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OZET

Kemik dongiisii belirtecleri(BTM) giinlimiizde yaygin olarak goriilen Osteoporoz(OP) ve Romatoid
Artrit(RA)’in tani, tedavi ve takibi i¢in kritik neme sahiptir. Noninvaziv olmasi sebebiyle ayrica 6nemi
giderek dahada artmaktadir. Membran lipitleri olan sfingolipit metabolitlerinden Sfingozin-1-fosfat
(S1P) osteoklast onciillerinin kan ve kemik arasindaki gogiinii kontrol eder ve osteoklast dnctilerini
kemik yiizeylerinden uzak tutarak kemik bozulmasim azaltir, boylece kemik yikimini 6nler. Ayrica
S1P, osteoblastlarda RANKL'1 (Reseptor aktivator NF-«xB ligandi) artirarak osteoblastlarin
proliferasyonunu, hayatta kalmasmi ve gociinii ve osteoklast farklilasmasim etkiler. Deney hayvan
calismast seklinde planlanan bu ¢alismada, tavsanlarda 6nce OP ve RA hastalik modelleri olusturulmusg
ardindan bu hastaliklarin yaygin olarak kullamlan tedavi yontemleri uygulanarak takipleri yapilmustir.
Tiim bu hastalik olusum ve tedavi siiresince hayvanlardan numuneler toplanarak kullanilan geleneksel
biyobelirteclere karsiik RANKL ve SIP olglimleri yapilmigtir. Ovariektomi ve kortikosteroid
tedavisinin kombinasyonu ile OP gelistikten sonra tavsanlar denosumab ile tedavi edilmistir. RA
olusumu i¢cin OVA/FCA diz igine enjekte edilmis sonrasinda ise tedavi igin NSAID ve kortikosteroid
kullanilmugtir. Serum 25(OH)D, PTH, Kalsitonin, Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL, CTX ve P1NP diizeyleri
klinik biyokimya analizorleri ile olciilmiistir. RANKL diizeyleri analizi ise ELISA metodu ile
gergeklestirilmistir. Serum S1P diizeyleri LCMS/MS cihazi kullanilarak dl¢iilmiistiir. Calismada ACE-
3-C18(50mmx2. Il mmx5um) kolonu kullanilmustir. S1P i¢in m/z 380,8—264,7 ve 81,7 iyon degerleri
kullanilmugtir. S1P diizeyleri OP grubunda baslangi¢, hastalik olusum-1 ve 2 ve tedavi-1 ve 2
asamasinda sirasiyla ortalama 85,50ng/mL, 51,98ng/mL; 36,01ng/mL; 44,37ng/mL; 36,07ng/mL olarak
Olgiilistiir. RA grubunda ise baslangig, hastalik olusum, tedavi-1 ve 2 agamasinda sirasiyla 55,32ng/mL;
3542ng/mL; 25,14ng/mL; 31,70ng/mL olarak Ol¢iilmiistirt. RANKL ise sirasiyla OP grubu:
86,46pg/mL; 54,15pg/mL; 65,44pg/mL; 104,14pg/mL; 145,58pg/mL; RA grubu: 77,86pg/mL;
89,54pg/mL; 105,61pg/mL ve 104,91pg/mL idi. OP grubu sirasiyla CTX diizeyleri: 9,49pg/ml; 7,46
pg/ml; 3,09 pag/ml; 1,52pg/ml; 1,32pg/mL; PINP ise sirastyla: 2,07ug/L; 1,76ug/L; 1,79ug/L; 1,95ug/L;
1,98ug/L olarak ol¢iilmiistiir. RA grubu CTX diizeyleri sirasiyla: 7,49pg/ml; 5,47pg/ml; 6,73pg/ml; ve
9,68pg/mL; PINP ise sirasiyla: 1,96ug/L; 1,87ug/L; 1,65ug/L; ve 1,68ug/L olarak olgiilmiistiir. OP
grubunda S1P ve RANKL diizeyleri hastalik ile uyumlu iken tedavi i¢in anlamli degisiklikler
izleyemedik. RA grubunda ise SIP ve RANKL diizeyleri hastalik ve tedavi siirecleri ile uyumlu idi.
Calismamizda elde ettigimiz veriler her ne kadar OP ve RA i¢in anlamh olsada kemik
metabolizmasinda biyobelirte¢ olarak kullanilmasi igin daha fazla veriye ihtiyag vardir.

Bilim Kodu : 1090
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RANKL, Sfingozin 1-Fosfat.
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TURNOVER BIOMARKER, SPHINGOSINE-1 PHOSPHATE, IN DIFFERENT
DISEASE GROUPS IN COMPARISON WITH PROPOSED TRADITIONAL
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ABSTRACT

Bone turnover markers (BTM) are of critical importance for the diagnosis, treatment and follow-up of
Osteoporosis (OP) and Rheumatoid Arthritis (RA), which are common today. Due to its non-
invasiveness, its importance is increasing day by day. Sphingosine-1-phosphate (S1P), one of the
sphingolipid metabolites that are membrane lipids, controls the migration of osteoclast precursors
between blood and bone and reduces bone degradation by keeping osteoclast precursors away from
bone surfaces, thus preventing bone destruction. In addition, S1P affects the proliferation, survival and
migration of osteoblasts and osteoclast differentiation by increasing RANKL (receptor activator of NF-
kB ligand) in osteoblasts. In this study, which was planned as an experimental animal study, first OP
and RA disease models were created in rabbits, and then these diseases were followed up by applying
commonly used treatment methods. During all this disease formation and treatment, samples were
collected from animals and RANKL and S1P measurements were made for against the traditional
biomarkers used. Rabbits were treated with denosumab after development of OP with a combination of
ovariectomy and corticosteroid therapy. OVA/FCA was injected into the knee for RA formation, and
then NSAID and Corticosteroid were used for treatment. Serum 25(OH)D, PTH, Calcitonin, Ca, P,
ALP, Alb, Kol, HDL, CTX and P1NP levels were measured by biochemistry auto-analyzers, RANKL
levels were measured by ELISA. Serum S1P levels were measured with an LCMS/MS device. The
analysis was carried out on an ACE-3 C18 (2.1lmmx50mmx5um) reversed-phase analytical column.
Detection was performed using at m/z 380,8—264,7 and 81,7 for S1P. S1P levels were measured as
mean 85,50ng/mL, 51,98ng/mL; 36,01ng/mL; 44,37ng/mL; 36,07ng/mL at the initial, disease
formation-1 and 2 and treatment stages-1 and 2, respectively, in the OP group. In the RA group,
55,32ng/mL; 35,42ng/mL; 25,14ng/mL; 31,70ng/mL were measured at the initial, disease formation
and treatment-1 and 2 stages, respectively. RANKL of the OP group was 86,46pg/mL; 54,15pg/mL;
65,44pg/mL; 104,14pg/mL; 145,58pg/mL; respectively. RA group was: 77,86pg/mL; 89,54pg/mL;
105,61pg/mL ve 104,91pg/mL. The mean CTX levels were measured as 9,49pg/ml; 7,46 pg/ml; 3,09
pa/ml; 1,52pg/ml; 1,32pg/mL and PINP as 2,07ug/L; 1,76ug/L; 1,79ug/L; 1,95ug/L; 1,98ug/L in the
OP group, respectively. The mean CTX levels were measured as 7,49pg/ml; 5,47pg/ml; 6,73pg/ml; ve
9,68pg/mL and PINP as 1,96ug/L; 1,87ug/L; 1,65ug/L; ve 1,68ug/L in the RA group, respectively. In
the OP group; While S1P and RANKL levels were consistent with the disease, we could not observe
significant changes for treatment. In the RA group, S1P and RANKL levels were consistent with the
disease and treatment processes. Although the data we obtained in our study are significant for OP and
RA, more data is needed for its use as a biomarker in bone metabolism.

Science Code : 1090

KeyWords :Osteoporosis, Rheumatoid Arthritis, Bone Turnover Biomarkers, RANKL,
Sphingosine 1-Phosphate.
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1. GIRIS

Bu yazida, yapilan tez projesinin temelini olusturan konularla ilgili temel bilgiler ti¢ temel
kisim altinda sunularak &zetlenmistir. Ik &nce kisaca kemik dokusunun yapist ve
ozelliklerine yer verilmis, dongiiniin bozuldugu durumlarda meydana gelen hastaliklar ve
bunlarin teshis ve takibinde kullanilan biyobelirte¢lerden bahsedilmistir. Ardindan
Sfingozin-1-fosfat biyomolekiiliiniin 6zelikleri ve kemik doku ile ilskisi ile ilgili
aciklamalar yapilmistir. Sonrasinda ise ¢alismanin modellemesi ve analizler ile ilgili temel
bilgilere yer verilmistir. Konu ile ilgili tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalar ve elde

edilen bulgular ise devam eden béliimlerde sunulmustur.

Kemik dongiisii belirtegleri (BTM'ler), osteoblastlar veya osteoklastlar tarafindan kemik
yeniden yapilanmasi sirasinda salinan bir dizi protein veya protein tiirevi biyobelirtegtir.
Glinlimiizde yaygin olarak goriilmesi sebebiyle OP ve RA igin tani, tedavi ve tedavinin
takibi kritik 6dneme sahiptir. Noninvaziv olmasi sebebiyle BTM’lerin tan1 ve takipteki

onemi giderek dahada artmaktadir.

Membran lipitleri olan sfingolipit metabolitlerinden olan Sfingozin-1-fosfat (S1P)
osteoklast oOnciillerinin kan ve kemik arasindaki gogiinii kontrol eder ve osteoklast
onciilerini kemik yiizeylerinden uzak tutarak kemik yikimini azaltir. Ayrica SIP,
osteoblastlarda RANKL't (Reseptdr aktivator NF-xB ligandi) artirarak osteoblastlarin

proliferasyonunu, hayatta kalmasini ve gociinii ve ayrica osteoklast farklilasmasini etkiler.

Bu proje kapsaminda kemik metabolizmasi hastaliklarina yeni bir biyobelirteg sunmak

amaclanmustir.

Genel olarak FDA, klinik ¢alismalardan o6nce hayvan tiirlerinde preklinik etkilerin
gosterilmesini tercih eder. Caligmamizda; altin standart olarak onerilen radyolojik analizler
ile modellerimizin c¢alistigin1 kanitlayarak ve laboratuvar Olglimlerinden elde ettigimiz

geleneksel BTM verileri ile S1P ve RANKL diizeylerini karsilagtirmay: hedefledik.






2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Doku

2.1.1. Kemik doku yapisi

Kemik, iskelet sistemindeki birincil dokudur. iskelet viicut icin yapisal destek saglar,
kaslar i¢in kaldirag gorevi goriir ve hareket etme de rol alir, i¢ organlar1 ve yapilar1 korur,
mineral homeostazinin ve asit-baz dengesinin korunmasini saglar, biiylime faktorleri,
sitokinler ve kemik iligi bosluklarinda hematopoez i¢in ortam saglar ve depo olarak hizmet

eder (Clarke, 2008; Taichman, 2005).

Kemikler; kemik ana dokusu, kemik iligi ve bunlari ¢evreleyen kemik zari ve damar ve

sinir sistemlerini iceren komplex bir yapiya sahiptir.

Anatomik olarak uzun, kisa, yassi kemikler ve diizensiz kemikler olmak {izere dort genel

kemik kategorisi vardir.

Histolojik gelisim agisindan incelenmesi ile primer ve sekonder kemik olusumu go6zlenir.
Primer kemik doku (immatiir kemik doku), gecici bir doku olup, yetiskinlerde sekonder

kemik doku ile degistirilir.

Eriskin insan iskeleti genel olarak %20 trabekiiler kemik, %80 kortikal kemik ihtiva eder
(Melsen ve Steiniche, 1993). Farkli iskelet bolgeleri kemikleri farkli trabekiiler ve kortikal
kemik oranlar igerir (Clarke, 2008).

Kemigi olusturan bu kisimlar histomorfolojik olarak ayni elemanlardan olusurlar ve
bunlarin organizasyonlar1 farklidir. %80-90 arasinda kompakt kemik kalsifikasyon orani
mevcut iken bu oran trabekiiler kemikte sadece %15-25 diizeyindedir. Koruyucu ve
mekanik oOzellikleri daha baskin olan kortikal kemikken, esas olarak metabolik
fonksiyonlarin etkin oldugu kisim trabekiiler kemiktir. Kemikteki yeniden diizenleme

acisindan daha aktif olan kisim trabekiiler kemik yapisidir.

Kemik dokusu, mineralize kollajen liflerinin doku iginde nasil diizenlendigine bagl olarak

stingerimsi (spongy) kemik ve kompakt kemik olarak bilinen iki tlirden biri olarak



siniflandirilabilir. Kemik dokusu, osteon olarak bilinen islevsel birimler halinde
diizenlenmistir. Her bir osteonun iginde, merkezi bir Havers kanalini ¢evreleyen lamel adi
verilen esmerkezli halkalar halinde diizenlenmis mineralize kollajen katmanlar1 vardir. Her
Havers kanalinda da kemigin icinde yasayan hiicrelere besin saglayan kan damarlar1 vardir.
Lameller arasinda lakuna adi verilen kiigiik delikler vardir ve her boslukta osteositler
bulunur. Osteositler diger osteositlere kanalikiil ad1 verilen ¢ok kiiciik kanallarla baglanir.
Bu onlarin birbirleriyle iletisim kurmalarint saglar. Sekil 2.1°de kemik doku anatomisi

gosterilmektedir.
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Source: Mescher AL Junqueira’s Basic Mistoigy, 13th Edition: www.accessmedicine.com
Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Sekil 2.1. Kemik dokuya ait genel goriiniim (Mescher, 2021).



Kemik zari; Kemigin i¢-dis yiizeylerini saran, bag doku lifleri ve hiicrelerinden olusan
kisimdir (Erdost, 2011). Periosteum (Periost) kemik yapiy1 dis kisimdan orten kalin bir
tabaka olup, fibroblastlar1 ve kollajen fibrillerini barindirir, burada kan-lenf damarlar1 ve
sinir lifkerinden olusan bir ag yapi bulunur. Osteojenik bir &6zelliktedir (Erdost, 2011;
Esrefoglu, 2016; Topaloglu, Ketani ve Saruhan, 2017). Endosteum (Endost) tabakasi ise
daha incedir ve kemigin i¢ kismindaki bosluklar1 sarar. Tek katli yassi, kiibik
osteoprojenitor hiicreler ve retikiiler bag dokusundan olusur ve osteoprogenitor hiicre ve
osteoblast kaynagidir. Bu zarlar kemik dokusunun beslenme, biiyiime ve onarim igin
gereklidir (Erdost, 2011; Topaloglu ve digerleri, 2017). Periosteal yiizey aktivitesi,
apozisyonel bliylime ve kirik onarimi i¢in 6nemlidir (Clarke, 2008). Asagida sekil 2.2°de

kemigin Periosteum, Endosteum ve kan-lenf damarlar1 gésterilmektedir.
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Sert Kemik
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Besleyici Arterler

Distal Epifiz

Sekil 2.2. Kemik dokuya ait detayli goriintim (Martini, Nath ve Bartholomew, 2017).

Kemik doku yapist genel olarak kemik dokusu hiicreleri ve salgilanan molekiilleri ile

matrix organik-inorganik maddeler olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir.

Kemik dokusu hiicreleri

Histolojik olarak incelendiginde Osteoprogenitor, Osteoblastlar, Osteositler ve
Osteoklastlar olmak {izere dort tip hiicre gozlenmektedir. Sekil 2.3’te hiicrelerin genel

gbriiniimii verilmektedir.



Osteosit Osteoblast Osteojenik Hiicre Osteoklast

Sekil 2.3. Kemik doku hiicreleri (Betts ve digerleri, 2013).

Osteoprogenitor hiicreler (osteojenik hiicre)

Osteojenik hiicreler olarak da bilinen osteoprogenitdr hiicreler, kemik onarimi ve
bliylimesinde 6nemli bir rol oynayan kemikteki kok hiicrelerdir. Bu hiicreler, daha
ozellesmis kemik hiicrelerinin (osteositler ve osteoblastlar) onciileridir ve kemik iliginde
bulunurlar. Osteoprogenitdr hiicreler, mezenkimal hiicrelerinden kaynaklanir ve
olgunlagsmis kemiklerin yiizeyinde igsi hiicrelere doniisiir. Osteoprogenitor hiicrelerin islev

bozuklugu kemiklesmeyi geciktirebilir (Nahian ve Davis, 2023).

Osteoblastlar

Kemik olusturma islevleriyle taninan toplam yerlesik kemik hiicrelerinin yaklasik %4-
6'sint olusturan ve kemik yiizeyi boyunca yer tutan kiibik hiicrelerdir (Capulli, Paone ve
Rucci, 2014; Florencio-Silva, Sasso, Sasso-Cerri, Simdes ve Cerri, 2015). Bu hiicreler,
kemik yiizeyleri boyunca, cogunlukla periosteum veya endosteumda toplanir ve bol
miktarda protein sentezleyen hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini gosterir; buna kapsamli bir
graniilli endoplazmik retikulum (RER), Golgi aygiti, ¢ok sayida salgi vezikiilleri ve
mitokondri dahildir (Henry ve Bordoni, 2023). Daha sonra morfolojik yapilarinda
degisikliklere ugrayarak biiyiik ve kiibik hiicreler haline gelirler. Preosteoblastlarin olgun



osteoblastlara doniistimii, osteokalsin (OCN), osteriks (Osx) ekspresyonunda artma, kemik
sialoproteini (BSP), kollajen tip I gibi kemik matriks proteinlerinin salgilanmasindaki
artigla karakterize edilir (Florencio-Silva ve digerleri, 2015; Glass ve digerleri, 2005).
Fibroblast biiytime faktorii (FGF), MikroRNA'lar ve Connexin 43 gibi diger faktorlerin
osteoblast farklilagsmasinda 6nemli roller oynadigina dair kanitlar vardir (Kapinas, Kessler,

Ricks, Gronowicz ve Delany, 2010; Montero ve digerleri, 2000).

Osteoblast hiicre zar1 karakteristik olarak paratiroid hormon (PTH) reseptorleri ve alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesi yiiksek oranda bulunurlar. Bu aktivite 6zellikle kemik matriks
sentezi sirasinda tepe noktaya ¢ikar. Bu sebeple serum ALP diizeyi kemik formasyonunun
bir gostergesi olarak kullanilabilir. Bu hiicre zarinda kalsitonin reseptorii  yoktur.

Osteoblastlarda Vitamin D ve Gstrojen reseptorleri ise hiicre ¢ekirdeginde yer alir.

Sitoplazma ise ALP enzimi yoniinden zengindir. Bu enzim, kalsiyumun (Ca) kalsiyum
fosfat (Ca3(PO4)2) seklinde matrikste ¢Okelmesini saglayarak kemik matriksin
kalsifikasyonunda gorev alir. Osteoblastlar tarafindan yeni sentezlenen ve heniiz kalsifiye
olmamig kemik matriksine Osteoid denir. Osteoblastlar, salgiladiklar1 bu osteoid yap1
icerisinde gomiili kalirlar ve matriks kalsifiye oldugunda faaliyetlerini azaltarak Osteosit
haline doniisiirler. Osteoblast ve osteositler, bolinme yetenegi olmayan hiicrelerdir
(Esrefoglu, 2016; Florencio-Silva ve digerleri, 2015). Sekil 2.4’te osteoblastlarin olusum

stireclerini tanimlayan Osteoblastogenezis gosterilmektedir.

Osteositler

Osteositler, dendritik bir morfoloji gosterdikleri mineralize kemik matriksi ile gevrili
lakiinler i¢inde bulunur (Dallas, Prideaux ve Bonewald, 2013; Palumbo, Palazzini, Zaffe
ve Marotti, 1990; Rochefort, Pallu ve Benhamou, 2010). Gomiilii halde bulunan
osteositlerin morfolojisi kemik tipine gore degisir (Currey, 2003). Osteoblast/osteosit
doniisiimii sirasinda, osteositler kemik matriksi i¢ine alinmadan Once sitoplazmik siireg
baglar (Capulli ve digerleri, 2014). Graniilli endoplazmik retikulum ve golgi gibi
organellerin sayis1 azalir ve g¢ekirdek-sitoplazma orani artis gosterir, bu durum protein
sentezi ve salgilanmasinda bir azalmaya sebep olur (Schaffler, Cheung, Majeska ve
Kennedy, 2014). Tamamen mineralize kemik matriksi i¢inde hapsolmus olgun osteosit

asamas1 tamamlandiginda, OCN, BSPII, kollajen tip I ve ALP gibi onceden ifade edilen
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osteoblast belirteclerinin birgogu asagi dogru diizenlenir. Ote yandan dentin matriks
proteini 1 (DMP1) ve sklerostini i¢eren osteosit belirtegleri yiiksek oranda eksprese edilir
(Bonewald, 2011; Florencio-Silva ve digerleri, 2015; Mikuni-Takagaki ve digerleri, 1995).
Lakiinokanalikiiler sistemle osteositler, birbirine bagl aglar1 mekanik basinglar1 ve yiikleri
tespit etme kapasitesine sahiptir ve bu sayede kemigin mekanik kuvvetlere adaptasyonuna
yardimci olarak bir tiir mekanosensorler olarak hareket ederler (Rochefort ve digerleri,
2010). Bu sebeple osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin diizenlenmesi yoluyla, kemigin
yeniden sekillenmesinde orkestratorler gibi hareket ediyor gibi goriinmektedirler (Dallas
ve digerleri, 2013). Kemik dokunun canliligini devam ettirebilmesi osteositlerin varligi ile
olmaktadir. Yaslanarak len osteositlerin bulunduklar1 yerdeki matriks bozunmaya baslar
ve osteoklastlar tarafindan eritilerek rezorbe edilir. Kemik matriksi kalsifiye seklinde
oldugu i¢in madde tasinimi osteositler iizerinden gergeklesir (Topaloglu ve digerleri,
2017). Ayrica, osteositlerin apoptozu osteoklastik kemik rezorpsiyonu i¢in kemotaktik bir
sinyal olarak kabul edilmektedir (Plotkin, 2014). Benzer sekilde, kemik rezorpsiyonu
esnasinda apoptotik osteositlerin osteoklastlar tarafindan yutuldugu gosterilmistir (Faloni,

Sasso-Cerri, Katchburian ve Cerri, 2007).

Osteoklastlar

Osteoklastlar, osteoblastlar (B F Boyce, Hughes, Wright, Xing ve Dai, 1999) tarafindan
salgilanan makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) ve osteositler ile stromal hiicreler
tarafindan salgilanan RANK ligand1 gibi birkag faktoriin etkisi altinda hematopoietik kok
hiicre soyunun mononiikleer hiicrelerinden kaynaklanir (B F Boyce ve digerleri, 1999).
Osteoklastlar kemik rezorbsiyondan sorumlu olup kandan gelen monositler ile kaynagarak
olusurlar. Kemik yapimi asamasinda ortaya ¢ikar ve kemikler son seklini aldigi zaman
kaybolurlar. Osteoklastlar ¢ok ¢ekirdekli, mitokondri ve vakuoller yoniinden zengin biiyiik
hiicrelerdir (100 um) (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil, Alobera-Gracia, del-Canto-
Pingarron ve Blanco-Jerez, 2006). Osteoklast progenitorleri, kemik yiizeylerinde birlesir,
ancak esas olarak kemik iliginde bulunurlar; burada, nihai olarak hematopoietik kok
hiicrelerden kaynaklanan miyeloid progenitor hiicrelerden kaynaklanan makrofaj/dendritik

hiicre onciilerinden tiirerler (Khan ve Bordoni, 2023).

Makrofaj-koloni stimiilan faktér (M-CSF) yiiksek diizeylerde ise osteoklast gelisimini

inhibe ederken, fizyolojik konsantrasyonlarda osteoklastlarin olusum ve devamliligina etki



etmektedirler. Fakat M-CSF tek basina osteoklast olusumu igin yeterli degildir ve RANKL
osteoklast olusumu i¢in kritik olan diger sitokinlerdir. Sekil 2.4’te osteoklastlarin olusum

siireclerini tanimlayan Osteoklastogenezis gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Osteoblast ve Osteoklast hiicrelerinin gelisimi (J.-M. Kim, Lin, Stavre,
Greenblatt ve Shim, 2020).

Matrix

Kemik dokusu, Tip I kollajen (KOL-I) ve kemik hiicre dis1 matriksi (ECM) gibi mineralize
olmayan organik yapilar1 ve mineralize olan inorganik karbonatli apatit yapilarini
icermektedir. Kemik proteini, %85-90 oraninda kollajen proteinlerden olusur. Kemik
matriksi ¢ogunlukla tip I kollajenden olusur (Brodsky ve Persikov, 2005; Clarke, 2008).
Kollajen olmayan proteinler, toplam kemik proteininin %10 ile 15'ini olusturur. ECM
iceriginde glikoproteinler, proteoglikanlar, sialoproteinler gibi c¢ok ¢esitli matriks
proteinleri vardir. Kemigin inorganik bilesenleri icerisinde hidroksiapatit Kkristalleri
seklinde bulunan Ca ve fosfat, magnezyum, sitrat gibi bilesenler bulunur. Kemige
dayaniklilik veren Kkollojen iplikleri, sertlik veren hidroksiapatit kristal yapilardir. Bu

kristaller, kollojen fibril ag1 i¢inde depo edilerek ¢evreleri su ve iyonlardan olusan bir
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tabaka ile sarmalanmistir. Bu tabaka viicudun kalsiyum ve fosfor ihtiyact durumlarinda

kemik yapidan kana Ca ve P verilmesine yardim eder (Junqueira LC, 2013).

Kemik, inorganik tuzlar ve organik bir matriks igerir. Organik matriks kollajen proteinler
(%90), cogunlukla tip-l kollajen ve osteonektin, osteokalsin, fibronektin, osteopontin ve
kemik sialoprotein-11, kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler) ve biiylime faktorleri
dahil kollajen olmayan proteinler igerir. Ayrica biglikan, dekorin, lumikan, osteoaderin ve
serik proteinleri i¢ceren 16sinden zengin kiigiik proteoglikanlar da vardir (Florencio-Silva ve
digerleri, 2015). Kemik inorganik materyali ¢ogunlukla kalsiyum, fosfat iyonlarindan
olusur, ayrica 6nemli miktarlarda sodyum, magnezyum, karbonat, bikarbonat, potasyum,
¢inko, baryum, sitrat, florit, stronsiyum da mevcuttur (Downey ve Siegel, 2006). Kemik
matriksi, mekanik destek veren ve kemik homeostazinda énemli rol oynayan karmasik ve
organize bir ¢erceve olusturur. Kemik matriksi, kemik hiicrelerinin aktivitesine miidahale
eden molekiilleri serbest birakabilir ve sonug olarak kemigin yeniden sekillenmesinde rol
oynar. Kemik kiitlesi kayb1 tek basina kemik kiriklarin1 agiklamada yeterli olmadiginda
(Sornay-Rendu, Boutroy, Munoz ve Delmas, 2007), kemik matriks proteinlerindeki
degisiklikler ve bunlarin modifikasyonlar1 dahil olmak {izere diger faktorlerin ¢ok 6nemli
oldugu ileri siiriilmektedir. Aslinda, kolajenin kemik dokusunun yapisinda ve islevinde

kritik bir rol oynadigi da bilinmektedir (Viguet-Carrin, Garnero ve Delmas, 2006).

2.1.2. Kemik metabolizmasi, dongiisii

Insan hayati boyunca siirekli eski kemik dokusu ortamdan uzaklastirilir (rezorpsiyon,
emilim,erime) ve yerine yeni kemik dokusu (olusum) gelerek yeni ve saglikli bir kemik

yap1 saglanir.

Kemik rezorpsiyonu esnasinda osteoklast kiiciik miktarlarda kemik dokuyu, enzimler ise
protein agini ¢oziindiiriir. Ardindan osteoblast kemik olusumunu baglatarak yeni protein
agiin olusmasina yardimer olacak gesitli bilesikler salgilarlar. Olusan protein agi daha
sonra kalsiyum ve fosfatla mineralize olarak ve yeni kemik dokusunu olusturur. Kemik
dokuyu saglam ve canli tutmak igin viicut igerisinde siirekli yeniden bi¢imlendirme siireci

devam eder.
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Modelleme, iskeletin karsilastig1 fizyolojik etkilere veya mekanik kuvvetlere yanit olarak

kemiklerin genel seklini kademeli olarak degistirme stirecidir (Clarke, 2008).

Kemiklerin biyomekanik kuvvetlere yanit olusturarak osteoblast ve osteoklastlarin
bagimsiz hareketi ile uygun olarak yiizeylerde kemigin ¢ikarilmasi veya eklenmesiyle
eksenleri genisleyebilir veya degisebilir. Kemikler normalde yeni kemigin periosteal
yerlesimine ve eski kemigin endosteal rezorpsiyonuna yanit olarak yaslanma ile genisler.
Kemik yeniden sekillenmesi, kemigin giiclinii ve mineral homeostazin1 korumak igin
kemigin yenilendigi stirectir. Yeniden sekillenme siireci, eski kemigi rezorbe eder ve
kemik mikro hasarinin birikmesini 6nlemek i¢in yeni kemik olusturur. Yeniden yapilanma

(remoldeling) siireci dogumdan 6nce basglar ve 6liime kadar devam eder.

Kemik yeniden yapilanmasi, osteoblastlar, osteositler, osteoklastlar ve kemigi doseyen
hiicrelerin uyumlu eylemleriyle elde edilen olduk¢a karmasik bir dongiidiir (Robling,
Castillo ve Turner, 2006). Bu hiicrelerin olusum, proliferasyon, farklilasma ve aktivitesi
lokal ve sistemik faktorler tarafindan kontrol edilir (Phan, Xu ve Zheng, 2004). Lokal
faktorler, kemik rezorpsiyonu esnasinda salinan kemik matriks faktorlerinin yani sira,
kemik hiicreleri tarafindan tiretilen biiyiime faktorleri, prostaglandinler ve sitokinler gibi
otokrin ve parakrin molekiilleri igerir. Kemik homeostazinin korunmasi i¢in 6nemli olan
sistemik faktorler arasinda paratiroit hormon (PTH), 1,25-dihidroksivitamin-D3 (Vitamin
D), kalsitonin (CAL), glukokortikoidler, dstrojenler, androjenler bulunur. Ostrojen, kemik
doku homeostazi i¢in ¢ok 6nemli roller oynar. Menopozda goriilen Gstrojen seviyesindeki

diisme kemik kaybi ve osteoporozun ana nedenidir (Florencio-Silva ve digerleri, 2015).

Yeniden modelleme dongiisii bes ardisik asamadan olusur. Aktivasyon, osteoklast aracili
kemik rezorpsiyonu, kemik rezorpsiyonundan kemik olusumuna gecildigi reversal faz ve
kemik olusumunun tamamlandigi formasyon ve siikunet fazlaridir. Sekil 2.5’te

modellemenin asamalar1 gosterilmektedir.
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Sekil 2.5.  Yeniden sekillenme dongiisii. Yeniden modelleme dongiisii bes asamadan
olusur: (A) aktivasyon; (B) rezorpsiyon(erime); (C) tersine g¢evirme; (D)
olusum; ve (E) siikunet. Herhangi bir zamanda, viicuttaki yeniden sekillenme
dongiileri ¢esitli asamalardadir (Allen ve Burr, 2019).

Aktivasyon: Aktivasyon asamasi, osteoklast Onciillerinin kemik yiizeyine alinmasini,
ardindan tamamen islevsel osteoklastlar haline gelmek icin farklilagsmalarini ve

fiizyonlarini temsil eder.

Aktivasyon, mononiikleer monosit-makrofaj osteoklast dnciilerinin dolasimdan alinmasin
ve aktivasyonunu, astar hiicrelerini i¢eren endosteumun kemik yiizeyinden kaldirilmasini
ve ¢ok cekirdekli preosteoklastlar olusturmak i¢in ¢ok sayida mononiikleer hiicrenin
kaynasmasini igerir. Preosteoklastlar, hiicre zarlarindaki integrin reseptorleri ve matriks
proteinlerinde RGD (arginin, glisin ve asparagin) igeren peptitler arasindaki etkilesimler
yoluyla kemik matriksine baglanir ve ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlarin altinda kemik emen

bdlmelerin gevresinde halka seklinde sizdirmazlik bolgeleri olusturur (Clarke, 2008).

Osteoklast olusumu, aktivasyonu ve emilmesi, NF-kB ligandinin (RANKL) reseptor
aktivator, osteoprotegerin (OPG), IL-1 ve IL-6, koloni uyarici faktor, paratiroid hormonu,
1,25-dihidroksivitamin D ve kalsitonin tarafindan diizenlenir (Boyle, Simonet ve Lacey,
2003). Emici osteoklastlar, H + -ATPase proton pompalari ve hiicre zarlarindaki kloriir
kanallar1 araciligiyla kemik emen bdlme i¢indeki pH' 4,5'e diislirmek icin, emici bolmeye

dogru kemik mineralini harekete gecirmeye yardimci olan hidrojen iyonlar1 salgilar. Emici
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osteoklastlar, organik matriksi sindirmek igin sitoplazmik lizozomlardan tartarat direngli
asit fosfataz, katepsin K, matriks metalloproteinaz 9 ve jelatinaz salgilar, bu da kortikal
kemikte Havers kanallar1 ve trabekiiler kemigin ylizeyinde daire seklinde Howship
bosluklarinin olusmasia neden olur. Rezorpsiyon fazi, ¢ok ¢ekirdekli osteoklastlar

apoptoza girdikten sonra mononiikleer hiicreler tarafindan tamamlanir (Clarke, 2008).

Rezorpsiyon (Kemik Erimesi): Olgun osteoklastlar mevcut oldugunda, kemik kaplama
hiicreleri, mineralize matriksi osteoklastlara maruz birakmak i¢in yilizeyden geri ¢ekilir. Bu
aktif bir silire¢ gibi goriinmektedir ve yiizeye yaklastikca osteoklastlarin kendileri
tarafindan veya yeniden sekillenmeyi baslatan ayni sinyaller tarafindan uyarilir. Kemik
astar1 hiicrelerinin geri c¢ekilmesi olmadan, osteoklastlar kemige baglanamaz ve
rezorpsiyona baslayamaz. Baglanma sirasinda, osteoklastlar aktif olarak minerali ¢ozer ve
kollajen parcalarini serbest birakir. Bu fragmanlar kanda ve idrarda ol¢iilebilir, boylece
kemigin yeniden sekillenmesinin degerlendirilmesi i¢in faydali biyobelirtecler saglar

(Allen ve Burr, 2019).

Tersine cevirme: Geri donilis fazi, osteoklast rezorpsiyonunun kesilmesi ve kemik

olusumunun baslamasi ile karakterize edilir.

Olusum ve Sessizlik (Dinlenme) fazlari: Bir kemik yeniden modelleme dongiisiiniin
tamamlanmasinda ortaya cikan kemik ylizeyi, kemik kaplama hiicreleri ile kaplanir.
Yeniden modelleme iinitesindeki matriks zamanla minerallesmeye devam eder. Herhangi

bir zamanda, kemik i¢indeki kemik yiizeylerinin ¢ogu hareketsiz durumdadir.

Kemigin yeniden sekillenme hizi, kirik i¢cin bagimsiz bir risk faktoriidiir. Kemik mineral
yogunluklar1 i¢in eslestirildiginde, yiiksek kemik yeniden sekillenme oranlarina sahip
bireyler, diisiik yeniden sekillenme oranlarina sahip olanlara gére daha fazla kirilma riski
altindadir. Yiiksek yeniden sekillenmeye sahip bireyler, yiiksek kemik mineral
yogunluguna (BMD) sahip olsalar bile, daha diisiik BMD'ye sahip bireylerinkine 6nemli
olglide esdeger bir kirik oranlarina sahiptir. Bu iliskinin bir sonucu olarak, kemigin yeniden
sekillenmesinin degerlendirilmesi yararli bir teshis aracidir. Kadinlarda, osteoklastlar
tizerindeki dogrudan etkileri ve osteoklast apoptozunun baskilanmasi yoluyla yeniden
sekillenmeyi baskilayan dolagimdaki oOstrojen kaybi nedeniyle menopozda yeniden

sekillenme artar.
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2.1.3. Kemik metabolizmasi hastaliklar:

Kemik viicutta hareket, yumusak doku ve organlarin desteklenmesi, korunmasi, Ca ve P
depolanmasi ve kemik iliginin barimmasi gibi 6nemli islevleri yerine getirir. Kemigin
yeniden sekillenme siireci kirik iyilesmesi, iskeletin mekanik kullanima adaptasyonu ve Ca
homeostazisi i¢in gereklidir (Dallas ve digerleri, 2013). Kemik homeostazi, bagisiklik da
dahil olmak {izere organizmanin diger fonksiyonlariyla yakindan baglantili ¢ok dinamik ve
karmasik bir siirectir. Bu siiregclerde yasanan bozukluklar, yasam kalitesini ciddi sekilde
etkileyen ve hatta yasami tehdit eden kronik veya akut ¢ok sayida hastalikla iliskilidir (Fan,
Jahed ve Klavins, 2021). Ote yandan, kemik rezorpsiyon ve olusumundaki dengesizlik,
cesitli kemik hastaliklarina neden olur. Bu nedenle, kemik olusumu ve rezorbsiyon
arasindaki denge gereklidir ve bu denge kemokinler, hormonlar, sitokinler, biyomekanik
stimiilasyon gibi lokal ve sistemik faktorlerin etkisine baglidir (Crockett, Mellis, Scott ve
Helfrich, 2011; Florencio-Silva ve digerleri, 2015; Phan ve digerleri, 2004).

Fizyolojik kosullar altinda, osteoklast aracili kemik yikim yoluyla kemik kaybi, ardindan
kemik yapisinin korunmasini saglayan osteoblast aracili kemik olusumu yoluyla kemik
replasmani seklinde dongili halindedir. Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki devam
eden bu etkilesimdeki dengesizlikler osteoporoz, romatoid artrit, periodontitis, osteolitik
kemik metastazlari, Paget'in kemik hastaligi gibi patolojik durumlara yol acabilir
(Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022; Sepici-Dincel,
2020). Bunlar arasinda en iyi bilineni bir kemik hastalig1 olan osteoporozdur (Cosman ve
digerleri, 2014).

Kemik metabolizmasindaki diizensizlikler sebebiyle sadece kemigin kendi dokusunda
patolojiler goriinmeyip baska sistemsel hastaliklar da goriilmektedir. Romatizmal
hastaliklar kas iskelet sistemine etki eder. Bu grupta en yaygin goriilen hastalik Romatoid
Artrit (RA)’tir. Romatoid artrit gibi bozukluklar lokal, o6zellikle periartikiiler kemik

erozyonlar1 6zelligi gosterir.

2.2. Osteoporoz

Kemik homeostazi, bircok organizma fonksiyonlariyla yakindan baglantili karmagik bir

stirectir. Bu siire¢lerdeki bozukluklar, yasam kalitesini ciddi sekilde etkileyen ve hatta
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yasami tehdit eden kronik veya akut ¢ok sayida hastalikla iliskilidir. Bunlar arasinda en iyi

bilineni bir kemik hastaligi olan osteoporozdur.

Osteoporoz (OP), birim hacime diisen kemik kiitlesinde azalma, kemik doku
mikromimarisinin ve kemik kalitesinin bozulmasi sonucu kirilganliginin artmasi ile

karakterize sistemik bir iskelet hastaligi olarak tanimlanir (Kislak ve Geng, 2019).

Bu dinamik dokuda goézlenen degisiklikler, osteoporoz, buna bagl kirik riski ve artmis
mortalite ile iligkili komplikasyonlara neden olur. Osteoporoz yiiksek bir prevalans oranina
sahiptir (Cosman ve digerleri, 2014). ilerleyici, sistemik bir iskelet bozuklugu ve metabolik
kemik hastaliklarinin en yaygin tiplerinden biridir ve bunun sonucunda kemik kirilganligi
ve kirilma duyarliligi artar. Osteoporotik kiriklarin ¢ogunlugu osteoporozlu bireylerde
degil, osteopenik, kemik mineral yogunlugu (BMD) diisiik olan bireylerde goriiliir. Bu
nedenle Osteoporoz teshisi yaninda kirik riskini tahmin etmek de onemli ve gereklidir
(Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022; Sepici-Dincel,
2020).

Diinya Saglik Orgiitiine (WHO) gore OP teshisi hastanin kemik mineral yogunlugunun
aynm1 cins ve 1rktaki genc¢ erigkin popiilasyonun ortalamasi ile karsilastirilmasina

dayanmaktadir.

Nihayetinde, osteoporozun patogenezi, osteoklastlarin kemigi rezorbe etme yetenegi ile
osteoblastlarin kemik olusturma kabiliyeti arasindaki dengesizlikten kaynaklanir ve bu
dengesizligin etiyolojisi, belirli bir hastada mevcut olan osteoporoz icin klinik risk
faktorlerine baglhdir. Bu risk faktorleri arasinda menopoz sonrasi hormonal degisiklikler,
ileri yas, glukokortikoidlerle tedavi, hipertiroidizm veya hiperparatiroidizm gibi diger
endokrinopatiler veya kronik sistemik inflamasyon yer alabilir. (Greenblatt, Tsai ve Wein,
2017).

2.2.1. Osteoporozda tani

Osteoporozda tani, kemik kiitlesinin 6l¢iilmesi veya histomorfometrik analizlerle konabilir.
OP aragtirmalarinda Onerilen rutin Klinik prosediir hastanin oykiisii, fizik muayene,

laboratuvar testleri, lomber ve torasik omurganin konvansiyonel radyografisi ve Dual
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Enerji X-1sin1 Absorpsiometrisi (DXA) kullanarak kalga veya lomber vertebralarin kemik

mineral yogunlugunun 6l¢iilmesidir (Kislak ve Geng, 2019).

Diinya Saglik Orgiitii osteoporoz tamisinda altin standart olarak goriintiileme
yontemlerinden “dual enerji X-1s1n1 absorptiometrisi (DXA)’ni 6nermektedir (Kanis,
2008). DXA ile kemik mineral yogunlugu (Bone Mineral Dansity, BMD) &l¢iimii sadece
tanida degil, kirik riskini belirlemede, farmakolojik tedaviye baslama siirecinde, tedavi

takibinde de faydalidir.

Iskelet sistemindeki herhangi bir bolgenin kirik riski o bdlgenin BMD 6l¢iimii ile
belirlenir. Elli yas ve ilizeri postmenopozal kadin ve erkekte WHO’ niin tanisal kriterleri,
Ol¢iimlerin lomber vertebra ve femurun boyun bolgesinden yapilmasini tavsiye etmektedir.
Herhangi bir bolgede diisiik kemik yogunlugunun saptanmasi osteoporotik kirik
gelisebileceginin bir gostergesidir (Watts ve digerleri, 2010). Kalga Ol¢timleri ise
osteoporotik kalga ve tiim viicutta gelisebilecek kirik riskini belirlemede vertebra
Olgtimlerine gore daha istlindiir. Taramalarda ise kalgca ve vertebranin beraber Glgliimii
onerilir (Black ve digerleri, 1992; Siris ve digerleri, 2001). Gergekten de, kemik kirig
riskinin degerlendirilmesi i¢in yeni bir giivenilir tahmin ediciyi belirlemek amaciyla,
kemik mimarisinin analizi ve OP ile ilgili varyasyonlarin degerlendirilmesi igin yillar
icinde farkli araglar benimsenmistir. BMD ile, osteoporoz ve osteomalazi ayirimi
yapilamamaktadir. Ayrica kalgca ve vertebrada yas ile birlikte gelisen osteofit, osteoartroz,
kirik, kifoz, skolyoz, safra kesesi taglari, aortadaki kalsifikasyonlar, protez varliginda BMD
Ol¢timleri oldugundan daha yiiksek ¢ikabilir. Bu gibi vakalarda kantitatif komputerize
tomografi ile degerlendirme onerilmektedir (Baim ve digerleri, 2008; Kuo ve Chen, 2017;
Molino, Montalbano, Pontremoli, Fiorilli ve Vitale-Brovarone, 2020).

Osteoporoz, kirik olusuncaya kadar belirgin semptom ve kanit olmayan sessiz bir
hastaliktir. Osteoporozun erken teshisi, etkin tedavi ve yiliksek kirik riski olan hastalarin
belirlenmesi i¢in kilit noktadir. Su anda, osteoporoz tanist ve kirik riskinin
degerlendirilmesi, DXA tarafindan BMD'nin nicel analizine dayanmaktadir. Bununla
birlikte, DXA ile kemik kiitlesinin BMD degerlendirmesinin altin standart ydntemi
olmasina ragmen, kemik giicii hakkinda sadece kismen bilgi saglar. Osteoporoz, kemik
kirilganligr ile karakterizedir. Kemik kirilganligi, mikromimari, mikro hasar ve kemigin

direncli kirilma yeteneginin etkisiyle yeniden sekillenme oranlari gibi tiim kemik
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ozellikleri ile tanimlanan mikromimari kalitesi ile degerlendirilir. DXA'nin iki boyutlu
teknigi, kortikali stingerimsi kemikten ayirt etmek ve kemik geometrisinden kaynaklanan
degisiklikleri karakterize etmek icin i¢sel sinirlamalar1 ortaya ¢ikarir (Baofeng ve digerleri,
2010; Permuy, Lopez-Pena, Mufioz ve Gonzalez-Cantalapiedra, 2019; Sommer, Hahn,
Okutan, Marek ve Weinberg, 2019; Wanderman ve digerleri, 2018).

Son zamanlarda, BMD disinda kirik risklerinin degerlendirilmesi ve ek bilgi saglamak igin
cesitli yaklasimlar gelistirilmistir. Ornegin, kemik kaybini degerlendirmek igin kantitatif
bilgisayarli tomografi (QCT) gelistirilmistir (Adams, 2010; Kuo ve Chen, 2017; Lang ve
digerleri, 2002). QCT'de, trabekiiler kemik icin ger¢ek mineral yogunlugu degeri, kemigin
kortikal kismindan elde edilmistir (Felsenberg ve Boonen, 2005; Kuo ve Chen, 2017;
Molino ve digerleri, 2020). Bu goriintilleme teknikleri, yaygin kullanimlar1 ve birinci
basamak muayenesi i¢in biiylik hacimli cihaz, yiiksek maliyet ve sinirh erisilebilirlik gibi
baz1 sinirlamalara sahiptir. Goriintiileme tekniklerinin yani sira, osteoporozun erken ve
dogru teshisi icin alternatif yontemin gelistirilmesi hala dnemlidir, ¢iinkii osteoporozun
erken evrede dogru teshisi, 6nleme ve tedavi igin daha iyi bir yonetime yol agar (Molino ve

digerleri, 2020).

2.2.2. Osteoporozda tedavi

Osteoporoz tedavisindeki ana amag, kemik giliciini arttirilmasiyla kiriklart onlemek,
fiziksel kapasiteyi maksimumda tutmak, kirik ve iskelet deformitesine bagli semptomlar:
ayrica agriyr ve yeni kirik insidansini, mortalite ve morbiditeyi azaltmaktir (Kislak ve

Geng, 2019).

OP’un farmakolojik tedavisinde kemik yikimini azaltan ve kemik yapimini artiran ilaglar
kullanilmaktadir. Tedavide kalsiyum, D vitamini, bifosfonatlar (alendronat, risedronat,
ibandronat, zoledronik asid), selektif Gstrojen reseptér modiilatorleri, hormon replasman
ilaglar1, kalsitonin, parathormon, stronsiyum ranelat, denosumab, katepsin K inhibitorleri
gibi genis bir yelpazedeki ilag gruplar1 yer almaktadir (Osteoporoz ve Diger Metabolik
Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022).

Tiim bu tedavi ajanlari i¢inde geleneksel ve yaygin olarak bifosfanat grubu ilaclar daha 6ne

cikmaktadir. Ancak bifosfonatlarin kullanimi ile maksilla ve mandibulada osteonekroz,
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ates ve grip belirtileri, gastrointestinal sorunlar, elektrolit bozuklugu, kas ve kemik agrilar
gibi yan etkilere rastlanabilmektedir (McClung, 2019; Saglam ve Alisar, 2021). Intolerans
ve kontrendikasyonlar nedeniyle oral bifosfonat kullanamayan veya kirik riski yiiksek olan

hastalarda intraven6z zoledronik asit veya denosumab kullanimi yaygindir.

Denosumab; RANKL'yi hedefleyen, ona yiiksek afinite ve spesifiklikle baglanarak
osteoklast Onciilleri ve osteoklastlarin yiizeyindeki reseptorii olan RANK aktivasyonunu
engelleyen bir insan monoklonal antikorudur (IgG2). RANKL/RANK etkilesiminin bloke
edilmesi osteoklast olusumunu, fonksiyonunu ve sagkalimini inhibe eder ve bdylece
kortikal ve trabekiiler kemikteki rezorpsiyonu azaltir. Oldukga etkili bir kemik yikim
inhibitoriidiir. Tedavi sonrasi birkag giin i¢inde ¢ok hizli bir sekilde CTX diizeyleri tespit
edilemez simirlara diiser. Serum PINP diizeyleri de bu tedavi ile 3-6 ay arasi bir siirede
baskilanmaktadir (Lorentzon ve digerleri, 2019; Sepici-Dincel, 2020). Yiiksek fraktiir
riskine sahip postmenopozal kadinlarda FDA onay1 bulunmaktadir (Kislak ve Geng, 2019;
Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022).

RANKL osteoklastlarin gelisimi, fonksiyonu, hayatta kalmasi i¢in esansiyel olan bir
molekiildiir (Boyle ve digerleri, 2003; Takayanagi ve digerleri, 2002). Osteoklast
farklilagmasmin tamamlanabilmesi igin osteoblastik stromal hiicrelerinden RANKL
ekspresyonu, osteoklast prekorsorlerinden ise RANK ekspresyonu gerekmektedir
(Theoleyre ve digerleri, 2004; Tomruk Siitbeyaz, 2020; Wada, Nakashima, Hiroshi ve
Penninger, 2006).

Hastalarda yilda iki kez Denosumab uygulamasi kemik yogunlugunu artirir ve vertebral,
vertebral olmayan ve kalca kiriklar riskini azaltir (Cummings ve digerleri, 2009; J.-M.
Kim ve digerleri, 2020). Bununla birlikte, beklendigi gibi, RANKL-RANK sinyal yolunun
bloke edilmesiyle osteoklast olusumunun inhibe edilmesi, osteoblast aracili kemik
olusumunu indiikleyen osteoklast tiirevi birlestirme faktorlerinin azalmasiyla sonuglanir.
Denosumab, {iriner N-telopeptid (NTX) gibi kemik rezorpsiyon belirteclerinde ani ve
stirekli bir azalmaya ve serum kemigine 6zgii alkalen fosfataz (BSAP) gibi kemik olugumu
belirteclerinde gecikmeli bir azalmaya yol agar (Bekker ve digerleri, 2004; McClung ve
digerleri, 2006). Sekil 2.6’da RANKL ve osteoklast arasindaki iliski gosterilmektedir.
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Sekil 2.6. Osteoklastogenezi baskilamak i¢in mevcut ve varsayimsal RANKL inhibitorleri

Osteoblastlar, osteoklastlarin ve Onciilerinin yiizeyinde bulunan reseptdrii RANK'a
baglanan RANKL iiretir. Bu baglanma, preosteoklastlarin ¢ok c¢ekirdekli ve olgun
osteoklastlara farklilagmasini uyarir. Islem dogal olarak OPG tarafindan ve farmakolojik
olarak denosumab tarafindan onlenir, bdylece osteoklast olusumu, aktivitesi ve sagkalimi
inhibe edilir. Spesifik olarak RANKL'1 hedefleyebilen ve osteoklastogenezi inhibe edebilen
bir RANKL inhibitorii olan aptamer oldugunu varsayilir (N. Zhang ve digerleri, 2020).

Denosumab, ti¢ yil kullaniminda Kkalga kirik riskini %40, vertebra kirik riskini %68,
nonvertebral kiriklari ise %20 oraninda azalttig1 ileri siiriilmektedir. Denosumab ayrica
yliksek kirik risk olan erkek bireylerde kemik kiitlesini artirmak igin ve yine yiiksek kirik
riski olan prostat kanserli erkek hastalarda gonodotropin azaltici tedavisine bagli ortaya
cikan kemik kaybinda da kullanilabilmektedir (Kislak ve Geng, 2019).

2.3. Romatoid Artrit

Romatizmal hastaliklar, hasta bakim masrafinin artmasina, is giicii kaybina, sakatliga ve
hatta erken Oliimlere sebebiyet verebilmektedir. Bu sebeple, bu hastaliklar i¢in yapilan
teshis ve tedaviye yonelik calismalar halk sagligi alaninda 6nemli gelismelere yardim

etmektedir.
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Kemik metabolizmasindaki diizensizlikler sebebiyle sadece kemigin kendi dokusunda
patolojiler goriinmeyip baska sistemsel hastaliklar da goriilmektedir. Romatizmal
hastaliklar kas iskelet sistemine etki eder. Bu grupta en yaygin goriilen hastalik Romatoid
Artrit (RA)’tir. Romatoid artrit gibi bozukluklar lokal, 6zellikle periartikiiler kemik
erozyonlar1 Ozelligi gosterir. Ek olarak, bozuklugun enflamatuar ortami, artmis kemik
rezorpsiyonu ve baskilanmis kemik olusumu nedeniyle sistemik osteopeniyi de tesvik eder.
Bununla birlikte, romatoid artrit olusumu hemen hemen tiim kemik yikim belirteclerinde
bir artis ve kemik olusum belirteclerinin baskilanmasi ile iligkilidir. RA’li hastalarda OP
ve osteoporoza bagli kirik riskinde gozlenen artis sebebiyle erken yaslarda osteoporotik
kiriklara neden olmakta ve bu sebeple hastaligin morbidite ve mortalite oranini

arttirmaktadir (Sindel, Esmaeilzadeh ve Sen, 2012).

Son yillarda romatizmal hastaliklar1 olan hastalarin yasam siireleri belirgin sekilde artmis
ve romatizmal hastaliklar ile osteoporoz arasindaki iliski daha belirgin hale gelmistir. OP
ve buna bagl frajilite kiriklari romatizmal hastaliklarin morbidite ve mortalitesini

artirmaktadir (L.-X. Gao, Jin, Xue, Wang ve Liu, 2015).

Romatizmal hastaliklar eklem tendonlarini, baglari, kemikleri ve kaslar1 etkiler. Eklem
enflamasyonu ile seyreden romatizmal hastaliklar basta OP olmak iizere kas iskelet sistemi
ile ilgili komplikasyonlara neden olmaktadir. Kemik doku siirekli yapim ve yikim gosteren
dinamik bir dokudur, kronik enflamasyon bu siirece etkiyerek kemik kaybina yol
acmaktadir. Bu hastaliklarda enflamasyonun kontrolii, yapisal kemik hasarin1 ve kemik
kaybin1 azaltabilmektedir. RA’de sistemik kemik kaybinin yani sira peri-artikiiler
osteopeni ve fokal kemik erozyonlar1 ile Kkarakterize olan lokal kemik kayb1

gortilebilmektedir (Deal, 2012; Sindel ve digerleri, 2012).

RA’in tanis1 klinik olarak konur. Direkt radyografiler en yogun kullanilan goriintiileme
yontemidir (Tatar, 2022). Eklem ¢evresinde goriilen osteopeni ilk gozlenen radyolojik
bulgudur (van der Heijde ve digerleri, 1990). Sinovit, teno-sinovit ve effiizyonlar gibi
yumusak doku degisikliklerinin saptanmasinda ise Ozellikle fizik muayene bulgular
belirsiz oldugunda, USG ve MRG kullanilir ve geleneksel radyografiye gore duyarliliklar
daha iyidir (Krabben ve digerleri, 2013; Peluso ve digerleri, 2011).
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RA, serum ve eklemlerde romatoid faktor (RF), IgM ve IgG ve anti-CCP antikorlarinin
bulundugu sinoviyal sivinin iltihaplanmasi olarak baslar. Komplement, bulunan en 6énemli
bilesenler olan C3a ve C5a ile sinovyal sivi i¢inde aktive edilir (Castafieda-Lopez ve
digerleri, 2018). Hastalik, sitokinlerin iiretimi ve hiicre dis1 matriks metaloproteinazlarin
(MMP) etkisiyle devam eder (Rengel, Ospelt ve Gay, 2007). Sitokinler, otoimmiiniteyi
tetikleyen ve siirdiiren, kronik inflamatuar sinoviti koruyan ve bag dokusunun yikimini
yonlendiren RA'nin patogenezinde rol oynar. Bu nedenle, RA'nin klinik ilerlemesinde
gbzlenen diizenleyici immiin olaylar1 ve dokularin yikimini entegre ederler. Artritte 6nemli
bir proinflamatuar rol oynayan sitokinler, TNFa, IL-1p, IL-6 ve IL-17'dir (Mclnnes ve
Schett, 2007).

Immiinolojik faktdrler arasinda, yaygm olarak kabul edilen biyobelirtecler sitokinler,
kemokinler, immiin yanit hiicreleri ve adezyon molekiilleridir. Sitokinler siklikla RA'de
gelisen ¢oziiniir faktorlerin rolii dahilinde degerli bilgiler saglar. IL-1 B, TNF-a, IL-6, IL-
15 ve IL-18, RA'da immiin yanita veya enflamatuar siireclere bagli olarak diizenleyici bir

rol oynayan en ¢ok belgelenmis sitokinlerdir (Castafieda-Lopez ve digerleri, 2018).

RA’de farmakolojik tedavide kullanilan ajanlar; Narkotik olmayan analjezikler, Narkotik
analjezikler, Steroid olmayan antienflamatuar ajanlar (NSAID'ler), Kortikosteroidler,
Hastalig1 Degistiren Anti Romatizmal Ilaglar (DMARD'lar: Siilfasalazin, Hidroksiklorokin,
D-penisilamin  Altin tuzlari, Immiinosupresifler (Metotreksat, Azatiopiirin, Leflunomid,
Siklofosfamid), Biyolojik Tepki Degistiricileri (Etanercept, infliksimab ve adalimumab)

Timor nekrozis faktor-a blokerleri (Abatasept, Anakinra, Rituksimab)’dir.

Asetilsalisilik asit, anti-enflamatuar, analjezik ve antipiretik etkiler gosterir ve osteoartritin
klinik tedavisinde en yaygin kullanilan ilaglardan biridir. Steroid olmayan bir anti-
enflamatuar ila¢ olan diklofenak, eklem sertligini ve agrisin1 azaltir ve osteoartrit
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu iki ilacin, potansiyel olarak kirik riskini
azaltan kemik mineral yogunlugunu arttirdig1 gosterilmistir (J. Liu, Wu, Wang, Wang ve
Sun, 2016).

Prednizolon (PSL), metilprednizolon (MPSL) ve triamsinolon (TR), gesitli romatizmal

hastaliklarin  tedavisinde yaygin olarak kullanilan orta etkili kortikosteroidlerdir.
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Glukokortikoid aktivitesi genellikle anti-enflamatuar, anti-alerjik ve immiinosupresif

etkileri igerir. (Miyanishi ve digerleri, 2005)

2.4. Kemik Dongiisii Biyobelirtecleri

Kemik doku ve ilgili hastaliklarin tani, tedavi ve takip yaklagimlarini gelistirmek icin ¢ok
daha derin arastirmalara ihtiya¢ oldugu agiktir. Buna olan ihtiyag en azindan sadece

yaglanan niifus nedeniyle artmaktadir.

Geleneksel olarak, kemigin yeniden sekillenmesi, baglangigta osteoklast aracili kemik
rezorpsiyonunu takiben osteoblast aracili kemik olusumu ile sirali, agamali bir siire¢ olarak
tanimlanmistir (Sims ve Martin, 2020). Bununla birlikte, osteoklast aktivitesi her zaman
ozellesmis yeniden sekillenme bolgeleriyle sinirli degildir ve inflamatuar kemik kaybi gibi
patolojik iskelet bozukluklari durumunda kemik rezorpsiyonunu her zaman osteoblast
repopiilasyonu takip etmez. Ayrica, osteoklast kaynakli eslesme, kemik rezorpsiyon
aktivitesinden bagimsiz olarak gerceklesebilir. Bu nedenle, kemigin yeniden sekillenmesi
stirecinin mekansal ve zamansal diizenlemesi, fizyolojik ve patolojik baglamlarda
osteoklast/osteoblast iletisimini diizenleyen iletisim faktorlerinin daha fazla tanimlanmasi

dahil olmak iizere daha fazla agiklama gerektirir (J.-M. Kim ve digerleri, 2020).

Bu baglamda, kemik dokusu (pato)fizyolojisi hakkindaki bilgimizi ilerletmek i¢in
biyokimyasal aktiviteye dogrudan dahil olan metabolitlerin genis 6l¢ekli bir calismasi
gereklidir. Bir hastalikta yer alan metabolit yolaklarinin tanimlanmasi, hastaligin gelisimi,
teshisi ve prognozunun anlasilmasini biiyiik o6lgiide destekleyebilir (Guijas, Montenegro-
Burke, Warth, Spilker ve Siuzdak, 2018). Ayrica, belirgin biyobelirteg tanimlamasi, tani

dogrulugunu artirmak icin geleneksel tan1 yontemleriyle birlestirilebilir.

Biyobelirteg “normal biyolojik ve patolojik siiregler veya terapotik bir isleme Kkarsi
farmakolojik cevabin gostergesi olabilen, objektif olarak Olgiilerek degerlendirilmesi

yapilabilen 6zellik” seklinde tanimlanmaktadir.

Kemik dongiisii belirtegleri (BTM), osteoblastlar veya osteoklastlar tarafindan kemik
yeniden yapilanmasi sirasinda salinan bir dizi protein veya protein tiirevi biyobelirtectir.

Osteoklastlar tarafindan yikim, osteoblastlar tarafindan ise kemik yapimi yapilir. Kemik
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yapim esnasinda kolajen sentezi artmakta ve osteoblastik aktivite ile olusan kemik matriks
proteinleri agiga ¢ikmaktadir. Kemik yikiminda ise osteoklastlar kemik tip-1 kollajenini
pargalarlar. Kollajenin par¢alanmasi ile a¢iga c¢ikan peptid dizilerinin kan ve idrarda
analizleri yapilarak kemik yapim-yikim hizi tespit edilmeye calisilmaktadir (Burch ve
digerleri, 2014; Greenblatt ve digerleri, 2017; Konukoglu, 2019; Kuo ve Chen, 2017;
Sepici-Dincel, 2020; Smolen ve digerleri, 2020).

BTM'ler, kemik kiitlesinin radyografik 6l¢iimlerini tamamlayan kemik kayb1 ve kirik riski
hakkinda etkin tahmini bilgiler sunabilir. Radyolojik 6l¢timlerin maddi yiik, 6l¢lime ulasim
giicliigli gibi zorluklart vardir. BTM'ler, kemik metabolik bozukluklarinin tanist ve
terapotik izlenmesi i¢in yararli biyobelirteglerdir, ancak kullanimlari, klinik yararlar1 ve
yorumlamay1 zorlastiran preanalitik degiskenler uygulamalarit sinirlamaktadir. BTM'ler
sadece kemik yogunlugu ve hiicre sayis1 degil ayrica kemigi etkileyen onkolojik ve
romatolojik durumlarda da hastalik aktivitesi hakkinda bilgi saglayabilir. Kemik dongiisii

belirtecleri ayrica kemik dongiisiinii incelemek i¢in bize noninvaziv bir yaklasim saglar.

Osteoporoz gelisimi endokrin, metabolik, mekanik, immiin, genetik ve inflamatuvar
faktorler ile iligkilidir. Hiicresel seviyede kemigin yeniden yapilanmasini degerlendirebilen
gecerli BTM’nin kullanilmast osteoporoz tedavisinin takibine bilimsel ve maddi katki
saglamaktadir. BTM’nin o6l¢iilmesi; kemik dongiisiiniin degerlendirilmesi, kirik riskinin

saptanmasi ve tedaviye cevabin degerlendirilmesinde 6nemlidir.

BTM’lerin OP tanisinda yeri yoktur (Burch ve digerleri, 2014; Chesnut ve digerleri, 1997;
Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022). Biyokimyasal
kemik dongiisti biyobelirtegleri BMD’den bagimsiz olarak tedavi edilmemis hastalar igin
kirik ve kemik kayip hizini, tedavinin 3-6 aylarinda tekrar edilerek, hastanin tedaviye
uyumu ve ilact dogru kullanip kullanmadigin1 saptamada, tedavi 6ncesi ve sonrast BMD
degisikliklerini, ilaca ara verilme ve tekrar baslama zamanini tayin etmede
kullanilabilmektedir (S Vasikaran ve digerleri, 2011; Samuel Vasikaran ve digerleri,

2011).

Kemik dongiisiinlin biyobelirtegleri ile ilgili ¢aligmalar son yillarda artmistir. Kemigin
yeniden sekillenmesinin mekanizmasi, kemik rezorpsiyonu ve kemik olusumundan olugur.

Kemik biyobelirtegleri, kemik olusumu biyobelirtegleri, kemik emilimi biyobelirtegleri ve
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kemik dongiisiiniin diizenleyicilerini iceren kemigin yeniden sekillenmesi siirecinden
iretilir. Kemik metabolizmasinin tespitleri, kemigin yeniden sekillenmesi siirecinde
enzimlerin, proteinlerin ve yan friinlerin biyobelirtegleri ile ¢alisilmistir (Eastell ve
Hannon, 2008; Ferreira, Alho, Casimiro ve Costa, 2015; He ve digerleri, 2016; Kuo ve
Chen, 2017; L. Liu ve Webster, 2016; Shi, Li, Liang, He ve Li, 2015).

Osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki dogrudan etkilesim, aktivasyon sinyallerinin
EFNB2-EPHB4, FASL-FAS veya SEMA3A-NRP1 yoluyla ¢ift yonlii iletilmesine izin
vererek osteoblastlarin veya osteoklastlarin farklilasmasini ve hayatta kalmasini diizenler.
Alternatif olarak, osteoblastlar, osteoklast farklilagsmasini ve gelisimini destekleyen veya
baskilayan M-CSF, RANKL / OPG, WNT5A ve WNT16 dahil olmak iizere bir dizi farkl
salgt molekiilii tiretir. Osteoklastlar ayrica SIP, SEMA4D, CTHRCI1 ve C3 dahil olmak
iizere ¢oziliniir faktorlerin salgilanmasi yoluyla osteoblast olusumunu ve farklilagsmasini da
etkiler (J.-M. Kim ve digerleri, 2020). Sekil 2.7°de osteoblast ve osteoklastlar arasindaki

arac1 biyomolekiiller gosterilmektedir.

M-CSF,RANKL,OPG WNTS5A WNT16

Sekil 2.7.  Osteoblast-osteoklast etkilesiminin anahtar aracilari

Osteoblast-osteoklast ~ iletisimi, kemik homeostazi sirasinda kemigin  yeniden
sekillenmesinin ince ayar1 i¢in esastir. Osteoblastlar ve osteoklastlar, hiicre ¢ogalmasini,
farklilagsmasimi ve hayatta kalmasimi diizenlemek icin EFNB2-EPHB4, FAS-FASL ve
NRP1-SEMA3A arasindaki etkilesimler yoluyla dogrudan temasa sahiptir (Feng ve
McDonald, 2011). Osteoklast aracili kemik rezorpsiyonu, osteoblast aracili kemik
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olusumunu indiiklemek igin kemik matriksinden TGF-f ve IGF-1'"i serbest birakir (Clarke,
2008). Osteoblastlar, osteoklast olusumunu ve gelisimini destekleyen M-CSF, RANKL,
WNT5A'y1 ve osteoklast aktivitesini inhibe eden OPG ve WNT16'y1 salgilar. Tersine,
osteoklastlar, osteoblast farklilagsmasini1 destekleyen S1P, CTHRCI1 ve C3'ii ve osteoblast
farklilasmasini baskilayan SEMA4D'yi salgilar (J.-M. Kim ve digerleri, 2020).

Ayrica olgun osteoklastlar, salgilanan sinyal molekiilleri Wnt10b, BMP6 ve sinyal
sfingolipid, sfingosin-1-fosfat (Pederson, Ruan, Westendorf, Khosla ve Oursler, 2008) gibi

osteoblast farklilasmasini uyaran bir dizi faktor salgilar.

Kanda ve idrarda g¢esitli kemik olusumu ve yikim belirtegleri mevcuttur. Kemik
rezorpsiyon belirtegleri, osteoklastik rezorpsiyon sirasinda kemik matriksinden salinan
olgun kollajen fragmanlarim1 (N-telopeptid veya C-telopeptid) veya c¢apraz baglari
(piridinolin ve deoksipiridinolin) igerir. Olusum belirtegleri, aktif matriks salgilanmasi
sirasinda osteoblastlardan salgilanan iiriinleri (alkalin fosfataz veosteokalsin) veya kollajen
sentezi sirasinda parcalanan kollajen fragmanlar1 (6rn., prokollajen N-terminal uzatma

peptidi) (Allen ve Burr, 2019).

Kemigin yeniden sekillenmesinin mekanizmasi, kemik rezorpsiyonu ve kemik olusumunu
icerir (Ferreira ve digerleri, 2015). Kemik biyobelirtegleri, Sekil 2.8'de gosterildigi gibi
kemik olusumu biyobelirtecleri, kemik emilimi biyobelirtecleri ve kemik dongiisiiniin
diizenleyicilerini iceren kemigin yeniden sekillenmesi siirecinde iiretilen enzimler,
proteinler ve yan iiriinlerden olusur (Eastell ve Hannon, 2008; Kuo ve Chen, 2017; L. Liu
ve Webster, 2016).
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Sekil 2.8. Kemik dongiisiiniin biyokimyasal biyobelirtegleri

Sekil 2.8’de mavi kutular/oklar, kemik olusumu belirteglerini temsil eder: kemige 6zgii
alkalin fosfataz (BALP); osteokalsin (OC); tip | prokollajen propeptidleri (PLNP ve P1CP).
Turuncu kutular/oklar, kemik rezorpsiyon belirteclerini temsil eder: piridinolin (PYD);
deoksipiridolin (DPD); tip 1 kolajenin (CTX-1) karboksi terminali ¢apraz bagli telopeptidi;
tip 1 kolajenin (NTX-1) amino-terminal ¢apraz bagl telopeptidi; hidroksiprolin (HYP);
hidroksilisin (HYL); kemik sialoproteini (BSP); osteopontin (OP); tartarata direncli asit
fosfataz 5b (TRAP 5b); katepsin K (CTSK). Yesil kutular, kemik dongiisiiniin
diizenleyicilerini temsil eder: NF-kB ligandinin (RANKL), osteoprotegerin (OPG),
dickkopf-1 (DDK-1) ve sklerostinin reseptor aktivatorii (Ferreira ve digerleri, 2015).

DXA ile BMD o6l¢iimii ve kemik biyobelirteg tespitlerinin kombinasyonu, yliksek
osteoporoz riski olan kisilerin erken degerlendirmesini iyilestirmek icin biiylik bir

potansiyel gostermektedir.

Uluslararas1 Osteoporoz Vakfi (IOF)/ Enternasyonal Klinik Kimyagerler Federasyonu
(IFCC) OP i¢in tedavi etkinligini degerlendirme ve kirik riskini Saptamada standardize
edilmis yontemler ile 6l¢iilmesi sart1 ile kemik yapim belirteci olarak serum PINP, yikim
belirteci olarak da serum CTX olgiilmesini dnermektedir (Osteoporoz ve Diger Metabolik
Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022; S Vasikaran ve digerleri, 2011; Samuel
Vasikaran ve digerleri, 2011).
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Biyobelirtegler i¢in farkli analitik yontemler oto-analizdrlere uyarlanarak laboratuvarlarda

hizli ve diisitk maliyetle ¢alisilir hale gelmistir. Fakat kullanilan BTM’lerin halen klinik
kullanilabilirligi yoniinden faydasi ve birinin digerine olan istlinliigii tartisilmaktadir.
Biyokimyasal belirteglerin klinik degeri, nispeten ucuz olmalar1 ve degerlendirmelerinin
kolay olmasi, bdylece bireysel hastalarin zaman i¢inde izlenmesine izin vermeleridir.
Popiilasyon bazinda, biyobelirtegler kemik kaybi ve kirik riskini iligkilendirir. Bununla
birlikte, biyokimyasal belirte¢ler, bir birey icinde ve tahliller arasindaki biyiik
degiskenlikleri nedeniyle sinirlidir (Allen ve Burr, 2019).

Kemik olusumu biyobelirtegleri; bone-specific alkaline phosphatase (BALP), total alkaline
fosfat (ALP), osteokalcin (OC), ve Prokollajen tip 1 C-terminal propeptid (P1CP),
prokollajen tip 1 N-terminal propeptid (P1NP)

Kemik rezorpsiyon biyobelirtegleri; hydroxylysine (HYL), hydroxyproline (HYP),
pyridinoline (PYD), deoxypyridinoline (DPD), osteopontin (OP), bone sialoprotein (BSP),
tartrate-resistant acid phosphatase 5b (TRAP 5b), amino-terminal crosslinked telopeptide
of type 1 collagen (NTX-1) and cathepsin K (CTSK), karboksi-terminal crosslinked
telopeptide of tipe 1 kollajen (CTX-1)

Kemik dongisiiniin diizenleyicileri; receptor activator of NF-KB ligand (RANKL),
osteoprotegerin (OPG), dickkopf-1 (DDK-1) ve sclerostin drnek olarak sayabiliriz.

Toplam alkalin fosfataz (ALP)

Alkalin fosfataz, kan dolasiminda bulunan bir enzimdir. ALP'lerin farkli bigimleri insan
viicudundaki proteinleri pargalayabilir. ALP'lerin ¢ogu karacigerde olmak iizere
kemiklerde, bagirsaklarda ve bobreklerde iiretilir. Insanlarda normal ALP seviyeleri yasa,
kan grubuna, cinsiyete ve hamilelige gore degisir. Kandaki olagandisi ALP
konsantrasyonlar1 genellikle karaciger, safra kesesi veya kemiklerle ilgili bir sorunu

gosterir.

Serum total ALP aktivitesi duyarlilik ve 6zgiilliik yoniinden yetersiz olmakla birlikte,
kemik olusumunu gdsteren belirtec olarak kullanilmaktadir. Bu enzim kemik

(osteoblastlar), karaciger, barsak epiteli, bobrek tiibiilleri ve plasenta gibi farkli dokularda
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bulunur. ALP diizeyleri yeni antirezorptif tedavilerin etkinliginin belirlenmesinde, hasta
uyumunun ve tedaviye cevabin takibinde destek saglar (Gurdol, 2019; Sepici-Dincel,
2020) .

Ca, P

Kalsiyum viicutta 6nemli bir mineraldir, kemiklerin ve dislerin olusumunu ve bakimini,
kas kasilmasini, sinirsel sinyal iletimini, hiicre apoptozunu ve kanin pihtilagmasini kontrol
eder (Boskey, 2007; Eisenhauer ve digerleri, 2019). Kalsiyum, insan viicudunun diizgiin
caligmasi i¢in gerekli bir besindir. Bir¢ok hiicre dis1 ve hiicre igi siireci etkileyen bu makro
element, kemigin gelisimi, bliylimesi ve bakimi ve hiicresel hiicre iskeletinin stabilitesi igin
gereklidir (Beto, 2015). Kalsiyum, hiicre i¢i enzimlerin aktivitesini diizenler ve iyon
kanallar1 yoluyla noéronal iletimde yer alir. Viicut Ca'unun yaklagik %99'u kemiklerde ve
dislerde bulunur ve dokularin mineralizasyonundan sorumlu olan hidroksiapatit olarak

depolanir (Ciosek, Kot, Kosik-Bogacka, L.anocha-Arendarczyk ve Rotter, 2021).

Kalsiyum homeostazi, kan Ca diizeylerini dar bir terapdtik aralikta tutmak i¢in hormonal
geri besleme dongiileri araciligiyla dikkatle diizenlenir (Gussone ve digerleri, 2016). Temel
olarak, Ca? homeostazini ii¢ organ kontrol eder; Ca'min diyetten emildigi gastrointestinal
sistem (GI), ana Ca rezervuari olan iskelet ve Ca'min idrardan kana geri emildigi ve
miktarlar1 kontrol edilen bobrekler. Fizyolojik yaslanma stiregleri ile bagirsak, kemik,
bobrek ve endokrin bozukluklari Ca homeostazini etkiler. Osteoporoz, osteomalazi ve
rasitizm ile renal osteodistrofi, bozulmus Ca metabolizmasina bagli kemik bozukluklarinin
ornekleridir (Eisenhauer ve digerleri, 2019; Vautour ve Goltzman, 2018). Ca eksikligi
osteoporoz i¢in ana risk faktoriidiir. Diisiik serum Ca diizeyleri kemik rezorpsuyonunda

artisa neden olur.

Fosfor (P), bir¢cok biyolojik siiregte yer alan bir makro elementtir. Hareket kabiliyeti
nedeniyle, viicutta asit-baz dengesinin korunmasma katilan, kan ve idrarda tampon
sistemleri olusturan kilit bir hiicre i¢i anyonudur (Ciosek ve digerleri, 2021; Soetan, Olaiya
ve Oyewole, 2009). Fosfor, kemik dokusunun temel bileseni olan Ca'dan sonra ikincidir.
Uygun inorganik P seviyesi, matriks mineralizasyonu siirecinde osteoblastlarin ve

osteositlerin aktivitesi i¢in ¢ok 6nemlidir (Magne ve digerleri, 2003).
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BMD'deki degisiklikler, kemikten net bir Ca kaybi ile iliskilidir ve kalsiyum-fosfor

dengesinin korunmasi sirasinda iskelet sisteminin diizgiin ¢alismasi i¢in ¢ok dnemlidir.

Kan Ca, P seviyelerini sabit tutan sabit seviyelerde tutan ana faktorler 1,25-
dihidroksivitamin D3 (1,25(0H)2 D3), paratiroid hormonu (PTH)’dur. Serumda Ca
diizeyleri ile PTH diizeyleri arasinda zit bir korelasyon vardir.

Paratiroid hormonu (PTH)

Viicutta Ca dengesini saglayan temel hormon PTH’dir. Kemik yikimi, bobrekten Ca geri
emilimi ve bobrekte kalsitriol [(1,25 OH2) vit D=aktif vit D] yapimini1 artirarak kan Ca
seviyelerini diizenler. PTH, kemikte osteoblast ve osteoklastlar1 uyarir. Osteoklastlar
tizerindeki etkisi dolaylidir, ¢iinkii bu osteoklastlarda PTH reseptorleri bulunmamaktadir
(Gurdol, 2019). PTH, osteoklastta bir takim genlerin ekspresyonunu artirarak IGF-1, I1L-6,
IGF-baglayic1 protein ve prostaglandinler gibi lokal faktorlerin yapimini uyarir (Cohen,
2006; Guyton AC, 2006; Peavy DE., 2003).

Paratiroid hormonu kemik yapinin rezorbsiyonuna neden olur, Ca ve P salinimini saglar,
osteoblastlarda kolajen sentezini kisitlar, olgun osteositlerde ise kemik rezorpsiyonunu
uyarir, osteoklastlarda ¢oziiniirliige neden olur, hiicrelerin osteoklastlara ve osteoblastlara

erken donilisimiinii saglar, kemigin Ca baglama kapasitesini azaltir.

Osteoblastlarda PTH aktivitesi i¢in reseptér bulunururken, osteoklastlarda PTH reseptori

bulunmamaktadir.

Kalsitonin (CAL)

Esas fonksiyonu, kemik dokudan Ca rezorpsiyonunu inhibe etmek ve kemik yikimini
baskilamaktir. Kan Ca seviyesini diisiiriicii etkiye sahiptir. Kalsitonin etkisini dogrudan
osteoklastlar tizerinde yer alan reseptorleri ile gostermektedir. Cal kemik olusumu iizerine
herhangi bir modiile edici etkisi yoktur. Genellikle etkilerini yiiksek konsantrasyonlarda
gostermektedir. Bu o6zelligi sebebiyle fizyolojik degil fakat farmakolojik etkilerinin daha
onemli oldugu disiiniilmektedir (Gardella, Nissenson ve Jippner, 2018). Kalsitonin,

paratiroid hormonunun tersi yonde etki eder. Cal salinimi Ca ve bazi intestinal peptitler
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(glukagon, gastrin) tarafindan uyarilir. Yiiksek konsantrasyonda Cal osteoklast islevini
dogrudan inhibe edebilir (Peavy DE., 2003).

Vitamin D

Bir steroid hormon olan D vitamini, iskelet sagligi ve mineral metabolizmas1 i¢in ¢ok

Onemlidir.

Bitkisel gida kaynakli Ergesterol ve hayvansal gida kaynakli 7-dehidrokolesterol ve
provitamin D3 (7-dehidrokolesterol) olarak organizmada kolesterolden sentezlenen
Vitamin D formlari metabolizmalar1 benzer bir yol izler. Vitamin-D3 karacigerde 25-
hidroksivitamin-D (25(OH)D, Kalsidiol) formuna doniisiir. Olusan 25(OH)D bobreklerde
aktif formu olan 1,25 dihidroksikolekalsiferol (1,25(0OH)2D, Kalsitriol) veya inaktif
metaboliti olan 24,25 dihidroksivitamin D’ye [24,25(OH)2D] doniisiir (Borekei, 2019;
Gurdol, 2019). D vitamini aktif formu 1,25(OH)2D neredeyse tiim ¢ekirdekli hiicrelerde
bulunan niikleer-vitamin-D reseptorii araciligr ile etki etmekte ve hiicre farklilagsmasi ve
proliferasyon ile ilgili birgok geni diizenlemektedir. Vitamin D hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi ve apopitoz, immiin ve hormonal regiilasyon ve viicudumuzla ilgili baska diger
stireglerde rol almaktadir (Kulie, Groff, Redmer, Hounshell ve Schrager, 2009). Vitamin D
iskelet gelisiminde, kemik canliligini stirdiirmede ve néromuskiiler fonksiyonlarda énemli rol
oynamaktadir (Bordelon, Ghetu ve Langan, 2009). Eriskinlerde vitamin D eksikligi, osteopeni
ve osteoporozu kolaylastirir ve kirik riskini artirir (Holick, 2004; Holick ve Chen, 2008;
Yavuzer ve digerleri, 2018). Bagirsaklardan Ca ve P emilimini arttirmaktir. 1,25
dihidroksikolekalsiferol ~24-hidroksilaz aktivitesini uyararak, 1-hidroksilaz aktivitesini
baskilayarak kendi sentezini kontrol eder (Akkoyun, Bayramoglu, Ekin ve Celebi, 2014;
Borekei, 2019; Gurdol, 2019).

Kemikte Vit D ve PTH sinerjik etki gosterir. Yiiksek konsantrasyonlarda kemik iliginde kok
hiicrelerin osteoklasta farklilasmasini uyararak, osteoklastik aktiviteyi etkileyen sitokinlerin ve
diger uyaranlarin osteoblastlarda sentezlenmesini saglayarak kemigin organik ve inorganik

fazinin ¢6ziilmesine yol agar.

D vitamini osteoblastlarin, osteoklastlarin ve osteositlerin aktivitesini etkiler, bu da kemik

olusumunu, kemik emilimini ve kemik Kkalitesini etkiledigini diislindiiriir. Fizyolojik
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konsantrasyonlarda aktif D vitamini, RANKL/OPG sinyali yoluyla normal bir kemik emilim

ve olusum hizini korur (Hou ve digerleri, 2018).

Osteokalsin (OC)

Kemik gama-karboksiglutamik asit igeren protein olarak da bilinen osteokalsin, 49 amino
asitten olusan kii¢iik bir proteindir. OC olgun osteoblastlar, odontoblastlar ve hipertrofik
kondrositler tarafindan sentezlenir. Ayrica OC, insan viicudundaki toplam proteinin yaklagik
%?2'sini olusturan, kemikte en bol bulunan kolajen olmayan proteindir. Osteoblastlar tarafindan
iiretilen OC, metabolik regiilasyon, kemik mineralizasyonu ve Ca iyon homeostazi i¢in 6nemli

bir rol oynar (Kuo ve Chen, 2017; N. K. Lee ve digerleri, 2007).

Osteokalsin iki farkli formda bulunabilir: karboksillenmis ve az karboksilatlanmis. Pankreasta
osteokalsin, pankreatik [ -hiicrelerinin c¢ogalmasinin yami1 sira pankreatik insiilin
sekresyonunun ve duyarlih@min pozitif diizenleyicisi olarak gérev yapar (Florencio-Silva ve
digerleri, 2015). Yag dokusunda, osteokalsin adiponektin gen ekspresyonunu uyarir ve bu da
instlin duyarlih@mi artirir (Ferron, Hinoi, Karsenty ve Ducy, 2008). Testiste, osteokalsin
Leydig hiicrelerinde spesifik bir reseptore baglanabilir ve testosteron sentezini arttirir ve sonug
olarak dogurganligi arttirir (Oury ve digerleri, 2011). Osteokalsin ayrica hipokampusta
monoamin ndrotransmiterlerin sentezini uyarir ve gama-aminobiitirik asit (GABA) sentezini
inhibe ederek Ogrenme ve hafiza becerilerini gelistirir (Oury ve digerleri, 2013). Sadece
osteosit degil, ayn1 zamanda osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin de bagisiklik sistemini,
esas olarak kemik enflamatuar yikimu {izerine etkiledigi bilinmektedir. Tiim bunlar, iskelet ve
bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesiminin kesfi, osteoimmiinoloji adi verilen yeni bir

calisma alanina yol agtmistir (Walsh ve digerleri, 2006).

Tip 1 kollajenin (CTX-1) karboksi-terminali capraz bagl telopeptidi

Kemik tip I kollajen, 6nciil prokollajen seklinde sentez edilerek osteoblastlar ve fibroblastlar
tarafindan salinir. Tip I kollajen, kemigin en bol protein bilesenidir ve tip I kollajenin (CTX ve
NTX) C- ve N-terminal telopeptitlerinin her ikisi de telopeptid bolgesi tip | kollajenin
fragmanlandir. Telopeptidler, kemigin osteoklastik rezorpsiyonu sirasinda klivaj edilir, bu da
kemik rezorpsiyon aktivitesi ile orantili bir oranda dolagimda serbest kalmasina neden olur

(Garnero, 2015; Konukoglu, 2019). CTX-1 ve NTX-1'in ikisi de kolajen yikimi sirasinda
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salinir (Daneault, Prawitt, Fabien Soulé, Coxam ve Wittrant, 2017). Kemikten salinim orani

osteoklastlarin yikim aktivitesini yansitir (Greenblatt ve digerleri, 2017).

Kemik organik matriksinin yaklasik % 90’11 Tip-1 Kollajen olusturur. Yikim sirasinda ¢apraz
baglarn % 40’1 serbest piridiniyum ¢apraz baglar seklinde salinirken %60°1 peptite bagh
capraz baglar halindedir. Tip-1 kolajenin biri amino digeri karboksi terminalinde olan iki

capraz bag sentez bolgesi vardir. Sekil 2.8’de CTX fragmentleri gosterilmektedir.

CTX tip | kollajenin iki al zincirinin C terminali peptidlerinin diger kollajen molekiiliiniin
gerek al gerek a2 zincirinin helikal bolgesine ¢apraz baglanmasiyla meydana gelirler.
Gelistirilen immiin tekniklerle a-CTX (non-izomerize form) ve BCTX (izomerize form)
Olgiilebilir. Her iki formun es zamanli Ol¢limi ile o-CTX/ B-CTX oram1 kemik

metabolizmasinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (Szulc, 2018).

Prokollajen tip 1 N-terminal propeptid (P1NP)

Kemik tip I kollajen, 6nciil prokollajen seklinde sentez edilerek osteoblastlar ve fibroblastlar
tarafindan salinir. C-terminal (PICP) ve N-terminal (PINP) prokollajen tip | propeptitler, yeni
sentezlenen prokollajenin kollajene doniisiimii siirecinde 0zgiil proteazlar ile ayrilir ve
molekiiliin orta kismi kemik matriks iginde kalirken ayrilan bu yapilar kana salinir (Sepici-
Dincel, 2020).

Tip 1 kollajen, prokollajen tip 1'den kemikte gelistirilen organik kemik matriksinde (> %90)
bulunabilir. Kemik tip I kollajen, 6nciil prokollajen seklinde sentez edilerek osteoblastlar ve
fibroblastlar tarafindan salinir (Kuo ve Chen, 2017). Prokollajen tip-1, prokollajenin kolajene
doniistimii sirasinda spesifik proteazlar tarafindan uzaklastirilan N-terminal ve C-terminal
uzantilarma sahiptir. PICP ve PINP'yi igeren prokollajen tip 1 daha sonra kemik matriksi
tizerine konjuge edilir. Sekil 2.9°da PINP fragmentleri gosterilmektedir. PINP'nin kemik
olusumu biyobelirteci, tip 1 kollajen birikiminin spesifik bir gostergesidir. PINP, tip 1 kollajen
olusumu sirasinda hiicre i¢i bosluga salinir ve sonunda P1NP kan dolasgiminda bulunur (Szulc,

2018).

Telopeptidler, kemigin osteoklastik rezorpsiyonu sirasinda klivaj edilir, bu da kemik

rezorpsiyon aktivitesi ile orantili bir oranda dolasimda serbest kalmasina neden olur.
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Tip 1 Prokollejen

s % Uglii Sarmal Bélge % Ca

Propeptitler — Dsteoblastlar tarafindan sekresyon sirasinda baliiniir—s Ana bolik Belirtagler
Telopeptitler—» osteckizstizr tarafindan rezorpsiyon sirasinda salgilanir —# Katabolik Belirtegler
PYDler —» Rezorpsiyon sirasinda bisliinen telopepit capraz baglar — Katabolik Belirtecler

Sekil 2.9. Tip 1 kollajenden CTX ve PINP fragmentleri (Greenblatt ve digerleri, 2017).

NF-kB ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorii

Kemigin yeniden sekillenmesi siirecinde, osteoblastlar, osteoklastlarin farklilagmasini ve
olgunlagsmasini diizenlemek icin RANKL (Receptor activator factor kappa B (NF-kB) ligandr)
iiretir. RANKL, TNF reseptor stiper ailesinin bir iiyesidir ve endotel hiicrelerinin yan sira
osteoid ve preosteoblastlar tarafindan iretilir. RANKL, RANK reseptoriine baglanir ve
osteoklast olusumunu ve aktivitesini arttirir. Osteoklast Onciileri ise RANK'1 ifade eder. Bu
sistemler ve kemik bozukluklar arasindaki iliski hakkinda geligkili veriler vardir (Doventas ve
digerleri, 2015; Konukoglu, 2019; Kubota, Michigami ve Ozono, 2009; Oelzner ve digerleri,
2007). Sonuglardaki tutarsizliklar, test yontemlerinin daha da gelistirilmesine ve preanalitik

degiskenligin daha iyi anlagilmasina ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

RANKL, osteoklastogenez i¢in onemli bir rol oynar ve osteositler, osteoblastlar, stromal
hiicreler tarafindan eksprese edilir. Osteoklast onciillerindeki reseptorii RANK'a baglandigi
zaman osteoklast olusumu indiiklenir. Ayrica, osteoblastlar, stromal hiicreler ve gingival ve
periodontal fibroblast (Brendan F Boyce ve Xing, 2008; Longhini, Aparecida de Oliveira,
Sasso-Cerri ve Cerri, 2014) dahil olmak iizere c¢ok cesitli hiicreler tarafindan iiretilen
osteoprotegerin (OPG) adi verilen bagka bir faktor RANKL'a baglanarak RANK/RANKL
etkilesimini Onler ve sonug olarak, osteoklastogenezi inhibe eder (Brendan F Boyce ve Xing,
2008). Bu nedenle, RANKL/RANK/OPG sistemi, osteoklastogenezin ana aracisidir
(Florencio-Silva ve digerleri, 2015).

Osteoklastlardan salgilanan vezikiiler RANK, osteoblastik RANKL'a baglanir ve RANKL ters

sinyali ile osteoblast farklilasmasii ve kemik olusumunu destekler. RANKL baslangicta
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transmembran protein olarak iiretilir ve ¢oziiniir bir form (SRANKL) vermek {izere proteaz
tarafindan boliinlir ve bu sRANKL, iskelet olgunlastik¢a siingerimsi kemikte osteoklast
olusumu icin gereklidir (Xiong ve digerleri, 2018). Gelismekte olan iskelette osteoklast
olusumu i¢in cogunlukla RANKL'nin zara bagh formu yeterlidir. Buna goére vezikiiler RANK,
osteoblast farklilasmas1 ve kemik gelisimi sirasinda farkli etki mekanizmasina sahip olabilir
(J.-M. Kim ve digerleri, 2020). Sekil 2.10’da kemik yeniden sekillenmesi siirecindeki RANKL

etkilesimi gosterilmektedir.
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Sekil 2.10. Kemigin yeniden sekillenmesi siirecinin sematik gosterimi (Eastell ve digerleri,
2016). Osteoblastlar (Ob); osteoklastlar (Oc); niikleer faktor-kB reseptor
aktivatorii (RANK); niikleer faktor-kB ligandinin (RANKL) reseptor aktivatori;
osteoprotegerin (OPG) (Molino ve digerleri, 2020).

OPG'nin, RANKL/RANK etkilesimini bloke ederek osteoklast farklilasmasm ve
aktivasyonunu negatif olarak diizenleyen, RANKL'ye baglanan bir tuzak reseptorii olarak islev

gordiigii diistiniilmektedir (Theoleyre ve digerleri, 2004).

Osteoporotik kosullar altinda, mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastlar dahil osteojenik
hiicrelerin sayis1 ve/veya aktivitesi azalirken osteoklast aktivitesi artar. Bununla birlikte, TNF-
a, IL-6 ve IL-1 gibi spontan olarak artmis proinflamatuar sitokin ekspresyonu ve azalmis
kemik olusturma faktorleri (IGF-1 ve TGF-B) osteoporoz ile iliskilidir (Marco, Milena,

Gianluca ve Vittoria, 2005; Sommer ve digerleri, 2019).
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BTM'’ler sadece osteoporoz ve kiriK riski takibinde degil baska hastaliklarda da kullanilabilir.
BTM'ler, kemigi etkileyen endokrin, onkolojik ve romatolojik bozukluklarmn tani ve
tedavisinde faydalidir.

BTM'lerin bobrek hastaliginda kullanimi

Kronik bobrek hastalii olan hastalarda osteoporoz ve/veya renal kemik hastaligi gelisebilir.
Dinamik olmayan kemik hastaligi, osteomalazi ve hiperparatiroid renal kemik hastaliginin
dislanmasi, uygun tedavi Kararlarinin verilmesi igin kritik 6neme sahiptir (Greenblatt ve

digerleri, 2017; Miller, 2018).

BTM'lerin onkolojideki rolii

Bir dizi kat1 tiimér, 6zellikle gogiis ve prostat karsinomu, karakteristik olarak kemige metastaz
yapar ve kemigin birincil tutulumu da, Ozellikle multipl miyelom olmak iizere birgok
hematopoietik malignitenin karakteristigidir. Neredeyse tiim vakalarda, bu kemik tutulumu,
kemik metabolizmasindaki degisikliklerle karakterize edilir ve kemik metabolizmasindaki bu
bozulmalar genellikle patolojik kiriklara zemin hazirlar ve bu iskelet metastazlarina katkida
bulunabilir. BTM'lerin 6lgiimii bu durumlarda prognostik bilgi saglayabilir (Greenblatt ve
digerleri, 2017; Sterling ve Johnson, 2018).

Romatolojik hastaliklarda BTM'ler

Romatoid artrit gibi romatolojik hastaliklarda goriilen resorptif belirteglerdeki artislar igin
birka¢ farkli neden sdylenebilir. Birincisi, romatoid artrit gibi hastaliklar lokal, ozellikle
periartikiiler kemik erozyonlar1 gosterir. Ek olarak, hastaligin enflamatuar ortami, gelismis
kemik rezorpsiyonu ve baskilanmis kemik olusumu nedeniyle sistemik osteopeniyi tesvik eder.
Bu durum sadece romatoid artrite 6zgii degildir ve ¢ok ¢esitli kronik inflamatuar, otoimmiin
veya enfeksiyoz durumlarda, ozellikle inflamatuar barsak hastaliginda goriiliir (Ellen M
Gravallese ve Goldring, 2018; Greenblatt ve digerleri, 2017).
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Paget kemik hastaliginda BTM'ler

Paget kemigi hastaligi, osteoporozdan sonra en sik goriilen ikinci kemik metabolik hastaligidir.
Etkilenen kemiklerin genislemesine ve deformasyonuna yol acan asir1 yiiksek kemik dongiisii

ile karakterize edilir (Charles, Siris ve Roodman, 2018; Greenblatt ve digerleri, 2017).
2.5. Sfingozin-1-Fosfat
2.5.1. Sfingozin-1-fosfat yapi ve meatbolizmasi

Sfingolipitler membran lipitleri smifinda yer alan, yaygin olarak bulunan ve lipit ¢ift
tabakasinin mekanik olarak stabil ve kimyasal olarak direngli bir dig sinir olusturmasina
katillarak hiicre yiizeyini koruyan molekiillerdir. Membran biitiinliiglinii saglama, enzim
aktivitelerini ve sinyal iletim yollarini diizenleme gibi fonksiyonlarina sahiptirler (Companioni,
Mir, Garcia-Mayea ve LLeonart, 2021; R. H. Kim, Takabe, Milstien ve Spiegel, 2009; King,
2014; Ogretmen, 2018).

Sfingolipidlerin genel yapisini uzun zincirli bir alifatik amino alkol olan sfingoid baz olusturur
ve buna bagli, bir polar bas grubuna O-baglhidir ve omurgayi olusturan bir yag asidine ise bir
amid molekiilii baghidir. Omurgaya bagli fonksiyonel gruplarin varyasyonlart (sfingomiyelin
ve glikosfingolipitler,serebrozitler, siilfatitler, globozitler ve gangliozitler) sfingolipidlerin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerini belirler. Ornegin, seramitin deasilasyonundan
tiiretilen sfingozinin tizerindeki fosforilasyonu hidroksil grubu, lizofosfolipid S1P'yi olusturur
(Ren, Pang, Han ve Li, 2021). Sekil 2.11’de Sfingozin-1-fosfatin genel yapisi gosterilmektedir.
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Sfingolipidler R grup R: grup
S1P -POaH -H2*
Sfingozin -H -Ha*
Seramid -H yag asidi
Sfingomyelin -PC/PE/PS yag asidi
Serebrosid monosakkarit yag asidi
Gangliosit oligosakkarit + sialik asit yag asidi

Sekil 2.11. Sfingolipidlerin genel yapilart. (a) Sfingolipidlerin kimyasal yapilari. Sfingoid
taban gri golgede gosterilmistir. Fonksiyonel gruplart temsil eden R1 ve R2
sirastyla kirmizi ve yesil olarak vurgulanmustir. ( b) Farkli sfingolipid tiplerindeki
R1 ve R2 bilesimleri listelenmistir (Ren ve digerleri, 2021).

Sfingolipidlerin hiicrelerdeki metabolizmas1 karmasik ve dinamiktir. Gliserolipidler gibi,
seramit (N-asil sfingosin), sfingosin ve sfingosin-1-fosfat (S1P) dahil olmak iizere ¢ok sayida
agonist, sinyal molekiilleri olusturmak i¢in sfingolipid metabolizmasini diizenler (Ogretmen ve
Hannun, 2004; Strub, Maceyka, Hait, Milstien ve Spiegel, 2010).

Sfingolipit bazlarmin (sfingozin, dihidrosfingozin ve seramit) de novo sentezi, Endoplazmik
retikulumda (ER), serin palmitoiltransferaz (SPT) tarafindan katalize edilen palmitoil-KoA ve
serin kondensasyonu ile baslar. SPT, sfingolipit biyosentez yolaginin hiz kisitlayict enzimidir.
Aktif SPT, 2 ana alt birim ve enzim kompleksinin aktivitesini artiran, ayn1 zamanda agil-
KoA’nmn tercih edilmesini saglayan 3. bir alt birimden olusan heterotrimerik bir enzimdir.
Olusan 3-ketosfinganin (3-keto-dihidrosfingozin) hizla dihidrosfingozine indirgenir (Futerman,
Stieger, Hubbard ve Pagano, 1990; King, 2014; Ren ve digerleri, 2021; Satsu ve digerleri,
2013) ve bu daha sonra dihidro-seramitleri iiretmek igin seramit sentazlari (CerS) tarafindan N-
asile edilir (Galadari ve digerleri, 2006; Linn ve digerleri, 2001; R. Xu ve digerleri, 2006). Son
olarak, seramit iiretmek icin sfingoid bazinda 4-5 trans gift bag eklenir. Seramit daha sonra
ER'den Golgi'ye tagiir ve burada gesitli bas gruplarinin eklenmesiyle sfingolipidler olusturulur
(Funato, Vallée ve Riezman, 2002; Ren ve digerleri, 2021; Strub ve digerleri, 2010).
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Katabolizma sirasinda bu bas gruplarinin uzaklastirilmasindan sonra, seramitin seramidazlar
tarafindan deasile edilmesi, memelilerde en yaygin sfingoid baz olan sfingozini verir.
Sfingozin ve dihidrosfingozinin (sfinganin) yeniden tiretilmedigini ve yalmzca sfingolipidlerin
katabolizmasiyla olustugunu not etmek Snemlidir. Bu sfingoid bazlar, karmasik sfingolipid
biyosentezi igin yeniden kullanilabilir (kurtarma —salvage yolu). S1P, iki sfingozin kinazin
(sirastyla SFK1 ve SFK2 veya sadece SK1 ve SK2) fosforilasyonu yoluyla c¢esitli hiicrelerde
sitozol ve ¢ekirdekte iiretilir. S1P, lizozomal fosfatazlar, S1P'ye 6zgii fosfatazlar olan SPP1 ve
SPP2 tarafindan geri doniistimlii defosforilasyon yoluyla sfingozine indirgenebilir veya S1P
liyaz enzimi (SPL) ile etanolamin-fosfata ve hekzadekenal'e S1P'yi geri doniisiimsiiz olarak
pargalayabilir (Bandhuvula ve Saba, 2007; Czubowicz, Jesko, Wencel, Lukiw ve Strosznajder,
2019; Maceyka, Milstien ve Spiegel, 2007; Meshcheryakova, Mechtcheriakova ve
Pietschmann, 2017; Strub ve digerleri, 2010; Tian ve digerleri, 2021; Xia ve Wadham, 2011).
Sekil 2.12°de S1P sentez ve metabolik yolu gosterilmektedir.
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Sekil 2.12.  S1P'nin metabolik yollar1 (Companioni ve digerleri, 2021).

S1P, sfingozinin sfingozin kinazlar (SPHK1 ve -2) tarafindan fosforilasyonuyla iiretilir ve
sfingozin fosfatazlar (SGPP1 ve -2) tarafindan sfingozine doniistirilir. Sfingozin,

seramidaz tarafindan seramitden deasilasyon ile iretilir ve seramit sentaz tarafindan geri
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dontistiirtiliir. Seramit ayrica de novo sentez yoluyla veya diger sfingolipidlerden geri
doniligiim yoluyla da tiretilebilir. FTY720 (fingolimod), SPHK?2 tarafindan FTY720-fosfata
fosforilasyondan sonra S1P1'in fonksiyonel bir antagonisti olarak hizmet eden bir 6n

ilagtir. (Ren ve digerleri, 2021)

2.5.2. Sfingozin kinaz yoluyla S1P iiretilmesi

S1P, hiicre iginde iki sfingosin kinaz (SphK1 ve SphK2) tarafindan sfingozinden meydana
gelir. Sfingozin sentezinde ara madde olan dihidrosfingozin de sifingozin kinazlar igin bir
substrattir (Strub ve digerleri, 2010). SphK, sfingozinin ATP'ye bagimli fosforilasyonunu
S1P'ye katalize eden bir lipit kinazdir (Cannavo ve digerleri, 2017; Gupta ve digerleri,
2021). Insanlar SPHK1 ve SPHK2 genleri tarafindan kodlanan 2 iliskili sfingozin kinaz
ifadeler. SphK'nin iki izoformu -SphK1 ve SphK2- insanlarda karakterize edilmistir (King,
2014; S. Pyne, Lee, Long ve Pyne, 2009). Ayn1 biyokimyasal reaksiyonu katalize ederler
ancak substrat afiniteleri, doku dagilimi ve hiicre alt1 yerlesimleri bakimindan farklilik
gosterirler. SphK 1, normal fizyolojik kosullar altinda sitoplazmada bulunur, ancak aktive
edildiginde plazma zarina yer degistirir. Buna karsilik, ¢ekirdekte SphK2 bulunur (N. J.
Pyne ve Pyne, 2020). iki izoenzim olduk¢a homolog olmasimna ragmen, farkli islevleri
yerine getirdikleri gdézlemlenmistir. SphK1 hayatta kalma yanlis1 etkiler gosterirken,
caligmalar SphK2'nin pro-apoptotik roliine isaret etmektedir (P. Gao ve Smith, 2011;
Gustin ve digerleri, 2013; Murakami ve digerleri, 2010; Ren ve digerleri, 2021).

SphKY'in fosforilasyonunu indiikleyen bir dizi harici uyaran, doniistiiriicii bilytime faktori
B (TGF-B), tiimor nekroz faktorii a (TNF-a), proinflamatuar sitokin ve reseptdr tirozin
kinazlarin, G- aktivasyonu yoluyla ¢esitli bliylime faktorlerini, protein bagh reseptorler ve
toll benzeri reseptorler igerir (Bao, Guo, Zhang, Fan ve Yang, 2017; Gupta ve digerleri,
2021). TGF-f'nin, gen ekspresyon seviyelerini yukari dogru diizenleyerek SphK1
aktivitesini indiikledigi gozlemlenmistir (X. Zhang, Cai, Zhang ve Chen, 2018). Ayrica,
TGF-B'ya maruz kalma, S1P fosfataz aktivitesini azaltir ve sonug olarak S1P hiicre i¢i
diizeylerinde gegici ve hizli bir artisa yol agar. SphK1'in bagka bir aktivatorii, insan gébek
damar1 endotel hiicresinde (HUVEC) SphK1 aktivitesini arttiran TNFa'dir (W. Zhang ve
digerleri, 2013). Diger endojen agonistler, her ikisi de SphKl1'in ekspresyonunu ve
aktivitesini yukar1 regiile eden prolaktin ve 17B-estradiol igerir (Maczis ve digerleri, 2018).
Cekirdekte, SphK2, histon deasetilazlarin (HDAC1/2) aktivitesini inhibe eden ve gen
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ekspresyonunu diizenleyen S1P'yi olusturmak igin sfingozinin fosforilasyonunu katalize
eder. S1P ayrica insan ve fare fibroblastlarinda insan telomeraz ters transkriptazina
(hTERT) baglanir ve bu, makorin halka parmak proteini 1 (MKRN1) ile etkilesimini
engeller ve telomeraz stabilitesini destekler. S1P ayrica mitokondride SphK2'nin etkisiyle
iretilir. SphK2'nin asir1 ekspresyonu genellikle apoptozu ve hiicre dongiisii durmasini
artirir. Bu izoformun proapoptotik etkilerine, hayatta kalma yanlisi Bel-2 aile tiyesi Bel-xL
ile etkilesime giren varsayilan bir BH3 motifi araciligiyla aracilik edilmistir (X. Ding ve
digerleri, 2019). Ayrica, sonraki SI1P sentezi ile SphK2min mitokondriyal
lokalizasyonunun, sonug olarak salinan sitokrom C (Cannavo ve digerleri, 2017; Neubauer
ve Pitson, 2013) ile membran potansiyelini modiile eden BAK'n BID aracili

aktivasyonunu sagladig gosterilmistir (Gupta ve digerleri, 2021).

2.5.3. S1P liyaz tarafindan S1P bozulmasi

S1P'nin bozunmasi, esas olarak sfingozin ile karsilikli doniisiim veya fosfoetanolamin (PE)
ve trans-2-heksadesenal'e geri doniisiimsiiz bozunma yoluyla, metabolik talebe gore
sinerjik olarak S1P senteziyle eslesir (Lucaciu, Brunkhorst, Pfeilschifter, Pfeilschifter ve
Subburayalu, 2020). Esas olarak iki S1P fosfataz ((S1P fosfataz-1 ve -2) tarafindan S1P'nin
fosforilasyonu ile, sfingolipit metabolik yoluna yeniden girebilen sfingozin meydana gelir
(Ren ve digerleri, 2021).

S1P liyaz (SPL) ve lipid fosfat fosfohidrolazlar (lizofosfolipid hidrolaz) (Tukijan,
Chandrakanthan ve Nguyen, 2018) (LPP'ler), hiicre igi ve hiicre dis1 bosluklarda S1P
bozulmasi i¢in ¢ok dnemli enzimler olarak iglev goriir. Fosfolipit sentezi i¢in bir substrat
olarak kullanildiginda, S1P, hekzadekenal ve fosfoetanolamin olusturacak sekilde S1P
liyaz ile yikilir. Fosfoetanolamin, fosfolipit olan fosfatidiletanolamin (PE) sentezinin
dogrudan onciistidiir. Heksadekenal, ise heksadekenal dehidrogenaz ile hekzadekenoik
aside ve sonra palmitoil-KoA’ya doniistiiriiliir. S1P’in S1P liyaz yolu ile yikilmasi,
sfingolipitlerin gliserolipitlere doéniistiirilmesinde 6nemli bir yol olusturmaktadir (King,

2014).

SPL'nin inhibisyonu, T hiicresi sekestrasyonuna ve immiinosupresyona neden oldugundan,
SPL, multipl skleroz ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde 6nemli bir

terapotik hedef olarak kabul edilir (Bagdanoff ve digerleri, 2009; Ren ve digerleri, 2021).
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Sphingolipidlerin  sentezleri endoplazmik retikulumda baslar ve golgi aygitinda
tamamlanir. Bu lipidler plazma membran1i ve endozomlarda zenginlestirilir. Sitozolde
vezikiillerle ve monomerik transportla tagmir (Mendelson, Evans ve Hla, 2014; Obinata ve
Hla, 2019). Bir¢ok hiicre, daha sonra otokrin veya parakrin bir sekilde hareket edebilen
S1P salgilar (Maceyka, Harikumar, Milstien ve Spiegel, 2012; Mendelson ve digerleri,
2014). S1P, belirli tastyicilar tarafindan hiicrelerden hiicre dis1 ortama salgilanir, plazma
zar1 lizerindeki reseptOriine baglanir ve G proteini ile eslesmis reseptorler araciligiyla
sinyaller ileterek ¢oklu hiicresel siiregleri diizenler (Blaho ve Hla, 2011; Meshcheryakova
ve digerleri, 2017; Rosen ve Goetzl, 2005; Saba ve Hla, 2004).

2.5.4. Sfingozin-1-fosfat reseptorleri

S1P, ikinci bir lipid habercisi olarak gorev yapar ve hiicre proliferasyonu, migrasyonu,
enflamasyon ve anjiyogenez gibi hem normal hem de patolojik hiicresel kosullar i¢in ¢ok

onemli olan gesitli fizyolojik siiregleri diizenler (Gupta ve digerleri, 2021).

S1P reseptorleri, lizofosfatidik asit ve kannabinoid reseptorleri ile yakindan iligkili olan G
proteinine bagh reseptorlerdir (GPCR'ler). S1P 1-5 olarak adlandirilan bes S1P reseptorii
aciklanmistir. S1P etkilerini, bes G-protein esli reseptér (GPCR), yani S1P reseptorii 1-5
S1P1, S1P2, S1P3, S1P4 ve S1P5 ailesine baglanarak gosterir ve ¢ogu hiicre, SI1P
reseptoriiniin bir veya daha fazla alt tipini eksprese edebilir (Gupta ve digerleri, 2021;
Hannun ve Obeid, 2018; Mendelson ve digerleri, 2014). Hepsi S1P'ye yiiksek afinite ile
baglanir ve hiicresel yanitlart indiikler. S1P'nin S1P 1-5'e otokrin veya parakrin
baglanmasi, kanser ve inflamasyon vaskiiler sistem ve merkezi sinir sistemi gelisimine,
canliliga ve ¢ogalmaya, immiin hiicre trafigine, hiicre adezyonuna, hiicre yasamasina ve
mitojeneze, stres cevaplarina, doku homeostazina, anjiojeneze ve metabolik diizenlemeye
katilim1 dahil olmak tizere bir¢ok patofizyolojik durumdaki roliinden sorumlu olan asagi

akis sinyal yollariin gesitlerini aktive eder (Takabe, Paugh, Milstien ve Spiegel, 2008).

S1P reseptorleri lenfositler, endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, kalp miyozitleri beyin ve
sinir hiicreleri dahil pek ¢ok hiicre tarafinfan eksprese edilebilir. Lokosit hareketleri, noral
hiicre islevleri, hiicre gogii, vaskiiler homeostaz, endotel hiicre islevleri gibi ¢esitli
biyolojik islevlerin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. S1P1, S1P2 ve S1P3 ¢ogunlukla
bagisiklik sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve beyinde dagilmistir. S1P1 T ve B
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lenfositlerinde yiiksek oranda eksprese edilir (Mendelson ve digerleri, 2014; Obinata ve
Hla, 2019). Sekil 2.13’te S1P reseptor ve sinyalleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.13. S1P-S1P reseptdr sinyalizasyon sistemine genel bakis

Sekil 2.13’te belirtildigi gibi (B) Hiicre i¢inde tretilen S1P, Mfsd2b [kirmizi kan hiicresi
(RBC) ve trombosit] ve Spns2 (endotel hiicreleri) gibi spesifik tasiyicilar tarafindan tasinir
ve alblimin ve HDL ile iligkili spesifik S1P saperon proteini, ApoM tarafindan taginir. (C)

S1P, heterotrimerik G proteininin birlestirilmis Ga alt birimlerine ve belirli bir hiicre
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tipindeki her reseptoriin ekspresyon modeline bagl olarak ¢esitli hiicre i¢i sinyalleri ileten

S1P reseptorlerini, S1P1-5'1 aktive eder (Obinata ve Hla, 2019).

2.5.5. Sfingozin-1-fosfat reseptor sinyali

SIP tiim reseptorlerine yiiksek afinite ile baglanir ve vaskiiler biitiinlik, bagisiklik
hiicrelerinin ¢ikis1 ve hiicre gocii icin 6nemli olan asag1 akis sinyal yollarini indiikler. Bu
birlesme Rho, Rac ve Ras gibi kiigiik GTPazlarin aktivasyonu ile sonuglanir (Mendelson
ve digerleri, 2014). S1P reseptorlerinin diger akis asag1 efektorleri arasinda adenilat siklaz,
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI-3-kinaz), Ras-MAPK, fosfolipaz C, protein kinaz C,
serin/treonin protein kinaz AKT, Ras-ERK, tirozin protein kinaz JAK-sinyal doniistiiriicii
ve transkripsiyon aktivatorii (STAT), Akt/PKB (protein kinaz B), c-Src tirozin Kkinaz,
fosfolipaz D ve fokal adezyon kinaz p125 ve hiicre i¢i kalsiyum bulunur (Drexler, Molina,

Mitrofanova, Fornoni ve Merscher, 2021; Hannun ve Obeid, 2018).

S1P tarafindan diizenlenen transkripsiyonel tepkiler iyi anlagilmamistir; bununla birlikte,
son ¢aligmalar Rho GTPase-bagli S1P reseptorlerinin Hippo sinyal yolunu ve bununla
iliskili transkripsiyonel efektorleri aktive edebildigini gostermektedir. S1P'nin ayrica histon
deasetilazlar, TRAF2 ve prohibitin 2 gibi alternatif GPCR'den bagimsiz yollar araciligiyla
islev gordiigii de one siiriilmiistiir (Alvarez ve digerleri, 2010; Hait ve digerleri, 2009;
Mendelson ve digerleri, 2014; Strub ve digerleri, 2011; Yu ve digerleri, 2012).

S1PR1, yalnizca inhibitor Gai ile eslesir; SIPR2 ve S1PR3, Gai , Gaq ve Gal2/13'e
baglanir; oysa S1PR4 ve SIPRS, Goai ve Gal2/13 alt birimleriyle birlesir. Bu G
proteinlerine S1PR  baglanmasini, vaskiiler biitlinliiglin korunmasinda, bagisiklik
hiicrelerinin ¢ikisinda ve hiicre gogiinde onemli olan bir¢ok asagi akis sinyal yolunun
aktivasyonuna yol agan reseptor aktivasyonu ve sinyal transdiiksiyonu takip eder (Drexler
ve digerleri, 2021). Sekil 2.14’re S1P ve reseptorlerinin sinyal mekanizmalari

gosterilmektedir.



44

Immun ve immun ve Immun ve Oligodentrositier
Kardiyovaskiler Kardiyovaskiler Kardiyovaskler Lenfoid Doku NK hucreleri
Sistemn Sistern Sistern Fibroz Astrositier
S1PR1 S1PR2 S1PR3 S1PR4 S1PRS
o900 0O 2099000000000 7\00033°O°¢=30 920000000000 2090000000000 0000000 O0OC
0000060 ;00¢00°5G€<¢&0005¢G 000000 200000000 20900000
L Y o 4 o M
PC  cAMP me Rac PLC Rac A Rac oA Rac
Ca™ Ca™ Co™
Rac oA RhoA
PLA2 PA2/44 MAPK TRPVY
' couz
RhoA S
PR/ 48 MAPK I + ‘
Goe Gég Gog Huicresel Iskeletinin ic
Proliferasyon Proliferasyon inflamasyon yeniden diizenlenesi Hayatta Kalma
Hayatta Kalma Hayatta Kalma Agn/Kasint Hiicre etrafinin Siirec Geri Cekilmesi
Yapisma Yapisma Hassasiyeti sarllmasi
Siki baglant yeri Siki baglann yeri Proinflamatuar
Anti-Apoptoz AntiProliferasyon
e
Vaskiiler Batiinligtinin korunmasi Dendritik hiicre géc¢ii NK hiicrelerinin cikisi
Bagisiklik Hiicrelerinin gikigi Badisikhk bastirma OPC Géga

Sekil 2.14.  S1P-S1P reseptor mekanizmasi

S1P'nin bilinen S1PR'lerden bagimsiz gériinen bazi baska eylemleri de vardir. S1P eylemi,
metabolize edici enzimlerinin aktivasyonuna ve mekansal dagilimina ve ayrica substrat
olan sfingosinin mevcudiyetine bagli olabilir (Strub ve digerleri, 2010). S1P, hiicre tipine,
sentez ve bozunma bolgesine ve hastaligin patofizyolojisine bagli olarak hem pro-hem de
anti-inflamatuar 6zellikler sergileyen iki ucu keskin bir kiligtir. S1P'nin hiicresel etkilerinin
cogu, hiicre yiizeyindeki G-proteinine bagli SIP1-5 reseptorlerine baglanmasina atfedilmis
olsa da, S1P ayrica E3 ubikuitin ligaz TRAF-2, Racl, B-bolgesi amiloid Oncii protein
parcalayict enzim-1, telomeraz ve Ca2 + homeostazi gibi hiicre i¢i hedefler lizerinde
dogrudan etki ile hiicre i¢i sinyal verebilir. Ayrica son g¢alismalar, S1P'nin insan
telomerazina baglandigini gostermektedir (Ebenezer, Fu, Suryadevara, Zhao ve Natarajan,
2017).

2.5.6. Sfingozin-1-fosfat taginimi

Seramitler, sfingomyelinler ve sfingolipidlerin hidrofobik yapis1 g6z oniine alindiginda, bu
molekiillerin 6zel olarak taginmadiklar siirece (hidrolitik veya sentetik olarak) tiretildikleri
bolmelerde kalacaklar1 acgiktir. SIPmin zayif sulu ¢oziiniirliigii, kan ve lenf dolagiminda

tasinmast ve S1PR'lere erisim icin protein molekiilleri ile iliskisini gerektirir. Bu tiir
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etkilesimler ayn1 zamanda biyolojik kompartimanlar boyunca uzamsal konsantrasyon
farkliliklar1 olan S1P gradyanlarinin olusumunu kolaylastirir, boylece ¢esitli yerlerde segici
reseptor aktivasyonuna izin verir (Cartier ve Hla, 2019). Bu 6zellikler, S1P'nin birden fazla
fizyolojik siirece dahil olmasini saglar. Omurgalilarda, hiicre iginde iiretilen S1P, 6zgiil
tastyicilar ile hiicre dist alana salinir. Bu tastyicilardan biri, endotel hiicrelerinde SPNS2
geni tarafindan kodlanan (protein spinster homologu-2 (SPNS2) ve kirmizi kan hiicresi
(RBC) ve trombositlerde Mfsd2b veya ABC tasiyicilaridir (Hannun ve Obeid, 2018; King,
2014; Ren ve digerleri, 2021).

Plasma SIP, albiimin (%30) ve HDL (%65) ile iliskili spesifik SIP saperon proteini,
apolipoprotein M (ApoM) tarafindan taginir (King, 2014; Mendelson ve digerleri, 2014;
Obinata ve Hla, 2019).
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Sekil 2.15.  S1P taginimu

Plazma S1P diizeyleri (1 uM) yiiksekken, doku ve interstisyel sivilar ise c¢ok diisiik
diizeyler igerir (Olivera, Allende ve Proia, 2013). Plazma SI1P'nin kaynaklari net

olmamakla birlikte, son arastirmalar trombositlerin, kirmizi hiicrelerin ve karaciger
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sinlizoidal endotel hiicreleri (EC'ler) gibi hematopoietik olmayan kaynaklarin oldugunu
gosterdiginden, kandaki S1Pmin hiicresel kaynaklar1 belirsizdir (Ebenezer ve digerleri,
2017; Ito ve digerleri, 2007; Ksigzek, Chacinska, Chabowski ve Baranowski, 2015;
Yatomi ve digerleri, 2004). Lenfatik endotel hiicrelerinin de lenfatik dolagima SI1P
salgiladig1 diistiniilmektedir (King, 2014).

Mast hiicreleri, SphK aktivasyonu yoluyla hiicre i¢i ve salgilanan S1P'nin giicli
iireticileridir. Mast hiicreleri, hiicre yiizeylerinde S1P1 ve S1P2 reseptorlerini eksprese eder

(Olivera ve digerleri, 2007).

Sfingolipid metabolizmasi, birkag yolun birbirine bagli oldugu, oldukca koordineli genis
spektrumlu bir hiicresel yoldur. S1P sentezi ve bozunmasinin metabolik yollari, fosfolipid
sentezi, sterol metabolizmas1 ve transkripsiyonel tepkiler gibi temel hiicresel yollarla
kesistiginden, SIP seviyelerinin modiilasyonu, hiicre sagkalimi, 6liimii ve farklilagsmasi,
hiicre hareketliligi ve gogti gibi kritik hiicresel kararlari biiyiik 6l¢iide etkileyebilir (Saba ve
Hla, 2004).

S1Pmin etkisi, metabolize edici enzimlerinin aktivasyonuna ve uzamsal dagilimina ve
ayrica substrat olan sfingosinin mevcudiyetine bagli olabilir. S1P, fizyolojik rollerini,
hiicre i¢i hedeflerine baglanma veya hiicre dis1 salgilama yoluyla iki mekanizma yoluyla
harekete gecirir (Cartier ve Hla, 2019). S1P metabolizmasindaki seramidaz ve sfingosin
kinaz (SPHK), hiicre i¢i sfingolipid metabolizmasinda ve ayrica hiicre dis1 sinyallesmede

cift gorev yapar.

S1P’nin hiicre i¢i miktar1 sfingozin kinaz (SK) ve sfingozin-1-fosfat liyaz (SPL) enzimleri
tarafindan kontrol edilir. Genellikle, hiicre i¢i S1P konsantrasyonlari, S1P fosfataz veya
S1P liyazin etkisiyle diisiik tutulur. Buna karsilik S1P, belirli tagiyicilar araciligiyla hiicre
disina c¢ikabilir. Bunlar, S1P molekiiliinii plazma zarinin i¢inden hiicre dis1 yaprak¢igina
cevirir, boylece S1P'nin hiicre dis1 etkisine izin verir. Disa aktarildiktan sonra S1P, aynm
hiicrede eksprese edilen S1PR'leri otokrin bir sekilde aktive edebilir. Bununla birlikte,
S1P'ye baglanan ve sulu ¢oziinlirliigli miimkiin kilan saperon proteinleri ile ekstraksiyon,
hiicre dis1 ortamda dagilabilir SIP'ye yol agar, bdylece SIPR'leri parakrin ve/veya
endokrin bir sekilde aktive eden uzamsal gradyanlar yaratir (Cartier ve Hla, 2019; Obinata
ve Hla, 2019).
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Seramit ve S1P, 6zel biyolojik islevlere sahip anahtar sfingolipidler arasindadir. S1P, hiicre
biliylimesini tesvik eder, hayatta kalma yanlis1 bir molekiil olarak islev goriir ve hiicre
proliferasyonunu, hayatta kalmayi, anjiyogenezi ve hiicre kacakc¢iligini diizenler ve
apoptozu inhibe ederken, onciileri seramid ve sfingosin tipik olarak hiicre biiyiimesini
inhibe eder ve otofajiyi kontrol eden proapoptotik bir molekiil olarak hareket eder (Gupta
ve digerleri, 2021; Hannun ve Obeid, 2008). Bu nedenle, zit hareket eden bu ii¢ sfingolipid
metabolitinin hiicresel dengesi, "sfingolipid reosta", hiicre kaderinin diizenlenmesinde ¢ok
onemlidir (Gupta ve digerleri, 2021; Zaibaq, Dowdy ve Larion, 2022). Normal fizyolojik
kosullar altinda, sfingolipid reostasinin dengesi, anahtar bir enzim olan SphK'nin
fonksiyonel aktivitesi ile iyi bir sekilde korunur. Bu karmasik dengenin sfingozine dogru
biikiilmesi, hiicre dongiisii durmasini1 ve apoptozu indiikler. Buna karsilik, S1P'nin iceride
birikmesi, hiicre biiyiimesini ve ¢ogalma yollarini aktive ederek, genellikle kanser ve diger
enflamatuar hastaliklar gibi patolojik durumlara yol agar. "Sfingolipid-reosta"in seramit ve
S1P seviyelerini kontrol ederek hiicre kaderini tanimladig: fikri, SphK'nin inhibisyonunun
S1P'nin azalmasina ve seramitin artmasiyla hiicre 6liimiiniin saglanmasi gergegiyle daha da
gliglendirilir (Gupta ve digerleri, 2021; Lewis, Wallington-Beddoe, Powell ve Pitson,
2018).

2.5.6. Farkh hastalik gruplarinda sfingozin-1-fosfat

S1P, giinlimiizde kanser, ateroskleroz, diyabet, inflamasyon, otoimmiin hastaliklar ve
osteoporoz dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik ve patofizyolojik siirecin Kritik bir

diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir.

Kanser

Yapilan ¢aligmalarda, SphK1 ve S1P iiretiminin timor biiytimesi, apoptoz direnci, tiimoriin
anjiyogenezini ve metastazin1 destekledigini gostermistir (N. J. Pyne ve Pyne, 2020).
SphK1 mesaji ve protein seviyeleri, kanserli dokuda siklikla yukari regiile edilir ve
ekspresyon, kemo- ve radyo-direng ve kotii prognoz ile iliskilidir. Tiimor hiicrelerinden
salgilanan S1P, biliylimeyi, hayatta kalmayi, hareketliligi ve metastazi tesvik etmek i¢in
otokrin bir sekilde veya endotel adezyon molekiillerini, anjiyogenezi indiiklemek ve
tiimor-stromal etkilesimleri ve ayrica bagisiklik hiicrelerini diizenlemek i¢in parakrin bir

sekilde S1PR'ler araciligiyla hareket edebilir (Maceyka ve digerleri, 2012). S1P hiicre
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Olimiinti ve hayatta kalmay1 uyarma mekanizmalarinda rol aldig1 i¢in kanser hiicrelerinin
biiyiime hizint degistirmek i¢in manipiilasyona uygun molekiiller arasinda yer alir (Ishii ve
digerleri, 2009; Ségui, Andrieu-Abadie, Jaffrézou, Benoist ve Levade, 2006). MCF-7
meme kanseri hiicrelerinin meme kanserine kars1 yaygin kullanilan ve oldukga giiclii bir
kemoterapoétik ajan olan doksorubisin ile tedavisi seramit ve sfingozin diizeylerini arttirir
ve apoptozu indiikler. Bunun aksine, MCF-7 hiicrelerinde SphK1'in asir1 ekspresyonu, S1P
seviyelerini arttirir, hiicre proliferasyonunu arttirir, hiicre dongiistiniin G1/S gecisini
hizlandirir ve DNA sentezini arttirir. Ayrica, SphK1 asir1 ekspresyonu meme kanseri hiicre

biiyiimesini ve farelerde tiimor olusumunu arttirir (R. H. Kim ve digerleri, 2009).

Ateroskleroz

Ateroskleroz kronik bir enflamatuvar durumdur ve ayirt edici 6zelligi plaklar olarak
adlandirilan lipidlerin ve bagisiklik hiicrelerinin subendotelyal boélgelerde yogun bir
sekilde birikmesi ve plagin yirtilmasindan sonra arter liimeninin daralmasina ve tromboza
neden olmasidir. Ateroskleroz patogenezinde S1P'ye olan ilgi, S1P'nin biiylik Olciide
yiikksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve albiimine bagli oldugu dolasimda yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu gozlemlerinden kaynaklanmaktadir. S1P'nin, monosit
baglanmas1 ve gogli, diiz kas hiicrelerinin proliferasyonu, vaskiiler tonus ve proinflamatuar
sitokinlerin Uiretimine yol acan NF-kB yolunun uyarilmas: dahil olmak iizere ateroskleroz
gelisiminde merkezi olan gesitli hiicre tipleri lizerinde gesitli etkileri vardir (Cartier ve Hla,
2019; Daum, Grabski ve Reidy, 2009; Maceyka ve digerleri, 2012). HDL’nin
vazodilatasyon ve endotel hiicrelerinin gd¢iinii uyarmast ve vaskiiler yapida
kardiyoprotektif bir role sahip olmast S1P’ye baghdir (King, 2014). Endotelyal S1PR'ler
inflamasyonu etkiler ve seramidlerin aracilik ettigi etkilere kars1 koyarak eNOS
aktivasyonu yoluyla damar genislemesini artirir (Ganbaatar ve digerleri, 2021; Green,
Maceyka, Cowart ve Spiegel, 2021). S1P'nin tasiyicist olan ApoM-S1P'nin, siirekli SIPR1-
PIBK-AKT-eNOS'a bagl gelistirilmis bariyer fonksiyonuna yol acan SI1PRI sinyalini
uzatan tarafli bir agonist gibi davrandigi, albumin-SIP ise SIPRI'in hizh
icsellestirilmesine ve duyarsizlasmasina yol agtig1 gosterilmistir. Makrofajlarda hiicre igi
S1P, depolanan lipitlerin bozulmasini arttirirken, SIP/S1PR sinyalleri apoptozu bloke eder
ve ABCAI1 aracili kolesterol ihracatini arttirir (Vaidya ve digerleri, 2019). Ayrica,
S1PR1'in ApoM-S1P tarafindan aktivasyonu, endotel hiicrelerinde ICAM-1 ve VCAM-1'i

artiran sitokin kaynakli NF-kB yolunu antagonize ettigi gosterilmistir (Galvani ve
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digerleri, 2015). Bu, endotelyal SIPR1'in damar duvarin iltihaplanma ve aterosklerozdan

korudugunu gosterir.

Diyabet ve obezite

Diyabet, diinya capinda milyonlarca insani etkileyen kronik bir hastaliktir. Insiilin
duyarlilastirici, anti-enflamatuar ve anti-apoptotik fonksiyonlara sahip bir hormon olan
adiposit kaynakli adiponektin ile insiilin duyarliligina sahip seramit ve metabolitleri
arasinda yakin zamanda baska bir ilgi ¢ekici baglant1 ortaya ¢ikarildi. Adiponektinin iki
reseptorii olan AdipoR1 ve AdipoR2'ye baglanmasi, seramidaz aktivitesini (sfingozine
deasilasyon) ve bunun anti-apoptotik metaboliti S1P'nin olusumunu uyarir. S1P daha sonra
reseptorlerine baglanarak AMPK'nin aktivasyonuna yol agabilir. Adiponektinin S1P
yoluyla bu etkileri, pankreatik beta hiicrelerinin hayatta kalmasini, besin alimini, besin
kullanimmi ve mitokondriyal proliferasyonu tesvik edebilir (Holland ve digerleri, 2011;
Maceyka ve digerleri, 2012).

Insanlarda dolasimda en bol bulunan doymus yag asidi olan palmitat, hem serin palmitoil
transferaz (SPT) hem de seramid sentaz (CerS) icin bir substrat oldugu i¢in seramit
tiretimini artirir ve dihidroseramid desatiiraz (DES1) ve SphK1 dahil olmak {izere énemli

sfingolipid biyosentetik enzimlerin transkripsiyonunu diizenler (Ross ve digerleri, 2013).

ST1P/S1PR sinyalinin diizenlenmesi, dokuya 6zgii metabolik sonuglar sergiler. Karaciger
hepatositlerinde {iretilen SI1P, sterol, lipid ve enflamatuar gen ekspresyonunu
diizenlemenin yani sira insiilin sinyallemesini ve trigliserit depolamasini gelistirmek i¢in
AKT'yi aktive edebilir (Aji ve digerleri, 2020). S1P ve S1P/S1PR sinyali, adiposit
iltihabini, farklilagmasini ve lipolizi, glikoz alimin1 ve mitokondriyal biyogenezi etkileyen
yollar1 modiile eder. Kaslarda, SIP/S1PR, AKT aktivitesini bloke etmek i¢in kismen IL6
iiretimi ve reseptOr aktivasyonu yoluyla insiilin sinyalini etkiler (Ross ve digerleri, 2013).
Pankreas B hiicrelerinde, S1P insiilin sekresyonunu arttirir ve SI1PR'lerin aktivasyonu

apoptozu baskilar ve mitokondriyal biyogenezi diizenler (Green ve digerleri, 2021).
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Pnémoni

Endotel bariyer biitiinliigli baglaminda S1P, akcigerleri pulmoner sizintt ve akciger
hasarindan korumada ¢ok 6nemli bir rol oynar. Akciger hasari ve endotelyal bariyer
fonksiyonuna dahil olmasi nedeniyle S1P, pnomoninin potansiyel bir biyobelirteci olabilir.
Ayrica yakin tarihli bir c¢alisma, akcigerdeki SI1P/SIP reseptorii 2-sinyal yolunun
hedeflenmesinin, akut akciger hasarinin Onlenmesi i¢in pndmonide yeni bir terapotik
perspektif saglayabilecegini 6ne siirmistiir (Gutbier ve digerleri, 2018; Hsu ve digerleri,
2019). Kortikosteroid tedavisinin mantigi, sistemik kortikosteroidin lokal ve sistemik
inflamatuar yaniti azaltabilmesi ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe
edebilmesidir (Montén ve digerleri, 1999). Sfingozin kinaz 1'in glukokortikoidler
tarafindan indiiklenmesinden kaynaklanan artan dolagimdaki S1P seviyelerinin, pulmoner
inflamasyonun inhibisyonu i¢in gerekli oldugu one siiriilmistiir (Vettorazzi ve digerleri,
2015). Deksametazon, yalnizca sitozolik izoenzim sfingozin kinaz 1'in ekspresyonunu
onemli ol¢iide degistirmekle kalmaz, ayn1 zamanda sfingolipid-S1P gelismis bir hiicre i¢i

olusumunu da bagslatir (Nieuwenhuis ve digerleri, 2009).

Kemik metabolizmasi

S1P osteoklast Onciillerinin kan ve kemik arasindaki gociinii kontrol eder ve osteoklast
onciilerini kemik yiizeylerinden uzak tutarak kemik bozulmasini azaltir, boylece kemik
yikimini 6nler (Tian ve digerleri, 2021). S1P normal dokularda diisiik konsantrasyonlarda
bulunabilir. Bu dogal lipit gradyani, belirli hiicre tipleri i¢in en giiclii kemo-gekici sisteme
aittir; artan hiicre i¢i S1P, hiicresel durumu bir pro-survival/anti-apoptotik fenotipe
kaydirir; azalmig S1P, diger arabulucularla birlikte hiicre farklilagsma siireclerini
giiclendirebilecegi gibi, proliferasyonun azalmasina yol agar; S1P, kemik rezorpsiyonu ile
etkilesime giren bir lipit aracidir (Alvarez, Milstien ve Spiegel, 2007; Meshcheryakova ve
digerleri, 2017).

Preosteoklastlarla karsilagtirildiginda olgun c¢ok ¢ekirdekli osteoklastlarda S1P olusturmak
icin sfingozinin fosforilasyonunu katalize eden sfingozin kinaz 1'in (SPHK1) 6nemli
indiiksiyonu gozlenmis. S1P, osteoblast dncii alimini indiikler ve olgun hiicre sagkalimin
destekler. Osteoklastlarin farklilasma sirasinda SPHK1 enzimini ve dolayisiyla reaksiyon

uriinii S1P'yi tirettigi gosterilmistir (Ryu ve digerleri, 2006). S1P osteoblast go¢iinii uyarir



51

ve hayatta kalmalarin1 destekler. Bu nedenle osteoklastlar, kemik rezorpsiyon bdlgelerine
osteoprojenitorler alabilir ve S1P salgilayarak olgun osteoblast sagkalimini tesvik edebilir

(Pederson ve digerleri, 2008).

Son zamanlarda yapilan bazi c¢alismalar S1P'in Kkritik bir osteoanabolik faktor olarak
potansiyeli vurgulanmistir (Keller ve digerleri, 2014). S1P, osteoblastlarin kemik
olusturma kapasitesini lokal olarak destekleyen anahtar osteoklast tiirevi birlestirme
habercisi olarak tanimlanmistir (Meshcheryakova ve digerleri, 2017). Fizyolojik
gozlemlere paralel olarak, fare osteoklastlarinda kalsitonin reseptoriiniin hiicre tipine 6zgl
silinmesi trabekiiler kemik hacminde bir artisla sonuglanmis; ayrica, osteoklastlar
tarafindan S1P salimimmi arttirildign gozlenmis (Keller ve digerleri, 2014). Bu veriler
S1PR3'in SIP'ye yamit olarak kemik olusumunu tesvik etmek icin gerekli oldugunu

gostermektedir.

Osteoklastlarda eksprese edilen sfingozin kinaz (SPHK), sfingozini fosforile ederek
sfingozin 1 fosfat (S1P) tiretir ve osteoblastogenezi destekler (Pederson ve digerleri, 2008).
RANKL stimiilasyonu(uyarma) iizerine osteoklast dnciillerinde S1P iiretimi artar ve SI1P,
osteoblastlarin ylizeyindeki S1P reseptoriine baglanir, bu da osteoblast gogiiniin ve hayatta
kalmanin artmasina neden olur. Daha sonra, S1P ile aktive olan osteoblastlar RANKL
ekspresyonunu yukar1 diizenleyerek osteoklastogenezi osteoklastogenezi (osteoklastlarin
monositler ve makrofajlardan farklilagmasi) arttirir (J.-M. Kim ve digerleri, 2020; Ryu ve
digerleri, 2006).

S1P, osteoblastlarda RANKL' artirarak osteoblastlarin proliferasyonunu, hayatta kalmasini
ve goclinii ve ayrica osteoklast farklilasmasii etkiler. Kan ve kemik iligi bosluklari
arasindaki osteoklast Onciilerinin trafigini kontrol eder. S1P konsantrasyonu dolasimda
yiiksektir, kemikte diisiiktlir; bu nedenle, osteoklast Onciileri kandan kemige go¢ eder
(Chapurlat ve Confavreux, 2016; Ishii ve Kikuta, 2013; J.-N. Zhang ve digerleri, 2015).
S1P ayrica osteoklast oOnciillerinin kan ve kemik arasindaki gogiinii kontrol eder ve
osteoklast onciilerini kemik yiizeylerinden uzak tutarak kemik bozulmasini azaltir, boylece

kemik yikimini 6nler (Tian ve digerleri, 2021).

S1PR1 ve S1PR2 zit etkilere sahiptir. Monosit hiicrelerinde diigiikk bir SIPR1 seviyesi,

osteoklast Onciillerinin birikmesine ve kemik rezorpsiyonunun artmasina neden olurken,
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azalmig bir SIPR2 seviyesi, osteoklastik kemik rezorpsiyonundaki bir azalma ile iliskilidir
(Konukoglu, 2019; Quint ve digerleri, 2013). Yiiksek serum SI1P diizeylerinin,
menopozdan sonra kadinlarda artmis kemik rezorpsiyonu ve artan vertebral kirik

prevalansi ile iligkili oldugu 6ne siirilmiistiir (Bae ve digerleri, 2016).

S1P iiretimi, aktive trombositler, eritrositler ve vaskiiler ve lenfatik endotelyal hiicreler gibi
diger hematopoietik olmayan hiicrelerde gosterilmistir; Mast hiicreleri, notrofiller ve farkli
orijinli epitel hiicreler ig¢in de sentez ve sekresyon Dbildirilmistir. Yerel SI1P
konsantrasyonlarini etkileyen bir diger onemli husus, S1P iireten/salgilayan hiicrelerin
yerel mevcudiyetidir. Bu, belirli bir doku veya doku bdlmesi i¢indeki mikro ortamin S1P
seviyelerini ve SIP etkilerinin spektrumunu etkileyecegini ve hatta tanimlayacagini
diistindiiriir. Kemik ve kemik iligi ile ilgili olarak, S1P iireten ana hiicresel fabrikalardan
biri olan eritrositlerin kemik iliginde {iretildigini ve kemik homeostazinin altinda yatan
S1P/S1PR'ye atfedilen mekanizmalarda ¢ok Ozel ancak heniiz tam bilinmeyen bir rol
oynayabilecegine dikkate almak oOnemlidir. Ayrica erken faz yamiti sirasinda, kemik
hasarina yerel bir trombosit aktivasyonu ve trombosit kaynakli bir biiylime faktoriiniin
(PDGF) ve muhtemelen S1P'nin trombosit aracili salgilanmasi eslik eder. Osteoklastlar ve
osteoblastik hiicreler ayrica kemik mikrogevresinde 6nemli miktarlarda S1P salgilarlar

(Meshcheryakova ve digerleri, 2017).

Invitro ¢alismalarda ozellikle, ekzojen olarak eklenen S1P'nin osteoklast farklilasmasi
iizerinde olumsuz bir etkisi olmamistir, bu da gdzlenen etkilerden hiicre dis1 S1P yerine

hiicre i¢i sorumlu olabilecegini gosterebilir (Ryu ve digerleri, 2006).

Kemik homeostazindaki S1P etkilerini daha ayrintili analiz etmek igin Ishii ve ark.
ozellikle osteoklastlar/monositlerde (cS1PR 1 -/- ) S1PR1 eksik fareler iiretmis. Bu
hayvanlarda, toplam kemik dokusu yogunlugu 6nemli 6l¢iide bozulmus ve hem trabekiiler
kalinlikta hem de trabekiiler yogunlukta bir azalma eslik etmis ve bunu osteoporotik bir

durum olarak yorumlamislar (Ishii ve digerleri, 2009).

Sasirtict  bir sekilde, hiicre goclinde katkida bulunan roliiniin yani sira, SI1PRI1
ekspresyonunun, kemik morfogenetik protein-2 (BMP2) kaynakli mezenkimal

progenitdrlerden olgun osteoblastlara gecisi sirasinda yukari regiile oldugu bulunmustur ve
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bu nedenle yeni bir osteoblastogenez belirteci olarak aday gosterilebilir (Meshcheryakova
ve digerleri, 2017).

Lee ve ark. postmenopozal kadinlarin premenopozal kadin ve erkeklere gére daha yliksek
SIP plazma diizeylerine sahip oldugu gostermisler. Ayrica, SI1P diizeyleri kemik
rezorpsiyon belirtecleri ile pozitif korelasyon gostermis ve kemik mineral yogunluk
degerleri ile negatif korelasyon gostermis, bu da dolagimdaki S1P'in kemik homeostazini
etkileyebilecegi hipotezini gliglii bir sekilde desteklemektedir (S. H. Lee ve digerleri,
2012).

Kim ve ark. plazma S1P diizeyleri ile vertebral kirik riski arasindaki iligkileri arastirdiklar
caligmalarinda, vertebral kirig1 olmayan postmenopozal kadin grubunda vertebral kirigi
olan gruba gore SIP diizeylerinin anlamli derecede diigiik oldugunu gostermisler; ikinci
grupta plazma S1P seviyeleri, vertebral kirik sayisi ile pozitif korelasyon gdstermis.
Bununla birlikte, yazarlar kan S1P'yi osteoporotik vertebral kirigin risk degerlendirmesi
icin yeni bir biyobelirteg olarak énermislerdir (Kanis, Cooper, Rizzoli ve Reginster, 2019;
B.-J. Kim ve digerleri, 2012).

Son zamanlarda, bagisiklik sistemi hiicreleri ile kemik arasindaki sinyallesmeye odaklanan
"osteoimmiinoloji" terimi gelistirilmistir. Enfeksiyonun erken evrelerinde spesifik olmayan
bagisiklik sistemi aktive olur, daha sonra T ve B lenfositleri resme girer ¢linkii makrofajlari
aktive eden T hiicreleri, dolayli olarak osteoklastlar1 ve bunlarin onciillerini ve dogrudan
niikleer faktér Kappa Betamin (RANK) reseptor-ligand aktivatoriiniin ekspresyonunu
aktive edebilir. S1P, kemigin yeniden sekillenmesi siireglerinde gdsterilmistir;
osteoblastlarin ve osteoklastlarin olusumunu indiikler (Xiao, Zhou, Friis, Beagley ve Xiao,
2019). Calismalar, SI1Pmin romatoid artrit ve kemik homeostazi gibi inflamatuar
hastaliklara katilimimi géstermistir (Ishii ve Kikuta, 2013). In vitro ve in vivo modeller,
S1P'nin kemotaksiyi indiikledigini ve kemik dokusu homeostazinda osteoklast dnciillerinin
go¢iinii diizenledigini bildirmistir (Ishii ve digerleri, 2009). S1P seviyelerine gelince, artan
S1P konsantrasyonu kanser, romatoid artrit ve aterosklerozda lokalize edilmistir. Kanda
dolasan S1P seviyeleri kirmizi kan hiicreleri tarafindan {iretilir, bu nedenle hematokrit

degeri konsantrasyonlarini etkileyebilir (Garcia-Parra ve digerleri, 2021).
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Kemik dokusunun yikimi, S1P sayesinde yikim bolgesine ¢ekilen osteoklast dnciillerinden
tiiretilen osteoklastlarin aktivitesinde bir artis ile karakterize edilir. S1P, osteoblastlar ve T
lenfositler yoluyla RANKL {iretimini indiikler ve bunlar RANK ile birlestiginde osteoklast
olusumunu baglatirlar. Osteoklastlar farklilagtiktan sonra S1P {ireterek osteoklastogenez
icin ¢ift yonlii bir besleme devresi olusturabilirler (Keller ve digerleri, 2014; Xiao ve
digerleri, 2019). S1P sinyali, monositlerin ve makrofajlarin kan dolagimindan etkilenen
kemik ve kemik dokularina gocilinii modiile etmek igin kritik 6neme sahiptir. Bu
monositler ve makrofajlar, kemik kaybina yol acan osteoklastik Onciiler olarak bilinirler

(Garcia-Parra ve digerleri, 2021).

Insan viicudundaki sayisiz islemi diizenleyen fonksiyonel bir molekiil olan S1P, kan
damarlarinda artarken diger dokularda azalir ve boylece kan ile interstisyel siv1 arasinda bir
S1P gradyan: olusturur. Osteoporozun nedenlerinden biri, osteoklastlarin kemokin aracili
olarak kemik rezorpsiyon bolgelerine alinmasidir ve enflamatuar, osteoliz ve kemik
metastazi, enflamatuar hiicrelerin veya tiimor hiicrelerinin kemokin gradyanlar1 yoluyla
g6¢ etmesinden kaynaklanir. S1P, osteoklast-osteoblast karigsmasinda bir baglanti faktori

olarak katilmak i¢cin RANKL ile isbirligi yapar.

S1P, osteoklast farklilasmasini destekleyen ve osteolizi kontrol eden osteoblastlarda
RANKL ekspresyonunu arttirir (Sekil 2.16.). Boylece S1P, osteoklastlar ve osteoblastlar
arasinda bir baglant1 faktorii olarak osteoliz ve osteogenezin karsilikli ilerlemesini ve
dengesini uyarir (L. Zhang ve digerleri, 2020). Sekil 2.16’da kemik dongiisiinde S1P ve
RANKL iliskisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.16. S1P’1n kemik dongiisiindeki rolii (L. Zhang ve digerleri, 2020).

S1P, kemik dongiisii ve osteoporozda Onemli bir rol oynar. Osteoporozun erken
belirtilerinden biri, kemik dongiisiiniin 6niindeki engellerdir ve tiim kemik dongiisii siireci
dort asamaya ayrilabilir. Tlk asamada, OCP'ler ve OBP'ler, SIPR2 sinyal yolu araciligiyla
kemik iligine alinir (bu hiicreler, SIPR1 sinyali yoluyla kana tasinir). Ve osteoklastik hiicre
tarafindan salgilanan S1P, osteoblastlarin farklilasmasini uyarabilir. ikinci asamada, S1P
ile igbirligi yapan RANKL, kemik dongiisiinii kolaylastiran ve kemik hemostazini koruyan
osteoklast-osteoblast karigmasi i¢in bir baglanti faktorii gorevi goriir. Osteoblastlarin
farklilagmas1 ve RANKL ekspresyonu, S1P (osteoklastik hiicrelerden salinan) tarafindan
indiiklenirken, kemik matriksinin ¢oziinmesi TGF-B'y1 serbest birakir. Ugiincii asamada,
osteoblastlarin hizli proliferasyonu (S1P tarafindan otokrin bir sekilde indiiklenir) ve
osteoklastlarin apoptozu, sonunda ¢6ziinmiis kemik matriksini yeniden dolduran OB/OC
oraninin artmasina yol agar. Son agamada ise yeni kemik olusumu tamamlanir ve kemik

dongiisii ilk asamadan itibaren devam eder (L. Zhang ve digerleri, 2020).

Romatoid artrit (RA), sinovyal astar hiicrelerinin hiperplazisi, mononiikleer hiicrelerin,

ozellikle sinovyal T hiicrelerinin ve makrofajlarin infiltrasyonu, anjiyogenez ve
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osteoklastik kemik yikimi gibi histolojik isaretlerle karakterize kronik, yikici, otoimmiin

bir eklem hastaligidir.

Bir tiimor nekroz faktorii (TNF) aile tiyesi olan RANKL, osteoklast dnciillerinin osteoklast
farklilasmasina baglanmasinda énemli bir rol oynar. RANKL, farklilasmis osteoklastlarin
aktivasyonu ve hayatta kalmasi i¢in de Onemlidir. Osteoklast farklilasmasi icin hiicre
yiizeyi molekiillerinin, osteoklast oOnciillerinde bulunan RANK ile RA'da sinoviyal
hiicreler, CD4 + T hiicreleri ve osteoblastlar gibi diger hiicrelerde eksprese edilen RANKL
arasindaki etkilesime bagli oldugu bulunmustur (Takeshita ve digerleri, 2012).

Kemik ve diger dokularda kabul edilen bir ilke sfingozin reostasidir: burada seramitin ve
S1P'nin hiicre i¢i seviyeleri hiicre sagkalimini ve proliferasyonunu etkiler, seramit pro-
apoptotik olarak kabul edilir ve S1P anti-apoptotik bir tarzda hareket eder (Maceyka ve
digerleri, 2012). Ek olarak, hiicre i¢ci S1P'nin kemik hiicreleri i¢indeki roliinii dogrudan
arastiran az sayida ¢alisma vardir (Ryu ve digerleri, 2006); bu nedenle, konuyla ilgili
incelemeler, diger hiicre tiirlerinde gergeklestirilen diger ¢alismalara dayali olarak iglevler

¢ikarma egilimindedir (Frost, Naylor ve McGettrick, 2023).

S1PR1 modiilatorlerinin RA'y1 iyilestirebilecegi mekanizmalar, sinoviyal dokularda oto-
agresif T hiicrelerinin bloke edilmesini, Treg-TH17 hiicre dengesizliginin restorasyonunu
ve hem mikrovaskiiler hem de aterosklerotik hastalig1 hafifletmek i¢in vaskiiler bariyerin
giiclendirilmesini igerir (Burg, Salmon ve Hla, 2022; Sluiter, van Buul, Huveneers, Quax
ve de Vries, 2021).

S1P'nin RA'da bir¢ok proinflamatuar etkisi vardir; bunlara in vitro-inflamatuar sitokinlere
yanit olarak sinoviyosit proliferasyonunu ve prostaglandin E2 (PGE2) ve siklooksijenaz
2'nin (COX2, prostaglandin G/H sentaz 2 olarak da bilinir) sinoviyosit iiretimini indiikleme
yetenegi dahildir. S1P, S1PR1 aracilifiyla fibroblast benzeri sinoviyositlerin apoptozunu
engeller ve sinoviyositler ve CD4+ T hiicreleri iizerinde RANKL’1 arttirir, bdylece
osteoklastogenezi tesvik eder, kemik erozyonlarina katkida bulunabilir (Zhao ve digerleri,
2008). RANKL sinyali, SIPR1'in osteoklast Onciilleri iizerindeki ekspresyonunu asagi
dogru diizenler, dolasima yeniden c¢ikislarin1 engeller ve osteoklast olgunlagmasini ve
kemik erimesini arttirir (Ishii ve digerleri, 2009). Lenfosit SIPR1 ekspresyonu ve lokal

S1P seviyesi ters iliskili oldugu icin, sinovyal dokulardaki yiiksek S1P seviyeleri SIPR1'in
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T hiicresi ekspresyonunu azaltir, boylece dokularda T hiicresi alikonma siiresini arttirir,
potansiyel olarak hastaligi siddetlendirir (Burg ve digerleri, 2022). Sekil 2.17°de S1P’nin

RA’de goriilen eklem hasarindaki etkisi gosterilmektedir.

Osteoklast
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Sekil 2.17. S1P'nin RA'da inflamatuar yaralanmaya ve eklem yikimina katkisi (Burg ve
digerleri, 2022).

RA’li hastalarin sinovyumunda (trombositler dahil bir¢ok kaynaktan) yiikselmis S1P
seviyeleri, osteoklast prekiirsor retansiyonunu ve kemik rezorpsiyonunu artirarak,
sinoviyosit proliferasyonunu, prostaglandin E2 (PGE2), tiimor nekroz faktorii (TNF) ve IL-
1B tretimini artirarak hastalik patogenezine katkida bulunabilecegi gosterilmis (Burg ve

digerleri, 2022).
2.6. Deneysel Model

Kemik doku ve ilgili hastaliklarin tani, tedavi ve takip yaklasimlarimi gelistirmek icin ¢ok

daha derin arastirmalara ihtiya¢ oldugu agiktir.
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Glinlimiizde yaygin olarak goriilmesi sebebiyle osteoporoz igin tani, tedavi ve tedavinin
izlenmesi kritik 6neme sahiptir. Bu konuda biiyiik bir zorluk, osteoporozun bir kirik ile
ortaya c¢ikana kadar asemptomatik olmasidir. Siirece dahil olan ¢ok sayida faktor, belirsiz
patogenezi, yasam kalitesindeki dramatik diisiis, bozuklugun yiiksek insidansi (6zellikle
menopoz sonrasi kadinlarda), finansal maliyet ve yiiksek Oliim orani, bu hastalikta
biyobelirteg¢ ve terapotik ajan ¢alismalart igin laboratuvar deneysel modellerine ihtiyacini

zorunlu kilmaktadir.

Genel olarak FDA, klinik ¢alismalardan once hayvan tiirlerinde preklinik etkilerin

gosterilmesini tercih eder.

2.6.1. Osteoporoz hayvan modeli

Osteoporoz caligsmalarinda sik¢a deneysel hayvan modeli olarak overektomi yapilmis sigan
kullanilmaktadir. Postmenopozal OP c¢alismalarinda ovariektomi uygulanmis sican “altin
standard1” temsil etse de, birka¢ dezavantaji vardir. Sican, gercek iskelet olgunluguna
ulasmada basarisiz olur, Havers sisteminden yoksundur ve smirli kemik yeniden
sekillenmesi gosterir, 6zellikle kortikal kemikte diisiik yeniden sekillenme oranlar1 vardir
(Castanieda ve digerleri, 2008; Lelovas, Xanthos, Thoma, Lyritis ve Dontas, 2008). Ayrica
bu modelin kii¢iik boyutlu olmasi, epifiz plaginin tam olarak kapanmamasi ve insanlarla

kemik farkliliklar gibi bir¢cok sorunu da beraberinde getirir.

Diger bir model ise tavsan kullanimidir. Deneysel bir model olarak tavsanlar, nispeten
ekonomiktir, uysaldir, ¢alismast kolaydir, tasinmasi ve barindirilmast kolaydir, biiyiik
genetik olarak homojen gruplar halinde mevcuttur ve geleneksel dis implantlarini ve bazi
protetik cihazlari degerlendirmek i¢in uygun boyuttadirlar (Permuy ve digerleri, 2019).
Tavsan kemiklerinin, insanlarda gozlemlenene benzer sekilde aktif bir Haversian yeniden
sekillenmesinin olmasi, 6-8 ayda epifiz plaginin tamamen kapanmasi, kemirgen ve
primatlarlardan daha hizli kemik dongiisiine sahip olmalarindan dolay1 osteoporoz
arastirmas1 modeli olarak uygun oldugu ve sican modellerinde karsilagilan bu problemlere
¢oziim sundugu goriilmektedir (Baofeng ve digerleri, 2010; Bottagisio, Coman ve Lovati,

2019; Burch ve digerleri, 2014; Castaiieda ve digerleri, 2008; Permuy ve digerleri, 2019).

Osteoporotik hayvan modellerinin olusturulmasinda genellikle
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e Ovariektomi (OVX) tarafindan indiiklenen 6strojen yoksunlugu;
e OVX'in diyet kalsiyum aliminda bir azalma ile kombinasyonu;
e glukokortikoidlerin uygulanmast;

e  OVX ve glukokortikoid enjeksiyonunun kombinasyonu.

e lokal iskelet bolgesinin denervasyonu,

e yer ¢cekimsiz ortam uygulamalari

e kemigin degisik yontemlerle hareketsizlestirilmesi gibi metodlar kullanilabilmektedir.

Ovariektomi

Seks steroidlerinin kemik metabolizmasinda ve kemik giicliniin korunmasinda rol oynadigi
bilinmektedir. Ostrojenler ve androjenler, osteoblastlarin osteoklastogenezi tesvik eden
lokal uyarici faktorleri salmasini engeller (Kobza, Herman, Papaioannou, Lau ve Adachi,
2021). Ostrojenin osteoklastlar iizerindeki dogrudan etkileri, apoptozlarinm indiiksiyonunu
ve olusumlarinin inhibisyonunu, ayrica RANKL ve OPG'ye bagl dolayl etkileri igerir.
OVX tarafindan indiiklenen Gstrojen seviyelerindeki diisiis, osteoklast farklilasmasini ve
hayatta kalmayu arttirir. Sonug olarak, kemik rezorpsiyonu kemik olusumunu asar (Permuy
ve digerleri, 2019). Dolasimdaki seks steroidlerinin daha diisiik seviyeleri bu nedenle
osteoklast iiretimini artirarak kemik erimesini artirir. Ortaya ¢ikan kemik kaybi kadinlarda

menopoz sonrasl, erkeklerde orsiektomi sonrasi goriiliir (Kobza ve digerleri, 2021).

Ostrojen, osteoklast olusumunu ve aktivitesini baskiladigi gibi osteoklast apoptozisini de
indiikler (Florencio-Silva ve digerleri, 2015). Ostrojenin, osteoblastlar ve osteositler
tarafindan salinan osteoklastojenik sitokin olan RANKL sentezini inhibe ederek osteoklast
olusumunu azalttig1 6ne siirlilmiistiir. Ayrica dstrojen, bu kemik hiicrelerini, osteoklastta
RANK'n bir tuzak reseptorii olan osteoprotegerini (OPG) liretmesi igin uyarir, boylece
osteoklastogenezi inhibe eder (Eghbali-Fatourechi ve digerleri, 2003). Ek olarak ostrojen,
IL-1, IL-6, IL-11, TNF-a, TNF- ve M-CSF gibi diger osteoklastojenik sitokinlerin
seviyelerini azaltarak osteoklast olusumunu inhibe eder (Florencio-Silva ve digerleri,
2015).

Bu hormon OC o6nciillerinin (OCP'ler) osteoklastojenik sitokin RANKL'a yanitin1 azaltarak
OC olusumunu inhibe (6nleme, baskilama) eder. Ayrica dstrojen, Ostrojen reseptor-a'nin

(ERa) bir yapi iskelesi proteini olan BCARI'e baglanmasimi indiikleyerek insan
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monositlerinin RANKL ile uyarilan osteoklastik farklilasmasini inhibe eder; ER o/CAR1
kompleksi daha sonra TNF reseptorti ile iligkili faktor 6'y1 (TRAF6) sekestre ederek NF-B
aktivasyonunun azalmasina ve RANKL kaynakl1 osteoklastogenezin bozulmasina yol agar.
Ostrojenin OB'ler ve T ve B hiicreleri tarafindan RANKL iiretimini baskiladigin1 ve ayrica
RANKL, OPG igin tuzak reseptor iiretimini arttirdigini gostermistir (Eghbali-Fatourechi ve

digerleri, 2003; Faienza, Ventura, Marzano ve Cavallo, 2013).

OVX'in divet kalsiyum aliminda bir azalma ile kombinasyonu

Kalsiyum, insan ve hayvan viicudunda en bol bulunan mineraldir ve her yasta optimal
kemik kiitlesini elde etmek veya kemik kaybin1 6nlemek i¢in gerekli bir besin maddesidir.
Tavsanlarda, insanlara benzer sekilde, yetersiz kalsiyum aliminin kemik kiitlesini etkiledigi
bilinmektedir (Martin-Monge ve digerleri, 2011; Mu ve digerleri, 2021; Permuy ve
digerleri, 2019).

Ovariektomi ve glukokortikoid uygulamasinin kombinasyonu

OVX'e eklenen glukokortikoid uygulamasinin bir osteoporoz modeli olarak
kullanilmasiin iki ana amaci vardir: kemik kaybini hizlandirmak ve glukokortikoid
kaynakli postmenopozal osteoporozu taklit etmek. Bu tip osteoporoz, postmenopozal
hastalig1 agirlastirir, morbiditeyr ve kirik riskini artirir. Aslinda, menopoz sonrasi

kadinlarin %4,6'ya kadar1 oral glukokortikoid almaktadir (Z. Zhang ve digerleri, 2016).

Glukokortikoid ile indiiklenen osteoporozun (GIOP) altinda yatan mekanizmalar strojen
yoksunlugundan farklidir ve temel olarak kemik olusumunun bozulmasiyla osteoblastlarin
sayr ve islevinin azalmasi ve osteoblast ve osteosit apoptozunun artmasindan olusur
(Almagro ve digerleri, 2013; E Canalis, Mazziotti, Giustina ve Bilezikian, 2007).
Osteoblastlarin sayisindaki azalma temel olarak {ic mekanizmaya baglhdir: mezenkimal
hiicrelerin osteoblastik soya dogru farklilasmasinda bir bozulma, olgun osteoblastlarin
terminal farklilagmasinin azalmasit ve olgun osteoblastlarin artan apoptozu. Bu
mekanizmalar, kaspaz3'iin aktivasyonunun aracilik ettigi osteositlerin apoptozu nedeniyle
giiclenir. Osteoblastlarin isleviyle ilgili olarak, glukokortikoid uygulamasi, transkripsiyonel
ve post-transkripsiyonel mekanizmalarla kollajen tip I sentezini degistirir, mineralizasyon

icin mevcut kemik matriksi miktarinda bir azalmaya yol agar (Permuy ve digerleri, 2019).
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Glukokortikoidler, seks steroidlerinin sentezini ve salgilanmasini inhibe ederek benzer bir

etkiye neden olur ve sonug olarak GIOP'a katkida bulunur (Kobza ve digerleri, 2021).

Glukokortikoidler, RANK ligandinin ekspresyonunu artirarak ve tuzak reseptorii olan
osteoprotegerinin  ekspresyonunu  azaltarak  osteoklastogenezi  uyararak  kemik
rezorpsiyonunu arttirir. Kemik rezorpsiyonundaki artisa uygun olarak, glukokortikoidler
post-transkripsiyonel mekanizmalarla kollajenaz 3'in ekspresyonunu uyarir (Ernesto
Canalis ve Delany, 2002).

GIOP'ta bulunan artmis kemik rezorpsiyonu, RANKL’1 ve osteoprotegerini igeriyor gibi
gorinmektedir. RANKL, bir osteoklast reseptoriine baglanan ve koloni uyarict faktor
(CSF)-1 ile birlikte osteoklastogenezi indiikleyen bir osteoblastik sinyaldir.
Osteoprotegerin, RANKL'yi baglayan ve RANKL'nin osteoklast reseptoriine baglanmasini
ve ardindan osteoklastogenezi dnleyen bir tuzak reseptoriidiir (Ernesto Canalis ve Delany,
2002). Glukokortikoidler, RANKL'in ifadesini arttirir ve RANKL tuzak reseptori
OPG'nin ifadesini azaltir. Birlikte, bu eylemler osteoklastlarin farklilasmasint ve
aktivasyonunu ve ayrica kemik rezorpsiyonunu tesvik eder (Kobza ve digerleri, 2021).
TNF-a ve interlokin-6 gibi kemik rezorpsiyonunu indiikleyen birgok ajan, RANKL
ekspresyonunu indiikleyerek etki eder. Bu etkiler, artmig osteoklastogenez ve artmis kemik
rezorpsiyonu ile sonuglanir, ve glukokortikoidlere maruz kalan hastalarda sonunda kemik
yeniden sekillenmesinde azalma durumu gelisir (Ernesto Canalis ve Delany, 2002).

Cizelge 2.1°de glukortikoid kullaniminin kemik dogiisii iizerine olan etkileri verilmistir.

Cizelge 2.1. Glukokortikoidlerin kemik metabolizmas: tizerindeki etkilerinin gdsterimi
(Ernesto Canalis ve Delany, 2002).

Glukokortikoidlerin  kemik rezorpsiyonu | Glukokortikoidlerin kemik olusumu
tizerindeki etkileri tizerindeki etkileri
Artan osteoklastogenez Azalmis osteoblast sayisi
Artan RANK-L ve CSF-1 diizeyleri Azalmis osteoblastogenez
Azalmis osteoprotegerin Bozulmus farklilasma
Artan kollajenaz Olgun osteoblastlarin apoptozu
Nihai azalmig osteoklast sayisi Azalmis osteoblast fonksiyonu
Azalmis osteoblastik sinyaller Azalan Kkollajen sentezi
Osteoklastik apoptoz Azalan Cbfa-1 ifadesi

Azalan IGF-I sentezi

TGF-B baglanmasinin degistirilmesi
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Glukokortikoidlere maruz kalan hastalarda serum paratiroid hormonu (PTH) seviyeleri
yiikselir fakat hiperparatiroid araliginda degildir. Daha da 6nemlisi, glukokortikoidlere
maruz kalan hastalar, temel olarak azalmis kemik yeniden sekillenmesi ile karakterize
edilen bir kemik hastaligi gelistirirken, hiperparatiroidizmde yeniden sekillenme artisi
bulunur (Ernesto Canalis ve Delany, 2002; Dalle Carbonare ve digerleri, 2001).

Glukokortikoidler ayrica doza bagh bir sekilde osteoblast dongiisiinde yer alir. Fizyolojik
dozlarda, glukokortikoidler, osteoblast canliligini siirdiirmek icin gerekli olan hiicresel
iceriklerin lizozomal doniisiim siireci olan osteoblast otofajisini destekler. Supra-fizyolojik
dozlarda, glukokortikoidler apoptozu veya hiicre limiinii indiikleyerek kemik giicii ve

yogunlugunun kaybina katkida bulunur (Wang, Heckmann, Yang ve Long, 2019).

Glukokortikoidler, kalsiyumun renal atilimini artirarak ve bagirsaktan kalsiyum geri
emilimini azaltarak viicutta negatif bir kalsiyum dengesi olusturur. Bu, glukokortikoid ile
tedavi edilen hastalarda goriilen sekonder hiperparatiroidizme katkida bulunur (Kobza ve
digerleri, 2021).

2.6.2. Romatoid artrit hayvan modeli

Tavsanlar, eklem ici eklem manipiilasyonlar gerektiginde makul eklem boyutu ile kolayca
bulunabilen ve uygulanabilen RA modeli sistemleri arasindadir. Deney sirasinda
uygulanan formiilasyonlarin, tavsanlarin deneysel olarak artritik diz eklemlerinde ¢cok daha
uzun siire kaldigin1 ve daha iyi sonug verdigi yapilan ¢aligmalar sonucu gosterilmistir. Bir
baska deneysel RA modeli olarak fare ve sican modelleri de olsa da fare diz ekleminin
onemli bir sizint1 olmaksizin kisitl miktarda sivi tutacagi bilinmektedir. Bununla birlikte,
eklem O0demi sirasinda sinoviyal sivinin birikmesi muhtemelen enjekte edilen artritik
eklemden sivi kayb1 oranini arttirir. Bu nedenlerden 6tiirti ¢alismalarda tavsan kullanimini

tercih edilmektedir.

Romatoid artritin en iyi hayvan modeli sorusu onlarca yildir devam etmektedir. Bunun net
bir cevabi yoktur. ilk olarak, insan hastaliginin tam patolojisi, immiinolojisi ve hiicresel
biyolojisi agisindan hi¢bir model gercekten RA'ya benzemez. Ikincisi, romatoid artrit
monolitik bir hastalik antitesi degil, hastadan hastaya genis Ol¢lide degisen ve hastalik

etiyolojisine dair giivenilir endikasyonlar1 olmayan bir sendromdur. Klinik RA'da goriilen
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birgok varyasyon, aslinda tek bir hastalik varligim1 m1 yoksa bilinmeyen kokenleri olan
enflamatuar, erozif bir eklem hastalig1 olarak genis bir sekilde gruplandirilabilecek bir
belirti ve semptom yelpazesini mi arastirdigimiz konusu 6nemlidir. Bu nedenle, RA i¢in
klinik Oncesi girisim veya yeni bir terapotik strateji diisliniildiiglinde metod Onemlidir.
Terapdtik manipiilasyon i¢in hedeflenen patolojik yol romatoid hastalikla ilgili mi ve hangi

hayvan modeli bu patolojik yola en uygundur dikkatlice arastiritlmalidir (P. Wooley, 2008).

RA hastalik takibi sirasinda peri-artikiiler veya sistemik osteoporoz goézlenebilmektedir.
RA patogenezinde rol oynayan c¢esitli pro-inflamatuvar sitokinlerin osteoblastlar ve
osteoklastlar arasindaki dengeyi bozarak kemik kaybina yol agtigr diisiiniilmektedir.
Glukokortikoid kullanilmasi, hareketsizlik gibi faktorler de kemik kaybini artirmaktadir.
RA’da kemik kaybina bagl olarak kirik riskinin de arttig1 bilinmektedir.

RA igin farkli uygulama modelleri vardir:

e Cerrahi yontemler
e Enfeksiydz ve Reaktif Artrit
e Spesifik Olmayan Enflamatuar Uyaricilar ve Bagisiklik Reaksiyonlart:
B Kollajen ile indiiklenen Artrit (CIA) Modeli
B  Adjuvan kaynakli artrit: Freund adjuvan1 (CFA)
B Antijen kaynakl artrit: Ovalbumin
B Diger indiiklenmis artrit modelleri : prista (PIA), Mono-Iyodo-Asetat (Mia)

e  Genetigi degistirilmis spontan artrit modelleri vb.

Enfeksiyoz artrit ve reaktif artrit

Hayvan artritine neden olan ajanlar olarak tanimlanan bazi viriisler, bakteriler ve
mikoplazma vardir. Farelerde, sicanlarda ve tavsanlarda deneysel Staphylococcus aureus
(S. aureus) artriti, eklem hastaliginda bir dizi ilgili yolu gostermektedir (Choudhary, Bhatt
ve Prabhavalkar, 2018; P. Wooley, 2008).
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Spesifik olmavyan enflamatuar uvaricilar ve bagisiklik reaksiyonlari

Kollajen kaynakl artrit (CIA)

Kolajenle indiiklenen artrit (Collagen-induced arthritis;CIA), insan RA'i ile birgok benzer
patolojik ve immiinolojik o6zelligi paylastig1 i¢cin hayvan modeli olarak oldukca sik
kullanilir. CIA'de, bir eklem antijenine (kollajen tip II) karsi bir bagisiklik tepkisi
yonlendirilmektedir (Moudgil, Kim ve Brahn, 2011). CIA modelinin iki énemli 6zelligi,
tolerans ihlali ve kendine ve kollajene kars1 oto antikorlarin iiretilmesidir. Bu, CIA'y1 RA
caligmalari i¢in altin standart in vivo model yapar. Bu model, hem T yardimci (Th1l) hem
de (Th17) yanitlarinin CIA'de indiiklendigi, ancak Th17 hiicrelerinin baskin patolojik rol
oynadigi gibi goriinen T yardimci hiicre aracilidir (Choudhary ve digerleri, 2018).

Hastaligin klinik belirtileri tipik olarak ilk asilamadan 21-25 giin sonra gelisir ve en ¢ok
uzuvlarda belirgin olan ve insan RA'sina benzer sinovyal inflamatuar infiltrasyon, kikirdak
ve kemik erozyonu ve sinovyal hiperplazi ile karakterize edilen bir poliartrit olarak ortaya
cikar. CIA'nin gelisimi, anti-kollajen tip II antikorlarin ve kollajene 6zgii T hiicrelerinin
tiretimi ile hem B- hem de T-lenfosit tepkileri ile iliskilidir. CIA'deki oto-antikor yaniti,
artrit zirvesinde hem IgG2a hem de IgG2b'nin yiiksek seviyeleri ile IgG2 alt smifi
tarafindan baskindir. Cogu hastalik modelinde oldugu gibi, sonuglarin netligini ve
dogrudan karsilastirilabilirligini saglamak i¢in hastalik siddetinin degerlendirildigi ve
sunuldugu birérneklik gerekliligi vardir. Genel olarak, degisken insidans, siddet ve gruplar
arasi tutarsizlifin, kismen modelin ¢evreye, bakim kosullarina ve hayvanlardaki genel
strese karst milkemmel duyarliligini yansitan, CIA modelinin bir 6zelligi oldugu kabul
edilmektedir. Bu nedenle, verilerin gecgerli bir sekilde yorumlanmasi i¢in dikkatli,

bagimsiz, dahili kontroller zorunludur (Asquith, Miller, Mcinnes ve Liew, 2009).

CIA, NSAID'lere veya metotreksata yalnizca zayif yanit verir ve esas olarak altin tuzlari,
klorokin, kolsisin veya levamisolden etkilenmez. CIA'de zayif NSAID aktivitesinin
gozlemlenmesi, bircok kisi tarafindan adjuvan artrit modeline gore belirgin bir avantaj
olarak goriilmektedir (P. H. Wooley, 2004).
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Adjuvan kaynakl artrit

Otoimmiin hastalik modellerinin indiiklenmesi i¢in tam Freund adjuvani (Complete

Freund's Adjuvant; CFA) kullanim1 bilimsel olarak kanitlanmis bir modeldir (NIH, 2022).

Complete Freund's Adjuvant; yagda su emiilsiyonu olusturmak tiizere ilgilenilen antijenin
bir ¢ozeltisi ile birlikte emiilsifiye edilen, tamamen veya toz haline getirilmis 1s1yla
oldiriilmiis mikobakterilerin bir siispansiyonunu igeren bir mineral yagdir. Adjuvan
aktivite, antijenlerin yagl tortudan siirekli salinmasmin ve lokal dogustan gelen bir
bagisiklik tepkisinin uyarilmasinin bir sonucudur ve bu da adaptif bagisikligin artmasina
neden olur. Bu yanitin Onemli bir bileseni, l6kosit akisindan ve antijenlerle
etkilesimlerinden kaynaklanan antijen biriktirme bolgesinde yogun bir enflamatuar
reaksiyondur (NIH, 2022). Bu karisimin, emiilsifiye edildigi antijenlere karsi hem hiicre
aracili hem de hiimoral bagisiklik tepkilerinin etkili bir arttirici oldugu bilinmektedir.
Adjuvan ve oto-antijenlerin karisimlari, ozellikle siganlarda ve farelerde cok ¢esitli
deneysel otoimmiin hastaliklar1 tetiklemek i¢in rutin olarak kullanilmistir (Choudhary ve
digerleri, 2018).

Adjuvan artrit, 1960'larin  baslarinda steroidal olmayan antiinflamatuar ilaglarin
(NSAID'ler, 6zellikle COX-1 inhibitorleri) degerlendirilmesi i¢in bir kriter haline geldi.
Adjuvan artritin bir diger olumlu 06zelligi, eklem hastaliina neden olan bagisiklik
uyariminin "spesifik olmayan" dogasi olabilir. Bununla birlikte, RA modellemesinde
adjuvan artritin bir baska sinir1, romatoid hastaligin sinsi baglangicin1 ve kronik dogasini

pek temsil etmeyen hizli hastalik baslangici (16-19 giin) olabilir (P. H. Wooley, 2004).

Antijen kaynakl artrit

Antijen kaynakli artrit (AIA), eklem i¢i bir model antijenle (sigir serum albiimini veya
ovalbumin gibi) bagisiklastirma ve ardindan ayni antijenle yiikleme ile indiiklenir. Bu,
antijenle indiiklenen eklemle siirlt bir bagisiklik tepkisi ve miiteakip artrit olusturur
(Choudhary ve digerleri, 2018). Bu tiir modeller, adaptif immiin aracili eklem hasarinda
belirli faktorler igin hiyerarsik bir rol olusturmak {izere arastirilabilmesi agisindan
faydalidir. Miiteakip patoloji, bagisiklik kompleksi aracili enflamasyonu ve bunu takiben

eklem T hiicresi aracili tepkileri igerir. Bu model artikiiler antijenler, kendi kendine
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tolerans ihlalini tesvik eden patojenik T hiicrelerinin goriintiilenmesini kolaylastirma
avantajina sahiptir (Asquith ve digerleri, 2009). AIA'nin ¢ok sayida fare, sican, kobay ve
tavsan susuna uygulanabilme gibi biiyiik bir avantaji vardir. Hiicresel temel, CIA'ya
benzer, ancak daha siki tanimlanmis duyarlilastirma ile CD4+ T-hiicresine bagimlidir.
Histopatolojik bulgular, sinoviyal hiperplazi, perivaskiiler infiltrasyon, lenfoid folikiiller ve
pannus ve kikirdak erozyonlari dahil olmak {iizere insan RA'sina benzerlikler tasir

(Choudhary ve digerleri, 2018).

Ovalbumin kaynakli tavsan artrit modelinin (AIA) tiim patolojik siireci, insan RA'sininkine
benzer. Ayrica, bu hayvan modelinin anatomisi ve anti-romatizma ve anti-enflamatuar
ilaclara tepkisi de insaninkine benzemektedir ve iyi bir RA hayvan modelini hak
etmektedir (Okura ve digerleri, 2008). AIA modelinde, 1. haftada akut sinovit, 1-4.
haftalarda sinoviyal hiperplazi ve pannus olusumaktadir (Qiu, Jiang, Luo, Zhang ve Xu,
2012).

AlA, sinoviyal hiperplazi, pannus olusumu ve kikirdak ve kemik yikimi gibi patolojik
degisiklikler gosterir. Ik asamada, antijenin intraartikiiler enjeksiyonu, 24 saat sonra akut
sinovitin patolojik belirtileri ve 1. haftada biiylik miktarda eksiida ile eklem sismesine
neden olabilir. Ikinci asamada (1-4 hafta), belirtiler sunlar1 igerir: belirgin sinovyal
hiperplazi, pannus olusumu ve sinovyal hiicre katmanlarinin 1-3 ile 5-10 katman arasinda
proliferasyonu, birincil olarak inflamatuar hiicre tarafindan infiltre. Ayrica bu asamada
baz1 hayvanlarda kikirdak yikimi meydana gelebilir. Ugiincii asamada (4 hafta sonra)
degisiklikler arasinda kikirdak ve kemigin geri doniistimsiiz yikimi, kikirdak hiicrelerinin
nekrozu, kikirdak fibrozu, kikirdak altinda yeni kemik olusumu ve hatta kemik

deformasyonu yer alir (Asquith ve digerleri, 2009; Qiu ve digerleri, 2012).

Diger indiiklenmis artrit modelleri

Kiigiik miktarlarda pristanin (dogal doymus bir terpenoid alkan) tek bir deri alti
enjeksiyonu, si¢anlarda ve farelerde kronik bir niiksetme fazinin ardindan akut ciddi bir
enflamasyonun gelismesine yol agar. Model biiyiik 6lgiide T-hiicresine bagimlidir ve ana
patolojik ozellikler, akut faz yanitinin eslik ettigi 6dem, mononiikleer ve polimorfoniikleer
hiicrelerin eklem i¢ine sizmasi, pannus olusumu ve kikirdak ve kemik erozyonunu igerir

(Asquith ve digerleri, 2009).
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Proteoglikanin neden oldugu artrit modeli, insan kikirdagindan tiiretilen proteoglikanlar ile
BALB/c gibi genetik olarak duyarli fare suslarinin bagisiklanmasini igerir. Bu fareler
siddetli poliartrit ve spondilit gelistirir (Asquith ve digerleri, 2009; P. H. Wooley, 2004).

Mono-Iyodo-Asetat (Mia)'nin enjekte edilmesi, glikolizde Kilit bir enzim olan gliseraldehit-
3 fosfat dehidrojenazi inhibe ederek kikirdak metabolizmasina miidahale eder.
Kondrositler anaerobik bir metabolizmaya bagli oldugundan (kikirdak avaskiilerdir), bu
enzimin inhibisyonu, hiicre i¢in ana enerji kaynagi olan hiicre i¢i ATP'de bir azalmaya yol
acar. Bu metabolik bozukluk ilerleyici hiicresel apoptoza, glikozaminoglikanlarda
azalmaya ve kikirdagin tasiyict bolgelerinde subkondral kemigin sklerozuna yol agar

(Rebai ve digerleri, 2020).

2.6.3. Radyolojik goriintiileme

Osteoporozun erken teshisi, etkin tedavi ve yiiksek kirik riski olan osteoporozlu hastalarin
belirlenmesi i¢in kilit noktadir. Su anda, osteoporoz tanisi ve kirik riskinin
degerlendirilmesi, DXA tarafindan kemik mineral yogunlugu (Bone Mineral Density;

BMD) nicel analizine dayanmaktadir.

Uzun bir siiredir kullanimda olan DXA ile BMD o&lgiilmesi osteoporoz tanimlanma ve
degerlendirilmesinde altin standart olarak kabul edilmektedir, klinik uygulamada en yaygin
kullanilan tekniktir. Caligma sistemi, c¢ift enerjili X-isinlariin kemigi gegerken bir
kisminin kemik tarafindan absorbe edilmesi sonucu kalan radyasyon miktarinin hassas
olarak Olcililmesi ve birim alanda absorbsiyona neden olan kemigin mineral igeriginin
tahmin edilmesi prensibine dayanir (Harris, Zagar ve Lawrence, 2023; LeBoff ve digerleri,
2022; Sindel ve Gula, 2015). DXA'da, hidroksiapatit (kemik dokusunu temsil eden) ve
yumusak dokular olmak iizere iki tip dokunun katkisini ayirt etmek i¢in kemik, farkl
enerjilere sahip iki X-1sin1 ile 1ginlanir. Kemik numunesi tarafindan iletilen ve dedektor
tarafindan ortaya cikarilan radyasyonun daha fazla detaylandirilmasi, tiim 1ginlanmis alan
iizerinde BMD'nin bir haritasin1 temsil eden 2 boyutlu gri tonlamali bir goriintii saglar.
Daha sonra kemik kenarlarini bulmak i¢in bir kenar algilama algoritmas: kullanilir.
Yumusak dokularin katkisini ¢ikardiktan sonra, ortalama alan BMD (g/cm2), kenar
konturuna dahil edilen tiim piksellerin BMD degerlerinin ortalamasi alinarak hesaplanir ve

gorliniir kemigin yogunlugunun bir 6l¢iisii elde edilir (Molino ve digerleri, 2020).
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Duyarlilik orani yiiksektir. Tiim viicut, femur, 6n-arka ve lateral lumbal omurga 6l¢iimii
yailabilir. BMD analizinde iki terim {izerinde durulmaktadir. Bunlar T ve Z skorlaridir.
Kemik mineral yogunlugunu geng yetiskinlere gore degerlendirmede T skor, yas ile
cinsiyete gore degerlendirmede ise Z skor kullanilmaktadir. Tan1 koymada T skor daha
siklikla kullanilan bir parametredir, gen¢ yetiskin popiilasyonun BMD ortalamasi ve
standart sapmasi (SD) ile tetkiki yapilan kisinin kemik mineral yogunlugunun

karsilastirilmasini verir (Akpolat, 2008; LeBoff ve digerleri, 2022).

Bununla birlikte, DXA ile kemik kiitlesinin BMD degerlendirmesi yontemi, kemik giicli
hakkinda sadece kismen bilgi saglar. DXA'nin iki boyutlu teknigi, kortikali slingerimsi
kemikten ayirt etmek ve kemik geometrisinden kaynaklanan degisiklikleri karakterize
etmek icin igsel smirlamalar1 ortaya g¢ikarir (Kuo ve Chen, 2017). Kemik kiitlesinde
radyografik olarak tespit edilebilen degisiklikler, kemik kiitlesini etkileyen belirli
hasarlarin veya tedavilerin gerisinde aylar hatta bir yildan fazla geride kalabilir; bu nedenle
kemik fizyolojisindeki degisikliklere daha hizli yanit veren yontemlere ihtiya¢ vardir
(Greenblatt ve digerleri, 2017). Son zamanlarda, BMD disinda kirik risklerinin
degerlendirilmesi i¢in ek bilgi saglamak amaciyla cesitli yaklasimlar gelistirilmistir.
Ornegin, kemik kaybmi degerlendirmek icin kantitatif bilgisayarli tomografi (QCT)
gelistirilmistir. QCT'de, trabekiiler kemik i¢in ger¢ek mineral yogunlugu degeri, kemigin

kortikal kismindan elde edilmektedir (Kuo ve Chen, 2017; Molino ve digerleri, 2020).

Bir diger yontem olan Mikrobilgisayarli tomografi (WCT) yiliksek ¢oziintirliiklii goriintiiler
saglar. Yontem 3 boyutlu ¢alisma yetenegine sahiptir ve tek bir trabekiilum kadar kiiglik
bir kemik alanindan veri elde edilebilir. Ek olarak, pCT, kemik baglantis1 ve esnekligi ile
iligkili parametreleri degerlendirebilir. Trabekiiler kemigin 3 boyutlu bir dijital modeli
gelistirilmis ve trabekiiler kalinlik ve ayrilma dahil olmak iizere histomorfometrik
parametreler buradan hesaplanabilmektedir. 2 boyutlu histomorfometri ve 3 boyutlu
pCT'nin karsilastirilmasi, kemik yapisindaki erken degisiklikleri ortaya ¢ikarmada pCT'nin

istiinliigiinii gostermektedir (Lelovas ve digerleri, 2008; Molino ve digerleri, 2020).

Ayrica, DXA kortikal ve trabekiiler kemik katkilarimi ayirt edemediginden, BMD
varyasyonunun altinda yatan morfolojik degisiklikler hakkinda bilgi saglayamaz ve diger
hastaliklardan (6rn. osteomalazi) kaynaklanan kemik yogunlugu degisiklikleri durumunda

yanlis OP teshisine neden olur (Molino ve digerleri, 2020).
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Micro-CT, laboratuvar 6l¢eginde kemik 6zellik degerlendirmesi i¢in en giiglii aragtir ve 1
um'ye kadar yiiksek izotropik ¢oziiniirliiklerin elde edilmesini ve 3 boyutlu yapisal bilgi
saglar. Bu yiiksek c¢oziiniirliikkler sayesinde, mikro-CT ekipmam kortikal ve trabekiiler
kemigi ¢ok giivenilir bir sekilde ayirt edebilir. Bu detayli gekim DXA, 1 mm'ye kadardir.
Uzun tarama siiresi ve yiiksek radyasyon dozu, pahali ekipman, karmasik goriintiiyii

sonradan isleme gibi de dezavantajlar1 vardir.

Yapilan literatlir taramalarinda hayvan BMD goériintiileme olarak ¢ogunlukla DXA ile
vertebra ve femur, tibia gibi farkli viicut bolgelerinin incelemesi yapildigi goriilmektedir.
Yine yapilan taramalarda goriintileme i¢in Ozellikle dis hekimligi alaninda kullanilan
micro-CT’nin de yayginlastigi bilinmektedir (Baofeng ve digerleri, 2010; Molino ve
digerleri, 2020; Permuy ve digerleri, 2019; Wanderman ve digerleri, 2018) (Baofeng vd.,
2010; Mu vd., 2021; Permuy vd., 2019; Wanderman vd., 2018).

Kemik metabolizmas1 ile ilgili olduca sik goriilen hastaliklarin olusum ve tedavi
asamalarindaki kemik dongilisiinii yakindan izleyebilecegimiz bir deneysel model
olusturulmustur. Bu sayede teshis ve takipte kullandigimiz yontemlerin tam analizi
yapabilmistir. Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar genel olarak ya hastaligin sadece olusum
asamasi ya da tedavi i¢in bir ajan kullanilmasi seklinde planmistir. Burada farkli ve ilk
olarak hastaligin tiim asamalarm1 ele alarak tam bir degerlendirme sunulmasi

amaclanmistir.

2.6.4. ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) antijen-antikor etkilesimine dayanan bir
analiz yontemdir. Bu yontemle bilinen bir antijen varliginda numune igerisinde bulunan
Ozglil antikoru veya bilinen bir antikor varliginda numune icindeki 06zgiil antijen
oOlgtilebilir. Ayrica numune icerisinde bulunan 6zgiil antijen veya antikorlarin miktarlar

kantitatif olarak analiz edilebilir.

Test icin genel olarak 96 kuyucuk igeren plateler kullanilmaktadir. Bu kuyucuklara
numune eklenir ve inkiibasyona birakilir. Bu agamada numunemizde aradigimiz antijen ya
da antikorun kuyucuklarin yiizeyine sabitlenmis olan bilinen antijen yada antikora

baglanmas1 saglanir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar yikama islemine almir. Bu
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istenmeyen veya baglanmamis olan biitiin molekiilleri ortamdan uzaklastirir. Bu agsamada
kuyucuklara ¢alisilan ELISA ¢esidine gére Biyotin ile isaretlenmis antikorlar eklenir. Daha
sonra isaretli konjugat Kkuyucuklara eklenir ve inkiibasyona birakilir. Biyontin ile
isaretleme yapilmissa konjugata Streptavidin protein tutturulur. Konjugatin isaretlenmesi
icin ¢ogunlukla horseradishperoksidaz (HRP), alkalenfosfataz (ALP) kullanilir.
Inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra substrat eklenir. Substratin isaretlemede
kullanilmis olan enzim ile uyumlu olmasi gerekir. Inkiibasyonun adimindan sonra
reaksiyonu durdurmak amaciyla stop soliisyonu eklenir. Kuyucuklarda olusan renk

degisimleri spektrofotometrede belirli dalga boylarinda okutulur.

Calismak istedigimiz molekiiliin 6zelliklerine ve ortamdaki miktarlarina gore uygulama
alan1 bulan gesitli ELISA tiirleri vardir. Direk, indirek, kompetatif, ve sandwich gibi
ELISA tiirleri vardir (Crowther, 2009; Laboratories, 2019).

2.7. Kromatografi

Kromatografi bir karisim igerisindeki bilesikleri birbirinden ayirmak ve maddeleri
saflastirmak icin kullanilan bir tekniktir. Kromatografi; ¢esitli maddelerin, hareketli bir faz
yardimiyla, sabit bir faz {lizerinde, degisik hizlarla hareket etmeleri veya siiriikklenmeleri
esasina dayanmaktadir ve ana amaci hedeflenmis numunenin ayrimi ve miktarlarinin

Olgtimudiir.

Kromatografide molekiillerin adsorpsiyon, dagilma ve degistirme kuvvetleri rol oynar. Bu
ozelliklere gore siniflandirilan farkli kromatografik yontemler farkli gruplarda toplanirlar.
Kromatografinin Ayrilma Mekanizmalarina, Uygulama Bi¢imine, Faz Tiplerine Gore gibi

farkli simiflandirma sekilleri mevcuttur.

Tibbi Laboratuvar uygulamalari, ila¢ sanayisi, gida, veterinerlik, ziraat, kimya gibi ¢esitli
sanayi dallarina kadar ¢ok genis bir yelpazede kullanim alani bulan kromatografi; 6lgiim,

ayristirma ve saflastirma gibi degisik amaclar i¢in kullanilmaktadir.

2.7.1. LCMS/MS

HPLC; Kimyasal ayirma, saflastirma ve nicel-nitel olarak tayin etme amaciyla en ¢ok

kullanilmi olan bir cihazdir. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasi amactyla sivi hareketli bir
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faz kullanilir. Bilesenler ilk olarak ¢dzgende ¢Oziintirlestirilir ve ardindan yiiksek basing
altinda kromatografi kolonundan ge¢cmeye zorlanir (Aguilar, 2004; Eser ve Sepict Dingel,

2018; Lloyd R. Snyder, Joseph J. Kirkland, 2012).

LCMS/MS sivi kromatografi esasina dayanan bir yontem olup cihazda ayni ismi alir.
Kullanilan kiitle dedektoriiniin saglamis oldugu ¢alisma kolayligi, keskinlik gibi etmenler
sebebiyle ekstra dnem kazanmistir. Kiitle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir
alanda hareket eden yiiklii partikiilleri kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore diger yukli

partikiillerden ayirt ederek 6lgme esasina gore ¢alisan cihazlardir.

Cihaz iyon kaynagi, kiitle analizorii ve iyon dedektdr kisimi olmak iizere 3 kisimdan

olusur.

Iyon Kaynagi: Numunelerin iyonlastirilarak cihaza gonderildigi kisimdir. Analizi
yapilacak olan numunenin 6zelliklerine gore ESI (Electrospray lonization) veya APCI
(Atmospheric Pressure Chemical Ionization) iyonizasyon teknikleri kullanilabilir. ESI
teknigi ile ¢ogunlukla peptidler, aminler, proteinler gibi polar bilesikler, APCI teknigi ile
ise steroidler gibi apolar bilesikler analiz edilmektedir (Eser ve Sepici Dingel, 2018;
McMaster, 2005).

Kiitle Analizorii: Iyon kaynagmdan gelen iyonlari, kuadropoller araciligi ile degisen

elektromanyetik bir alana tabi tutularak m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore ayrilirlar.

MS Iyon Dedektor Sistemi: MS dedektorii yiiksek bir duyarliliga sahip, pozitif/negatif iyon

modlarinda ¢aligabilen, iyonlari kiitle ve yiiklerine gore analiz edebilen bir sistemdir.

Kiitle Spektrometresi, bilinemeyen bilesiklerin tanimlanmasi, organik veya inorganik
molekiillerin yapisal 6zelliklerinin belirlenebilmesi gibi her tiirlii bilinen bilesigin kantitatif
analizinin “yliksek duyarlilik ve 6zgiilliikte” 6l¢ebildigi bir tekniktir. Molekiilleri kiitle/ytik
oraninina (m/z) gore ayristirabilir ve Olgerler. Bunun i¢in 6nce molekiiller iyonlara
(elektriksel olarak + ya da — yiiklii hale) doniistiiriiliir ve sonra gaz fazina gegirilerek cihaza
gonderilir. LC-MS de her molekiil i¢in bir retansiyon zamani ve bir m/z degeri vardir. Ayni

m/z oranina sahip pek ¢ok molekiil mevcut olmasina karsin pargalanma sonrasi yavru
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iyonlarma sahip molekiil sayisi dogada 1/10000°dir (Eser ve Sepici Dingel, 2018;
McMaster, 2005).

LC-MS/MS ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile molekiillerin miktar tayininin yapilmasini
miimkiin kilmaktadir. Sonuglarin dogrulanmasina ihtiya¢ duyulmaz. MS/MS, Kantitatif

uygulamalar i¢in yiiksek bir duyarlilik ve kesinlik saglamaktadir.

2.7.2. Validasyon

Analitik yontem dogrulamasi ICHQ2 ve FDA tarafindan yayinlanan metod validasyon
rehberi temel alinarak yapilmistir. Analitik yontem validasyon parametreleri olarak
Ozglnlik, dogrusallik ve araligi, kesinlik (tekrarlanabilirlik ve orta kesinlik), teshis

sinirlar1 (LOD) ve tayin sinirlart (LOQ) incelenmistir.

Ozgiinliik (specificity)

Yontemin segiciligi, analizi yapilacak olan numunedeki var olan ve analizi yapilacak
maddeyi girisim yapabilecek diger bilesenlerden ayri olarak o6lgeme Kabiliyetidir.
Specificity veya selectivity olarak bilinir. Segicilik yontem gelistirmenin basinda ve analiz
ile matriks ortamindan tayin edilmelidir. Analizi yapilacak maddenin numunede bulunan,
girisim yapma ihtimali olan diger maddelerin (safsizliklar, par¢alanma iirlinlerin benzer
kimyasal maddeler veya plasebo bilesenler) tam ve dogru olarak tayin edilebilecegini
gosteren bir parametredir. Yani diger bilesenler varliginda hedef maddeye ait alikonma
zamaninda sadece analite ait pikler gozlenmelidir (Chan, Lee, Lam ve Zhang, 2004;
Konieczka ve Namie$nik, 2018; Y. Ozkan ve digerleri, 2011).

Dogrusallik ve araligi (Linearity and Range)

Metodun dogrusalligi (linearity) belirli bir konsantrasyon araliginda analitten alinan
cevabin analit konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artmasi ve ¢izilen grafikte cevap
noktalarmin diiz bir ¢izgi lizerinde yer almasidir. Metodun uygulama araligi ile Slgiim
aralig1 ile uyumlu olmalidir. Bu parametre kalibrasyon egrisinin olusturulmasiyla analiz
edilir. Etken maddenin farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanarak analizleri
yapilir. Etken maddenin bilinen konsantrasyonlara (x) karst elde edilen alan (y) degerleri

ile grafik olusturulur ve regresyon formiilii (Dogrunun Egim Formiili) (y=ax+b) ve
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korelasyon katsayisi (R2) hesaplanir. Bu degerin 0.99’a esit ya da 1’e yakin olmasi
beklenir (Bayrac ve Camizci, 2020; Y. Ozkan ve digerleri, 2011).

Kesinlik (Precision)

Metodun c¢alisilan kosullar altinda tekrarlanabilirliginin 6lglisiidiir. Baska bir ifade ile bir
numuneye ayni yontem birden fazla sayida uygulandigi zaman analit i¢in elde edilen
sonuglarin birbirine yakinhginim 6lgiisiidiir. Sonuglar %BSS olarak ifade edilirler. Olgiim

yapilan her bir derisim i¢in minimum 5-6 tayin yapilmalidir.

Bunlardan en az 5 deney sonucunun %BSS’1 teorik degerin %15’inden daha fazla sapma

gostermemelidir (Bayrac ve Camizci, 2020; Moosavi ve Ghassabian, 2018; Y. Ozkan ve

digerleri, 2011).

Kesinligini tayin etmek amaciyla Tekrarlanabilirlik (repeatability), Orta kesinlik

(intermediate precision) parametereleri kullanilabilir.

Tekrarlanabilirlik (Repeatability)

Kisa zaman aralig1 icerisindeki ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade eder. Analitin
en az 10 dl¢limii yapilir. Bu tip tekrar edilebilirlik giin ici veya ¢aligma sirasindaki kesinlik
olarak adlandirilir. Sonugta, kesinlik elde edilen degerlerin %BSS’1 verilerek ifade edilir.
%BSS degeri <1.0 olmalidir (Konieczka ve Namies$nik, 2018; Y. Ozkan ve digerleri,
2011).

Orta kesinlik (intermediate precision)

Farkli gilinlerin yontem kesinligine etkisi incelenir. Laboratuvar i¢i deneysel farkliliklar:
belirten bir kesinlik derecesidir. Analizi yapilacak maddenin yiiksek, orta ve diisiik
konsantrasyon olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda ¢6zeltileri hazirlanir ve bu ¢ozeltilerin
her birinden en az 3’ er 6l¢iim farkli giinlerde analizi yapilir. Sonugta orta kesinlik elde
edilen degerlerin %BSS kullanilarak ifade edilir. %BSS<2 olmalidir (Konieczka ve
Namie$nik, 2018; Y. Ozkan ve digerleri, 2011).

Biyolojik numunelerle ¢alisilirken %BSS degerleri 10-15’e kadar ¢ikabilmektedir.
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Teshis sinir1 (Limit of Detection; LOD)

Analizi yapilan Ornegin tespit edildigi fakat nicel sinirlar igerisine girmedigi en alt

derisimdir.

Sinyal/Giiriiltii oranindan yararlanilarak da hesaplanabilir. Sinyalin giiriiltiiye oranmin 3
oldugu derisim LOD olarak kabul edilir (Bayrac ve Camizci, 2020; Chan ve digerleri,
2004; Konieczka ve Namies$nik, 2018).

Tayin smir1 (Limit of Quantification; LOQ)

Analizi yapilan maddenin kabul edilebilir diizeyde kesin ve dogru olarak miktarinin tayin
edilebilecegi, kalibrasyon dogrusunun en alt derisimini olusturan veya onun da altinda
olabilen derisim diizeyidir. Sinyal/Giiriiltii oranindan yararlanilarak da hesaplanabilir.
Sinyalin giiriiltiiye oraninin 10 oldugu derisim LOQ olarak kabul edilir (Bayrac ve
Camizci, 2020; Chan ve digerleri, 2004; Konieczka ve Namie$nik, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma deney hayvan ¢alismasi seklinde planlanmistir. Hayvanlarda 6nce Osteoporoz
ve Romatoid Artrit modelleri olusturulmus ardindan bu hastaliklarin yaygin olarak
kullanilan tedavi yontemleri uygulanarak takipleri yapilmistir. Tiim bu hastalik olusum ve
tedavi siiresince hayvanlardan kan alinarak kullanilan geleneksel biyobelirtegler ile S1P

Olctimleri yapilmustir.

Deneylerde tavsan kullanimina iliskin protokol (Gazi Universitesi G.U.ET-21.001) Gazi
Universitesi (Ankara, Tiirkiye) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan incelenmis
ve onaylanmistir. Bu ¢alismada, Gazi Universitesi Konseyi ve Diinya Tabipler Birligi'nin
Helsinki Bildirgesi'nde hayvan deneyleri ile ilgili deneysel prosediirler i¢in yol gosterici
ilkeler izlenmistir. Statik biyo-tahliller i¢in standartlastirilmis OECD ve Tirkiye Ulusal

yonetmeligi uygulanmstir.

Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden (Ankara, Tirkiye) temin edilen iskelet olarak olgun, ortalama 2,0+0,5 kg
agirliginda, yaklasik 3 aylik, toplam 25 adet saglikli yetiskin disi Yeni Zelanda beyaz

tavsani bu ¢alismada kullanilmistir.

Hayvanlar, Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde paslanmaz celik tavsan
raflarinda ayr1 ayr1 barindirilmistir. Oda sicakligi ve nemi diizenli olarak kontrol edilerek
12 saat karanlik ve 12 saat aydinlik olacak sekilde bir dongiide tutulmustur. Standart tavsan
yemi kullanilmistir. Hayvanlar, herhangi bir deneysel prosediir baslamadan 6nce en az 7

giin boyunca iklime alistirilarak sonrasinda deney baslatilmistir.
Tez galismasi iki asamada gerceklestirilmistir.

e Deney hayvanlar asamasi

e Laboratuvar analizleri asamasi
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3.1. Deney Hayvanlar1 Asamasi

Deney hayvanlari laboratuvarinda bekleme siireleri tamamlanan tavsanlar rastgele gruplara
ayrilmistir. Tiim deney hayvanlariin baslangi¢ kilolar1 Slgiilerek not edilmistir. Deney
hayvanlarinin gruplarina gore hastalik olusumu ve bunun tedavi siireci haftalara gore

(zamana gore) takip edilerek degerlendirilmesi yapilmistir.

Calisma Gazi Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezi'nde uzman veterinerler
gozetiminde gergeklestirilmistir. Ortalama 2,0+0,5 kg agirhiginda ve yetiskin 25 adet disi
Yeni Zelanda beyaz tavsani bu ¢alismada kullanilmistir. Tavsanlar uygun kafeslerindede,
22+2°C sicakliktve 12 saat aydinlik/karanlik ortamin saglandigi kosullarda barindirilmistir.
Optimum saglik kosullarinin saglanmasi, enfeksiyonlardandan korunma, yeni ortamlarina
uyum saglama ve genel saglik durumlarmin kontrolii i¢in cerrahi operasyondan 1 hafta
once deneylerin gerceklestirilecegi laboratuvar ortamina alinmiglardir. Tavsanlar standart

laboratuvar yemi ve su verilerek beslenmistir.

Calisma baslangicinda veteriner hekim tarafindan saglik kontrolii yapilan hayvanlar
rastgele Osteoporoz (OP), Kontrol (K) ve Romatoid Artrit (RA) seklinde ii¢ gruba

ayrilmistir.

Kontrol grubundaki hayvanlar yalanci overektomi islemine tabi tutulmustur. (Sham
cerrahisi)

Osteoporoz grubundaki (Ovx) havyanlar overektomize edilmistir.

Operasyona alinacak hayvanlar bir giin Oncesinden a¢ birakilmistir. Genel anestezi
amaciyla tiim hayvanlara kas i¢i enjeksiyon ile 5 mg/kg Ksilazin HC1 (CONTROL %10,
Doga llag, Tiirkiye) ve 40 mg/kg Ketamin HCl (KETA CONTROL, Doga Ilag, Tiirkiye)
uygulanmistir. Anestezisi uygulanan hayvanlarin karin bolgesi tiraslandiktan sonra cerrahi
prosediire baslanmistir. Overektomi uygulanacak deney gruplarinda, karin orta hatti
lizerinde karin boslugu acilarak ovaryumlara ulasildiktan sonra mezovaryum ve tuba
uterina ligatiire edilmis ve over dokulari ¢ift tarafli olarak ¢ikarilmistir. Kontrol grubundaki

hayvanlarda ise karin duvar1 benzer sekilde agildiktan sonra ovaryum dokulari bulunmus
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ancak ¢ikarilmadan yerinde birakilmistir. Resim 3.1°de cerrahi operasyona ait goriintiiler

verilmistir.

Deney hayvanlarinin operasyon sonrasinda giinliik rutin bakimlari yapilarak kafes

temizlikleri kontrol edilmistir. Yara bolgelerinin iyilesmesi diizenli olarak kontrol edilerek

yeterli miktarda yem ve su saglanmustir.

Resim 3.1. Tavsan overektomi cerrahi operasyonlari sirasindan bir ka¢ 6rnek goriintii

Deney hayvanlar1 gruplari:

Grup 1 (Sham) (n=5): Bu grupta cerrahi girisimin basamaklar1 bire bir uygulanmis ancak
ovariektomi yapilmamistir. Hastalik gruplariyla karsilastirabilmek amaciyla kan
numuneleri toplanmistir. Elde edilen veriler hastalik gruplart ile karsilagtirilarak

degerlendirmesi yapilmistir.
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Grup 2 (Osteoporoz) (n=9): Osteoporotik hayvan modelinin olusturulmasinda ovariektomi
ve kortikosteroid tedavisinin kombinasyonu uygulanmistir. Oncelikle tavsanlara genel
anestezi altinda bilateral ovariektomi islemi yapilmistir. Ameliyattan 1 hafta sonra 9 hafta
boyunca 1 mg/kg/giin dozunda Metilprednizolon Sodyum Suksinat enjekte edilerek

osteoporoz olusumu takip edilmistir.

Hayvanda osteoporoz gelisimin belirlenmesinin ardindan tedavi asamasina gegilmistir.
Osteoporoz grubunda tedavi icin geleneksel ve yaygin kullanimi olan bifosfanat grubu
ilaglar kullanilmaktadir. Bu ¢alismada yeni jenerasyon bir tedavi ajani olan denasumab
kullanilmigtir. Tedavide Denosumab 1 mL 6mg/mL dozunda subkutan olarak
uygulanmistir. Tedavi igin 13 haftalik bir siire¢ belirlenmis ve uygulamayi takiben 6 ve 13.

haftalarda radyolojik goriintiileme yapilmistir.
Tiim bu hastalik olusum ve tedavi siiresince her 2 haftada bir kan numuneleri toplanmustir.

Osteoporoz olusumunu takipte BMD goriintiileme i¢in hastalik olusturma asamasinda 6. ve
10. haftalarda 1’er hayvan, tedavi asamasi 6. haftada 1 hayvan feda edilmistir. Tedavinin
13. haftasinda ¢alisma sonlandirilmis, hayvanlar etik kurallara uygun sekilde feda edilmis

ve radyolojik goriintiilemeleri yapilmistir. OP grubuna ait is akis durumu sekil 3.1°de

gosterilmistir.
OP Grubu
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Sekil 3.1. OP grubu is akis durumu
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Calismada planlandig1 gibi 9 tavsan kullanilmis ve arada gerekli sakrifiyeler yapilarak
toplamda 23 haftalik bir siire¢ izlenmistir.

Grup 3 (Romatoid Artrit) (n=11): Romatoid Artrit modelinin olusturulmasinda
tavsanlarinda diz eklem i¢i ovalblimin/ Freund’s complete adjuvant uygulamasi

yapilmigtir. Bunun i¢in 1 mL 2 mg/mL OVA/FCA diz igine enjekte edilmistir.
2 haftada bir kan 6rnekleri toplanmig ve artrit takibi ic¢in ultrasonografi yapilmistir.

Hayvanda romatoid artrit gelisimin belirlenmesinin ardindan tedavi asamasina gegilmistir.
Hastaligin tedavisinde steroid olmayan antienflamatuar ajan (NSAID) Diklofenak Sodyum
40 mg/kg/giin dozunda kas i¢i uygulanmis, yeterli iyilesme saglanmadigi icin 4 hafta
sonunda kortikosteroid (metilprednizolon sodyum 60 mg/mL) ile tedaviye devam

edilmistir.

Tiim bu hastalik olusum ve tedavi siiresince her 2 haftada bir kan numuneleri toplanmistir.

RA grubuna ait is akis durumu sekil 3.2’de gosterilmistir.

RA Grubu
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Sekil 3.2. RA grubu is akig durumu
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Calismada planlamada belirtildigi gibi 9 tavsan ilizerinde ¢aligma baslatilmig fakat siirecler

esnasinda hayvan kayiplart yaganmistir. Toplamda 11 hayvan kullanilmistir.
3.2. Laboratuvar Analizleri Asamasi
3.2.1. Numune alim, hazirlama ve saklanmasi

Toplanan kan drnekleri serum ayrimi igin 3200xg'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Serum

ornekleri eppendorf tiiplerine boliinerek analizler yapilincaya kadar -80 °C'de saklanmustir.

3.2.2. Kemik metabolizmasi biyobelirtecleri 6l¢iimii

Kemik metabolizmasi biyobelirtecleri analizleri Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya Laboratuvari ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Merkez Biyokimya

Laboratuvarinda yapilmastir.

Serum 25(OH)D ve PTH diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter DXI 800 ve

kullanima hazir kitler kullanilarak kemiliiminesan yontemle ¢alisilmistir.

Serum CTX ve PINP diizeyleri klinik kimya analizérii Roche Hitachi Cobas 6000 Sistemi
ve kullanima hazir kitler kullanilarak ECL (Electro Chemi Luminescence) yontemle

calisilmustir.

Serum Kalsitonin diizeyleri Klinik kimya analizorii IMMULITE® 2000 XPi Immunoassay
System, Siemens Healthineers ve kullamima hazir kitler kullamilarak immunoassay

yontemle galigilmstir.

Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL diizeyleri ise klinik kimya analizorii Beckman Coulter
AU5800 Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle

calisiimustir.
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3.2.3. Serum RANKL diizeyleri 6l¢iimii

Cift Antikorlu Sandvi¢ ELISA teknigi ile ticari kit Tavsan Niikleer Faktor Kappa B
Ligandinin Reseptor Aktivatorii (RANKL) (MyBioSourcce, San Diego (USA). (Lot No.
38418406) (Resim 3.4) kullanilarak 6lgtimler yapilmistir.

Tavsan serum RANKL seviyelerini ¢alisilmast igin BioTek ELX50 MicroplateWasher
(Resim 3.2) ve BioTek ELx800 Microplate Reader (Resim 3.3) (BioTek Instruments,Inc.

USA) cihazlari kullanild1 ve BioTek KC- Junior software programi yardimi ile 450 nm’de

okuma yapilmaistir.

Resim 3.2. RANKL analizinde kullanilan ELISA plate yikayici

Resim 3.3. RANKL analizinde kullanilan ELISA plate okuyucu
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Resim 3.4. RANKL analizinde kullanilan ELISA Kit (MyBioSourcce)

Test kiti i¢in Duyarlilik 12 pg/mL ve saptama araligi 31,2 pg/mL -2000 pg/mL idi. Test i¢i
CV <%8 ve testler arast CV <%12 idi. Sonuglar pg/mL olarak verilmistir.

Calismada 2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2; 0 pg/mL konsantrasyon araliginda
standartlar kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. R2 degeri 0,993 olarak bulunmustur.
(Sekil 3.3)
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Sekil 3.3. RANKL ELISA kalibrasyon egrisi. (0-2000 pg/mL konsantrasyon araliginda
standartlar kullanilmistir.)
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3.2.4. Sfingozin 1-fosfat dl¢iimii

Giilhane Saghk Bilimleri Enstitiisi Ar&Ge Merkezi Kromatografi laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

Sfingozin-1-Fosfat standarti Cayman Chemical (62570) (MI, USA)’dan temin edilmistir.

Amonyum asetat, metanol, formik asit ve diger ¢oziiciiler veya reaktifler HPLC grade idi.

S1P analizi Agilent 6420 LC-MS/MS cihazi kullanilarak elektrospray iyonizasyon (ESI) ve

pozitif iyon modu ile gerceklestirilmistir.

Calismada ACE-3 C18 (50 mm x 2,1 mm x 5 pm) kolonu kullanilmistir. Kolon firin
sicakligi 30°C’ ye ayarlanmustir.

Mobil faz olarak solvent A distile su iginde 10 mM Amonyum Asetat+ % 0,01 Formik Asit

cozeltisi, solvent B olarak metanol i¢inde % 0,01 Formik Asit ¢ozeltisi kullanilmistir.

Calismada gradient metod kullanilmis ve akis 0,4 mL/dk olacak sekilde ayarlanmigtir.

Olgiimii yapilacak SIP standarti &ncelikle matanol igerisinde coziilerek stok ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltilerden yine metanol iginde uygun seyreltmeler yapilarak 3 -
200 ng/ml (3,12- 6,21-12,5- 25- 50- 100- 200) konsantrasyon araliginda seri diliisyonlarla
cozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan bu farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin LCMS/MS
cihazinda analizleri yapilarak bilinen konsantrasyonlara (x) karsi elde edilen alan (y)

degerleri grafige gegirilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Numune 6n hazirlik islemi igin 100 mikrolitre 6rnek tizerine 500 mikrolitre metanol
eklenerek vortexlenmis ve ardindan 10000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Siipernatan 30 mikrolitre cihaza enjekte edilmistir. Elde edilen sonuglar ¢izilen standart

kalibrasyon egrisi ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

LCMS/MS cihaz kosullari ¢izelge 3.1.de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. LCMS/MS cihaz kosullar

LC sistem kosullar:

Cihaz

Agilent 6420 LCMS/MS

Kolon

ACE C18 (50mm x 2,1 mm x S5um)

Kolon sicaklig

30°C

Mobil faz

solvent A (distile su i¢inde 10 mM Amonyum Asetat+ % 0,01 Formik
Asit ¢ozeltisi)
solvent B (metanol i¢inde % 0,01 Formik Asit ¢ozeltisi)

Zaman dk Solvent A Solvent B
0 % 68 % 32
0,5 % 68 % 32
. 0,51 % 5 % 95
Gradient Tablosu 25 %5 % 05
2,51 % 30 % 70
4 % 68 % 32
10 % 68 % 32
Akis hizi 0,4 ml/dk
Enjeksiyon hacmi 30 pl
Siire 10 dk
MS/MS sistem kosullari
Parameter Value (+)
Gas Temperature (°C) | 350
Gas Flow (I/min) 12
Nebulizer (psi) 15
Capillary (V) 3500
Compound | Precursor | Product Dwell Fragmentor | Collision g?:::lelerator Polarity
Name lon lon voltage Energy v
oltage
S1P 380,8 264,7 100 90 14 7 Positive
S1P 380,8 81,7 100 90 40 7 Positive

S1P analizinde 3 -200 ng/ml (3,12- 6,21-12,5- 25- 50- 100- 200) konsantrasyon araliginda

hazirlanan standartlar ile kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. (Sekil 3.4)

4y =121.502989 *x +214.030832
R"2=0.99816234
Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:N;

- Jfevels, 7 Levels Used, 7 Points, 7 Poifig Used, 0 QCs

y = 121.502989x + 214.030832
R? = 0.998

Y

:
0

100 1io 120 130 120 150 160 170 180 1%0 200 210
Concentration (ng/ml)

50 6 70 8 %0

Sekil 3.4. ST1P Standartlar1 kalibrasyon ¢izgisi




Sekil 3.5 ve 3.6’da S1P ve standartlarina ait kromatogramlar verilmistir.

3103+ TIC MRM CF=0.000 OF=0.000 {* -> *) Sin1_200,
5
45
4
35

! . | SIP

| m/z380.8
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103+ MRM CF«0,000 OF 0,000 (3806000 -» 81.70000) Stn1 200,

1 380.8ep81.7

X102 |+ NRM CF=0.000 DF=0.000 (38080000 -> 264 70000) Sin1_200_

]

= 380.8e 264.7

05 1 13 : 25 3 15 4 45 5 55 § 85 1
Courts vs. Acquisition Time (min}

Sekil 3.5. STP molekiilii ana ve yavru iyon kramatogrami

15

15



X103+ TICMAM CF00000F 0000 - ) S 00_ A

X103+ TIC MRM CF+0.000 DF <0000 (> *) Sin1_100,

X103« TIC MAM CF-0.000 DF=0000 [~ -> =) Sin_50.
128
[
1 f
. |
078 |
0s
02s. \
. .
X103« TIC MRM CF0.000 DF 0000 (> =) Sh_25,
‘
03+ TIC MRM CF=0000 DF=0.000 (~-> ) Sin1_125_

X102« TIC MRM CF+0.000 DF 0000 (= -> ) Sin1_6.25

102 [+ TIC MRM CF 0000 DF=0.000 (> =) Sint_312_

+ TIC MRM CF+0.000 DF 0000 (= -> ) B
10

18 3.12 - 200 ng/mL

i s 2 28 3 35 < g ] 55 [ &5 ? 75 ] 85 ] [ o 105 1 175
Counts va. Acausison Time (mn)

Sekil 3.6. S1P standartlarina ait kramatogram. A: Standartlar ayr1 ayr1 gosterilmektedir. B:
Toplu gosterim

S1P’nin LCMS/MS ile analizinde MS optimizasyonun ardindan yontemin validasyonu
calisilmistir. Validasyon icin dogrusallik, dogruluk, kesinlik, ara kesinlik, LOD, LOQ ve
geri kazanim parametreleri ¢alisilmis ve sonucunda elde edilen veriler gizelge 3.2°de

gosterilmistir.



Cizelge 3.2. LCMS/MS ile S1P analizine ait validasyon sonuglari

121,502989
214,030832
0,998

0,125 ng/ml
0,4199 ng/mi
99.6%

Diisiik

konsantrasyon
(3,12 ng/ml)

4,902

6,418

9,655

Orta
konsantrasyon
(50 ng/ml)

1,729

1,508

1,804

Y=aX+b (Y=121,502989*x + 214,030832)

Yiiksek
konsantrasyon
(200 ng/ml)

0,739

0,399

0,314

3.3. Radyolojik Analiz

Osteoporoz tanisinda yaygin olarak dual enerji X-15in1  absorptiometrisi (DEXA)

kullanilmaktadir. Tavsanlarin femur ve vertebra kemik mineral yogunluk 6l¢timleri igin
Hologic Horizon QDR Discovery A (S/N 82408) (Resim 3.5) marka cihazi (Diizen Saglik
Grubu, Ankara, Tiirkiye) kullanilmistir. Elde edilen Total BMD degerleri (g/cm?) gruplar

arast ve grup i¢i seklinde karsilastirilmistir. DXA 6l¢iimii i¢in tavsanlarin femur ve lomber

vertebralar ¢ikarilarak analizi yapilmistir (Resim 3.6).
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Resim 3.5. Hologic Horizon QDR Discovery A (S/N 82408) marka DXA cihazi

resim 3.6. Tavsanlarin radyolojik analiz i¢in femur ve vertebra ¢ikarimina ait goriintiiler.

Tavsanlarin RA takibinde yapilan diz eklem goriintilemeleri ESAOTE MyLab 70-X-

Vision ultrasound cihazi (Resim 3.7) ile gergeklestirilmistir. (Gazi Universitesi Tip



89

Fakiiltesi, Fiziksel Tip ve Rehabilitasyon Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye) USG ¢ekimi

tavsanlar anestezi altinda iken ve diz bolgeleri traglanarak yapilmistir (Resim 3.8).

Resim 3.7. ESAOTE MyLab 70-X-Vision ultrasound cihaz1
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Resim 3.8. Tavsanlarin diz USG analizi.
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Mikro CT taramasi ve analizi

Numuneleri radyografik olarak taramak i¢in yiiksek ¢Oziiniirliiklii, masaiistii bir mikro CT
sistemi Skyscan 1275 (Bruker, Kontich, Bel¢ika. S/N=17E15028) (Resim 3.9)
kullanilmigtir. Alinan 6rnekler, cihazinin igerisindeki doner platforma tek tek sabitlenmis
ve tarama parametreleri; 40 kV, 250 uA olacak sekilde ve 26,7 um/piksel boyutlarinda ve
alan diizeltmesi ayarlanip kaydedildikten sonra, her bir 6rnek ayni alan diizeltme ayarlari
ile taranmistir. Mikro-ct’nin rotasyon basamagi 0,2° ayarlanip, her biri 49 ms (milisaniye)
maruz kalma stiresiyle olacak sekilde 3 frame ve her bir érnek 360° rotasyonlu tarama
yapilacak sekilde belirlenmistir. Cekimler sirasinda olusacak artifaktlar1 engellemek igin
Imm kalinliginda aliiminyum filtre kullanilmistir. Her bir numunenin goriintiilenmesi

yaklasik olarak 30 dk siirmiistiir.

Resim 3.9. Micro-CT cihazi (Skyscan 1275, Bruker, Kontich, Belgika. S/N=17E15028)

Orneklerin mikro-CT taramasi sirasinda elde edilen veriler, NRecon v.1.7.4.6 yazilimi
(Bruker Skyscanl1275 CT, Kontich, Belgika) ile goriintiilere donistiirilmistir. Ham
verilerin rekonstriiksiyonu (yeniden yapilandirma) islemi sonucu 16 bit BMP c¢ikti

formatina doniistiiriilmiis ve her bir 6rnege ait yaklasik 1900 goriinti elde edilmistir.

Hem hacimsel hem de boyutsal olarak degerlendirmek i¢in ParaWiew yazilimi kullanilmig

ve program ile kemige ait 3D boyutlandirma ve ardindan voliim hesaplama yapilmaistir.
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3.4. istatistiksel Analiz

Calismamizdan elde ettigimiz verilerin degerlendirilmesi ve g¢izelgelerin olusturulmasi
amaciyla SPSS version 25 programi kullanilmistir. Calisma gruplar1 ve Olgililen parametre

sonugclari analize tabii tutulmustur.

Calisma gruplarindaki parametrelerin tanimlayict istatistikleri, ortalama deger, deger
araliklar1 ve standart sapmalart hesaplanmig ve standart sapmalar + seklinde ifade
edilmistir. Gruplara ait verilerin normal dagilima uyup uymadiklar1 Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmistir. Normal dagilima uygun olan sayisal verilerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda One-way ANOVA testi kullanilmistir. Post-Hoc Test igin ise Tukey

testi kullanilmigtir.

Degiskenler arasinda iligki olup olmadigi Spearman Korelasyon analizi ile incelenmis ve

sonuglar %95°1lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Deney hayvanlar1 agirliklart ¢alisma basindan itibaren diizenli olarak Olgliliip not

edilmistir.

Asagida ¢izelge 4.1.’de OP ve K grubundan hayvanlarin zaman igerisindeki kilo degisimi

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Tavsanlarin zaman igerisinde agirlik degisim grafigi

OP-1

OopP-7

OP-6
) =®-0P-9
== OP-8

Kilo (gr)
Kg (gr)

={ll=K-2

== OP-5 ——K-1

= OP-4 K Grubu

~f—0P-3
= OP-2

OP Grubu

Osteoporoz tanisinda yaygin olarak dual enerji X-151m1 absorptiometrisi (DEXA)
kullanilmaktadir. Tavsanlarin femur ve vertebra kemik mineral yogunluk 6l¢iimleri igin
Hologic Horizon QDR Discovery A (S/N 82408) marka cihaz1 (Diizen Saglik Grubu,
Ankara, Tiirkiye) kullanilmistir. Elde edilen Total BMD degerleri (gr/cm?) gruplar aras1 ve
grup i¢i seklinde karsilagtirllmistir. (Sekil 4.1, Cizelge 4.2)



94

i
:
B
n

-— "a-ehlx:u“:‘- Y-
&

Total BMD: 0.172 g/cm?
OP hastalk asamasi DXA gortntusu Total BMD: 0.383 g/cm?

OP tedavi sonrasi DXA goruntisu
Total BMD: 0.371 g/lcm?
OP hastalik dncesi Kontrol DXA gorintasi

Sekil 4.1. OP grubu tavsanlara ait DXA goriintiileri

Asagida cizelge 4.2.°de OP ve K grubundan hayvanlarin Total BMD degerleri
gosterilmistir. BMD ¢izelgesinden de goriilecegi gibi tavsanlarin BMD degerleri hastalik
ile beraber azalmis, ardindan tedavi siireci ile birlikte degerler tekrar yiikselmeye
baslamistir. Bu durum ayni zamanda uyguladigimiz deneysel metodun da iyi bir sekilde

calistigini gostermistir.

Cizelge 4.2. OP ve K grubundan hayvanlarin Total BMD degerleri

Total BMD gr/cm?
Femur Vertebra
Sag Sol
K-1 0,371 0,352 0,214
K-2 0,290 0,383 0,261
K-3 0,371 0,403 0,373
K-4 0,390 0,402 0,317
K-5 0,379 0,345 0,334
OP-1 0,260 0,287 0,247 Hastalik olusum 6. hafta
OP-7 0,207 0,172 0,189 Hastalik olusum 10. hafta
OP-6 0,321 0,378 0,189 Tedavi 8. hafta
OP-9 0,383 0,356 0,253 Digerleri tedavi 13. hafta
OP-8 0,346 0,339 0,268
OP-5 0,381 0,339 0,288
OP-4 0,347 0,322 0,253
OP-3 0,391 0,457 0,284
OP-2 0,366 0,333 0,267
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DXA o6l¢iimiinden sonra numuneleri radyografik olarak taramak igin yiiksek ¢oziintirliiklii,
masaiistic bir mikro CT sistemi Skyscan 1275 kullanilmistir. Hem hacimsel hem de

boyutsal olarak degerlendirme yapabilmek i¢in ParaWiew yazilimi kullanilmistir.

Resim 4.1°de OP ve K grubuna ait Tavsnlarin micro-CT goriintiileri verilmistir.

Resim 4.1. Tavsan femur Micro-CT goriintiileri. A: Kontrol grubuna ait goriinti. B: OP
grubuna ait goriintii

Tavsanlarda OP gelisimi sonrast yapilan Micro-CT c¢ekiminde femurda trabekiiler

kemikteki erozyon kontrol ile karsilastirildiginda net bir sekilde gézlenmistir.

Asagida resim 4.2°de femur Micro-CT goriintiilerininin yapilandirtlmasi ile elde edilen 3D

goriintiisii ve kemik voliim hesaplamada kullanilan kesit bolgesi gosterilmistir.



Resim 4.2. A:Tavsan femur Micro-CT goriintiilerininin yapilandirilmast ile elde edilen 3D
goriintiisii. B: Tavsan femur Micro-CT 3D goriintiinden alinan kesit bolgesi

Femur micro-CT goriintiileri yeniden yapilandirildiktan sonra ParaWiew programi ile
analizi gergeklestirilmistir. 3D yapilandirmadan kesit alinmig ve bu kesitlerin voliimleri
ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Kontrol grubu, OP hastalik asamas1 ve OP tedavi asamasina ait
micro-CT goriintiileri (Resim 4.3) ve bu goriintiilerden hesaplanan voliim degerleri
(cizelge 4.3) asagida verilmistir. Her tavsandan, program ile eslestirilen ayn1 bolgeden esit
kesitler alinmis ve bu kesitlerden program yardimi ile kemik volim hesaplamasi
yapilmustir. Elde edilen verilerin bagta yiiksek olan degerlerin hastalik ile beraber azaldigi
ardindan tedavi ile tekrar ylikselise gegtigi gosterilmistir. Benzer sekilde goriintiilerde de
goriildiigli gibi hastalik ile beraber kompkt kemik ve trabekiiler alanlarda erozyon

gosterilmis ve ardindan tedavi ile birlikte bu erozyonda iyilesme gosterilmistir.
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Cizelge 4.3: Tavsan femur micro-Ct goriintiilerinden elde edilen kemik voliim degerleri.
K3:Kontrol grubu, OP-7:0P hastalik asamasi, OP-6:0P tedavi asamasina ait

micro-CT goriintiilerinden hesaplanan voliim degerleri.

mK3

Volim

mOP-7
mOP-6

1 2 3
Kesitler

Asagida resim 4.3’de Kontrol grubu, OP hastalik asamasi ve OP tedavi asamasi femur

Micro-CT goriintiilerinin  yapilandirilmasinin  ardindan alinan kesitlerin ~ goriintiileri

verilmistir.
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Kontrol

OP
Hastalik

Asamast

OP
Tedavi

Asamasi

Resim 4.3. Tavsan femur Micro-CT goriintiilerinin yapilandirilmasinin ardindan alinan
kesitlerin gortintiileri.

RA klinik tani ve takibinde yaygin olarak ultrasoun goriintiileme kullanilmaktadir. RA
grubu tavsanlarin baslangigtan itibaren tiim hastalik ve tedavi sirasinda yapilan diz eklem
goriintiilemeleri ESAOTE MyLab 70-X-Vision ultrasound cihazi ile gergeklestirilmistir.
Resim 4.4; 4.5 ve 4.6’da USG goriintiileri verilmistir.
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B
Frq 12.0 MHz
Gn 96

4 EIA 113
Map CI0I0

D 40cm
DR 72
14FR 11 Hz

A0 100%

Resim 4.5. RA asamasi tavsan diz USG goriintiisii A: Sinovit, sinoviyal hipertrofi, kemik
erozyonu ve power doppler sinyalleri B: Rice body goriintiisii
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Resim 4.6. RA tedavisi sonrasi tavsan diz USG goriintiisii (Normal USG)

USG gorintiilerinden de anlasilacagi iizere hastalik Oncesi normal olan diz USG
goriintiileri ve ardindan, uyguladigimiz diz i¢i enjeksiyonlardan sonra tavsanlarda RA
gelismi gozlenmistir. RA hastalar1 diz eklemlerinde goriilen Sinovit, sinoviyal hipertrofi,
kemik erozyonu ve power doppler sinyalleri gibi durumlar USG ile gosterilmistir. Ayrica
ilerlemis RA durumlarinda goriilebilen Rice body durumuda gozlenmistir. Hastali§in

ardindan tedavi edilen tavsanlarda iyilegsme gosterilmistir.

Tim gruplara ait serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D, CTX,
PINP, RANKL ve SIP diizeyleri analiz edilmistir. Tavsanlar ¢alisma baslangicindan
itibaren tiim hastalik ve tedavi siirelerince siirekli izlenmis ve her iki haftada bir kan
numuneleri alinmigtir. Téim bu siiregler boyunca toplanan serumlarin analizi ile elde edilen
tiim veriler toplu olarak cizelge 4.4.”de gosterilmistir. Cizelgede gruplar ayr1 ayr1 verilmis
ve gruplara ait tavsanlarin baslangig, hastalik ve tedavi siireci boyunca ol¢iilen tim serum

degerlerindeki gozlenen degisimler tek tek gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D, CTX, P1NP,

RANKL ve SIP diizeyleri

—¢—0P-1

oP-7
e OP-6
i OP-9
«~®-0P-8
= OP-5
oP-4

OP Grubu

et OP-3
«fi—0P-2

OP grubu
serum Ca degerleri

K Grubu

K grubu
serum Ca degerleri

=0=RA-6

=f—RA-2

==fe=RA-3

=¢=—=RA-1

Ca mg/dL

e R A-8

RA-9

e RA-7

—— —

==ie=RA-5
RA-4

RA Grubu

RA grubu
serum Ca degerleri
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D,

CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri

P mmol/L

OP-1
opP-7

i OP-6
~®—0P-9
—¥=0P-8
—>é=0P-5
e OP-4
—f—0P-3
== 0P-2

OP grubu
serum P degerleri

P mmol/L

== K-3
==K-2
==K-1

K Grubu

K grubu
serum P degerleri

P mmol/L

e —

———+—

RA Grubu

=@=RA-6
== RA-2
==fe=RA-3
=¢=—=RA-1
e RA-8

RA-9
et RA-7
== RA-5
=é=RA-4

RA grubu
serum P degerleri




Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri
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PTH, Vit D,

ALP u/L

OP-1
e OP-7

OP Grubu

0P-6
«~®-0P-9
—¥=0P-8
=== OP-5
e OP-4
=f—0P-3
4= 0P-2

ALP u/L

== K-3
=ll=K-2
=—=K-1

K Grubu

ALP u/L

N/

== RA-2
=0=RA-6
==fe=RA-3
=f=—=RA-1
e RA-8
RA-9
RA-7

N/

RA Grubu

==ie=RA-5
=>é=RA-4
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,

CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri

PTH, Vit D,

OP-1
—1 e OP-7
B oP-6
- ]
3 - = —8—0P-9
b
2 = OP-8
<
N == OP-5
== OP-4
—-0P-3
=4=—0P-2
OP Grubu
G e e .
i e K-3
o0
e +K-2
<
e K-1
K Grubu
RA-6
e RA-2
— e RA-3
g — e RA-1
7
o ~— s RA-8
< —
—~— | e RA-4
—_— e RA-5
S RA-7
RA-9
RA Grubu




Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,

CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri
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PTH, Vit D,

|

Kol mg/dL

oP-1
e OP-7
i OP-6
~0—0P-9
—¥=0P-8
=>é=0P-5
et OP-4
—f—0P-3
4= OP-2

Kol mg/dL

K Grubu

=@=RA-6

== RA-2
=¢=—RA-1

Kol mg/dL

=== RA-3
s RA-8

—>é=RA-4
1 —=RA-5

et RA-7

RA-9

RA Grubu
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,

CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri

PTH, Vit D,

RA Grubu

OP-1
I\ A
e OP-7
\\
i OP-6
iﬁ N\ 1'//
& ~®—0P-9
AP TN Y
Q R ( —5=0P-8
[=) L
T —>é=0P-5
b —a—0P4
~f—0P-3
= OP-2
OP Grubu
—
3
téo e K-3
§ =fl=K-2
T = K-1
K Grubu
=@-RA-6
; == RA-2
2 === RA-1
® m —h—RA-3
o
s s R A-8
=)
T —>é=RA-4
I S
e —— =i RA-5
J= P cxmmm RA-7
RA-9




Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri

107

PTH, Vit D,

oP-1
e OP-7

PTH pg/mL

OP-6
«~®-0P-9
—¥=0P-8

OP Grubu

OP-5
= OP-4
~f—0P-3
—4—0P-2

0

PTH pg/mL

K Grubu

= K-3
={ll=K-2
==K-1

PTH pg/mL

RA Grubu

=0=RA-6
== RA-2
=== RA-3
=¢—=RA-1

RA-9
e RA-8
e RA-7
== RA-5
=é=RA-4
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri

PTH, Vit D,

oP-1
e OP-7
. b OP-6
§° ~®-0P-3
o e OP-9
> «=>4=OP-8
= OP-5
- O0P-4
== OP-2
OP Grubu
o
§ e K-3
e == K-2
> ——K-1
K Grubu
P RA-6
| / ) —de—RA-3
. ~—RA-2
z f / /| \\ o rn
o (// ~ - ——RAD
> V \ i RA-8
_ ~®—RA-7
=) = RA-5
\’/ 4= RA-4

RA Grubu




Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri
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Cizelge 4.4. (devam) Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin,
CTX, PINP, RANKL ve S1P diizeyleri
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Laboratuvar analizleri sonucu elde ettigimiz sonuglar istatistiksel analize tabi tutulmustur.

Laboratuvar analizleri sonucunda Kontrol grubuna ait elde ettigimiz verilerin tanimlayici

istatiksel bilgileri gizelge 4.5’de toplu olarak gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Kontrol grubuna ait verilerin tanimlayici istatiksel bilgileri

Kontrol Grubu
Minimum | Maximum | Mean Std. Error | Skewness | Kurtosis

Ca (mg/dL) 13,24 16,16 14,74 0,178 -0,076 -0,325
P (mg/dL) 4,88 7,62 6,09 0,196 0,191 -1,237
ALP (u/L) 34 375 147,17 23,604 1,002 0,251
Alb (gr/dL) 3,48 4,45 4,06 0,0625 -0,472 -0,371
Kol (mg/dL) 78,3 235,3 157,02 10,973 -0,034 -1,155
HDL C (mg/dL) | 32,4 60,8 47,66 1,9053 0,050 -0,742
PTH (pg/mL) 8,520 8,76 8,68 0,0142 -1,165 1,993
VitD (ng/mL) 27,69 81,13 56,93 4,715 -0,238 -1,497
CAL (pg/mL) 0,579 9,09 2,43 0,438 2,940 10,325
RANKL (pg/mL) | 32,56 261,44 134,32 11,0237 0,315 -1,086
S1P (ng/mL) 16,91 59,37 31,23 1,669 0,802 0,482
KiloGr 2410 3770 3019,53 | 97,463 0,501 -0,431

Yeni Zeland Tavsanlarinin bazi biokimyasal parameterleri icin referans aralik galismasi
yapilmis. Calismalar olduk¢a sinirli olmakla beraber ¢alismalarda kulak veninden alinan
kan kullanilmis ve genel olarak biyokimya oto-analizorlerinde oOl¢iim yapilmis
(MediRabbit, 2023; C. Ozkan, Kaya ve Akgul, 2012; O. Ozkan ve Pekkaya, 2019;
Shousha, Mahmoud ve Hameed, 2017). Calismalarda kullanilan kitlerin tavsana
uygunlugundan bahsedilmemistir. Bu arastirmalardan elde edilen degerler ¢izelge 4.6’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Tavsanlara ait baz1 biyokimyasal parametrelerin sayisal degerleri.

Minimum Maximum
Ca (mg/dL) 5,5 14,1
P (mg/dL) 4,03 5,96
ALP (u/L) 10 96
Alb (gr/dL) 2,1 4.3
Kol (mg/dL) 10 80

Bizim c¢alismamiz da insan serum biyokimya parametreleri i¢in kullanilan kit ve
otoalizorlerde gergeklestirilmistir. Calismamizda her grubun baslangic degerlerini aym
zamanda kontrol olarak da degerlendirilmistir. Boylece her tavsana ait degisimlerin kendi

icinde karsilagtirilmasi saglanmstir.
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OP grubuna ait analizler sonunda elde edile veriler istatiksel analiz ve yorum yapilabilmesi
icin Baslangi¢, Hastalik-1, Hastalik-2, Tedavi-1 ve Tedavi-2 seklinde siniflandirilmistir.
Serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D, CTX, PINP, RANKL ve
S1P sonuglarmin gruplar arasi dagilimini géstermek i¢in normallik testi Shapiro-Wilk testi
yapilmistir. p>0.05 degeri elde edilmisse normal dagilim olarak kabul edilmistir. OP grubu
analiz sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri ve p degerleri ¢izelge 4.7°te

gosterilmistir.

Cizelge 4.7. OP grubu analiz sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri ve p degerleri

OP Grubu
Mean+Std.D [Std. Error [Minimum |[Maximum [Shapiro-Wilk
1: Baslangic [13,77+0,84 0,281 12,76 15,50 0,358
2: Hastalik-1 |14,69+0,53 0,178 13,99 15,78 0,591
Ca (mg/dL) 3: Hastal_1k—2 13,90+0,58 10,205 12,94 14,57 0,466
4: Tedavi-1  |14,71+0,42 0,159 14,08 15,22 0,710
5. Tedavi-2 |14,32+0,39 0,162 13,77 14,82 0,825
Total 14,26+0,69 10,112 12,76 15,78
1: Baslangic [7,35+0,76 0,255 6,34 8,44 0,463
2: Hastalik-1 [6,81+0,43 0,142 6,27 7,56 0,527
P (mg/dL) 3: Hastal_1k-2 6,05+0,61 0,215 5,05 7,00 1,000
4: Tedavi-1  |6,84+0,37 0,140 6,38 7,33 0,276
5: Tedavi-2 [5,69+0,54 0,218 4,98 6,20 0,114
Total 6,61+0,79 0,128 4,98 8,44
1: Baslangig |131+32,54 |10,845 (93,00 177,00 0,270
2: Hastalik-1 |136+21,38 7,126 95,30 165,00 |0,422
ALP (u/L) 3: Hastal_1k—2 92+24,12 8,527 66,30 131,00 0,264
4: Tedavi-1  [934£20,82 7,869 71,30 127,00 0,406
5: Tedavi-2 |62+11,74 4,790 45,00 78,70 0,845
Total 107+35,36 5,662 45,00 177,00
1: Basglangic [3,77+0,36 0,121 3,50 4.60 0,010
2: Hastalik-1 |4,14+0,16 0,053 3,96 4,40 0,429
Alb (gr/dL) 3: Hastal_1k—2 4,03+0,18 0,062 3,78 4,29 0,935
4: Tedavi-1 |3,75+0,14 0,051 3,54 3,91 0,064
5: Tedavi-2  |3,71+0,19 0,078 3,38 3,87 0,193
Total 3,90+0,28 0,045 3,38 4,60
1: Baslangic |184+44,36 14,786 141,00 275,00 0,112
2: Hastalik-1 |170+52,87 17,623 120,00 292,00 0,038
Kol (mg/dL) 3: Hastal_lk-z 167+67,24 23,772  |113,00 280,00 (0,009
4: Tedavi-1 [214+88,98 [33,631 103,00 (385,97 |0,500
5: Tedavi-2 |189+53,11 21,682  |106,00 247,00 (0,625
Total 184+61,15 9,792 103,00 385,97
1: Baglangig |51,66£7,66 |2,554 41,40 60,50 0,181
2: Hastalik-1 [47,06+9,77 3,258 34,20 62,60 0,678
3: Hastalik-2 [38,85+10,31 (3,644 26,40 58,50 0,663
HDL_C (MY/dL)) rodavi-T 5296593 3519 [41.70  68.60  [0.549
5: Tedavi-2 [49,98+7,62 (3,111 38,80 58,80 0,634
Total 47,93+9.97 (1,597 26,40 68,60
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Cizelge 4.7. (devam) OP grubu analiz sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri ve p
degerleri
OP Grubu
Mean+Std.D | Std. Error | Minimum | Maximum | Shapiro-Wilk
PTH 1: Baslangic | 8,6440,06 0,020 8,54 8,73 0,830
(pg/mL) 2: Hastalik-1 | 8,65+0,08 0,026 8,52 8,73 0,248
3: Hastalik-2 | 8,23+1,07 0,377 5,59 8,68 0,000
4: Tedavi-1 8,48+0,27 0,101 7,93 8,75 0,033
5: Tedavi-2 8,51+0,08 0,031 8,40 8,59 0,431
Total 8,51+0,49 0,080 5,59 8,75
1: Baglangic  ¥43,28+15,97 [5,324 17,92 60,52 0,248
VitD 2: Hastalik-1 [55,40+15,50 |[5,168 35,41 82,65 0,596
(ng/mL) 3: Hastal_1k-2 36,03+11,48 (4,058 24,43 56,80 0,263
4: Tedavi-1 37,11+5,80 2,189 29,47 46,33 0,930
5: Tedavi-2 43,38+8,73 3,564 35,14 59,99 0,114
Total 43,49+14,03 (2,246 17,92 82,65
1: Baglangic  |3,77+1,26 0,419 2,46 6,60 0,097
CAL 2: Hastalik-1  [2,87+1,13 0,377 1,48 4,47 0,285
(pg/mL) 3: Hastal}k—Z 2,66+1,84 0,649 0,92 5,55 0,021
4: Tedavi-1 2,94+1,87 0,706 0,75 6,05 0,660
5: Tedavi-2 3,11+1,42 0,581 1,48 5,23 0,317
Total 3,08+1,46 0,238 0,75 6,60
1: Baslangic  |86,46£17,65 5,883 58,95 112,37 0,500
RANKL 2: Hastalik-1  |54,15+18,77 16,255 28,11 88,67 0,943
(pa/mL) 3: Hastal_1k—2 65,44+26,84 9,491 31,07 116,63 0,542
4: Tedavi-1 104,14+10,58 (3,998 88,48 123,30 0,531
5: Tedavi-2 145,58+28,22 11,521 120,33 189,59 0,146
Total 86,96+36,67 5,871 28,11 189,59
1: Baslangic  |85,50£19,09 6,362 44,86 108,91 0,286
S1p 2: Hastalik-1  [51,98+3,56 1,187 46,39 55,85 0,168
(ng/mL) 3: Hastalik-2  |36,01+4,00 1,415 30,28 41,47 0,382
4: Tedavi-1  [44,37+5,66 2,140 34,63 53,51 0,582
5: Tedavi-2 36,07+3,44 1,405 29,45 38,66 0,039
Total 52,63+21,42 (3,430 29,45 108,91
1: Baglangic  [9,4943,79 1,264 1,13 13,08 0,064
2: Hastalik-1  [7,46+3,26 1,088 0,44 11,34 0,121
CTX 3. Hastalik-2  3,10+2,27 0,802 0,12 6,39 0,668
(pg/mL) [ Tedavi-1  |1,52+1,78 _ |0,673 0,17 5,38 0,008
5: Tedavi-2 1,32+0,87 0,354 0,20 2,28 0,185
Total 5,03+4,26 0,683 0,12 13,08
1: Baglangic  [2,07+0,11 0,036 1,90 2,26 0,970
2: Hastalik-1 |1,76+0,03 0,011 1,69 1,82 0,808
3: Hastalik-2  |1,79+0,05 0,018 1,71 1,87 0,931
PINPUOL) )y Tedavi-T  [1.9520.08 10,029 183 208 0,893
5: Tedavi-2 1,98+0,12 0,051 1,86 2,22 0,048
Total 1,90+0,15 0,023 1,69 2,26
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OP grubu Serum Ca diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AUS5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisilmistir. Serum Ca diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 13,77 mg/dL,
hastalik 1. asamasinda ortalama 14,69 mg/dL, hastalik 2. asamasinda 13,9 mg/dL, tedavi 1.
asamasinda 14,7 mg/dL ve tedavi 2. Asamasinda ise 14,32 mg/dL olarak 6lgiilmiistiir.

Asagida sekil 4.2’de OP grubundan hayvanlarin serum Ca diizeyleri gosterilmistir.

16,00
32
o
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13,00

Ca

12,00

1 2 3 4 5

Asama

Sekil 4.2. OP grubundan hayvanlarin serum Ca diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1, 3:
Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum P diizeyleri klinik kimya analiz6rii Beckman Coulter AU5800 Biyokimya
Analizori ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle ¢alisiimistir. Serum P
diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 7,35 mg/dL, hastalik 1. asamasinda
ortalama 6,81 mg/dL, hastalik 2. asamasinda 6,05 mg/dL, tedavi 1. asamasinda 6,84 mg/dL

ve tedavi 2. asamasinda 5,69 mg/dL olarak 6l¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.3’de OP grubundan hayvanlarin serum P diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.3.  OP grubundan hayvanlarin serum P diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1, 3:
Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum ALP diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisilmistir. Serum ALP diizeyleri OP grubu baslangi¢c asamasinda ortalama 131,44 u/L,
hastalik 1. asamasinda ortalama 135,71 u/L, hastalik 2. asamasinda 92,45 u/L, tedavi 1.

asamasinda 93,53 u/L ve tedavi 2. asamasinda 61,78 u/L olarak 6l¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.4°de OP grubundan hayvanlarin serum ALP diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.4. OP grubundan hayvanlarin serum ALP diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum Alb diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisilmigtir. Serum Alb diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 3,77 gr/dL,
hastalik 1. asamasinda ortalama 4,14 gr/dL, hastalik 2. asamasinda 4,03 gr/dL, tedavi 1.
asamasinda 3,75 gr/dL ve tedavi 2. asamasinda 3,71 gr/dL olarak 6l¢iilmiistir.

Asagida sekil 4.5°de OP grubundan hayvanlarin serum Alb diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.5.  OP grubundan hayvanlarin serum Alb diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum Kol diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisiimistir. Serum Kol diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 183,78 mg/dL,
hastalik 1. asamasinda ortalama 170,33 mg/dL, hastalik 2. asamasinda 167,36 mg/dL,
tedavi 1. asamasinda 214,85 mg/dL ve tedavi 2. asamasinda 189,5 mg/dL olarak

Olclilmiistiir.

Asagida sekil 4.6’de OP grubundan hayvanlarin serum Kol diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.6. OP grubundan hayvanlarin serum Kol diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1, 3:
Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum HDL-C diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisitlmigtir. Serum HDL-C diizeyleri OP grubu baslangic asamasinda ortalama 51,66
mg/dL, hastalik 1. asamasinda ortalama 47,06 mg/dL, hastalik 2. asamasinda 38,85 mg/dL,
tedavi 1. asamasinda 52,96 mg/dL ve tedavi 2. asamasinda 49,92 mg/dL olarak

Olclilmiistiir.

Asagida sekil 4.7°de OP grubundan hayvanlarin serum HDL-C diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.7.  OP grubundan hayvanlarin serum HDL-C diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-
1, 3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum PTH diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter DXI 800 ve
kullanima hazir kitler kullanilarak kemiliiminesan yontemle g¢alisilmistir. Serum PTH
diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 8,64 pg/mL, hastalik 1. asamasinda

ortalama 8,65 pg/mL, hastalik 2. asamasinda 8,23 pg/mL, tedavi 1. asamasinda 8,48 pg/mL
ve tedavi 2. asamasinda 8,51 pg/mL olarak ol¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.8’de OP grubundan hayvanlarin serum PTH diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.8.  OP grubundan hayvanlarin serum PTH diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum Vit D diizeyleri klinik kimya analizoérii Beckman Coulter DXI 800 ve
kullanima hazir kitler kullanilarak kemiliiminesan yontemle g¢alisilmistir. Serum Vit D
diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 43,25 ng/mL, hastalik 1. asamasinda
ortalama 55,4 ng/mL, hastalik 2. asamasinda 36,02 ng/mL, tedavi 1. asamasinda 35,42

ng/mL ve tedavi 2. asamasinda 43,37 ng/mL olarak 6l¢ililmiistiir.

Asagida sekil 4.9°de OP grubundan hayvanlarin serum Vit D diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.9. OP grubundan hayvanlarin serum Vit D diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum CAL diizeyleri klinik kimya analizori IMMULITE® 2000 XPi
Immunoassay System, Siemens Healthineers ve kullanima hazir kitler kullanilarak
immunoassay yontemle c¢alisilmistir. Serum CAL diizeyleri OP grubu baslangi¢
asamasinda ortalama 3,77 pg/mL, hastalik 1. asamasinda ortalama 2,87 pg/mL, hastalik 2.
asamasinda 2,65 pg/mL, tedavi 1. asamasinda 2,94 pg/mL ve tedavi 2. asamasinda 3,11

pg/mL olarak 6l¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.10°de OP grubundan hayvanlarin serum CAL diizeyleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. OP grubundan hayvanlarin serum CAL diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum CTX diizeyleri klinik kimya analizori Roche Hitachi Cobas 6000 Sistemi
ve kullanima hazir kitler kullanilarak ECL (Electro Chemi Luminescence) yontemle
caligtimistir. Serum CTX diizeyleri OP grubu baslangi¢ agamasinda ortalama 9,49 pg/mL
hastalik 1. asamasinda 7,46 pg/mL, hastalik 2. asamasinda 3,09 pg/mL, tedavi 1.
asamasinda 1,52 pg/mL ve tedavi 2. asamasinda 1,32 pg/mL olarak 6l¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.11°’de OP grubundan hayvanlarin serum CTX diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.11. OP grubundan hayvanlarin serum CTX diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum PINP diizeyleri klinik kimya analizérii Roche Hitachi Cobas 6000
Sistemi ve kullanima hazir kitler kullanilarak ECL (Electro Chemi Luminescence)

yontemle calisilmistir. Serum PINP diizeyleri OP grubu baslangic asamasinda ortalama
2,07 u/L hastalik 1. asamasinda 1,76 u/L, hastalik 2. asamasinda 1,79 u/L, tedavi 1.

asamasinda 1,95 u/L ve tedavi 2. asamasinda 1,98 u/L olarak Sl¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.12°de OP grubundan hayvanlarin serum P1NP diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.12. OP grubundan hayvanlarin serum PINP diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1,
3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum RANKL diizeyleri ELISA teknigi ile kullanima hazir kitler kullanilarak
calisitlmigtir. Serum RANKL diizeyleri OP grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 86,46
pg/mL, hastalik 1. asamasinda ortalama 54,15 pg/mL, hastalik 2. asamasinda 65,44 pg/mL,
tedavi 1. asamasinda 104,14 pg/mL ve tedavi 2. asamasinda 145,58 pg/mL olarak

Olclilmiistiir.

Asagida sekil 4.13’de OP grubundan hayvanlarin serum RANKL diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.13. OP grubundan hayvanlarin serum RANKL diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-
1, 3: Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

OP grubu Serum S1P diizeyleri LCMSMS yontemi ile ¢alisilmistir. Serum S1P diizeyleri
OP grubu baglangi¢c asamasinda ortalama 85,50 ng/mL, hastalik 1. asamasinda ortalama
51,98 ng/mL, hastalik 2. asamasinda 36,01 ng/mL, tedavi 1. asamasinda 44,37 ng/mL ve

tedavi 2. asamasinda 36.07 ng/mL olarak 6l¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.14°de OP grubundan hayvanlarin serum S1P diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.12. OP grubundan hayvanlarin serum S1P diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1, 3:

Gruplara ait verilerin normal dagilima uyup uymadiklar1 Shapiro-Wilk testi

degerlendirilmistir.

Normal dagilima uygun olan

Hastalik-2, 4: Tedavi-1, 5: Tedavi-2)

karsilastirmalarinda One-way ANOVA testi kullanilmustir.

ile

sayisal verilerin gruplar arasi

Varyanslarin homojenligi tablosunda p (anlamlilik) degeri 0,05’ten biiyiik oldugu icin

varyanslarin homojen oldugu kabul edilmistir. Cizelge 4.8’°da OP grubuna ait analiz

sonuglarinin Homojenite Varyans ve Anova degerleri verilmistir.

Cizelge 4.8. OP grubuna ait analiz sonuglarinin Homojenite Varyans ve Anova degerleri

OP Grubu

Anova p Homojenite Varyans levene p
Ca 0,005 0,248
P 0,000 0,339
ALP 0,000 0,051
Alb 0,001 0,213
Kol 0,601 0,611
HDL C 0,031 0,920
PTH 0,434 0,009
VitD 0,027 0,192
CAL 0,608 0,473
RANKL 0,000 0,129
S1P 0,000 0,013
CTX 0,000 0,131
P1NP 0,000 0,094
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Anova; p<0,05 oldugu icin karsilastirilan gruplarin ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark
oldugu goriilmiis ve bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek icin ¢oklu
karsilagtirma (Post-Hoc test) yapilmistir. Varyanslar homojen dagildigi i¢in Post Hoc
testlerinden Tukey HSD testi kullanilmistir.

Tukey HSD Testi’ne goére OP grubu RANKL, S1P, CTX, PINP sonuglari i¢in Baslangig,
Hastalik ve Tedavi asamalari arasinda yapilan analiz  sonuglart ¢izelge 4.9°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.9. OP grubuna ait analiz sonuglarinin Post Hoc testlerinden Tukey HSD degerleri

OP Grubu
RANKL S1P CTX PINP
2: Hastalik-1 0,020 0,000 0,528 0,000
1. Baslangis 3: Hastalik-2 0,261 0,000 0,000 0,000
4: Tedavi-1 0,465 0,000 0,000 0,069
5: Tedavi-2 0,000 0,000 0,000 0,258
1: Baslangig 0,020 0,000 0,528 0,000
s Hastali 1 3: Hastalik-2 0,802 0,018 0,020 0,940
4: Tedavi-1 0,000 0,561 0,001 0,001
5: Tedavi-2 0,000 0,035 0,002 0,000
1: Baslangi¢ 0,261 0,000 0,000 0,000
Tukey 3 Hastalik.2 2: Hastalik-1 0,802 0,018 0,020 0,940
HSD 4: Tedavi-1 0,009 0,495 0,805 0,005
5: Tedavi-2 0,000 1,000 0,758 0,002
1: Baglangi¢ 0,465 0,000 0,000 0,069
4 Tedaid 2: Hastalik-1 0,000 0,561 0,001 0,001
3: Hastalik-2 0,009 0,495 0,805 0,005
5: Tedavi-2 0,010 0,572 1,000 0,985
1: Baslangi¢ 0,000 0,000 0,000 0,258
. Tedavi2 2: Hastalik-1 0,000 0,035 0,002 0,000
3: Hastalik-2 0,000 1,000 0,758 0,002
4: Tedavi-1 0,010 0,572 1,000 0,985

OP grubu Baslangi¢, Hastalik ve Tedavi asamalar1 bazinda sonuglar arasinda iliski olup
olmadig1 degerlendirmesi i¢in Pearson Korelasyon Testi kullanilmistir. Sonuglar %95°1ik

giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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Analizler sonucu elde edilen Pearson korelasyon katsayisi ve p degerleri Cizelge 4.10” de

verilmistir.

Cizelge 4.10. OP grubuna ait analiz sonuc¢larinin Pearson korelasyon katsayist ve p
degerleri

OP Grubu Pearson korelasyon analizi

Asama RANKL S1P CTX PINP
1: Baslangig RANKL Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri 0,284 1
P degeri 0,459
CTX Pearson’s r degeri -0,141 0,466 1
P degeri 0,717 0,206
PINP Pearson’s r degeri 0,426 0,353 -0,457 1
P degeri 0,253 0,352 0,216
RANKL S1P CTX PINP
2: Hastalik-1 RANKL Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri 0,048 1
P degeri 0,903
CTX Pearson’s r degeri 0,021 -0,352 1
P degeri 0,958 0,353
PINP Pearson’s r degeri 0,359 0,025 0,015 1
P degeri 0,342 0,949 0,969
RANKL S1P CTX PINP
3: Hastalik-2 RANKL Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri -0,168 1
P degeri 0,690
CTX Pearson’s r degeri -0,378 0,499 1
P degeri 0,355 0,208
PINP Pearson’s r degeri -0,355 0,368 -0,016 1
P degeri 0,388 0,370 0,970
RANKL S1P CTX PINP
4: Tedavi-1 RANKL Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri 0,089 1
P degeri 0,850
CTX Pearson’s r degeri -0,464 0,186 1
P degeri 0,294 0,689
PINP Pearson’s r degeri -0,491 -0,548 0,665 1
P degeri 0,263 0,203 0,103
RANKL S1P CTX PINP
5: Tadavi-2 RANKL Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri 0,026 1
P degeri 0,961
CTX Pearson’s r degeri 0,276 0,489 1
P degeri 0,597 0,325
P1INP Pearson’s r degeri -0,316 0,032 0,538 1
P degeri 0,542 0,951 0,271
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RA grubuna ait analizler sonunda elde edile veriler istatiksel analiz ve yorum yapilabilmesi
icin Baslangig, Hastalik, Tedavi-1 ve Tedavi-2 asamalart seklinde smiflandirilmistir. RA grubu
serum Ca, P, ALP, Alb, Kol, HDL-C, Kalsitonin, PTH, Vit D, CTX, PINP, RANKL ve S1P
sonuglarmim gruplar arasi dagilimimi gostermek i¢in normallik testi Shapiro-Wilk testi
yapilmistir. p>0.05 degeri elde edilmisse normal dagilim olarak kabul edilmistir. RA grubu
analiz sonuglarma goére genel tamimlayict istatistikleri ve p degerleri ¢izelge 4.11°da

gosterilmistir.

Cizelge 4.11. RA grubu analiz sonuglarma gore genel tanimlayici istatistikleri ve p

degerleri

RA Grubu
Mean+Std.D Std. Error  [Minimum |Maximum |Shapiro-Wilk

Ca 1: Baslangic 14,86+0,66 0,221 13,39 15,65 0,252

(mgfdL) 2: Hastalik-1 14,48+0,40 0,153 14,01 15,13 0,743
Total 14,69+0,58 0,145 13,39 15,65

P 1: Baslangic 6,55+0,70 0,235 5,04 7,4 0,319

(mgfdL) 2: Hastalik-1 6,09+0,87 0,327 4,78 7,2 0,676
Total 6,35+0,79 0,196 4,78 7,4

ALP 1: Baslangic 83,22+38,95 12,983 37 148 0,215

(/L) 2: Hastalik-1 74,39+32,58 12,315 48 142 0,035
Total 79,29+35,42 8,856 37 148

Alb 1: Baslangic 3,82+0,32 0,106 3,26 4,19 0,276

(gr/dL) 2: Hastalik-1 3,80+0,36 0,135 3,45 4,33 0,026
Total 3,81+0,32 0,081 3,26 4,33

Kol 1: Baslangic 213,17+112,78 37,593 49,5 347,4 0,285

(mg/dL) 2: Hastalik-1 165,44+59,38  [22,445 120 264,4 0,009
Total 192,29+93,77  |23,441 49,5 347,4

HDL C 1: Baslangic 56,16+20,29 6,763 27,5 83,3 0,547

(mg/d_L) 2: Hastalik-1 46,09+5,75 2,172 39 54,1 0,586
Total 51,76£16,10 4,026 27,5 83,3

PTH 1: Baslangic 8,67+0,09 0,031 8,53 8,842 0,985

(pg/mL) 2: Hastalik-1 8,61+0,04 0,016 8,541 8,659 0,804
Total 8,64+0,08 0,020 8,53 8,842

\VitD 1: Baglangic 31,12+7,96 2,652 16,74 39,95 0,254

(ng/mL) 2: Hastalik-1 41,48+8.92 3,372 30,59 53,3 0,511
Total 35,65+9,69 2,421 16,74 53,3

CAL 1: Baglangic 0,82+0,71 0,238 0,071 1,911 0,116

(pg/mL) 2: Hastalik-1 0,99+0,76 0,286 0,008 1,984 0,682
Total 0,89+0,71 0,178 0,008 1,98
1: Baslangic 77,86+:17,58 5,301 44,778 99,22 0,574

RANKL 2: Hastal_lk-l 89,54+20,20 6,734 57 126,63 0,889

(pg/mL) 3: Tedav!-l 105,61+£21,69 (10,843 78,111 127 0,759
4: Tedavi-2 104,91+£14,65 [7,327 91,444 118,94 0,106
Total 89,414+20,99 3,966 44,778 127
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Cizelge 4.11. (devam) RA grubu analiz sonuglarina gore genel tanimlayici istatistikleri ve

p degerleri
RA Grubu
Mean+Std.D | Std. Error | Minimum | Maximum | Shapiro-
Wilk
1: Baslangic 1,96+0,17 0,051 1,667 2,156 0,136
PINP 2: Hastal}k-l 1,87+0,15 0,048 1,658 2,016 0,034
(Ug/L) 3: Tedav!-l 1,65+0,02 0,010 1,636 1,671 0,068
4: Tedavi-2 1,68+0,07 0,036 1,622 1,771 0,332
Total 1,85+0,18 0,034 1,622 2,156
1: Baslangic 55,32+17,15 | 5,173 32,94 81,30 0,351
s1p 2: Hastal_lk-l 35,42+12,89 | 4,297 22,68 60,17 0,059
(ng/mL) 3: Tedav!—l 25,14+5,25 2,627 20,78 32,73 0,268
4: Tedavi-2 31,70+2.73 1,365 28,71 35,33 0,713
Total 41,24+17.49 | 3,306 20,78 81,30
1: Baslangic 7,49+2.07 0,624 3,863 10,50 0,546
CTX 2: Hastal_lk-l 5,474+2,19 0,730 2,598 8,819 0,540
(pg/mL) 3: Tedav!—l 6,73+1,90 0,948 4,995 9,201 0,605
4: Tedavi-2 9,68+1,26 0,629 7,927 10,903 0,516
Total 7,054+2,35 0,445 2,598 10,90

RA grubu Serum Ca diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AUS5800

Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yoOntemle

calisilmistir. Serum Ca diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 14,86 mg/dL,

hastalik agamasinda ortalama 14,48 mg/dL olarak Sl¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.15°de RA grubundan hayvanlarin serum Ca diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.15. RA grubundan hayvanlarin serum Ca diizeyleri (1: Baslangic, 2: Hastalik-1)
RA grubu Serum P diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AU5800 Biyokimya
Analizori ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle ¢aligilmistir. Serum P

diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 6,55 mg/dL, hastalik asamasinda
ortalama 6,09 mg/dL olarak 6l¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.16°de RA grubundan hayvanlarin serum P diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.16. RA grubundan hayvanlarin serum P diizeyleri (1: Baglangig, 2: Hastalik-1)
RA grubu Serum ALP diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizérii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle

calisgilmigtir. Serum ALP diizeyleri RA grubu baslangi¢c asamasinda ortalama 83,22 U/L,
hastalik asamasinda ortalama 74,39 U/L olarak olgiilmiistiir.

Asagida sekil 4.17°de RA grubundan hayvanlarin serum ALP diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.17. RA grubundan hayvanlarin serum ALP diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)

RA grubu Serum Alb diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisgtimigtir. Serum Alb diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 3,82 gr/dL,
hastalik asamasinda ortalama 3,80 gr/dL olarak dl¢lilmiistiir.

Asagida sekil 4.18’de RA grubundan hayvanlarin serum Alb diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.18. RA grubundan hayvanlarin serum Alb diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)
RA grubu Serum Kol diizeyleri klinik kimya analizérii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle

calisiimigtir. Serum Kol diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 231,17 mg/dL,
hastalik agsamasinda ortalama 165,44 mg/dL olarak ol¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.19’de RA grubundan hayvanlarin serum Kol diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.19. RA grubundan hayvanlarin serum Kol diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)

RA grubu Serum HDL-C diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter AU5800
Biyokimya Analizorii ve kullanima hazir kitler kullanilarak fotometrik yontemle
calisitlmigtir. Serum HDL-C diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 56,16
mg/dL, hastalik asamasinda ortalama 46,09 mg/dL olarak 6l¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.20°de RA grubundan hayvanlarin serum HDL-C diizeyleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.20. RA grubundan hayvanlarin serum HDL-C diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)
RA grubu Serum PTH diizeyleri diizeyleri klinik kimya analizoérii Beckman Coulter DXI
800 ve kullanima hazir kitler kullanilarak kemiliiminesan yontemle ¢alisilmistir. Serum

PTH diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 8,67 pg/mL, hastalik asamasinda

ortalama 8,61 pg/mL olarak dl¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.21°de RA grubundan hayvanlarin serum PTH diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.21. RA grubundan hayvanlarin serum PTH diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)
RA grubu Serum Vit D diizeyleri diizeyleri klinik kimya analizorii Beckman Coulter DXI
800 ve kullanima hazir kitler kullanilarak kemiliiminesan yontemle ¢aligilmigtir. Serum Vit

D diizeyleri RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 31,12 ng/mL, hastalik asamasinda

ortalama 41,48 ng/mL olarak 6l¢iilmiistiir.

Asagida sekil 4.22°da RA grubundan hayvanlarin serum Vit D diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.22. RA grubundan hayvanlarin serum Vit D diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)

RA grubu Serum CAL diizeyleri diizeyleri klinik kimya analizérii IMMULITE® 2000 XPi
Immunoassay System, Siemens Healthineers ve kullanima hazir kitler kullanilarak
immunoassay yontemle c¢alisiilmistir.  Serum CAL diizeyleri RA grubu baglangi¢
asamasinda ortalama 0,82 pg/mL, hastalik asamasinda ortalama 0,99 pg/mL olarak

Olclilmiistiir.

Asagida sekil 4.23’de RA grubundan hayvanlarin serum CAL diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.23. RA grubundan hayvanlarin serum CAL diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik-1)

RA grubu Serum CTX diizeyleri klinik kimya analizérii Roche Hitachi Cobas 6000 Sistemi
ve kullanima hazir kitler kullanilarak ECL (Electro Chemi Luminescence) yoOntemle
calistlmigtir. Serum CTX RA grubu baslangi¢ asamasinda ortalama 7,49 pg/mL, hastalik
asamasinda ortalama 5,47 pg/mL, tedavi 1. asamasinda 6,73 pg/mL ve tedavi 2.

asamasinda 9,68 pg/mL olarak 6l¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.24°’de RA grubundan hayvanlarin serum CTX diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.24. RA grubundan hayvanlarin serum CTX diizeyleri (1: Baglangig, 2: Hastalik, 3:
Tedavi-1, 4: Tedavi-2)

RA grubu Serum PINP diizeyleri klinik kimya analizérii Roche Hitachi Cobas 6000
Sistemi ve kullanima hazir kitler kullanilarak ECL (Electro Chemi Luminescence)
yontemle caligilmistir. Serum PINP diizeyleri RA grubu baglangic asamasinda ortalama
1,96 u/L, hastalik asamasinda 1,87 u/L, tedavi 1. asamasinda 1,65 u/L ve tedavi 2.

asamasinda 1,68 u/L olarak ol¢tilmiistiir.

Asagida sekil 4.25°de RA grubundan hayvanlarin serum P1NP diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.25. RA grubundan hayvanlarin serum PINP diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik, 3:
Tedavi-1, 4: Tedavi-2)

RA grubu Serum RANKL diizeyleri ELISA teknigi ile kullanima hazir kitler kullanilarak
calistlmistir. Serum RANKL diizeyleri RA grubu baslangic asamasinda ortalama 77,86
pg/mL, hastalik asamasinda ortalama 89,54 pg/mL, tedavi 1. agsamasinda 105,61 pg/mL ve
tedavi 2. asamasinda 104,91 pg/mL olarak 6lgtilmiistiir.

Asagida sekil 4.26°de RA grubundan hayvanlarin serum RANKL diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.26. RA grubundan hayvanlarin serum RANKL diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik,
3: Tedavi-1, 4: Tedavi-2)

RA grubu Serum S1P diizeyleri LCMSMS yontemi ile ¢alisilmistir. Serum S1P diizeyleri

RA grubu baslangic asamasinda ortalama 55,32 ng/mL, hastalik asamasinda ortalama

35,42 ng/mL, tedavi 1. asamasinda 25,14 ng/mL ve tedavi 2. asamasinda 31,70 ng/mL

olarak Ol¢lilmiistiir.

Asagida sekil 4.27°de RA grubundan hayvanlarin serum S1P diizeyleri gosterilmistir.
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Sekil 4.27. RA grubundan hayvanlarin serum S1P diizeyleri (1: Baslangig, 2: Hastalik, 3:
Tedavi-1, 4: Tedavi-2)

Gruplara ait verilerin normal dagilima uyup uymadiklart Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirilmigtir. Normal dagilima uygun olan sayisal verilerin gruplar arasi

karsilagtirmalarinda One-way ANOVA testi kullanilmistir.

Varyanslarin homojenligi tablosunda p (anlamlilik) degeri 0,05°ten biiyiik oldugu i¢in
varyanslarin homojen oldugu kabul edilmistir. Cizelge 4.12°da RA grubuna ait analiz

sonuclarinin Homojenite Varyans ve Anova degerleri verilmistir.

Cizelge 4.12. RA grubuna ait analiz sonuglarinin Homojenite Varyans ve Anova degerleri.

RA Grubu
Anova p Homojenite Varyans levene p

Ca 0,205 0,447
P 0,267 0,414
ALP 0,631 0,329
Alb 0,902 0,713
Kol 0,329 0,117
HDL C 0,227 0,032
PTH 0,113 0,133
VitD 0,028 0,553
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Cizelge 4.12. (devam) RA grubuna ait analiz sonug¢larinin Homojenite Varyans ve Anova

degerleri.
RA Grubu
Anova p Homojenite Varyans levene p

CAL 0,654 0,861
RANKL 0,037 0,942
S1P 0,001 0,015
CTX 0,014 0,668
PINP 0,002 0,031

Anova analizinde p<0,05 oldugu, karsilastirilan gruplarin ortalamalari1 arasinda anlamli bir

fark oldugu goriilmiis ve bu farkin hangi gruplardan kaynaklandigimi tespit etmek icin

coklu karsilastirma (Post-Hoc test) yapilmistir. Varyanslar homojen dagildigi i¢in Post Hoc

testlerinden Tukey HSD testi kullanilmigtir.

Tukey HSD Testi’ne gére RA grubu RANKL, S1P, CTX, PINP sonuglar i¢in Baslangig,

Hastalik ve Tedavi asamalar1 arasinda yapilan analiz sonucglart c¢izelge 4.13.°de

gOsterilmistir.

Cizelge 4.13.

RA grubuna ait analiz sonuglarinin Post Hoc testlerinden Tukey HSD

degerleri
RA Grubu
RANKL | S1P CTX PINP
2: Hastalik 0,527 0,016 0,142 0,482
Tukey HsD | DO 3 Tedavi-l 0079| 0004| 0917| 0,005
4: Tedavi-2 0,090 0,030 0,266 0,013
1: Baslangic 0,527 0,016 0,142 0,482
2: Hastalik 3 Togavii 0489| 0593| 0725 0078
4: Tedavi-2 0,525 0,967 0,010 0,155
3: Tedavi-1 1: Baslangic 0,079 0,004 0,917 0,005
2: Hastalik 0,489 0,593 0,725 0,078
4: Tedavi-2 1,000 0,901 0,189 0,990
4: Tedavi-2 1: Baslangic 0,090 0,030 0,266 0,013
2: Hastalik 0,525 0,967 0,010 0,155
3: Tedavi-1 1,000 0,901 0,189 0,990

RA grubu Baslangi¢, Hastalik ve Tedavi asamalar1 bazinda sonuglar arasinda iliski olup

olmadig1 degerlendirmesi i¢in Pearson Korelasyon Testi kullanilmistir. Sonuglar %95°lik

giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde degerlendirilmistir.
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Analizler sonucu elde edilen Pearson korelasyon katsayisi ve p degerleri Cizelge 4.14° de

verilmistir.

Cizelge 4.14. RA grubuna ait analiz sonuglarinin Pearson korelasyon katsayisi ve p

degerleri
RA Grubu Pearson korelasyon analizi
Asama RANKL S1P CTX P1NP
1: Baslangi¢ |RANKL | Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri -0,085 1
P degeri 0,803
CTX Pearson’s r degeri 0,419 -0,294 1
P degeri 0,200 0,380
P1NP Pearson’s r degeri -0,396 0,331 -0,426 1
P degeri 0,228 0,321 0,191
RANKL | S1P CTX P1NP
2: Hastallk  |RANKL | Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri -0,532 1
P degeri 0,140
CTX Pearson’s r degeri 0,635 -0,134 1
P degeri 0,066 0,730
P1NP Pearson’s r degeri -0,308 -0,381 -0,653 1
P degeri 0,420 0,311 0,057
RANKL | S1P CTX P1NP
3:Tedavi-1 |RANKL | Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri -0,174 1
P degeri 0,826
CTX Pearson’s r degeri 0,404 -0,068 1
P degeri 0,596 0,932
P1NP Pearson’s r degeri -0,885 0,601 -0,450 1
P degeri 0,115 0,399 0,550
RANKL | S1P CTX P1NP
4:Tadavi-2 | RANKL | Pearson’s r degeri 1
P degeri
S1P Pearson’s r degeri 0,055 1
P degeri 0,945
CTX Pearson’s r degeri 0,628 0,390 1
P degeri 0,372 0,610
P1NP Pearson’s r degeri 0,923 0,432 0,678 1
P degeri 0,077 0,568 0,322
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Calismamizda elde ettigimiz tiim veriler toplu bir sekilde ¢izelge 4.15’de gosterilmistir.

Cizelge 4.15. OP, RA ve K gruplarina ait tiim sonuglarin toplu bir sekilde gosterimi

Ca P ALP |Alb  [Kol HDL-C PTH |Kal VitD |RANKL|S1P PINP |CTX
(pg/ml) |(pg/ml) [(ng/ml) |pg/mL |ng/mL |ug/L [pg/mL
OP [Baslangic [13,77 [7,35 |131,44 |3,77 |183,78 51,66 [8,64 3,77 4328 (86,46 (8550 |2,07 (9,49
Hastalik-1 |14,69 16,81 |135,71 14,14 |170,33 47,06 (8,65 2,87 [5540 |54,15 [51,98 (1,76 (7,46
Hastalik-2 (13,90 16,05 (92,45 (4,03 (167,36 |38,85 (8,23 2,65 (36,03 |65,44 (36,01 |1,79 (3,09
Tedavi-1 |14,71 16,84 [93,53 (3,75 |214,85 52,96 (8,48 2,94 (37,11 |104,14 44,37 (1,95 |1,52
Tedavi-2 [14,32 5,69 61,78 3,71 |189,50 149,92 8,51 3,11 |43,38 |145,58 [36,07 |1,98 1,32
K |Ortalama 14,74 16,09 [147,17 4,06 [157,02 |47,66 [8,69 [2,43 |[56,93 (134,32 [31,23 |- -
RA [Baslangic |14,86 [6,55 83,22 (3,82 [213,17 [56,16 8,67 0,82 31,12 77,86 |55,32 |1,96 |7,49
Hastalik (14,48 16,09 [74,39 (3,80 (165,44 46,09 861 0,99 41,48 |89,54 (3542 |1,87 547
Tedavi-1 |- - - - - - - - - 105,61 (25,14 |1,65 (6,73
Tedavi-2 104,91 [31,70 |1,68 9,68
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5. TARTISMA

Kemik, yasam boyu metabolik aktivitesini devam ettiren ve yikim/yapim seklinde dinamik
ozellige sahip bir endokrin doku olarak kabul edilmektedir. Kemik homeostazi, birgok
organizma fonksiyonlariyla yakindan baglantili karmasik bir siirectir. Bu siireclerdeki
bozukluklar, yasam kalitesini ciddi sekilde etkileyen ve hatta yasami tehdit eden kronik

veya akut ¢ok sayida hastalikla iligkilidir.

Kemik doku ve ilgili hastaliklarin tani, prognoz ve tedavi yaklasimlarini gelistirmek igin
yeni ve ¢ok daha derin bir anlayigina ihtiya¢ oldugu ortaya c¢ikmistir. Buna olan ihtiyag
sadece bu patolojilerin prevelansi ile degil, en azindan sadece yaslanan niifus nedeniyle

artmaktadir.

Su anda, osteoporoz tanis1 ve kirik riskinin degerlendirilmesi, c¢ift enerjili X-151m1
absorpsiyometrisi (DXA) ile kemik mineral yogunlugunun (BMD) kantitatif analizine
dayanmaktadir. Bununla birlikte, DXA ile kemik kiitlesinin BMD degerlendirmesinin altin

standart yontemi, kemik giicii hakkinda kismen bilgi saglar.

Osteoporoz (OP) tani ve takibinde altin standart olarak DXA yo6ntemi kullanilmaktadir.
Uyguladigimiz deneysel modelimizde tavsanlarin hem femur hem vertebra DXA 6l¢iimleri
gerceklestirilmigtir. Elde ettigimiz veriler sonunda baslangic BMD degerleri ile hastalik
olusum sonundaki BMD degerleri anlamli bir sekilde azalma gosterirken tedavi sonrasi
BMD degerleri de yine anlamli bir sekilde yiikselmistir. Bu degerler aym1 zamanda

uyguladigimiz deneysel modelin ¢alistiginin da bir géstergesi olmustur.

Kemik metabolizmasinin tespitleri i¢in kemigin yeniden sekillenmesi siirecinde
enzimlerin, proteinlerin ve yan {riinlerin biyobelirtecleri incelenmistir. Kemik olusumu ve
kemik rezorpsiyonu hizinin spesifik ve hassas bir sekilde degerlendirilmesi icin artik ¢esitli
biyobelirtegler mevcuttur. Bu biyobelirtecler, DXA'min BMD 6l¢iimii tan1 koymak igin

yeterli bilgi sunmadiginda osteoporozun erken degerlendirmesini saglamak i¢in faydahidir.

Kemik dongiisii belirtecleri (BTM), kemik dongiisiinii incelemek i¢in bize noninvaziv bir

yaklagim saglar.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bone-turnover
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Osteoporozda hastaligin olusum ve tedavi siiresinin ¢ok uzun olmasi insan ¢aligmalarini
zorlagtirmakta ve arastiricilari deneysel calismalara itmektedir. Sessiz hastalik olarak
tanimlanan bu hastalikta biyobelirte¢ ve terapotik ajan c¢alismalart i¢in laboratuvar

deneysel modellerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Kurguladigimiz deneysel model ile hastaligi ilk olusumundan baslayarak ve ardindan tiim
tedavi stireci araligindaki zaman boyunca takip ederek gerek radyolojik goriintiilemede

gerekse biyokimyasal belirteg diizeylerindeki degisimlerini izlemek amaglanmustir.

Menopoz sonrasi osteoporoz ¢alismalari i¢in akla gelen ilk yontem yumurtaliklar1 alinmig
sicandir. Yine de, bu model bazi ciddi dezavantajlara sahiptir: sigan iskeletindeki kemikler
yasam boyu biiyiime sergiler ve cinsel olgunlagma sirasinda epifizyal plaka fiizyonu
meydana gelmez; bu nedenle, kemirgenlerde gergek iskelet olgunluguna pek ulasilmaz (Jee

ve Yao, 2001; Lani, Kourkoumelis, Baliouskas ve Tzaphlidou, 2014).

Diger bir deneysel model ise tavsandir. Yetigkin tavsanlarin insanlarinkine benzer kemik
Havers sistemi vardir ve iskelet olgunluguna ulasirlar. Kemik yeniden sekillenmesi yiiksek
bir devir hizina sahiptirler. Ek olarak, tavsanlar 6-8 aylikken cinsel olarak olgunlasir ve
bliylime epifizlerinin kapanmasini gosterir (Permuy ve digerleri, 2019; Xavier, Toumi ve
Lespessailles, 2021). Bununla birlikte, tavsanlarda dnemli kemik kaybinin saglanmasi es

zamanli ovariektomiyi gerektirir (Harrison ve digerleri, 2020).

Yapilan literatiir taramalar1 sonunda planlanan ¢alisma i¢in en uygun deneysel modelin
tavsan modeli oldugu goriilmiistiir. Osteoporotik hayvan modelinin olusturulmasinda

ovariektomi ve kortikosteroid tedavisinin kombinasyonu beraber uygulanmustir.

Ostrojen, kemik doku homeostazi i¢in ¢ok &nemli roller oynar; menopozda Ostrojen
seviyesindeki azalma, kemik kaybinin ve osteoporozun ana nedenidir. Ostrojen, osteoklast
olusum ve aktivitesini baskiladigi gibi osteoklast apoptozisini de indiikler. Ostrojenin,
osteoblastlar ve osteositler tarafindan salinan osteoklastojenik sitokin olan RANKL
sentezini inhibe ederek osteoklast olusumunu azalttig1 ne siiriilmistiir. Ayrica dstrojen, bu
kemik hiicrelerini, osteoklastta (OC) RANK'in bir tuzak reseptorii olan osteoprotegerini
(OPQG) iiretmesi i¢in uyarir, boylece osteoklastogenezi inhibe eder (Florencio-Silva ve
digerleri, 2015). Bu hormon OC onciillerinin (OCP'ler) osteoklastojenik sitokin RANKL'a
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yanitin1 azaltarak OC olusumunu inhibe eder ve RANKL kaynakli osteoklastogenezin
bozulmasina yol agar (Faienza ve digerleri, 2013). OVX tarafindan indiikklenen Gstrojen
seviyelerindeki diisiis, osteoklast farklilasmasini1 ve hayatta kalmay arttirir; Sonug olarak,
kemik rezorpsiyonu kemik olusumunu asar. Dolasimdaki seks steroidlerinin daha diisiik
seviyeleri bu nedenle osteoklast iiretimini artirarak kemik erimesini artirir (Kobza ve

digerleri, 2021; Permuy ve digerleri, 2019).

Glukokortikoidler ayrica seks steroidlerinin sentezini ve salgilanmasini inhibe ederek yine
benzer bir etkiye de neden olur ve sonug olarak glukokortikoid ile indiiklenen osteoporoza
(GIOP) katkida bulunur. Ayrica glukokortikoid ile indiiklenen osteoporoz temel olarak
kemik olusumunun bozulmastyla osteoblastlarin say1 ve islevinin azalmasi ve osteoblast ve
osteosit apoptozunun artmasindan olusur (Almagro ve digerleri, 2013; Kobza ve digerleri,

2021; Permuy ve digerleri, 2019).

Glukokortikoidler, RANK ligandinin ekspresyonunu artirarak ve tuzak reseptdrii olan
osteoprotegerinin  ekspresyonunu azaltir ve osteoklastogenezi uyararak kemik

rezorpsiyonunu arttirir (Ernesto Canalis ve Delany, 2002).

Glukokortikoidler ayrica doza bagl bir sekilde osteoblast dongiisiinde yer alir. Fizyolojik
dozlarda, glukokortikoidler, osteoblast canliligini siirdiirmek igin gerekli olan hiicresel
igeriklerin lizozomal doniisiim siireci olan osteoblast otofajisini destekler. Supra-fizyolojik
dozlarda, glukokortikoidler apoptozu veya hiicre 6liimiinii indiikleyerek kemik giicli ve

yogunlugunun kaybina katkida bulunur (Wang ve digerleri, 2019).

Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz ¢alismada OVX ile GK tedavisini bir arada kullanarak

tavsanlarda OP olusumu gerceklestirilmistir.

Romatoid artrit (RA) deneysel modellerinde; Kollajen kaynakli artrit (CIA) kazanilmis
bagisiklik sisteminin hiicresel yanitinda kullanilirken, Adjuvan kaynakl artrit (CFA) lokal
bir bagisiklik indiikler ve bu da adaptif bagisikligin artmasina neden olur (Asquith ve
digerleri, 2009; Choudhary ve digerleri, 2018). CFA’nin emiilsifiye edildigi antijenlere
karst hem hiicre aracili hem de hiimoral bagisiklik tepkilerinin etkili bir arttiric1 oldugu
bilinmektedir. Adjuvan ve oto-antijenlerin karigimlari, 6zellikle si¢anlarda ve farelerde ¢ok

cesitli deneysel otoimmiin hastaliklart tetiklemek i¢in rutin olarak kullanilmistir (NIH,
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2022). Antijen kaynakli artrit (AIA) ise bu tiir modeller, adaptif immiin aracili eklem
hasarinda belirli faktorler i¢in hiyerarsik bir rol olusturmak iizere arastirilabilmesi
acisindan faydalidir (Asquith ve digerleri, 2009). Bu verilerden yola ¢ikarak ¢alismamizda
etyolojisi tam agiklanamayan RA igin etkili bir model olan CFA ile AIA kombinasyonunu

uygulanmaistir.

Son yillarda romatizmal hastaliklar1 olan hastalarin yagsam siireleri belirgin sekilde artmis
ve romatizmal hastaliklar ile osteoporoz arasindaki iligki daha belirgin hale gelmistir. OP
ve buna bagl frajilite kiriklar1 romatizmal hastaliklarin morbidite ve mortalitesini
artirmaktadir. Aktif olmayan RA'e kiyasla aktif hastalarda kemik rezorpsiyonu artarken,
kemik olusumu azaldig1 gosterilmistir (L.-X. Gao ve digerleri, 2015; Maeda, Takahashi ve
Kobayashi, 2013). Bir meta-analiz ¢alismasinda, RA ve genel popiilasyonda frajilite
kiriklar1 karsilagtirildiginda kirik insidansit 1000 kisi/y1l basina sirastyla 33.00 ve 15.31
bulunmus (Jin ve digerleri, 2018). Omurga genellikle en sik etkilenen bolgedir ve RA'da
vertebra kiriklarmin insidansit saglikli kontrollere oraninin 5 katina kadar cikabildigi
bulunmus (Jin ve digerleri, 2018; Tong ve digerleri, 2020). Ilging bir sekilde, Vertebral
Fracture Assessment (VFA) teknigini kullanan RA'l1 hastalardan olusan genis bir kohortta
osteopeni ve osteoporoz prevalansi yaklasik %40-60 iken, ayn1 kohortta VFA goriintiileri
aracilifiyla vertebral kiriklarin prevalanst %13 bulunmus (Llorente, Garcia-Castafieda,
Valero, Gonzélez-Alvaro ve Castafieda, 2020; Mohammad ve digerleri, 2014). Bu durum
kemik metabolizmasini sadece OP ve kirik riski ile degil diger sistemik, metabolik

hastaliklarda da dikkate alinmasi1 gerektigini gostermektedir.

Bu durum ayrica radyolojik goriintiilemenin yaninda biyokimyasal belirteglere olan
ithtiyacin artigim1 da gostermektedir. Sonug¢ olarak, kemik giiciinii kapsamli bir sekilde
degerlendirmek i¢in BMD'nin tek arag olarak yetersiz oldugu kabul edilmektedir (Kanis ve
digerleri, 2019; Williams C, 2022).

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi kilavuzunda kemik dongii belirteglerinin
osteoporoz tanisinda yeri yoktur denir. Fakat biyokimyasal kemik dongiisii biyobelirtegleri
BMD’den bagimsiz olarak tedavi edilmemis hastalarda kiriklari, kemik kayip hizini,
tedavinin 3-6 ayinda tekrarlanarak, hastanin tedaviye uyumunu ve uygun kullanip

kullanmadigin1 saptamada, tedavi oncesi ve sonrasinda BMD degisikliklerini, ilaca ara
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verilme ve tekrar baglama zamanini tayin etmede kullanilabilir (Osteoporoz ve Diger

Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022).

Uluslararas1 Osteoporoz Vakfi (IOF)/ Enternasyonal Klinik Kimyagerler Federasyonu
(IFCC) tedavi etkinligini degerlendirmede ve kirik riskini saptamada standardize edilmis
yontemlerle Ol¢iilmesi kayd:r ile kemik yapim biyobelirteci olarak serum PINP, kemik
yikim biyobelirteci olarak ise serum CTX o6l¢iilmesini 6nermektedir (Kanis ve digerleri,

2019; Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022).

Kemik dokusunun biyokimyasal tepkisini yansitan bir indeks olarak BTM, kemik
metabolizmasini zamaninda izleyebilir ve tedavinin etkinligini degerlendirmek i¢in biiyiik
bir potansiyele sahip olabilir. BTM'ler, kalici ilag uygulamasini siirdiirmek ve prognozu

tyilestirmek icin hastalarin uyumunu izlemek icin de kullanilabilir.

Giiniimiizde rutin c¢alismalarda genel olarak Ca, P, ALP, Vit D, Kalsitonin gibi
parametrelerin yaninda CTX ve PINP analizleri de yapilmaktadir. Calismamizda hem OP
hem de RA grubu i¢in CTX ve PINP diizeyleri 6l¢tilmiistiir.

Osteoklastlar, kemik rezorpsiyonundan sorumlu multiniikleer hiicrelerdir. PTH ve 1,25
(OH)2 vitamin D3 osteoklastik aktiviteyi stimiile eder (Tomruk Siitbeyaz, 2020).

Kemikte Vit D ve PTH sinerjik etki gosterir. Yiiksek diizeylerde kemik iliginde kok
hiicrelerin osteoklast seklinde farklilagmasini uyararak ayrica osteoklastik aktiviteyi
etkileyen sitokinlerin ve diger uyaranlarin osteoblastlarda sentezlenmesini saglayarak

kemigin organik ve inorganik fazinin ¢6ziinmesine yol agar (Gurdol, 2019).

Erigkinlerde vitamin D eksikligi, osteopeni ve osteoporozu kolaylastirir ve de kirik riskini
artirir (Holick, 2004; Holick ve Chen, 2008). Bununla birlikte, D vitamini takviyesinin
dogrudan osteoporoz tedavisi ile iliskili olup olmadig1 acik degildir, ¢linkii D vitaminine
genellikle herhangi bir olasi net etkiyi gizleyebilecek farmakolojik tedavi (steroidler,
bifosfonatlar, vb.) eslik eder (Barone ve digerleri, 2007; Lani ve digerleri, 2014; Ringe,
Farahmand, Schacht ve Rozehnal, 2007).

D vitamini osteoblastlarin, osteoklastlarin ve osteositlerin aktivitesini etkiler, bu da kemik

olusumunu, kemik emilimini ve kemik kalitesini etkiledigini diisiindiiriir. Fizyolojik
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konsantrasyonlarda aktif D vitamini, RANKL/OPG sinyali yoluyla normal bir kemik
emilim ve olusum hizin1 korur (Allen ve Burr, 2019). Yiiksek kemik yeniden sekillenme
oranlarina sahip bireyler, diisiik yeniden sekillenme oranlarina sahip olanlara gére daha

fazla kirilma riski altindadar.

Glukokortikoidler, kalsiyumun renal atilimini artirarak ve bagirsaktan kalsiyum geri
emilimini azaltarak viicutta negatif bir kalsiyum dengesi olusturur (Kobza ve digerleri,
2021). OP tedavisinde kullanilan Denosumab hipokalsemiye nden olabilir. Denosumab
tedavisi Oncesi hipokalsemi varsa diizeltilmelidir (Kislak ve Geng, 2019; Osteoporoz ve

Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Caligma Grubu, 2022).

Bizim ¢alismamizda da Denosumab ile tedavi sirasinda Ca degerlerinde hafif bir diisme
gozlenmis fakat bu hipokalsemi diizeylerinde degildi. Bizde tedavi esnasinda Ca diizeyleri
ortalama Tedavi-1 asamasinda 14,71 iken Tedavi-2 asamasinda ise 14,32 seklinde

Ol¢iilmiistiir.

Serum total ALP aktivitesi duyarlilik ve 6zgiillik yoniinden yetersiz olmakla birlikte,
kemik olusumunu gosteren belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Gurdol, 2019; Sepici-Dincel,
2020). Kandaki olagandist1 ALP konsantrasyonlar1 genellikle karaciger, safra kesesi veya
kemiklerle ilgili bir sorunu gosterir. ALP testi rasitizm, osteomalazi ve Paget hastalig1 gibi
kemik problemlerinin teshis ve tedavi verimliligini kontrol etmek icin kullanilabilir.
Yapilan bir ¢alismada serum total ALP >129 U/L aktivitesinin erkeklerde osteoporoz i¢in
bir gosterge olarak kullanildigini gostermistir (Fink ve digerleri, 2016). Ayrica, baska bir
calismada alendronat tedavisi ile toplam ALP'nin 79.7 U/L'den 64,8 U/L'ye distigi
gosterilmistir (Kyd, Vooght, Kerkhoff, Thomas ve Fairney, 1998). Sonuglar, toplam
ALP'nin osteoporoz i¢in ilag tedavisinin etkinligini yansitmak i¢in bir gosterge olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir. Ancak, kiiciik bir degisiklik ve genis kapsamli toplam
ALP araligi, postmenopozal kadinlarda yanlis osteoporoz tanisina yol agabilir (Kuo ve

Chen, 2017).

Bizim c¢alisgmamizda ALP diizeyleri, OP ve RA gruplarinda hastalik ile beraber diisme

egilinde idi. Bu durum kemik yapiminda azalma oldugu seklinde yorumlanabilir.
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Glukokortikoidlere maruz kalan hastalarda serum paratiroid hormonu (PTH) seviyeleri
yiikselir fakat hiperparatiroid araliginda degildir (Ernesto Canalis ve Delany, 2002). Bizim

calismamizda PTH sonuglarinda anlamli degisimler gozlenmemistir.

Kalsitonin genellikle etkilerini yiiksek konsantrasyonlarda gostermektedir. Bu o6zellik
kalsitonin i¢in fizyolojik degil fakat farmakolojik etkilerinin daha 6nemli oldugunu
diisiindiirmektedir. Yiiksek konsantrasyondaki kalsitonin osteoklast islevini dogrudan
inhibe edebilir (Peavy DE., 2003; Tomruk Siitbeyaz, 2020). Bu 6zelligi ile OP tedavisinde

kullanilmaktadir.

OP ile ilgili bir ¢calismada osteoporotik grupta Ca degerleri saglikli gruba gore daha diisiik
bulunmus (Shahida ve digerleri, 2021). Yapilan bir ¢aligmada, Ca/P orani, insanlarda
romatoid artritin gelisimi ve silirdiiriilmesi i¢in Onemli bir faktdr olan reaktif oksijen
tirlerinin olusumu ile iliskilendirilmistir (Kourkoumelis, Balatsoukas ve Tzaphlidou, 2012;

Oelzner ve digerleri, 1998).

Yapilan bagka bir calismada OP, osteopeni ve saglikli gruplar ile yapilan ¢aligmada Ca, P,
albiimin, CRP, sedimentasyon, beyaz kan hiicreleri, trombosit sayilarinin her {i¢ grupta da

anlamli bir fark olmadig saptanmamis (p>0,05) (Durmaz ve Ozdemir, 2022).

Yapilan bagka bir calismada ise serum Ca, P, Vitamin D biyokimyasal ortalama degerleri,

baslangicta tedavi gruplari arasinda 6nemli farkliliklar gostermemistir (Rupp ve digerleri,
2022).

Calismamizda OP grubunda Ca, ALP, Vit D, Alb diizeylerinde hastalik ilk asamasinda
once yiikselme sonra diislis gozlenmistir. P, CAL degerleri ise hastalik ile beraber diisme
egilimi gostermistir. Tedavi sirasinda ise degerler genel olarak yiikselme egilimi
gbézlenmistir. Tim bu sonucglara gbére bu parametrelerin hastalik takibinde etkin olarak

kullanilabilecegini sdyleyemeyiz.

Giliniimiizde RA tam1 ve tedavi stratejileri hastaligin erken teshis ve tedavisini
hedeflemektedir (Smolen ve digerleri, 2020). PEARL (Princesa Early Arthritis Register
Longitudinal) caligmasinda, erken DMARD tedavisinin siki kontrol ve hedefe yonelik

tedavi stratejilerinde uygulanmasi, hem hastaligin daha iyi kontrol edilmesi hem de uzun
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stireli osteopenize edici ilaglarin kullaniminin azalmasi nedeniyle eroziv hastaligin
onlenmesine ve radyolojik ilerlemenin durdurulmasma yardimci olmustur denmektedir
(Smolen ve digerleri, 2020; Toledano ve digerleri, 2018). Ayrica, hastalik sirasinda gelisen
otoantikor titrelerinin azaltilmas1 muhtemelen hem sistemik hem de lokal BMD kaybinin
azalmasina da katkida bulunmustur. Bu nedenle, uzun siireli komorbiditelerden kaginmak
icin hastalifin evrimini daha iyi anlamamiza ve bu hastalar1 erken ve dogru bir sekilde
tespit etmemize ve tedavi etmemize yardimci olan prognostik biyobelirteclere sahip olmak

onemlidir (Llorente ve digerleri, 2020).

RA’da uygulanan tedevilerden biri olan TNF-a inhibitorleri (TNFi) ile tedavinin yalnizca
iltihaplanma iizerinde degil, ayn1 zamanda hem sistemik kemik kiitlesi seviyesinde hem de
radyografik ilerlemenin Onlenmesinde kemik dengesi {izerinde de etkili oldugu
kanitlanmistir (Llorente ve digerleri, 2020; Marotte ve digerleri, 2007). RA tedavisi alan
hastalarda yapilan calismalarda kemik dongiisii biyobelirtegleri ile ilgili olarak, genellikle
kemik olusum belirteglerinde bir artis ve kemik rezorpsiyonunda bir azalma oldugunu
gosteren oldukca tutarli sonuclar gosterilmis (Fassio ve digerleri, 2019; Lange, Teichmann,
Miiller-Ladner ve Strunk, 2005; Llorente ve digerleri, 2020; Orsolini ve digerleri, 2019;

Seriolo, Paolino, Sulli, Ferretti ve Cutolo, 2006).

Osteoklastlar, RA hastalarinda kemik kaybindan sorumlu ana hiicre popiilasyonudur. Bu
cok ¢ekirdekli biiylik hiicreler, asidik ve katalitik enzimler tarafindan kemik matriksinin
bozunmasi yoluyla kemik rezorpsiyonunda yer alir ve bu durum RA'da kemik
erozyonlarina yol agar (E M Gravallese ve digerleri, 1998; Llorente ve digerleri, 2020).
Ayrica tedavide kullanilan glukokortikoid uygulamasi, osteoblastlarin isleviyle ilgili
olarak, transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizmalarla kollajen tip | sentezini

degistirir (Permuy ve digerleri, 2019).

Bir meta-analiz ¢aligmasinda, RA ve genel popiilasyonda frajilite kiriklarmin insidansi
1000 kisi-yil1 basina sirasiyla 33.00 ve 15.31 seklinde bulunmus (Jin ve digerleri, 2018).
Omurga genellikle en sik etkilenen bolgedir ve RA'da vertebra kiriklarinin insidansi
saglikli kontrollerin oraninin 5 katina kadar cikabilir (Jin ve digerleri, 2018; Tong ve
digerleri, 2020). Ilgin¢ bir sekilde, Vertebral Fracture Assessment (VFA) teknigini

kullanan RA'l1 hastalardan olusan genis bir kohortta osteopeni ve osteoporoz prevalansi
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yaklasik %40-60 iken, ayni kohortta VFA goriintiileri aracilifiyla vertebral kiriklarin
prevalansi %13 oldugu belirtilmis (Llorente ve digerleri, 2020).

Bu durum radyolojik goriintiilemelerin yetersiz kalabilecegi ve baska biyokimyasal

yontemlere vb ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Bizim c¢alismamizda da RA’de hastalik ile beraber Ca, P, ALP, PTH, Kal ve Vit D
degerlerinde diisme egilimi gézlenmistir. Bunlarin yani sira USG’ goriilen hastalik aktivite

ve kemik hasari ile uyumlu olarak CTX ve PINP degerleri de diisme egilimi goriilmiistiir.

PINP, tip I prokollajenden boliiniir ve iretilir. PANP, tip 1 kollajen olusumu sirasinda
hiicre i¢i bosluga salinir ve sonunda PINP kan dolagimina katilir. Kemik olusumunu
yansitan proliferatif faz (iyilesme) sirasinda osteoblastlar tarafindan en fazla eksprese
edilen kolajendir. Menopoz sonrasinda PINP intakt trimerik formunda artis gézleyen ve
ayrica bu belirtecin antirezorptif tedavinin etkinliginin belirlenmesinde kullanildiginm

bildiren makaleler mevcuttur (Sepici-Dincel, 2020)..

CTX, osteoklastlar tarafindan {iretilen, kemik rezorpsiyonuyla ilgili bir indeks olan ve
osteoblastlarin aktivitesini yansitan katepsin K tarafindan tip I kollajenden katabolize edilir
ve saliir (Qu ve digerleri, 2020; Zhong, Li, Luo ve Chen, 2021). CTX tip | kollajenin
fragmanlaridir, kemigin osteoklastik rezorpsiyonu sirasinda klivaj edilir, bu da kemik
rezorpsiyon aktivitesi ile orantili bir oranda dolasimda serbest kalmasina neden olur.
Kemikten salinim orani osteoklastlarin yikim aktivitesini yansitir (Greenblatt ve digerleri,

2017).

PINP, kronik bobrek ve kemik bozukluklarini degerlendirmek i¢in uygulanirken, CTX
glukokortikoid kaynakli osteoporozu degerlendirmek i¢in uygundur (Eastell ve Szulc,
2017). Yapilan bir ¢alisma, CTX-1'in postmenopozal osteoporoz igin bifosfonat tedavisine
yanit1 hizla gosterebilen, kemik rezorpsiyonunun spesifik ve hassas bir biyobelirteg
oldugunu goéstermistir. Bununla birlikte, serum CTX-1 gida alimindan etkilendigi ve gida
alimi CTX-1 diizeylerini 6nemli 6lcilide azalttig icin kan alimi sirasinda ag¢lik durumunda

gerceklesmesi gerektigi belirtilmis (Kuo ve Chen, 2017).
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Romatoid artrit olusumunda kemik yikim belirte¢lerinde bir artis ve kemik olusum
belirteglerinde ise baskilanmasi s6z konusudur (Llorente ve digerleri, 2020; Sindel ve

digerleri, 2012).

Bizim ¢alismamizda OP grubunda CTX sonuglar1 beklenenin aksine hastalik asamasinda
diisme egilimi gorlilmiistiir. OP olusumu gerceklestirmek i¢in kullandigimiz GK
uygulamasi ve OVX 0strojen seviyelerinde azalmaya sebep olur. Bu azalma da RANKL
kaynakli osteoklastogenezisi baskilar. Bu CTX seviyelerinde go6zlenen disiisii
aciklayabilir. PINP diizeylerinde ise hastalik asamasinda beklendigi gibi azalma goriilmiis
ve ardindan tedavi ile beraber tekrar yiikselme gozlenmistir. CTX seviyeleri tedavi
sirasinda azalma gostermistir. Bu durum ise tedavi amagli kullandigimiz Denosumab

kaynakli baskilanma sonucudur.

RA grubunda ise CTX sonuglar1 beklenenin aksine hastalik asamasinda diisme egilimi
goriilmiistiir. P1INP diizeylerinde ise beklendigi gibi azalma gorilmustir. Tedavi
asamasinda ise 6nce azalma devam etmis sonrasinda ise yiikkselme gozlenmistir. Bu durum
gec cevap seklinde yorumlanabilir. CTX seviyelerinde tedavi ile birlikte yiikselme egilimi

gortilmistiir. Bu atig aktif kemik dongiisti seklinde yorumlanabilir.

Basta RA olmak tizere pek ¢ok hastalikta kullanilan Glukokortikoidler, prokollajen tip 1
N-terminal pro-peptidin (PINP) hizli bir sekilde baskilanmasiyla iligkili olan osteoblast
kemik olusumunu baskilar ve trabekiiler kemikte erken bir azalmaya yol agar (Sutton,

1992).

Biz c¢alismamizda osteoporoz olusumu i¢in kortikosteroid tedavisi uygulanmistir ve bu
durum, gruptaki baslangi¢ ve hastalik olusumu sirasindaki PINP diizeyleri arasindaki
azalmay1 agiklamaktadir. RA da ise GK tedavi sirasinda PINP de anlamli bir degisiklik

gozlenmemistir.

Osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonu siireclerinde ¢ok sayida molekiil ve sinyal yolu yer
almaktadir. Bunlar arasinda niikleer faktoriin reseptor aktivatorii (NF) -kB (RANK) ve
ligandi (RANKL) en 6nemlilerindendir. RANKL, farkli kemik hiicrelerinde (osteoblastlar
ve osteoklastlar) ve ayrica bagisiklik sisteminin farkli hiicre alt kiimelerinde hem ¢oziiniir

hem de membrana bagli formlarda eksprese edilir (Arboleya ve Castafieda, 2013; Guder,
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Gravius, Burger, Wirtz ve Schildberg, 2020; Takayanagi, 2020). Buna karsilik, RANK
esas olarak osteoklastlarda ifade edilir. RANKL osteoklastlarin gelisimi, fonksiyonu ve
hayatta kalmasi i¢in esansiyel olan bir molekiildiir (Boyle ve digerleri, 2003; Takayanagi
ve digerleri, 2002). Osteoklast farklilasmasmin tamamlanmasi i¢in osteoblastik stromal
hiicrelerinden RANKL eksprasyonu, osteoklast prekorsorlerinden ise RANK ekspresyonu
gerekir (Yoshida ve digerleri, 1990). RANKL; dnciil ve olgun osteoklastlar, uyarilmis T ve
dendritik hiicrelerin yiizeyinde bulunan kendine ait reseptorii RANK’a baglanarak bu
hiicreleri uyarir (Florencio-Silva ve digerleri, 2015; Theoleyre ve digerleri, 2004; Wada ve
digerleri, 2006).

RA'de sinovyal stvinin ve periferik kanin aktive B hiicrelerinin yiiksek RANKL seviyeleri
salgiladigi, dolayisiyla osteoklastogenez ve kemik rezorpsiyonuna katildigi bulunmustur

(Llorente ve digerleri, 2020; Meednu ve digerleri, 2016).

RANKL blokaji yapilmas: ile sinoviyal enflamasyon etkilenmeksizin erozyonlarin ve
periartikiiler kemik kaybinin iyilestigi gosterilmis (Geusens, 2012). Yapilan bir ¢alismada
RA’li hastalarda saglikli kontrollere gore osteoporoz prevalansinda artis, RANKL
seviyesinde yiikselme, OPG seviyesinde ise azalma oldugu gosterilmistir (S. Xu, Wang, Lu
ve Xu, 2012). Kemik kaybinda goriilen artisin yanmi sira kemik yapiminda goriilen
azalmanin da enflamatuvar romatizmal hastaliklarda goriilen osteoporozun patogenezinde

etkili oldugu bilinmektedir (Sindel ve digerleri, 2012).

Bizim ¢aligmamizda OP grubunda RANKL seviyeleri hastalik ile diiserken tedavi ile tekrar
yiikselmistir. RA grubunda ise hastalik ile birlikte artan RANKL seviyeleri tedavi siiresince

basta artmis sonra duragan hale gelmistir.

OP’un farmakolojik tedavisinde kemik yikimi azaltan ve yapimi artiran ilaglar
kullanilmaktadir. Tedavide oral bifosfonatlar siklikla kullanilirken kalsiyum, D vitamini,
selektif Ostrojen reseptor mdodiilatorleri, kalsitonin, parathormon, stronsiyum ranelat,
denosumab gibi genis bir araliktaki ilag gruplar1 yer almaktadir (Osteoporoz ve Diger
Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022). Bu ilaglarin doz uygulamalar1 ve
yan etkileri ilaca uyumu azaltabilmektedir. Ilag¢ uyumunun azligi da ilag etkinliginde

azalmaya sebep olmaktadir (Saag ve digerleri, 2019). OP’un kronik bir siire¢ oldugu ve
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uzun sireli ilag kullanimi s6z konusu oldugu goz Oniine alinirsa hasta uyumu ve

memnuniyetinin tedaviye devam bakimindan énemi anlasilacaktir.

Denosumab; RANKL'1 hedefleyen ve ona yiiksek afinite ve spesifiklik ile baglanarak,
osteoklast Onciillerinin ve osteoklastlarin yiizeyinde, kendi reseptorii olan RANK
aktivasyonunu engelleyen bir insan monoklonal antikorudur (1gG2). Denosumab,
osteoblast tarafindan iiretilen RANK-L'ye baglanir ve boylece RANK-L'nin osteoklast
reseptoriic RANK'a baglanmasini onler. RANK-L'min RANK'a baglanmasini Onleyerek,
daha az osteoklast farklilasmasi ve aktivitesi olur, boylece kemik rezorpsiyonu azalir

(Miller, 2011).

RANKL-RANK etkilesiminin dnlenmesi osteoklast olusum, fonksiyon ve sagkalimini
inhibe eder ve boylece kortikal ve trabekiiler kemik rezorpsiyonu azaltir. Oldukea etkili bir
kemik yikim inhibitériidiir. Tedavi sonrasi birkac¢ giin icinde ¢ok hizli bir sekilde CTX
diizeyleri tespit edilemez sinirlara diiser. Serum PINP diizeyleri de bu tedavi ile 3-6 ay
arast bir siirede baskilanmaktadir (Lorentzon ve digerleri, 2019; Sepici-Dincel, 2020).
Yiiksek fraktiir riskine sahip postmenopozal kadinlarda FDA onayr bulunmaktadir
(Osteoporoz ve Diger Metabolik Kemik Hastaliklar1 Calisma Grubu, 2022). Yapilan klinik
caligmalarda, denosumab zoledronik asit ve oral bifosfonatlar ile karsilastirildiginda,
kemik yogunlugunu artirma bakimindan denosumab biraz daha etkili bulunmustur (Saglam
ve Alisar, 2021). RA’li hastalarda Denosumab ile yapilan kii¢iik bir ¢alisma sonuglarina
gore; denosumab ile tedavi edilen RA’li hastalar plasebo ile tedavi edilen hastalar ile

karsilastirildiginda radyolojik ilerleme olmadig: saptanmistir (Deodhar ve digerleri, 2010).

RANKL-RANK sinyal yolunun bloke edilmesiyle osteoklast olusumunun inhibe edilmesi,
osteoblast aracili kemik olusumunu indiikleyen osteoklast tiirevi birlestirme faktorlerinin
azalmasiyla sonuglanir. Denosumab, iiriner N-telopeptid (NTX) gibi kemik rezorpsiyon

belirteclerinde ani ve siirekli bir azalmaya yol agar (J.-M. Kim ve digerleri, 2020).

Bizde denosumab ile tedavi sirasinda CTX seviyeleri bununla uygun olarak ¢ok diisiik
Olgiilmiistiir. PINP diizeyleri ise yine bununla uygun olarak basta ¢ok az bir yiikselme

olsada sabit kalma egilimi gostermistir.
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Denosumab tedavisi ile birlikte Ca ve D vitamin tedavisi alan hastalarin tedavi dncesi ve
sonrast Vitamin D diizeyleri incelenmis. Caligmadaki hastalarin tiimiine denosumab
yaninda D vitamini ve Ca verilmis. Tedavi sonundaki ortalamanin daha yiiksek oldugu
tespit edilmis (Lyu ve digerleri, 2019; Saglam ve Alisar, 2021; Sheedy, Camara ve
Camacho, 2015). Bununla birlikte, D vitamini takviyesinin dogrudan osteoporoz tedavisi
ile iligkili olup olmadig1 acik degildir, ¢iinkii D vitaminine genellikle herhangi bir olas1 net
etkiyi gizleyebilecek olan farmakolojik tedavi (steroidler, bifosfonatlar, vb.) eslik eder
(Lani ve digerleri, 2014).

Kurguladigimiz deneysel model ile hastaligi ilk olusumundan baslayarak ardindan tiim
tedavi stireci araligindaki zaman boyunca takip ederek osteoporozun 6nemli bir bileseni
oldugu diistiniilen serum Vitamin D diizeylerindeki degisimleri gosterilmistir. Bizim
calismamizda OP grubunda D vitamin seviyeleri Denosumab tedavisi ile birlikte herhangi

bir D vitamin takviyesi olmadan tekrar ylikselme gostermistir.

Romatoid artrit (RA), enflamatuvar siireglerin iskelet sistemini icerdigi ve kemiklerde ve
cevredeki yapilarda belirgin yikimin oldugu otoimmiin bir hastaliktir. RA'de, ¢alismalar
stirekli olarak kemik dongiisiiniin biyokimyasal belirteclerinin hastalik aktivitesi ile nemli
bir pozitif korelasyona sahip olduguna isaret etmistir (Sakthiswary, Uma Veshaaliini, Chin,
Das ve Sirasanagandla, 2022). Calismamizda RA hastalik asamasinda CTX ve PINP’de

diistis gozlenmistir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar, RANKL diizeyinin RA'li hastalarda normal kontrollere gore
daha yiiksek oldugunu ve Larsen skoru ve radyolojik progresyon ile korele oldugunu
bildirmistir (Boman, Kokkonen, Arlestig, Berglin ve Rantapii-Dahlqvist, 2017). Bizde de
RA’da RANKL seviyeleri hastalikla beraber yiikseldi. RANKL'nin RA'daki 6énemli rolii
goz oOniline alindiginda, RANKL'a kars1 bir antikor olan denosumab, RANKL'nin kemik
hasar1 {izerindeki etkilerini 1iyilestirebilir. Bireysel randomize kontrollii ¢alismalar,
denosumabin RA'l1 hastalarda yeni kemik erozyonunu azaltmada ve kemik erozyonu
iyilesmesini desteklemedeki etkinligini gdstermistir (Sakthiswary ve digerleri, 2022;

Takeuchi ve digerleri, 2019).

RANKL osteoklastogenezi tesvik eder. Glukokortikoid kullanimi osteoblast iizerindeki
RANKL salinimini artirir (Ernesto Canalis ve Delany, 2002). Bizim ¢alismamizda da OP
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hastalik olusum asamasinda RANKL o6nce diismiis sonra ise artma egilimi gostermistir. Bu
durum OVX sebebiyle gelisen diisiik seviyeler azalma ardindan GK kullanimi sebebiyle

arttirilan RANKL seviyeleri olarak yorumlanmuistir.

Temel caligmalar, inflamatuar sitokinlerin, RA'de kemik kaybinda anahtar rol oynayan
osteoklastogenezin  aktivasyonu ile RANKL'm yukari regiilasyonu yoluyla

osteoklastogenezi indiikledigini gostermistir (Vis, Giiler-Yiiksel ve Lems, 2013).

Bizim ¢alismamizda RA grubunda serum RANKL seviyeleri bununla uyumlu olarak
hastalik ile birlikte yiikselme egilimi gostermistir. Tedavi sirasinda da yiikselme egilimde

olan seviyelerde GK tedavi sirasinda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Osteoporoz baslangig tedavisinde tedavinin etkinligini degerlendirmek i¢in BMD o6nerilir;
ancak BMD'deki 6nemli degisiklik 1-2 yil i¢inde ortaya ¢ikabilir. Buna karsilik, BTM'ler,
uygulamadan sonraki 2 hafta i¢inde 6nemli bir degisiklik gosterir ve BTM'lerin dl¢limiine,
etkinligi izlemek igin ilk tedaviden 3-6 ay sonra baslanabilir (Civitelli, Armamento-
Villareal ve Napoli, 2009). OP tedavisinde kullanilan anti-resorptif ajanlar, kemik yikim

belirteglerinde hizli bir azalmaya neden olabilirken, anabolik ilaglar kemik olusum

belirteclerinin serum seviyesini arttirir (Zhong ve digerleri, 2021). Sekil 5.1°de detayl

Osteoporoz
tedavisi

gosterilmistir.

Antirezorptif

tedavi Anabolik ajanlar

Bifosfanatlar Denosumab Raloksifen Teriparatid Abaloparatid Romosozumab

cTX || CTX L] cTX | cTX 1 cTX 1 CTX -
PINP | PINP | PINP | PINP 1 PINP 1 PINP 1

Sekil 5.1. Osteoporoz tedavisinde kullanilan anti-resorptif ve anabolik ilag
tedavilerindeki PINP ve CTX diizey degisiklikleri (Zhong ve digerleri, 2021).
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BTM'in kisa siireli azalmasinin, anti-resorpsiyon tedavisinde BMD'nin artmasiyla énemli
oOl¢iide iliskili oldugu bulunmus (Kanis ve digerleri, 2019). Ayrica BTM, klinik deneylerde

ilaglarla ilgili etki mekanizmalarini anlamak i¢in bilgi saglayabilir.

Denosumab kemik yikimini inhibe eder ve kemik yikim belirteclerinde biiyiik bir azalmaya
neden olur. CTX, denosumab tedavisinden sadece birka¢ giin sonra diisiik bir seviyeye
diiser; Buna karsilik, PINP, 3-6 ay i¢inde onemli bir diislis elde ederek yavas bir yanit
sergiler (Eastell ve digerleri, 2018). Bizim ¢alismamizda OP tedavisi i¢in kullanilan
denosumab ile benzer sekilde CTX seviyelerinde azalma gozlenmistir. Tedavi sirasindaki

PINP diizeylerinde ise anlamli bir degisiklik gosterilememistir.

Kemik dongiisii belirtegleri, kemigin yeniden sekillenme aktivitesini yansitir ve yeniden
sekillenmenin fizyolojik kosullardan, hastaliklardan ve ilaglardan nasil etkilendigine dair
fikir verir (Borgen ve digerleri, 2022). Antirezorptif ilaglarin kullanan hastalarda, ortalama
4-6 yillik gozlem siiresi boyunca daha yiksek PINP seviyeleri kiriklarla
iliskilendirilmistir (Borgen ve digerleri, 2022). Ayrica menopoz sonrasinda PINP intakt
trimerik formunda artis gozleyen ve bu belirtecin antirezorptif tedavinin etkinliginin
belirlenmesinde kullanildigini bildiren calismalar mevcuttur (Bergmann ve digerleri, 2009;

Melkko ve digerleri, 1996; Sepici-Dincel, 2020).

Sfingozin-1-fosfat (S1P), osteoartrit, osteoporoz, romatoid artrit, spondiloartrit ve kemik
kanseri ve metastaz dahil olmak ftizere c¢esitli kemik hastaliklarinda kritik bir rol

oynayabilir (Tian ve digerleri, 2021).

S1P, osteoblastlarda RANKL" artirarak osteoblastlarin proliferasyonunu, hayatta kalmasini
ve goclinii ve ayrica osteoklast farklilasmasii etkiler. Kan ve kemik iligi bosluklari
arasindaki osteoklast 6nciilerinin trafigini kontrol eder (Konukoglu, 2019). Osteoklastlarda
eksprese edilen sfingosin kinaz (SPHK), sfingosini fosforile ederek sfingosin 1 fosfat
(S1P) tiretir ve osteoblastogenezi destekler (J.-M. Kim ve digerleri, 2020). RANKL
stimiilasyonu iizerine osteoklast Onciillerinde S1P {iretimi artar ve S1P, osteoblastlarin
ylizeyindeki S1P reseptoriine baglanir, bu da osteoblast gociiniin ve hayatta kalmanin
artmasimma neden olur. Daha sonra, S1P ile aktive olan osteoblastlar RANKL

ekspresyonunu yukar1 diizenleyerek osteoklastogenezi (osteoklastlarin monositler ve
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makrofajlardan farklilasmasi) arttirir (J.-M. Kim ve digerleri, 2020; Ryu ve digerleri,
2006).

SIP konsantrasyonu dolasimda yiiksektir, kemikte diistiktiir; bu nedenle, osteoklast
onciileri kandan kemige gog¢ eder (Konukoglu, 2019). Yiiksek serum S1P diizeylerinin,
menopozdan sonra kadinlarda artmis kemik rezorpsiyonu ve artan vertebral kirik
prevalansi ile iliskili oldugu one siiriilmiistiir (Chapurlat ve Confavreux, 2016; Ishii ve
Kikuta, 2013; J.-N. Zhang ve digerleri, 2015).

Bizim ¢alismamizda OP grubunda S1P seviyeleri hem hastalik hemde tedavi asamalarinda
diisme egilimi gostermistir. Ayn1 zamanda OP grubu hastalik-1 asamasinda S1P ile
RANKL degerleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir (r:0.048; p:0.903). Hastalik-2

ileri asamasinda ise durum tersine negatif korelasyon olmustur (r:-0.168; p:0.690).

S1P homeostazda onemli bir rol oynar ve osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki
dengenin bozulmasi osteoporozu indiikleyebilir. S1P ayrica osteoklast onciillerinin kan ve
kemik arasindaki gdg¢iinii kontrol eder ve osteoklast onciilerini kemik yiizeylerinden uzak
tutarak kemik bozulmasini azaltir, boylece kemik yikimini 6nler (Ardawi ve digerleri,
2018; Grewe ve digerleri, 2022; Tian ve digerleri, 2021). Yiiksek bir S1P seviyesi ile
yaygin kirik orani ile anlamli bir iligki bulunmus (Bae ve digerleri, 2016; S. H. Lee ve
digerleri, 2020; Song ve digerleri, 2020). Ancak, S1P'nin bilinen S1PR'lerden bagimsiz
goriinen bazi eylemleri de vardir. S1P eylemi, metabolize edici enzimlerinin aktivasyonuna
ve mekansal dagilimina ve ayrica substrat olan sfingosinin mevcudiyetine bagli olabilir
(Strub ve digerleri, 2010). S1P, hiicre tipine, sentez ve bozunma bolgesine ve hastaligin
patofizyolojisine bagli olarak hem pro-hem de anti-inflamatuar 6zellikler sergileyen iki ucu

keskin bir kiligtir (Ebenezer ve digerleri, 2017).

Kortikosteroid ile  tedavinin mantigi, sistemik kortikosteroidin lokal ve sistemik
inflamatuar yanit1 azaltabilmesi ve proinflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe
edebilmesidir. Sfingozin kinaz-1'in  glukokortikoidler tarafindan indiiklenmesinden
kaynaklanan artan dolasimdaki S1P seviyelerinin, pulmoner inflamasyonun inhibisyonu

icin gerekli oldugunu 6ne siiriilmiis (Hsu ve digerleri, 2019; Vettorazzi ve digerleri, 2015).
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Biz ¢aligmamizda RA grubunda hastalik ile birlikte azalma egilimi gosteren S1P seviyeleri

GK ile tedavi sirasinda artma gostermistir.

SIP bir¢ok farkli dokuda tespit edilir; bununla birlikte, homeostatik kosullar altinda,
kirmizi kan hiicrelerinden, trombositlerden, endotel hiicrelerinden ve trombositlerden
salgilanmasi nedeniyle kanda en yiiksek S1P konsantrasyonda bulunur (Thuy, Reimann,
Hemdan ve Griler, 2014). Kanda S1P, albiimin ve lipoproteinlere, 6zellikle HDL'ye bagh
olarak bulunur. Calismalar, alblimine veya HDL'ye bagli S1P'nin S1PR'leri aktive etme
yetenegini etkilemedigini, bunun yerine S1P'yi dolagimda tutarak bir S1P rezervuari

olusturdugunu gostermistir (Frost ve digerleri, 2023; Thuy ve digerleri, 2014).

Calismamizda OP grubunda Alb, Kol, ve HDL ile S1P diizeyleri arasinda pozitif bir

korelasyon bulunmustur.

Toplam SI1P kanda daha yiiksek konsantrasyonlarda ve kemikte daha disiik
konsantrasyonlarda tespit edildiginden, osteoblast ve osteoklast onciilerinin gog ettigi bir
konsantrasyon gradyan1 yaratilir. Oncii migrasyondaki bu gradyanin &nemi, SI1P
parcalanmasinin in vivo olarak S1P liyazinin inhibisyonu veya silinmesiyle inhibe
edilmesiyle, gradyanin dagilmasina neden olarak, artan kemik kiitlesi ve kuvvetiyle birlikte
azalmis osteoklast sayisiyla sonuclandiginda gosterilmistir (Frost ve digerleri, 2023;

Konukoglu, 2019).

S1P normal dokularda diisiik konsantrasyonlarda bulunabilir. Bu dogal lipit gradyani,
belirli hiicre tipleri i¢in en giiclii kemo-cekici sisteme aittir; artan hiicre i¢i S1P, hiicresel
durumu bir pro-survival/anti-apoptotik fenotipe kaydirir; azalmig S1P, diger arabulucularla
birlikte hiicre farklilasma siireclerini gii¢lendirebilecegi, proliferasyonun azalmasina yol

acar (Meshcheryakova ve digerleri, 2017).

S1P, kemik rezorpsiyonu ile etkilesime giren bir lipit aracidir. S1P osteoklast dnciillerinin
kan ve kemik arasindaki gociinii kontrol eder ve osteoklast Onciilerini kemik yiizeylerinden
uzak tutarak kemik bozulmasini azaltir, boylece kemik yikimini onler (Alvarez ve

digerleri, 2007; Tian ve digerleri, 2021).
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Glukokortikoid kullanimi diisiiniildiigiinde, osteoblast sagkalimi {izerindeki olumsuz etki
onemli bir endise kaynagidir. MC3T3-E1 osteoblastik hiicrelerde SPHK 1'in bir aktivatorii
olan K6PC-5'in kullanildig1 yakin tarihli bir deney, Dexametazinin neden oldugu apoptozu
basariyla tersine ¢evirmis bu, S1P'nin glukokortikoidlerin kemik iizerindeki yan etkilerini

biiyiik 6l¢iide azalttigini gostermektedir (L. Zhang ve digerleri, 2020).

S1P1'in osteoartrit (OA) ve RA’l1 hasta sinovyumlarinin karsilastirildigi bir ¢alismada RA
sinovyumunda daha giiclii ifade edildigini ve RA hastalarinda sinoviyal sividaki mutlak
S1P diizeylerinin OA hastalarina gore daha yiiksek oldugu gosterilmis (Kitano ve digerleri,
2006). RA hastalarmin diz eklemlerinin eklem i¢i yumusak dokularindan izole edilen
MH7A sinoviyal hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada S1P/S1P1 sinyalinin RA
sinoviyositlerinin ve CD4+ T hiicrelerinin RANKL ekspresyonunu arttirdigini gosterilmis.
Ek olarak S1P, RA sinoviyositleri ve CD4+ T hiicreleri tarafindan TNF-a ile indiiklenen
RANKL ekspresyonunu énemli 6lgiide arttirdigi goriilmiis (Takeshita ve digerleri, 2012).

RANKL tarafindan osteoklastlarda uyarilan hiicre i¢i S1P, osteoklastogenezi inhibe
ettigi (Park-Min ve Lorenzo, 2022; Ryu ve digerleri, 2006), buna karsilik, ekzojen SI1P,
siklooksijenaz-2 ve PGE(2) diizenlemesi yoluyla osteoblastlar tarafindan RANKL
tretimini arttirdigi ve bu sekilde osteoklastogenezi uyardigi gosterilmis (Park-Min ve
Lorenzo, 2022).

S1P, S1PR1 araciligiyla fibroblast benzeri sinoviyositlerin apoptozunu engeller ve
sinoviyositler ve CD4+ T hiicreleri tizerinde RANKL reseptor aktivatoriinii arttirir, bdylece
osteoklastogenezi tesvik eder, kemik erozyonlarina katkida bulunabilir (Zhao ve digerleri,
2008). RANKL sinyali, SIPR1'in osteoklast onciilleri iizerindeki ekspresyonunu asagi
dogru diizenler, dolasima yeniden c¢ikislarin1 engeller ve osteoklast olgunlagsmasini ve

kemik erimesini arttirir (Ishii ve digerleri, 2009).

S1P ayrica osteoklast prekiirsorlerinin kemik yiizeyinden ve kemik iliginden kana ¢ikisini
uyardigr ve bu sekilde kemik rezorpsiyonunu inhibe ettigi gosterilmis (Park-Min ve
Lorenzo, 2022). Benzer sekilde, kemik mikrogevresindeki S1P diizeylerini yiikseltmek,
kemik kiitlesini artirmis (Weske ve digerleri, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclast-differentiation-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclastogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/osteoclastogenesis
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Yapilan bir ¢alismada S1P, BMD, PINP, CTX ve 25(OH)D ile korelasyon gostermemis.
PINP ve CTX, olgiilen tiim bolgelerde BMD ile negatif korelasyon gdstermis, ancak yine
25(0OH)D ile korele olmadigi gozlenmis. CTX ve P1NP, BMD ile negatif korelasyon
gosterirken S1P ile korele olmadigi gozlenmis. Ayrica OP grubunda CTX ve PINP
degerleri yiiksek bulunmustur (Shahifar ve digerleri, 2020).

Yapilan bir baska ¢alismada postmenopozal kadinlarin premenopozal kadin ve erkeklere
gore daha yiiksek S1P plazma diizeylerine sahip oldugu gosterilmis. Ayrica, S1P diizeyleri
kemik rezorpsiyon belirtegleri ile pozitif korelasyon gostermis ve kemik mineral yogunluk
degerleri ile negatif korelasyon gostermis (S. H. Lee ve digerleri, 2012), bu da dolagimdaki
S1P'nin kemik homeostazini etkileyebilecegi hipotezini gii¢lii bir sekilde desteklemektedir
(Meshcheryakova ve digerleri, 2017).

Bizde ise bu durumun tersi olarak S1P diizeyleri hastalik ile birlikte diisme egilimi
gostermistir. OP tedavisi sirasinda ki diislis ise denosumab tedavisinde oc’larin

baskilanmasi sebebiyle S1P diismesine sebep olmus gibi goriinmektedir.

Dolasimdaki S1P'ye hiicresel ve enzimatik katkida bulunanlar tanimlanmis olsa da,
homeostaz ve iltthaplanma sirasinda fizyolojik S1P seviyelerini koruyan kesin
mekanizmalar heniiz ac¢iklifa kavusturulmamistir. Enflamatuar kosullar ve yaslanma,
plazma S1P seviyelerinin diigmesine yol acarak, stabil bir plazma S1P havuzunun genel
sagliga katkida bulundugunu diisiindiiriir (Burg ve digerleri, 2022; B.-S. Ding ve digerleri,
2020; Winkler ve digerleri, 2015). Bu literatiir bilgisi digerleinin aksine S1P seviyelerinin
diismesini  hastalikla ilgkilendirmis. Bu bilgi ile bizim sonuglarimiz daha uyumlu
bulunmustur. RA ve OP’da hastalik ile birlikte S1P seviyeleri diismiis tedavi ile birlikte
yiikselmistir.

Farelerde RANKL silinmesi, osteoklastlarin yoklugundan dolay1 ciddi osteopetroz ile
sonuglanirken, ¢oziiniir RANKL'm asir1 ekspresyonu ciddi osteoporoza yol acar (J.-M. Kim
ve digerleri, 2020; Mizuno ve digerleri, 2002). Buna goére, RANKL sinyallemesinin bloke
edilmesi, osteoporotik kemik kayb1 ve buna bagh iskelet bozukluklar1 i¢in umut verici bir
terapotik hedef olarak Onerilmistir. Osteoklastlarda eksprese edilen sfingozin kinaz
(SPHK), sfingozini fosforile ederek sfingozin-1-fosfat (S1P) iiretir ve osteoblastogenezi
destekler (Ishii ve digerleri, 2009; Pederson ve digerleri, 2008). RANKL stimiilasyonu
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tizerine osteoklast onciillerinde S1P {iretimi artar ve S1P, osteoblastlarin yiizeyindeki S1P
reseptoriine baglanir, bu da osteoblast gd¢iiniin ve hayatta kalmanin artmasina neden olur.
Daha sonra, S1P ile aktive olan osteoblastlar RANKL ekspresyonunu yukari diizenleyerek
osteoklastogenezi arttirir (J.-M. Kim ve digerleri, 2020; Ryu ve digerleri, 2006).

Su anda, osteoporoz icin mevcut klinik tedaviler cogunlukla kemigin yeniden
sekillenmesini etkileyen faktorlere odaklanmistir; ancak kendi sinirlamalar1 ve yan etkileri
vardir. Son zamanlarda, sitokin immiinoterapisi, gen tedavisi ve kok hiicre tedavisi, ¢esitli

hastaliklarin tedavisi i¢in yeni yaklasimlar haline gelmistir.

S1P, osteoartrit, osteoporoz, romatoid artrit, spondiloartrit ve kemik kanseri ve metastaz
dahil olmak tizere ¢esitli kemik hastaliklarinda tani, takip ve tedavide Kritik bir rol

oynayabilir.

OP grubunda S1P ve RANKL diizeyleri hastalik ile uyumlu iken tedavi i¢in anlaml
degisiklikler izlenememistir. RA grubunda ise S1P ve RANKL diizeyleri hastalik ve tedavi

stirecleri ile uyumlu bulunmustur.



171

6. SONUC VE ONERILER

Kemik homeostazi, birgok organizma fonksiyonlariyla yakindan baglantili karmasik bir
stirectir. Bu siire¢lerin bozuldugu durumlar, yasam Kkalitesini ciddi sekilde etkileyen ve
hatta yasami tehdit eden kronik veya akut ¢cok sayida hastalikla iliskilidir. Osteoporoz (OP)
sistemik bir iskelet bozuklugu ve metabolik kemik hastaliklarinin en yaygin tiplerinden
biridir. Kemik metabolizmasindaki diizensizlikler sebebiyle sadece kemigin kendi
dokusunda patolojiler goriilmeyip baska sistemsel hastaliklar da goriilmektedir. Bu grupta

en yaygin goriilen hastalikta Romatoid Artrit (RA)’tir.

Kemik dongiisii belirtegleri (BTM'ler), osteoblastlar veya osteoklastlar tarafindan kemik
yeniden yapilanmasi sirasinda salinan bir dizi protein veya protein tiirevi biyobelirtegtir.
Gilinlimiizde yaygin olarak goriilmesi sebebiyle OP ve RA ig¢in tani, tedavi ve tedavinin
takibi kritik oneme sahiptir. Noninvaziv olmasi sebebiyle BTM’lerin tan1 ve takipteki

Oonemi giderek dahada artmaktadir.

Membran lipitleri olan sfingolipit metabolitlerinden olan Sfingozin-1-fosfat (S1P)
osteoklast Onciillerinin kan ve kemik arasindaki gocilinii kontrol eder ve osteoklast
onctilerini kemik yiizeylerinden uzak tutarak kemik bozunmasini azaltir, boylece kemik
yikimini  Onler. Ayrica SIP, osteoblastlarda RANkL'1 artirarak osteoblastlarin

proliferasyonunu, hayatta kalmasini ve gociinii ve ayrica osteoklast farklilasmasini etkiler.

Bu calisma kapsaminda kemik metabolizmas1 hastaliklarina yeni bir biyobelirte¢ sunmak

amaclanmustir.

Kurguladigimiz deneysel model ile baslangig, tiim hastalik ve ardindan tiim tedavi siireci
araligindaki zaman boyunca takip ederek geleneksel BTM’lerin yani sira RANKL ve S1P

diizeylerindeki degisimleri gdsterilmistir.
Calismamiz neticesinde

e OPicin SIP ve RANKL biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz.
e OP icin SI1P metabolizmasi olas1 terapdtik hedef i¢in degerlendirilmelidir.

e RAi¢in S1P ve RANKL biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz.
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e RA i¢in SI1P metabolizmasi ve Anti-RANKL inhibitorlerinin tedavide kullanilmasi i¢in

degerlendirilmelidir.

Elde ettigimiz sonucglar anlamli olsada rutin kullanimlar i¢in daha fazla veriye ihtiyag

vardir.
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