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1.GIRIS

Sepsis, enfeksiyona karsi gelisen tiim organ ve sistemleri etkileyen
sistematik inflamatuvar bir yanittir.

Sepsis insidans1 , yasl popiilasyonun giderek artmasina, daha sik invaziv
girisimler uygulanmasina ve immiinsupresif tedavilere bagl olarak artmaktadir.
Antimikrobiyal ajanlarin kullanimina, ileri yasam destegindeki ve bakimdaki
gelismelere ragmen sepsisli hastalarin mortalitesi hala % 30-40 dolayindadir.

Sepsiste gerceklesen Oliimlerin enfeksiyon etkeniyle gerceklesen immiin
sistem asir1 aktivasyonuyla oldugu bilinmektedir. Bu yiizden sepsiste etkene
yonelik verilen tedavinin yani sira immiin sistem modiilatuvarlar1 da tedavide
giindemdedir.(1)

D vitamini, ¢ocuklarda riketsin ve osteomalazinin, yetiskinlerde ise
osteoporozun Onlenmesinde son derece oOnemlidir. Son zamanlarda yapilan
calismalar, D vitaminin kemik ve kalsiyum metabolizmasindaki etkilerinin
yanisira bir¢ok dokuda énemli gorevleri oldugunu gostermektedir . Bu etkiler D
vitamini reseptorlerinin bircok dokuda yaygin olarak bulunmasina baghdir.
Vitamin D immunoregulatuvar sistemde oOzellikle immunsupresif rol
oynamaktadir.

D vitaminin immun sistemde ; monosit ve lenfositlerden sitokin salinimini
etkileyerek anahtar rol oynadig: diistiniilmektedir.(2)

D vitamini ve sepsis ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, D vitaminin 6zellikle

koagulasyonu inhibe ettigi, DIC olusumunu geciktirdigi bulunmustur(3).



Son yillarda D vitaminin oksidan stresi inhibe edici etkileri tizerindeki
calismalar artmistir. Ozellikle diabetik ratlarda D vitaminin superoksit dismutaz,
katalaz, glutayon preoksidaz gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigi
tespit edilmistir(4).

Sepsiste proinflamatuvar sitokinler (IL-1-beta, TNF-alfa,IL-6),
lipopolisakkarit ile uyarim sonucu artmaktadir ve organizma buna yanit olarak ise
antiinflamatuvar sitokin salinimina neden olmaktadir.(IL-4,IL-10).

Salinan proinflamatuvar mediyatorler serbest radikal olusumunu
tetiklemektedir. Olusan serbest radikaller oksidatif strese neden olmakta ve
oksidatif stresle gelisen endotoksik sok tablosu ile ciddi mortaliteye neden
olmaktadir.

Biz D vitaminin, sepsisteki ratlarda antioksidan parametrelere etkisini

arastirdik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Sepsis

Sepsis, basit bir enfeksiyon sonrasi bile gelisebilen sistemik inflamasyonla
karakterize bir sendromdur(5). Enfeksiyon ajanlarina karsi verilen asir1 yanit ile
olusur. Bu asir1 yanittan proinflamatuvar ve prokoagulan sistemin kontrolsiiz
aktivasyonu sorumludur(5). Sepsiste gelisen asir1 immun yanitla birlikte
hipovolemi, periferal vazodilatasyon, miyokardiyal depresyon, artmis endotel
permeabilitesi ve 6liim gerceklesir(5).

2.1.1.Sepsis ile ilgili tanimlamalar

Infeksiyon: normalde steril olan bir doku, sivi veya viicut kavitesinin
patojenik veya potansiyel olarak patojenik mikroorganizmalar tarafindan
invazyonudur(6).

Bakteremi: Bakterilerin kanda kiiltiirle gosterilmesidir. Endokardit ve
ciddi intravaskiiler infeksiyonlarda siirekli bir bakteremi vardir. Diger bakteriyel
infeksiyonlar da gecici veya aralikli bakteremi olabilmektedir. Benzer sekilde

kanda diger patojenlerin varligi da viremi, fungemi, parazitemi olarak adlandirilir.

Sistemik inflamatuvar yanit sendromu (SIRS): Organizmanin inflamatuvar
yamtidir. Ozgiil olmayan klinik bulgular igerir. Nedeni ne olursa olsun sistemik
inflamasyonu gdsteren, altta yatan sebebin hizla arastirilmasini ve erken taniyi
zorunlu kilan belirtiler ve semptomlar toplulugu olarak algilanmalidir. SIRS
taniminda, tanimlanan dort kriterden (Tablo 1) iki veya daha fazlasinin olmasi

aranir.



Tablo 1.SIRS kriterleri

Viicut 1s1s1 >38°C veya <36°C

Kalp hiz1 >90 atim/dakika

Solunum hiz1 >20 solunum/dakika veya PaCO2
<32 mmHg

Lokosit sayist >12000/mm? veya <4000/mm? veya
>%10 immatiir notrofil

Sepsis, infeksiyon ile birlikte SIRS varligidir(6). SIRS belirtecleri
nonspesifik oldugu i¢in 2001 yilinda Amerikan Goglis Hastaliklart (American
College of Chest Physicians-ACCP) ve Yogun Bakim Dernekleri (Society of
CriticalCare Medicine-SCCM) uzlasi toplantisinda “infeksiyona sistemik
inflamasyon yanit” belirtecleri eklenmistir.

Agir sepsis; sepsise eslik eden organ fonksiyon bozuklugunun olmasidir.

Septik sok; sepsiste olan bir hastada baska bir nedene bagli olmayan ve
stv1 tedavisine yanitsiz hipotansiyon “septik sok™ olarak tanimlanir. Hipotansiyon,
sistolik arteryel basincin 90 mmHg’ nin altinda olmasi, ortalama arter basincin 60
mmHg’'nin altinda olmasi veya kan basincinin bazal normal degerinden 40
mmHg’e kadar diismesi olarak tanimlanir.

Organ Yetmezligi, Coklu Organ Yetmezligi; Sepsis hastalarinda tablo
agirlastikga organ fonksiyon bozukluklar1 yani organ yetmezlikleri gelisir. Eger
birden fazla organ sistemi fonksiyonlarini kendiliginden gerceklestiremiyorsa

coklu organ yetmezliginden bahsedilir(7).




Tablo 2. Sepsis tani kriterleri

Kanitlanmis veya siiphelenilen bir infeksiyon varligi ve asagidakilerden bir kisminin varligi:
* Genel kriterler

Ates (> 38.3°C)

Hipotermi (< 36°C)

Kalp hiz1 > 90/dakika veya > 2 SD (yasa gére)

Takipne

Biling degisiklikleri

Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20 mL/kg)
Hiperglisemi (diyabeti olmayan bir hastada plazma glikoz diizeyi > 120 mg/dL veya 7.7 mmol/L)
+ Inflamasyon belirtegleri

Lokositoz (beyaz kiire sayimi > 12.000/mm3)

Lokopeni (beyaz kiire sayimi < 4000/mm3)

Normal beyaz kiire sayimi ve immatiir formlarinin %10’dan fazla olmasi
Plazma C-reaktif protein > 2 SD

Plazma prokalsitonin > 2 SD

* Hemodinamik belirtegler

Arteryel hipotansiyon (sistolik kan basinci <90 mmHg, OAB < 70
SvO2> %70

Kardiyak indeks > 3.5 L/dakika

* Organ fonksiyon bozukluklar

Arteryel hipoksi (PaO2/FiO2 > 300)

Akut oligiiri (idrar ¢ikist < 0.5 mL/kg/saat veya 45 mol/L en az iki saat)
Kreatinin artig1 > 0.5 mg/dL

Koagiilasyon bozukluklari (INR > 1.5 veya aPTT > 60 saniye)

Tleus (bagirsak seslerinin olmamast)

Trombositopeni (trombosit sayis1 < 100.000/mm3)

Hiperbilirubinemi (plazma total bilirubin > 4 mg/dL veya 70 mmol/L)

* Doku perfiizyonu

Hiperlaktatemi (> 1 mmol/L)

Kapiller geri dolumda azalma

SD: Standart sapma, OAB: Ortalama arter basinci, SvO2: Mikst vendz oksijen satiirasyonu, PaO2: Parsiyel arteryel oksijen basinci, FiO2:inspiratuar oksijen

fraksiyonu, INR: internasyonel normalize edilmis oran, aPTT: Aktive parsiyel tromboplastin zamani.



2.1.2. Sepsis etyolojisi

Sepsise 1979 yilindan 1987 yiluna kadar gram negatif bakteriler daha
siklikla yol acarken, 2000 yilinda bu oranlar degismis ve gram pozitif bakterilerin
%52,1, gram negatif bakterilerin %37, polimikrobiyal infeksiyonlarin %4,7,
anaerob enfeksiyonlarin %1 ve fungal ajanlarin %4,6 siklikla sepsis sebebi oldugu
tespit edilmistir(8). Ozellikle gram pozitif enfeksiyonlardaki yillik ortalama
%26.3’liik artis dikkat cekicidir(8). Fungal enfeksiyonlardaki artis ise %207 dir,
1979 yilinda bildirilen 5231 fungal sepsis vakasi varken bu rakamlar 2000 yilinda

16,042’ye yiikselmistir(8).
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Sekill.  1979-2000 yillar1 arasinda  Amerika’da  sebep  olan
mikroorganizmalara gore sepsisli vaka say1si(8).

Sepsisli hastalarin ¢ogunda kan kiiltiirlerinde iireme saptanamamaktadir.
Bu oranlar sepsis evresiyle degismekte olup, sepsiste %17, ciddi sepsiste %25 ve
septik sokta ise %69 olarak bulunmustur(8).

Enfeksiyon odagi ise toplum ve hastane kaynakli sepsislerde

degisebilmektedir. Toplum kaynakli sepsislerde piyelonefrit, pndmoni, deri
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yumusak doku enfeksiyonlari, menenjit, endokardit en sik karsilasilan odaklar
olup, hastane kaynakli sepsislerde ise iiriner sonda iliskili piyelonefrit, ventilatorle
iligkili pndmoni, karin i¢i enfeksiyon (sekonder peritonit, abse) ve yabanci cisim
enfeksiyonlar1 (damar i¢i kateterler, ventrikiilo-peritoneal kateterler) en sik
odaklardir(9).

2.1.3. Sepsis epidemiyoloji ve insidansi

Sepsis ve septik sok Onemli mortalite ve morbidite nedenlerindendir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde 1995 yilinda yapilan ve toplam 6.621.529 hastay1
kapsayan calismada 192.980 agir sepsis olgusu saptanmis ve bu rakamlara gore
yapilan tahminlerde ABD’de yillik 750.000 sepsis olgusu olabilecegi
Ongoriilmiistiir. Bu ¢asilmada sepsis insidans1 3/1000 ve mortalite oran1 da %28.6
bulunmustur(10).

Amerika Birlesik Devletleri’de Ulusal Saghk Istatistikleri Merkezi
(National Center for Health Statistics) verilerine gore sepsis, 1996’da oliim
nedenleri arasinda 10. sirada yer almaktadir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde 1979-2000 yillar1 arasini kapsayan, 22
yillik periyodu tarayan bir ¢alismada sepsis insidansinin yillik %8.7°1ik bir artisla,
82/100.000°den 240/100.000°e c¢iktig1 goriilmiistiir. Mortalite orant 1979-1984
yillart arasinda %28 iken 1995-2000 yillar1 arasinda %18’e diismiistiir, fakat
toplam kaybedilen hasta sayis1 halen artmaya devam etmektedir(8).

Tiirkiye’de sepsisle ilgili yeterli ¢aligma yoktur ancak Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki (ABD) oranlar iilkemiz niifusuna uyarlandiginda yilda 100.000

civarinda sepsis goriilmesi gerektigi soylenebilir(9). Hacettepe Universitesi’nde



yapilan bir ¢caligmada 1983-1989 yillar1 arasinda 7 yillik bir periyotta, hastanede
yatan hastalar arasinda gram negatif sepsis insidansi1 4,2/1000 ve mortalitesi %45
olarak bulunmustur(9).

2002 yilinda 24 Avrupa iilkesinde 198 yogun bakim {initesini kapsayan
toplam 3147 hastada yapilan ¢alismada; sepsis insidans1 % 34 olarak saptanmis ve
septik soklu olgularda mortalite %54.1 tespit edilmistir. Sepsise neden olan
etkenler %40 gram pozitif bakteriler, %38 gram negatif bakteriler ve mantarlar
%17 olarak saptanmistir(11).

2003 yilinda Almanya’da yapilan 454 yogun bakim {initesini kaplayan
3877 hastay1 kapsayan calismada sepsis prevalansi %12,4, septik sok prevalansi
ise %11 olarak saptanmig olup mortalite oram1 ise %48,4 olarak tespit
edilmistir(12).

2.1.4. Sepsis fizyopatolojisi

Sepsis fizyopatolojisinde, mikrobik ajanlar ve inflamatuvar yanit yer
almaktadir. Sepsisle ilgili yapilan klinik ve deneysel ¢aligmalarin ¢ogu sepsisin
nasil meydana geldigi ile ilgilidir. Sepsis fizyopatolojisi ile ilgili 3 hipotez
giindemdedir(13). Bunlardan ilki asir1 ve kontrolsiiz inflamatuvar cevabin
sonucunda sepsisin  gelistigidir(13). Fakat yapilan ¢alismalar sonucunda
proinflamatuvar cevabin baskilanmasiyla sepsisin Onlenemedigi goriilmiis ve
baska hipotezler giindeme gelmistir(13). Ikinci hipotez ise, sepsisin direk asir1
proinflamatuvar cevaptan ¢ok azalmis antiinflamatuvar cevapla ilgili oldugudur.
Uciincii hipotez ise sepsisin; patojenleri, onlarin iiriinlerini temizlemekte yetersiz

kalan ve boylece direk doku ve organ hasar1 yapan kazanilmig bir



immiinyetmezlik oldugudur. Diger bir deyisle {iciincli hipoteze gore sepsis, bir
immunparalizidir(13).

Immiin sistemin ana rolii, patojenleri tanimak ve uzaklastirmaktir. Ilk
basamak patojenleri tanimaktir ve immiin hiicre ylizeyinde yer alan tanima
reseptorleri (pattern recognition receptors-PRRs), patojen bagimli molekiiler
yapilar (PAMPs) tarafindan aktive edilir(13). Viicudun dogal immiinitesi
tarafindan algilanan ve taninan bakteri iriinlerine, patojen-bagimli molekiiler
yapilar [Pathogen-Associated Moleculer Patterns (PAMPs)] denir(14). Patojen-
bagimli molekiiler yapilar igerisinde en Onemlisi kuskusuz lipopolisakkarid
(LPS)’dir(14). Lipopolisakkarid yapisindaki endotoksinin lipid A bdliimi
toksisiteden sorumludur. Ayrica gram pozitif bakterilerin hiicre duvari yapisal
komponentleri (peptidoglikan ve teikoik asitler), kapsiil antijenleri ve
ekzotoksinler (Stafilococcus aureus’un toksik sok sendromu toksinleri (TSST),
Streptococcus pyogenes’in pirojenik toksinleri), mantarlarin hiicre duvari
antijenleri, viral veya paraziter antijenler inflamasyona neden olabilir(15).
PAMPs’in dogal immiin hiicrelerle etkilesirken kullandigi PRRs’lerden en
onemlisi Toll like reseptorlerdir (TLR). Antijen tipine, enfeksiyon ajanina bagh
farkli TLR’ler bulunmaktadir(Sekil-2). Ornek olarak TLR-4 reseptorleri
lipopolisakkarid antijenini, TLR-2 ise lipoteikoik asiti tanir(13).

Immun hiicre yiizeyinde bulunan PPRs’lerin PAMPs’larla etkilesimi
sonucu immiin sistem aktive olur ve proliferasyon, fagositoz, sitokinlerin {iretimi

ve sekresyonu gergeklesir.



Toll-Like reseptér agonistler
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Dodgal immun sistem aktivasyonu

Sekil 2. TLR reseptor agonistleri(15)

PRR’nin uyarilmasi ile hiicre i¢inde yeni gen ekspresyonlar1 yada hiicre
fonksiyonlar1 degisimi i¢in aktivasyon baglar(13). Hiicre i¢inde en onemli sinyal
mekanizmas1 Niikleer Faktor Kappa B(NF-kB)’dir. NF-«B’nin uyarilmasiyla
inflamasyon ve immiin sistemle 1ilgili olan genler aktive olur. Sepsis
fizyopatolojisinde ana mekanizmalardan biri oldugu i¢in tedavide giindemdedir
(13). Inflamasyon ve immiin sistem genlerini aktive eden bir diger yol ise
mitojenle aktive olmus protein kinaz yolagr (MAPK)dir (13). Aktive olan genler
sitokin tiretimine neden olur. Bir¢cok proinflamatuvar sitokin {iretilir, en c¢ok
bahsedilen sitokin tiimor nekrozis faktor alfa(TNF-a)’dir.  Sitokinler
proinflamatuvar siireci tetikleyerek lokosit, endotel aktivasyonu, indiiklenebilir
nitrik oksit sentaz (iNOS) aktivasyonu, koagulasyon sistem aktivasyonundan

sorumludurlar(Sekil 3)(13).

TNF-a ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler proinflamatuvar siirecte ilk 30-

60 dakika icerisinde salinirlar. Yeni glindemde olan bir baska sitokin benzeri yap1

10



ise High Mobility Group BI(HMGBI1), sepsisin daha ge¢ evrelerinde salinir,

proinflamatuvar siireci tetikler(13).

Bakteriyel triinler (LPS)

v

Makrofaj
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Nétrofil =
aktivasyonu,
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degrani]lasy{;nu agregasyonu Oriinlerinin salinimi Kaskadi IL-2,INF-_
Serbest oksijen | Trombulksa§ 13;2 TNF-_ GM-CSF salinimi
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> Lokotrienler L6
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Sekil 3.Sepsis fizyopatolojisi (15)

Proinflamatuvar sitokinlerin salmmimi sonucunda endotel ylizeyinde
adhezyon molekiilleri olan selektin ailesinde bir artis olur, nétrofiller endotele
yapisip aract molekiiller sayesinde ekstravaskiiler alana dokulara yayilir (Sekil 4).

Notrofilden salinan reaktif oksijen, nitrojen tiirevleri ve proteazlar
sayesinde patojen yok edilir, ancak bu maddeler asir1 salindiginda doku hasar1 da
yapar. Sepsisle meydana gelen organ hasarindan 6zellikle dokulara lokosit

infiltrasyonu sorumludur(13).
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Sekil 4.Notrofilin ekstravaskiiler alana migrasyonu(13)

Proinflamatuvar sitokinlerin tetikledigi bir diger mekanizma iNOS
sentezinde artiga neden olarak nitrik oksit (NO) artisidir. NO asir1 vazodilatasyona
ve kardiyak depresyona neden olabilir. Oksidatif stresi tetikleyerek peroksinitrit
olusumuna neden olabilir ve boylece doku hasarina yol acabilir(13).

Proinflamatuvar sitokinler, koagulasyon kaskadin1 da aktive ederek
dissemine intravaskiiler koagulasyona kadar gidebilecek ciddi problemleri
tetikler(14). Doku faktorii tiretimini arttirirlar, doku faktorii de daha sonra bir dizi
proteolitik kaskadi aktive eder ve protrombin trombine ve fibrinojenden fibrin
olusumuna neden olur(14). Es zamanl olarak normal fibrinolitik mekanizmalarda
da bir yetmezlik s6z konusudur. Bunun en 6nemli nedeni plazminojen-aktivator
inhibitor tip 1 (PAI-1)’in artmasidir(14). Bahsedilen olaylar sonucunda fibrin
yapiminda net bir artis ve yikiminda da bir azalma s6z konusudur. Boylece kiigiik
kan damarlarinda fibrin tikaglar olusur. Yetersiz doku perfiizyonu ve organ
yetmezligi gelisir(14). Ozellikle IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatuvar sitokinler giiclii

bir sekilde koagiilasyonu tetikler.

2.1.4.1 Sepsis patogenezi’'nde reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
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Reaktif oksijen tiirevleri; siiperoksit anyonu(O2°), hidroksil radikali (OH"),
hidrojen peroksiti(H202) igerir. Reaktif nitrojen iiriinleri (RNS) ise NO, nitrojen
dioksit radikalleri ve peroksit anyonudur.(16)

Sepsiste artan sitokinler, immiin hiicrelerin ve endotel hiicrelerin ROS ve
RNS iiretiminde artisa neden olur. ROS iiretimi sepsisin erken sathalarinda baslar,
clinkii asil amag patojenleri 6ldiirmektir(16). Ama unutulmamalidir ki, oksidatif
stres kemotaksiyi azaltarak immiin fonksiyonlar1 da etkilemektedir(16). Sepsiste
gelisen asir1 oksidatif stres, endotele zarar vererek sistemik vaskiiler hasara neden

olur ve mikrodolasim bozularak organ yetmezlikleri gelisir.

ENFEKSiYON
c l LPS
INFLAMASYON sitokinler - — ANTIOKSIDAN ‘
MEDIATORLERI ——> | ROS/RNS URETIMI t

Oksidatif
stres <

Hiicresel hasar(endotel hasari)

\_¢

MODS

Sekil 5. ROS ve RNS’nin sepsis patogenezindeki yeri(16)
Sepsiste artan H202 ve hidroksil radikali hiicre i¢inde, endotelde protein,

lipid ve DNA hasarma yol agarak hasara neden olur. Yapilan bir¢ok ¢aligmada,
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sepsis modellerinde ROS/RNS’de artis ve redox dengesinde meydana gelen
dengesizlik sonucu oksidan-antioksidan sisteminde, oksidan sistem lehine artis
oldugu goézlenmistir(17). Bu dengesizligin sebebi ya ROS asir1 iiretimi yada
antioksidan sistemdeki yetersizlik olabilir.

Bilinen antioksidanlar superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon, glutatyon
peroksidazdir.  Glutatyon(GSH)  hiicre  icinde bulunan en  Onemli
antioksidanlardandir ve GSH/ GSSG(okside glutatyon) orani ise hiicrenin redox
durumunu gostermede indikator olarak kullanilabilir. Sepsiste GSH diizeyi ve
GSH/GSSG oran1 diigmekte ve bu redoxtaki dengesizligin asir1 iretilmis ROS un
GSH sentezini baskilamasiyla ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir(18).

Ayn1 zamanda superoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimlerin
miktarinda azalma ve imbalans tespit edilmis, SOD/Katalaz oraninin arttig1 ve bu
artisin da ROS yiliziinden asir1 inaktive edilen katalaz yiiziinden oldugu
diisiiniilmistlir(19). Sepsiste gelisen SOD/Katalaz imbalanst ortamda H202
birikmesine sebep olur ve bu durum sepsis fizyopatolojisinde ciddi Oneme
sahiptir(19). Bu sebeplerle de sepsis tedavisinde antioksidan sistemi
destekleyecek tedavilerin denenmesi glindeme gelmistir(17).

2.1.5. Sepsis ve bobrek

Sepsisle gelisen renal hasar 4 mekanizmayla agiklanabilir (Sekil 6)(20).
Bunlardan ilki renal kan akisidir. Renal kan akiminin sepsis ve endotoksemide
azaldig1 gosterilmistir(21).

Ikincisi inflamasyondur. Lipopolisakkaridle uyarimdan sonra hem

mezengiyal hemde tiibiiler hiicrelerde proinflamatuvar sitokinler salinir.(IL-1, IL-
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6, TNF)(20). Uretilen bu sitokinler, vazokonstriksiyonu, notrofil agregasyonunu,
ROS fiiretimini, doku faktorii iiretimini tetikler. Aynm1 zamanda TNF ek olarak,
mesengiyal ve endotel hiicrelerinden PAF, NO, prostoglandin E2, adenozin,
endotelin salimimini arttirir(20). Artan ROS’un endotoksemide oOzellikle renal
tiibiil hasarma yol actig1 gosterilmistir(20). Endotoksemi sirasinda antioksidan
enzimlerden Ozellikle superoksit dismutazin hem kan damarlarinda hemde
bobrekte azaldigr gosterilmistir(22). Superoksit dismutaz enzim aktivitesini taklit
eden ajanlar hayvanlara verildiginde sepsiste 6liimlerin azaldig1 gézlenmistir(22).
Ucgiinciisii hiicresel mekanizmalardir. Sepsis sirasinda gelisen epitel
disfonksiyonunda 6zellikle renal tiibiiler epitel hiicrelerindeki siki baglantilarda
(tight junction) hasar gelisir. Idrar akimi bozulur, silendirler olusur, idrar
ekstraselliiler alana sizar(20). Endotelyal disfonksiyon sepsiste proinflamatuvar
sitokinler yliziinden gelisir ve nétrofil agregasyonu artar, mikrodolagim bozulur.
Renal hasar gelisiminden sorumlu dordiincii ve son mekanizma ise
koagulasyondur. LPS ve TNF stimulasyonuna bagli doku faktorii sentezi artar ve

glomeriiler kapillerlerde fibrin tikaglar olusarak bobrek dolasimini bozar(20).
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Sekil 6. Sepsiste renal hasar mekanizmalari

2.1.6. Sepsiste tedavi yaklagimlari

Sepsis tablosunun tam1 ve tedavisi ¢ok hizli bir sekilde wvakit
kaybedilmeden gerceklestirilmelidir. Mortalitesi %30-50"dir.

Sepsis tedavisinde ilk hedef bozulmus temel yasam fonksiyonlarini
diizeltmektir(13). Hastanin oksijenazyonunun ve ventilasyonunun saglanmasi, kan
basinci kontrolii ilk yapilmasi gerekenlerdir(13).

Sebep olan ajana gore antimikrobiyal tedavi uygulanir. Destek tedavileri
yapilmalidir  (vazopressor ajanlar, nutrisyonel destek, inotropik ajanlar,
transfiizyon v.s..) Antiinflamatuvar ve antioksidan gibi deneysel tedaviler

giindemdedir(16). (Endotoksin blokaji, antiTNF, anti IL-1, anti PAF gibi).
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2.2.Vitamin D
Vitamin D, bilinen temel gorevi barsaklardan kalsiyum ve fosfor
emilimi olan yagda ¢6zilinen bir sekosteroiddir.
2.2.1 Vitamin D formlar1
Vitamin D’nin bir¢ok formu vardir ancak temelde 2 ana formu vardir.
(VitaminD3 ve Vitamin D2). Vitamin D3(kolekalsiferol) hayvan kaynaklidir.

Vitamin D2(ergokalsiferol) ise bitki kaynaklidir(Sekil 7).

Vitamin Dy Vitamin D,

Sekil 7.Vitamin D’nin iki temel formu(23)

2.2.2 Vitamin D sentez ve metabolizmasi

Vitamin D’nin %80’i endojen olarak iiretilirken, %20°si  besinlerle
alinmaktadir.

Vitamin D’nin endojen iiretimi epidermiste baglar. Epidermis 7
dehidrokolesterol igerir ve giines 15181 ile gelen ultraviyole B (UVB) 1sinlariyla
vitamin D3 ‘e ¢evrilerek kana salinir(24). Deride vitamin D3 sentezini diizenleyen
mekanizmalar vardir. Bunlardan bir tanesi asirt UVB maruziyetinde, UVB’nin

vitamin D3 sentezini inhibe etmesidir(24). Bir digeri ise cilt rengidir. Melanin, 7
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dehidrokolesterolle UVB 1511 i¢in yarisir, cilt ne kadar ¢ok melanin igeriyorsa, o
kadar az UVB 1511 baglanir ve vitamin D3 sentezi azalir(24). Bu ylizden agik
tenli wrklarda yeterli vitamin D sentezi icin 5-10 dakika gilines maruziyeti
yeterliyken, siyah 1rklarda bu siire en az 1 saattir. Ayrica ekvatora yakin yasayan
insanlar stirekli giines maruziyetinde olduklarindan cilt rengi koyulasir ve artan
melanin UVB ile yarisarak endojen vitamin D sentezini azaltarak toksisiteyi
Onlemis olur(25).

Vitamin D’nin asil kaynagi endojen oldugundan, dengeli bir beslenmeyle
bile yeterli vitamin D alimi saglanamayabilir(25). Ciinkii ¢ok az besinde D
vitamini vardir. Dogal haliyle vitamin D iceren besinler; yumurta sarisi, karaciger,
yagl balik, balik yagidir(25). Amerika, Kanada, Avusturalya gibi iilkelerde
vitamin D ile zenginlestirilmis gidalar iretilmektedir, ozellikle yagda
¢oziindiigiinden margarinlere, siitlere, hatta portakal sularina bile yaklasik 400 TU
d vitamini eklenmektedir(25).

Vitamin D endojen olarak {iiretildikten veya besinler yoluyla alindiktan
sonra kana gecer. Kanda Oonemli bir tasiyici protein olan vitamin d baglayici
proteinle karacigere tasinir(25). Vitamin D baglayici protein(DBP); ilk olarak
1959 yilinda tanimlanmis, 58-kD agirliginda alfa globiilin ailesine ait bir
proteindir(25). Karacigerde sentezlenir. Vitamin D metabolitlerine olan ilgisi;
25(OH)D3 = 24,25(0OH)2D3 > 1,25(0H)2D3 > Vitamin D > 1,24,25(0OH)3D3
seklindedir(25). Serumda 25(OH)D’nin 0.04%’4 ve 1,25(OH)2D’nin  0.4%’u
serbest formda bulunur. Bu ylizden dolagimdaki 25(OH)D deposu DBP’dir.

DBP’nin d vitamini transport proteini olmasinin yaninda g¢esitli gorevleri
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kesfedilmistir. Monomerik G aktin molekiillerini baglaylp immun cevapta rol
oynadigi, makrofaj aktive edici faktdr olarak gorev yapabildigi, anjiogenezi
onledigi, Ozellikle tiimor gelisiminde antianjiyogenik etkili oldugu ile ilgili

caligmalar mevcuttur(26).

Kanda DBP ile karacigere gelen vitamin D, 25. karbonundan
hidroksilasyona ugrar(24). Dolasimda bulunan temel vitamin D3 derivesi, 25-OH
vitamin D’dir. 25 hidroksilasyon vitamin D aktivasyonunda ilk basamaktir(23).
Karacigerde bulunan sitokrom p450 enzimlerinden CYP2R1 anahtar
enzimdir(24). Karacigerden tekrar kana gecen 25-OH vitamin D, bdbreklere
taginir. Bobreklere gelen 25(OH)D3 glomeriillerden filtre edildikten sonra hem
difiizyonla hemde endositoz yoluyla proksimal tiibiil hiicresine tekrar emilir. (bu
islem sadece bobrekte degil tiim hiicrelerde gerceklesir). Endositoz i¢in aracilik
eden reseptdr kompleksi mevcuttur, reseptor kompleksi megalin ve kubilinden
olusur(Sekil 8). Yapilan bir calisgmada megalin geni inhibe edildiginde ratlarda

ciddi proteiniiri, 25(OH)D vitamini kaybi ve rikets gozlenmistir(25).

1,25-(OH)2 D3 (
7| = 1> . 25;0H D3
sekresyon hidroksilasyon Megalin q |
7
DBP
;
i ] o
endositoz
interstisyel { tiibiil
SIV1 proksimal tubul limeni
hiicresi

Sekil 8. 250H Vitamin D’nin renal tiibiil hiicresine alim1(27)
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Proksimal tiibiiliis hiicresine alinan 25-OH vitamin D mitokondride 1 alfa
hidroksilasyona ugrayarak aktif form olan 1,25 OH Vitamin D haline doéniisiir.
Ayni zamanda deri, kemik, makrofaj, kolon, plasenta, prostat dokularinda da 1
alfa hidroksilaz aktivitesi mevcuttur(25). Renal 1 alfa hidroksilaz aktivitesinin
temel diizenleyicisi parathormondur(25). Parathormon(PTH) ve kalsitonin 1 alfa
hidroksilaz aktivitesini arttirirken; kalsiyum, fosfor, 1,25 OH Vitamin D,
fibroblast biiyiime faktorii(FGF)23 aktiviteyi inhibe eder(25). Ekstrarenal
dokulardaki 1 alfa hidroksilaz aktivitesi lokaldir. Renal dokudaki 1 alfa

hidroksilaz aktivitesi diizenleyicileri ekstrarenal dokularda etkili degillerdir(25).

Bobrekte 1 alfa hidroksilaz aktivitesinin yanisira 24 hidroksilaz aktivitesi
de vardir (Sekil 9). Serum kalsiyum fosfor ve  PTH diizeylerinin normal oldugu
durumlarda 25(OH)D ve 1-25(OH)2D, bdbreklerden 24-alfa hidroksilaz
enziminin aktivasyonu ile biyolojik olarak inaktif sekillere metabolize olmaktadir.

(24-25 dihidroksi vitamin D ve 1,24,25 trihidroksi vitamin D)(28).
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Sekil 9. Vitamin D metabolizmasi(28)

1-25(OH)2D sentezi azaldiginda 1-alfa hidroksilaz enzim aktivitesi
artarken, 24-hidroksilaz enzim aktivitesi azalmaktadir. Yine, FGF 23’iin, 24-

hidroksilaz enzim aktivitesini artirdig1 gosterilmistir(29)(Sekil 10).

VOR/RXR

. .
' FGF 23 ]

FGF23 1,25(0OH),D,
lI - I

24-hidroksilaz l

Bébrek

Sekil 10. FGF 23 ve Vitamin D (28)
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2.2.3. Vitamin D’nin etki mekanizmasi

D vitamininin reseptor diizeyindeki etkisi aktif D vitamini sayesinde
gergeklesir ve bu etki ya dogrudan niikleer d vitamini reseptorii (DVR) tlizerinden
gen transkripisyonunu regiile ederek ya da hiicre membrani iizerindeki DVR
tizerinden genellikle gegici olan iyonlarin kalsiyum(Ca), kloriir (Cl) trans-
membran gecisini degistirerek veya hiicre ici sinyal yolak aktivitelerini (cAMP,
PKA, PLC, PI-3 kinaz ve MAP kinaz), aktive ederek gerceklestirmektedir(28).

DVR; steroidler, retinoik asit reseptorlerini igeren bir niikleer hormon
reseptor siiper ailesinin bir {liyesidir(25). DVR geninin hedef gende eksprese
olabilmesi i¢in retinoik asit X reseptorii (RXR) ile bir heterodimer olusturmasi
gerekir(25). Boylece, aktif D vitamininin bagl oldugu kompleks, DNA {izerinde
bulunan D vitamini cevap elemani (vitamin D responsive element, VDRE), olarak

bilinen bolgeye baglanir transkripsiyon gerceklesmis olur.(Sekil 11)

Aktif vitamin D
Cekirdek
Koaktivator Bl' hll‘l{
kompleksi Kompleksi

mo?no& —

.4
|

Proten

Sekil 11.Vitamin D etki mekanizmasi(28)
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Boylece, DVR-gen ekspresyonu sayesinde kalsiyum baglayict protein veya
osteokalsin gibi gen {iriinleri iiretilerek yada inhibe edilerek gen diizeyinde D
vitamininin etkisi gergeklesir(genomik etki)(28). Diger yandan, aktif D vitamini,
plazma membran reseptoriine baglanip cAMP gibi ikinci habercileri aktive ederek
Ca kanallari, pankreasin beta hiicreleri, vaskiiler diiz kaslar, bagirsaklar ve
monositler lizerinde de etkili olabilmektedir (non-genomik etki)(28).

2.2.4. Vitamin D’nin etkileri

2.2.4.1. Vitamin D’nin iskelet sistemi {lizerine etikleri

Vitamin D barsaklardan kalsiyum ve fosfor emilimini saglayarak kemik
mineralizasyonunu saglar. Barsaklardan kalsiyum emilimi paraseliiler yada
transportu saglayan o6zel kanallar(TRPV 5-6) araciligiyla olur(25). 1,25 (OH)
Vitamin D ise TRPV5-6 ekspresyonunu arttirarak, kalsiyum baglayici protein
(kalbindin) sentezini arttirarak kalsiyum emilimini saglar(25).

Vitamin D eksikliginde normal kemik mineralizasyonu bozulur ve
cocuklarda rikets, erigkinlerde ise osteomalazi gézlenir(25). Vitamin D’nin kemik
tizerinde hem direk hem de indirek etkileri s6z konusudur. Direk etkisi,
osteoblastlart  maturasyon, diferansiasyon ve  proliferasyon  yoOniinde
uyarmasidir(25). Indirek etkisi ise, osteokalsin, osteopontin, alkalen fosfataz,
matriks metalloproteinaz-9 ve kollajen gibi molekiillerin gen diizeyinde sentezi
etkilemesidir(25). 1,25 (OH) Vitamin D ayn1 zamanda kemik rezorpsiyonunu da
uyarir, bu etkisini prekiirsor hiicrelerin osteoklasta c¢evrilmesini uyararak

yapar(25).
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Sonug¢ olarak, Vitamin D iskelet sistemi iizerinde kemik mineralizasyon
dengesini, kalsiyum ve fosfor emilimini arttirarak, hem osteoblastlar1 hem de
osteoklastlar1 uyararak saglar.

2.2.4.2. Vitamin D’nin iskelet dis1 sistemler {izerine etikleri

Vitamin D reseptorii iskelet sistemi disinda birgok hiicrede
bulunmaktadir.(hematopoetik hiicreler, makrofajlar, prostat, meme, epidermis ve
kanser hiicreleri...).Bu sebeple VDR’nin bublundugu her hiicrede 1,25 (OH)
Vitamin D etkisi gézlenmektedir.

Son epidemiyolojik ¢alismalarda vitamin D’nin antiinflamatuvar,
immiinmodiilator 6zellikleri ve sitokin seviyeleri lizerine olasi etkileri nedeniyle,
diistik vitamin D seviyeleri; kanserler, otoimmiin hastaliklar, hipertansiyon ve
enfeksiyoz hastaliklar gibi birgok hastaligin artmis riskiyle
iligkilendirilmektedir(28)(Sekil 12).

D vitamininin iskelet sistemi digindaki etkilerini ii¢ grupta toplamak
miimkiindiir. Bunlar immiin fonksiyonlarin regiilasyonu, hiicresel proliferasyon ve
diferansiasyonun regiilasyonu, ve hormon sekresyonunun regiilasyonudur.

NEDENLER ”, SONUCLAR
D Vitamini Eksikligi e

. Sizofreni
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Rifaspisin  Kacaciger yezmedigio 2 DM
Babrekyenetiss ___ Metabolik sendrom
Nefraal wedrne
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/ Mulsipl skleroz e
T SR S
Crohn hasealifn Kas zayiigs et
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Sekil 12. Vitamin D eksikligi
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2.2.4.2.1 Vitamin D ve immiin sistem

D vitamini veya onun aktif metabolitlerinin immiin fonksiyonlarin
modiilasyonu iizerine olan etkileri bilinmektedir(25). DVR bir¢ok hiicrede
bulundugu gibi antijen sunucu hiicrelerde (makrofaj, monosit, dendritik hiicreler)
de bulunur(25). DVR’nin timus ve periferik T hiicrelerinde bulunmasi D
vitamininin T hiicre fonksiyonu ve gelisimi iizerine etkisi oldugunu
gostermektedir. B hiicrelerinde ise DVR ihmal edilebilecek diizeydedir(28).

D vitamini kazanilmis immiin cevap lizerine inhibitdr etki gosterir.
Ozellikle immiinglobiilin iiretimini baskilar, T hiicre proliferasyonu iizerine
inhibitor etki yapar(30). Antijenle uyarilan T hiicreleri sitokin liretme durumuna
gore iki farkli tip T hiicreye ayrisir. Bunlar Thl (inflamatuvar T-hiicreler), Th2
(anti-inflamatuvar T-hiicreler) Th 1 hiicreleri; proinflamatuvar sitokinler, IFN-
(interferon) gamma, interlokin-2(IL-2) ve TNF alfa, iiretirler ve bu sayede
kuvvetli hiicresel immiin cevaptan sorumludurlar(28). Th-2 hiicreleri ise anti-
inflamatuvar sitokinler, interlokin-4 (IL-4) ve interlokin-5 (IL-5) iiretir ve antikor
merkezli immiin cevaptan sorumludur(28). Bu iki hiicre tipi arasindaki dengenin
bozulmast immiin yanitin hangi yonde ¢alisacagini gosterir. Yapilan ¢alismalarla
D vitamininin Th2 hiicreleri uyararak anti-inflamatuvar sitokinlerin (IL-4, IL-5)
tiretimini arttirdig1 gézlenmistir(31). Yine D vitamini pro-inflamatuvar Thl hiicre
tizerinden IFN-gamma, IL-2, TNF-alfa salinimini inhibe ederek antiinflamatuar
etki gosterebilmektedir(31). D vitamini eksikliginde aktive olan ve Thl yanit1 i¢in
karakteristik olan proinflamatuvar sitokinler aslinda tip 1 diabetes mellitus,

multiple skleroz, romatoid artrit ve inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi
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otoimmiin hastaliklarin etyopatojenezinde de gorev almaktadirlar(25). D vitamini,
dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini inhibe ederek interlokin 12 (IL-12) salinimini
inhibe ederken, antiinflamatuvar sitokin olan interlokin 10 (IL-10) salinimim
arttirir ve dengenin Th2 yoniine kaymasini saglar(25). Yine, Thl ve Th2
hiicrelerine ek olarak CD4 T hiicreleri, regiilatuar (Treg) ve slipresor T hiicrelerine
dontigebilir (Sekil 5). T(reg) hiicrelerin asil gorevi periferik T hiicrelerinin oto-
aktivasyonunu oOnlemektir. D vitamini, regulatuar T hiicrelerini olumlu yonde
etkiler. D vitamini eksikligi durumunda Treg say1r ve aktivitesi bozulur; Thl
tizerindeki inhibibisyonu kalkar ve otoimmiin hastaliklarin gelisimine zemin
hazirlanir(25).

D vitamini dogal immiinite de ise “naturel killer” hiicreleri ve solunum
yolunun epiteliyal hiicrelerinden antimikrobiyal peptit-katelisidin sentezini uyarir.
Buradan D vitamini sayesinde, solunum yolu ile bulasan mikroorganizmalarin
neden olabilecegi hastaliklarin engellenmis olabilecegi anlasilmaktadir(32).
Boylece D vitamini dogal immiin sistem etkilesimine bagli olarak organizmayi
cevresel patojenlere karsi korumus olmaktadir.

2.2.4.2.1.1. Vitamin D ve enfeksiyonlar

Vitamin D  giicli  bir immiinmodiilatérdiir. ~ Vitamin  D’nin
immiinmodiilator etkisi ile ilgili ilk deliller; diisiik vitamin D diizeyleri olanlarin
M. tuberculosis infeksiyonuna daha hassas ve hastaligi daha agir geciriyor
olmalarinin fark edilmesiyle gliindeme gelmistir(33).

Mikrobiyal invazyona ilk diren¢ dogal immiin sistem hiicreleriyle olur.

Mikrobiyal eradikasyonundaki temel mekanizma antimikrobiyal peptidler
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tarafindan uyarilan TLR’nin uyarilmasiyla gerceklesir. 1,25 (OH) Vitamin D,
immiin hiicrelerde katelisidin (antimikrobiyal peptid) sentezini uyarir(34). Ayni
zamanda dogal immiin sistemin 6nemli diizenleyicilerinden olan kalprotektin ve
S-100 proteinleri de aktif vitamin D araciligiyla artmaktadir(35).

Ust solunum yolu infeksiyonlari ile ilgili yapilan bir ¢alismada, vitamin D
diizeyi diisiik olanlarda enfeksiyon sikliginin arttig1 gosterilmistir(36).

Monosit ve makrofajlarin D vitaminin bulundugu bir ortamda kemotaktik
ve fagositik 6zelliklerini arttirdig1 gosterilmistir(37).

D vitaminin immunmodulasyonda bu denli etkili olmasi vitamin D’nin

sepsis tedavisinde kullanilabilecegini giindeme getirmistir.

2.2.4.2.1.2. Vitamin D ve sepsis

Vitamin D, kok hiicrelerden monosit ve makrofaj gelisimini miyeloid
dokuda bulunan vitamin D reseptdrilyle stimiile eder(3). Inflamatuvar
sitokinlerden TNF alfa ve benzeri sitokinlerin salinim1 6zellikle SIRS gelisiminde
anahtar rol oynar, ve vitamin D’nin bu sitokinlerin expresyonunu inhibe ederek
sepsis gelisimini inhibe edebilecegi diisiiniilmektedir(3). Ayn1 zamanda vaskiiler
yapida bulunan vitamin D reseptorleri , vitamin D nin direk inotropik etkilerine
aracilik ederek sepsiste gelisen hemodinamik bozuklugu diizeltmede katkida
bulunabilir(3).

Sepsis yapilan es zamanli aktif D vitamini verilen farelerde,48 saat sonra
yagsam oraninin %39 arttig1 tespit edilmis ve endotoksemi inhibisyonunun

tromboksan regiilasyonu araciligiyla oldugu iddia edilmistir(38).
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E.coli LPS ile sepsis yapilan ratlarda verilen d vitaminin trombosit sayisi,
ALT, kreatinine yararli etkiler gosterdigi ve ozellikle dissemine intravaskiiler
koagulasyona (DIC) kars1 koruyucu etkilerinin oldugu gézlenmistir(39). Sepsiste
DIC gelisimi hastalarin mortalitesine 6nemli etkide bulunur. Vitamin D’nin
monositlerde trombomodulini upregule, doku faktoriinii (TF) ise down regiile
ederek DIC’1 dnleyebilecegi tespit edilmistir(39).

Sepsiste; makrofajlarin optimum dozda katelisidin iiretebilmesi i¢in
ortamda yeterli miktarda D vitaminin olmasi gerekir(32). Ortalama vitamin D ve
katelisidin seviyeleri sepsisli hastalarda diisiik bulunmustur(32).

Vitamin D ‘nin aktif formu, interferon gama, IL-12 iiretimini azaltarak,
monositlerin  diferensiasyonunu uyararak ve CDI14 ekspresyonunu arttirarak
LPS’ye cevabi arttirir(40).

Sepsiste immiin aktivasyonun gerceklestirilmesinde bir diger 6nemli olan
vaskiiler endotelyal hiicrelerdir ve bu hiicrelerde yapilan bir calismada gram
negatif LPS ile sepsis yapildiktan sonra NF-k ve immiin asir1 aktivasyonu
saglayan proinfalamtuvar sitokinlerin D vitamini tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir(40).

Sepsisli  hastalarin vitamin D eksikligi olanlarinda mortalite daha
yiiksektir(32). Bune ek olarak septik hastalarda vitamin d baglayici protein de
diistiigii icin vitamin D eksikligi gelismektedir(32).

2.2.4.2.2.Vitamin D ve kanser

Kanser mortalitesinin ekvatordan uzaklastikca arttigi gecen ylizyilin

baslarinda bildirilmistir(41). 1940’11 yillarda kanser mortalitesinin kuzeyde
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yasayanlarda gilineyde yasayanlara gore yiiksek oldugu, 1980°li yillarda ise
kolorektal kanser ve yasanilan enlem arasindaki iliski bildirilmistir(41). Kolon,
prostat ve meme kanseri insidansinin UVB 1sinlariin bol oldugu bolgelerde daha
diisiik oldugu gosterilmisti(41).

1,25 (OH) D hiicre proliferasyonunu ve diferansiasyonunu inhibe eder(25).
Cesitli biliylime faktorlerini  kullanarak, G1/G0 fazinda hiicre siklusunu
durdurur(25). Siklin bagimli kinaz aktivitesini inhibe eder.(p21-p27)(25).
Apoptozisi indiikler, antiapoptotik gen olan bcl-2 yi inhibe eder(25). Anjiyogenezi
inhibe eder(25). Prostoglandin sentezini inhibe ederek, antiinflamatuvar etki
gdsterebilir. Inflamatuvar sitokin diizeyini azaltir. Bu sayilan sebepler yiiziinden d
vitamini eksikligi kanser gelisimi agisindan risk faktoriidiir.

2.2.4.2.3. Vitamin D ve deri

Kiiltiire keratinositlerde yapilan caligmalarda D vitamininin keratinosit
proliferasyonunu inhibe ettigi ve diferansiasyonunu ise stimiile ettigi
gosterilmistir. Psoriazisin fizyopatolojisinde ise keratinosit hiperproliferasyonu
oldugundan o6zellikle tedavide kullanilmaktadir(42). Yine deride d vitamini
proinflamatuvar sitokinleri baskiladigindan ¢esitli hiperkeratozlarda tedavide
kullanilabilmektedir. D vitamini ayrica UVB’nin derideki zararhi etkilerini bir

antioksidan olan metallothionenin {iretimini arttirarak 6nleyici olabilmektedir(42).

2.2.4.2.4 Vitamin D ve kardiyovaskiiler sistem
Vitamin D vaskuler kalsifikasyonu azaltir. NHANES(The National Health

and Nutritional Examination Surveys )1988-1994, 2000-2004 yillar1 arasindaki
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16.603 kiside yaptig1 ¢alismalarda iskemik kalp hastaligi ve inmesi olan hastalarin
bliyiik ¢ogunlugunda D vitamini diisiik gozlenmistir. Koroner kalp hastalarinin
%74iinde, <17,8ng/ml’dir. Framingham c¢alismasinda ise, kardiyovaskuler
hastalig1 olmayan ve vitamin D diizeyleri <10 ng/ml olanlarin, ilk 5 y1l i¢erinde
kardiyovaskiiler olay gecirme riskleri >15 ng/ml olanlara gore ¢ok daha yiiksek
bulunmustur. 3000 tane koroner anjiyo yapilan hastada <10 ng/ml olanlarin 7
yillik takibinde ani kardiak 6liim, kalp krizi, fatal inme gelisme riski >30 ng/ml’ye
gore 3-5 kat artmig tespit edilmistir.

Kardiyovaskiiler sisteme ait endotelyal hiicreler, kardiomiyozitler,
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde DVR bulunur ve aktif D vitamini ile etkilesime
girerler. Vitamin D 6zellikle vaskiiler tonusu ayarlamada endotele kalsiyum giris
cikisint ayarlamada Onemlidir. VDR knockout farelerde kardiyak hipertrofi,

hipertansiyon ve atrial natriiiretik peptid sentezinde artig gézlenmistir.

2.2.4.2.5.Vitamin D ve diabetes mellitus

Otoimmiin olarak pankreasin beta hiicreleri tahribat1 sonucu gelisen Tip 1
diabetes mellitus (DM)’ta her ne kadar genetik faktorler etkili ise de, identik
ikizlerde konkordansin diisiik olusu ve genetik yatkinligi olan bir¢ok cocukta
hastaligin ~ goriilmemesi, c¢evresel faktorlerin de etkili olabilecegini
diisiindiirmiistiir(37). Diabetes mellitusla iligili ¢evresel faktorler gozoniine
alindiginda vitamin D’nin 6nemli olabilecegini diisiindiiren bazi arastirmalar
vardir. Tip 1 DM oOnlenmesinde vitamin D’nin etkin oldugu, Finlandiya’da

yapilan bir ¢aligmada gosterilmistir. Hayatlarinin ilk yilinda 2000 IU vitamin D
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verilen ¢ocuklarda Tip 1 DM olusma riskinin %78 azaldig, 31 yillik takip sonucu
anlagilmistir (43).

1,25(0OH)2D3 instilin salgisini stimiile eder. Bunun etki mekanizmasi tam
anlasilamamakla birlikte niikleer vitamin d reseptorleri aracilifiyla oldugu
diisiiniilmektedir(44). Vitamin D eksikliginin insiilin direncine, pankreatik b hiicre
disfonksiyonuna ve metabolik sendroma yatkinlik yarattig1 da saptanmistir(45).

Diisiik 25-OH vitamin D seviyeleri hayvanlarda yiliksek glukoz
konsantrasyonuna ve azalmis insiilin sensitivitesine yol acarak diabet gelisimine
zemin hazirlar(46). Insan calismalarinda ise 6zellikle d vitamini diizeylerinin
diistikliigli glukoz intoleransinin gelismesine tip 2 diabet ve metabolik sendrom
gelisimine yol agmaktadir(47). Ve vitamin D tedavisinin tip 2 diabetli hastalarda
insiilin sensitivitesini ve sekresyonunu arttirdigi gosterilmistir(48).

2.2.4.2.6.Vitamin D ve obezite

Obezitenin vitamin D yetersizligine neden oldugu saptanmistir. Fazla olan
yag dokusunda vitamin D’nin fazla tutulmasiyla metabolik olarak kandan
arindirildig ileri stiriilmiistiir.

Birgok arastirma eriskin obezitesinin vitamin D diizeyleri ile ters orantili
oldugunu gostermistir ve adipogenezin 1,25(OH)2D3 ile inhibe oldugu ileri
stiriilmiistiir(49). Normal serum vitamin D diizeyleri olan kadinlarda, diisiik
olanlara gore viicut agirligi, viicut kitlesi; biitlin bolgelerdeki Olciilmiis yag
miktarlar1 daha diisiik bulunmustur(50).

2.2.5.Vitamin D eksikligi
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Hastalarin vitamin D durumunu yansitan 25(OH) Vitamin D’dir. 1,25
(OH) Vitamin D’yi 6l¢gmek daha zordur, 25(OH) Vitamin D’ye gore serumda
1000 kat daha az bulunurlar ve yar1 émrii ¢ok kisadir.1,25(OH) Vitamin D
radioimmunassay yontemle Olciilebilmektedir. 25(OH)Vitamin D 6lgiimiinde ise
immunassay yontemlerin (kemiluminesans,radioimmunassay..) yanisira HPLC
(High performance liquid chromotography) ve HPLC-tandem kiitle spektrometri
de kullanilmaktadir(25). Referans yontem olmamakla birlikte HPLC-tandem kiitle
spektrometri 6l¢iim yontemi olarak onerilmektedir(25).

Vitamin D referans araligi ile ilgili heniiz ¢alismalar siirmektedir, otdrlerin
birgogu 10-68 ng/ml araligini kabul etmektedir, 10 diisiik bir deger olmakla
birlikte heniiz kaga yiikseltilmesi gerektigi 1ile ilgili bir konsensiis
olugsmamistir(25). 25(OH) Vitamin D diizeyleri i¢in <20 ng/ml eksiklik, 20-30
ng/ml aras1 yetmezlik olarak tanimlanmaktadir(51). >150 ng/ml ise toksik doz
olarak kabul edilmektedir.

Agizdan alinan 1 mikrogram(40 IU) 25 (OH) D, serumda 0,48 ng/ml ‘lik
yiikselmeye yol acar(25). Bu durumda bir kiginin vitamin D diizeyinin 20 ng/ml
lizerine ¢ikmasi i¢in giinliik ihtiyact 600 IU, 30 ng/ml iizerine ¢ikmasi igin ise
800-1000 IU‘dir(25). Amerika’da simdiki guidelinelar cocuklarda 200-400
IU/giin, erigkinde 200-400 IU/giin, yashlarda ise 600-800 IU/giin ek vitamin D

kullanimini 6nermektedir(25).(Tablo-3)
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0-1 yas 400 IU/giin

1-18 yas 400-6001U/giin 1000 IU/gtin
19-50 yas 600IU/giin 1500-20001U/giin
50-70 yas 600-800 IU/giin 1500-20001U/giin

Hamile-emzirme 600-800 IU/giin 1500-2000 IU/giin

Tablo 3. Giinliik vitamin D ihtiyac1(52)

Toplumda giines maruziyetinin azalmasiyla birikte vitamin D eksikligi
olugmaktadir. Amerika’da geng¢ saglikli eriskinlerin %36’sinda, hastaneye giden
yada tedavi alan erigkinlerin ise %57’sinde vitamin D eksikligi tespit
edilmistir(53).

Ankara Etlik Egitim ve Arastirma Hastanesi’'nde yapilan bir calismada
retrospektif olarak taranan verilerde hastaneye basvuran hastalarin %51.8 inde
vitamin D eksikligi, %20.7’sinde ise vitamin D yetmezligi tespit edilmistir(54).

Akman ve arkadaglarinin 1-16 yas grubu ¢ocuklarda Tiirkiye’de yaptiklari
calismada 20 ng/ml sinir deger olarak alindiginda %8 oraninda D vitamini
eksikligi, %25.5 oraninda D vitamini yetersizligi tespit edilmistir(55).

Vitamin D eksikliginin en sik sebebi giines maruziyetinin az olmasidir.
Deriden azalmis sentez(mevsim, deri pigmentasyonu, yaslanma, yasanan enlem),
azalmis biyoyararlanim (malabsaorbsiyon, obezite) artmis katabolizma
(antikonvulzan, kortikosteroid), laktasyon, azalmis sentez (karaciger hastaliklar)
vitamin D eksikliginin sebepleridir. Vitamin D eksikliginde, c¢esitli tedavi

protokolleri uygulanabilir(Tablo 4).
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Vitamin d eksikligi olan hastalar

0-1 yas 6 hafta; Devaminda 400-1000IU/gitin

2000IU/gtin yada
50000 IU/hafta

1-18 yas 6 hafta; Devaminda 600-10001U/giin

2000IU/giin yada
50000 IU/hafta

Eriskin 8 hafta; Devaminda 1500-20001U/giin

6000IU/giin yada
50000IU/hafta

Tablo 4. Vitamin D eksikligi olan hastalarda tedavi protokolleri

Vitamin D toksisitesi ise genelde 10.000 IU/giin alinan dozlarda

gozlenir(52).

2.3. Serbest Radikal Metabolizmasi

Bir serbest radikal 1,3,5 gibi tek sayida elektronlara sahip herhangi bir
molekiil olarak tanimlanir. Hem organik hem de inorganik molekiiler halde
bulunurlar ve olduk¢a reaktif o&zellikler tasirlar. In  vivo, normal
metabolizmanin {riinleri seklinde agiga c¢ikan serbest radikaller ayrica
organizmanin radyasyona, oksitleyici 06zellik tasiyan ajanlara(ilaglar..) ve
dogal durumda serbest radikal metabolitleri olusturan ksenobiyotiklere maruz
kalinan durumlarda meydana gelirler(56).

Canliligin devaminin zorunlu bir pargast olan oksijen radikalleri
sayisiz enzimatik tepkime ve biyolojik fonksiyon i¢in gereklidir. Ancak her bir
radikalin yapis1 ve etkili oldugu yere gore hiicresel hedefler risk altindadir(56).

Genellikle kararsiz ve ¢ok reaktiftirler. Bu yiizden ¢evrelerindeki atom
ve molekiillerle etkilesirler. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikaller, oksijenden olusan radikallerdir(57).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
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Aerobik organizmalar icin serbest radikallerin baslica kaynagi
molekiiler oksijendir. Oksijenin indirgenme siirecinin tam olarak
tamamlanamasiyla veya elektron diizeninde olusan degisikliklerle reaktif
oksijen tlirevleri olusur. Reaktif oksijen tiirevleri diye adlandirilan molekiiller,
stiperoksit anyonu (O2¢ ), hidrojenperoksit (H,O,) ve hidroksil radikalidir
(*OH)(58).

2.3.1.1. Superoksit Radikali

Molekiiler oksijen dis yoriingesinde eslenmemis 2 elektron icerdigi
icin diradikaldir. Bu iki elektron iki farkli spinde bulunur, oksijen kararl
duruma ge¢cmek i¢in suya doniismek amaciyla elektron almak ister ve
elektronlari teker teker alarak superoksit anyon radikalini(O2¢ ) olusur(59).

Superoksit anyon radikali baslica elektron transport zincirindeki kagak
elektronlardan kaynaklanir(59). NADPH’in  NADPH oksidaz tarafindan
oksitlenmesiyle, ksantin ve hipoksantinin ksantin oksidazla oksitlenmesiyle,
gecis metalleri varliginda hemoglobin ve monoaminlerin otooksidasyonuyla
molekiiler oksijenden olusabilir(59).

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Eger molekiiler oksijene 2 elektron eklenirse hidrojen peroksit(H,O,)

olusur. Genellikle superoksit dismutaz enzimince katalizlenen yada spontan

gerceklesen 2 superoksit molekiiliiniin girdigi reaksiyonla gerceklesir. Bu

reaksiyon bir dismutasyon reaksiyonudur. Hidrojen peroksit bir radikal degildir

ama yapist ¢ok kararsizdir. Gegis metalleri (ferr6z demir) hidrojen peroksite bir
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elektron vererek hidroksil radikali olusumuna yol acar(59). Hidrojen peroksit

membranlari su gibi kolayca gecebilir(56).

202.-'}‘ 2H* » H-O, + O,

2.3.1.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali Haber—Weiss reaksiyonu, Fenton reaksiyonu ya da
suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusan
bir oksidandir Hidroksil radikali yar1 omrii ¢ok kisa fakat hasarlayic1 bir

molekiildiir. Bir¢ok organik molekiilii oksitleme kapasitesine sahiptir(60).

H,0;+ 02" ————— "OH + OH™ + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

0>+ Fe? » O, + Fe™
Fe** + H,O» » Fe*’ + OH™ + OH (Fenton Reaksiyonu)

2.3.1.4. Hipokloroz Asit (HOCI)

Enzimatik olarak notrofiller tarafindan diretilir, giiclii bir oksidandir.
Aktive olan nétrofiller, makrofajlar ve eozinofiller siiperoksit iiretirler. Ozellikle
notrofiller, icerdikleri myeloperoksidaz enzimi araciligi ile siiperoksitin
dismutasyonuyla olusan hidrojen peroksiti kloriir iyonuyla birlestirerek gii¢lii bir
antibakteriyel ajan olan HOCI’ e doniistiiriir(57).

2.3.1.5. Nitrik Oksit (NO)
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Nitrik oksit azot monoksit veya nitrojen monoksit olarak da bilinir. L-
argininden nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla tretilir. Yar1 6mrii ¢ok kisadir.
NO eslenmemis bir elektron icerdigi i¢in oksijen, superoksit radikalleri, gecis
metalleriyle hizla reaksiyona girmektedir. Nitrik oksit radikali superoksit radikali
veya hidrojen peroksitle reaksiyona girerek onlardan daha oksidan bir ajan olan
peroksinitriti (ONOOH) meydana getirir. Peroksinitrit bir radikal degildir ancak
reaktif bir molekiildiir(61).

2.3.2. Serbest Radikal Harabiyeti Riski Altindaki Hiicresel Komponentler

2.3.2.1. Lipidlere olan etkileri

Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglar1 serbest
radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar(56). Reaktif oksijen
tirleri ¢oklu doymamis yag asidi molekiiliinden bir hidrojen atomu ¢ikardigi
zaman bir lipid radikali meydana gelir ve buna da oksijenin katilmasiyla lipid
peroksil radikali olusur. Bircok yikim sonrasi son iiriin olan malondialdehid
(MDA) olusur. Dokudaki ve kandaki MDA seviyesi lipid peroksidasyonu ve lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi korelasyon gosterir. MDA, hiicre i¢in ¢ok
toksik bir molekiil olup ayn1 zamanda mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir
bilesik olarak kabul edilir(62).

2.3.2.2. Proteinlere etkileri

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden etkilenme dereceleri amino asid
kompozisyonlarina baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, methionin,
sistein gibi doymamuis ve siilfiir iceren amino asitler daha fazla olmak iizere amino

asit tiirii ve dizilimine gore serbest radikallerden etkilenirler ve dimerler, biiyilik
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agregatlar olusur. Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne kadar etkilenecegi
amino asit kompozisyonuna baglhdir. Proteinin hiicresel lokalizasyonuna ve
radikalin toksisite giicline gore protein harabiyetinin boyutlar1 degisebilir(56).

2.3.2.3. Niikleik Asitler ve DNA’ya etkileri
Radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek tek ya da ¢ift dal
kiriklarina neden olurlar. DNA iizerinde etki ile hiicrede mutasyona ve 6liime yol
acarlar. Sitotoksisite, biiylik oranda, ya niikleik asit baz modifikasyonlarindan
dogan kromozom degisikliklerine, ya da DNA’daki diger bozukluklara
baglidir(56).

2.3.2.4. Ekstraselliiler Etkileri

Serbest radikaller, inflamatuvar cevabi ve ardindan gelen doku
harabiyetini modiile etmede énemli rol oynarlar(56). Inflamatuvar hiicre kaynakli
serbest radikallerin olusturdugu harabiyetten en ¢ok etkilenen ekstraselliiler doku
komponentleri olan hyaluronik asit ve kollajendir(56). Kollajen, superoksit
radikalinin jelasyonu engellemesi sonucu harap olur. Eklemde sinoviyal sivinin
viskozitesini saglayan hyaluronik asit ise superoksit radikali tarafindan
depolimerize edilir(56).

2.4. Antioksidan Sistem

Yiikseltgenebilir  bir  subtratla  (protein, lipid, karbonhidrat..)
karsilagtirildiginda daha diisiik konsantrasyonlarda bulundugu zaman o substratin
oksidasyonunu belirgin bi¢cimde geciktiren yada Onleyen maddeye antioksidan
denir(63). Antioksidanlar, biyomolekiillerde bozulmaya neden olan ROT’lar1

ortadan kaldirabilen, oksidatif hasarin yayilmasini engelleyen maddelerdir. Farkli
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organ, hiicre ve hiicre organellerinde farkli ROT lara karsi, farkli antioksidanlar
bulunmaktadir(64).

Antioksidan savunma mekanizmalar etkilerini; hasarli hedef molekiillerin
yerini alarak, ROT olusumunu minimumda tutarak, hasarli hedef molekiilleri
onararak, metal iyonlarini baglayarak gosterebilirler(65). insan viicudunda pek
¢ok antioksidan sistem kullanilir; bu sistemler hem intraselliler hem de
ekstraselliiler kompartmanda mevcuttur. Intraselliiler olarak hiicrede siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz da dahil olmak {izere cesitli enzimleri
icermektedir.  Antioksidanlar c¢esitli  kriterlere gore gruplandirilabilirler.
Yerlesimlerine gore ( intraselliiler, ekstraselliiler), yapilarina gore (enzim olanlar,
olmayanlar), kaynaklarina gore (endojen, ekzojen), ¢oziiniirliiklerine gore (suda
¢oziinen, yagda ¢oziinen) gruplandirilabilirler.

2.4.1. Enzim olan Antioksidanlar

2.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Superoksit dismutaz enzimi (SOD) siiperoksit anyonunun hidrojen
peroksit ve molekiiler oksijene doniistligli reaksiyonu katalizleyen enzimdir. SOD
enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir igeren ii¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir ve
¢inko iceren Cu-Zn-SOD sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD mitokondride
aktivite gosterir(66). Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD ayni mekanizma iizerinden etki
gosterirler ancak Mn-SOD ph 7 nin ilizerinde aktivitesini kaybederken Cu-Zn-
SOD un aktivitesi ph 5-10 araliginda degismez.

SOD enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon spontan olana gore 4000 kat

hizli olur. Dolayisiyla SOD enzimi antioksidan savunmada son derece énemli bir
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enzimdir. Oksijen kullanim1 yiiksek olan dokularda SOD aktivitesi fazladir ancak
ekstraselliiler s1vilarda aktivitesi oldukca diistiktiir.

2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene c¢evrildigi
reaksiyonu katalizler. Enzim hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmistir. Bir
hemoproteindir(66). 2 hidrojen peroksit molekiiliinii kullanarak digerini oksitler.
Reaksiyon hidrojen peroksit konsantrasyonlar1 yiikseldiginde énem kazanirken,
diisiik hidrojen peroksit konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar daha az reaktif
olan alkol yada suya par¢calanmayi katalizlerler(66). Kanda, karaciger ve bobrekte
bulunur.

Hidrojen peroksitin diigiik konsantrasyonda oldugu durumlarda katalazin
Km’i yiikksek oldugundan ilgisi disiiktiir ve aktivite diisik olur, diger
peroksidazlar (glutatyon peroksidaz ) daha aktif olabilir(66). Bununla birlikte
Km’in yiiksek olmas1 katalazin substrati olan hidrojen peroksit miktar: arttik¢a
lineer olarak katalazin da artmasina olanak saglar ve bu da oksidatif strese karsi
korunmada miikemmel bir olanak saglar(66).

2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Bir hidroperoksidazdir. Substrati hidrojen peroksit veya organik
peroksitlerdir. Sitoplazmada yer alan bir tetramerdir. Aktif bolgesinde 4 adet
selenyum bulunur. Eritrositlerde ve diger dokularda rediikte glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin pargalanmasinda rol alir. Lipid
peroksidayonunu engelleyerek membran lipitlerini ve hemoglobini peroksitler

araciliiyla olusabilecek oksidasyona karsi korur(67).
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GSH-Px in iki substrati olan peroksitler alkolle indirgenirken diger
substrat olan glutayon (GSH) yiikseltgenir. Ortaya ¢ikan ylikseltgenmis glutatyon
(GSSG) , glutatyon rediiktaz enzimince katalizlenen baska bir reaksiyon ile tekrar
indirgenmis glutatyona g¢evrilir.

2.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rediiktaz)

Hidrojen peroksitin indirgenmesi sirasinda GSH (glutatyon) oksitlenir.
Glutatyon peroksidazin fonksiyonunun devamliligi i¢in okside glutatyon tekrar
indirgenmelidir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan katalizlenir. Enzim NADPH
bagimlidir. Hem sitoplazmada hemde mitokondride bulunur(62).

2.4.1.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon (y glutamil sisteinil glisin) glutamik asit, sistein ve glisinden
olusan bir tripeptiddir. Glutatyon (GSH) ile ksenobiyotiklerin reaksiyonunu
katalizleyen enzimlere “glutatyon S- transferazlar” kisaca “GST” denir.

Detoksifikasyon metabolik yolunda son iiriin olan merkapturik asit
olusumundaki ilk basamag: katalizleyerek homeostasisi saglayan c¢ok islevli bir
enzimdir. Glutatyon ile endojen ve ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin
baglanmas1 gerceklesmektedir(68). GST karaciger, bobrek, dalak, plasenta gibi
bir¢ok dokuda hem sitozolde hem de membranda bulunabilir.

GST cok substratli bir enzimdir. GST besinlerle alinan toksik maddelerin
eliminasyonunu sagladig1 gibi, prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, biliriibin,
safra tuzu gibi maddeleri de GSH’ya baglayarak tasmmmasmi da
saglamaktadir(69). Ayrica reaktif bilesiklerin viicuda zarar vermesini onlarla

kovalent bag yaparak 6nlemektedir.
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2.4.2. Enzim olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH), glutamat, sistein, glisin, amino asitlerinden sentezlenen
ve hiicrede en fazla tiyol igeren bilesiktir. GSH sentezinde kullanilan sisteinin
kaynag1 N-asetilsisteindir. Glutaminin glutaminaz ile hidrolizi ve alfaketoglutarat
ile dalli zincirli aminoasitlerrin transaminasyonu GSH sentezinde kullanilan
glutamatin temel kaynaklaridir. GSH dan kaynaklanan glutatyon radikali bir
prooksidandir ancak 2 tane glutatyon radikali bir araya geldiginde okside
glutatyonu (GSSG) olustururlar. Ve bu da GSH rediiktaz tarafindan GSH’ya
indirgenir. Boylece dogrudan yada dolayli olarak reaktif oksijen tiirlerini temizler.
Onemli tiyol bilesikleri ile etkilesime girebilir(70).

E vitamini yagda ¢oziinen en gii¢lii antioksidandir. Coklu doymamis yag
asitlerinden tlireyen lipid hidroperoksitlerinin olusumunu 6nler, peroksinitritten
olusan serbest radikalleri temizler.

C vitamini biyolojik sivilarda en ¢ok bulunan ve suda c¢oziinen bir
antioksidandir. Superoksit, hidroksil radikallerini toplayabilme 6zelligine sahiptir
ve glutatyon, NAD, NADP gibi hiicre i¢i antioksidanlarca rejenere edilebilmesi
sebebiyle onemlidir.

Karotenoidler, bitki kaynakhdirlar. Singlet oksijen ve peroksil radikalini
temizlerler.

Melatonin en potent radikallerden olan hidroksil radikalini yok edebilen

giiclii bir antioksidandir. Lipofiliktir.
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2.5. Vitamin D - Serbest Radikal Metabolizmas: iliskisi

Vitamin D nin serbest radikallerle iliskisinin mekanizmasi tam olarak net
degildir, yapilmis ¢ok ¢aligma vardir ve birbiriyle ¢elisen sonuglar vardir.

Vitamin D yapisal olarak endojen Ostrojene benzedigi i¢in intraniikleer
Ostrojen reseptorlerine baglanip SOD, CAT ve GSH-Px gen transkripsiyonuna
neden olarak antioksidan enzimlerin seviyelerinde artisa neden olmaktadir(71).

Hemodiyaliz hastalarina verilen D vitamini tedavisi sonrasi vitamin D nin
GSH, SOD, CAT aktivitesini arttirarak antioksidan etki gosterdiginden
bahsedilmistir(72).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerine 1,25 (OH) Vitamin D nin etkileri
incelendiginde SOD aktivitesini arttirdig1 gériilmiistiir(73).

Diabetik ratlarda yapilan bir c¢alismada, vitamin D nin insiilin
salgilanmasini arttirdigl bunun yanisira SOD, CAT, GSH-Px aktivitesini 6zellikle
karaciger ve bobrekte arttirdigr ve oksidatif strese karsi koruyucu olabilecegi
vurgulanmistir(74).

Hamden K.nin diabetik ratlarin testislerinde yaptig1 calismada ise,
diabetin SOD, CAT, GSH-Px diizeylerinin testiste diistiigli ancak verilen D
vitaminin diabetin antioksidan enzimler {izerine yaptig1 inhibisyonu kaldirdiginm
gostermislerdir(75).

Ratlarda vitamin D ve vitamin E nin etkilerinin karsilastirildigi bir
calismada ise, vitamin D uygulanan ratlarda vitamin E ye benzer sekilde lipid
peroksidasyonunun azaldigi ve SOD, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz aktivitesinin

arttig1 izlenirken, glutatyon rediiktaz aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir(76).
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Ilka ve ark. yaptig1 bir ¢calismada ise 1,25 (OH) Vitamin D metaboliti olan
24,25 (OH) Vitamin D nin intestinal hiicrelerde katalaz enzimine baglandig1 ve
inaktive ettigi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarim1 arttirdigini tespit
etmislerdir(77).

Meme kanserli hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢alismada, vitamin D nin
hiicre i¢ci GSSG/GSH dengelerini degistirdigini, GST ve GSH-Px’i
degistirmedigini ve dolayisiyla ortamdaki hidrojen peroksit miktarini arttirarak
prooksidan olabilecegini vurgulamislardir(78).

Gentamisinle akut bobrek yetmezligi yapilan ratlarda verilen D vitaminin
GSH miktarin1 arttirdign gosterilmistir(79). Bir baska g¢alismadada vitamin D
verilen monositlerin glutamat sistein ligaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon

miktarlarmi arttirdig: gosterilmistir(80).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve
Deneysel Arastirmalar Merkezi (GUDAM) ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.
Bu caligma igin Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 17/01/2012 tarihinde 6-985 say1 numarasi ile onay alinmistir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Deneylerde agirliklar1 yaklagik 250-350 gr olan 24 adet 2 aylik disi Wistar
Albino rat kullanildi. Denekler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siirecinde
tutuldu. Serbest diyet ve cesme suyu ile beslenmeleri saglandi.
Deneyler rastgele olusturulan dort grup lizerinde gergeklestirildi.

1. Kontrol grubu

2. Sepsis grubu

3. 25(OH)Vitamin D3 grubu

4.25(OH)Vitamin D3 +sepsis grubu

Kontrol grubu: Bu gruptaki 6 rat normal laboratuvar diyeti ve igme suyu
ile 1 hafta beslendi. 4.giinden itibaren 0,75 ml/giin aycicek yagi gavaj yoluyla
verildi. 7.gilinde intraperitoneal olarak serum fizyolojik verildi.

Sepsis grubu: Bu gruptaki 6 rata 3 giin normal beslenme sonrasi 4. giinde
16 mg/kg dozunda LPS E.coli (O111.b4) intraperitoneal yolla verildi.

25(OH)Vitamin D3 grubu: Bu gruptaki 6 rata 3 giin boyunca 2 mg/kg

25(OH)Vitamin D3 (ayg¢i¢ek yaginda ¢oziilerek) gavaj yolula verildi.
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25(OH)Vitamin D3 +sepsis grubu: Bu gruptaki 6 rata sepsis olusturmadan
3 gilin 6nce, her giin 2 mg/kg 25(0OH)Vitamin D3 (aycicek yaginda ¢oziilerek)
gavaj yoluyla verildi ve 3.giinliin sonunda 16 mg/kg dozunda LPS E.coli
(O111.b4) intraperitoneal yolla uygulandi.

(Calisma siiresinin sonunda hayvanlarin anestezi altinda kanlar1 alindiktan
sonra sakrifiye edildi. Bobrek dokular ¢ikarildi ve soguk (+4°C) serum fizyolojik
ile dokularin temizligi yapildi. Bir miktar doku, icerisinde formol bulunan temiz
siselere konularak histopatolojik inceleme icin ayrildi. Kalan bobrek dokulari sivi
azot i¢cinde dondurularak analiz giiniine kadar —80°C de saklandi.

Ratlardan alman kanlar 3700 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Serum
kisimlar1 ayrilip porsiyonlanarak -20°C’de saklandi.

Enzim analizlerinden 6nce her bir gruba ait bobrek dokular tartilarak 5
kat1 serum fizyolojik icerisinde Heidolph DIAX 900 marka homojenizator ile 1-
1,5 dakika 4000 devir/dk. homojenize edildi. Homojenat sogutmali santrifiijde

4500g’de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatan kisimlart ayrildi.

3.2. Kullanilan Aletler
Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )
Homojenizator ( Heidolph DIAX 900 )
Vortex ( Heidolph Reax 2000 )
Santrifiij ( Hermle Z 380 K )
Sogutmal1 Santrifiij (Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323 K')

Spektrofotometre ( Schimadzu, UV 1601)
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pH metre ( Jenway )
Manyetik Karistirici, Otomatik ve cam pipetler

3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1 Total Protein Tayini

Stipernatanlarindaki total protein miktar1 Lowry metoduna gore
yapildi(81).

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinlerin Cu2+ ile Cu++ - protein
kompleksi olusturarak fosfomolibdat- fosfotungstat reaktifini ( Folin-Ciocalteau
Phenol reaktifini) indirgeyerek mavi-mor renkli iirlin olusturmasi esasina dayanir.
Rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir.

Reaktifler:

1) A reaktifi: 0.5 gr CuSO4.5H20 ve 1.0 gr Na3-Sitrat bir miktar distile
suda ¢oziindiikten sonra 100m!’ye tamamlandi.

2) B reaktifi: 20gr Na2CO3 ve 4.0 gr NaOH bir miktar distile suda
coziildiikten sonra 1 L’ye tamamlandi.

3) C reaktifi: 50 ml B ¢6zeltisi + 1.0 ml A ¢6zeltisi karisimi hazirlandi.

4) D reaktifi (Folin-Ciocalteau Cozeltisi): 10 ml Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi
10 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi.

Deneyin Yapilist:

Koér ve numune tiiplerine 2.5 ml C reaktifi ve numune tiipine 10ul
stipernatan eklendikten sonra iyice karigtirilarak laboratuvar sicakliginda 10
dakika bekletildi. K6r ve numune tiiplerine 250 pl D reaktifi eklendikten sonra

laboratuvar sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve 700nm’de numunelerin
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absorbanslar1 kore karst okundu. Sonuglar standart egim grafiginden
yararlanilarak hesaplandi. Standart olarak 0-0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda BSA

hazirlanarak absorbans konsantrasyon(mg/ml) grafisi ¢izildi.

Protein Standart Grafigi

0,6
y =2,61x

015 /
0,4 /
0,3

0,2

o

Absorbans

0,1

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Protein (mg/mL)

Grafik 1. Protein Standard Grafigi

3.3.2 Superoksit Dismutaz Aktivitesinin Tayini

Bobrek doku oOrneklerinde SOD aktivitesi Durak I. ve arkadaslar
tarafindan modifiye edilen metoda gore calisildi(82).

Metodun prensibi: Ksantin-Ksantin oksidaz sistemi tarafindan iiretilen

stiperoksit radikalleri icin SOD/NBT yarigsmasi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler:
e Ksantin (0,30mM)
e NBT (150uM)

e Na,CO3 (400mM)
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e BSA (1g/L)
e XO(167U/L)
e CuCl, (8mM)

Deneyin yapilist:

Numune tiiplerine 6l¢lim reaktifi, numune ve ksantin oksidaz enzimi; kor
tiiplerine ise 6l¢iim reaktifi ve ksantin oksidaz enzimi konuldu. Tiipler 25°C’de 20
dakika inkiibe edildi. Inkijbasyondan sonra numune tiiplerine sadece CuCl,, kor
tiiplerine ise CuCl, ile reaksiyon durdurulduktan sonra nunune eklendi. lyice
karistirildiktan sonra her bir tiipiin absorbanst 560 nm’de distile suya karsi
okundu. Sonuglar U/mg protein olarak verildi. Metoda gére 1U SOD aktivitesi,
NBT indirgenmesini %50 inhibe eden enzim aktivitesi olarak tarif edilmektedir.

3.3.3 Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Tayini

GSH-PX aktivitesi Paglia DE ve arkadaslariin metoduna gore
caligildi(83).

Metodudun prensibi: 340 nm’de NADPH’in absorbans degisimine
dayanmaktadir. Enzim aktivitesi ise NADPH’1n & degerinden (6,22x10°M™".cm™)

yararlanilarak hesaplandi.

Kullanilan Reaktifler:
e GSH (150mM)
e NADPH (3mM)
e H,0, (100mM)

e NaN3 (2ZM)
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e Fosfat tampon (pH:7,0; 50mM) (Na,HPO4/KH,PO,4)
e GSH-red: Sivi enzimden (NH4),SOy ile seyreltilerek hazirlanir.
Deneyin Yapilist:
Numune tiiplerine EDTA’l1 Fosfat tamponu, NaN3;, GSH, NADPH, GSH-
Red ve numune konuldu. Kor tiipline ise H>O; hari¢ diger reaktifler kondu. 340
nm’de suya karsi sifir ayar1 yapildiktan sonra koriin absorbansi okundu. H,0,
ilave edilir edilmez numunedeki absorbans azalmasi 0-5 dakika boyunca takip
edildi. Lineer bolgenin dakikadaki absorbans degisiminden AA/dak degeri
hesaplandi. Sonuglar IU/mg protein olarak verildi.
3.3.4. Katalaz Aktivitesinin Tayini
Bobrek doku oOrneklerinde Katalaz aktivitesinin tayini Aebi H’nin
metoduna gore yapildi(84).
Metodun prensibi:
240 nm’de katalaz tarafindan yikilan hidrojen peroksitin absorbans

degisiminin izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler:
e Fosfat tamponu(50mM,pH=7)
e Tamponlanmis H,O, ¢ozeltisi
Deneyin yapilist:
Tampon c¢ozelti ile sifir ayar1 yapilmis spektrofotometreye igerisinde
tamponlanmis H,O, c¢ozeltisi (absorbans aralifi yaklasik 0.5) bulunan kiivet

konuldu, absorbans degisimi 1 dakika boyunca takip edildi. Daha sonra numune
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ilave edildi, kiivet 2-3 kez altiist edilip karistirilarak numunenin absorbansi
degisimi 5 dakika boyunca takip edildi. Lineer olan bolgeden AA/dak degeri
bulunarak aktivite hesaplandi. Sonuglar IU/mg protein olarak verildi.

3.3.5. Glutatyon-S-Transferaz Tayini

Glutatyon S-transferaz aktivitesi tayini Habig W.H. ve arkadaslarinin tarif
ettigi metoda gore ¢alisildi(85).
1-Cloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) + GSH —  S-2,4-dinitrofenilglutatyon
(DNPG) + H'+ CI

Bu reaksiyon sirasinda olusan DNPG bilesiginin 340 nm’de absorbans
artis1 takip edilmektedir.

Kullanilan Reaktifler:

e 100 mM. pH:6 fosfat tamponu (Na,HPO4/KH;POy)
e (CDNB (1-Kloro 2,4-Dinitrobenzen): 25 mM, saf etanolde ¢oziildii.
e GSH:50 mM (tamponda ¢6ziiliir)

Deneyin Yapilist:

Numune ve kor tiliplerine fosfat tamponu, CDNB, numune eklenip iyice
karistirtldi. 340 nm de kore karst sifir ayari yapildiktan sonra numunedeki
absorbans degisimi 1 dakika takip edildi. Daha sonra kiivete rediikte glutatyon
(GSH) eklendi ve absorbans degisimi 3 dakika boyunca takip edildi. Lineer
bolgeden AA/dak degeri bulunarak aktivite hesaplandi. GST aktivitesi DNPG’un ¢
katsayisindan yararlanilarak hesaplandi (e: 10 mM™. cm™). Sonuglar spesifik

aktivite (IU/mg protein) olarak verildi.
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3.3.6. Diger Biyokimyasal Parametrelerin Ol¢iimii
Rat serumlarinda BUN(Kan iire nitrojeni), kreatinin diizeyleri Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Acil Laboratuvari’nda Roche Cobas Integra

800 cihazinda spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.4. Dokularin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Bobrek dokulart %10°luk formalinde tespit edildikten sonra ince dilimler
halinde kesilip parafin bloklara gomiildii. Her bir parafin bloktan seri kesitler
yapilip hematoksilen ve eozin ile boyandi. Histopatolojik degisiklikler mikroskop
altinda incelendi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS for Windows 15.0 paket
programinda yapildi. Degerlendirmelerde gruplar arasi karsilagtirmalar igin
Kruskall-Wallis Tek Yonlii Varyans Analizi, gruplarin ikili karsilasgtirmalart i¢in
de Mann-Whitney U testi uygulandi.

Istatistiksel degerlendirmelerde anlamlilik smir1 p<0.05 olarak kabul

edilmistir.
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4.BULGULAR

4.1. Ratlarin Rektal Yolla Ol¢iilen Viicut Sicakhiklar

Ratlarm viicut sicakliklar rektal yolla dl¢iilmiistiir. Olgiim biitiin ratlarda

anestezi uygulandiktan hemen sonra yapilmistir.

Tablo 5. Ratlarin rektal yolla dlgiilen viicut sicakliklar

GRUP Viicut Sicakliklart = Standart sapma
Kontrol 33,0+ 0,6 °C
Sepsis 352+0,2 °C
Sepsis+D vitamini 35,1+£0,4 °C
D vitamini 32,2+0,2 °C
ISTATISTIKSEL ANALIZ

1-2 P<0,05

1-3 P<0,05

1-4 p>0,05

2-3 p>0,05

2.4 P<0,05

3-4 P<0,05
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Ratlarin gruplara gore viicut sicakliklari
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kontrol sepsis sepsi+d vit d vit

Grafik 2. Ratlarin tiim gruplarda rektal yolla 6lgiilen ortalama viicut sicakliklar

4.2. Bobrek Fonksiyonunu Gosteren Testler
Deney sonrasi rat serumlart bobrek fonksiyon testleri parametrelerine ait

ortalama + standart sapma degerleri Tablo 6’de goriilmektedir.
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Tablo 6. Serum Bobrek Fonksiyon Testleri Sonuglari

Grup BUN(mg/dl) Kreatinin(mg/dl)

1.Kontrol 59,2+7,4 0,42+0,08
2.Sepsis 85,06+18,1 0,46+0,05

3.Sepsis+ d vitamini 191,1£75,9 1,3+0,7
4.D vitamini 56,2+15,1 0,43+0,08

ISTATISTIKSEL ANALIZ

1-2 P<0,05 P>0,05

1-3 P<0,05 P<0,05

1-4 P>0,05 P>0,05

2-3 P>0,05 P<0,05

2-4 P<0,05 P>0,05

3-4 P<0,05 P<0,05

4.3. Rat Bobrek Dokularinda Enzim Aktiviteleri
Deney sonrast rat bobrek dokularinda enzim aktivitelerine ait
ortalamazstandart sapma degerleri Tablo 7°de goriilmektedir. Enzim aktiviteleri

grafiklerde ortalama + standart hata seklinde goriilmektedir (Grafik 3-6).
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Tablo 7. Bobrek Dokusunda Antioksidan Enzim Aktivite Sonuclar1

Grup SOD KATALAZ | GST GPX
(U/mg protein) (IU/mg (IU/mg (IU/mg
protein) protein) protein)
1.Kontrol 132+19,1 17350+£3520 | 11,6+1,3 9,3+£2,7
2.Sepsis 127+13,8 13407+1449 | 9,7+1 7,8+0,47
3.Sepsis+ d | 133%15,5 11313+1541 | 8,7+0,8 9,1£1,5
vitamini
4.D vitamini | 134+7 1353941282 | 1241,2 9,6£1,5
ISTATISTIKSEL ANALIZ
1-2 | P>0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
1-3 | P>0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
1-4 | P>0,05 P<0,05 P>0,05 P>0,05
2-3 | P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
2-4 | P>0,05 P>0,05 P<0,05 P>0,05
3-4 | P>0,05 P<0,05 P<0,05 P>0,05
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4.3.1. Rat Bobrek Dokularinin SOD Aktiviteleri

Rat Bobrek dokusuna ait SOD aktivitesi
(U/mg protein)
150
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Grafik 3. Tiim gruplarda rat bobrek dokularina ait SOD aktiviteleri

4.3.2. Rat Bobrek Dokularinin CAT Aktiviteleri

Rat Bobrek dokusuna ait Katalaz aktivitesi
(IU/mg protein)
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Grafik 4. Tiim gruplarda rat bobrek dokularina ait CAT aktiviteleri
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4.3.3. Rat Bobrek Dokularinin GST Aktiviteleri

Rat Bobrek dokusuna ait GST aktivitesi
(IU/mg protein)
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Grafik 5. Tiim gruplarda rat bobrek dokularina ait GST aktiviteleri

4.3.4. Rat Bobrek Dokularinin GSH-PX Aktiviteleri

Rat Bobrek dokusuna ait GPX aktivitesi
(IU/mg protein)
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Grafik 6. Tiim gruplarda rat bobrek dokularina ait GSH-PX aktiviteleri
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Resim 2.Vitamin D grubu: Kontrol grubu ile esdeger normal bdbrek

dokusu
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Kiiciik biiyliltmede glomeriil ve tiibiil

grubu:

Sepsis

Resim 3.

dejenerasyonlari

Resim 4. Sepsis grubu: Bowman kapsiiliinde dilatasyon, glomeriillerde

bliziilme ve hiicre kaybi.
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Resim 6. Sepsis+ Vitamin D grubu. Yaygin inflamasyon yok. Az sayida
bowman kapsiiliinde genisleme

Calismamizda SOD ve GSH-Px aktiviteleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda ve gruplar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda aralarinda

anlamli fark olmadig1 goriildii (Tablo 7).
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Calismada dikkat c¢eken bulgu CAT aktivitelerinin sepsis ve
sepsistvitamin D gruplarinda baskilanmis olmasidir(p<0,05). Bu baskilanmanin
Ozellikle sepsis+vitamin D grubunda en yiiksek oldugu goriilmektedir (p<0,05)
(Tablo 7).

Yine sepsistvitamin D grubunda GST aktivitesinin kontrol grubuna gore
anlamli baskilandigi bulunmustur(p<0,05). GST aktivitesinde 6zellikle sepsis ve
sepsis+ d vitamini grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiklarinda anlaml
farkin oldugu goriilmiistiir. En ¢ok baskilanma sepsist+ d vitamini grubundadir
(Tablo 7).

Calismamizda bdbrek fonksiyon testlerinden kreatininin  6zellikle
sepsistvitamin D gruplarinda anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). BUN diizeyinin, sepsis ve sepsis+vitamin D grubunda diger gruplarla
karsilagtirildiginda anlamli olarak yiiksek oldugunu tespit edilmistir (p<0,05). Ve
en ¢ok yiikseklik sepsis+ d vitamini grubundadir(Tablo 6).

Caligmamizin histopatolojik sonuglar1 degerlendirildiginde kontrol ve
vitamin D gruplarinda; tiim deneklerde bobrek parankimi normal histolojik
goriiniim sergilemekteydi (Resim 1-2).

Sepsis grubunda; kiigiik biiyililtmelerde glomeriil ve tiibiil
dejenerasyonlart belirgindi (Resim 3,4,5). Yine sepsis grubunda subkapsiiler ve
juxtameduller glomeriillerde yaygin olarak Bowman kapsiiliinde dilatasyon
glomeriilde biiziilme hiicresel debrisler, parankimde yaygin infalamasyon dikkati

cekmekteydi.
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Sepsis+vitamin D grubunda; Bulgular kontrol ve yalin vitamin D grubuna
benzer ozellikler gostermekteydi(Resim 6). Ancak sepsis grubuna gore ¢cok daha
az olmak iizere sayida malphigi cisimciginde Bowman kapsiiliinde dilatasyon

gozlenmekteydi ve bu grupta yaygin inflamasyon yoktu.
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5. TARTISMA

Sepsis yillardir tedavisi zor ve mortalitesi yiiksek hastaliklardan biridir.
Acil ve erken tan1 ve tedavinin ¢ok onemli oldugu sepsiste hala mortalite oranlar
%30-40 civarlarindadir. Klinik tablo SIRS’la baglayarak sepsis, agir sepsis, septik
sok ve ¢oklu organ yetmezligine varan siirekli ve siddetli bir siirectir.

Standart sepsis tedavisi, antibiyotik kullanimi, diyaliz, mekanik
ventilasyon, vazoaktif ilaglar ve inotropik ajanlarin kullanimi gibi ¢ok yonlii bir
yaklagimi igerir. Ancak bu tedaviler glinlimiizde mortaliteyi azaltmada sinirh ve
yetersiz kalmaktadir. Bu amagla farkli tedavi spektrumlar1 gelistirilmeye

calisilmakta 6zellikle antioksidan ve antiinflamatuvar tedaviler denenmektedir.

Ozellikle sepsisli hastalarda vitamin d eksikligi varsa mortalitede artis
gosterilmistir(86) hatta yaz aylarinda sepsis mortalitesinin kis aylarina oranla %13
azaldig1 gozlenmistir(87, 88). Bu ¢aligmalar d vitaminin sepsisteki onemine dikkat
cekmistir(32).

Bizim ¢alismamizda ratlara, intraperitoneal bolus E.coli lipopolisakkariti
enjeksiyonuyla sepsis olusturuldu. Ratlarda sepsis olusumu viicut sicaklik artist ,
takipne ve tasikardi ile gdzlendi.

Sepsiste gelisen akut bobrek yetersizligi meydana gelen renal hasara gore
mortaliteyi %20’den %350’lere ¢ikarabilmektedir ve bu sebeple ¢alismamizda

ratlarin bobrek dokusu incelenmeye alinmistir(89).
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Wang ve arkadaglar1 farelerde CLP ile olusturduklar1 sepsis modelinde,
bobreklerde peritiibiiler kapiller mikrogevrede olusan oksidatif stresin hasara yol
acarak dolasimi bozdugu ve akut bobrek hasarina yol agtigini gostermislerdir.(90)

Sepsite gelisen reaktif oksijen radikalleri hiicresel hasardan asil sorumlu
mekanizmadir. Serbest radikaller sitokin liretimini de etkileyerek sagkalima etkide
bulunurlar. Sepsis siirecindeki immiinolojik mekanizma karisik oldugundan
antimikrobik tedavinin yanisira antioksidan ajanlarin kullanimiyla ilgili caligmalar
stirmektedir.

Sepsisle ilgili 1995 yilinda Warner ve arkadaglar1 antioksidan enzim olan
SOD ve CAT diizeylerinde artis bulmuslar ve bu artis1 meydana gelen doku
hasarindan sorumlu tutmuslardir(91).

Sebair ve ark. LPS ile endotoksemi yaptiklar1 ratlarda bobrek iizerine
resveratrolun etkisinin arastirdiklar1 caligmada, endotoksemi gelisen ratlarda
SOD, CAT, GPX enziminde diisiikliik saptamiglardir(92).

Neeraj ve ark. LPS ile sepsis yaptigi WT farelerde SOD, CAT, GPX
aktivitesinin t¢ilinde de diisiis tespit etmislerdir.(93)

Ancak yapilan bazi calismalarda SOD ve CAT enzimleri arasinda bir
imbalans oldugu ve bu imbalansin yol actig1 hidrojen peroksit birikiminin sepsisin
fizyopatolojisinden sorumlu oldugu iddia edilmistir(19).

Cristiane ve ark. ratlara ¢ekal ligasyonuyla yaptiklar1 sepsiste ilk olarak
SOD/CAT imbalansindan bahsetmigler, SOD ne kadar yiiksekse prognozun o
kadar kotii oldugunu ve bu anlamda sepsiste antioksidan tedavinin Onemli

olabilecegini vurgulamislardir(94).
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Andrades ve ark. sepsis yaptiklar1 ratlarda SOD/CAT artisini tespit
etmigler ve bu oran ne kadar yliksekse sepsisin o kadar letal oldugunu
gostermislerdir(95). Yine Andrades’in benzer bir ¢alismasinda CLP ile sepsis
yapilan ratlarin akciger ve bobrek dokusunda SOD/CAT imbalansi tespit etmisler,
antioksidan tedaviyle SOD ve CAT 1n bazal seviyeye tekrar geldigini bulmuslar.
Ayn1 zamanda GPX aktivitesinde sepsise ragmen herhangi bir degisiklik
olmadigini gézlemlemisler(17).

Bizim caligmamizda sepsis yapilan ratlarin ve kontrol grubunun bobrek
dokular1 karsilastirildiginda SOD ve GPX arasinda fark yokken, katalaz enzimin
sepsis grubunda belirgin baskilandigimi gordiik(p<0,05). SOD ve GPX enziminde
anlamli fark olmasa da ortalamalara bakildiginda SOD ve GPX enzimlerinin
kontrol grubuna gore sepsiste diismiis oldugunu gordiikk. SOD/CAT imbalansinin
bizim septik ratlarimizda olustugunu diisiinmekteyiz. Katalaz enzimindeki
diistikliiglin ise ortamdaki asir1 siiperoksit anyonu ve hidrojen peroksitin katalaz
enzimini inaktive etmesiyle oldugunu diisiinmekteyiz. Bobrek fonksiyon testleri
(BUN, kreatinin) ise bu imbalans1 destekleyecek sekilde sepsis grubunda kontrol
grubuna gore anlamli daha yiiksek tespit edilmistir.

Sepsiste diisen antioksidan enzim aktiviteleri ve gelisen imbalans
nedeniyle antioksidan tedaviyle ilgili yapilan ¢ok ¢alisma vardir.

Andrades ve ark. sepsis yapilan ratlarda antioksidan tedavinin(N asetil
sistein ve deferoksamin) akciger ve bobrek dokusundaki etkilerini incelemisler ve

antioksidan tedavinin 6zellikle akcigerde etkili oldugunu bulmuslar(17).
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Cadirct ve ark. sepsis yapilsmis ratlarin bobrek ve akciger dokusunda
sildenafilin antioksidan etkisini incelemislerdir(96).

Senoglu ve ark. ¢ekal ligasyonla sepsis yapilmis ratlarda N-asetil sistein ve
beta glukanin karaciger dokusu iizerine olan antioksidan etkisini aragtirmislar ve
profilaktik kullanim1 6nermislerdir(97).

Rojas ve ark. endotoksemi yaptiklari kobaylarin kalp dokusunda vitamin c
ve vitamin e nin antioksidan enzimler {izerine olan etkilerini incelemislerdir(98).

Biz ¢alismamizda vitamin d’nin sepsis sayesinde bobrekte olusan oksidatif
stresi, antioksidan sistemi kullanarak ne sekilde etkiledigini arastirdik.

Bu calismayla vitamin d nin daha Once bircok hastalikta gosterilen
antioksidan etkisinin sepsisle iligkisi gosterilmistir. Yapilan literatiir taramasinda
vitamin d nin sepsiste antioksidan etkileriyle ilgili yapilan herhangi bir calismaya
rastlanmamuistir.

Noyan ve ark. diabetik ratlara 30 giin boyunca 1/mg/kg/giin
25(OH)Vitamin D3 vererek SOD, CAT, GPX gibi antioksidan enzimlere
etkilerini incelemisler ancak diabet ve diabetle birlikte d vitamini verdikleri grupta
enzimler agisindan anlamli bir farklilik bulamamuislardir(4).

Khaled ve ark. ise alloxanla diabet yaptiklar1 ratlara aktif d vitamini
uygulayarak antioksidan enzimlerde artig tespit ettiklerini ve diabet tedavisinde
giindeme gelmesi gerektigini bildirmislerdir(74).

Wang ve ark. isoproterenol ile kalp dokusunda yaptiklari hasar sonrasi
kalsitriol uygulamasinin SOD ve CAT enzimlerde diigmeye neden oldugunu

gbzlemlemislerdir(99).
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Wiseman ve ark. vitamin d’nin hiicre membraninin stabilitesini arttirarak
antioksidan etkisini gosterdigine deyinmislerdir(100).

Koren ve ark. meme kanserli MCF-7 kiiltiir hiicrelerinde yaptiklari
calismada, vitamin D nin hiicre ici GSSG/GSH oranini arttirdigini, GST ve GSH-
Px 1 degistirmedigini ve dolayisiyla ortamdaki hidrojen peroksit miktarini
arttirarak prooksidan olabilecegini vurgulamislardir(78). Ozellikle vitamin D’nin
hiicre i¢indeki GSSG ve GSH seviyelerini degistirmesine ragmen glutatyon
bagimli enzim aktivitelerini etkilememesi SOD baskilanmas1 ve artmis H,O,
seviyeleriyle iligkilendirilmistir. Bunun yani sira ortamda artmis siiperoksit
anyonlarmin 6zellikle NO ile reaksiyona girerek yiiksek toksik peroksinitrit
molekiiliine donmesi veya ortamda artmis bulunan H,O, konsantrasyonunun
fenton tipi reaksiyonlarla oksidatif hasara katki sagladigi ileri siiriilmiistiir(101).

Ozellikle ortamda bulunan GSSG/GSH oraninin artmas hiicre i¢i redoks
potansiyelini degistirebilir. Ozellikle vitamin D’nin hiicre i¢i redoks potansiyelini
degistirmesi bu molekiiliin biyolojik etkileri a¢isindan 6nemlidir(102). Koren ve
ark. MCF-7 kiiltiir hiicrelerinde yaptiklar1 bu ¢alisma D vitaminin GSSG / GSH
oranlar1 ve hiicre i¢i redoks potansiyelerini degistirmesi ve pro-oksidan roliiniin
oldugunun aciklanmasi bizim radikal enzimleri , bobrek fonksiyon testleri ve
histopatoloji ~ sonuglarimizi  desteklemektedir. = Calismamizda  6zellikle
sepsistvitamin D grubunda devam eden histopatolojik sonuglar ve bdbrek
fonksiyon testlerinin yiiksekligi vitamin D’nin sepsisteki koruyucu etkisisnin

siirli oldugu diisiincesini akla getirmektedir.
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Calismamizda antioksidan enzimler bakimindan anlamli olan bulgu CAT
aktivitesinin sepsis grubunda ve Ozellikle sepsistvitamin D grubunda
baskilanmasi ve sepsist+ vitamin D grubunda CAT baskilanmasina eslik eden
GST enzim aktivitesinde ortay ¢ikan baskilanmadir.

Ilka ve ark. yaptig1 bir ¢alismada ise 1,25 (OH) Vitamin D metaboliti olan
24,25 (OH) Vitamin D nin intestinal hiicrelerde katalaz enzimine baglandig, ve
inaktive ettigi, ortamdaki hidrojen peroksit miktarin1 arttirdigini tespit
etmislerdir(77).

Bu bulgularin  6zellikle bahsi gegen gruplarda artmis bobrek fonksiyon
testleriyle desteklenmesi ¢alismamiz agisindan anlamli bir sonugtur.

Calismamizda elde ettigimiz radikal metabolizmasi enzimleri sonuglari ,
bobrek fonksiyon testleri enzimleri sonuclart ve histopatoloji sonuglar1 birbiriyle
uyumluluk gostermektedir. Calismamiz agisindan  histopatolojik sonuglar ve
bobrek fonsiyon testlerine eslik eden esas bulgu sepsis ve sepsist+D vitamini ve
yalin D vitamini gruplarinda CAT aktivitelerinde kontrole gore anlamli bir
baskilanmanin ortaya ¢ikmasidir. Ozellikle CAT aktivitelerinin sepsis+vitamin D
gruplarinda diger gruplara gore istatistiksel olarak en ciddi anlamda baskilanmis
olmas literatiire yeni bir bilgi olarak girecektir.

Caligmamizda sepsistvitamin D grubunda CAT enzim aktivite
baskilanmasina eslik eden GST aktivitesinin baskilanmasi da vitamin D’nin
Koren ve ark. ¢alismalarinda bahsettigi gibi redoks potansiyelini degistirdigi

diisiincesini akla getirmektedir.
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Calismamizdaki en Onemli bulgu CAT enzim aktivitesinin sepsis,
sepsis+vitamin D ve sadece D vitamini gruplarinda ciddi anlamda baskilanmig
olmasidir. Bu bulgu 6zellikle H,O, metabolizmasi agisindan 6nem tasimaktadir.
Calismamizda oOzellikle SOD aktivitesinde herhangi bir degisim olmamasi
ortamda artmis hidrojen peroksitten ziyade, artmis oksijen bazli radikallerin
H,0,’yi kullanan enzimlerden ozellikle katalazin baskilanmasina yol actigini
diistindiirmektedir. Bu sonuglar, vitamin D’nin 6zellikle CAT enzimi iizerinden
pro-oksidan etkiye yol actigi veya koruyucu etkisi olamadigi fikrini akla
getirmektedir. Sepsistvitamin D grubunda ortaya ¢ikan hiicresel hasar vitamin
D’nin proksidan etkisi 6zelikle CAT’in veya GST’nin baskilanmasiyla iligkili

olabilir.

Calismamizda ozellikle sepsis ve sepsist+vitamin D grubunda ortaya ¢ikan
ve histopatolojiyle desteklenen sonuglara bakildiginda vitamin D’nin sepsis
olgularinda koruyuculugunun yeterli olmadigi goriislerini  desteklemektedir.
Ozellikle kontrol grubuna gore diger gruplarda CAT aktivitesinin baskilanmis
olmasi hiicre i¢inde H,O, detoksifiye edilmesini engellemis olabilir. Artmis H,O,
ise Fenton veya Haber-Weiss reaksiyonlar1 ile hidroksil radikaline doniismiis
olabilir(101). Sepsis+vitamin D grubunda histopatolojik olarak halen bowman
kapstiliinde genisleme ve bazi inflamasyon alanlarinin da gézlenmesi bu grupta
toksik etkinin devam ettigini gostermektedir.

Bu bulgularimiz Koren ve ark. ¢calismalarinda bahsettikleri H,O, artis1 ve

bu artisa bagli vitamin D toksisitesini ortaya ¢ikaran hipotezle uyum halindedir.
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Buna karsilik D vitamini grubunda baskilanmig CAT aktivitesine ragmen
bu grupta histopatolojik olarak tiim elemanlarin normal histolojik yapida olmasi
enzimler icerisinde Ozellikle GST’ nin sepsis ve sepsis+vitamin D grubunda
Onemine atif yapmaktadir. Sonuglarimiz  histopatoloji ve bobrek fonksiyon
testleriyle beraber degerlendirildiginde sepsiste vitamin D’nin koruyucu etkisinin
aragtirtlmas1 bakimindan GST’nin anlam tagidig: fikrini akla getirmektedir. Bu
bulgu vitamin D’nin GSSG/GSH seviyelerini artirmasiyla iliskilendirilebilir.
Ortamdaki rediikte / okside glutatyon seviyelerindeki degisim GSH-Px den ziyade
GST ile ilgili gibi gériinmektedir. Ozellikle bu durum glutatyon bagimli veya -SH
bagimli enzimler bakimindan da 6nemli olabilir. Sepsis, D vitamini agisindan bu
iliskinin daha detayli arastirilmasi gerekmektedir.

Caligmamiz glutatyonu substrat olarak kullanan GST ve GSH-Px; H,O,
iiretimine yol agan SOD; H,0,’yi substrat olarak kullanan CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin birlikte degerlendirildigi ve ¢aligmanin bobrek fonksiyon testleri ve
histopatolojik sonuclarla desteklendigi ilk ¢aligma olma ozelligine sahiptir. Bu
alanda daha detayli yapilacak olan c¢aligmalarin konuyu aydinlatmada faydali

olacagini diisiliniiyoruz.
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6. SONUC

Calismamiz; sepsiste D vitamini kullanilmasinin renal hiicreleri toksik
etkiden koruyucu bir etkisinin olmadigini, buna karsilik ozellikle sepsis
durumunda kullanildiginda H,O, ve GSH metabolizmasini kullanan anti oksidan
enzimler lizerine  baskilayici etkisinin oldugunu gostermektedir. Konunun
ozellikle glutatyon ve glutatyon kullanan enzimler acisindan daha detayl

degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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8. OZET

LIPOPOLISAKKARIT ILE SEPSIS OLUSTURULAN RATLARIN
BOBREK DOKULARINDA SERBEST RADIKAL
METABOLIZMASININ INCELENMESI; VITAMIN D’NIN ETKIiSi

Coklu organ yetmezligine neden olan sepsis, yogun bakimlarda
mortalitenin ve morbiditenin en sik nedenidir. Sepsiste LPS’nin neden oldugu
asir1 immiin cevap hipovolemi, sok ve ¢coklu organ yetmezligine neden olur. Asirt
immiin yanit oksidatif stres olusturarak organ yetmezligine neden olmaktadir. Son
yillarda vitamin D’nin immiin regulatuar ve antioksidan etkileriyle ilgili yapilan
arastirmalarda vitamin D’nin koruyucu roliiniin oldugu gosterilmistir. Biz de
calismamizda sepsiste serbest radikal metabolizmasin1 incelemeyi ve bu
metabolizma iizerine vitamin D’nin etkisini aragtirmay1 amacladik.

Calismada agirliklar1 yaklasik 250-350 gr olan 24 adet disi wistar albino
rat kullanildi. Ratlar kontrol grubu, sepsis grubu, vitamin D grubu, sepsis +
vitamin D grubu olmak iizere 4 gruba boliindii. Sepsis 16 mg/kg dozunda LPS
E.coli (O111.b4) intraperitoneal yolla uygulanarak olusturuldu. D vitamini 3 giin
boyunca 2 mg/kg 25(OH)Vitamin D3 (ayg¢icek yaginda ¢oziilerek) gavaj yolula
verildi. Ratlarin viicut sicakliklar1 rektal yoldan 6lciildii. Rat bobrek dokularinda
serbest radikal enzimleri kinetik olarak, bdbrek fonksiyonlarini gosteren
belirtecler Roche Cobas Integra 800 cihazinda 6l¢iildii. Dokularin histopatolojik
incelemesi yapildi.

SOD ve GSH-Px aktivitelerinde gruplar arasinda fark goriilmedi. CAT

aktivitelerinde en fazla sepsistvitamin D grubunda olmak {iizere tiim gruplarda
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kontrol grubuna gore baskilanma goriildii. GST aktivitelerinin sepsis ve
sepsistvitamin D gruplarinda baskilandigi goriildi. BUN ve kreatinin
diizeylerinde sepsis ve sepsistvitamin D gruplarinda artis oldugu goézlendi.
Kontrol ve vitamin D gruplar1t normal histolojik yap1 gosterirken, sepsis ve
sepsis+vitamin D gruplarinda bowman kapsiiliinde genisleme ve inflamasyon
goriildii.

Sonug olarak sepsiste D vitamini kullanilmasinin renal hiicreleri toksik
etkiden koruyucu bir etkisinin olmadigini, buna karsilik oOzellikle sepsis
durumunda kullanildiginda H,O, ve GSH metabolizmasini kullanan anti oksidan
enzimler lizerine baskilayict etkisinin oldugunu gordiikk. Konunun o&zellikle
glutatyon ve glutatyon kullanan enzimler acisindan daha detayli degerlendirilmesi

gerektigini diistinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: renal toksisite , sepsis , D vitamini , antioksidan enzimler
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9. SUMMARY
INVESTIGATION OF FREE RADICAL METABOLISM IN SEPTIC RAT’S
RENAL TISSUES TREATED WITH LIPOPOLYSACCHARIDE ; EFFECT OF

VITAMIN D

Sepsis, a multiple organ dysfunction syndrome, is a common cause of
morbidity and mortality in the intensive care unit. LPS-induced excessive immune
response is associated with hypovolemia, shock and multi-organ damage in sepsis.
Excessive immune response causes multi-organ damage by increasing oxidative
stress. In last years, studies on the immune regulatory and antioxidant effects of
vitamin D demonstrated its protective role. In this study, we aimed to investigate
the effects of VitaminD on free radical metabolism in LPS injected rats.

24 female wistar albino rats (weigt 250-350 g.) were divided into 4 groups
randomely. 1) Control , 2) Sepsis, 3) Sepsis+vitamin D, 4) Vitamin D. Sepsis was
induced with single intraperitoneal injection of LPS E.coli (O111-b4) 16 mg/kg.
Vitamin D was given 2 mg/kg 25(OH) single dose via gavage (in sunflower oil)
for 3 days. Rectal body temperature was measured in rats. Renal function tests
(BUN, creatinine) were analysed in serum by Integra 800. Tissue catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroksidase (GSH-Px) and glutathione-
S-transferase (GST) levels were analysed kinetically. Additionally rat renal tissues
were analysed histopathologically.

SOD and GSH-Px activities were not significantly different between the
groups. CAT activities were depressed in all groups compared with control group,

this inhibition was mainly watched in the sepsis+vitamin D group. GST activities
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were depressed in sepsis ve sepsis+vitamin D group. BUN and creatinine levels
were elevated in sepsis and sepsis+vitamin D group. While control and vitamin D
groups showed normal histological structure, inflammation, expansion in bowman
capsule and degeneration in sepsis and sespsis+vitamin D groups.

In conclusion, we found that vitamin D treatment in sepsis has no
protective role against renal toxicity effects on liver. However treatment vitamin
D in sepsis have inhibitory effect on antioxidant enzymes which use H>O, and
GSH metabolism. We think that more detailed assessment of this subject is

necessary in terms of glutathione and enzymes using glutathione.

Key words: renal toxicity , sepsis , vitamin D , antioxidant enzymes
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