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OZET

FIBROMIYALJi HASTALARINDA DUSUK SERUM D VITAMINI SEVIYELERININ
OKSIDATIF HASAR ILE ILISKISININ ARASTIRILMASI

Thsan KARABULUT
Fizyoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi

Fibromiyalji yaygin kas agrilari ile karakterize genellikle kadinlarda goriilen kronik bir
hastalik olup semptomlar1 D vitamini eksikligi ile benzerdir. Fibromiyalji hastalarinda oksidatif
stresin arttigin1  gosteren birgok calisma bulunmasina ragmen, D vitamini eksikligi olan
fibromiyalji hastalarinda oksidatif stresin nasil degistigi bilinmemektedir. Bu nedenle
fibromiyalji hastalarinda D vitamini eksikliginin oksidatif stres iizerindeki etkilerini aragtirmay1
amagladik. Calismamiza D vitamini eksikligi olanfibromiyalji hastasi1 27 kadin (ortalama yas;
37 + 6) ile herhangi bir hastaligi olmayan 27 saglikli kadin (39 + 7 ) dahil edildi. Hasta
grubundan tedavi dncesinde ve 2 aylik D vitamini replasman tedavisinden sonra olmak tizere iki
kez, kontrol grubundan ise bir kez aglik vendz kani alindi. Serum ileri Diizey Protein
Oksidasyon Uriinleri (AOPP), Malondialdehit (MDA), 8-izoprostan, 8-Hidroksideoksiguanozin
(8-OHdG), Protein Karbonil (PC) diizeyleri ELISA yontemi ile calisildi. D vitamini eksikligi
olan hastalarda tedavi oncesi ve sonrasi 8-OHdG, AOPP, MDA ve PC seviyelerin arasinda
anlaml farklilik g6zlenmezken (p>0,05) tedavi sonrasi 8-izoprostan seviyeleri anlaml diizeyde
azald1 (p= 0,002). Tedavi dncesi AOPP, MDA ve 8-izoprostan seviyeleri kontrol grubuna gore
artarken (sirasiyla; p= 0,002, p= 0,009, p< 0,001) 8-OHdG ve PC seviyelerinde anlamli bir
degisiklik gozlenmedi. Tedavi sonrasinda ise hasta grubunda AOPP ve MDA seviyeleri kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde artarken (sirasiyla; p= 0,001, p= 0,003) 8-OHdG, 8-izoprostan
ve PC seviyelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Ayrica, AOPP, MDA ve 8-izoprostan
seviyleri ile serum D vitamini diizeyleri arasinda anlamli ters bir iliski bulundu (sirayla; rho =-
0,415, p= 0,002; rho =-0,402, p= 0,003 ve rho =-0,445, p= 0,001). Sonug olarak D vitamini
eksikligi olan fibromiyalji hastalarinda oksidatif stresin yiiksek oldugu ve D vitamini replasman

tedavisi uygulandiktan sonra oksidatif stresin kismen diistiigli goriildii.

Anahtar Kelimeler: Fibromiyalji, D vitamini eksikligi, Oksidatif stres



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN OXIDATIVE DAMAGE AND
LOW SERUM D VITAMIN LEVELS IN PATIENTS WITH FIBROMIALGIA

Ihsan KARABULUT
Department of Physiology, Master Thesis

Fibromyalgia is a chronic disease characterized by widespread muscular pain and is
usually similar in women with symptoms of vitamin D deficiency. Although there are many
studies showing increased oxidative stress in fibromyalgia patients, it is not known how
oxidative stress changes in fibromyalgia patients with vitamin D deficiency. Therefore, we
aimed to investigate the effects of vitamin D deficiency on oxidative stress in patients with
fibromyalgia. The study included 27 women with fibromyalgia disease (mean age; 37 + 6)
having vitamin D deficiency; 27 healthy control women having no disease (39 + 7). Fasting
venous blood was obtained from the patient group twice before treatment and after 2 months of
vitamin D replacement therapy and once from the control group. Serum Advanced Protein
Oxidation Products (AOPP), Malondialdehyde (MDA), 8-Isoprostan, 8-
Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), Protein Carbonyl (PC) levels were studied by ELISA
method. There was no significant difference between the levels of 8-OHdG, AOPP, MDA and
PC before and after treatment in patients with vitamin D deficiency (p > 0.05). 8-isoprostane
levels decreased significantly after treatment (p= 0.002). Before treatment AOPP, MDA and 8-
isoprostane levels increased compared to the control group (p = 0.002, p = 0.009, p <0.001,
respectively), but no significant difference was observed in 8-OHdG and PC levels. After the
treatment, AOPP and MDA levels increased significantly in the patient group compared to the
control group (p = 0.001, p = 0.003, respectively) but no significant change was observed in 8-
OHdG, 8-isoprostane and PC levels. In addition, a significant inverse relationship was found
between levels of AOPP, MDA and 8-isoprostane and serum vitamin D levels (rho = -0.415, p
=0.002; rho = -0.402, p = 0.003 ). As a result, it was observed that oxidative stress was higher
in patients with vitamin D deficiency and oxidative stress decreased partially after vitamin D

replacement therapy.

Keywords: Fibromiyalgia, Vitamin D deficiency, Oxidative stres



1. GIRIS VE AMAC

Fibromiyalji hastalif1 erkeklere nazaran genellikle kadinlarda goriilen (9:1),
viicutta bazi noktalarda spesifik olmakla beraber yaygin agri ile tarif edilen ve toplumda
stk karsilasilan kronik bir rahatsizliktir. Fibromiyalji sendromuna eslik eden ikincil
belirtiler; uykusuzluk, bas agrisi, halsizlik, depresyon hali, istahsizlik gibi giinliik yasam

aktivitelerini zorlayic1 ve kisitlayici rahatsizliklardir (1).

D vitamini, D, ve D3 olmak {izere viicutta iki sekilde bulunmaktadir. D, vitamini
bitkilerden alinmakta olup D3 vitamini hayvansal gidalardan elde edilir. Bu iki D
vitamini tipi karacigerde, dolagim Sisteminde yiiksek oranda yer alan 25(OH)D formuna
dontistiirtiliir. Kandaki serum D vitamini diizeyi de 25(OH)D seviyesi ile olgtliir. D
vitamini eksikligi < 20 ng/ml olarak tanimlanirken diinyada yiiksek oranda prevelansi
gozlemlenmektedir. D vitamini eksikliginin birgok kronik rahatsizlikla iligkisi
bilinmektedir. Ayrica klinik belirtileri fibromiyalji hastaliginin klinik belirtileriyle
benzesmektedir (2).

Organizmalarda enzim aktiviteleri sonucu olusan serbest radikallerler ile
antioksidatif degerler siirekli denge igersindedirler. Bu dengenin degismesi oksidatif
stresi meydana getirmektedir. Oksidatif stresin artmasi sonucu sirasiyla hiicre, doku,
organlar ve en sonunda sistemlerde rahatsizliklar meydana gelebilir. Geg¢mis

calismalarda oksidatif stresin birgok rahatsizlikla olan iliskisi belirtilmektedir (3).

Bu ¢alismadaki amacimiz; Fibromiyalji hastaligiyla birlikte siklikla goriilen
digik D vitamini serum diizeyinin oksidatif hasar parametreleriyle iliskisini

incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fibromiyalji
2.1.1. Fibromiyalji Nedir?

Fibromiyalji kelime bilesenleri bakimindan incelendiginde;
Fibro: Fibréz doku
Myo: Kas
Algos: Agri

Fibromiyalji nedeni belli olmayan, enflamatuar ya da otoimmiin olmayan, eklem
dis1 romatizmal yumusak doku hastaligidir. Fibromiyalji yumusak doku rahatsizliklari
smifinda incelenen belli basli rahatsizliklarin eslik ettigi kronik bir hastaliktir. Basit bir

tanimla fibréz dokuda ve kas dokusunda meydana gelen agri sendromudur (4).

2.1.2. Fibromiyalji Tarihgesi

1843 yilinda Froriep ilk kez fibromiyaljiyi romatolojik ve kas agrilariyla
karakterize bir hastalik oldugunu tanimlamistir (5). 1904 senesinde Sir William Gowers
hastaliga bagka bir tanim getirerek fibrozitis terimini kullanmistir. Uzunca bir siire
fibrozitis bazi bilim insanlarina gore kas agrisinin genel nedeni olarak; bazi bilim
insanlarina gore stres ya da psikolojiye bagl romatolojik rahatsizligin belirtileri olarak
incelenmis ve uluslararast romatoloji birlikleri tarafinca anlamsiz goriilmistiir (6).
1970°li yillarda Smythe ve Moldofsky fibromiyalji terimini bag dokusu

inflamasyonunun yani sira bir agr1 bozuklugu olarak tanimlamislardir (7).

Fibromiyalji hastalig1 hakkinda Amerikan Romatoloji Dernegi (ACR) tarafindan
tan1 kriterleri 1990 senesinde belirlenmistir (8). Bu tanmi kriterlerine goére birey en az 3
aydan beri siiregelen viicudun genelinde agri hikayesine sahip olmali ve klinik
belirtisinde belirli 18 noktadan en az 11°i veya daha fazlasinda asir1 duyarlilik ve agri
olmasi gerekmektedir. ACR’nin 1990 senesinde belirledigi tan1 kriterleri, fibromiyalji

tammmina belirli bir diizen oturtmustur. Bu tani Olgiitleri, hastalarin teshisinin



hizlanmasinda, klinik tanida uyumun saglanmasinda ve hastalif1 inceleyen bircok
arastirmada esas kriterlerdir. Buna ragmen fibromiyalji hastalarinda hassas noktalarda
agri  disinda asirn  hassas kalin  bagirsak  Dbelirtileri, atipik gogiis agrisi,
temporomandibuler eklem bozuklugu, yorgunluk, uyku diizensizligi, nérohormonal

fonksiyon bozuklugu sekonder rahatsizliklar olabilir (9).

1990 yilinda yayinlanan tani kriterlerinin fibromiyalji hastaligin1 siniflandirmada
ve tedavide diger etmenleri dislanmada yetersiz kaldig: tespit edilmesiyle 2010 yilinda
ACR genel agr1 tanimlama igerigi ve belirti siddeti skorlamasi igeren giincel tani

olgiitleri yayinlamustir (10).

Fibromiyalji hastaligi ve sekonder rahatsizliklarin tespit edilmesindeki ana
ilerleme, bilim insanlarinin hastaligin etyolojisinde merkezi ndral yapilarin yer aldiginin
farkina varmasindan sonra meydana gelmistir (11). Yakin zamanda yapilan
arastirmalarda fibromiyaljinin merkezi agri sisteminin bozukluguyla karakterize ¢ok
yonlii bozukluk oldugu gézlenmistir. Aktiiel olarak merkezi hassasiyet veya merkezi
agr1 sendromu ve kronik ¢ok yonlii hastaliklar terimleri de tanimlamada yer almistir (12,
13).

2.1.3. Fibromiyalji’nin Epidemiyolojisi

Fibromiyalji hastalig1 yetiskinlerde goriilme siklig: takriben %2 olup kadinlarda
erkeklere oranla ve beyaz wrkta diger irklara gore hastaligin bulunma orani daha
yiiksektir. Fibromiyalji hastaligi goriilme sikligi yaslandikga artmakta ve 60 yas

tizerindeki kadinlarda goériilme siklig1 %7 civarindadir (14).

Amerika Wichita Kansas’ta yapilan ¢alismada fibromiyalji hastaliginin
yetiskinlerdeki goriilme sikligi %2 (kadinlarda %3,5, erkeklerde %0,5) olarak
gdzlenmistir (15). Ulkemizde yapilan benzer bir arastirmada 20-64 yas kadinlarda
goriilme siklig1 benzer olarak %3,6 bulunmustur. Tiirkiye’de her sene takriben 100.000

bireye fibromiyalji tanis1 konulmaktadir (16).

Prevelansda yas araligi incelendiginde fibromiyalji belirtilerinin 40-60 yas

arasinda artarak ortaya ¢iktigini, goriilme sikliginin yasla birlikte dogru orantili arttigini,



belli basl hastaliga yatkinlik durumlar arasinda cinsiyetin kadin olmasi, diizensiz

yasam big¢imi, diisiik egitim ve gelir seviyesi oldugu gézlenmistir (17, 18).

2.1.4. Fibromiyaji’nin Etyolojisi ve Patogenezi

Fibromiyalji sendromunda etyoloji tam olarak kesinlesmemekle beraber
fibromiyaljinin meydana gelmesinde katkida bulunan bir¢ok mekanizma oldugu
distiniilmektedir.

Genel bagliklar halinde bakildiginda hastalik sebepleri (19):

1. Genetik faktorler
2. Cevresel faktorler
3. Noroendokrin anormallikler

4. Duygusal ve fiziksel faktorler
Patogeneze genel olarak bakildiginda:

1. Kas fizyolojisi bozukluklari
2. Uyku bozuklugu

3. Noroendokrin bozuklugu

4. Noropeptid anomalileri

2.1.5. Fibromiyalji’nin Klinik Bulgu ve Belirtileri

Fibromiyalji hastaligina tam1  koymada klinik semptomlar cesitlilik
gostermektedir. Ana semptomlar siirekli genel agri ve belli bolgelerde hassas
noktalardir. Yorgunluk, uyku bozuklugu, sislik hissi, his bozuklugu, vertigo, gii¢c kaybi1
hastaligin en ¢ok goriilen belirtileridir. Birincil sikayet agridir ve kimi zaman baz1
noktalarda daha ¢ok hissedilir. Fibromiyaljili hastalarinda ¢ok cesitli diizensiz agrilar

goriilmekle birlikte hastalar agriy1 farkli bigimlerde tarif etmektedirler (20).

ACR smiflandirma olgiitlerine gore viicudun genelinde goriilen agri
noktalarindan haricinde 18 spesifik hassas nokta tami kriterlerinde Onemli yer

tutmaktadir. Bu noktalar Sekil 2.1’ de gosterildigi gibi (8);
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Sekil 2.1. Fibromiyalji hastalarinda hassas noktalar (8)

Hastalarin yorgunluk Oykiisii incelendiginde 10 hastanin 7’sinde sabah
yorgunlugunun fazla olmasiyla birlikte giin boyu yorgunluk yasandigi gozlenmistir.
Belirgin ve olciilebilen kas kaybi olmamasia ragmen kaslarda genel bir glicsiizliik
mevcuttur. Bunun haricinde fibromiyalji hastalariin 6nemli bir boliimii (kadinlarda

%58, erkeklerde %80) kronik yorgunluk sendromu kistaslarini kargilamaktadir (21).

Hastalarin ¢ogu uykuya dalma problemi ve geceleri uzun siireli uyuyamama gibi
uyku bozukluklarindan sikayet ederler. Sabahlar1 yorgun uyanma ve yataktan giicliikle
uyanmak bir diger sikayet olarak tespit edilmistir. Hastalarin cogunda basta {ist ve alt
ekstremitede olmak tlizere organizmanin herhangi bir yerinde uyusma, karincalanma gibi

his bozuklugu yakinmalar1 vardir. Ozellikle iist ekstremitenin eklemlerinde ve yumusak



dokularinda 6dem fibromiyalji tanili hastalarda goriilen genel belirtilerdendir. Ancak

klinikte objektif yumusak doku 6demi veya artrit goriilmez (22).

2.1.6. Fibromiyalji Sendromu ile Birlikte Bulunan Semptomlar ve Hastaliklar

Fibromiyaljili hastalarda hastaliga eslik eden bazi hastaliklar ve semptomlar

mevcuttur. Bunlar (23);

. Diizensiz bagirsak sendromu
. Bas agris1

. Huzursuz bacak sendromu

1
2
3
4. Temporomandibiiler eklem bozuklugu
5. Siirekli yorgunluk belirtisi

6. Diizensiz mesane sendromu

7

. Travma sonrasi stres bozuklugudur.

2.1.7. Fibromiyalji Tedavi Y ontemleri

Fibromiyalji hastaliginin altinda yatan sebepler tam olarak bilinmedigi i¢in, 6ne
cikan belirtiler ve bunlarin seviyeleri ve hastanin durumuna gore farmakolojik ve
nonfarmakolojik tedavi planlar1 uygulanir. Fibromiyalji hastalarinin bir kismi i¢in iyi bir
hasta-hekim ve fizyoterapist iletisimi, hastaliginin siireci ile ilgili bilgi verme, egzersiz
programi ve zaman zaman analjezik kullanimi yeterliyken; diger bir kismi i¢in birgok
tedavi yontemi anlamsiz kalmakta ve farkli alanlardan uzmanlarin kollektif ¢alismasi

gerekebilmektedir. Tedavi yontemlerini 4 baslik altinda inceleyebiliriz (24):

1. Farmakolojik tedavi
2. Fizik tedavi

3. Hasta egitimi

4. Psikolojik destek

Farmakolojik Tedavi

Fibromiyalji hastaliginin tedavisinde agr1 kesiciler, nonsteroidal antiinflamatuvar

ilaglar, kas gevseticiler antidepresanlar ve antiepileptikler onemli bir yer tutmaktadir.



Trisiklik antidepresan g¢esitlerinden olan amitriptilin antidepresan ilaglar arasinda
siklikla kullanilan ilag g¢esididir (25). Trisiklik antidepresanlarin agri kesici etkilerinin
noron uglarinda serotonin ve norepinefrinin geri kazanilmasmi engelleyerek, inen
antinosiseptif mekanizma araciligiyla oldugu bilinmektedir. Amitriptilinin kisa siireli
kullanimlarinda 6nemli bir iyilesme gézlemlenirken uzun siireli kullanimlarda iyilesme
oraninin azaldig1 saptanmistir. Serotonin geri alim inhibisyonu yapan antidepresan
ilaglarin (SSRI) depresyon teshisi olmayan hastalarda tedaviye etki edip etmedigine
iliskin arastirma sonuglar1 netlesmemistir (26). Pregabalin noropatik agrida

kullanilmasiyla sebebiyle fibromiyaljide kullanilan bir diger ilag tiirtidiir (27).

Fizik Tedavi

Fizik tedavi yoOntemlerinin ve uygulamalarinin fibromiyalji sendromunun
semptomlarin1 azaltici giderici ve aym1 zamanda hastaligi tedavi edici yonleri

bulunmaktadir. Bunlar (28);

1. Postiir egitimi

2. Giinliik yagam aktivitelerini diizenleme
3. Elektroterapi ajanlari

4. Gevseme egzersizleri

5. Aerobik egzersizler

6. Masaj

7. Kuru igneleme vs.

Fibromiyalji tedavisinde kullanilan elektroterapi ajanlar1 yiizeysel 1siticilar, derin
wsiticilar, analjezik akimlar olmak {izere 3 ana baslik halinde bulunmaktadir. Bu

yontemlerin amaci agr1 ve kas iskelet sistemi belirtilerinde iyilesmeye vesile olmaktir.

Hotpack, infraruj, parafin yiizeysel isiticilarindan bazilaridir. Vazodilatasyon,
kan dolagim hizinda artig, agr1 esiginde ve bag dokusu esnekliginde artis ylizeysel
isinmanin fizyolojik etkileri olarak bilinmektedir. Fakat travmatik rahatsizligin akut
doneminde, dolasimsal rahatsizliklarda ve his bozuklugunda yiizeysel isiticilar

kullaniminda dikkat edilmeli gerekirse tedavide yer almamalidir (29) .



Yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalar 6zelligine sahip olan kisa dalga
diatermi derin 1sitict grubundadir. Agriyr azaltir ve kas iskelet sisteminde gevsemeye
neden olur, damarlarda genisleme saglar, metabolizma hizini arttirir. Ultrason da derin
1sitict grubunda yer alir. Nontermal etkileri ise kavitasyon ve mikromasaj mekanizmasi

meydana getirir (29).

Transkutan elektriksel sinir stimiilasyon (TENS), Diadinamik akim ve
interferansiyel akimin agri kesici ve kas kasilmasini saglayan yapici etkileri bulunmakta
olup bu akimlar analjezik akim grubundadir. Kas iskelet sistemi, koroner ve iirogenital

hastaliklarin tedavi protokoliinde yer almaktadir (29).

Fibromiyalji tedavi protokoliinde yer alan egzersizler, kisinin mobilizasyonunu
arttirmaya yonelik ve viicut elastikiyetini, kas kuvvetini, direncini, viicudun major kas
grubu koordinasyonunu gelistirmeyi amaglayan egzersizlerdir. Aeoribik egzersizler ile
kardiyovaskiiler yapilarda, kalbin dakikadaki atim hacminde, kalp atim hizinda, tidal
volumde, kan basincinda ve vital kapasitede artis goriiliir. Bunun haricinde endokrin
sistem tizerindeki degisiklikler gézlemlendiginde glukagon, GH, kortizol, androjenler,

epinefrin ve norepinefrin seviyeleri artar (30).

Fibromiyaljili hastalar genellikle hareketsiz bir yasama ve buna bagl olarak agri
ve yorgunluk gibi belirtilere sahiptir. Fibromiyalji hastalarinin tedavi protokoliinde yer
alan nonfarmakolojik tedavi gesitlerinden egzersizler ¢ok Onemlidir. Agri ve bunla
beraber immobilizasyon fibromiyalji belirtilerini arttirdigi gozlenmistir (31). Egzersiz,
hareketsiz yasama bagli istenmeyen etkileri azalttigi gibi; kisinin giinlik yasam
aktivitelerinde zinde kalmasina vesile olur. Ozellikle oksijen tiiketimine dayali ve
kuvvet egzersizlerinin bazi hastalarda yararli etkileri olacagini Avrupa Romatizma
Birligi (EULAR) yayinlamistir (32).

Ayrica fibromiyalji tedavisinde aerobik egzersizler kas iskelet sisteminde mikro
diizeyde hasara karsi dayaniklilik saglar. Direng, Kuvvet ve elastikiyet orani yiikselir,
genel mobilizasyon diizeyi artar, egzersizle antidepresif etki olusturularak kas

gevsemesi elde edilir (33).



Hasta Egitimi

Fibromiyalji hastalarin giinlilk yasamda dikkat etmesi gereken bazi durumlar
mevcuttur. Bunlar hastaya uygun bir sekilde anlatilmali ve hasta takip edilmelidir.
Giinliik yasamda hastalarin dikkat edecegi durumlar semptomlari azaltici etkiye sahiptir.
Hastalik siireciyle ilgili bilgilendirme hastanin bir¢ok noktada rahatlamasina ve
hastalikla 1ilgili sikdyetlerinin azalmasina neden olacaktir. Hastalik siireciyle ilgili
bilgilendirme hastanin hastanin koruyucu yontemleri uygulayabilmesi adina pozitif etki

gosterebilmektedir (34).

Psikolojik Destek

Uygun goriilen tetkiklerde herhangi bir ayirict bulgu olmayist klinisyenlerde
belirti ve bulgularin psikolojik temelli olabilecegi diisiincesini uyandirmaktadir. Beck
Depresyon Olgegi, SCL-90 sonuglart siklikla kontrol grubuna gére yiiksek gdzlenmistir.
Hastalikla beraber gozlenen farkli psikiyatrik rahatsizliklar farkli  belirtileri
arttirmaktadir. Klinige gelen hastalarin 5’te 1’1 depresif olup yarisinin geg¢misinde
depresyon Oykiisii bulunmaktadir. Bu sebeple hastaligin altinda yatan psikolojik
etmenleri gidermeye veya azaltmaya yonelik tedavi protokolii hastaligin tedavisi

acisindan 6nemlidir (35).

2.2. Oksidatif Stres

Normal kosullarda olusan reaktif oksijen tiirleri ile antioksidan sistem arasinda
denge s6z konusudur. Reaktif oksijen iiriinlerinin fazlaca iiretilmesi ya da antioksidan
savunma sisteminin zayiflamasi neticesinde denge bozulur ve oksidatif stres meydana
gelir (36). Reaktif oksijen tiirleri biyomolekiillerin oksidasyonunu saglayabilirler.
Hiicredeki bilesenlerin kontrolsiiz oksidasyonu gergeklesirse oksidatif stres olusur.
Oksidatif stres lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna, DNA’da baz hasarina,

tek ve ¢ift zincir kirtlmalarina neden olmaktadir (37).

Astim, ateroskleroz, serebrovaskiiler hastaliklar, kronik obstruktif pulmoner
hastalik, konjestif kalp yetmezligi, diyabet, hipertansiyon, grip, kalp krizi, bazi
pnomoniler, hepatit, kanser, inflamatuvar hastaliklarin oksidatif stres parametreleri

seviyesi ile iligkisi saptanmistir (38).



2.2.1. Oksidatif Stres Sebepleri

Oksidatif stres olusmasinda metabolizmanin fizyolojik etmenleri yanisira birgok

sebepleri bulunmaktadir. Bunlar;

1.Toksin ya da patojenlere maruz kalinmasi
2. Zayif antioksidan sistemi

3. Diizensiz yasam ve uyku

4. Asir1 yogun aerobik egzersiz

5. Guinliik metabolik tirtinler

Oksidatif Stres
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Sekil 2.2. Oksidatif stres metabolizmasi (39)
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2.2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, oksijenli solunum ile besinlerin enerjiye doniisiimii sirasinda
olusan reaktif molekiillerdir. Reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen serbest radikaller
kararsiz yapidadirlar ve kararli yapiya ulasincaya kadar hiicrenin temel yapitasi ve

bilesenlerinde hasar olustururlar (40).

Serbest radikaller bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan, yiiksek
enerjili atom veya molekiiller olarak tanimlanmaktadir. Serbest radikaller kararsiz
yaptya sahip olmalarindan dolayr canlida bulunan diger maddelerle reaksiyona
girebilmeleri daha kolaydir. Hiicresel yapida veya dokularda bulunan diger maddeler
kararli yapida olduklarindan serbest radikallere gore reaksiyona girme egilimleri azdir.

Serbest radikaller oksijen (Tablo 2.1) ve nitrojen kaynakli olabilir (Tablo 2.2).

Oksijen kaynakli serbest radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROS), nitrojen
kaynakli serbest radikaller reaktif nitrojen tiirleri (RNS) diye isimlendirilir. Siiperoksit
(O7), hidroksil (OH"), peroksil (ROO), lipit peroksil (LOO"), ve alkoksil (RO)
radikalleri reaktif oksijen tiirleri baglig1 altinda yer almaktadir. Reaktif nitrojen tiirleri
de nitrik oksit (NO") ve nitrojen dioksit (NO,) olarak iki kisimda incelenmektedir. ROS
ve RNS diger radikal olmayan reaktif tiirlere kolayca doniigebilir. Hidrojen peroksit
(H,0,), ozon (Os), singlet oksijen (*O,), hipoklordz asit (HOCI), nitrik asit (HNO,),
peroksinitrit (ONOQO™), dinitrojen trioksit (N2O3) ve lipit peroksit (LOOH) oksidanlar
arasinda yer almasina ragmen serbest radikaller arasinda siniflandirilmazlar. Bu oksidan
tirleri normal sartlarda organizmalar tarafindan tretilir ve canlilarda kolaylikla serbest

radikalin yol actig1 etkilere sahiptirler (41).

Tablo 2.1. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) (42)

Radikaller Nonradikaller

Siiperoksit 0, Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OoH Hipoklordz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobroméz asit HOBr
Alkolsil RO Singlet oksijen o,
Hidroperoksil HO, Ozon O3
Lipid peroksil LOO
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Tablo 2.2. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) (42)

Radikaller Nonradikaller

Nitrik oksit NO Nitrik asit HNO,

Nitorjen dioksit NO, Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetraoksid N,O,
Dinitrojen trioksid N,O4
Peroksinitrit OONO
Peroksinitr6z asit OONOH
Nitronyum katyonu NO,*
AlKil peroksinitrit ROONO

Siiperoksit Radikalleri (0%)

Siiper oksit radikali canlilarda olustugu ilk kez ispat edilen serbest radikal olup
hasar olusturma ozelligi fazla olmayan H,0O, kaynaklarindan birisidir. Oksitleyici ve
metal iyonlar1 indirgeme 6zelligine sahiptir. Bazi organik molekiiller hiicresel sistemde
oksijenle tepkimeye girerken siiperoksit olusumuna sebep olmaktadirlar. Mitokondri
organelinde enerji liretimi sirasinda yakilan oksijenin %15 kadar siiperoksit olugsmasina
neden olmaktadir. Fagositik 16kositler araciligiyla fazlaca miktarda stiperoksit iiretilerek
hiicre icersine siiperoksit radikali verilmektedir. Anti bakteriyel faaliyet i¢in elzem olan
bu radikal iretimi, daha reaktif tiirlerin olusmasini da baslatmaktadir. Siiperoksit
radikalinin tek basina onemli hiicre hasarlarina yol agmasi miimkiin degildir. Ancak
stiperoksit radikalleri oksidatif strese yol agabilen bir dizi reaksiyonlarin dnciilii olabilir
(43). Bu reaksiyonlarin en Onemlilerinden biri Haber-Weiss reaksiyonudur. Bu
reaksiyonda O, ve H,0, demir ile reaksiyona girerek oldukc¢a reaktif olan HO

radikallerini olusturmaktadirlar.
O,+e — O, (stiperoksit radikali)
H,0,+ 0, - HO +OH +0,

Hiicre zar1 fosfolipidleri nedeniyle hiicre zari yiizeylerinin pH degeri
sitoplazmaya oranla daha diisiik degerdedir ve siiperoksit hiicre zar1 ylizeylerinde daha
kolay bir sekilde proton alarak hidrojen peroksit radikalini meydana getirebilmektedir.
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Uretilen bu OH  radikalleri oldukga etkili olup DNA gibi yapilarla reaksiyonlara
girerek onemli hasarlara yol agabilmektedir (44-46).

Siiper oksit radikalleri ¢ok kisa bir yar1 omre sahip olup dismutasyon reaksiyonu
ile H,0O, ve oksijen iiretirler. Dismutasyon reaksiyonu kendiliginden meydana gelmekte

ve reaksiyon SOD enzimi ile katalize edilmektedir (47).

0, + 0, + 2H" 390, H,0, + O,

Hidroksil Radikalleri (HO")

Hidroksil radikali, canlilarda bulunan en giclii serbest radikal ¢esididir.
Organizma yapilar1 radyasyonla karsilastiklarinda, yiiksek oranda radyoaktif enerji
hiicrede bulunan suya absorbe edilip yiiksek enerji oksijen-hidrojen arasinda kovalent
bag olusur. Sonugta sekilde goriildiigii gibi iki radikal meydana gelir. Bu radikallerden
biri hidrojen (H") ve digeri ise hidroksil radikalidir (OH") (48).

H-O-H — H™+ OH’(Hidroksil radikali)

Hidroksil radikali aromatik halkaya katilma 6zelligi gosterdiklerinden DNA ve
RNA da bulunan piirin ve pirimidin bazlari ile etkilesim icerisine girerek serbest radikal
olustururlar. Bir dizi reaksiyona katilabilen OH radikalleri DNA’nin baz ve sekerlerinde
yiiksek oranda zararlar olusturarak DNA zincir hasarina sebep olurlar. Hasar cok
kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun
sonucunda mutasyonlar ve hiicre 6liimleri meydana gelir (43, 45, 49).

OH"nin sebep oldugu en 6nemli biyolojik hasar lipid peroksidasyon olayidir.
OH" membran fosfolipitlerinin doymamis yag asit yan zincirlerine hiicum eder. Boylece
OH" radikalleri, yiizlerce yag asitlerinin yan zincirlerini lipid hidroperoksitlere
doniistiiriir. Membranda lipid hidroperoksitlerinin birikimi membran fonksiyonunu
bozar. Peroksil radikaller ve sitotoksik aldehitler, membran proteinlerinde yiiksek
oranda zarara sebebiyet verirler ve membrana bagli bazi enzimleri ve alicilari inaktif
hale getiriler (44, 50, 51).

Hidrojen Peroksit (H20,)

Oksijenin enzimlerle tepkimesi sonucunda iki elektronla indirgenmesi veya

stiperoksit radikallerinin enzimlerle ve enzimlerle olmayan tepkimesi ile olusan
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dismutasyon reaksiyonlar1 neticesinde hidrojen peroksit meydana gelmektedir. Metal
iyonlarinin varliginda hidroksil radikallerinin meydana gelmesine sebebiyet vermesi
oksitleyici bir ¢esit serbest radikal olarak bilinmesini saglamaktadir. Proteinlerin
yapisindaki hem grubunda bulunan demir ile reaksiyona girerek, yiiksek oksidasyon
diizeyindeki reaktif demir yapilarini meydana getirmesi H,O;’nin bir diger onemli
ozelligidir. Reaktif demir formu hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonu vb. radikal

reaksiyonlarin baslangici olabilmektedir (52, 53).

Singlet Oksijen (0"

Singlet oksijen, oksijenin uyarilmis sekli olarak kisaca tanimlanabilir. Reaktif
kapasitesi ¢ok yiiksek seviyede olan bir oksijen ¢esididir. Singlet oksijen doymamis yag
asitleri ile direkt tepkimeye girerek peroksil radikalini meydana getirmekte ve hidroksil
radikali kadar faal bir sekilde lipid peroksidasyonunda rol alabilmektedir. Karbon-
karbon ¢ift baglar1 singlet oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Karbon-karbon ¢ift
baglarini olusturulan baslica bilesikler bilirubin, tokoferoller, fenoller, karotenler, DNA,
kolesterol, NADPH, triptofan, metionin, sistein ve histidin gibi bilesiklerdir. Bilirubin,
karotenler, histidin, metionin ve bazi kimyasal bilesikler singlet oksijeni inhibe ederek
onunla iligkin reaksiyonlar1 ortadan kaldirmaktadir (54). Serbest radikaller ve yol

actiklar1 reaksiyonlar Tablo 2.3’de verilmistir (55).
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Tablo 2.3. Serbest radikaller ve yol agtiklar1 reaksiyonlar (55)

SERBEST RADIKAL

MEYDANA GELEN REAKSiYONLAR

Stiperoksit

Hidrojen peroksit

Hidroksil radikali

Ozon

Oksijen

Nitrik oksit

Peroksinitrit

Hipoklorit

Radikal

Peroksil radikali

Hidroperoksit

Bakir ve demir
Iyonlari

.0 0.

HO-OH

OH’

0=0+.0-

N=0

O=N-0-O0

ClO

R-O-O

R-O-OH

Fe™ Ccu*

Fe?" ve Cu" iyonlarini geri kazanma yoluyla
Haber-Weiss reaksiyonunu katalizleme, hidrojen
peroksit veya peroksirinit olusumu

Hidroksil radikali olusumu, enzim inaktivasyonu,

biyomolekiillerin oksidasyonu

Hidrojen ¢ikarilmasi, serbest radikallerin ve lipid
peroksitlerin olugumu, tiyol oksidasyonu

Biitiin biyomolekdillerin 6zellikle ¢ift bag
icerenlerin oksidasyonu, sitotoksik aldehid ve
ozonit olusumu

Cift baglarla reaksiyon, peroksitlerin olusumu,
aminoasit ve niikleotitlerin olusumu

Peroksintrit olusumu, diger radikallerle reaksiyon

Hidroksil radikali olusumu, tiyollerin ve aromatik
gruplarinin oksidasyonu, ksantin dehidrojenazin
ksantin oksisaza doniisiimii, biyomolekiillerin oks.

Amino ve kiikiirt iceren gruplarin oksidasyonu, klorin
olusmasi

Hidrojen ¢ikarilmasi, peroksil radikalleri ve diger
radikallerin olusmasi, lipidlerin ve diger
biyomolekiillerin bozunmasi

Hidrojen ¢ikarilmasi, radikallerin olusumu,
lipidlerin ve diger biyomolekiillerin bozunmast

Biyomolekiillerin oksidasyonu, biyolojik
membranlarin bozunmasi

Fenton ve Habe-Weiss reaksiyonlartyla hidroksil
radikali olusumu

Serbest Radikaller Olusma Sekilleri

Serbest radikaller homeostazinin bir eleman1 olarak stirekli iiretilirler. Serbest

radikaller 3 ¢esit mekanizmayla iiretilirler (56, 57).

e Kovalent bagli normal bir molekiiliin, her bir pargasinda ortak

elektronlardan birisinin kalarak esit yapida boliinmesi

X'Y-=X+Y
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e Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin
karmasik boliinmesi ile serbest radikal olusur. Karmasik boéliinmede
kovalent bagi olusturan her iki elektron atomlarin birinde kalir. Bu

sebeple serbest radikaller degil, iyonlar olusur.
XY - X-+Y+

e Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi yoluyla da serbest

radikller meydana gelir.

A+e— A-

Serbest Radikal Kaynaklari

Mitokondrideki enerji iiretiminin disinda serbest radikaller endojen ve eksojen
kaynaklardan da olusmaktadir. Olusan bu serbest radikallerin hasarlarmin disinda
faydalar1 da mevcuttur. Diisiik seviyedeki serbest radikallerin faydali etkilerinden s6z
konusudur. Belirli diizeydeki serbest radikaller inflamasyon etkisine direng, kanserli
hiicrelerin  yok edilmesi ve ksenobiyotiklerin ~ detoksifikasyonu gibi direng
mekanizmasiyla birlikte hiicre iginde Kkalsiyum birakilmasi, tirozin aminoasidini
fosfatlama islemi ve biiyiime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel iletilerin
aktive edilmesinde onemli gorevler iistlenmektedir (58). Serbest radikallerin olusma

nedenleri Tablo 2.4’de gosterildigi gibidir.
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Tablo 2.4. Serbest radikallerin olusma nedenleri (59)

EKSOJEN KAYNAKLAR ENDOJEN KAYNAKLAR
Antibiyotikler Mitokondriyal elektron transport sistemi
Anestetikler Mikrozomal sistem

Sigara dumani Plazma zarlar1

Iskemi Fagositoz olay1

Hipoksi Peroksizomlar

Inflamasyon Cesitli sitolizik enzimler

Antineoplastik ajanlar
Hava kirliligi

Radyasyon

Serbest Radikallerin Viicut Yapitaglarina Etkileri

Hiicresel lipid, protein ve DNA serbest radikallerin c¢esitli seviyelerde zarar
verdigi yapilardir. Endoplazmik retikulumda, mitokondride, plazma membraninda,
peroksizomlarda ve sitozollerde oksidatif enzimler araciligiyla oksijen siiperoksit
anyonuna ¢evrilmektedir. Uretilen siiperoksit anyonlar;, SOD enzimi etkisiyle hidrojen
perokside ¢evrilmektedir. Hidroksil radikali fenton reaksiyonu araciligiyla Cu™"/Fe*" ile
katalize olarak iretilmektedir. Ayrica siiperoksit anyonlari, Fe*in Fe'ye
indirgenmesini hizlandirir ve Fenton tepkimesi araciligiyla hidroksil radikali meydana

gelmesini saglamaktadir (53, 60).

e Lipidler

Lipidler tizerinde olusan serbest radikal etkisi 6nemlidir bu lipid peroksidasyonu
olarak isimlendirilir. Serbest radikallerle kolay bir sekilde reaksiyona giren hiicre
zarlarinda yer alan poliansatiire yag asitlerinin doymamis baglart peroksidasyona maruz
kalabilirler (54). Fe, Cu gibi gegis metallerinin varliginda hiicre zarlarinin 6nemli bir
bileseni olan lipitler alkoksi ve peroksi radikallerini olusturular. Bundan dolay: Fe veya
Cu tuzlan lipid peroksidasyonunun hizini arttirirlar. Lipid peroksidasyonu, serbest
radikallerin yag asitlerinden hidrojen atomunu c¢ikarmak igin yaptiklar1 atakla
baslamakta ve zincir reaksiyonu seklinde ilerlemektedir. Lipid peroksidasyonu ile

olusan membran zarar1 onarilamaz ve kalicidir. Hidroksil radikali, fosfolipaz A;’yi
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stimiile ederek arasidonik asit salinimina yol a¢gmaktadir. Arasidonik asitten de bir
hidrojen atomu ¢ikararak lipid peroksidasyonunu baslatabilmektedir. ilk etapta Serbest
radikaller, bir lipid karbon merkezli radikalden {iretilmis olan karbon zincirinden,
hidrojen atomunu agiga ¢ikarmaktadir. Sonugta karbon merkezli radikal olusmaktadir.
Bu lipid radikal, molekiiler oksijen ile reaksiyona girer, linoleik asit peroksiradikali
olusmasmi saglar ve oksidasyon zincirini baslatabilir. Uretilen peroksiradikal,
elektronlar1 ve diger duyarl yag asitlerini alarak lipid radikal ve lipid hidroperoksitleri
olusturur. Bunun yaninda stiperoksit lipid peroksidasyonunu bitirici etki de gdsterebilir.
Membran fosfolipidlerinin peroksidasyonu, membran gegirgenligi ve membran
akiskanliginda olumsuz etkiler olusturmaktadir. Anormal Ca'™" girisine sebep olan
gecirgenlik ozelliklerinin azalmasi hiicresel yapinin olumsuz anlamda degismesine ve

oksidasyonla fosforilasyonun ayrilmasini saglamaktadir (61).

Hiicre zarmin akiskanligimmin ve gegirgenliginin azalmasi sonu¢ olarak zar
biitiinligiiniin bozulmasina neden olur. Hidrolitik enzimlerin salinmasi ve hiicre igi
sindirim, lizozomal membranlarin yapisinin bozulmasiyla olusur. Hiicre igerisinde
biriken hidroperoksitler dogruca toksik etki gostermekle beraber hassas aminoasit
birikimlerini  (metionin, hisdin, sistein, lizin) oksidasyona ugratir veya zincir

polimerizasyon reaksiyonlariyla enzimleri inaktif hale getirir (62).

Peroksiradikali, poliansatiire yag asidi molekiillerini okside edebilmekte,
radikallerin ve aldehidlerin ortaya ¢ikmasima neden olan hidroperoksitlerin meydana
gelmesini  saglayabilmektedir. Aldehidler ise bu maddelerin yikilmasi sirasinda
olusmakta ve uzun Omiirli olduklarindan hiicre hasarimin yayilmasina neden
olabilmektedirler. Bu aldehidler arasinda en iyi bilinenleri MDA (malondialdehit) ve 4
hidroksi alkenaldir. MDA 1ii¢ veya i¢ten fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda meydana gelir. Lipid peroskdiasyonu ile dogru oranti
gosteren MDA, yag asidi oksidasyonunun spesifik ya da niceleyici bir indikatorii
degildir. Membran bilesenlerinin c¢apraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden
olan MDA peroksidasyon neticesinde olusur. Neticede deformasyon, iyon tasinmasi,
enzim aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin ¢oziilmesi gibi membran i¢ 6zellikleri
degisime ugramaktadir. Lipid peroksidasyonu neticesinde olusan kisa zincirli yag
asitleri, membran gecirgenligini ve mikroviskozitesini 6nemli diizeyde olumsuz manada

etkilemektedirler. Lipid hidroperoksidleri ve lipidperoksit radikalleri, serbest oksijen
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radikalleri gibi ayni hiicrenin birgok bilesenleriyle reaksiyona girerek, hiicresel ve

metabolik fonksiyonlar tizerinde zararl etkiler meydana getirmektedirler. Bu etkiler:

1. Membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve g¢apraz baglanmalarina
neden olan MDA, i¢ membranin yapisini bozulmasina, iyon tasinmasi, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizeyindeki determinantlarin agregasyonu gibi bazi

Ozelliklerini azaltmaktadir.

2. Transmembran iyon egimini bozarak, Ca'" gibi iyonlara kars1 ozellikli

olmayan gegirgenligi arttirabilmektedirler.

3. Mitokondride oksidatif fosforilasyonu ¢ozerler ve mikrozomal enzim
aktivitelerinde degisiklik olusturabilirler. Hiicre alt1 organellerin (lizozom gibi)

biitiinlliglinlin kaybolmasina yol agabilirler.

4. Ayrica, DNA’nin nitrojen bazlariyla da reaksiyona girebilmektedirler (53, 63).

e Proteinler

Proteinlerin aminoasit yapisina gore serbest radikallerin etki mekanizmasi
degisir. Proteinlerin yapitasi olan aminoasit gruplariyla serbest radikallerin tepkimeye
girmesi  sonucunda proteinlerde olusan yapisal degisiklikler; Aminoasitlerin
modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz
baglanmalar olarak siniflandirilir (64).

Polipeptit zincirlerinde fragmantasyon sonucunda oksidatif modifikasyon yolu
ile sitozolik noétral proteazlar kritik enzimlerin yikimini gergeklestirebilirler. Aromatik
aminoasitler de oksidatif ataklara cok hassas molekiillerdir. Aminoasit yapisinda
degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize duyarliliga sebep olur. Radikaller,
membran proteinleri ile tepkimeye girebilirler ve enzim, norotransmitter ve reseptor
proteinlerinin iglevlerinde azalmaya sebebiyet verebilirler (65). IgG ve albiimin gibi
fazla sayida disiilfit bagi bulunduran proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 serbest radikallerin
tepkimesiyle hasara ugrar. Serbest radikallerden 6nemli oranda zarar gbren bir diger
yap1 da hem proteinleridir. Oksihemoglobinin O, veya H,0, ile tepkimeye girmesi

methemoglobin meydana gelmesine neden olur (54, 66).
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e Karbonhidratlar

Karbonhidratlarin yapitasi olan monosakkaritlerin oksidasyonu neticesinde
hidrojen peroksit (H,O;) ve okzoaldehitler olusurlar. Bunlar diyabet ve sigara
aligkanliklart ile ilgili kronik hastaliklar gibi patolojik durumlarda 6ne ¢ikarlar (67).
Inflamatuar eklem hastaliklarinda synovial siviya gecen polimorfoniikleer 16kositlerden
(PML) ekstraselliiler siviya saliman H,O, ve O, buradaki mukopalisakkarit olan
hyaliironik asidi pargalarlar. Hyallironik asit goziin vitréz sivisinda bol miktarda
bulunmakla beraber hyaliironik asidin oksidatif hasari sonucunda katarakt hastalig

olusur (56).

e DNA

Niikleik asitler, serbest radikallere bagli degisikliklere duyarlidir. Serbest
radikallerin DNA hasarina sebep olmasi gen degisimlerine ve hiicrenin ¢liimiine neden
olur. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolay bir sekilde tepkimeye girer.
Membranlardan kolay bir sekilde transfer olabilen hidrojen peroksit DNA ile reaksiyona
girerek ve hiicresel bozulmalara hatta 6liimiine neden olur. ROS ve RNS ile meydana
gelen DNA hasarlarinin ¢ok az bir kismi dogal yollarla olusmaktadir (43). Reaktif
oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin viicuda etkisi Sekil 2.3’de verilmistir (71). DNA
hasarlarinda endojen reaksiyonlar oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon Ve
deaminasyon olarak adlandirilirlar. Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,),
peroksinitrit (ONOQ), dinitrojen trioksid (N,O3z) ve nitrik asid (HNOg3) gibi reaktif
uiriinleri, nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik aktivite gosterirler
(68, 73).

Baz ve seker radikallerinin tepkimeye girmeleri; farkli baz ve sekerler,
kontrolsiiz baz siralanmasi, zincir kirilmalar1 ve DNA-protein capraz baglarini
olustururlar. Gen mutasyonu, kanserojen etki ve yaslanma sebepleri arasinda yer alan bu
tip hasarlara oksidatif DNA hasar1 da denir (74).

DNA hasart oksijen radikallerinin oksidatif yarilanmasiyla olusabilmektedir.
DNA zincirlerinin kopmasi, DNA ¢ift sarmali ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve
hiicresel 6liim meydana gelebilir. 8hidroksideooksiguanozin (8-OhdG) miktar: oksidatif
DNA hasarinin oraniyla dogru orantilidir. 8-OHdG miktar1 yenidogan ve hipokside
kalan bebeklerde yiiksek oldugu gozlenmistir (60).
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Lipid Peroksidasyonu

Hiicre Proliferasyonun
Uyarilmas:

DNA’da Yapisal Degisiklikler

A

«— ROSRNS __5

v

Stres indiike Protein ve
Genlerinin
Modifikasyonu

Apoptopik ve Nekrotik

Mekanizmalarla Hiicre

Biiylimesi, Farklilasm asi
ve Oliimii

DNA*da Konformosyonel
Degisimler

Oksidatif Protein
Hasarlan Sonuca DNA
Polimerazin Etkisinde ve
DNA Onarimm
Enzimlerinde Azalma

Sekil 2.3. Reaktif oksijen ve reaktif nitrojen tiirlerinin viicuda etkisi (71)

2.2.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin {iretimiyle olusabilecek hiicre igi hasar1 onlemek igin,
viicutta savunma mekanizmalari olusur ve bunlara antioksidanlar denir. Hiicrede normal
metabolizma ya da eksojen nedenlerle meydana gelen serbest radikaller ile antioksidan

savunma sistemleri arasindaki dengeli iliskinin serbest radikaller lehine doniismesi

durumunda “oksidatif stres” meydana gelir (72).
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Zar yapisindaki ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonlarinin engellenmesi
antioksidanlarin ilk tespit edilen etkileri olmustur. Giiniimiizde lipitleri, proteinleri,
niikleik asitleri ve diger hedef makromolekiilleri savunma mekanizmalarinin
antioksidanlarda oldugu ispatlanmistir. Serbest radikalleri etkisizlestirmek igin karsilikli
etkilesim halinde olan antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilirler.
Antioksidan tipleri, gida kokenli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, karotenoidler,
lipoik asit gibi), antioksidan enzimler (SOD, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz
gibi), metal baglayici proteinler (ferritin, alblimin, laktoferrin, seriilloplazmin gibi) ve

bitkilerde daha genel bulunan antioksidan fitonutrientlerdir (Tablo 2.5) (74).

Antioksidanlarin  siniflandirilmas1 endojen kaynakli ve eksojen kaynakli
antioksidanlar olarak yapilabildigi gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar seklinde
de tablolastirilabilir. Organizmalarda yer alan antioksidan mekanizmasinda yer alan
baslica 6geler ise; enzimler, metal iyonlarini baglayan protein yapilar ve suda ve yagda

¢ozlinme 6zelligi olan radikal baglayicilardir (73).
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Tablo 2.5. Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar (74)

Enzimatik antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz

Se bagimli glutatyon peroksidaz
Glutatyon- S- transferaz
Katalaz

Paraoksonaz

Epoksit Hidrolaz
UDP-Glukoronil transferaz
Siilfonil transferaz

Glutatyon reduktaz

Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
6-fosfoglukanot dehidrojenaz
Izositrat dehidrojenaz
Konjugat tastyicilar

NADPH-Kinon oksidoreduktaz

Vitamin E

Vitamin C

Glutatyon

Flavonoidler

Biitillenmis hidroksianizol
Biitillenmis hidroksitoluen
Ebselen

B Karoten

Urat

Seruloplazmin
Transferrin
Albiimin
Haptoglobin
Likopen
Metallotiyonein
Bilirubin
Ubikinon
Deferoksamin
Melatonin
Sistein
Ferritin
Mannitol
Oksipiirinol

Probukol
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Antioksidanlar dort ayri sekilde etki ederler (75);

1. Temizleme (Scavenging): Enzimler araciligiyla oksidanlar reaksiyonlar
sonucunda zayif bir molekiile dondstiiriiliir. Antioksidan sistemler ve kiigiik

molekiiller bu sekilde etki ederler.

2. Baskilama (Quencher): Vitaminler ve flavonoidler tarafindan oksidanlara bir

hidrojen aktarilarak oksidanlar1 etkisiz hale getirme seklinde olan sistemdir.

3. Tamirat: Oksidatif hasar sonrasi molekiillerin onarimi veya ortadan

kaldirilmasi.

4. Zincir koparma: Radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi metal
iyonlarinin baglanmasi ile olusur. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller

zincir kirici etkiye sahiptirler.
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Tablo 2.6. Hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar (76)

Antioksidan Faz Etki
Siiperoksit dismutaz (SOD) Hidrofilik O,’nin H,0,’ye dismutasyonu
Katalaz (CAT) Hidrofilik H,0,’nin H,O ve O,’ye

dismutasyonu

Glutatyon peroksidaz (GPX) Hidrofilik ya da R-OOH’in R-OH’a indirgenmesi
lipofilik

Glutatyon reduktaz (GSH-Rd) Hidrofilik Okside glutatyonun indirgenmesi

Glutatyon S-Transferaz (GST) Hidrofilik R-OH’nin GSH ile konjugasyonu

Metallotieninler Hidrofilik Gegis metalleriyle notralizasyon

Tiyoredoksinler Hidrofilik R-S-S-R’nin R-SH’a indirgenmesi

Glutatyon Hidrofilik R-S-S-R’nin R-SH’a indirgenmesi

Serbest radikal temizleyicisi

GPX ve GST’nin kofaktori

Ubikinon Lipofilik Serbest radikal temizleyicisi

Lipid peroksidasyonu korunmasi

Askorbik asit Hidrofilik Serbest radikal temizleyicisi
Tokoferol kazanimi

Enzimlerin rediikte formdakalmasi

Karotenler Lipofilik Serbest radikal temizleyicisi
O, baskilayici
Tokoferol Lipofilik Selenyum absorbsiyonunu arttirir

Serbest radikal temizleyicisi

Lipid peroksidasyonu korunmasi

Selenyum Amfifilik Tiyoredoksin, GPX yapitasi

SOD: Superoksit dismutaz, CAT: Katalaz, GPX: Glutatyon peroksidaz, GSH-Rd: Glutatyon reduktaz,
GST: Glutatyon transferaz
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2.3. D Vitamini

2.3.1. D Vitamini Tarihgesi

Gegmiste Onemli bir saglik sorunu olan ragitizm hastalifinin ilk bilimsel
tanimini1 Glisson 1650°de yapilmistir. Rasitizm hastalig1 20. yiizy1l baglarinda Avrupa
ve Kuzey Amerika’da %80’den fazla ¢ocugu etkilemis ve gesitli derecelerde iskelet
sorunlariyla miicadele etmek zorunda birakmustir. Rasitizm’in bu derece 6nemli ve
genel bir saglik sorunu olmasi ile D vitamini kesfinin baslangicinda 6nemli rol
oynamaktadir. Bu siirecte bilim adamlar1 ¢esitli zamanlarda gilines 15181 veya beslenme
ile iliskili bir takim faktorlerin bu hastaligi 6nlemede rolleri oldugunu sdyleseler de bu
durum ancak 1930’lu yillardan sonra net bir sekilde ortaya konmaya baslanmistir.
1822°de Sniadecki, Varsova’nin i¢ bolgelerinde yasayan ¢ocuklarda rasitizm
insidansinin hemen yani basindaki kirsal alanda yasayanlardan daha fazla oldugunu
gozlemlemis ve ragitizm’e bagli iskelet anomalilerinin ve biiylime geriliginin
Onlenmesinde giines 1s1gmin 6nemini vurgulamistir. 1889 yilinda Palm benzer bir
acidan olaya yaklasarak, Londra ve Glasgow’lu ¢ocuklari ciddi sekilde etkileyen bu
hastaliktan, cok daha kotii sartlarda biiyliyen Hindistan ve Asyali c¢ocuklarin
etkilenmedigini ve giinesin onleyici ve tedavi edici etkisi olabilecegini belirtmistir. 1824
yilinda Schiitte, rasitizm ve osteomalazi tedavisinde morina balig1 karacigerinden

ekstrakte edilen yagi 6nererek olayin bir diger yoniinii vurgulamistir (78-81).

1906 yilinda Hopkins diyetteki bir takim esansiyel faktorlerin rasitizm ve
skorbiit gibi hastaliklar1 onledigi Ongoriisinde bulunmustur. Funk ise benzer bir
yaklasimi biraz ilerletmis, diyette normal metabolizma icin esansiyel bir takim
maddelerin eksikliginin veya yeterli miktarda olmayisinin rasitizm’in ortaya ¢ikmasinda
rolii olabilecegini ve bu maddelerin anne siitiinde, balik karacigeri yaginda varken,
sterilize siitte ve tahil iirlinlerinde olmadigini belirtmistir. 1919 yilinda Huldschinsky,
civa lambasi 15181 ile rasitik ¢ocuklarda iyilesme tanimlamistir. 1921°de Hess ve Unger
ragitik cocuklar1 13 hastane catisina cikartarak gilines 1s18mma maruz biraktiklarinda

tedavilerinde dramatik iyilesmeler gozlediklerini bildirmislerdir (78, 79, 81).

1928 yilinda Prof. Adolf Windaus kolesterol yapida (ergesterol) D vitamini
prekiirsorlerinin bulundugunu ve bunlarin giines 15181 ile D vitaminine doniistiigiini

ispat etmesi ile Nobel 6diiliine layik goriilmiistiir. 1931 yilinda Windaus ve ark. Reerink
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ve ark. ile ayn1 zamanlarda kolesterol yapidaki D vitaminin ultraviyole etkisi sonrasi
dontistiigii triini saf hale getirerek Kristalize etmeyi basarmisglar Vitamin D, veya
kalsiferol olarak adlandirmislardir. Bu molekiilii 2 aylik siirecte 0.01 pg/giin dozda
rasitik sicanlara verdiklerinde tam iyilesme elde saglanmistir. 1937 yilinda Vitamin D3
veya kolekalsiferol’iin yapisinin tam manasiyla kesfi Windaus ve ark. tarafindan domuz
derisinden izole edip tanimladiklar1 7 dehidrokolesteroliin UV’ye maruziyeti sonucunda

meydana gelmistir (79, 81).

Biitiin bu buluslarin neticesinde 6zellikle vitamin D;’nin ergesterolden kolayca
sentezlenmesi ve gidalarin vitamin D igeriginin artirilmasi sonucu kisa siirede rasitizmi
toplumsal hastalik olarak adlandirilmasindan ¢ikarmistir. Ancak bu durum bir taraftan
da D vitamininin pek ¢ok gidaya hatta biraya bile katilmas1 ile sonuglanmis ve 1950°de
Biiyiik Britanya da infantlarda patlak veren hiperkalsemi vakalarinin ortaya ¢ikmasinda
gidalara asirn1 D vitamin takviyesini akla getirmistir. Her ne kadar bu durum
ispatlanmasa da gidalara D vitamini katilmasinin durdurulmasi ile sonuglanmustir.
Sonrasinda pek ¢ok Avrupa iilkesi de bu yasagi desteklemis ve sadece margarine ilave
edilmesi ile D vitamini eksikligi giderilmeye calisilmistir. Giiniimiizde bir¢ok Avrupa
tilkesinde sadece kahvaltilik tahillar D vitamini ile zenginlestirilmektedir. 1990’11
yillardan beri Finlandiya ve Isveg’te siite katilarak verilmeye baslanmustir. Ancak
Avrupa’nin biitiiniine bakildiginda farkli politikalar izlendigi goriilmektedir. Amerika
Birlesik Devletlerinde ise Ozellikle siit ve siit {riinlerinin bu alanda kullamildig:

bildirilmektedir (82).

2.3.2. D Vitamini Metabolizmasi

Vitamin D’nin kesfedilmis 2 ¢esidi bulunmaktadir; D, Vitamini (Ergokalsiferol)
ve D3 vitamini (Kolekalsiferol). D3 Vitamini ( Kolekalsiferol ) disaridan alinir ya da
ciltte UV radyasyon etkisiyle 7-dehidrokolesterolden sentezlenir. Ciltteki D vitamini
sentezi UV radyasyonun yogunluguna gore degisir. UV radyasyon yogunlugu, mevsim
ve yasanilan yiikseklik ile iliskilidir (83).

Kanda bulunan D vitamini baglayict protein (DBP) araciligiyla D vitamini
karacigere transfer olur. D vitamini, bir sitokrom p450 enzimi olan 25-hidroksilazlarla
(CYP2R1, CYP2D11 ve CYP2D25 ) C-25 bolgesinden hidroksile edilir ve karacigerde
25-hidroksivitamin D (25(OH)D) meydana gelir. 25(0OH)D, D vitamininin genelde
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kanda bulunan seklidir ve DBP ile bobrege transfer olur. Bobrekte yer alan proksimal

renal tiibiilde 1o-hidroksilaz enzimi ile C-1 bdlgesinden hidroksile edilir ve endokrinal

olarak aktif formu olan 1,25- dihidroksivitamin D3 (1,25(OH),D3) meydana gelir (84).
Bobrek 1a-hidroksilaz enzimi 3 faktérden etkilenir (84, 85):

1. Parathormon (PTH)
2. Serum kalsiyum ve fosfor diizeyleri
3. Fibroblast biiylime faktorii 23 (FGF23)

Cla hidroksilasyonu esas olarak bobrek proksimal tiibiiliinde gergeklesir ancak
bunun disinda plasenta, monosit-makrofajlarda (86, 87) gastrointestinal sistem, cilt,
damarlar, memeli epitelyum hiicreleri ve osteoblast-osteoklastlarda da saptanmistir (88,
89). Bobrek disi 1,25(OH);D3’nin dokuya 6zgili bir sekilde fonksiyon gosterdigi ve
hiicresel proliferasyon ve diferansiyasyon, hormon firetimi ve immun fonksiyonlari
diizenledigi distintilmektedir (90). 1,25(0OH);D3’in bobrek dig1 iiretimi, farkli
mekanizmalarla kontrol altinda tutulmaktadir. Ornegin makrofajlardaki iiretim, PTH
diizeyinden etkilenmez, interferon y ve lipopolisakkaritler gibi uyaricilarla direk olarak

tiretimi artmaktadir (91).

Bagka bir mitokondrial P450 enzimi olan 24-hidroksilaz (CYP24), hem
25(0OH)D3’1i, hem de 1,25(0OH),D3’1i hidroksile eder. 24-hidroksilaz enzimi, esas olarak
1,25(0OH);D3’iin  katabolizmasin1 hizlandirip hedef dokularda da 1,25(0OH),D3’iin
miktarmni kisitlar. Sonug olarak 24,25(OH);D3 olusur. Yani 24-hidroksilaz enziminin
esas fonksiyonu D vitamininin inaktivasyonudur (92).
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Sekil 2.4. D vitamini metabolizmasi (93)
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2.3.3. D Vitaminin Fizyolojik Etkileri

Kan kalsiyum ve fosfat dengesinin diizenlenmesinde 1,25(OH),D barsak, kemik,
bobrek ya da paratiroid bezler {iizerindeki etkisi araciligiyla onemli rol oynar.
1,25(0H),D barsaklarda kalsiyum emilimini 6ncelikle duedonum’dan, fosfat emilimini
ise jejunum ve ileum’dan stimiile eder. DBP’e bagli olarak gelen 1,25(OH),D ince
barsaklarda ayrilarak serbestlesir. Serbest form hiicreler tarafindan alinarak spesifik
niikleer reseptOr proteinine taginir. Ca*®un fircali kenar hiicre sitoplazmasina girisine
aracilik eden CaTl (epitelyal kalsiyum transporter) sentezi %90 D vitaminine bagimli
iken, hiicre icinde diflizyonunu saglayan sitozolik kalsiyum baglayici protein olan
kalbindin-D9k ise tamamiyla D vitamini bagimlidir. Asirt kalsiyum iceren diyet
1,25(0H),D diizeylerini azaltarak CaTl ve kalbindin-D9k ekspresyonunu azaltir.
Yiksek 1,25(0OH);D diizeyleri kemik iliginde hem monositik kok hiicrelerin
osteoklastlara farklilasmasina neden olarak, hem de osteoblastik aktivite artis1 yoluyla,
sitokin ve diger faktorlerin iiretimindeki artis araciligiyla osteoklastik aktiviteyi
artirarak kemik rezorbsiyonunu artirir. Osteoblast artis1 ayrica kan alkalen fosfataz ve
osteokalsin diizeylerinin de artmasina neden olur. Paratiroid bezlere direkt etki ederek
paratiroid hormon (PTH) sentez ve sekresyonunu inhibe eder. Ayrica direkt
transkripsiyonel mekanizma ile paratiroid bezlerde, kalsiyum duyarli reseptorlerin

konsantrasyonunu artirarak, bezi Ca*? inhibisyonuna duyarli hale getirir (94).

2.3.4. D Vitamini Reseptorii

Genel olarak peptid hormonlar, kendisi i¢in 0zgilin reseptorler igeren hedef
hiicrenin davramisini etkilerler. Bu etkilesim, hedef hiicrede gen ekspresyonundaki
degisikliklerden bagimsiz olarak, biyokimyasal bir takim degisiklikler gerceklesmesi ile
sonuglanir. Ancak steroid hormon ve reseptdrlerinden olusan bir grup, esas etkilerini
hedef genlerin ekspresyonunu diizenleyerek yapmaktadir. Bu hormonlar kolesterolden
sentezlenen progesteron, 17B-0stradiol, testosteron, kortizol, aldosteron ve
1,25(0OH),;D’den olusmaktadir. Buna ilaveten, yapisal olarak steroid hormonlardan
farkli olmasina ragmen, reseptorlerinin yapisal ve fonksiyonel benzerlik géstermesinden
dolay1, steroid hormon benzeri olarak adlandirilan, retinoik asit ve tiroid hormonunu da
icermektedir. Steroid hormon reseptorleri Sitoplazma (glukokortikoidler vb) veya

¢ekirdek igerisinde (Ostradiol, progesteron, 1,25(OH),D vb.) serbest bulunur. Etki
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gosterebilmeleri i¢in hiicre i¢i reseptdrlerine baglanmalar1 gerekmektedir. Bunu lipofilik
ozelliklerinden faydalanarak yaparlar. Steroid hormon reseptorlerinin 3 fonksiyonel
kismi1 bulunmaktadir. C ucunda steroid baglayici kisim, ortada DNA baglayici kisim ve

N ucunda da transkripsiyonel aktivasyon kismi bulunmaktadir (95).

(Cekirdek
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Koaktvatr ~ Baglangyg
kompleksi kompleksi

Transplantasyon
baglangig yeri

|

Prolein

Sekil 2.5. D vitamini reseptorii (96)

2.3.5. D Vitamini Ol¢iim Yontemleri

Vitamin D, ve D3’iin 30’dan fazla metaboliti bulunmakla birlikte klinik olarak
25(0OH)D ile 1,25(0OH),D’in Olglimii  degerlidir. Organizmada D  vitamini
kompozisyonunu en dogru sekilde gosteren ise 25(OH)D’dir. Ciinkii yarilanma omrii

1,25(0OH),D’den (5-8 saat) oldukga uzun olup 2—3 hafta kadardir. Ayrica giines 15181 ve
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diyetle siirli dalgalanma gostermesi, kan konsantrasyonunun ¢ok daha fazla olmasi ve
Olcim kolayligi diger avantajlarindandir. Giiniimiizde referans yoOntem kiitle
spektrometrisi olmakla birlikte, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC),
Radyoimmiinoassay, Elektrokemiliiminesans immiinoassay gibi Ol¢iim yontemleri de

siklikla kullanilmaktadir (97, 98)

2.3.6. D Vitamini Referans Araliklar:

Yetigkin insanlarda yapilan ¢aligmalarda serum 25(OH)D vitamini seviyesi 15
ng/ml (37,5 nmol/L) altina indiginde parathormon seviyesinin arttigi gozlenmistir.
Boylece yetiskinlerde esik deger 15 ng/ml olarak varsayilmaktadir (99). Son yillarda
cocuklarda Lawson Wilkins Pediatrik Endokrinoloji Dernegi’nin ilag ve Terdpatikler
Komitesi tarafindan diizenlenen 25(OH) vitamin D diizeyine gore degerlendilmesi

tavsiye edilmektedir (Tablo 2.7) (100).

Tablo 2.7. 25(OH)D vitamin diizeyine gore D vitamin durumu (100)

Vitamin D durumu 25(OH)D diizeyi (ng/ml) 25(OH)D diizeyi (nmol/l)
Agir eksiklik <5 <12,5
Eksiklik <15 <37,5
Yetersizlik 15-20 37,5-50
Yeterlilik 20-100 50-250
Fazlalik >100 >250
Intoksikasyon >150 >375
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calismamiza Gaziantep Universitesi Klinik Arastirmalar Etik  Kurulu
Baskanligi’'nin 12.09.2018 tarihli 240 protokol kodlu karar1 ile etik kurul onayi
alimmistir. Harran Universitesi Bilimsel Arastirma Komisyon Baskanlhigi 17049
Protokol numarasi ile Projemize destek karari1 alinmistir. Prospektif ¢alismamizda hasta
grubu, Mehmet Akif inan Egitim Arastirma Hastanesi Fizik Tedavi Poliklinigi’'ne
bagvuran ve ARC siniflamasia gore fibromiyalji teshisi konmus D vitamini eksikligi
bulunan (<30 ng/ml) 25-45 yas aras1 27 kadin hastadan olusmaktadir. Kontrol grubu ise
herhangi bir hastalig1 bulunmayan 27 saglikli kadindan olugsmaktadir.

Hasta grubunun ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

1. 25-45 yas aras1 olmak

2. Kadm olmak

3. Fibromiyalji teshisi konmus olmak
4

D vitamini seviyesi 30 ng/ml’den az olmasi
Hasta grubunun ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri;

1. Sigara kullanmak

2. Alkol almak

3. Kronik rahatsizligi olmak ve buna bagl ila¢ kullanmak
4

Gebe olmak
Hasta grubunun ¢alismadan dislanma kriterleri;

1. Verilen D vitamini takviyesini istenen miktar ve zamanda
kullanmamak
2. D vitamini seviyesinin 30 ng/ml ve bu degerden yukariya ¢ikmamak

3. D vitamini takviyesi aldig1 siire¢ igersinde baska ilaglar kullanmak
Kontrol grubunun dahil edilme kriterleri

1. 25-45 yas aras1 olmak
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2. Kadm olmak

3. D vitamini seviyesinin 30 ng/ml’den fazla olmak

4. Herhangi bir kronik veya akut rahatsizligin olmamasi
5

Kronik rahatsizliga baglh ila¢ kullanmamak

Arastirmamiza Mehmet Akif Inan Egitim Arastirma Hastanesi Fizik Tedavi
polikliniginde ACR kriterlerine gore fibromiyalji tanisi konulan ve rutin tetkikler
icin kanlar1 almman ve tetkikler sonucunda D vitamini diizeyi 30 ng/ml’den diisiik
bulunan 25-45 yas arasi yaklasik 27 kadin hasta dahil edilmistir. Hastalardan rutin D
vitamini tedavisi almadan once ve 2 aylik D Vitamini tedavisi bittikten hemen sonra
(hastalarimiza 8 hafta boyunca haftada 50000 ul oral D vitamini replasman tedavisi
uygulanir) rutin olarak alinan ve rutin tetkikler calisildiktan sonra artan serum
ornekleri Oksidatif stres parametreleri calisilmak iizere -86°C’de saklanmustir.
Ayrica Mehmet Akif Inan Egitim Arastirma Hastanesi Fizik Tedavi poliklinigine
basvuran ve rutin tetkikler sonucunda herhangi bir hastaligi olmadig: belirlenen ve
yapilan kan tetkikleri sonucunda serum D vitamin diizeyi 30 ng/ml’den yiiksek olan
27 saglikli kadin kontrol grubu olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Kontrol grubunda
yer alan 27 saglikli kadindan sadece 1 defaya mahsus rutin tetkikler yapilmak iizere
kan Ornegi almmistir. Yeterli sayida kan Ornegi toplandiktan sonra Harran
Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda oksidatif stres parametreleri

calisilmistir.

3.2. Kan Ornekleri

Calisma grubuna dahil edilen hastalardan ve kontrol grubu igin goniilli
katilimcilardan kan 6rnekleri alindi, bir saat i¢cinde 3200 rpm de 10 dk santrifiij edilerek
serumlar1 ayrildi. Hemoliz olan serum Ornekleri calismaya dahil edilmedi. Alinan
serum Ornekleri (yaklasik 5 ml) eppendorf tiiplere konularak analizler yapilincaya
kadar -86 °C’de derin dondurucuda saklandi. Harran Universitesi Fizyoloji Anabilim
Dali laboratuvarinda serum orneklerinin oda sicakliginda ileri protein oksidasyon
tirtinleri (AOPP), 8-hidroksi 2-deoksi guanozin (80HdG), malondialdehit (MDA),

protein karbonil (PC) ve 8-izoprostan diizeyleri 6l¢iildii.
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3.3. 8-OHdG (8-Hidroksideoksiguanozin) Ol¢iim Yéntemi

Fine test markali EU2548 katalog nolu kitle 8-OHdG c¢alisildi. Derin
dondurucudan -86 °C’de saklanan serum ornekleri cikartildi. Yaklasik 2 saat oda
sicakliginda bekletildi. Hazir hale gelen serum ornekleri sirasiyla ve kaydedilerek 96
kuyucuklu mikroplatete yerlestirildi. Olgiim i¢in alinan kit kullanimdan 6nce 20 dakika
oda sicakliginda bekletildi.

3.3.1. 8-OHdG Kit Hazirlama Asamasi

Kit hazirlanirken ilk basta yikama soliisyonu hazirlandi. 30 ml yikama soliisyonu
750 ml distile su igerisinde karistirldi. Kullanima kadar 4 °C’de saklandi. Kullanim

asamasinda oda sicakliginda tekrar bekletildi.

Ikinci asamada standart soliisyon hazirlandi. 100 ng/ml standart soliisyon
hazirlamak i¢in 1 ml standart diliisyon standart tiipe yerlestirildi ve 10 dakika oda
sicakliginda diizgiin bir sekilde karistirildi. Sonrasinda 6 adet eppendorf tiip lizerlerine
sirasiyla 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 yazilarak bos bir sekilde yerlestirildi. 0,3 ml
standart diliisyon tamponu her bir eppendorf tiipe eklendi. Daha ©6nce hazirlamis
oldugumuz 100 ng/ml standart soliisyondan 0,3 ml alip {izerinde 50 ng/ml yazan birinci
tiipe yerlestirildi ve diizgiin bir sekilde karistirildi. Yine aymi sekilde birinci tiipten
alman 0,3 ml ikinci tiipe eklendi ve diizgiin bir sekilde karistirildi. Bu sekilde son tiipe

kadar devam edildi. Sonug olarak standart soliisyonlar hazirlandi.

Uglincii asamada antikor calisma soliisyonu hazirlandi. Ilk basta calismada
kullanilacak toplam soliisyon miktar1 hesaplandi. Daha sonra antikor ¢alisma tamponu

99/1 biotin etiketli antikor oraninda soliisyon hazirlandi.

Dordiincii asamada HRP- Streptavidin Conjugate (SABC) c¢alisma soliisyonu
hazirlandi. Antikor ¢aligma soliisyonunda oldugu gibi toplamda ¢alisilacak soliisyon
miktar1 belirlendi ve yine ayni oranda (1 pl SABC/99 ul SABC diliisyon tamponu )
SABC c¢alisma tamponu hazirlandi.
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3.3.2. 8-OHdG Ol¢iim Islemi

Standart soliisyon, kan 6rneklerini ve blank 6rnegini 96 kuyucuklu mikroplaka
kuyucuklarma sirasiyla pipetlendi. 50 pl standart soliisyon her kuyucuga eklendi.
Ardindan 50 pl Antikor caligma soliisyonu her bir kuyucuga yerlestirilerek 96
kuyucuklu mikroplakanin iistii kapatildi ve yavas bir sekilde calkalandiktan sonra 45
dakika 37 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon islemi bittikten sonra 96 kuyucuklu mikroplakanin {istii acildiktan
sonra yikama soliisyonuyla her kuyucuk 3 defa yikandi. Bu islem sirasinda yikama
soliisyonlar1 yaklasik 1 dakika kuyucuklarda kaldi. Daha sonra yikama soliisyonu aspire
edildi. Aspirasyon sonrasinda 100 pl SABC calisma soliisyonu her kuyucuga eklendi.
96 kuyucuklu mikroplakanin iistii kapatildi ve 30 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplakanin iistii acilip 5 defa yikama
soliisyonu ile her kuyucuk yikandi. Yikama soliisyonu yikama islemi sirasinda her

kuyucukta yaklagik 1-2 dakika kaldi.

Yikama isleminin akabinde 90 pl TMB soliisyonu her kuyucuga yerlestirildi. 96
kuyucuklu mikroplakanin iistii kapatildi ve 37 °C’de 15-20 dakika karanlik yerde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi. Kuyucuklarin
rengi sariya dondiikten sonra 96 kuyucuklu mikroplaka 450 nm dalga boyunda okundu

ve sonuglar1 alindi.

3.4. Tleri Diizey Protein Oksidasyon Uriinleri (AOPP) Ol¢iim Yéntemi

AOPP parametresi YL Biont markali YLAOOS85HU katalog nolu Eliza kit ile
calisildi. Kan serum oOrnekleri -86 °C’deki derin dondurucudan cikartildi. Eliza kit
calisiimadan 6nce oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Kan serum 6rnekleri Kitin 96
kuyucuklu mikroplaka kismina yerlestirildi ve sirasiyla kaydedildi.

3.4.1. AOPP Eliza Kit Hazirlama Asamasi

Kit hazirlanma asamasinda Oncelikle standart stok soliisyonu seyreltilerek
hazirland1. 6 adet eppendorf tiip alinarak iizerlerine sirasiyla 24, 12, 6, 3, 1.5 yazild1. 48

ng /ml konsantrasyonlu stok standart tiipiinden 120 pl Slgiisiinde standart soliisyon
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almip igerisinde 120 pul standart seyreltici 24 ng/ml yazil tiipe yerlestirildi. Daha sonra
tip karigtirildi. Birinci tiipten aliman 120 pl soliisyon ikinci tiipe yerlestirildi ve
karistirtldi. Bu islem son tiipe kadar devam etti. Boylelikle standart soliisyonlar

hazirlandi.

Blank soliisyonu, kromojen A soliisyonu, kromojen B soliisyonu ve stop

sollisyonu hazirlandi.

Kit igerisindeki 96 kuyucuklu mikroplatete siralamasi kaydedilerek blank 6rnegi
ve eppendrof tiiplerdeki standart soliisyon 50 ul yerlestirildi. Daha sonrasinda 40 ul kan
ornegi yine kaydedilerek 96 kuyucuklu mikroplaka tizerine yerlestirildi. Kan
orneklerinin tizerine 10 ul AOPP antikor soliisyonu ve 50 pl streptavidin- HRP eklendi.
Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplakanin {izeri kapatildi ve yavasg¢a ¢alkalandiktan sonra
37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Bekleme siiresince 30/1000 oraninda yikama konsantrasyonu distile su ile

seyreltilerek yikama soliisyonu hazirlandi.

Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplakanin iizerindeki membran
dikkatlice c¢ikarildi ve kuyucuklara yikama soliisyonu eklendi. Daha sonra

kuyucuklardaki sivi drene edildi. Bu islem 5 defa tekrarlandi.

Yikama soliisyonu ile her kuyucuk yikandiktan sonra tiim kuyucuklara 50 pl
kromojen A soliisyonu eklendi ve sonrasinda yine herbir kuyucuga 50 pl kromojen B
soliisyonu eklendi. Yavasca calkalandiktan sonra 10 dakika 37 °C’de karanlik ortamda
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 pl stop soliisyonu eklendi ve aninda

her bir kuyucukta renk sartya dondii.

Son olarak mikroplaka 6l¢iim cihazinda 450 nm dalga boyunda ortalama 10
dakika siireyle sar1 renge donen 96 kuyucuklu mikroplaka olgiildii ve sonuglar
kaydedildi.
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3.5. 8-izoprostan Ol¢iim Yéntemi

8- izoprostan parametresi YL biont markali YLA3738HU katalog nolu Eliza kit
ile calistlmistir. Kan serum ornekleri -86 °C’deki derin dondurucudan cikartildi. Eliza
kit calisilmadan 6nce oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Kan serum 6rnekleri 96

kuyucuklu mikroplakanin kuyucuklarina eklendi ve sirasiyla kaydedildi.

3.5.1. 8-izoprostan Eliza Kit Hazirlama Asamasi

Kit hazirlanma asamasinda Oncelikle standart stok soliisyonu seyreltilerek
hazirlandi. 6 adet eppendorf tiip alinarak {izerlerine sirasiyla 24, 12, 6, 3, 1.5 yazildi. 48
ng/ml konsantrasyonlu stok standart tiipiinden 120 pl 6lgiisiinde standart soliisyonlar
aliip icerisinde 120 pl standart seyreltici 24 ng/ml yazili tiipe yerlestirildi. Daha sonra
tip karigtirildi. Birinci tiipten alinan 120 pl soliisyon ikinci tiipe yerlestirildi ve

karistirildi. Bu islem son tiipe kadar devam etti. Boylelikle standart soliisyon hazirlandi.

Blank soliisyonu, kromojen A soliisyonu, kromojen B soliisyonu ve stop

sollisyonu hazirlandi.

Kit igerisindeki 96 kuyucuklu mikroplakaya siralamasi kaydedilerek 50 pl
Olceginde blank 6rnegi ve eppendrof tiiplerdeki standart soliisyon yerlestirildi. Daha
sonrasinda 40 pul kan Ornegi yine kaydedilerek 96 kuyucuklu mikroplaka iizerine
yerlestirildi. Kan Orneklerinin {izerine 10 ul AOPP antikor soliisyonu ve 50 pl
streptavidin- HRP eklendi. Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplakanin {izeri kapatildi ve
yavasca calkalandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika inkiibe edildi.

Bekleme siiresince 30/1000 oraninda yikama soliisyonu distile su ile

seyreltilerek hazirlandu.

Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplaka iizerindeki membran dikkatlice
cikarildi ve kuyucuklara yikama soliisyonu eklendi. Daha sonra kuyucuklardaki sivi

drene edildi. Bu islem 5 defa tekrarlandi.

Yikama soliisyonu ile her kuyucuk yikandiktan sonra tiim kuyucuklara 50 pl
kromojen A soliisyonu eklendi ve sonrasinda yine herbir kuyucuga 50 pl kromojen B
soliisyonu eklendi. Yavasca calkalandiktan sonra 10 dakika 37 °C’de karanlik ortamda
inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklendi ve aninda

her kuyucugun rengi sartya dondii.

Son olarak mikroplaka 6lgiim cihazinda 450 nm dalga boyunda ortalama 10
dakika siireyle sar1 renge donen 96 kuyucuklu mikroplaka olgiildii ve sonuglar
kaydedildi.

3.6. Malondialdehit (MDA) Ol¢iim Yéntemi

MDA parametresi YL Biont markali YLA0335HU katalog numarali Eliza kit ile
olciilmiistiir. Kan serum ornekleri -86 °C’deki derin dondurucudan c¢ikartildi ve 20
dakika oda sicakliginda bekledikten sonra sivilasti. Eliza kit ¢alisiimadan 6nce 30 dk
oda sicakliginda bekletildi. 96 kuyucuklu mikroplakaya kan serum oOrnekleri 5 pl

oOl¢iistinde siras1 kaydedilerek pipetlendi.

3.6.1. MDA Eliza Kit Hazirlama Asamasi

Kit hazirlanma asamasinda Oncelikle standart stok soliisyonu seyreltilerek
hazirlandi. 6 adet eppendorf tiip alinarak tizerlerine sirastyla 24, 12, 6, 3, 1.5 yazild1. 48
ng/ml konsantrasyonlu stok standart tiipiinden 120 pl dlgiisiinde standart soliisyonlar
alinip igerisinde 120 pl standart seyreltici 24 ng/ml yazil tiipe yerlestirildi. Daha sonra
tip karigtirilldi. Birinci tiipten alinan 120 pl soliisyon ikinci tiipe yerlestirildi ve

karistirildi. Bu islem son tiipe kadar devam etti. Boylelikle standart soliisyon hazirlandu.

Blank soliisyonu, kromojen A soliisyonu, kromojen B soliisyonu ve stop

soliisyonu katilarak hazirlandi.

Kit igerisindeki 96 kuyucuklu mikroplakaya siralamasi kaydedilerek blank
ornegi ve eppendrof tliplerdeki standart soliisyon 50 ul yerlestirildi. Daha sonrasinda 40
ul kan ornegi yine kaydedilerek 96 kuyucuklu mikroplaka tizerine yerlestirildi. Kan
orneklerinin tizerine 10 pl AOPP antikor soliisyonu ve 50 pl streptavidin- HRP eklendi.
Daha sonra mikroplaka iizeri kapatildi ve yavasca karistirildiktan sonra 37 °C’de 60
dakika inkiibe edildi.

Bekleme siiresince 30/1000 oraninda yikama konsantrasyonu distile su ile

seyreltilerek yikama soliisyonu hazirlandi.
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Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplaka iizerindeki membran dikkatlice
cikarildi ve kuyucuklara yikama soliisyonu eklendi. Daha sonra kuyucuklardaki sivi

drene edildi. Bu islem 5 defa tekrarlandi.

Yikama soliisyonu ile her kuyucuk yikandiktan sonra tiim kuyucuklara 50 pl
kromojen A soliisyonu eklendi ve sonrasinda yine herbir kuyucuga 50 ul kromojen B
soliisyonu eklendi. Yavasca calkalandiktan sonra 10 dakika 37 °C’de karanlik ortamda
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklendi ve aninda

her bir kuyucukta renk sariya dondii.

Son olarak mikroplaka 6l¢iim cihazinda 450 nm dalga boyunda ortalama 10

dakika siireyle sart renge donen 96 kuyucuklu mikroplaka olgiildii ve sonuglar
kaydedildi.

3.7. Protein Karbonil (PC) Ol¢iim Yéntemi

Protein karbonil parametresi YL Biont markali YLA1789HU katalog numarali
Eliza kit ile calisilmustir. -86 °C’deki derin dondurucudan kan serum 6rnekleri ¢ikartilds.
Eliza kit ¢alisilmadan 6nce oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. 5 ul 6lgegindeki kan
serum Ornekleri Eliza kitin 96 kuyucuklu mikroplaka kismina yerlestirildi ve sirasiyla
kaydedildi.

3.7.1. PC Eliza Kit Hazirlama Asamasi

Kit hazirlanma asamasinda Oncelikle standart stok soliisyonu seyreltilerek
hazirlandi. 6 adet eppendorf tiip alinarak iizerlerine Sirasiyla 24, 12, 6, 3, 1.5 yazildi. 48
ng /ml konsantrasyonlu stok standart tiipiinden 120 pl Olgiisiinde standart soliisyon
alinip igerisinde 120 pl standart seyreltici 24 ng/ml yazil tiipe yerlestirildi. Daha sonra
tiip karistirildi. Birinci tiipten alinan 120 pl soliisyon ikinci tiipe yerlestirildi ve

karistirildi. Bu igslem son tiipe kadar devam etti. Boylelikle standart soliisyon hazirlandi.

Blank soliisyonu, kromojen A soliisyonu, kromojen B soliisyonu ve stop

soliisyonu katilarak hazirlandi.
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96 kuyucuklu mikroplakaya siralamasi kaydedilerek blank 6rnegi ve eppendrof
tiiplerdeki standart soliisyon 50 pl yerlestirildi. Daha sonrasinda 40 ul kan 6rnegi yine
kaydedilerek 96 kuyucuklu mikroplatete tizerine yerlestirildi. Kan 6rneklerinin {izerine
10 ul AOPP antikor soliisyonu ve 50 ul streptavidin- HRP eklendi. Daha sonra
mikroplakalarin iizeri kapatildi ve yavasga g¢alkalandiktan sonra 37 °C’de 60 dakika
inkiibe edildi.

Bekleme siiresince 30/1000 oraninda yikama konsantrasyonu distile su ile

seyreltilerek yikama soliisyonu hazirlandi.

Inkiibasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplaka iizerindeki membran dikkatlice
cikarildi ve kuyucuklara yikama soliisyonu eklendi. Daha sonra kuyucuklardaki sivi

drene edildi. Bu islem 5 defa tekrarlandi.

Yikama soliisyonu ile her kuyucuk yikandiktan sonra tiim kuyucuklara 50 pl
kromojen A soliisyonu eklendi ve sonrasinda yine herbir kuyucuga 50 pl kromojen B
soliisyonu eklendi. Yavasca calkalandiktan sonra 10 dakika 37 °C’de karanlik ortamda
inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuga 50 ul stop soliisyonu eklendi ve aninda
her bir kuyucukta renk sariya dondi. Son olarak mikroplaka 6l¢iim cihazinda 450 nm
dalga boyunda ortalama 10 dakika siireyle sar1 renge donen 96 kuyucuklu mikroplatet

Olctildii sonuglar kaydedildi.

3.8. istatistiksel Yontem

Istatistiksel analizler SPSS 23.0 (IBM SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) paket
programi ile yapildi. Verilerin normal dagilimlarint degerlendirmek i¢in Shapiro Wilk
testi kullanildi. Normal dagilima uyan sayisal degiskenler ortalama + standart sapma,
normal dagilima uymayanlar medyan (minimum-maksimum) olarak ifade edildi. Iki
orneklemeli sayisal degiskenlerin karsilastirmast Unpaired Student t testi ve Mann-
Whitney U testi kullanilarak yapildi. Sayisal degiskenler arasindaki iligki Spearman
korelasyon analizi ile degerlendirildi. Analizlerde giiven araligi (CI)% 95 olarak kabul
edildi. P degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Arastirmamizda iki grup yer almaktadir. Hasta grubu fibromiyalji teshisi
konmus D vitamini seviyesi 30 ng/ml den diisiik 27 kadin hastadan olusmaktadir.
Kontrol grubu herhangi bir hastalik teshisi bulunmayan D vitamini seviyesi 30
ng/ml’den yliksek olan 27 saglikli kadindan olugmaktadir. Aragtirmamizda erkek birey

bulunmamakta olup 54 kadin yer almaktadir.

Calismamizda yas ortalamasi fibromiyalji hastalarinda 37 + 6 ve kontrol
grubunda 39 + 7 olup aradaki fark anlamsizdir (p=0,579). VKI parametresine
baktigimizda fibromiyalji hastalar1 27,86 + 2.73 kontrol grubu ise 28,86 + 1,28 verisi
karsimiza ¢ikmakta olup aradaki fark anlamsiz bulundu (Tablo 4.1) (p=0,920).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinda yas ve viicut kitle indeksinin karsilagtirilmasi

Parametreler Kontrol(n=27) Hasta (n=27) p degeri
Yas 39,00 (25-45) 37,00 (25-45) =0,579
VKI 28,86+1,28 27,86+2.73 =0,920

VKI; Viicut Kitle Endeksi

Tablo 4.2°de fibromiyalji teshisi konmus hastalarda D vitamini replasman
tedavisi Oncesi ve sonrasi parametreleriyle kontrol hastalarinin  parametreleri
bulunmaktadir. Bu tabloda hasta grubunun tedavi 6ncesi parametre diizeyleri ve tedavi
sonras1 parametre diizeyleri, kontrol grubu parametre diizeyleri ile kiyaslanmugtir.
Tedavi oncesi D vitamini seviyesi 6,010 (3,00-20,00) iken tedavi sonrasinda 34,42
(20,15-64,81) olarak bulunmustur.

Tedavi oncesi ve sonrasi hasta grubu 8-OHdG seviyesinde kontrol grubuna goére

anlamli fark gozlenmemistir (sirasiyla; p=0,232, p=0,266).

Tablo 4.2 ve Sekil 4.1°de gosterildigi gibi tedavi oncesi hasta grubunda AOPP
seviyesi kontrol grubuna gére anlaml diizeyde yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0,002).
Tedavi sonrasinda ise hasta grubunda AOPP seviyesi kontrol grubuna gdre anlamli

diizeyde farklilik gézlenmistir (p=0,001).
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Sekil 4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinda AOPP Diizeyleri
Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterildigi gibi tedavi 6ncesi hasta grubunda MDA
seviyesi kontrol grubuna gére anlamli diizeyde yiiksek oldugu gézlenmistir (p=0,009).

Tedavi sonrasinda hasta grubunda MDA seviyesi kontrol grubuna gore anlamli seviyede

azalmistir (p=0,003).
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Sekil 4.2. Hasta ve Kontrol Gruplarinda MDA Diizeyleri

Tedavi Oncesi ve sonrast hasta grubu PC seviyesinde kontrol grubuna gore
anlamli fark gézlenmedi (p=0,130) (p=0,061).

Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’de tedavi 6ncesinde hasta grubunda 8-izoprostan seviyesi
kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu gozlenirken tedavi sonrasinda ise
hasta grubunun 8-izoprostan seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli bir degisiklik
bulunmamustir (p<0,001) (p=0,261).
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Sekil 4.3. Hasta ve Kontrol Gruplarinda 8-izoprostan Diizeyleri

Tablo 4.2. Kontrol ve hasta gruplarinda oksidatif stres parametrelerinin karsilastirilmasi

D3 Vitamini Replasman D3 Vitamini Replasman
Tedavisi Oncesi Tedavisi Sonrasi

Parametreler Kontrol (n=27) Hasta (n=27) p-Degeri Hasta (n=27) p-Degeri
D Vitamini 30,06 (20,20-67,25) 6,010 (3,00-20,00) <0,001 34,42(20,15-64,81) =0,952
8-OHdG (ng/ml) 63,48+ 30,37695 72,78+ 25.91 =0,232 71,67+22,72 =0,266
AOPP (ng/ml) 1,983(1,46-8,86) 2,470(1,27-16,45) =0,002 2,707(1,740-16,24) =0,001
MDA (ng/ml) 6,232(3,53-14,11) 7,888 (3,67-55,91) =0,009 7,421(4,750-48,96) =0,003
PC (ng/ml) 18,31(14,63-39,57) 23,81(13,58-107,04) =0,130 20,81(13,81-134,9) =0,061
8-izoprostan

(ng/ml) 42,65(34,68-71,43) 57,08(30,36-201,63) <0,001 47,69(24,66-212,9) =0,261

8-OHdG, 8- Hidroksideoksiguanozin; AOPP, Ileri Diizey Protein Oksidasyon Uriinleri; MDA, Malondialdehit; PC, Protein
Karbonil, p degeri: kontrola gore

Fibromiyalji hastalarinda D vitamini replasman tedavisi Oncesi ve sonrasi
anlamlilik diizeyi Tablo 4.3’de gosterilmistir. Sekil 4.4’de gosterildigi gibi oksidatif
stres parametrelerinden sadece 8-izoprostan seviyesinde tedavi sonrasinda anlamli diistis

gozlenmistir (p=0,002)
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Tablo 4.3. Fibromiyalji hastalarinda Ds replasman tedavisi Oncesi ve sonrasi oksidatif stres
parametrelerinin karsilastirilmasi

D; Repla§man Tedavisi D3 Replasman Tedavi
Parametreler Oncesi Sonrasi p Degeri
D vitamini 6,010 (3,00-20,00) 34,42(20,15-64,81) =0,952
8-OHdG (ng/ml) 72,78+ 25,91099 71,68+ 22,72502 =0,684
AOPP (ng/ml) 2,470 (1,27-16,45) 2,707(1,74-16,24) =0,178
MDA (ng/ml) 7,888 (3,67-55,91) 7,431(4,75-48,96) =0,280
PC (ng/ml) 23,81(13,58-107,04) 20,81(13,81-134,85) =0,597
8-izoprostan (ng/ml) 57,08(30,36-201,63) 47,69(24,66-212,85) =0,002

8-OHdG, 8- Hidroksideoksiguanozin; AOPP, Ileri Diizey Protein Oksidasyon Uriinleri; MDA,
Malondialdehit; PC, Protein Karbonil
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Sekil 4.4. Hasta Grubunda Tedavi Oncesinde ve Tedavi Sonrasinda 8-izoprostan Diizeyleri

Tablo 4.4°de ise D vitamini ve oksidatif stres parametrelerinin birbirleriyle olan
iliskisi gosterilmektedir. Serum D vitamini diizeyleri ile AOPP, MDA ve 8-izoprostan
seviyeleri arasinda anlamli ters bir iliski gézlenmistir. Ancak D vitamini diizeyleri ile

PC ve 8-OHdG seviyeleri arasinda anlamli bir iligski gériilmemektedir.
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AOPP seviyesi 8-OHdG seviyesi haricinde diger parametrelerin seviyeleri ile
dogru ve anlamli iliskiye sahiptir (rho =0,091, p= 0,513). MDA seviyesi ile 8-
izoprostan ve PC seviyeleri arasinda dogru ve anlamli iliski gézlenmistir ( szrastyla; rho
=0,741, p= 0,001, rho = 0,664, p= 0,001).

8-OHdG seviyesi ile 8-izoprostan ve PC seviyeleri arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaktadir (sirasiyla;, rho =0,169, p= 0,221, rho =0,179, p= 0,195). 8-
izoprostane seviyesi ile PC seviyesi arasinda dogru anlamli bir iligski gézlenmistir (rho
=0,647, p= 0,001).

Tablo 4.4. D vitamini ile oksidatif stres parametrelerinin birbirleriyle olan iliskisi

Parametreler AOPP MDA  8-OHdG  8-izoprostan PC
(ng/ml)  (ng/ml)  (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
D vitamini rho -0,415  -0,402 -0,133 -0,445  -0,173
p 0,002 0,003 0,339 0,001 0,211
AOPP (ng/ml) rho 0,781 0,091 0,726 0,699
p 0,001 0,513 0,001 0,001
MDA (ng/ml) rho 0,082 0,741 0,664
p 0,555 0,001 0,001
8-OHdG (ng/ml) rho 0,169 0,179
p 0,221 0,195
8-izoprostan (ng/ml)  rho 0,647
p 0,001

8-OHdG, 8- Hidroksideoksiguanozin; AOPP, leri Diizey Protein Oksidasyon Uriinleri;
MDA, Malondialdehit; PC, Protein Karbonil
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5. TARTISMA

Fibromiyalji sendromu 3 aydan fazla siiren yaygin kas agrilari, uykusuzluk veya
uyku diizensizligi ile karakterize ve bu kas agrilarinin neden oldugu anksiyete,
depresyon, halsizlik, eklem sertligi, basagrisi, dikkat eksikliginin eslik ettigi toplumda
stk goriilen bir hastaliktir (101). Ayirici tanida viicutta belirli 18 hassas noktanin
11’inde asir1 hassasiyet ve agr1 6nemli rol oynamaktadir. Etiyopatogenezi tam olarak
bilinmemekle birlikte fibromiyaljiye ©6zel olmayan genetik faktorler ve cevresel

etmenlerin hastaligin nedenleri arasinda oldugu diisiiniilmektedir (102).

D vitamin eksikligi klinik semptomlar1 depresyon, kas iskelet sistemi agrilari
(viicut genelinde), kas gii¢siizliigli, kafanin ¢ok terlemesi, kaslarda olusan kramplar,
genel halsizlik, eklemlerde agri, kilo alma problemi olarak tespit edilmistr. D vitamini
eksikligi veya yetersizliginde goriilen belirtilerin bazilar1 fibromiyalji hastaliginin

belirtileriyle benzerdir.

Viicuttaki D vitamini seviyesini tespit etmek igin yarilanma siiresi 2-3 hafta
olan, hem D vitamin alinma diizeyini hem de endojen kaynakli yapimi gosteren
25(0OH)D seviyesi incelenmelidir. Kanda bulunan aktif formlardan 1.25(OH),D optimal
Ol¢tim i¢in anlamli ve yeterli degildir. Zira yarilanma siiresi 4-6 saat kadar ve dolasim
sistemindeki seviyeleri 25(OH)D’den 1000 kat daha az seviyededir. D vitamini eksikligi
ve yetersizliginin ve 25(OH)D diizeyinin normal araliginin belirlenmesi adina igin
birgok aragtirma yapilmistir. Bu arastirmalar neticesinde; 25(OH)D seviyesi 20
ng/mL’den disiik ise kiside D vitamini eksikligi mevcuttur. 25(OH)D seviyesi 21 ile 29
ng/mL arasinda ise bireyde D vitamini yetersizligi bulunmaktadir. 25(OH)D seviyesi 30
ng/mL’den yiiksek ise yeterli diizey (tercih edilen aralik 40-60 ng/mL) olarak
adlandirtlir. 150 ng/mL’den yiiksek ise D vitamini zehirlenmesi olarak kabul
gormektedir (103).

Saglikli bireylerde hiicresel bazi tepkimeler neticesinde serbest radikaller olusur
ve bunlar antioksidan savunma mekanizmasi yoluyla yok edilerek viicut i¢ersinde denge
durumunda kalir. Bu dengenin degismesi ile olusan serbest radikaller ortadan
kaldirilmazsa, DNA, lipidler ve proteinler oksidatif hasara maruz kalirlar. Artan ROS
triinlerinin meydana getirdigi oksidatif stres, mutasyonu arttirarak DNA hasari

olusturmasi neticesinde kanser hastaligina 6n ayak olabilmektedir (104). Hiicrede yer
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alan serbest oksijen radikalleri hiicre duvarindaki doymamis yag asitleriyle tepkimeye
girerek lipid peroksidasyonuna neden olur. Oksidatif hasarin en 6nemli sonuglari
hiicresel yap1 ve biitiinliigiin bozulmasi ile kanser ve birgok hastaligin etyolojisinde yer
almasidir (105).

Yapilan caligmalarda oksidatif stresin; metabolik hastaliklar, kronik karaciger
hastaliklari, akcigerin kronik hastaliklari, serebrovaskiiler hastaliklar, enflamatuvar
barsak hastaliklari, mesane kanseri, renal hiicreli karsinoma gibi malign ve kronik
hastaliklarin ~ patogenezinde, yenidoganlarda prematiir retinopatisi, nekrotizan
enterokolit, intraventrikiiler hemoraji, hipoksik iskemik ensefalopati gibi akut ve kronik

hastaliklarin olusumunda pay sahibi oldugu gozlemlenmistir (106-112).

Calismamizda yer alan hasta grup (n=27) fibromiyalji teshisi konulmus ve D
vitamini seviyesi 30 ng/ml’dan az olan kadin hastalardan olugmaktadir. Kontrol grubu
D vitamini seviyesi 30 ng/ml’dan fazla olan (n=27) saglikli kadindan olusmaktadir. D
vitamini seviyesi diislik hastalarimiza 4-6 hafta siiresince haftada 50000 pl 6lgeginde D
vitamini takviyesi verilmistir. Tedavi 6ncesinde ve sonrasinda hastalarimizin 25(OH)D
vitamin seviyeleri 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir. Tedavi sonrasinda D vitamini seviyesi 30
ng/ml’dan fazla olan hastalar ¢alismada yer almistir. Kontrol grubunda yer alan 27
saglikli kadindan sadece 1 defaya mahsus rutin tetkikler yapilmak tlizere kan Ornegi
alinmistir. Hasta grubu ve kontrol grubundan alinan kan serum ornekleri 3 gruba
ayrilmistir. Birinci grup fibromiyalji tanili D vitamin takviyesi almadan onceki kan
serum Orneklerinden olusmaktadir. Ikinci grup fibromiyalji tamli D vitamin takviyesi
aldiktan sonraki kan serum Orneklerinden; iiclinci grup kontrol grubu kan serum
orneklerinden olusmaktadir. Arastirmamizda AOPP, MDA, 8-OHdG, 8-izoprostan, PC

seviyelerinin D vitamini seviyesi ile iliskisi gozlemlenmistir.

Fatima G. ve ark. (77) fibromiyalji anil1 30 kadin ve fibromiyalji tanis1 olmayan
30 saglikli kadin bireylerin bazi oksidatif ve antioksidatif parametrelerinin klinik
semptomlari ile iliskisini incelemistir. Oksidatif stres parametrelerinden lipit peroksit
(LPO) ve protein karbonil; antioksidatif stres parametrelerinden katalaz, glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon reduktaz (GR) arastirilmistir. Katalaz, GPx ve GR
parametresi fibromiyalji tanili hastalarda kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde diistik

cikmistir. Oksidatif stres parametrelerinden LPO ve protein karbonil ise kontrol grubuna
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gore fibromiyalji tanili bireylerde anlamli bir sekilde yiiksek c¢ikmigtir. Bizim
calismamizda D vitamini seviyesi diisiik fibromiyalji hastalarinda AOPP, MDA ve 8-
izoprostan seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artmustir ( swrasiyla; p=
0,002, p= 0,009, p< 0,001). PC ve 8-OHdG seviyelerinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir (swrasiyla; p= 0,130, p= 0,232).

Sanchez-Dominguez B. ve ark. (120) yaptiklar1 ¢aligmada 25 fibromiyalji tanilt
kadin hasta ile 20 saglikli kadin bulunmaktadir. Hasta grubunun tanisi 2 veya 3 yil
oncesine dayanmaktadir. Hasta ve kontrol grubundan alinan kan 6rneklerinde Coenzim
Q10 diizeyi, mitokondrial enzim aktivitesi, ATP seviyesi, TNF alfa diizeyi ve lipit
peroksidasyonu incelendi. Calisma sonucunda fibromiyalji hastalarinda 6nemli seviyede
enflamasyon ve oksidatif stres gozlendi. Bizim c¢alismamizda da fibromiyalji
hastalarinin oksidatif stres diizeylerinin saglikli bireylere gore anlamli seviyede yiiksek

oldugu gozlenmistir.

Bozkurt M. ve ark. (113) yaptig1 ¢alisma 3 yil 6nce fibromiyalji teshisi konmus
40 hasta ve 30 saglikl kisileri kapsamaktadir. Calismada yer alan kisilerde serum
prolidaz enzim aktivitesi, total antioksidan durum (TAS), total oksidatif durum (TOS),
oksidatif stres indeksi ve paraoksonaz-1 (PON-1) diizeyi incelenmistir. Calismanin
sonucunda hasta grubunda serum TAS ve PON-1 seviyelerinde kontrol grubuna gore
anlaml bir degisiklik gézlenmemistir. Buna ragmen hasta grubunda serum prolidaz
aktivitesi, TOS ve oksidatif stres indeksi kontrol grubuna gére anlamli seviyede yiiksek
oldugu gozlenmistir. Serum prolidaz aktivitesi TOS ve oksidatif stres indeksi ile pozitif
bir korelasyon icersinde oldugu istatiksel agidan saptanmistir. Sonu¢ olarak serum
prolidaz diizeyinin fibromiyalji ile iligkisi gdzlenmis olup artmis prolidaz aktivitesinin
fibromiyalji tedavisine katkida bulunabilecegi tespit edilmistir. Bizim c¢alismamizda
hasta grubunda AOPP, MDA, 8-izoprostan seviyesinin kontrol grubuna anlamli diizey
yiikksek ¢ikmasi; bunun yaninda hasta grubunda PC ve 8-OHdG seviyesinin kontrol
grubuna gore anlaml diizeyde degisiklik gézlenmemesi yukaridaki ¢aligmayr destekler

niteliktedir.

Mirzaei ve ark. (114) 2018 yilinda yaptiklari arastirmada 25(OH)D serum
vitamin seviyesi diisiik fibromiyalji hastalarina haftada 50000 pl D vitaminini 4-8 hafta

arasinda trazadone (depresyon ilaci) ile birlikte vermislerdir. Randomize 2 gruba ayrilan
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hastalarin bir grubuna trazadone ve D vitamini diger gruba sadece trazadone verilmistir.
Agn skalalar1 hastalar calismaya alinmadan Once hastalara uygulanmistir. Tedavi
sonrasinda hastalarin agr1 skalalarina tekrardan bakildiginda hastalarin agrilar1 6nemli
bir olgiide azalmis ve yasam Kkaliteleri artmistir. Sonug¢ olarak fibromiyalji tedavisi
diizenlenmesinde ve agrinin azalmasinda D vitamini tedavisi onemli bir yer tutmaktadir.
Calismamizda D vitamini diizeyi diisiik fibromiyalji hastalarina 4-6 hafta boyunca
verilen D vitamini takviyesi sonucunda hastalarin inceledigimiz oksidatif stres
diizeylerinin anlamli bir sekilde azaldig1 gozlenmistir. Calismamizin sonucu Mirzaei ve
ark.’nin yaptig1 ¢alismay1 desteklemekle birlikte fibromiyalji tedavisinde D vitamini yer

almasi gerektigi sonucunu dogurmaktadir.

De carvalho JF. ve ark. (115) yaptigi arastirmada D vitamini diisiik 11
fibromiyalji hastasina 3 ay boyunca haftada 50000 pl D vitamini verildi. Agn skalasina
gore hastaligin semptomlarinda ciddi seviyede iyilesme saptandi. Bizim calismamizda
D vitamini tedavisinin oksidatif stres diizeyini azalttigi ve D vitamini ile AOPP, MDA,

8-izoprostan arasinda anlamli ters bir iligki gdzlenmistir.

Dogru A. ve ark. (116) yaptigi ¢alismada ise 70 fibromiyalji tanili hastalar 3
gruba ayrilmistir. Birinci grup 25(OH)D vitamini seviyesi 20 ng/ml’ den den diisiik yani
D vitamini yetersiz bireylerden olusmaktadir. ikinci grup 25(OH)D vitamini seviyesi 20
ng/ml-30 ng/ml arasi1 bir baska deyisle D vitamini eksikligi olan kisilerden
olusmaktadir. Ugiincii grup ise D vitamini seviyesi 30 ng/ml’dan fazla olan bireylerden
olusturuldu. Birinci ve ikinci grubun semptomlari birbirine yakin olup ve D vitamini
takviyesi sonrasnda 2 grubunda semptomlar1 anlamli bir sekilde iyilesme gostermistir.
Bizim c¢alismamizda ise fibromiyalji hastalarinda D vitamini tedavisi ve Oncesi
anlamlilhik diizeyine baktigimizda sadece 8-izoprostan anlamli diizeyde azalma

gostermektedir.

Igde M. ve ark. (117) astim tanili ¢ocuklarda oksidatif stres, D vitamini seviyesi
ve solunumsal fonksiyon arasindaki iliskiyi incelemislerdir. 6-17 yas arast 90 stabil
astim tanili gocugun kan serumunda TAC, TOS, PON-1, 25(OH)D vitamini seviyesi ve
solunum fonksiyonlar1 6l¢iildii. TAC ile yas ve FEV1 arasinda istatiksel bir korelasyon
bulunamadi. Buna ragmen TAC ile 25(OH)D, TAC ile TOS, TAC ile PON-1 ve TAC
ile IgE arasinda belirli bir sekilde pozitif korelasyon gézlendi. TAC ile PEF arasinda ise
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ters korelasyon izlendi. Calisma sonucunda oksidatif stres diizeyi ile serum D vitamini
seviyesi arasinda iliski saptandi ve klinik denemeler ve dlgliimler 25(OH)D seviyesinin
artmast astim kontoliinde gelismeyi de beraberinde getirdi. Bizim g¢alismamizda ise
fibromiyalji hastalarinda D vitamini ve AOPP, MDA ve 8-izoprostan arasinda ters ve
anlamli bir iligki saptand1 ve D vitamini seviyesinin artmast fibromiyalji hastaligin

tedavisinde dnemli bir yer tutabilecegi gézlenmistir.

Rahsepar M. ve ark. (118) polikistik ovaryum sendromu tanili kadinlarda D
vitamini seviyesi ve bunun oksidatif stres parametreleriyle olan iliskisini
arastirmiglardir. 60 polikistik ovaryum sendromlu kadin hasta ve 90 saglikli kadin
calismaya alinmistir. 25(OH)D, glikoz, MDA, PC, insiilin, kalsiyum, insiilin direnci ve
glikozun insiliin orani 6l¢iildii. Sonuglara bakildiginda serum 25(OH)D seviyesi hasta
ve kontrol grubu kiyaslandiginda anlamli bulunmadi. Yine ayni sekilde serum D
vitamini seviyesi ile oksidatif stres parametreleri arasinda her iki grupta da anlamsiz
bulundu. Bizim ¢alismamizda ise fibromiyalji hastalarinda D vitamini takviyesinin 8-

izoprostan diizeyini anlamli bir sekilde azalttig1 gozlenmistir.

Anandabaskar N. ve ark. (119) serum D vitamini seviyesi diisiik tip 2 diabetik
hastalarinda D vitamini takviyesinin vaskiiler fonksiyonlar ve oksidatif strese etkisini
arastirmiglardir. D vitamini seviyeleri 20 ng/ml’ den diisiik 103 tip 2 diyabetik hasta
caligmaya alinmig olup 8 haftalik D vitamini takviyesi almislardir. Vaskiiler fonksiyon
ve oksidatif stres parametreleri 8 haftalik tedavi sonrasinda 6l¢iilmiistiir. Sonug olarak D
vitamini takviyesinin tip 2 diyabetik hastalarda vaskiiler fonksiyonu gelistirdigi ve
oksidatif stresi diizenledigi gozlemlenmistir. Calismamizda yukaridaki g¢alismayi
destekler nitelikte fibromiyalji hastalarinda D vitamini diizeyinin artmasi oksidatif stresi

diizenledigi gozlenmistir.

Gegmis caligmalar incelendiginde oksidatif hasar parametrelerinin fibromiyalji
patofizyolojisinde yer aldigi gozlemlenmistir. Yine ayni sekilde 25(OH)D seviyesi
diisiik fibromiyalji tanili bireylere D vitamini takviyesi sonucunda Klinik belirtiler
onemli ve de anlamli bir seviyede azalmistir. Calismamiz geg¢mis calismalari
desteklemekle beraber calismamizda D vitamini takviyesi ile oksidatif stres diizeyinin

azalmasi arasinda iliski gozlenmistir. Gelecek c¢alismalarda ise D vitamini seviyesi
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diisiik fibromiyalji hastalarinda D vitamini takviyesine bagli olarak antioksidatif

parametreler incelenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER
Calismamizda elde edilen sonuglar;

1. D vitamini seviyesi diisiik fibromiyalji tanili kadin hastalarda oksidatif stres
parametreleri (AOPP, MDA, 8-izoprostan) anlamli seviyede yiiksek

bulnumustur.

2. D vitamini seviyesi diisiik fibromiyalji tanil1 kadin hastalara D vitamini

takviyesi oksidatif stresi kismen azaltmistir.

3. Tim bulgular birlikte degerlendirildiginde D vitamini ile oksidatif stres
parametreleri (AOPP, MDA, 8-izoprostan) arasinda ters ve anlaml iliskiler

gozlenmistir.

Fibromiyalji hastalarinin tedavi protokoliinde D vitamini takviyesinin yapilmasi,
hastalarin oksidatif stres diizeyini azaltacagi ve bununla beraber klinik semptomlari

azaltacagimi diisiinmekteyiz.
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