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1.0ZET

1,25(0OH),D; VITAMININ APOPITOZ VE OKSIDATIF STRES UZERINE
DOZA BAGLI ETKILERI

Bu c¢alismanin amaci11,25(0OH);D3 vitamininin apopitoz ve oksidatif stres iizerine
doza bagl etkilerini arastirmaktir. istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve
Restoratif Tip Arastirmalari Merkezinde (REMER) yapilan ¢alismamizda kontrol ve
deney grubu olarak 10 haftalik 50 adet erkek Balb/c tiiri fare kullanildi. Fareler her
bir grup 10 adet fareden olugmak ilizere 5 gruba ayrildi. Olusturulan deney
gruplarindan diistik doz D vitamini grubuna (0.5 pg/kg), orta doz D vitamini grubuna
(1 ng/kg), orta yiiksek doz D vitamini grubuna (5 pg/kg) ve yiiksek doz D vitamini
grubuna (10 pg/kg) 1,25(0H),D3 vitamini intraperitoneal olarak 14 giin boyunca
haftada 3 kez enjekte edildi. Kontrol grubuna ise serum fizyolojik yine intraperitonal
olarak verildi. Calisma sonunda farelerden clde edilen serumlarda Annexin V Eliza
yontemi ile, kalsiyum, TAK, TOS kolorimetrik yontemle 6l¢iildii. TOS /TAKx100
formiili kullanilarak OSI degeri hesaplandi. Farelerden alinan bobrek ve karaciger
dokularinda ise PAS ve hematoksilen eozin ile boyama yapilarak histokimyasal
inceleme yapildi. Orta-yiikksek doz D vitamini (5 pu/kg) uygulamasi sonucu kontrol
grubuna ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde serumda TAK
degerlerinin azaldigi, Annexin V degerinin diistiigii ve bobrekte glomeriil mezengial
matriks oranmin yiikseldigi gozlendi (p<0,05). Yiiksek doz D vitamini (10 p/kg)
uygulamasi sonucu kontrol grubu ile karsilastirildiginda OSI degerinin istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiikseldigi, TAK ve Annexin V degerinin istatistiksel olarak
anlamh sekilde diistiigii, karacigerde hasarlanmanin arttigi ve bobrekte glomeriil

mezengial matriks oraninin yiikseldigi gozlendi (p<0,05).

Bu caligmada, antioksidan olarak tanimlanan D vitamininin orta-yiiksek doz ve
yiikksek dozlarinin oksidatif stresi arttirdigi, karaciger ve bobrekte histopatolojik

lezyonlara sebep oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: 1,25(0OH),D3, apopitoz, oksidatif stres, TAK, TOS.



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF 1,25(0OH),D; DEPENDING ON DOSE ON APOPTOSIS
AND OXIDATIVE STRESS.

The main purpose of this study was to observe the effects of 1,25(0OH),D3; 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(0OH),D3 vitamin treatment
were dosed by intraperitoneal injection for 14 days three times a week (Monday,
Wednesday, Friday) with (0.5 pg/kg) to low dose vitamin D group, (1 pg/kg) to
medium dose vitamin D group, (5 pg/kg) to medium high dose vitamin D group and
(10 pg/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/TACx100 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 wkg) 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 p/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(0H)2D3, apoptosis, oxidative stress, TAC, TOS



3.GIRIS VE AMAC

Yagda eriyen vitaminler arasinda yer alan D vitamini diger vitaminlerden farkli
olarak viicutta sentezlenebilmekte ve kan dolasimina katilarak diger dokular tizerinde
etki gosterebilmektedir. Bu 06zelliginden dolayr vitaminden c¢ok sterol yapili bir
hormon olarak degerlendirilmektedir, Holick (1), Holick (2). Genel olarak viicutta
kalsiyum ve fosfat metabolizmasinin diizenlenmesi ve kemik ve dislerin

tesekkiiliinden sorumludur, Emekli (4).

D vitamini viicutta 25(OH)D ve 1,25(OH),D halinde bulunabilmektedir. D vitamini
metabolitlerinin  sentezi karacigerde ve bobrekte vitamin D, ve Dj’lin
25hidroksilasyonu ve 1-o-hidroksilasyonunu icermektedir. Ilk &nce, karacigerde
birinci hidroksilasyon meydana gelmekte ve 25(OH)D olusmaktadir. 25(OH)D
vitamin D baglayici proteinler (DBP) ile bobrege tasinarak ikinci hidroksilasyona
ugramakta ve en aktif D vitamini formu olan 1,25(0OH);D3; ya da kalsitriol’ii
olusturmaktadir. 1,25(0OH);D3 dokularda bulunan vitamin D reseptorlerine
baglanarak kalsiyum metabolizmasi ile igili rikets, osteomalzi gibi hastaliklarin
yaninda; otoimmiin hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, depresyon, kanser vb.

gibi hastaliklarin olusum mekanizmasini etkilemektedir, Goltzman (3).

Apopitoz; normal ve hasta hiicrelerde goriilen organizmadaki ¢esitli hiicre
tiplerininin hasar1 esnasinda spesifik hiicrelerin kaybindan sorumlu fizyolojik bir
olaydir ve hiicrede denge unsurudur, Altunkaynak ve Ozbek (4). Apopitoz belli bir

sira ile gerceklesmektedir;

1

Apopitozun baglatilmasi
2- Hiicre i¢i proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu
3- Hiicre i¢i ¢gesitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasi

4

Fagositoz yolu ile yok edilme, Oztiirk (5).

Apopitoz mekanizmasinda intrensek ve ekstrensek olarak adlandirilan iki yolak
bulunmaktadir. Ekstrensek sistem oliim reseptorleri iizerinden hiicreyi apopitoza
gotiirmektedir. Intrensek sistem ise mitokondriden iizerinden salgilanan sitokrom

c’nin apopitozom yapisini olusturmasi ve olusan apopitozom da kaspaz 9’u aktive



etmektedir. Aktive olan kaspaz 9, kaspaz 3,6,7’yi aktiflestirerek hiicreyi apopitoza
gotiirmektedir, Afford ve Randhawa (6).

Oksidatif stres; potansiyel olarak hasara yol acan oksidan yani reaktif oksijen
tirlerinde (ROS) bir artma ve antioksidan aktivitede azalmadan kaynaklanan bir
denge durumu bozuklugu olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif stresin viicutta artmasi
ile kanser, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet,

inflamasyona bagli hastaliklar goriilebilmektedir, Preiser (7).

Asint oksidatif stres, hiicreleri nekroz veya apopitoz yolu ile oldiirebilir. Serbest
radikallerin apopitozu baslatan ajanlar oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica apopitozun

baslamasi ile ROS’lerin ani {iretiminin oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada farelerde 1,25(OH);D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres lizerine

doza bagl etkilerinin ortaya konmasi amaglanmaistir.



4.GENEL BILGILER

4.1.D vitamini

D vitamini yagda eriyen vitaminler arasinda yer alan, endojen olarak uygun biyolojik
ortamda sentezlenebilen hormon ve hormon o6nciilii bir steroldiir, Fidan ve ark (8).
Viicutta kalsiyum ve fosfat metabolizmasinin diizenlenmesinden, kemik ve diglerin

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

D vitaminin dogada 6 ana formu vardir ve bunlar vitamin D5, vitamin D3, vitamin Dy,
vitamin Ds, vitamin Dg ve vitamin D7 olarak adlandirilmaktadir. Bunlarin arasindan
Vitamin D, (25(OH)D, ergokalsiferol) ve Vitamin D3 (1,25(0OH).D, kolekalsiferol) en
onemlileridir, Chen (10). Vitamin D, fotokimyasal olarak bitkilerden sentezlenirken
Vitamin D3 glines 1s1gindan  faydalanilarak  dermiste ve  epidermiste

sentezlenmektedir, Vuolo ve ark (11).

CH
Hac\/\/\( Hac\/\/\( CHj
CH HSC ng
. ‘ (10.
H2(3 HE | |
|/\| \
I |
/\ /\/ HO/ NS \/
VITAMIN D, VITAMIN D3

Sekil 1.1.Vitamin D2 ve Vitamin D3’iin kimyasal yapilari

Glines 15181 D vitamini iiretimi i¢in temeldir ve normal olarak D vitaminin %90-95’1
deride giines 1smlart etkisi ile iretilir. Giines i1sinlarindan yeterince faydalanilan
durumlarda ilave D vitamini alimi gerekmemektedir, Akpinar ve ark (12). Dogada
¢ok az miktarda besin, D vitamini igermektedir. Yumurta, tereyagi, siit, ¢esitli balik
tiirleri ve karacigerde D vitamini igeren gidalara drnek olarak gosterilebilir, Emekli

(9). (Tablo 1)

Diyetle alinan vitamin D, ve vitamin Ds silomikron yapisina girerek lenfotik sistem
ile venoz sirkiilasyona tasinmaktadir. Diyetle alinan veya endojen olarak yapilan
vitamin D, veya vitamin D3 yag hiicrelerinde depo edilmekte ve gerektiginde

dolasima salinmaktadir, Holick (13).



Tablo 1.1.Bazi besinlerin vitamin D degerleri (100 gram’da IU olarak)

] Vitamin D ] Vitamin D
Besinler ] ] Besinler ) )
Seviyeleri (1U) Seviyeleri (1U)
Morina Balig1
10.000 Tereyagi 92
Karaciger Yagi
Yumurta Saris1 265 Dana Biftek 13
Peynir 33 Stit 4.4
Karides 150 Somon Baligi 314

Biyolojik olarak aktif olan 1,25(0OH),D, D vitamini diizeyinin ideal 6lglimii igin
uygun degildir. Ciinkii yar1 dmrii 4-6 saattir ve sirkiilatuar diizeyleri 25(OH)D’e gore
1000 kat daha disiiktiir, Bikle (14). Bu nedenle D vitamini diizeylerini
degerlendirmek i¢in 25(OH)D diizeyinin 6l¢iimii tercih edilmektedir. Vitamin D
formlar1 arasinda baskin olan bu metabolit, hem D vitamini alimini hemde endojen
yapimi gostermektedir, Donkena ve Young (15), Ozgelik ve ark (16). Serum
25(0OH)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,
Ozgelik ve ark (16), Ongen ve ark (17), Grant ve Holick (18), Holick (19).

4.1.1 Kimyasal Ozellikleri

Molekiil agirligi 384.65 g/mol olan Vitamin D3 (C,;H440)’lin erime noktasi 84-85°C
arasindadir ve 264 — 265 nm’de maksimum UV absorpsiyonuna sahiptir. Vitamin
D2’nin ise erime noktas1t 121°C’dir ve maksimum UV absorpsiyonunu 265 nm’de
gostermektedir. D vitamini su i¢inde ¢6ziinmez iken, benzen, kloroform, etanol ve

aseton gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilmektedir, Zempleni (20).



4.1.2. Vitamin D Metabolizmasi

Diyetle, bitkilerde bulunan ergokalsiferol (D, vitamini) ve hayvan dokularinda
bulunan kolekalsiferol (vitamin D3) alinabilmektedir. Ayrica endojen olarak Vitamin
D3 dermis ve epidermiste bulunan 7 dehidrokolestrol’iin giines 1sinlar1 yardimi ile
previtamin D3 formuna dontismesi ile sentezlenmektedir, Nakanishi ve ark (21).
Viicuda alinan D vitamini metabolitleri belirli organlarda P-450 enzimleri yardimi ile
hidroksilasyona ugrayarak aktif ve inaktif forma déniismektedir. ilk olarak
karacigerde 25-hidroksilaz enzimleri (CYP2R1 ve CYP27Al) yardimi ile D
vitaminin inaktif formu olan 25(OH)D (kalsidiol) formuna doéniismektedir. Daha
sonra bobrekte, 1-o hidroksilaz enzimi (CYP27B1) yardimi ile 25(OH)D vitamini, D
vitaminin biyolojik olarak aktif metaboliti olan 1,25(OH),D (kalsitriol) formuna
dontismektedir, Shui ve ark (22). D vitamini sentezinde kilit konumda olan 1-o
hidroksilaz enzim aktivitesinin diizenlenmesinde parat hormon (PTH), kalsiyum,
fosfor ve fibroblast growth factor 23 (FGF 23) rol oynar, Ozgelik ve ark (16). 1-o
hidroksilaz enzim aktivitesinin azalmasi ile 1,25(OH),D seviyesi azalir. Bu durumda
vuclit PTH sentezini artirarak 1-a hidroksilaz enzimini aktive eder. Kemikten
salinarak bobrek ve ince bagirsak hiicrelerinde Na-PO, kotransportuna neden olan
FGF 23 ise 1,25(0OH),D sentezini baskilar, ayrica 24 hidroksilaz enzimini de aktive
ederek 1,25(0OH),D’nin inaktif formuna doniismesine neden olur, Ozgelik ve ark
(16). Bunlara ¢k olarak fosfor ve kalsiyum diizeyleri diistiigiinde, 1-a hidroksilaz
enzim aktivitesi artar ve dolayisi ile D vitamini sentezi artmaktadir, Ongen ve ark
(17). D vitamini metabolitlerinin katabolizmasinda, 24-hidroksilaz (CYP24Al)
enzimi rol oynar. Bu enzim yardimi ile 1,25(0OH),D ve 25(OH)D metabolitleri
1,24,25(0OH),D ve 24,25(0H),D formuna doniistiiriilerek iriner sistem yolu ile
atilirlar, Chow ve ark (23).
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Sekil 4.1.2.1: D vitamini metabolizmasi

Vitamin D metabolitlerinin dolasim sistemi i¢inde transferleri Vitamin D baglayici
proteinler (DBP) sayesinde saglanir, Voulo ve ark (11). Albumin ile ayni protein
ailesine ait olan DBP karaciger tarafindan sentezlenir ve salgilanir, Bhan (24), Ying
ve ark (25). D vitamini metabolitleri serumda DBP’ye baglanarak tasinir iken; sadece
%1-3’li serbest olarak bulunur, Akkoyun ve ark (26). Bu protein 25(OH)D,
1,25(0OH),D ve 24,25(0H),D’ye yiiksek oranda affinite gosterir, Bhan (24).

Vitamin D’nin aktif formu olan 1,25(OH),D, DBP ile dokulara tasindiktan sonra
vitamin D reseptoriine (VDR) baglanir. VDR insanda 30 kadar farkli dokuda aktif
olarak saptanan intraseliiler niikleer reseptordiir, Vuolo ve ark (11). Hedef
hiicrelerde, D vitamininin aktif formu VDR’ye baglanir. Sonra bu kompleks retinoid
X reseptor (RXR) ile heterodimer olusturur ve ilgili gen tizerindeki vitamin D duyarh
elemente (VDRE) baglanarak etkinlik gosterir, Shui ve ark (22), Ozkorkmaz (27),
Dixon ve Mason (76). Baglanan D vitamini osteoporoz, otoimmiin hastaliklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, depresyon, kanser vb. gibi hastaliklarin olusum

mekanizmasina etki eder.
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Sekil 4.1.2.2: D vitamininin etki mekanizmasi

4.1.3.Vitamin D Reseptorlerinin Kalsiyum ve Kemik Mineral Dengesindeki

Rolleri

Tiroid/steroid ailesine dahil olan VDR, liganta bagiml1 bir transkripsiyon faktoriidiir.
Geleneksel olarak kalsiyum aktivitesi ile iliskilendirilmektedir. VDR, bagirsak,
bobrek ve kemik dokusunda kalsiyum ve fosfor dengesini dolayisi ile kemik

yapisinin korunmasini saglar, Nagpal ve ark (28).

VDR osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar tarafindan sentezlenmektedir. Iskelet
dokusunda 1,25(0OH);D olgun kemik rezorbsiyon hiicrelerindeki preosteoklastlarin
farklilasmasini indiikleyerek osteoklast sayisini artirmaktadir. Ayrica osteokalsin ve
osteopontin gibi kemik matriks proteinlerinin sentezini uyararak osteoblastlar iizerine
dogrudan etki etmektedir, Dowd ve McDonald (29).

Kemik hiicreleri i¢inde gerceklesen VDR aracili aktiviteler plazma kalsiyum ve
kemik mineral dengesinin regiile edilmesinde rol oynamaktadir. Yapilan in vivo ve
in vitro c¢aligmalara gdre, D vitamini aktivitesi, kemik formasyonunu ve kemik
mineral katabolizmasini inhibe ya da stimiile edebilir. Kalsiyum degeri diisiik
oldugunda D vitamini ya kemikten kalsiyum ve fosfat salgilanmasini saglar ya da
kemik mineral ¢okelmesini Onler. Kalsiyum ve fosfat seviyesi yeterli ise kemik
hiicreleri VDR araciligi ile plasma 25(OH)D’yi 1,25(OH);D’e doniistiiriip

kemiklerde kalsiyum ve fosfat artisint saglamakta ve kemik dayanikliligini



artirmaktadir. Bu da ¢ocuklarda rikets ve eriskinlerde osteoporoz olusumunun

engellenmesine yardime1 olabilmektedir, Morris (30).

VDR’nin kemik kiitlesi ve yogunlugunun biyolojik degisikliklerle ilgili olabilecegi
ancak kemikteki mineral yogunlugu ile iliskisi hala ag¢iklanamamustir, Boron ve ark
(31).

4.1.4.D Vitamininin Fonksiyonlari

D vitaminin baslica gorevi intestinal kalsiyum ve fosfor emilimini saglayarak PTH
ile birlikte organizmanin kalsiyum ve fosfor dengesini diizenlemektir. Viicut
kalsiyum ihtiyacina karsilik olarak salgilanan PTH, D vitamini diizeyinin
artirtlmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. D vitamini yoklugunda kalsiyum emilimi
%10-15 iken bu durum D vitamini varliginda %30-80 arasinda olmaktadir, Akkoyun
ve ark (26).

1,25(0OH),D3 vitamini plazma kalsiyum diizeyini dengelemekte ve dueodenumdan
kalsiyum, ileumdan fosfor emilimini artirmaktadir. Buna ilave olarak bobreklerdeki
kalsiyum kaybimi Onlemekte, kemik rezorbsiyonunu artirmakta ve PTH sentezini

azaltmaktadir, Ongen ve ark (17).

Ancak son yillarda pankreas, immiin sistem, makrofajlar, vaskiiler endotel, mide,
epidermis, kolon, plasenta, beyin ve kanser hiicreleri olmak iizere pek ¢ok dokuda
VDR ve 1-a hidroksilaz (CYP27B1) enzim varliginin saptanmasi nedeni ile D
vitamininin iskelet sistemi disinda da etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii bu
dokular igerdikleri VDR ve enzim 1-a hidroksilaz enzimi sayesinde 25(OH)D’yi
dokuda aktif metabolit olan 1,25(0OH);Ds’e ¢evirerek parakrin  etki
gosterebilmektedirler, Yavuz ve ark (32). Kas fonksiyonu, bagisiklik sistemi,
kardiyovaskiiler sistem, kanser ve ndropsikiyatrik fonksiyon iizerine etkileri oldugu

da diisiiniilmektedir.

1,25(0OH);D3 200°den fazla geni kontrol edebilmektedir ve bu genler apopitoz,
proliferasyon, diferansiasyon ve anjiyogenez iizerinde énemli olan genlerdir. Iyi bir

immiinomodiilator olan 1,25(OH),D3 insiilin yapimini artirmakta ve renin sentezini
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azaltmakadir. Bunun yaninda miyokardin kasilma giiciinii arttirdigi bilinmektedir,
Ongen ve ark (17).

4.1.5.D Vitamini Eksikligi

D vitamini eksikligi ve yetersizligi tim yaslardaki kadin ve erkeklerin bircogunu
etkilemektedir. D vitamininin ideal diizeyi hakkindaki belirsizlikler halen devam
etmektedir. Ancak bir¢ok arastirmada 6zellikle kis aylarinda D vitamini yetersizligi

ve eksikliginin yaygin oldugu ortaya konulmaktadir, Ugar ve ark (33).

Vitamin D eksikligi i¢in risk grubu olarak tanimlananlar arasinda prematureler, koyu
renk deriye sahip olanlar, yeterli miktarda giines 1s1gindan faydalanmayanlar, obezler

ve yaslilar sayilmaktadir, Lips (34).

D vitamini eksikligi sonucu rikets ve osteomalazi en ¢ok goriilen hastaliklardir,
Champe ve ark (35). Bu hastaliklarda kemik mineralizasyonu bozulmustur.
Cocuklarda goriilen Rikets’de huzursuzluk, kas tonusunda azalma, iskelet agrilari,
deformiteler, yiiriime bozuklugu, biiyiime geriligi gibi belirtiler goriilmektedir,
Ongen ve ark (17). Yetiskinlerde goriilen Osteomalazi’de osteoblastlar tarafindan
olusturulan organik kemik yapinin mineralizasyonunda yetersizlik mevcuttur ve en
onemli belirtileri kemik agrisi ve kas gii¢siizliigiidiir. Bu iki hastalikta da serum
Alkalen fosfataz (AF) ve PTH seviyelerinde artma, kalsiyum, fosfat ve 25(OH)D
seviyelerinde azalma goriilmektedir, Yavuz ve ark (32). Ayrica yapilan birgok
arastirmada Tip 1 diyabet, multipleskleroz (MS), romatoid artrit, osteoartrit, Crohn
hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger ve bobrek yetmezligi ve cesitli

kanser tiirlerinde D vitamini yetersizligi gozlemlenmistir, Mutlu ve Hatun (36).
4.1.6.D vitamini Fazlah@

Yiiksek dozlarda D vitamini alim1 toksik etki gostermektedir. 25(OH)D seviyesinin
150 ng/ml’den yiiksek oldugu durumlar D vitamini hipervitaminozu olarak kabul
edilmektedir. Intoksikasyon durumlarinda temel bulgular hiperkalsemiye baglidir. Bu
durum gastrointestinal sistemden kalsiyumun fazla ~ emilmesinden
kaynaklanmaktadir. 25(OH)D3 vitamini diizeyinin siirekli yiiksek diizeyde olmasi

bagirsaklarda kalsiyum emilimini arttirarak ve kemiklerde kalsiyum mobilize
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olmasini saglayarak hiperkalsemiye neden olmaktadir.
Hiperkalsemi, ndromiiskiiler, renal, gastrointestinal ve kardiyovaskiiler semptomlara
neden olmaktadir. Noromiiskiiler olarak; letarji, konfiizyon, stupor, koma, kas
gligsiizliigli gozlenirken, renal olarak poliiiri, nefrokalsinozis, nefrolitiazis, bobrek
yetersizligi ortaya cikabilmektedir. Hiperkalsemi ayrica istahsizlik, bulanti, kusma,
kabizlik, peptik iilser, pankreatit gibi gastrointestinal semptomlar ile EKG’de QT
siiresinin  kisalmasi, kalp bloklari, aritmiler, bradikardi, hipertansiyon gibi

kardiyovaskiiler semptomlara neden olmaktadir, Kibar ve ark (37).

Ayrica D vitamini fazlalig1 kalsiyumun bobrek ve kan damarlarinda birikmesine
neden olmaktadir. Hiperkalsemiye bagli bdbrek tasi olusumu, eklemlerde ve
yumusak dokularda kire¢lenme gozlenebilmektedir, Akkoyun ve ark (26).
Cocuklarda, D vitamini fazlaliginda biiylime geriligi, kusma ve bobrek tasi olusumu

stk gozlenen bulgulardir, Samur (38).

4.2.Apopitoz

Okaryotik organizmalarda hiicreler dogar, hiicre tipine gore belli siire yasar ve sonra
oliirler. Bagirsak hiicreleri 3-5 giinliik bir siireden sonra oliirken, epidermiste bulunan
hiicreler 20-25 giinliik bir yasam siiresinden sonra 6lmektedirler. Myokard hiicreleri
ve noronlar ise Omiir boyu yasarlar. Bahsedilen bu hiicre oliimleri apopitoz ile
gerceklesir. Fizyolojik sartlarda meydana gelen bu dliimlere fizyolojik hiicre 6limi
(“programmed cell death™) denmektedir. Viriis etkisi ve ¢cevresel nedenler ile DNA’s1
hasarlanan hiicreler organizmayi korumak igin kendilerini oldtrtrler (“cell suicide™).
Yara iyilesmesinde oldugu gibi doku dengesini saglamak icin hiicreler olerek
ortamdan kaybolurlar (“cell deletion”). Programlanmais hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre
oliimti, hiicre intihari, hiicre kaybi olarak tanimlanan tiim bu kavramlar apopitoz ile

es anlamli kullanilan terimlerdir, Ulukaya (39)

Apopitoz; yaslanmis, fazla tiretilmis, fonksiyonunu yitirmis, diizensiz gelismis veya
genetik olarak hasarli hiicrelerin organizma i¢in giivenli bir sekilde yok edilmelerini
saglayan ve genetik olarak kontrol edilen fizyolojik veya patolojik uyaranlarla olugan

programl1 hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir, Oztiirk (5).
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Normal apopitotik hiicre 6liimii ve yerine yenisinin yapilmas giinde yaklagik 1x10™
hiicreyi bulmaktadir. Bu da yetigkin bir insanin viicut agirliginin her 18-24 ayda bir

yeniden yikim ve yapimi anlamina gelmektedir, Ulukaya (39).

Apopitoza degisik durumlarda bir¢cok dokuda rastlanabilmektedir. Tiimorlerde hiicre
olimii, T ve B lenfositlerin 6liimii, hepatit ve diger bazi viral hastaliklar, bagirsak
endoteli gibi dokularda prolifere olan labil hiicrelerin kaybi, akut inflamasyon sonrasi

notrofillerin 6liimi 6rnek olarak gosterilebilir, Yazici ve ark (40).
Insan organizmasinda apopitozun izlendigi durumlara bakilacak olunursa:

1- Embriyogenez ve fotogenez olusumu sirasinda normal  gelisimin
saglanabilmesi amaci ile olusmus hiicrelerin bir kismi apopitoza
ugramaktadir.

2- Eriskin bireylerde hormon yetmezligine bagl gelisen organ gerilemelerinde
apopitoz goriilmektedir.

3- Proliferasyona ugrayan hiicrelerde sik olarak apopitoz goriilmektedir.

4- Tumorlerde regresyona gittikleri zamanlarda apopitoza rastlanmaktadir.

5- Sitokin yetersizligine bagli olarak T ve B lenfositler apopitoza
ugrayabilmektedir.

6- Hepatit gibi cesitli viral hastaliklarda apopitoz goriilmektedir.

7- Bobrek, pankreas gibi organlarin kanallarinda meydana gelen tikanmalara

bagl doku kérelmelerinde apopitoz goriilmektedir, Oztiirk (5).

Hem fizyolojik hem de patolojik sartlar altinda meydana gelen apopitoz organizma
icin dogru sekilde caligmalidir. Olmamas1 gerekirken gerceklesen apopitoz,
gereginden daha hizli ya da daha yavas apopitoz organizmada hastaliklara yol
acmaktadir. AIDS, norddejeneratif hastaliklar, insiiline bagh Tip 1 diyabet, hepatit C,
miyokard enfarktiisii, ateroskleroz hizlanmis apopitoz neticesi ortaya c¢ikarken

otoimmiin hastaliklar ve kanser yavaslamis apopitoz sonucu olusmaktadir, Ulukaya
(39).

Apopitozun mikroskop altinda taninmasini saglayan belli bash dzellikleri vardir. Na*

kaybina bagli olarak hiicre biiziigmesi goriilmesi, kromatin kondanzasyonu yani
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niikleusun endoniikleazlar tarafindan iki ve daha fazla parcaya boliinmesi,
sitoplazmadan bogumlanarak ayrilan apopitotik cisimcikler ve apopitotik
cisimciklerin inflamatuar yanit olusturmadan fagositozu ile hiicre Oliimiiniin
gerceklesmesi apopitozun tipik ozelliklerindendir, Yazic1 ve ark (40), Afford ve
Randhawa (6), Altunkaynak ve Ozbek (4).

Apopitoz mekanizmasina bakildiginda intrensek ve ekstrensek olmak tizere
apopitozu tetikleyen iki yolak vardir. Ekstrensek sistem yolaklari apopitozu trans-
membran aracilt etkilesimlerle baslatir. Bunlar FasL/FasR, TNFo/TNFRI,
Apo3L/DR3, Apo2L/DR5 gibi o6lim reseptorlerini igermektedir. Fas ligandlar
(FasL) Fas reseptoriine baglanir (FasR) ve reseptoriin hiicre i¢inde kalan kismi Fas
adaptor protein (FADD) ile birleserek oliim baglatan sinyal kompleksi (DISC)
olusturur. Bu reaksiyon dizisi sonunda prokaspaz 8 olusumu ile apopitoz baslatilir ve
hiicre 6limi gercgeklestirilir. TNF’nin TNFRI1 ile birlesmesi sonucu ise yine hiicre
icinde kalan kismi TNFR adaptér proteine baglanir (TRADD) ve TRADD’m
FADD’ye baglanmasi ile de kaspaz 8 ve 10’u aktiflestirerek apopitoz baslatilir ve
sonlandirict kaspazlar olarak adlandirilan kaspaz 3,6,7 ile de hiicreler 6ldiriiliir,

Elmore (41).

Intrensek ya da mitokondriyal yolak ise mitokondrideki sitozolden sitokrom c
salinmasi ile baslatilir. Daha sonra sitokrom c apopitozom adi ile bilinen yapiy1
olusturmak igin Apaf-1 (apopitoz aktive edici faktor), adenozin trifosfot (ATP) ve
prokaspaz 9 ile etkilesime girer. En sonunda apopitozom béliiniip kaspaz 9’u aktive
ederek apopitozu sonlandiran kaspaz 3,6,7’yi aktive etmektedir, Sperandio ve ark
(42).

Bcl-2 mitokondride dis zar potansiyelinin degismesini diizenlemekte ve hiicredeki
Ca*? oramm kontrol etmektedir. Proapoptotik protein ailesinden olan ve normal
kosullar altinda inaktif durumdaki Bad, Bim, Bmf, Bid ve BH-3 hiicrede
antiapoptotik protein ailesinde olan Bcl-2 ve Bcl-x proteinlerini baskilamaktadir.
Fakat ¢esitli uyarilar ile proapoptotik grubun aktiflesmesini saglamaktadir. Biiyiime
faktoriiniin uzaklastirilmas1 Bad’1, kalsiyum artis1 Bim’i ve UV 151n Bmf’yi aktive
etmektedir. Sonug olarak Bcl-2 proapoptotik aile iiyeleri tarafindan baskilanmakta ve

Bcl-2 tarafindan baskilanan Bax ve Bak proteinlerini aktiflesmektedir. Bu
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proteinlerde mitokondri dis zarindaki gecirgenlik porlarinin olusumuna ve zar
potansiyelinin  degisimine neden olmaktadir. Buda uygulayici kaspazlarin
aktivasyonu ve apopitozla sonuc¢lanmaktadir. Kaspazlar inhibitor apopitoz proteinleri
(IAP) denen bir grup protein tarafindan baskilanmaktadir, Solakoglu (43), Coskun
ve Ozgiir (44).

Ekstraseliiler alan

PARP Activation &
Irreversible DNA
Degradation/Apoptosis

Sekil 4.2.1: Apopitoz mekanizmasi

4.2.1.Kaspazlar

Kaspazlar aspartik asitten sonraki peptid bagini kiran sistein proteazlaridir. Hedef
proteinlerin kesilmesi, hiicre iginde aktiflesmelerini saglayarak apopitoza neden
olmaktadir. Su ana kadar 14 adet kaspaz aydmlatilmistir ve bunlar 3 grupta ele

alinmaktadir;

1- Baslatici kaspazlar; kaspaz 2, 8, 9, 10
2- Sonlandirici; kaspaz 3, 6, 7
3- Inflamatuar kaspazlar; kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14.

DNA tamiri ve replikasyonu igin gerekli enzimleri inaktive etmekte ve apopitoz

mekanizmasinda gorev almaktadirlar, Coskun ve Ozgiir (44), Fan ve ark (45).
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4.2.3.Apopitoz ve D vitamini Iliskisi

1,25(0OH),;D3’nin normal doku ve tiimor dokularinda apopitoza neden oldugu

bilinmektedir. Bu etkisini de VDR ’ler araciligi ile gostermektedir.

Apopitoz degisik sinyal yolaklari lizerinden indiiklenmekte ve hiicrelerin 6liimiinii
saglamaktadir. Apopitozda etkili oldugu diisiiniilen faktorlerden birisi de hiicresel
kalsiyumdur. Kalsiyum apopitoz i¢in onemli bir diizenleyecidir ve apopitozun
baslatilmas1 ve apopitoz sinyal yolaklarinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum artis1 apopitoz tizerinden hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Ancak
kalsiyumun etki ettigi apopitoz sinyal yolagi ve hedefleri tam olarak
aydinlatilamamistir. Olas1 hedefler olarak kaspazlar ve kalsiyum bagimli nétral

proteaz olan kalpainler bugiin i¢in diisiiniilmektedir, Sergeev (46).

Kalsiyum iyonlarmin apopitoza olan etkisinde ilk yol olarak, sitokrom c IP3R’e
baglanmakta ve biiyiik bir sitokrom c¢ salinimi ile apopitoza yol agan bir
amplifikasyon prosesi ortaya ¢ikmaktadir. Ikinci yol olarak, proapopitotik ve
antiapopitatik Bcl-2/Bax aile {iiyeleri arasindaki denge endoplazmik retikulum
(ER)’un kalsiyum igerigini regiile ederek ve ER’den mitokondriye kalsiyum aktarimi
hiicre 6limiinii tetiklemektedir. Ayrica antiapopitotik bir protein olan Bcl-2 direkt
olarak IP3R ile etkilesime girebilir ve kalsiyum salinimini ve apopitozu inhibe
edebilir, Tordjmann (47).

Kalsiyum homeostatik mekanizmasi; voltaja bagimsiz ve voltaja bagimli kalsiyum
kanallar1 tizerinden ekstraseliiler alandan kalsiyum girisini, ER depolarindan
kalsiyum salinimi ve kalsiyum sinyallerini yok eden sitozolik kalsiyum tamponlama

sistemlerini icermektedir, Sergeev (48).

1,25(0H);D3 degisik hiicre tiplerinde kalsiyum girisini, transferini ve kalsiyum
tamponlamasini uyarmaktadir. 1,25(OH);D3 voltaja bagimli ve voltaja duyarsiz
kalsiyum girisini aktive eder ve ryanodin reseptorleri (RyR) ve IP3R sayesinde
ER’den kalsiyum salinimini tetikler. Ayrica niikleer ve membran VDR'’lerine

baglanan 1,25(OH),D3 kalsiyum sinyallerini tetiklemektedir, Sergeev (49).
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Kanser hiicrelerinde ve gelismis adipositlerde 1,25(0OH),D3 yiiksek gegirgenlikte
olan voltaja bagimhi kalsiyum kanali (VICC) iizerinden kalsiyum akisini
indiiklemekte ve ER’de bulunan IP3 reseptor/kalsiyum salinim kanali iizerinden
kalsiyum salmimi ger¢eklestirmektedir. Bu sayede intraseliiler kalsiyum artisi
olmaktadir. Bu da kalpain/kaspaz 12’ye bagimli apopitotik yolagi aktive ederek
apopitozu saglamaktadir. Normal epitel hiicrelerinde ise 1,25(OH),;D3 etkisi ile
kalsiyum hiicre i¢ine diisiik gegirgenlikte olan VICC ve voltaja duyarli kalsiyum
kanali (VDCC) iizerinden ve ER’de bulunan Ryr reseptorleri tarafindan hiicre igine
kalsiyum girisi saglanmaktadir. Ancak VDCC’nin aktivasyonu ile intraseliiler
kalsiyumun artiginin durdurulmasi i¢in vitamin D’ye bagimli Kalbindin Dogy eksprese
edilmektedir ve hiicrenin apopitoza gitmesi durdurulmaktadir. Kalbindin D,g Sadece
normal epitel hiicrelerinde sentezlenmektedir. Ayrica, intraseliiler kalsiyum
miktarmin distiriilmesi i¢in 1,25(OH),;D3 kalsiyum ATPaz miktarini artirarak hiicre
disina kalsiyum pompalamasi yapmaktadir, Sergeev (46), Sergeev (48), Sergeev
(49). (Sekil 5)

Sekil 4.2.3.1: 1,25(OH),D3’iin apopitoza etkisi

1,25(0OH),D anti-apopitotik Bcl-2 ve Bcl-x_’in ekspresyonunu bastirip, pro-
apopitotik proteinlerin ekspresyonunu indiikler. 1,25(OH),D, HL-60 16semi hiicreleri

ve MCF-7 meme kanseri tiimoriinde Bcel-2 ekspresyonunu down regiile eder iken
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karsinomal hiicreleri, kolorektal adenoma ve prostat kanserinde Bax ve Bak
ekspresyonunu upregiile ederek sonlandirict kaspazlari aktive ederek hiicreleri

apopitoza gotiirtirler, Deeb ve ark (50).
4.2.4.Apopitozun Saptanmasinda Kullanilan Yontemler

80’11 yillarda morfolojik kriterlere gore belirlenen apopitoz daha sonra DNA
kiriklarinin saptanmasina yonelik yontemlerle belirlenmeye baglandi. 90’11 yillarda
apopopitotik hiicrelerde kaspazlarin aktiflestiginin bulunmasi1 iizerine kaspaz
aktivasyonu Olgiiliirek apopitoz belirlendi. 90’11 yillarin sonunda fosfotidilserin
translokasyonu ile apopitoz saptandi. 2000’li yillarda sadece apopitotik epitelyal
hiicrelerde kaspaz aktivitesi ile kirilan bir protein olan keratin 18’in 6zgiin formunu
saptayan antikorlar kullanilarak apopitoz daha spesifik olarak saptandi. Altunkaynak

ve Ozgen (4).
Apopitozun belirlenmesinde kullanilan ¢ok sayida yontem vardir:

1- Morfolojik goriintiileme yontemleri
Isik mikroskobu ( hematoksilen boyama , giemsa boyama)
Floresan mikroskobu
Elektron mikroskobu
Faz-kontrast mikroskobu
2- Immiino histokimyasal ydntemler
Annexin V yontemi
Tunnel yontemi
M30 yontemi
Kaspaz 3 yontemi
3- Biyokimyasal yontemler
Agaroz jel elektroforezi
Western blotting
Flow sitometri (DNA azalmasi — Annexin V)
4- Molekiiler biyoloji yontemleri
DNA microarray

5- Immiinolojik yontemler
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ELISA (DNA fragmentasyonu, M30 diizeyi, Annexin V)
Fluorimetrik yontem (Kaspaz aktivasyonu), Altunkaynak ve Ozbek (4).

4.2.4.1.M30

Bu yontemde, apoptotik hiicreler kaspaz aktivasyonu ile bozulmasi sonucu
sitokeratin 18’in yeni epitopunun ortaya ¢ikmasi sonucu belirlenir. Sitokeratinler,
yalnizca epitelyal hiicrelerinden salinan proteinler ve epitelyal hiicre 6limi igin
kullanilan biyobelirteglerdir. Apopitoz sirasinda kaspazlar sitokeratin 18’1
parcalamaktadir. Parcalanmis CK18 varligi plazmada epitelyal hiicre apopitozunu
gosterir. M 30 tayini apopitoz i¢in spesifik kantitatif bir testtir, Tas ve ark (51).

4.2.4.1.1.Sitokeratinler

Hiicre iskeleti Intermediate filamentler (IF), aktin iceren filamentler (MF) ve
mikrotiibiiler (MT) olmak {izere farkli filament sisteminden olusmaktadir, Ueno ve
ark (52), Fuchs ve Cleveland (53). Intermediate filamentler Tip I ile Tip 5 arasinda
siiflanmaktadir. Tip | ve Tip Il keratin ya da sitokeratin grubu olarak
adlandirilmaktadir. Tip I keratinleri (ufak ve asidik grup) keratin 9 - 20 arasini ve
Tip II keratinleri ( genis, notr ya da bazik grup) keratin 1 — 8 arasin1 kapsamaktadir,
Ueno ve ark (52), Ditzel (54). Keratinler hiicrelere yapisal olarak destek olurlar ve
hiicrelerin stresle bas etmesine yardim ederler. Keratinler son derece dinamiktirler ve
diferansiasyon, mitoz bolinme ve apopitoz sirasinda tekrardan organize olmaya
baglayarak bu sistemler iizerine etki etmektedirler, Schutte ve ark (55). Sitokeratin
zincirleri yapilarina bakildiginda bir merkezi o-sarmal zengin etki alan ile sarmal
olmayan bir N- grubu ve C terminal etki alanlarindan olugsmaktadirlar, Fuchs ve
Cleveland (53).

4.2.4.1.2.Sitokeratin 18

Tip | intermediate filament proteini olan sitokeratin 18 (CK-18) tek katli ve glanduler
epitel hiicrelerinde bulunmaktadir. Lenfoid ve noral hiicrelerde bulunmayan CK-18,
karaciger, akciger, prostat, gogiis, ve kolon dokularinda salgilanabilmektedir ¢iinkii

bu dokular epitelyal kokenli doku 6zelligi tasimaktadir, Giiles ve Eren (56).
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4.2.4.2. Annexin V

Rekombinant fosfotidilserin baglayict protein olan Annexin V apopitozu
belirleyebilmekte ve spesifik olarak fosfotidilserin kalintilar1 ile etkilesime
girebilmektedir, Elmore (41). Fosfolipid fosfotidilserin (PS) translokasyonu
apopitozun saptanmasi i¢in kullanilmaktadir. Apopitozun en erken safhada goriilen
degisimi membran fosfolipidi olan fosfotidilserinin  membranin i¢ kisimdan
membranin dis kismimna ¢ikmast ile gergeklesmektedir. Dis membrandaki
fosfotidilserin ekspresyonunda degisim olmakta ve bu degisim iizerinden bir
apopitoz gostergesi olan Annexin V ile apopitoz saptanmaktadir. Annexin V
kalsiyum varliginda PS’e baglanarak apopitozu saptamaktadir, Tilborg ve ark (57),
Akar ve ark (58). Annexin V yontemi kullanilarak dokuda, embriyoda ve kiiltiirde
apopitoz saptanabilmektedir, Elmore (41). Annexin V kullanilarak apopitozun
saptanmast immiinokimysal, biyokimyasal ve immiinolojik yoOntemler icin

kullanilmaktadir.

4.3.0ksidatif Stres

Oksidatif stres, oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan
sistemler lehine bozulmasi sonucu lipid peroksidasyonu ve reaktif oksijen iiriinlerinin
aciga cikarak organizmada hiicresel hasara yol agmasi seklinde tanimlanabilir,
Fearon ve Faux (59). Bu durum, asirt miktarda reaktif oksijen radikali ve/veya
nitrojen radikallerinin olusumu veya antioksidan tampon sisteminin yetersizligi
sonucu ortaya ¢ikar. Reaktif oksijen ve nitrojen radikallerinin seviyelerindeki artis
ise hiicrelere toksik etki yapar ve hiicrenin lipit, protein ve DNA benzeri
molekiillerine zarar verir, dolayist ile birgok hastaligin patogenezinde 6neme sahiptir,

Erel (60), Isik ve Selek (61).

4.3.1.Serbest Radikaller

Serbest radikaller, iizerinde eslesmemis elektron bulunduran Kkararsiz yapida
molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Bu gruba ornek olarak hidroksil, siiperoksit,

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

Serbest radikallerin olusum yollarina bakildiginda;
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1- Homolitik bag kirilmasi ile

2- Molekiilden bir elektronun ayrilmasi ile
X—>—boDoHo—o X +e

3- Molekiile bir elektronun katilmasi ile olustugu gosterilmistir.
X +eg »D—o—bo—o— X

Serbest radikaller, hiicre biiylimesi ve gelismesinde etkili olduklarindan dolay1 damar
sertligi, kanser, romatizmal hastaliklar ve yaslilik hastaliklar1 tizerine etkilidirler,

Ogiit ve Atay (63).

4.3.2 Reaktif Oksijen Tiirleri(ROT)

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) serbest radikallerin dis yoriingesinde eslesmemis bir
elektron ve bir oksijen atomu bulunmasi ile karakterize olan tiirlerdir. Reaktif oksijen
tiirleri endojen ve ekzojen olarak olusabilmektedirler. Endojen olarak oksidasyon ve
rediiksiyon ile olusabildikleri gibi ekzojen olarak stres, viriis, enfeksiyon, ¢evresel
faktorler ve radyasyon ve benzeri etkiler sonucu olusmaktadirlar, Caylak (64),
Atmaca ve Aksoy (65). Oksidan maddeler hiicre 6liimiine neden olan olaylarin en
onemlilerindendir ve bu etkiyi hiicrede lipidler, proteinler ve DNA’ya Kkarsi

olusturduklart toksik etkileri ile gostermektedirler, Yerer ve Aydogan (66).

ROT, reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve siilfiir merkezli radikaller oksidan sinifina
girmektedir. Ancak tiim reaktif tiirleri radikal degildirler, Antmen (67). Asagidaki
goriilen Tablo 4.3.1°de radikal ve radikal olmayan ROT’lar gosterilmistir.
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Tablo 4.3.1. Radikal ve radikal olmayan reaktif oksijen tiirleri, Biiyiikuslu ve
Yigitbasi (68).

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil HO Hidrojen peroksit 0,
Alkoksi RO Singlet oksijen 0,
Peroksil ROO Ozon 0;
Silperoksit 0, Hipoklorit asit HOCI
Nitrkoksit NO Lipit hidroperoksi LOOH
Azot dioksit N0, Peroksinitit ONOO

4.3.3.Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidanlar, insan viicudunda ROT’lar tarafindan olusturulan oksidatif hasarin
azaltilmas1 ve bir¢cok kronik hastaliklarin ilerlemesini yavaslatan ya da durduran

koruyucular olarak tanimlanmaktadir, Koksal ve Gtilgin (69).

Viicutta ROT ve RNT’lerin belli bir oranda kalmasi gerektiginden serbest radikal
toksisitesini azaltmak {izere antioksidan savunma sistemleri devreye girmektedir.
Bunlar; siiperoksid dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz,
glutatyon S-transferaz, katalaz, tiyoredoksin rediiktaz, peroksi redoksinler (Prx) ve
NAD(P)H:ubikuinonoksido rediikktaz (NQO1) gibi antioksidan enzimlerdir,
Biiytikuslu ve Yigitbasi (68).

Viicutta ROT diizeyini azaltan antioksidanlar enzimatik ve non-enzimatik olmak

uzere smiflandirilirlar.
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4.3.3.1.Enzimatik Antioksidanlar

A a2 Fe2* Fe®
superoksit dismutaz
20, /\ -» H.,0. OH-e
OH* ®) 2GSH NADP*
= H2O0; gluhlakly%lvl glutatyon
Y peroxsiaaz rediiktaz
atalk
GSSG i NADPH*
2H,0 + O, 2H,0O

Sekil 4.3.3.Antioksidan enzimler
Siiperoksid Dismutaz(SOD)

Onemli bir antioksidan olan SOD tiim oksijen metabolize eden hiicrelerde mevcuttur.
Bu enzim siiperoksid serbest radikallerinin oksijen ve hidrojen perokside
dontisiimiinii katalizlemektedir, Biiyiikuslu ve ark (70).

_ _ SOD
Dg. + D'_!- + 2H' —}Hgﬂg + O

Siiperoksid dismutaz siiperoksid radikalini substrat olarak kullanilir. OKksijen

kullanimi fazla olan dokularda SOD aktivitesi fazladir, Yal¢in (71), Simsek (72).

Katalaz

Katalazin gorevi hiicreleri hidrojen peroksidi su ve oksijene ¢evirerek korumaktir. Bu
enzim aktivitesi genellikle peroksizom adi ile bilinen subseliiler organallerde lokalize

olmustur, Weydert ve Cullen (73).

Katalaz
H:Oy + Ho)y —— 5 2H,0 4+ O

Katalaz bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda mevcuttur. Peroksizom, karaciger,
bobrek, kemik iligi, eritrosit ve g¢esitli bagska dokularda da bulunmaktadir, Cimen ve
ark (74).
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Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon Peroksidaz hidrojen peroksid ve lipid peroksidlerinin etkisizlestirmektedir.
Bu enzim sitozolde ¢ok fazla ancak mitokondride az miktarda bulunmaktadir, Caylak

(64).

GSH-Px
H-O, +2 GSH ———— 2 H,O + GSSG

GSH-Px
ROOH + 2 GSH—» ROH + GSSG + H,O

Glutatyon rediiktaz

GSH-Px araciligi ile hidrojen peroksitlerin indirgenmesi sonucu olusan glutatyonun
okside formunun (GSSG) tekrar glutatyona (GSH) indirgenmesini glutatyon rediiktaz
saglamaktadir, Caylak (64).

GSH-Rd
GSSG+ NADPH — 2GSH + NADP

4.3.3.2.Non enzimatik antioksidanlar

Endojen ve ekzojen yollarla alinabilen non enzimatik antioksidanlar, diisiik molekiil
agirhiginda olup okside olarak bagka bir substratin oksidasyonunu 6nemli Slgiide

geciktirmekte veya onlemektedir, Dervis (75).
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Tablo 4.3.3.2.Endojen ve ekzojen non enzimatik antioksidanlar

Endojen Diyetle alinan
Bilirubin a Tokoferol (E vit)

. Tioller lipoikasid, Askorbik asit (C vit)

N-asetilsistein indirgenmis glutatyon
NADPH, NADH B karoten (provit A)
Ubiquinon(koenzimQ10) _ Diger karotenoid _
ve oksikarotenoidler(likopen, lutein)

Urik asit Polifenoller

4.3.4.Total Oksidan Seviye (TOS)

Total oksidan seviye (TOS) Serum ya da plazmada birgok oksidan tiirii ayr1 ayri
metodlarla olgiilebilmektedir. Ancak bu Olglimler zaman alict ve pahalidir. Bu
sebepten dolayr tiim oksidanlarin seviyesini gostermek icin total oksidan seviye

6lglim yontemi kullanilmaktadir, Erel (92).

4.3.5.Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisini total
antioksidan kapasite (TAK) yansitir. Plazmada antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu
antioksidanlarin bir kisminin bir arada etki etmesi sonucu her birinin tek basina
olusturdugundan daha fazla antioksidan etki ortaya ¢ikar yani aralarinda sinerjik etki
vardir. Bu nedenle viicuttaki oksidan antioksidan dengenin belirlenmesi i¢in tek tek
antioksidanlarin Gl¢iilmesindense total antioksidan kapasitenin Olgiilmesi daha

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

Total antioksidan kapasiteyi olusturan baglica molekiiller proteinlerin siilfidril
gruplari, vitamin C, iirik asit, vitamin E ve bilirubindir. Oksidatif stres altinda total
antioksidan kapasitenin tiikenmesi durumunda baslangigta karaciger ve yag dokusu
gibi depolandiklar1 organlardan endojen antioksidanlarin salinimi artar, antioksidan
enzimler aktive olur. Oksidatif stresin daha ileri donemde ise antioksidanlarin

tilkenmesine baglh olarak TAK diiser, Psotova ve ark (79)
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4.3.6.D vitamini ve Oksidatif Stres Arasindaki Iliski

Vitamin D’nin antioksidan 6zelligi hakkinda yeterli veri olmasa da yapilan bazi
calismalar vitamin D’nin vitamin E ve melatoninden daha kuvvetli antioksidan

potansiyele sahip oldugunu diisiindiirmektedir, de Almeida (80).

Oksidatif stres bircok kronik hastaligin patofizyolojisinde rol oynamasina ragmen,
vitamin D ve oksidatif stres iliskisini agiklayan sinirli sayida veri mevcuttur ve
antioksidan-oksidan denge iizerine etkileri tam olarak bilinmemektedir. Vitamin D
plazma membraninin stabilizasyonunu saglayarak lipid peroksidasyonu azaltir ya da
GSH, GSH peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi antioksidan sistemlerin niikleer
reseptorleri  lizerinden  upregiilasyonunu  saglayarak  antioksidan  o6zellik

gostermektedir, Salum (81).

4.5.Kalsiyum

Viicutta en fazla miktarda bulunan element olma o6zelligini tasiyan kalsiyum,
hidroksiapatit kristalleri seklinde kemik ve dislerde bulunmaktadir. Yetiskin bir
insanin viicudunda yaklasik olarak 1-1,5 kg kalsiyum bulunmaktadir. Kalsiyum
metabolizmasi viicutta 3 sekilde diizenlenmektedir; bagirsaktan kalsiyum emilimi,
bobrekten geri emilimi ve kemik dongiisii. Ayrica bu dokulardaki kalsiyum PTH,
1,25(0OH),D3, iyonize kalsiyum ve kalsiyum algilayan reseptor gibi hemostatik

hormonal sistem tarafindan regiile edilmektedir, Weaver (82).

PTH ve 1,25 dihidroksi vitamin D plazma kalsiyum diizeyini yiikseltirken, kalsitonin
ve katakalsin kalsiyum diizeyini azaltma yoniinde hareket edebilmektedir, Emekli
(83).

Kalsiyum diizeyleri kolorimetrik yontemlerle 6l¢tilmektedir.

Serum kalsiyum diizeyleri yasa bagli olarak degismektedir (Tablo 4.5.1). Ayrica bu
calismada kullanilan Balb/c tiirii farelerde normal serum kalsiyum diizeyleri

literatiirde 8,5 — 10,5 mg/dL arasinda kabul edilmektedir, Pakkala ve ark (84).
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Tablo 4.5.1.Serum kalsiyum diizeyleri

YAS KONSANTRASYON

Prematiire 7.6 —10.0 mg/dL
0-1ay 7.2 —11.2 mg/dL
2-12ay 8.0 — 10.8 mg/dL
1-4 yas 8.4 — 10.5 mg/dL
5-20 yas 9.2 -11.0 mg/dL
21 — 50 yas 8.8 —10.2 mg/dL
>50 yas 8.4 —10.0 mg/dL

Serum kalsiyum diizeyinin 6 mg/dL’nin altinda olmasi tetani gibi durumlara yol
acarak yasamsal tehlike olusturmaktadir. 14 mg/dL’nin iistiindeki kalsiyum diizeyleri
ise asir1 yiikksek degerler olarak kabul edilmektedir, Sahin (85).

Hiperkalsemi ve hipokalsemi durumlari ¢esitli hastaliklar neticesi meydana

gelmektedir.
Hiperkalsemiye neden olan durumlar

Hiperkalsemi, serum kalsiyum diizeyinin asir1 yiikselmesi olarak tanimlanmaktadir.

1
2
3

4- Asir1 D vitamini ya da kalsiyum alim1 hiperkalsemiye neden olmaktadir.

Paratroid hastaliklar1 (PTH)
Kemik hastaliklar

Kalsiyum metabolizmasinin bozuk oldugu durumlarda

27




Hipokalsemiye neden olan durumlar
Hipokalsemi, serum kalsiyum diizeyinin asir1 diigmesi olarak tanimlanmaktadir.

1- Paratroid hastaliklar1 (PTH)

2- Hipoproteinemiler

3- Bobrek yetmezligine bagli bobrek hastaliklarinda

4- Beslenmede D vitamini ve kalsiyum eksikligi varsa hipokalsemiye neden
olmaktadir, Emekli (82).
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5.MATERYAL VE METOD

5.1.Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

Tablo 5.1.1.Deney sirasinda kullanilan arag ve gerecler

Santrifiij 96 kuyucuklu plate

SpektraMax Mikroplate Roche Cobas 6000 Biyokimya analizorii
Spektroflorometre

Kirmizi kapakl kan tiipleri Otomatik pipet

Hassas Terazi Distile su

pH metre Enjektor

-80 °C buzdolab1 Annexin V Eliza kiti

Balon joje Hematoksilen Eozin-Pas boyasi
Doku Kaseti Lam ve Lamel

Isik mikroskobu Mikrotom doku kesiti alma cihazi

Diseksiyon seti

5.2.Deney Grubunun Demografik Ozellikleri

Calismada Istanbul Medipol Universitesi REMER biinyesinde yer alan Deney
Hayvanlar1 Merkezi’'nden (MEDITAM) alian 50 adet 10 haftalik Balb/c tiirii erkek
fare kullanildi. Deney gruplart her bir grup 10 adet fareden olugmak tiizere 5 gruba

ayrild.
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Tablo 5.2.1.0lusturulan deney gruplari

Grup Numarasi Grup Adi (n=10) Verilen D vitamini
dozu (ng/kg)

Grup 1 Kontrol Grubu Serum fizyolojik

Grup 2 Diisiik Doz D vitamini 0.5

Grup 3 Orta Doz D vitamini 1

Grup 4 Orta-Yiiksek Doz D vitamini 5

Grup 5 Yiiksek Doz D vitamini 10

Farelerin agirliklari ise 0, 7. ve 14. giinlerde dl¢iildii.

Gruplarin bakimi normal laboratuvar kosullarinda saglandi. Deney hayvanlar
arastirmaya baslamadan bir hafta once laboratuvara alindi ve ortama alistirildi.
Fareler 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik ortamda yasatild1 ve ortam sicaklii 22 +
1°C’de tutuldu. Ortamin nem oran1 % 65 — 70 arasinda idi. Beslenmeleri ve su

(musluk suyu) konusunda higbir kisitlama yapilmadi (ad-libitum).
5.3.Deney Hayvanlarina Uygulanan islemler

50 adet Balb/c tiirti fare deneye baslamadan 6nce Tablo 5.2.1°de yazildig1 gibi her
grup 10 hayvandan olusacak sekilde 5 gruba ayrildi. Olusturulan deney gruplarindan
diisiik doz D vitamini grubuna (0.5 pg/kg), orta doz D vitamini grubuna (1 pg/kg),
orta yiiksek doz D vitamini grubuna (5 pg/kg) ve yiiksek doz D vitamini grubuna (10
ug/kg) D3 vitamini (Calcijex ampul) intraperitoneal olarak 14 giin boyunca haftada 3
kez ( Pazartesi, Carsamba, Cuma) uygulandi, Souli ve ark (86), Swami ve ark (87),
Lim ve ark (88). 1.Gruba kontrol amagli ayni miktarda serum fizyolojik yine
intraperitonal olarak verildi.

5.4.Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

D vitamini uygulamasinin sonlanmasindan 3 giin sonra fareler anestezi altina
(Ketamin ve Rampon karigimi) alindi ve kardiyak ponksiyon yontemi ile kirmizi

kapakli biyokimya tiiplerine kanlar1 alindi, Lim ve ark (88).

Alinan kanlar 3500 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi. Elde edilen

serumlar analiz giiniine kadar -80°C’de saklandi.
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5.5.Doku Orneklerinin Alinmasi ve Saklanmasi

Balb/c tiirii farelerin anestezi altinda kardiyak ponksiyon yontemi ile kanlari
alindiktan sonra farelerin karaciger ve bobrek dokular1 alindi. Alinan dokular doku
kasetlerine konuldu ve doku takibi yapilana kadar formalin fiksatifi icinde bekletildi.
Doku takibi yapildiktan sonra dokular parafinize edilerek calisilacaklar1 giine kadar

oda sicakliginda saklandi.
5.6.Kan Orneklerinde incelenen Parametreler ve Yontemleri

Farelerden elde edilen serumlarda TAK ve TOS tayini, kalsiyum diizeyleri ve
Annexin V Eliza kiti ile apopitoz dlgiimii yapildi. Kalsiyum diizeyleri istanbul
Medipol Universitesi Mega Hastaneler Kompleksi’nde Roche Cobas 6000
biyokimya analizorii ile ¢alisilir iken, total antioksidan ve oksidan tayini ve Annexin
V Eliza apopitoz dl¢iimii Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip
Merkezi’nde (REMER) SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazi
kullanilarak yapildi.

5.7.Eliza Yontemi ile Serumda Annexin V Olciilmesi

Calisma Prensibi:

Annexin V, Bioassay Technology Laboratory iirlinii olan Mouse annexin V (ANX —

V) ELIZA kiti ( Kat no: E0502Mo) ile calisildr.

Bu ELISA kiti Mouse annexin V (ANX — V)’i biotin ¢ift antikor sandvi¢ teknolojisi
ile 6lgmektedir. Bu yontemde dnceden annexin V monoklonal antibody ile kaplanmis
kuyucuklara annexin V eklenir ve inkiibe edilir. Daha sonra streptavidin-HRP eklenir
ve biotin ile isaretlenmis anti annexin V eklenir. Inkiibasyondan sonra baglanmamis
antikorlar yikanir. A ve B kromojen konjugatlari eklenir ve soliisyonun rengi maviye
doner. Sonra asidik durdurma soliisyon eklenerek soliisyon sari rengi alir ve
reaksiyon durdurulur. Olusan rengin siddeti Mouse annexin V (ANX — V)

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
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Kullanilan materyaller:

Tablo 5.7.1.ELIZA ¢alismast i¢in kit ile gelen malzemeler

Reaktif Say1
Standart Soliisyon 0,5ml
96’11k well plate 1 Adet
Standart Seyreltme Cozeltisi 3mi
Streptavidin — HRP 6 ml
Durdurma soliisyonu 6 ml
Kromojen A soliisyonu 6 mi
Kromojen B soliisyonu 6 ml
Washing Buffer (30x) 20 ml
Biotin ile isaretlenmis anti ANX — V 1ml

antibodyleri

Deney Prosediirii

1- Standart soliisyonlarin diliisyonu:

Tablo 5.7.2.Standartlarin hazirlanma prosediirii

128 ng/ml Orijinal Standart

64 ng/ml Standart No. 1 120 pl Orijinal Standart
+ 120 pl Standart
seyreltme ¢ozeltisi

32 ng/ml Standart No. 2 120 pul Standart No. 1 +
120 pl Standart
seyreltme ¢ozeltisi

16 ng/mi Standart No. 3 120 pl Standart No. 2 +
120 pl Standart
seyreltme ¢ozeltisi

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

seyreltme ¢ozeltisi

4 ng/ml Standart No. 5 120 ul Standart No. 4 +
120 pl Standart

seyreltme ¢ozeltisi

2 ng/ml Standart No. 6 120 ul Standart No. 5 +
120 pl Standart

seyreltme ¢ozeltisi

1 ng/mi Standart No. 7 120 pl Standart No. 6 +
120 pl Standart

seyreltme ¢ozeltisi

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

seyreltme ¢ozeltisi

Hazirlanan standart ve kor c¢ozeltisi kendileri i¢in ayrilmis kuyucuklara
pipetlendi.

Ornek enjeksiyonu: Kér igin ayrilan kuyucuga sadece kromojen soliisyonu A
ve B ve durdurucu soliisyon eklendi. Standart soliisyon kuyucuguna 50 pl
standart ve 50 pl sterptavidin — HRP eklendi. Ornek kuyucuklarma ise 40 pl
ornek, sonra 10 ul ANX — V antibody ve 50 ul streptavidin — HRP eklendi.
Sonra kuyucukarmn {istii plate membrani ile c¢evrildi. Plate dikkatlice
karistirildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi: Sonraki adimlarda distile su ile yikama
solusyonu (30x) distile su ile dilue edildi.

Yikama: plate membrani ¢ikarildi ve kuyucuklar i¢indeki sivi atildi. Sonra
herbir kuyucuk yikama soliisyonu ile dolduruldu ve soliisyon 30 dakika sonra
kuyucuklardan atildi ve islem 5 defa daha tekrarlandi.

Renk olusumu: Ilk olarak 50 pl kromojen A soliisyonu eklendi sonra 50 pl
kromojen B soliisyonu eklendi. Plate dikkatlice karigtirildi. Daha sonra

37°C’de 10 dakikada karanlik ortamda renk olusumu i¢in beklendi.
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7- Reaksiyonu durdurma: Her bir kuyucuga 50 ul durdurma soliisyonu eklendi
ve kuyucuklarda soliisyonun renginin maviden sariya dondiigii gozlemlendi.

8- Kuyucuklara uygulanan islemler son bulduktan sonra 450 nm’de 10 dakika
icinde absorbans dl¢timii yapildi.

9- Caligilan standarlar ile kalibrasyon egrisi olusturuldu ve orneklerin

konsantrasyon degerleri y = 0,0218x + 0,031 denklemi kullanilarak

hesaplandi.
10- Bu yontemin 6lciim araligi 0,5 ng/ml — 100 ng/ml, sensitivitesi ise 0.27
ng/ml’dir.
Annexin V y =0,0218x + 0,031
R?=0,9904
2

/

0 10 20 30 40 50 60 70
Standart Konsantrasyonlari (ng/ml)

Absorbans

Sekil 5.6.1.1.Annexin Kalibrasyon Egrisi
5.8.Histolojik Degerlendirme

Farelerden ¢ikarilan bobrekler ve karacigerlerden birisi % 10 notral formalinde tespit
edildi. Daha sonra rutin 151k mikroskobi takip yontemleri kullanilarak parafine
gomiildii. Mikrotom (Thermo Microm HM 340E) yardimi ile 5 mikrometre
kalinliginda alinan parafin kesitler 151k mikroskobi yontemi i¢im lamlara alindi.
Doku kesitlerine Periyodik Asit Schiff (PAS) ve Hematoksilen-Eosin (HE) boyama

yontemleri uygulanda.
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5.8.1.Doku Takip Protokolii

1.

Fiksatif i¢in formaline alinmig dokular doku takibi baglayacagi giinde 1 saat
akan ¢esme suyu altinda bekletildi.

Dokular sirasi ile %70, %90, %96’lik alkol serilerinde 1’°er saat etiivde olmak

kosulu ile bekletildi.

Daha sonra yarim saat %100 alkolde ve yarim saat %100 II’de etiivde
bekletildi.

Alkolden alinan dokular toluen I ve toluen II’de yarim saatlik periodlar
halinde bekletildi.

Toluenden alinan dokular s1vi1 parafin igerisinde 1 saat etiivde bekletildi.
Parafin II’ye alinarak etiiv icerisinde bir gece bekletildi.

Ertesi giin sivi parafinden alinan dokular bloklara parafin ile gomiilerek

donduruldu.

5.8.2.Periyodik Asit Schiff (PAS) Boyama

Karbonhidratlardan zengin yapilarin, 0©zellikle glikojen ve bazal membran

boyamalarini gostermek amaci ile PAS boyamasi asagida belirtilen sira ile

uygulandi.

1. Kesitler parafini giderilmesi i¢in 1 saat toluende bekletildi.

2. Azalan alkol serilerinden (%100 - %70) gegirildi ve distile suya alindu.

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

4. Akarsuda 10 dakika bekletildi ve daha sonra 3 kez distile su ile ¢alkalandi.
5. Schiff soliisyonunda (Sigma), karanlikta 10 dakika bekletildi.

6. Yikama soliisyonunda 3 x 5 dakika bekletildi.

7. Akarsuda 5 dakika bekletildi.
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8. Hemaluanda (¢ekirdek boyasi) 5 dakika bekletildi.
9. Aurtan alkol serilerinden (%70 - %100) gegirildi.
10. 3 kez toluenden gegirildi

11. Preparatlar bio mount soliisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi.

5.8.3.Hematoksilen — Eosin (HE) Boyama
1. Preparatlar 1 saat 60°C’de etiivde bekletildi (Deparafizasyon islemi).
2. Etiivden ¢ikarilan preparatlar 30 dakika Ksilen/toluen igerisinde bekletildi.

3. Preparatlar siras1 ile %100, %96, %70’lik alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi.

4. Preparatlar 1 kez distile sudan gegirildi.

5. Hematoksilen igerisinde 15 dakika bekletildi.

6. Mordanlama i¢in akan ¢esme suyu altinda 10 dakika bekletildi.
7. Eosin boyasi igerisinde 1,5 dakika bekletildi.

8. Distile su igerisinde boyanin rengi seffaf olana kadar yikandi.
9. Preparatlar sirasi ile %70, %96, %100’lik alkolden gegirildi.
10. Ksilen/Toluen iginde 10 dakika preparatlar parlaklastirildi.

11. Preparatlar bio mount soliisyonu damlatilarak lamel ile kapatildi.

5.8.4.Bobrekte Gomerul Mezengial matriks Oram

Pas boyasi yapilan bobrek dokusu kesitlerinde glomeriil mezengial matriks orani
Nikon Eclipse Ni aragtirma mikroskobu ile X40 biiylitmede rastgele alanlardan
secilen 20 adet diizgiin sekilli glomertil lizerinde ¢ift kor calisma ile yapildi. Her

glomertilde lezyonun orani 0 ila +4 arasinda derecelendirildi.

0: Mezengial matriks orani normal
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+1: Mezengial matrikste %25 artis
+2: Mezengial matrikste %50 artis
+3: Mezengial matrikste %75 artis
+4: Mezengial matrikste %100 artis

Bu skorlamaya gore kaydedilen degerler her preparat i¢in, kendi aralarinda ayr1 ayri
topland1. Ornegin; 20 glomeriilden 5 tanesi +3, 10 tanesi +2, 5 tanesi +1 olarak tespit
edildi. Bu sonuglar, literatiirdeki formiilde yerlerine konup, her bir preparat igin
sonuglar elde edildi. Yukaridaki degerleri formiilde yerine koyarsak:
(3x5/20)+(2x10/20)+(1x5/20)x100=125. Her iki arastirmaci tarafindan elde edilen
sonuglar toplanip 2’ye boliindii. Elde edilen rakam, mezengial matriks hasar skoru
olarak kaydedildi, Raij ve ark (89).

5.8.5.Karacigerde Histopatolojik Skorlama
Grade 0: minimal veya hi¢ hasarlanma bulgusu yok.

Grade 1: Hafif hasarlanma ile karakterize sitoplazmik vakuolizasyon ve fokal

niiklear piknoz.

Grade 2: Orta derece hasarlanma hafif mononiikleer hiicre infiltrasyonu, sitoplazmik
vakuolizasyona ilaveten, hepatositlerde sisme, nekrozis yok, siniizoidal dilatasyon ve

konjesyon, interselliiler sinirlarda bulaniklik.

Grade 3: Hafif siddetli hasarlanmada koagiilasyon nekrozu, siddetli mononiikleer
hiicre infiltrasyonu, sitoplazmik hipereosinofili, genis sinilizoidal dilatasyon ve

konjesyon.

Grade 4: Siddetli hasarlanmada siddetli koagiilasyon nekrozu ve hepatik hiicre
kordonlarinda disintegrasyon ve hemoraji, doku yapisinda bozulma, Amara ve ark
(90).
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5.9.Total Antioksidan Tayini

Total antioksidan tayini serumda kolorimetrik olarak Erel tarafindan gelistirilen

metodla 6l¢iildii, Erel (91).

Prensip: ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) reaktifi;
tampon ¢ozelti varliginda ortamin pH’s1 sabit tutularak; hidrojen peroksit ile radikal
hale getirilir. Olusan ¢ozelti kendine 6zgili koyu yesil-lacivert aras1 bir renge sahiptir.
Serum ilave edildiginde serumun igerisindeki antioksidanlar mevcut ABTS
radikallerini nétralize eder. Notralizasyon gerceklestigi 6l¢iide ¢ozeltinin rengi agilir.
Dolayisiyla serumda bulunan total antioksidan miktar ile ¢ozeltinin renk siddeti
orantilidir. 658 nm’de ¢dzeltinin absorbansi dlgiiliir. Standart olarak kullandigimiz
¢Ozeltinin absorbans molarite verileri kullanilarak; numunenin total antioksidan

molaritesi hesaplanir.

Kullanilan Reaktifler:

Reaktif 1: 0,4 M Asetat Tamponu (pH:5,8): Asetat tamponun 0,4 M Na-Asetat ve
0,4 M CH3COOH igerir.

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

10 mM ABTS reaktifi

1000 ml i¢i 278 uL H,0,

% 10’luk Etilen Glikol hazirlanan 30 mM asetat tamponu igerisine eklenir
ve karistirilip 24 saat beklenir. 24 saat sonunda reaktif 2’nin 6rdek basi yesili rengi

almasi hedeflenir.

Standart: 01M (pH:8) Tris tamponu i¢inde 1mM Potasyum hekzosiyanoferrat
(CsFeK3Ng) hazirlanir.

Reaktiflerin hazirlanmasindan sonra Tablo 5.9.1°de ki deney prosediirii takip edilir.
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Tablo 5.9.1. TAK deney prosediirii

Reaktif | Reaktif 11 Standart Serum
(L) (L) (L) (L)
Numune 100 puL 15 uL - 6 uL
Standart 100 puL 15ul 6 ulL -
Kor 100 pL 15 uL - -

Yukaridaki tabloda belirtilen miktarlarda ¢ozelti ve Ornekler 96’lik platelere
pipetlendi ve SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazinda spektrafotometrik
olarak 658 nm’de Ol¢iim yapildi. Numunelerin Total Antioksidan Molariteleri ise

asagidaki formiil ile hesaplandi.

Numunelerin Total Antoksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansi / Standartin

Absorbansi) % Standartin Molaritesi

5.10.Total Oksidan Tayini:

Total antioksidan tayini serumda Kolorimetrik olarak Erel tarafindan gelistirilen
metodla 6l¢iildii, Erel (92).

Prensip: Fe,SO,4 suda ¢oziiniir ve Fe > aciga c¢ikar. Serumda bulunan oksidanlar
Fe?"’nin Fe* e yiikseltgenmesini saglar. Kullanilan X-orange reaktifi Fe** ile renkli
bir kompleks verir. Olusan rengin siddeti; total oksidan miktar: ile orantilidir. 658
nm’de absorbans Olgiiliir. Standart olarak kullandigimiz ¢6zeltinin absorbans

molarite verileri kullanilarak; numunenin total oksidan molaritesi hesaplanir.
Kullanilan Reaktifler

Reaktif 1: Fox soliisyonu: 140 Mm NaCl ve 25 mM H,SO; igerir.

Hazirlanan Fox soliisyonun 225 ml’si reaktif 1’in hazirlanmasi i¢in 25 ml’si ise
reaktif 2’nin hazirlanmasi igin kullanilir. Reaktif 1’in hazirlanmasi i¢in 225 ml Fox

soliisyonunun i¢ine 150mM D-Sorbitol+25uM X-orange ilave edilir.
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Reaktif 2: 25 ml Fox soliisyonu i¢ine 10mM 4-Hidroksibenzoik asit + 5 mM
Amonyum Fe®*SOy ilave edilir.

Standart: 20uM H,0, standart olarak hazirlanir.
Reaktiflerin hazirlanmasindan sonra Tablo 5.10.1°de ki deney prosediirii takip edilir.

Tablo 5.10.1.TOS deney prosodiirii

Reaktif | Reaktif 11 Standart Serum
(uL) (nL) (L) (nL)
Numune 112,5 pL. S5uL - 17,5 uL
Standart 1125 uL 5uL 17,5 uL -
Kor 112,5 uL 5uL - -

Yukaridaki tabloda belirtilen miktarlarda ¢ozelti ve 6rnekler 96°lik platlere pipetlendi
ve SpektraMax Mikroplate Spektroflorometre cihazinda spektrafotometrik olarak
658 nm’de Ol¢iim yapildi. Numunelerin Total Oksidan Molariteleri ise asagidaki

formiil ile hesaplandi.

Numunelerin Total Oksidan Molaritesi = ( Numunenin Absorbansi / Standartin

Absorbansi) x Standartin Molaritesi

5.11.Oksidatif Stress Indeksinin Hesaplanmasi

TAK’m birimi mmol Trolox ekivalent/L’ye c¢evrildi ve ve asagidaki formiil

kullanilarak oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplandi, Erel (91), Erel (92).

OSi=TOS ( pmol H,0, ekivalent/L) / TAK ( mmol Trolox ekivalent/L)*100

OSI Referans Aralig: 0-3’tiir.
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5.12.Kalsiyum

Serum Kalsiyum diizeyleri Istanbul Medipol Universitesi Mega Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarina’nda fotometrik yontemle Roche Cobas 6000 otoanalizorii

ile (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) orjinal kitleri kullanilarak 6l¢iildii.

Kalsiyum iyonlari, alkalin kosullar altinda 5-nitro-5’-metil-BAPTA (NM-BAPTA)
ile reaksiyona girerek bir kompleks olusturur. Bu kompleks ikinci adimda EDTA ile

reaksiyona girer.
Ca'? + NM-BAPTA 2kalinpH o palsiyum-NM-BAPTA kompleksi

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

kompleksi
Absorbanstaki degisim, kalsiyum konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

5.13.istatistiksel Analiz

Calismada kullanilan 50 adet Balb/c tiiri fareden elde edilen verilerin istatistiksel
analizleri i¢in Windows isletim sistemi SPSS (versiyon 22, Chicago, IL, USA)
programi kullanildi. Calismamizda Annexin V, TAK, TOS, OSI, kalsiyum, 0, 7 ve
14. giinlerdeki viicut agirligi, bobrekte glomerul mezengial matriks orani ve
karacigerde histopatolojik skorlama degerleri, kontrol grubu ile 0,5, 1, 5, 10 pg/kg
kalsitriol uygulanan deney gruplan karsilastirildi ve korelasyon analizi yapildi.
Oncelikle SPSS programinda tanimsal istatistikler yapildi. Sonra parametrelerin
normal dagilima uygunluklari Shaphiro-Wilk testi ile arastirildi. Normal dagilima
uygun olan gruplarin farkliliklar1 Tek Yonlii Anova uygun olmayanlar Kruskall
Wallis testiyle degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <0,05 olarak kabul
edildi.

Parametreler arasindaki iliskiyi aragtirmak i¢in Pearson korelasyon analizi kullanildi.
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6.BULGULAR

Bu calismada 10 haftalik 50 adet Balb/c tiirii erkek fare kullanildi. Calismada fare

serumlarinda; kalsiyum, TAK, TOS, OSI, Annexin V 6l¢iildii. Histopatolojik olarak

bobrekte glomerul mezengial matriks orani, karacigerde histopatolojik skorlama

yapildi. Ayrica farelerin 0, 7 ve 14. gilinlerdeki viicut agirliklar dl¢tildi.

Tablo 6.1.Gruplardaki farelerin ortalama agirliklari

Gtinler Kontrol Disiik doz | Ortadoz D Orta Yiiksek
grubu (g) | D vitamini vitamini | yiiksek doz doz D

grubu (g) grubu (g) | D vitamini | vitamini

grubu (9) grubu (9)
0.glin 32,5 344 33,3 32,1 331
7.glin 32,8 33,9 34,3 33 33,5
14.giin 34,1 34,5 331 33,5 34,1

Istatistigi yapilan 0, 7 ve 14. giin kontrol grubu ve deney grubu Balb/c tiirii farelerin

viicut agirliklart degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

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

Annexin 'V degerlerine gore kontrol
karsilastirildiginda; orta doz (11,26+1,32),orta-yiiksek doz (10,56+2,23) ve yiiksek

grubu (13,44+1,02) ve deney grubu

doz (11,06+1,84) D vitamini verilen grublarda Annexin V degerleri istatistiksel

olarak anlamli diizeyde yiiksek (p<0,05) bulundu. Diisiik doz D vitamini(11,81+1,26)

grubunda ise kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmayan, rakamsal

olarak diistik deger gozlendi (p>0,05) (Tablo 6.2) (Sekil 6.1).

42



16

AnnexinV

14

Kontrol grubu

12 -
10 -
g
6
4
2
0 - . .

0,5 ug/kg
kalsitriol

1 ug/kg kalsitriol 5 pg/kg kalsitriol 10 pg/kg kalsitriol

Sekil 6.1.Annexin V degerlerinin doza bagl degisimi

Yapilan PAS boyamasinda, bobrekte glomerul mezengial matriks orani deney

grubunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 6.2) (Sekil 6.2).

Orta-yiiksek (129,5+33,3) ve yiiksek doz (159,2+51,7) kalsitriol uygulanan deney
grubunun degerleri kontrol grubu (7,80+7,50), diisiik doz (14,5+4,97) ve orta doz

(14,50+4,97) kalsitriol uygulanan grubun degerlerinin gore istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05) (Tablo 6.2) (Sekil 6.2).
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Bobrekte glomerul mezengial matriks orani
(%)

180
160
140
120
100
80
60
40
20
ol wees  HEE @ HE

Kontrol grubu 0,5 ug/kg 1 ug/kg kalsitriol 5 ug/kg kalsitriol 10 pg/kg
kalsitriol kalsitriol

Sekil 6.2.Bobrekte glomerul mezengial matriks orani yiizdesinin dozlara bagl
degisimi

Kontrol, 0,5pg/kg D vitamini (disiik doz), 1pg/kg D vitamini (orta doz) uygulanan
gruba ait bobrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi. Bu grupta glomeriiler
bazal membran ve mezengial matriks oranlar1 normaldi (Sekil 6.3 a,b,c). Sug/kg D
vitamini (orta-yiiksek doz), 10pg/kg D vitamini (yiiksek doz) uygulanan gruba ait
bobrek kesitlerinde mezengial matrikste artis (Sekil 6.3), bowman kapsiilii pariyetel
yaprak hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi, glomeriillerde hipertrofi gozlendi (d,e).

a. Kontrol b. Diisiik doz ¢. Orta doz d. Orta yiiksek doz  e.Yiiksek doz

Sekil 6.3. Bobrek PAS boyama

Hematoksilen — Eozin boyamasi ile yapilan Karacigerde histopatolojik skorlamasinda

10 pg/kg D vitamini (yiiksek doz) (1,140,57) uygulanan grubun degerlerinde kontrol
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grubu (0,3+0,48) degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme gozlendi.
(p<0,05) (Tablo 6.2) (Sekil 6.4).

5 ng/kg D vitamini (orta-yiiksek doz) (0,8+0,42) uygulanan grubun degerleri de
kontrol grubuna (0,3+0,48)gore rakamsal olarak yiiksek olmasina ragmen istatistiksel
olarak bir fark bulunamadi (p>0,05) (Tablo 6.2) (Sekil 6.4).

Karacigerde Histopatolojik skorlama (%)
1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2 -
0 — T 1
Kontol Grubu 0,5 pg/kg 1 ug/kg kalsitriol 5 pg/kg kalsitriol 10 ug/kg kalsitriol
kalsitriol

Sekil 6.4.Karacigerde yapilan histopatolojik skorlama yiizdesinin doza bagl degisimi

Kontrol, 0,5ug/kg D vitamini (diisiik doz), 1pg/kg D vitamini (orta doz) uygulanan
gruba ait Kkaraciger kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi. Bu grupta dogal
goriiniimde karaciger parankimi gbzlendi, hepatositler santral ven etrafinda 1sinsal
hiicre kordonlari tarzinda izlendi ve siniizoidler normal yapida idi (Sekil 6.5 a,b,c).
5ug/kg D vitamini (orta-yiiksek doz), 10pg/kg D vitamini (yiiksek doz) uygulanan
gruba ait karaciger kesitlerinde, karaciger parankiminde hafif bir dejenerasyon
gozlendi, hepatosit kordonlarinin  diizensizlestigi ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda hafif bir artis izlendi, siniizoidlerde dilatasyon ve santral venin

dogal yapisin1 kaybettigi gozlendi (d,e).
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a. Kontrol b. Diisiik doz ~ c¢. Orta doz d. Orta yiiksek doz e. Yiiksek doz

Sekil 6.5.Karaciger HE boyama

TAK degerlerine bakildiginda; orta-yiikksek doz (1,51+0,24) ve yiiksek doz D
vitamini (1,56+0,37) grubunun degerleri kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
diisiik bulundu (p<0.05).

Diisiik doz (2,14+0,43) ve orta doz D (1,89+0,40) vitamini uygulanan grublarin da
TAK degerleri kontrol grubuna (2,23+0,41) gore rakamsal olarak diigiitk bulundu

ancak istatistiksel bir anlamlilik gézlenmedi (p>0.05).

Diisiik doz D vitamini uygulanan grubun TAK degerleri, orta-yiiksek ve yiiksek doz
D vitamini uygulanan grubun TAK degerlerine gore istatistiksel olarak yiliksek
bulundu (p<0.05).
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Total Antioksidan Kapasitesi (TAK)
2,5
2 _
1,5 -
1 _
0,5 -
0 T T 1
Kontrol grubu 0,5 ug/kg 1 ug/kg kalsitriol 5 pg/kg kalsitriol 10 pg/kg
kalsitriol kalsitriol

Sekil 6.6. TAK degerlerinin degisimi

Kontrol grubunun TOS degerleri ile deney grubunun TOS degerleri
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin olmadigir goriildii
(p>0,05).

OSI degerleri kontrol grubuna (12,80+2,38) gore orta-doz (13,05+2,45) ve orta
yiiksek doz D vitamini (15,1142,05) gruplarinda rakamsal olarak giderek artan
degerlere ulassa da sadece yiiksek doz (18,38+5,16) grubunda istatistiksel olarak
anlamli yilikseklik gozlendi (p<0.05). Yiiksek doz D vitamini (18,38+5,16)
uygulanan grubun OSI degerleri, kontrol grubunun yaninda (12,80+2,38) diisiik doz
(12,11£1,52) ve orta doz D vitamini (13,05+2,45) gruplara gore de istatistiksel olarak
anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,05).
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Oksidatif Stres indeksi (OSi)
20
18
16
14
12 A
10 A
8 -
6 -
4 -
2 -
0 - . .
Kontrol grubu 0,5 pg/kg 1 ug/kg kalsitriol 5 pg/kg kalsitriol 10 pg/kg kalsitriol
kalsitriol

Sekil 6.7.0SI degerlerinin doza bagh degisimi

Kontrol grubunun kalsiyum degeri 9,12 + 0,36 iken diisiik, orta, orta-yiiksek, ve
yiiksek doz kalsitriol uygulanan grubun kalsiyum degerleri sirast ile 9,29 + 0,59, 9,20
+ 0,37, 9,06 + 0,57, 9,19 + 0,38 idi. Kontrol grubu ve deney gruplar1 arasinda

kalsiyum degeri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi ( p>0,05).
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Tablo 6.2.Kontrol ve doz gruplarinin laboratuvar bulgularinin karsilastiriimasi

Kontrol Diisiik doz | Orta doz Orta Yiiksek P
grubu (g) | D vitamini | D vitamini yiiksek doz D
grubu grubu doz D vitamini
vitamini grubu
grubu
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 2,23+0,41 2,14+0,43 1,89+0,40 1,51+0,24 1,56+0,37 | <0,05
eq.)
TOS(umol H,0,) 28,36+7,26 | 25,66+4,92 | 24,29+5,65 | 22,53+3,10 | 28,01+7,37 | >0,05
OSi 12,80+2,38 | 12,11%£1,52 | 13,05+2,45 | 15,11+2,05 | 18,38+5,16 | <0,05
AnnexinV (ng/ml) | 13,44+1,02 | 11,81£1,26 | 11,26x1,32 | 10,56+2,23 | 11,06+1,84 | <0,05
Bobrekte glomerul | 7,80+7,50 | 14,5+4,97 | 14,50+4,97 | 129,5+33,3 | 159,2+51,7 | <0,05
mezengial matriks
orani (%)
Karacigerde 0,3+0,48 0,7+0,48 0,7+0,48 0,8+0,42 1,1+£0,57 | <0,05

Histopatolojik

skorlama (%)

p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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Tablo 6.3.Parametrelerin birbirleri ile arasinda olan korelasyon iligkisi

0.giin 7.giin 14.giin
Annexin | Bobrek | Karaciger | Viicut Viicut Viicut
Kalsiyum TAK | TOS oSl \Y (PAS) (HE) agirhgr | agirhg | agirh@
Kalsiyum
1
TAK
0,27 1
TOS
-011 | 5557 1
Osl
,057 | -5347 | 379** 1
Annexin V
-117 | 3767 | 379 -,035 1
Bobrekte
glomerul ,002 | -,258 ,063 335" -,229 1
mezengial
matriks orant
Karacigerde
Histopatolojik -,085 | -5687 | -,058 566" -,318 1269 1
Skorlama
0.giin Viicut
agirhig ,087 -,073 -,042 ,131 -,136 ,148 -,072 1
7.glin Viicut
agirhig -,037 ,028 -,116 -,141 -,224 ,000 ,005 -,052 1
14.gilin Viicut
agirhig ,009 -,009 -,024 -,061 -,079 -,080 ,009 -,064 ,119 1

p<0,05", p<0,01"" anlamhilik diizeyini gostermektedir.
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Parametreler arasindaki iliskiler Tablo 6.3°de korelasyon kat sayilar ile birlikte yer

almaktadir. Tablo 6.3’e gore:

TAK ile TOS arasinda pozitif yonlii bir korelasyon goriildii (p<0,01)

OSl ile TAK arasinda negatif yonde anlamli bir korelasyon gériildii (p<0,01).

OSl ile TOS arasinda pozitif yonde anlamli bir korelasyon gériildii (p<0,01).
Annexin V ile TAK ve TOS arasinda pozitif yonlii bir korelasyon goriildii (p<0,01).

Annexin V ile karaciger histopatolojik skorlama arasinda negatif yonli bir

korelasyon goriildii (p<0,05).

Bobrekte glomerul mezengial matriks orani ile OSI arasinda arasinda pozitif yonde

bir korelasyon goriildii (p<0,05).

Karaciger histopatolojik skorlama ile TAK (p<0,01) ve Annexin arasinda negatif

yonde bir korelasyon goriildii (p<0,05).

Karaciger histopatolojik skorlama ile OSI arasinda pozitif yonde bir korelasyon
goriildii (p<0,01).
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7.TARTISMA

D vitamini bir hormon olarak kemik mineralizasyonu ve metabolizmasinda,
noromdskiiler fonksiyonlarda ve kalsiyum fosfor dengesinin diizenlenmesinde
onemli gorevlere sahiptir, Kutsal ve ark (93). Vitamin D’nin kalsiyuma bagh
etkilerinin yaninda karsinogenez, immiin fonksiyon, otoimmiin hastaliklar ve
kardiyovaskiiler hastaliklar tizerine kalsiyumdan bagimsiz etkileri de vardir. Ayrica
vitamin D bilesiklerinin proliferasyon, diferansiasyon, apopitoz ve hiicre dongiisii

tizerine etkileri oldugu bilinmektedir, Sam ve Sitrin (94), Bennet ve ark (95).

Apopitoz ya da programlanmis hiicre 6limii tiim ¢ok hiicreli canlilarin normal
gelisimi ve homeostazi i¢in gerekli, dogal olarak olusan bir hiicre 6liim siireci olarak
tamimlanmaktadir, Kannan ve Jain (96). 1,25(OH),D vitamini, apopitoz iliskisi ile
ilgili yapilan hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda D vitamininin apopitotik ya da anti-
apopitotik etkileri oldugu sdylenmektedir. Apopitozu Slgmek amaciyla kullanilan
Annexin V’in anti inflamatuar ve antikoagiilan 6zellige sahip, hiicre proliferasyon
prosesine dahil bir proteindir. Annexin V akciger, bobrek, karaciger ve iskelet

kaslarinda bulunabilir, Kaneko ve ark (118).

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri ve antioksidanlarin arasinda olan dengenin
oksidanlardan yana kaymasi ile olusmaktadir, Ozben (103). Oksidatif stresin 100’den
fazla hastalia yol actigi bilinmektedir ve bunlarin 6nlenmesinde antioksidan
mekanizma Onemli bir rol oynamaktadir. D vitaminin de antioksidan Ozellik
gosterdigi distiniilmektedir. D vitamini izoformlari olan 7-dehidrokolekalsiferol,
kolekalsiferol, D, vitamini, ve Xkalsitriol lipit peroksidasyonunu diisiirerek

antioksidan 6zellik gosterebilmektedir, Nikooyeh ve Neyestani (104).

Asirt oksidatif stres, hiicreleri nekroz veya apopitoz yolu ile oldiirebilir. Serbest
radikaller o6zellikle de ROS’larin apopitozu baslatict olduklar1 diistintilmektedir.
Ayrica, ¢esitli ajanlarla baglatilan apopitozda ROS’larin ani iiretimi ve gegici ROS

artis1 gdzlemlenebilmektedir, Ozben (103).

Yapilan caligmalarda genel olarak oksidatif stresteki artisin apopitoza neden oldugu

ve antioksidanlarin bu olayi inhibe ettigi gortilmiistiir, Yiicel ve ark (116).
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Bu ¢aligmada 1,25(0OH),D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres {izerine doza bagh

olarak degisen etkilerinin ortaya konmasi amaglanmustir.

Balb/c tiiri 50 adet erkek farenin kullanildigi bu ¢alismada her grup 10 hayvandan
olusacak sekilde 5 gruba ayrildi. Grup 1 kontrol grubu, Grup 2-5 ¢alisma grubu
olarak tanimlandi. Grup 2 (0.5 pg/kg), Grup 3 (1 ug/kg), Grup 4 (5 pg/kg) ve Grup 5
(10 pg/kg)’e D3 vitamini (Calcijex ampul) intraperitoneal olarak 14 giin boyunca
haftada 3 kez uygulandu.

Calismada fare serumlarinda; Kkalsiyum, TAK, TOS, OSI, Annexin V blciildii.
Histopatolojik olarak bobrekte glomerul mezengial matriks orani, karacigerde
histopatolojik skorlama yapildi. Ayrica farelerin 0, 7 ve 14. gilinlerdeki viicut

agirliklan dlgiildii.

Bizim g¢alismamizda ise apopitoz seviyesinin degerlendirilmesi i¢in ELIZA serum
Annexin V kiti kullanildi. Cikan sonuglarda Balb/c tiirii farelere uygulanan 1ug/kg, 5
ng/kg, 10 pg/kg kalsitrol dozlarinda Annexin V degerlerinin istatistiksel olarak

anlamli sekilde doz arttirimi ile diistiigli bulundu.

Byrne ve ark. Calismasinda 1,25(OH),D3’tin meme kanseri hiicreleri, prostat kanseri,
squamoz karsinoma, glioma ve diger bir¢cok hiicrede hiicrelerin apopitozuna etkisi

oldugu gosterilmektedir, Byrne ve Welsh (97).

Thompson ve ark.’larinin 2011 yilinda yaptig1 ¢calismada osteokarsinom hiicre hatlari
Sa0S-2 ve 143B iizerinde 1, 10, 100, 1000 nM 1,25(OH),Ds’iin etkileri
arastirilmistir. Annexin V — FITC boyamasi ile apopitoz aragtirmasi yapilmis ve 100
nM 1,25(OH),Ds tedavisinin apopitotik 143B hiicrelerindeki apopitoz oranini anlamli

derecede arttirdigi bulunmustur, Thompson ve ark (98).

Yapilan diger bir aragtirmada MCF-7 meme kanseri hiicre hattina 1, 10, 100 nM
1,25(0OH),D ve EB1089 D vitamini analogu uygulamasi yapilmistir. 1 nM EB1089
ve 100 nM 1,25(0H);D vitamini uygulamasi ile 48 saat sonunda antiapopitotik
protein olan Bcl-2 ekspresyonu azaldigi ve apopitozun indiiklendigi gézlenmistir,
Campbell ve ark (99).
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Ancak 2004 yilinda Morales ve ark.’lar1 yaptigr caligmada Sican osteosarkoma
hiicreleri (UMR 106) iizerinde 10nM 1,25(OH),D3’lin erken apopitotik hiicrelerinin
yiizdesini 4 giin tedavi siiresinden sonra % 20 ile % 60 arasinda azalttigini
gostermislerdir. Ayrica ge¢ apopitotik/nekrotik hiicrelerin popiilasyonunu, Annexin
V ve yiiksek propidiumiodid boyasi ile boyandiginda, % 26 ila % 9 arasinda azalttig
vurgulanmigtir.  Arastirmada 1,25(OH);D3’lin  anti-apopitotik  etkisi  oldugu
vurgulanmigtir. Ayrica 2 giin 1,25(0OH),D3 tedavisi ile kaspaz 3’iin aktivitesi
azalirken kaspaz 8 ve 9’un inhibe oldugu ve 24 saatlik 1,25(OH),D3 tedavisinde ise
Bcl-2 ekspresyonunun arttigi bulunmustur, Morales ve ark (100).

Sergeev ve ark. larinin 4 haftalik C57BL/6 farelerde yaptiklar1 ¢alismada, farelere
diyetle yiiksek doz kalsiyum (%]1.2 ), yliksek doz D vitamini (10001U/kg) ve her iKisi
aynt anda verilmis. D vitamini ve kalsiyumun adipoz dokuda kalsiyum bagimli
apopitotik proteazlar, kalpain ve kaspaz 12 aktivasyonu yoluyla apopitozu
indiikledigi gosterilmistir, Sergeev ve Song (119).

Giirpmnar ve ark’larinin 2009 yilinda diyabet modeli olusturulmus erkek Wistar
sicanlar1 iizerinde oksidatif stres ve apopitoz arasindaki iligskiyi anlamaya yonelik
yaptig1 calisma sonunda si¢anlarda diyabete bagli oksidatif stres artisi goriilmiistiir.
Dokularda yapilan TUNEL immiinokimyasal testi ile de deney gruplarinda oksidatif
strese bagli artis nedeni ile dokularda apopitoz seviyesinin kontrol grubuna gore

artti@1 bulunmustur, Giirpinar ve ark (117).

Kaneko ve ark.’larinin yaptigi ¢alismada, Annexin V serum konsantrasyonunun
myokard infarktiisii olanlarda, kalp kapak hastaliklarinda, akciger hastaliklar1 ve
bobrek hastaliklarinda normal limitlerde (0,4 — 2,5 ng/ml) oldugu, ancak karaciger
hastaliklar1 ve travma durumlarinda ise konsantrasyonunda c¢ok az bir yiikselme

oldugu bulunmustur, Kaneko ve ark (118).

Teorik olarak apopitozun baslangicinda serumda annexin V seviyesinin diisiik,
apoptozun artigiyla birlikte ise yiikselme egiliminde oldugu diisiiniilebilir, Tokatl
(102).
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Bizim c¢alismamizda annexin V seviyesinin diisilk olmasi apopitozun baslangi¢
evresinde olmasi ile agiklanabilir. Caligmamizda Annexin V ile TAK ve TOS
degerleri arasinda pozitif yonde giiglii korelasyon bulunmustur. D vitamininin orta-
yiiksek ve yiiksek dozlarinda istatistik olarak anlamli sekilde artan oksidatif stres ile
Annexin V’in gili¢lii korelasyonu bize Annexin V’in apopitoz esnasindaki pro-

inflamatuar aktivite gosterdigini diisiindiirmektedir.

Calismamizda TAK degerlerinin kontrol grubu ve 0,5 pg/kg kalsitriol uygulanan
grubun, Spug/kg ve 10 pg/kg kalsitriol uygulanan grubun degerlerine gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu bulunmustur ( p<0,05). Bu calismanin
sonucunda daha once D vitaminin antioksidan o6zelligi agiklamaya ¢alisan
arastirmalarin aksine D vitaminin doza bagli olarak TAK degerlerini diistirdiigi

saptanmistir.

Marie ve ark.’larinin 2016 yilinda yaptig1 in vivo ¢alismada insan umbilikal damar
endotel hiicrelerinde (HUVEC) 1,25(0OH);D3 vitaminin etkisi arastirilmistir. Elde
edilen sonuglarda uygulanan 25nM 1,25(OH);D3 vitaminin anlaml bir sekilde ROS
tretimini diislirerek ve GSH seviyelerini arttirarak oksidatif stresi diislirdiigii

bulunmustur, Marie ve Jain (105).

Hamden ve ark.’larinin yaptigi calismada 1,25(OH);D3 vitaminin diyabetik wistar
ratlarin lizerine olan antioksidan oOzelligine bakilmistir. Yem icinde verilen
50001U/kg 1,25(0OH),D3 takviyesinin siganlarda karaciger ve bobrek dokusunda
SOD, CAT ve GPX seviyeleri anlamli derecede yiiksek cikmistir. Ayrica lipid
peroksidasyonunu anlamli derecede diisiirdligii gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak
1,25(0H),D3 vitaminin oksidatif stresi inhibe edebilecegi diistiniilmiistiir, Hamden ve
ark (106).

MCF-7 meme kanseri hiicreleri kullanilarak yapilan calismada hiicrelere 100nM
kalsitriol verilmistir. Yapilan calisma sonucunda MCF-7 hiicrelerinde ROS
tiretiminde bir artis ve total GSH igeriklerinde bir azalma meydana gelmektedir.
SOD, GPx ve KAT aktivitelerinde 1,25(0OH),D; tedavisinden sonra artis

gozlenlenmistir, Marchionatti ve ark (107).
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Ancak Koren ve ark.’larinin yaptigi c¢aligmada ise 1,25(OH);D3; (10 — 100nM)
tedavisinden sonra MCF-7 hiicrelerinin GSH igeriklerinde, katalazda ve GPx’te bir

degisimi gozlenmedigini gostermistir, Koren ve ark (108).

Bizim ¢alismamizda ise TAK, TOS degerleri Erel tarafindan gelistirilen kolorimetrik
yontemle odlgiildii ve OSI degerleri TAK VE TOS degerlerine bagh olarak
hesaplandi. Viicudun antioksidan/oksidan durumu, antioksidan enzimlerin aktivitesi
ve antioksidan/oksidan molekiillerin konsantrasyonu ayr1 sekillerde Olgiilerek
degerlendirilebilmekle beraber, genel antioksidan/oksidan durumu total antioksidan
kapasite (TAK), Erel (90) ve total oksidan seviye (TOS), Erel (91) 6lgiimii ile daha
kolay degerlendirilebilmektedir. OSI oksidatif stresi degerlendirirken TAK ve TOS’a

gore daha anlamli bir indekstir.

Calismamizda yliksek doz D vitamini grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek OSI degerlerinin bulunmasi D vitaminin yiiksek dozlarda

oksidan ozellik gosterdigini diisiindiirmektedir.

Ayrica galismamizda istatisksel olarak OSI ve TAK degerleri arasinda beklendigi
gibi negatif yonde bir korelasyon ve OSI ve TOS degerleri arasinda da pozitif yonde

bir korelasyon goriilmiistiir.

Viicutta en fazla bulunan mineral olan kalsiyum, ¢esitli mekanizmalar i¢inde gorev
alarak diizenleyici rol oynamaktadir, Emekli (83). Ayrica kalsiyumun apopitoz,
hiicre proliferasyonu ve diferansiasyonunun diizenlemesine katildigi ¢esitli

arastirmalarda gosterilmistir, Chen ve ark (109).

1,25(0OH),D3 viicutta kalsiyum seviyesinin diizenlenmesinden sorumludur, Leiben ve
Carmelliet (110). Ancak, 1,25(0OH);D3’nin hiperkalsemiye yol actigi cesitli
aragtirmalarda gosterilmistir, EI Abdaimi ve ark (111). Yiiksek dozda D vitamini
alinimi toksik etki gostermekte ve hiperkalsemiye neden olmaktadir. Hiperkalsemi

yaygin ve potansiyel olarak yasami tehdit eden bir durum olarak tanimlanmaktadir,

Kinder ve Stewart (112).

D vitaminin doz cevap iliskisini arastiran c¢alismalara bakildiginda Chen ve

ark.’larmin 2014 yilinda yaptigi c¢alismada CS57BL/6 tiirii farelere D vitamini
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analoglart uygulanmistir. Bu c¢alismada pozitif kontrol olarak ise 2 pg/kg
1,25(0OH),D3 uygulamasi 3 hafta siireyle yapilmistir. deney grubunda hiperkalsemi
goriilmiistiir ve farelerin viicut agirligini hiperkalsemik etkiye bagl olarak azalmustir,
Chen ve ark (113).

Swami ve ark.’larmin 2011 yilinda yaptig1 calismada 4 — 6 haftalik Nude farelerine
meme kanseri hiicresi olan MCF-7 hiicre hatlar1 enjekte ediliyor. Tedavi amaci ile 4
hafta boyunca ¢ok diisiik doz (0,025 pg), diisiik doz (0,05 ng), ve yiiksek doz (0,1
ng) kalsitriol tedavisi yapiliyor. Bu dozlardan 0,05 pg ve 0,1 pg’lik kalsitriol
tedavisinde kalsiyum miktarlarinda istatistiksel olarak anlamli ufak bir artisa
rastlanmistir. Kontrol grubunun kalsiyum seviyeleri 9,5 + 0,3 mg/dl, diisiik doz (0,05
ng) kalsitriol tedavisi sonrast 10,9 + 0,2 mg/dl ve yiiksek doz (0,1 pg) kalsitriol

tedavisi sonrasi ise 11 = 0,3 mg/dl olarak 6l¢tilmiistiir, Swami ve ark (114).

Ancak 2014 yilinda Ajibade ve ark.’larii yaptigi calismada hibrit olarak olusturulan
4 haftalik Tramp farelerine 14 hafta boyunca 20 pg/kg 1,25(0OH),D3 uygulanmistir.
Bu siire iginde kalsitrioliin kalsiyum seviyelerinde ve vuciit agirliginda istatistiksel

olarak anlamli bir degisime neden olmadig1 bulunmustur, Ajibade ve ark (115).

Bizim c¢alismamizda ise Balb/c tiirii farelere uygulanan kalsitrioliin Ajibade ve
ark’larinin  ¢alismasinda oldugu gibi kalsiyum diizeylerini degistirmedigi

gorlilmiistiir. Bu durum D vitamini uygulama siiresinin kisa olmasina baglanabilir.

Yapilan ¢aligmalarda hiperkalsemik etki nedeniyle farelerden kilo kayb1 yasanmuistir.
Ancak bizim calismamizda D vitamini hiperkalsemik etkiye neden olmadigindan

farelerde kilo kayb1 da goriilmemistir (Tablo 6.1).

Glomeriiler bazal membran ve mezengial matriks oranlari PAS boyasi ile
histopatolojik olarak incelendiginde, Kontrol, diisik doz ve orta dozD vitamini

uygulanan gruba ait bobrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi.

Orta-yiiksek doz ve yliksek doz D vitamini uygulanan gruba ait bobrek kesitlerinde
mezengial matrikste artis, bowman kapsiilii pariyetel yaprak hiicrelerinde hipertrofi
ve hiperplazi, glomeriillerde hipertrofi gozlendi.Bu durum D vitaminin yiiksek

dozlarinin bobrekte toksik etkiye sebep oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Hematoksilen — Eozin boyamasi ile yapilan karacigerde histopatolojik skorlamasinda
yiksek doz D vitamini (1,1+0,57) uygulanan grubun degerlerinde kontrol grubu

(0,3+0,48) degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikkselme gézlendi.

Kontrol, diisiik doz D vitamini, diisiik doz Dvitamini uygulanan gruba ait Karaciger
kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmadi, dogal goriiniimde karaciger parankimi
gozlendi, hepatositler santral ven etrafinda 1sinsal hiicre kordonlari tarzinda izlendi
ve sinilizoidler normal yapida idi. Orta-yiikksek doz ve yiiksek doz D vitamini
uygulanan gruba ait karaciger kesitlerinde, karaciger parankiminde hafif bir
dejenerasyon gozlendi, hepatosit kordonlarinin diizensizlestigi ve mononiikleer hiicre
infiltrasyonunda hafif bir artis izlendi, siniizoidlerde dilatasyon ve santral venin
dogal yapisini kaybettigi gézlendi. Yine orta-yliksek ve yiiksek D vitamini dozlarinin
karacigerde histolojik yapiy1 bozdugu sdylenebilir.

Sonug olarak; D vitamininin farkli dozlarinin apopitoz ve oksidatif strese etkilerini
inceledigimiz ¢alismamizda, orta-yiiksek doz D vitamini (5 p/kg) uygulamasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli sekilde serumda TAK degerlerinin azaldigi, Anexin V
degerinin dustiigli, Bobrekte glomeriil mezengial matriks oraninin yiikseldigi
gozlenmistir. Bu bulgulara ilave olarak yiiksek doz D vitamini (10 p/kg)
uygulamasinda OSI degerinin istatistiksel olarak anlamli sekilde yiikseldigi,

karacigerde histopatolojik olarak hasarlanmanin meydana geldigi goriilmiistiir.

Yiiksek doz D vitamini (10 p/kg) kullanimi oksidatif stresi arttirmis, karaciger ve

bobrekte ciddi histopatolojik toksisite belirtilerine sebep olmustur.
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8.SONUC

Bu ¢alismada 1,25(OH),D3 vitaminin apopitoz ve oksidatif stres tizerine doza bagh

olarak degisen etkilerinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

Balb/c tiirii 50 adet erkek farenin kullanildigi bu ¢alismada; Grup 1 kontrol grubu
olarak tanimlanmis, Grup 2 (0.5 ug/kg), Grup 3 (1 ug/kg), Grup 4 (5 ng/kg) ve Grup
5 (10 pg/kg)’e D3 vitamini (Calcijex ampul) uygulanmustir.

Calismada fare serumlarinda; kalsiyum, TAK, TOS, OSI, Annexin V 6l¢iilmiistiir.
Histopatolojik olarak bobrekte glomerul mezengial matriks orani, karacigerde
histopatolojik skorlama yapilmis, ayrica farelerin 0, 7 ve 14. giinlerdeki viicut

agirliklari Slglilmiistiir.

Balb/c tiiri farelere uygulanan lpg/kg, 5 pg/kg, 10 pg/kg kalsitrol dozlarinda
Annexin V degerlerinin istatistiksel olarak anlaml sekilde doz arttirimi ile diistiigii

bulunmustur.

Annexin V ile TAK ve TOS degerleri arasinda pozitif yonde gii¢lii korelasyon

bulunmustur.

TAK degerlerinin kontrol grubu ve 0,5 pg/kg kalsitriol uygulanan grubun, Spg/kg ve
10 pg/kg kalsitriol uygulanan grubun degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde yliksek oldugu bulunmustur( p<0,05).

Bu ¢aligsmanin sonucunda daha 6nce D vitamininin antioksidan 6zelligini agiklamaya
caligsan arastirmalarin aksine D vitamininin doza bagli olarak TAK degerlerini

diistirdiigii saptanmustir.
OSI oksidatif stresi degerlendirirken TAK ve TOS’a gore daha anlamli bir indekstir

Calismamizda yiiksek doz D vitamini grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli yiiksek OSI degerlerinin bulunmasi1 D vitaminin yiiksek dozlarda

oksidan ozellik gosterdigini diisiindiirmektedir.
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Ayrica ¢alismamizda istatistiksel olarak OSI ve TAK degerleri arasinda beklendigi
gibi negatif yonde bir korelasyon ve OSI ve TOS degerleri arasindada pozitif yonde

bir korelasyon goriilmiistiir.

Balb/c tiirii farelere uygulanan kalsitrioliin kalsiyum diizeylerini degistirmedigi

gorilmiistiir.

D vitamini hiperkalsemik etkiye neden olmadigindan farelerde kilo kaybi da

gorilmemistir.

Glomeriiler bazal membran ve mezengial matriks oranlar1 PAS boyasi ile
histopatolojik olarak incelendiginde, Kontrol, diisiik doz ve orta doz D vitamini

uygulanan gruba ait bobrek kesitlerinde anormal bulgulara rastlanmamustir.

Orta-yiiksek doz ve yliksek doz D vitamini uygulanan gruba ait bobrek kesitlerinde
mezengial matrikste artis, bowman kapsiilii pariyetel yaprak hiicrelerinde hipertrofi

ve hiperplazi, glomeriillerde hipertrofi gézlenmistir.

Hematoksilen — Eozin boyamasi ile yapilan karacigerde histopatolojik skorlamasinda
yiksek doz D vitamini (1,1+0,57) uygulanan grubun degerlerinde kontrol grubu

(0,3+0,48) degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli bir yiikselme gézlenmistir.

Orta yliksek (5 p/kg) ve yiiksek doz D vitamini (10 p/kg) kullanimi oksidatif stresi
arttirmig, karaciger ve bobrekte ciddi histopatolojik toksisite belirtilerine sebep

olmustur.

60



1

2

3

4

5

6
7
8

9

10-

11-

12-

13-
14-

15-

9.KAYNAKLAR

Holick MF. McCollum award lecture, 1994: vitamin D-new horizons for the 21st
century. Am J Clin Nutr. 60:619-630, 1994.

Holick MF. Sunlight and vitamin D for bone health and prevention of
autoimmune diseases, cancer and cardiovascular disease. Am J Clin Nutr.
80(6):1678- 1688, 2004.

Goltzman D. Vitamin D action. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1192(2010):145-152,
2010.

Altunkaynak BZ, Ozgen E. Programlanmus hiicre 6liimii: apopitoz nedir?. Tip
Arastirmalar1 Dergisi. 6(2): 93-104, 2008.

Oztiirk F. Apopitoz. Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi. 9(2): 143-148,
2002.

Afford S, Randhawa S. Apoptosis. J Clin Pathol. 53: 55-63, 2000.

Preiser JC. Oxidative stress. Jpen J Parenter Enteral Nutr. 36(2):147-154, 2012.
Fidan F, Meryem B, Tosun A. Cagin pandemisi: D vitamini eksikligi ve
yetersizligi. Tiirk Osteoporoz Dergisi. 20: 71-4, 2014.

Emekli, N. Temel ve Uygulamali Biyokimya p.47-50, Marmara Yaynlari.
Istanbul, 2006.

Chen TC. Vitamin D autocrine system and prostate cancer prevention and
treatment. R.R. Watson (ed.), Handbook of vitamin D in human health:
Prevention, treatment and toxicity, Human Health Handbooks no. 4, Wageningen
Academic Publishers 2013,

Vuolo L, Somma DC, Faggiano A, Colao A. Vitamin D and cancer. Frontiers in
Endocrinology. 3(58), 2012.

Akpmar P, Icagasioglu A. D vitaminin yasam Kkalitesi ile iliskisi. Tiirk Osteporoz
Dergisi. 18: 13-8, 2012.

Holick MF. Vitamin D defiency. N. Engl. J. Med. 357: 266 — 281, 2007.

Bikle DD. Vitamin D metabolism, mechanism of action, and clinical
applications. Chemistry and Biology. 21(3):319-329, 2014.

Donkena KV, Young CYF. Vitamin D, sunlight and prostate cancer risk. Adv
Prev Med. 2011: 281863, 2011.

61



16- Ozgelik DC, Koger H, Kasim I, Sencan I, Kahveci R, Ozkara A. D vitamini.
Turkish Medical Journal. 6(2): 61-67, 2012.

17- Ongen B, Kabaroglu C, Parildar Z. D vitami’nin biyokimyasal ve laboratuvar
degerlendirmesi. Tiirk Biyokimya Dernegi Derg. 6(1): 23-31, 2008.

18- Grant WB, Holick MF. Benefits and requirements of vitamin D for optimal
health: a review. Altern Med Rev. 10(2): 94-111, 2005.

19-Holick MF. Vitamin D status: measurement, interpretation, and clinical
application. Ann Epidemiol. 19(2): 73-78, 2009.

20- Zempleni J. Handbook of vitamins. 4th ed. CRC Press. New York. 2008: 608.

21- Nakanishi T, Saito R, Taniguchi M, Oda H, Soma A, Yasunaga M et al. In vivo
determination of vitamin D function using transgenic mice carrying a human
osteocalcin luciferase reporter gene. BioMed Research International. 2013: 6
pages, 2013.

22- Shui IM, Mucci LA, Kraft P, Tamimi R, Lindstorm S, Penny K et al. Vitamin D-
related genetic variation, plasma vitamin D and risk of lethal prostate cancer: a
prospective nested case-control study. J Natl Cancer Inst. 104: 690-699, 2012.

23-Chow EC, Quach HP, Pang KS. Temporal changes in tissue la,25-
dihydroxyvitamin D3, vitamin D receptor target genes, and calcium and PTH
levels after 1,25(0OH),Ds treatment mice. Am J Physiol Endocrinol Metab.
304(9): 977-989, 2013

24-Bhan 1. Vitamin D binding protein and bone health. International Journal of
Endocrinology. 2014: 5 pages, 2014,

25-Ying HQ, Sun HL, He BS, Pan YQ, Wang F, Deng QW et al. Circulating vitamin
D binding protein, total, free, and bioavaliable 25-hydroxyvitamin D and
colorectal cancer. Scientific Reports. 5: 7956, 2015.

26- Akkoyun HT, Bayramoglu M, Ekin S, Celebi F. D vitamini ve metabolizma i¢in
onemi. Atatiirk Universitesi Vet. Bil. Derg. 9(3): 213-219, 2014.

27- Ozkorkmaz EG. Vitamin D ve biyolojik 6nemi. Biyolijik Birmleri Arastirm
Dergisi. 2(2):11-15, 2009.

28-Nagpal S, Na S, Rathnachalam R. Noncalcemic action of vitamin D receptor
ligands. Endocr Rev. 26(5): 662-687, 2005.

62



29-Dowd DR, McDonald PN. The molecular biology of the vitamin D receptor.
Humana Press. 135-152, 2010.

30- Morris HA. Vitamin D activities for health outcomes. Ann Lab Med. 34(3): 181-
186, 2014.

31-Boron D, Kaminski A, Kotrych D, Bogacz A, Uzar I, Mrozikiewicz PM, Czerny
B. Polymorphism of vitamin D3 receptor and its relation to mineral bone density
in premenopausal women. Osteoporos Int. 26(3): 1045- 1053, 2015.

32-Yavuz D, Mete T, Yavuz R, Altunoglu A. D vitamini, kalsiyum ve mineral
metabolizmasi, D vitaminin iskelete dis1 etkileri ve kronik bobrek yetmezliginden
nutrisyonel D vitamini kullanimi1. Ankara Med J. 14(4): 162-171, 2014,

33-Ugar F, Tashipinar MY, Soydas AO, Ozcan N. Ankara etlik ihtisas ve egitim
arastirma hastanesine bagvuran hastalarda 25- (OH) vitamin D diizeyleri. Eur J
Basic Med Sci. 2(1):12-15, 2012.

34- Lips P. Vitamin D physiology. Prog Biophys Mol Bio. 92(1):4-8, 2006.

35- Champe PC, Harvey RA, Ferrier DR. Lippincotts illustrated reviews; Biyokimya,
Nobel Tip Kitapevleri, 2007.

36-Mutlu GY, Hatun §. Perinatal D vitamini yetersizligi. Cocuk Sagligi ve
Hastaliklar1 Dergisi. 54: 87-98, 2011.

37-Kibar AE, Arhan E, Ozaydin E, Kiligc G, Cakir B, Cetinkaya E, Kése G. D
vitamini intoksikasyonuna bagli hiperkalsemi. Yeni Tip Dergisi. 24: 120-122,
2007.

38- Samur EG. Vitaminler, Mineraller ve Saghgimiz p.3-5, T.C. Saglik Bakanligi
Yayinlari, Ankara, 2006.

39- Ulukaya E, Apoptosiz ders notlart. www20.uludag.edu.tr/~eulukaya. Erisim tarihi
30.08.2016.

40- Yazic1 P, Alizadehshargh S, Akdogan GG. Apopitoz: diizenleyici molekiiller,
hastaliklarla iligkisi ve apopitozu saptama yontemleri. Tiirkiye Klinikleri J Med
Sci. 29(6): 1677-1686, 2009.

41- Elmore L. Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicol Pathol. 35(4),
495-516, 2007.

42-Sperandio S, Belle I, Bredesen DE. An alternative, nonapoptotic form of
programmed cell death. PNAS. 97(26), 14376-14381, 2000.

63



43- Solakoglu Z. Apoptoz varlig1 ya da yoklugu bir hastalik nedeni. Klinik Gelisim,
22 (3): 20-25, 2009.

44- Cosku G, Ozgiir H. Apopitoz ve nekrozun molekiiler mekanizmas1. Archives
Medical Review Journal. 20(3): 145-158, 2011.

45- Fan TJ, Han LH, Cong RS, Liang J. Caspase family proteases and apopitosis.
Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 37(11): 719-727, 2005.

46- Sergeev IN. Calcium as a mediator of 1,25 dihydroxyvitamin D3 induced
apoptosis. J Steroid Biochem Mol Biol. 89-90(1-5): 419-425, 2004.

47-Tordjmann T. Calcium signaling. Signaling Pathways in Liver Diseases. Springer
Berlin Heidelberg, 2010. 455-464.

48- Sergeev IN. Calcium signaling in cancer and vitamin D. J Steroid Biochem Mol
Biol. 97(1-2): 145-151, 2005.

49- Sergeev IN. Vitamin D mediated apoptosis in cancer and obesity. Horm Mol Biol
Clin Investig. 20(2): 43-49, 2014.

50- Deeb KK, Trump DL, Johnson DL. Vitamin D signalling pathways in cancer:
potential for anticancer therapeutics. Nat Rev Cancer. 7(9): 684-700, 2007.

51-Tas F, Karabulut S, Yildiz I, Duranyildiz D. Clinical significance of serum M30
and M65 levels in patients with breast cancer. Biomedicine and
Pharmacotherapht. 68(2014):1135-1140, 2014.

52-Ueno T, Toi M, Linder S. Detection of epitheliai cell death in the body by
cytokeratin 18 measurment. Biomed Pharmacother. 59(2): 359-362, 2005.

53- Fuchs E, Cleveland DW. A structural scaffolding of intermediate filamnets in
helth and disease. Science. 279: 514-519, 1998.

54- Ditzel HJ, Strik MC, Larsen MK, Willis AC, Waseem A, Kejling K et al. Cancer-
associated cleavage of cytokeratin 8/18 heterotypic complexes exposes a
neopitope in human adenocarcinomas. J Biol Chem. 277: 21712-21722, 2002.

55- Schutte B, Henfling M, Kdlgen W, Bouman M, Meex S, Leers MP et al. Keratin
8/18 breakdown and reorganization during apoptosis. Exp Cell Res. 297(1): 11-
26, 2004.

56- Giiles O, Eren U. Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yéntemler. Y.Y.U.
Veteriner Fakiiltesi Dergisi. 2008(2):73-78, 2008.

64



57-Tilborg GAFV, Mulder WJM, Deckers N, Strom G, Reutelingsperger CPM,
Strijkers GJ et al. Annexin A5-functionalized biomode lipid-based contrast
agents for the detection of apoptosis. Bioconjugate Chem. 17(3):741-749, 2006.

58- Akar U, Chaves-Reyes A, Barria M, Tari A, Sanguino A, KondoY et al.
Silencing of Bcl-2 expression by small interfering RNA induces autophagic cell
death in MCF-7 breast cancer cells. Autophagy. 4(5):669-679, 2008.

59- Fearon IM, Faux SP. Oxidative stress and cardiovascular disease:novel tools give
(free) radical insight. J Mol Cell Cardiol. 47:372-81,20009.

60- Erel O. A new automated colorimetric method for measuring total oxidantstatus.
ClinBiochem 38:1103-11,2005.

61-Isik A, Selek S. Total Antioxidant Response and Oxidative Stress in Patients with
Rheumatoid Arthritis. F. U. Sag. Bil. Derg 21(2):67-73,2007.

62- Mercan U. Toksikolojide serbest radikallerin 6nemi. YYU Vet Fak Derg. 15(1-
2):91-96, 2004.

63- Ogiit S, Atay E. Yashlik ve oksidatif stres. S.D.U Tip Fak. Derg. 19(2):68-74,
2012.

64- Caylak E. Hayvan ve bitkilerde oksidatif stres ile antioksidanlar. Tip
Arastirmalar1 Dergisi. 9(1):73-83, 2011.

65- Atmaca E, Aksoy A. Oksdatif DNA hasar1 ve kromatografik yontemlerle tespit
edilmesi. YYU Vet Fak Derg. 20(2):79-83, 2009.

66- Yerer MB, Aydogan S. Oksidatif stres ve antioksidanlar. E.U. Journal of Health
Sciences. 9(1):49-53, 2000.

67- Antmen ES. Beta talasemide oksidatif stres. T.C.Cukurova Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii Biyokimya ABD. YLTezi. Adana,2005.

68- Biiyiikuslu N, Yigitbas1 T. Reaktif oksijen tiirleri ve obezitede oksidatif stres.
MUSBED. 5(3): 197-203, 2015.

69- Koksal E, Giilgin 1. Antiokxidant activity of cauliflower(brassica oleracea 1.).
Turk J Agric For.32:65-78, 2008.

70- Biiyiikuslu N, Celik O, Atak C. The effect of magnetic field on the activity of
superoxide dismutase. Journal of Cell and Mollecular Biology. 5:57-62, 2006.

71- Yalgin AS. Antioksidanlar. Klin Gelis. 11: 342-6,1998.

65



72- Simsek F. Serbest oksijen radikalleri, antioksidanlar ve lipit peroksidasyonu. T
Klin Pediatri. 8:42-7,1999.

73-Weydert CJ, Cullen JJ. Measurement of superoxide dismutase, catalase, and
glutathion peroxidase in cultured cells and tissue. Nat Protoc. 5(1):51-66, 2010.

74-Cimen C, Oter C, Demir H, Savran A. Rat eritrositlerinden elde edilen katalaz
enziminin karakterizasyonu ve kinetiginin incelenmesi. YYU Vet Fak Derg.
16(1):15-20, 2005.

75- Dervis E. Oral antioksidanlar. Dermatoz. 2(1):263-267, 2011.

76- Dixon KM, Mason RS. Vitamin D. The International Journal of Biochemistry
and cell Biology. 41(2009):982-985, 2009.

77-Bustamante J1, Guerra L, Bredeston L, Mordoh J, Boveris A. Melanin content
and hydroperoxide metabolism in human melanoma cells. Exp Cell Res
196(2):172-6,1991.

78-Tuma DJ1. Role of malondialdehyde-acetaldehyde adducts in liver injury. Free
Radic Biol Med 32(4):303-8,2002.

79-Psotova J1, Zahalkova J, Hrbac J, Simanek V, Bartek J. Determination of total
antioxidant capacity in plasma by cyclic voltammetry. Two case reports. Biomed
Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 145(2):81-3,2001.

80- De Almeida JP, Liberatti LS, Barros FE, Kallaur AP, Lozovoy MA, Scavuzzi
BM et al. Profile of oxidative stress markers is dependent on vitamin D levels in
patient with chronic hepatitis c. Nutrition. 32(3):362-367, 2016.

81-Salum E, Kals J, Kampus P, Salum T, Zilmer K, Aunapuu M et al. Vitmin D
reduces deposition of advanced glycation end-products in the aortic wall and
systemic oxidative stress in diabetic rats. Diabetes Research and Clinical
Practice. 100(2013):243-249, 2013.

82- Weaver CM. Calcium. Adv Nutr. 2(3):290-292, 2011.

83-Emekli N, Temel ve Uygulamali Biyokimya p.66-70, Marmara Yayinlari.
Istanbul, 2006.

84-Pakkala S, de Vos S, Elstner E, Rude RK, Uskokovic M, Binderup L et al.
Vitamin D3 analogs: effect on leukemic clonal growth and differentiation, and on
serum calcium levels. Leuk Res. 19(1):65-72, 1995.

85- Sahin A. Klinik laboratuvar testleri. p.471-474, Istanbul 2012.

66



86- Souli E, Machluf M, Morgenstern A, Sabo E, Yannai S. Indole-3-carbinol
exhibits inhibitory and preventive effects on prostate tumors in mice. Food and
Chemical Toxicology. 46:863-870, 2008

87- Swami S, Krishnan AV, Wang JY, Jensen K, Horst R, Arbertelli MA, Feldman
D. Dietary vitamin D3 and 1,25 Dihydroxyvitamin Ds (calcitriol) exhibit
equivalent anticancer activity in mouse xenograft models of breast and prostate
cancer. Endocrinology. 153(6):2576-2587, 2012.

88- Lim JHJ, Ravikumar S, Wang YM, Thamboo TP, Ong L, Chen J et al. Biomodal
influence of vitamin D in host response to systemic Candida infection vitamin D
dose matters. Journal of Infectious Disease. Jiv 033, 2015.

89- Raij L, Azar S, Keane W. Mesangial immun injury hypertension and progressive
glomerular damage in Dahl rats. Kidney Int. 26(2):134-47, 1984.

90- Abu-Amara M, Yang SY, Quaglia A, Rowley P, Tapuria N, Seifaliam AM et al.
Effect of remote ischemic preconditioning on liver ischemia/reperfusion injury
using a new mouse model. Liver Transpl. 17(1):70-82, 2011.

91-Erel O. A novel automated direct measurment method for total antioksidant
capacity using a new generation, more stable ABTS radical cation. Clinical
Biochemistry. 37:277-285, 2004.

92-Erel O. A novel automated colorimteric method for measuring total oxidant
status. Clinical Biochemistry. 38:1103-1111, 2005.

93- Kutsal GY, Ozgiiglii E, Karahan S. Postmenopozal osteoporotik kadinlarda giyim
Tercihlerinin D vitamini ve kemik mineral dansiteleri tzerine etkisi. Tirk
Osteoporoz Dergisi. 17:85-88, 2011.

94-Sam S, Sitrin MD. Vitamin D’s role in cell proliferation and diferantiation.
Nutrition Reviews. 66(2):116-124, 2008.

95- Bennett K, Frisby BN, Young LE, Murray D. Vitamin D: an examination of
physician and patient management of health and uncertainty. Qual Health Res.
24(3): 375-386, 2014.

96- Kannan K, Jain SK. Oxidaitve stress and apoptosis. Pathophysiology. 7(3):153-
163, 200.

67



97-Byrne B, Welsh J. Identification of novel mediators of vitamin D signaling and
1,25(0H),D3 resistance in mammary cells. Journal of Steroid Biochemistry and
Molecular Biology. 103(3-5):703-707, 2007.

98- Thompson L, Wang S, Tawfik O, Templeton K, Tancabelic K, Pinson D et al.
Effect of 25-hydroxyvitamin D3 and 1 a,25 dihydroxyvitamin D3 on
differentiation and apoptosis of human osteosarcoma cell lines. Journal of
Orthopaedic Research. 2012.

99- Campbell MS, Narvaez CJ, Vanweelden K, Tenniswood M, Welsh JE.
Comparative effects of 1,25(0OH),D3; and EB1089 on cell cycle kinetics and
apoptosis in MCF-7 breast cancer cells. Breast Cancer Research and Treatment.
42(1):31-41, 1997.

100- Morales O, Samuelsson MKR, Lindgren U, Haldosen LA. Effects of 1a,25-
dihydroxyvitamin D3 and growth hormone on apoptosis and proliferation in
UMR 106 osteoblasat like cells. Endocrinology. 145(1):87-94, 2004.

101- Tokath A., Koroner Aterosklerozlu Hastalarda Apoptozisi Gosteren Belirteglerin
Klinik Biyokimyasal ve Anjiyografik Parametrelerle iliskisi. GATA Haydarpasa
Egitim Hastenesi Kardiyoloji Servis Sefligi, Uzmanlik Tezi, s.49, Istanbul, 2010.

102- Eroz R, Karatas A, Alko¢ OA, Baltaci D, Oktay O, Colakoglu S. Apoptozis
hakkinda bilinenler (literatiir taramasi). Diizce T1ip Dergisi. 14(2):87-101, 2012.

103- Ozben T. Oxidative stress and apoptosis: impact on cancer theraphy. J Pharm Sci.
96(9):2181-2196, 2007.

104- Nikooyeh B, Neyestani TR. Oxidative stress, type 2 diabetes and vitamin D: past,
present and future. Diabetes/Metabolism Research and Reviews. 32(3):260-267,
2016.

105- Marie PK, Jain SK. 1,25(0OH),Ds inhibits oxidative stress and monocyte
addhesion by mediating the upregulation of GLCC and GSH in endothelial cells
treated with acetoacetate(ketosis). J Steroid Biochem. Mol. Biol. 159:94-101,
2016.

106- Hamden K, Carreau S, Jamoussi K, Miladi S, Lajmi S, Aloulou D et al. 1alfa,25
dihydroxyvitamin Ds: therapeutic abd preventive effects against oxidative stress,
hepatic, pancreatic and renal injury in alloxaniinduced diabetes in rats. J Nutr Sci
Vitaminol (Tokyo). 55(3):215-222, 2009.

68



107- Marchionatti AM, Picotto G, Narvaez CJ, Welsh J, Talamoni NG.
Antiproliferative action of menadione and 1,25(OH),D3 on breasat cancer cells. J
Steroid Biochem Mol Biol. 113(3-5):227-232, 2009.

108- Koren R, Hadari-Naor I, Zuck E, Rotem C, Liberman UA, Ravid A. Vitamin D
prooxidant in breast cancer cells. Cancer Res. 61(4):1439-1444, 2001.

109- Chen P, Hu P, Xie D, Qin Y, Wang F, Wang H. Meta analysisi of vitamin D,
calcium and the prevention of breast cancer. Breast Cancer Res Treat.
121(2):469-477, 2010.

110- Lieben L, Carmelliet G. The delicate balance between vitamin D, calcium and
bone homeostasis: lessons learned from intestinal and osteocyte-specific VDR
null mice. J Steroid Biochem Mol Biol. 136:102-106, 2013.

111- El Abdaimi K, Papavasiliou V, Rabbani SA, Rhim JS, Goltzman D, Kremer R.
Reversal of hypercalcemia with vitamin D analogue EB1089 in a human model
of squamous cancer. Cancer Res. 59(14):3325-3328, 1999.

112- Kinder BK, Stewart AF. Hypercalcemia. Current Problems in Surgery.
39(4):349-448, 2002.

113- Chen J, Wang J, Kim TK, Tieu EW, Tang EK, Lin Z et al. Novel vitamin D
analogs as potential therapeutics: metabolism, toxicity profiling, and
antiproliferative activity. Anticancer Res. 34(5):2153-2163, 2014,

114- Swami S, Krishnan AV, Wang JY, Jensen K, Peng L, Albertelli MA et al.
Inhibitory effects of calcitriol on the growth of MCF-7 breast cancer xenografts
in nude mice: selective modulation of aromatase expression in vivo. Horm
Cancer. 2(3):190-202, 2011.

115- Ajibade AA, Kirk JS, Karasik E, Gillard B, Moser MT, Johnson CS et al. Early
growth inhibition is followed by increased metastatic disease with vitamin D
(calcitriol) treatment in the TRAMP model of prostate cancer. PloS One. 9(2),
2014,

116- Yiicel D, Senes M, Topkaya BC, Zengi O. Oxidative/Nitrosative stress in
choronic heart failure. Tiirk Biyokimya Dergisi. 31(2):86-95, 2006.

117- Giirpmar T, Ekerbiger N, Uysal N, Barut T, Tarak¢1 F, Tuglu Mi. The histologic

evaluation of atorvastatin and melatonin treatment on oxidative stress and

69



apoptosis of diabetic rat pancreas. Kafkas Uni Vet Fak Derg. 16(4):547-552,
2009.

118- Kaneko N, Matsuda R, Hosoda S, Kajita T, Ohta Y. Measurement of plasma
annexin V by ELIZA in the early detection of acute myocardial infarction.
Clinica Chimica Acta. 251(1996):65-80, 1996.

119- Sergeev IN, Song Q. High vitamin D and calcium intakes reduce diet-induced
obesity in mice by increasing adipose tissue apoptosis. Mol. Nutr. Food Res. 58:
1342-1348, 2014.

70



10.ETIiK KURUL ONAYI

>>*’<< MEDIPO
UNV i . T.C.
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI

HAYVAN DENEYLERI YEREL ETiK KURULU BASKANLE Tl

Say1 : 38828770-604.01.01-E.710 14/01/2016
Konu : Etik Kurulu Karar1

Saymn Dog. Dr. Tiirkan YIGITBASI
Universitemizin Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kuruluna yapmis  oldugunuz
“1,25(0H),D3'lin Prostat Kanseri Uzerine Doza Bagl Etkileri” isimli bagvurunuz incelenmig
olup, etik kurulu karar1 ekte sunulmustur.
Bilgilerinize rica ederim.
Dog. Dr. Hanefi O0ZBEK

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) Baskan:

EK:
-Karar Formu (1 sayfa)

Bu belge 5070 sayih e-imza Kanununa gore Doc. Dr. Hanefi OZBEK tarafindan 14.01.2016 tarihinde e-imzalannustir.
Dogrulama Kodu: http://ebys.medipol.edu.tr/e-imza/confirmationCodeDocumentViewer. aspx?Code=951722B1X6
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ISTANBUL MEDiPOL UNIVERSITESI,
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU (IMU-HADYEK)

ETIiK KURULU KARARI

Toplant: Tarihi

Karar No flgi Proje Yiiriitiiciisii

13/01/2016

05 Dog. Dr. Tiirkan YIGITBASI

“1,25(0H),;Ds'tin Prostat Kanseri Uzerine Doza Bagh Etkileri” baglikli bilimsel arastirma
Etik Kurulumuzda gériisiilmiis olup, ¢aligmanin etik kurallara uygun olduguna “oybirligi”

ile karar verilmistir.

Etik Onay Gegerlilik Siiresi: 12 ay

GOREVI ADI SOYADI iMZA
Bagkan Dog. Dr. Hanefi OZBEK 71 4 .
Uye Prof. Dr. Ulkan KILIC : éw
Uye Prof. Dr. Mustafa OZTURK -
Uye Yrd. Dog. Dr. H. Emir YUZBASIOGLU
Uye Yrd. Dog. Dr. Sine Ozmen TOGAY wwﬁ_:
Uye Yrd. Dog. Dr. Mehmet Yalgin GONAL /'/',.Q/ e
= 7
Uye Taha KELESTEMUR ﬂ % i
Uye Ozge Seyda DURGUT .
Uye Fahriye SENBAHCE
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H K

»& MEDIPOL

UNYV &,

) T.C. L. ] . E-Imzaludir
ISTANBUL MEDIPOL UNIVERSITESI

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanhg:

Say1 1 38828770-604.01.01-E.12050 29/07/2016
Komu : Etik Kurulu Hk.

Saym Dog. Dr. Tiirkan YIGITBASI

Universitemiz Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 13/01/2016 tarihli 05 karar no
ile onay verdigi “1,25(OH);D:'iin Prostat Kanseri Uzerine Doza Bagh Etkileri” isimli
calismann baghg “1.25 D; Vitamininin Apopitoz ve Oksidatif Stres Uzerine Doza Bagh
Etkileri” olarak degistirilmesi talebiniz uygun bulunmus olup, kayit altina alimmistir.

Bilgilerinize rica ederim.

Dog. Dr. Hanefi OZBEK
Hayvan Denevleri Yerel Etik Kurulu
(IMU-HADYEK) Baskam

Bu belge 5070 sayili e-Imza Kanununa gore Doc. Dr. Hanefi OZBEK tarafindan 29.07.2016 tarihinde e-imzalannustur.
Evraguuz https://ebys.medipol.edu.tr/e-imza linkinden 20F9BCD8X4 kodu ile dogrulayabilirsiniz.

Istanbul Medipol Universitesi . Tel: 444 85 44
Internet: www.medipol.edu.tr
Kavacik Mah. Ekinciler Cad.No:19 Kavacik Kavsag: 34810 Ayrintih Bilgi L¢in : bilgi@medipol.edu.tr

Beykoz/ ISTANBUL
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11.0ZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Cagn Soyadi Cakici
Dogum Yeri | Edirne Dogum Tarihi 06.12.1988
Uyrugu Tiirk TC Kimlik No 18644746246
E-mail cagriicakici@gmail.com | Tel 506-874-9756
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans
Lisans Trakya Universitesi / Fen Fakiiltesi / | 2012
Kimya
Lise Babaeski Anadolu Lisesi 2007
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Yil - Y1l)
Kimyasal Analiz Edirne Yag Sanayi (OLIN) 06.2010-08.2010
Laboratuvari/Stajyer
Biyokimya Laboratuvari / Istanbul Medipol 02.2015-09.2015
Asistan Universitesi/Biyokimya ABD
Kimyager Istanbul Medipol 09.2015-
Universitesi/ Biyokimya
ABD
Yabancai Dilleri Okudugunu Konusma Yazma
Anlama
Ingilizce Iyi Iyi Iyi
Sayisal Esit agirhk Sozel
ALES Puam 63 60 62
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Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma Becerisi

Microsoft Office Programlari

Cok 1yi

Sertifikalar

Istanbul Medipol Deney Hayvanlar1 Kullanim 2015
Universitesi Sertifikasi

istanbul Medipol Pratik Istatistik Kursu SPSS 2016
Universitesi

University of Advanced Level Ingilizce 2014
Waterloo/Renison Sertifikas1

University College

Trakya Universitesi GMP(Good Manufacturing 2010

Practices)
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