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1.ÖZET 

1,25(OH)2D3 VĠTAMĠNĠN APOPĠTOZ VE OKSĠDATĠF STRES ÜZERĠNE 

DOZA BAĞLI ETKĠLERĠ 

Bu çalıĢmanın amacı1,25(OH)2D3 vitamininin apopitoz ve oksidatif stres üzerine 

doza bağlı etkilerini araĢtırmaktır. Ġstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve 

Restoratif Tıp AraĢtırmaları Merkezinde (REMER) yapılan çalıĢmamızda kontrol ve 

deney grubu olarak 10 haftalık 50 adet erkek Balb/c türü fare kullanıldı. Fareler her 

bir grup 10 adet fareden oluĢmak üzere 5 gruba ayrıldı. OluĢturulan deney 

gruplarından düĢük doz D vitamini grubuna (0.5 µg/kg), orta doz D vitamini grubuna 

(1 µg/kg), orta yüksek doz D vitamini grubuna (5 µg/kg) ve yüksek doz D vitamini 

grubuna (10 µg/kg) 1,25(OH)2D3 vitamini intraperitoneal olarak 14 gün boyunca 

haftada 3 kez enjekte edildi. Kontrol grubuna ise serum fizyolojik yine intraperitonal 

olarak verildi. ÇalıĢma sonunda farelerden elde edilen serumlarda Annexin V Eliza 

yöntemi ile, kalsiyum, TAK, TOS kolorimetrik yöntemle ölçüldü. TOS /TAKx100 

formülü kullanılarak OSI değeri hesaplandı. Farelerden alınan böbrek ve karaciğer 

dokularında ise PAS ve hematoksilen eozin ile boyama yapılarak histokimyasal 

inceleme yapıldı. Orta-yüksek doz D vitamini (5 µ/kg) uygulaması sonucu kontrol 

grubuna ile karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde serumda TAK 

değerlerinin azaldığı, Annexin V değerinin düĢtüğü ve böbrekte glomerül mezengial 

matriks oranının yükseldiği gözlendi (p<0,05). Yüksek doz D vitamini (10 µ/kg) 

uygulaması sonucu kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında OSI değerinin istatistiksel 

olarak anlamlı Ģekilde yükseldiği, TAK ve Annexin V değerinin istatistiksel olarak 

anlamlı Ģekilde düĢtüğü,  karaciğerde hasarlanmanın arttığı ve böbrekte glomerül 

mezengial matriks oranının yükseldiği gözlendi (p<0,05). 

Bu çalıĢmada, antioksidan olarak tanımlanan D vitamininin orta-yüksek doz ve 

yüksek dozlarının oksidatif stresi arttırdığı, karaciğer ve böbrekte histopatolojik 

lezyonlara sebep olduğu ortaya konmuĢtur. 

Anahtar Kelimeler: 1,25(OH)2D3, apopitoz, oksidatif stres, TAK, TOS. 
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2.ABSTRACT 

THE EFFECTS OF 1,25(OH)2D3 DEPENDING ON DOSE ON APOPTOSIS 

AND OXIDATIVE STRESS. 

The main purpose of this study was to observe the effects of 1,25(OH)2D3 depending 

on dose on apoptosis and oxidative stress. This study was conducted at Istanbul 

Medipol University Regeneative and Restorative Medicine Research Center 

(REMER). In the present study, 50 male Balb/c mouse, 10- weeks of age were used. 

They were divided into five equal groups as one for control and others for 

experimental groups. Experimental groups involving 1,25(OH)2D3 vitamin treatment 

were dosed by intraperitoneal injection for 14 days three times a week (Monday, 

Wednesday, Friday) with (0.5 µg/kg) to low dose vitamin D group, (1 µg/kg) to 

medium dose vitamin D group, (5 µg/kg) to medium high dose vitamin D group and 

(10 µg/kg) to high dose vitamin D group. Control mouses were received only 

physiological saline solution intraperitoneally. Annexin V was determined by Elisa 

method; calcium, total oxidant level (TOS) and total antioxidative capacity (TAC) 

were determined by colorimetric method on the serum that obtained from mouses at 

the end of the experiment. Oxidative stress index (OSI) was calculated using 

TOS/TAC×100 formule. Histochemical investigations were studied in liver and 

kidney tissue samples obtained from mouses. It is found for the comparison of 

medium-high dose vitamin D (5 µ/kg) with control group; TAK value has a 

statistically significant decrease in serum, Annexin V value has decreased and 

glomerular mesangial matrix ratio is increased in kidney (p<0,05). When high dose 

vitamin D (10 µ/kg) group compared with control group; it is observed that OSI 

value had a statisticaly significant increase, TAK and Annexin V values had a 

statistically significant decrease, increase in liver damage and increase in glomerular 

mesangial matrix ratio of kidney (p<0,05). Eventhough vitamin D is known as an 

antioxidant, this study suggests that high levels of vitamin D increases oxidative 

stress and results with histopathological lesions on liver and kidney. 

Keywords: 1,25(OH)2D3, apoptosis, oxidative stress, TAC, TOS 
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3.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Yağda eriyen vitaminler arasında yer alan D vitamini diğer vitaminlerden farklı 

olarak vücutta sentezlenebilmekte ve kan dolaĢımına katılarak diğer dokular üzerinde 

etki gösterebilmektedir. Bu özelliğinden dolayı vitaminden çok sterol yapılı bir 

hormon olarak değerlendirilmektedir, Holick (1), Holick (2). Genel olarak vücutta 

kalsiyum ve fosfat metabolizmasının düzenlenmesi ve kemik ve diĢlerin 

teĢekkülünden sorumludur, Emekli (4).  

D vitamini vücutta 25(OH)D ve 1,25(OH)2D halinde bulunabilmektedir. D vitamini 

metabolitlerinin sentezi karaciğerde ve böbrekte vitamin D2 ve D3’ün 

25hidroksilasyonu ve 1-α-hidroksilasyonunu içermektedir. Ġlk önce, karaciğerde 

birinci hidroksilasyon meydana gelmekte ve 25(OH)D oluĢmaktadır. 25(OH)D 

vitamin D bağlayıcı proteinler (DBP) ile böbreğe taĢınarak ikinci hidroksilasyona 

uğramakta ve en aktif D vitamini formu olan 1,25(OH)2D3 ya da kalsitriol’ü 

oluĢturmaktadır. 1,25(OH)2D3 dokularda bulunan vitamin D reseptörlerine 

bağlanarak kalsiyum metabolizması ile igili rikets, osteomalzi gibi hastalıkların 

yanında; otoimmün hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, depresyon, kanser vb. 

gibi hastalıkların oluĢum mekanizmasını etkilemektedir, Goltzman (3).  

Apopitoz; normal ve hasta hücrelerde görülen organizmadaki çeĢitli hücre 

tiplerininin hasarı esnasında spesifik hücrelerin kaybından sorumlu fizyolojik bir 

olaydır ve hücrede denge unsurudur, Altunkaynak ve Özbek (4). Apopitoz belli bir 

sıra ile gerçekleĢmektedir;  

1- Apopitozun baĢlatılması 

2- Hücre içi proteazların (kaspazların) aktivasyonu 

3- Hücre içi çeĢitli morfolojik ve biyokimyasal değiĢikliklerin oluĢması 

4- Fagositoz yolu ile yok edilme, Öztürk (5). 

Apopitoz mekanizmasında intrensek ve ekstrensek olarak adlandırılan iki yolak 

bulunmaktadır. Ekstrensek sistem ölüm reseptörleri üzerinden hücreyi apopitoza 

götürmektedir. Ġntrensek sistem ise mitokondriden üzerinden salgılanan sitokrom 

c’nin apopitozom yapısını oluĢturması ve oluĢan apopitozom da kaspaz 9’u aktive 
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etmektedir. Aktive olan kaspaz 9, kaspaz 3,6,7’yi aktifleĢtirerek hücreyi apopitoza 

götürmektedir, Afford ve Randhawa (6).   

Oksidatif stres; potansiyel olarak hasara yol açan oksidan yani reaktif oksijen 

türlerinde (ROS) bir artma ve antioksidan aktivitede azalmadan kaynaklanan bir 

denge durumu bozukluğu olarak tanımlanmaktadır. Oksidatif stresin vücutta artması 

ile kanser, nörodejeneratif hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, diyabet, 

inflamasyona bağlı hastalıklar görülebilmektedir, Preiser (7).  

AĢırı oksidatif stres, hücreleri nekroz veya apopitoz yolu ile öldürebilir. Serbest 

radikallerin apopitozu baĢlatan ajanlar olduğu düĢünülmektedir. Ayrıca apopitozun 

baĢlaması ile ROS’lerin ani üretiminin olduğu düĢünülmektedir. 

Bu çalıĢmada farelerde 1,25(OH)2D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres üzerine 

doza bağlı etkilerinin ortaya konması amaçlanmıĢtır. 
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4.GENEL BĠLGĠLER 

4.1.D vitamini 

D vitamini yağda eriyen vitaminler arasında yer alan, endojen olarak uygun biyolojik 

ortamda sentezlenebilen hormon ve hormon öncülü bir steroldür, Fidan ve ark (8). 

Vücutta kalsiyum ve fosfat metabolizmasının düzenlenmesinden, kemik ve diĢlerin 

teĢekkülünden sorumludur, Fidan ve ark (8), Emekli (9).  

D vitaminin doğada 6 ana formu vardır ve bunlar vitamin D2, vitamin D3, vitamin D4, 

vitamin D5, vitamin D6 ve vitamin D7 olarak adlandırılmaktadır. Bunların arasından 

Vitamin D2 (25(OH)D, ergokalsiferol) ve Vitamin D3 (1,25(OH)2D, kolekalsiferol) en 

önemlileridir, Chen (10). Vitamin D2 fotokimyasal olarak bitkilerden sentezlenirken 

Vitamin D3 güneĢ ıĢığından faydalanılarak dermiste ve epidermiste 

sentezlenmektedir, Vuolo ve ark (11).  

 

                   ġekil 1.1.Vitamin D2 ve Vitamin D3’ün kimyasal yapıları 

GüneĢ ıĢığı D vitamini üretimi için temeldir ve normal olarak D vitaminin %90-95’i 

deride güneĢ ıĢınları etkisi ile üretilir. GüneĢ ıĢınlarından yeterince faydalanılan 

durumlarda ilave D vitamini alımı gerekmemektedir, Akpınar ve ark (12). Doğada 

çok az miktarda besin, D vitamini içermektedir. Yumurta, tereyağı, süt, çeĢitli balık 

türleri ve karaciğerde D vitamini içeren gıdalara örnek olarak gösterilebilir, Emekli 

(9). (Tablo 1)  

Diyetle alınan vitamin D2 ve vitamin D3 Ģilomikron yapısına girerek lenfotik sistem 

ile venöz sirkülasyona taĢınmaktadır. Diyetle alınan veya endojen olarak yapılan 

vitamin D2 veya vitamin D3 yağ hücrelerinde depo edilmekte ve gerektiğinde 

dolaĢıma salınmaktadır, Holick (13).  
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Tablo 1.1.Bazı besinlerin vitamin D değerleri (100 gram’da IU olarak) 

Besinler 
Vitamin D 

Seviyeleri (IU) 
Besinler 

Vitamin D 

Seviyeleri (IU) 

Morina Balığı 

Karaciğer Yağı 
10.000 Tereyağı 92 

Yumurta Sarısı 265 Dana Biftek 13 

Peynir 33 Süt 4.4 

Karides 150 Somon Balığı 314 

 

Biyolojik olarak aktif olan 1,25(OH)2D, D vitamini düzeyinin ideal ölçümü için 

uygun değildir. Çünkü yarı ömrü 4-6 saattir ve sirkülatuar düzeyleri 25(OH)D’e göre 

1000 kat daha düĢüktür, Bikle (14). Bu nedenle D vitamini düzeylerini 

değerlendirmek için 25(OH)D düzeyinin ölçümü tercih edilmektedir. Vitamin D 

formları arasında baskın olan bu metabolit, hem D vitamini alımını hemde endojen 

yapımı göstermektedir, Donkena ve Young (15), Özçelik ve ark (16). Serum 

25(OH)D seviyesi < 10ng/ml ise; ciddi eksiklik, 20-29 ng/ml ise; yetersizlik, > 30 

ng/ml ise; normal, 40-50 ng/ml ise; ideal, >150 ng/ml ise; toksik olarak kabul edilir, 

Özçelik ve ark (16), Öngen ve ark (17), Grant ve Holick (18), Holick (19).  

4.1.1.Kimyasal Özellikleri 

Molekül ağırlığı 384.65 g/mol olan Vitamin D3 (C27H44O)’ün erime noktası 84-85˚C 

arasındadır ve 264 – 265 nm’de maksimum UV absorpsiyonuna sahiptir. Vitamin 

D2’nin ise erime noktası 121˚C’dir ve maksimum UV absorpsiyonunu 265 nm’de 

göstermektedir. D vitamini su içinde çözünmez iken, benzen, kloroform, etanol ve 

aseton gibi organik çözücülerde çözünebilmektedir, Zempleni (20). 
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4.1.2.Vitamin D Metabolizması 

Diyetle, bitkilerde bulunan ergokalsiferol (D2 vitamini) ve hayvan dokularında 

bulunan kolekalsiferol (vitamin D3) alınabilmektedir. Ayrıca endojen olarak Vitamin 

D3 dermis ve epidermiste bulunan 7 dehidrokolestrol’ün güneĢ ıĢınları yardımı ile 

previtamin D3 formuna dönüĢmesi ile sentezlenmektedir, Nakanishi ve ark (21). 

Vücuda alınan D vitamini metabolitleri belirli organlarda P-450 enzimleri yardımı ile 

hidroksilasyona uğrayarak aktif ve inaktif forma dönüĢmektedir. Ġlk olarak 

karaciğerde 25-hidroksilaz enzimleri (CYP2R1 ve CYP27A1) yardımı ile D 

vitaminin inaktif formu olan 25(OH)D (kalsidiol) formuna dönüĢmektedir. Daha 

sonra böbrekte, 1-α hidroksilaz enzimi (CYP27B1) yardımı ile 25(OH)D vitamini, D 

vitaminin biyolojik olarak aktif metaboliti olan 1,25(OH)2D (kalsitriol) formuna 

dönüĢmektedir, Shui ve ark (22). D vitamini sentezinde kilit konumda olan 1-α 

hidroksilaz enzim aktivitesinin düzenlenmesinde parat hormon (PTH), kalsiyum, 

fosfor ve fibroblast growth factor 23 (FGF 23) rol oynar, Özçelik ve ark (16). 1-α 

hidroksilaz enzim aktivitesinin azalması ile 1,25(OH)2D seviyesi azalır. Bu durumda 

vucüt PTH sentezini artırarak 1-α hidroksilaz enzimini aktive eder. Kemikten 

salınarak böbrek ve ince bağırsak hücrelerinde Na-PO4 kotransportuna neden olan 

FGF 23 ise 1,25(OH)2D sentezini baskılar, ayrıca 24 hidroksilaz enzimini de aktive 

ederek 1,25(OH)2D’nin inaktif formuna dönüĢmesine neden olur, Özçelik ve ark 

(16).  Bunlara ek olarak fosfor ve kalsiyum düzeyleri düĢtüğünde, 1-α hidroksilaz 

enzim aktivitesi artar ve dolayısı ile D vitamini sentezi artmaktadır, Öngen ve ark 

(17). D vitamini metabolitlerinin katabolizmasında, 24-hidroksilaz (CYP24A1) 

enzimi rol oynar. Bu enzim yardımı ile 1,25(OH)2D ve 25(OH)D metabolitleri 

1,24,25(OH)2D ve 24,25(OH)2D formuna dönüĢtürülerek üriner sistem yolu ile 

atılırlar, Chow ve ark (23).  
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ġekil 4.1.2.1: D vitamini metabolizması 

Vitamin D metabolitlerinin dolaĢım sistemi içinde transferleri Vitamin D bağlayıcı 

proteinler (DBP) sayesinde sağlanır, Voulo ve ark (11). Albumin ile aynı protein 

ailesine ait olan DBP karaciğer tarafından sentezlenir ve salgılanır, Bhan (24), Ying 

ve ark (25). D vitamini metabolitleri serumda DBP’ye bağlanarak taĢınır iken; sadece 

%1-3’ü serbest olarak bulunur, Akkoyun ve ark (26). Bu protein 25(OH)D, 

1,25(OH)2D ve 24,25(OH)2D’ye yüksek oranda affinite gösterir, Bhan (24).  

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(OH)2D, DBP ile dokulara taĢındıktan sonra 

vitamin D reseptörüne (VDR) bağlanır. VDR insanda 30 kadar farklı dokuda aktif 

olarak saptanan intraselüler nükleer reseptördür, Vuolo ve ark (11). Hedef 

hücrelerde, D vitamininin aktif formu VDR’ye bağlanır. Sonra bu kompleks retinoid 

X reseptör (RXR) ile heterodimer oluĢturur ve ilgili gen üzerindeki vitamin D duyarlı 

elemente (VDRE) bağlanarak etkinlik gösterir, Shui ve ark (22), Özkorkmaz (27), 

Dixon ve Mason (76). Bağlanan D vitamini osteoporoz, otoimmün hastalıklar, 

kardiyovasküler hastalıklar, depresyon, kanser vb. gibi hastalıkların oluĢum 

mekanizmasına etki eder. 
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                                ġekil 4.1.2.2: D vitamininin etki mekanizması 

4.1.3.Vitamin D Reseptörlerinin Kalsiyum ve Kemik Mineral Dengesindeki 

Rolleri 

Tiroid/steroid ailesine dahil olan VDR, liganta bağımlı bir transkripsiyon faktörüdür. 

Geleneksel olarak kalsiyum aktivitesi ile iliĢkilendirilmektedir. VDR, bağırsak, 

böbrek ve kemik dokusunda kalsiyum ve fosfor dengesini dolayısı ile kemik 

yapısının korunmasını sağlar, Nagpal ve ark (28).  

VDR osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar tarafından sentezlenmektedir. Ġskelet 

dokusunda 1,25(OH)2D olgun kemik rezorbsiyon hücrelerindeki preosteoklastların 

farklılaĢmasını indükleyerek osteoklast sayısını artırmaktadır. Ayrıca osteokalsin ve 

osteopontin gibi kemik matriks proteinlerinin sentezini uyararak osteoblastlar üzerine 

doğrudan etki etmektedir, Dowd ve McDonald (29). 

Kemik hücreleri içinde gerçekleĢen VDR aracılı aktiviteler plazma kalsiyum ve 

kemik mineral dengesinin regüle edilmesinde rol oynamaktadır. Yapılan in vivo ve 

in vitro çalıĢmalara göre, D vitamini aktivitesi, kemik formasyonunu ve kemik 

mineral katabolizmasını inhibe ya da stimüle edebilir.  Kalsiyum değeri düĢük 

olduğunda D vitamini ya kemikten kalsiyum ve fosfat salgılanmasını sağlar ya da 

kemik mineral çökelmesini önler. Kalsiyum ve fosfat seviyesi yeterli ise kemik 

hücreleri VDR aracılığı ile plasma 25(OH)D’yi 1,25(OH)2D’e dönüĢtürüp 

kemiklerde kalsiyum ve fosfat artıĢını sağlamakta ve kemik dayanıklılığını 

Vitamin D reseptörü 

Hücre çekirdeği 

Retinoid X reseptörü 

VDR cevap elementi 
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artırmaktadır. Bu da çocuklarda rikets ve eriĢkinlerde osteoporoz oluĢumunun 

engellenmesine yardımcı olabilmektedir, Morris (30).  

VDR’nin kemik kütlesi ve yoğunluğunun biyolojik değiĢikliklerle ilgili olabileceği 

ancak kemikteki mineral yoğunluğu ile iliĢkisi hala açıklanamamıĢtır, Boron ve ark 

(31).  

4.1.4.D Vitamininin Fonksiyonları 

D vitaminin baĢlıca görevi intestinal kalsiyum ve fosfor emilimini sağlayarak PTH 

ile birlikte organizmanın kalsiyum ve fosfor dengesini düzenlemektir. Vücut 

kalsiyum ihtiyacına karĢılık olarak salgılanan PTH, D vitamini düzeyinin 

artırılmasında önemli bir yer tutmaktadır. D vitamini yokluğunda kalsiyum emilimi 

%10-15 iken bu durum D vitamini varlığında %30-80 arasında olmaktadır, Akkoyun 

ve ark (26).  

1,25(OH)2D3 vitamini plazma kalsiyum düzeyini dengelemekte ve dueodenumdan 

kalsiyum, ileumdan fosfor emilimini artırmaktadır. Buna ilave olarak böbreklerdeki 

kalsiyum kaybını önlemekte, kemik rezorbsiyonunu artırmakta ve PTH sentezini 

azaltmaktadır, Öngen ve ark (17).   

Ancak son yıllarda pankreas, immün sistem, makrofajlar, vasküler endotel, mide, 

epidermis, kolon, plasenta, beyin ve kanser hücreleri olmak üzere pek çok dokuda 

VDR ve 1-α hidroksilaz (CYP27B1) enzim varlığının saptanması nedeni ile D 

vitamininin iskelet sistemi dıĢında da etkileri olabileceği düĢünülmektedir. Çünkü bu 

dokular içerdikleri VDR ve enzim 1-α hidroksilaz enzimi sayesinde 25(OH)D’yi 

dokuda aktif metabolit olan 1,25(OH)2D3’e çevirerek parakrin etki 

gösterebilmektedirler, Yavuz ve ark (32). Kas fonksiyonu, bağıĢıklık sistemi, 

kardiyovasküler sistem, kanser ve nöropsikiyatrik fonksiyon üzerine etkileri olduğu 

da düĢünülmektedir.   

1,25(OH)2D3 200’den fazla geni kontrol edebilmektedir ve bu genler apopitoz, 

proliferasyon, diferansiasyon ve anjiyogenez üzerinde önemli olan genlerdir. Ġyi bir 

immünomodülatör olan 1,25(OH)2D3 insülin yapımını artırmakta ve renin sentezini 
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azaltmakadır. Bunun yanında miyokardın kasılma gücünü arttırdığı bilinmektedir, 

Öngen ve ark (17).    

4.1.5.D Vitamini Eksikliği 

D vitamini eksikliği ve yetersizliği tüm yaĢlardaki kadın ve erkeklerin birçoğunu 

etkilemektedir. D vitamininin ideal düzeyi hakkındaki belirsizlikler halen devam 

etmektedir. Ancak birçok araĢtırmada özellikle kıĢ aylarında D vitamini yetersizliği 

ve eksikliğinin yaygın olduğu ortaya konulmaktadır, Uçar ve ark (33).   

Vitamin D eksikliği için risk grubu olarak tanımlananlar arasında prematureler, koyu 

renk deriye sahip olanlar, yeterli miktarda güneĢ ıĢığından faydalanmayanlar, obezler 

ve yaĢlılar sayılmaktadır, Lips (34).   

D vitamini eksikliği sonucu rikets ve osteomalazi en çok görülen hastalıklardır, 

Champe ve ark (35). Bu hastalıklarda kemik mineralizasyonu bozulmuĢtur. 

Çocuklarda görülen Rikets’de huzursuzluk, kas tonusunda azalma, iskelet ağrıları, 

deformiteler, yürüme bozukluğu, büyüme geriliği gibi belirtiler görülmektedir, 

Öngen ve ark (17). YetiĢkinlerde görülen Osteomalazi’de osteoblastlar tarafından 

oluĢturulan organik kemik yapının mineralizasyonunda yetersizlik mevcuttur ve en 

önemli belirtileri kemik ağrısı ve kas güçsüzlüğüdür. Bu iki hastalıkta da serum 

Alkalen fosfataz (AF) ve PTH seviyelerinde artma, kalsiyum, fosfat ve 25(OH)D 

seviyelerinde azalma görülmektedir, Yavuz ve ark (32). Ayrıca yapılan birçok 

araĢtırmada Tip 1 diyabet, multipleskleroz (MS), romatoid artrit, osteoartrit, Crohn 

hastalığı, kardiyovasküler hastalıklar, karaciğer ve böbrek yetmezliği ve çeĢitli 

kanser türlerinde D vitamini yetersizliği gözlemlenmiĢtir, Mutlu ve Hatun (36).  

4.1.6.D vitamini Fazlalığı 

Yüksek dozlarda D vitamini alımı toksik etki göstermektedir. 25(OH)D seviyesinin 

150 ng/ml’den yüksek olduğu durumlar D vitamini hipervitaminozu olarak kabul 

edilmektedir. Ġntoksikasyon durumlarında temel bulgular hiperkalsemiye bağlıdır. Bu 

durum gastrointestinal sistemden kalsiyumun fazla emilmesinden 

kaynaklanmaktadır. 25(OH)D3 vitamini düzeyinin sürekli yüksek düzeyde olması 

bağırsaklarda kalsiyum emilimini arttırarak ve kemiklerde kalsiyum mobilize 
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olmasını sağlayarak hiperkalsemiye neden olmaktadır. 

Hiperkalsemi, nöromüsküler, renal, gastrointestinal ve kardiyovasküler semptomlara 

neden olmaktadır. Nöromüsküler olarak; letarji, konfüzyon, stupor, koma, kas 

güçsüzlüğü gözlenirken, renal olarak poliüri, nefrokalsinozis, nefrolitiazis, böbrek 

yetersizliği ortaya çıkabilmektedir. Hiperkalsemi ayrıca iĢtahsızlık, bulantı, kusma, 

kabızlık, peptik ülser, pankreatit gibi gastrointestinal semptomlar ile EKG’de QT 

süresinin kısalması, kalp blokları, aritmiler, bradikardi, hipertansiyon gibi 

kardiyovasküler semptomlara neden olmaktadır, Kibar ve ark (37). 

Ayrıca D vitamini fazlalığı kalsiyumun böbrek ve kan damarlarında birikmesine 

neden olmaktadır. Hiperkalsemiye bağlı böbrek taĢı oluĢumu, eklemlerde ve 

yumuĢak dokularda kireçlenme gözlenebilmektedir, Akkoyun ve ark (26).  

Çocuklarda, D vitamini fazlalığında büyüme geriliği, kusma ve böbrek taĢı oluĢumu 

sık gözlenen bulgulardır, Samur (38).  

4.2.Apopitoz 

Ökaryotik organizmalarda hücreler doğar, hücre tipine göre belli süre yaĢar ve sonra 

ölürler. Bağırsak hücreleri 3-5 günlük bir süreden sonra ölürken, epidermiste bulunan 

hücreler 20-25 günlük bir yaĢam süresinden sonra ölmektedirler. Myokard hücreleri 

ve nöronlar ise ömür boyu yaĢarlar. Bahsedilen bu hücre ölümleri apopitoz ile 

gerçekleĢir. Fizyolojik Ģartlarda meydana gelen bu ölümlere fizyolojik hücre ölümü 

(“programmed cell death”) denmektedir. Virüs etkisi ve çevresel nedenler ile DNA’sı 

hasarlanan hücreler organizmayı korumak için kendilerini öldürürler (“cell suicide”). 

Yara iyileĢmesinde olduğu gibi doku dengesini sağlamak için hücreler ölerek 

ortamdan kaybolurlar (“cell deletion”). ProgramlanmıĢ hücre ölümü, fizyolojik hücre 

ölümü, hücre intiharı, hücre kaybı olarak tanımlanan tüm bu kavramlar apopitoz ile 

eĢ anlamlı kullanılan terimlerdir, Ulukaya (39)  

Apopitoz; yaĢlanmıĢ, fazla üretilmiĢ, fonksiyonunu yitirmiĢ, düzensiz geliĢmiĢ veya 

genetik olarak hasarlı hücrelerin organizma için güvenli bir Ģekilde yok edilmelerini 

sağlayan ve genetik olarak kontrol edilen fizyolojik veya patolojik uyaranlarla oluĢan 

programlı hücre ölümü olarak tanımlanmaktadır, Öztürk (5).  
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Normal apopitotik hücre ölümü ve yerine yenisinin yapılması günde yaklaĢık 1×10
11

 

hücreyi bulmaktadır. Bu da yetiĢkin bir insanın vücut ağırlığının her 18-24 ayda bir 

yeniden yıkım ve yapımı anlamına gelmektedir, Ulukaya (39).  

Apopitoza değiĢik durumlarda birçok dokuda rastlanabilmektedir. Tümörlerde hücre 

ölümü, T ve B lenfositlerin ölümü, hepatit ve diğer bazı viral hastalıklar, bağırsak 

endoteli gibi dokularda prolifere olan labil hücrelerin kaybı, akut inflamasyon sonrası 

nötröfillerin ölümü örnek olarak gösterilebilir, Yazıcı ve ark (40).   

Ġnsan organizmasında apopitozun izlendiği durumlara bakılacak olunursa: 

1- Embriyogenez ve fötogenez oluĢumu sırasında normal geliĢimin 

sağlanabilmesi amacı ile oluĢmuĢ hücrelerin bir kısmı apopitoza 

uğramaktadır. 

2- EriĢkin bireylerde hormon yetmezliğine bağlı geliĢen organ gerilemelerinde 

apopitoz görülmektedir. 

3- Proliferasyona uğrayan hücrelerde sık olarak apopitoz görülmektedir. 

4- Tümörlerde regresyona gittikleri zamanlarda apopitoza rastlanmaktadır. 

5- Sitokin yetersizliğine bağlı olarak T ve B lenfositler apopitoza 

uğrayabilmektedir. 

6- Hepatit gibi çeĢitli viral hastalıklarda apopitoz görülmektedir. 

7- Böbrek, pankreas gibi organların kanallarında meydana gelen tıkanmalara 

bağlı doku körelmelerinde apopitoz görülmektedir, Öztürk (5).  

Hem fizyolojik hem de patolojik Ģartlar altında meydana gelen apopitoz organizma 

için doğru Ģekilde çalıĢmalıdır. Olmaması gerekirken gerçekleĢen apopitoz, 

gereğinden daha hızlı ya da daha yavaĢ apopitoz organizmada hastalıklara yol 

açmaktadır. AIDS, norödejeneratif hastalıklar, insüline bağlı Tip 1 diyabet, hepatit C, 

miyokard enfarktüsü, ateroskleroz hızlanmıĢ apopitoz neticesi ortaya çıkarken 

otoimmün hastalıklar ve kanser yavaĢlamıĢ apopitoz sonucu oluĢmaktadır, Ulukaya 

(39). 

Apopitozun mikroskop altında tanınmasını sağlayan belli baĢlı özellikleri vardır. Na
+
 

kaybına bağlı olarak hücre büzüĢmesi görülmesi, kromatin kondanzasyonu yani 
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nükleusun endonükleazlar tarafından iki ve daha fazla parçaya bölünmesi, 

sitoplazmadan boğumlanarak ayrılan apopitotik cisimcikler ve apopitotik 

cisimciklerin inflamatuar yanıt oluĢturmadan fagositozu ile hücre ölümünün 

gerçekleĢmesi apopitozun tipik özelliklerindendir, Yazıcı ve ark (40), Afford ve 

Randhawa (6), Altunkaynak ve Özbek (4).  

Apopitoz mekanizmasına bakıldığında intrensek ve ekstrensek olmak üzere 

apopitozu tetikleyen iki yolak vardır. Ekstrensek sistem yolakları apopitozu trans-

membran aracılı etkileĢimlerle baĢlatır. Bunlar FasL/FasR, TNFα/TNFR1, 

Apo3L/DR3, Apo2L/DR5 gibi ölüm reseptörlerini içermektedir. Fas ligandları 

(FasL) Fas reseptörüne bağlanır (FasR) ve reseptörün hücre içinde kalan kısmı Fas 

adaptör protein (FADD) ile birleĢerek ölüm baĢlatan sinyal kompleksi (DISC) 

oluĢturur. Bu reaksiyon dizisi sonunda prokaspaz 8 oluĢumu ile apopitoz baĢlatılır ve 

hücre ölümü gerçekleĢtirilir. TNF’nin TNFR1 ile birleĢmesi sonucu ise yine hücre 

içinde kalan kısmı TNFR adaptör proteine bağlanır (TRADD) ve TRADD’ın 

FADD’ye bağlanması ile de kaspaz 8 ve 10’u aktifleĢtirerek apopitoz baĢlatılır ve 

sonlandırıcı kaspazlar olarak adlandırılan kaspaz 3,6,7 ile de hücreler öldürülür, 

Elmore (41).   

Ġntrensek ya da mitokondriyal yolak ise mitokondrideki sitozolden sitokrom c 

salınması ile baĢlatılır. Daha sonra sitokrom c apopitozom adı ile bilinen yapıyı 

oluĢturmak için Apaf-1 (apopitoz aktive edici faktör), adenozin trifosfot (ATP) ve 

prokaspaz 9 ile etkileĢime girer. En sonunda apopitozom bölünüp kaspaz 9’u aktive 

ederek apopitozu sonlandıran kaspaz 3,6,7’yi aktive etmektedir, Sperandio ve ark 

(42).  

Bcl-2 mitokondride dıĢ zar potansiyelinin değiĢmesini düzenlemekte ve hücredeki 

Ca
+2

 oranını kontrol etmektedir. Proapoptotik protein ailesinden olan ve normal 

koĢullar altında inaktif durumdaki Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 hücrede 

antiapoptotik protein ailesinde olan Bcl-2 ve Bcl-x proteinlerini baskılamaktadır. 

Fakat çeĢitli uyarılar ile proapoptotik grubun aktifleĢmesini sağlamaktadır. Büyüme 

faktörünün uzaklaĢtırılması Bad’ı, kalsiyum artıĢı Bim’i ve UV ıĢın Bmf’yi aktive 

etmektedir. Sonuç olarak Bcl-2 proapoptotik aile üyeleri tarafından baskılanmakta ve 

Bcl-2 tarafından baskılanan Bax ve Bak proteinlerini aktifleĢmektedir. Bu 
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proteinlerde mitokondri dıĢ zarındaki geçirgenlik porlarının oluĢumuna ve zar 

potansiyelinin değiĢimine neden olmaktadır. Buda uygulayıcı kaspazların 

aktivasyonu ve apopitozla sonuçlanmaktadır. Kaspazlar inhibitör apopitoz proteinleri 

(ĠAP) denen bir grup protein tarafından baskılanmaktadır, Solakoğlu (43),  ÇoĢkun 

ve Özgür (44). 

 

ġekil 4.2.1: Apopitoz mekanizması  

4.2.1.Kaspazlar 

Kaspazlar aspartik asitten sonraki peptid bağını kıran sistein proteazlarıdır. Hedef 

proteinlerin kesilmesi, hücre içinde aktifleĢmelerini sağlayarak apopitoza neden 

olmaktadır. ġu ana kadar 14 adet kaspaz aydınlatılmıĢtır ve bunlar 3 grupta ele 

alınmaktadır; 

1- BaĢlatıcı kaspazlar; kaspaz 2, 8, 9, 10 

2- Sonlandırıcı; kaspaz 3, 6, 7 

3- Ġnflamatuar kaspazlar; kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14. 

DNA tamiri ve replikasyonu için gerekli enzimleri inaktive etmekte ve apopitoz 

mekanizmasında görev almaktadırlar, ÇoĢkun ve Özgür (44), Fan ve ark (45).   
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4.2.3.Apopitoz ve D vitamini ĠliĢkisi 

1,25(OH)2D3’nin normal doku ve tümör dokularında apopitoza neden olduğu 

bilinmektedir. Bu etkisini de VDR’ler aracılığı ile göstermektedir.  

Apopitoz değiĢik sinyal yolakları üzerinden indüklenmekte ve hücrelerin ölümünü 

sağlamaktadır. Apopitozda etkili olduğu düĢünülen faktörlerden birisi de hücresel 

kalsiyumdur. Kalsiyum apopitoz için önemli bir düzenleyecidir ve apopitozun 

baĢlatılması ve apopitoz sinyal yolaklarının düzenlenmesinde rol oynamaktadır. 

Hücre içi kalsiyum artıĢı apopitoz üzerinden hücre ölümünü tetiklemektedir. Ancak 

kalsiyumun etki ettiği apopitoz sinyal yolağı ve hedefleri tam olarak 

aydınlatılamamıĢtır. Olası hedefler olarak kaspazlar ve kalsiyum bağımlı nötral 

proteaz olan kalpainler bugün için düĢünülmektedir, Sergeev (46).   

Kalsiyum iyonlarının apopitoza olan etkisinde ilk yol olarak, sitokrom c IP3R’e 

bağlanmakta ve büyük bir sitokrom c salınımı ile apopitoza yol açan bir 

amplifikasyon prosesi ortaya çıkmaktadır. Ġkinci yol olarak, proapopitotik ve 

antiapopitatik Bcl-2/Bax aile üyeleri arasındaki denge endoplazmik retikulum 

(ER)’un kalsiyum içeriğini regüle ederek ve ER’den mitokondriye kalsiyum aktarımı 

hücre ölümünü tetiklemektedir. Ayrıca antiapopitotik bir protein olan Bcl-2 direkt 

olarak IP3R ile etkileĢime girebilir ve kalsiyum salınımını ve apopitozu inhibe 

edebilir, Tordjmann (47).   

Kalsiyum homeostatik mekanizması; voltaja bağımsız ve voltaja bağımlı kalsiyum 

kanalları üzerinden ekstraselüler alandan kalsiyum giriĢini, ER depolarından 

kalsiyum salınımı ve kalsiyum sinyallerini yok eden sitozolik kalsiyum tamponlama 

sistemlerini içermektedir, Sergeev (48).  

1,25(OH)2D3 değiĢik hücre tiplerinde kalsiyum giriĢini, transferini ve kalsiyum 

tamponlamasını uyarmaktadır. 1,25(OH)2D3 voltaja bağımlı ve voltaja duyarsız 

kalsiyum giriĢini aktive eder ve ryanodin reseptörleri (RyR) ve IP3R sayesinde 

ER’den kalsiyum salınımını tetikler. Ayrıca nükleer ve membran VDR’lerine 

bağlanan 1,25(OH)2D3 kalsiyum sinyallerini tetiklemektedir, Sergeev (49).   
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Kanser hücrelerinde ve geliĢmiĢ adipositlerde 1,25(OH)2D3 yüksek geçirgenlikte 

olan voltaja bağımlı kalsiyum kanalı (VICC) üzerinden kalsiyum akıĢını 

indüklemekte ve ER’de bulunan IP3 reseptör/kalsiyum salınım kanalı üzerinden 

kalsiyum salınımı gerçekleĢtirmektedir. Bu sayede intraselüler kalsiyum artıĢı 

olmaktadır. Bu da kalpain/kaspaz 12’ye bağımlı apopitotik yolağı aktive ederek 

apopitozu sağlamaktadır. Normal epitel hücrelerinde ise 1,25(OH)2D3 etkisi ile 

kalsiyum hücre içine düĢük geçirgenlikte olan VICC ve voltaja duyarlı kalsiyum 

kanalı (VDCC) üzerinden ve ER’de bulunan Ryr reseptörleri tarafından hücre içine 

kalsiyum giriĢi sağlanmaktadır. Ancak VDCC’nin aktivasyonu ile intraselüler 

kalsiyumun artıĢının durdurulması için vitamin D’ye bağımlı Kalbindin D28k eksprese 

edilmektedir ve hücrenin apopitoza gitmesi durdurulmaktadır. Kalbindin D28k sadece 

normal epitel hücrelerinde sentezlenmektedir. Ayrıca, intraselüler kalsiyum 

miktarının düĢürülmesi için 1,25(OH)2D3 kalsiyum ATPaz miktarını artırarak hücre 

dıĢına kalsiyum pompalaması yapmaktadır, Sergeev (46), Sergeev (48), Sergeev 

(49). (ġekil 5) 

 

ġekil 4.2.3.1: 1,25(OH)2D3’ün apopitoza etkisi 

1,25(OH)2D anti-apopitotik Bcl-2 ve Bcl-xL’in ekspresyonunu bastırıp, pro-

apopitotik proteinlerin ekspresyonunu indükler. 1,25(OH)2D, HL-60 lösemi hücreleri 

ve MCF-7 meme kanseri tümöründe Bcl-2 ekspresyonunu down regüle eder iken 
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karsinomal hücreleri, kolorektal adenoma ve prostat kanserinde Bax ve Bak 

ekspresyonunu upregüle ederek sonlandırıcı kaspazları aktive ederek hücreleri 

apopitoza götürürler, Deeb ve ark (50).  

4.2.4.Apopitozun Saptanmasında Kullanılan Yöntemler 

80’li yıllarda morfolojik kriterlere göre belirlenen apopitoz daha sonra DNA 

kırıklarının saptanmasına yönelik yöntemlerle belirlenmeye baĢlandı. 90’lı yıllarda 

apopopitotik hücrelerde kaspazların aktifleĢtiğinin bulunması üzerine kaspaz 

aktivasyonu ölçülürek apopitoz belirlendi. 90’lı yılların sonunda fosfotidilserin 

translokasyonu ile apopitoz saptandı. 2000’li yıllarda sadece apopitotik epitelyal 

hücrelerde kaspaz aktivitesi ile kırılan bir protein olan keratin 18’in özgün formunu 

saptayan antikorlar kullanılarak apopitoz daha spesifik olarak saptandı. Altunkaynak 

ve Özgen (4). 

Apopitozun belirlenmesinde kullanılan çok sayıda yöntem vardır: 

1- Morfolojik görüntüleme yöntemleri  

IĢık mikroskobu ( hematoksilen boyama , giemsa boyama) 

Floresan mikroskobu 

Elektron mikroskobu 

Faz-kontrast mikroskobu 

2- Ġmmüno histokimyasal yöntemler 

Annexin V yöntemi 

Tunnel yöntemi 

M30 yöntemi 

Kaspaz 3 yöntemi  

3- Biyokimyasal yöntemler 

Agaroz jel elektroforezi 

Western blotting  

Flow sitometri (DNA azalması – Annexin V) 

4- Moleküler biyoloji yöntemleri 

DNA microarray 

5- Ġmmünolojik yöntemler 
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ELĠSA (DNA fragmentasyonu, M30 düzeyi, Annexin V) 

Fluorimetrik yöntem (Kaspaz aktivasyonu), Altunkaynak ve Özbek (4). 

 

4.2.4.1.M30 

Bu yöntemde, apoptotik hücreler kaspaz aktivasyonu ile bozulması sonucu 

sitokeratin 18’in yeni epitopunun ortaya çıkması sonucu belirlenir. Sitokeratinler, 

yalnızca epitelyal hücrelerinden salınan proteinler ve epitelyal hücre ölümü için 

kullanılan biyobelirteçlerdir. Apopitoz sırasında kaspazlar sitokeratin 18’i 

parçalamaktadır. ParçalanmıĢ CK18 varlığı plazmada epitelyal hücre apopitozunu 

gösterir. M 30 tayini apopitoz için spesifik kantitatif bir testtir, Tas ve ark (51). 

4.2.4.1.1.Sitokeratinler 

Hücre iskeleti Ġntermediate filamentler (IF), aktin içeren filamentler (MF) ve 

mikrotübüler (MT) olmak üzere farklı filament sisteminden oluĢmaktadır, Ueno ve 

ark (52), Fuchs ve Cleveland (53). Ġntermediate filamentler Tip I ile Tip 5 arasında 

sınıflanmaktadır. Tip I ve Tip II keratin ya da sitokeratin grubu olarak 

adlandırılmaktadır. Tip I keratinleri (ufak ve asidik grup)  keratin 9 - 20 arasını ve 

Tip II keratinleri ( geniĢ, nötr ya da bazik grup) keratin 1 – 8 arasını kapsamaktadır, 

Ueno ve ark (52), Ditzel (54). Keratinler hücrelere yapısal olarak destek olurlar ve 

hücrelerin stresle baĢ etmesine yardım ederler. Keratinler son derece dinamiktirler ve 

diferansiasyon, mitoz bölünme ve apopitoz sırasında tekrardan organize olmaya 

baĢlayarak bu sistemler üzerine etki etmektedirler, Schutte ve ark (55). Sitokeratin 

zincirleri yapılarına bakıldığında bir merkezi α-sarmal zengin etki alan ile sarmal 

olmayan bir N- grubu ve C terminal etki alanlarından oluĢmaktadırlar, Fuchs ve 

Cleveland (53). 

4.2.4.1.2.Sitokeratin 18 

Tip I intermediate filament proteini olan sitokeratin 18 (CK-18) tek katlı ve glanduler 

epitel hücrelerinde bulunmaktadır. Lenfoid ve nöral hücrelerde bulunmayan CK-18, 

karaciğer, akciğer, prostat, göğüs, ve kolon dokularında salgılanabilmektedir çünkü 

bu dokular epitelyal kökenli doku özelliği taĢımaktadır, GüleĢ ve Eren (56). 
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4.2.4.2.Annexin V 

Rekombinant fosfotidilserin bağlayıcı protein olan Annexin V apopitozu 

belirleyebilmekte ve spesifik olarak fosfotidilserin kalıntıları ile etkileĢime 

girebilmektedir, Elmore (41). Fosfolipid fosfotidilserin (PS) translokasyonu 

apopitozun saptanması için kullanılmaktadır. Apopitozun en erken safhada görülen 

değiĢimi membran fosfolipidi olan fosfotidilserinin membranın iç kısımdan 

membranın dıĢ kısmına çıkması ile gerçekleĢmektedir. DıĢ membrandaki 

fosfotidilserin ekspresyonunda değiĢim olmakta ve bu değiĢim üzerinden bir 

apopitoz göstergesi olan Annexin V ile apopitoz saptanmaktadır. Annexin V 

kalsiyum varlığında PS’e bağlanarak apopitozu saptamaktadır, Tilborg ve ark (57), 

Akar ve ark (58). Annexin V yöntemi kullanılarak dokuda, embriyoda ve kültürde 

apopitoz saptanabilmektedir, Elmore (41). Annexin V kullanılarak apopitozun 

saptanması immünokimysal, biyokimyasal ve immünolojik yöntemler için 

kullanılmaktadır.   

4.3.Oksidatif Stres 

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasındaki dengenin oksidan 

sistemler lehine bozulması sonucu lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen ürünlerinin 

açığa çıkarak organizmada hücresel hasara yol açması Ģeklinde tanımlanabilir, 

Fearon ve Faux (59). Bu durum, aĢırı miktarda reaktif oksijen radikali ve/veya 

nitrojen radikallerinin oluĢumu veya antioksidan tampon sisteminin yetersizliği 

sonucu ortaya çıkar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin seviyelerindeki artıĢ 

ise hücrelere toksik etki yapar ve hücrenin lipit, protein ve DNA benzeri 

moleküllerine zarar verir, dolayısı ile birçok hastalığın patogenezinde öneme sahiptir,   

Erel (60), IĢık ve Selek (61). 

4.3.1.Serbest Radikaller 

Serbest radikaller, üzerinde eĢleĢmemiĢ elektron bulunduran kararsız yapıda 

moleküller olarak tanımlanmaktadır. Bu gruba örnek olarak hidroksil, süperoksit, 

nitrik oksit ve lipid peroksid gibi radikaller gösterilebilir, Mercan (62).  

Serbest radikallerin oluĢum yollarına bakıldığında; 
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1- Homolitik bağ kırılması ile 

R ---------- X R· + X· 

2- Molekülden bir elektronun ayrılması ile  

X→→→→→ X· + e
- 

3- Moleküle bir elektronun katılması ile oluĢtuğu gösterilmiĢtir.  

X· + e
-
 →→→→→ X·               

Serbest radikaller, hücre büyümesi ve geliĢmesinde etkili olduklarından dolayı damar 

sertliği, kanser, romatizmal hastalıklar ve yaĢlılık hastalıkları üzerine etkilidirler, 

Öğüt ve Atay (63).  

4.3.2.Reaktif Oksijen Türleri(ROT) 

Reaktif oksijen türleri (ROT) serbest radikallerin dıĢ yörüngesinde eĢleĢmemiĢ bir 

elektron ve bir oksijen atomu bulunması ile karakterize olan türlerdir. Reaktif oksijen 

türleri endojen ve ekzojen olarak oluĢabilmektedirler. Endojen olarak oksidasyon ve 

redüksiyon ile oluĢabildikleri gibi ekzojen olarak stres, virüs, enfeksiyon, çevresel 

faktörler ve radyasyon ve benzeri etkiler sonucu oluĢmaktadırlar, Çaylak (64), 

Atmaca ve Aksoy (65). Oksidan maddeler hücre ölümüne neden olan olayların en 

önemlilerindendir ve bu etkiyi hücrede lipidler, proteinler ve DNA’ya karĢı 

oluĢturdukları toksik etkileri ile göstermektedirler, Yerer ve Aydoğan (66).  

ROT, reaktif nitrojen türleri (RNT) ve sülfür merkezli radikaller oksidan sınıfına 

girmektedir. Ancak tüm reaktif türleri radikal değildirler, Antmen (67). AĢağıdaki 

görülen Tablo 4.3.1’de radikal ve radikal olmayan ROT’lar gösterilmiĢtir. 
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Tablo 4.3.1. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen türleri, Büyükuslu ve 

YiğitbaĢı (68).  

 

 

4.3.3.Antioksidan Savunma Sistemleri 

Antioksidanlar, insan vücudunda ROT’lar tarafından oluĢturulan oksidatif hasarın 

azaltılması ve birçok kronik hastalıkların ilerlemesini yavaĢlatan ya da durduran 

koruyucular olarak tanımlanmaktadır, Köksal ve Gülçin (69).   

Vücutta ROT ve RNT’lerin belli bir oranda kalması gerektiğinden serbest radikal 

toksisitesini azaltmak üzere antioksidan savunma sistemleri devreye girmektedir. 

Bunlar; süperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon redüktaz, 

glutatyon S-transferaz, katalaz, tiyoredoksin redüktaz, peroksi redoksinler (Prx) ve 

NAD(P)H:ubikuinonoksido redüktaz (NQO1) gibi antioksidan enzimlerdir, 

Büyükuslu ve YiğitbaĢı (68).  

Vücutta ROT düzeyini azaltan antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olmak 

üzere sınıflandırılırlar.  
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4.3.3.1.Enzimatik Antioksidanlar 

 

 

ġekil 4.3.3.Antioksidan enzimler 

Süperoksid Dismutaz(SOD) 

Önemli bir antioksidan olan SOD tüm oksijen metabolize eden hücrelerde mevcuttur. 

Bu enzim süperoksid serbest radikallerinin oksijen ve hidrojen perokside 

dönüĢümünü katalizlemektedir, Büyükuslu ve ark (70). 

     

Süperoksid dismutaz süperoksid radikalini substrat olarak kullanılır. Oksijen 

kullanımı fazla olan dokularda SOD aktivitesi fazladır, Yalçın (71), ġimsek (72).  

Katalaz 

Katalazın görevi hücreleri hidrojen peroksidi su ve oksijene çevirerek korumaktır. Bu 

enzim aktivitesi genellikle peroksizom adı ile bilinen subselüler organallerde lokalize 

olmuĢtur, Weydert ve Cullen (73). 

 

Katalaz bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda mevcuttur. Peroksizom, karaciğer, 

böbrek, kemik iliği, eritrosit ve çeĢitli baĢka dokularda da bulunmaktadır, Çimen ve 

ark (74).  
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)  

Glutatyon Peroksidaz hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin etkisizleĢtirmektedir. 

Bu enzim sitozolde çok fazla ancak mitokondride az miktarda bulunmaktadır, Çaylak 

(64).  

 

 

 

 

Glutatyon redüktaz 

GSH-Px aracılığı ile hidrojen peroksitlerin indirgenmesi sonucu oluĢan glutatyonun 

okside formunun (GSSG) tekrar glutatyona (GSH) indirgenmesini glutatyon redüktaz 

sağlamaktadır, Çaylak (64).  

 

4.3.3.2.Non enzimatik antioksidanlar 

Endojen ve ekzojen yollarla alınabilen non enzimatik antioksidanlar, düĢük molekül 

ağırlığında olup okside olarak baĢka bir substratın oksidasyonunu önemli ölçüde 

geciktirmekte veya önlemektedir, DerviĢ (75).  
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Tablo 4.3.3.2.Endojen ve ekzojen non enzimatik antioksidanlar 

Endojen Diyetle alınan 

Bilirubin α Tokoferol (E vit) 

Tioller lipoikasid, 

N-asetilsistein indirgenmiĢ glutatyon 

(GSH)] 

Askorbik asit (C vit) 

NADPH, NADH β karoten (provit A) 

Ubiquinon(koenzimQ10) Diğer karotenoid 

ve oksikarotenoidler(likopen, lutein) 

Ürik asit Polifenoller 

 
 

4.3.4.Total Oksidan Seviye (TOS) 

Total oksidan seviye (TOS) Serum ya da plazmada birçok oksidan türü ayrı ayrı 

metodlarla ölçülebilmektedir. Ancak bu ölçümler zaman alıcı ve pahalıdır. Bu 

sebepten dolayı tüm oksidanların seviyesini göstermek için total oksidan seviye 

ölçüm yöntemi kullanılmaktadır, Erel (92).   

4.3.5.Total Antioksidan Kapasite (TAK) 

Plazma ve vücut sıvılarında bulunan bütün antioksidanların toplam etkisini total 

antioksidan kapasite (TAK) yansıtır. Plazmada antioksidanlar etkileĢim içindedir. Bu 

antioksidanların bir kısmının bir arada etki etmesi sonucu her birinin tek baĢına 

oluĢturduğundan daha fazla antioksidan etki ortaya çıkar yani aralarında sinerjik etki 

vardır. Bu nedenle vücuttaki oksidan antioksidan dengenin belirlenmesi için tek tek 

antioksidanların ölçülmesindense total antioksidan kapasitenin ölçülmesi daha 

uygundur, Bustamante ve ark (77), Tuma (78). 

Total antioksidan kapasiteyi oluĢturan baĢlıca moleküller proteinlerin sülfidril 

grupları, vitamin C, ürik asit, vitamin E ve bilirubindir. Oksidatif stres altında total 

antioksidan kapasitenin tükenmesi durumunda baĢlangıçta karaciğer ve yağ dokusu 

gibi depolandıkları organlardan endojen antioksidanların salınımı artar, antioksidan 

enzimler aktive olur. Oksidatif stresin daha ileri dönemde ise antioksidanların 

tükenmesine bağlı olarak TAK düĢer, Psotova ve ark (79) 
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4.3.6.D vitamini ve Oksidatif Stres Arasındaki ĠliĢki 

Vitamin D’nin antioksidan özelliği hakkında yeterli veri olmasa da yapılan bazı 

çalıĢmalar vitamin D’nin vitamin E ve melatoninden daha kuvvetli antioksidan 

potansiyele sahip olduğunu düĢündürmektedir, de Almeida (80).   

Oksidatif stres birçok kronik hastalığın patofizyolojisinde rol oynamasına rağmen, 

vitamin D ve oksidatif stres iliĢkisini açıklayan sınırlı sayıda veri mevcuttur ve 

antioksidan-oksidan denge üzerine etkileri tam olarak bilinmemektedir. Vitamin D 

plazma membranının stabilizasyonunu sağlayarak lipid peroksidasyonu azaltır ya da 

GSH, GSH peroksidaz ve süperoksit dismutaz gibi antioksidan sistemlerin nükleer 

reseptörleri üzerinden upregülasyonunu sağlayarak antioksidan özellik 

göstermektedir, Salum (81). 

4.5.Kalsiyum 

Vücutta en fazla miktarda bulunan element olma özelliğini taĢıyan kalsiyum, 

hidroksiapatit kristalleri Ģeklinde kemik ve diĢlerde bulunmaktadır. YetiĢkin bir 

insanın vücudunda yaklaĢık olarak 1-1,5 kg kalsiyum bulunmaktadır. Kalsiyum 

metabolizması vücutta 3 Ģekilde düzenlenmektedir; bağırsaktan kalsiyum emilimi, 

böbrekten geri emilimi ve kemik döngüsü. Ayrıca bu dokulardaki kalsiyum PTH, 

1,25(OH)2D3, iyonize kalsiyum ve kalsiyum algılayan reseptör gibi hemostatik 

hormonal sistem tarafından regüle edilmektedir, Weaver (82).   

PTH ve 1,25 dihidroksi vitamin D plazma kalsiyum düzeyini yükseltirken, kalsitonin 

ve katakalsin kalsiyum düzeyini azaltma yönünde hareket edebilmektedir, Emekli 

(83).  

Kalsiyum düzeyleri kolorimetrik yöntemlerle ölçülmektedir.  

Serum kalsiyum düzeyleri yaĢa bağlı olarak değiĢmektedir (Tablo 4.5.1). Ayrıca bu 

çalıĢmada kullanılan Balb/c türü farelerde normal serum kalsiyum düzeyleri 

literatürde 8,5 – 10,5 mg/dL arasında kabul edilmektedir, Pakkala ve ark (84).  
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Tablo 4.5.1.Serum kalsiyum düzeyleri 

YAġ KONSANTRASYON 

Prematüre 7.6 – 10.0 mg/dL 

0 – 1 ay 7.2 – 11.2 mg/dL 

2 – 12 ay 8.0 – 10.8 mg/dL 

1-4 yaĢ 8.4 – 10.5 mg/dL 

5 – 20 yaĢ 9.2 – 11.0 mg/dL 

21 – 50 yaĢ 8.8 – 10.2 mg/dL 

>50 yaĢ 8.4 – 10.0 mg/dL 

 

Serum kalsiyum düzeyinin 6 mg/dL’nin altında olması tetani gibi durumlara yol 

açarak yaĢamsal tehlike oluĢturmaktadır. 14 mg/dL’nin üstündeki kalsiyum düzeyleri 

ise aĢırı yüksek değerler olarak kabul edilmektedir, ġahin (85).  

Hiperkalsemi ve hipokalsemi durumları çeĢitli hastalıklar neticesi meydana 

gelmektedir.  

Hiperkalsemiye neden olan durumlar 

Hiperkalsemi, serum kalsiyum düzeyinin aĢırı yükselmesi olarak tanımlanmaktadır. 

1- Paratroid hastalıkları (PTH) 

2- Kemik hastalıkları 

3- Kalsiyum metabolizmasının bozuk olduğu durumlarda 

4- AĢırı D vitamini ya da kalsiyum alımı hiperkalsemiye neden olmaktadır. 

 



28 
 

Hipokalsemiye neden olan durumlar 

Hipokalsemi, serum kalsiyum düzeyinin aĢırı düĢmesi olarak tanımlanmaktadır.  

1- Paratroid hastalıkları (PTH) 

2- Hipoproteinemiler 

3- Böbrek yetmezliğine bağlı böbrek hastalıklarında 

4- Beslenmede D vitamini ve kalsiyum eksikliği varsa hipokalsemiye neden 

olmaktadır, Emekli (82).  
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5.MATERYAL VE METOD 

 

5.1.Kullanılan Araç ve Gereçler 

Tablo 5.1.1.Deney sırasında kullanılan araç ve gereçler 

Santrifüj  96 kuyucuklu plate 

SpektraMax Mikroplate 

Spektroflorometre 

Roche Cobas 6000 Biyokimya analizörü 

Kırmızı kapaklı kan tüpleri Otomatik pipet 

Hassas Terazi  Distile su 

pH metre  Enjektör 

-80 ˚C buzdolabı Annexin V Eliza kiti 

Balon joje   Hematoksilen Eozin-Pas boyası 

Doku Kaseti  Lam ve Lamel 

IĢık mikroskobu Mikrotom doku kesiti alma cihazı 

Diseksiyon seti  

 

5.2.Deney Grubunun Demografik Özellikleri 

ÇalıĢmada Ġstanbul Medipol Üniversitesi REMER bünyesinde yer alan Deney 

Hayvanları Merkezi’nden (MEDĠTAM) alınan 50 adet 10 haftalık Balb/c türü erkek 

fare kullanıldı. Deney grupları her bir grup 10 adet fareden oluĢmak üzere 5 gruba 

ayrıldı. 
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Tablo 5.2.1.OluĢturulan deney grupları 

Grup Numarası  Grup Adı (n=10) Verilen D vitamini 

dozu (µg/kg) 

Grup 1  Kontrol Grubu Serum fizyolojik  

Grup 2 DüĢük Doz D vitamini  0.5 

Grup 3 Orta Doz D vitamini  1 

Grup 4 Orta-Yüksek Doz D vitamini  5 

Grup 5 Yüksek Doz D vitamini  10 

Farelerin ağırlıkları ise 0, 7. ve 14. günlerde ölçüldü.  

Grupların bakımı normal laboratuvar koĢullarında sağlandı. Deney hayvanları 

araĢtırmaya baĢlamadan bir hafta önce laboratuvara alındı ve ortama alıĢtırıldı. 

Fareler 12 saat aydınlık ve 12 saat karanlık ortamda yaĢatıldı ve ortam sıcaklığı 22 ± 

1˚C’de tutuldu. Ortamın nem oranı % 65 – 70 arasında idi. Beslenmeleri ve su 

(musluk suyu) konusunda hiçbir kısıtlama yapılmadı (ad-libitum). 

5.3.Deney Hayvanlarına Uygulanan ĠĢlemler 

50 adet Balb/c türü fare deneye baĢlamadan önce Tablo 5.2.1’de yazıldığı gibi her 

grup 10 hayvandan oluĢacak Ģekilde 5 gruba ayrıldı. OluĢturulan deney gruplarından 

düĢük doz D vitamini grubuna (0.5 µg/kg), orta doz D vitamini grubuna (1 µg/kg), 

orta yüksek doz D vitamini grubuna (5 µg/kg) ve yüksek doz D vitamini grubuna (10 

µg/kg) D3 vitamini (Calcijex ampul) intraperitoneal olarak 14 gün boyunca haftada 3 

kez ( Pazartesi, ÇarĢamba, Cuma) uygulandı, Souli ve ark (86), Swami ve ark (87), 

Lim ve ark (88). 1.Gruba kontrol amaçlı aynı miktarda serum fizyolojik yine 

intraperitonal olarak verildi.  

5.4.Kan Örneklerinin Alınması ve Saklanması 

D vitamini uygulamasının sonlanmasından 3 gün sonra fareler anestezi altına 

(Ketamin ve Rampon karıĢımı)  alındı ve kardiyak ponksiyon yöntemi ile kırmızı 

kapaklı biyokimya tüplerine kanları alındı, Lim ve ark (88). 

Alınan kanlar 3500 rpm’de 10 dk santrifüj edilerek serumları ayrıldı. Elde edilen 

serumlar analiz gününe kadar -80˚C’de saklandı.  
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5.5.Doku Örneklerinin Alınması ve Saklanması 

Balb/c türü farelerin anestezi altında kardiyak ponksiyon yöntemi ile kanları 

alındıktan sonra farelerin karaciğer ve böbrek dokuları alındı. Alınan dokular doku 

kasetlerine konuldu ve doku takibi yapılana kadar formalin fiksatifi içinde bekletildi. 

Doku takibi yapıldıktan sonra dokular parafinize edilerek çalıĢılacakları güne kadar 

oda sıcaklığında saklandı. 

5.6.Kan Örneklerinde Ġncelenen Parametreler ve Yöntemleri 

Farelerden elde edilen serumlarda TAK ve TOS tayini, kalsiyum düzeyleri ve 

Annexin V Eliza kiti ile apopitoz ölçümü yapıldı. Kalsiyum düzeyleri Ġstanbul 

Medipol Üniversitesi Mega Hastaneler Kompleksi’nde Roche Cobas 6000 

biyokimya analizörü ile çalıĢılır iken, total antioksidan ve oksidan tayini ve Annexin 

V Eliza apopitoz ölçümü Ġstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif Tıp 

Merkezi’nde (REMER) SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazı 

kullanılarak yapıldı. 

5.7.Eliza Yöntemi ile Serumda Annexin V Ölçülmesi  

ÇalıĢma Prensibi:  

Annexin V, Bioassay Technology Laboratory ürünü olan Mouse annexin V (ANX – 

V) ELĠZA kiti ( Kat no: E0502Mo) ile çalıĢıldı.  

Bu ELĠSA kiti Mouse annexin V (ANX – V)’i biotin çift antikor sandviç teknolojisi 

ile ölçmektedir. Bu yöntemde önceden annexin V monoklonal antibody ile kaplanmıĢ 

kuyucuklara annexin V eklenir ve inkübe edilir. Daha sonra streptavidin-HRP eklenir 

ve biotin ile iĢaretlenmiĢ anti annexin V eklenir. Ġnkübasyondan sonra bağlanmamıĢ 

antikorlar yıkanır. A ve B kromojen konjugatları eklenir ve solüsyonun rengi maviye 

döner. Sonra asidik durdurma solüsyon eklenerek solüsyon sarı rengi alır ve 

reaksiyon durdurulur. OluĢan rengin Ģiddeti Mouse annexin V (ANX – V) 

konsantrasyonu ile doğru orantılıdır.  
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Kullanılan materyaller:  

Tablo 5.7.1.ELĠZA çalıĢması için kit ile gelen malzemeler 

Reaktif Sayı 

Standart Solüsyon 0,5 ml 

96’lık well plate 1 Adet 

Standart Seyreltme Çözeltisi 3 ml 

Streptavidin – HRP 6 ml 

Durdurma solüsyonu 6 ml 

Kromojen A solüsyonu 6 ml 

Kromojen B solüsyonu 6 ml 

Washing Buffer (30x) 20 ml 

Biotin ile iĢaretlenmiĢ anti ANX – V 

antibodyleri 

1 ml 

 

Deney Prosedürü 

1- Standart solüsyonların dilüsyonu: 

 Tablo 5.7.2.Standartların hazırlanma prosedürü 

128 ng/ml Orijinal Standart  

64 ng/ml Standart No. 1 120 µl Orijinal Standart 

+ 120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

32 ng/ml Standart No. 2 120 µl Standart No. 1 + 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

16 ng/ml  Standart No. 3 120 µl Standart No. 2 + 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

8 ng/ml Standart No. 4 120 µl Standart No. 3 + 
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120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

4 ng/ml Standart No. 5 120 µl Standart No. 4 + 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

2 ng/ml Standart No. 6 120 µl Standart No. 5 + 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

1 ng/ml Standart No. 7 120 µl Standart No. 6 + 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

0,5 ng/ml Standart No. 8 120 µl Standart No. 7+ 

120 µl Standart 

seyreltme çözeltisi 

   

2- Hazırlanan standart ve kör çözeltisi kendileri için ayrılmıĢ kuyucuklara 

pipetlendi. 

3- Örnek enjeksiyonu: Kör için ayrılan kuyucuğa sadece kromojen solüsyonu A 

ve B ve durdurucu solüsyon eklendi. Standart solüsyon kuyucuğuna 50 µl 

standart ve  50 µl sterptavidin – HRP eklendi. Örnek kuyucuklarına ise 40 µl 

örnek, sonra 10 µl ANX – V antibody ve 50 µl streptavidin – HRP eklendi. 

Sonra kuyucukarın üstü plate membranı ile çevrildi. Plate dikkatlice 

karıĢtırıldı ve 37˚C’de 60 dakika inkübe edildi. 

4- Yıkama solüsyonunun hazırlanması: Sonraki adımlarda distile su ile yıkama 

solusyonu (30x) distile su ile dilue edildi. 

5- Yıkama: plate membranı çıkarıldı ve kuyucuklar içindeki sıvı atıldı. Sonra 

herbir kuyucuk yıkama solüsyonu ile dolduruldu ve solüsyon 30 dakika sonra 

kuyucuklardan atıldı ve iĢlem 5 defa daha tekrarlandı.  

6- Renk oluĢumu: Ġlk olarak 50 µl kromojen A solüsyonu eklendi sonra 50 µl 

kromojen B solüsyonu eklendi. Plate dikkatlice karıĢtırıldı. Daha sonra 

37˚C’de 10 dakikada karanlık ortamda renk oluĢumu için beklendi. 
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7- Reaksiyonu durdurma:  Her bir kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu eklendi 

ve kuyucuklarda solüsyonun renginin maviden sarıya döndüğü gözlemlendi.  

8- Kuyucuklara uygulanan iĢlemler son bulduktan sonra 450 nm’de 10 dakika 

içinde absorbans ölçümü yapıldı. 

9- ÇalıĢılan standarlar ile kalibrasyon eğrisi oluĢturuldu ve örneklerin 

konsantrasyon değerleri y = 0,0218x + 0,031 denklemi kullanılarak 

hesaplandı.  

10-  Bu yöntemin ölçüm aralığı 0,5 ng/ml       100 ng/ml, sensitivitesi ise 0.27 

ng/ml’dir. 

 

ġekil 5.6.1.1.Annexin Kalibrasyon Eğrisi 

5.8.Histolojik Değerlendirme 

Farelerden çıkarılan böbrekler ve karaciğerlerden birisi % 10 nötral formalinde tespit 

edildi. Daha sonra rutin ıĢık mikroskobi takip yöntemleri kullanılarak parafine 

gömüldü. Mikrotom (Thermo Microm HM 340E) yardımı ile 5 mikrometre 

kalınlığında alınan parafin kesitler ıĢık mikroskobi yöntemi içim lamlara alındı. 

Doku kesitlerine Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Hematoksilen-Eosin (HE) boyama 

yöntemleri uygulandı.  

 

y = 0,0218x + 0,031 
R² = 0,9904 
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5.8.1.Doku Takip Protokolü 

1. Fiksatif için formaline alınmıĢ dokular doku takibi baĢlayacağı günde 1 saat 

akan çeĢme suyu altında bekletildi. 

2. Dokular sırası ile %70, %90, %96’lık alkol serilerinde 1’er saat etüvde olmak 

koĢulu ile bekletildi. 

3. Daha sonra yarım saat %100 alkolde ve yarım saat %100 II’de etüvde 

bekletildi. 

4. Alkolden alınan dokular toluen I ve toluen II’de yarım saatlik periodlar 

halinde bekletildi. 

5. Toluenden alınan dokular sıvı parafin içerisinde 1 saat etüvde bekletildi. 

6. Parafin II’ye alınarak etüv içerisinde bir gece bekletildi. 

7. Ertesi gün sıvı parafinden alınan dokular bloklara parafin ile gömülerek 

donduruldu. 

5.8.2.Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama 

Karbonhidratlardan zengin yapıların, özellikle glikojen ve bazal membran 

boyamalarını göstermek amacı ile PAS boyaması aĢağıda belirtilen sıra ile 

uygulandı. 

1. Kesitler parafini giderilmesi için 1 saat toluende bekletildi. 

2. Azalan alkol serilerinden (%100 - %70) geçirildi ve distile suya alındı. 

3. Periyodik asitte (Sigma) 5 dk. bekletildi. 

4. Akarsuda 10 dakika bekletildi ve daha sonra 3 kez distile su ile çalkalandı. 

5. Schiff solüsyonunda (Sigma), karanlıkta 10 dakika bekletildi. 

6. Yıkama solüsyonunda 3 × 5 dakika bekletildi. 

7. Akarsuda 5 dakika bekletildi. 
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8. Hemaluanda (çekirdek boyası) 5 dakika bekletildi. 

9. Artan alkol serilerinden (%70 - %100) geçirildi. 

10. 3 kez toluenden geçirildi 

11. Preparatlar bio mount solüsyonu damlatılarak lamel ile kapatıldı. 

5.8.3.Hematoksilen – Eosin (HE) Boyama 

1. Preparatlar 1 saat 60˚C’de etüvde bekletildi (Deparafizasyon iĢlemi). 

2. Etüvden çıkarılan preparatlar 30 dakika Ksilen/toluen içerisinde bekletildi. 

3. Preparatlar sırası ile %100, %96, %70’lik alkol serilerinden geçirilerek 

dehidrate edildi. 

4. Preparatlar 1 kez distile sudan geçirildi. 

5. Hematoksilen içerisinde 15 dakika bekletildi. 

6. Mordanlama için akan çeĢme suyu altında 10 dakika bekletildi. 

7. Eosin boyası içerisinde 1,5 dakika bekletildi. 

8. Distile su içerisinde boyanın rengi Ģeffaf olana kadar yıkandı. 

9. Preparatlar sırası ile %70, %96, %100’lük alkolden geçirildi. 

10. Ksilen/Toluen içinde 10 dakika preparatlar parlaklaĢtırıldı. 

11. Preparatlar bio mount solüsyonu damlatılarak lamel ile kapatıldı. 

5.8.4.Böbrekte Gomerul Mezengial matriks Oranı 

Pas boyası yapılan böbrek dokusu kesitlerinde glomerül mezengial matriks oranı 

Nikon Eclipse Ni araĢtırma mikroskobu ile X40 büyütmede rastgele alanlardan 

seçilen 20 adet düzgün Ģekilli glomerül üzerinde çift kör çalıĢma ile yapıldı. Her 

glomerülde lezyonun oranı 0 ila +4 arasında derecelendirildi. 

0: Mezengial matriks oranı normal 
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+1: Mezengial matrikste %25 artıĢ 

+2: Mezengial matrikste %50 artıĢ 

+3: Mezengial matrikste %75 artıĢ 

+4: Mezengial matrikste %100 artıĢ 

Bu skorlamaya göre kaydedilen değerler her preparat için, kendi aralarında ayrı ayrı 

toplandı. Örneğin; 20 glomerülden 5 tanesi +3, 10 tanesi +2, 5 tanesi +1 olarak tespit 

edildi. Bu sonuçlar, literatürdeki formülde yerlerine konup, her bir preparat için 

sonuçlar elde edildi. Yukarıdaki değerleri formülde yerine koyarsak: 

(3x5/20)+(2x10/20)+(1x5/20)x100=125. Her iki araĢtırmacı tarafından elde edilen 

sonuçlar toplanıp 2’ye bölündü. Elde edilen rakam, mezengial matriks hasar skoru 

olarak kaydedildi, Raij ve ark (89).  

5.8.5.Karaciğerde Histopatolojik Skorlama 

Grade 0: minimal veya hiç hasarlanma bulgusu yok. 

Grade 1: Hafif hasarlanma ile karakterize sitoplazmik vakuolizasyon ve fokal 

nüklear piknoz. 

Grade 2: Orta derece hasarlanma hafif mononükleer hücre infiltrasyonu, sitoplazmik 

vakuolizasyona ilaveten, hepatositlerde ĢiĢme, nekrozis yok, sinüzoidal dilatasyon ve 

konjesyon, intersellüler sınırlarda bulanıklık. 

Grade 3: Hafif Ģiddetli hasarlanmada koagülasyon nekrozu, Ģiddetli mononükleer 

hücre infiltrasyonu, sitoplazmik hipereosinofili, geniĢ sinüzoidal dilatasyon ve 

konjesyon. 

Grade 4: ġiddetli hasarlanmada Ģiddetli koagülasyon nekrozu ve hepatik hücre 

kordonlarında disintegrasyon ve hemoraji, doku yapısında bozulma, Amara ve ark 

(90).  
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5.9.Total Antioksidan Tayini 

Total antioksidan tayini serumda kolorimetrik olarak Erel tarafından geliĢtirilen 

metodla ölçüldü, Erel (91).   

Prensip: ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) reaktifi; 

tampon çözelti varlığında ortamın pH’sı sabit tutularak; hidrojen peroksit ile radikal 

hale getirilir. OluĢan çözelti kendine özgü koyu yeĢil-lacivert arası bir renge sahiptir. 

Serum ilave edildiğinde serumun içerisindeki antioksidanlar mevcut ABTS 

radikallerini nötralize eder. Nötralizasyon gerçekleĢtiği ölçüde çözeltinin rengi açılır. 

Dolayısıyla serumda bulunan total antioksidan miktarı ile çözeltinin renk Ģiddeti 

orantılıdır. 658 nm’de çözeltinin absorbansı ölçülür. Standart olarak kullandığımız 

çözeltinin absorbans molarite verileri kullanılarak; numunenin total antioksidan 

molaritesi hesaplanır. 

Kullanılan Reaktifler: 

Reaktif 1: 0,4 M Asetat Tamponu (pH:5,8): Asetat tamponun 0,4 M Na-Asetat ve 

0,4 M CH3COOH içerir.  

Reaktif 2: 30 mM Asetat Tamponu (pH: 3,6) 

       10 mM ABTS reaktifi 

       1000 ml içi 278 µL H2O2 

       % 10’luk Etilen Glikol hazırlanan 30 mM asetat tamponu içerisine eklenir 

ve karıĢtırılıp 24 saat beklenir. 24 saat sonunda reaktif 2’nin ördek baĢı yeĢili rengi 

alması hedeflenir. 

Standart: 01M (pH:8) Tris tamponu içinde 1mM Potasyum hekzosiyanoferrat 

(C6FeK3N6) hazırlanır. 

Reaktiflerin hazırlanmasından sonra Tablo 5.9.1’de ki deney prosedürü takip edilir. 
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Tablo 5.9.1. TAK deney prosedürü 

 Reaktif I 

(µL) 

Reaktif II 

(µL) 

Standart 

 (µL) 

Serum 

(µL) 

Numune 100 µL 15 µL - 6 µL 

Standart 100 µL 15 µL 6 µL - 

Kör 100 µL 15 µL - - 

 

Yukarıdaki tabloda belirtilen miktarlarda çözelti ve örnekler 96’lık platelere 

pipetlendi ve SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazında spektrafotometrik 

olarak 658 nm’de ölçüm yapıldı. Numunelerin Total Antioksidan Molariteleri ise 

aĢağıdaki formül ile hesaplandı. 

Numunelerin Total Antoksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansı / Standartın 

Absorbansı) × Standartın Molaritesi 

5.10.Total Oksidan Tayini: 

Total antioksidan tayini serumda kolorimetrik olarak Erel tarafından geliĢtirilen 

metodla ölçüldü, Erel (92).  

Prensip: Fe2SO4  suda çözünür ve Fe 
2

 açığa çıkar. Serumda bulunan oksidanlar 

Fe
2

’nin Fe
3

 e yükseltgenmesini sağlar. Kullanılan X-orange reaktifi Fe
3

 ile renkli 

bir kompleks verir. OluĢan rengin Ģiddeti; total oksidan miktarı ile orantılıdır. 658 

nm’de absorbans ölçülür. Standart olarak kullandığımız çözeltinin absorbans 

molarite verileri kullanılarak; numunenin total oksidan molaritesi hesaplanır. 

Kullanılan Reaktifler 

Reaktif 1: Fox solüsyonu: 140 Mm NaCl ve 25 mM H2SO4 içerir.  

Hazırlanan Fox solüsyonun 225 ml’si reaktif 1’in hazırlanması için 25 ml’si ise 

reaktif 2’nin hazırlanması için kullanılır. Reaktif 1’in hazırlanması için 225 ml Fox 

solüsyonunun içine 150mM D-Sorbitol+25μM X-orange ilave edilir. 
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Reaktif 2: 25 ml Fox solüsyonu içine 10mM 4-Hidroksibenzoik asit + 5 mM 

Amonyum Fe
2+

SO4 ilave edilir.  

Standart: 20μM H2O2 standart olarak hazırlanır. 

Reaktiflerin hazırlanmasından sonra Tablo 5.10.1’de ki deney prosedürü takip edilir. 

Tablo 5.10.1.TOS deney prosödürü 

 Reaktif I 

(µL) 

Reaktif II 

(µL) 

Standart 

 (µL) 

Serum 

(µL) 

Numune 112,5 µL 5 µL - 17,5 µL 

Standart 112,5 µL 5 µL 17,5 µL - 

Kör 112,5 µL 5 µL            -      - 

 

Yukarıdaki tabloda belirtilen miktarlarda çözelti ve örnekler 96’lık platlere pipetlendi 

ve SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazında spektrafotometrik olarak 

658 nm’de ölçüm yapıldı. Numunelerin Total Oksidan Molariteleri ise aĢağıdaki 

formül ile hesaplandı. 

Numunelerin Total Oksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansı / Standartın 

Absorbansı) × Standartın Molaritesi 

 

5.11.Oksidatif Stress Ġndeksinin Hesaplanması 

TAK’ın birimi mmol Trolox ekivalent/L’ye çevrildi ve ve aĢağıdaki formül 

kullanılarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandı, Erel (91), Erel (92).   

OSĠ= TOS ( µmol H2O2 ekivalent/L) / TAK ( mmol Trolox ekivalent/L)×100 

OSĠ Referans Aralığı: 0-3’tür. 
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5.12.Kalsiyum 

Serum Kalsiyum düzeyleri Ġstanbul Medipol Üniversitesi Mega Hastanesi 

Biyokimya Laboratuvarına’nda fotometrik yöntemle Roche Cobas 6000 otoanalizörü 

ile (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) orjinal kitleri kullanılarak ölçüldü. 

Kalsiyum iyonları, alkalin koĢullar altında 5-nitro-5’-metil-BAPTA (NM-BAPTA) 

ile reaksiyona girerek bir kompleks oluĢturur. Bu kompleks ikinci adımda EDTA ile 

reaksiyona girer. 

Ca
+2

 + NM-BAPTA 
   alkalin pH         

kalsiyum-NM-BAPTA kompleksi 

Kalsiyum-NM-BAPTA kompleksi + EDTA   NM-BAPTA + kalsiyum-EDTA

             kompleksi 

Absorbanstaki değiĢim, kalsiyum konsantrasyonu ile doğru orantılıdır.   

5.13.Ġstatistiksel Analiz 

ÇalıĢmada kullanılan 50 adet Balb/c türü fareden elde edilen verilerin istatistiksel 

analizleri için Windows iĢletim sistemi SPSS (versiyon 22, Chicago, IL, USA) 

programı kullanıldı. ÇalıĢmamızda Annexin V, TAK, TOS, OSĠ, kalsiyum, 0, 7 ve 

14. günlerdeki vücut ağırlığı, böbrekte glomerul mezengial matriks oranı ve 

karaciğerde histopatolojik skorlama değerleri, kontrol grubu ile 0,5, 1, 5, 10 µg/kg 

kalsitriol uygulanan deney grupları karĢılaĢtırıldı ve korelasyon analizi yapıldı. 

Öncelikle SPSS programında tanımsal istatistikler yapıldı. Sonra parametrelerin 

normal dağılıma uygunlukları Shaphiro-Wilk testi ile araĢtırıldı. Normal dağılıma 

uygun olan grupların farklılıkları Tek Yönlü Anova uygun olmayanlar Kruskall 

Wallis testiyle değerlendirildi. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyi p <0,05 olarak kabul 

edildi.  

Parametreler arasındaki iliĢkiyi araĢtırmak için Pearson korelasyon analizi kullanıldı.  
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6.BULGULAR 

Bu çalıĢmada 10 haftalık 50 adet Balb/c türü erkek fare kullanıldı. ÇalıĢmada fare 

serumlarında; kalsiyum, TAK, TOS, OSĠ, Annexin V ölçüldü. Histopatolojik olarak 

böbrekte glomerul mezengial matriks oranı, karaciğerde histopatolojik skorlama 

yapıldı. Ayrıca farelerin 0, 7 ve 14. günlerdeki vücut ağırlıkları ölçüldü.  

Tablo 6.1.Gruplardaki farelerin ortalama ağırlıkları 

Günler Kontrol 

grubu (g) 

DüĢük doz 

D vitamini 

grubu (g) 

Orta doz D 

vitamini 

grubu (g) 

Orta 

yüksek doz 

D vitamini 

grubu (g) 

Yüksek 

doz D 

vitamini 

grubu (g) 

0.gün 32,5 34,4 33,3 32,1 33,1 

7.gün 32,8 33,9 34,3 33 33,5 

14.gün 34,1 34,5 33,1 33,5 34,1 

 

Ġstatistiği yapılan 0, 7 ve 14. gün kontrol grubu ve deney grubu Balb/c türü farelerin 

vücut ağırlıkları değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı 

(p>0,05) (Tablo 6.1).  

Annexin V değerlerine göre kontrol grubu (13,44±1,02) ve deney grubu 

karĢılaĢtırıldığında; orta doz (11,26±1,32),orta-yüksek doz (10,56±2,23) ve yüksek 

doz (11,06±1,84)  D vitamini verilen grublarda Annexin V değerleri istatistiksel 

olarak anlamlı düzeyde yüksek (p<0,05) bulundu. DüĢük doz D vitamini(11,81±1,26) 

grubunda ise kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı olmayan, rakamsal 

olarak düĢük değer gözlendi (p>0,05) (Tablo 6.2)  (ġekil 6.1). 
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ġekil 6.1.Annexin V değerlerinin doza bağlı değiĢimi 

Yapılan PAS boyamasında, böbrekte glomerul mezengial matriks oranı deney 

grubunda kontrol grubu ile kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı düzeyde 

yüksek bulundu (p<0,05) (Tablo 6.2) (ġekil 6.2).  

Orta-yüksek (129,5±33,3) ve yüksek doz (159,2±51,7) kalsitriol uygulanan deney 

grubunun değerleri kontrol grubu (7,80±7,50), düĢük doz (14,5±4,97) ve orta doz 

(14,50±4,97) kalsitriol uygulanan grubun değerlerinin göre istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p<0,05) (Tablo 6.2) (ġekil 6.2).  
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ġekil 6.2.Böbrekte glomerul mezengial matriks oranı yüzdesinin dozlara bağlı 

değiĢimi 

Kontrol, 0,5µg/kg D vitamini (düĢük doz), 1µg/kg D vitamini (orta doz) uygulanan 

gruba ait böbrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadı. Bu grupta glomerüler 

bazal membran ve mezengial matriks oranları normaldi (ġekil 6.3 a,b,c). 5µg/kg D 

vitamini (orta-yüksek doz), 10µg/kg D vitamini (yüksek doz) uygulanan gruba ait 

böbrek kesitlerinde mezengial matrikste artıĢ (ġekil 6.3), bowman kapsülü pariyetel 

yaprak hücrelerinde hipertrofi ve hiperplazi, glomerüllerde hipertrofi gözlendi (d,e).  

 

ġekil 6.3. Böbrek PAS boyama   

Hematoksilen – Eozin boyaması ile yapılan karaciğerde histopatolojik skorlamasında 

10 µg/kg D vitamini (yüksek doz) (1,1±0,57) uygulanan grubun değerlerinde kontrol 
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grubu (0,3±0,48) değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir yükselme gözlendi. 

(p<0,05) (Tablo 6.2) (ġekil 6.4).  

5 µg/kg D vitamini (orta-yüksek doz) (0,8±0,42) uygulanan grubun değerleri de 

kontrol grubuna (0,3±0,48)göre rakamsal olarak yüksek olmasına rağmen istatistiksel 

olarak bir fark bulunamadı (p>0,05) (Tablo 6.2) (ġekil 6.4).  

 

ġekil 6.4.Karaciğerde yapılan histopatolojik skorlama yüzdesinin doza bağlı değiĢimi 

Kontrol, 0,5µg/kg D vitamini (düĢük doz), 1µg/kg D vitamini (orta doz) uygulanan 

gruba ait karaciğer kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadı. Bu grupta doğal 

görünümde karaciğer parankimi gözlendi, hepatositler santral ven etrafında ıĢınsal 

hücre kordonları tarzında izlendi ve sinüzoidler normal yapıda idi (ġekil 6.5 a,b,c). 

5µg/kg D vitamini (orta-yüksek doz), 10µg/kg D vitamini (yüksek doz) uygulanan 

gruba ait karaciğer kesitlerinde, karaciğer parankiminde hafif bir dejenerasyon 

gözlendi, hepatosit kordonlarının düzensizleĢtiği ve mononükleer hücre 

infiltrasyonunda hafif bir artıĢ izlendi, sinüzoidlerde dilatasyon ve santral venin 

doğal yapısını kaybettiği gözlendi (d,e). 
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   ġekil 6.5.Karaciğer HE boyama   

TAK değerlerine bakıldığında; orta-yüksek doz (1,51±0,24) ve yüksek doz D 

vitamini (1,56±0,37) grubunun değerleri kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

düĢük bulundu (p<0.05). 

 DüĢük doz (2,14±0,43) ve orta doz D (1,89±0,40) vitamini uygulanan grubların da 

TAK değerleri kontrol grubuna (2,23±0,41) göre rakamsal olarak düĢük bulundu 

ancak istatistiksel bir anlamlılık gözlenmedi (p>0.05). 

DüĢük doz D vitamini uygulanan grubun TAK değerleri, orta-yüksek ve yüksek doz 

D vitamini uygulanan grubun TAK değerlerine göre istatistiksel olarak yüksek 

bulundu (p<0.05). 

 

 

 

  

 



47 
 

 

ġekil 6.6.TAK değerlerinin değiĢimi 

Kontrol grubunun TOS değerleri ile deney grubunun TOS değerleri 

karĢılaĢtırıldığında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın olmadığı görüldü 

(p>0,05).  

OSI değerleri kontrol grubuna (12,80±2,38) göre orta-doz (13,05±2,45) ve orta 

yüksek doz D vitamini (15,11±2,05) gruplarında rakamsal olarak giderek artan 

değerlere ulaĢsa da sadece yüksek doz (18,38±5,16) grubunda istatistiksel olarak 

anlamlı yükseklik gözlendi (p<0.05).  Yüksek doz D vitamini (18,38±5,16) 

uygulanan grubun OSI değerleri, kontrol grubunun yanında (12,80±2,38) düĢük doz 

(12,11±1,52) ve orta doz D vitamini (13,05±2,45) gruplara göre de istatistiksel olarak 

anlamlı düzeyde yüksek bulundu (p<0,05). 
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ġekil 6.7.OSĠ değerlerinin doza bağlı değiĢimi 

Kontrol grubunun kalsiyum değeri 9,12 ± 0,36 iken düĢük, orta, orta-yüksek, ve 

yüksek doz kalsitriol uygulanan grubun kalsiyum değerleri sırası ile 9,29 ± 0,59, 9,20 

± 0,37, 9,06 ± 0,57, 9,19 ± 0,38 idi. Kontrol grubu ve deney grupları arasında 

kalsiyum değeri açısından  istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunamadı ( p>0,05).  
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Tablo 6.2.Kontrol ve doz gruplarının laboratuvar bulgularının karĢılaĢtırılması 

 

Kontrol 

grubu (g) 

DüĢük doz 

D vitamini 

grubu 

Orta doz 

D vitamini 

grubu 

Orta 

yüksek 

doz D 

vitamini 

grubu 

Yüksek 

doz D 

vitamini 

grubu 

 

P 

Kalsiyum(mg/dl) 9,12±0,36 

 

9,29±0,59 

 

 

9,20±0,37 

 

 

9,06±0,57 

 

 

9,19±0,38 

 

 

>0,05 

TAK(mmol Trolox 

eq.) 

2,23±0,41 

 

 

2,14±0,43 

 

 

1,89±0,40 

 

 

1,51±0,24
 

 

 

1,56±0,37
 

 

 

<0,05 

TOS(µmol H202) 28,36±7,26 

 

 

25,66±4,92 

 

 

24,29±5,65 

 

 

22,53±3,10 

 

 

28,01±7,37 

 

 

>0,05 

OSĠ 12,80±2,38 

 

 

12,11±1,52 

 

 

13,05±2,45 

 

 

15,11±2,05 

 

 

18,38±5,16 

 

 

<0,05 

Annexin V (ng/ml) 13,44±1,02 

 

 

11,81±1,26 

 

 

11,26±1,32 

 

 

10,56±2,23 

 

 

11,06±1,84 

 

 

<0,05 

Böbrekte glomerul 

mezengial matriks 

oranı (%) 

7,80±7,50 

 

 

 

14,5±4,97 

 

14,50±4,97 

 

 

129,5±33,3 

 

 

159,2±51,7 

 

 

<0,05 

Karaciğerde 

Histopatolojik 

skorlama (%) 

0,3±0,48 

 

 

0,7±0,48 

 

0,7±0,48 

 

0,8±0,42 

 

 

1,1±0,57 

 

 

<0,05 

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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Tablo 6.3.Parametrelerin birbirleri ile arasında olan korelasyon iliĢkisi 

  Kalsiyum TAK TOS OSI 

Annexin

V 

Böbrek 

(PAS) 

Karaciğer  

(HE) 

0.gün 

Vücut 

ağırlığı 

7.gün 

Vücut 

ağırlığı 

14.gün 

Vücut 

ağırlığı 

Kalsiyum   
1 

         

           TAK  
0,27 1 

        

           TOS  
-,011 ,555** 1 

       

           OSI  

,057 -,534** 

 

,379** 

 

1 

      

           Annexin V   
-,117 ,376** ,379** -,035 1 

     

 
          

Böbrekte 
glomerul 

mezengial 

matriks oranı  

 
,002 -,258 ,063 ,335* -,229 1 

    

 
          

Karaciğerde 
Histopatolojik 

Skorlama 

 
-,085 -,568** -,058 ,566** -,318* ,269 1 

   

           0.gün Vücut 

ağırlığı 

 
,087 -,073 -,042 ,131 -,136 ,148 -,072 1 

  

           7.gün Vücut 

ağırlığı 

 
-,037 ,028 -,116 -,141 -,224 ,000 ,005 -,052 1 

 

           14.gün Vücut 

ağırlığı 

 
,009 -,009 -,024 -,061 -,079 -,080 ,009 -,064 ,119 1 

           

p<0,05
*
, p<0,01

** 
anlamlılık düzeyini göstermektedir.  
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Parametreler arasındaki iliĢkiler Tablo 6.3’de korelasyon kat sayıları ile birlikte yer 

almaktadır. Tablo 6.3’e göre:  

 

TAK ile TOS arasında pozitif yönlü bir korelasyon görüldü (p<0,01) 

OSĠ ile TAK arasında negatif yönde anlamlı bir korelasyon görüldü (p<0,01). 

OSĠ ile TOS arasında pozitif yönde anlamlı bir korelasyon görüldü (p<0,01). 

Annexin V ile TAK ve TOS arasında pozitif yönlü bir korelasyon görüldü (p<0,01). 

Annexin V ile karaciğer histopatolojik skorlama arasında negatif yönlü bir 

korelasyon görüldü (p<0,05). 

Böbrekte glomerul mezengial matriks oranı ile OSI arasında arasında pozitif yönde 

bir korelasyon görüldü  (p<0,05). 

Karaciğer histopatolojik skorlama ile TAK (p<0,01) ve Annexin arasında negatif 

yönde bir korelasyon görüldü  (p<0,05). 

Karaciğer histopatolojik skorlama ile OSI arasında pozitif yönde bir korelasyon 

görüldü  (p<0,01). 
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7.TARTIġMA 

D vitamini bir hormon olarak kemik mineralizasyonu ve metabolizmasında, 

nöromüsküler fonksiyonlarda ve kalsiyum fosfor dengesinin düzenlenmesinde 

önemli görevlere sahiptir, Kutsal ve ark (93). Vitamin D’nin kalsiyuma bağlı  

etkilerinin yanında karsinogenez, immün fonksiyon, otoimmün hastalıklar ve 

kardiyovasküler hastalıklar üzerine kalsiyumdan bağımsız etkileri de vardır. Ayrıca 

vitamin D bileĢiklerinin proliferasyon, diferansiasyon, apopitoz ve hücre döngüsü 

üzerine etkileri olduğu bilinmektedir, Sam ve Sitrin (94), Bennet ve ark (95). 

Apopitoz ya da programlanmıĢ hücre ölümü tüm çok hücreli canlıların normal 

geliĢimi ve homeostazı için gerekli, doğal olarak oluĢan bir hücre ölüm süreci olarak 

tanımlanmaktadır, Kannan ve Jain (96). 1,25(OH)2D vitamini, apopitoz iliĢkisi ile 

ilgili yapılan hücre kültürü çalıĢmalarında D vitamininin apopitotik ya da anti-

apopitotik etkileri olduğu söylenmektedir. Apopitozu ölçmek amacıyla kullanılan 

Annexin V’in anti inflamatuar ve antikoagülan özelliğe sahip, hücre proliferasyon 

prosesine dahil bir proteindir. Annexin V akciğer, böbrek, karaciğer ve iskelet 

kaslarında bulunabilir, Kaneko ve ark (118).  

Oksidatif stres, reaktif oksijen türleri ve antioksidanların arasında olan dengenin 

oksidanlardan yana kayması ile oluĢmaktadır, Özben (103). Oksidatif stresin 100’den 

fazla hastalığa yol açtığı bilinmektedir ve bunların önlenmesinde antioksidan 

mekanizma önemli bir rol oynamaktadır. D vitaminin de antioksidan özellik 

gösterdiği düĢünülmektedir. D vitamini izoformları olan 7-dehidrokolekalsiferol, 

kolekalsiferol, D2 vitamini, ve kalsitriol lipit peroksidasyonunu düĢürerek 

antioksidan özellik gösterebilmektedir, Nikooyeh ve Neyestani (104).  

AĢırı oksidatif stres, hücreleri nekroz veya apopitoz yolu ile öldürebilir. Serbest 

radikaller özellikle de ROS’ların apopitozu baĢlatıcı oldukları düĢünülmektedir. 

Ayrıca, çeĢitli ajanlarla baĢlatılan apopitozda ROS’ların ani üretimi ve geçici ROS 

artıĢı gözlemlenebilmektedir, Özben (103).  

Yapılan çalıĢmalarda genel olarak oksidatif stresteki artıĢın apopitoza neden olduğu 

ve antioksidanların bu olayı inhibe ettiği görülmüĢtür, Yücel ve ark (116). 
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Bu çalıĢmada 1,25(OH)2D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres üzerine doza bağlı  

olarak değiĢen etkilerinin ortaya konması amaçlanmıĢtır.  

Balb/c türü 50 adet erkek farenin kullanıldığı bu çalıĢmada her grup 10 hayvandan 

oluĢacak Ģekilde 5 gruba ayrıldı. Grup 1 kontrol grubu, Grup 2-5 çalıĢma grubu 

olarak tanımlandı. Grup 2 (0.5 µg/kg), Grup 3 (1 µg/kg), Grup 4 (5 µg/kg) ve Grup 5 

(10 µg/kg)’e D3 vitamini (Calcijex ampul) intraperitoneal olarak 14 gün boyunca 

haftada 3 kez uygulandı. 

ÇalıĢmada fare serumlarında; kalsiyum, TAK, TOS, OSĠ, Annexin V ölçüldü. 

Histopatolojik olarak böbrekte glomerul mezengial matriks oranı, karaciğerde 

histopatolojik skorlama yapıldı. Ayrıca farelerin 0, 7 ve 14. günlerdeki vücut 

ağırlıkları ölçüldü.  

Bizim çalıĢmamızda ise apopitoz seviyesinin değerlendirilmesi için ELĠZA serum 

Annexin V kiti kullanıldı. Çıkan sonuçlarda Balb/c türü farelere uygulanan 1µg/kg, 5 

µg/kg, 10 µg/kg kalsitrol dozlarında Annexin V değerlerinin istatistiksel olarak 

anlamlı Ģekilde doz arttırımı ile düĢtüğü bulundu. 

Byrne ve ark. ÇalıĢmasında 1,25(OH)2D3’ün meme kanseri hücreleri, prostat kanseri, 

squamoz karsinoma, glioma ve diğer birçok hücrede hücrelerin apopitozuna etkisi 

olduğu gösterilmektedir, Byrne ve Welsh (97).  

Thompson ve ark.’larının 2011 yılında yaptığı çalıĢmada osteokarsinom hücre hatları  

SaOS-2 ve 143B üzerinde 1, 10, 100, 1000 nM 1,25(OH)2D3’ün etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Annexin V – FITC boyamasi ile apopitoz araĢtırması yapılmıĢ ve 100 

nM 1,25(OH)2D3 tedavisinin apopitotik 143B hücrelerindeki apopitoz oranını anlamlı 

derecede arttırdığı bulunmuĢtur, Thompson ve ark (98).  

Yapılan diğer bir araĢtırmada MCF-7 meme kanseri hücre hattına 1, 10, 100 nM 

1,25(OH)2D ve EB1089 D vitamini analoğu uygulaması yapılmıĢtır. 1 nM EB1089 

ve 100 nM 1,25(OH)2D vitamini uygulaması ile 48 saat sonunda antiapopitotik 

protein olan Bcl-2 ekspresyonu azaldığı ve apopitozun indüklendiği gözlenmiĢtir, 

Campbell ve ark (99).  
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Ancak 2004 yılında Morales ve ark.’ları yaptığı çalıĢmada Sıçan osteosarkoma 

hücreleri (UMR 106) üzerinde 10nM 1,25(OH)2D3’ün erken apopitotik hücrelerinin 

yüzdesini 4 gün tedavi süresinden sonra % 20 ile % 60 arasında azalttığını 

göstermiĢlerdir. Ayrıca geç apopitotik/nekrotik hücrelerin popülasyonunu, Annexin 

V ve yüksek propidiumiodid boyası ile boyandığında, % 26 ila % 9 arasında azalttığı 

vurgulanmıĢtır. AraĢtırmada 1,25(OH)2D3’ün anti-apopitotik etkisi olduğu 

vurgulanmıĢtır. Ayrıca 2 gün 1,25(OH)2D3 tedavisi ile kaspaz 3’ün aktivitesi 

azalırken kaspaz 8 ve 9’un inhibe olduğu ve 24 saatlik 1,25(OH)2D3 tedavisinde ise 

Bcl-2 ekspresyonunun arttığı bulunmuĢtur, Morales ve ark (100).  

Sergeev ve ark. larının 4 haftalık C57BL/6 farelerde yaptıkları çalıĢmada, farelere 

diyetle yüksek doz kalsiyum (%1.2 ), yüksek doz D vitamini (1000IU/kg) ve her ikisi 

aynı anda verilmiĢ. D vitamini ve kalsiyumun adipoz dokuda kalsiyum bağımlı 

apopitotik proteazlar, kalpain ve kaspaz 12 aktivasyonu yoluyla apopitozu 

indüklediği gösterilmiĢtir, Sergeev ve Song (119).  

Gürpınar ve ark’larının 2009 yılında diyabet modeli oluĢturulmuĢ erkek Wistar 

sıçanları üzerinde oksidatif stres ve apopitoz arasındaki iliĢkiyi anlamaya yönelik 

yaptığı çalıĢma sonunda sıçanlarda diyabete bağlı oksidatif stres artıĢı görülmüĢtür. 

Dokularda yapılan TUNEL immünokimyasal testi ile de deney gruplarında oksidatif 

strese bağlı artıĢ nedeni ile dokularda apopitoz seviyesinin kontrol grubuna göre 

arttığı bulunmuĢtur, Gürpınar ve ark (117).  

Kaneko ve ark.’larının yaptığı çalıĢmada, Annexin V serum konsantrasyonunun 

myokard infarktüsü olanlarda, kalp kapak hastalıklarında, akciğer hastalıkları ve 

böbrek hastalıklarında normal limitlerde (0,4 – 2,5 ng/ml) olduğu, ancak karaciğer 

hastalıkları ve travma durumlarında ise konsantrasyonunda çok az bir yükselme 

olduğu bulunmuĢtur, Kaneko ve ark (118). 

Teorik olarak apopitozun baĢlangıcında serumda annexin V seviyesinin düĢük,  

apoptozun artıĢıyla birlikte ise yükselme eğiliminde olduğu düĢünülebilir, Tokatlı 

(101).  
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Bizim çalıĢmamızda annexin V seviyesinin düĢük olması apopitozun baĢlangıç 

evresinde olması ile açıklanabilir. ÇalıĢmamızda Annexin V ile TAK ve TOS 

değerleri arasında pozitif yönde güçlü korelasyon bulunmuĢtur. D vitamininin orta-

yüksek ve yüksek dozlarında istatistik olarak anlamlı Ģekilde artan oksidatif stres ile 

Annexin V’in güçlü korelasyonu bize Annexin V’in apopitoz esnasındaki pro-

inflamatuar aktivite gösterdiğini düĢündürmektedir.  

ÇalıĢmamızda TAK değerlerinin kontrol grubu ve 0,5 µg/kg kalsitriol uygulanan 

grubun, 5µg/kg ve 10 µg/kg kalsitriol uygulanan grubun değerlerine göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir Ģekilde yüksek olduğu bulunmuĢtur ( p<0,05). Bu çalıĢmanın 

sonucunda daha önce D vitaminin antioksidan özelliği açıklamaya çalıĢan 

araĢtırmaların aksine D vitaminin doza bağlı olarak TAK değerlerini düĢürdüğü 

saptanmıĢtır.  

Marie ve ark.’larının 2016 yılında yaptığı in vivo çalıĢmada insan umbilikal damar 

endotel hücrelerinde (HUVEC) 1,25(OH)2D3 vitaminin etkisi araĢtırılmıĢtır. Elde 

edilen sonuçlarda uygulanan 25nM 1,25(OH)2D3 vitaminin anlamlı bir Ģekilde ROS 

üretimini düĢürerek ve GSH seviyelerini arttırarak oksidatif stresi düĢürdüğü 

bulunmuĢtur, Marie ve Jain (105).  

Hamden ve ark.’larının yaptığı çalıĢmada 1,25(OH)2D3 vitaminin diyabetik wistar 

ratların üzerine olan antioksidan özelliğine bakılmıĢtır. Yem içinde verilen 

5000IU/kg 1,25(OH)2D3 takviyesinin sıçanlarda karaciğer ve böbrek dokusunda 

SOD, CAT ve GPX seviyeleri anlamlı derecede yüksek çıkmıĢtır. Ayrıca lipid 

peroksidasyonunu anlamlı derecede düĢürdüğü gözlemlenmiĢtir. Sonuç olarak 

1,25(OH)2D3 vitaminin oksidatif stresi inhibe edebileceği düĢünülmüĢtür, Hamden ve 

ark (106).  

MCF-7 meme kanseri hücreleri kullanılarak yapılan çalıĢmada hücrelere 100nM 

kalsitriol verilmiĢtir. Yapılan çalıĢma sonucunda MCF-7 hücrelerinde ROS 

üretiminde bir artıĢ ve total GSH içeriklerinde bir azalma meydana gelmektedir. 

SOD, GPx ve KAT aktivitelerinde 1,25(OH)2D3 tedavisinden sonra artıĢ 

gözlenlenmiĢtir, Marchionatti ve ark (107).  
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Ancak Koren ve ark.’larının yaptığı çalıĢmada ise 1,25(OH)2D3 (10 – 100nM) 

tedavisinden sonra MCF-7 hücrelerinin GSH içeriklerinde, katalazda ve GPx’te bir 

değiĢimi gözlenmediğini göstermiĢtir, Koren ve ark (108).  

Bizim çalıĢmamızda ise TAK, TOS değerleri Erel tarafından geliĢtirilen kolorimetrik 

yöntemle ölçüldü ve OSĠ değerleri TAK VE TOS değerlerine bağlı olarak 

hesaplandı. Vücudun antioksidan/oksidan durumu, antioksidan enzimlerin aktivitesi 

ve antioksidan/oksidan moleküllerin konsantrasyonu ayrı Ģekillerde ölçülerek 

değerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu total antioksidan 

kapasite (TAK), Erel (90) ve total oksidan seviye (TOS), Erel (91) ölçümü ile daha 

kolay değerlendirilebilmektedir. OSI oksidatif stresi değerlendirirken TAK ve TOS’a 

göre daha anlamlı bir indekstir.  

ÇalıĢmamızda yüksek doz D vitamini grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı yüksek OSI değerlerinin bulunması D vitaminin yüksek dozlarda 

oksidan özellik gösterdiğini düĢündürmektedir.  

Ayrıca çalıĢmamızda istatisksel olarak OSĠ ve TAK değerleri arasında beklendiği 

gibi negatif yönde bir korelasyon ve OSĠ ve TOS değerleri arasında da pozitif yönde 

bir korelasyon görülmüĢtür.  

Vücutta en fazla bulunan mineral olan kalsiyum, çeĢitli mekanizmalar içinde görev 

alarak düzenleyici rol oynamaktadır, Emekli (83). Ayrıca kalsiyumun apopitoz, 

hücre proliferasyonu ve diferansiasyonunun düzenlemesine katıldığı çeĢitli 

araĢtırmalarda gösterilmiĢtir, Chen ve ark (109).  

1,25(OH)2D3 vücutta kalsiyum seviyesinin düzenlenmesinden sorumludur, Leiben ve 

Carmelliet (110). Ancak, 1,25(OH)2D3’nin hiperkalsemiye yol açtığı çeĢitli 

araĢtırmalarda gösterilmiĢtir, El Abdaimi ve ark (111). Yüksek dozda D vitamini 

alınımı toksik etki göstermekte ve hiperkalsemiye neden olmaktadır. Hiperkalsemi 

yaygın ve potansiyel olarak yaĢamı tehdit eden bir durum olarak tanımlanmaktadır, 

Kinder ve Stewart (112).  

D vitaminin doz cevap iliĢkisini araĢtıran çalıĢmalara bakıldığında Chen ve 

ark.’larının 2014 yılında yaptığı çalıĢmada C57BL/6 türü farelere D vitamini 
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analogları uygulanmıĢtır. Bu çalıĢmada pozitif kontrol olarak ise 2 µg/kg 

1,25(OH)2D3 uygulaması 3 hafta süreyle yapılmıĢtır. deney grubunda hiperkalsemi 

görülmüĢtür ve farelerin vücut ağırlığını hiperkalsemik etkiye bağlı olarak azalmıĢtır, 

Chen ve ark (113).  

Swami ve ark.’larının 2011 yılında yaptığı çalıĢmada 4 – 6 haftalık Nude farelerine 

meme kanseri hücresi olan MCF-7 hücre hatları enjekte ediliyor. Tedavi amacı ile 4 

hafta boyunca çok düĢük doz (0,025 µg), düĢük doz (0,05 µg), ve yüksek doz (0,1 

µg) kalsitriol tedavisi yapılıyor. Bu dozlardan 0,05 µg ve 0,1 µg’lık kalsitriol 

tedavisinde kalsiyum miktarlarında istatistiksel olarak anlamlı ufak bir artıĢa 

rastlanmıĢtır. Kontrol grubunun kalsiyum seviyeleri 9,5 ± 0,3 mg/dl, düĢük doz (0,05 

µg) kalsitriol tedavisi sonrası 10,9 ± 0,2 mg/dl ve yüksek doz (0,1 µg) kalsitriol 

tedavisi sonrası ise 11 ± 0,3 mg/dl olarak ölçülmüĢtür, Swami ve ark (114).  

Ancak 2014 yılında Ajibade ve ark.’larını yaptığı çalıĢmada hibrit olarak oluĢturulan 

4 haftalık Tramp farelerine 14 hafta boyunca 20 µg/kg 1,25(OH)2D3 uygulanmıĢtır. 

Bu süre içinde kalsitriolün kalsiyum seviyelerinde ve vucüt ağırlığında istatistiksel 

olarak anlamlı bir değiĢime neden olmadığı bulunmuĢtur, Ajibade ve ark (115).  

Bizim çalıĢmamızda ise Balb/c türü farelere uygulanan kalsitriolün Ajibade ve 

ark’larının çalıĢmasında olduğu gibi kalsiyum düzeylerini değiĢtirmediği 

görülmüĢtür. Bu durum D vitamini uygulama süresinin kısa olmasına bağlanabilir.  

Yapılan çalıĢmalarda hiperkalsemik etki nedeniyle farelerden kilo kaybı yaĢanmıĢtır. 

Ancak bizim çalıĢmamızda D vitamini hiperkalsemik etkiye neden olmadığından 

farelerde kilo kaybı da görülmemiĢtir (Tablo 6.1). 

Glomerüler bazal membran ve mezengial matriks oranları  PAS boyası ile 

histopatolojik olarak incelendiğinde, Kontrol, düĢük doz ve  orta dozD vitamini  

uygulanan gruba ait böbrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadı.  

Orta-yüksek doz ve yüksek doz D vitamini uygulanan gruba ait böbrek kesitlerinde 

mezengial matrikste artıĢ, bowman kapsülü pariyetel yaprak hücrelerinde hipertrofi 

ve hiperplazi, glomerüllerde hipertrofi gözlendi.Bu durum D vitaminin yüksek 

dozlarının böbrekte toksik etkiye sebep olduğu Ģeklinde yorumlanabilir.  
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Hematoksilen – Eozin boyaması ile yapılan karaciğerde histopatolojik skorlamasında 

yüksek doz D vitamini (1,1±0,57) uygulanan grubun değerlerinde kontrol grubu 

(0,3±0,48) değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir yükselme gözlendi.  

Kontrol,  düĢük doz D vitamini, düĢük doz Dvitamini uygulanan gruba ait karaciğer 

kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadı, doğal görünümde karaciğer parankimi 

gözlendi, hepatositler santral ven etrafında ıĢınsal hücre kordonları tarzında izlendi 

ve sinüzoidler normal yapıda idi.  Orta-yüksek doz ve yüksek doz D vitamini 

uygulanan gruba ait karaciğer kesitlerinde, karaciğer parankiminde hafif bir 

dejenerasyon gözlendi, hepatosit kordonlarının düzensizleĢtiği ve mononükleer hücre 

infiltrasyonunda hafif bir artıĢ izlendi, sinüzoidlerde dilatasyon ve santral venin 

doğal yapısını kaybettiği gözlendi. Yine orta-yüksek ve yüksek D vitamini dozlarının 

karaciğerde histolojik yapıyı bozduğu söylenebilir. 

Sonuç olarak; D vitamininin farklı dozlarının apopitoz ve oksidatif strese etkilerini 

incelediğimiz çalıĢmamızda, orta-yüksek doz D vitamini (5 µ/kg) uygulaması sonucu 

istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde serumda TAK değerlerinin azaldığı, Anexin V 

değerinin düĢtüğü, Böbrekte glomerül mezengial matriks oranının yükseldiği 

gözlenmiĢtir. Bu bulgulara ilave olarak yüksek doz D vitamini (10 µ/kg) 

uygulamasında OSI değerinin istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde yükseldiği, 

karaciğerde histopatolojik olarak hasarlanmanın meydana geldiği görülmüĢtür. 

Yüksek doz D vitamini (10 µ/kg) kullanımı oksidatif stresi arttırmıĢ, karaciğer ve 

böbrekte ciddi histopatolojik toksisite belirtilerine sebep olmuĢtur.  
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8.SONUÇ 

Bu çalıĢmada 1,25(OH)2D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres üzerine doza bağlı  

olarak değiĢen etkilerinin ortaya konması amaçlanmıĢtır.  

Balb/c türü 50 adet erkek farenin kullanıldığı bu çalıĢmada; Grup 1 kontrol grubu 

olarak tanımlanmıĢ,  Grup 2 (0.5 µg/kg), Grup 3 (1 µg/kg), Grup 4 (5 µg/kg) ve Grup 

5 (10 µg/kg)’e D3 vitamini (Calcijex ampul) uygulanmıĢtır. 

ÇalıĢmada fare serumlarında; kalsiyum, TAK, TOS, OSĠ, Annexin V ölçülmüĢtür. 

Histopatolojik olarak böbrekte glomerul mezengial matriks oranı, karaciğerde 

histopatolojik skorlama yapılmıĢ, ayrıca farelerin 0, 7 ve 14. günlerdeki vücut 

ağırlıkları ölçülmüĢtür. 

Balb/c türü farelere uygulanan 1µg/kg, 5 µg/kg, 10 µg/kg kalsitrol dozlarında 

Annexin V değerlerinin istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde doz arttırımı ile düĢtüğü 

bulunmuĢtur. 

Annexin V ile TAK ve TOS değerleri arasında pozitif yönde güçlü korelasyon 

bulunmuĢtur.  

TAK değerlerinin kontrol grubu ve 0,5 µg/kg kalsitriol uygulanan grubun, 5µg/kg ve 

10 µg/kg kalsitriol uygulanan grubun değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir 

Ģekilde yüksek olduğu bulunmuĢtur( p<0,05).  

Bu çalıĢmanın sonucunda daha önce D vitamininin antioksidan özelliğini açıklamaya 

çalıĢan araĢtırmaların aksine D vitamininin doza bağlı olarak TAK değerlerini 

düĢürdüğü saptanmıĢtır.  

OSI oksidatif stresi değerlendirirken TAK ve TOS’a göre daha anlamlı bir indekstir  

ÇalıĢmamızda yüksek doz D vitamini grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı yüksek OSI değerlerinin bulunması D vitaminin yüksek dozlarda 

oksidan özellik gösterdiğini düĢündürmektedir.  
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Ayrıca çalıĢmamızda istatistiksel olarak OSĠ ve TAK değerleri arasında beklendiği 

gibi negatif yönde bir korelasyon ve OSĠ ve TOS değerleri arasındada pozitif yönde 

bir korelasyon görülmüĢtür.  

Balb/c türü farelere uygulanan kalsitriolün kalsiyum düzeylerini değiĢtirmediği 

görülmüĢtür.  

D vitamini hiperkalsemik etkiye neden olmadığından farelerde kilo kaybı da 

görülmemiĢtir. 

Glomerüler bazal membran ve mezengial matriks oranları PAS boyası ile 

histopatolojik olarak incelendiğinde, Kontrol, düĢük doz ve  orta doz D vitamini  

uygulanan gruba ait böbrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmamıĢtır.  

Orta-yüksek doz ve yüksek doz D vitamini uygulanan gruba ait böbrek kesitlerinde 

mezengial matrikste artıĢ, bowman kapsülü pariyetel yaprak hücrelerinde hipertrofi 

ve hiperplazi, glomerüllerde hipertrofi gözlenmiĢtir.  

Hematoksilen – Eozin boyaması ile yapılan karaciğerde histopatolojik skorlamasında 

yüksek doz D vitamini (1,1±0,57) uygulanan grubun değerlerinde kontrol grubu 

(0,3±0,48) değerlerine göre istatistiksel olarak anlamlı bir yükselme gözlenmiĢtir. 

Orta yüksek (5 µ/kg) ve yüksek doz D vitamini (10 µ/kg) kullanımı oksidatif stresi 

arttırmıĢ, karaciğer ve böbrekte ciddi histopatolojik toksisite belirtilerine sebep 

olmuĢtur.  
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