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1. GIRIS

Sepsis, kanitlanmis ya da sliphe edilen enfeksiyon varliginda tiim
sistemleri etkileyen genel durum bozuklugu tablosudur. Enfeksiyon etkenine karsi
olusan abartilt immiinolojik yanit, tim organ ve sistemlere zarar verebilmektedir.

Hem insanlardaki beklenen 0miir siiresinin artmasina paralel yash niifusun
artmasi, hem de tiptaki ilerlemelere bagl olarak gelisen invaziv girisimlerin ve
immiinstipresif tedavilerin cogalmasi, sepsis insidansini artirmistir . Her giin 1400
kisinin sepsis nedeniyle hayatim1 kaybettigi goz Onlinde bulundurulursa, sepsis
tablosunun tedavisinin 6nemi daha iyi anlasilabilir (1, 2).

Sepsisin tedavisinde, sadece enfeksiyon ajanina karst bir miicadele
yiiriitilmemekte, ayn1 zamanda enfeksiyona kars1 gelisen asir1 immiinolojik yanit
ve bu yanita bagli gelisen organ hasarlarinin 6énlenmesi de hedeflenmektedir. Bu
nedenle uygun antibiyotiklerin yanisira immiin modiilatuarlarin kullanilmas: da
giincel yaklagimlar icindedir (2)

Sepsiste enfeksiyon ajanlar1 ile uyarim sonucu proinflamatuvar
sitokinlerden interlokin-1-beta (IL-1-B), tomor nekrozis faktor alfa (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6),  salinimi artmaktadir (3, 4). Saliman proinflamatuvar
mediyatorler serbest radikal olusumunu tetiklemekte, olusan serbest radikaller de
oksidatif strese neden olmaktadir. Endotoksik sok tablosunun oksidatif stresle
beraber seyretmesi de sepsis tablosunu agirlagtirmaktadir.

D vitamininin, Ozellikle kemik ve kalsiyum metabolizmas1 {izerinde

diizenleyici etkisi olmakla birlikte immiin sistem iizerinde de immiinsiipresif bir



rol oynadig diisiiniilmektedir (5). Ayrica antioksidan enzimleri artirarak oksidatif
stresi azalttig1 da kaydedilmistir (6).

Calismamizda, deneysel sepsis olusturulmus ratlarin kalp dokularinda
serbest radikal metabolizmasini ve bu metabolizma iizerine D Vitamininin etkisini
arastirmay1 amacladik.

Calismamizin, sepsiste kalp dokusundaki antioksidan enzim aktiviteleri ve
lipid peroksidasyonu iizerinde D vitamininin etkisini inceleyen ilk ¢aligma

oldugunu diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sepsis

Yunanca ¢iirime ve ayrigma anlamma gelen "onyn" (sepo) kokiinden
tiiretilen Sepsis kelimesini, milattan 6nce 5. yiizyillda yasamis olan Hipokrat,
Corpus Hippocraticum adli kitabinda “hastalik yapan tehlikeli et clirlimesi”
seklinde tarif etmis ve bu olayin, kolondan kaynaklanan otointoksikasyona bagl
oldugunu yazmistir (7-9). MO 4. Yiizyillda yasamis olan Aristo ise Sepsisin
kaynaginin batakliklarda yasayan gozle goriilmeyen canlilar oldugunu iddia
etmistir (9).

Ibn-i Sina, 1020 yilinda yazdigi El Kanun fi’t Tib adli kitabinda, bulasici
hastaliklarin gozle goriilmeyen canlilar tarafindan meydana getirildigi yazmistir
(10).

1546 yilina gelindiginde ise Italyan bilim adami Hieronymus Fracastorius
enfeksiyonlarmn, kiigiik partikiillerle ya da sporlarla tasinip epidemik hastaliklara
sebep olabilecegini savunan “Germ Teorisi’ni 6ne siirmiis ve bu teori 17. yiizyilda
Hollandali Anton van Leeuwenhoek ve Ingiliz Robert Hooke tarafindan bulunan
mikroskop sayesinde desteklenmis ve gelistirilmistir (7, 11).

1841 yilinda ise Alman asilli Macar hekim Ignaz Philipp Semmelweiss,
otopsi incelemesi yaptiktan sonra ellerini yikamadan dogum yaptiran hekim ve tip
ogrencilerinin, kadavranin oliimiine sebep olan zehiri, dogum yapan kadina
tasidiklarin1 ve bu kadimnlarda puerperal sepsise sebep olduklarini belirtmistir (9).

Semmelweiss, saglik¢ilarin hastaya dokunmadan once ve islem sonrasinda el


https://tr.wikipedia.org/wiki/Anton_van_Leeuwenhoek
https://tr.wikipedia.org/wiki/Robert_Hooke

yikama uygulamasi yapmasi ile dogum sonrast mortaliteyi %16’dan %2’ye
diistirmiis ve “Annelerin kurtaricisit” lakabiyla anilmaya baslanmstir (9).

1822-1895 yillar1 arasinda yasamis olan Fransiz mikrobiyolog ve kimyager
Louis Pasteur cliriimenin yagayan mikroorganizmalara mutlak bir bi¢imde ihtiyag
duydugunu kanitlamis ve kendiliginden olusum hipotezini ¢liritmiistiir (9).

Pasteur’un calismalarindan etkilenen Ingiliz cerrah Joseph Lister (1827-
1912) ameliyat sonrast olusan sepsis tablosundan acik yarayla temas eden cerrahi
aletlerin tagidig1 enfeksiy6z ajanlarin sorumlu oldugunu diisiinmiis ve agik yarayla
temas eden her seyin karbonik asit ile sterilize edilmesi gerektigini savunmustur.
Sterilizasyon yontemi ile hem postop sepsis, hem de sepsise bagli mortalite
oranlarinda belirgin azalma gorilmistiir (12).

1843-1910 yillar1 arasinda yasamis olan Alman hekim Robert Koch,
enfeksiydz hastaliklarin etkenlerine yonelik incelemelerde bulunmus ve bir
organizmanin, bir hastaligin etkeni olmasi i¢in asagidaki kriterleri tagimasi
gerektigini belirtmistir (13):

1) Hasta konaktan, hastalik sebebi izole edilebilmeli

2) Hastalik ajani, kiiltiirde tiretilebilmeli

3) Kiiltiirde {iretilen etken, saglikli konaga verildiginde ayni hastaligi
olusturabilmeli

4) Deneysel olarak hastalik bulastirilan konaktan ayni etken izole
edilebilmeli

1991 yilina kadar Sepsis ve Sepsisle iliskili durumlarin tanimlarinda

karigiklik  bulunmaktaydi. Amerikan Gogiis Hastaliklar1 Uzmanlart Dernegi



[American College of Chest Physicians (ACCP)] ve Yogun Bakim Dernekleri
[Society of Critical Care Medicine)] tarafindan diizenlenen uzlas1 konferansinda
mortalitesi yiiksek olan bu tablonun tanimlanmasinda séz birligi olmasi, organ
yetmezliklerinin erken taninmasi, erken tedaviye baslanip mortalitenin azaltilmasi
ve yapilan c¢alismalarin standardizasyonunun saglanmasi amaciyla sepsis ve
iliskili durumlar asagidaki sekilde tanimlanmistir (14).

Enfeksiyon: Patojen mikroorganizmalar tarafindan  indiiklenen
inflamatuvar cevap veya normalde steril olan dokularin mikrobiyal patojenler ile
invazyonu.

Bakteriyemi: Dolagimda canli bakteri varlig.

Sistemik Inflamatuvar Yamit Sendromu [Systemic Inflammatory
Response Syndrome SIRS)]: Su kriterlerden iki veya daha fazlasinin varligs;

Viicut 1s1s1: <36°C veya >38°C,

Tasikardi: >90 atim/dk,

Takipne: solunum sayis1 >20/dk veya PaCO,<32 mmHg,

Lokosit sayis1 >12000/mm3 veya <4000/mm3 ya da %10 immatiir bant
formu varlig1

Sepsis: Enfeksiyonun tetikledigi sistemik inflamatuvar yanit (Enfeksiyona
bagli SIRS)

Ciddi Sepsis: Organ disfonksiyonu, hipoperfiizyon veya hipotansiyonun

eslik ettigi sepsis



Septik Sok: Yeterli siv1 resiisitasyonuna yanit vermeyen, vazopressor ya
da inotroplara direncli, doku perfiizyon bozuklugunun eslik ettigi sepsis kaynakli
hipotansiyon

Sepsise Bagh Hipotansiyon: Sistolik arter basinci (SAB) < 90 mmHg
olmas1 ya da hipotansiyona yol agacak baska neden yokken SAB’ nin bazal
degerinden 40 mmHg’ dan fazla diislis gostermesi

Cogul Organ Yetersizligi Sendromu: Akut kritik hastada organ islev
bozuklugu ve homeostazin miidahale (mekanik ventilasyon, hemodiyaliz gibi)

olmadan saglanamamasi

Sekil 1. Sepsis, Enfeksiyon ve SIRS iliskisi

Sepsis konusunda artan arastirmalar ve gilincellenen bilgiler sebebiyle 2001
yilinda yapilan Uluslararasi Sepsis Tanimlamalar1 Toplantis1 yapilmis ve Sepsisin
tanim1 “kanitlanmis ya da siiphe edilen enfeksiyon (bir mikroorganizma

6



tarafindan olusturulan patolojik siire¢) varligi ile beraber asagidaki kriterlerden iki

veya daha fazlasinin bulunmasi” seklinde yapilmistir (15).

A. Genel degiskenler

- Ates >38,3°C

- Hipotermi < 36°C

- Kalp atim sayis1 > 90/dk ya da yasa gore normal degerlerinden standart
sapma > 2

- Takipne > 30/dk

- Mental durum degisikligi

- Belirgin 6dem veya pozitif sivi dengesi (24 saatte > 20mL/kg)

- Diyabet yoklugunda hiperglisemi (plazma glukoz > 7,7 mmol/L ya da

>110mg/dL)

B. inflamatuvar degiskenler

- Lokositoz (> 12000/mm3) ya da lokopeni (< 4000/mm3)

- Beyaz kiire sayis1 normal olsa da immatiir formlar1 > % 10

- Plazma C-reaktif protein diizeyi, normal degerlerden standart sapma > 2

- Plazma prokalsitonin diizeyi, normal degerlerden standart sapma > 2



C. Hemodinamik degiskenler

- Arteriyel hipotansiyon: Sistolik arter basinct (SAB) < 90 mmHg,
ortalama arter basinc1 (OAB) < 70 mmHg ya da SAB’ nin, diger hipotansiyon
nedenleri yok iken, hastanin normal degerlerine gore > 40 mmHg diismesi

- Mikst vendz oksijen satiirasyonu (SO,) > % 70

- Kardiyak indeks > 3,5 L/dk/m2

D. Organ disfonksiyon degiskenleri

- Arteriyel hipoksemi (PaO,/FIO, < 300)

- Akut oligiiri (saatlik idrar ¢ikist < 0.5 mL/kg veya en az iki saat 45
mL/saat)

- Kreatinin artis1 (> 0.5mg/dL)

- Koagiilasyon anormallikleri (INR >1,5 veya aPTT > 60 saniye)

- Tleus (bagirsak seslerinin yoklugu)

- Trombositopeni (trombosit sayis1 < 100.000/mm3)

- Hiperbilurubinemi (plazma total bilurubin > 4 mg/dL veya 70 mmol/L)

E. Doku perfiizyon degiskenleri
- Hiperlaktatemi (> 3 mmol/L)

- Kapiller dolmanin azalmas1 veya beneklenme



2.1.1. Epidemiyoloji

Sepsisli  hastalarda ¢ogunlukla malignite, KOAH, kronik bdbrek
yetmezligi, siroz ve diabet gibi bir eslik eden hastalik veya immiinsiipresyon,
steroid kullanimi, asplenizm, kemoterapi, nétropeni, yabanci cisim varligi, major
cerrahi operasyon gecirme ve obstriikksiyon gibi zemin hazirlayict bir faktor
bulunur. Bu nedenle sepsis bulgularindan bu hastalik ya da faktér de sorumlu
tutulabileceginden sepsis tanisi giiclilkle konulabilmektedir. Bu durum sepsis
insidansinin tam olarak saptanamamasina sebep olmaktadir (16).

Tan1 ve tedavi amacgh yapilan girisimsel teknikler sepsis icin zemin
hazirlamakta ve sepsis olgularinin ¢ogunun hastane ortaminda gelismesine sebep
olmaktadir (17, 18). Hastane kaynakli sepsislerde {iriner sonda ile iliskili
pyelonefrit, ventilatorle iliskili pndmoni, karin i¢i enfeksiyon (sekonder peritonit,
abse) ve yabanci cisim enfeksiyonlar1 en sik odaklardir (16).

Sepsis ve septik sokla ilgili verilere bakildiginda bu klinik tablolarin
onemli mortalite ve morbidite nedenleri arasinda oldugu anlasilacaktir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde 1979 yili sepsis insidans1 82,7/100000 iken 2000 yilina
kadar bu oran yillik %8,7°lik bir artisla 240,4/100000 olarak saptanmistir (1).
ABD’de agir sepsis insidansinin %0,3, yogun bakim gereksiniminin %51,1 ve
mortalitenin de %28,6 oldugu bulunmustur (2). Diinyada her giin 1400, yilda
yaklasik 500000 hastanin sepsis nedeniyle 6ldiigii tahmin edilmekte olup, sepsis
ABD’de 6liim nedenleri arasinda 10. sirada yer almaktadir (1, 2).

2002 yilinda yapilan ve 24 Avrupa iilkesinde 198 yogun bakim {initesini

kapsayan bir calismada sepsis insidans1 %37 olarak bulunmus, en sik enfeksiyon



odag1 olarak %68 akciger, %22 batin, %20 kan ve %14 iiriner sistem tespit

edilmistir.(19)

2.1.2. Etyoloji

Sepsis cesitli infeksiydz mikroorganizmalara bagli olarak gelisebildigi
gibi, agir travma ve pankreatit gibi noninfeksiyoz olaylarla da meydana gelebilir.
Olgularm yarisinda sorumlu etken gosterilememesine ragmen yapilan antibiyotik
tedavilerine cevap vermesi bunlarda da infeksiyéz bir etkenin oldugunu
diistindiirmektedir (20).

1960-1980 yillar1 arasinda gram negatif bakteriler olgularin cogunda etken
durumda iken 80’lerin sonuna dogru gram pozitif bakteriler baskin konuma
gelmigler, aynmi siirecte fungal sepsisler de 3 kat artis kaydetmislerdir (1, 20).
Sepsiste en sik goriilen mikroorganizmalar Escherichia coli (%22), Streptococcus
pneumoniae (%16) ve Staphylacoccus aureus (%12) olarak saptanmustir (20, 21).

Gram pozitif sepsiste etken siklikla S. awreus, koagiilaz negatif
stafilokoklar, enterokoklar ve streptokoklar iken, Gram negatif sepsiste etken
siklikla E. coli, Klebsiella pneumonia ve Pseudomonas aeruginosadir. Fungal
sepsislerde kandida tiirleri 6n plana ¢ikmakta ve goriilme orami ciddi sepsis ve

septik sok olgularinda %5’e varmaktadir.(21)
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2.1.3. Fizyopatoloji

Sepsis fizyopatolojisi, sepsis siirecini baslatan enfeksiyon odagina karsi
abartili hiicresel immiinolojik yanitla baslayan, sonrasinda organ ve sistemler
diizeyinde konaga zarar veren karmasik mekanizmalar biitiiniidiir. Hiiceler arasi
sinyal iletide rol oynayan mediyatorler ve sitokinler, sepsis olusum siirecinde
onemli rol oynamaktadir (22).

Patojenle iligkili molekiiler yapilar [Pathogen-Associated Molecular
Patterns (PAMPs)] seklinde adlandirilan bakteri {iriinleri viicudun dogal
immiinitesi tarafindan algilanma ve taninma 6zelligine sahiptir (23). Gram negatif
hiicre duvarinda yer alan Lipopolisakkaritler (LPS) en 6énemli PAMPs’lardan
biridir ve septik siirecin tetiklenmesinde kilit rol oynar (24).

Gram pozitif bakterilerde endotoksin bulunmamakta ancak hiicre
yiizeyindeki reseptorlere baglanma yeteneginde olan ve proinflamatuar 6zellik
gosteren peptidoglikan ve lipoteikoik asit igeren hiicre duvari yapisiyla immiin
sisteminin aktivasyonunu saglamaktadir (24). Bazi gram pozitif bakteriler
ekzotoksinleri sayesinde septik soka sebep olmaktadirlar. Tosik Sok Sendromu
Toksin-1 (TSST-1) adli ekzotoksini S. aureus salgilarken S. pyogenes ise
pirojenik ekzotoksini sayesinde toksik sok sendromuna sebep olmaktadir (25).

Septik soku baglatan olay bakterilerin lizisi sonucunda LPS veya toksik
hiicre duvar1 komponentlerinin organizmanin dolasim sistemine ge¢mesidir. Gram
negatif bakteri orijinli LPS ilk olarak 6zel plazma proteinleri (LPS-Binding
Proteinler) tarafindan baglanir ve bu kompleks monosit ve makrofaj yiizeyindeki

CD14 reseptorleri ve endotelyal hiicreler gibi diger bazi konak hiicrelerinin yiizey
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reseptorleriyle etkilesime girerler. Gram pozitif hiicre duvar1 bileseni
peptidoglikan ve lipoteikoik asitlerin baglangicta hangi proteinlerle etkilesime
gectigi tam olarak bilinmese de her iki olaydan sonra ayni sok mediatorlerinin
aciga c¢ikmasi LPS ile aym1 konak hiicrelerini aktive ettiklerini diistindiirmektedir
(26).

CD14 hem hiicre membraninda (mCD14) hem de dolasimda (sCD14)
bulunmaktadir ve dolasimda bulunan sCD14’ler hiicre yiizeyinde CD14 reseptorii
olmayan dendritik hiicreler, fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri gibi hiicrelerle
etkilesime girerek LPS ile uyarilmalarini saglamaktadir (27).

Basta antijen sunan hiicreler olmak iizere dogal immiin sistem igerisinde
yer alan hiicrelerin ylizeyinde bulunan, patern taniyan reseptdrler [pattern
recognition receptors (PRRs)] olarak adlandirilan reseptorler CD14’le tutulan
PAMPs’lar1 tanir. PRRs yapisal olarak farkli proteinler olup birkag reseptor
ailesini [Toll-like reseptdr (TLR)] meydana getirirler. TLR, sitokin ve diger
medyatorlerin sentez ve salimimina onciiliik eden sinyal yollarmi uyarir. TLR
uyarilmast NF kB’nin niikleer translokasyonuna yol agar ve bdylece sitokin
sentezi i¢in kopyalama baslamis olur (28, 29).

Antijenik yapt ve toksinler, immiin sisteminin komponenti olan
mononiikleer fagositleri ve endotel hiicreleri gibi gli¢lii mediatérlerin salinimini
gerceklestirebilecek hiicreleri uyarir. Monositlerden TNF-a , interlokin-1 (IL-1),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-8 (IL-8) ve Platelet Aktive Eden Faktdr (PAF)
salmir. IL-1 ve IL-6 T hiicrelerini aktive ederek interferon gama (IFN-y),

interlokin-2 (IL-2), interlokin-4 (IL-4), Graniilosit Monosit Koloni Stimiilan
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Faktorlerin (GM-CSF) salgilanmasim1 saglarlar. Mediyatorlerin  salinmasiyla
koagiilasyon sistemi, kompleman sistemi, fibrinolizis ve kinin sistemi aktive olur
(25, 30).

TNF-a ve IL-1 gibi mediatorler 1 LPS ortaya ¢ikmasindan sonraki 30 ila
90 dk icinde salinir ve ikincil sitokinlerin, lipid mediyatdrlerinin ve reaktif oksijen
metabolitlerinin salinimina neden olduklar1 gibi sepsiste son derece 6nemli olan
arasidonik asit metabolitlerinin agiga ¢ikmasin1i ve sentezini de baslatirlar.
Siklooksijenaz  yolla  vazodilatdor olan prostoglandinler ve  kuvvetli
vazokonstriiktor olan tromboksan A2, lipooksijenaz yolla ise 16kotrienler agiga
cikar. Arasidonik asit metabolitleri ates, tasikardi, takipne, ventilasyon-perfiizyon
bozuklugu ve laktik asidoz olusumunda rol alirlar (31, 32).

Bir¢cok biyolojik etkisi ortak olan TNF-a  ve IL-1 sepsiste ates,
hipotansiyon ve sok patogenezinde sinerjistik etki gosterirler. IL-10, TNF-a
sentezini Onlerken akut faz reaktanlar1 ve immiinglobiilinlerin etkisini artirir ayni
zamanda T lenfositlerin ve makrofajlarin fonksiyonlarini inhibe ederek sepsiste
inflamasyonu diizenleyici ve antiinflamatuvar rol oynar (31).

Endotoksinler, koagiilasyon kaskadinin ve kompleman sisteminin
tetiklenmesini mononiikleer fagositler, endotel hiicreleri ve diger hiicrelerin
aktivasyonlar1 lizerinden gergeklestirir. Kompleman aktivasyonu damar
permeabilitesini dogrudan ya da notrofilleri aktive etmek suretiyle bozarak
endotel hasar1 yapar. Aktive olan nétrofiller degraniile olarak toksik oksijen
radikalleri ve lizozomal enzimleri agia c¢ikararak endotel permeabilitesini

artirirlar. Damar endotelinde meydana gelen bu degisiklikler ekstravazyon ve
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mikrotrombiis olusumunu kolalastirip organ perfiizyon bozukluklarina sebep olur
ve sonugta organ yetmezligi tablosunun gelismesine zemin hazirlar. Sepsiste
gerceklesen olaylar organizmanin tamamini etkileyebildigi i¢in bu tablo multipl
organ yetmezligine kadar wuzanabilir. Sepsiste en sik karsilagilan organ
yetmezlikleri akciger, bobrek, karaciger ve kalp yetmezligidir (31, 33).

Sepsiste meydana gelen mikrosirkiilatuvar perfiizyon bozuklugu, oksijen
sunumu yetersizligi ve mitokondriyal disfonksiyon gelisimine zemin hazirlar.
Mitokondriyal disfonksiyon gelismesi sonucu asir1 artmis oksijen ve nitrojen
radikalleri ile birlikte azalmis glutatyon seviyeleri oksidatif fosforilasyon ve ATP
tiretiminde azalmayla birlikte sepsiste mortalitenin artisina sebep olur (34, 35).

TNF-a ve diger endojen mediyatorler, kontakt sistem ve doku faktoriinii
aktive eder. Hegeman faktoriiniin aktivasyonu (Faktor XII) plazminojeni plazmine
cevirir ve intrensek koagiilasyonu baglatir. Fibrinojen fibrine doniiserek
pihitlagsma baglar ve ayn1 zamanda fibrinolitik aktivite de artar. Septik sok ile
beraber gerceklesen ve SHAM edilemeyen koagiilasyon aktivasyonu, tromboz,
trombosit ve pihtilagsma faktorlerinin (Faktor II, V ve VII) tiikketimi ile gergeklesen
ve deri ve mukoza kanamalar1 ile kendini gosteren bu tabloya Dissemine
Intravaskiiler Koagiilasyon (DIC) ad1 verilmektedir (36).

Septik sok, sepsiste gelisen en 6nemli olaylardan birisidir ve eger tedavi
edilmezse sepsisin Oliimden Onceki son basamagidir. En sik gram negatif
bakteriler tarafindan meydana getirilmekle birlikte gram pozitif bakteri, mantar,
mikobakteri, riketsiya ve protozoa enfeksiyonlarinda da goriilebilir. Sepsiste

prostaglandin 12 (PGI2), tromboksan A2 (TxA2), histamin, serotonin ve Nitrik
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Oksit (NO) gibi birgok vazoregiilator mediatorler aciga ¢ikar. Bu mediatorler
sistemik damar direncinin azalmasina sebep olarak jeneralize 6demle birlikte
dokulara giden kan akiminin azalmasina neden olurlar. Sepsiste salgilanan
“myokardial depressant substance” ventrikiiler dilatasyona, miyokardda
depresyona ve sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda azalmaya sebep olarak
kardiyak performansi baskilar. Ayrica TNF-a miyokardi deprese ederken, PAF
kalp tizerinde negatif inotropi gosterip arteryel kan basincini diisiiriir. Lokotrienler
C4, D4, E4, koroner ve miyokard kan akimini azaltir. IL-2 de kardiyovaskiiler
fonksiyon bozukluguna yol agar. Tiim bu mediyatorler sepsiste gerceklesen

hipotansiyon ve sok tablosunun olusumunda 6nemli role sahiptirler (37, 38).

Bakteriyel Grinler (LPS)

v

Kompleman kaskad:
Doku fakt&ria salinimi

. \
Akoagulasyon kaskadi e ' . }
Fibrinotik baskilama - "
v —
4
-

_ Makrofaj

Notrofil
aktivasyonu,
agregal.:yonu Trombosit Arasidonik asit Sitokin T-hiicrelerinden
degranﬁlasyc;nu agregasyonu Uriinlerinin salinimi Kaskadi IL-2,INF-_
Serbest oksijen ' | Tromboksan A2 TNF-_ GM-CSF salinimi
radikalleri ve Vaskiller 4 Prostaglandlnler IL-1
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Sekil 2. Sepsis fizyopatolojisi (39).

Sepsiste parankimal doku diizeyinde apoptozis 6nemli rol oynamaktadir.

Sepsisli hastalarda akciger, karaciger, bobrek ve intestinal yapilarda apoptoz artis
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hizlanmistir (40). Apoptozis antiinflamatuar etkiye sahiptir. Bakteri ve

mantarlarin notrofillerce fagositozu apoptozu hizlandirir (41).

2.1.4. Sepsisin Organ ve Sistemler Uzerine Etkileri

Sepsiste  organizmanin a1 yanitt  yaygin inflamasyon, organ
disfonksiyonlar1 ve organ yetersizlikleri ile sonuclanir. Sepsiste organ
disfonksiyonlar1 ve 6liimden hiicre hipoksisi ve apoptoz sorumludur (42). En
fazla organ hasar1 akcigerler, karaciger, bobrekler, kalp ve gastrointestinal

sistemde gortiliir (31).

2.1.4.1. Dolasim Sistemi

Sepsiste, dolagim sisteminin bozulmasina paralel doku oksijen
gereksiniminin saglanmasinda bozulma baslar. Inflamasyonun baslamasiyla
salinan PGI2 ve NO gibi vazoaktif mediyatorler infeksiyon bdolgesinde
vazodilatasyon ve mikrovaskiiler permeabilitede artisa neden olur (43). Bu durum
santral, bolgesel ve mikrosirkiilasyonda gereksinim duyulan oksijenin iletimini
baskilar. Sepsiste Antidiiiretik Hormon (ADH=Vazopressin)'un sekresyonu
azalmistir. Septik soklu hastalardaki plazma ADH diizeylerinin, benzer sistemik
kan basinglarina sahip kardiyojenik soklu hastalara gore cok daha diisiik

diizeylerde (1/7'si kadar) oldugu saptanmistir (44).
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2.1.4.1.1. Santral Dolagim

Sepsisin ilk doneminde sistolik ve diyastolik ventrikiiler performans
bozulmaya baslar. Sepsisin komplikasyonu olan sistemik vazodilatasyona bagli
hipotansiyonu kompanze etmek i¢in ventrikiiler fonksiyonda artis goriiliir ve

kardiyak debinin artis1 saglanir (45).

2.1.4.1.2. Bolgesel Dolasim

Saglikli organizmanin ani sokla karsilasmasi durumunda gastrointestinal
sistem gibi splanknik organlardaki kan akimi azalirken, organizmanin yasamasi
icin hayati dneme sahip beyin gibi yasamsal organlardaki kan akimi artar. Ancak

bu durum sepsiste baskilanmaktadir (45).

2.1.4.1.3. Mikrosirkiilasyon

Doku 6deminin disaridan kapillerlere basi yapmasi, endotelyal sisme ve
kapiller liimeninin eritrosit ve lokositler tarafindan tikanmasi bazi kapillerlerde
kan akiminin yok olmasina ya da intermittan kan akimina sebep olur. Sepsisin
vazodilatasyona bagli hipotansiyon ile komplike olmasi durumunda boélgesel
dolasim ve mikrosirkiilasyonda anomaliler goriiliir ve bu da doku zedelenmesinin

ilerlemesini hizlandirir (45).
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2.1.4.2. Akcigerler

Koagiilasyon ve kompleman sistemlerinin aktivasyonu sonucunda gelisen
yaygin endotel zedelenmesi sonucu; akcigerlerde de gaz degisiminin
gergeklestirildigi alveolokapiller membranda hasar meydana gelir ve “Akut

Respiratuar Distres Sendromu” (ARDS) diye adlandirilan tabloyla kars1 karsiya

kalmnir (46, 47).

2.1.4.3. Gastrointestinal Sistem
Sepsisteki tipik sirkiilatuvar bozukluklar, bagirsaklarin normal bariyer
fonksiyonunu baskilarlar. Bu durum bakteri ve endotoksinin lenfatikler ve portal

ven yoluyla sistemik dolagima ge¢mesine ve septik yanit daha da artmasina sebep

olur (46, 47).

2.1.4.4. Karaciger

Karacigerin  retikiiloendotelyal  sistemi, saglikli  organizmada
bagirsaklardan portal sisteme giren bakteri ve bakteri kaynakl {irtinlere kars1 ilk
savunma mekanizmasidir. Sepsiste karaciger disfonksiyonu, enterik kaynakli
endotoksin ve bakteri kaynakli iiriinlerin eliminasyonunu Onler, uygun lokal
sitokin yanitin1 engelleyerek bu potansiyel zedeleyici iiriinlerin sistemik dolagima

direkt yayilimina izin verip sepsisin ilerlemesine sebep olur (46, 47).
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2.1.4.5. Bobrekler

Sepsis, sistemik hipotansiyon, direkt renal vazokonstriiksiyon, TNF-a gibi
sitokinlerin salim1 ve noétrofillerin endotoksin ve FMLP (bakteri hiicre duvarinda
bulunan ve fMet-Leu-Phe aminoasitlerinden olusan kemotaktik bir peptid)

tarafindan aktivasyonu sonucunda siklikla olugsan akut tiibiiler nekroza bagli akut

bobrek yetmezligi (ABY) ile birlikte seyreder (46, 47).

2.1.5. Sepsis ve Kalp

Sepsiste hemodinamik degisiklikler ardisik fazlardan olusur. Birincisi
erken faz olarak adlandirilir ve hipovolemiye bagh diisiik akim hizinin oldugu
donemdir. Bu evrede voliim genislemesi kardiyak outputu ve perfiizyonu artirir.
Bu ilk kurtarma fazindan sonra hemodinamik profil, yiiksek kardiyak output ve
diisiik sistemik vaskiiler direng ile ikinci faz olarak adlandirilan hiperdinamik
duruma doéner. Ugiincii fazda ise azalmis kardiyak output ve artmus sistemik
vaskiiler direncle birlikte kardiyak yetmezlige gider. Bu faz organizma tarafindan
diizeltilmesi zor bir tablodur ve yetersiz kardiyak outputa bagl artan metabolik
asidoz ve sonucunda multiorgan yetmezligi geliserek siklikla 6liimle sonuglanir
(48).

Apoptoz immiin hiicrelerin fizyolojik regiilasyon ve maturasyonlarinda
onemli rol oynadig1 gibi organ disfonksiyonunun olusumuna da katkida bulunur.

TNF-a ve endotoksinler kardiyomiyositlerde apoptozu indiikleyerek sepsisteki
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kardiyak disfonksiyona katkida bulunur. Sepsiste kaspazlarin farmakolojik
inhibisyonlar1 kalpteki apoptozu onler (49).

Septik sokta iiretilen NO periferal vazodilatasyon ve hipotansiyondan
sorumludur. Miyokardda da iiretilen NO etkisini siklik GMP (cGMP) iizerinden
gostererek filament kontraksiyonunda gorev alan sitozolik kalsiyumu azaltip
miyokard kontraktilitesinin azalmasina sebep olur (49, 50). cGMP’nin artmasi
cAMP’nin bozunmasini saglayan bazi fosfodiesterazlar aktive ederek cAMP nin
miyokarddaki miktarini azaltir. Bu durum da sepsiste B-adrenerjik stimiilasyonun
azalmasiyla sonuglanir (49).

Sepsiste TNF-a ve IL-1 dokulara nétrofil go¢ilinii artirir, ICAM-1 ve
VCAM-1 adli adhezyon molekiilleri de nétrofillerin infiltrasyonlarma aracilik
ederler (51-53). Lipopolisakkaritler ICAM-1 ve VCAM-1’in ekspresyonunu
artirarak notrofil infiltrasyonuna sebep olurlar ve miyokarddaki hasarin artmasina

katkida bulunurlar (53).

2.1.6. Sepsiste Tedavi

Sepsiste mortalitenin ¢ok yiiksek olmasi dolayisiyla sepsisin tani ve
tedavisi vakit kaybetmeden ger¢eklestirilmelidir.

Sepsiste hastanin hayati fonksiyonlarinin diizeltilmesi ilk hedeftir. Bu
nedenle oksijenasyon ve ventilasyonunun saglanmasi ve kan basincinin

diizenlenmesi ilk resiisitasyon a¢isindan son derece 6nemlidir (54).
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Enfeksiyon ajaninin tespiti ve uygun antimikrobiyal tedavi vakit
kaybetmeden uygulanmali, viicudun metabolik ve homeostatik dengesi icin
gerekli destek tedavisi (s1v1 tedavisi, vazopressorler, inotrop ajanlar, kan tirtinleri,

bikarbonat tedavisi) baglanmalidir (54).

2.2. D Vitamini

Organizmalar vitaminlerin ¢ogunu sentezleyemeyip disaridan almalarina
ragmen D Vitamini disaridan alinmayip giinese maruziyet sonucu deride
sentezlenir (55). Yapist steroide benzeyen D Vitamininin bilinen temel gorevi

barsaklardan kalsiyum ve fosfor emiliminin saglanmasidir.

2.2.1. D Vitamininin Formlari

D Vitamininin Vitamin D1 (lumisterol bagl ergokalsiferol), Vitamin D2
(ergokalsiferol),  Vitamini D3  (kolekalsiferol), Vitamini D4  (22-
dihidroergokalsiferol), Vitamini D5 (sitokalsiferol) olmak tizere 5 farkli formu
vardir. Insan viicudunda bu formlardan kolekalsiferol ve ergokalsiferol

bulunmaktadir (56).
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Vitamin Dy Vitamin D,

Sekil 3. Vitamin D’nin iki temel formu (57).

2.2.2. D Vitamininin Sentez ve Metabolizmasi

Kolekalsiferol, ultraviole B 1sinlarinin etkisiyle epidermiste hayvansal
kaynakli olan 7-dehidrokolesterolden yapilirken Ergokalsiferol ise bitkisel sterol
olan ergosterolden sentezlenir (56). UV dalgalar1 epidermiste bulunan 7-
dehidrokolesteroliin Vitamin D3 (kolekalsiferol)’e doniisiimiinii gerceklestirir.
Gidalar ile Vitamin D2 (ergokalsiferol) veya Vitamin D3 formlarinda alinir. D
Vitamini endojen olarak iiretildikten ya da besinler yolu ile alindiktan sonra
dolasim sistemine gecer (56). D Vitamininin her iki formu dolagimda bulunan D
vitamini baglayan protein (DBP) yardimi ile karacigere gider. D Vitamini
karacigerde bulunan 25-hidroksilaz enzimi ile 25-hidroksi D Vitamini (kalsidiol =
25(0OH)D) formuna ¢evrilir. 25(OH)D DBP araciligi ile bobreklere tasinir ve
bobregin proksimal tiibiiliis hiicresinin mitokondrisinde bulunan 1-a-hidroksilaz
enzimi ile aktif formu olan 1,25-dihidroksi D Vitamini (kalsitriol =1,25(OH),D )

formuna doniistiiriiliir. 1-a-hidroksilaz aktivitesi bobrekten baska deri, kemik,
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makrofaj, kolon, plasenta ve prostat dokularinda da mevcuttur. D Vitamininin
temel gorevi kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesi oldugu i¢in bu
metabolizmay1 diizenleyen organ olan bobrekler D Vitamini i¢in hedef organdir.
Eger 1,25(OH),D yeterli ise 25(OH)D’nin bir kism1 24 alfa hidroksilaz enzimi ile
bobreklerde daha az aktif bir molekiil olan 24-25(OH),D (kalsitroik asit)’e

dontstiiriiliir (58, 59).

7-dehydrocholesterol

(c)

~CH,

Ho
24,25 (OH),D,

@ PCa@®
1,25(0H)2D @
FGF23 @

i PCa@®
PTH @
FGF23 @

Ho & OH
1,25 (OH),D,

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Sekil 4. D Vitamini Sentezi (60)
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2.2.3. D Vitamininin Etki Mekanizmasi

D vitamininin reseptor diizeyindeki etkisi D vitamininin aktif formu olan
(kalsitriol =1,25(OH),D) sayesinde gerceklesir. D Vitamini etkisini dogrudan
niikleer d vitamini reseptorii (DVR) iizerinden gen transkripisyonunu regiile
ederek gosterebilecegi gibi hiicre membrani lizerindeki DVR iizerinden genellikle
gecici olan iyonlardan kalsiyum (Ca) ve kloriir (Cl)’lin trans-membran geg¢isini
degistirerek veya hiicre i¢i sinyal yolak aktivitelerini (cAMP, PKA, PLC, PI-3
kinaz ve MAP kinaz), aktive ederek gerceklestirebilmektedir (61).

Retinoik asit reseptorlerini igceren bir niikleer hormon reseptor siiper
ailesinin bir iiyesi olan DVR’nin hedef gende eksprese olabilmesi i¢in retinoik
asit X reseptoric (RXR) ile bir heterodimer olusturmasi gerekir ve olusan bu
kompleks DNA iizerinde bulunan D vitamini cevap elemant (D Vitamini
responsive element, VDRE), olarak bilinen bdlgeye baglanarak transkripsiyonu

gerceklestirmis olur (61, 62)

1,25(0H), D

Nucleus

Initiation

Coactivator

Translation
start site

Protein

TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Sekil 5. D Vitamini etki mekanizmasi (60).
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Boylece, genomik etki ile kalsiyum baglayici protein veya osteokalsin gibi
gen lriinleri iiretilerek ya da inhibe D Vitamininin etkisi gerceklestirilirken diger
yandan non-genomik etki ile plazma membran reseptoriine baglanip cAMP gibi
ikinci habercileri aktive ederek Ca kanallari, vaskiiler diiz kaslar, bagirsaklar,

pankreasin beta hiicreleri ve monositler tizerinde de etkili olabilmektedir.

2.2.3.1. D Vitamininin Kalsiyum Metabolizmas1 Uzerine Etkisi

D vitamini kalsiyum degerini normal smirlarda tutmak icin temelde
barsak, kemik ve bobrek dokularini hedef alir.

D Vitamini barsaklarda etkisini ince barsak liimeninden dolagima kalsiyum
ve fosfor gecisini artirarak gosterir.

Kemikler {izerine etkisine bakilacak olursa net etkisi kemik
rezorpsiyonunun artirtlmasidir. Kemik dokusunda Parathormon ile sinerjistik etki
gosteren D Vitamini osteoblast ve stromal fibroblastlar tizerindeki spesifik
reseptOrlerine baglanarak osteoblast yiizeyindeki Reseptor Aktivatdr Nucleus
Factor-Kb (RANKL) ligandinin iiretimini uyartp bu ligandin immatiir
osteoklastlara baglanmasi saglar. Bu baglanma sonucunda matiir osteoklast

olusumu saglanarak kemik rezorpsiyonu artirilmis olur.
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Sekil 6. D vitamininin kemikler tizerindeki etkisi (63).

Distal renal tiibiilde kalsiyumun reabsorbsiyonunu PTH ile sinerjistik etki

gostererek stimiile eder (64).

2.2.3.2. D Vitamininin Immiinolojik Etkileri

D Vitamininin immiin sistem iizerinde degisik etkileri bulunmaktadir. Bir
taraftan antimikrobiyal aktiviteyi artirirken diger taraftan inflamatuvar aktiviteyi
baskilayan 25(OH)D vitamini monosit, makrofaj, T ve B hiicreleri gibi immiin
hiicreler dahil birgok hiicre tipinde yer alan VDR’lere baglanarak etki gosterirler

(65).
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Kathelisidinler ad1 verilen Antimikrobiyal Paptidler (AMP) dogal immiin
sistemin parcalaridir ve bakteri hiicre membraninda bulunan porlarin yapisini
etkileyerek bakterisidal etki gosterirler. Solunum yolu epitel hiicreleri tarafindan
kathelisidin {iretilebilmesi i¢cin D vitamininin yeterli konsantrasyonda olmasi
gereklidir (66).

D Vitamini, dogal immiin yanitta gérevli hiicrelerden olan Natural Killer
hiicrelerinin sentezinin artirilmasi da saglar.

D vitamini makrofaj ve monositlerde bulunan CD80, CD83, CD86 ve
MHC class-II antijenlerinin ekspresyonunu azaltarak bu hiicrelerin antijen sunma
ozelliklerini azaltir. Anti-inflamatuvar sitokin olan IL-10 yapimini artitirken
proinflamatuar sitokin olan IL-12 {iretimini azaltir. Boylece Thl hiicre cevabinda
azalma goriiliirken immiin cevabin baskilanmasindan sorumlu olan Treg hiicreleri
tizerinde uyarict rol oynar. IL-2 iiretimini baskilar ve T hiicre proliferasyonu
inhibisyonunu saglar. 1L-4, IL-5 ve IL-10 iretimini artirarak Th2 hiicreleri
tizerinden proinflamatuar etki gostermektedir (67).

Monositlerde bulunan TLR2 ve TL’iin ekspresyonunu inhibe edip

proinflamatuar sitokinlerden TNF-a ’nin iiretimini azaltir (68).

2.2.3.3. D Vitamini ve Sepsis
Sepsisli hastalarda D Vitamini eksikligi prevalansinin yiiksek olmasi, D
Vitamini eksikliginin sepsis icin risk faktori oldugunu diisiindiirmiistiir (69).

SIRS gelisiminde anahtar rol oynayan inflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve
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benzeri sitokinlerin salinimini inhibe eden D vitamininin sepsis gelisimini inhibe
edebilecegi diistiniilmektedir (70).

Sepsis olusturulan ratlara verilen D vitamininin sepsise bagli olusan DIC
tablosunda trombosit, fibrinojen ve antitrombin-3 diizeylerini artirdigi,
monositlerde trombomodiilini upregiile, doku faktoriini(TF) ise downregiile
ederek DIC gelisimini engelledigi tespit edilmistir (71).

Sepsiste hiperinflamatuar siirecin uzamasi, beraberinde hiicre ve organ
hasarin1  getirdigi g6z Oniinde bulunduruldugunda, D Vitamininin immiin
diizenleyici kapasitesinin, sepsisin tedavisinde olumlu etkiye sahip olabilecegi
diistiniilmektedir (67).

D Vitamini, IFN-y ve IL-12 gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini
azaltip IL-10’un salinimini artirarak sepsisin hiper inflamatuar fazinda tedaviye
katki saglar (67).

Vaskiiler endotel hiicrelerde yapilan bir ¢alismada sepsis durumunda NF-
kB ve immiin asir1 aktivasyonunu saglayan proinflamatuar sitokinlerin D vitamini
tarafindan inhibe edildigi gosterilmistir (72).

Sepsisli hastalarda D vitamini ve D vitamini Baglayan Protein diisiik
miktarda bulundugu tespit edilmistir. Diisiik D vitaminine sahip olan sepsisli

hastalarin prognozlarinin daha mortal seyrettigi goriilmiistiir (66).
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2.2.3.4. D Vitamini ve Kanser

Ekvatordan uzaklasildik¢a kolon, prostat ve meme kanseri insidansinin
artmast ve kanser mortalitelerinin kuzeyde yasayanlarda ekvatora yakin
olanlardan daha yiliksek olmasi, giinese maruziyetin azalmasiyla gelisen D
Vitamini eksikligine bagli oldugu diisiiniilmektedir (73-76).

D Vitamini hiicre siklusunu G1 fazinda durdurarak hiicre proliferasyonu
ve diferansiyasyonunu inhibe eder (77). 2011 yilinda yapilan bir ¢calismada D
vitamininin timodr anjiogenezini, metastazi ve invazyonunu baskiladigi
gosterilmistir (78). Tiim bu sebepler D vitamininin kansere karsi koruyucu

etkisinin oldugunu gostermektedir.

2.2.3.5. D Vitamini ve Kardiyovaskiiler sistem

D Vitamininin Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi {izerinde negatif
diizenleyici bir etkisi bulunmaktadir (79). Yapilan c¢aligmalar D Vitamininin
plazma renin aktivitesini, anjiotensin II diizeylerini, kan basinc1 degerlerini ve sol
ventrikiil hipertrofisini azalttigin1 gostermistir (80, 81). Hipertansiyonun RAAS’in
uygunsuz uyartlmasi ile iligkili oldugu diisiiniildiigiinde D Vitamini diizeylerinin
diisiik seyretmesi hipertansiyon gelisimi adina risk tagimaktadir.

D Vitamini diizeyleri ve total koroner arter kalsifikasyonu (intimal ve
medial) yaygmligi arasinda ters bir iliski vardir (82). Medial kalsifikasyonlar

kardiyovaskiiler mortalite i¢in prediktdrdiir (83). Bu durum goz Oniinde
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bulunduruldugunda diisiik D Vitamini diizeyleri, kardiyovaskiiler mortaliteyi
olumsuz yonde etkiler.

Bobrek yetmezliginde azalmig D Vitamini sentezine bagli Parathormon
artis1 goriliir. Artmis PTH seviyeleri, kan basinc1 ve miyokard kontraktilitesini
artirarak miyokard hipertrofisine neden olur ve kalpte interstisyel fibrozisi artirip

kardiyovaskiiler hastaliklarin prognozlarinin kétiilesmesine katkida bulunur (84).

2.2.3.6. D Vitamini ve Diabetes Mellitus

D vitamini reseptdrleri (VDR) immun sistem hiicrelerinin yani sira
pankreatik beta hiicrelerinde de tanimlanmistir (85, 86). Pankreatik beta
hiicrelerinde ayni zamanda D vitaminine bagli kalsiyum baglayici protein olan
kalbindin de bulunur. Kalbindin, D Vitamini varlifinda eksprese olarak beta
hiicrelerini sitokine bagli hiicre 6liimiinden korur (87).

Yapilan hayvan ve insan c¢aligmalarinda yasamin ilk evrelerinde ve
yillarinda alinan D Vitamini desteginin Tip 1 DM gelisim riskini azalttig1 tespit
edilmistir (88-90).

VDR Tagl polimorfizmi insiilin salinimi ile iligkiliyken, VDR Apal
polimorfizmi ise insiilin direnci ve glukoz intoleransiyla alakalidir. Bu bilgiler
1s18inda Tip 2 diyabet gelisiminde VDR polimorfizminin rol oynayabilecegi
distintilmistiir (91, 92).

D Vitamini insiilin salgisint niikleer D Vitamini reseptorleri araciligr ile

stimiile eder (93). D Vitamini eksikligi insiilin direnci, pankreatik B hiicre
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disfonksiyonu ve metabolik sendrom riskini artirir (94). D Vitamini tedavisi Tip 2

diabetli hastalarda insiilin sekresyon ve sensitivitesini artirir (95).

2.2.4. D Vitamini Eksikligi

1,25 (OH) D Vitamininin yar1 émrii ¢ok kisa olmast ve 25(OH) D
Vitamini’ye gore serumda 1000 kat daha az bulunmasi sebebiyle hastalarin
genellikle 25(OH) D Vitamini diizeyleri Sl¢iilmektedir. 1,25(OH) D Vitamini
radioimmunassay yontemle Olgiilebilirken, 25(OH)D Vitamini 6l¢iimiinde ise
immunassay yontemlerin yanisira HPLC (High performance liquid
chromotography) ve HPLC-tandem kiitle spektrometri de kullanilmaktadir.

25(0OH) D Vitamini diizeyleri i¢in <20 ng/mL eksiklik, 20-30 ng/mL aras1
yetmezlik olarak tanimlanirken >150 ng/mL ise toksik doz olarak kabul
edilmektedir (96).

D Vitamini eksikliginin en sik sebebi giines maruziyetinin az olmasidir.
Gilines maruziyetinin yanisira deri pigmentasyonu ve yaslanma gibi deriyi
etkileyen diger durumlar, azalmis biyoyararlanim (malabsaorbsiyon, obezite),
artmis katabolizma (antikonvulzan, kortikosteroid), laktasyon ve azalmis sentez
(karaciger hastaliklar1) D Vitamini eksikliginin diger sebepleridir (97).

Amerika’da yapilan bir caligmada genc saglikli eriskinlerin %36’sinda,
hastaneye giden erigkinlerin ise %57’sinde D Vitamini eksikligi tespit edilmistir

(98). Ulkemizde yapilan bir calismada ise hastaneye basvuranlarin %52’sinde D
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Vitamini eksikligi bulunurken %21’inde D Vitamini yetmezligi tespit edilmistir

(99).

2.3. Serbest Radikaller

Canliligin devamimin zorunlu bir parcast olan oksijenin c¢esitli
mekanizmalar sonucunda olusan radikalleri, sayisiz enzimatik tepkime ve
biyolojik fonksiyon i¢in gereklidir. Di1s yoriingelerinde eslesmemis bir elektron
bulunduran molekiiller olarak tanimlanan serbest radikaller, genellikle kararsiz ve
cok reaktiftirler. Bu yiizden ¢evrelerindeki atom ve molekiillere saldirirlar (100).

Serbest radikaller, organizmada aerobik solunum gibi fizyolojik
durumlarda olusabildikleri gibi, hava kirliligi (azot oksitler, ozon, kiikiirt dioksit,
sigara dumani), cesitli entoksikasyonlar (karbon monoksit, alkol, insektisidler,
cesitli ilaglar), hemorajik ve iskemik durumlar, allerji, enfeksiyonlar,
radyoaktiviteye maruz kalma, yaslanma ve stres gibi degisik bircok nedenle de
meydana gelebilmektedirler (101).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Dis yoriingesinde iki adet eslesmemis elektron bulunan oksijen,
‘biradikal’ olarak da nitelendirilmektedir ve organizmada gergeklesen kimyasal
reaksiyonlarda rol alan elementlerin basinda gelmesi nedeniyle bir serbest
radikale donlismeye her zaman aday goriinmektedir. Molekiiler oksijenin ¢esitli
reaksiyonlar1 sonucunda meydana gelen ‘serbest oksijen radikalleri’ veya diger

adiyla ‘reaktif oksijen tiirevleri’ (ROT) serbest radikaller igerisinde karsimiza
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oldukca sik ¢ikan bir smifi olusturmaktadir. Bu sekilde meydana gelen baslica
ROT’lar, siiperoksit anyonu (O,* ), hidrojenperoksit (H,O,) ve hidroksil

radikalidir (¢OH) (102).

2.3.1. Reaktif oksijen Tiirleri

2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O,¢ )

Oksijen kararli duruma gecerek suya doniismek amaciyla bir elektron
alarak indirgenir ve Siiperoksit radikali (O,* ) meydana gelir. Siiperoksit
radikalinden, nitrik oksitle reaksiyona girerek azot dioksit (NO), hidroksil
radikali (*OH), nitronyum iyonu (NO,+) gibi toksik iirlinlere doniisebilen
peroksinitriti  (ONOO-) olusur. Siiperoksit, indirgenmis gecis metallerinin

reversibl otooksidasyonu olan Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile de meydana

gelebilmektedir (101).
Fer™ + O, « » Fes" + 0
Cu™+ 0, « » Cus"+ O

Notrofillerde siiperoksit radikali NADPH oksidaz enzimi araciligi ile
olusturulur. Once fagosit uyarilir ve sonra NADPH oksidaz enzimi aktive olarak
rediikte piridin niikleotidlerinden (NADPH) iki elektron iki molekiil oksijene

transfer edilip iki molekiil O,* olusur (101).
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NADPH Oksidaz B
20, + NADPH » 20, + NADP" +H”

20, +2H » O+ H205

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,O,)

Kendisi bir serbest radikal olmayan fakat kararsiz yapisi nedeniyle
siiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali
tiirevi olan hidroksil radikalini olusturmak iizere kolaylikla yikilabilen H,O,’in
iiretimi, Stiperoksit Dismutaz (SOD) enzimi katalizorliiglinde olmaktadir (103).

Hidrojen peroksit hiicre membranlarini kolaylikla gecebilir (104).

20, + 2H* 0D » H,0, + O,

2.3.1.3. Hidroksil Radikali (¢<OH)

Hidroksil radikali, Haber—Weiss reaksiyonu, Fenton reaksiyonu ya da
suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olur.
Yarilanma omrii ¢ok kisa olan son derece reaktif bir oksidandir. Olustugu yerde
biiyiilk hasara sebep olan Hidroksil radikali tiyoller ve yag asitleri gibi cesitli

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugmasina sebep olur (101).
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H,0;+ 02” ——— "OH + OH™ + O, (Haber-Weiss Reaksiyonu)

.- +3 +2
0, + Fe™ » O, +Fe

Fe*? + H.0» » Fe™ + OH™ + 'OH (Fenton Reaksiyonu)

2.3.1.4. Hipoklordz Asit (HOCI)

Enzimatik olarak nétrofiller tarafindan iretilen giicli bir oksidandir.
Aktive olan nétrofiller, makrofajlar ve eozinofiller 6nce siiperoksit, sonrasinda da
siiperoksitten dismutasyon yoluyla hidrojen peroksit olusur. Olusan bu hidrojen
peroksit, miyeloperoksidaz enziminin katalizorliigiinde kloriir iyonuyla birleserek

giiclii bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye doniistir (105).

2.3.1.5. Nitrik Oksit (NO)

Azot monoksit veya nitrojen monoksit olarak da bilinen Nitrik oksit, L-
argininden nitrik oksit sentaz enzimi araciligiyla {iretilir. NO eslenmemis bir
elektron igerdigi i¢in oksijen, superoksit radikalleri ve gec¢is metalleriyle hizla
reaksiyona giren, yart Omrii ¢ok kisa olan bir molekiildiir. Nitrik oksit radikali
superoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyona girerek onlardan daha
oksidan bir ajan olan peroksinitriti (ONOOH-) meydana getirir. Peroksinitrit bir
radikal olmamasina ragmen ileri derecede reaktif olan *OH radikali olusumuna

yol agmaktadir(106).
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2.3.2. Serbest Radikallerin Hiicresel Komponentler Uzerine Etkisi

2.3.2.1. Lipidlere Olan Etkileri (Lipid Peroksidasyonu)

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitelerini astiklari
zaman membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari ile reaksiyona
girerek peroksidasyon olustururlar (104). Reaktif oksijen tiirleri ¢coklu doymamais
yag asidi molekiiliinden bir hidrojen atomu ¢ikardigi zaman bir lipid radikali
meydana gelir. Bu lipid radikaline oksijenin katilmasiyla lipid peroksil radikali
olusur. Bir¢ok yikim sonrasi son {iriin olan malondialdehid (MDA) meydana gelir.
Kan ve dokudaki MDA, lipid peroksidasyonunun bir gdsergesi olarak en sik
basvurulan parametreler arasinda gosterilmektedir. MDA mutajenik, genotoksik

ve karsinojenik bir bilesik oldugu i¢in hiicre i¢in ¢ok toksik bir bilesiktir (107).

2.3.2.2. Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikal harabiyetinden ne kadar etkilenecegi amino asit
kompozisyonuna baglidir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, methionin,
sistein gibi doymamis ve siilfiir iceren amino asitler serbest radikallerden daha
fazla etkilenerek dimerler ve biiyiik agregatlar olusturular. Protein harabiyetinin
boyutlari, proteinin hiicresel lokalizasyonuna gore degisebilecegi gibi, radikalin

toksisite giicline gore de artabilir (104).
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2.3.2.3. Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Iyonize radyasyonla serbest radikaller olusur. Olusan bu radikaller
DNA’y1 etkileyerek tek ya da ¢ift dal kiriklarina neden olup hiicrede mutasyona
ve oliime yol agarlar (104).

Aktive olmus notrofillerden hidrojen peroksit salinir. Dolagima gecen bu
hidrojen peroksit de membranlardan kolayca gecerek ve hiicre c¢ekirdegine

ulagsarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre oliimiine yol

acabilir (108).

2.3.2.4. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaridler otookside olarak H»0,, peroksitler ve okzoaldehidleri
olusturur. Okzoaldehidlerin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda capraz baglar olusturma Ozellikleri sayesinde antimitotik etki

gostererek kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (109).

2.3.2.5. Ekstraselliiler Etkileri

Serbest radikaller, inflamatuvar cevap ve ardindan gelen doku
harabiyetinin olusumunda &nemli rol oynarlar (104). Inflamatuvar hiicre kaynakli
serbest radikallerin olusturdugu harabiyetten en ¢ok etkilenen ekstraselliiler doku
komponentleri hyaluronik asit ve kollajendir (104). Siiperoksit radikali kollajenin

jelasyonu engelleyerek yapi ve fonksiyonunu bozar. Hyaluronik asit ise superoksit
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radikali tarafindan depolimerize edilerek eklemde sinoviyal sivinin viskozitesinin

degismesini ve fonksiyonunun bozulmasini saglar (104).

2.3.3. Baslica Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikaller, hiicrelerin normal metabolizmasi i¢inde oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlari sirasinda olusabildigi gibi ¢esitli dis kaynakli nedenlerle
de meydana gelebilir. Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen

olmak iizere iki gruba ayrilabilir (110).

Tablo 1. Hiicrelerde serbest radikal kaynaklar1 (110)

ENDOJEN KAYNAKLAR

EKZOJEN KAYNAKLAR

¥ Mitokondriyal elekiron transport zinciri
v'Mikrozomal elekiron transport zinciri
¥ Oksidan enzimler

v'Ksantin oksidaz

v'Indolamin dioksijenaz

v (Zalakioz oksidaz

v Siklooksijenaz

¥ Lipoksijenaz

v'Monoamin oksidaz

v Fagositik hacreler

v MNatrofiller

v'Monositler ve makrofajlar

v Eozinofiller

v Endotelyal hilcreler

v'Otooksidasyon reaksiyonlan (&r, Fe+2)

+Redoks siklus bilesikleri (&r, paraguat,
doksorubisin)

vlag oksidasyonlan (or, parasetamol)
+ Sigara

' Gines 15141

|51 S0kU
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2.4. Antioksidan Sistem

Ortamda diisiik konsantrasyonda bulunsa bile, ylikseltgenebilir bir
subtratin (protein, lipid, karbonhidrat...)  oksidasyonunu belirgin bi¢imde
geciktiren yada Onleyen maddeye antioksidan denir (111). Antioksidanlar,
biyomolekiillerde bozulmaya neden olan ROT’lar1 ortadan kaldirirken, oksidatif
hasarin yayilmasimi da engellerler. Organizmanin farkli organ, hiicre ve hiicre
organellerinde bulunan ¢esitli ROT’lara karsi, farkli antioksidanlar bulunmaktadir
(112).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 etkilerini ¢esitli  sekillerde
gosterebilirler. Bu mekanizmalardan bazilar1 hasarli hedef molekiillerin yerini
alip ROT olusumunu minimumda tutmak oldugu gibi , hasarli hedef molekiilleri
onarip metal iyonlarin1 baglamak seklinde de olabilir (113).

Antioksidanlar yerlesimlerine gore (intraselliiler, ekstraselliiler), yapilaria
gore (enzim olanlar, olmayanlar), kaynaklarina gore (endojen, ekzojen),

coziinlirliiklerine gore (suda ¢oziinen, yagda ¢oziinen) gruplandirilabilirler.

2.4.1. Enzim olan Antioksidanlar

2.4.1.1. Siiperoksit Dismutaz

Organizmada serbest radikallere karsi ilk savunma sistemidir. Superoksit
dismutaz enzimi (SOD) siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler
oksijene doniistiigii reaksiyonu katalizler. Siiperoksit genel olarak, zincirleme

radikalik tepkimeleri baslatir ve tepkimeler boyunca {iretilen hidroksil radikali ve
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stiperoksit radikallerinden H,O, iiretimine yol acarak oksijen radikallerinden ¢ok
daha reaktif ve toksik etkili olan *OH radikalinin ortamda birikmesini engeller
(114).

_ SOD
20, +2H —— > H,0,,0,

Hidrojen peroksitin olugmasi spontan olarak da gerceklesebilmekle birlikte
SOD enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyon spontan olana goére 4000 kat hizl
olur. Dolayisiyla SOD enzimi antioksidan savunmada son derece Onemli bir
enzimdir.

SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir iceren {i¢ tip izoenzimi
vardir. Bakir ve ¢inko i¢ceren Cu-Zn-SOD sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD

mitokondride, demir igeren tipi ise ekstraseliiler aralikta aktivite gosterir(115).

2.4.1.2. Katalaz (CAT)

Hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmis olan katalaz enzimi hidrojen
peroksitin su ve molekiiler oksijene cevrildigi reaksiyonu katalizler. 4 tane Hem
grubu bulunduran bir hemoprotein olan katalazin her alt biriminde bir molekiil
NADPH bulunur. Katalazin aktivitesi karaciger, bobrek ve eritrositlerde
yiiksektir(115).

2H,0, L2 H,0, 0,
Katalazin Km’i yiiksek oldugundan, hidrojen peroksitin diisiik

konsantrasyonda oldugu durumlarda aktivite diisiik olur, diger peroksidazlar
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(glutatyon peroksidaz ) daha aktif olabilir. Katalazin substrati olan hidrojen
peroksit miktar1 arttikca lineer olarak katalazin aktivitesi de artar ve bu da

oksidatif strese kars1 korunmada miitkemmel bir olanak saglar(115).

2.4.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Substratt  hidrojen  peroksit veya organik peroksit olan bir
hidroperoksidazdir. Hiicrenin sitoplazmada yer alir ve aktif bolgesinde 4 adet
selenyum bulunur. Eritrositlerde ve diger dokularda rediikte glutatyonu kullanarak
hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin par¢alanmasinda rol alarak membran
lipitlerini ve hemoglobini peroksitler araciligiyla olusabilecek oksidasyona karsi
korur.

GSH-Px in iki substrati olan peroksitler alkolle indirgenirken diger
substrat olan glutayon (GSH) yiikseltgenir ve yiikseltgenmis glutatyon (GSSG)
ortaya ¢ikar (116).

GSH-P
H,0, +2GSH —"* S GSSG +2H,0

H-P
ROOH +2GSH —9HPX o 585G+ ROH + H,0

2.4.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rediiktaz)
Hidrojen peroksitin indirgenmesi sirasinda GSH oksitlenerek yiikseltgenir.

Glutatyon peroksidazin fonksiyonunun devamliligi icin yiikseltgenmis okside
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glutatyon GSH rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonla tekrar
indirgenir. NADPH bagimli olan enzim hem sitoplazmada hemde mitokondride

bulunur (107).

GSH-Rediiktaz

GSSG + H" +NADPH" 2GSH + NADP"

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 iirlin olan merkapturik asit
olusumundaki ilk basamag: katalizleyerek homeostasisin saglanmasinda 6nemli
rol oynar. Endojen ve ekzojen hidrofobik elektrofilik bilesiklerin baglanmasi
glutatyon sayesinde gerceklesmektedir (117). Hem sitozolde hem de membranda
bulunan GST, viicutta karaciger, bobrek, dalak ve plasentada yogunlagmustir.

GST bir taraftan besinlerle alinan toksik maddelerin eliminasyonunu
saglarken, diger taraftan prostoglandinlerin izomerizasyonu, hem, biliriibin, safra
tuzu gibi maddeleri de GSH’ya baglayarak tasinmasini da saglamaktadir. Ayrica
reaktif bilesiklerle kovalent bag yaparak onlarin viicuda zarar vermesini

onlemektedir (118).

T
ROOH + 2 GSH LGSSG + ROOH +H,0
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2.4.1.6. Nitrik Oksit Sentaz

Nitrik Oksit Sentaz (NOS)’1n endotelyal, néronal ve indiiklenebilir olmak
tizere ii¢ formu tespit edilmistir. Diisiik miktarlarda iiretilerek vaskiiler olaylar1
yonlendiren endotelyal izoformu eNOS, sinaptik sekillenme ve nérotransmisyonu
diizenleyen izoformu nNOS ve yiiksek miktarda tiretilerek immiin/inflamatuar
olaylarda rol alan ve hiicre aracili immiin cevapta etkili komponent olan

uyarilabilir formu iNOS olarak adlandirilir.

NOS, NO sentezinde substrat olarak L-arginin, kosubstrat olarak NADPH
ve koenzim olarak da FAD, FMN, Tetrahidrobiopterin, indirgenmis tiyol ve hem
molekiiliinii kullanir. Bu kofaktorler elektron taginmasinda redoks grubu olarak
gorev alirlar ve sonugta oksijen molekiiliinden bir oksijen atomu arjininin terminal

guanidin nitrojen grubuna aktarilarak L-sitriillin ve NO olusur.

NO
N
Arginin 5 L-Sitriillin

0O,
NADPH NADP

2.4.1.7.Enzim olmayan antioksidanlar

Organizmada dogal enzim sistemlerinin (SOD, CAT, GSH-Px, GR,
sitokrom ¢ oksidaz, hidroperoksidaz) disinda antioksidan etki gdsteren baska
maddeler de bulunmaktadir. Bunlar bazi makromolekiiller (seruloplazmin,
transferrin, hemoglobin, miyoglobin, ferritin), mikromolekiiller (A, C ve E

vitaminleri, lirik asit, glutatyon, N-asetil sistein, metyonin, kaptopril, ubiquinon,
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glukoz, bilurubin), bazi ilaglar (rekombinant h-SOD, 21-aminosteroidler, demir
selatorleri, interlokin-1, ksantin oksidaz inhibitorleri, mannitol, barbitiiratlar),
karboksimetilsistein, trakeobronsial mukus, albumin ve taurin olarak sayilabilir.
Enzimatik antioksidanlarin hiicre i¢i etkinliklerine karsin, nonenzimatik
antioksidanlar ekstraseliiler aralikta da etkinlik gosterir. Bu antioksidanlar, yagda
eriyenler ve suda eriyenler olmak {izere iki baslikta toplanabilir. Yagda eriyen
antioksidanlar membranlarda ve lipoproteinlerde, suda eriyenler ise daha c¢ok

ekstraseliiler aralikta etkilidir (119, 120).

2.5. D Vitamini Serbest Radikal Metabolizmas: iliskisi

Saedisomeolia ve ark. Tip 2 diabetli ve saglikli bireylerde yaptiklar
calismada diyabetli grupta 250H D Vitamini diizeyleri ile GR ve GSH-Px
seviyelerinin ters orantili oldugunu, saglikli grupta ise 250H D Vitamini
diizeyleri ile SOD ve GSH-Px aktivitelerinin ters orantili ancak GR aktivitesi ile

dogru orantili oldugunu gostermislerdir (121).

54 gebe iizerinde yapilan bir calismada D Vitamini destegi verilen grupta
verilmeyen gruba gore Total Antioksidan Kapasitede ve Total Glutatyon

konsantrasyonunda anlamli artis saptanmistir (122).

Diabetik ratlarda yapilan bir ¢alismada, D Vitamini nin insiilin
salgilanmasini arttirdig1 bunun yanisira SOD, CAT, GSH-Px aktivitesini 6zellikle
karaciger ve bobrekte arttirdigi ve oksidatif strese karsi koruyucu olabilecegi

vurgulanmistir (6).
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Yine diabetik ratlarin testislerinde yapilan ¢alismada ise, diabetin testiste
SOD, CAT, GSH-Px diizeylerini diislirdiigii ancak verilen D vitaminin diabetin

antioksidan enzimler lizerine yaptig1 inhibisyonu kaldirdig1 gosterilmistir (123).

D Vitamini yapisal olarak endojen Gstrojene benzemektedir. Bu nedenle
intraniikleer Ostrojen reseptorlerine baglanip SOD, CAT ve GSH-Px gen
transkripsiyonuna neden olarak antioksidan enzimlerin seviyelerinde artisa

neden olmaktadir (124).

Hemodiyaliz hastalarina verilen D vitamini tedavisi sonrast D Vitamini nin
GSH, SOD, CAT aktivitelerini artirtp antioksidan Ozellik gosterdigi tespit

edilmistir (125).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerine 1,25 (OH) D Vitamininin SOD aktivitesini

arttirdig1 goriilmiistiir (126).

Atopik dermatitli hastalarda yapilan bir ¢alismada D Vitamininin SOD
ve CAT aktivitesinde anlamli artisa neden oldugu gosterilmistir (127).

D Vitamini ve vitamin E nin etkilerinin karsilagtirildigi bir ¢alismada, D
Vitamininin vitamin E ye benzer etki gosterip lipid peroksidasyonunun azalttig
gorilmistiir. Aym1 c¢alismada D vitamininin SOD ve  glukoz 6 fosfat
dehidrogenaz aktivitesi artirdigi izlenirken, glutatyon rediiktaz aktivitesini ise

azalttig1 tespit edilmistir (128).

Intestinal hiicrelerde 1,25 (OH) D Vitamini metaboliti olan 24,25 (OH) D
Vitamininin katalaz enzimine baglandig1 ve inaktive ettigi, buna karsin ortamdaki

hidrojen peroksit miktarini ise arttirdig tespit edilmistir (129).
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Deneysel akut bobrek yetmezligi gelistirilen ratlara verilen D vitaminin
GSH miktarmi arttirdigr gosterilmistir (130). Yapilan baska bir ¢alismada da
monositlere verilen D Vitamininin glutamat sistein ligaz, glutatyon rediiktaz

ve glutatyon miktarlarini arttirdigt gosterilmistir (131).

Meme kanserli hiicrelerde, D Vitamini nin hiicre i¢ci GST ve GSH-Px’1
degistirmeden GSSG/GSH dengelerini degistirdigini, dolayisiyla ortamdaki
hidrojen peroksit miktarin1 arttirarak prooksidan olabilecegini tespit edilmistir

(132).

Osteoblastlarda yapilan bir ¢alismada D Vitamininin bu hiicrelerde olusan

ROT’lerinin artigina sebep oldugu gosterilmistir (133).

2.6. Sepsis- Serbest Radikal Metabolizmas: iliskisi

Sepsiste goriilen coklu organ hasarlanmasi ve yetmezliginden serbest
radikaller sorumlu tutulmaktadir. Enfeksiyon durumunda endotoksinlerin
makrofaj ve sitokinlerinleri aktivasyonu sonucu ROT olusumu goriilmektedir.
LPS ile uyarilan immiin hiicrelerden sitokinlerin salinir ve bu durum sistemik
inflamatuvar kaskadin baslamasina sebep olur. Bunun sonucunda polimorf niiveli
l6kositler (PMNLs) organlarda birikir. PMNLs doku iizerinde direkt hasar
yapabildikleri gibi aktive olmus noétrofillerin miyeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
ile olusturduklar serbest radikaller lipid peroksidasyonuna neden olarak hiicre

membran hasarina da sebep olur (134).
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SOD, CAT, GSH-Px oksidatif hasara kars1 koruyucu primer antioksidan
molekiillerdir. LPS’nin neden oldugu toksisite durumunda, artmis ROT’lerinin
kompanzasyonu i¢in bu molekiillerin artmis kullanimi, aktivitelerinde geri
doniisiimsiliz inhibisyona sebep olmaktadir. Ayrica LPS uygulanmasi GSH
diizeylerini azaltirken GSSG’ de artmaya neden olmaktadir. Bu durumda
antioksidan savunma zayiflamakta ve lipid peroksidasyonu, dolayisiyla da doku
hasar1 olusmaktadir (134).

SOD ve CAT enzimleri serbest radikal detoksifikasyonunda rol oynayan
onemli enzimler arasindadir. Sepsiste oksidatif hasarin, SOD/CAT imbalansi
sonucu gelisen hidrojen peroksit seviyelerinde artisla iligkili oldugu gdsterilmistir.
SOD enziminin agir1 aktive oldugu ancak CAT enziminin SOD ile korele
artmadigi durumlarda hidrojen peroksit artisginin olacagi bunun da fenton
reaksiyonu yolu ile hidroksil radikali kaynagi olabilecegi ifade edilmistir.
Antioksidanlarla tedavinin sepsisin neden oldugu Oliimleri azaltabilecegi de

belirtilmektedir (135).
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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 say1r numarasi ve 19/10/2012 tarihinde

147-20993 say1 numarasi ile onay alinmstir.

3.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmasi

Deneylerde agirliklart yaklasik 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 sagland.

Deneyler rastgele olusturulan ve her brinde 6 adet rat bulunan dort grup
izerinde gergeklestirildi.

1. SHAM Grubu

2. Sepsis Grubu

3. 25(OH)Vitamin D3 Grubu

4. 25(0OH)Vitamin D3+ Sepsis Grubu
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SHAM grubu: Bu gruptaki 6 rata 3 giin boyunca 25(OH)Vitamin D3
icermeyen aycicek yagindan 0,75 ml/giin olacak sekilde gavaj yoluyla verildi.
Dordiincii giin intraperitoneal yolla serum fizyolojik verildi ve bir giin sonra
sakrifikasyon islemi gerceklestirildi.

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. Bir giin
sonra ratlarda sepsis gelistigi gozlendi ve sakrifikasyon islemi gergeklestirildi.

25(OH)Vitamin D3 grubu: Bu gruptaki 6 rata 3 giin boyunca 2 mg/kg
25(OH)Vitamin D3(aycicek yaginda ¢oziilerek) gavaj yoluyla verildi ve bir giin
sonra sakrifikasyon islemi gergeklestirildi.

25(OH)Vitamin D3+sepsis grubu: Bu gruptaki 6 rata 3 giin boyunca her
giin 2 mg/kg 25(0OH)Vitamin D3(aycicek yaginda ¢oziilerek) gavaj yoluyla verildi
ve 4.giin 16 mg/kg dozunda LPS E.coli (O111.b4) intraperitoneal yolla uygulanda.
Bir giin sonra ratlarda sepsis gelistigi gozlendi ve sakrifikasyon islemi
gerceklestirildi.

Calisma stiresinin  sonunda hayvanlarda sepsis gelisip gelismedigini
degerlendirmek i¢in hayvanlarin genel durumlari, gozleri, tily renkleri ve
aktiviteleri gézlemlendi. Solunum sayist ve kalp atim hizlar sayildi. Sonrasinda
anestezi uygulanan hayvanlarin viicut 1silar1 rektal yoldan dSl¢iildi. Bu islemi
takiben intrakardiyak yontemle kanlar1 alinip sakrifikasyon islemi gerceklestirildi.
Kalp dokular ¢ikarildi ve soguk (+4°C) serum fizyolojik ile dokularin temizligi

yapildi. Bir miktar doku, igerisinde formol bulunan temiz siselere konularak
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histopatolojik inceleme ic¢in ayrildi. Kalan kalp dokular1 sivi azot iginde
dondurularak analiz giiniine kadar —80°C de saklandi.

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

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

4500g’de 20 dakika santrifiij edilerek stipernatan kisimlar1 ayrildi.

3.2. Kullanilan Aletler

Hassas terazi ( Schimadzu, Libror, AEG 220 )

Homojenizator ( Heidolph DIAX 900 )

Vortex ( Heidolph Reax 2000 )

Santrifiij ( Hermle Z 380 K')

Sogutmali Santrifiij (Damon IEC, B-20A sogutmali, Hermle Z 323 K)
Spektrofotometre ( Schimadzu, UV 1601)

pH metre ( Jenway )

Manyetik Karistirici, Otomatik ve cam pipetler
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3.3. Yontemlerin Uygulanmasi

3.3.1. Total Protein Ol¢iimii

Siipernatanlarindaki total protein miktar1 Lowry metoduna gore yapildi.

Metodun Prensibi: Alkali ortamda proteinlerin Cu2+ ile protein kompleksi
olusturarak, fosfomolibdat-fosfotungstat reaktifini ( Folin-Ciocalteau Phenol
reaktifini) indirgemesi ile mavi-mor renkli iirlin olusturmasi esasina dayanir.

Rengin koyulugu ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir (136).

Reaktifler:

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

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

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

4) D reaktifi (Folin-Ciocalteau Cozeltisi): 10 ml Folin-Ciocalteau ¢ozeltisi

10 ml distile su ile karistirilarak hazirlandi.

Deneyin Yapilist:

Kor ve numune tiiplerine 2.5 ml C reaktifi ve numune tiipiine 10ul
siipernatan eklendikten sonra iyice karistirilarak laboratuvar sicakliginda 10
dakika bekletildi. Kor ve numune tiiplerine 250 pul D reaktifi eklendikten sonra
laboratuvar sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi ve 700nm’de numunelerin

absorbanslar1 kore karst okundu. Sonuglar standart grafikten yararlanilarak
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hesaplandi. Standart olarak 0-0,5 mg/ml konsantrasyonlarinda Bovin Serum

Albumin (BSA) hazirlanarak absorbans konsantrasyon(mg/ml) grafigi ¢izildi.

Protein Standart Grafigi
0,6

y =2,61x

0,5 /
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 Ol¢iimii

Kalp doku orneklerinde SOD aktivitesi Durak I. ve arkadaslar tarafindan
modifiye edilen metoda gore ¢alisildi (137).
Metodun prensibi: Ksantin-Ksantin oksidaz (XO) sistemi tarafindan

tiretilen siiperoksit radikalleri i¢in SOD/NBT yarigsmasi esasina dayanmaktadir.
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Kullanilan reaktifler:

. Ksantin (0,30mM)

. Nitroblue Tetrazolium (NBT) (150uM)
o Na,COs3 (400mM)

. BSA (1g/L)

. XO (167U/L)

. CuCl, (8mM)

Deneyin yapilisi:

Numune tiiplerine 6l¢iim 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. Inkiibasyondan sonra numune tiiplerine sadece CuCl,, kor
tiiplerine ise CuCl, ile reaksiyon durdurulduktan sonra nunune eklendi. Iyice
karigtirildiktan sonra her bir tiiplin absorbansi 560 nm’de distile suya karsi
okundu. Sonuglar U/mg protein olarak verildi. Metoda gore 1U SOD aktivitesi,

NBT indirgenmesini %50 inhibe eden enzim aktivitesi olarak tarif edilmektedir.

3.3.3. Glutatyon Peroksidaz Aktivitesinin Olgiimii

GSH-Px aktivitesi Paglia DE ve arkadaslarinin metoduna gore calisildi

(138).
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Metodudun prensibi: 340 nm’de NADPH’in absorbans degisimine
dayanmaktadir. Enzim aktivitesi ise NADPH’1n € degerinden (6,22x10°M".cm™)

yararlanilarak hesaplandi.

Kullanilan Reaktifler:

. GSH (150mM)

o NADPH (3mM)

J H,0, (100mM)

. NaNj (2M)

. Fosfat tampon (pH:7,0; 50mM) (Na,HPO4/KH,POy,)

. GSH-rediiktaz: Sivi enzimden (NH4),SO4 ile seyreltilerek

hazirlanir.

Deneyin Yapilist:

Numune tiiplerine EDTA’l1 Fosfat tamponu, NaNs;, GSH, NADPH, GSH-
Rediiktaz ve numune konuldu. Koér tiipiine 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.
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3.3.4. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Kalp doku orneklerinde Katalaz aktivitesinin Ol¢iimii Aebi H’nin
metoduna gore yapildi (139).

Metodun prensibi:

240 nm’de katalaz tarafindan yikilan hidrojen peroksitin absorbans

degisiminin izlenmesi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan reaktifler:
. Fosfat tamponu(50mM,pH=7)

. Tamponlanmis H,O, ¢ozeltisi

Deneyin yapilisi:

Tampon c¢ozelti ile sifir ayar1 yapilmis spektrofotometreye icerisinde
tamponlanmis H,O, c¢ozeltisi (absorbans araligi yaklasik 0.5) bulunan kiivet
konuldu, absorbans degisimi 1 dakika boyunca takip edildi. Daha sonra numune
ilave edildi, kiivet 2-3 kez altiist edilip karigtirilarak numunenin absorbansi
degisimi 5 dakika boyunca takip edildi. Lineer olan bdlgeden AA/dak degeri

bulunarak aktivite hesaplandi. Sonuglar IU/mg protein olarak verildi.

3.3.5. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enzim Ol¢iimii

NOS aktivitesi 6l¢iimii Durak I. ve arkadaglarinin tarif ettigi metoda gore

calisildi (140).
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NOS aktivitesinin 6l¢giim prensibi numunedeki NOS’un arginini sitriilline

dontistiirmesi ve olusan NO diizeyinin belirlenmesi esasina dayanir.

Kullanilan Reaktifler

. Arginin ( 20mM)
J Naftil EtilenDiamin Hidroklorid (12,5 mM)
. Sulfanilik Asit (20 mM)

e  HCI({4mM)

Deneyin Yapilist:

Numune tiiplerine arginin ve numune, kor tiiplerine ise sadece numune
eklenerek 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edildi. Sonrasinda hem numune hem de
kor tiiplerine Naftil Etilendiamin Hidroklorid , Sulfanilik Asit ve HCI eklendi.
Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyonun ardindan kor tliplerine arginin eklenip
karigtirildiktan sonra her bir tiiplin absorbansi 540 nm’de distile suya karsi
okundu. NOS aktivitesi hesaplanmasinda Sodyum-nitroprussid
Nay(Fe[CN]5NO).2H,O NO standardi olarak kullanilarak 1 Molarlik stok
cozeltiden 50 mikromolar - 1 milimolar arasinda standartlar hazirlanarak grafigin

egiminden yararlanilip hesaplandi. Sonuglar IU/ mg Protein olarak verildi.
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3.3.6. Malondialdehid (MDA) Miktarinin Ol¢iimii

Kalp doku 6rneklerinde MDA miktar1 Van Y. ve arkadaslar1 tarafindan
tarif edilen metoda gore ¢alisildl (141).

Metodun prensibi: Iki mol Tiyobarbitiirik Asit (TBA) asidik ortamda ve
85-100 °C sicaklikta bir mol MDA ile birlesereck mor renkli TBA-MDA
kompleksini olusturur. Bu kompleksin verdigi absorbans 532 nm’de

spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

Kullanilan reaktifler:

1.Fosfat Tamponu: 100 mM, pH:6 Na,HPO4/KH,PO4

2.% 20’lik Triklorasteik Asit (TCA) ¢ozeltisi

3.% 1’lik TBA ¢ozeltisi

4. MDA standardi: 1,1,3,3-Tetraetoksi propan standart ¢ozelti olarak
kullanildi.

1,1,3,3-Tetraetoksi propandan 10 mM stok ¢ozelti hazirlandi, stok
¢Ozeltiden uygun seyreltmelerle 10, 25, 50, 75 ve 100 uM’lik standart ¢ozeltiler
hazirlanarak standart grafik ¢izildi.

Absorbans= f ( Konsantrasyon) grafiginin egiminden de numunelerdeki

MDA miktarlart nmol/ mg protein olarak hesaplandi.

Deneyin yapilisi: Numune tiiplerine tampon ¢ozelti, etanol, TBA, TCA ve
numune konuldu. Kor tiiplerine ise TBA hari¢ diger reaktifler kondu. 90° C’de 30

dk. inkiibasyon sonrasinda kor tiiplerine de TBA eklenerek 5000 devirde 10 dk.
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santrifiij yapildi. Siipernatan kismi 532 nm’de distile suya kars1 okundu. Sonuglar

nmol / mg protein olarak verildi.

3.4. Dokularin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Kalp 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

Arastirmanin verileri SPSS 15.0 istatistik paket programi kullanilarak
analiz edilmistir.Analizlerde tanimlayict istatistikler yiizde, ortalama, ortanca,
standart sapma olarak belirtilmistir.Degigskenlerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorow Smirnow ve Shapiro Wilks testleri ile kontrol edilmistir. Normal
dagilima uyan bagimsiz iki gruplu siirekli degiskenlerin karsilastirilmasinda
Student t testi, normal dagilima uymayan bagimsiz iki gruplu siirekli
degiskenlerin karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullanilmistir. Buna ek
olarak normal dagilima uyan ikiden fazla bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda
ANOVA, normal dagilima uymayanlarda ise Kruskal Wallis Testi kullanilmgtir.
Uclii gruplar arasinda saptanan farkin hangi gruptan oldugunu bulmak igin gruplar

ikili ikili karsilastirilmis ve Bonferoni diizeltmesi yapilmistir. ki siirekli degisken
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arasindaki korelasyon incelenirken normal dagilima uyan degiskenler i¢in Pearson
Korelasyonu, normal dagilima uymayan degiskenler i¢in Spearman korelasyonu
kullanilmigtir. Istatistiksel anlamlilik igin tip 1 hata degeri %5’in altinda olan

durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ratlarin Sepsis Bulgularinin Degerlendirilmesi

4.1.1. Ratlarin Gozlemsel Sepsis Bulgular1

Yapilan gozlemde Sepsis ve D Vitamini + Sepsis gruplarindaki ratlarin

tilylerinde kirmizilik, aktivitelerinde yavaslama ve gozlerinde red tears bulgulari

goriilirken, SHAM ve D Vitamini gruplarinda bu bulgulara ratlanmadi. Ratlarin

gbzlemsel sepsis bulgular1 Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2. Ratlarin gzlemsel sepsis bulgulari

Tiiylerde Aktivitede Gozlerde Red
Kirmizilik Yavaglama Tears
SHAM X X X
Sepsis v v v
D Vitamini X X
v v

D Vitamini+Sepsis

X
v

4.1.2. Ratlarin Rektal Yolla Olgiilen Viicut Sicakliklar:

Ratlarin viicut sicakliklari rektal yolla dl¢iilmiistiir. Olgiim biitiin ratlarda

anestezi uygulandiktan hemen sonra yapilmistir. Tiim gruplarin viicut sicakliklar

Tablo 3 ve Grafik 2’de goriilmektedir.
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Tablo 3. Ratlarin rektal yolla dl¢iilen viicut sicakliklari

GRUP Vicut Sicakliklari £ Standart sapma
SHAM 33,0£0,6 °C
Sepsis 35,2+0,2 °C
D Vitamini 32,2+0,2°C
D Vitamini+Sepsis 35,1+£0,4 °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

Ratlarin Gruplara Gore Viicut Sicakhgi 2C

36
35
34

32 -
31 -

30 -
KONTROL SEPSIS D VITAMINI D VIiT + SEPSIS

Grafik 2. Ratlarin tiim gruplarda rektal yolla 6l¢ililen ortalama viicut
sicakliklart.
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4.1.3. Ratlarin Gruplara Gore Kalp Atim Sayilar

Ratlarin gruplara gore kalp atim sayilar1 Tablo 4 ve Grafik 3’te
gosterilmistir.

Tablo 4. Ratlarin kalp atim sayilari

GRUP Kalp Atim Sayilari + Standart sapma

SHAM 238 +£26,9 /dk

Sepsis 433 +25 /dk

D vitamini 260 +17,9 /dk

D Vitamini+Sepsis 420 £25,4 /dk
ISTATISTIKSEL ANALIZ

1-2 p<0,005

1-3 p>0,05

1-4 p<0,0025

2-3 p<0,005

2.4 p>0,05

3-4 p<0,005

Ratlarin Gruplara Gore Kalp Atim

Sayilarn / dk
500
400
300
200
100
0 . . ;
KONTROL SEPSIS D VITAMINI D VIT + SEPSIS

Grafik 3. Ratlarin tiim gruplarda kalp atim sayilari



4.1.4. Ratlarin Gruplara Goére Solunum Sayilari

Ratlarin gruplara gore solunum sayilar1 Tablo 5 ve Grafik 4’te
gosterilmistir.

Tablo 5. Ratlarin solunum sayilar1

GRUP Solunum Sayilari + Standart sapma

SHAM 92 +7,2 /dk

Sepsis 125+ 10,9 /dk

D vitamini 96 +6,7 /dk

D Vitamini+Sepsis 129 +7 /dk
ISTATISTIKSEL ANALIZ

1-2 p<0,0025

1-3 p>0,05

1-4 p<0,0025

2-3 p<0,0025

2.4 p>0,05

34 p<0,0025

Ratlarin Gruplara Gore Solunum

Sayilari / dk
150
100
. B
0 I . I . - I . .
KONTROL SEPSIS D VITAMINI D VIT + SEPSIS

Grafik 4. Ratlarin tiim gruplarda solunum sayilari



4.2. Rat Kalp Dokularinda Enzim Aktiviteleri

Deney sonrasi rat kalp dokularinda enzim aktiviteleri ve MDA
miktarlarina ait ortalamaztstandart sapma degerleri Tablo 6’da goriilmektedir.
Enzim aktiviteleri grafiklerde ortalama + standart hata seklinde goriilmektedir
(Grafik 3-6). Tiim gruplara ait enzim korelasyonlar1 Tablo 6’da, grup i¢i enzim

korelasyonlari ise Tablo 7-10°da goriilmektedir.

Tablo 6. Rat kalp dokularinda enzim aktiviteleri ve MDA miktarlarina ait

ortalamatstandart sapma degerleri

SOD CAT GSH-Px NOS MDA
(U/mg pro) (IU/mg pro) (IU/mg pro) (IU/mg pro) (nmol /mg pro)
GRUPLAR
SHAM 17,4 4717 10,4 20,0 9,1
(n=6) +2.4 +911 +1.62 +4.0 +1.44
SEPSIS 21,5 6029 9,80 30,3 12,06
(n=6) +2.8 +1106 +1.85 +9,0 +1.01
D VITAMINI 19,5 6779 10,4 25,35 9,9
(n=6) +2.5 +1055 +1.48 +4,0 +0.89
(D VIT + SEP) 21,1 7029 9,19 29,4 10,13
(n=6) +1.4 +346 +1.22 +3.29 +1.40
Istatistiksel Degerlendirme (Mann Whitney U-test)
K-S p=0,027 p=0,0488 p=0,579 p=0,029 p=0,002
K-D vit p=0,179 p=0,0047 p=0,944 p=0,045 p=0,273
K-(D vit+S) p=0,008 p=0,0002 p=0,169 p=0,0013 p=0,236
S-D vit p=0,231 p=0,0257 p=0,609 p=0,252 p=0,003
S-(D vit + S) p=0,810 p=0,0372 p=0,490 p=0,833 p=0,02
D vit- (D vit+S) p=0,191 p=0,594 p=0,169 p=0,084 p=0,736
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Tablo 7. Tiim gruplara ait korelasyon analizi

Katalaz GPX MDA NOs | SO
D
Katalaz r 1
p -
n 24
GPX r | -0,544* 1
o p| 0,006 -
- n 24 24
0 MDA r 0,196 -0,194 1
5 p| 0360 | 0,364 -
£ n| 24 24 24
S NOs r| 0,528 | -0,387 | 0,476 1
Q_ *
o p| 0,008 0,062 0,019 -
n 24 24 24 24 24
SOD R| 0,652 -0,490* | 0,252 | 0,377 1
p| 0,001 0,015 0,235 | 0,069 -
n 24 24 24 24 24
**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
Tablo 8.SHAM grubuna ait korelasyon analizi
Katalaz GPX MDA NOS SOD
Katalaz r L
E -0 éOO 1
GPX p O,’208 -
I e
r 0,486 -0,143 0,143 1
NOS p 0,329 0,787 0,787 -
SOD r 0,429 -0,829* 0,257 0,371 1
p 0,397 0,042 0,623 0,468 -
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Tablo 9. D Vitamini grubuna ait korelasyon analizi

Katalaz GPX MDA NOS SOD
Katalaz r !
p -
r -0,886* 1
GPX p 0,019 -
D r 0,714 | -0,657 1
Vitamini | MDA p 0,111 0,156 R
r 0,371 -0,314 0,771 1
NOs p 0,468 0,544 | 0,072 ;
SOD r 0,771 -0,771 0,371 0,257 1
p 0,072 0,072 0,468 0,623 -
Tablo 10.Sepsis grubuna ait korelasyon analizi
Katalaz GPX MDA NOS SOD
Katalaz |— I
p -
r - 1
. GPX 0,943**
Sepsis p 0,005 -
r -0,029 -0,257 1
MDA I 0,957 0,623 -
r 0,657 -0,771 0,657 1
NOs P 0,156 0,072 | 0,156 -
SOD r 0,371 -0,086 -0,657 -0,143 1
p 0,468 0,042 0,156 0,787 -
Tablo 11. D Vitamini + Sepsis grubuna ait korelasyon analizi
Katalaz GPX MDA NOS SOD
Katalaz r !
p -
r 0,029 1
D GPX p 0,957 -
Vitamini r -0,829* 0,486 1
+ ) MDA p 0,042 0,329 -
Sepsis NOs r -0,143 0,314 0,143 1
p 0,787 0,544 0,787 -
SOD r 0,714 -0,029 -0,543 -0,371 1
p 0,111 0,957 0,266 0,468 -
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4.2.1. Rat Kalp Dokularinin SOD Aktiviteleri

Rat Kalp Dokularina Ait SOD
Aktiviteleri (U/mg protein)

30

25

20 Il

15 -+

10 -+

5

0 - . I I .

KONTROL SEPSIS D Vitamini D Vit+SEPSIS

Grafik 5. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait SOD aktiviteleri

4.2.2. Rat Kalp Dokularmmin CAT Aktiviteleri

Rat Kalp Dokularina Ait CAT
Aktiviteleri (IlU/mg protein)
10000
8000
6000
4000
2000
0 I . I .
KONTROL SEPSIS D Vitamini D Vit+SEPSIS

Grafik 6. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait CAT aktiviteleri
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4.2.3. Rat Kalp Dokularinin GSH-Px Aktiviteleri

14
12
10

o N B O

Rat Kalp Dokularina Ait GSH-Px
Aktiviteleri (IlU/mg protein)

111

KONTROL SEPSIS D Vitamini D Vit+SEPSIS

Grafik 7. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait GSH-Px aktiviteleri

4.2.4. Rat Kalp Dokularimin NOS Aktiviteleri

45
40
35
30
25
20
15
10

Rat Kalp Dokularina Ait NOS
Aktiviteleri (IU/mg protein)

b1l

KONTROL SEPSIS D Vitamini D Vit+SEPSIS

Grafik 8. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait NOS aktiviteleri
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4.2.5. Rat Kalp Dokularinin MDA miktarlari

Rat Kalp Dokularina Ait MDA
Miktarlari (nmol/mg protein)
14
12
10 T
g
6 .
s
-
o .
KONTROL SEPSIS D Vitamini D Vit+SEPSIS

Grafik 9. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait MDA miktarlari

4.2.6. Tim Enzim Aktiviteleri ve MDA seviyeleri

m KONTROL

m SEPSIS

D Vitamini

B D Vit+SEPSIS

SOD CAT/1000 GSH-Px NOS MDA

Grafik 10. Tiim gruplarda rat kalp dokularina ait tim enzim aktiviteleri ve

MDA miktarlari
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Calismamizda SOD enzim aktivitesi Sepsis ve D Vitamini+Sepsis
gruplarinda SHAM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizede artmisken
(sirastyla p=0,027 ve p=0,008) sadece D vitamini verilen grupta SHAM grubuna
gore anlaml degisiklik gozlenmemistir (p=0,179).

Katalaz enzim aktiviteleri tiim gruplarda SHAM grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede artmistir (sepsis p=0,0488, D Vitamini p=0,0047 ve D
Vitamini + Sepsis p= 0,0002). Ayrica D Vitamini ve D Vitamini + Sepsis
gruplarinda Sepsis grubuna gore katalaz aktivitelerinde anlamlh artislar
yasanmustir (sirastyla p=0,0257 ve p=0,0372).

GSH-Px aktivitesi SHAM grubu ile karsilastirildiginda ve gruplar kendi
aralarinda karsilastirildiklarinda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktur
(tim gruplarda p> 0,05).

NOS aktivitesinde ise SHAM grubuna gore tiim gruplarda istatistiksel
olarak anlaml artis kaydedilmis (sepsis p=0,029, D Vitamini p=0,045 ve D
Vitamini + Sepsis p= 0,0013), diger gruplarda ise anlamli farklilik
gozlenmemistir.

MDA miktarlarinda ise SHAM grubuna gore sadece Sepsis grubunda
istatistiksel olarak anlamli artis kaydedilmis (p=0,002), diger gruplarda ise
anlamli degisim gozlenmemistir. Ayrica Sepsis grubunda D vitamini ve D
Vitamini + Sepsis grubuna gore istatistiksel anlamli artis kaydedilmistir (sirasiyla

p=0,003 ve p=0,02)
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4.3. Histopatolojik Bulgular
SHAM grubu 151k mikroskobik olarak degerlendirildiginde kardiyak
myositlerin, kapiller yapist ve dagiliminin, fibroblastlarin organizasyonu

yapisinin normal histolojik karakterde oldugu gbézlendi (Resim 1 ve 2).

\. "\
\, \
Resim 2: SHAM Grubu
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D Vitamini grubunda ise kardiyak doku elemanlar1 degerlendirildiginde
tim histolojik yapilarin bulgulariin, SHAM grubu bulgular1 ile 6zdes oldugu

gbzlendi (Resim 3 ve 4).

Resim 4: D Vitamini Grubu
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Sepsis grubunda ise kiiciik biiyiiltmede, kardiyomyositlerin normal
histolojik oryantasyonunun bozulmus oldugu, kollaterallerde artis belirgin olarak
gozlendi. Ayrica fibroblastlarda yaygin proliferasyon ve inflamatuar hiicre
kiimeleri dikkati ¢ekti. Bu grupta, yaygin vaskiilarizasyon gelisirken, kapiller
dilatasyonu dikkati ¢ekti. Ayrica yaygin eritrosit infiltrasyonu vardi.  Sepsis
grubunda biiyiik biiyiiltmelerde dikkati ¢geken en dnemli bulgu kardiyomyositlerde
gbzlenen myofibril kaybiydi. Bu bulgu hiicre i¢inde acik eozinofilik alanlarin
yaygin olmasi ile belirgindi. Ayrica baz1 kardiyomyositlerin bazofilik boyanma

ozelligi gosterdigi saptandi (Resim 5-8).

Resim 5: Sepsis Grubu
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Resim 6: Sepsis Grubu

Resim 7: Sepsis Grubu
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Resim 8: Sepsis Grubu

D Vitamini+Sepsis grubunda ise kardiyak dokuda kapiller dilatasyonu
devam ederken diger tum doku elemanlariin SHAM ve D Vitamini grubu ile

0zdes Ozellikte oldugu gozlendi (Resim 9 ve 10).

Resim 9: Sepsis Grubu
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Resim 10: Sepsis Grubu
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5. TARTISMA

Sepsis, mortalitesi ¢ok yiliksek olan ciddi bir klinik problemdir.
Lipopolisakkaridler ile indiiklenen sepsis durumunda kardiyak hiicrelerde
kontraksiyon kabiliyetlerinde azalma ve ROT ne bagli kardiyak hiicrelerde otofaji
goriilmektedir (142).

Turdi ve ark. yaptig1 calismada katalaz enziminin asir1 {iretiminin otofajik
mekanizmalar1 diizenleyerek ROT bagimli kardiyak hiicre o6liimlerini ve buna
bagli olarak mortalite oranin1 da %51,8 oraninda azalttigin1 belirtmislerdir (143).
Ayni gekilde ekstraselliiler SOD enzim aktivitesindeki artisin kalp dokusunda
iskemi reperfiizyon sonrasinda olusan hasari azalttig1 belirtilmistir (144).

Sepsiste kalp dokusundaki antioksidan enzim aktiviteleri incelendiginde
birbiriyle ¢elisen sonuclara rastlanmaktadir.

Rozenberg ve ark. Sepsiste miyokard hasarimin yagla ilgisi olup
olmadigini arastirdiklar1 ¢aligmada, 0,5 mg/kg LPS verilip sepsis olusturulan
ratlarin kalp dokularinda SHAM grubuna goére SOD ve CAT enzim aktivitelerinde
hem gen¢ hem de yasl ratlarda bir artisin s6z konusu oldugunu, ancak geng
ratlarin kalp dokularindaki TBARS seviyelerinin azalmasina ragmen yash
olanlarda ise arttigini kaydetmislerdir. Olusan bu durumun yaslanmayla kalp
dokusunda artan NO’e bagli oldugunu ve yaslh dokularda daha ¢ok peroksinitrit
olustugunu ileri siirmektedirler (145). Calismamizda da sepsis grubunun kalp
dokularinda SHAM grubuna goére anlamli diizeyde MDA miktar1 ve NOS aktivite
artist gerceklesmistir (sirasiyla p=0,002 ve p=0,029). MDA seviyelerinin anlamli

artisindan, NOS aktivitesi artisi sonucu kalp dokusunda artan NO ve O,* artisina
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bagli olarak ortamda biriken yiliksek miktardaki peroksinitritin sebep oldugu
diisiiniilebilir. Ote yandan sepsis grubundaki SOD ve CAT aktivite artisi, sepsiste
oksidatif yiikiin artisina karsin  enzimatik antioksidan mekanizmalarin
tetiklendigini  diisiindiiriirken, aym1 zamanda MDA miktarinin artisinin  da
gerceklesmesi antioksidan savunma mekanizmalarin yetersiz kalmasi seklinde de
yorumlanabilir. Histolojik incelemelerde sepsis grubundaki kardiyomiyositlerin
histolojik oryantasyonlariin bozulmus olmasi ve myofibril kaybi, sepsis
grubunda SHAM grubuna gore oksidatif stresin arttigin1 ve antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz kaldigini desteklemektedir.

Ritter ve ark. Cekal ligasyon-perforasyon yontemiyle sepsis yapilan
ratlarda oksidatif parametreler ve mortalitelerini arastirdiklar1 calismada kalp
dokusundaki SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artis bulmalarina ragmen bu
artisin orantili olmadigini1 ve SOD aktivitesinin CAT aktivitesine gore daha fazla
arttigin tespit etmislerdir. Kalp dokusundaki TBARS miktar1 artigin1 ve hiicresel
hasarin1 SOD/CAT imbalansina, dolayisiyla da ortamda artan H,O’in yaptig1
seliiler hasara baglamislardir (146). Calismamizda da sepsis grubunda SOD ve
CAT aktivitesi artis1 gergeklesmis ve bu artis Ritter ve ark. yaptiklari ¢alismanin
aksine orantili, hatta bir miktar da CAT lehine gerceklesmistir. Bu nedenle
ortamda SOD/CAT imbalanst nedeniyle olusan H,O, artisindan bahsedilemez.
Buna ragmen MDA miktar1 artiginin yaganmasi, sepsiste oksidatif stresin artmasi
ve bu artis1 antioksidan savunma sistemlerinin kompanze edememesiyle

aciklanabilir.
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Ben-Shaul ve ark. Dogal antioksidanlar ve apocynin tedavisinin LPS ile
sepsis yapilan rat kalp dokusundaki etkisini arastirdiklar1 ¢alismada sepsis yapilan
grupta kalp dokusunda SHAM grubuna gére SOD ve CAT enzim aktivite
artistyla beraber TBARS miktar1 artis1 varken GSH-Px enziminde ise degisime
olmamuistir. Bu ¢alismada dikkat ¢eken en 6nemli husus NADPH oxidaz enzim
aktivitesinin asirt miktarda artmasidir. NADPH oksidaz enzim aktivitesi artisi,
ortamda bulunan LPS ile savas i¢in {iiretilen yiiksek miktarda H,O, olusumuna
sebep olmakta, sonug olarak da hiicresel hasar olusmaktadir. Sepsis grubuna gore
dogal antioksidanlar ve apocynin tedavisi sonrasi sepsis gelisen ratlarin kalp
dokularinda TBARS miktarlarinda kayda deger azalma goriilmiis ve bu azalma
NADPH oksidaz enziminin antioksidan tedavi sonrasi ciddi oranda azalmasi ve
CAT aktivitesinin hafifce ylikselmesi sonucu ortamdaki H,O, birikiminin
engellenmesi ile agiklanmistir (147). Yaptigimiz ¢aligmada da sepsis grubunda
SOD, CAT enzim aktiviteleri ve MDA miktarlarinda artis kaydedilmis, GSH-Px
enzim aktivitesinde ise anlamli degisiklik goriilmemistir. D vitamini tedavisi
sonrasi sepsis olusturulan grupta da CAT aktivitesi artisinin anlamli seviyede ve
SOD/CAT oraninin CAT lehine gerceklesmesi ortamda bulunan H,O, birikiminin
engellenmesi ve sonucunda hiicresel hasarin azalmasma yol actigi seklinde
yorumlanabilir ve sonuglarimiz bu agidan Ben-Shaul ve ark. yaptiklari ¢alisma ile
uyumludur. Sepsis grubu ile D Vitamini+Sepsis grubu karsilastirildiginda SOD
enzim aktivitesinde anlamli bir degisim kaydedilmezken, CAT ise D
Vitamini+Sepsis yapilan grupta anlamli diizeyde artmistir. Bunun sonucunda

SOD tarafindan olusturulan H,O;’in CAT tarafindan H,O ve O;’e parcalanmasi,
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D Vitamini+Sepsis grubunda daha fazla ger¢eklesmektedir. TBARS miktarinin da
sepsis grubuna gore D Vitamini+Sepsis grubunda anlamli diizeyde azalmasi1 D
vitamininin antioksidan 6zellik gdsterdigini diisiindiirmektedir.

Zang ve ark. Sepsiste mitokondriyal hasar ve inflamatuar cevabi
inceledikleri caligmada sepsis yapilan gruptaki ratlarin kalp dokularinda
mitokondriyal SOD ve GSH-Px enzim aktivitesinde azalma, MDA miktarinda ise
artma oldugunu belirtmektedirler. Bu durumu sepsisin miyokardiyal
mitokondrideki antioksidan kapasiteyi azaltip oksidatif stresin artigina katkida
bulunmasiyla agiklamiglardir (148). Yaptigimiz ¢alismada Sepsis grubunun kalp
dokusundaki total SOD enzim aktivitesinde anlamli bir artis tespit ettik (p=0,027).
Bu durum Zang ve ark.nin yaptiklar caligmayla ¢elismekle beraber sepsiste artan
siiperoksit radikallerinin etkisiyle ger¢eklesmistir. GSH-Px ac¢isindan bakildiginda
ise Zang ve ark. ile benzer azalma bulmamiza ragmen bu azalma anlaml
diizeylere ulagamamistir (p=0,579). Ortamda SOD tarafindan olusturulan asiri
miktardaki H»O,’i substrat olarak kullanan GSH-Px’in yiiksek H,0,
konsantrasyonlarinda baskilanmas1 ve yiiksek konsantrasyonlarda CAT enzim
aktivitesi artis1 bu durumu agiklamaktadir.

Leon ve ark. ¢ekal ligasyon-perforasyon ydntemiyle sepsis yapilan
ratlarda hipoterminin oksidatif parametreler iizerine etkisini arastirdiklar
calismada sepsis gelisen ratlarin serumlarinda NO ve OH radikallerinde artis
tespit etmisler ve bunu sepsisin oksidatif yiikii artirmasina baglamislardir. Kalp
dokularinda ise SOD ve CAT enzimlerinin sepsis olmayan gruba gore arttigini, bu

artisin orantili olmayip CAT lehine oldugunu tespit etmiglerdir. (149). MDA’da
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anlamli  degisim olmadigi g6z Oniinde bulunduruldugunda SOD/CAT
imbalansinin CAT Ilehine olmasi ortamda olusan H,O,’nin zararsiz hale
getirilmesine ve lipid peroksidasyonunun kompanze edilmesine sebep oldugu
diisiiniilebilir. Ancak yaptigimiz ¢alismada sepsis grubunda SOD ve CAT enzim
aktiviteleri artmasina ragmen Leon ve ark yaptiklari ¢aligmanin aksine SOD/CAT
orani degismemis ve MDA artis1 goriilmiistiir. Bu durum olusan oksidatif yiikiin
artan SOD ve CAT tarafindan yeterince kompanze edilemedigini, buna ek olarak
artan NOS’1n etkisiyle olusan NO ve nihayetinde de peroksinitritin doku hasari
gerceklestirerek MDA artigina sebep oldugu seklinde yorumlanabilir.

Yapilan pek ¢ok calismada Sepsiste goriilen kardiyovaskiiler bozukluklar
NO artisina baglanmis ve NO artisindan da NOS sorumlu tutulmustur. Sepsiste
meydana gelen pro-inflamatuar cevap hizli bir sekilde NO artisin1 tetiklemesine
ragmen ROT’lerinin lokal olarak artisi, olusan NO’in tiiketilmesine yol agmakta
ve sepsiteki dokular arasi heterojeniteyi agiklamaktadir (150-153).

Cunha ve ar. Yaptiklar1 ¢alismada LPS enjeksiyonu sonrasinda sepsis
geligen farelerin plazmalarinda anlamli derecede nitrit ve nitrat artig1 gozlenmistir.
NOS enzim aktivitesi akciger, dalak ve kalp dokularinda incelenmis ve tim bu
dokularda artti§i sonucuna varilmistir. Nitrit ve Nitrat artisindan NOS enzim
aktivitesinin artis1 sorumlu tutulmaktadir. Endotoksemi tablosunda dokularin
perflizyonunun artirilmasi i¢in NO artisina ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak sepsis
tablosunda interferon gama’daki artis ile beraber LPS bulunmasi, IL 1 ve TNF-a
ile sinerjistik etki olusturarak asirt miktarda NOS aktivasyonuna sebep olmakta ve

sonucta da bol miktarda NO aciga ¢ikmaktadir (154). NO ile siiperoksit
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anyonunun spontan reaksiyonundan peroksinitrit agiga ¢ikar. Bu reaksiyon ok
hizli gerceklesmektedir ve sadece radikallerin difiizyon kapasiteleri ile siirlidir.
Peroksinitrit pasif diflizyon yoluyla hiicrelerin igine kolayca girebilir ve birgok
biyomolekiille reaksiyona girip protein, lipid ve DNA hasar1 yapabilir (155).
Yaptigimiz ¢aligmada sepsis grubundaki NOS aktivitelerinin ve MDA
miktarlarinin SHAM grubuna gore anlamli diizeyde arttigini tespit ettik (sirasiyla
p=0,029 ve p=0,002). Sepsiste artan NOS enzimi NO olusumunu tetiklemekte ve
sonucta peroksinitrit aciga ¢ikarmistir. Olusan peroksinitrit kalp dokusunda lipid
hasar1 meydana getirerek MDA artisin1 gergeklestirmistir. Ayrica histolojik
incelemelerde sepsis grubunda SHAM grubuna goére artmig kapiller dilatasyon
goriilmesi ortamda artmis NO miktarm1 ve NOS enzim aktivitesini
desteklemektedir.

D Vitamininin iskelet kaslar1 iizerinde bir¢ok biolojik rolii oldugu
bilinmektedir (156). D Vitamini eksikligi insan kaslarinda atrofiye sebep
olmaktadir (157). Yapilan hem in vivo hem in vitro ¢aligmalar D Vitamininin
fizyolojik konsantrasyonlarda bulunmasinin hiicreleri oksidatif strese karsi
korudugunu gostermistir (158, 159).

D Vitamininin kalp dokusundaki antioksidan enzim aktiviteleri iizerindeki
etkisi ile ilgili literatiir taramasi yapildiginda da birbiriyle gelisen sonuglar gormek
mimkiindiir.

Bhat ve ark. 2013 yilinda yaptiklar bir calismada D Vitamini eksikliginin
Ubiquitin Proteasome Pathway (UPP) yoluyla kaslarda intraseliiler protein

bozunmasina yol acarak kas erimesine sebep oldugunu tespit etmislerdir. D
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Vitamini tedavisi verilen ratlarda ise UPP aktivasyonunda azalma
gozlemlemislerdir (160). UPP’nin sepsis, diabet, tiremi, AIDS ve kanser gibi
bircok hastalikla da iliskili oldugu gosterilmistir (161).

Yine Bhat ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 caligmada ise D Vitamini
eksikligi olan grupta kas hiicrelerinde SOD ve CAT enzimlerinin kayda deger bir
sekilde azaldigi, GSH-Px enziminin ise arttigini gozlemlemislerdir. Ayrica kas
nitrat seviyelerinin D Vitamini eksikliginde arttig1 gézlemlenmistir. D Vitamini
eksikligi olan hiicrelere D vitamini verildiginde ise SOD enziminde artig tespit
edilmistir. D Vitamini eksikligi oksidatif dengeyi bozmakta ve kas proteolizisine
sebep olmaktadir (162). Yaptigimiz ¢aligmada D vitamini verilen grupta SOD
aktivitesi artig1 gergeklesmesine ragmen bu artis anlamli seviyelerde olmamig
ancak anlaml diizeyde CAT aktivitesi artis1 gerceklesmistir (sirastyla p=0,179 ve
p=0,0047). Bu ac¢idan bakildiginda SOD/CAT oran1 CAT lehine gerceklesmis ve
D vitamini antioksidan 6zellik gostermistir. MDA diizeyinde SHAM grubuna gore
anlamli artisin gergeklesmemis olmasi bu durumu desteklemektedir (MDA igin
p=0,279).

Abd Allah ve ark. 2014 yilinda yaptiklart c¢alismada ferrdz stilfat
yiiklemesi ile kardiyak demir birikimi yaptiklar ratlarin kalp dokusunda oksidatif
stresin arttigin1 ve sonucunda da lipid peroksidasyonu ve kardiyomiyositlerde
dejenerasyon oldugunu gozlemlemislerdir. Ferrdz Siilfat ile birlikte verilen D
Vitamininin ise serum Total Antioksidan Kapasiteyi artirdigi, Oksidatif Stres
Indeksini ise azalttigini bulmuslardir. Ancak histolojik olarak incelenen kalp

dokusunda ferrdz siilfat kaynakli kardiyak dejenerasyonu anlamli derecede
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azaltmadigim1 bulmuglar ve bunu da ferréz siilfatin oksidatif kapasitesinin D
Vitamininin antioksidan kapasitesinin ¢ok {izerinde olduguna baglamislardir
(163). Yaptigimiz calismada sepsis durumunda oksidatif stresin ve lipid
peroksidasyonunun arttigini, kardiyomiyositlerin histolojik oryantasyonlarinin
bozuldugunu ve bu hiicrelerde miyofibril kaybinin yasandigimi ve kapiller
dilatasyon tespit ettik. D vitamini ile tedavi edilip sonrasinda sepsis yapilan
grubun histolojik goriintiileri incelendiginde ise sadece kapiller dilatasyonun
devam ettigini, diger tiim doku elemanlarmin SHAM grubuyla 6zdes 6zellikte
oldugunu gozlemledik. Abd Allah ve ark. yaptiklari ¢aligmada D Vitamini, ferroz
stilfatin oksidatif etkisini tam olarak kompanze edememesine karsin ¢alismamizda
sepsisteki oksidan hasar1 biiyiik 6l¢iide engellemistir.

Noyan ve ark. Yaptig1 ¢alismada insiilin tedavisi verilen diabetik ratlara
yapilan D vitamini tedavisinin kalp dokusunda CAT ve SOD enzim aktivitelerini
azaltirken TBARS seviyesi ve GSH-Px enzmin aktivitesinde ise anlaml
degisiklige sebep olmadigini tespit etmislerdir. Bu durumu lipid
peroksidasyonunun degismeyip CAT ve SOD aktivitelerinin azalmasi ile ortamda
azalan siiperoksit radikali ve hidrojen peroksit miktarina baglamiglardir (164).
Calismamizda ise bu ¢alismanin aksine D Vitamininin SHAM grubuna gére SOD
ve CAT enzim aktivitelerini artirdigim1 tespit ettik. Bu artiglar SOD i¢in
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte CAT i¢in anlamli seviyedeydi
(swrastyla p=0,179 ve p=0,0047). Bu agidan bakildiginda CAT lehine bir artis,
H,0;’nin zararsiz hale getirilmesi adina 6nem teskil etmektedir. SHAM grubuna

gore D vitamini verilen grupta NOS aktivitesinin artisina ve GSH-Px aktivitesinin
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degismemesine ragmen MDA’da anlamli degisikligin  gozlenmemesi D
Vitamininin antioksidan 6zelligini desteklemektedir (sirasiyla p=0,045, p=0,944
ve p=0,273). Calismamizda D Vitamini+Sepsis grubunda sepsis grubuna gore
anlaml diizeyde CAT aktivitesi artis1 yasanmis, MDA seviyelerinde ise anlamli
diizeyde azalma yasanmistir (sirasiyla p=0,0372 ve p=0,02). Ayrica D Vitamini +
NOS aktivitesinde ise bir miktar azalma olmasina ragmen bu azalma anlamli
seviyelere ulasamamistir p=0,833). CAT aktivitesi artisinin daha fazla olmasi,
H,O,’nin yikimi  ile zararsiz hale getirilmesini  hizlandirarak  lipid
peroksidasyonunun gostergesi olan MDA seviyelerini azaltmigtir. Sepsis + D
Vitamini grubunda MDA ve CAT arasinda giiclii bir negatif korelasyon
bulunmasi (p= 0,042 ve r=-0,829) fakat sepsis grubunda koralasyon olmamasi
(p=0,957 ve 1=-0,029), katalazin MDA olusumunu 6nledigini desteklemektedir.
Bu nedenlerle sepsis tablosunda D vitamininin antioksidan éneme sahip oldugu
yorumu yapilabilir.

Assalin ve ark. D Vitamini eksikliginin siiresinin kardiyak remodelling ile
iliskisini inceledikleri ¢alismada D Vitamini diyeti yaptirilan ratlarin kalp
dokularinda D Vitamini takviyesi yapilanlara gore CAT ve GSH-Px enzim
aktivitelerinin anlamli diizeyde azaldigini tespit etmislerdir. D Vitamini eksikligi
olan ratlarin kalp dokularinda oksidatif stres artisina bagli apopitoz ve fibrozis
indiiklenmis ve kardiyak remodelling goriilmiistiir (165). Yaptigimiz ¢alismada D
Vitamini verilen grupta CAT enzim aktivitesindeki artis Assalin ve ark. teyit
etmekle beraber ¢alismamizda GSH-Px diizeyinde degisim olmamasi ortamda

bulunan H,O, nin CAT tarafindan yikilmasiyla ve ekstra GSH-Px enzim artisina
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ihtiya¢c duyulmamasiyla agiklanabilir. SHAM grubuna gore D vitamini grubunda
ve Sepsis grubuna gore D Vitamini+Sepsis grubunda CAT seviyelerindeki
anlaml artisin gerceklesmis olmasi, H,O, nin zararl etkilerinin 6nlenmesi adina,
D vitamininin 6nemini ortaya koymaktadir (sirasiyla p=0,0047 vep=0,0372).
Wang ve ark. Isoprotenerol ile miyokardiyal hasar yaptiklari rat kalp
dokusunda SOD ve CAT enzim aktivitelerinin sirastyla %18 ve %22 oraninda
azaldigin1 ancak D Vitamini uygulamasinin ise bu azalmay1 %16 ve %20 artirarak
SHAM grubu seviyelerine getirdigini bulmuslardir. Bu sonuglara gore D Vitamini
uygulamasinin antiperoksidasyon etki ile kalp dokusunu korudugu sonucuna
varmiglardir. Ayrica kalp dokusundaki hidrojen peroksit miktarlarina bakildiginda
ise isoproterenol verilen ratlarda artis varken D Vitamini uygulamasinda ise
azalma gozlenmistir. Anjiotensin II, Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
Oksidaz yolu ile ROS olusumunu baslatmaktadir. D Vitamininin anjiotensin
I’'nin olusumunu inhibe etmesi, hidrojen peroksit olusumunun azalmasin
aciklamaktadir (166). Calismamizda hem D vitamini verilen grupta hem de D
vitamini tedavisi sonrasinda Sepsis yapilan grupta SHAM grubuna goére SOD ve
CAT enzim diizeylerinde artis gergeklesmekle beraber bu artis CAT lehine
gerceklesmistir. Bu durum, H,0O, eliminasyonunu artirarak ortamda H,0,
birikimini engellemis ve lipid peroksidasyonunun sepsis grubuna gore azalmasini
saglamigtir. D vitamininin H,O, olusumunu Anjiotensin II olusumunu inhibe
etmesi yolu ile azalttifi da disiiniilirse D vitamininin hem primer hem de

sekonder olarak antioksidan bir madde 6zelligi gosterdigi yorumu yapilabilir.
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Andrukhova ve ark. D Vitamininin NOS ve damar sertligi ile ilgisini
arastirdiklar1 ¢calismada VDR mutant farelerde diisiik NOS’a bagli azalmis NO
biyoyararlanimi ve bu azalmaya bagli endotel disfonksiyonu, damar sertliginde
artis, artmis aortik direng, aortada yapisal remodelling ve bozulmus sistolik ve
diastolik kalp fonksiyonu bulmuglardir. VDR sinyallerinin kaybi Renin
Anjiotensin Aldosteron Sisteminden bagimsiz olarak damar sertligini artirmakta
ve bu artisin sonucu olarak da sistolik ve diastolik kardiyak bozulmaya sebep
olmaktadir. VDR uyarisinin artmasi, eNOS transkripsiyonunu artirarak NO
olusumunu diizenlemektedir. Buna ek olarak D Vitamini, VDR bagimh
fosforilasyon kaskad:i ile eNOS’un nongenomik aktivasyonunu saglayarak NO
sentezini artirir (167). Calismamizdaki bulgular da bu calismay1 teyit eder
durumda olup hem D vitamini verilen grupta hem de D Vitamini sonrasinda sepsis
yapilan grupta SHAM grubuna gore anlamli diizeyde NOS aktivitesi artis1 tespit
edilmistir (p=0,045 ve p=0,0013).

Reynolds ve ark. Sistemik Lupus Eritematozus (SLE) hastarinda
endotelyal fonksiyon ve onariminda D vitamininin etkisini arastirdiklar1 calismada
TNF-0 'nin eNOS olusumunu downregiile ettigini, D Vitamininin ise TNF-a
Induced Protein-10 (IP-10) ekspresyonunu azaltarak eNOS olusumunu artirdigini
gostermislerdir (168). Sepsiste TNF-a  artis1  gergeklestigi géz Onilinde
bulunduruldugunda c¢aligmamizdaki sepsis grubunda NOS aktivitesi artiginin
anlaml diizeyde artmast Renolds ve ark. yaptig1 ¢alisma ile ¢elismekte ancak D

Vitamini verilen gruptaki NOS aktivitesi artisi ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC

Calismamizdan, sepsis durumunda kalp dokusunda oksidatif stres artigina
bagli olarak lipid peroksidasyonu seviyelerinde yiikselmelerin oldugu
gorilmektedir.

D vitamininin, kalp dokusundaki antioksidan enzim aktivitelerini pozitif
yonde indiikledigi tespit edilmistir.

D Vitamini grubunda, NOS aktivitesinde artis olmasina ragmen, lipid
peroksidasyonu seviyelerinde anlamli oranda artisin olmamasi, D vitamininin,
diger antioksidan enzim aktivitelerini artirmasina bagli olabilecegini
diistindiirmektedir.

Sepsis grubuna gore D Vitamini + Sepsis grubunda istatistiksel anlamli
diizeydeki katalaz aktivite artist ve lipid peroksidasyonundaki azalig; sepsisin

sebep oldugu oksidatif stresi D Vitamininin azalttigini diisiindtirmektedir.
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8. OZET

LIPOPOLISAKKARIT ILE SEPSIS OLUSTURULAN
RATLARIN KALP DOKULARINDA
SERBEST RADIKAL METABOLIZMASININ INCELENMESI;
D VITAMINININ ETKISI

Sepsiste  enfeksiyon ajanlart ile uyarim sonucu proinflamatuvar
sitokinlerin salinimi artmaktadir. Salinan proinflamatuvar mediyatorler serbest
radikal olusumunu tetiklemekte, olusan serbest radikaller de oksidatif strese neden
olmaktadir. Endotoksik sok tablosunun oksidatif stresle beraber seyretmesi de
sepsis tablosunu agirlagtirmaktadir.

D Vitamininin ise antioksidan enzimleri artirarak oksidatif stresi azalttig1
kaydedilmistir.

Calismamizda, deneysel sepsis olusturulmus ratlarin kalp dokularinda
serbest radikal metabolizmasini ve bu metabolizma tizerine D Vitamininin etkisini
arastirmay1 amagladik.

Calismada agirliklart yaklasik 250-350 gr olan 24 adet disi wistar albino
rat kullanildi. Ratlar SHAM grubu, sepsis grubu, D vitamini grubu, sepsis + D
vitamini grubu olmak tiizere 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 (aygi¢ek yaginda coziilerek) gavaj yolula
verildi. Ratlarin viicut sicakliklari rektal yoldan 6lgiildii. Rat kalp dokularindaki
serbest radikal enzimleri ve lipid peroksidasyonu seviyeleri spektrofotometrik

olarak olcildii.
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Sepsis grubunda SOD, CAT ve NOS enzim aktiviteleriyle beraber lipid
peroksidasyonu iriinii olan MDA’da artig tespit edildi (sirasiyla p=0,027;
p=0,0488; p=0,029 ve p=0,002). D vitamini grubunda bir miktar SOD enzim
aktivite artis1 olmakla beraber istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,179).
Buna karsin istatistiksel olarak anlamli CAT aktivite artis1 goriildii (p=0,0047). Bu
grupta lipid peroksidasyonu seviyelerinin gostergesi olan MDA’nin artis1 da
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,273). D Vitamini + Sepsis grubunda ise
Sepsis grubuna gore istatistiksel olarak anlamli CAT aktivite artisiyla beraber
MDA’da istatistiksel olarak anlamli bir diislis gozlendi (sirasiyla p=0,0372 ve
p=0,02).

Bu sonuclardan da anlasilmaktadir ki sepsis tablosunda kalp dokusunda
antioksidan enzimlerin artis1 yetersiz kalmakta ve lipid peroksidasyonu
artmaktadir. Sepsiste D vitamininin kullanilmasi ise kalpte antioksidan enzimlerin

aktivitelerinin artigin1 saglayip ve lipid peroksidasyonu seviyesini diisiirebilir.
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9. SUMMARY
INVESTIGATION OF FREE RADICAL METABOLISM IN SEPTIC
RAT’S HEART TISSUES TREATED WITH LIPOPOLYSACCHARIDE;
EFFECT OF VITAMIN D

Sepsis is a common cause of morbidity and mortality in the intensive care
unit. As a result of stimulation with infectious agent, proinflammatory cytokines
increase in sepsis. Secreted proinflammatory mediators triggers the formation of
free radicals and oxidative stress. Endotoxin shock, along with oxidative stress,
exacerbates sepsis.

On the other hand vitamin D increases the activity of antioxidant enzymes
and reduces oxidative stress.

We aimed to investigate the free radical metabolism and the effect of
vitamin D on free radical metabolism in heart tissue of rats which are
experimental sepsis model.

24 female wistar albino rats (weigt 250-350 g.) were divided into 4 groups
randomely. 1) SHAM , 2) Sepsis, 3) Sepsist+vitamin D, 4) Vitamin D. Sepsis was
induced with single intraperitoneal injection of LPS E.coli (O111-b4) 16 mg/kg.
25(0OH) Vitamin D3 was given 2 mg/kg dose via gavage (in sunflower oil) for 3
days. Rectal body temperature was measured in rats. Antioxydant enzymes and
lipid peroxidation levels in rats’ heart tissue were measured by
spectrophotometry.  Additionally = rat heart tissues were analysed

histopathologically.

102



SOD, CAT and NOS enzyme activity and MDA level was significantly
higher in the Sepsis Group than SHAM Group (respectively p=0,027; p=0,0488;
p=0,029 ve p=0,002). CAT enzyme activity was significantly higher in the
Vitamin D group than SHAM group (p=0,0047). CAT enzyme activity was
significantly higher and MDA was significantly lower in the Vitamin D+ Sepsis
Group than Sepsis Group (respectively p=0,0372 ve p=0,02).

It is also understood from these results that increase of antioxidant
enzymes activity is insufficient and lipid peroxidation increases in sepsis. Vitamin
D treatment in sepsis can provide an increase of antioxidant enzyme activities and

may reduce the level of lipid peroxidation in heart tissue.

103



10. OZGECMIS

Adr: Murat
Soyadi: KOCABIYIK
Dogum Yeri: SENIRKENT
Dogum Tarihi: 01.01.1985

e-mail : kcbyx(@hotmail.com

Gorev/ Unvan: Tip Doktoru/ Aras. Gor. Dr.
Egitimi: 1991-1996 Yedisehitler IIkdgretim Okulu
1996-2000 Isparta Anadolu Lisesi
2000-2003 Isparta Siileyman Demirel Fen Lisesi
2003-2009 Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi
2011-Halen Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Uzmanlik Egitimi
Yabana Dili:  Ingilizce
Is Deneyimi: 2009-2011 Senirkent Toplum Sagligi Merkezi Sorumlu
Hekimi
2011- Halen Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Anabilim Dal1 Aragtirma Gorevlisi Doktor
Yurt Dist Deneyimi: Eyliil-Aralik 2014 Erasmus Degisim Programi
Kapsaminda Wellcome Trust Center for Mitochondrial Research, Newcastle

University, Newcastle upon Tyne, Birlesik Krallik

104


mailto:kcbyx@hotmail.com

Uyesi Oldugu Bilimsel Kuruluslar:
Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi
Tiirk Klinik Biyokimya Dernegi

Tiirk Biyokimya Dernegi

Aldig1 Akademik Gorevler
l. Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Mezuniyet Sonras1 Egitim Kurulu

Tipta Uzmanlik Ogrencileri Temsilciligi. Aralik 2012 — Aralik 2015

Bilimsel Etkinlikleri:

Yurt dis1 yaymnlar:

1. Arhan M, Yilmaz H, Onal IK, Kocabiyik M, Erdal H, Ibis M. DR-
70 as a novel diagnostic biomarker for gastric cancer. The Turkish journal of
gastroenterology : the official journal of Turkish Society of Gastroenterology.
2015;26(6):480-3. Epub 2015/11/18.

2. Cengiz M, Ozenirler S, Kocabiyik M. Serum beta-trophin level as a
new marker for noninvasive assessment of nonalcoholic fatty liver disease and
liver fibrosis. European journal of gastroenterology & hepatology. 2016;28(1):57-

63. Epub 2015/10/30.

105



Ulusal Kongrelerdeki Poster Sunumlari:

1. Giilbahar O, Ciract MZ, Goniil II, Karakus E, Kocabiyik M,
Demirtas C, Elbeg S, Pasaoglu H. Prostat Kanserinde PSA’nin Klinik
Performansimin degerlendirilmesi. 8. Ulusal Klinik Biyokimya Kongresi. 18-22
Eyliil 2012 / Bodrum

2. Giilbahar O, Kocabiyik M, Ciract MZ, Demirtas C, Elbeg S,
Pasaoglu H. Siire¢ Sigma Degerleri Kullanilarak Rutin Biyokimyasal Testlerin
Analizleri ve Cihazlarin Performanslarimin Kiyaslanmasi. 8. Ulusal Klinik
Biyokimya Kongresi. 18-22 Eyliil 2012 / Bodrum

3. Giilbahar O, Kocabiyik M, Ciract MZ, Demirtas C, Elbeg S,
Pasaoglu H. Ayn1 Laboratuvarda Bulunan Ayn1 Marka ve Model 3 Farkli Cihazin
Performanslarinin Stireg Sigma Degerleri Kullanilarak Kiyaslanmasi. Klinik
Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi 9. Ulusal Kongresi. 24-28 Eyliil 2013 / Antalya

4, K&klii H, Karakan T, Ekinci O, Yiiksel O, Kocabiyik M, Sakalar T,
Civelek R, Cimar H. Helikobakter Pilorinin Kan Lipid Diizeyleri Uzerine Etkisi.
XV. Ulusal Klinik Biyokimya Kongresi 23-26 Nisan 2015 /Fethiye

5. Giilbahar O, Cingirt M, Sen B, Kocabiyik M, Demirtas C, Elbeg S.
FT3, FT4, TSH Hasta Sonuglar1 Kullanilarak ki Farkli Immiinassay Cihazin
Karsilagtirilmasi. XV. Ulusal Klinik Biyokimya Kongresi 23-26 Nisan 2015
/Fethiye

6. Demirtas C, Sen B, Kocabiyik M, Elbeg S, Giilbahar O. Sivi
Kromatografisi Tandem Kiitle Spektrometresi Cihazinin Performansinin

Degerlendirilmesi. XXVII. Ulusal Biyokimya Kongresi  3-6 Kasim 2015

106



Uluslararas1 Kongrelerdeki Poster Sunumlar1

1. Gulbahar O, Kocabiyik M, Ciraci MZ, Cingirt M, Demirtas C,
Ucar F, Bayraktar N, Akbiyik F, Yavuz Taslipinar M. Analytical Performances Of
Different Laboratories Which Use Various Analyzers Of Biochemistry. 20th
IFCC-EFLM European Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(EuroMedLab). 19-23 May 2013. Italy, Milan

2. Gucel F, Kocabiyik M, Demirtas C. Determination of Process
Sigma Value for Vitros Fusion Clinical Chemistry Autoanalyser. 22th
International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC
Wordlab 2014). 22-26 Haziran 2014 Istanbul, TURKIYE

3. Gulbahar O, Kocabiyik M, Zorlu E, Sen B, Cingirt M, Demirtas C,
Elbeg S. Comparison of Analytic Performance for Two Urinalysis Systems. 22th
International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC
Wordlab 2014). 22-26 Haziran 2014 Istanbul, TURKIYE

4, Gulbahar O, Zorlu E, Kocabiyik M, Sen B, Cingirt M, Demirtas C,
Elbeg S. Verification of Performance for Precision and Trueness for Cardiac
Biomarkers. . 22th International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC Wordlab 2014). 22-26 Haziran 2014 istanbul, TURKIYE

5. Demirtas CY, Kocabiyik M, Gucel F, Elbeg S, Gulbahar O.
Performance Evaluation of Olympus AU2700 Plus by Six-Sigma Using Three
Different Internal Quality Control Materials. AACC 2014 Annual Meeting and

Clinical Lab Expo. 27-31 Temmuz 2014. Chicago, USA

107



6. Koklu H, Karakan T, Ekinci O, Yiiksel O, Kocabiyik M, Sakalar T,
Civelek R, Cinar H. The effect of Helicobacter Pylori on serum lipid profile. 40th
Congress of the Federation of the European Biochemical. 4-9 Temmuz 2015

Berlin/ ALMANYA

Katildig1 Ulusal Kongreler:

l. Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi 8. Ulusal Kongresi. 18-22
Eyliil 2012 / Bodrum

2. Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi 9. Ulusal Kongresi. 24-28
Eyliil 2013 / Antalya

3. XV. Ulusal Klinik Biyokimya Kongresi 23-26 Nisan 2015 /Fethiye

Katildig1 Uluslararas: Kongreler

1. 20th IFCC-EFLM European Congress of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine. 19-23 Mayis 2013 Milano/ITALYA

2. 22th International Congress of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC Wordlab 2014). 22-26 Haziran 2014 istanbul/TURKIYE

3. 40th Congress of the Federation of the European Biochemical. 4-9

Temmuz 2015 Berlin/ ALMANYA

108



Katildig1 Kurslar:

1. Tirk Biyokimya Dernegi, Kalite Kilavuzlart Temelinde
Laboratuvar Hesaplamalar1 ve Degerlendirmeleri Kursu, 11-12 May1s 2012 / Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi, Ankara

2. Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi, Bilimsel Arastirmalarda
Temel ilkeler Saglik Bilimlerinde SPSS Kullanim Kursu, 18-22 Eyliil 2012 /
Bodrum

3. Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel
Arastirma Merkezi, XII. Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Etik Kursu. 10-20
Aralik 2012 / Ankara

4. Tirk Klinik Biyokimya Dernegi, Klinik Laboratuvarlarda LC-
MS/MS Deneyimleri Paylasimi1 ve LC-MS/MS Uygulamalari Kursu. 10-11 Nisan
2015 / Ankara

5. Tirk Klinik Biyokimya Dernegi, Klinik Laboratuvarlarda

Molekiiler Teknikler Kursu. 23 Nisan 2015 / Fethiye

Katildig1 Sempozyumlar
1. Tirk Biyokimya Dernegi, Hasta ve Calisan Giivenligi

Sempozyumu, 11 Mayis 2013 / Ankara

109



Aldig1 Odiiller

1. Klinik Biyokimya Uzmanlar1 Dernegi 8. Ulusal Kongresi Poster
Odiilii. 18-22 Eyliil 2012 / Bodrum

2. Tirk Biyokimya Dernegi 27. Ulusal Biyokimya Kongresi Poster

Odiilii 3-6 Kasim 2015

110



