoni ve ark., 2017).
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Viicutta genis dl¢iide dagilmis olmasi, yeterli konsantrasyonda bulunmasi, hem
yagda hem suda iyi ¢6ziinebilmesi nedeniyle hiicresel membranlar arasinda kolayca
tasinir olabilmesi, minimal toksisiteye sahip olmasi, metabolitlerinin de antioksidan
olarak davranmasi melatoninin iyi bir serbest radikal temizleyicisi oldugunu

gostermektedir (Galano ve ark., 2011).

Hayvanlarin sabit 1518a maruz birakilarak endojen melatonin donglisiiniin
engellenmesiyle melatoninin fizyolojik seviyelerinde meydana gelen degisiklik
antioksidan enzim aktivitesinde azalma, melatoninin bir antioksidan olarak kabul

edilme fikrini desteklemektedir (Rodriguez ve ark., 2004).

HN*{
e

N
N
H
Sekil 8. Melatoninin molekil yapis1 (Srinivasan ve ark., 2010).

Melatoninin ¢esitli bakteriyel ve viral enfeksiyonlarla miicadele ettigi i¢in
sepsis hayvan modellerinde de etkili bir anti-inflamatuar ajandir. Anti-inflamatuar
etkisiyle, nitrik oksit sentazin inhibe edilmesine neden olmakta ve ¢esitli antioksidan
enzimlerin uyarilmasina katkida bulunmaktadir. Melatonin ayrica antioksidan
savunmada, mitokondriyal fonksiyonlarda ve apoptozu énlemede koruyucu etkiler
gosterdigi i¢in antiapoptotik bir molekiil oldugu kabul edilmektedir (Srinivasan ve
ark., 2010). Septik sok hayvan modellerinde melatoninin hiicresel hasar1 ve ¢oklu
organ yetmezligini durdurmak icin faydali etkiler gosterdigi, septik sok
semptomlarinin tersine ¢evrilmesinde faydali oldugu gosterilmistir (Escames ve ark.,
2006).

Ratlarda LPS kaynakli ¢oklu organ fonksiyon bozuklugu sendromunda
melatoninin akciger ve karacigerde NOS’1 inhibe ederek NO olusumunu engelledigi

gosterilmistir (Crespo ve ark., 2018).
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1.3.3. D Vitamini

1.3.3.1. Yapis1

D vitamini, baslica kemik-mineral metabolizmasinda énemli rolii olan, bunun
disinda immuniteden psikiyatrik hastaliklara kadar etkileri oldugu bilinen, giines 15181
ile deride 7-dehidrokolesterolden (7-DHC) sentezlenen, yagda eriyen hormon benzeri
bir vitamindir (Wagner ve Greer, 2008; Wacker ve Holiack, 2013; Sara ve ark., 2014;
Gil ve ark., 2018).

HO™
Sekil 9. D3 Vitamininin molekiiler yapisi (Gil ve ark., 2018).

D vitamininin, kimyasal olarak ergokalsiferoliin lumisterol ile olusturdugu
molekiiler bir bilesik olan D1, besinlerle alinan ergokalsiferol (D2), deride UVB 1s1n1
ile 7-dehidrokolesterolden sentezlenen kolekalsiferol (D3), 22-dihidroergokalsiferol
(D4) ve sentetik olarak 7-dehidrositosterolden (retilen sitokalsiferol (D5) olmak tizere
bes formu bulunmaktadir (Nair ve Maseeh, 2012; Sara ve ark., 2014).

D3 vitamini, insan derisinde sentezlenir ve ¢ogunlukla balik yaglar1 olmak
tizere hayvansal gidalardan alinirken, D2 vitamini ise bitkisel kaynaklidir. D vitaminin
D2 ve D3 formlar1 yalmizca yan zincir yapilarinda farklilik gosterir. Farkliliklar
metabolizmay: etkilemez ve her iki form da prohormon fonksiyonuna sahiptir (Gil ve
ark., 2018).

Dolasimdaki D vitamini formu olan 1a,25-dihidroksivitamin D3
(10,25(OH)2D3)’tin yar1 6mrii 4-15 saat araligindayken, 250HD3'{in yar1 émrii 21-30
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giin araligindadir (Fraser ve Milan, 2013). Bu yiizden ister giines 1s1gindan ister diyetle
almmis olsun 250HD3, plazma D vitamini seviyesinin gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Biyolojik olarak aktif formu olan 1a,25(0OH).D3’lin dolasimdaki diizeyi
250HD3’e gore yaklasik 1000 kat dusiiktiir (Wacker ve Holick, 2013). 250HD3
nanomol/l iken, 1a,25(0OH)2D3 picomol/l diizeyinde bulunur (Fraser ve Milan, 2013).
Vitamin D dizeyinin kontrolii i¢in hem eksojen alim1 hemde endojen yapimi gosteren

250HD diizeyine bakilmaktadir (Bouillon, 2017).

D vitamini eksikligi ¢ogu zaman asemptomatiktir. Bunun yaninda, genel
zayiflik, yorgunluk, kas agrilari, kas fasikiilasyonlari, osteoporoz, osteomalazi ve
depresyon gibi belirtiler D vitamini eksikligini akla getirmelidir. Cocuklarda ise
sinirlilik, uyusukluk, gelisimsel gecikme, kemik degisiklikleri veya kiriklar D vitamini
eksikliginin diger 6nemli belirtileridir. D vitamini eksikliginin siddeti hafif, orta ve
agir olarak siniflandirilmistir. 20 ng/mL'den diisiik 25OHD seviyeleri eksiklik olarak
kabul edilirken, 5 ng/mL'den daha diisiik 250HD seviyesi ciddi derecede eksiklik, 5-
10 ng/mL aralig1 orta derece, 10-20 ng/mL araligi hafif siddette eksiklik olarak kabul
edilir (Gani ve How, 2015).

Tablo 2. D vitamini duzeyleri (Gani ve How, 2015).

250HD (ng/mL) Durum
<5 ng/ml Ciddi derecede eksiklik
5-10 ng/mi Orta derecede eksiklik
10 - 20 ng/mi Hafif siddette eksiklik
20 - 29 ng/ml Yetersizlik
> 30 ng/mi Normal
>100 ng/ml Asiri
>150 ng/ml Intoksikasyon

Kemirgenlerde ise D vitamini degerleri insanlara gore hem farklilik
gdstermekte hem de daha genis bir aralikta seyretmektedir. Ornegin tavsanlarda bazal

degerler yaklasik 30 ila 70 ng/ml araliginda degismektedir (Brommage ve ark., 1988).
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D vitamini yetersizligi olan kisilerde intestinal kalsiyum emiliminin
azalmasiyla iyonize kalsiyum diizeylerinde diisme gozlenirken, parathormon (PTH)
sentezi ve salinimi ise artar. PTH salinimi ile beraber bobrekte Ca’un geri emilimi
artarken, 25(OH)D3’iin hidroksilasyonu da hizlanir. Béylece D vitamini diizeylerinde
bir eksiklik olsa bile PTH salimmindan kaynakli 10,25(0OH).D3 degerleri normal
duzeylerde bulunacaktir. Bu yiizden D vitamini diizeylerinin tespitinde 1a,25(0OH)2D3

degerlerine bakmak dogru sonuglar vermeyecektir (Ongen ve ark., 2008).
1.3.3.2. Metabolizmasi

UVB 1sinlar1 (290-320nm), deri alt1 yag dokusunda bulunan 7-DHC’den D3
vitamininin kutandz sentezini uyarir. Sentezlenen D3 vitamininin dolagima
girmesinden itibaren birka¢ saat icinde karacigere tasinir. Karacigere tasinan
prekalsiferol, bir sitokrom P450 enzimi olan 25-hidroksilaz (CYP2R 1) tarafindan hizla
hidroksile edilerek 250HD3’e¢ dondstirtlir. Sentezlenen 250HD3 D vitamini
baglayici protein (VDBP)'e baglanarak kana geger ve bobrege tasinir. Bobrekte 1a-
hidroksilaz (CYP27B1) enzimi ile tekrar hidroksile edilerek D vitamininin fonksiyonel
olan, ayn1 zamanda hormonal olarak ta aktif formu olan 10,25(OH)2D3 meydana
gelmis olur (Wei ve Christakos, 2015; Caccamo ve ark., 2018; Gil ve ark., 2018;
Takeuti, 2018).

Besinlerle alinan ergosterol ise ilk olarak deri altlarma tasinir. Derinin
Stratum Bazal ve Stratum Spinozum tabakalarinda ergokalsiferole ¢evrilerek migel
yapisina katilip enterositler tarafindan absorbe edilir. Daha sonra silomikronlara

baglanarak kana karisir ve karacigere tasinir (Prosser ve Jones, 2004).

lo-hidroksilaz agirlikl olarak bobrekte olmak iizere bagirsak, pankreas, prostat
ve bagisiklik hiicreleri dahil olmak iizere bir¢ok hiicre tipinde de eksprese edilen bir
enzimdir (Wei ve Christakos, 2015). Bu bobrek yetmezligi olan hastalarda
dolasimdaki diisik 1a,25(0OH)2Ds seviyelerinin regile edilmesi igin Onemlidir
(Zittermann, 2003).
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7-Dehidrokolesterol (Deri) Diyetle alman D2 ve D3
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Sekil 10. D vitamininin aktivasyonu (Bordelon ve ark., 2009).

la-hidroksilaz’in disinda 24-hidroksilaz (CYP24A1) ise kemik hiicrelerinde D
vitamini metabolizmasinin otokrin aktivitelerinde rol alan baslica enzimlerinden
birisidir. 24-hidroksilaz’m Vitamin D Reseptorii (VDR) aracili transkripsiyonel
regulasyonu klasik endokrin negatif feed back dongusuyle, hedef dokularda
1a,25(OH)2Ds'iin aktivitesinin inhibe edilmesini saglarken, 250HD3’li 24.C'undan
hidroksile edip 24,25(0OH)2D3'e de doniistiirerek katabolik siireglere katilir. ( Wei ve
Christakos, 2015; Anderson ve Anderson, 2017).

Vitaminin D3’ilin karacigere taginarak 250HD3'e doniistiiriilmesi, oradan
bobrege tasiarak 1a,25(0OH)2D3’e dontistiiriilmesi ve 10,25(0OH)2D3‘lin bobrekten
hedef hiicreye tasinmasi, plazma D vitamini baglayict protein (VDBP) tarafindan
gerceklestirilir. 600-kDa agirlikli transmembran proteini ve diisik yogunluklu
lipopoprotein reseptoér siper ailesinin bir Uyesi olan VDBP epitelyal htcrelerde
250HD3'i baglayarak hiicre yiizey reseptorii olarak gorev yapar. D vitamini
metabolitleri dolasimda esas olarak VDBP’ye ve az oranda da (%]1'den az), serbest
formda dolasan albumin ve lipoproteinlere baglanarak hareket eder ( Prosser ve Jones,
2004; Pilz ve ark., 2019).
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D vitamininin genomik etkilerine niikleer reseptor siiper ailesinin bir tyesi
olan niikleer VDR (VDRn) aracilik eder. VDBP ile hedef hiicreye ulasan ve difiizyonla
hiicre igine alinan 10,25(OH)2D3 daha sonra sitoplazmada bulunan VDR ’ne baglanir.
10,25(0OH)2D3’iin VDR’ne baglanmasi ile aktive olan Retinoid X Reseptorii (RXR)
de, VDR-Ligand kompleksine baglanarak VDR-Ligand-RXR kompleksine doniisiir.
Bu kompleks sitoplazmadan niikleusa gecerek DNA’nin VDRE olarak adlandirilan
promotor sekanslarima baglanir. Bu etkilesim sonucu olusan kompleks, spesifik
haberci RNA'nin uyarilmasi veya inhibe edilmesi ile sonuglanan genetik bir
transkripsiyonu uyarir. Olusan ti¢lii kompleks osteokalsin, 24-hidroksilaz gibi bazi
genlerin transkripsiyonunu arttirirken inflamatuar genler gibi bazilarini ise azaltir

(Christakos ve ark., 2016; Zafalon ve ark., 2020).
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Sekil 10. D vitaminin genomik ve non-genomik etki mekanizmasi (Wu ve ark.,
2019).
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Non-genomik yolakta ise D vitamini, hiicre yiizeyinde bulunan VDR’ne
baglanarak sitoplazma i¢indeki sekonder mesaj yolaklarini aktive eder. Non-genomik
yolagin daha aktif oldugu hiicreler, pankreas B hiicreleri, diiz kas hiicreleri, kalp kas1

hlcreleri ve monositlerdir (Hii ve Ferrante, 2016).

1a,25(0OH)2D3 diizeyinin regiilasyonu la-hidroksilaz ve 24-hidroksilaz
aktiviteleri arasindaki dengeye baghidir. Her iki enzim de serumdaki kalsiyum,
kalsitriol ve fosfat seviyeleri ile iligkili olarak diizenlenir. Diisiik serum kalsiyum veya
D vitamini seviyelerinde, paratiroid bezleri tarafindan salgilanan PTH, 1a-hidroksilaz
sentezini uyararak 1a,25(OH)2D3 aktivasyonunun artmasina neden olur (Adams ve
ark., 2007; Gil ve ark., 2018).

D3 vitamini ve baslica metabolitleri ii¢ sekilde diizenlenir. Bunlardan ilki D3
vitamininin aktivasyonu igin gerceklesen hidroksilasyon islemi iken diger ikisi
katabolik siireclerdir. D3 Vitamini, C-23 ve C-24 oksidasyon yolu ile kalsitroik asit ya
da 1a,25-(OH)2D3-26,23-lakton'a doniistiiriilerek katabolize edilir (Prosser ve Jones,
2004). Oksidasyonda, 24-hidroksilasyonu takiben olusan 24,25(OH)2D, inaktif ve
daha polar bir molekiil oldugundan safra yoluyla ve bobreklerden hizla ve kolayca
atilabilir hale gelmis olur. Bazen de vitaminin glukuronik asit ile konjugasyonu ile
devam eden bir siire¢ sonrasinda safra yoluyla atilabilecek metabolitler olusur (Gil ve
ark., 2018). Kisacast D vitamini katabolizmasi, 24-hidroksilasyon ile baglayip

nihayetinde safra ve idrarla atilan bir siiregtir (Pilz ve ark., 2019).
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Sekil 11. D vitamini aktivasyon ve inaktivasyon yollar1 (Prosser ve Jones, 2004; Wei
ve Christakos, 2015).

1.3.3.3. Kaynaklari

D vitamini, UVB'ye bagl endojen iiretim, diyetle alim ve takviye {iirlinlerle
alim olmak tizere ii¢ potansiyel kaynaktan elde edilebilir. Bu kaynaklar arasindan %
90-95 kadar1 UVB’ye bagli olarak deride sentezlenen endojen iiretim mekanizmasidan

saglanir (Izadpanah ve Khalili, 2013).

Giinde 15 ila 20 dakika giines 1sinlarmin dik olarak geldigi 11:00-15:00 saatleri
arasinda ag¢ik havada UVB 1s1nina maruz kalan tiim viicut 250 pg D vitamini (10.000
IU) tiretebilmektedir. Yani uygun sartlarda giinese maruz kalinarak giinliik tavsiye

edilen D vitamini miktarinin tamami karsilanabilir. (Zittermann ve Gummert, 2010).

D vitamini endojen olarak giines 15181 ile deride, eksojen olarak ta diyetlerle
alinmaktadir. Disaridan gidalarla alinan D vitamini giinliik D vitamini gereksinimini

karsilamamakla beraber, baliklardan somon, ton baligi, uskumru, ringa, sardalya
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tdrleri, morina karacigeri yagi, diger gidalardan ise, yumurta sarisi, siit brokoli,
maydanoz, su teresi D vitaminince zengin gidalardir. Bunlarin disinda anne siitii de D
vitamini agisindan zengin bir besin maddesidir (Wagner ve Greer, 2008; Mazahery ve
von Hurst, 2015).

1.3.4. D Vitamini ve Sepsis

Bagisiklik sistemi, bakteri, virlis, protozoa ve mantar gibi enfeksiyona neden
olan mikroorganizmalara kars1 ilk savunma bariyeri gorevi goriir. Dogal bagisiklik
sisteminin ilk gorevi, bu organizmalar1 tanimak, uzaklastirmak veya yok edilmesine

yol agan olaylar zincirini baglatmaktir (Kamen ve Tangpricha, 2010).

D vitamini tizerinde yapilan ¢aligmalar, D vitamininin, hem dogal hem de
adaptif bagisiklik sistemlerini diizenledigini, asir1 proinflamatuar sitokin salinimini
inhibe ettigini, antiinflamatuar mediatorlerin tiretimini arttirdigini ve antimikrobiyal
peptid tiretiminde etkili oldugunu gostermistir (Adorini ve Penna, 2009; Trongtrakul

ve Feemuchang, 2017).

Hiicrede inflamatuar yanitin olugmasini saglayan cesitli sinyal yollar
bulunmaktadir. Sepsis gibi asir1 inflamatuar yanitin oldugu durumlarda bu sinyal
yollarinin inhibe edilmesi gerekir. Bunlardan birisi enfeksiyona kargi immun cevabin
duzenlenmesinde etkin olan NF-kB transkripsiyon faktdriinin inhibisyonudur. NF-kB,
sepsisin neden oldugu organ yetmezliginin gelisiminde rol oynayan birgok
immiinomodiilatér aract maddenin transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol oynar.
Septik soka neden olan endotoksin gibi patojenlerin TLR4 resoptorlerine
baglanmasiyla baslatilan kinaz yolaklar1 NF-kB aktivasyonu gerceklesir. Oksidatif
stres durumunda NF-kB bir taraftan sitokin salinimini uyarirken, diger taraftan

sitokinler ile aktive edilir (Abraham, 2003; Freedman ve ark., 2007).

Tavsanlarda akut enfeksiyon ile olusturulan iiriner sepsis modelinde sepsis
grubunda TNF-a, IL-10 ve NF-kB diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
arttig1 gosterilmistir (Chen ve ark., 2014).

LPS ile olusturulan sepsis modelinde tavsan duodenumunda NF-kB'nin

aktivasyonunun ROT ve sitokin salinimini arttirdign  gosterilmistir. LPS’nin,
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duodenumun diiz kas tabakasinda NF-kB'nin aktivasyonunu, translokasyonunu ve

DNA’ya baglanmasini indiikledigi sonucuna varilmistir (Hernandez ve ark., 2011).

Yuksek NF-kB diizeyi, daha yiksek mortalite orani ve daha kotii klinik sonug
ile iligkili olup NF-kB yolunun blokaj1 septik anormallikleri diizeltir. Enfeksiyonla
birlikte olugsan asir1 immun yanitin Oniine ge¢mek i¢in, TNF, IL-1, IL-6 gibi
sitokinlerin salimimini uyaran NF-kB’nin inhibe edilmesi gerekmektedir. NF-kB
aktivasyonunun inhibisyonu hipotansiyonu duzenler, septik miyokardiyal
disfonksiyonu ve vaskiiler diizensizligi iyilestirir, c¢oklu proinflamatuar gen
ekspresyonunu inhibe eder, mikrovaskiiler endotelyal sizintiyr Onler, intravaskiiler

pihtilasmay1 ve doku nétrofil akisini azaltir. Sonug olarak NF-kB aktivasyonunun

N =

LPS + LBP . ...
| o'..o.' ...
TLR4 || cD14 °

Asini Sitokin Sahmm:

| |

MyD88
S

inhibisyonu, ¢oklu organ hasarini engeller (Liu ve Malik, 2006).
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| | Proinflamatuar sitokinler
/’Q-QQ_QN

q e,
w’ '”I' ,I? '”I' '” Gen Transkripsiyonu
Cekirdek

Sekil 12. LPS ile NF-kB’nin aktivasyonu (Liu ve Malik, 2006).


https://saglikliolalim.com/tnf-alfayi-engelleyerek-performansi-ve-saglik-duzeyini-artirmak/
https://saglikliolalim.com/interlokin-1-il-1-beta/
https://saglikliolalim.com/potasyum-k/
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NF-kB’nin aktivasyonunun bir sonucu ise iNOS enziminin uyarilmasidir. Bu
uyarilma sonucu vazodilatasyon, norotransmisyon ve bagisiklik yanitlarina aracilik
etmek gibi bir cok olumlu fizyolojik &zelliklere sahip olan fakat yiksek
konsantrasyonlarda ise oksidatif stres tablosunun ilerlemesine neden olan NO Uretimi
gerceklesir. LPS’nin etkisi ile aktive olan NF-kB’nin inhibisyonu, oksidatif strese

neden olan NO {iretimini azaltir ( Helmer ve ark., 2002; Firat ve ark., 2008).

NF-kB inhibitor alfa (IxBa), NF-kB transkripsiyon faktérunu inhibe etme
islevi goren hiicresel protein ailesinin tiyelerinden biridir. IkBa, NF-KkB proteinlerinin
nlkleer lokalizasyon sinyallerini engelleyerek NF-kB'yi inhibe eder. D vitamini ise,
IkBa’nin fosforilasyonunu azaltarak IxkBa seviyelerinde artisa neden olur. IkBa
seviyelerindeki artis, NF-kB'min niikleer translokasyonunu azaltir ve bdylece

aktivitesini disiiriir (Cohen-Lahav, 2005).

Inflamatuar yanitin olusmasina aracilik eden énemli sinyal iletim aglarindan
bir digeri ise mitojenle aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK) dir. LPS ile uyarilan
MAPK vyollarinin aktivasyonu ile ROT, NO, sitokinler ve kemokinler dahil olmak
uzere inflamatuar mediyator tiretiminde artis gozlenir (Huang ve ark., 2015). D
vitamininin etkisiyle MAPK’in MAPK-fosfatazl ile fosforilasyonu sonucu sinyal
iletim yolu inhibe edilerek asir1 immun yanitin 6niine gegilmis olur (Zhang ve ark.,

2012).

D vitamininin etki gosterebilmesi icin gerekli olan VDR'leri, endotel hiicreleri,
vaskiler diz kas hiicreleri ve kardiyomiyositler de dahil olmak tizere hemen hemen
tim dokularda eksprese edilir. Ligand-bagli VDR, hedef genlerin promoter
bolgesindeki VDRE'ye baglanarak spesifik genlerin ekspresyonunu diizenleyen
transkripsiyonel  bir  faktér olarak ¢alisir. Ligand bagli VDR, eNOS
biyoaktivasyonuyla NO sentezini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. D vitamini, bir
taraftan NO’in biyoyararlihi@im1 saglayacak sekilde NOS enzim aktivitelerini
diizenlerken diger taraftan ROT Ureten NADPH-oksidazin aktivitesini azaltarak ve
stiperoksit dismutaz gibi antioksidatif enzimlerin aktivitesini arttirarak toplam

antioksidan kapasiteyi arttirir (Kim ve ark., 2020).
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D vitamininin etkiledigi bir diger transkripsiyon faktorii de nukleer respirator
faktori 2 (Nrf2)’dir. Nrf2 diizeyi ile mitokondriyal ROT iiretimi sonucu oksidatif
stresteki artig ters orantilidir. D vitamini ile uyarilan Nrf2 diizeyindeki artis, ROT
olusumunu baskilar ve antioksidatif enzimlerin ekspresyonunu diizenler

(Wimalawansa, 2019).

Dogustan gelen bagisiklik tepkisinin bir bagka 6nemli bileseni antimikrobiyal
peptitler (AMP)’dir. AMP’lerin antimikrobiyal, antiviral ve antifungal rolleri vardir.
Bu peptitler bakteri hiicre membraninda bulunan porlarin yapisini etkileyerek
bakterisidial etki gosterirler ( Yim ve ark., 2007; Watkins ve ark., 2011).

LPS’in TLR’ne baglanmast sonucu, hiicre i¢ci 250HD’nin lokal
hidroksilasyonu ile 1,25(0OH)2D3 olusur. Reseptorii ile birlesen 1,25(0OH)2D3, DNA
sekanslarinda  spesifik VDRE’ye baglanarak AMP iiretmek {izere gen
transkripsiyonunu baglatir. AMP’lerin sentezini takiben hem hiicre i¢inde hem de
hiicre ylizeyinde patojen yikimi baslar. AMP’lerin bu etki sistemi, hiicre i¢i lokal
25(0OH)D konsantrasyona baglidir (Schauber ve Gallo, 2008).

D vitamininin etkisi ile tiretilen AMP'ler, LPS'yi baglayarak, LPS'nin LBP'ye
baglanmasini engellerler. AMP'lerin LPS ile baglanmasi, dolasimdaki endotoksinlerin
noétralize edilmesi demektir. Bu baglanma sonucu septik soka yol agabilecek NO ve
TNF-a {iretimi azaltilarak kontrolsiiz inflamatuar yanitin 6niine gegilmis olur (Pulido

ve ark., 2012).

Bakterileri, mayalari, mantarlari, virlisleri ve hatta kanser hiicrelerini dogrudan
oldiirmek dahil genis bir aktiviteye sahip olan AMP'ler immunomodulator aktivite de
gostermektedir AMP’ler monosit ve makrofajlarda IL-1, TNF-a, IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ederek antienflamatuar etki gosterir
(Sun ve Shang, 2015).
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2. MATERYAL ve YONTEM

Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’'ndan (KAU-
HADYEK/2015-043) izin alindiktan sonra, Ondokuz Mayis Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden 32 adet 2 aylik Yeni Zelanda cinsi
tavsan temin edildi. Hayvanlar ilgili kurumlardan izinler alnarak Kafkas Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne getirildi ve ¢alisma boyunca
burada barindirildi. Tavsanlarin barindirilmas: siiresince 12 saat gece 12 saat giindiiz
uygulamasi yapildi. Hayvanlara tavsan yemi ve igme suyu ad libitum olarak verildi.
Giinliik olarak kafes temizligi ve bulunduklar1 odanin temizligi yapildi. Yem ve igme
suyu kaplar1 diizenli olarak temizlendi.

Tablo 3. Yem analizi

Standart tavsan yemi D vitamini eksik yem
KIiMYASAL ANALIZ VITAMINLER KIMYASAL ANALIZ VITAMINLER
Kuru madde  |90% | "IAMIRA 5 4000 Kurumadde | 90% | v i@min AUU 54000
(I k) kg)
Ham protein | 18% :’]tm,'::? D31 3000 Ham protein | 18% :‘lll' “::‘“i:‘ 03 _
Ham seliloz | 11,200 | ¥ aminE 50, Ham seliloz | 11,200 | L amin Emg | 55,
(mg kgz) kgl
fitannin K3 litamin K3
Ham kiil 6,800, |Viaminkd 4, Ham kiil 6,800, | v iamin K 30
(mg kg) (mg kg)
Ham vag 4. 50% Vitamin Bl 20 Ham vag 4.50% Vitamin B1 20
- (g k) = (mg k)
Kalsiyim 1% Vitsmin B2 20 Kalsiyum 1% Vitamin B2 20
(me ko)
= (e k)
Fosfor 0620 | ViaminBe |, Fosfor 0,629 | Yitamin BE 12
(mg kg) (g kgl
Lisin 0.98% Vitamin B12 100 Lisin 0,98 Vitamin B12 100
(pg kg (pge kg)
Metiyonin 0,58% 5':,‘1;“[;;‘1'" a5t oo Metiyonin 0,58% :’:ﬁ‘;"‘ﬂ;f a= oo
Meth+Cys 0859, |Pamotenik ) Meth+Cys 0,859 |Pantotenikasit | )
asit (mg /kg) (mg kg)
Sodyum 0245, |Biotn(mg |, Sodyum 0,240, | Biyotin (mg 6.3
kg) kgl
Enerji(kkalkg) | 2650 };‘l:l]’“ L 1000 Enerji(kkal’kg) | 2650 | Kolin (mg kg) | 1000
Kullandan ham maddeler: Yagl wohum kispeleri, Kulliandlan ham maddeler: Yagh tohum bispeleri,
kepek razmod, hubibar, yonca wne, Kalsiyum kepek. razmol, ububat, yonca unu, Kalsivim
karbonat, vag, =, pelet baglaycr, lisin, metivonin, kartonat, vag, fuz, pelef baglavics, lisin, metivonin,
vitamin mineral premiksi, antioksidar. vitamin minerval premiksi, antioksidan.
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2.1. Gruplar

15 giinliik adaptasyon doneminden sonra 6ncelikle her grupta 16 tavsan olacak
sekilde 2 grup olusturuldu. Grup I D vitamini eklenmis standart tavsan yemi ile Grup
IT ise D vitamini eklenmemis tavsan yemi ile 24 hafta beslendi. 24 haftanin sonunda
kan Ornekleri heparinli tlplere alinarak plazmalar elde edildi ve D vitamini tavsana
Ozel ELISA yontemiyle dl¢iildii. Yetersizlik tespit edildikten sonra her iki grup ikiser
gruba daha boliinerek dort grup olusturuldu.

Grup | (Vit D-): 24 hafta D vitamini ilave edilmemis tavsan yemi ile

beslendikten sonra vena auricularisden serum fizyolojik verildi.

Grup Il (Vit D+): 24 hafta D vitamini ilave edilmis tavsan yemi ile

beslendikten sonra vena auricularisden serum fizyolojik verildi.

Grup I (Vit D- (+) LPS): 24 hafta D vitamini ilave edilmemis tavsan yemi
ile beslendikten sonra vena auricularisden 150 pg/kg LPS verildi (Knudsen ve ark.,
2016).

Grup 1V (Vit D+ (+) LPS): 24 hafta D vitamini ilave edilmis tavsan yemi ile

beslendikten sonra vena auricularisden 150 pg/kg LPS verildi.

Tavsanlara uygulanan LPS kaynagi olarak E.Coli Type 0111:B4 kullanild:.
Numuneler, LPS uygulamasindan 24 saat sonra vena auricularisden antikoagiilantli
tiplere alindi. Bir kismi GSH 6l¢iimii amaciyla tam kan olarak ayrilirken, geriye
kalanlar 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek plazmalar1 ayrildi. Numuneler analiz
edilinceye kadar -20°C’de derin dondurucuda saklandi. Analizler ve aliman kan
numunelerinin islenmesi Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim

Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

2.2. Kullanilan Alet ve Malzemeler

ELISA cihazi (Microplate Reader Epoch-Biotek, Shimadzu UV-1201)

Deiyonize su cihazi (Niive)
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Avyarlanabilir otomatik pipetler (Eppendorf 5-1000 pl)
Sogutmali santrifiij (Heraeus)

Manyetik karistirict (Labinco)

Buzdolab1 (Bosch)

Su banyosu (Nuve)

Hassas terazi (Scaltec)

pH metre (inoLab)

Vorteks (Labinco)

Tasinabilir terazi

2.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

1,1,3,3-Tetraetoksipropan (Sigma)
3-Nitropropiyonik Asit (Sigma-Aldrich)
5,5’-(2-Ditoyobis Nitrobenzoik Asit) (DTNB) (Sigma)
Sodyum sitrat (Merck)

Cinko Sulfat (Znso4) (Merck)
Disodyum Hidrojen Fosfat (Fluka)
Etanol (Sigma-Aldrich)

Etilendiamin Tetra Asetik Asit (Merck)
Hidroklorik Asit (Merck)

Kalsiyum Klorur (Sigma-Aldrich)
Metafosforik Asit (Merck)
Monosodyum Hidrojen Fosfat (Fluka)
N- Bitanol (Merck)

N-(1-Naftil) Etilendiamin Dihidroklorir (NEDD) (Merck)
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P-Dimetil Amino Benzaldehid (Merck)
Rabbit Vitamin D ELISA Kit (Uscn)
Rabbit Melatonin ELISA Kit (SunRed)
Rabbit 8-OHdG ELISA Kit (Uscn)
Redikte Glutatyon (GSH) (Merck)
Sodyum Hidrojen Fosfat (Merck)
Sodyum Hidroksit (Sigma-Aldrich)
Sodyum Klortir (Sigma-Aldrich)
Sodyum Nitrat (Sigma-Aldrich)
Sodyum Nitrit (Sigma-Aldrich)
Sodyum Sitrat (Merck)

Sulfanilamid (Alfa-Aesar)
Tiyobarbdatirik Asit (Merck)

Triklor Asetik Asit (Merck)

Tris-HCL (Sigma-Aldrich)

Vanadyum (111) Klorur (VCI3) (Merck)

2.4. Biyokimyasal Analizler
2.4.1. Vitamin D Duzeylerinin Olgiimi

Plazma vitamin D diizeyleri tavsana 6zel ticari ELISA kiti (USCN life, China)
kullanilarak ol¢iildii.

Prensip: Bu testin analizi yarigmali inhibisyon enzim imminoassay teknigine
dayanir. Vitamin D3 spesifik monoklonal bir antikorla mikroplate 6nceden

kaplanmistir. Yarigmali inhibisyon reaksiyonu biyotinle isaretlenmis vitamin D3
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analogu ile onceden kaplanmis antikorla isaretlenmemis antijen (standartlar ya da

numuneler) arasinda baslar.

Inkiibasyondan sonra baglanmamis konjugat yikanarak uzaklastirilir. Sonra
Horseradish Peroxidase (HRP)’a bagli avidin her bir mikroplate kuyucuguna eklenir
ve inkiibe edilir. Baglanmis HRP konjugatinin miktari numunedeki vitamin D3
konsantrasyonu ile ters orantilidir. Substrat sollisyonunun ilave edilmesinden sonra
meydana gelen rengin yogunlugu numunedeki D3 konsantrasyonu ile ters orantilidir.

Numunelerdeki D vitamini konsantrasyonu standart grafiginden hesaplanir.

[P E—

[le e n)

~<Flate Layot Solirgs

Grafik 1. D Vitamini Standart Grafigi (Y=(A- D)/(1+(X/C)*B)+D, r’=1).

2.4.2. Redukte Glutatyon Analizi

Beutler ve ark.(1963)’nin bildirdigi yonteme gore yapilmistir. Bu yontemde
heparinli kanin distile su ile hazirlanan hemolizatinda, -SH tasimayan tiim proteinler
coktiiriilmektedir. Elde edilen berrak sivida -SH gruplarinin 5,5'-(2-ditiobis
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile olusturdugu sart renkli kompleks, 412 nm dalga

boyunda kolorimetrik olarak 6lgtlmektedir.
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2.4.3. Malondialdehit Analizi:

Yoshioka ve ark.(1979)’nin bildirdigi yonteme goére yapilmistir. Lipit igerik,
diisiik pH ve TBA varliginda 1sitildiginda MDA molekiilii ile iki TBA molekiiliiniin
birlesmesi sonucu olusan kromojenden dolay1r 532-535 nm’de absorbans veren stabil
kirmizi pembe renk meydana gelmektedir. Standart igin 2,5- 5-10 ve 20 mmol/L
derisimlerinde olacak sekilde, alkolde ¢6ziinmiis 1.1.3.3-tetraetoksipropan

kullanilmistir.
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Grafik 2. MDA Standart Grafigi (Y=A*X+B A:0,00932 B:-0,00329 R?:0,997).

2.4.4. Nitrik Oksit Analizi

Nitrik oksit diizeyleri, Miranda ve ark.(2001)’nin bildirdikleri yontemle tayin
edildi. Bu yontemde nitrat, Vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistiirtildii. Nitritle
stilfanilamidin asidik ortamda N-(1-Naftil) etilendiamine dihidroklorr ile reaksiyonu
sonucu kompleks diazonyum bilesigi olustu. Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de
o6l¢iildii. Nitrat ve nitrit diizeyleri ayr1 ayr belirlendikten sonra ikisinin toplami1 NO

miktarin1 gosterir.



38

2.4.4.1. Nitrat Analizi

Mikroplak kuyucuklaria 100 pl numune pipetlendi. Tim kuyucuklara 100 pl
VaCl3 konuldu. Hemen arkasindan da 100 pl griess ayiraci pipetlendi. 30 dakika 37°C’
de etlivde inkiibe edildikten sonra absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu.Nitrat

standart grafiginden yararlanarak sonuglar hesaplandi.

y = 1.8721 - 0.0552
/}4%991

B O R, N WA oo

Grafik 3. Nitrit Standart Grafigi (y=1,8721x-0,0552, R? = 0,9991)

2.4.4.2. Nitrit Analizi

Mikroplak kuyucuklarina 100 pl numune pipetlendi. Hemen arkasindan da 100
pl griess ayiract pipetlendi. 30 dakika 37°C’de etiivde inkiibe edildikten sonra
absorbanslar 540 nm dalga boyunda okundu. Nitrit standart grafiginden

yararlanarak sonuclar hesaplandi.
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Grafik 4. Nitrat Standart Grafigi (Y=A*X+B A:0,00436 B: 0,0103 R?:0,997)
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2.4.5. 8-OHdG Analizi

DNA hasar belirteci olan 8-OHdG dizeylerinin 6l¢limd, tavsana 6zel ELISA
kit kullanilarak gerceklestirildi. Olgiilmek istenen antijenle, isaretli antijen smirh
sayidaki antikorla birlesmek {izere ayn1 anda ortama konularak antikora karsi
yarismalart saglanir. Baglanamayan antijenler uzaklastirilir. Baglanmayan enzim
isaretli sekonder antibody’ler yikama ile ortamdan uzaklagtirilir. Enzimle isaretli
sekonder antikorlar mikro kuyucuklarin kapli oldugu 8- OHdG’lere baglanmis
monoklonal antikorlara baglanmasi amaciyla mikro kuyucuklara ilave edilir.
Baglanmayan sekonder antikorlar tekrar yikama iglemi ile ortamdan uzaklastirilir.
3,3',5,5'tetramethylbenzidine solusyonunun mikro kuyucuklara ilavesiyle renkli bir
bilesik meydana gelir. Reaksiyon fosforik asit eklenerek sonlandirilir. Olusan
renklenmenin absorbansi 450 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Olusan renk yogunlugu

ornek igerisinde bulunan 8-OHdG konsantrasyonu ile ters logaritmik orantilidur.

StdCurve
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Grafik 5. 8-OHdG standart grafigi (Y=A*X+B, A:0,117 B:0,16, R?>=0,996).
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2.4.6. Melatonin Analizi

Triptofan aminoasitinden pineal bezde tretilen melatonin hormon diizeylerinin
Olcimi tavsana 6zel ELISA kit kullanilarak gergeklestirilmistir. Tavsan melatonin
antijeni ile kaplanmis mikropleytlerin kullanildigi yontemde, yuvalara standart
cozeltileri ve plazma oOrnekleri eklendikten sonra biotinle isaretlenmis tavsan
melatonin antikoru ve Horse radish peroxydase (HRP) ile birlikte inkube edilir.
Inkubasyon sonras1 pleytler yikanarak baglanmamis HRP’ler uzaklastirilir, yikanan
pleytlere subsrat eklenerek inkube edilir ve inkubasyon sona erince stop solusyonu ile

enzim reaksiyonu durdurulur, 10 dakika i¢inde 450 nm absorbanslar okunur.
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Grafik 6. Melatonin standart grafigi (Y=(A-D)/(1+(X/C):B)+D, R?=1).

2.4.7. istatistiksel analizler

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS for Windows 20.0 istatistik paket
programi kullanildi. Gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar ANOVA testi ile
belirlendi. Gruplar arasindaki ¢oklu karsilagtirmalarda Duncan testi kullanildi. p<0.05

seviyesindeki sonuglar anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Biyokimyasal bulgular Tablo 4 ve 5’te sunulmustur. LPS enjeksiyonundan
once alman numunelerden elde edilen bulgularda plazma D vitamini duzeyleri D
vitamininden eksik yemle beslenen grupta, standart tavsan yemi ile beslenen gruba
gore onemli derecede diisiik (p<0,05) bulundu. LPS enjeksiyonlarinin yapilmasindan
sonra ayrilan 4 grup karsilastirildiginda, GSH diizeyleri Grup II’ye gbre Grup Il ve
IV ‘de 6nemli derecede diisiik (p<0,05) bulundu. MDA diizeyleri ise Grup II’ye gore
Grup I ve III’de 6nemli derecede yiiksek (p<0,05) bulundu. 8-OHdAG dizeyleri ise
Grup III’de Grup I ve Grup II’ye gore 6nemli derecede yiiksek (p<0,01) bulundu. NO
diizeyleri Grup I’e gore Grup II ve Grup IV de diisiik, Grup II’'ye gore Grup III’de
yuksek (p<0,01) bulundu. Melatonin diizeyleri Grup I’e gére Grup 11I’de ve Grup III’e
gore Grup-IV’te 6nemli derecede yiiksek (p<0,01) bulundu.

Tablo 4. Plazma D vitamini duizeyleri (ortalama + Standart hata (X+SX) olarak verilmistir.)

Parametre Vit D (-) grup Vit D (+) grup P degeri
D vitamini (ng/ml) 22,15+1,7° 44,2+6,09 <0,05

Tablo 5. Gruplarda biyokimyasal parametreler (ortalama * Standart hata (X+SX) olarak
verilmistir.)

Parametreler Grup | Grup | Grup I (Vit Grup IV P
(VitD-) (VitD +) D-LPS) (Vit
D+LPS)
GSH (mg/dl) 9,90+2,6% 13,16+4,92 7,39+3,9° 7,17+4,3 0,05
MDA 1,16+0,3% 0,85+0,16" 1,18+0,232 1,07£0,2% 0,05
(mmol/L)
8-OHdG 2459,2+33 2338,8+22 2942,8+415, 2739,4+832 0,01
(ng/ml) 2,9° 5,6 18 b
NO(mmol/L) 10,12+1,72 7,20+1,4¢ 9,13+2,5% 7,99+0,7b¢ 0,01
Melatonin 0,143+0,00 0,169+0,01 0,142+0,006° 0,165+0,00 0,01
(pg/ml) 5b a 6?
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4. TARTISMA ve SONUC

Gram (-) bakteri hiicre duvarinin ana bilesenlerinden biri olan LPS hiicre
duvarmin yikilmasi ile ortaya ¢ikar ve endotoksik sok siirecini baslatir. LPS ile
olusturulan deneysel sepsis modellerinde periton i¢i veya damar i¢i uygulamalar
yapilmaktadir. Kullanilan doz ise uygulama sekline ve hayvan tiiriine gore farklilik
gostermektedir. Tavsanlarda intravenz lethal doz uygulamasi 500pg/kg diizeylerinde
iken (Kassim ve ark., 2012), Yeni Zelanda 1rki tavsanlarin kullanildigi ¢alismamizda

150pg/kg dozu kullanilmistir (Knudsen ve ark., 2016).

LPS uygulamasi ile bir taraftan ROS artarken diger taraftan antioksidan sistem
harekete gecer ve endojen antioksidan diizeylerinde artis gozlenir. Rat ve tavsan
karacigerlerinde LPS kaynakli oksidatif hasarin incelendigi bir ¢calismada, si¢anlara
10mg/kg (%30 mortalite), tavsanlara 0,1mg/kg (%30 mortalite) ve 0,6mg/kg (%60
mortalite) dozlarinda periton i¢ci LPS enjeksiyonu sonrasi hayvanlarda endojen
antioksidan enzim sisteminde Onemli degisiklikler olmustur. Ratlarda, LPS
enjeksiyonundan 24 saat sonra, kontrole kiyasla GSH-Px aktivitesi %60 ve SOD
aktivitesi %120 artis gostermistir. Bununla birlikte, tavsanlarda bu aktivitelerdeki artig
nispeten daha azdir. Ayrica, tavsanda siiperoksit radikali tireten NADPH-oksidaz
aktivitesi, LPS enjeksiyonundan 15 saat sonra yaklasik iki kat artmistir. LPS
enjeksiyonundan sonra tavsan karacigerinde, lipid peroksidasyon iiriinii olan MDA

yaklagik 3 kat artmistir (Ben-Shaul Varda, 1999).

LPS indikli oksidatif stresin ilerlemesiyle gelisen sepsis durumunda
vitaminlerin antioksidan 6zellikleri ile ilgili etkileri arastirilmistir (Forni, 2017; Kuhn
ve ark., 2018). Antioksidan vitamin dendiginde ilk akla gelen vitaminler E ve C
vitaminleri iken son yillarda D vitamininin de iskelet dis1 etkilerinden biri olarak
antioksidan ozelligi dikkat ¢cekmeye baslamistir (Mokhtari ve ark., 2017; Tagliaferri
ve ark., 2019).

D vitamininin antioksidan 6zeligi ilk olarak Wiseman (1993)’1n yaptig1 ¢alisma
ile gosterilmistir. Calismada D vitamininin demire bagli lipid peroksidasyonunu

azaltarak, bir kanser ilac1 olan Tamoxifen’e benzer sekilde hareket ettigi gosterilmistir.
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D vitamininin oksidatif stresi azalttig1, eksikliginin hem in vivo hem de in vitro
calismalarda oksidatif stresi indiikledigi bildirilmistir (Foroozanfard ve ark., 2015; Ke
ve ark., 2016; Lin ve ark., 2005). Ratlarda egzersize bagli ROT’larin neden oldugu
oksidatif stresle iligkili olarak ortaya ¢ikan doku hasar1 ve lipit peroksidasyonunun D
vitamini ile azaltildig1 gosterilmistir (Ke ve ark., 2016). Ratlarda yuksek doz ¢inko ile
olusturulan oksidatif stres Uzerine D vitamininin, E vitamini, melatonin ve f-
estradiol’den daha yiiksek bir antioksidan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Lin ve
ark., 2005).

D vitamini, oksidatif stresi diizenleyerek diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve kronik bobrek hastaliklarr gibi kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkilidir. GSH,
GSH-Px ve SOD dahil olmak Uzere antioksidan savunma sisteminde yer alan birgok
molekiiliin ekspresyonunu indiikler ve NADPH oksidaz ekspresyonunu baskilar. Bu
ylzden D vitamini, bir membran antioksidani gibi davranir (Mokhtari ve ark., 2017).
Diyabet oksidatif stresinde D3 vitamininin antioksidan aktivitesini destekleyen
calismalar vardir. Baz1 deneysel calismalarin sonuglari, diyabetik farelerde vit D3
uygulamasinin, NADPH oksidazin gen ekspresyonunun baskilanmasiyla ROS
olusumunu azaltmaya yardimci oldugu ifade edilmistir (Kono ve ark., 2013;
Labudzynskyi ve ark., 2015).

D vitamininin retinal pigment epitel hiicrelerinde H2O; ile indiiklenen oksidatif
stres ve inflamasyon iizerindeki etkisinin arastirildigi ¢alismada, H2O»'ye maruz
kalinmast sonucu ROT iiretiminin arttigi, antioksidan enzimlerin ekspresyonunu
diistiigti ve sitokin saliniminin arttigi gosterilmistir. D vitaminin, retinal pigment epitel
hicrelerinde TNF-o, IL-1, IL-8 sitokin salinimini inhibe ederek immun yaniti
baskiladig1 gosterilmistir. Ayrica Nrf2 protein aktivasyonunda ve SOD, KAT, GSH
antioksidan diizeylerindeki artisa bagl olarak ta ROT’larda istatiksel olarak 6nemli

derecede azalma oldugu gosterilmistir (Tohari ve ark., 2019).

Yapilan bu ¢alismada ilk olarak D vitamini yetersizligi olusturulmasi
amaclanmistir. D vitamini eksikliginde ilk akla gelen parametre Ca diizeyleridir. D
vitaminin CaBP’nin eksprese edilmesini sagladigi i¢in D vitamini eksikliginde Ca
diizeylerinin diismesi beklenmektedir. Bu yiizden insanlarda D vitamini duzeyini

kontrol etmek amaciyla Ca diizeylerine bakilmasi D vitamini diizeyi hakkida bilgi
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verirken tavsanlardaki metabolizma diger memelilere gore farkli oldugu igin Ca
diizeyi anlamli sonuglar vermeyecektir. Tavsanlar normalde serum kalsiyum
konsantrasyonunda, diger tiirlerde Olglilebilir bir hiperkalseminin bulundugu
hastaliklarda bir gosterge olarak kullanimini gegersiz kilan genis dalgalanmalara
sahiptir. Tavsanda kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde bobrekler bagirsaktan
daha 6nemlidir (Cheeke ve Amberg, 1973). Bu nedenle tavsan kalsiyum degerleri,
insandaki genel kalsiyum metabolizmasi ile ilgili D vitamini deneyleri i¢in uygun
olmayabilir. Tavsanlarin serum kalsiyum diizeyindeki biiyiik degisiklikler
1,25(0OH)2D3 diizeyinin belirlenmesinde anlamli sonuglar vermemektedir (Lindgren
ve ark., 1984).

Cogu memelide, kandaki kalsiyum seviyeleri farklidir. Nispeten stabil
olmasina ragmen memelilerde 5.0-6.4 mg/dL arasinda degismekle birlikte, tavsanlarda
ise bu duzey 13-15 mg/dL’dir (Brommage ve ark., 1988; Eckermann-Ross, 2008).
Bir¢ok memeli tiirli arasinda, tavsanlardaki plazma kalsiyum seviyelerinin nispeten
yiiksek oldugu bildirilmistir (Kubota ve ark., 2014).

Brommage ve ark.(1988)’nin tavsanlarda D vitamini eksikliginin iskelet
sistemindeki kronik etkilerini arastirdiklar1 c¢alismada D vitamini eksikliginde
tavsanlarin PTH diizeylerinde artma gozlenirken Ca diizeylerinde her hangi bir

degisiklige neden olmadig1 gosterilmistir.

Cogu memelideki barsak kalsiyum emilimi, oncelikle vitamin D3 ile
diizenlenmis aktif transportu icerir. Bununla birlikte, tavsanda, kan ve bagirsak liimeni
arasindaki konsantrasyon gradyanina gore pasif emilim baskindir. Emilen kalsiyum
miktar1 diyetteki kalsiyum miktar1 ile orantili olarak artar ve D vitaminden nispeten

bagimsizdir (Eckermann-Ross, 2008).

Tavsanlarda D vitamini yetersizligi olusturmak i¢in 6zel olarak bir firmaya D
vitamini ilave edilmemis tavsan yemi hazirlattirilmistir. Hazirlatilan yemde tiim
bilesenler ayni kalmak {izere sadece D vitamini eklenmemistir. D vitamini eksik yemle
en az 6 ay beslenen tavsanlarda D vitamini duzeylerinde yetersizlik durumu ortaya

ciktig1 tespit edilmistir.
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Kemirgenlerde D vitamini diizeyleri tiire ve diyet iceriklerine bagli olarak
degiskenlik gosterir. Kemirgenlerle yapilan deneysel calismalarda standart bakim
diyetleri kullanilir. Bu standart diyetlerin D vitamini igerikleri onemli Jlgiide
degiskenlik gosterebilmektedir. Bu diyetlerde D vitamini diizeyleri genellikle 11U/g
ila 5IU/g araliginda degismektedir. Calismamizda kullandigimiz tavsan yeminde de

D vitamini 31U/g oraninda bulunmaktadir.

Tavsanlarda D vitamininin bazal degeri genis bir aralikta seyretmektedir.
Tavsanlarla yapilan ¢aligmalar incelendiginde 250HD diizeyleri 27 ng/ml ile 68 ng/ml
arasinda degismektedir (Nyomba ve ark., 1984; Brommage ve ark., 1988; Rajasree ve
ark., 2002; Eckermann-Ross, 2008; Lin ve ark., 2012). Bunlarin disinda tavsanlarda
¢ok daha diisiik serum 250HD diizeylerinin tespit edildigi ¢alismalar da vardir
(Emerson ve ark., 2014; Hunerel ve Altinisik, 2019).

D vitamini yetersizligi olusturmak i¢in tavsanlar 6 ay boyunca D vitamininden
eksik yemle beslenmistir. 6 ay boyunca belirli zaman araliklariyla tavsanlarin D
vitamini diizeyi 6l¢iilmiistiir. Calismada D vitamini igeren yemle beslenen gruplarin
plazma 250HD duzeyi 44 ng/ml 6lcullrken, yetersizlik olusturulan tavsanlarda 22
ng/ml olarak 6l¢iilmiistiir. Daha uzun stire bu sekilde beslenmeyle daha diisiik dozlarin
elde edilip edilemeyecegi daha sonraki c¢alismalarda arastirilabilecegi

distiniilmektedir.

Calismada LPS ile olusturulan endotoksemik sepsiste D vitamini
yetersizliginin MDA, NO ve 8-OHdG oksidan parametreleri ve GSH ve melatonin

antioksidan parametreleri tizerindeki etkisi incelenmistir.

Optimum konsantrasyonlardaki D vitamini, MDA'nin plazma seviyesini
diistirdligli, plazmadaki toplam antioksidan kapasiteyi arttirdigi, boylece hiicrelerin
oksidatif stres ve buna bagli hasardan korunmasinda ¢ok 6dnemli bir rol oynadig: tespit

edilmistir (Foroozanfard ve ark., 2015).

D vitamini eksikligi olusturulan ratlarin kaslarinda hafif siddette oksidatif stres
meydana gelmis olup, oksidatif stresin neden oldugu protein oksidasyonu ile protein
karbonillerinin arttig1 gosterilmistir. D vitamini ile birlikte lipid peroksidasyonunun

gostergesi olan MDA ve NO dizeyinde diisiis gozlenirken, SOD, KAT aktivitesinin



46

arttigit ve boylece D vitamini tedavisi ile oksidatif stresle ilgili arastirilan tiim

parametrelerin diizeldigi gosterilmistir (Bhat ve Ismail, 2015).

Yakin zamanda yapilan, ratlarda LPS’nin neden oldugu biligsel bozulmanin
arastirildig1 calismada D vitamini takviyesinin lipid peroksidasyonu drini olan MDA
diizeylerini disiiriirken, SOD ve KAT antioksidan enzimlerinin aktivitesinde 6nemli

bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Mokhtari-Zaer ve ark., 2020).

Ratlarda LPS’nin neden oldugu ndéroinflamasyona D vitamininin etkisinin
arastirildigl bagka bir ¢alismada D vitamininin MAPK sinyal iletim yolunu inhibe
ederek NO, proinflamatuar sitokin ve ROT iiretimini azalttigi gosterilmistir (Huang ve
ark., 2015).

Kolesterolce zenginlestirilmis diyetle beslenerek ateroskleroz olusturulan
tavsanlara 4.haftasinda kas i¢i yiikksek doz D vitamini uygulamasinin MDA
diizeylerinde azalmaya neden oldugu serum CRP ve adezyon molekiillerinde 6nemli

bir azalma sagladigi ve lipid profilini diizelttigi gosterilmistir (Malek ve Shata, 2014).

Ratlar tizerinde yapilan bir ¢alismada, kolekalsiferol verilen sicanlarda hepatik
GSH miktarindaki artiy ve MDA diizeylerindeki azalmanin sonucu olarak D
vitamininin ayn1 zamanda bir antioksidan oldugu tezini desteklemistir. Hatta ¢alisma
sonuclarina gore D vitamininin antioksidan etkisinin ayni1 zamanda giiclii bir
antioksidan olan E vitamini ile ayn1 hatta daha da fazla oldugu tespit edilmistir (Sardar
ve ark., 1996).

D vitamininin sepsis kaynakli akut bobrek hasarinda renal oksidatif hasar
tizerine etkilerini arastirdigi ¢alismada farelere periton i¢ci LPS (LPS, 2.0 mg/kg)
uygulamasindan 6nce 1., 24. ve 48.saatlerde ii¢ doz D vitamininin oral olarak verilmesi
ile 250HD diizeylerindeki artisin lipid peroksidasyonunu azalttigit ve iNOS
inhibisyonunu saglayarak NO diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir (Xu ve ark., 2015).

Bu verilerin aksine D vitamininin antioksidam savunmay1 etkilemedigini
gosteren bir calismada, diyabetik rat karaciger ve bobrek dokularinda, insiilinin
yaninda D vitamini tedavisinin antioksidan savunmay: arttirmadiglr gosterilmistir.

Hatta lipid peroksidasyonunu gosteren MDA diizeyinin insilinle beraber D vitamini
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tedavisi uygulandiginda daha da yiikseldigi, SOD, KAT ve GSH-Px dlzeylerinin ise
diistiigti gosterilmistir (Noyan ve ark., 2005).

Yapilan ¢aligmada MDA diizeyleri karsilastirildiginda Grup-1I"de Grup-I’e
gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Grup-l11 ve Grup-4 karsilastirildiginda ise

fark tespit edilememistir.

MDA duzeyleri, Grup-11 de Grup-I’e gore yiiksek olmasi D vitamininin
lipid peroksidasyonunu azalttig1 boylece antioksidan 6zelligi gosterdigi yoniindeki
calismalar1 desteklemektedir. Benzer sekilde NO diizeyleri arasinda Grup-l ve
Grup II de anlamli bir fark bulunurken, LPS uygulanan gruplarda fark
bulunamamustir. Ozetle, Grup | ve Grup II’de ki MDA ve NO sonuglarina gére D
vitamininin antioksidan Ozelligi desteklenirken, LPS uygulanan gruplarda D

vitamininin antioksidan 6zelligi tespit edilmemistir.

Yapilan calismada degerlendirilen bir diger parametre ise DNA hasariin en
Onemli gostergesi olan, kanda ve idrarda tespit edilebilen 8-OHdG diizeyleri olmustur.
Oksidatif stresin neden oldugu DNA hasarinin sonucu olarak ortaya ¢ikan 8-OHdG

diizeylerinin sepsis ve D vitamini eksikligi ile iliskisi arastirilmustir.

DNA, endojen oksidanlardan dolayr siirekli oksidatif hasara maruz
kalmaktadir. Oksidasyona ugrayan DNA siirekli olarak tamir edilmektedir ve okside

olan bazlar idrarla atilmaktayken kandaki diizeyleri de degismektedir.

Reaktif oksijen turleri, peroksit ve serbest radikal Uretebilen ara maddelerin
olusmasina neden olur. Bu ajanlarin detoksifiye edilmemesi oksidatif hasara yol
acabilir. Bu da purin veya pirimidin oksidasyonuna ve DNA iplik kopmalarina sebep
olur. Bu problem ¢6ziilmezse hiicrelerde oksidatif stresin artmasi kanser gibi bir¢cok
hastaliklara yol agabilir. Diigiik serum D vitamini diizeyleri, oksidatif DNA hasarinin
bir belirteci olan 8-OHdG seviyelerinde yiikselme ile iliskilidir (Nair-Shalliker ve ark.,
2012).

Diyabetik hastalarla yapilan bir g¢alismada D vitamini eksikligi olan
hastalardaki 8-OHdG seviyesinin saglikli bireylere gore daha yiiksek oldugu, D

vitamini tedavisinin 8-OHdG duzeylerini istatiksel olarak ©6nemli derecede
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degistirmemis olsa da DNA hasarini % 13,7 oraninda azalttig1 gosterilmistir (Ali ve
Altimimi, 2019).

Chauhan ve ark.(2019)‘nin yaptigi ¢alismada D vitamini diizeyi diisiik olan
prediyabetli olgularda DNA hasarinin yaygin oldugu, D vitamini takviyesinin,
diyabetik durumun ilerlemesinin ©6nlenmesi ve makrovaskiler ve mikrodamar

komplikasyonlarinin gelismesi i¢in etkili olabilecegi sonucuna ulagilmistir.

Koloretik adenomlu hastalarda yapilan randomize bir ¢alismada, D vitamini
destegini takiben 8-OHdG'de %25'lik diisiis D vitamininin DNA hasarin1 6nlemede
etkili oldugu fikrini desteklemektedir. Caligmada normal kolorektal mukozada
kalsiyum ve D vitamininin 8-OHdG {izerine etkisi aragtirtlmistir. 2 g kalsiyum ve 800
IU D vitamini iceren takviye ile kolorektal adenomlu 90 hasta 6 ay boyunca tedavi
edilmis olup oksidatif stres yaklasik %25 oraninda azalmistir. Ayn1 ¢alismada D
vitamininin, GR enzim aktivitesini azalttigi, SOD ve GSH-Px aktivitesindeki artisa

bagli olarak GSH’1 arttirdig1 gosterilmistir (Fedirko ve ark., 2010).

2 ay boyuca giinliik 100 pg D vitamini takviyesi yapilan T2DM hastalarinda
oksidatif stresin yonetimi {izerinde olumlu sonuglarin ortaya ¢iktig1 buna bagl olafak
8-OHdG ve 3-nitrotirosin konsantrasyonlarinda azalma tespit edildigi bildirilmektedir

(Damghanian ve ark., 2019).

Yapilan ¢alismada da yukarida bahsedilen literatiir verilerine benzer olarak
sepsiste 8-OHAG diizeylerinde Grup-III’te Grup-IV’e goére anlamli derecede artis
tespit edilmistir. Bu bulgular endotoksemik sepsiste yeterli D vitaminin DNA

kiriklarinin olusumunu azaltabilecegini gostermektedir.

Calismada ayrica giiclii bir antioksidan olan GSH ve melatonin diizeylerinin

endotoksemik sepsis durumunda D vitamini diizeyi ile iliskisi arastirilmigtir.

D vitamini ve kalsiyum kombinasyonunun oral takviyesinin streptozotosin
(STZ) kaynakli diyabetik siganlarda antioksidan enzimlerin aktivitelerine ve lipid
peroksidasyonuna etkisinin arastirildigi calismada SOD, KAT ve GSH-Px aktiviteleri
incelenmistir. Bu enzimler, ROT larin asir1 tiretimini ortadan kaldirmak i¢in birbirini

tamamlayici sekilde etki etmektedirler. Bu enzim gruplarinin aktivitelerindeki veya
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sentezlerindeki herhangi bir eksiklik oksidatif strese neden olmaktadir. Caligsmada,
KAT ve GSH-Px aktivitelerinin, diyabetik ratlarda énemli dl¢iide azaldigi, bununla
birlikte, D vitamini ve kalsiyum takviyesinin, KAT (% 287) ve GSH-Px (% 331)
aktivitelerinde Onemli bir artisa yol agtigi gosterilmistir. Bu sonuglar, diyabet
patogenezindeki komplikasyonlarin oksidatif stresten kaynaklandigini ve D vitamini
ve kalsiyum kombinasyonunun oral takviyesi ile hastaligin Onlenemese bile

siirlandirilabilecegini gostermektedir (Alatawi ve ark., 2018).

Deneysel omurilik hasari olusturulan ratlarda yapilan bir c¢alismada
1,25(0OH).D3 tedavisi (i.p. 2pg/kg.giin) ile oksidatif stres azalmis olup, SOD aktivitesi
ve GSH diizeyleri artmig, MDA diizeyi azalmistir. Ayrica ratlarda 1,25(OH)2D3 ile
apoptoz inhibe edilmistir. 1,25(0OH)2D3 tedavisi goren ratlarda omurilik hasari
Olusturulmasi sonrasi histolojik hasar ve ndron kaybi azalmis ve 1,25(OH)2D3
grubunda kontrol grubuna kiyasla fonksiyonel iyilesme gergeklesmistir (Zhou ve ark.,
2016).

Bagka bir ¢aligmada, 5 hafta boyunca D vitamini uygulamasinin, yiiksek yagli
diyetle beslenerek olusturulan obez siganlarin kalp dokusunda ve serum lipidlerinde
inflamasyon ve oksidatif stres belirteclerini modiile ederek potansiyel kardiyo-
koruyucu etkileri oldugunu gosterilmistir. Calismada, D vitamini uygulamasinin, SOD
ve GSH-Px aktivitesindeki artis ile kardiyak oksidatif strese karsi koruyucu etki
gosterdigi bunun yaninda TNF-o konsantrasyonunu disilirerek kardiyak doku

inflamasyonunu azalttigin1 gésterilmistir (Farhangi ve ark., 2017).

Pineal hormon melatonin, hicreleri hidroksil radikal ve lipit peroksidasyon
tirlinleri dahil olmak {izere ¢esitli oksidanlarin neden oldugu hasardan koruyan giiclii
bir serbest radikal temizleyicidir. Ratlarda renal iskemi - reperfiizyon hasarinin {izerine
melatonin, D vitamini ve Melatonin+D vitamini kombinasyonunun ROT Uzerindeki
etkisi arastirilmistir. Hem melatonin hem D vitamini hem de Melatonin+D vitamini
kombinasyonunun NO dretimini azalttigi, SOD aktivitesini ve GSH diizeyini arttirdigi

gosterilmistir (Sezgin ve ark., 2013).

LPS kaynakli hasar tizerine melatoninin etkisi ilk defa Sewerynek ve ark.(1995)

tarafindan ratlarda yapilan bir ¢aligma ile gosterilmistir. Bu ¢aligmada, melatoninin
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GSH-Px aktivitesini arttirdig1, LPS ile olusturulan rat beyin ve karacigerindeki serbest
radikal hasarini azalttig1 gosterilmistir. LPS uygulanan ratlara verilen Melatoninin (4
mg/kg), bazal seviyelerin tizerinde GSH'yi arttirdigi ve GSH-PX'in aktivitesini
uyarirken GSSG konsantrasyonlarini distirdiigii gosterilmistir. Bu, melatoninin
antioksidan savunma sisteminde etkili olabilecegini gostermistir. Buradan yola
c¢ikarak, melatoninin serbest radikallerinin neden oldugu hastalik durumlarinin hem
baslangicinda hem de ilerlemesine karsi 6nemli bir koruyucu rol oynayabilecegi ileri

stirilmiistiir.

Yapilan bir bagka ¢alismada ratlara periton i¢i 10 mg/kg(viicut agirlig) LPS
uygulanmis olup uygulama oOncesinde ve sonrasinda olmak {iizere 10mg/kg dan
60mg/kg’a kadar 6 doz melatonin periton i¢i verilmistir. Calisma sonuglarina gore
melatoninin akcigerde ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonunu 6nemli dlglide azalttigi,
akcigerlerde ve karacigerde LPS kaynakli NO diizeyindeki artis1 doza bagl bir sekilde
engelledigi gosterilmistir (Crespo ve ark., 2018).

Yapilan ¢alisma sonuglarina gére GSH diizeylerinde hem Grup-I ile Grup-II
arasinda hemde Grup-lll ile Grup-IV arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Melatonin diizeylerinde ise hem Grup-I ile Grup-II arasinda hemde Grup-I11 ile Grup-
IV arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir. Karsilastirilan gruplarda D vitamini ile

melatonin diizeyleri anlamli derecede yiikselmistir.

Ozetle ¢aligmamizda oncelikle D vitamini yetersizli§i olusturulmaya
caligilmistir. Yetersizlik olusturulduktan sonra bakteriyel bir endotoksin olan LPS i.v.
olarak uygulanmis ve hiicre i¢i onemli bir antioksidan molekiil olan GSH ve pineal bir
hormon olmasmin yaninda antioksidan o6zellik te gdsteren melatonin, serbest
radikallerin etkisi ile meydana gelen lipid peroksidasyon drini MDA, hem oksidatif
stresin hem de DNA kiriklarinin bir belirteci olan 8-OHdG, paramedikal bir serbest

radikal olan NO diizeyleri lizerine D vitaininin etkisi arastirilmistir.

Sonug olarak, lipid peroksidasyon {iriinii olan MDA ve NO’in D vitamininden
eksik beslenen grupta yeterli D vitaminine sahip gruba gore istatistiksel olarak yliksek
bulunmasi, 6nemli bir antioksidan molekiil olan melatoninin ise D vitamininden eksik

beslenen grupta yeterli D vitaminine sahip gruba gore istatistiksel olarak diisiik
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bulunmasi D vitamininin antioksidan 6zellige sahip oldugunu desteklemektedir.
Yeterli D vitaminine sahip gruplarda GSH duzeyleri hari¢ LPS verilmeden oncesi ile
verildikten sonraki degerler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamasi D
vitamininin endotoksemik sepsise karsi koruyucu olabilecegini géstermektedir. Ancak
D vitamininden eksik yemle beslenen gruplarda da 8-OHdG diizeyleri hari¢ diger
parametreler arasinda istatistiksel fark bulunamamistir. Bu durum D vitaminin GSH
diizeyini arttirarak degil de daha ¢ok melatonin diizeyini arttirarak antioksidan sistemi

destekledigi kanaatini uyandirmaktadir.
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