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OZET

Calismamizda normal ve hiperkolesterolemik erkek tavsanlara D vitamini
ilavesinin total antioksidan seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS),
malondialdehid (MDA), ve paraoksonaz-1 (PON-1) degerleri {lizerine etkilerini
arastirmak amaglandi.

Hayvanlar rastgele dort gruba ayrildi. 1. Kontrol (n: 6), 2. D vitamini ilave
(VitD) (n: 8), 3. % 0.5 Hiperkolesterolemi+D vitamini (HC+VitD) (n: 8), 4. % 0.5
Hiperkolesterolemili (HC) (n: 8). 1. ve 2. grup normal tavsan pelet yemiyle, 3. ve 4.
grup Onceden hazirlanmis olan % 0.5’lik kolesterol yemi ile 8 hafta siiresince
beslenildi. 2. ve 3. gruba oral yoldan giinliik D vitamini 300 IU/kg olarak 8 hafta
boyunca verildi.

Tiim tavsanlardan deney Oncesi ve 2 haftada bir kan Ornekleri alindi. 8.
haftanin sonunda kan ve karaciger ornekleri alindi. Total kolesterol, HDL-kolesterol
(HDL-C), LDL-kolesterol (LDL-C), trigliserit (TG), kalsiyum ve 250H D vitamini
seviyeleri alinan kanlardan bakildi. TAS, TOS, MDA ve PON-1 &lglimleri ise hem
alinan kanlardan hem de karaciger dokularindan calisildi.

HC+VitD grubuna gore; HC grubu serum total kolesterol seviyesi
ortalamasindaki artis gruplar arasi karsilastirildiginda anlamli bulundu (p<0.05). D
vitamini grubu HDL-C seviyesi ortalamast grup i¢i karsilastirildiginda sonuglar
anlamli bulundu (p<0.05). HC+VitD grubuna goére; HC grubu serum OSI seviyesi
ortalamasindaki artis gruplar aras1 karsilastirildiginda anlamli bulundu (p<0.05).
Serum PON-1 aktivite degerleri HC+VitD grubuna gore; HC grubu serum PON-1
aktivite degerleri ortalamasindaki azalig gruplar arasi karsilastirildiginda anlamli
bulundu (p<0.05).

Sonu¢ olarak bizim c¢alismamizda D vitamini takviyesi yaptigimiz erkek
tavsanlarin total kolesterol, HDL-C (Bagimli degisken), serum OSI seviyelerinde
kontrollerine gére anlamli bir azalis gortildii. Giiniimiizde D vitamininin ilave olarak
alinmasi ¢ok fazla artmistir. Dogal yollarla alabildigimiz D vitaminini, ilave almak
gerektiginde; gilinliik alinan miktarina, siiresine, yasa, cinsiyete gore dikkat etmek
gerektigi diisiincesindeyiz. Calismamizda D vitamini her ne kadar OSI ve total

kolesterolii azaltsada, ayn1 zamanda HDL-C ve PON-1 degerlerini de azaltmis
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oldugu goriildiigiinden alinan miktarin fazlalifina ve siiresine gore faydali olacagi
yerde zararl etkileri ile karsilasilabilinecegi kanaatindeyiz.
Anahtar Kelimeler: D vitamini, hiperkolesterolemi, oksidatif stres,

paraoksonaz — 1, tavsan.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of vitamin D supplementation on total
antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), malondialdehyde (MDA), and
paraoxonase-1 (PON-1) in values in healthy and hypercholesterolemic male rabbits.

Animals were divided into four groups, randomly: 1. Control (n: 6); 2.
Vitamin D (VitD) supplementation (n: 8); 3. 0.5 % hypercholesterolemic+Vitamin D
(HC+VitD) (n: 8); 4. 0.5 % hypercholesterolemic (HC) (n: 8). Through 8 weeks,
while 1% and 2" groups were fed with normal rabbit pellets, 3 and 4™ groups were
fed with previously prepared 0.5 % cholesterol feeds. During this process, 2" and 3"
groups were orally administered with 300 1U/kg vitamin D for each day.

Blood samples were collected just before the experiment and 2 weeks periods
from all rabbits. End of the 8 weeks, blood and liver samples were collected. Total
cholesterol, HDL-cholesterol (HDL-C), LDL-cholesterol (LDL-C) triglyceride (TG),
calcium and 250HD vitamin levels were measured from collected blood samples.
TAS, TOS, MDA and PON-1 were measured from both blood samples and liver
tissues.

With respect to HC+VitD group; increase in serum total cholesterol levels of
HC group is statistically significant (p<0.05) when compared between the groups.
HDL-C levels of VitD groups are statistically significant (p<0.05) within the groups.
Increase in serum OSI levels of HC group is statistically significant (p<0.05), when
compared between the groups with respect to HC+VitD group. Decrease in HC
groups serum PON-1 activity is statistically significant (p<0.05) with respect to
HC+VitD group, when it is analysed between the groups.

As a conclusion, in our study, it was observed that there was a significant
decrease in total cholesterol, HDL-C (dependent variable), serum OSI levels of
vitamin D supplemented male rabbits with respect to control group. Nowadays,
vitamin D supplementation is increased excessively. Although it can be obtained
from natural sources, we suggest that daily dosage, take up period, age and sex
should be considered, when vitamin D supplementation is needed. In our study,
although administration of vitamin D decreased the OSI and cholesterol levels, it also

decreased HDL-C and PON-1 in values at the same time, therefore, we aggreed on
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that it can show detrimental effects where it can be beneficial based on its dosage and
period.
Keywords: hypercholesterolemia, oxidative stress, paraoxonase - 1, rabbit,

vitamin D.
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1. GIRIS VE AMAC

Yiksek kolesterol seviyeleri canli organizmasinda zararli olabilirsede
kolesteroliin birgok 6nemli gorevleri vardir. Bu goérevleri myelin kiliflarin etrafini
sarmaktan tutunda D vitamini sentezine kadar uzanan pek ¢ok Onemli islevler ve
hayati fonksiyonlardir. Bununla birlikte gelismis ve ekonomisi yiiksek toplumlarda
kardiyovaskiiler hastaliklarin olusma nedenlerinden biri olan, dislipidemiye neden
olmaktadir. Ne yazik ki her yil diinyada kalp krizinden kaynaklanan olimler,
enfeksiyon hastaliklarindan ve kanserden daha on sirada gelmektedir (Al - Asmari ve
ark. 2015).

D vitamini eskiden sadece kalsiyum metabolizmasi iizerine etkili olarak
bilinirdi. Giniimiizde ise; bagisiklik sistemimizi giiclendirmesi ile birlikte bazi
kanser tiirlerini Onledigine dair pek ¢ok arastirma s6z konusudur. D vitamini,
diinyamizin hayat kaynagi olan giines vasitasi ile derimizde sentezlenerek dogal
olarak olusur. Toplumlarin gelismesi ile birlikte i¢ ortamlarda ¢alisma artmakta,
bunun sonucunda da D vitamini eksiklikleri goriilmektedir. Diinyada ise D vitamini
eksikliginin pandemi olusturdugu goriildiiginden D vitamini 6énem kazanmaktadir. D
vitamini {izerine yapilan aragtirmalarda da belirtildigi gibi; DNA {izerinde 200 den
fazla bolgeye baglandigi belirtilmekte ve bu nedenle, D vitamini seviyemizi ideal
seviyede tutmanin kaliteli bir yasam i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Calton ve
ark. 2015).

Yapilan arastirmalarda diyete D vitamini ilavesinin lipid paneli tizerine etkisi
ile ilgili geliskili sonuglar mevcuttur. Bu durumun ise; D vitamini seviyesini
etkileyen cinsiyet faktorii ile birlikte obezite gibi pek ¢ok sebepten kaynaklandigini
diistiniiyoruz. Biz de ¢alismamizda daha randomize olmasi diisiincesiyle hem normal
hem de hiperkolesterolemik erkek tavsanlarda D vitamininin total kolesterol, HDL-
kolesterol (HDL-C: HDL-cholesterol), LDL-kolesterol (LDL-C: LDL-cholesterol),
trigliserit (TG: Trigliseride) ve kalsiyum seviyelerine etkileri ¢alisildi. Boylece ilave
D vitamini aliminin bireysel etmenlerden kaynaklanan ve/veya lipid paneli seviyeleri
farkindan kaynaklanan etmenlerin minimize edilmis oldugu diisiincesindeyiz.

Biitiin bunlarla birlikte bu c¢alismada diyete D vitamini ilavesinin total
oksidan/antioksidan dengesini nasil etkileyecegi, lipid peroksidasyonuna karsi

koruyuculugu ve HDL-C ile paraksonaz-1 {izerine olan etkileri arastirildi.



Bu ¢aligma ile normal ve hiperkolesterolemik erkek tavsanlara D vitamini
ilavesinin total antioksidan seviye, total oksidan seviye, malondialdehid ve

paraoksonaz-1 seviyeri lizerine etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kolesterol

1815 yilinda Fransiz kimyact M.E. CHEVREUL tarafindan bulunan
kolesteroliin yapisinin ve biyosentezi sekillerinin agiklanmasi giiniimiize kadar
devam etmistir. Chevreul kolesterolii insan safra taglarinin bir bileseni olarak bulmus
ve “cholesterine” adint vermistir. 20. yy. basladiginda kolesterol izole edilmis ve
kismen tanimlanmustir. Ancak yapisi hakkinda yeterli bilgi elde edilememistir. Takip
eden ylizyilda kolesteroliin yapisi agiklanmig, biyosentez yollart bulunmus ve

kolesterol metabolizmasimi diizenleyen mekanizma agiklanmistir (Vance ve Van den

Bosh 2000).

2.1.1. Kolesterol, Steroitler ve izoprenoitlerl’n Biyosentezi

Kolesterol siiphesiz en ¢ok tanmmnan lipiddir, insanda kalp damar
hastaliklarinin olusmasiyla kandaki yiliksek kolesterol seviyesi arasinda giiglii bir
baglant1 olmasindan dolay1 da adi kotiiye ¢ikmistir. Kolesteroliin, hiicre zarlarinin bir
bileseni olarak, steroit hormonlar1 ve safra asitlerinin Onciilii olarak tasidigi kritik
roliin 6nemi daha az bilinir. Kolesterol, icerisinde insanlarin da bulundugu pek c¢ok
hayvansal organizma icin temel bir molekiil olmasina ragmen memeli diyetlerinde
bulunmasi gerekmemektedir. Bunun nedeni de; hemen hemen tiim hiicreler onu basit

¢ikis maddelerini kullanarak sentezleyebilmelerinden kaynaklanmaktadir.

Kolesteroliin 27 karbondan olusan yapisi karmagik bir biyosentetik yolu akla
getirir, fakat kolesteroliin karbon atomlarimin tamami basit bir 6nciil olan asetattan
saglanir. Asetattan kolesterole giden yoldaki temel ara iiriin olan izopren (Sekil: 2.1)
birimleri diger birgok dogal lipidin baslangi¢ bilesikleri olup, bu yollarin tamaminda

benzer mekanizmalarla polimerlesirler (Nelson ve Cox 2013).

i
CH;=C—CH=CH,;

Isoprene

Sekil 2.1: izopren yapisi.
(Nelson ve Cox 2013)



2.1.2. Kolesterol Asetil-KoA'dan Dért Asamada Sentezlenir

Kolesterol de tipki uzun zincirli yag asitleri gibi asetil-KoA'dan yapilir, fakat

birlesme plani tamamen farklidir, ilk arastirmalarda hayvanlar, ya metil karbonu ya

da Kkarboksil karbonu 'C ile isaretlenmis asetatla beslenmistir. Hayvanlarin iki

grubundan izole edilen kolesteroldeki (Sekil: 2.2) isaretlemenin deseni kolesterol

biyosentezindeki enzimatik adimlarin ¢alisma seklini gostermistir (Nelson ve Cox

2013).

CH;—COO~ C
Acetate Ié

Cholesterol
Sekil 2.2: Kolesteroldeki karbonlarin kaynaklari.
(Nelson ve Cox 2013)
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Sekil 2.3: Mevalonat ara {irlinii olusumu.
(Nelson ve Cox 2013)

Sekil 2.3'de goriildiigii gibi sentez dort asamada gergeklesir:

1- Ug asetat biriminin alt1 karbonlu bir ara iiriin olan mevalonat1 vermek iizere

birlesmesi.

2- Mevalonatin aktiflesmis izopren birimlerine doniismesi.



3- Alt1 tane 5 karbonlu izopren biriminin 30 karbonlu diiz zincirli skualeni
olusturmak tizere polimerlesmesi.

4- Skualenin dort tane halkadan olusan steroit g¢ekirdegini olusturmak iizere
halkali1 yapiya doniismesi ve bunu izleyen bir dizi degisiklik (oksidasyonlar, metil

gruplariin uzaklastirilmasi veya taginmasi gibi) sonunda kolesterol iiretilir.

Basamak () Asetattan Mevalonatin Sentezi: Kolesterol sentezinin birinci
basamaginda mevalonat ara lriiniinii olusur (Sekil: 2.4). Asetil-KoA nin iki molekiilii
asetoasetil-KoA vermek iizere birlesir ve daha sonra asetil-KoA'nin igiincii
molekiiliiniin eklenmesiyle alti karbonlu bir bilesik olan [-hidroksi-p-metilglutaril-
KoA (HMG-KoA:s-hydroxy-B-methyl glutaril-CoA) olusur. Buradaki ilk iki tepkime

tiyolaz ve HMG-KoA sentaz enzimleri tarafindan katalizlenir.

Ucgiincii tepkime iki NADPH molekiiliiniin her biri tarafindan saglanan iki
elektronla HMG-KoA'nin mevalonata indirgendigi tepkimedir ve aynit zamanda hiz
belirleyici basamaktir. Diiz endoplazmik retikulum (ER: Endoplasmic reticulum)’un
integral zar proteini olan HMG-KoA rediiktaz enzimi kolesterol yolundaki ana

diizenleyici noktasidir.

Basamak (2) Mevalonatin Iki Adet Aktiflesmis Izopren Birimine Doniismesi:
Kolesterol sentezinin sonraki basamaginda, iic ATP molekiiliinden mevalonata {i¢
fosfat grubu aktarilir (Sekil: 2.5). Fosfat mevalonatin C-3 hidroksil grubuna
baglanarak (iyi bir ayrilan grup olan) 3-fosfo-5-pirofosfomevalonat ara triiniinii
olusturur, daha sonraki basamakta hem bu fosfat grubu hem de yakinindaki karboksil
grubu ayrilarak ¢ift bag iceren bes karbonlu bir bilesik olan A3-1zopentenilpirofosfat1
meydana getirir. Bu kolesterol sentezinin merkezini olusturan iki aktiflesmis
izopentenilin birincisidir. A3-izopentil pirofosfatin ikinci aktiflesmis izoprenle
izomerlesmesi dimetilallil pirofosfat bilesigini olusturur. Bitki hiicrelerinin
sitoplazmasinda izopentenilpirofosfatin sentezi burada tarif edildigi sekilde
gerceklesir. Bununla birlikte bitki kloroplastlar1 ve bakterilerin ¢ogu mevalonata
bagli olan yolag: kullanir. Bu alternatif yol hayvanlarda yoktur ve bu nedenle yeni
antibiyotiklerin gelistirilmesi i¢in ilgi ¢ekici bir hedef olusturmaktadir (Nelson ve
Cox 2013).
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Sekil 2.5: Mevalonatin aktif izopren birimlerine
doniistimii.
(Nelson ve Cox 2013)

Basamak (3) Alt1 Adet Aktiflesmis Izopren Biriminin Skualeni Olusturmak

I¢cin Kondensasyonu: Izopentenil pirofosfat ve dimetilallil pirofosfat bas - kuyruk

kondensasyonuna ugrar. Bu tepkimede bir pirofosfat grubu molekiilden ayrilir ve 10

karbonlu bir bilesik olan geranil pirofosfat olusur (Sekil: 2.6) (molekiiliin "bag"

kismi pirofosfatin bagli oldugu ugtur). Geranil pirofosfatin baska bir izopentenil

pirofosfatla bas - kuyruk kondensasyonu sonucu 15 karbonlu bir ara iiriin olan

farnesil pirofosfat iiriinii olusur. Sonunda iki farnesil pirofosfat molekiiliiniin bas

basa kondensasyonu sonucu her iki pirofosfat grubuda ayrilir ve skualen yapisi

olusur (Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.6: Skualenin olusumu.
(Nelson ve Cox 2013)

Bu ara {irtinlerin isimleri ilk defa izole edildikleri kaynaklardan tiiretilmistir.
Geraniol, geraniyum kokusuna sahip olan bir bilesik olup giil yaginin bir bilesenidir.
Farnesol, Farnese akasya agacinin ciceklerinde bulunan kokulu bir bilesiktir. Bitki
kokenli dogal kokularin bir¢ogu izopren birimlerinden sentezlenmistir. Skualen ilk
defa kopek baliklarinin karacigerlerinden izole edilmistir ve sahip oldugu 30 karbon
atomunun 24 tanesi ana zincir lizerinde 6 tanesi de dallanmis metil gruplar

tizerindedir (Nelson ve Cox 2013).



Basamak (4) Skualenin Dért Halkali Steroit Cekirdegine Déniismesi:
Skualen molekiiliiniin sekil:2.7'de gosterilen yapist incelendigi zaman molekiiliin
dogrusal yapisiyla sterollerin halkali yapis1 arasinda bir bagmtinin oldugu acgikca
gortliir. Biitiin sterollerde steroit ¢ekirdegi denilen ve birbirine baglanmis dort adet
halkadan olusan bir ¢ekirdek ve C-3 karbonunda da bir alkol grubu bulunur ve bu
nedenle de "sterol" olarak isimlendirilirler. Skualen monooksigenaz enziminin
etkisiyle O,'den alinan bir oksijen atomu skualen zincirinin sonuna eklenerek bir
epoksit olusturulur. Bu enzim baska bir karigik islevli oksidaz enzimidir. O
molekiiliiniin diger oksijen atomunu NADPH, H,O'ya indirger. Uriiniin, yani
skualen-2,3-epoksitin ¢ift baglar1 6yle konumlanmistir ki, son derece ozel bir

tepkimeyle dogrusal skualen epoksit kolayca halkali bir yapiya doniisebilir.

Hayvan hiicrelerinde bu halkalasma sonucunda lanosterol olusur.
Lanosterolde de dort halkali karakteristik steroit ¢ekirdegi vardir. Lanosterol bazi
metil gruplariin taginmasini, bazilarinin da uzaklastirilmasini gerektiren yaklasik 20
tepkimeden olusan bir dizi tepkimenin sonunda kolesterole doniisiir. Bu olagandisi
biyosentetik yol (ayn1 zamanda bilinen en karmasik biyosentetik yollardan biridir)
Konrad Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth ve George Popjak tarafindan

1950'lerin sonunda aydinlatilmistir.

Bitkiler, mantarlar ve diger tek hiicreli canlilar baska sterolleri kullanirken,
kolesterol hayvan hiicrelerine 6zgii steroldiir. Skualen-2,3-epoksite kadar tim
canlilar ayn1 yolu izlerken bu noktada yollar biraz farklilasir ve diger steroller olusur.
Ornegin bitkilerin ¢ogunda stigmasterol ve mantarlarda ergosterol gibi farkl steroller

olusur (Sekil: 2.7) (Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.7: Kolesteroliin birkag akibeti vardir.
(Nelson ve Cox 2013)

Omurgalilarda  kolesterol  sentezinin ¢ogu karacigerde gergeklesir.
Kolesteroliin kiigiik bir bdliimii hepatosit zarlarinin icinde gergeklestirilir. Uretilen
kolesteroliin ¢ogu safra kolesterolii, safra asitleri veya kolesteril esterleri seklinde
disartya verilir. Safra asitleri ve tuzlari nispeten hidrofilik kolesterol tiirevleridir ve

lipidlerin sindirilmesine yardim ederler (Sekil: 2.8) (Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.8: Omurgalilarda besinsel lipidlerin sindirimi, emilimi, tasinmasi, depolanmasi ve enerji
kaynagi olarak kullanilmasi.
(Nelson ve Cox 2013)

Safra asitleri, kolesterol katabolizmasinin triinleri, karacigerde sentezlenir ve
bagirsak i¢ine atilir. Salgilanan safra asitlerinin ¢ogu karacigere geri doner. Geri

donen safra asitlerinin miktarlar1 sik1 bir sekilde safra asidi sentezi ile kontrol edilir.

Safra asidi homeostazinin bozulmasi ise ikincil safra asiti, litokolik asit
(LCA: Lithocholic acid), gibi safra asitlerinin anormal birikmesine bunun sonucunda

da karaciger ve bagirsakta hastaliklara sebep olabilir (Jiang ve ark. 2006).

Kolesteril esterleri, acil-KoA kolesterol acil transferaz (ACAT: Acyl-CoA
cholesterol acyl transferase) enziminin katalizorliigiinde karacigerde olusturulur. Bu
enzim bir yag asidinin koenzim A'dan kolesteroliin hidroksil grubuna tasinmasini
katalizler (Sekil: 2.9). Bu tasinmanin sonucunda kolesterol ¢ok hidrofobik bir yapiya
doniismiis olur. Kolesteril esterleri kolesterol kullanan diger dokulara lipoprotein

pargaciklari seklinde taginir veya karacigerde depolanirlar (Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.9: Kolesteril esterinin sentezi.
(Nelson ve Cox 2013)

Biitiin hayvansal dokularin zar sentezlemek igin kolesterole ihtiyaci vardir.
Bazi organlarda (6rnegin adrenal bez, sperm veya yumurta iireten bezler) kolesterolii
steroit hormonlar1 iiretmek icin bir ¢ikis maddesi olarak kullanirlar. Kolesterol D

vitamininin de oncilidir (Sekil: 2.10).

H,C_ 25 CHs 3 A CH,
H,C CH S g
3/ 5 3 ~
=g /\/\( }Ez‘g CH, H;C | CHj H
HyC CH, ( R
3 N
HsC o
5/1\1 . UV light ‘7 ‘,_
LR ; ' [
~
HO 35 N7 ot — 5
< o 2 steps (in skin) 4 CH, 1 step in the liver i N
7-Dehydrocholesterol 3 5 1 step in the kidney 3 ‘
HO HO “,1°0H
Cholecalciferol (vitamin Dg) 1,25-Dihydroxycholecalciferol
(1,25-dihydroxyvitamin D,)
Sekil 2.10: D vitamini {iretimi ve metabolizmasi.
(Nelson ve Cox 2013)

Kolesterol ve kolesteril esterleri de triagilgliseroller ve fosfolipidler gibi suda
¢Oziinmezler. Bu nedenle sentezlendikleri dokudan ya depolanacaklart hedef dokuya
taginmalar1 ya da tiiketilmeleri gerekir. Plazma lipoproteinleri kanda, 6zgiil tasiyici

proteinlerin makromolekiiler kompleksleri ve apolipoproteinler seklinde tasinirlar.
11



Apolipoproteinler fosfolipidler, kolesterol, kolesteril esterleri ve triagilgliserollerin

degisik oranlarda birlesmesinden olusur.

Apolipoproteinler ("apo" on eki proteinin lipidsiz oldugunu gosterir)
lipoprotein pargalarinin lipidlerle birlesmesi sonucu olusur; hidrofobik lipidler
kiiresel komplekslerin i¢ kismina hidrofilik yan zincirli aminoasitler ise
komplekslerin yiizeyine yonelir (Sekil: 2.11-a). Lipidlerle proteinlerin farkl
bilesimleri silomikronlardan yiiksek yogunluklu lipoproteinlere kadar farklh
yogunlukta parcaciklar olustururlar. Bu pargaciklar ultrasantrifiijle (Tablo: 2.1)

ayrilabilirler ve elektron mikroskobuyla goriintiilenebilirler (Sekil: 2.11-b)

Composition (wt %)
Lipoprotein Density (¢/mL) Protein Phospholipids Free cholesterol Cholesteryl esters Triacylglycerols

Chylomicrons <1.006 2 9 1 3 85
VLDL 0.95-1.006 10 18 7 12 50
LDL 1.006-1.063 23 20 8 37 10
HDL 1.063-1.210 55 24 2 15 4

Tablo 2.1: insan plazma lipoproteinlerinin ana siniflar1.

Phospholipid
monolayer,

ApoB-100

: oty
§i75 5

Triacvigl ) Free (unesterified) K 1% =
riacylglycerols
cholesterol LDL (x180,000) HDL (x 180,000)

Cholesteryl esters
(a) (b)

Sekil 2.11: Lipoproteinler.
(Nelson ve Cox 2013)

Lipoproteinlerin her bir sinifinin 6zgiil bir islevi bulunmaktadir. Bu islevler
sentezin gerceklestigi yer, lipid bilesimi ve apolipoprotein icerigi ile belirlenir. insan
plazmasinda bulunan lipoproteinler igerisinde en az on farkli apolipoprotein (Tablo:
2.2) kesfedilmistir. Bu apolipoproteinler hacimleriyle, 6zgiil antikorlarla verdikleri
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tepkimelerle ve lipoprotein smiflart icerisindeki karakteristik dagilimlariyla ayirt
edilebilirler. Bu protein bilesenleri belirli dokulara lipoproteinleri hedeflemek veya
lipoproteinlerin kendi icerisinde calisan veya calismayan enzimleri aktiflestirmek

igin sinyal olarak davranabilirler (Nelson ve Cox 2013).

Apolipoprotein Molecular weight Lipoprotein association Function (if known)

ApoA-I 28,331 HDL Activates LCAT; interacts with
ABC transporter

ApoA-TI 17,380 HDL Inhibits LCAT

ApoA-IV 44,000 Chylomicrons, HDL Activates LCAT; cholesterol
transport/clearance

ApoB-48 240,000 Chylomicrons Cholesterol transport/clearance

ApoB-100 513,000 VLDL, LDL Binds to LDL receptor

ApoC-I 7,000 VLDL, HDL

ApoC-II 8,837 Chylomicrons, VLDL, HDL Activates lipoprotein lipase

ApoC-III 8,751 Chylomicrons, VLDL, HDL Inhibits lipoprotein lipase

ApoD 32,500 HDL

ApoE 34,145 Chylomicrons, VLDL, HDL Triggers clearance of VLDL and

chylomicron remnants

Tablo 2.2: insan plazma lipoproteinlerinin apolipoproteinleri.
(Nelson ve Cox 2013)

Diyetle alinan triagilgliserollerin bagirsaklardan diger dokulara taginmasiyla
iliskili olan silomikronlarin yogunluklar1 diisiiktiir, iceriklerinde yiiksek oranda
triagilgliserolleri bulundururlar ve en yaygin bulunan lipoprotein sinifini olustururlar
(Sekil: 2.12). Silomikronlar ince bagirsagin epitelyal hiicrelerinde sentezlendikten
sonra lenf sistemi tarafindan taginirlar ve sol subclavian (kopriiciik kemiginin altinda
yer alan) damardan kan dolagimina girerler. Silomikronlarin apolipoproteinleri apo-

48, apoE ve apoC-II igerir (Tablo: 2.2) (Nelson ve Cox 2013).

13



Apolipoproteins

Cholesterol Phospholipids

Triacylglycerols and
cholesteryl esters

Sekil 2.12: Bir silomikronun molekiil yapisi.
(Nelson ve Cox 2013)

ApoC-I1I lipoprotein lipaz aktivitesine sahiptir ve adipoz doku, kalp, iskelet
kast ve siit salgilayan meme dokularinda bu dokulara serbest yag asitlerinin
saliverilmesini saglar. Silomikronlar diyetle alinan yag asitlerini ya kullanilacaklar
veya depolanacaklar1 dokulara tasirlar (Sekil: 2.13). Silomikronlarin kalintilari kan
dolasimiyla karacigere tasinir. Bu kalintilarin iglerinde hemen hemen hig
triagilgliserol kalmamistir, ancak hala kolesterol, apoE ve apoB-48 bulunmaktadir.
Karacigerdeki reseptorler silomikron kalintilarindaki apoE'yi baglarlar ve onlari
endositozla hiicre icerisine alirlar. Karacigere girdikten sonra, kalintilarda bulunan
kolesterol serbest kalir ve lizozomlarda pargalanir. Diyette, acil gerekli yakit
miktarindan daha fazla yag asidi bulundugunda, karacigerde triagilgliserollere
dontistiiriilirler ve 6zgiil apolipoproteinlerle ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL: Very low density lipoprotein) olarak paketlenirler. Diyetteki karbohidratlarin
asiris1 da karacigerde triagilgliserollere doniistiiriilebilir ve VLDL olarak dolagima
verilir (Sekil: 2.13). VLDL'ler triagilgliserollere ilave olarak bir miktar kolesterol ile
apoB-100, apoC-I, apoC-I1l, apoC-Ill ve apoE gibi kolesteril esterlerini de (Tablo:
2.2) igerir. Bu lipoproteinler kan yoluyla karacigerden kaslara ve adipoz dokuya
tasinir. Bu dokularda apoC-II tarafindan lipoprotein lipazin aktiflesmesiyle
VLDL’deki triagilgliserollerden serbest yag asitlerinin salimmina sebep olur.
Adipositler bu yag asitlerini alip triagilgliserollere doniistiiriirler ve hiicre i¢i yag

damlaciklarinda depolarlar. Buna karsilik miyositler yag asitlerini oksitleyerek enerji
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kaynagi olarak kullanirlar. VLDL kalintilarinin ¢ogu dolagimdan hepatositler
tarafindan uzaklastirilir. Bu kalintilarin endositozu da silomikronlarda oldugu gibi

reseptor desteklidir ve VLDL kalintilarinda apoE'nin olup olmadigina baglidir.
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Sekil 2.13: Lipoproteinler ve lipid tasinmasi.
(Nelson ve Cox 2013)

Triagilgliseroliin kaybi1 VLDL'nin bir miktarini orta yogunluklu lipoprotein
olarak da isimlendirilen VLDL kalintisina doniistiirtir. VLDL'den triagilgliserol
kayb1 devam ederse VLDL, diisikk yogunluklu lipoprotein olan LDL'ye doniisiir
(Tablo: 2.1). Kolesterol ve kolesteril esterleri agisindan ¢ok zengin olan ve ana
apolipoprotein olarak da apoB-100'i iceren LDL'ler karaciger harici dokulara
kolesterol tasir. Bu dokularin apoB-100'i tamiyan 6zgiil plazma zar reseptorleri
vardir. Bu reseptorler kolesterol ve kolesteril esterlerinin hiicre i¢ine alinmasini

destekler (Nelson ve Cox 2013).

Dérdiincii ana lipoprotein ¢esidi, yiiksek yogunluklu lipoproteinler olan
HDL'dir. Biiyiik cogunlugu karacigerde olmak iizere ince bagirsakta da tretilirler.
Proteince zengin parcaciklarinin igerisinde az miktarda kolesterol bulunurken,
kolesteril esterleri hi¢ bulunmaz (Sekil: 2.13). HDL'ler apoA-I, apoC-1, apoC-II ve
diger apolipoproteinleri ve (Tablo: 2.2) bunlara esdeger miktarda da lesitin kolesterol
acil transferaz (LCAT: Lecithin cholesterol acyl transferase) enzimini igerirler.

LCAT enzimi lesitin (fosfatidil kolin) ve Kkolesterolden kolesteril esterlerinin
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olusumunu katalizler (Sekil: 2.14). HDL pargacigmin yiizeyindeki LCAT,
silomikronlarda ve VLDL kalintilarinda bulunan fosfatidil kolini ve kolesterolii
kolesteril esterlerine donistiiriir. Yeni olusan disk seklindeki HDL, olgunlasirken
degisir ve daha sonra karacigere doner, kolesterol burada lipoproteinden ayrilir ve bir

boliimii safra tuzlaria doniistiiriiliir (Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.14: Lesitin kolesterol agil transferaz tarafindan katalizlenen tepkime.
(Nelson ve Cox 2013)

HDL, reseptor destekli endositozla karacigere almabilmekle birlikte
HDL'deki kolesteroliin en azindan bir boliimii alisilmisin disinda bir isleyisle diger
dokulara birakilir. HDL, adrenal salg1 bezlerindeki stereogenik ve hepatik dokularda
bulunan ve SR-BI olarak isimlendirilen plazma zar1 reseptdr proteinine baglanabilir.
Bu reseptorler endositoza yardim etmez, ancak segici olarak ve kismen kolesteroliin
ve diger lipidlerin hiicre i¢ine tasinmasini saglar. Kolesterolii ve lipidleri tikenmis
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olan HDC karaciger harici dokulardaki kolesterolii baglar ve onu tekrar karacigere
tasir. Bu yola ters kolesterol tasinmasi denir (Sekil: 2.13). Ters tasima yolunun
birincisinde, HDL'nin kolesterolce zengin hiicrelerdeki SR-BI reseptorleriyle
etkilesmesi ile kolesteroliin hiicre yiizeyinden HDL'nin igerisine pasif tasinmasi
saglanir. Bu sekilde HDL i¢ine giren kolesterol daha sonra karacigere geri tasinir.
Ikinci yolda bosalmis HDL'deki apoA-I kolesterolce zengin hiicrelerdeki bir aktif
tastyici ile (ABC1 proteini: ATP-binding cassette 1 protein) etkilesir. ApoA-I (ve
muhtemelen HDL) endositozla alinir, kolesteroliin yiiklenmesinden sonra yeniden

kan dolagimina doner ve aldig1 kolesterolii karacigere tasir.

ABCI1 proteini, ¢oklu ilag tasiyicilart biiylik ailesinin bir iyesidir. ATP-
baglayici kasetlerine sahip olduklarindan dolayr bazen ABC (ATP-binding cassette)
tasiyicilart olarak da isimlendirilirler ve alt1 tane zar gecis sarmaline ve iki tane zar
gecis bolgesine sahiptirler. Bu proteinler degisik iyonlari, aminoasitleri, vitaminleri,
steroit hormonlar1 ve safra tuzlarini plazma zarinin bir tarafindan diger tarafina aktif

olarak tasiyabilirler (Nelson ve Cox 2013).

17



LDL particle /%
s’ ApoB-100
" Cholesteryl ester

LDL receptor SCM

\%
\ \v;.

= \ b ons B J
[ \ = o e
o / 2N\ 3 v =
D\ ¢ 9 ) \ b
N/ ¥ N
R, ' ~-
\'/} - receptor—n}edmted
\J endocytosis
ds

Golgi ' %y %
complex [~ \M

)
(<=
| — rT/ /,
=3

<4
Endosome

1] LDL receptor ‘< /
synthesis \ Vor
S= V B
Endoplasmic v
reticulum /
) “— Cholesterol ?_:
> - 0000 o) T Lysosome
Nucleus i 3 e
‘ﬁ&\’ Fatty acids
PR\ Cholesteryl acids
. &= ‘»t\\ ester droplet
Sekil 2.15: Kolesteroliin reseptdr endeksli endositozla hiicre i¢ine alinmasi.

(Nelson ve Cox 2013)

Kan dolagimindaki her bir LDL parcacigi apoB-100 igerir. ApoB-100, LDL
reseptorleri olarak bilinen hiicrelerin 6zgiil yiizey reseptor proteinleri tarafindan
taninir, hiicrelerin kolesterolii igeriye alabilmesi i¢in bu reseptorlere ihtiyaglart vardir
(Sekil: 2.15), Sonunda kolesteril esterlerini hidrolizleyen enzimleri igeren lizozom
sayesinde kolesteril esterleri hidrolizlenir ve kolesterol ve yag asitleri sitozole
birakilir. LDL'nin apoB-100'i, aminoasitlerine kadar yikilir ve sitozole salinir; fakat
LDL reseptorii yikimdan kurtulur, hiicre yiizeyine geri doner ve LDL yakalama
islevine devam eder. VLDL'de apoB-100 bulunmasina ragmen, onun reseptor
baglama bdlgesi LDL reseptoriine baglanmak i¢in uygun degildir. Kolesteroliin
kandaki tasinmasi ve kolesterolin hedef dokular tarafindan reseptor destekli
endositozu Michael Brown ve Joseph Goldstein tarafindan aydinlatilmistir. Bu yolla
hiicrelerin igine giren Kkolesterol zar yapisina katilabilir veya sitozolik lipid
damlaciklar1 igerisinde depolanmak i¢cin ACAT tarafindan tekrar esterlestirilebilir

(Sekil: 2.9). Kandaki LDL-C'den yeterli kolesterol alindigi zaman, hiicre icerisinde
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asir1 kolesteroliin birikmesini énlemek i¢in kolesterol sentez hizi diisiiriiliir (Nelson

ve Cox 2013).

LDL-C reseptorii apoE'ye baglanir ve hepatik dokularin silomikronlar1 ve
VLDL kalintilarin1 yakalamasinda onemli bir rol oynar. Eger LDL-C reseptorleri
calismiyorsa (6rnegin LDL-C reseptdr geni bulunmayan farelerde), VLDL kalintilar
ve silomikronlar karaciger tarafindan yakalanabilirken LDL-C yakalanamaz. Bu
sonu¢ VLDL kalintilar1 ve silomikronlarin reseptor destekli endositozlart i¢in bir
destek sisteminin varligimi gosterir. Bir destek reseptorii, lipoprotein reseptor
baglantili proteindir. Lipoprotein reseptor baglantili protein bir takim diger ligandlar
kadar iyi bir sekilde apoE'ye baglanir. Kolesterol sentezi karmasik ve ¢ok enerji
gerektiren bir islem oldugundan, diyetle alinan ilave kolesteroliin kolesterol
biyosentezinin diizenlemesine faydasi bulunmaktadir. Memelilerde kolesterol
tiretimi, hiicre i¢i kolesterol derigimi, insiilin ve glukagon hormonlar1 tarafindan
diizenlenir. Kolesterol yolunun hiz sinirlayici basamagi HMG-KoA rediiktaz

tarafindan katalizlenen tepkimeyle HMG-KoA'nin mevalonata doniistimiidiir (Sekil:

2.3).

Sentez yolunun kolesterol seviyesi ile ayarlanmast HMG-KoA rediiktazin gen
kodunun ¢evrilmesiyle gerceklestirilir. Bu gen ile birlikte kolesteroliin ve doymamis
yag asitlerinin sentezine ve organizmaya alinmasina yardim eden diger enzimleri
kodlayan 20'den fazla gen, sterol diizenleyici element baglayici proteinler (SREBPs:
Sterol requlatory element binding proteins) olarak adlandirilan kii¢iik bir protein
ailesince kontrol edilir. Bu proteinler yeni sentezlendikleri zaman ER'ye gomiilu
halde bulunurlar. Bir SREBP'nin sadece ¢oziinebilen amino ug bolgesi transkripsiyon
aktiflestiricisi olarak c¢alisir. Bununla birlikte, bu bolge SREBP molekiiliiniin bir
parcas1 olarak kalirken cekirdege erisemez ve gen aktiflesmesine katilamaz. HMG-
KoA rediiktaz enziminin geni ve diger enzimlerin genlerinin transkripsiyonunun
aktiflestirilmesiyle, etkinlesen bolge proteolitik kirilmayla SREBP'in kalanindan
ayrilir. Kolesterol seviyeleri yliksek oldugu zaman SREBP'ler aktif degildir ve
SREBP kirilma etkinlestirici proteini (SCAP: SREBP cleavage activating protein)
olarak adlandirilan baska tip proteinlerle kompleks olusturularak ER'de (Sekil: 2.16)
koruma altina alinir. SCAP kolesterolii ve diger bir takim sterolleri de baglar, bu
nedenle bir sterol algilayict (sensorii) olarak caligir. Sterol seviyesi ylikseldigi zaman

SCAP - SREBP kompleksi biiyiik bir ihtimalle ER'deki kompleksin igerisinde
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korunan diger proteinlerle etkilesir. Hiicredeki sterol seviyesi diistiigii zaman,
SCAP'da meydana gelen yapisal bir degisim ER'de koruma altinda tutulan SCAP -
SREBP kompleksinin serbest kalmasina neden olur. Serbestlesen kompleks,
vezikiiller igerisinde Golgi kompleksine dogru go¢ eder. Golgi kompleksinde,
SREBP iki farkli proteaz tarafindan iki kere bdoliinlir ve ikinci bdlinme amino
ucunun sitozolde serbest kalmasini saglar. Bu bolge ¢ekirdege gider ve hedef geninin
transkripsiyonunu aktiflestirir. SREBP'in amino ug bolgesinin yarilanma omrii ¢ok
kisadir, bu nedenle proteaz enzimleri tarafindan ¢ok hizli bir sekilde parcalanilir
(Sekil: 2.17). Sterol seviyesi yeterince yiiksekse, SREBP'in amino u¢ bolgesinin
proteolitik olarak serbest birakilmasi tekrar engellenir ve mevcut aktif bdlgelerin

proteazomlar tarafindan yikimi gen hedeflerinin hizla kapanmasina sebep olur
(Nelson ve Cox 2013).
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Sekil 2.16: Sterol diizenleyici element baglayici proteinlerin aktiflesmesi.
(Nelson ve Cox 2013)
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Sekil 2.17: Okaryotik proteazomun ii¢ boyutlu yapisi.
(Nelson ve Cox 2013)
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Kolesterol sentezi birkag farkli mekanizma tarafindan diizenlenir (Sekil:
2.18). Hormonal kontrol HMG-KoA rediiktazin kendi kendine kovalent
modifikasyona ugramasina sebep olur. Enzim fosforilendiginde inaktif yapisina,
defosforillendiginde ise aktif yapisina doniisiir. Glukagon enzimin fosforillenmesini
yani enzimin inaktif yapiya geg¢mesini uyarir, buna karsilik insiilin ise
defosforillenmeyi uyararak enzimin aktiflesmesini ve kolesterol sentezinin devam
etmesini saglar. Kolesteroliin yiiksek hiicre i¢i derigsimleri ACAT" aktiflestirir, bu da
depolama i¢in kolesteroliin esterlestirilmesini arttirir. Sonug olarak yiiksek hiicresel
kolesterol seviyesi LDL-C reseptoriinii kodlayan genin transkripsiyonunu azaltarak
reseptoriin lretimini azaltir. Bu nedenle kandan kolesterol alimi1 azalir (Nelson ve

Cox 2013).

Kolesterol iiretiminin ayarlanamamasi insanlarda ciddi hastaliklara sebep
olabilir. Diyetle alinan ve sentezlenen kolesteroliin toplami, zarlarin, safra tuzlarinin
ve streroidlerin sentezi igin gerekli olan miktardan daha fazla oldugunda,
kolesteroliin kan damarlarinda patolojik birikimi (aterosklerotik plaklar) baslayabilir.
Bu birikim de kan damarlarmin tikanmasiyla (ateroskleroz) sonuglanir. Koroner
arterlerin tikanmasi1 nedeniyle olusan kalp yetmezligi endiistriyel toplumlardaki
Oliimlerin basta gelen nedenidir. Ateroskleroz, kan kolesteroliiniin ve o6zellikle de
LDL-C'ye bagh kolesteroliin yiiksek seviyesiyle baglantilidir. HDL-C seviyeleriyle

arter hastaliklar1 arasinda negatif bir iligki vardir. Ailesel hiperkolesterolemide kan
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kolesterol seviyeleri asirt derecede yiiksektir ve bu nedenle cocuklukta bile agir
ateroskleroz gelisebilir. Bu hastaliga tutulan kisilerin LDL-C reseptorleri kusurludur
ve bu nedenle, LDL-C tarafindan tasinan kolesterol reseptor destekli olarak hiicre
i¢erisine almmamaz. Bunun bir sonucu olarak kolesterol kandan uzaklastirilamaz ve
damarlarda birikerek aterosklerotik plaklarin olusumuna katkida bulunur. Hiicre
disindaki kolesterol hiicre igerisine giremedigi ve hiicre i¢i kolesterol sentezi
ayarlanamadigi i¢in kanda asir1 kolesterol olmasina ragmen endojen kolesterol
sentezi devam eder (Sekil: 2.18). Bazilar1 dogal kaynaklardan bazilar1 da ilag
endiistrisi tarafindan sentezlenen ve statinler olarak isimlendirilen bir grup ilag
ailesel hiperkolesterolemili hastalarin ve diger serum kolesteroliiniin yiikselmesine
sebep olan sartlarin tedavi edilmesinde kullanilir. Statinler mevalonata benzerler ve

HMG-KoA rediiktaz enziminin yarigmali inhibitoriidiirler (Nelson ve Cox 2013).

Ailesel HDL-C eksikliginde HDL-C seviyeleri ¢ok diisiiktiir. HDL-C seviyesi
Tangier hastaliginda hemen hemen belirlenemeyecek kadar azdir. Her iki genetik
hastalik da ABC1 proteinindeki mutasyonlarin sonucunda olusur. Kolesteroliinii
tilketmis HDL, ABCI proteininin eksikliginde hiicrelerden kolesterol alamaz ve bu
durumda kolesterolce fakirlesen HDL kandan ¢abucak uzaklastirilir ve yok edilir.
Hem ailesel HDL-C eksikligi hem de Tangier hastaligi ¢ok nadir olarak goriliir
(diinyada Tangier hastaligi oldugu bilinen ailelerin sayis1 100'den daha azdir); fakat
bu hastaliklarin varligit plazma HDL-C seviyelerinin ayarlanmasinda ABCI1
proteininin oynadigt rolii anlamamiza yardim etmistir. Diisilk plazma HDL-C
seviyeleriyle koroner kalp hastaliklarinin yiiksek oranda goriilmesi arasinda iligki
oldugundan, ABCI1 proteini HDL-C seviyelerini kontrol etmek i¢in kullanilan ilaglar
icin dogru bir hedeftir (Nelson ve Cox 2013).

2.1.3. Steroit Hormonlar:n Yan Zincir Kirilmas: ve Kolesterol Oksidasyonuyla

Olusumu

Insanlar steroit hormonlarin tiimiinii kolesterolden tiiretirler (Sekil: 2.19).
Steroit hormonlarin iki smifi adrenal bezin korteksinde sentezlenir. Bunlardan
birincisi olan mineralokortikoitler iyonlarin (Na*, CI" ve HCOj3") bébrek tarafindan
yeniden emilimini kontrol ederken, ikincisi olan glukokortikoitler glukoneogenezin

diizenlenmesine ve inflamasyon yanitinin azaltilmasina yardim eder.
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Sekil 2.19: Kolesterolden tiiretilen baz1 steroid hormonlar.
(Nelson ve Cox 2013)

Cinsiyet hormonlar1 erkek ve disi bezlerinde ve plasentada iiretilir. Bu
hormonlarin igerisinde kadinlarda iireme ¢evrimini diizenleyen progesteron, testeron
gibi androjenler ve erkeklerin ve kadinlarin ikincil cinsiyet 6zelliklerinin geligmesini

etkileyen estradiol gibi 6strojenler bulunur.

Steroit hormonlar ¢ok diisiikk derisimlerde etkili olup, oldukca kiiciik
miktarlarda  sentezlenirler. Safra tuzlaniyla karsilagtirildiginda  {retimleri,

kolesteroliin ¢ok az miktarda tiiketimine yol acar.

Steroit hormonlarin sentezi kolesteroliin D halkasinin 17. karbonundaki yan
zincir karbonlarinin tiimiiniin veya bir boliimiiniin uzaklastirilmasini gerektirir. Yan
zincirin uzaklastirilmas: steroidogenik dokularin mitokondrilerinde gergeklestirilir.
Uzaklastirma isleminde oOnce yan zincirdeki iki komsu karbonun (20. ve 22.
karbonlar) hidroksillenmesi gerekir ve hidroksillenmeyi bu karbonlar arasindaki
bagin kirilmasi takip eder (Sekil: 2.20). Degisik hormonlarin olusumu oksijen
atomlarinin  molekiiliin igerisine girmesini gerektirir. Steroit biyosentezindeki
hidroksillenme ve oksijenlenme tepkimelerinin tamami NADPH, O; ve
mitokondriyel sitokrom P450'yi kullanan karisik islevli oksidazlar tarafindan
katalizlenir (Nelson ve Cox 2013).
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2.1.4. Kolesterol Biyosentezindeki Ara Uriinlerin Akibetleri

Kolesterol biyosentezinde ara fiiriin olarak {stlendigi role ilave olarak
izopentenil pirofosfat gesitli biyolojik rolleri olan genis bir bilesik grubunun (Sekil:
2.21) aktiflesmis baslangi¢ bilesigidir. Yapisina katildig: bilesikler arasinda A, E ve
K vitaminleri, karoten ve klorofilin fitol zinciri gibi bitki pigmentleri, dogal kaucuk,
limon yag1, okaliptiis ve misk'in koku veren bilesenleri gibi ugucu yaglar vardir.
Ayrica boceklerde bagkalasimi kontrol eden olgunlasma hormonu, karmasik
polisakkaritlerin sentezinde kullanilan yagda ¢6zilinebilen tasiyicilar olan dolikoller,
mitokondrilerde ve kloroplastlardaki elektron tasiyicilart olan ubikinon ve
plastikinon sayilabilir. Bu molekiillerin tamami izoprenoitler olarak isimlendirilir.
Dogada 20,000'den ¢ok sayida farkli izoprenoit molekiilii kesfedilmistir ve her yil
yiizlerce yeni izoprenoit molekiiliiniin bulundugu da rapor edilmektedir (Nelson ve

Cox 2013).
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(Nelson ve Cox 2013)

Prenillenme (prenilasyon; bir izoprenoidin kovalent baglanmasi) memelilerde
proteinleri hiicre zarinin i¢ ylizeyine sikica baglamak i¢in yaygin olarak kullanilan
bir mekanizmadir. Bu proteinlerin bazilarinda baglanan lipid 15 karbonlu farnesil
grubu iken, digerlerinde 20 karbonlu geranilgeranil grubudur. Farkli enzimler farkli
iki tiir lipide baglanirlar. Muhtemelen prenilasyon tepkimeleri hedef proteinleri farkli
zarlara baglarken, proteine baglanan lipide gore hareket etmektedir. Protein
prenillenmesi, kolesterol sentez yolunda izopren tiirevlerinin aldigi 6nemli bir roldiir
(Nelson ve Cox 2013).
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2.2. D Vitamini

Vitamin ifadesi ilk kez 1912 yilinda Polonyali biyokimyaci1 Casimir FUNK
tarafindan kullanilmigtir. “Vita® Latince, hayat demektir. Hayat veren aminler
denilmis, fakat daha sonralari D vitamininin steroid bir halkaya sahip oldugu
belirtilmistir (http:// tr.wikipedia.org/wiki/Kazimierz_Funk 01.11.2015).

Vitaminler, farkli biyokimyasal islevler i¢in kiiciik miktarlarda gereken ve
genellikle viicut tarafindan sentezlenmeyen ve dolayisiyla diyetle saglanmasi zorunlu
organik besinlerdir. Ilk kesfedilen vitaminler, yagda ¢oziinen A ve suda ¢dziinen B
vitaminleri olmustur. Kesfedilen vitaminlerin sayilari artik¢a, bunlarin yagda veya
suda ¢oziiniirlikkleri de gozlenmis ve bu 6zellik, siniflandirilmalarina esas olmustur.
Suda ¢oziinen vitaminlerin hepsi de B komplesinin iiyeleri olarak tanimlanmislardir
(C vitamini harig). Coziiniirlik 6zelliklerinin disinda, suda ¢oziinen vitaminlerin
kimyasal bakimdan birbirlerine benzerlikleri ¢cok azdir. Kesfedilen, yagda ¢oziinen

vitaminlere alfabetik tanimlama yapilmistir (Orn.A, D, E ve K vitaminleri).

D vitamini ilk kez 1922 yilinda Oxford iniversitesi Farmakoloji boliimiinden

Trevor Braby HEATON tarafindan kesfedilmistir. Heaton; Wildiers isimli arastirici
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tarafindan ‘BIOS’ olarak adlandirilan ve maya mantarlarinda hiicrenin bilylimesi ve

gelismesinde gerekli olanin D vitamini oldugunu belirtmistir (Heaton 1922).

D vitamini steroid bir prohormondur. Hayvanlar bitkiler ve mayalarda
gorilen steroidler tarafindan temsil edilirler. Viicutta ¢esitli metabolik degisikliklere
ugrayarak, kalsitriyol ad1 verilen ve kalsiyum ve fosfat metabolizmasinda merkezi bir
rol oynayan bir hormona doniisiir (Rodwell ve ark. 2015). Isik etkisi ile D vitamini
aktivitesine sahip bilesik olusturan en az 10 bilesik vardir. Bu bilesiklerin bir¢cogu
sterol ¢ekirdek yapisina 17. karbonda bagl yan zincirde degisiklikler icerir. I¢lerinde
en etkili olanlar1 D, vitamini olan Ergokalsiferol ve Dz vitamini olan
Kolekalsiferol’diir (Burtis ve Ashwood 2005).

D, vitamini; dogal olarak bulunmayan fakat kiif, maya ve bitkilerde bulunan
ergosterolden ultraviyole 1sinlar1 ile D, elde edilmektedir (Nelson ve Cox 2013;
Burtis ve Ashwood 2005). Isik etkisi ile halka yapisinin par¢alanmasi sonucu olusan
preergokalsiferol (ve lumistrol ile diger iligkili bilesikler) ara iiriiniiniin 1s1 etkisi ile
yeniden diizenlenmesi sonucu ergokalsiferol olusturur (Burtis ve Ashwood 2005).
Kolekalsiferoliin yapildig1 7-dehidrokolesterol ise hayvanlarda bulunur. Ergosteroliin
7-dehidrokolesterolden tek farki, yan zincirde olup bu yan zincir doymamistir ve
fazladan metil grubu igerir. Her iki vitamin (D, ve D3) esdeger giigtedir. Ultraviyole
1sinlama, her iki bilesigin B halkasini keser. D, vitamini, bu yolla ticari olarak
bitkilerden iiretilirken, (Rodwell ve ark. 2015) hayvanlarda, D3 vitamini, giinese
maruz kalan deride stratum granulosum tabakasinda sentez edilip depolanan ve 5a-
kolestan’dan tiireyen 7-dehidrokolesterol’un, cildin, giines 15181 igindeki ultraviyole
1sinlarina maruz kalmasi sonucu olusur. Kismen, hayvansal kaynakli besinler i¢inde
almir. Dz vitamini besinler i¢inde disaridan alindiktan baska, viicutta 7-
dehidrokolesteroldan sentez edilir. 7-dehidrokolesteroliin ciltte D3 vitaminine
dontisiimi, kisinin glines 15181ina maruz kalma derecesi ile orantili bir sekilde artar
(Kayaalp 2012). Dolayis1 ile giines 1sigindaki mevsimsel degismelere, giyilen
giysilerin miktarina, derideki pigmentasyonun derecesine ve diger faktorlere baglidir
(Burtis ve Ashwood 2005). Diinyanin tropikal ve subtropikal bolgeleri disinda kalan,
gorece az giines 15181 alan bolgelerinde yasayanlarda bu doniisiim yeterli derecede
olmayabilir, bu bolgelerde meslek ve sosyal durumu nedeniyle giindiiz vaktini kapal
yerlerde gecirenlerde doniisiim ozellikle yetersiz derecededir ve bu gibi kimseler

diyettekine ilave D vitamini almalidirlar.
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Cildi beyaz kimselerde epidermisin i¢inde Ultaviyole 1sinlarinin gecisi daha
fazla olur ve doniisim daha hizlidir, melezlerde, siyah derililerde, glineste
esmerlesmis olan beyaz derililerde ve irksal 6zellik nedeniyle cildi kalin olanlarda 7-
dehidrokolesterol'un D3 vitaminine doniisiimii yavas olur. Melanin ultraviyole
1sinlarini absorbe ettiginden doniisiimii azaltir. S6zii edilen durumlar ergosteroliin D
vitaminine doniisiimii icin de gegerlidir. Ortalama bir deger vermek gerekirse, cildi
beyaz kimselerde giinde ciltte olusan D3 vitamini miktar1 200 iiniteden daha fazladir.
Bir “minimal” eritem dozunda UV 1sin1 uygulanan insanlardan beyaz derili olanlarda
serum D vitamini konsantrasyununun 60 kata kadar arttigi; fakat siyah derililerde

belirgin bir artis olmadigi goriilmiistiir (Kayaalp 2012).

Yagl baliklar, yumurta ve tereyagi gibi hayvansal besinlerde bulunan D3
vitamininin miktar1 ve tiiketimi degisiklik gosterir. Bu nedenle yeterli miktarda
alinabilmesi icin besin maddelerine yaygin sekilde eklenir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde diyet ile alinan kalsiyumun yaklasik % 75 kadarini saglayan siit
tirtinleri, kemik gelismesi igin yeterli kalsiyum / fosfor oraninin en uygun seviyeye
yakin olmasini saglamaktadir. Yeterli D vitamini saglanmasi igin siit ve bebek
formiillerinin yeterli olduklarina karar verilmistir. D vitamininin her galonuna (ABD
icin 1 galon: ~3.78 litre) rutin olarak 40 pg (1600 IU) ilave edilen siit piyasada
satilmaktadir (Burtis ve Ashwood 2005).

D3 (veya D) vitamini, diyetten gelip bagirsaktan migeller iginde emildikten
ve dogrudan silomikronlara baglandiktan sonra (Burtis ve Ashwood 2005)
lenfatiklerle tasinir. Dolagimda, 6zgiil bir globiilin olan D vitamini baglayici proteine
(transkalsiferin) bagli haldedir (Rodwell ve ark. 2015). Bu tasiyici proteinin
yarilanma Omiirleri 3 - 4 hafta kadardir. Kanda en fazla bulunan bi¢imi karacigerde
olusan 250HD vitamini metabolitidir, bunun yarilanma 6mri 19 giin, 1,25(OH),D
metabolitinki ise 3 - 5 giin kadardir. D vitaminleri olduk¢a lipofilik maddelerdir,
karacigerde ve yag dokusunda birikirler. Buradaki vitamin stoku rezervuar gorevi
yapar. Giinliik vitamin alimindaki eksiklik veya yokluk; bu rezervuar sayesinde alt1

aya kadar telafi edilebilir (Kayaalp 2012).

D3 vitamini karaciger tarafindan alinir ve ER ig¢inde yer alan bir enzim olan D
vitamini-25-hidroksilaz ile 25.pozisyonunda hidroksillenir. 250HD vitamini
(kalsidiol), dolagimdaki D vitamininin ana formu olup, esas olarak yag dokusu ile

iskelet kasinda depolandigi bildirilmis olmasma karsin karacigerdeki temel

28



depolanma formudur. 250HD vitamininin dnemli bir boliimii enterohepatik dolasima
katilir ve bu olaydaki bozulmalar D vitamini eksikligine yol agabilir (Rodwell ve ark.
2015).

250HDj3 vitamini olusumu siki bir kontrol altinda degildir ve 1,25(0OH),D3
sentezinde hiz kisitlayict basamagi teskil etmez. Dolasimda 250HD; vitamini
seviyesi, substrat seviyesine yani viicuda D vitamini girisine ve viicutta olusumuna
baghdir. Cildin fazla isinlanmasi veya agizdan fazla D vitamini alinmasi sonucu
250HD vitaminli metabolit seviyesi artar. Bu nedenle fazla D vitamini alindiginda
kolekalsiferol (ve Kkalsiferol)'un metabolize edilmesi yavasladigindan ciltte ve
plazmada birikir. D vitaminlerinin 250HD vitamini tirevi D vitamini baglayan
proteine en fazla afinite gosteren tlirev olmasi nedeniyle, kanda en fazla bulunan

metabolittir (Kayaalp 2012).

Bobrek proksimal tiibiilleri, kemik ve plasentada 250HD vitamini,
mitokondriyal bir enzim olan 250HD-1a-hidroksilaz tarafindan ve kofaktdr olarak
molekiiler O, ve NADPH gereksinen reaksiyonla (Lieberman ve ark. 2013)
1.pozisyonunda daha ileri hidroksilasyona ugratilir. Cikan iiriin, en gii¢lic D vitamini
metaboliti olan 1a,25(0OH),D vitaminidir (kalsitriol) (Rodwell ve ark. 2015). Insanda
bu son metabolitin plazmadaki konsantrasyonu 250HD vitamini metabolitininkinin
yaklasik bindebiri kadardir. 1a-hidroksilaz, bobrek disinda, plasenta, desidua, cilt ve
granulamatdoz dokuda ve makrofajlarda bulunur. Bu doniisiim etkin hormon
sentezinde hiz kisitlayict basamagi olusturur ve c¢esitli diizenleyici faktorler
tarafindan etkilenir. Bu enzim etkinliginin ana diizenleyicisi paratiroit hormonu
(PTH: Parathyroid hormone) ve enzimin subsrati olan 250HD vitaminidir. Adi
gecen enzim, PTH tarafindan eger hipokalsemi varsa daima indiiklenir; hiperkalsemi
varsa bazen indiiklenme olmaz. Hipokalsemi 1,25(OH); D3 olusumunu hem direkt
etkisiyle hem de PTH araciligiyla artirir. 1,25(OH);D3 ise enzimi son iiriin
inhibisyonu olay ile inhibe eder. Ayrica 1,25(OH),D3 paratiroit hiicrelerinde kendine
Ozgii reseptorleri aktive ederek PTH salgilanmasini baskilar ve boylece de kendi
sentezini diizenler. Diger bir diizenleyici faktdr fosfattir. Hipofosfatemi, la-
hidroksilaz1 indiikler; hiperfosfatemi ise inhibe eder. Fosfatin enzim iizerindeki etkisi
direktir; paratiroit bezinin yoklugunda bile, fosfat yiiklenmesi enzimi inhibe eder.
Ad1 gegen enzim, kalsitonin tarafindan etkilenmez veya zayif sekilde inhibe edilebilir
(Kayaalp 2012).
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1,25(0OH);D3 etki yoniinden 250HD; vitamininden 100 kat daha giiglii iken
kanda 250HD3 vitamini daha biiyiik bir derisime ulasabilir ve bu da bunun kalsiyum

ve fosfor metabolizmasinda bazi roller oynayabildigini telkin eder.

Biiylime hormonu ve prolaktin 1,25(OH),D3 sentezini stimiile eder. Biiylime,
gebelik ve laktasyon sirasinda artmis olan etkin D vitamini gereksinimi esas
mekanizma ile karsilanir, Estrojenler karacigerde D vitamini baglayan protein
sentezini ve dolayisiyla plazma seviyesini artirarak 1,25(OH),D3 seviyesini

arttirirlar; 1a-hidroksilaza dokunmazlar (Kayaalp 2012).

1,25(OH),D5'tin yarilanma omrii ortalama 3 - 5 giin kadardir. Yag dokusunda
birikme egilimi gostermez. Bobrekte 250HD3; kismen 24,25(0H),D3’e doniisiir.
Bunun kalsiyotropik  etkinligi  disiiktir ve plazmadaki  konsantrasyonu
1,25(0OH);D3’kinin 100 katidir ve fizyolojik 6nemi tartigmalidir. Bununla birlikte
kemiklerdeki bazi anabolik olaylarin (tavsanlarda kondrositlerde prologlikan sentezi
gibi), 24,25(0OH);D3z’e, 1,25(0OH),;D tiirevine oranla ¢ok daha duyarli oldugu
goriilmistiir. Bobrek osteodistrofi olgularinda gelisen osteomalazinin sadece,
1,25(0OH),D tiirevi ile tedavi edilemedigi, bununla birlikte, 24,25(0OH), tiirevinin

verilmesinin de gerektigi bildirilmistir.

Karaciger ve bobreklerin D, ve D3 vitamininin biyoaktivasyonundaki énemi
nedeniyle, agir karaciger veya bobrek yetmezligi olgularinda D vitamini eksikligine
bagli osteomalazi ve diger Ca*® metabolizma bozukluklar1 olusur. Normal durumda
bu organlardan bozuk olaninda olusan 10-OH, 250HD vitamini metabolitleri ve son
iriin olan 1,25(OH),D;3 ilag olarak sentezle hazirlanmistir; adi gegen yetmezlik
hallerinde dogal D vitaminlerinin etkinligi azaldigindan onlar yerine bu sentetik
ilaglar kullanilir. Ornegin bobrek osteodistrofi veya hipoparatiroidizm olgularinda

ilag olarak la-OH grubu katilmis olan tiirevler tercih edilir (Kayaalp 2012).

Normal kimselerde kan dolasiminda 1,25(OH),D3 seviyesi 20 - 50 pg/ml
kadardir, esas kalsiyotropik hormon olarak kabul edilen bu madde barsaktan
kalsiyum absorbsiyonunu artirict etkisi bakimindan 250HDj; vitamininden
gravimetrik olarak yaklasik 100 kez daha giigliidiir. Fakat daha fazla sentez edilen ve
yartlanma omrii daha uzun olan 250HD;3 vitamini kanda 1,000 kez daha yiiksek
konsantrasyonda bulundugundan, bu metabolit D vitamini metabolitlerinin fizyolojik

total kalsiyotropik etkinliginde 6nemli bir paya sahiptir. Biyoessey i¢in civcivlerde
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yapilan deneylerde, 1,25(0OH);D3 verildiginde kalsiyum metabolizmasi iizerindeki
etkisinin iki saatte basladigi ve yaklasik sekiz saatte maksimuma eristigi
saptanmistir. 250HD vitamini tiirevi verildiginde ise; etki 6 - 8 saatten Once
baslamaz ve maksimuma erigsmesi i¢in 1,5 - 2 giin gecmesi gerekir. Vurgulanmasi
gereken 6nemli bir nokta, yukarida sadece D3 vitamini igin belirtilen dontisiimlere,

ayni yerlerde ve ayni sekilde D, vitaminininde ugramasidir (Kayaalp 2012).

Yakin zamana kadar, adi gecen 1,25(OH),D3’tin iiretiminin bdobrekte
gergeklestigi sanilirdi. Son zamanlarda bazi durumlarda bobrek disinda yani ektopik
bir sekilde plasentada, desidua'da graniilamatéz dokuda, aktive edilmis makrofajlarda
(sarkoidoz ve tiiberkiiloz olgularinin az bir kisminda oldugu gibi) ve ciltte
keratinositlerde 1,25(0OH),D3 sentez edildigi bildirilmistir. Bu olaym adi gegen

durumlarda etkin metabolit seviyesindeki artisa katkis1 vardir.

D vitaminleri ve metabolitleri, steroidler gibi karacigerde hidroksillenmek ve
konjiige edilmek suretiyle inaktive edilirler. Bu olayda karacigerin mikrozomal
sitokrom P450 enzim tiirleri kismen rol oynarlar. 1,25(OH),D3’lin yarilanma dmrii 3
- 5 giin kadardir. D vitamini metabolitlerinin bilyiikk kismi safra iginde atilirlar ve
enterohepatik dolasima girerler. Fenitoin ve fenobarbital gibi epilepsili hastalarda
uzun siire kullanilan ilaglar, bu enzimleri indiikleyip D vitamini ile onun etkin
metabolitinin inaktivasyonunu hizlandirdiklari i¢in géreceli D vitamini yetersizligi
olusturabilirler. Bu ilaclar alanlarda karacigerde 250HD vitaminlerinin olusumu da
azalir. Bir tiiberkiiloz ilac1 olan izoniazid ise D vitamininin akut hidroksilli
tiirevlerine doniismesini inhibe eder. Bu nedenle izoniazid alanlara profilaktik dozda

D vitamini verilmelidir (Kayaalp 2012).

D vitamininin aktif metabolitlerini 6zellikli olarak yiiksek afiniteli bir sekilde
baglayan ve onun hedef hiicrelerdeki etkisine aracilik eden D vitamini reseptorleri
barsak epiteli, bobrek tubulus hiicreleri ve kemik hiicreleri gibi hedef hiicrelerde
sitoplazma ve ¢ekirdek i¢inde bulunmustur. Bunlar steroid ve tiroid hormon
reseptorlerine 6zellikleri bakimindan benzer. Aktif D vitamini molekiiliiniin sitosolik
reseptorle kombinasyonu sonucu olusan kompleks cekirdege gecer ve orada ozel
genleri aktive ederek, 6zel mRNA'larin sentezini artirir; bdylece hiicrelerde D
vitamini etkisi i¢in gerekli proteinlerin (barsakta kalsiyum baglayan protein gibi) ve

enzimlerin sentezi artilir. Trityumlanmis 1,25(OH);D3; vitamini ilk isaretlemeden
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sonra memeli barsak mukozasindandaki sitoplazmik VDR kismen saflastiriimis ve

55 kilodalton molekiil agirhiginda bir protein oldugu saptanmistir (Kayaalp 2012).

D vitamini preparatlarinin etkinligi eskiden biyoessey yoluyla saptanirdi ve
miktar1 iinite olarak belirtilirdi. Bugiin vitamin miktarinin {inite olarak belirtilmesine
devam edilmekle beraber etkinligin saptanmasi biyoessey degil, kimyasal
yontemlerle miktar oOl¢iimii  yapilmaktadir. Biyoesseyde denek olarak, D
vitamininden yoksun diyetle beslenen civcivler kullanilir ve etkinligi arastirilacak
preparatin, intragastrik verilen “°Ca radyoizotopunun plazma seviyesi veya barsaktan
absorpsiyon hiz1 iizerindeki etkisi Olciiliir. Son zamanlarda embriyonik kemik
dokusundan hazirlanan hiicre Kkiiltlirlerinde, hormonun kalsiyum mobilize edici
etkisine dayanan invitro biyoessey testi gelistirilmistir. Kemiklerde osteoid dokunun
kalsifikasyon hizi da bir gosterge olarak degerlendirilebilir. Biyoesseyle D vitamini
miktarini belirtmek i¢in kullanilan 1 internasyonal tinite (IU: International unit), 25

ng D3 vitaminine esdegerdir (Kayaalp 2012).

D vitamini eksikligi olusmamasi i¢in 1 - 12 yas c¢ocuklarin giinde 1,000 -
2,000 1U ve 13 yas tizeri giinde 1,500 - 2,000 U, obez bireylerin ise normal bireylere
gore en az 2 - 3 kat daha fazla giinlik D vitamini almasi onerilmektedir (Holick
2010).

250HD vitamini seviyesi <20 ng/mL eksiklik, 20 - 29 ng/mL vyetersizlik, 40 -
60 ng/mL ideal, 150 ng/ml ise toksik D vitamini seviyesi olarak tanimlanmistir.
Vitamin eksikliginde ise 8 hafta boyunca 50,000 IU D vitamini haftada bir alinmasi,
sonrasinda her 2 - 4 haftada bir 50,000 IU D vitamini alinmasi tedaviyi
olusturmaktadir (Holick 2010).

2.2.1. D vitamininin Gorevieri

D vitamininin etkilerine niikleer/sitoplazmik VDR aracilik eder. Steroid/tiroid
hormon reseptor ailesinin bir iiyesi olan VDR bircok genin transkripsiyonunu aktive
eder. VDR'nin farkli doku tipinde farkli dagilimi vardir (Haussler ve ark. 2008).

D vitamini VDR'ye baglaninca retinoid x reseptorii (RXR: Retinoid X
receptor) ile dimerizasyon olur ve D vitamini yanit elemani bdlgesine baglanarak

etkisini gen seviyesinde gosterir (Jones ve ark. 1998).
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D vitamininin en 6nemli iKi gdrevinden biri viicutta kalsiyum ve fosfat
tutulmasini saglayip bunlarin kan seviyesini yiikseltmek, ikincisi de tutulan bu iki

iyonun kandan kemik matriksine gegmesini saglamaktir (Kayaalp 2012).

D vitamini, bu ana gorevi baslica ii¢c hedef yapiy1 etkilemek suretiyle yapar:

1- Barsaktan Kalsiyum ve Fosfat Absorpsiyonu: D vitamini ve onun aktif
metabolitleri ince barsak epitelinden Ca*? absorpsiyonunu artirirlar. Daha ufak
Olclide olmak {lizere fosfat ve magnezyum absorpsiyonunu da artirirlar. Ca*?, ince
barsak hiicresine apikal membrandaki 6zgiil Ca™ kanallarindan girer. Elektriksel
olarak hiicre i¢i lumene gore daha negatiftir ve bu sekilde olusan elektrokimyasal
gradient girisi kolaylastirir. Daha az miktarda Ca*?, barsak epitel tabakasin, hiicreler
arasindaki araliktan gecerek (paraseliiler) asar. Proksimal duodenumda absorpsiyon
akut transportla olur. Ca**nun mukoza epitel hiicrelerinde tasmnmasi hiicre
membraninda ve sitoplazmada yerlesmis bulunan ve intestinal kalbindin diye
adlandirilan 6zel transportér molekiillerin yardimi ile olur. D vitamini eksikliginde
hiicrede kalbindin azalir ve absorpsiyon yavaglar (Kayaalp 2012). D vitamini
varliginda diyetteki kalsiyumun % 30 - 40"t emilirken D vitamini yetersizliginde
kalsiyumun % 10 - 15'i emilir (Holick 2010; Lee ve ark. 2008).

Ca'? sitoplazma iginden gecerek epitel hiicrelerinin bazolateral membraninda
yerlesmis olan Ca*? pompasi (Ca™? ye bagimli ATPaz) tarafindan kapilerler igine
aktarilir (Kayaalp 2012).

D vitamininin aktif hormon sekli olan 1,25(OH),Ds3, bu etkisini, epitel
hiicresinde VDR’yi aktive ederek ve boylece hiicre ¢ekirdegindeki spesifik bir genin
transkripsiyonunu artirarak hiicrede kalbindin ve Ca* pompast ekspresyonunu
stimiile etmek suretiyle yapar. Hiicrede kalbindin seviyesindeki artis 2 saat
gecikmeyle baglar. D vitamini ayrica hemen baslayan non-genomik etkisiyle barsak
epitelinin kalsiyum kanallarini agar ve Ca*?’a permeabiliteyi artirir. D vitamini,
yukarida belirtildigi gibi, barsaktan fosfat ve magnezyum absorpsiyonunu da artirir
(Kayaalp 2012).

1,25(0H),Ds’iin barsak mukoza epiteli iizerindeki Ca*? absorpsiyonunu
artirict etkisi glukokortikoidler tarafindan inhibe edilirken diger taraftan biiylime
hormonu tarafindan kolaylastirilir. Fenitoin ve diger bazi ilaglar da inhibisyon yapar

(Kayaalp 2012).
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2- Kemikler: D vitamininin antirasitik etkisi, D vitamini uygulanmis hayvanlarda
osteoid dokuda kalsiyum birikmesini (kalsifikasyonu veya mineralizasyonu),
artirmasi olayi ile degerlendirilir. D vitamininin kemiklerde kalsifikasyonu artirmasi
bir goriise gore, kalsiyum ve fosfatin barsaktan absorpsiyonunu artirmasi sonucu
kemigin, ekstraseliiler sivisinda bu subsratlarin Seviyesinin artirmasina baglidir.
Diger bir goriise gore, D vitamini bu sekildeki etkisine ilave olarak, daha once
olusmus kemik dokusunda dokunun rezorpsiyonunu artirir ve oradaki kalsiyumun
mobilizasyonuna neden olur. Kemik dokusu kemigin neresinde olursa olsun, bir
taraftan yikilirken, Obiir taraftan yeniden olusur (remodelling). Bu olay, vitaminin,
direkt etkisine baglidir ve PTH’dan bagimsiz bir sekilde meydana gelir. Ancak bu
hormon D vitaminine bagimlidir. D vitamini eksikliginde hormon, kalsiyum
mobilizasyonu yapamaz. Ote yandan, yikimin artis1 viicut sivilarmin kalsiyum
seviyesini yiikseltir. Bu durum gelismekte olan kimselerde epifiz plaginda, yeni
kemik olusumunu ve mineralizasyonu hizlandirir. Baska bir deyisle D vitamini,
eskimis kemik dokusundan mobilize edilen kalsiyum ve fosfat iyonunun, yeni kemik
olusan bolgeye aktarilmasina olanak verir. Boylece, biiyiiyenlerde yeni kemik
yapimini hizlandirir, biiylimesini tamamlayan erigkinlerde ise eski kemik dokusunun
yenilenme veya turnover hizini artirir (Kayaalp 2012).

Disardan yiiksek dozda D vitamini verildiginde yani vitaminin viicuttaki
farmakolojik  (suprafizyolojik) konsantrasyonlarinda, kemiklerden kalsiyum
mobilizasyonu dengelenemeyecek derecede hizlanir hiperkalsemi gelisir ve vitamin
verilmeye uzun silire devam edilirse, kemiklerde belirgin bir osteoporoz olusur
(Kayaalp 2012).

1,25(0OH), D'nin kemik rezorpsiyonunu artirmasinin mekanizmasi tam olarak
belli degildir. Otoradyografik incelemeler osteoklastlarda D vitamini reseptorlerinin
bulunamadigini gostermistir. Osteoblastlarda ve osteoklastlarin onciilii olan, kanda
dolasan monositlerde ise reseptér vardir. D vitamini, olagan konsantrasyon
seviyesinde osteoklastlar1 stimiile etmez; fakat onlarin Onciilii olan monositlerin
birkaginin fiizyon sonucu, multiniikleer osteoklastlara doniisiimiinii stimiile eder.
Boylece kemik dokusunda osteoklastlarin sayisimi yiikselterek onlarin etkinligini
artirir. Ancak yiiksek dozdaki 1,25(OH), D'nin osteoklastlar1 stimiile edebildigi bazi
durumlarda gosterilmistir. D vitamini eksikliginde temel bozukluk, kemiklerde
mineralizasyonun azalmasidir. Bir goriise gore 1,25(OH),D vitamini ve PTH, kemik
rezorpsiyonunu diizenler, fakat kemik mineralizasyonu bu hormonlar tarafindan
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direkt etkilenmez. Soyle ki; mineralizasyon, ekstraseliiler sividaki ‘kalsiyum
konsantrasyonu x fosfat konsantrasyonu” ¢arpimi ile orantili bir sekilde pasif olarak
gelisir. D vitamini eksikligi olan kimselerde damar yolu ile kalsiyum ve fosfat
verilmesinin de remineralizasyon yapmasi, bu goriisii desteklerse de bu sekildeki
remineralizasyon yer yer ve diizensiz olur, ge¢ gelisir ve D vitamininin yaptigindan
farklidir (Kayaalp 2012).

D vitamininin anabolik etkisi de vardir; boylece kemik protein matriksinin
yapimindan sorumlu osteoblastlar1 aktive eder; bu hiicrelerde K vitaminine bagiml

bir protein olan osteokalsinin sentezini stimiile eder (Kayaalp 2012).

3- Bobrekler: 1,25(0H),Dgs, ultrafiltrattaki Ca*? ve fosfatin tubulus hiicreleri
tarafindan reabsorpsiyonunu direkt etkisiyle artirir. Boylece kalsiyum ve fosfat
itrahin1 azaltir. Ote yandan D vitamininin olusturdugu hiperkalsemi paratroid hormon
salgisini azaltarak indirekt yoldan Ca*? reabsorpsiyonunu azaltmaya calisir, bu
durum, fosfat reabsorpsiyonu tizerindeki direkt etkiyi ise pekistirir. 1,25(OH),D3’ilin
kalsiyum metabolizmasi iizerindeki genel tesirine en az katkida bulunan, bobrek
tizerindeki etkisidir (Kayaalp 2012).

Diizenleyici etkileri: 1,25(OH),D3;, kendi biyosentezi iizerinde negatif
feedback inhibitor etki yapar. Proksimal tubulus hiicrelerinde 1la-hidroksilaz
etkinligini inhibe eder, fakat karacigerdeki 250HD vitamini etkinligini stimiile eder.
Paratiroit bezinde PTH biyosentezini ve saliverilmesini inhibe eder. Bu olay bobrek
yetmezliginde gelisen paratiroit hiperplazisinde katkida bulunabilir (Kayaalp 2012).

Non-kalsiyotropik etkileri: D vitamini ve aktif metabolitlerinin, kalsiyum
homeostazi disinda kalan, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, hiicresel ve humoral
immunite ve diger bazi olaylarla ilgili etkileri de vardir. Hemotopoietik ana
hiicrelerin farklilasmasi ve olgunlasmasinda rol oynayabilirler; proliferasyonlarim
azaltabilirler. Rasitizimde anemi olmasi, kemik iliginin seliilaritesinin azalmasi,
nétrofillerin yaptig1 fagositozun azalmasi ve enfeksiyon sikliginin artist s6z konusu
etkilerin varligini dogrular. D vitamini verilmesi rasitizmin bu belirtilerini de
diizeltir. Hiicre kiiltiirlerinde promyelositlerin, monositlere farklilagmasini stimiile
ettigi bulunmustur. Monositler osteoklastlarin prekiirsoriidiir. D vitamini; osteoklast
olusturmak iizere, monositlerin flizyonunu kolaylagtirabilir. Bazi1 losemik hiicre
kiiltiirlerinde ve diger birgok maliyn hiicre tiirlerinde 1,25(OH);Ds, reseptorleri
bulunur; yiiksek konsantrasyondaki D vitamininin, bu hiicrelerin kiiltiirlerinde hiicre
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¢ogalmasini baskiladigi saptanmistir (Kayaalp 2012). Ayrica radyoaktif 1,25(0OH),D3
kullanilarak yapilan arastirmalar barsak villus ve kripta hiicreleri, osteoblastlar ve
distal bobrek tiibiil hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde yerlestigini géstermistir. Derinin
malpighi katmanindaki hiicreler, pankreas adacik hiicreleri, bazi beyin hiicreleri,
hipofiz, ovaryum, testis, plasenta, uterus, meme bezi ve timustaki bazi hiicreler ve
miyeloid Onciilleri dahil daha 6nce hedef olduklarindan kuskulanilmamais hiicrelerde
de bu hormonun gekirdekte birikimi goriilmektedir (Rodwell ve ark. 2015).
Psoriyazis gibi, epidermisteki keratinositlerin asir1 poliferasyonuna ve
fonksiyonlarinin bozulmasina bagl bir cilt hastaliginda bolgesel 1,25(0OH),Ds,
merhemi uygulanmasi lezyonlarda diizelme yapar. Bu hastalikta plazmada
1,25(0OH),D3, seviyesi normalden daha diisiik bulunmustur. Ciltte keratinositlerde ve
fibroblastlarda 1,25(OH),D3, reseptoriiniin varligi gosterilmistir. Belirtilen bulgulara
dayanarak, 1,25(OH),D3’{in, kalsiyotropik hormon islevi yaninda, normal gelismeye
katkis1 olan bir gelisme hormonu islevi de yaptigr varsayimlanmistir. Yukarida
belirtilen etkiler yliksek dozdaki ilagcla meydana geldiginden ve buna hiperkalsemi
eslik ettiginden, kalsitrioliin fazla hiperkalsemi yapmaksizin hiicre proliferasyonunu
baskilayabilen yeni tiirevlerinin yapilmasina ¢alisilmaktadir. 1,25(OH);Ds'e direncli
kimselerde total alopesi olusmasina dayanarak, bu hormonun kil folikiillerinin

gelismesinde ve olgunlasmasinda da rolii olabilecegi ileri siiriilmiistir (Kayaalp
2012).

D vitamini eksikligi: Bu vitaminin eksikligi halinde, bebeklerde ve biiyliime
caginda olan cocuklarda rasitizm (rickets) ve eriskinlerde osteomalazi denilen

hastalik ortaya ¢ikar (Kayaalp 2012).

D Vitamini Eksikligi Sendromu U¢ Dénemde Olusur:

1- Birinci donemde hipokalsemi gelisir, buna bagl olarak PTH salgis1 artar.
Plazma fosfat seviyesi normaldir. Kemiklerde ancak radyolojik olarak saptanabilen
hafif demineralizasyon hali vardir (Kayaalp 2012).

2- lIkinci dénemde kalsemi normal seviyeye cikar, fakat fosfat seviyesi
diismiistiir. Aminoasidiiri vardir. Plazmada PTH seviyesi daha da yiikselmistir. Bu
donemde digardan verilen ilave hormona kemikler yanit verir ve hiperkalsemi olusur.

Kemiklerde belirgin rasitizm veya osteomalazi belirtileri ortaya ¢ikar. Hidroksiprolin
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iceren peptid parcalarinin idrarla itrah1 normal seviyededir veya hafif artmistir
(Kayaalp 2012).

3- Ugiincii dénemde kalic1 hipokalsemi gelisir; plazma fosfat seviyesindeki
azalma daha belirginlesir. PTH konsantrasyonu daha da artar. Disaridan verilen
hormon hipokalsemiyi yiikseltmez. Kemiklerin biiyiimesi ve yenilenmesi durmustur.
Demineralizasyon ¢ok belirgindir. Biitiin bu donemler boyunca plazmada alkalin
fosfataz seviyesi yiikselmistir. Zamanla paratiroit bezlerde hipertrofi gelisir; hormon
seviyesi viicut sivilarinda fazla yiikseldigi halde, kemiklerde mobilizasyona
ugrayacak kalsiyum fosfat kalmadigindan kalsemi ve fosfatemi diisiik seviyede kalir.
Bu hastalarda D vitamini tedavisi uygulandiginda baslangigta birkag¢ giin siireyle
plazma kalsiyum ve fosfat seviyesi daha da diiser ondan sonra artisa baslayarak
normal seviyeye c¢ikar. Kalsiyumun barsaktan absorpsiyon hizindaki azalma ¢abuk
bir sekilde normale doner (Kayaalp 2012).

Rasitizmin veya osteomalazinin, seyrek goriilen D vitaminine direngli tipleri
de vardir. Bunlarin bir grubu kalitsaldir. Kalitsal nitelikteki rasitizmin bir tiirdi X -
kromozomu ile iliskili, dominant, D vitaminine direngli rasitizm (hipofosfatemik
ragitizm)’dir. Bu durum yiiksek dozda D vitamini (giinde 50,000 - 250,000 1U) ve
oral fosfat (glinde I - 3 g) ile tedavi edilir. Bu durumda kalsitrioliin fizyolojik dozlar
daha az etkilidir. Diger bir tipi otozomal resesif D vitaminine bagimli tip I
ragitizmdir: Bu durumda D vitamininin biyoaktivasyonundaki defekte bagli olarak
kalsitriol sentezi bozulmustur. Fizyolojik doz da verilen kalsitriol (giinde 1 - 2 pg) ile
tedavi edilir. Ugiincii bir kalitsal rasitizm tiirii otozomal resesif tip II rasitizm'dir; Bu,
yiiksek dozdaki D vitaminine veya kalsitriol'a yanit vermez. Ciinkii hedef hiicrelerde
kalsitriol reseptorlerinde azalma vardir (Kayaalp 2012).

D vitaminine direngli hastaligin kalitsal olmayan tipi kronik bdbrek
yetmezligi olgularinda gelisen bobrek osteodistrofisidir. So6zii edilen hastalar,
disaridan yeterli miktarda D vitamini alsalar bile, onu bobrekte 1,25(OH),D3 vitamine
yeterli miktarda doniistiiremezler. Sonugta hipokalsemi, sekonder hiperparatiroidizm
ve kemiklerde D vitamini eksikligine bagl kronik bozukluklar (osteomalazi) ve/veya
Kistik fibroz osteitte goriilene benzer bozukluklar ortaya ¢ikar. Diyalizle tedavi edilen
son dénem bobrek yetmezligi olgularinda kemik bozuklugu, olgularin % 50 - 80'inde
bulunmustur. 1,25(0OH),D3; baglanmas1 paratiroit hiicrelerinde de goriilmiis olup bu
olay, bunlarin, PTH metabolizmasina katilabilecegi yoniinde sasirtic bir olasiliga yol
acmistir (Kayaalp 2012).
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D vitamini safra asitlerinin ikincil tiirevleri olan {irlinleri ile ilgili LCA ve
ksenobiyotiklerin metabolik doniisiimiinii katalize eden sitokrom P450 enziminin
(CYP3A: Cytochrome P450, family 3, subfamily A) VDR’nin bir hedef geni
oldugunu géstermistir (Jiang ve ark. 2006).

2.2.2. Giincel Yénleriyle D vitamininin Hastaliklarla Iliskisi

D vitamininin immuniteye etkisi, hem antimikrobiyal fonksiyonlari
destekleyerek hem de enflamatuar aktiviteyi baskilayarak olur. D vitamininin immun
regiilasyondaki 6nemi giderek artmaktadir. 250HD vitamininin 1a-hidroksilasyonu,
beyin, meme, kolon, prostat ve inflamasyon bdlgesindeki immiin sistem hiicreleri
gibi bobrek disi bolgelerde de gergeklesir. Lokal olarak sentezlenen 250HD vitamini
parakrin etkiyle immiin cevabi diizenler. 250HD vitamini, monositler, makrofajlar,
dendritik hiicreler ve aktive T ve B hiicreleri gibi immiin sistem hiicreleri dahil cogu
hiicre tipinde yer alan niikleer VDR'lere baglanir (Dimeloe ve ark. 2010).

Ekvatordan uzaklastikca, bazi kanser riskinde ve insidansinda artis
gozlemlenmistir (Garland ve ark. 2006). Ayrica yaz aylarinda tan1 alan kanserlerin,
sag kalimlarinin daha da iyi oldugu gosterilmistir (Lim ve ark. 2006) Kanser gelisme
riskinin artisinin ve daha yiiksek enlemlerde daha kotii prognoza sahip olmasinin en
olasi agiklamasi giinese maruziyetin azalmasi sonucu olusan D vitamini eksikligidir.
D vitamininin kansere kars1 koruyucu etkisini, hem anti-proliferatif etkiyle hem de
hiicrelerin differansiyasyonunu diizenleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. D vitamini
ayni zamanda tiimoriin yayilimini kolaylastiran telomeraz ekspresyonunu, apoptozisi
ve anjiyogenezi inhibe etmektedir (Deeb ve ark. 2007).

Dogal giines 1sinlarina maruz kalma ile kanserden 6liim oranlari arasindaki
ters iliski oldugunu, bu kanserin ise non-hodgkin lenfoma ve multiple miyelomanin
yani sira, meme, rektum, yumurtalik, prostat, mide, mesane, yemek borusu, bobrek,
akciger, pankreas ve uterus kanserleri oldugu bildirilmistir. Ayrica D vitamini
seviyesinin artigi ile kolon kanseri riskinde % 50, azalig tespit edilmistir (Lappe ve
ark. 2007).

D vitamini eksikligi ile insiilin rezistansina, hipertansiyona, vaskiiler
kalsifikasyona, inflamasyona ve sol ventrikiiler hipertrofi gibi kardiyak risklere

yatkinhigin arttigi bulunmustur. Ayn1 zamanda D vitamini eksikligi konjestif kalp
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yetmezliginin insidansinda ve kalp yetmezligi mortalitesindeki artisla iliskili
bulunmustur (Lee ve ark. 2008).

Framingham Offspring ¢alismasinda, D vitamini seviyesi en diisiik ¢eyrekte
olan hastalarla, D vitamini seviyesi en yiiksek c¢eyrekte olan hastalar
karsilagtirildiginda; en yiiksek g¢eyrekte olanlarda tip 2 diyabet insidansinda % 40
azalig tespit edilmistir (Liu ve ark. 2010).

D vitamininin biyolojik aktif formu olan 1,25(0OH),D’nin yarilanma 6mrii az
oldugu i¢in 1,25(OH);D ideal Ol¢iim i¢in uygun degildir. Kiside D vitamini
seviyesinin normal, eksik veya fazla oldugunu anlamak i¢in yarilanma 6mrii daha
uzun olan 250HD vitamini seviyesine bakilmalidir. 250HD vitamini seviyesi hem D
vitamini alimmi ve hem de endojen yapimini gostermektedir. Ayrica D vitamini
Olglimiinde altin standart olarak kabul edilen en ideal yontem Sivi kromatografisi -
Kiitle spektrometresi / Kiitle spektrometresi (LC — MS / MS: Liquid chromatography
- Mass spectrometry / Mass spectrometry) kabul edilmektedir. LC — MS / MS
yontemi ayni anda 250HD, ve 250HD; vitaminlerini es zamanl olarak olgiip,

toplam 250HD vitamini sonucunu verebilmektedir (Fraser ve Milan 2013).

2.3. Serbest Radikaller

Radikaller, dis orbitallerinde paylasilmamis elektron iceren kimyasal
tirlerdir. Boyle bir kimyasal tiir basit bir atom ya da kompleks yapili bir organik
molekiil olabilir. Her tiirden kimyasal ve biyokimyasal tepkime daima atomlarin dig
orbitallerindeki elektronlar seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis
elektron bulunmasi s6z konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini olaganiistii arttirdig:
icin, radikaller reaktivitesi ¢ok yiiksek olan kimyasal tiirlerdir. Elementlerin bir
kismi, atomik yapilarinda paylasiilmamis elektron icerdiklerinden, dogada atomlari
seklinde degil; molekiiller seklinde bulunurlar. Ornegin hidrojen, karbon, nitrojen,
oksijen ve diger bazi elementler dogada atomlar1 seklinde serbest bulunmazlar.
Asalgazlar (soygazlar) gibi elementlerde ise igerebildikleri biitiin orbitalleri
elektronlarla doyuruldugu i¢in serbest atom seklinde bulunabilirler ve reaktiviteleri
yoktur. Kimyasal olarak radikal yapisina sahip olan tiirler, paylasilmamis elektron

igeren atom {izerine konulan nokta (X*) ile belirtilmektedir (Kiling ve Kiling 2002).

Icinde bulundugumuz c¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar

nedeniyle devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar
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ve gesitlilikte radikaller tiretilmektedir. Nerede ve nasil iiretildiklerine bakilmaksizin,

radikaller baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar (Kiling ve Kiling 2002).

1. Kovalent Baglarin Homolitik Kirilmasi: Yiksek enerjili elektromanyetik
dalgalar ve yiiksek sicaklik (500 - 600 °C) kimyasal baglarin kirtlmasina neden olur.
Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayr1 atomlar {izerinde
kaliyorsa, bu tiir kirtlmaya homolitik kirtlma denir ve her iki atom iizerinde de
paylasilmamis elektron kalir. Organik molekiillerdeki baglarin heterolitik kirilmasi
durumunda zit yiiklii iyon ¢iftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

2. Normal Bir Molekiiliin Elektron Kaybetmesi: Radikal 6zelligi bulunmayan bir
molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde paylasilmamis elektron kaliyorsa,
radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve tokoferoller (E vitamini)
gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri indirgerken,
kendilerinin radikal formlar1 olusur. Glutatyon (GSH) radikalleri indirgerken,
kendisinin tiyil radikali (GS*) olusur. Iki tiyil radikalinin birbiriyle tepkimesi sonucu
olusan tiir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur.

3. Normal Bir Molekiile Elektron Transferi: Radikal ozelligi tasimayan bir
molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde paylasilmamis elektron
olusturuluyorsa, bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir. Ornegin
molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin

(O2") olusumuna neden olur (Kiling ve Kiling 2002).

Oksijen bulunan bir ortamda gesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen
radikalleri yapilabilir. Ozellikle oksijenin metabolize edildigi canlilarda 6nemli
derisim ve cesitlilikte radikal {liretimi gerceklesir. Hiicresel kosullarda olusabilen
oksijen radikalleri ile oksijen iceren reaktif tiirlerin 6nemli olanlar1 tablo: 2.3’de
goriilmektedir. Viicudumuzda olusabilen radikallerin sayis1 “yiizlerce farkli tiir”
seklinde ifade edilebilirse de, bu radikaller arasinda siiperoksit, H,O», nitrik oksit ve
hidroksil radikalinin 6zel yerleri vardir. Hatta bu radikaller i¢inde siiperoksit ve nitrik
oksit temel radikaller sayilabilir. Ciinkii siiperoksit ve nitrik oksit enzimatik
mekanizmalarla, devamli olarak ve 6nemli derisimde iiretilen radikallerdir. Ayrica bu
iki radikal, biyolojik sistemlerde tanidigimiz diger biitiin 6nemli radikaller ile radikal
yapida olmayan reaktif tiirlerin olusumunu baslatabilecek 6zelliktedirler (Kiling ve
Kiling 2002).
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Tiir Adi Tiir Adi

1o, Singlet oksijen NO’ Nitrik oksit

0," Siiperoksit NO, Nitrojen Dioksit
H.0, Hidrojen peroksit NO," Nitril Katyonu

OH~ Hidroksil radikali NO Nitroksil anyonu
ROO’ Peroksi radikali NO* Nitrozonyum iyonu
ROOOH Hidroperoksit ONOO Peroksinitrit

RO’ Alkoksi radikali ONOO’ Peroksinitrit radikali
ROOR’ Endoperoksit N,O3 Dinitrojen trioksit
HO, Hidroperoksi radikali N,O, Dinitrojen tetroksit

Tablo 2.3: Reaktif oksijen ve azot tiirleri.
(Kiling ve Kiling 2002).

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirleri

Stiperoksit Radikali(O,")

Hemen hemen tiim aerobik hiicrelerde, oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesiyle siiperoksit radikali (O,") olusur. Siiperoksit radikalinin olusumuna;
indirgeyici ozellikteki biyomolekiiller (6rn: hidrokinonlar), yiizlerce enziminin
katalitik etkisi (6rn: dehidrogenazlar), mitokondrideki enerji metabolizmasi sonucu
ve aktive edilen 16kositlerde olusan O," 6rnek gosterilebilir. Siiperoksit indirgenmis
gecis metallerinin otooksidasyon reaksiyonu ile de olusabilmektedir. Bu reksiyonlar

geri doniisiimliidiir.

0, +e” — 03
Fet? + 0, ——— Fe™ + 0%~

Cut+ 0, —— Cu*?+ 03~

(Kiling ve Kiling 2002).

Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya
da siiperoksitlerin enzimatik/enzimatik olmayan dismutasyonu tepkimeleri sonucu
olusur. Hidrojen peroksitin pK'st 10.6 oldugundan, nétral ve asidik kosullarda net
yiik tasimaz, biyolojik zarlar1 kolayca gecebilir. Yapisinda paylasiimamis elektron
icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir tiir degildir. Hidrojen peroksitin
oksitleyici bir tiir olarak bilinmesinin nedeni, Cu, Fe gibi metal iyonlar1 varliginda
hidroksil radikalinin Onciilii olarak davranmasidir. Belirtilen oksitleyici 6zelligi
nedeniyle biyolojik sistemlerde olusan H»O-'in derhal ortamdan uzaklastirilmasi
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gerekir (Kiling ve Kiling 2002). H,Oj'in {iretimi siiperoksit dismutaz (SOD:

Superoxide dismutase) enzimi ile de olmaktadir.

(SOD)
205 + 2Ht —— H,0, + 03

(Aslani ve Ghobadi 2016).

Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali genellikle fenton veya fenton tipi reaksiyonu sonucunda
olusan son derece reaktif bir oksidandir. Lipidler, proteinler ve niikleik asitleri okside
edebilir. Yarilanma omrii ¢ok (10°saniye) kisadir. Olustugu yerde biiyilk hasara

sebep olur.

H,0, + 05~ —— OH"~+ OH™ + O,
05 + Fet® ——— 0, + Fe'?

Fet? + H,0, ——— Fe™ + OH'~ + OH~ (Fenton Reaksiyonu)
(Aslani ve Ghobadi 2016).

Singlet Oksijen (*O,)

Radikal olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlari
sonucu meydana geldigi gibi, serbest radikal reaksiyonlarinin baglamasina da sebep
olur. Doymamis yag asitleri ile de dogrudan tepkimeye girerek peroksit radikalini

olusturur ve OH* kadar etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu baslatabilir.

Oksijenin enerjetik olarak uyarilan bu formunun da reaktivitesi ¢ok yiiksektir.
Baslica su mekanizmalarla viicutta olusabilir: @) Pigmentlerin (6rnegin flavin igeren
niikleotidler, retinal, bilirubin) oksijenli ortamda 1$181 absorplamasiyla, b)
Hidroperoksitlerin metaller varligindaki yikim tepkimelerinde, ¢) Kendiliginden
dismutasyon tepkimeleri sirasinda (0rnegin fagozom iginde), d) Prostoglandin
endoperoksit sentaz, baz1 sitokrom P450 tepkimelerinde, miyelo/ kloro/
laktoperoksidaz enzimlerinin etkileri sirasinda.

Singlet oksijen diger molekiillerle etkilestiginde ya igerdigi enejiyi transfer
eder, ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon - karbon ¢ift baglari singlet

oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Doymamais yag asitleri ile dogrudan tepkimeye
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girerek peroksi radikalini olusturur ve etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu
baslatabilir (Kiling ve Kiling 2002).

2.3.2. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin yiiksek konsantrasyonlar1 hiicrelerin lipid, aminoasitler,
proteinler, DNA, karbonhidrat ve enzimler de dahil olmak {izere, viicutta bulunan
biyomolekiillerin her tiirlisiiniin zarar gormesine neden olabilirler. Radikaller
mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabilileyi bozar, bunun sonucunda
apopitozun baglamasi ile mitokondriyal hasara neden olabilirler (Aslani ve Ghobadi
2016).

Lipidler Uzerine Etkisi

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini agacak oranlarda
olustuklar1 zaman hiicresel elemanlara zarar verirler ve gesitli bozukluklara sebep
olurlar. Biyomolekiiller serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipidler daha
hassastirlar. Hiicre membranindaki doymamis baglar serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon {iriinlerini olustururlar. Coklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA: Polyunsaturated fatty acids) ve fosfolipidlerin oksidatif yikimi,
lipid peroksidasyonu olarak bilinir ve oldukca zararlidir. Clinkii Peroksidasyon bir
kere olustuktan sonra endoperoksitlerin (MDA prekiirsorii) siklizasyon reaksiyonuyla
yeni radikallere sebep olur ve sonugta MDA olusur. Lipid peroksidasyonu ile
meydana gelen hiicre zar1 hasari, geri doniisiimstizdiir (Aslani ve Ghobadi 2016).

Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal etkisi sonucu
hiicre zar1 yapisinda bulunan PUFA’lardan bir hidrojen atomu uzaklagtirmasi ile
baglar. Peroksidasyon birkere olustuktan sonra endoperoksitlerin siklizasyon
reaksiyonuyla yeni radikaller olusur ve devam eder. Lipid peroksidasyonu sonucu
olusan lipid hidroperoksitlerinin yikimi, gecis metalleri (demir ve bakir gibi) iyon
katalizini gerektirir. Lipid hidroperoksitleri yikildiginda ¢ogu biyolojik olarak aktif
olan aldehitler (MDA, 4-hidroksinonenal, alkanlar ve alkenler, dienler ve hidroksitler
ve hidroperoksitler) olusurlar (Aslani ve Ghobadi 2016). MDA gibi tiyobarbiitirik
asid reaktifleri lipid peroksitlerin en ¢ok bilinen aldehid formu olup, arasidonik
asidin oksijenasyonu ya da PUFA’larin enzimatik olmayan oksidatif yikimi1 sonucu

ortaya ¢ikmaktadir. MDA, hiicre zarindaki komponentlerin polimerizasyonu ve
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capraz baglanmasina neden olarak iyon transportu, enzimatik aktivite, hiicre ylizey
determinantlarinin agregasyon durumlart ve intrensik membran &zelliklerini
degistirmektedir. MDA, profibrogenetik sitokinleri (TGF-B1:Transforming growth
faktor-p1) salan kupffer hiicrelerini aktive etmekte, ayrica kollagen gen
ekspresyonunu ve iiretimini artirmaktadir. Bu nedenle, lipid peroksidasyonun son
triinlerinden olan MDA Ol¢iimii  hiicresel hasarin  derecesini  dlgmede
kullanilmaktadir. ROS’un direk 6l¢iimii zor oldugu icin molekiiler ve enzimatik
antioksidanlarin doku ve kandaki seviyeleri oksidatif durumu yansitmaktadir (Sezer
ve Keskin 2014).

Lipid peroksidasyonu ¢ok zararli bir zincir reaksiyonudur. Dogrudan olarak
hiicre zar1 yapisina ve dolayli olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre
bilesenlerine zarar verir. Hiicre zar1 permeabilitesi, proteinleri ve akigskanligi zarar
goriir. Peroksidasyonla olusan MDA, hiicre zar1 komponentlerinin ¢apraz baglanma
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi hiicre zar1 6zelliklerini
degistirir. MDA bakteriyel ve memeli hiicrelerinde mutajenik ve sicanlarda

kanserojenikdir (Aslani ve Ghobadi 2016).

Proteinlere Etkileri

Proteinlerin ~ serbest  radikalleren  etkilenme  dereceleri ~ aminoasit
kompozisyonlarma baghdir. Ozellikle sistein (C: Cysteine) ve metiyonin (M:
Methionine) aminoasitleri ROS/ reaktif nitrojen tiirleri (RNS: Reactive nitrogen
species) oksidasyonuna duyarlidir (Valko ve ark. 2007). Doymamis bag siilfiir ya da
M, C, fenilalanin, triptofan ve tirozin gibi aromatik halkalar1 olan aminoasitler,
reaktif oksijen metabolitlerinin oksidasyonuna ¢ok yatkindir. Ozellikle siilfiir
radikalleri ve karbon merkezli radikalleri olusurlar (Aslani ve Ghobadi 2016). Bircok
farkli mekanizma tarafindan olusan karbonil gruplarinin konsantrasyonu ROS aracili
protein oksidasyonunun iyi 6l¢iisiidiir. Protein karbonil gruplarinin analizi i¢in hassas
bir yontem, gelistirilmistir. Ileri glikasyon son iiriinleri (AGEs: Advanced glycation
end products) karmasik ftriinlerin bir smifidir. Bunlar karbonhidratlarin ve
proteinlerin serbest amino gruplari arasindaki bir tepkimenin sonucudur. AGES’lerin
cogu cok kararsiz reaktif bilesiklerdir ve son iirlinlerin tamamen analiz edilebilirligi

zordur (Valko ve ark. 2007).
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Lipofusin; protein ve lipid  kalintilarinin demir katalizli
oksidasyon/polimerizasyon reaksiyonu ile olusan pargalanamayan bu madde,
genellikle lizozomlarda kahverengi - sar1 bir pigment olarak olusur. Diger protein
agregatlarina benzer sekilde, lipofusin proteolize son derece dayaniklhidir ve

yaslanmanin belirtisi olarak kabul edilir (Aslani ve Ghobadi 2016).

Niikleik Asitler ve DNA'ya Etkileri

ROS/RNS tiirleri DNA'y1 etkileyerek oksidatif hasardan kaynaklanan genetik
materyalde kalic1 degisiklik mutajenez, karsinogenezis ve yaslanma hatta hiicrede
Olime yol agarlar.

Hidroksil radikali purin ve pirimidin bazlar1 hatta deoksiriboz yap1 da olmak
tizere DNA molekiiliiniin tiim bilesenlerine zarar verdigi bilinmektedir. Ayrica,
peroksinitritin DNA hasar1 ve lipid oksidasyonunu ve ayni zamanda DNA’da
tekrarlayan zararli etkileri nedeniyle yaslanmada rolii vardir (Aslani ve Ghobadi

2016). Bu konuda en fazla ¢alisilan DNA lezyonu, radikal hasar sunucu olusan, 8-

hidroksiguanindir (Valko ve ark. 2007).

Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar {izerine de Onemli etkileri vardir.
Karbonhidratlarin oksidatif hasari, hormonal ve ndrotransmitter yanitlari, interlokin
aktiviteleri ve prostaglandin olusumu ile iliskili hiicresel reseptor islevlerinde
degisiklige sebep olabilir. Bununla birlikte pek ¢ok hastaligin patogenezinde ve
yaslanmaya neden olabilir (Aslani ve Ghobadi 2016).

2.3.4. Bashca Serbest Radikal Uretim Kaynaklar

Serbest radikal olusturan kaynaklar endojen ve ekzojen olmak iizere iki gruba
ayrilabilir. Organizmada serbest radikallerin en 6nemli olusum kaynagi, normal
hiicre metabolizmas1 sirasinda elektron transport zinciri sayesinde mitokondridir.
Bunlardan baska bazi enzimlerin aktivitesi sirasinda (oksidaz, siklooksijenaz,
lipoksigenaz, dehidrojenaz ve peroksidaz gibi) serbest radikallerin iiretilmesine
neden olabilir. Sitokrom P450 metabolizmasi, lizozomlar, peroksizomlar ve

enflamatuar hiicre aktivasyonu ROS’larin diger endojen iiretim kaynaklaridir.
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Serbest radikallerin hiicre dis1 kaynaklar1 ise radyasyon, sigara, bazi kirleticiler,

bocek ilaglart ve bazi ilaglardir (Aslani ve Ghobadi 2016).

2.4. Antioksidan Sistem

Biyolojik sistemler serbest radikalleri ndtralize etme ve zararli etkilerine karsi
hiicreleri  korumak i¢in koruyucu antioksidan sistemleri ile donatilmistir.
Antioksidanlar1 enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan olarak iki kategoriye

ayrilabilir. Enzimatik antioksidanlar ise ya “birincil” ya da ikincil "enzimlerdir.

En etkili antioksidan olan "birincil enzim™ enzimler (GPx, CAT ve SOD)
serbest radikalleri nétralize eder veya serbest radikalleri olusumunu engellerler.
Okside glutatyonu (GSSG) rediikte hale getiren glutatyon rediiktaz (GR) ve NADPH
tireten glukoz-6-fosfat dehidrojenaz gibi "ikincil enzimler" dogrudan dogruya serbest
radikalleri ndtralize etmez ancak diger endojen antioksidanlar: desteklerler (Aslani
ve Ghobadi 2016).

2.4.1. Hiicre I¢i Enzimatik Antioksidan Savunma

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Bu enzim, iki formu vardir: Selenyum bagimli (GPx: EC.1.11.1.19) ve
selenyum bagimsiz  (glutatyon-S-transferaz, GST: EC.2.5.1.18) Glutatyon
peroksidaz, hidroperoksitlerin veya organik peroksitlerin indirgenmesinden sorumlu

enzimdir. GSH-Px asagidaki reaksiyonlari katalizler.

GSH—Px
H,0, + 2GSH —— GSSG + 2H, 0

GSH—Px
ROOH + 2GSH —— GSSG + ROH + H, O
(Aslani ve Ghobadi 2016).

Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST enzim ailesi iginde kanserojenleri, ilaglar1 ve oksidatif stres tirlinleri de
dahil olmak iizere genis bir yelpazede etkilidir. GST'ler GSTM1 - GSTM5 olarak
adlandirilan bes farkli izoenzimleri bes sinifa ayrilir. GSTM1 GST'ler i¢inde kanser
ve mutasyon ile en ¢ok iliskilidir (Valko ve ark. 2007).
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GST
ROOH + 2GSH — GSH + ROH + H,0

Katalaz (CAT)
Katalaz (E.C.1.11.1.6) tetramerik porfirin igeren bir enzimdir. Gorevi,

hidrojen peroksidi oksijen ve suya parcalamaktir. Peroksizomlarda lokalizedir.

katalaz

2H202 — Hzo + 02

CAT bir dakikada yaklagik 6 milyon H;0,’yi H,O ve O;’ye doniistiirme
yetenegine sahip, tiim enzimler i¢inde bilinen en biiylik doniistiirme oranlarina sahip
bir enzimdir. CAT tiim dokularda mevcut olsa da, bu enzimin en yiiksek aktivitesi,

karaciger ve eritrositlerdedir.

Stiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz (EC.1.15.1.1), viicuttaki antioksidan enzimlerin iginde
en etkili olan, bir metaloenzimdir. SOD organizmanin reaktif oksijen tiirlerine (ROS:
Reactive oxygen species) karsi ilk savunma hatti olarak kabul edilir. SOD
stiperoksidin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizler. H,0,
ardindan, CAT ya da GPx aktivitesi ile ortamdan uzaklastirilir. SOD enziminin
bir¢ok izoformu vardir. Bu farklilik aktif merkezindeki subiinitlerin ve kofaktorlerin

sayisi kadar, aminoasit dizilisi gibi birgok yonden kaynaklanir (Aslani ve Ghobadi
2016).

SOD
205" + 2HY — H,0, + O,

Bunlar, sitozolde bulunan dimerik, Cu ve Zn ihtiva eden izomer (Cu-Zn
SOD), mitokondride bulunan tetramerik Mn ihtiva eden izomer (Mn-SOD) ve
izoform bakir ve ¢inko iyonlar her ikisini birlikte salgisal tetramerik glikoprotein
igeren hiicre dis1 SOD’dir. Genel olarak hiicrede en bol bulunan izomer sitozolik Cu-
Zn SOD neredeyse biitlin memeli hiicrelerinde bulunur. Enzimin fizyolojik
fonksiyonu; oksijeni metabolize eden hiicreleri siliperoksit serbest radikallerinin

zararli etkilerine kars1 korumaktir. Normal metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan
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yiiksek oranda siiperoksit iiretimi olmasina ragmen bu enzim sayesinde hiicre ici
stiperoksit seviyeleri diisiik tutulur. Mn-SOD anti-tiimor aktivitesine sahip en etkili
antioksidan enzimlerden biri oldugu diistintilmektedir. Hiicre dis1 SOD fibroblastlar
ve endotel hiicreleri gibi sadece bir kag hiicre tipinde sentez edilir. Hiicre dis1 SOD
hiicre yiizeyi ilizerinde yer almaktadir ve heparin ve heparan siilfatlara yiiksek

afiniteye sahiptir (Aslani ve Ghobadi 2016).

Peroksiredoksin

Peroksiredoksin  (tioredoksin  peroksidazlar) dogrudan indirgenebilen

peroksidazlardir ve evrimsel olarak korunmus antioksidan proteinlerin bir ailesidir.

Peroksiredoksin (tioredoksin peroksidazlar) bir peroksidazlar ailesidir ve
peroksitlerin  (H,O, ve farkli alkil hidroperoksitler) dogrudan indirgenmesi

kapasitesine sahip antioksidan proteinlerdir (Aslani ve Ghobadi 2016).

2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.4.2.1. Metabolik Antioksidanlar,

Tiyol antioksidanlar — glutatyon (GSH)

Hayvan hiicrelerindeki yaygin, diisiik molekiil agirlikli tiyol antioksidani
tripeptit GSH  (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)’dir.  GSH  genellikle olarak
sitoplazmada bulunmakla birlikte ayn1 zamanda, mitokondri, peroksizom, niikleer
matris ve ER’de dahil olmak tizere diger hiicre boliimlerinde de bulunabilir.

GSH’ler serbest radikaller ve diger ROS’lar1 temizleyici olarak hareket eder.
Ayrica, proteinlerdeki -SH gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplari oksidasyona
kars1 korurlar. GSH’lar bu temizleme islemlerinde OH*", LOO*, ONOO" ve H,0,’yi
dogrudan, dolayli enzimatik reaksiyonlarla rediikte glutatyonu (GSH), oksitlenerek
okside glutatyona (GSSG) doniisiir (Sekil: 2.22). Okside glutatyonun tekrar rediikte
hale gelmesi NADPH’in kullanilmasi ile olur. Bunlarin disinda GSH, hiicrede C

aminoasidinin 6nemli bir rezervidir (Aslani ve Ghobadi 2016).
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Sekil 2.22: Glutatyon redoks sistemi.
(Nelson ve Cox 2013)

Tiyol antioksidanlar - tioredoksin sistem:

Bir bagka tiyol antioksidan tiyoredoksin sistemi her ikisi de oksidorediiktaz
ozellikte olan tioredoksin rediiktaz enzimi ve tioredoksindir. Tioredoksinin sitozolik
tioredoksin-1 ve mitokondriyal tioredoksin-2 olmak iizere iki onemli formu
hiicrelerde vardir. Tioredoksinler proteinler ve peptidleri oksidatif hasara kars

korurlar.

Tiyol antioksidanlar - lipoik asit

a-lipoik asit hemen hemen tiim canli tiirlerinde bulunan énemli bir dogal tiyol
antioksidandir. Ciinkii hem su hem de yagda ¢6ziinebilir nitelikte oldugu igin ideal
bir antioksidandir (Aslani ve Ghobadi 2016).
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Melatonin

Melatonin, agirlikli olarak omurgalilarin pineal bezi tarafindan {iretilen
triptofandan tiiretilmis hormondur. Melatonin salgilanmasi sirkadiyen gerceklesir ve
en fazla gece olusur. Melatonin, ¢ok gii¢lii bir antioksidandir. Bu yiizden, gliniimiize
kadar bilinen antioksidanlarin en giicliisii (Orn: vitamin A, E, C,’den daha giiglii)
olarak bilinmektedir. Melatonin OH*" radikalini GSH’a gore 5 kat daha gii¢lii olarak
temizledigi kaydedilmistir. Melatoninin antioksidan olarak diger 6nemli bir 6zelligi
de lipofilik olmasi1 ve diger antioksidanlar1 da uyarabilmesidir. Boylece ¢cok genis bir

dagilimda antioksidan aktivite sahiptir.

Koenzim Q10

Koenzim Q10, hiicre membranlarinda dogal olarak bulunmaktadir. Hiicre igi
bir antioksidan olarak koenzim Q10, membran fosfolipidlerini, mitokondriyal
membran proteinlerini ve LDL-C’yi serbest radikallerin olusturacag: oksidatif hasara
kars1 korur (Aslani ve Ghobadi 2016).

2.4.2.2. Besinsel Antioksidanlar
C Vitamini

Askorbik asit olarak da adlandirilan C vitamini, suda ¢6ziinen taze meyve ve
sebzelerde bulunan giiglii bir antioksidandir. C vitamininin sentezi ¢ogunlukla
bitkilerde ve hayvanlarda D-glukoz ve D-galaktoz’dan gergeklesir. C vitamini
insanda L-glukonolakton oksidaz enzimi eksiliginden dolayr sentezlenemez. C
vitamini giiclii bir elektron vericisidir. Elektronlarin1 vererek, diger bilesiklerin
okside olmasini engeller. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit
ile reaksiyona girerek onlari ortamdan temizler. Lipid peroksidasyonunu baslatan
radikallerin etkilerini yok ederek, lipidleri oksidasyona kars1 korur. C vitamini hem E
vitamini ile birlikte radikallerle birlikte savasir hem de E vitaminin rejenerasyonunda

gorev alarak tokoferoksil radikalinin a-tokoferole indirgenmesini saglar.

Fe*® 4+ VitC — Fe*? + VitCe + 2H"

(Aslani ve Ghobadi 2016)
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E Vitamini

E vitamini dogada sekiz farkli stereoizomeri olan lipid faz zincir kiran
antioksidandir. Bu steroizomerleri tokoferoller (a,f,y,0) ve tokotrenioller
(0,B,y,0) dir.

a tokoferol E vitamininin insanda ana biyoaktif formudur. Hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan poliansature yag asitlerini serbest radikal etkisinden korur.
Stiperoksit ve hidroksi radikallerini, singlet oksijen, lipid peroksi radikallerini ve
diger radikalleri indirger. E vitamini findik ve yer fistig1, yumurta, meyve, lahana,
balik, pamuk, tiim tahillarda ve islenmemis bitkisel yaglar da dahil olmak iizere,

dogal kaynaklardan bulunabilir (Aslani ve Ghobadi 2016).

LOO® + a — tokoferol — OH — LOOH + o — tokoferol’

Karotenoidler

A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-karoten karotenoid familyasinin
bir liyesidir. Karotenoidler taze meyve ve sebze bulunurlar. Karotenoidler gii¢lii ROS

temizleyicileridir. A, C ve E vitaminleri birlikte hiicreyi RNS ye kars1 korurlar.

Polifenoller

Polifenoller, yaygin olarak meyveler, sebzeler ve tahillarda dogal olarak
bulunan bitkilerin ikincil metabolitleridir. Polifenoller ultraviyole radyasyon ve
patojen saldirilarina kars: bitkileri korumakla sorumludurlar. Giiglii antioksidan olan
polifenoller oksidatif hasara karsi hiicre bilesenlerini koruyarak ve ilgili dejeneratif

bozukluklarin riskini azaltabilirler (Aslani ve Ghobadi 2016).

2.5. Total Antioksidan Seviye, Total Oksidan Seviye ve OSI Hesabt

Organizma normalde fizyolojik kosullarda, endojen veya eksojen nedenlerle
olusan serbest radikaller ve bunlara bagli olusan oksidatif stres ile miicadele eden
karmasik bir antioksidan savunma sistemine sahiptir. Olusan oksidan durumlara karsi
viicudun redoks ayarini siirdiirebilmesinde kan c¢ok oOnemlidir. Ciinkii kan,

antioksidanlarin ~ viicudun  tiim  hiicrelerine  tasinmasint  ve  dagitimini
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gerceklestirmektedir. Total oksidan seviyenin (TOS: Total oksidan status) artisinda
en biiyiik rolii endojen olarak viicutta sentezlenen serbest oksijen molekiillerinin yan
riinleri saglamaktadir. Viicutta normal veya patolojik olarak serbest radikaller
olusur. Bu friinler olustuklar1 yerde hemen detoksifiye edilmezler ise zararh
etkilerini olustururlar. Total antioksidan seviyeye (TAS: Total antioksidan status) en
biiyiik katki plazmadaki antioksidan molekiillerden gelmektedir. Plazmada bilirubin,
iirik asit, vitamin E, vitamin C, transferin ve seruloplazmin, gibi proteinler yaninda
serbest radikalleri tutan zincir kirici antioksidanlar da bulunmaktadir. Plazmada
antioksidanlar bir etkilesim iginde bulunurlar. Genel olarak bu maddeler sinerjist
olarak caligmaktadirlar. Bu etkilesimden dolayi, bilesenlerin tek baslarina yaptiklari
etkilerin toplamindan daha fazla bir etki olusmaktadir. Bu sinerjizme ornek
glutatyonun askorbati, askorbatinda tokoferoliin yeniden aktiflesmesini saglamasi
gosterilebilir. Ayrica bir antioksidandaki azalis, digerindeki artis ile kompanse
edilebilmektedir. Viicuttaki oksidatif stresi ve antioksidan seviyeyi degerlendirmek
icin oksidan ve antioksidan molekiillerin bireysel Ol¢limii yerine total olarak
Olglimiinii saglayan yontemler yaygimlasmaktadir (Erel 2005; Erel 2004). TOS
seviyesinin, TAS seviyesine oranlanmasiyla oksidatif stres indeksi (OSI: Oxidative
stress index) hesaplanmaktadir. OSI viicudun oksidan antioksidan dengesinin

yoniiniinii  belirtir. OSl Hesabi: 7o x 100 seklinde hesaplanmistir  (http:/

www.baranmedikal.com.tr/tr/sayfa.php?/4).

2.6. Paraoksonaz

Kalsiyum bagimli, ester baglarini hidrolizeden paraoksonaz, (Durrington ve
ark. 2001), hem arilesteraz (ARE: Arilesterase, E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz
(E.C.3.1.8.1) aktivitesine sahip enzimdir (van Himbergen ve ark. 2006). ilk olarak
Mazur (1946) tarafindan kesfedilen enzim, sonraki yillarda tavsanda dahil olmak
tizere cesitli memelilerde paraoksonaz olarak tanimlanmistir (Aldridge 1953;
Aldridge 1953). Paraoksonaz bir tarim ilacit olan son derece zehirli organofosfat
parationun toksik metaboliti paraoksonu (organofosfat substrati) hidroliz
edebilmesinden dolay1 bu ismi almistir. Paraoksonaz gen ailesi, insanlarda 7q 21.3-
22.1 kromozomunun uzun kolunda, birbiriyle baglantili Paraoksonaz-1 (PON-1:
Paraoxonase 1), Paraoksonaz-2 (PON-2: Paraoxonase 2) ve Paraoksonaz-3 (PON-3:

Paraoxonase 3) seklinde ii¢ liyeden olusmaktadir (van Himbergen ev ark. 2006).
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Karacigerde sentezlenip kana salinan PON-1, 43 kDa molekiiler agirliga
sahip, 354 aminoasitten olusan bir protein olup, serumda genellikle HDL-C iizerine
(apoJ ve apoA-I’i de igeren) lokalizedir (Durrington ve ark. 2001; van Himbergen ve
ark. 2006). PON-1 gibi ¢ogunlukla karacigerde eksprese olan PON-3, diisiik
miktarda boébreklerde de bulunur ve HDL-C ile iligkilidir (Aviram ve Rosenblat
2005). PON-2 ise serumda tespit edilemeyen ancak; beyin, karaciger, akciger kalp
gibi dokularda salgilanir (van Himbergen ev ark. 2006).

Yapilan invitro c¢alismalarda, PON-1 ve PON-3lin LDL-C'nin lipid
oksidasyonunu inhibe ettigini, boylece aterosklerozu baslatan ve ilerleten okside
lipid seviyelerini azalttigi bildirilmistir (Harel ve ark. 2007). Paraoksonazlar igin
bildirilen fizyolojik roller arasinda; platelet-aktive edici faktor hidrolizi (Rodrigo ve
ark. 2001), lipid oksidasyonu (aldehitler gibi) (Ahmed ve ark. 2001), aterosklerotik
vaskiiler hastalik icin risk faktorii olarak bilinen homosistein tiyolakton hidroliz ve
inaktivasyonu (Jakubowski 2000) yer almaktadir. PON-1, makrofaj kolesterol
biyosentezini inhibe eder ve makrofajlara kolesterol akisini stimiile eder (Rozenberg

ve ark. 2003; Aviram ve Rosenblat 2005).

PON-1 aym1 zamanda kolesterol esterlerinin peroksitlerini metabolize eder
(Aviram ve Rosenblat 2005). Paraoksonazlarin aterosklerozise karsi etkisi HDL-C
partikiilleri {izerindeki lokalizasyonlar1 ile iliskilidir ve LDL-C'nin lipid
oksidasyonunda smirlama roliine sahiptir. PON-1, HDL-C'nin glikasyon ve
homosisteinilasyon yatkinliginda modiilator etkiye sahiptir (Ferretti ve ark. 2005).
PON-1'in LDL-C oksidasyonunun engellemesinde, LCAT ve apoA-1’den daha etkili

oldugu deneysel olarak kanitlanmistir (Durrington ve ark. 2001).

PON-1’in kodlama bolgesinde iki polimorfizm bulunmaktadir. Bunlar
pozisyon 55'de 16sin (L: Leucine) ve M aminoaitleri (55 L>M) transisyonu ve
pozisyon 192’de glutamin (Q: Glutamine) ve arginin (R: Arginine) (192 Q>R)
transisyonudur (Sekil: 2.23). Kodlama bdlgesindeki bu polimorfizme ilaveten,
promotor bolgede de 6nemli degisiklikler oldugu da rapor edilmistir (Gupta ve ark.
2009). PON-1 promotor bdolgesindeki polimorfizm baglantis1 yiiziinden, 55 L>M
polimorfizmi enzim konsantrasyonunu etkiler. Yani M poliformizminde daha az
enzim konsantrasyonu vardir (Leviev ve ark. 2001). 192 Q>R polimorfizmi, enzimin
hidrolitik aktivitesinde substrat farkliligindan sorumludur. 192 Q/R polimorfizminde,

Q aleline sahip kisilerde, R alelini tagiyanlara gore daha diisik PON-1 aktivitesi
53



gozlenirken (Mackness ve ark. 1997), 55 L/M polimorfizminde ise; MM homozigot
bireylerde, LL homozigotlara kiyasla paraoksona karsi daha diisiik PON-1 aktivitesi
bulunmaktadir (Leviev ve ark. 2001).

192 R izoformu paraoksonu, 192 Q izoformu ise diazokson, soman ve sarin
gibi kimyasal zehirleri hidrolize eder (Mackness ve ark. 1998). Q alloenzimi, R
alloenzimine gore LDL-C iizerindeki lipid peroksitlerin birikimini daha ¢ok engeller
(Mackness ve ark.1997)
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Sekil 2.23: Paraoksonaz 1'in yapist.
(La Du 1999)

PON-1 enziminin HDL-C yapisinda yer almas: ve koroner arter hastalarinda
HDL-C seviyesinin diisiik bulunmasi, bu hasta grubunda HDL-C ve alt tiplerinin
Oonemini ortaya ¢ikarmistir (Gordon ve ark. 1986). HDL-C’nin olgunlasma siirecinde

HDL-C’nin ana apolipoproteini olan apoA-I ilk olarak karaciger ve barsaklardan
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salman apoA-l, ABCAL (veya daha sipesifik olan ABCG1) proteinine baglanarak
makrofajlardan kolesterol alir ve pre-p HDL-C'yi olusturur (Sekil: 2.24). Bu diskoid
HDL-C molekiilii LCAT enzimi aracilig1 ile HDL3 alt tipine doniisiir ve en sonunda
daha biiyiik bir molekiil olan HDL2 meydana gelir. PON-1 gibi antioksidan enzimler,
HDL3 yapisinda daha fazla olmak tiizere her iki alt tipte de bulunmaktadir (Kaysen
2009). Dolasimda HDL-C’nin yapisindaki bulunan PON-1 her ne kadar polimorfik
yapilara gore farliklilik gostersede LDL-C oksidasyonunu 6nler ve okside-LDL(Ox-
LDL) olusumunu azaltir. Boylece endotel hiicrelerde Ox-LDL'ye bagli olusan

inflamasyon siireci engellenmis olur (Mackness ve ark. 1998).
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Sekil 2.24: HDL-C'nin olgunlagmasi ve paraoksonaz ile iliskisi.
(Kaysen 2009)

Serum PON-1 aktivitesi; kardiyovaskiiler hastaligi olanlarda, ailesel
hiperkolesterolemi ve tip 1 diyabet hastalarinda, sagliklilara gore daha diisiik
bulunmustur (Mackness ve ark. 1991). Ayrica paraoksonazin; obezite, metabolik
sendrom ve tip 2 diyabet, baz1 karaciger hastaliklar1 ve alzhemier gibi norolojik
hastaliklarla iligkili oldugu yoniinde, hatta kanserle iliskili oldugu arastirmalar

mevcuttur (Uysal ve ark. 2011).
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3. GEREC YONTEM

Bu calisma Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezi, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya A.D. Arastirma Laboratuvar1 ve Ozel Konya Medicana
Hastanesi Biyokimya Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Calisma i¢in Necmettin
Erbakan Universitesi Deney HayvanlariYerel Etik Kurulu'ndan 30.03.2012 tarihinde

2012 - 030 say1 numarasi ile onay alindi.

3.1. Deney Hayvanlarinin ve Yemlerinin Hazirlanmasi

3.1.1. Deney Hayvanlarinin Hazirlanmast

Hayvanlar Necmettin Erbakan Universitesi. KONUDAM Deneysel Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi, bu hayvanlarin barinmalar1 ve
bakimlar1 deney hayvanlar1 yonetmeliginde gegen hususlara uygun sekilde yine ayni

merkezde yapildi.

Caligmada deney hayvani olarak 2.5 - 3.8 kg viicut agirlikli, 8 - 12 aylik, 30
erkek yeni zelanda tavsani kullanildi. Tavsanlar 12 / 12 saat aydinlik - karanlik
periyodunun uygulandigi, saatte 15 defa havalandirilmasi yapilan, yaklasik % 45
nispi nemli, ortalama 20 °C sicakligi olan odalarda her kafeste bir tavsan olacak
sekilde beslenildi. Calismaya baslamadan ve iki haftada bir biitiin hayvanlarin
agirlik, total kolesterol, HDL-C, LDL-C, TG, kalsiyum kan seviyelerine Ozel Konya
Medicana Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda ve 25 Hidroksi D vitamini kan
seviyeleri takipleri Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Biyokimya
A.D. Metabolizma Laboratuvarinda testlere uygun kitlerle bakildu.

Hayvanlar rastgele dort gruba ayrildi,

1.Grup: Kontrol, (n:6)

2.Grup: D vitamini (VitD: Vitamin D) ilave, (n:8)

3.Grup: % 0.5 Hiperkolesterolemi ve D vitamini (HCVitD: High cholesterol
and vitamin D) (n:8)

4. Grup: % 0.5 Hiperkolesterolemili (HC: High Cholesterol) ilave. (n:8)
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1. ve 2. grup normal tavsan pelet yemiyle, 3. ve 4. grup 6nceden hazirlanmig
olan % 0.5°lik kolesterol yemi ile 8 hafta siiresince beslenildi (Bojic ve ark. 2014).

2. ve 3. Gruba oral yoldan giinlik D vitamini 300 IU/kg (Sigma - C9756)
olarak 8 hafta boyunca (solvent i¢inde ¢oziiliip) verildi (Lebas 2000). 1. ve 4. Gruba
D vitamini icermeyen solvent (musir yagi: Sigma - C8267) verildi (minimum
miktarda).

Gruplar 1.Kontrol 2.D vitamini 3.H|perkol.estero!em| 4.Hiperkolesterolemi
ve D vitamini
N | % 0.5°lik kol 1
Beslenme orma Normal yem 0057l 0 estero % 0.5°lik kolesterol yemi
yem yemi
D vitamini 300 1U/kg/giin + 300 IU/kg/giin + ~50
~50 pl solvent ul solvent
~50ul
Solvent solvent/g ~50ul solvent/giin
un

Tablo 3.1: Gruplarin tablo seklinde gosterimi.

Tim tavsanlardan deney oncesi ve 2 haftada bir kan 6rnekleri EDTA’l1 ve
normal tiiplere kulak veninden alindi, serum i¢in 10 dakika pihtilasmaya birakildi.
EDTA’l tiipe alinan kanlar yavasca 8 - 10 defa alt-iist edilerek karistirildi. Daha
sonra tiim kan ornekleri 3700 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi. Santrifiij isleminden

sonra alinan serum Ve plazma 6rnekleri bekletilmeden donduruldu.

8. haftanin sonunda tavsanlarin anestezi altinda kalplerinden EDTA’l1 ve
normal tiiplere kanlari alinip, ketamin ile hayatlarma son verildikten sonra
karacigerleri alind1. Karaciger dokularindan (6rnekler tiim gruplarda ayni bolgeden
alindi) soguk (+4°C) serum fizyolojik ile kanlar uzaklastirilarak temizligi yapildi.
Temizlenip kurulanan karaciger ornekleri bekletilmeden donduruldu. Serum ve

plazma Orneklerinin hazirlanmasi daha 6nceden yapildig: gibi yapildu.

Total kolesterol, HDL-C, LDL-C, TG, kalsiyum (serum) ve 250HD vitamini
(plazma) seviyeleri alinan kanlardan bakildi. Malondialdehid (MDA), paraoksonaz
(PON-1), total antioksidan seviye (TAS) ve total oksidan seviye (TOS) seviyeleri ise

hem alinan kanlarin serumlarinda hem de karaciger dokularinda galisildi.

Numuneler calisma yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Tiim testler
calismaya baslamadan, serum ve doku numuneleri, oda sicakligina getirildikten ve

vortekslendikten sonra ¢aligsmaya alindi.
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3.1.2. Hiperkolesterolemi Modeli

Tavsanlarin normal pelet yemlerine % 0.5 oraninda kolesterol (Sigma -
C75209) ilave edildi (Bojic ve ark. 2014). Benzer g¢alismalarda tavsanlarin normal
yemlerine % 1 - 2 oraninda kolesterol eklenip pelet yem hazirlanilmis fakat bu
yontemle hazirlanan yemle beslenen tavsanlarin serum total kolesterol seviyeleri ilk
baslangica gore ~200 kat artmustir. Serum total kolesterol seviyelerinin bu kadar
artis1 hem ¢ok fazla hayvan kayiplaria yol acgtigi hem de insanla karsilastirildiginda
cok cok yiiksek bir seviye oldugu igin tercih edilmedi. Serum total kolesterol, HDL-
C, LDL-C, TG, kalsiyum ve plazma D vitamini seviyeleri 2 haftada bir, 8 - 10 saat

aclig1 takiben kulak veninden alinan kanlar ile takipleri yapildi.

3.1.3.Tavsan Standart Pelet Yemi ve Kolesterollii Yemin Hazirlanmasi

Standart tavsan pelet yem igerigi icine % 0.5 Kkolesterol (Sigma-C75209)
olacak sekilde yem hazirlandi. Tavsan yemleri Tarim ve Koy Isleri Bakanligindan
ruhsatli Bilyem Gida Sanayii Ticaret LTD.STi.’ye (Ayas Yolu 4. Km Akgadren kdyii
Yenikent - Ankara - TURKIYE) ait yemler kullanildi. Standart tavsan pelet yem

icerigi tablo: 3.2°de verilmistir.

Temel Besin Maddeleri ve Diger Ozellikler Makro Elementler (%)

Su (% en ¢ok) 12 Kalsiyum (en az - en ¢ok) 1.2-25
Ham Potein (% en az) 15 Fosfor (en az) 0.8
Ham Seliiloz (% en ¢ok) 10 Sodyum (en az - en ¢ok) 0.050-0.4
Ham Kiil (% en ¢ok) 10 Mikro Elementler (mg / kg)

HCI’de ¢dziinmeyen Kiil (% en gok) 1 Mangan (en az) 8.5
NaCl (% en ¢ok) 1 Cinko (en az) 70
Metabolik Enerji (en az Kcal / kg) 2,500

Vitaminler (1U / kg, mg / kg)

A vit (enaz) IU / kg 8,000

D; Vit (en az) 1U / kg 800

B, vit (en az) mg / kg 3

By, vit (en az) mg / kg 5

E vit (en az) mg / kg 10

Ks vit (en az) mg / kg 1

Tablo 3.2: Standart tavsan yem icerigi.
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3.2. Olciimler ve Yontem

3.2.1. Kullanilan Ekipmanlar

Biyokimya otoanalizorii (Architect C8000)
Eliza yikayici ve okuyucu (ELx 800 / ELx 50)
Hassas terazi (Precisa 125A Swiss Quality)
Homojenizator (Bandelin Sonopuls UW 2070)
Homojenizator (Ultra - Turrax T10)

Konik cam tiipler ve eppendorf tiipler
LC-MS/MS cihazi (Zivak - Tandem)
Manyetik karigtiric1 (Elektromag)

Otomatik, cam pipetler ve pipet uglar1

pH metre (Jenway )

Santrifiij (Niive)

Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 30 RF)
Vortex (Nuve NM110)

3.2.2. Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi

Tavsan karaciger Ornekleri tartilarak toplam 10 kat(w/v) olacak sekilde
50mM potasyum fosfat tamponu (pH 7.4) igine koyuldu. Ornekler, buz banyosu
icinde sogutularak 20 saniye siireyle homojenize edildi (Ultra - Turrax T10,
ALMANYA). Homojenat 30 saniye siireyle buz banyosu iginde sogutularak sonike
edildi (Bandelin Sonopuls UW 2070, ALMANYA) ve 4 °C’de, 10,000 g hizla, 15
dakika siireyle santrifiij edildi. Caliyma yapilincaya kadar -80 °C de saklandh.
Siipernatanlarda mikroprotein, TAS, TOS, MDA ve PON-1 parametreleri ¢alisildi.

3.2.3. Total Antioksidan Seviye (TAS)

Serum ve karaciger dokusu TAS seviyesi Konya Medicana Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarinda otoanalizorle, (Architect C8000, Abbott, USA) Rel
Assay Total Antioksidan Status Test Kiti (Katalog No: RL0017, Mega Tip San. ve
Tic. Ltd. Sti., Gaziantep, TURKIYE) kullanilarak 6lciildii.
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Total antioksidan seviye Erel yontemi ile 6lgiildii. Bu 6lgiim yonteminde 2,2'-
azinobis-(Etilbenzatiazolin Sulfonik Asit) radikali (ABTS) kullanilmaktadir. ABTS
radikali, antioksidan konsantrasyonuna ve antioksidan seviyeye gére mavi ve yesil
rengini kaybetmektedir. Bu renk degisikligi, absorbans degeri 660 nm'de OSlgiilerek
degerlendirme yapilmaktadir. Bu o6l¢iim metodunun prensibi hidrojen peroksit
varhginda ABTS molekiiliiniin ABTS™ molekiiliine okside olmasma dayanmaktadir.
30 mmol/L asetat tamponu ve pH: 3.6'da koyu yesil renkte olan radikalin, asetat
tamponu 400 mmol/L, pH: 5.8 oldugunda rengi agilmaktadir. Renk degisimi ile
ornek icindeki antioksidan miktar1 arasinda ters iliski bulunmaktadir. Olgiim
tekrarlanabilirligi % 3’lin altinda miikemmele yakindir. Reaksiyon hizi standart

yontem olan Trolox ile kalibre edilmektedir. Birimi mmol Trolox Equivalent/L’dir.

Calismada serum Ornekleri direkt olarak, karaciger doku ornekleri ise 1/5
oraninda serum fizyolojik ile sulandirilarak o6l¢iildii. Dokular ilave olarak okunan
mikroprotein degerine boliindii, ¢ikan deger diliisyon faktorleri ile ¢arpildi. Serum
ornekleri mmol Trolox equivalent/L doku 6rnekleri ise umol Trolox Equivalent/mg

protein olarak rapor edildi.

3.2.4. Total Oksidan Seviye (TOS)

Serum ve karaciger doku TOS seviyesi Konya Medicana Hastanesi
Biyokimya Laboratuvarinda otoanalizorle, (Architect C8000, Abbott, USA) Rel
Assay Total Oksidan Seviye Test Kiti (Katalog No: RL0024, Mega Tip San. ve Tic.
Ltd. Sti, Gaziantep, TURKIYE) kullanilarak 6l¢iildii.

Total antioksidan seviye Erel yontemi ile 6lgiildi. Bu 6lgiim yonteminde;
srnekte bulunan oksidanlar, (Ferrdz) Fe*?-o-dianisidine kompleksini (Ferrik) Fe*®
iyonuna okside eder. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda
bulunan gliserol molekiilleri ile hizlandirilir. Fe*® iyonu asidik ortamda ksilenol oranj
(xylenol orange) ile renkli bir kompleks yapar. Renk siddeti, ornekte bulunan
oksidan molekiillerin miktar1 ile orantilidir ve spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilir.
Olgiim hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve birimi umol H,O; ekivalent/L olarak

ifade edilir.

Calismada serum ornekleri direkt olarak, Karaciger doku ornekleri ise 1/5

oraninda serum fizyolojik ile sulandirilarak Slgiildii. Dokular ilave olarak okunan
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mikroprotein degerine boliindii, ¢ikan deger diliisyon faktorleri ile ¢arpildi. Serum
ornekleri umol H,O, ekivalent/L, doku ornekleri ise; pumol H,O, ekivalent/mg

protein olarak rapor edildi.

3.2.5. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

TOS seviyesinin, TAS seviyesine oranlanmasiyla OSI hesaplanmaktadir. OSI

viicudun oksidan antioksidan dengesinin yoniiniinii belirtir. OSI Hesab1: 1o X 100

seklinde hesaplanmustir (http:// www.baranmedikal.com.tr/tr/sayfa.php?/4).

3.2.6. Malondialdehid Ol¢iimii (MDA)

Serum ve karaciger doku MDA seviyeleri Necmettin Erbakan Universitesi

Tibbi Biyokimya A.D. Arastirma Laboratuvarinda 6l¢iildii.

Calismada serum MDA seviyeleri Sandwich Enzim Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yontemi ile dlgiildi. MDA aranan ornekler (serum / doku) MDA
monoklonal antikorlar1 ile dnceden kaplanan kuyucuklara i¢ine eklendi ve inkiibe
edildi. Ardindan, streptavidin-HRP ile immun kompleks olusturan biotin ile isaretli
anti-MDA  antikorlar1 eklenildi. Inkiibasyondan sonra baglanmayan enzimler
yikanarak uzaklastirildi. Substrat A ve B eklenildi. Daha sonra soliisyon maviye ve
asit etkisiyle sar1 doniistii. Cozeltinin renk siddeti ile tavsan MDA konsantrasyonu
arasinda pozitif korelasyon vardi. Olgiimler i¢in 96 numunelik tavsan MDA Kiti
kullanildi (Katalog No: CK-E10376, Hangzhou Eastbiopharm Co. Ltd., Shangai,
CHINA). Kullanilan kit prosediiriine gore galigsilarak MDA seviyeleri belirlendi.

1- Calismaya baslamadan once -80°C’de muhafaza edilen serum, karaciger doku
ornekleri ve MDA kiti oda 1s1sina gelene kadar bekletildi.

2- Seri Diliisyon: Bu adimda tavsan MDA standard soliisyonu (konsantrasyon
32 nmol/ml) diliie edildi. Seri diliisyon islemi igin 5 bos tiipiin igine 120°ser ul
standart diltient konuldu. Sonrasinda ilk tiipe 120 ul tavsan MDA standart eklenerek
karistirildi(konsantrasyon 16nmol/ml oldu). Bu karisimdan 120 pl alinip ikinci tiipe
eklendi ve karigtirildi. Bu seyreltme islemi 5. tlipe kadar aynmi sekilde devam ettirildi.
Sonug olarak 32 nmol/L konsantrasyondan 1 nmol/L konsantrasyona kadar standart

hazirlandi.
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3- Elde edilen Standart, 96 numunelik pleytin ilk kuyucuguna pipetlendi.
Sonraki 5 kuyucuga (2., 3., 4., 5. ve 6. kuyucuklar) 50 pl tavsan MDA standart
¢ozeltisi pipetlendi.

4- Yedinci kuyucuktan itibaren biitiin kuyucuklara sirayla test kontrol ve tavsan
serum ve doku numunelerinden ¢ifter sekilde 40 pl pipetlendi.

5- Numunelerin ardindan tekrar 7. kuyucuktan itibaren tiim kuyucuklara 10ul
Biotin-MDA Ab diliient soliisyonu pipetlendi.

6- ikinci kuyucuktan itibaren (kalibratdr ve numune kuyucuklari) tiim
kuyucuklara 50 ul Str-HRP conjugate reager ¢ozeltisi pipetlendi.

7- Bu asamaya gelen pleytin iizeri kapatilarak 37°C de 1 saat galkalamali
inkiibasyon yapildi.

8- Inkiibasyonun ardindan pleytin her sefer 350 pl ile 6 defa cihaz tarafindan
yikanmasi i¢in gerekli olan 600 ml yikama ¢ozeltisi hazirlandi. Yikama ¢ozeltisi 20
ml esas yikama sollisyonunun (washing solution) iizerine son hacim 600 ml ye
tamamlana kadar distile su ilave edildi.

9- Hazirlanan yikama soliisyonu ve plate cihaza yerlestirilerek yikama islemi
gerceklestirildi. Pleyt {izerinde yikama isleminden kalan fazla su, pleyt ters ¢evrilip
hafifce vurularak kurulama kagidi ile uzaklastirildi.

10-Sonrasinda biitlin kuyucuklara 6nce 50 pl chromogen solution A ardindan
tekrar tiim kuyucuklara 50 pl chromogen solution B pipetlendi.

11-Pleytin tizeri kapatilarak 10 dk 37°C de galkalamali inkiibasyon yapildi.

12- Inkiibasyonun ardindan tiim kuyucuklara 50 pl stop solution pipetlendi. 450
nm de MDA degerleri okundu.

MDA sonuglari, konsantrasyon absorbans grafigine gore absorbansa karsilik
gelen deger seklinde belirlendi. Karaciger dokular1 ise ilave olarak okunan
mikroprotein degerine boliindii, ¢cikan deger diliisyon faktorleri ile garpildi. Serum

ornekleri nmol/ml doku 6rnekleri ise nmol/mg protein olarak rapor edildi.

3.2.7. Paraoksonaz 1(PON-1)

Serum ve karaciger doku PON-1 aktivite degerleri Necmettin Erbakan
Universitesi Tibbi Biyokimya A.D’de otoanalizor (Architect C8000, Abbott, USA)
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Rel Assay PON-1 Test Kiti (Katalog No: RL0031, Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti.,
Gaziantep, TURKIYE) kullamilarak 6l¢iildii.

PON-1 aktivite ol¢glim yonteminde, substrat olarak kullanilan paraoksonun
enzimatik hidrolizi sonucu olusan p-nitrofenoliin olusturdugu absorbansin kinetik
yontemle fotometrik olarak olciilmesi esasina dayanir. Olgme icin paraoksonun
hidrolizinden meydana gelen p-nitrofenoliin 412 nm dalga boyunda olusturdugu

absorbans kinetik yontemle olguldii.

Calismada serum ornekleri direkt olarak, Kkaraciger doku ornekleri ise 1/5
oraninda serum fizyolojik ile sulandirilarak Ol¢iildii. Dokular ilave olarak okunan
mikroprotein degerine boliindii, ¢ikan deger diliisyon faktorleri ile ¢arpildi. Serum

ornekleri U/L, doku 6rnekleri ise; U/mg protein olarak rapor edildi.

3.2.8. D Vitamini Ol¢iimii

Plazma 250HD vitamini seviyeleri Erbakan Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi Biyokimya A.D. Arastirma Laboratuvarinda analizérle (Zivak - Tandem
LC — MS / MS, istanbul, TURKIYE), kiitle spektrometresi yontemi kullanilarak
olgtldi.

Kalibratérlerin ve Kontrollerin Hazirlanmasi

Kalibrator, kontrol 1 ve 2 liyofilize halde bulunmaktadir. C6zme islemi i¢in
her bir cam tiipe 2ml distile su eklenildi, iyice ¢oziinene kadar vorteksle karistirild.
Cozme i1sleminden sonra eppendorf tliplerde 350 ul’lik hacimlere boliinerek -20 °C

de saklanda.

Kalibrator Hazirlama Prosediirii:

1- Daha onceden hazirlanarak dondurulmus 350 pl kalibrator oda sicakligina
getirildi.

2- Uzerine 70 ul R1 eklenildi.

3- Ardindan 400 pl R2 eklenildi. Tiipiin kapag: kapatilarak 15 sn vorteksle
karistirildi.

4- 2,000 pl R3 eklenildi. Tiipiin kapagi kapatilarak 15 sn vorteksle karigtirildi.

5- 5,000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast 1,700 pl iist faz cam
viale alindi. (Bu asamada alt fazdan ¢cekmemeye dikkat edildi.)
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6- Cam viale alinan {ist faz azot akisi altinda 37 °C de tamamen uguruldu.
7- 400 ul R4 eklendi. Vialin kapagi kapatilarak 15 sn vorteksle karistirildi. 50 ul
LC — MS / MS sistemine enjeksiyon yapildi.

Numune Hazirlama Prosediirii:

1- Daha onceden hazirlanarak dondurulmus 350 pl plazma oda sicakligina
getirildi.

2- Uzerine 70 ul R1 eklenildi.

3- Ardindan 400 pl R2 eklenildi. Tiiplin kapagi kapatilarak 15 sn vorteksle
karigtirildi.

4- 2,000 pl R3 eklenildi. Tiipiin kapagi kapatilarak 15 sn vorteksle karigtirildi.

5- 5,000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 1,700 pl iist faz cam
viale alindi.(Bu asamada alt fazdan ¢ekmemeye dikkat edildi.)

6- Cam viale alinan {ist faz azot akisi altinda 37 °C de tamamen uguruldu.

7- 400 pl R4 eklendi. Vialin kapagi kapatilarak 15 sn vorteksle karigtirildi. 50 pl
LC — MS / MS sistemine enjeksiyon yapildi.

LC/MS/MS 6l¢iim yontemi; Bu yontem 250HD3; ve 250HD, vitaminlerinin
serum veya plazmada ekstraksiyondan sonra kantitatif olarak 6l¢iilmesine dayanir.
Zivak Tandem LC — MS / MS kiitle spektrometresi elektrosray iyonizasyonu (ESI:
Elektrosray ionization) pozitif modda kullanildi. Her analit i¢in bir ESI gegisi ve i¢
standart izlendi. 250HD3 i¢in m/z 383.2/401.3; 250HD; i¢in 395.5/413.1; 250H D3
(internal standart) i¢in 407.3/389.2 ESI modu kullanildi. Ayirma islemi igin Zivak
Vit D kolonu kullanildi. Hareketli faz igin iki farkli ¢oziicii (A ve B) kullanildi. Akis
hiz1 350 pl/dk olarak ayarlandi ve her numune i¢in 50 pl 6rnek enjekte edildi.

Analitleri kolondan elue etmek igin metanol gradienti kullanildi. Ik 2 dakika
hareketli fazin % 70’1 B’den % 30’u A’dan alinacak sekilde ayarlandi. Bu 250HD
vitamini metabolitlerinin kolonda tutulmasi i¢in yapildi. Sonraki 1.5 dakikada ¢oziicii
B’nin derisimi % 100’e ¢ikartildi derisim sabit tutuldu. Sonraki 3.5 dakikada ise
hareketli fazin % 70’1 B’den % 30’u A’dan alinacak sekilde ayarlandi. Her 6rnek

toplam g¢aligma zamani 7 dakika idi.
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Sonuglarin Hesaplanmasi

Standardin alanma kars1 standart konsantrasyonu grafigi ¢izildi. Standart
egrisi lineer regresyon veya agirlikli lineer regresyon fonksiyonu ile hesaplandi.
Regresyon egrisini hesaplamak i¢in, her bir standarda karsilik gelen sinyal degeri
grafige alindi. Bilinmeyen konsantrasyonu regresyon egrisinin fonksiyonundan direk

olarak okunabildi. Sonuglar ng/ml olarak rapor edildi.

3.2.9. Total Kolesterol, HDL-C, LDL-C, Trigliserit, Kalsiyum Ol¢iimii

Serum total kolesterol, HDL-C, LDL-C, TG, kalsiyum, seviyeleri Konya
Medicana Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda oto analizdrle (Architect C8000,
Abbott, USA) kendilerine uygun kolorimetrik test Kitleri kullanilarak olgtldii.
Testlerin Ol¢limiinde spektrofotometrik yontem kullanildi. Sonuglar mg/dl olarak

rapor edildi.

3.3. Istatistik Degerlendirme

Istatiksel degerlendirme igin SPSS paket programi 16.0 kullanildi. Gruplarin
normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Agirlik 6l¢iimii,
total kolesterol, TG, HDL-C, LDL-C, D vitamini ve kalsiyum sonuglarmin ¢oklu
karsilagtirma degerlendirmeleri tekrarlayan Olgiimlerde varyans analizi (RMA:
Repeated measures anova) testi ile yapildi. RMA testinde, “Mauchly’s Test of
Sphericity’ degerinin p>0.05 den biiyilk olup olmadiginin kontrolii ve ayrica
“Bonferroni” diizelmesi de yapildi. Kontrol grubu ile diger gruplarin Post-Hoc
degerlendirilmesi i¢in “Dunnett” testi, her bir grubun birbirleriyle karsilastirilmasi
icin de “Tukey” testi kullanildi. Ayrica normal dagilim gosteren parametrelerin grup
i¢i degerlendirilmesi “paired T testi ile yapild. Istatiksel olarak p<0.05’den kiigiik
olan degerler anlamli kabul edildi. TAS, TOS, OSI, MDA ve PON-1 testlerinin
gruplar arasi karsilastirllmasinda tek yonli varyans analizi (OWA: One way anova)

testi ile yapildi.
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4. BULGULAR

Tavsanlardan c¢alisma baglangic1 (0. Hafta), 2., 4., 6. ve 8. hafta da kanlar
(serum ve plazma) alindi. Alinan bu kanlarin serumlarinda total kolesterol, TG,
HDL-C, LDL-C, kalsiyum ve plazmasinda ise D vitamini seviyeleri takip edildi

(Takibi yapilan test parametreleri boliimiiniin sonunda grafikler halinde sunuldu.)

Tavsanlarin  ortalama agirhk  degerleri  ortalamalart  gruplar arasi
karsilastirildiginda sonuglar anlamli degildi (Tablo: 4.1 - 2). Bagimli degiskenlerde
ise; 0. ve 8. hafta grup i¢i agirlik Ol¢timleri farkliliklari degerlendirildi. Tim
gruplarda; 0. hafta ortalama degerlerine gore; calisma sonunda, kontrol grubunda
anlamli arttig1 (p<0.05), HC+VitD grubunda anlamli azaldigi (p<0.05), D vitamini
grubunda arttign ve HC grubunda ise azaldigi fakat anlamli olmadigi (p>0.05)
goriildii (Tablo: 4.1).

Tavsanlarin serum total kolesterol seviyeleri ortalamalar1 gruplar arasi
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki azalis anlamli
degildi (p>0.05), fakat hem HC+VitD hem de HC gruplarindaki artis anlamli
bulundu (p<0.01; p<0.001). D vitamini grubuna gore; hem HC+VitD hem de HC
gruplarindaki artig anlamli bulundu (p<0.01; p<0.001). Yine HC+VitD grubuna gore;
HC grubundaki artis anlamli bulundu (p<0.05), (Tablo: 4.1 - 2). Bagimh
degiskenlerde ise; 0. ve 8. hafta grup ici serum total kolesterol seviyeleri farkliliklar
degerlendirildi. Tiim gruplarda; 0. hafta ortalama degerlerine gore; ¢alisma sonunda,
kontrol grubunda anlamli bir farklilik olusmadigi (p>0.05), D vitamini grubundaki
azalisin anlamli oldugu (p<0.05), HC+VitD ve HC gruplarinda ise anlamli artis
oldugu (p<0.001; p<0.01) goriilda (Tablo: 4.1).
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Gruplar arasi
Grup ici P
Parametreler | Gruplar 0. Hafta 8. Hafta p<0.05 olan
degerleri
degerler

Kontrol 3137 +£415 3363 £433 0.021

Agrhkh Gitamini | 3159531 | 32274335 0.571

olciimleri

HC+VitD 3249 £ 422 3091 + 388 0.022

(gram)
HC 3088 + 405 2960 + 484 0.227
Kontrol 39.2+15.1 46.0£17.1 0.323 b, c

Total 5 itamini | 548+137 | 35.0+124 0.040 d,e

kolesterol

(mg/dl) HC+VitD 493+164 725.6 £245.8 0.000 f
HC 52.4 +£20.5 1312.4 + 648.8 0.001
Kontrol 70.7 +£20.2 49.7+21.9 0.244 b, c
D vitamini 549+ 13.1 75.3+14.0 0.051 de

TG (mg/dl)
HC+VitD 54.1+21.3 199.0 £ 94.5 0.007
HC 72.8 £23.0 183.8 £ 64.1 0.001
Kontrol 6.83 +3.55 6.83 £ 4.45 1.000 b, c
D vitamini 8.00 +2.89 9.13+8.11 0.737 de
LDL-C (mg/dl)
HC+VitD 6.00£2.93 372.63 £ 141.57 0.000
HC 7.88+3.40 |438.88+209.21 0.001
Kontrol 27.50 £ 15.83 2433 +14.04 0.615
D vitamini 32.75+9.85 17.50 + 8.05 0.028
HDL-C (mg/dl)

HC+VitD 23.25+12.14 34.50+9.12 0.066
HC 20.63 +10.74 21.38 +£4.53 0.844

Tablo 4.1: Tiim gruplarda, agirlik ve lipid paneli parametre bulgularinin 0. ile 8.haftaya gore grup ici
ve gruplar arasi istatiksel degerlendirilmesi. Not: a= Kontrol & D vitamini, b= Kontrol & HC+VitD,
c= Kontrol & HC, d= D vitamini & HC+VitD, e= D vitamini & HC, f= HC+VitD & HC gruplarinin
gruplar arasi karsilagtirilmasi sonucu (p<0.05) anlamli olan degerler. Gruplar arasi karsilagtirmada
daha detayl1 degerler tablo 4.2°de belirtilmektedir.
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Parametreler Gruplar P degerleri
Kontrol D vitamini 0.994
Kontrol HC+VitD 0.984
. _ . Kontrol HC 0.743
Agurhk Slelimleri (gram) D vitamini HC+VitD 1.000
D vitamini HC 0.846
HC+VitD HC 0.893
Kontrol D vitamini 1.000
Kontrol HC+VitD 0.008
Kontrol HC 0.000
Total kolesterol (mg/di) D vitamini HC+VitD 0.004
D vitamini HC 0.000
HC+VitD HC 0.015
Kontrol D vitamini 1.000
Kontrol HC+VitD 0.002
Kontrol HC 0.001
TG (mg/di) D vitamini HC+VitD 0.002
D vitamini HC 0.001
HC+VitD HC 1.000
Kontrol D vitamini 1.000
Kontrol HC+VitD 0.000
Kontrol HC 0.000
LDL-C (mg/dl) D vitamini HC+VitD 0.000
D vitamini HC 0.000
HC+VitD HC 1.000
Kontrol D vitamini 1.000
Kontrol HC+VitD 1.000
Kontrol HC 1.000
HDL-C (mg/dl) . .
D vitamini HC+VitD 1.000
D vitamini HC 1.000
HC+VitD HC 0.380

Tablo 4.2: Tim gruplarda, agirlik ve lipid paneli parametre bulgularinin 0. ile 8.haftaya gdre gruplar
arasl istatiksel degerlendirilmesi.

Tavsanlarm  serum TG  seviyeleri  ortalamalar1  gruplar  arasi
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki artis anlamli
degildi (p>0.05), fakat hem HC+VitD hem de HC gruplarindaki artis anlamli
bulundu (p<0.01; p<0.01). Ayrica D vitamini grubuna gore; hem HC+VitD hem de
HC gruplarindaki artis anlamli bulundu (p<0.01; p<0.01). Yine HC+VitD grubuna
gore; HC grubundaki azalis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.1 - 2). Bagimh
degiskenlerde ise; 0. ve 8. hafta grup i¢i serum TG seviyeleri farkliliklar
degerlendirildi. Tiim gruplarda; 0. hafta ortalama degerlerine gore; ¢alisma sonunda,

kontrol grubunda anlamli bir farklilik olusmadigi (p>0.05), D vitamini grubunda artis
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oldugu fakat istatiksel agidan anlamli olmadigi (p=0.051), HC+VitD ve HC
gruplarinda ise artigin anlamli oldugu (p<0.01; p<0.01) goriildii (Tablo: 4.1).

Tavsanlarin  serum LDL-C seviyeleri ortalamalar1  gruplar arasi
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki fark anlamli degildi
(p>0.05), fakat hem HC+VitD hem de HC gruplarindaki artis anlamli bulundu
(p<0.001; p<0.001). Ayrica D vitamini grubuna goére; hem HC+VitD hem de HC
grubundaki artis anlamli bulundu (p<0.001; p<0.001). Yine HC+VitD grubuna gore;
HC grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.1 - 2). Bagimlh
degiskenlerde ise; 0. ve 8. hafta grup i¢i serum LDL-C seviyeleri farkliliklari
degerlendirildi. Tiim gruplarda 0. hafta ortalama degerlerine gore; ¢alisma sonunda,
kontrol ve D vitamini gruplarinda anlamli bir farklilik olusmadigi (p>0.05),
HC+VitD ve HC gruplarinda ise anlamli arttig1 (p<0.001; p=0.001) goriildii (Tablo:
4.1).

Tavsanlarin  serum HDL-C seviyeleri ortalamalar1  gruplar arasi
karsilastirildiginda sonuglar anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.1 - 2). Bagiml
degiskenlerde ise; 0. ve 8. hafta grup i¢i serum HDL-C seviyeleri farkliliklart
degerlendirildi. Tiim gruplarda 0. hafta ortalama degerlerine gore; kontrol, HC+VitD
ve HC gruplarinda ¢alisma sonunda bir farklilik olusmadigi, D vitamini grubunda ise

anlaml bir azalis oldugu (p<0.05) goriildii (Tablo: 4.1).

Serum kalsiyum seviyeleri ortalamalari gruplar arasi karsilastirildiginda,
kontrol grubuna goére; D vitamini grubundaki azalis anlamli degildi (p>0.05). Kontrol
ve D vitamini gruplarmma gore hem HC+VitD hem de HC gruplarindaki azalig
anlamli bulundu (p<0.001; p<0.001). HC+VitD grubundaki HC grubuna gore artis
anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.3 - 4). Bagimh degiskenlerde ise; 0. ve 8. hafta
grup ici serum kalsiyum seviyeleri farkliliklar1 degerlendirildi. Tiim gruplarda; O.
hafta ortalama degerlerine gore; calisma sonunda, kontrol grubunda anlamli bir
farklilik olugsmadig (p>0.05), D vitamini ve HC gruplarindaki azalisin anlaml
oldugu (p<0.01; p<0.001), HC+VitD grubunda ise, azalisin anlamli olmadig
(p>0.05) goriildii (Tablo: 4.3).

Tavsanlarin plazma D vitamini seviyeleri ortalamalar1 gruplar arasi
karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki artis HC+VitD

gruplarindaki fark anlamli degildi (p>0.05), fakat kontrol ve D vitamini gruplarina
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gore; HC grubundaki azalis anlamli bulundu (p<0.05; p<0.001). Ayrica D vitamini
grubuna gore; HC+VitD grubundaki azalis anlamli degildi (P>0.05). Yine HC+VitD
grubuna gore; HC grubundaki azalis anlamli bulundu (p<0.05) (Tablo: 4.3 - 4).
Bagimli degiskenlerde ise; 0. ile 8. hafta grup i¢i plazma D vitamini seviyeleri
farkliliklar1 degerlendirildi. Tim gruplarda; 0. hafta ortalama degerlerine gore;
caligma sonunda, kontrol ve HC+VitD gruplarinda anlamlilik olmadig1 (p>0.05), D
vitamini grubundaki artisin (p<0.05), HC grubundaki azalisin anlamli (p<0.001)
oldugu goriildii (Tablo: 4.3).

Gruplar arasi
Grup ici P
Parametreler Gruplar 0. Hafta 8. Hafta p<0.05 olan
degerleri
degerler
Kontrol 15.03+1.13 15.67 +£1.03 0.369 b, c
Kalsiyum D vitamini 15.5940.94 | 13.62+0.92 0.002 d e
(mg/dl)  |Hc+vitD 14.84+0.57 | 14.38+1.85 0.529
HC 15.05+1.05 12.25+0.89 0.000
Kontrol 88.67+10.31 | 86.17+15.77 0.793 c
Dvitamini {5 yitamini 8523+ 12.95 | 128.71 + 43.25 0.027 e
(ng/ml)
HC+VitD 78.40+17.18 | 85.13 £49.60 0.740 f
HC 81.40+16.34 | 24.53 £13.14 0.000

Tablo 4.3: Tiim gruplarda, serum kalsiyum ve plazma D vitamini bulgularmin 0. ile 8.haftaya gore
grup ici ve gruplar arasi istatiksel degerlendirilmesi. Not: Tim gruplarda (a= Kontrol & D vitamini,
b= Kontrol & HC+VitD, c= Kontrol & HC, d= D vitamini & HC+VitD, e= D vitamini & HC, f=
HC+VitD & HC) gruplar arasi karsilastiritlmasi sonucu (p<0.05) anlamli olan degerler. Gruplar arasi
karsilagtirmada daha detayli degerler tablo:4.5’de belirtilmektedir.
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Parametreler Gruplar P degerleri
Kontrol D vitamini 0.997
Kontrol HC+VitD 0.000
) Kontrol HC 0.000
Kalsiyum (mg/dl) o .
D vitamini HC+VitD 0.000
D vitamini HC 0.000
HC+VitD HC 0.729
Kontrol D vitamini 0.399
Kontrol HC+VitD 1.000
Kontrol HC 0.014
D vitamini (ng/ml)
D vitamini HC+VitD 0.078
D vitamini HC 0.000
HC+VitD HC 0.031

Tablo 4.4: Tium gruplarda, serum kalsiyum ve plazma D vitamini bulgularinin 0. ile 8.haftaya gore
gruplar arasi istatiksel degerlendirilmesi.

Tavsanlarin serum ve karaciger TAS seviyeleri ¢calisma sonu alinan kanlardan
ve karaciger dokularindan ¢alisildi. Serum TAS seviyelerinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda kontrol grubuna gore; D vitamini ve HC+VitD gruplart TAS
seviyeleri ortalamalarindaki artis, HC grubundaki azalis anlamli degildi (p>0.05). D
vitamini grubuna gore; HC+VitD grubundaki artis ve HC grubundaki azalis anlaml
degildi (p>0.05). Yine HC+VitD grubuna gore; HC grubundaki azalig anlamli degildi
(p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6). Karaciger dokusunda ise, kontrol grubuna gore; D vitamini
ve HC+VitD gruplarindaki azalig, HC grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05). D
vitamini grubuna gore; HC+VitD grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat
HC grubundaki artis anlamliydi (p<0.05). Yine HC+VitD grubuna gore; HC
grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6).
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Gruplar arasi
Parametreler Gruplar Serum Karaciger p<0.~05 olan
degerler.
Serum - Karaciger
TAS Kontrol 1.78 £0.25 15.17+3.24
Serum: mmol/L D vitamini 1.81 £0.36 11.84+2.10 e
Karaciger: pmol/mg | HC+VitD 1.87 +0.33 14.03 + 1.76
protein HC 1.64+0.14 16.06 + 3.60
TOS Kontrol 15.43 +10.18 1.04 £0.16 c c
Serum: pmol/L D vitamini 10.47 £5.43 0.95+0.22 de e
Karaciger: umol/mg | HC+VitD 40.43£16.58 | 1.65+0.40
protein HC 61.02+3131 | 221+1.04
Kontrol 0.86+0.57 7.07+1.44 c c
OS] D vitamini 0.55+0.23 8.20+233 de
HC+VitD 2.11+£0.71 11.85+2.83 f
HC 3.75+1.96 15.30 = 10.41
MDA Kontrol 6.28 + 0.42 9.49 +3.07 c
Serum: nmol/ml D vitamini 6.44 £ 124 7.33+2.53 e e
Karaciger: nmol/mg | HC+VitD 7.57+0.68 9.64+ 1.74
protein HC 8.83+1.37 1134 +2.53
Kontrol 232.83+32.9 8.98 +0.92 c b, c
PON-1 D vitamini 210.7+£562 | 815+ 135 e
Serum: U/L -
Karaciger: U/mg protein | HC+VitD 218.1 £56.5 7.68 £ 0.45
HC 147.85 + 40.0 6.43 +0.52 f

Tablo 4.5: Tim gruplarda, ¢aligma sonu serum ve karaciger bulgularinin 8.haftaya gore gruplar arasi
istatiksel degerlendirilmesi. Not: Tiim gruplarda (a= Kontrol & D vitamini, b= Kontrol & HC+VitD,
c= Kontrol & HC, d= D vitamini & HC+VitD, e= D vitamini & HC, f= HC+VitD & HC) gruplar arasi
karsilagtirtlmasi sonucu (p<0.05) anlamli olan degerler. Gruplar arasi karsilastirmada daha detayli
degerler tablo:4.6°da belirtilmektedir.

Tavsanlarin serum ve karaciger TOS seviyeleri caligma sonu alinan kanlardan
ve karaciger dokularindan ¢alisildi. Serum TOS seviyelerinin gruplar arasi
karsilastirilmasinda kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki azalis ve HC+VitD
grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliydi
(p<0.001). D vitamini grubuna gore; HC+VitD ve HC gruplarindaki artis anlamliydi
(p<0.05; p<0.001). Yine HC+VitD grubuna gore; HC grubundaki artis anlamli
degildi (p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6). Karaciger dokusunda ise, kontrol grubuna gore; D
vitamini grubundaki azalis ve HC+VitD grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05),
fakat HC grubundaki artis anlamliydi (p<0.01). D vitamini grubuna gére; HC+VitD
grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliydi
(p<0.01). Yine HC+VitD grubuna goére; HC grubundaki artis anlamli degildi
(p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6).
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Parametreler Gruplar P dseegreur:ErI ! Pkieriirilgeglr/
Kontrol D vitamini 0.992 0.080
TAS Kontrol HC+VitD 0.877 0.769
Serum: mmol/L Kontrol HC 0.383 0.872
Karaciger: pmol/mg D vitamini HC+VitD 0.977 0.397
protein D vitamini HC 0.634 0.024
HC+VitD HC 0.396 0.468
Kontrol D vitamini 0.925 0.978
TOS Kontrol HC+VitD 0.056 0.158
Serum: pmol/L Kontrol HC 0.000 0.003
Karaciger: pmol/mg | D vitamini HC+VitD 0.021 0.105
protein D vitamini HC 0.000 0.001
HC+VitD HC 0.163 0.251
Kontrol D vitamini 0.910 0.964
Kontrol HC+VitD 0.112 0.294
Kontrol HC 0.000 0.035
oSl D vitamini HC+VitD 0.044 0.591
D vitamini HC 0.000 0.090
HC+VitD HC 0.034 0.635
Kontrol D vitamini 0.981 0.258
MDA Kontrol HC+VitD 0.072 0.999
Serum: nmol/ml Kontrol HC 0.000 0.365
Karaciger: nmol/mg | D vitamini HC+VitD 0.158 0.262
protein D vitamini HC 0.001 0.016
HC+VitD HC 0.094 0.523
Kontrol D vitamini 0.719 0.214
Kontrol HC+VitD 0.888 0.030
PON-1 Kontrol HC 0.008 0.000

Serum: U/L e :

Karaciger: U/mg protein D vitamini HC+VitD 0.990 0.714
D vitamini HC 0.068 0.003
HC+VitD HC 0.035 0.714

Tablo 4.6: Tim gruplarda, ¢aligma sonu serum ve karaciger bulgularinin gruplar arasi istatiksel
degerlendirilmesi.

Tavsanlarin serum ve karaciger OSI seviyeleri ¢calisma sonu alinan kanlardan
ve karaciger dokularindan TOS/TAS*100 formiilii ile hesaplandi. Serum OSI
seviyelerinin gruplar aras1 karsilastirilmasinda kontrol grubuna gore; D vitamini
grubundaki azalis ve HC+VitD grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC
grubundaki artis anlamliydi (p<0.001). D vitamini grubuna gére; HC+VitD ve HC
gruplarindaki artis anlamliydi (p<0.05; p<0.001). Yine HC+VitD grubuna gore; HC
grubundaki artis anlamliydi (p<0.05), (Tablo: 4.5 - 6). Karaciger dokusunda ise,
kontrol grubuna gore; D vitamini ve HC+VitD gruplarindaki artis anlamli degildi

(p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliydi (p<0.05). D vitamini grubuna gore;
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HC+VitD ve HC gruplarindaki artis anlamli degildi (p>0.05). Yine HC+VitD
grubuna gore; HC grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6).

Tavsanlarin serum ve karaciger MDA seviyeleri calisma sonu alinan
kanlardan ve karaciger dokularindan galisildi. Serum MDA seviyelerinin gruplar
arast karsilastirilmasinda kontrol grubuna goére; D vitamini ve HC+VitD
gruplarindaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliydi
(p<0.001). D vitamini grubuna goére; HC+VitD grubundaki artis anlamli degildi
(p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliyd: (p<0.01). HC+VitD grubuna gore;
HC grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6). Karaciger dokusunda
ise, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki azalis ve HC+VitD ve HC
gruplarindaki artis anlamli degildi (p>0.05). D vitamini grubuna gore; HC+VitD
grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC grubundaki artis anlamliydi
(p<0.05). HC+VitD grubuna gore; HC grubundaki artis anlamli degildi (p>0.05),
(Tablo: 4.5 - 6).

Tavsanlarin serum ve karaciger PON-1 aktiviteleri c¢alisma sonu alinan
kanlardan ve karaciger dokularindan calisildi. Serum PON-1 aktivitelerinin gruplar
arast karsilastirilmasinda kontrol grubuna gore; D vitamini ve HC+VitD
gruplarindaki azalis anlamli degildi (p>0.05), fakat HC grubundaki azalis anlamliydi
(p<0.01). D vitamini grubuna goére; HC+VitD grubundaki artis ve HC grubundaki
azalis anlamli degildi (p>0.05; p>0.05), fakat HC+VitD grubuna goére HC
grubundaki azalis anlamli bulundu (p<0.05), (Tablo: 4.5 - 6). Karaciger dokusunda
ise, kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki azalig anlamli degildi (p>0.05),
fakat HC+VitD ve HC gruplarindaki azalis anlamli bulundu (p<0.05; p<0.001). D
vitamini grubuna gore; HC+VitD grubundaki azalis anlamli degildi (p>0.05), fakat
HC grubundaki azalis anlamli bulundu (p<0.01). Yine HC+VitD grubuna gore; HC
grubundaki azalis anlamli degildi (p>0.05), (Tablo: 4.5 - 6).
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4.1. Calisma Stiresince Takipleri Yapilan Parametrelerin Grafikleri.
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Grafik 4.1: Agirlik seviyeleri takipleri.
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Grafik 4.2: Serum total kolesterol seviyeleri takipleri.
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Grafik 4.3: Serum TG seviyeleri takipleri.
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Grafik 4.4: Serum LDL-C seviyeleri takipleri.
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Grafik 4.5: Serum HDL-C seviyeleri takipleri.
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Grafik 4.6: Serum kalsiyum seviyeleri takipleri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu ¢alismada hem normal hem de hiperkolesterolemik tavsanlara D vitamini
ilavesinin TAS, TOS, MDA, PON-1 degerlerine etkileri analiz edildi. Ayni1 zamanda
calisma baslangicindan itibaren galigsma siiresince ve sonunda viicut agirliklar, total

kolesterol, TG, LDL-C, HDL-C, kalsiyum ve D vitamini seviyeleri takibi yapildu.

5.1. Viicut Agirliklar: Degerleri

Calismamizda kontrol grubundaki tavsanlarin agirliklarinda tablo: 4.1°de
goriildiigii gibi 8. haftanin sonunda baslangi¢ agirliklarina gore agirliklarinda artis

gozlendi (p<0.05). HC+VitD grubunda ise agirlik azalis1 belirlendi (p<0.05).

Kolesterol beslenmesi ve hayvanlarin viicut agirliklarina olan etkisi ile ilgili
yapilmig ¢alismalarda kolesterol diyeti ile beslenme sonucunda kontrol grubuna gore,
yiiksek kolesterollii grupta agirlik artis1 gézlemlenmistir (Yu 2012; EI - Awady ve
Suddek 2014). Bazi ¢alismalarda da bizim bulgularimizi destekleyen agirlik azaligini
bildirmiglerdir. Sun ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada yiiksek yagla besledikleri
hiperkolesterolemik tavsan modelinde kontrol grubuna gore yiiksek yagli diyetle
beslenen grupta viicut agirligi azalist gézlemlemisler ve bu farkin 6nemli (p<0.05)
oldugu bildirmislerdir. Medina ve ark. (2014), % 1°lik kolesterol diyeti ile tavsanlari
beslemisler kolesterol grubunda kontrol grubuna gore agirliklarinda azalis tespit

etmisgler fakat bu azalis1 anlamli bulmamiglardir.

5.2. Lipid Paneli Degerleri

Koroner kalp hastaliklar kiiresel morbidite ve mortalitenin ana sebeplerinden
biridir. Her yil diinya iizerindeki 13 milyon insan kalp krizinden 6lmektedir ve bu
miktar kanser ve enfeksiyon hastaliklarindan 6lenlerden daha fazladir. Koroner kalp
hastaliklar i¢in tedavi edilebilir ve dnlenebilir risk faktorlerinin gl ise dislipidemi,
hipertansiyon ve sigara kullanimidir (Al - Asmari ve ark. 2015). D vitaminin ise lipid
panelini iyilestirici 6zelliginin olup olmadigi iizerinde ¢alismalar olmakla birlikte
konu tam olarak anlagilamamis ve agiklanamamistir. Bizim ¢alismamizda

tavsanlarda hiperkolesterolemi modeli olusturup hem normal hem de
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hiperkolesterolemik tavsanlarda D vitaminin lipid paneli {iizerindeki etkileri

arastirildi.

Hiperkolesterolemi modeli ile ilgili pek ¢ok arastirma bulunmakta olup, kimi
calismalarda % 1, % 2 ve hatta % 5°lik kolesterol diyeti ile tavsanlar1 beslemislerdir.
Bu tiir calismalarda serum total kolesterol seviyesi kontrol grubuna gore ¢ok ¢ok
fazla, 3,000 mg/dl, yiikseldigi i¢in % 0.5’lik kolesterol diyeti tercih edildi.
Calismamizda kontrol grubundaki tavsanlarin serum total kolesterol seviyerinde
tablo: 4.1 - 2°de goriildiigii gibi bir degisiklik gozlenmez iken 8. haftanin sonunda
HC grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak artis olmustur (p<0.001). Bojic ve
ark. (2014), olusturduklar1 tavsan hiperkolesterolemi modelinde aterosklerotik plak
kompozisyonunu LC - MS / MS yontemi ile inceledikleri arastirmada bizim
caligmamizda oldugu gibi yeni zellanda tavsanlarint % 0.5’lik kolesterol diyeti ile
beslemislerdir. Ayrica Yu ve ark. (2012), % 0.3 - 0.5’lik kolesterol ve % 0.3 misir
yagt karisimi diyeti ile beslenmis yeni zellanda tavsanlarinda aterosklerotik
lezyonlarin takibini yapmislar ve 6. haftadan itibaren tavsanlarda lezyonlarin
olustugunu bildirmislerdir. El - Awady ve Suddek (2014), yine bizim ¢aligmamizda
oldugu gibi yeni zellanda tavsanlarin1 % 0.5’lik kolesterol diyeti ile 8 hafta
beslemisler, serum total kolesterol seviyelerini kontrol grubuna gére anlamli arttigini
gozlemlemislerdir. Bizim c¢aligmamizda da normal tavsan diyeti ile beslenen
tavsanlarin iki haftada bir Slgiilen serum total kolesterol seviyerinde bir anlamli
degisme gozlenmez iken % 0.5°lik kolesterol diyeti beslenen tavsanlarda serum total
kolesterol seyileri tablo: 4.1°de goriildiigii gibi artmaya basladi ve 8. haftanin
sonunda 0. hafta seviyelerine goére (yaklasik 35) kat artmis ve bu artis anlamlh
(p<0.001) bulundu.

Maki ve ark. (2011), ilave olarak D vitamini almanin lipid profili iizerine olan
etkisinin net bilinmedigini ve smirh bilgiye sahip olundugunu bildirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada belgevresi genisligi kadinlarda 88 cm ve daha fazla, erkeklerde
ise 102 cm ve daha fazla olan 18 - 79 yas arasi obez katilimcilart multivitamin,
multivitamin+D vitamini grubu olarak ikiye ayirmislardir. Multivitamin D grubunda
olanlara, ilave olarak giinlik 1200 IU D vitaminini vermisler ve D vitamini
seviyelerini 63.9 nmol/L den 16 hafta sonunda 83.6 nmol/L seviyelerine
yiikseltmislerdir. Arastirmacilar serum HDL-C ortalamalarinda baslangi¢ haftasina

gore 8. haftanin sonunda artis oldugunu fakat anlamli olmadigini bildirmislerdir.

79



Calismaya ilave 8 haftalik siire sonunda ise multivitamin+D vitamini grubunda
serum HDL-C seviyesinin baglangica gore anlamli sekilde arttigini bildirmislerdir
(p<0.05). Ayn1 arastirmacilar serum total kolesterol seviyesinin ¢alisma baslangicina
gore; multivitamin+D vitamini grubunda 16. haftalik siire sonunda anlamli sekilde
azaldigin1 bildirmislerdir (p<0.05). Arastirmacilar serum TG ve LDL-C seviyelerinin
calisma baslangicina gore; multivitamin+D vitamini grubunda 16. haftalik siire
sonunda her iki testinde ortalamalarinin azaldigi fakat anlamli olmadigim
bildirmislerdir (p>0.05). Ayrica arastirmacilar total kolesterol/HDL-C oraninin 16.
haftalik siire sonunda anlamli sekilde azaldigimi bildirmislerdir (p<0.01). Fakat
aragtirmacilarin g¢alismasinda D vitaminine ilave olarak multivitamin igeriginde
probiyotikler ve omega yag asitleride bulunmaktadir, bireyler arasinda yas araligi

cok genistir listelik bireyler obezdir.

Wang ve ark. (2012), yaptiklari metaanalizde 1384 adet makaleyi
incelemigler, ilave olarak D vitamini almanin LDL-C seviyesini anlamli sekilde
artirdigini  (p<0.05), total Kolesterol seviyelerindeki artisin, HDL-C ve TG
seviyelerindeki azalisgin ise istatiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadigini
bildirmislerdir. Arastirmacilar inceledikleri makalelerde birbiriyle uyumsuz
sonuglarla da karsilagsmislar bu farliliklarin bireysel, verilen D vitamini dozu, ¢alisma
sliresi, obezite, farkli cografi bolgelerde bulunma gibi faktorlerden
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Ayrica D vitaminini ilave olarak almanin

calisma siiresi uzadik¢a HDL-C seviyesini de azaltabilecegini bildirmislerdir.

Schnatz ve ark. (2014), yaslar1 50 - 79 arasinda degisen, 300’i beyaz irk,
200’1 siyah ik ve 100’4 latin amerikali toplam 600 menapozlu katilimcr kadina
giinliik 1gr kalsiyum ve 400 - 1,000 IU D vitaminini giinliikk besinlerine ilave olarak
vermiglerdir. Arastirmacilar LDL-C seviyesinin anlamli (p=0.02) sekilde azaldigini

diger lipid parametrelerinde anlamli bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir.

Muiioz - Aguirre ve ark. (2015), tip 2 diyabetli postmenapozal yaslari 45 - 65
arasinda degisen, viicut kiitle indeksleri 25 ve iistii olan toplam 104 adet kadin
tizerinde yaptiklari arastirmada (¢alisma baslangici D vitamini seviyeleri en az 50
nmol/L) 6 ay boyunca giinliik 4,000 IU D vitamini takviyesi almislardir. Caligma
sonucunda bu grubun lipid parametreleri incelenmis, serum TG seviyelerinin D

vitamini grubunda kontrol grubuna goére anlamli azaldigim (p<0.05), serum total
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kolesterol, LDL-C ve HDL-C seviyelerinde 6nemli bir degisikligin olmadigini
bildirmiglerdir.

Islam ve ark. (2014), Bangladesli giysi fabrikasinda ¢alisan toplam 153 adet
yaglar1 18 - 36 arasinda degisen D vitamini seviyesi diisiik bayanlar1 dort gruba
ayrrarak yaptiklar1 c¢alismada; gruplari sirasi ile kontrol, D vitamini, D
vitamini+kalsiyum grubu ve D vitamini+kalsiyum+multivitamin grubu seklinde 4
grup olusturmuslar. 12 ay devam etmis olan ¢alismada katilimcilar, kontrol grubu
hari¢ giinlik 400 IU D vitaminini (tablet seklinde) almislardir. Siire sonunda D
vitamini alan grubun total kolesterol, HDL-C, LDL-C seviyelerindeki azaligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigini, TG ve VLDL Kkolesterol seyiyelerindeki

azaligin ise anlamli (p<0.05) oldugunu bildirmislerdir.

Calgaroto ve ark. (2015), yaptiklar1 calismada deneysel diyabet olusturduklar
siganlara 90 pg/kg dozunda 30 giin boyunca D vitamini vermisler; D vitamini verilen
hem diyabetik hem de diyabetli olmayan siganlarda kendi kontrol gruplarina goére
LDL-C seviyelerinin azaldigin1 (p<0.05) bildirmislerdir. TG seviyelerinin ise kontrol
grubuna gore sadece diyabetik grupta azaldigi (p<0.05), diyabetik olmayan grupta ise
azaligin anlamli olmadig: bildirilmistir. HDL-C seviyelerinin ise kontrol gruplarina
gore hem diyabetik hem de diyabetli olmayan si¢anlarda arttigimi (p<0.05)

bildirmislerdir.

Al - Asmari ve ark. (2015), erkek siganlarda HMG-CoA rediiktaz inhibitorii
simvastatin ile D vitamininin (100 pg/kg) birlikte ve ayri ayr etkisini
incelemislerdir. Calismada toplam dort grup olup; kontrol, simvastatin,
simvastatin+D vitamini ve D vitamini gruplarinda total kolesterol, TG seviyelerine
incelemisler ve toplam 8 giin uygulama sonunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda
D vitamini grubu total kolesterol ve TG seviyelerindeki degisikligin anlamsiz

oldugunu bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2009), yaptiklart ¢alismada VDR knock-out erkek ve disi
farelerin kolesterol konsantrasyonlar itizerine etkisi ile ilgili yaptiklari ¢alismada D
vitamini reseptorii knock-out erkek ve disi farelerin normal farelere gore daha yiiksek
(p=0.05) total kolesterol seviyesine sahip oldugunu bildirmisler. Aynmi sekilde D

vitamini reseptorii knock-out erkek farelerin normal farelere gore daha yiiksek
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(p<0.05) HDL-C seviyesine sahip oldugunu bildirmigler. Ayrica arastirmacilar real
time PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile ABCAL, Sterol diizenleyici
element baglayici protein 2 (SREBP2: Sterol requlatory element binding protein 2),
apoA-l, LDL-C reseptori ve LXRP mMRNA ekpresyonlar1 ¢alismiglar ve
caligmalarinda mutant erkek farelerin normal farelere gore daha yiiksek (p<0.05)
apoA-lI, LXRB mRNA seviyelerine sahip oldugunu bildirmisler. Fakat aym
degisiklikler disi farelerde gozlenmemis ve disi mutant farelerde ise SREBP2 mRNA
expresyonunu normal farelere gore azalmis (p<0.05) bulmuslardir. Arastirmacilar
mutant farelerdeki bu kolesterol yiikseklikliginin besledikleri 6zel yemden mi
kaynaklandigin1 arastirmak i¢in ayni yemle mutant NMRI ve normal fareleri
beslemisler ve mutant ve normal fareler arasinda total kolesterol ve HDL-C seviyesi
bakimindan bir fark olmadigini bildirmisler. Biitiin bunlarin 15181 altinda kolesterol
metabolizmasini beslenme, cinsiyet ve genetik yatkinligin etkileyecegini, VDR’nin
etkisinin minimal olabilecegini bildirmisler. Arastirmacilar ayrica ¢alismalarinda
LXRP mMRNA expresyonlari erkek farelerde artisina ragmen bununla birlikte artist
diistiniilen ABCAL (HDL-C’deki kolesterolii karacigere taginmasi ile iliskili) mMRNA
expresyonlarin degigsmedigini, dolaysi ile ABCA1’den farkli faktor ile (ABCGL,
ABCG5 ve ABCG8) serum lipid degisikliklerinin etkilenmis olabilecegini
bildirmislerdir. LXRa’y1 ise D vitamininin inhibe ettigini ve bunun sonucunda
ABCG1, ABCG5 ve ABCGS8 expresyonlarinin artigina katkist olabilecegini de
bildirmislerdir.

Wehmeier ve ark. (2011), yaptiklari ¢alismada hiicre kiiltiiriinde Western blot
ve Nothern yontemi ile HDL-C’nin ana proteini olan apoA-l gen expresyonu iizerine
24,25(0H),D; ve 250HD; vitamini etkisini degerlendirmisler. Arastirmacilar
karaciger ve bagirsak hiicrelerinde 24,25(0OH),D3’nin hem apoA-I gen expresyonunu
hem de apoA-1 mRNA seviyelerini azalttigin1 (p<0.05), fakat 250HD3 vitamininin
istatiksel degerlendirme ag¢isindan anlamli bir etkisinin olmadigin1 bildirmiglerdir.
24,25(0OH),;D; apoA-l1 gen expesyonu {iizerine baskilayict etkilerini, bilinen
(Wehmeier 2005), 1,25(0OH),;D3’ iin VDR sinyal mekanizmasindan farkli sekilde
gerceklestigini bildirmislerdir. Ayrica ilave D vitamini almanin dozuna dikkat etmek

gerektigini de bildirmislerdir.

Asemi ve ark. (2013), cift korlii randomize kontrollii olarak yaptiklart klinik

caligmada gestasyonel diyabetli gebe kadinlara D vitamini ilavesinin lipid
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metabolizmasi, oksidatif parametreler ve yiiksek duyarlikli C-reaktif protein (hs-
CRP: high sensitive C-reaktive protein) iizerine etkisine incelemisler. Arastirmacilar
calisma esnasinda D vitamini alan gruba iki defa (50,000 IU) D vitamini
vermislerdir. Calisma sonunda total kolesterol (p=0.01) ve LDL-C (p=0.003)
seviyelerinde anlamli azalis oldugunu, serum kalsiyum, TG, HDL-C, seviyelerinde
ise anlamli bir etkinin olmadigini bildirmislerdir. D vitamini seviyeleri ise 6 haftalik

siire sonunda 20.41(ng/ml) den 20.92 seviyelerine yiikselmistir.

Total Kolesterol Degerleri

Calismamizda HC+VitD ve HC gruplarinda serum total Kkolesterol
seviyerinde tablo: 4.1’de goriildiigii gibi yiikselme belirlendi. HC grubu ile HC+VitD
grubu karsilastirildiginda, HC+VitD grubundaki HC grubuna goére serum total
kolesterol seviyeleri diisiik (p<0.05) bulundu. Grup i¢i degerlendirmeye baktigimizda
ise D vitamini grubunda baslangi¢c seviyelerine gore g¢alisma sonu Serum total
kolesterol seviyesindeki azalis anlamli bulundu (p<0.05). Yine D vitamini grubu
total kolesterol seviyeleri kontrol grubuna gére anlamli olmamakla birlikte disiik
bulundu. Bu bulguda HC ye gore HC+VitD grubu ve D vitamini grubundaki total

kolesterol seviyesindeki anlamli azalisi, destekler niteliktedir.

Schnatz ve ark. (2014), Al-Asmari ve ark. (2015) ve Munoz - Aguirre ve ark.
(2015) yaptiklari ¢aligmalarda D vitamini ilavesinin total kolesterol seviyesi {izerine

etkisinin olmadigini bildirmislerdir.

Wang ve ark. (2012), metaanalizlerinde ve Islam ve ark. (2014) yaptiklar
caligmada D vitamini ilavesinin total kolesterol seviyesi iizerinde anlamli olmasada

bir azalis oldugunu bildirmislerdir.

Asemi ve ark. (2013), Maki ve ark. (2011) ve Wang ve ark. (2009) ise
yaptiklar1 ¢alismalarda D vitamini ilavesinin total kolesterol seviyesi lizerine anlaml
azalisa yol agtigin1 bildirmektedirler. Arastirmacilarin bulgular1 bizim bulgularimizla

uyumludur.

Son yillarda yapilan ¢aligsmalarda kimi grupta obez bireyler, kimi grupta yasl
bireyler, hatta farkli wrklar incelenmistir. Wang ve ark. (2012)’nin yaptiklar

metaanaliz sonucunda da belirttikleri gibi bireysel farkliliklardan, verilen D vitamini
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dozu, siiresi, cinsiyet farkliliklar1 gibi sebeplerden kaynaklanan farkli sonuglar elde

edilmistir.

Bizim ¢alismamizda kontrol grubuna gére D vitamini verilen grupta serum
total kolesterol seviyelerinde anlamli (p<0.05) bir azalis goriildii. Tablo: 4.1 - 2’ye
baktigimizda ise HC grubuna gore HC+VitD grubunda serum total kolesterol
seviyesinde azalis goriildii (p<0.05). Calismamizda D vitamininin total kolesterolii
distiriicii etkisi Wang ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada belirttigi gibi “VDR’nin
etkisi minimal olabilir’ ancak yiiksek kolesterol seviyelerinde etkisi daha belirgin
olusacagi i¢in kontrol grubu ile D vitamini grubu arasinda anlamli bir fark

olugmamis olabilir.

Karaciger x reseptorleri (LXRs: Liver x receptors) hedef genlerinin birgogu
yag asidi metabolizmasi1 sentez yolunu ve kolesterolii de igeren diizenleyici bir role
sahiptir. Bu reseptorler RXR ile heterodimer olusturarak kolesterol sensorii olarak
davrandigi kadar kolesterol hemostazini saglamak icin lipid transportu ve
kolesteroliin hiicre icinden disina c¢ikist icin genlerin diizenleyicisi olarak da
davranirlar (Wang ve ark. 2009). D vitamini ise kanda 250HD3 vitamini seviyesinin
yiikselmesiyle birlikte kalsitriyoliin veya D vitamini metabolitlerinin herhangi biri
LXRa velveya LXRP’y1 etkiledigi, dolayisiyle kolesterol sentezini veya emilimini
azaltmis ve/veya kolesterol akisini, (Jiang 2006; Wang ve ark. 2009) atimini
(Wojcicka 2007) artirmis olabilir.

Trigliserit Degerleri

Caligmamizda gruplar arast TG seviyeleri D vitamini ilavesi agisindan
bakildiginda farkliliklar anlamli degildi (Tablo: 4.1 - 2). Grup i¢i degerlendirmelerde
ise D vitamini grubundaki baslangic seviyelerine gore ¢alisma sonu TG
seviyelerindeki artis anlamli olmamakla birlikte p=0.051 olarak bulundu. HC+VitD
ve HC gruplarinda ise baslangi¢ seviyelerine gore c¢alisma sonu TG seviyesindeki
artis anlamli bulundu (Tablo: 4.1), (p<0.01; p<0.01;).

D vitamini ilavesinin TG seviyesi lizerine etkisi incelendiginde; Mufioz -
Aguirre ark. (2015), Islam ve ark. (2014) yaptiklar1 c¢aligmalarda D vitamini
ilavesiyle TG seviyelerinde azalis oldugunu (p<0.05), Calgaroto ve ark. (2015) ise
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sadece diyabetik grupta kendi kontrol grubuna gore azalis oldugunu (p<0.05)
bildirmiglerdir.

Maki ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada D vitamini ilavesinin 16 haftalik
stire sonunda TG seviyesinde azalis oldugunu fakat anlamsiz oldugunu, Wang ve ark.
(2012) ise yaptiklar1 metaanaliz de TG seviyelerinin azalis egiliminde olabilecegini

bildirmiglerdir.

Al - Asmari ve ark. (2015), Schnatz ve ark. (2014) ve Asemi ve ark. (2013)
ise yaptiklar1 ¢alismalarda D vitamini ilavesinin TG seviyesi iizerine etkisinin

olmadigini bildirmislerdir.

Bilindigi gibi tavsanlarda kaprofaji gorilmektedir. Yani gece yaptig
yumusak diskiyr yemektedirler. Leiber ve ark. (2008), tavsanlarda ve diger kiigiik
otcul canlilardaki mikrobial lipid sindiriminin ve ¢ekumdaki mikrobiyal
fermantasyonun 6nemi heniiz tam bilinmedigini a¢iklamiglardir. Besinlerin mikrobial
fermantasyon ile sindirimi, doymamis yag asitlerinin izomerlesmesi ve
hidrojenlenmesi ile iligkilidir. Bu durum stearik asit, konjuge linoleik asit ve cesitli
trans yag asitlerinin 6nemli miktarda {iretimi ile sonuglanmaktadir. Tavsanlarda
kaprofaji yoluyla bu tiir yaglar, vitaminler ve besinler viicuda tekrar alinmaktadir.
Biz c¢alismamizda tavsanlarimizi kan alacagimiz giiniin aksami ag¢ biraksakda
kaprofaji yolu ile tekrar beslenebildikleri igcin TG seviyeleri bu durumdan etkilenmis
olabilir. Bizim sonuglarimizda D vitamini ve HC+VitD gruplarindaki TG
seviyelerindeki kontrollerine gore artis egilimi, her nekadar gruplar arasi
degerlendirmede anlamli olmasa da kaprofajiden veya kaprofaji ve D vitamini
etkilesiminden veya D vitamini ilavesinden kaynaklanmig olabilecegi kanaatine

varildi.

LDL Kolesterol Degerleri

Calismamizda HC+VitD ve HC gruplarinda serum LDL-C seviyerinde tablo:
4.1’de goriildiigi gibi baslangi¢ seviyelerine gore yiikselme belirlendi. Caligma sonu
HC+VitD grubundaki, HC grubuna goére serum LDL-C seviyelerindeki azalis ve
kontrol grubuna gore D vitamini LDL-C seviyelerindeki fark anlamli degildi (Tablo:
4.1-2).
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Son yillarda yapilan ¢alismalar incelendiginde sadece Wang ve ark. (2012)
yaptiklart metaanalizde bizim sonuglarimizdan farkli olarak D vitamini ilavesinin

LDL-C seviyelerinde anlamli bir artis oldugunu bildirmislerdir (p<0.05).

Muioz - Aguirre ve ark. (2015), ise yaptiklart ¢alismada D vitamini

ilavesinin LDL-C seviyesi lizerine etkisini gorememislerdir.

Calgaroto ve ark. (2015), Schnatz ve ark. (2014) ve Asemi ve ark. (2013)
yaptiklar1 c¢aligmalarda D vitamini ilavesinin LDL-C seviyesi iizerine anlamli bir

azalis oldugunu bildirmektedir (p<0.05).

Islam ve ark. (2014) ve Maki ark. (2011), ise yaptiklart c¢aligmalarda D
vitamini ilavesinin LDL-C seviyelerinde bizim c¢alismamizda oldugu gibi anlamli

olmayan bir azalis oldugunu bildirmektedirler (p>0.05).

HDL Kolesterol Degerleri

Calismamizda gruplar arast1 HDL-C seviyesi farkliliklari anlamli degildi
(Tablo: 4.2). Grup i¢i degerlendirmeye baktigimizda ise D vitamini grubunda
baslangi¢c seviyelerine gore ¢alisma sonu HDL-C seviyesindeki azalig anlamli
bulundu (Tablo: 4.1), (p<0.05).

D vitamini ilavesinin HDL-C seviyesi iizerine etkisinde, ‘tipki total
kolesterolde oldugu gibi’ farkliliklar gériilmektedir. Maki ve ark. (2011), Calgaroto
ve ark. (2015) bizim ¢alismamizdaki sonuglardan farkli olarak HDL-C seviyelerinde
anlamli artis (p<0.05; p<0.05) goézlemlemisler fakat Maki ve ark. (2011),’nin
calismasindaki bireyler obez oldugu gibi ve bireyler arasinda yas farki fazla ve ayn
zamanda bireyler farkli irklardan olugmakta, ayrica bu aragtirmada D vitamini ile
birlikte multivitamin ve probiyotikelerde verilmis olmasi sonuglarimizdan farklilik

olusturmustur.

Schnatz ve ark. (2014), Mufioz - Aguirre ve ark. (2015) ve Asemi ve ark.
(2013) yaptiklar1 ¢alismalarda D vitamini ilavesinin HDL-C seviyesi tizerine etkisini

gorememislerdir.

Islam ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢caligmada ve Wang ve ark. (2012), yaptig
metaanalizde HDL-C seviyesi tlizerine anlamli olmayan bir azalis oldugunu
bildirmektedir. Wang ve ark. (2012), yaptiklari metaanaliz ¢alismasinda devamli D
vitamini almanin HDL-C’yi diisiirebilecegini bildirmislerdir. Wang ve ark. (2009),
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bildirdikleri bizim ¢alismamizdaki sonuglar: destekler niteliktedir. Bu arastirmacilar
VDR knock-out erkek farelerde hem HDL-C seviyesini anlamli sekilde yiiksek
bulmuslar hem de HDL-C’nin ana proteini olan apoA-I’i yiiksek bulmuslardir. Bizim
caligmamizda sadece D vitamini verilen grupta calisma baglangici ve sonu
karsilagtirildiginda HDL-C seviyesininin anlamli sekilde azaldigi bulundu (Tablo:
4.2). Bununla birlikte Wehmeier ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada 24,25(OH),D3
tin HDL-C’nin  major proteini apoA-l gen ekpresyonunu baskiladigi da
belirtilmektedirler. Kanda 250HD; vitamini seviyesinin yiikselmesiyle birlikte
kalsitriyoliin veya D vitamini metabolitlerinin birinin apoA-1 (Wehmeier 2005),
LXRa (Jiang 2006) ve/veya LXRB’y1 (Wang ve ark. 2009) etkiledigi dolayisiyle

kolesteroliin azalisi ile birlikte HDL-C’de azalmis olabilecegi kanaatine varildu.

5.3. D Vitamini ve Kalsiyum Degerleri

Calismamizda tavsanlara verilecek olan D vitamini dozu belirlenirken
yedikleri yemin icerigin de bulunan ve verilecek olan D vitamini miktarinin
beslenme i¢in normal smurlar icerisinde kalmasma dikkat edildi. Curry ve ark.
(1974), hayat1 devam ettirmek i¢in gerekli D vitamini miktarinin 10 - 13 1U/kg/giin
olabilecegini bildirmislerdir. Fakat Lebas (2000),’a goére; Coudert ve Lebas (1982)
tavsanlarin beslenmesinde 300 IU/Kg/glin miktarin yetersiz oldugunu bildirmis,
Bourdeau ve ark. (1986) pratikte 600 - 1,000 1U/kg/giin D vitaminin biiylimekte ve
emzirilen tavsanlarda yeterli miktar oldugunu bildirmislerdir. Loliger ve Vogt (1980)
ise 3250 IU D vitamini/kg’in diyet igeriginde oldugunda D vitamini asiriligindan
dolayr yumusak dokularda, aortta ve bobrekte kalsifikasyonlar oldugunu
bildirmislerdir. Calismada kullandigimiz 2.5 - 3.8 kg viicut agirlikli, 8 - 12 ayhk
erkek tavsanlarin her birinin giinde 120 - 180 gram yem tiikettigi caligma Oncesinde
belirlendi. Tablo: 3.2°de goriildiigii gibi yem 800 1U D vitamini/kg icermektedir. Bir
tavsanin glinde 120 - 180 gram yem tiikettigi disilintildiigiinde aldigr D vitamini
miktar1 ise ~10 - 14 IU’ ye denk gelmektedir. Bu alinan D vitamini miktari ise,
Curry ve ark. (1974) belirtmis oldugu gerekli miktara uygun gelmektedir.
Calismamiza baslamadan yaptigimiz pilot arastirmada 8 hafta siiresince erkek
tavsanlar1 600 IU/Kkg/glin D vitamini uygulandi. Bu pilot ¢alismadaki tavsanlar 8
haftalik siire dolmadan (5.-6. haftalarda) 6lmeye basladilar. Bu 6len hayvanlarin D

vitamini seviyeleri baslangica gore ~4 kat artti. Calismamizda toplam 8 hafta gibi bir
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stire D vitamini uygulayacagimiz i¢in, Bourdeau ve ark. (1986) ve Loliger ve Vogt
(1980) belirttikleri miktarlar ve yaptigimiz pilot ¢alismada géz Oniine alinarak 300
IU/kg/gtin D vitamini dozu belirlendi.

Calismamizda D vitamini grubunda 85.23 ng/ml ortalama seviyelerinde olan
plazma 250HD; vitamini seviyesi tablo: 4.3’de goriildiigii gibi baslangig
seviyelerine gore yiikselme belirlendi. HC+VitD grubunda D ilavesine ragmen
calisma sonuna kadar baslangic seviyelerini yaklasik olarak koruyabildi. HC
grubunda ise D vitamini seviyeleri gittikce azalarak calisma sonunda baslangic
seviyelerine gore azaldi (p<0.001). Amacimiz burada D3 vitamini verdigimiz
gruplarda; D3 vitamininin bagirsaklardan emilip ardindan 250HD;3; vitamini
seyiyesinin takibini yapmakdi. Kontrol grubunda 250HD3 vitamini seviyesinde artis
gozlenmez iken D vitamini grubunda plazma 250HD; seviyeleri artti.
Hiperkolesterolemi gruplarinda ise; HC grubundaki plazma 250HD; seviyelerinin
calisma sonuna dogru gittik¢e azaldigi ve HC+VitD grubunun plazma 250HD3
vitamini seviyesinin ise baslangi¢ seviyelerini koruyabildigi goriildii. Ayrica ¢alisma
sonu HC+VitD grubuna gore HC grubu 250HDj3 vitamini seviyeleri farki anlamli
bulundu (Tablo: 4.3 - 4). Bilindigi gibi 250HD vitamini, D vitamininin viicutta depo
sekli olup, gerektiginde Kkalsitrole veya D vitamininin diger metabolitlerine

dontigebilmektedir (Rodwell ve ark. 2015).

Kan kalsiyum seviyeleri D3 vitamini verdigimiz gruplarda D3 vitaminine
bagl hiperkalsemi gelisme riskine karsi kalsiyum seviyeleri takibe alindi. D3
vitamini verdigimiz D vitamini ve HC gruplarinda ¢alisma baslangicina gore ¢alisma
sonunda kalsiyum seviyeleri azaldi (p<0.01; p<0.001). HC+VitD grubunda g¢alisma
baglangicina gore ¢alisma sonunda kalsiyum seviyelerinde herhangi bir degisiklik

gozlenmedi.

Diger memeli tiirlerinden farkli olarak tavsanlarda kalsiyumun emilimi D
vitamininden bagimsiz olarak ger¢eklesir (Jekl ve Redrobe 2013). Kanlarindaki total
kalsiyum konsantrasyonu diyetlerindeki kalsiyum miktarina gore degisir (Clauss ve
ark. 2012; Jekl ve Redrobe 2013). Kalsiyumun intestinal absorbsiyonu pasif diflizyon
yolu ile olmaktadir (Jekl ve Redrobe 2013). Viicut igin fazlalik olan miktar idrar ile
atilmaktadir (Clauss ve ark. 2012).
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Tavsanlarda kan kalsiyum normal seviyeleri aldigi diyete gore degisken
olmakla birlikte Redrobe (2002)’ye gore 13 - 15 mg/dl, Jekl ve Redrobe (2013)’ye
gore ise 5.96 - 14.8 mg/dl seviyelerindedir. Hatta yetiskin tavsanlar1 yiiksek kalsiyum
diyeti ile beslendiginde kalsiyum seviyeleri 18 mg/dl seviyelerinin {izerine hizla
cikabilecegi de bildirilmistir (Jekl ve Redrobe 2013). Bizim g¢alismamizda ise D
vitamini grubu 0. hafta kalsiyum seviyeleri ortalamasi tablo: 4.3’e bakildiginda 15.59
+ 0.94°den ¢alisma sonunda 13.62 + 0.92 seviyelerine gerilemektedir. Ayrica
calismamizdaki 2 haftada bir yapilan 6l¢iim sonuglarinda, kontrol grubumuzdaki
maksimum kalsiyum seviyesi ortalamalar1 ile D vitamini grubundaki ortalamalar
birbirine yakin degerlerdir. Kalsiyum seviyelerindeki azalis her ne kadar anlamli olsa
da literatiire gore (Jekl ve Redrobe (2013) bu azalis normal simirlar igerisindedir.
Ayrica g¢alismamizda kalsiyum seviyesini takip etme amacimiz D vitamini
hipervitamindziine bagl olarak gelisebilecek olan hiperkalsemidir. Calismamizdaki
tavsanlarin giinliik yedikleri diyetlerine bagli olarak gelisebilecek bireysel kalsiyum
seviyeleri yiikseklikleri de goz liniinde bulunduruldugunda; kontrol grubu kalsiyum
seviyeleri ortalamalarini, D vitamini verdigimiz gruplarda asilmadigi igin D

vitaminine bagli bir hipervitamindz olusmadig1 diisiincesindeyiz.

5.4. TAS, TOS, OSI ve MDA Degerleri

TAS Degerleri

Calismamizda tablo: 4.5 - 6°da da gorildiigii gibi D vitamini verdigimiz
grupta kontrol grubuna gore; serum TAS seviyeleri ortalamalarinda bir artis oldugu,
yine hiperkolesterolemi gruplarinda D vitamini verdigimiz HC+VitD grubunda HC
grubuna gore; serum TAS seviyeleri ortalamalarinda artis oldugu fakat bu
gruplardaki artiglarin anlamli olmadigr goriildii. Karaciger dokularinda D vitamini
verdigimiz grupta kontrol grubuna gore; doku TAS seviyeleri ortalamalarinda azalis
oldugu, yine hiperkolesterolemi gruplarinda D vitamini verdigimiz HC+VitD
grubunda; HC grubuna gore doku TAS seviyeleri ortalamalarinda azalis oldugu,

fakat bu gruplardaki azalmalarin anlamli olmadig: goriildii.

89



TOS Degerleri

Calismamizda tablo: 4.5 - 6°da da gorildiigii gibi D vitamini verdigimiz
grupta kontrol grubuna gore; serum TOS seviyelerinde bir azalis oldugu, yine
hiperkolesterolemi gruplarinda D vitamini verdigimiz HC+VitD grubunda HC
grubuna gore; serum TOS seviyeleri ortalamalarinda azalis oldugu fakat bu
gruplardaki azalmalarin anlamli olmadig1 goriildii. Karaciger dokularinda D vitamini
verdigimiz grupta kontrol grubuna goére, serum TOS seviyelerinde azalis oldugu,
yine hiperkolesterolemi gruplarinda D vitamini verdigimiz HC+VitD grubunda HC
grubuna gore doku TOS seviyeleri ortalamalarinda azalis oldugu fakat bu

gruplardaki azalmalarin anlamli olmadig1 gorildii.

OSI Degerleri

Calismamizda tablo: 4.5 - 6’da da gortldigi gibi D vitamini verdigimiz
grupta kontrol grubuna goére; serum OSI seviyelerinde azalis oldugu fakat bu azaligin
anlamli olmadig1 goriildii. Hiperkolesterolemi gruplarinda ise, D vitamini verdigimiz
HC+VitD grubunda HC grubuna gére; serum OSI seviyelerinde azalig oldugu ve bu
azalismn anlamli oldugu (p<0.05) goriildii. Karaciger dokularinda D vitamini
verdigimiz grupta kontrol grubuna gore; doku OSI seviyeleri ortalamalarinda artisin
oldugu, yine hiperkolesterolemi gruplarinda ise D vitamini verdigimiz HC+VitD
grubunda HC grubuna gore; doku OSI seviyelerinde azalisin oldugu fakat bu

gruplardaki artig ve azalisin anlamli olmadig1 goriildi.

MDA Degerleri

Caligmamizda tablo: 4.5 - 6’da da gorildigi gibi D vitamini verdigimiz
grupta kontrol grubuna gore; serum MDA seviyelerinde artis oldugu, Yine
hiperkolesterolemi gruplarinda ise D vitamini verdigimiz HC+VitD grubunda HC
grubuna gore; serum MDA seviyelerinde azalis oldugu fakat bu gruplardaki artis ve
azaligin anlamli olmadig1 goriildii. Karaciger dokularinda D vitamini verdigimiz
grupta kontrol grubuna gore, doku MDA seviyelerinde azalisin oldugu, yine
hiperkolesterolemi gruplarinda D vitamini verdigimiz HC+VitD grubunda HC
grubuna goére; doku MDA seviyelerinde azalisin oldugu fakat bu gruplardaki

azalmalarin anlamli olmadigi goriildii.
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Bhat ve Ismail (2015), sigan kas dokularinda hafif oksidatif stresi onlemede D
vitamininin etkisini incemisler ve ¢aligmada hayvanlari iki gruba ayirmusglar bir grup
D vitamini yoksun diyetle diger grubu normal diyetle beslemislerdir. Arastirmacilar
D vitamini eksikliginin sican kaslarinda hafif oksidatif stresi indiikledigini, protein
karbonillerini ve antioksidan enzim aktivitelerini degistirdigini bildirmislerdir. D
vitamini ilavesinin biitiin oksidatif stresle iligkili paramereleri diizeltebilecegini de

bildirmislerdir.

Foroozanfard ve ark. (2015), polikistik over sendromlu, kilolu ve D vitamini
eksikligi bulunan hastalara 8 hafta kalsiyum ve D vitamini takviyesi yapip HOMA-B
skoru, hs-CRP, nitrik oksit, MDA, TAS, GSH ve CAT seviyelerini incelemisler.
Calismada kalsiyum ve D vitamini takviyesi yapilan grupta HOMA-B (p=0.03), hs-
CRP (p=0.04), MDA (p<0.01) serum seviyelerinde diger gruplara gore anlamli bir
azalig oldugunu, TAS (p<0.01) ve GSH (p<0.01) serum seviyelerinde ise anlamli bir
artis oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sadece D vitamini ilavesi yapilan grupta ise
calisgma baglangicina gore; HOMA-B, hs-CRP seviyelerinde, plasebo grubunda
artisina ragmen, D vitamini grubunda azalig oldugu, yine NO ve MDA seviyeleri
plasebo grubunda artisina ragmen D vitamini ilavesi yapilan grupta kayda deger bir
degisikligin olmadigini, TAS seviyesinin ise plasebo grubunda azalmasina ragmen D

vitamini ilavesi yapilan grupta anlamli sekilde (p<<0.05) arttiZin1 bildirmislerdir.

Asemi ve ark. (2013), yaptiklar1 klinik ¢alismada gestasyonel diyabetli gebe
kadinlara D vitamini ilavesinin lipid metabolizmasi, oksidatif parametreler ve hs-
CRP {izerine etkisini incelemisler. Calisma esnasinda D vitamini alan gruba iki defa
(50,000 IU) D vitamini vermisler. hs-CRP seviyeleri D vitamini alan grupta ¢aligma
sonunda plasebo grubuna goére daha fazla azalmistir. D vitamini seviyeleri ise 6
haftalik siire sonunda 20.41(ng/ml) den 20.92 seviyelerine yiikselmis oldugunu
gormiisler fakat calisma sonunda hs-CRP, TAS ve GSH iizerine anlamli bir etki

goremediklerini bildirmislerdir.

de Medeiros Cavalcante ve ark. (2015), yaptiklari calismada D vitamini
seviyesi yetersiz yasli bayanlara yiiksek doz (200,000 IU) D3 vitamini vererek
oksidatif parametrelerine incelemisler, arastirmacilar 4 hafta siire sonunda TAS’in
anlamli sekilde arttigi (p=0.03) hs-CRP seviyelerinin anlamli sekilde azaldigi
(p=0.007) ve MDA seviyelerinde bir degisikligin olmadigini bildirmislerdir.
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Sharifi ve ark. (2014), yaptiklar1 calismada non-alkolik yagli karaciger
hastalig1 olan yetigkin hastalara D vitamini takviyesinin oksidatif stres, enflamatuar
belirtegler tizerine etkisini incelemisler, hastalara 4 ay boyunca 2 haftada bir 50,000
IU D3 vitamini vermisler. Calisma sonunda D vitamini alan grubun serum MDA
seviyelerinin kontrole gore anlamli sekilde azaldigi (p=0,03), hs-CRP seviyesinin
azaldig1 fakat anlamli olmadigini, TNFa ve TAS parametrelerinde ise bir degisikligin

olmadig bildirmislerdir.

Lan ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada agir astim krizleri olan hastalarda D
vitamini seviyelerine bakilarak; oksidatif stres, kortikoidlere direng, DNA hasari
tizerine farkliliklarini incelemigler. Agir astim alevlenmesi olan ve D vitamini
eksikligi olan hastalarda perifer kanda bulunan monositlerde DNA hasar1 ve
hastalarda oksidatif stres gerceklestigini bildirmislerdir. Bu hastalarda D vitamini
eksikliginin TNFa, niikleer faktor kappa B ekspresyonlariin ve niikleer faktor kappa
B fosforilasyonunun arttigini, ilave olarak D vitamini almanin oksidatif stresi
azalttigin1 ve kortikosteroitlere karsi cevabi artirdigini bildirmislerdir. Yine ilave
olarak D vitamini almanin ROS salinimini ve solunum yollar1 epitel hiicrelerindeki

DNA hasarini azaltigini bildirmislerdir.

Baser ve ark. (2015), yaptiklar1 ¢aligmada D vitamini seviyesi diisiik (< 20
ng/ml) 41 adet birey ile D vitamini seviyesi normal (>30 ng/ml) 30 adet bireyin TAS,
TOS, iskemiye modifiye albumin, Ox-LDL ve hs-CRP seviyelerini karsilastirmislar.
Arastirmacilar kontrollere gore; D vitamini seviyesi disiik olan bireylerde TAS
seviyesinin anlamli sekilde (p<0.001) daha az oldugunu, TOS ve iskemiye modifiye
albumin seviyelerinin anlamli sekilde (p<0.05; p<0.001) daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Saedisomeolia ve ark. (2013), yaptiklar1 c¢aligmalarinda tip2 diyabetli ve
normal bireylerde SOD, glutatyon rediiktaz, GSH-Px ve TAS seviyelerini
karsilastirmiglar, tip2 diyabetli hastalarda D vitamini seviyesi ile TAS seviyeleri

arasinda anlamli (p<0.05) pozitif korelasyon oldugunu bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2014), 1488 adet katilimci ile yaptiklar1 ¢alismada yaslar 7 -
11 arasinda degisen okul c¢ocuklarinin 250HD vitamini seviyelerine bakip;
sismanlik, inflamasyon ve oksidatif stres parametrelerini degerlendirmisler.

Arastirmacilar ¢ocuklarda 250HD vitamini seviyelerinin ortalama 18.4 ng/ml
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oldugunu ve 839 adet ¢ocukta 250HD vitamini seviyesinin yetersiz oldugunu (<20
ng/ml) belirlemislerdir. Yetersizlik belirlenen cocuklarda yetersizlik olmayanlara
gore viicut agirligr (p<0.001), viicut kitle indeksi (p<0.001), belgevresi genisligi
(p<0.001) viicut yag oraninin (p<0.001) daha fazla oldugunu, SOD seviyesinin ise
daha diisiik oldugunu (p<0.001) bildirmisler. Sonug olarak D vitamini eksikliginin,
sismanlik ve oksidatif stresin yol actigi hastalik risklerini artirabilecegini

bildirmislerdir.

Eftekhari ve ark. (2014), yaptiklar1 ¢alismada ¢ift korlii plasebo kontrollii
yaslar1 30 - 75 arasinda degisen tip 2 diyabetli hastalar1 iki gruba ayirip, bir gruba
kalsitriyolii (1,25(0OH),D3) 50 pg dozunda her giin vermisler. 6. ve 12. hafta sonunda
total kolesterol, LDL-C, HDL-C, TG, ve MDA seviyelerine incelemisler.
Arastirmacilar total Kkolesterol, LDL-C, TG ve MDA seviyelerini hem plasebo
grubunda hem de c¢alisma grubunda baslangi¢ seviyelerine gore; anlamli sekilde
(p<0.05) azaldigini, fakat HDL-C seviyesinin sadece plasebo grubunda azaldigini
(p<0.05) bildirmisler fakat gruplar arasinda her bir degisken i¢in anlamli bir fark
olmadigini, sonug olarakda bulgularin istatiksel olarak anlamli olmasa da kalsitrioliin
lipid profilini ve oksidatif stres belirteglerini tip 2 diyabetli hastalarda azalttigini
bildirmiglerdir.

Nseir ve ark. (2011), non-alkolik karaciger hastaligi olan hastalarda
tekrarlayan bakteriyel enfeksiyon riskinin olup olmadigini arastirmiglar ve serumda
MDA, CRP, D vitamini gibi parametreleri degerlendirmisler. MDA ve CRP
seviyelerinin non-alkolik karaciger hastaligi olanlarda kontrole gore daha yiiksek
(p<0.01; p<0.05) oldugunu, D vitamini seviyesinin ise yine kontrole gore daha diisiik
(p<0.01) oldugunu bildirmisler. D vitamini seviyelerinin non-alkolik karaciger
hastalig1 olanlarda kontrollere gore diisilk olmasinin tekrarlayan enfeksiyonlardan
dolay1 olabilecegini ve sonugta D vitamini verilmesinin tekrarlayan enfeksiyonlardan

koruyabilecegini bildirmislerdir.

Bizim ¢aligmamizda hiperkolesterolemi gruplarinda; D vitamini verdigimiz
hayvanlarda serum OSI harig, diger parametrelerde anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. Yani HC+VitD grubunda HC grubuna gére serum OSI anlamli sekilde
(p<0.05) azaldi.
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Foroozanfard ve ark. (2015), de Medeiros Cavalcante ve ark. (2015) ve Baser
ve ark. (2015) c¢alismalarinda D vitamini ilavesi yapilan gruplarla D vitamini
eksikligi olan gruplar1 karsilagtirmislar ve D vitamini ilavesi yapilan gruplarda D
vitamini eksikligi olan gruplara gore TAS seviyelerinde anlamli bir artis (p<0.01;
p=0.03; p<0.001) gbzlenmistir. Asemi ve ark. (2013) ve Sharifi ve ark. (2014) ise D
vitamini ilavesi ile kontrollere gore TAS seviyelerinde bir degisiklik
gozlemlememisler. Bu arastirmacilardan Asemi gebelerde, Sharifi ise karaciger
yaglanmasi olan bireylerde ¢alisma yaptiklarindan dolay1 baska bir sebepten veya
calisma sonunda baglangica gére D vitamini seviyerinde fazla bir artis olmadigi i¢in
TAS seviyeleri tizerine anlamli bir artis gézlemlenmemis olabilir. D vitamini
seviyesi ile TAS seviyesinin pozitif korole (Saedisomeolia ve ark. 2013; Baser ve
ark. 2015) oldugu i¢in bizim ¢alismamizda normal diyetle beslenenlerin D vitamini
seviyeleri diigiik olmadigr i¢in TAS seviyeleri arasinda anlamli bir fark olusmamis
olabilir. Calismamizda D vitamini verilen grupta kontrol grubuna gore TAS
seviyelerindeki artis (Tablo: 4.5 - 6) anlamli degilse de daha yiiksektir. Bu bulgular
is1¢inda  diyetlerine D vitamini ilavesinin TAS seviyelerinde kismi bir artig

yapabilecegi kanaatine vardik.

TOS seviyeleri agisindan baktigimizda Baser ve ark. (2015) D vitamini
seviyesi diisiik olan kisilerde D vitamini seviyesi normal olanlara gore anlamh
(p<0.05) seckilde TOS seviyelerininin daha yiiksek oldugunu, de Medeiros
Cavalcante ve ark. (2015) D vitamini verilen grupta D vitamini eksikligi olan gruba
gore hassas bir enflamasyon belirteci olan hs-CRP seviyesinin anlamli (p=0.007)
azaldigini, yine Foroozanfard ve ark. (2015) ve Sharifi ve ark. (2014) D vitamini
verilen grupta D vitamini verilmeyen gruba gore hs-CRP seviyesinin azaldigini fakat
anlamli olmadigini, yine Sharifi ve ark. (2014) D vitamini almanin almayan gruba
gore bir iflamasyon belirteci olan TNFa seviyesine etkisinin olmadigini, Baser ve
ark. (2015) D vitamini seviyesi diisiik olan kisilerle D vitamini seviyesi normal
olanlar arasinda hs-CRP ve Ox-LDL seviyelerinde anlamli bir degisikligin
olmadigint bildirmislerdir. Bizim c¢alismamizdada o6zellikle HC grubunda TOS
seviyesi diger gruplara gore (Kontrol, D vitamini ve HC+VitD) daha yiiksek
cikmistir. Fakat gruplar kendi iginde (VitD ile kontrol, HC+VitD ile HC)
karsilagtirildiginda anlamli ¢itkmamustir. Cilinkii tipk1 TAS seviyelerinde oldugu gibi,

normal diyetle beslenen tavsanlarla, ilave D vitamini alan tavsanlarin D vitamini
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seviyesleri ¢ok farkli olmadig i¢in oksidan strese karsi cevaplarida birbirlerine yakin
olabilir. Dolayisi ile oksidan strese, (Eftekhari ve ark. 2014; Lan ve ark. 2014; Bhat
ve Ismail 2015) katekolaminlere, DNA hasarini engellemeye (Lan ve ark. 2014) kars1
cevaplar1 birbirine yakindir. Calismamizda organizmanin oksidatif stres indeksi
gostergesi olan (antioksidan/oksidan dengesinin bir gostergesi) OSI kontrol grubuna
gore D vitamini grubunda, serum ve doku orneklerinde anlamli bulunmayip
hiperkolesterolemi gruplarinda (HC’ye goére HC+VitD grubunda) serum OSI
seviyeslerinin anlamli olarak diisiik olmas1 oksidan stresi artiric1 etkenlere karsi, D
vitamini ilavesinin OSI indeksini azaltici etkisinin oldugunu desteklemektedir. Bu

etki ise kan D vitamini seviyesine gore farklilik gosterebilir.

Calismamizda MDA seviyelerinde D vitamini verdigimiz gruplarda
verilmeyenlere gore anlamli bir fark goriilmemistir. Bulgularimiz Foroozanfard ve
ark. (2015), de Medeiros Cavalcante ve ark. (2015) ve Eftekhari ve ark. (2014)
tarafindan yapilan ¢aligsmalarla uyumludur. Fakat tablo: 4.5 - 6°da da goriildiigi gibi
D vitamini verilen gruplarda MDA seviyesi azalma egilimindedir. D vitamininin
oksidatif strese kars1 koruyuculugu, Bhat ve Ismail 2015; Lan ve ark. 2014; Eftekhari
ve ark. 2014’in caligmalarinda oldugu gibi az seviyede olabileceginden veya D
vitamini verdigimiz gruplarla vermegimiz gruplar arasinda kan D vitamini seviyesi
farklilig1 yeterince olusmamis oldugu icin MDA seviyelerinde anlamli bir fark
olusmamis olabilir. Nseir ve ark. (2011) c¢alismalarinda; non-alkolik karaciger
hastalig1 olanlarda kontrol grubuna gére MDA ve CRP seviyelerinde anlamli sekilde
artig belirlemislerdir. Bu hastalarda D vitamini seviyesini diisiik tespit etmisler ve D
vitamini  verilmesinin  tekrarlayan  enfeksiyonlardan  Kkoruyabilecegini  de

bildirmislerdir.

5.5. PON- [ Degerleri

Calismamizda tablo 4:5 - ’da da goriildiigii gibi serum PON-1 aktivite
degerlerinin kontrol grubuna gore; D vitamini ve HC+VitD gruplarindaki azaligi
anlamli bulunmadi, fakat HC grubundaki azalis anlamli bulundu (p<0.01). D
vitamini grubuna gore; HC+VitD grubundaki artis ve HC grubundaki azalis anlaml
bulunmadi. Fakat HC+VitD grubuna gére HC grubu serum PON-1 aktivitelerindeki
azalig anlamli bulundu (p<0.05). Karaciger dokusunda tablo: 4.5 - 6°da da goriildiigi

gibi kontrol grubuna gore; D vitamini grubundaki azalis anlamli bulunmadi, fakat
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HC+VitD ve HC gruplarindaki azalis anlamli bulundu (p<0.05; p<0.01). D vitamini
grubuna gore; HC+VitD grubundaki karaciger PON-1 aktivite degerindeki azalig
anlamli bulunmadi, fakat HC grubunun karaciger PON-1 aktivite degerindeki azalis
anlamli bulundu (p<0.05). HC+VitD grubuna goére; HC grubunun PON-1 aktivite

degerindeki azalis anlamli bulunmadi.

Eren ve ark. (2014), ST elevasyonlu miyokard infarktiisii gecirmis 30 adet
hastada D vitamini seviyesi ile TAS, TOS, Paraoksonaz-ARE ve oksidatif stres
belirteglerini incelemisler. Arastirmacilar TNFo ve ARE aktivitesi arasinda negatif
korelasyon, OSI ve TOS arasinda serum amiloid A(akut faz yanit elemani) ile pozitif
korelasyon, yine D vitamini seviyesi ile ARE aktivitesi arasinda pozitif korelasyon
oldugunu bildirmislerdir. HDL-C ile iligkili farkli fonksiyonlar1 olan serum amiloid
A (antienflamatuar) ve PON-1-ARE (antioksidan) molekiillerinin agik bir sekilde
farkli yonde degisiklikler gosterdigi bildirilmistir. Arastirmacilar D vitamini
seviyesini; yeterli (<30 ng/ml), eksiklik (21 - 29 ng/ml) ve yetersizlik (<20 ng/ml)
olarak siniflandirmiglar. PON-1-ARE enzim aktivitesi D vitamini eksikliginin
derecesi ile azaldigimi, D vitamini seviyesi ne kadar diisiikse PON-1-ARE enzim
aktivitesinin o kadar diisiik oldugunu bildirmektedirler. Ayrica arastirmacilar D
vitamini seviyesi diisiik ST elevasyonlu miyokard infarktiislii hastalara destek

tedavisi olarak D vitamini verilebilinecegini de bildirmislerdir.

Ferreti ve ark. (2015), yaptiklar1 metaanalizde PON-1 aktivite degerindeki
azalisin kardiyovaskiiler hastaliklarda ortaya konuldugunu, statinlerin kullanilmasi
ile PON-1 ve ARE’deki artisin kardiyovaskiiler sonuglart 6nlemede kismen klinik

yarar saglayacabilecegini bildirmislerdir.

Akalin Cift¢i ve ark. (2015), yaslar1 40 - 60 arasinda olan (20 erkek 10 bayan)
hiperolesterolemili hastalara statin tedavisi verilerek tedaviden oOnce ve sonra
oksidatif parametreler, NO, PON-1 ve lipid paneli ¢alismislar. Arastirmacilar 3 aylik
atorvastatin tedavisi ile NO (p<0.001), PON-1 (p<0.001), ARE (p<0.01), HDL-C ve
apoAl seviyelerinde artis oldugunu, MDA (p<0.001) ve asimetrik dimetil arjinin
(p<0.001) seviyelerinde azalis oldugunu bildirilmisler. Sonu¢ olarak atorvastatin
tedavisinin HDL-C’nin antienflamatuar ve/veya antioksidan kapasitesini artirdigi ve

ateroskleroza ve endotelyal disfonksiyona kars1 koruyucu oldugunu bildirmislerdir.
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Calismamuzla ilgili olarak D vitamini takviyesinin PON-1 iizerine olan etkisi
ile ilgili literatiir taramasinda ulasabildigimiz bilgiler sinirli kalmistir. Caligmamizda
D vitamini verilen HC+VitD grubunda HC grubuna gore enzim aktivitesi daha
yiiksek bulundu. Serumda genellikle HDL-C iizerinde lokalize olan PON-1’in
(Durrington ve ark. 2001; van Himbergen ev ark. 2006) HC+VitD grubunda tablo: 4

1,5,6’ya bakildiginda c¢aligma baslangicina gore calisma sonunda HDL-C
seviyesinin artisindan kaynaklanabilecegi, HC grubunda PON-1 aktivite degerindeki
artis olmadigit HC+VitD grubundaki artisin D vitamini takviyesinden olmayip daha
¢ok HDL-C seviyelerinin artisindan kaynaklandigi diisiiniildii. Cilinkii D vitamini
verilen grupta kontrol grubuna gére PON-1 aktivite degeri (anlamli olmasa da) serum
ve dokuda azaldigi tablo: 4.5’de goriilmektedir. Eren ve ark. (2014), yaptiklari
caligmada D vitamini seviyesinin azalis1 ile PON-1 aktivite degerininde azaldigi
bildirilmektedir. Fakat bu calismada D vitamini takviyesi yapilmamistir. Ferretti ve
ark. (2015), c¢alismalarinda PON-1 aktivite degeri azalmasinin kadiyovaskiiler
hastaliklar ile iligkilendirmislerdir. Bu hastalik durumu PON-1 aktivite degerindeki
azalisin bir sonucumu yoksa kardiyovaskiiler hastaliklardan dolayimi veya hastaligi
hazirlayan sebeplerden mi PON-1 aktivite degerininde azaldigi sorusunu akla
getirmektedir. Tablo: 4.1°de goriildiigii gibi D vitamini verilen grupta g¢alisma
baslangicina gore calisma sonunda anlamli sekilde HDL-C seviyesinin azaldigi
goriilmektedir. D vitamini verilen grupta kontrole gére hem PON-1 aktivite degerinin
hem de HDL-C seviyesinin de azaldigi i¢in D vitamini verilmesine bagli PON-1
aktivite degerinin azaldigi diistiniilebilir. Pek ¢ok 6nemli fonsiyonu olan PON-1

aktivite degeri D vitamini takviyesine bagl olarak azalabilir.

Sonu¢ olarak; bizim ¢aligmamizda D vitamini takviyesi yaptigimiz
tavsanlarda (erkek) total kolesterol, HDL-C(bagimli), serum OSI seviyelerinde
kontrollerine gére anlamli bir azalig goriildii. Ayrica HDL-C seviyesinin azalisindan
dolay1 genellikle HDL-C {izerinde lokalize olan PON-1 aktivite degerinde de azalma
oldu, ancak istatiksel agidan anlamli degildi. Giiniimiizde ise D vitamini ilave olarak
alinmas1 ¢ok fazla artmistir. Gilinesten dogal yollarla alabildigimiz D vitaminini,
ilave almak gerektiginde ise glinliik alinan miktarina, siiresine, yasa, cinsiyete gore
dikkat etmek gerektigi diisiincesindeyiz. Calismamizin sonuglarina gore (Tablo:

4.1,2,5,6) D vitamini her ne kadar OSI ve total kolesterolii azaltsada, ayn1 zamanda
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HDL-C seviyesini ve PON-1 aktivitesini de azaltabilir veya alinan miktarin

fazlaligina ve siiresine gore faydali olacagi yerde zararl etkileri ile karsilasilabilir.
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