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OZET

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), ¢gesitli nedenlere bagli olarak fonksiyonel
nefron kitlesinin ilerleyici ve geri ddnusimsuz kaybi ile seyreden bir hastaliktir.
KBY’nin kaginilmaz bir komplikasyonu metabolik kemik hastaligidir ve bu
patoloji renal osteodistrofi (ROD) olarak adlandirilir. Erken evre KBY surecinde
gozlenen ROD patogenenezinde, RANKL ve NF-kB araali intraseluler sinyal
yolaklarina ait rolleri birlikte degerlendiren calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada evre 3 KBY hastalarinda serum RANKL ve periferik kan osteoklast
oncu hiicrelerinde intraselltler NF-kB Uzdylerinin belirlenmesi
amaclanmaktadir.

Bu calismaya Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Hastanesi, Dahiliye Nefroloji Bilim Dalina basvuran, yaslarn 35 ile 60 arasi
degisen, kreatinin degerleri temel alinarak hesaplanan GFR degerlerine gore
evre 3 oldugu belirlenen, 41 erkek KBY hastasi ile yaslari 40 ile 60 arasi
degisen 27 saglikli erkek birey kontrol grubu olarak alindi. Kontrol ve hasta
gruplarinda biyokimyasal parametreler fotometrik, parathormon
elektrokemiliminesans, Vit D3 HPLC, kemik mineral yogunlugu DEXA, sRANKL
ELISA ve NF-kB duzeyleri flow sitometrik yontemler kullanilarak belirlendi.

Calismamizda evre 3 KBY hasta grubu ile kontrol grubu arasinda yapmis
oldugumuz karsilastirmalarda iPTH duzeylerinin kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlaml yuksek, Vit D3 dizeylerinin ise dugsiuk oldugunu
bulduk. Bunun yaninda hasta grubunda diger biyokimyasal parametreler, kemik
mineral yogunlugu sRANKL ve NF-kB dizeyleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli farkhlik goézlemlemedik.

Sonu¢ olarak, boébrek yetmezliginin erken donemlerinde ROD’un
degerlendiriimesi acgisindan Vit D3 ve iPTH duzeylerinin degerli olabilecegi
gorulmektedir. SRANKL ve NF-kB duzeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli
farkhlik olmamasi, bu parametrelerin bobrek yetmezliginin erken evrelerinde
kemik metabolizmasinin degerlendiriimesinde yeterli olmadiklarini

dusundurmektedir

Anahtar Kelimeler: Kronik bobrek yetmezligi, NF-kB, Renal
osteodistrofi, SRANKL



ABSTRACT

Chronic renal failure (CRF) is a disease characterized by progressive
and irreversible loss of functional nephron mass depending on the variety of
causes. An inevitable complication of CRF is metabolic bone disease and this
pathology is called as renal osteodystrophy (ROD). In the pathogenesis of ROD
observed during the early stage CRF, there is a lack of study evaluating along
with the roles of RANKL and NF-kB -mediated intracellular signaling pathways.
In this study we aimed to determine the levels of serum sRANKL and
intracellular NF-kB levels in peripheral blood osteoclast precursor cells in
patients with stage 3 CRF.

In this study, 41 male patients aged 35-60 with CRF identified as stage 3
according to GFR calculated on the basis of creatinine values and 27 healthy
male subjects ages ranging from 40 to 60 as control group were included who
applied to Mersin University Medical Research and Practice Center Hospital
Internal Medicine, Department of Nephrology. Levels of biochemical
parameters, vitamin Dz, parathyroid hormon, bone mineral density, SRANKL
and NF-kB were determined by using photometric, electrochemiliiminesans,
HPLC, DEXA, ELISA and flow cytometric methods in control and patient
groups, respectively.

When stage 3 CRF patients were compared with controls, patients with
stage 3 CRF had statistically significantly higher iPTH levels, but they had
statistically significantly lower Vit D3 levels. However the other biochemical
parameters, bone mineral density, SRANKL and NF-kB levels did not reveal any
significance.

In conclusion, Vit D3 and iPTH levels seem to be important parameters
for evaluating the early stages of ROD. The lack of statistically significant
differences in the levels of SRANKL and NF-kB suggests that these parameters
are not sufficient in the evaluation of bone metabolism in the early stages of

renal failure.

Keywords: Chronic renal failure, NF-kB, Renal osteodystrophy, SRANKL



GIRIS VE AMAG

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), nefron sayisinda ve fonksiyonlarinda
ilerleyici, geri donusimsuz azalma ile sonuglanan, hastayi siklikla son donem
bobrek yetmezligine (SDBY) gotiren pek c¢ok etiyolojik sebebi olan

patofizyolojik bir stirectir’.

KBY, tum dinyada, izlemi ve tedavisi hem hasta, hem de hekimler
agisindan zor ve yuksek tedavi maliyeti olan 6nemli bir halk sagligi sorunudur.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda KBY hasta sayisinin arttigi ortaya konmustur.
Dinyada her yil 1 milyon kisiden, yaklasik 150-200 kiside KBY ortaya
ctkmaktadir?. Ulkemizde yapilan dederlendirmelerde diyaliz tedavisi uygulanan
hasta sayisinin 50-51 bin kisi arasinda oldugu tahmin edilmektedir®.

KBY’nin ilk donemlerinden itibaren fonksiyon gdéren nefron sayisinin
patolojik sirecteki ilerleme ile birlikte azaldigi bilinmektedir. KBY hastalarinda
glomerdllerin, tibullerin veya her ikisinin de fizyolojik fonksiyonlari bozulmustur.
Bobrek kendine dusen metabolik Urlnlerin uzaklastiriimasi yaninda total vicut
suyunu dengeleyememekte, plazma osmolalitesini, asit baz dengesini ve diger
fonksiyonlarini gerceklestirmekte yetersiz kalmaktadir. Bu nedenlerle ortaya
cikan patolojik sireg, organizmada biyokimyasal ve metabolik bozukluklara
neden olmaktadir. Bu bozukluklarin sik rastlanilanlarindan biri de kemik dokuda
meydana gelen renal osteodistrofidir (ROD)*.

ROD, KBY hastalarinin yasam kalitesini dugtren, morbidite ve mortaliteyi
artiran dnemli komplikasyonlardandir. KBY hastalarinda ileri evrelerde ortaya
cilkmaya baglayan ve SDBY olan hastalarin buyuk kisminda bulunan kemige ait
lezyonlar kompleksi olarak tanimlanir. Kemikteki patolojik degisiklikler kalsiyum
(Ca*?), fosfor (P), D vitamini (Vit D3) ve paratiroid hormonla (PTH) iliskilidir. KBY
hastalarinda olusan hipokalsemi, hiperfosfatemi ve ylksek PTH seviyeleri
sekonder hiperparatiroidizme (sHPT) neden olmaktadir. Gelisen sHPT'e bagli
olarak hastalarda yuksek dongulii kemik lezyonlari gelisir. Yuksek dongulu
kemik lezyonlari artmis osteoblastik aktivite, artmis osteoklast sayisi ve

aktivitesi ile karakterizedir®.
Osteoklastlar, monosit/makrofaj serideki hemotopoetik dnci hiicrelerden
gelisen kemik yikiminda rol alan multintkleer htcrelerdir. Fizyolojik ve patolojik

kemik yikiminda kritik rol oynamaktadlrlars. Yapilan calismalarda hematopoietik



kok hucrelerden gelisen osteoklast 6ncu hucrelerinin kemik iligi ve dalak disinda
periferik dolasimda da bulundugu gosterilmistir®.  Osteoklastogenezi
degerlendirmeye yonelik olarak gercgeklestirilen ileri calismalarda periferik
dolagsimda bulunan bu hucrelerin CD14+/CD16- yuzey belirteglerini tasiyan
monositlerden gelistigi belirlenmistir’.

Osteoklastogenezde rol alan faktorlerin bilinmesi kemik yikimi ile
karakterize hastaliklarin patogenezinin degerlendiriimesi, erken tani ve
tedavisinde 6nemlidir. Osteoklastogenezin molekuler mekanizmasi son yillarda
Nukleer Faktor Kappa B Reseptdr Aktivatori (RANK)/ Nukleer Faktor Kappa B
Reseptor Aktivatori Ligandi (RANKL)/osteoprotegerin (OPG) sinyal sisteminin
kesfi ile daha anlasilir hale gelmistir. RANKL, osteoklast éncu hucrelerinin
uzerindeki reseptort RANK’a baglanarak, onlarin osteoklastlara donusmesini
uyarir. Boylece kemik rezorpsiyon sureci ilerler. OPG ise RANKL igin yalanci
reseptor gorevi gorur ve RANK araciligiyla saglanan mekanizmada gelisen
kemik rezorpsiyonunu inhibe eder. RANKL'In RANK’a baglanmasi ile hicre igi
birgok sinyal yolagi aktivasyonunun gergeklestigi bilinmektedir. Bu yolaklardan
Nukleer Faktor Kappa B (NF-kB) araal sinyal yolagi, osteoklast farkhlasmasi
agisindan en o6nemli metabolik yolaklardandir. Kemik metabolizmasinda
dizenleyici bir role sahip olan RANKL'In kemik rezorpsiyonu ile sonuclanan
birgok hastali§in patogenezinde énemli rol oynadi§i ortaya konmustur®.

KBY hastalarinda sekonder hiperparatiroidizm ve buna bagh olarak
gelisen kemik rezorpsiyonunun glomerduler filtrasyon hizinin (GFR) 30 ml/dk’nin
altinda oldugu degerlerde belirgin hale geldigi bilinmektedir’. Bu nedenle
ROD’un degerlendirimesine yonelik yapilan c¢alismalar genellikle SDBY
hastalarinda gergeklestiriimistir. ROD’da kemikteki patolojik degisiklikleri
degerlendirmede altin standart yontem kemik biyopsisidir ve yapilan
calismalarda kemik histopatolojik degisikliklerinin erken evrelerden itibaren
gelistigi gosteriimistir'®. Fakat klinikte hastalari ROD agisindan degerlendirmede
invaziv ve agril bir igslem olmasi nedeniyle kemik biyopsisi uygulamasindan
uzak kalinmaktadir. Bu nedenle ROD’un biyokimyasal ve radyolojik yontemlerle
tanisinin gergeklestiriimesine yonelik c¢abalar surmektedir. Klinikte siklikla
kullanilan biyokimyasal belirteglerin ROD’un belirlenmesinde bir dlgide guvenilir
olabildikleri fakat sinirli tan1 degerleri oldugu belirtiimektedir. ROD tanisinda sik

basvurulan radyolojik tetkiklerden elde edilen bilgilerin de sinirh oldugu ve



mevcut kemik hastaligini ortaya koymada yeterli olmadigi ifade edilmektedir. Bu
nedenle aragtirmalarda, erken donemde ROD’un degerlendiriimesine yonelik
olarak yuksek tani degerleri olabilecek yeni biyokimyasal parametreler ve
radyolojik ydntemler belirlenmeye calisiimaktadir'.

Kemik patolojik yikiminda onemli oldugu bir¢ok calisma ile gosterilen
RANKL'In, ROD patogenezinde de etkili oldugu dusunulmektedir. Literattrde,
KBY hastalarindaki kemik patolojik degisimlerinde RANKL'In rolinin
degerlendirildigi sinirh sayida ¢aligma vardir ve bu caligmalardan elde edilen
sonuglar celiskilidir>**'*! Ayrica bu hastalarda osteoklastogenezde rol alan
onemli metabolik yolaklardan biri olan NF-kB sinyal yolaginin degerlendirildigi
bir calisma bulunmamaktadir. Serum RANKL ve osteoklast dnci hicrelerinde
intraselliler NF-kB  duzeylerinin  birlikte  degerlendiriimesinin, ROD
patogenezinde sinyal yolaginin etkinliginin belilenmesinde 6nemli olabilecegini
dusunmekteyiz. NF-kB dizeylerinin dlcimunde, flow sitometrik olarak periferik
kandan yapilan analiz, noninvaziv bir ydntem olmasi agisindan klinik kullanimda
kolaylik saglayabilir.

Bu calismada, klinik olarak orta derecede yetmezligi (evre 3) olan KBY
hastalarinda, daha o©Once c¢alisiimamis bir parametre olan periferik kan
osteoklast 6nci hicrelerinde intraselliler NF-kB ve serum sRANKL dizeylerinin
saptanmasi ve elde edilen sonuclarin ROD agisindan énemi kanitlanmis klinik
parametrelerden Ca+?, P, PTH ve Vit D3 diizeyleri ile iliskisinin belirlenmesi
amaclanmaktadir.



GENEL BILGILER
Kronik Bobrek Yetmezligi
Tanim

KBY, cesitli nedenlere bagli olarak fonksiyonel nefron kitlesinin ilerleyici
ve geri doénisimsiiz kaybi ile seyreden bir hastaliktir’®. KBY'de glomeriiler
filtrasyon hizinda (GFR) azalmanin sonucu olarak bdbregdin sivi-solut dengesini
ayarlama ile metabolik ve endokrin fonksiyonlarinda kronik ve ilerleyici bozulma
s6z konusudur’’.  National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes

Quality Initiative (NKF/DOQI) tarafindan yapilan tanimlamaya gére KBY*®;

1. GFR azalsin ya da azalmasin, 3 ay ve daha uzun slre devam eden
bdbregin yapisal veya islevsel bozukluguna bagh olarak, kan ve idrar
kompozisyonu, goérunttleme testleri, bobrek biyopsisi gibi tani testlerinden

bir veya daha fazlasinin anormal olmasi

2. GFR'nin 3 ay ve daha uzun sire ile 60 ml/dk/1,73 m®den az olmasidir.
Bobrek fonksiyonlarinin ilerleyici olarak kaybiyla, KBY hastalarinin
%90'Indan fazlasinda SDBY gelisir. SDBY, bdbrek fonksiyonlarinin geri
donusumsuz kaybi ile karakterize ve hayati tehdit eden, Uremiden korunmak
icin hastaya devamli olarak diyaliz veya transplantasyon gibi renal replasman
tedavilerinin  (RRT) uygulandi§i klinik bir tablo olusturur. Uremi, renal
yetmezligin ileri evrelerinde, idrarda normalde atilan metabolizma son
ardnlerinin - kanda  birikmesiyle ortaya c¢ikan, kompleks multiorgan
bozuklugundan kaynaklanan klinik belirtidir.

Epidemiyoloji ve Prevelans

Tum dinyada KBY insidansi ve prevalansi hizla artmaktadir. KBY ve
RRT uygulanan SDBY hastalarinin sayisi hakkinda dinyanin bazi bdlgelerinde
veri toplayan cesitli kayit kuruluglari vardir. Bu veriler Amerika Birlesik
Devletlerinde United States Renal Data System (USRDS) tarafindan
toplanmaktadir. USRDS kayitlarina gére Amerika’da her yil 1 milyon kigiden,
yaklasik 350-400 kiside KBY ortaya cikmaktadir®®. Tiirkiye'de bu veriler Tiirk
Nefroloji Dernegi (TND) tarafindan toplanmaktadir ve TND verileri KBY gorulme
sikhgr konusunda ulkemizde en saglikli veriler olarak kabul edilmektedir. 2007

TND verilerine gbére KBY’nin prevalansi milyon nufus basina 709 olarak

10



belirlenmistir. 2009 yilsonu itibariyle hemodiyalize (HD) giren hasta sayisi
46650, periton diyalizi (PD) hasta sayisi 5418 olup, transplantasyon yapilan

hasta sayisi 7375'dir. TND kayitlarina gére RRT uygulanan hasta sayisi her
gecen yil artis gdstermektedir (Sekil 1) °.

HD hasta sayisi
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Sekil 1. A. Turk Nefroloji Dernegdi kayitlarina gére HD hasta sayilarinin yillara

gore dagilimi B. Turk Nefroloji Dernegi kayitlarina gére PD hasta sayilarinin
yillara gére dagilimi

Etiyoloji

Bobrek yetmezliginin nedenleri Ulkeden ulkeye, irk ve cinsiyete bagli
olarak degismektedir. ileri yas (>60), siyah irk, sigara kullanimi, agir metallere
maruziyet ve dusuk sosyoekonomik durum KBY gelisiminde rol oynayan
sosyodemografik faktorlerdir'®. KBY gelisiminde en sik rastlanan etiyolojik
neden gec¢miste glomerulonefrit iken, ginimuizde altta yatan etiyolojiler

diyabetik ve hipertansif  nefropatilerdir. Bu  etiyolojik  dedisimde
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glomerulonefritlerin daha efektif tedavisi, korunmasi ile diyabetik ve hipertansif
hastalarin yasam surelerinin uzamasi etkili olmustur. Bununla birlikte ilerlemis
KBY hastalarinin énemli bir kisminda etiyolojik neden bulunamaz®. ABD
(USRDS) ve Turkiye (TND) kayitlarina gére SDBY etiyolojik dagihm sirasi tablo

3'te gdsterilmistir'®>.

Tablo 1. SDBY Nedenleri

Hastalik ABD Turkiye
Diabetes mellitus 46,8 23,7
Hipertansiyon 28,6 22,9
Glomerulonefrit 8,1 8,7
Kistik bdbrek hastaligi 2,5 5,8
Urolojik nedenler 2,1 6,2
Diger nedenler 12,2 14,9
Etiyolojisi bilinmeyen 4.6 17,8

Patofizyoloji

KBY’de temeldeki bobrek hastaigi ne olursa olsun patolojik
incelemelerde periglomertler ve interstisyel fibroz, glomertloskleroz, interstisyel
kronik inflamatuvar hicre infiltrasyonu ve tubdler atrofi gibi benzer histolojik
bulgular saptanir. Hastalarda baslangigtaki temel hastaliga bagh olarak
fonksiyonel nefron kitlesinin azalmasi, saglam nefronlarda fonksiyon artigina ve
hipertrofiye neden olur. Bu degisikliklerin fibrozis olusumuna ve daha ileri nefron
kaybina neden oldugu ve bu kisir donginin de SDBY ile sonuglandigi
disunilmektedir'. Glomeriiloskleroz gelisimi hastaligin ilerlemesinde kritik
Oneme sahiptir. Glomeruloskleroz gelisiminde ©Once endotel hasari ve
inflamasyon olusur, bunu mezengial proliferasyon takip eder ve sonrasinda
glomeruler skleroz ve fibrozis meydana gelir. Glomeruloskleroz gelisiminde

glomeruler hiperfiltrasyon ve hipertansiyon, lipid nefrotoksisitesi, hizlanmis lokal
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ateroskleroz, glomeruler hipertrofi ve cesitli buyime faktorleri, sitokinler ve

hormonlarin rol oynadidi diisiiniilmektedir®.
Tani

Kan ure azotu (BUN) ve kreatinin dizeylerinde yikselme veya GFR’'de
azalmanin saptanmasi ile bobrek yetmezligi tanisi kolaylikla konulabilmektedir.
Bobrek yetmezligi bulgulari olan hastalarin degerlendiriimesinde en onemli
baslangic basamagi KBY’yi akut bobrek yetmezliginden (ABY) ayirt etmektir.
Laboratuvar inceleme ve gorintileme yontemleri ile bu ayirim kolaylikla
yapilabilmektedir. Progresif KBY’yi ABY’den ayirt eden laboratuvar ve
goruntileme yontemlerinin en klasik bulgulari; bilateral kiiguk bobrekler (<8,5
cm), anemi, yukselmis PTH degerleri ile birlikte hiperfosfatemi, hipokalsemi,
proteinlri ve genis silendirleri gosteren veya inaktif olan idrar sedimentidir.
Bununla birlikte, laboratuvar ve goruntileme bulgularinin kismi birlikteligi altta

yatan etiyolojik hastaligi tahmin etmeyi cok kuvvetli destekler'®.

GFR: Bobrek fonksiyonel kapasitesinin en duyarli ve 6zgul dlgusu,
GFR'dir. GFR, fonksiyonel nefron sayisinin gostergesidir ve maddelerin bobrek
glomertlleri araciliiyla dolasimdan temizlendigi dakika basina mililitre
cinsinden hizidir. Endojen veya ekzojen maddelerle klirens testi yapilarak
Olculur. Bobreklerin birim zamanda bir maddeden tamamen temizlendigi plazma
volumi o maddenin renal klirensi olarak tarif edilir ve sadece glomeruller

tarafindan filtre edilen maddenin klirensi GFR dlgiimiinde kullanilabilir?.

GFR olcumu icin ideal olarak kabul edilen madde, renal tubuler
reabsorbsiyon veya sekresyonu olmamasi ve tamamen glomeruler filtrasyon ile
atimasi nedeniyle inilindir*. Indlinin enjekte edilebilir formunun elde
edilmesinin ve kullaniminin zor olmasi, zaman alici olmasi, kan ve idrar
orneklerinde miktarlarinin saptanmasindaki guglikler gibi nedenler Kklinik
uygulamalarda kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle GFR dlgilmesinde en

sik kullanilan yéntem kreatinin klirensidir®.

Kreatinin, iskelet kasinda kreatinden nonenzimatik dehidrasyon ile
sentezlenir. Her giin olusan kreatinin, kas kitlesine bagl olup giinden gune fazla
bir degisiklik gostermez. Normal kisilerde serum kreatinin dizeyleri ve idrar ile

kreatinin atilimi kas katlesinin bir gostergesidir ve diyet degisikliklerinden ¢ok az
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etkilenir. Serbest kreatinin, tUm vucut sivilarinda, sekresyonlarda bulunur ve
serbest olarak glomeruler filtrasyona ugrar. Glomerullerden serbestge filtre olan
kreatinin tdbdler reabsorbsiyona ugramamaktadir. Cok kiglk miktarlarda
kreatinin sekresyonu tublllerde gergeklesmektedir. Kreatinin  endojen
olustugundan ve vicut sivilarinda sabit bir hizla salindigindan, plazma duzeyleri
dar sinirlar iginde korunur ve renal klirensi GFR'nin bir gostergesi olarak
Olcllmektedir. Kreatinin klirensini 6lgmek icin kan ve idrar érneg@i kullanilir. 24
saatlik idrar toplanarak ve kan serum degerleri kullanilarak hesaplanan kreatinin
klirensi, renal fonksiyonun saptanmasi igin yaygin kullanilan yontemdir.

Kreatinin klirensi su formiille hesaplanabilir®*.
idrar kreatinin x idrar volimu
Kreatinin klirensi= ------------=-=-m-mmm oo
plazma kreatinin x 1440

24 saatlik idrar toplamadaki guglikler dikkate alinarak, serum
kreatininden kreatinin  Kklirensini tahmin edebilmek icin bircok formdal
gelistirilmistir®*. En sik kullanilan formdillerden biri Cockcroft ve Gault tarafindan
gelistirilen formiildiir. Cockcroft-Gault formiilii®*;

(140-Yasg) x vucut agirhgi
GFR = —mmmm e (Kadinlarda x 0.85)
Serum kreatinin x 72

Ancak bu formulde, ayni yasta veya cinsiyette olan kisiler arasinda ve
hatta ayni kiside ortaya c¢ikan kreatinin Uretimindeki farklar dikkate alinmaz.
Obez veya odemli kisilerde, bu formulin kullaniimasi ile hesaplanan GFR
gercekte oldugundan daha yuksektir. Butin bunlarin yaninda, nispeten basit
parametrelerle hesaplanabilir olmasi nedeniyle Cockcroft-Gault formull yaygin
olarak kullaniimaktadir. Yapilan bazi klinik calismalarda, 24 saatlik idrar
toplama ve es zamanli kreatinin klirensi sonuglarinin  Cockcroft-Gault
formilinden daha dogru olmadigi gdsterilmistir™®. Arastirmacilar GFR
hesaplamasi igin, The Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)
calismasinda izotopik olarak olgtlen GFR tayinlerinden elde edilen sonuglara
dayanarak, kolay Oolculebilen klinik parametreleri kullanan yeni bir formdl
geligtirmiglerdir. Bazilarinin MDRD denklemi olarak tanimladigi bu formdl,
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serum Ure, kreatinin degerleri ve yas, cinsiyet ve irk gibi hasta 6zellikleri
kullanilarak hesaplanir ve orta ve ileri derecede bdbrek yetmezligi olan kigilerde
Cockcroft-Gault formiliinden daha dogru sonuglar verir®. NKF-K/DOQI
kilavuzlarinda, MDRD denkleminin erigkinlerde GFR 6lgimu igin guvenilir bir

ydntem oldugu belirtiimektedir'®. MDRD denklemi su sekildedir **;
GFR =170 x PCr®®x Yag®'"® x BUN*'"%x Alb®31®

Klinikte siklikla GFR hesaplanmasinda Cockcroft-Gault veya MDRD
formulleri kullaniimaktadir. Bdbrek yetmezliginin derecesi ile orantili olarak GFR
azaldigindan, KBY tanisi almis tum hastalarda yilda bir kez GFR

degerlendiriimelidir?®. Geng eriskinlerin ortalama GFR degerleri*’;
Erkeklerde 130 + 18 mL/dk/1.73 m?
Kadinlarda 120 + 14 mL/dk/1.73 m? ‘dir.

GFR degerlerinde 4. Dekattan itibaren her 10 yilda bir yaklasik 6,5
mL/dk/1.73 m? azalma oldugu belirtiimektedir®®.

Proteinuri: Proteinlri varligi ve derecesi KBY igin tanisal, prognostik ve
tedavi gostergesi olan bir parametredir. Saglikli kigilerin idrarlarinda standart
kalitatif laboratuvar yontemleri ile yapilan incelemede protein bulunmazken,
duyarl kantitatif yontemler kullanildiginda gunde 150 mg’i gegcmeyen proteindri
s6z konusudur. Semikantitatif yontemler iginde en yaygin kullanilan standart
dipstick yontemidir ve klasik dipstickler adirlikli olarak albumini tanirlar®®2*.
Bobrek hastaligi yonunden incelenecek kigilerde tarama igin spot idrarda
(sabah ilk idrar) standard dipstick test ile protein aranmalidir. Kalitatif
degerlendirmede proteiz1+ ise 3 ay icinde kantitatif degerlendirme
yapilmalidir. Kantitatif degerlendirme 24 saatlik idrarda protein tayini veya spot
idrarda Protein/Kreatinin veya AlbUmin/Kreatinin oraninin belirlenmesi ile
yapllabilir. iki hafta ara ile yapilan iki ya da daha fazla kantitatif degerlendirmede
pozitiflik saptanan hastalar KBY ydniinden incelenmelidir®.

idrar sedimenti: Deneyimli bir kisi tarafindan yapildiinda bébrek
hastaliklarinin tlrleri konusunda o6nemli bilgiler veren basit bir ydntemdir.
igindeki sekilli elemanlarin ve hiicrelerin iyi gériilebilmesi bakimindan taze elde
edilmis sabah idrarindan vyapilmasi tercih edimelidir. idrar sediment

incelemesinde eritrosit, l6kosit, bdbrek hicresi, tubul epitel hlcresi ve
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silendirlerin gérilmesi kronik bobrek yetmezIligi tanisini destekler. Ozellikle
idrarda granuler ve mumsu silendirlerin gorulmesi glomeruler ve tibuler hasarin

onemli bir gostergesidir®.

Evreleme

KBY’de GFR’deki azalma ile birlikte bobrek yetmezIigi siddetlenmekte ve
komplikasyon riski artmaktadir. NKF-K/DOQI, hastaligin agirhginin ve beklenen
komplikasyonlarin gosteriimesi amaciyla, KBY'nin 5 evrede incelenmesini
onermektedir’®. GFR degerlerine gore belilenen KBY evreleri Tablo 2'de

gosterilmistir'.

Tablo 2. KBY Evreleri

Evre Tanim GFR (mL/dk/1.73 m2)
1 Bobrek hasari >90
(Normal veya artmis GFR ile birlikte)
2 Hafif derecede KBY 60-89
3 Orta derecede KBY 30-59
4 AQir derecede KBY 15-29
5 Son dénem bdbrek yetmezligi <15 (veya diyaliz)

Sistemik Etkiler

KBY’'de GFR’de azalma ile paralel olarak semptomlar ortaya ¢gikmaya
baglar. Hastalar genellikle bobrek fonksiyonlarinin blylk kismi vyitirildiginde
bagvururlar ya da erken donemlerde rutin biyokimyasal analizler sirasinda
bakilan BUN veya kreatinin yiiksekligi ile saptanirlar®. GFR 35-50 ml/dk’'nin
altina inmedikge hastalar semptomsuz olabilir. Bobrek yetmezliginin derecesi ile
iligkili olarak meydana gelen Uremi tim organ ve sistemlerin fonksiyonlarinda
bozukluga yol acar. KBY’nin sistemik etkileri Tablo 3'te gdsterilmistir'. KBY
hastalarinda morbidite ve mortalitenin 6nemli bir kismindan mineral
metabolizmasi ve kemikteki anormallikler sorumludur ve ilerlemis bdbrek
yetmezIligi olan hastalarda meydana gelen metabolik kemik hastaliklari renal

osteodistrofi (ROD) olarak adlandirilir®.
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Tablo 3. KBY'nin Sistemik Etkileri

SISTEM

BELIRTi ve BULGULAR

Sivi-elektrolit Hipovolemi, hipervolemi, hipernatremi, hiponatremi,

bozukluklar hipokalsemi, hiperpotasemi, hipopotasemi, hiperfosfatemi,
metabolik asidoz, hipermagnezemi

Sinir Sistemi Stupor, koma, konusma bozukluklari, uyku bozukluklari,

konvlilsiyon, polinéropati, bas agrisi, irritabilite, konsantrasyon

bozukluklari, huzursuz bacak (restless leg) sendromu

Gastrointestinal

Sistem

Hickirik, parotit, gastrit, stomatit, pankreatit, Ulser, bulanti,

kusma, gastrointestinal kanama

Kardiyovaskuler

Konjestif kalp yetmezligi, pulmoner 6dem, hipertansiyon, sol

immmiinoloji

Sistem ventrikdl hipertrofisi, aterosklerotik koroner, periferik vaskuler
hastalik ve perikardit
Hematoloji Normokrom normositer anemi, eritrosit frajilitesinde artma,

kanama, lenfopeni, infeksiyonlara yatkinlk, kanser,

Pulmoner Sistem

Plevral sivi, Gremik akciger, pulmoner 6dem

Cilt

Kasinti, gecikmis yara iyilesmesi, solukluk, tirnak atrofisi,

hiperpigmentasyon, Uremik dokintd, Glserasyon, nekroz

Metabolik-Endokrin | Glukoz intoleransi, hiperlipidemi, hiperparatiroidi, blylime
Sistem geriligi,  hipogonadizm, impotans, libido  azalmasi,
hiperarisemi, malnitrisyon, hiperprolaktinemi
Kemik Uremik kemik hastaligi, artrit

Renal Osteodistrofi:

ROD, KBY’nin sik gorulen komplikasyonlarindan biri olup,

bobrek

fonksiyon bozuklugu arttikca siddetlenir. ROD’un olugsumuna katkida bulunan

faktorler arasinda hipokalsemi, P retansiyonu, vitamin D metabolizmasindaki

anormallikler, PTH fonksiyonundaki bozukluklar, PTH'ya karsi gelisen iskelet

direnci ve asidoz sayilabilir®.

ROD, ylksek doénguli Gremik kemik hastahdi (sHPT), dusik dongulu

uremik kemik hastaligi ve her iki gruptan oOzellikler gosteren mikst tip olmak
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Uzere U¢ ana grupta incelenebilir. En sik sekonder hiperparatiroidizm
gorilmektedir®.

Yuksek Dongulu Kemik Hastaligi (sHPT): Bu durum yukselmis PTH
duzeyleri ile iligkilidir. Paratiroid bezlerin hiperplastik blyumesi ve her bir
paratiroid hucresinden hormon salinimi artmasi, hiperparatiroidinin temel
Ozellikleridir. KBY’li hastalarda bozulmus PTH sentezinden sorumlu ana faktor,
fosfor, Vit D3 ve kalsiyum metabolizmasindaki degisikliklerdir'.

Fosfat: KBY’'nin erken dénemlerinden itibaren fonksiyonel nefron
sayisindaki azalma ile birlikte fosfat retansiyonuna yatkinlik gelisir ve bobrek
yetmezliginin ilerleyen donemlerinde GFR degerinin 25-30 ml/dk diizeylerine
dlismesiyle renal tubdlllerden P atilimi azalarak serum P konsantrasyonu artar.
Fakat calismalarda GFR’de kiglk azalmalar oldugunda bile fosfat birikimi
olabilecegi gosterilmistir. KBY’li hastalarda sekonder hiperparatiroidinin
gelisiminde asil neden fosfat birikimidir. Fosfat, bobrekten Vit D3 Uretimini ve
plazma iyonize Ca+* seviyesini azaltarak paratiroid bez diizeyinde indirekt etki
ile PTH sekresyonu arttirir. Yeni calismalarda, Vit D3 dizeyi ve serum
Ca+”unda degisiklik olmadan, paratiroid bez diizeyinde P’un direkt etkisinin
oldugu gésterilmistirt*°.

Vit D3: Fosfat miktarinin artmasi ile bobrek tubuli hicresinde 1-a
hidroksilaz enzimi inhibe olarak 25(OH)D3’den biyolojik olarak aktif metaboliti
olan 1,25(0OH),D3’e donusumu gergceklesmez ve Vit D3 duzeylerinde dusme
meydana gelir. Bobrek hasariyla iligkili olarak da Vit D3 sentezinde azalma
olugsmaktadir. Normal kosullar altinda Vit Dz’Un paratiroid bez Uzerine hem
direkt (Pre-pro PTH mRNA transkripsiyonunda azalma) hem de indirekt yolla
negatif feedback kontrolii vardir. indirekt etki ile Ca+?un barsaklardan emilimini
ve kemiklerden mobilizasyonunu uyarir, bdylece plazma Ca+* artar ve PTH
sekresyonu azalir. Bu nedenle KBY sirasinda azalmig Vit D3 sentezi
hiperparatiroidizm patogenezinde hem direkt etkinin azalmasi ile hem de
hipokalsemi yolu ile anahtar rol oynar®.

Ca+%

KBY'li hastalarda toplam plazma Ca+” konsantrasyonu saglikli
kisilerden siklikla anlamli olarak dugsuktur. KBY’de hipokalsemi Vit Dg3
eksikligine bagl intestinal Ca+? absorbsiyonun azalmasindan dolayi olusur.
Ayrica, serum fosfat seviyesinin artmasi ile yumusak dokularda Ca+? —fosfat

c6kmelerine bagli olarak total ve iyonize Ca+? diizeyleri azalir. Hipokalseminin
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guglu bir PTH sekresyonunu artirici etkisi vardir ve KBY hastalarinda meydana
gelen hipokalsemi paratiroid bezin hiperplazisine neden olur'.

KBY surecinde artmis PTH sekresyonu mineral metabolizmasini,
Ca*?nin renal tubuler reabsorbsiyonunu arttirarak, P’nin renal tiibiillerden geri
emilimini azaltarak ve bobreklerde Vit D3 sentezini uyararak duzeltmeye caligir.
Bu durum, GFR normalin %30’'una dusunceye kadar devam eder. Ancak bu
dizeyden sonra geride kalan saglam nefronlar gunlik atiimasi gereken P
miktarini atmaya yeterli olmadigi igin serum P miktari artmaya baglar. Bu
evrede hipokalsemi, hiperfosfatemi ve PTH duzeyinde c¢ok belirgin artig
gOzlenir. PTH’ nin asiri yapimi, Vit D3 sentezinin azalmasi ve kronik metabolik
asidozun varli§i hastalarda kemik sorunlarinin olusmasina neden olur (Sekil 2)*.

KBY hastalarinda goértlen sHPT, PTH’nin kalici ylksekligine bagl olarak
osteoklastlarin sayica artmasi sonucu kemik rezorpsiyonunda artma ve kemik
iligi fibrozisi ile karakterize bir hastaliktir ve osteitis fibrosa olarak adlandirilir.
Yukselmis PTH degerleri, artmis osteoblastik ve osteoklastik aktiviteye (ylksek
donusimllu kemik hastaligi) neden olarak kemik metabolizmasini kéta yonde
etkiler. PTH, kemik dokuda bulunan Ca*? ve P'nin ¢oziinerek serum Ca+?
diizeylerini normal degerlere yakin tutmaya calisir. Plazma Ca+? diizeylerini
normal seviyede tutabilmek ugruna kemik butinligu feda edilerek kemikte
bulunan Ca+* deposu kullanima sunulur. sHPT'de yiiksek PTH diizeyi, artmis
kemik dongusiu nedeniyle kemik dokusunda mineralizasyona ve sonugta kirik

riskinde artmaya neden olur®®,

Bébrek Hasan

1,25(0H)2 D3
sentezinin azalmasi

PO4 atilimi | \
) |"'C:}-— Ca absorbsiyonu |
e emik ——_)
Plazma PO+4 |.\ i mineralizas |
Wy yonunda =" )
- A bozulma
1 I . -.i| k\‘-—c‘
_ PTH L] \\I)
[T .
- TKemik yikimi j

| Plazma Ca |

.Paratiroid bez
hiperplazisi \

Paratiroid bez stimiilasyonu

Sekil 2: KBY’de sekonder hiperparatiroidizm olusum mekanizmasi
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Dusuk Donguli Kemik Hastaligi: Kemik yenilenme dongusundn
yavaglamis oldugu, kemik yenilenme hizini gosteren laboratuvar ve diger
parametrelerin duslik kemik yenilenme hizi ile uyumlu olarak degisime ugradigi
klinik bir tablodur. Osteomalazi ve aplastik renal osteodisrofi (adinamik kemik
hastali§i) olarak 2 grupta incelenebilir®.

Osteomalazi: iskelet mineralizasyon hizindaki azalmaya bagli olarak
mineralize olmamis asiri osteoidin birikimi sonucu olusur. KBY hastalarinda
osteoidde 6nemli bir artis gosterilirse bu hastalar osteomalazik kabul edilirler.
Bu hastalarda osteoid volim ve genigliginin artisinin yani sira osteoblastik ve
osteoklastik aktivitenin azaldigi veya olmadigi gorulur. Baslangigta sadece D
vitamini eksikliginden ya da etkilerine direng olmasindan kaynaklandigi
dUsundimustir. GanimUzde osteomalazinin aliminyum toksisitesi ile ¢ok yakin
iligkili oldugu bilinmektedir. Aluminyum ilk defa diyaliz hastalarinda diyaliz
demansinin bir sebebi olarak tanimlanmistir ve kisa bir sure sonra kemikte
aliminyum birikiminin osteomalazi ile iligkili oldugu goésterilmistir. Bu hastalarda
serum Ca'? dizeyleri siklikla artmistir. Serum P diizeyleri fosfat baglayici
ajanlarin kullanimina bagl olarak degisir fakat yuksek bulunabilir. PTH duzeyleri
cok dusiktir ya da tespit edilemeyecek seviyededir. lyilesmeyen kiriklar
karakteristiktir'°,

Adinamik kemik hastaligi: Osteoid kalinliginda bir artis olmadan
hicresel aktivite ve kemik yapiminda azalma ile karakterize renal osteodistrofi
seklidir. Yaslilarda, diyabetiklerde, kronik periton diyalizi hastalarinda daha sik
gorilmektedir. Serum Ca*? ve P diizeyleri genellikle artmistir. Bu hastalar relatif
olarak dusuk PTH duzeylerine sahiptir. PTH'I baskilayan faktorler arasinda en
onde gelenleri asin ekzojen Ca*? kullanimi ve Vit D preparatlaridir. Artmis
eritropoetin  kullanimi, yuksek serum magnezyum duzeyleri, hiperglisemi,
PTH'In 6zellikle periton diyalizi sirasinda diyalize olarak asiri kaybi muhtemel
nedenler arasindadir. Dustuk PTH seviyeleri ve aktif kemik doku hucrelerinin
azalmasi sonucu kemikte olusan mikro kiriklar iyilesememekte ve bu durum
kirik riskini artirmaktadir’.

Mikst kemik hastaligi: Bu tabloda hem yuksek donguld, hem de dusuk
dongulld kemik hastaliginin 6zellikleri bulunur. Hangi hastalik baskinsa onun
Ozellikleri belirgindir Mikst kemik hastaligi ROD’lu hastalarin yaklasik %7’sini
olusturur ve ROD’un diger tiplerine gére nadir gérilir®.
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Kemik Doku

Kemigin Yapisi

Kemikler iskelet sisteminin en 6nemli yapitasidir. Organizmadaki diger
bagd dokularinda oldugu gibi kemik dokusu da hucreler, lifler ve temel
maddelerden olusmus, yasam boyu siirekli degisen dinamik bir dokudur®>.

Kemik doku, organik (%30) ve inorganik (%70) matriks olmak tzere iki
bélimden olusur. Organik kismin %98'i matrikstir ve matriksin %90-95'i tip |
kollajenden olugsmaktadir. Geri kalan %2'lik kismi ise osteoblast, osteoklast ve
osteositler olmak Uzere kemik hucreleri olusturur. Gelismis bir kemik dokuda
kollajen lifler aralarinda porlar birakacak sekilde paralel olarak yerlesmistir. Bu
porlarda hidroksiapatit kristalleri yerlesiktir. Organik matriks kemigin mekanik ve
biyokimyasal 6zelliklerinin belirleyicisidir. Kemigin inorganik matriksi ise Ca*?,
fosfat, sitrat, magnezyum gibi maddelerden olusur. Ca*? ve fosfat hidroksiapatit
kristalleri seklindedir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki 6nemi, kollajenlerle
beraber kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir®>.

Kemik Hucreleri

Kemik metabolizmasi, cesitli gevresel uyarilara (kimyasal, mekanik,
elektriksel gibi) ¢ok duyarl olan kemik hucrelerince ayarlanir. Baglica kemik
hiicreleri; osteoblast, osteoklast ve osteoblastlardan gelisen osteositlerdir®®,

Osteoblast: Kemik ylzeyinde bulunan kemik yapim hucreleridir.
Osteoblastlar pluripotent mezenkimal kok hicrelerden kaynaklanir ve bu
hicreler kemik iligi stromal hiicre 6ncl hlcrelerine donugur. Kemik iligi stromal
hiicre 6nclu hicreleri daha sonra fibroblastlara, kondrositlere, adipositlere, kas
hicrelerine veya osteoblastlara donusur. Osteoblastlar, basta kollajen olmak
Uzere tim kemik matriksi elemanlarinin sentezi, organizasyonu ve
mineralizasyonu, kemigin yeniden yapilanmasini kontrol eden lokal ve sistemik
faktorlere ait reseptorleri araciligi ile kendilerine gelen uyariyi algilayip, uyarinin
diger hucrelere iletiminin saglanmasi ve kemik metabolizmasinda rol alan bir
kisim faktorlerin sentezlenmesinde rol oynar. Olgun osteoblastlarin bir kismi
(%35), organik matriksi sentezledikten ve salgiladiktan sonra ylzey hicresi
veya osteosite donusurken, kalanlar da (%65) programlanmig hiicre 6limuine

(apoptozis) ugrar®’.

21



Osteositler: Kemigin esas hucreleri olup, olgun kemik hucresi adini da
alir. Kemik butlinlugunu korumak igin devaml olarak kuguk miktarlarda matriks
sentezinde rol oynar. Kanaliklller igindeki huicresel uzantilari araciligi ile diger
osteositler, osteoblastlar ve ylzey hucreleri ile yogun iligkileri olan, mineralize

matriks icine gémiilii hiicrelerdir®”.

Osteoklastlar: Hematopoetik sistemin monosit/makrofaj kaynakli éncul
hicrelerden kdken alan cok cekirdekli hicrelerdir. Osteoklast énclu htcreleri,
kemik iligi, dalak ve dolasimda bulunur. Kemik dokuda, mineralize kemigin
yuzeyine yakin bir yerde bulunurlar ve temel gorevleri; kemik mineralini ¢cozerek
ve kemik matriksini yikarak kemik resorbsiyonunu gerceklestirmektir.
Osteoklastlar tartarat rezistan asit fosfataz, kollajenaz ve katepsinleri iceren
lizozomal enzimlerden zengindir ve bu enzimler araciligiyla kemik matriksini
rezorbe ederler. Fircamsi kenar ve organelsiz bir sitoplazmik bdlge olmak Uzere
iki yapisal alan icerir. Firgamsi kenar, kemik ylzeyindeki kemik yikim bolgesi ile
osteoklastlarin etkilegimini saglayan, pek ¢ok sitoplazmik uzanti igeren kivrimli
membran yapisidir. Organelsiz sitoplazmik bolge, fircamsi kenari ¢evreleyen ve
kontraktil proteinlerden zengin hiicresel bir alandir. Kemik yikimi, fircamsi kenar
ile kemik ylUzeyi arasinda gerceklesir (Sekil 3). Osteoklastlarin yasam siresi 3-4

haftadir ve bir yikim siklusunun sonunda apoptozise ugrarlar®.
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Sekil 3: Osteoklastlarin fonksiyonel yapisi
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Kemikte Yeniden Yapilanma

Kemik dokusu, yasam boyunca yapillanma (modeling) ve yeniden
yapillanma (remodeling) adi verilen iki islem sonucu sudrekli bir déngu
durumundadir. Kemigin yapilanmasi, c¢ocukluk ddéneminde meydana gelen,
kemigin buyumesine ve iskelet gelisimine izin veren kemik dokusunun
degisimine denir®®. Kemigin yeniden yapilanmasi, iskelet maturasyonu
tamamlandiktan sonra kemigin gérinumuinde 6nemli bir degisiklik olmadan eski
kemigin yerini yeni kemigin almasi ile sonuglanan dinamik bir surectir. Yeniden
yapilanma; mekanik streslere goOre adaptasyonun saglanmasi, kemigin
mikrofraktirlerden korunmasi ve tamirinin gergeklestirimesi, kemik matriksten
dolasima biiylime faktérleri ve mineral saliniminin (Ca*?, P) yapilabilmesini
saglayan kemik dokusu degisimidir. Yeniden yapilanmada temel olarak iyi
differansiye olmus osteoklastlar ve osteoblastlar rol oynar. Osteoblastlar yeni
kemik matriksini salgilarken, osteoklastlar ise yikimi gergeklestirir. Kemik
dokusunun osteoklastlar tarafindan rezorpsiyonu ve osteoblastlar tarafindan
yerine konulmasi, normalde birlikte ve uyum iginde gergeklestirilir ve erigkinde
kemigin yikilip, timuyle yeniden yapilmasi yaklasik 3-6 aylik bir zaman

gerektirir®®’,

Kemikte yeniden yapilanma sureci; aktivasyon, rezorpsiyon, surecin
tersine donugsl ve formasyon evrelerinden olusur. Aktivasyon streci istirahat
halindeki kemik yltizeyinde bulunan osteoblastlarin gesitli uyarilara cevap olarak
kontrakte olmasi ve mineralize matriksin agiga ¢ikmasi ile baglar. Osteoklast
oncu hucreleri olgun osteoklastlara donusur ve agiga ¢ikan matrikse yapisarak
aktif hale gelirler. Rezorpsiyon evresinde aktiflesen osteoklastlardan
sentezlenen notral proteazlar, mineralize olmamis osteoidi rezorbe ederler ve
yluzeyde erozyon kavitesi olustururlar. Kemik rezorpsiyonunun sona ermesi ve
formasyonun baglamasi arasinda gecgen sure surecin tersine donus evresidir ve
bu evrede daha ileri kemik rezorpsiyonu 6nlenir. Preosteoblastlar ortaya ¢ikar.
Formasyon evresinde osteoblastlar farklilagip, osteoid salgilayarak yeni “temel
yapisal Unite” veya “osteon” olusumunu basglatir. Yeni olusan osteoid dokunun
mineralizasyonu ile yeniden yapilanma tamamlanmis olur®’.

Kemikte remodeling, kemik yapi ve fonksiyonlarinin dizenlenmesinde

baglica metabolik yoldur. Kemik kitlesinin korunmasi yikilan eski kemik ile
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yapilan yeni kemigin birbirleriyle dengede olmasiyla mumkundur. Normal bir
yeniden yapilanma dongusinde, yapilan kemik miktar yikilana egittir. Kemik
dengesi; osteoklast aktivitesi ylksek veya rezorpsiyon alan sayisi artmis,
osteoblast fonksiyonu yetersiz ise negatif yonde bozulur ve kemik kitlesinde
kayip ile sonuglanir. Yeniden yapilanmada 6nemli kontrol mekanizmalarindan
biri osteoklast farkhlasmasi, aktivasyonu ve yasam suresinin dizenlenmesidir.
Osteoklast farklilagsmasi ve fonksiyonlari yasam boyu kemik gelisiminde kritik rol
oynar.

Osteoklast Farklilagmasi

Osteoklastlar monosit/makrofaj seriden gelisen ve kendi 0Oncl
hdcrelerinden hucresel fuzyonla olusan multinikleer hucrelerdir. 1980’li yillarda
yapilan in vitro c¢alismalarda osteoklastlarin makrofaj éncl hucrelerinden
gelistigi gdsterilmis ve osteoklastlarin makrofajlar ve antijen sunan dentritik
hicrelerle ortak hematopoetik kdkeni oldugu sonucuna variimistir. Daha sonra
yapilan c¢alismalarda, multipotent hematopoietik 6nct hiicre olan koloni
olusturan birimden (CFU), in vitro kosullarda uygun sitokin ortami ile birlikte
klltire edildiginde osteoklast olusumunun gergeklestigi  gdsterilmistir.
Pluripotent hematopoietik kok hlcrelerden gelisen myeloid kdk hicreler, daha
sonra megakaryositler, granulositler, monositler makrofajlar ve osteoklastlara
farkhlasmaktadir (Sekil 4). Osteoklast formasyonunda tanimlanan ilk
hematopoietik dnct hiicre granulosit-makrofaj koloni olusturan birimdir (CFU-
GM). Daha ileri galismalarda makrofaj-koloni olusturan biriminde (CFU-M)
CFU-GM’ye gore daha az oranda olmak lzere osteoklast formasyonunda rol
aldi§ gosterilmistir®.

Osteoklast oncu hucreleri proliferatif htcrelerdir ve interlokin 3 (IL-3),
granulosit-makrofaj koloni stimile edici faktor (GM-CSF) ve makrofaj koloni
stimile edici faktor (M-CSF) gibi hematopoietik biytume faktérleri bu hicrelerin
proliferasyonunu arttirici etki gosterir. M-CSF ayrica bu 06ncl hucrelerin
apoptozisini onleyici etki gosterir*’. M-CSF'nin osteoklast farklilasmasindaki
kritik roli deney hayvanlarinda M-CSF gen mutasyonlarinin sonucunda agir

osteopetrozis gelistiginin gdsterilmesi ile anlagiimistir*?.
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Sekil 4: Pluripotent kok hicreden monosit, granulosit ve osteoklast

farklilasmasi

Osteblast/Stromal Hicrelerin Osteoklastogenezdeki Rolid: Son 20
yilda, kemik biyolojisi Uzerine yapilan arastirmalarda onemli ilerlemeler
kaydedilmistir. 1981 yilinda Rodan ve Martin kemikte osteoklastlarin
aktivasyonu ve dizenlenmesinin osteoblast veya stromal hicreler tarafindan
iretilen lokal etkili faktorler araciligiyla diizenlendigini 6éne sirmiislerdir®.
Bundan 10 yil sonra osteoklast uyarilmasinin osteoblast hicre yuzeyi ile iligkili
oldugu gosterilmistir**. Daha sonra yapilan calismalarda osteoklastogenezin
induklenmesi icin osteoklastlarla, osteoblast ve kemik iligi hicreleri arasinda
hiicre temasi olmasi gerektigi savunulmustur®.

Hucre-hicre temasinin molekller mekanizmasi ve osteoklastogenezde
rol alan osteoblast/stromal hicreler veya diger hlcreler tarafindan eksprese
edilen faktdrler, RANK/RANKL/OPG sinyal sisteminin kesfi ile anlagiimaya

baslanmis ve bu sisteminin tanimlanmasi bu sureclerde osteoblastlar tarafindan
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oynanan rolun agikliga kavusturulmasinda 6nemli bir adim atimasina yol
acmistir’®. Osteoblast/stromal hiicreler veya diger hiicreler tarafindan eksprese
edilen faktorler, farkh yaklasimlar kullanan doért farkh grup tarafindan

birbirlerinden bagimsiz bir sekilde kesfedilmistir*’.

Amgen firmasindan bir grup arastirmaci olasi terapétik kullanimlar igin
transjenik farelerde tumor nekrdz faktdr reseptor (TNFR) iliskili molekilleri
tanimlamak amaciyla yaptiklari genetik g¢alismalarda beklenmedik bir sekilde
OPG'yi kesfetmiglerdir. Ozel bir cDNA’y1 (komplementer deoksiribon(ikleik asit
(DNA)) asin sekilde eksprese eden farelerin, kemiklerinde osteoklastlari
olmadigindan belirgin osteoporozis gelistirdikleri gbézlenmis ve bu gen
tarafindan kodlanan protein osteoklastik kemik yikimini sinirlayici etkisi
nedeniyle OPG (kemik koruyucu) olarak adlandiriimistir*®. Bagimsiz bir sekilde
Snow Brand Milk Products firmasindan bir grup arastirmaci standart
yaklasimlarla Rodan ve Martin’in hipotezini test etmeye calisirlarken, insan
embriyonik  fibroblastlarindan  osteoklastogenezi inhibe eden faktori
saflagtirarak, OPG cDNA'sini klonlamiglar ve 6zdes bir molekul kesfettiklerini
bildirmislerdir®®. Her iki grup da hizia OPG'nin ligandini tanimlamislar ve
sirasiyla  OPG ligand ve osteoklast differansiyasyon faktdér olarak
adlandirmislardir’®®*. Daha sonra bu ligandin, daha énceki yillarda RANKL ve
TNF ile iligkili aktivasyonu induklenmis sitokin (TRANCE) olarak adlandirilan
TNF ligand ailesi tiyesiyle 6zdes oldugu anlasiimistir>>3. Kisa bir siire sonra da
OPG ligandi olarak belirlenen bu molekulin hicresel reseptdrinin, insan kemik
iligi kokenli miyeloid dendritik hlicre cDNA katiphanesinin  olusturulmasi
sirasinda kesfedilen RANK molekiilii ile 6zdes oldugu anlasiimistir?.

Periferik Kan Osteoklast Oncii Hiicrelerinde Yiizey Fenotipi

Son yillarda geligen teknoloji ile birlikte, farkh tipteki I6kosit alt gruplari
birbirlerinden ayirt edilebilmektedir. Yontemlerin temelinde selektif olarak farkl
alt gruplari taniyan antikorlarin Uretimi amaglanmistir. Farkh tipteki I0kosit
populasyonlari ile hem selektif hem de spesifik olarak reaksiyona giren birgok
tiire spesifik monoklonal antikorlarin tretimi yapilabilmektedir>.

Monoklonal antikorlar tarafindan taninan hicre yuzey molekulleri antijen
olarak tanimlanmakta ve bu hdcreler tarafindan farkli tipteki hucre

populasyonlarinin ayirimlari yapilabilmektedir. Bu hlcre ylzey molekdulleri farkl
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kategorilerde siniflandirilabilmektedir. Hucre yuzeyindeki bu antijenik yapilar
gunumuzde CD (Cluster of Differentiation) farklilasma kumeleri olarak
adlandiriimaktadir. Boylece her CD molekuld, 16kosit ylizeyinde bulunan farkli
bir antijenik yapiyr temsil etmektedir. Yapilan c¢alismalarda mononukleer
hiicrelerin ortak olarak CD14 yiizey antijenini tasidigi belirlenmistir>*.

Daha oOnceki calismalarda hematopoietik kok hicrelerden gelisen
osteoklast dncu hucrelerinin periferik kanda dolasimda bulundugu goésterilmis
fakat osteoklast oncu hucrelerini diger periferik kan mononukleer hlcrelerinden
(PBMC) ayiran ylizey &zellikleri belilenememistir®. RANKL'In kesfi ile birlikte
osteoklastogenezi degerlendirmeye yonelik in vitro calismalar kolaylasmis ve
PBMC ile RANKL ve M-CSF’nin birlikte kulture edildigi ¢alismalar sonucunda

osteoklastlarin CD14+ monositlerden gelistigi gdsterilmistir>>°.

insanlarda periferik kan monosit hiicreleri temel olarak CD16+ ve CD16-
olmak tizere iki altgruptan olusmaktadir®’. Hiicre kiltirii ile desteklenerek
yapilan daha ileri bir galismada CD16+ ve CD16- monositler, kiltar ortaminda
RANKL ve M-CSF ile stimlle edilmis ve osteoklast dncu hucrelerinin CD16-
monositlerden gelistigi gdsterilmistir’.

RANKL

RANKL normal ve patolojik durumlarda kemik rezorpsiyonunun anahtar
mediyatoriadir ve RANK’a baglanmasiyla induklenen erken molekuler
olaylardan birini teskil eden NF-kB'’yi aktiflestirme yetenegi acisindan bu ismi
almistir®®.

RANKL Geni ve Proteinin Yapisi

insanlarda RANKL geni 13. kromozomun uzun kolu Uzerinde (13ql14)
yerlesmistir. Kodlayici bdlge yaklasik 36 kb’'lik bir alan kaplamakta ve 6
ekzondan olugsmaktadir. Tek gen tarafindan kodlanmasina ragmen alternatif
splicing sonucu hRANKL1,2,3 olmak uzere 3 farkh izoform ekspresyonu
gerceklesir (Sekil 5). Tum izoformlarin C-terminal ekstraselller alanlari
dzdestir™®.

RANKL, bir sitokin ailesi olan TNF-ligand superailesinin bir Gyesidir ve
oldukca korunmus bir proteindir. insan RANKL proteini, fare proteini ile %87
homolojiye sahiptir*®. insan RANKL sekansi, TNF-iliskili apoptozis indiikleyici
ligand (TRAIL) ve Fas ligand ile sirasiyla, yaklagsik %34 ve %28 sekans
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homolojisi paylasmaktadir. insanlarda hRANKL1,2 tip 2 transmembran bagli
glikoproteinlerdir.  hRANKL1 317 aa'den olusur ve 20 aa’lik hidrofobik
transmembran alanina sahiptir. C-terminal ekstraselller bdlgesi; iki N-hath
glikozilasyon bdlgesi, iki potansiyel islemci alanini iceren bir bdlge ve aktif
reseptdr baglayici bélge iceren TNF-ailesi ile homolog bir bélge icerir (Sekil 7).
hRANKL2 270 aa’den olusur ve hRANKL1’den sadece daha kisa bir intraselller
bdlge icermesiyle ayrilir. Her iki izoform da hlicre membraninda bulunmaktadir.
Membran bagli formlardan metalloproteinaz-disintegrin timoér nekroze edici
faktor N donusturucu (TACE) aracihdi ile proteolitik ayrilma sonucu ¢ozunur
RANKL formlari olusabilmektedir. hRANKL3 243 aa’den olusan formdur.
Transmembran ve sitoplazmik alan icermez ve ¢6zinUr ligand olarak (SRANKL)

rol oynar. Coziinlr formlar ayni zamanda biyolojik aktivite sergilerler®

exon 1 exon 2 exon 3 cexon 4 and 5 exon &
- - - -
hRANKI1 hHANKIL3
hRANKL2
e i - A
3.5kb 6.6kb 19.5kb O0.1kbh S5.4kb

Sekil 5: insan RANKL geni izoformlari

RANKL Ekspresyonu

insan RANKL ekspresyonu ilk olarak periferal lenf nodlari, fetal karaciger
ve bazi osteosarkoma hiicre hatlarinda tespit edilmistir"’. Daha sonra yapilan
calismalarda, kemik iligi buayime plaklarinda, periosteum, dalak, timus, kalp,
bobrek, akciger, iskelet kasi ve deri gibi pek c¢ok dokuda RANKL
ekspresyonunun gercgeklestigi gozlenmigtir. Hiicresel seviyede, RANKL’In kemik
iligi stromal hucreleri ve osteoblastlar tarafindan yuksek oranda eksprese
edildigi gosterilmistir. RANKL ekspresyonu bu hucreler diginda ayrica aktif T
hacreleri, B hucreleri, fibroblastlar, endotelyal hicreler, kondrositler ve meme
epitelyum hiicreleri tarafindan da gerceklesmektedir®”.
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RANKL"In Biyolojik Etkileri

RANKL osteoklastlarin  farkllasmasinda en temel duzenleyici
faktorlerden biridir. RANKL’In kemikteki ana gorevi, osteoklast 6ncl hticrelerinin
fuzyonunu, olgun osteoklastlara farklilagsmaylr ve aktivasyonlarini stimule,
apopitozunu ise inhibe etmektir (Sekil 6). RANKL sentezinin arttigi durumlarda

kemik kaybi ve rezorpsiyonunun arttigi gorilmistiir®

Pre-Osteoklast @ RANKL

~..\ “#/ RANK

Osteoklast

Osteoblastlar
k.Iligi stromal
hicreleri

Sekil 6: Osteoklastogenezde RANKL Roli

in vitro c¢alismalar membran RANKLInin  osteoklastogenezin
stimulasyonunda ¢oziiniir RANKL’a oranla daha etkin oldugunu gostermistir®®.
Bununla birlikte dolagimda olgulebilir olan sSRANKL’dir ve fare galismalarinda
sRANKL'In ciddi iskelet katabolizmasina yol acabilecedi, RANKL knockout
deney hayvanlarinda matir osteoklastlarin total kaybi ve sRANKL uygulanan
farelerde de doza bagl siddetli hiperkalsemi ve kemik kaybi go6zlenmistir.
Ayrica birgcok calismada serum sRANKL duzeylerinin  kemik yikiminin
stimulasyonu ile arttigr belirlenmistir. Bu sonuglar sRANKL'In fizyolojik ve
patolojik kemik yikiminda énemli bir araci oldugunu gostermistir®®.

Pek ¢ok gcalismada RANKL'In kemik doku disinda laktasyonda, immin
sistemde ve tlimér hiicresi proliferasyonunda gérev aldigi gosterilmistir®”.
RANKL, meme epitel hicrelerinde reseptori RANK’a baglanarak meme epitel

hiicrelerinin laktasyonel hiperplazisinde ve siit tiretiminde rol oynar®®. RANKL'In,
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RANK’a baglanmasi dendritik hucrelerin canhligini, immun sistemi uyarma
kapasitesini ve apoptozun inhibisyonunu arttirir®. Ayrica, T hiicrelerinin c-jun N-
terminal aktivasyonunu saglar ve uyarimis T hdcrelerinin  fonksiyonunu
diizenler. immiin sistemde uyariimis T hiicrelerinden salgilanan RANKL ise

lenfosit farklilagsmasi ve lenf nodu organogenezi icin gereklidir®.
RANKL’In Hastaliklarla iliskisi

Normal kemik gelisimi ve remodeling icin son derece 6nemli olan
RANKL’In periodontal hastaliklar, postmenapozal osteoporoz, romatoid artrit
(RA) ve renal osteodistrofi gibi patolojik kemik yikimi ile karakterize
hastaliklarda rol oynadigi gosterilmistir®™. RANKL, osteoklastogenezi artirarak
ve yeni remodeling dongulerini baglatarak osteoporoz patogenezinde kritik rol
oynamaktadir. Yapilan bir galismada, postmenapozal kadinlarda kemik iligi
stromal hulcrelerinde RANKL ekspresyonunun premenapozal kadinlara ve
Ostrojen tedavisi alan postmenapozal kadinlara oranla daha yuksek oldugu
gosterilmistir®.

iitihaph eklemlerde sinoviyal hiicrelerden ve aktif T hiicrelerinden artmis
miktarda RANKL salgilanmasi artrit ve diger inflamatuvar hastaliklara bagh
kemik kaybinda da RANKLIn rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir®’.
inflamatuvar artritli farelerde, inflame eklemlerde RANKL ekspresyonun yiiksek
oldugu ve serum sRANKL protein dlzeylerinin arttigi gosterilmigtir Benzer
sekilde RA’li hastalarda yapilan klinik ¢galismalarda RANKL ekspresyonlarinin

ve sRANKL protein diizeylerinin arttigi gorilmistir®.

RANKL'In ROD patogenezinde oénemli roli oldugu disunulmektedir.
Fakat etkileri henliz tam olarak anlasilamamistir. SDBY hastalarinda serum
sRANKL protein duzeylerinin degerlendirildigi ¢alismalarda farkli sonuglar elde
edilmis ve ROD patogenezindeki etkilerinin anlagsiimasinda daha ileri
galismalara ihtiyag oldugu belirtilmistir'*.

RANKL sinyalinin timoér hicresi proliferasyonunun indiklenmesinde,
tumor hicresi migrasyonu ve kemik metastazinda da rolu oldugu gosterilmistir.
Multiple myelom hastalarinda kemik hasarininin molekller mekanizmasinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir c¢alismada, kemik iligi biyopsilerinin

immunhistokimyasal analizleri sonucunda RANKL ekspresyonunun arttigi
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belirtiimistir. Meme, prostat kanseri ve diger metastatik kemik tUmorlerinde de
RANKL ekspresyonunda artis tespit edilmistir®.

RANKL birkag farkli mekanizmayla kemik metastazlarinin patogenezinde
rol oynamaktadir. RANKL seviyelerindeki artmaya bagli gelisen artmis kemik
yikimi tumor hucrelerinin bolinme ve yasam surelerini hizlandiran buyume
faktorlerinin  salgilanmasina sebep olmaktadir. Ayrica, RANKL'In kemige
metastaz yapan belirli kanser hucreleri icin kemoatraktan oldugu ve kemik
metastazlarinda vaskiilarizasyonu uyardigi diisiiniilmektedir®.

RANK

RANK Geni ve Protein Yapisi

RANK geni, insan genomunda 18. kromozomun uzun kolunda (18922.1)
yer alir. insan RANK proteini TNFR siiperailesinin bir tiyesidir ve C-terminal de
383 aa’lik intraseltler bolge, N-terminal de 184 aa’lik ekstraseluler bolge, hiicre
disinda 28 aa’lik sinyal peptid bolgesi ve 21 aa’lik kisa transmembran bolgesiyle
616 aa’den olusan bir transmembran proteinidir. Ekstraselller alan, 4 adet
sisteinden zengin bdlge ve 2 adet N-terminal glikozilasyon bdlgelerinden olusur
(Sekil 7). Sinyal peptidi, protein igin etki bolgesini belirleyen sinyal taniyan
bolgeye baglanir. Baglanmayla sinyal peptidi ayrilir ve RANK hucre ylzeyinde

588 aa’lik homotrimer protein olarak sentezlenir®®.

2 adet M 4 adet sisteinden
glikozilasyon zengin bélge
balgesi

ekstraselldler

Transmembran
b&lgesi

intraseliiler

C

Sekil 7: RANK'In sematik gosterimi

RANK’In Biyolojik Etkileri ve Hastaliklarla iligkisi

RANK'In, hicresel dizeyde makrofaj/monositik hicreler, T ve B
lenfositleri, fibroblastlar, kondrositler, endotelyal hicreler, dendritik hiicreler ile
oncul ve olgun osteoklastlarin ylizeyinde bulundugu belirlenmistir. Ayrica RANK

MRNA ekspresyonunun kemik, kemik iligi, dalak, iskelet kasi, beyin, kalp,
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karaciger, akciger, meme dokusu ve deri gibi dokularda da oldugu
gosterilmistir®® .

RANK, preosteoklastlara RANKL'In baglanmasini saglayan tek
reseptordir. Osteoklast farklilagsmasi ve aktivasyonunda rol oynar. RANKL’In
RANK’a baglanmasi ile hicre iginde birgok sinyal yolagi aktif hale gelir ve
osteoklastogenez gerceklesir’®.

RANKL knockout farelerde oldugu gibi RANK knockout farelerde de ¢ok
cekirdekli osteoklastlarin olmamasina bagli olarak agir osteopetrozis gelistigi
belirtiimistir. RANK protein sentezinin meme epitelyal hiicrelerinde, meme ve
prostat kanserlerini de kapsayan bazi kanser hicrelerinde ve dentritik
hiicrelerde tespit edilmesi bu reseptdriin laktasyonda, tumor hiicre proliferasyon
ve metastazinda ve edinsel immiintede rol oynadigini gdstermistir®’. Ayrica
yapilan genetik calismalarda RANK geninde meydana gelen aktiflestirici
mutasyonlarin ailesel ekspansil osteolizise ve ailesel Paget hastaligina neden
oldugu gosterilmistir. Ailesel Paget hastaligi olan bireylerde RANK geninde
ekzon 1'de meydana gelen aktiflestiici mutasyon saptanmigs ve RANK
aktivasyonu bu hastalarda olusan osteoliz ile iliskilendirilmistir’2.

OPG

OPG Geni ve Protein Yapisi

insanlarda OPG geni 8. kromozom (8g23-24) lizerinde yer alir. insan, rat
ve fare OPG’leri genis bir homolojiyi paylasirlar (%85-95). OPG, RANKL ve
RANK’a benzer gekilde TNFR siperailesinin bir tyesidir. Baslangigta 401
amino asit olarak sentezlenen bir polipeptiddir. Daha sonra 21 amino asitlik
propeptid kismin ayrilmasi ile 380 amino asitlik olgun protein olusur. Hilcre
disina 60 kDa’luk monomerik ve 120 kDa'luk disulfit bagi iceren homodimerik,
¢Ozundr bir glikoprotein olarak salgilanir. OPG N-terminalde 4 adet sisteinden
zengin bolge, 2 adet 6lum boélgesi ve C-terminalde heparin baglayici bdlge
olmak Uzere 7 yapisal bdlgeden olusur (Sekil 8). N-terminal’deki sisteinden
zengin bolge molekulin yapisal uzunlugunu olusturur ve RANKL’a baglanarak
RANKL/RANK etkilesimini énler ve osteoklastogenezi inhibe eder’.
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Heparin baglayici balge

ufo&é

4 adet sisteinden Oliim
zengin bilge bélgesi

Sekil 8: OPG’nin sematik gosterimi

OPG’nin Ekspresyonu ve Biyolojik Etkileri

OPG, RANKL'dan daha genig bir alanda ve daha yuksek oranda
eksprese olur. OPG mRNA’si kemik, kikirdak, aorta, deri, akciger, bobrek,
karaciger, beyin ve pek cok diger dokuda tespit edilmistir. Hlcresel seviyede,
osteoblast, stromal hicreler, endotelyal hicreler, aortik diz kas hcreleri,
fibroblastlar, dendritik htcreler ve lenfoid hlcre hatlarinda eksprese
olmaktadir®®*’.

OPG’nin kemik dokudaki biyolojik etkileri RANK/RANKL'in etkisi ile
terstir. OPG, hem membrana bagh hem de ¢ozinur RANKL’a olan yuksek
afinitesi ve RANK’In aktivasyonunu onlemesi nedeniyle bir tuzak reseptor olarak
davranir ve RANKL'In RANK’a baglanmasini engeller. Sonug olarak osteoklast
farkhlasmasi ve aktivasyonu inhibe olur ve RANKL kemik rezorpsiyonu
olusturamaz (Sekil 9)".

OPG kemik diginda birgok dokuda sentezlenmesine ragmen bu
dokulardaki etkileri tam olarak bilinmemektedir. Buyuk arterlerin mediasinda ve
koroner arter duz kasi ve endotel hucreleri gibi farkh damar hicre tiplerinde
OPG sentezinin gosterilmis olmasi vaskuller sistemde fonksiyonu oldugunu
gostermektedir. Endotel hicrelerinde OPG’nin otokrin canlilik faktoru gibi rol
oynadigi belirtiimistir. OPG knockout farelerde, sadece artmis osteoklast
aktivasyonuna bagli olarak osteoporoz olugmakla kalmayip ayni zamanda
blyuk arterlerinde kalsifikasyon, intima ve medialarinda proliferasyon ve aort
diseksiyonu gorulmastir. Bu durum OPG'nin  buyudk arterleri medial
kalsifikasyona karsi korudugunu diisiindiirmektedir®*.
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Sekil 9: OPG'nin osteoklastogenezdeki roli

OPG’nin Hastaliklarla iligkisi

Senil osteoporoz ve immobilizasyona bagh kemik kaybi durumunda
OPG’nin 6nemli bir mediatér oldugu dusunulmektedir. Kemik iligi hucrelerinin
sentezledigi OPG’nin yasla azaldigi g('jrijlmijgtijr75. Kemik ylizeyine uygulanan
gerilme kuvvetinin ise OPG mRNA sentezini artirdigi belirtilmistir’.

ROD, RA, primer bilier siroz, Cushing hastalari ve kemik metastazi olan
prostat kanserlerinde OPG seviyelerinde artma, multipl miyelom hastalarinda
ise OPG seviyelerinde azalma tespit edilmistir®.

Otozomal resesif gegigli Juvenil Paget hastalarinda, OPG'nin 100
kilobazlik kisminda homozigot delesyon goértilmis ve bu hastalarda kemik
yikiminin artmasi, osteopeni ve kiriklar bulunmasi OPG’nin kemik koruyucu
roliiniin gerceklesememesi ile iliskilendirilmistir’”.

Yine otozomal resesif gegisli bir kemik hastaligi olan idiopatik
hipofosfatazyada OPG’nin Uc¢incli ekzonunda inaktive edici delesyon
belirlenmis ve bu hastalikta goérilen uzun kemiklerde deformiteler, kifoz ve
artmig kemik dongist de insanlarda OPG’nin kemikte koruyucu rollnd
destekleyen diger bir érnek olmustur’®.
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RANKL/OPG/RANK Metabolizmasi

RANKL/OPG/RANK metabolizmasi tam olarak anlagilamamistir. RANKL-
RANK komplekslerinin muhtemelen raft'lar tarafindan internalize edildigi ve
daha sonra lizozomlarda parcalandigi diisiiniilmektedir.

OPG, heparin baglayici bolgeyle etkilesim yoluyla heparin silfat yan
zincirleriyle bir transmembran proteoglikan olan sindekan-1'e baglanmakta ve
daha sonra lizozomlarla kismen parcalanmaktadir. Yakin zamanda OPG ile
kompleks olusturmus membran bagh RANKL'In klatrin kapli veziklllerle
internalize oldugu ve her iki proteinin de lizozom ve proteozomlarla ayristinldigi
gosterilmistir (Sekil 10)*°.
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Sekil 10: RANKL/RANK/OPG metabolizmasi

RANKL/OPG/RANK Salinimlarinin Diizenlenmesi

Yapilan birgok calismada osteoklastogenez ve kemik rezorpsiyonunda
en temel diizenleyici faktérlerin RANKL ve OPG oldugu gosterilmistir>®.

Stromal hicreler ve osteoblastlardan RANKL ve OPG sentezi
transkripsiyonel, translasyonel ve posttraslasyonel seviyelerde hormonlar (PTH

gibi), buyume faktorleri ve peptidler (timor growth faktor (TGF)- 1 ve instlin
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like growth faktor (IGF) 1 gibi), sitokinler (interlokin (IL)-1B3, IL-11 ve TNFa gibi)
ve glukokortikoidler gibi pek cok faktor tarafindan diizenlenir (Tablo 4)”.

Kemik yikimini artiran birgok molekulin RANKL ekspresyonunu artirdigi
ve/veya OPG ekspresyonunu azalttigi gdsterilmistir. Glukokortikoidler, PTH ve
Prostaglandin (PG) E, RANKL sentezini artirirken, OPG sentezini azaltir®.

RANKL ve OPG duzeylerindeki karsit duzenlenme ilk defa PTH
calismalari ile bulunmustur. Yapilan bir calismada paratiroidektomili sicanlarda
6 saat boyunca PTH infuzyonu yapiimis ve RANKL mRNA dizeylerinde doza
bagl artis gozlenirken OPG mRNA duzeylerinde doza bagli azalma oldugu
gosterilmistir®®.

OPG kemik rezorpsiyonu tzerine olan inhibitor etkisini sadece, RANKL
icin bir tuzak reseptori gibi davranmasiyla degil, ayni zamanda RANKL vyari
Omrunu ayarlamasiyla da gosterir. Tersine, RANKL, OPG’nin biyolojik olarak
elverisliligini, hiicrenin icine girisini ve yikimini kontrol etmektedir®®.

RANK ekspresyonunun duzenlenmesiyle ilgili yapilan c¢alhsmalar
RANKL’a oranla ¢ok daha az sayidadir. Yapilan birka¢ ¢calismada TGF- B ve
Vit D3'n RANK mRNA ekpresyonunu artirdidi, 1L-4 ve IL-13'Un ise azalttigi
belirtiimigtir. Son yillarda glukokortikoidlerin de RANK mRNA ekspresyonunu

artirdigi gdsterilmistir®®.
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Tablo 4: RANKL, OPG ve RANK ekspresyonunun dizenlenmesinde rol alan

faktorler
Faktorler RANKL OPG RANK
Vit D3 T T/ i
Hormonlar
Estradiol \/ — t
Testosteron — v
Glukortikoidler 1 ! 1
PTH 1 l
Sitokinler
TNF a 0
IL-1 T Tl !
IL-4
IL-7 1
IL-13 ! 1 1=
IL-17 1 l l
Blyume faktorleri
TGF B T T i
BMP-2 1
IGF-1 1 1
Diger
PG E; 7 I 7
Pi 1
LPS 1 l
Ca™ 7 7

RANKL/RANK Sisteminde Rol Oynayan Sinyal Yolaklari

Osteoklast farkhlasmasi RANKL/RANK etkilesimi ile aktiflesen bircok
transkripsiyon faktérii ve sinyal yolaklari ile diizenlenir®.

RANKL'In RANK’a baglanmasiyla olusan ilk sinyal TNFR iligkili faktor
(TRAF)'lerin  RANK’In  sitoplazmik  kismindaki kendine &6zgu boélime
baglanmasidir®®. TRAF ailesi proteinleri adaptér molekillerdir ve TNFR
superailesi ve Toll/interlokin-1 reseptor ailesi Gyelerini de igceren gesitli sitokin
reseptorlerinin intraseliller sinyalizasyonunda rol oynar®. Tanimlanan yedi
TRAF ailesi Uyesi bulunmaktadir ve bircok c¢alismada bunlardan TRAF2,
TRAF3, TRAF5 ve TRAF6'nin RANK’a baglandigi gérilmiistir®®. Bunlardan

sadece TRAF6 knockout farelerde osteopetrozis gelisimi gosterildiginden,
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TRAF6’nin osteoklastlar igin 6nemli oldugu anlasiimistir. TRAF6, osteoklast
farkhlasmasi ve aktivasyonunu duzenleyen spesifik gen ekspresyonuna yol
acan 6nemli bir diger adaptor gibi davranmaktadir®.

RANKL’'In RANK’a baglanmasi ile en az yedi hicre igi sinyal yolagi
uyarilir. Bunlardan dordu (NF-kB, c-jun aminoterminal kinaz/aktivator protein-1,
c-myc ve Kkalsinorin/uyarilmig T hucrelerinin  nukleer faktori (NFATc1))
dogrudan osteoklastogeneze aracilik eder. Diger gl ise osteoklast
aktivasyonuna (src ve MKK6/p38/MITF) ve canliigini surdirmesine (src ve
hiicre disi sinyal-diizenleyici kinaz) aracilik eder”’.

RANK ile aktif hale gelen yolaklardan en dikkat ¢ekici olan NF-kB sinyal
yolagidir. Bu transkripsiyon faktorinin aktivasyonu kendi inhibitor proteini olan
inhibitér kappa B (IkB)'nin fosforilasyonu sonucucegkles ir. Aktif NF-«kB
nikleusa gecerek c-fos ekspresyonunu artirir ve c-fos, NFAT-cl etkilegsimi

sonucu osteoklastogenik genlerin transkripsiyonu artar®’.
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Sekil 11: OPG, RANKL ve RANK’In osteoklastogenezdeki rolleri ve hiicre ici

sinyal iletimi.

NF-kB

NF-kB transkripsiyonel regulatuvar bir protein olup, ilk defa 1986 yilinda
B hucreleri g¢ekirdeginde immunglobulin kappa hafif zincirlerinin promoter
bdlgesine baglanan faktér olarak tanimlanmistir®. Daha sonra vyapilan

calismalarda NF-kB’nin B ve T lenfositler, fibroblastlar, keratinositler, monosit ve
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makrofajlar gibi htcre tiplerinde eksprese edilen, birgok genin uyarilabilir
ekspresyonu igin dnemli bir diizenleyici protein oldugu saptanmistir®.

NF-kB’nin Yapisi

NF-kB proteinleri, retroviral onkoprotein v-Rel ile yapisal homoloji
gosterdiginden Rel ailesi proteinleri olarak da bilinmektedirler. NF-kB/Rel
protein ailesi, transkripsiyon faktorlerinin farkh bilesimlerinden olusan
heterodimerik bir protein kompleksinden olugsmaktadir. Memeli hicrelerinde
RelA (p65), RelB, c-Rel, p50/p105 (NF-kB1) ve p52/p100 (NF-kB2) olmak Uzere
5 adet NF-kB iyesi bulunmaktadir (Sekil 12)%. p50 ve p52 proteinleri daha
uzun 6ncu proteinler olan sirasiyla p105 ve p100 proteinlerinin proteolitik yikimi
sonucunda sentezlenmektedir. Ailenin her Gyesi 300 aa’lik rel-homoloji domain
(RHD) denen amino-terminal alan icerir. RHD’de DNA'ya baglanma, inhibitére
baglanma, dimerizasyon saglayan bdlge ve inhibitdr alt Unitelerle etkilesim igin
cok dnemli islevsel bir niikleer lokalizasyon sinyal (NLS) bélgesi bulunur®’.
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Sekil 12: Memelilere 6zgu NF-kB protein ailesinin tyeleri.

NF-kB ©Onceleri p50/p65 heterodimeri olarak tanimlanmasina ragmen
daha sonra farkli NF-kB komplekslerinin homodimer ya da heterodimer formda
olabildildigi gosterilmistir (Sekil 13)%".

39



NF-gB Dimerleni

Sekil 13: NF-kB dimerizasyonu.

NF-kB dimerleri hucrelerde uyarim olmadigi durumlarda, sitoplazmada
IKB proteinlerine nonkovalent etkilesim yoluyla baglanmis halde inaktif formda
bulunmaktadir. IkB protein ailesi simdiye kadar tanimlanan IkBa (NFkBIA),
kBB, IkBy, IkBg, Bcl-3 dncl proteinler olan p100 ve p105 olmak tzere yedi adet
IkB molekiiliinden olusmaktadir (Sekil 14)%,
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Sekil 14: IkB protein ailesi
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IKB proteinleri ankirin tekrar bolgeleri icerir. NF-kB ve IkB arasindaki
baglanti bu bolgeler ile RHD arasindaki spesifik etkilesim ile gergceklesmektedir.
Hucresel uyarimin olmadigi durumlarda, kB proteininin NF -kB molekulindeki
NLS dizisini maskelemesi sonucunda, NF-kB proteininin nikleer translokasyonu
onlenir ve sitoplazmada kalmasi saglanir®.

NFkB’nin islevi ve Aktivasyonu

NF-kB inflamasyon, lenfosit aktivasyonu, hicre biyimesi ve
farkhlasmasi, hicre yilzey reseptoérleri ve cesitli sitokinlerin dahil oldugu
150’den fazla genin ekspresyonun dizenlenmesinde rol almakta ve hicrede
apoptosiz ve hayatta kalma basarisina katkida bulunmaktadir®.

NF-kB’nin potent uyaricilari IL-1, TNF-a gibi sitokinler, lipopolisakkarit
(LPS) gibi bakteriyel ve viral Grlnler, sfingomyelinaz, c¢ift sarmal RNA, HTLV-1
(human T-cell leukemia virus 1)'in Tax proteini, serbest oksijen radikalleri ve
ultraviyole 1sin, gamma irradyasyon gibi proapopitotik ve nekrotik durumlardir
(Sekil 15)*.

LPS, NF-kB sinyalinin en gug¢li uyaranlarindan biridir. LPS, cesitli aerobik
gram negatif bakterilerin hiicre duvarindaki lipoidal glukozamid disakkaritldir®.
Lipid A, O-polisakkarit yan zincir ve R-kor oligosakkaritler olmak utzere (¢
immunokimyasal bolimden olusmaktadir. Lipid A birimi, endotoksisite denilen
inflamatuar ve hemodinamik degisikliklerden sorumludur®®. Endotoksinin en
onemli hedef hucreleri, hicresel immuin sistemi olusturan polimorfonikleer
|okositler (PMNL), B-lenfositler, monosit ve doku makrofajlari, vaskuler
endotelyal hiicreler ve diiz kas hiicreleridir®?. Endotoksin, hepatositlerde tretilen
bir akut faz reaktani olan lipoprotein baglayici proteine baglanir ve bu yapi,
monosit, makrofaj, lenfosit gibi hicrelerin yizeyinde bulunan CD14 molekull ile
birlesir ve bu birlesme sonucu, hicre igcinde NF-kB sinyal aktivasyonu

gerceklesir®.

41



Fizyalojik stres
Fimilczel stres
Cilcsidabf stres
Fiunyasalar

Tulitejenler
Bimrimes falitirlen
Hormenlar

Ealcrerider ve trimler
Wirtsler
Enflamnatarar sitolomler

/ IEE

EF
—D% ——4 Protzazom
(TFED) LD

ITic renus Fasanun

Trmnin want siirdiurihmest ve geligrmi

Strese vatit

Sekil 15: NF-kB aktivasyonuna neden olan sinyal uyaranlari

NF-kB aktivasyonu buyuk molekul agirlikh serin-spesifik IkB kinaz (IKK)

ile NF-kB/IkB kompleksinin etkilesimi sonucu gerceklesir. IKK nadir bir kinaz

tipidir ve katalitik altiiniteler olan IKKa ve IKKB, ve regulatuvar alttinite olan IKKy

(NEMO= NF-kB essential modifier) olmak Uzere 3 altlinite icermektedir (Sekil

18). Ekstraselliler sinyaller sonucu IKK enzimlerinin uyariimasi IkB proteinlerin

fosforilasyonu ve yikimina yol agar. IkB proteininin yikimi ile aktif hale gelen NF-

KB ¢ekirdege tasinarak hedef genlerin transkripsiyonunu baslatir (Sekil 16)
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Sekil 16: kB Kinaz kompleksinin (IKK), 3 ana suhinitesi gosterilmistir: katalitik
subuniteler olan IKKa ve IKK, ve regilatuvar altinite olan IKKy (NEMO= NF -
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kKB essential modifier). HLH, heliks-loop-heliks; LZ, RelB transaktivasyon
domainindeki l6sin-zipper motif.

NFkB’nin ana aktivasyon yolaklari; klasik ve alternatif yolaklar olarak
tanimlanmislardir (Sekil 17). Bir de atipik yolak olarak adlandirilan, ancak hentiz
tam olarak anlagilmamis, daha az kullanilan Gguncu bir aktivasyon yolagindan
s6z edilmektedir®”,

Klasik yolak: Klasik yolak, NF-kB aktivasyonu IkB proteinlerinin
fosforilasyon, ubikitinasyon ve yikimi sonucu gergeklesir ve NF-kB
aktivasyonunda en sik kullanilan ve en hizli aktivasyon yolagidir®’. Ekstraseliiler
sinyaller IKK kompleksinin [ alt nitesini uyararak aktiflestirir. Aktif 1KK
kompleksi, NF-kBIA (IkBa) molekulinin N-terminal bélgelerindeki 2 spesifik
serin (Ser32 ve Ser34) bolgesini fosforile eder. Daha sonra bu asamayi
poliubikitinasyon ve 26S proteozom aracilikli yikim islemleri izlemektedir. Bu
olaylar sonrasinda NF-kB, inhibitoriinden ayrilir ve NF-kB dimeri (agirlikli olarak
p50/p65 heterodimeri) agiga c¢ikar. Aciga ¢ikan NF-kB dimeri ¢ekirdege gecer
ve hedef gene baglanarak transkripsiyonunu aktiflestirir®”.

Alternatif yolak: Son yillarda tanimlanmistir ve klasik yolun aksine IKK
kompleksinin a altiinitesinin aktivasyonu gergeklesir®. Alternatif yolagin, klasik
yolaktan daha yavas oldugu anlasilmistir'®. Ekstraseliiler uyarilar sonucunda
hicre icinde NF-kB indUkleyen kinaz (NIK) aktivasyonu meydana gelir ve NIK
IKKa homodimerlerinin aktivasyonunu saglar. Aktif IKK a ile p100 proteininin
C-terminal ucundan fosforilasyonu ve daha sonra poliubikitinasyonu gergeklesir.
Bu sayede C-terminalinden proteozomlarca yikilan pl100’Gn amino-terminal
yarisindan p52 meydana gelir. p52/relB heterodimeri daha sonra c¢ekirdege
gecer ve hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonu gerceklesir**.

Atipik yolak: IKK'dan bagimsiz olmasi nedeniyle atipik olarak
adlandiriimaktadir. Atipik NF-kB aktivasyon yolaginin, ultraviyole isinlar ve
doksorubisin tarafindan aktiflestirilebildigi goOsterilmigtir. Bu aktivasyon DNA

hasari ile sonuclanabilmektedir'®.

43



Klasik Yolak Alternatif Yolak
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Sekil 17: NF-kB Klasik ve Alternatif Aktivasyon Yolagi.

Osteoklastogenezde NF-kB sinyali

NF-kB ’'nin kemikteki roll ilk defa 1990’li yillarin ortalarinda iki grup
arastirmaci tarafindan tanimlanmistir. Bu arastirmacilar NF-kB’nin imman hticre
fonksiyonlarindaki etkilerini belirlemek amaciyla NF-kB 1/2 double-knockout
farelerde yaptiklar ¢alismalarda beklenmedik bir sekilde osteoklast yokluguna
bagli olarak dis c¢lkarma problemleri ve osteopetrozis geligtigini
gbzlemlemislerdir'®.

NF-kB knockout farelerde osteoklastogenezde meydana gelen defekt
osteoklast 6ncu hdcrelerinin - farkllasmasinda RANK ekspresyonunun
gerceklesmemesi ve farklilasmada rol alan diger belirteglerin ekspresyonlarinin
bozulmasi yonunden, RANKL knockout farelerdeki bulgular ile benzer
sekildedir'®,

NF-kB’nin osteoklastogenezi indkleyici etkisinin mekanizmasi blyuk
oranda aciklanmistir. RANKL/RANK etkilesiminin ardindan hizli bir sekilde ve
kisa sureli (yaklagik 1 saat) RelA ve p50 duzeylerinin arttigi gosterilmistir ve

bunu yaklasik 2 saat sonra c-fos ve p52 ekspresyonlarinin artisi iziemektedir'®.
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Yine yapilan bir gaigmada RANKL uygulanmasinin ardindan 48-72 saat sonra
NFATc1 ekpresyonlarinin arttigi gézlenmistir'®.

Osteoklast  faklilasmasinda NF-kB, NFATc1 ve cfos gen
ekpresyonlarindaki ardigik degisiklikler RANKL/RANK sinyalinden bagimsiz
olarak TNF-a ile de gereklesmektedir. Fakat TNF -a’nin invitro g¢alismalarda
RANKL’a oranla osteoklast dncu hucrelerinden ¢ok daha az sayida osteoklast
olusumunu uyardi§i  gosterilmistir®. TNF-a ve RANKL oste oklast
farklilasmasindaki etkileri hucre icinde adaptor bir protein olan TRAFG6
araciligiyla NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonu sonucu gergeklesmektedir (Sekil
18)107.

RANKL osteoklast 6nci hicrelerinde IKKB ve IKKa aktivasyonu ile hem
klasik hem de alternatif NF-kB sinyal yolgini aktiflestirir. in vivo ve in vitro
kosullarda yapilan IKKB gen delesyon g¢alismalarinda bazal osteoklastogenez
icin IKKB’nin gerekli oldugu gosterilmistir %1%,

IKKB knockout farelerin aksine IKKa knockout fareler in vivo olarak
normal bir kemik yapisina ve osteoklast sayisina sahiptir. Fakat in vitro
kosullarda IKKa knockout farelerde RANKL'a cevap olarak osteoklast
formasyonun gerceklesmedigi gozlenmigtir. Bu bulgular 1s1ginda IKKa’nin basal
osteoklastogenesizte 6nemli olmadidi, IKKa’'nin yoklugunda IKK ile olan klasik

NF-kB yolaginin osteoklastogenezi sagladigi sonucuna varilmistir°,
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Klasik NF-kB Yolagi Alternatif NF-kB Yolag
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Sekil 18: Osteoklastogenezde IL-1, TNF-a ve RANKL ile NF-kB aktivasyonu
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GEREC VE YONTEMLER

Calisma Grubu

Bu calismaya Temmuz 2010 - Eylil 2011 tarihleri arasinda Mersin
Universitesi Saglik Arastrma ve Uygulama Merkezi Hastanesi, Dabhiliye
Nefroloji Bilim Dalina bagvuran, yaslari 35 ile 60 arasi degisen, kreatinin
duzeylerinden yararlanilarak hesaplanan GFR degerlerine gore evre 3 oldugu
belirlenen, 41 erkek KBY hastasi ile kontrol grubu olarak Mersin Universitesi
Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi Fizik Tedavi ve
Rehabilitasyon poliklinigine basvuran yaslar 40 ile 60 arasi deg@isen 27 saglikh
erkek birey dahil edildi. Kadinlarda yagsa bagli olarak gelisebilecek osteoporotik
degisikliklerin galisma sonucuna olasi etkilerinin engellenmesi amaciyla
calisma, erkek hasta ve kontrol grubuyla gergeklestirildi.

Hasta grubu i¢in dislanma kriterleri:
e Evre 3 disindaki KBY hastalari,
e Calismaya baslarken veya galisma 6ncesi takiplerinde D vitamini, TNFR
antagonisti, sistemik steroid ve fosfor baglayici ila¢ kullanim hikayesi,
e Otoimmun hastalik,
e Akut enfeksiyon,
e Malignite
varligi olarak kabul edildi.

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol gruplarinda yer alan bireylere
ayrintih bilgi verildi ve tUm gruplardan bilgilendirilmis olur formu alindi. Calisma,
Helsinki deklarasyonu 6zelliklerine gére yapildi ve Mersin Universitesi Tip
Fakultesi Etik Kurulu tarafindan 15/05/2009 tarih ve 5/108 sayi ile onaylandi.

Kullanilan Arac ve Geregler

Akim sitometri cihazi (BD Facs Calibur, Becton, Dickinson and

Company Diagnostics (BD), USA)

Cobas ¢c501 (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

Modiler E170 (Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Almanya)

HPLC (HP 1100, Chromosystems Diagnostics, GmbH, Almanya)

DSX™ ELISA (Dynex Tecnologies, Virginia, USA)

Norland XR36 (Norland Medical Systems Inc., Fort Atkinson, USA)

Santriflij cihazi (NUve NF 800)
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Santrifuj cihazi (Sigma k-15-1, Almanya)

+ 4°C buzdolabi (Electrolux, Almanya)

-20°C derin dondurucu (Ugur, Tiirkiye)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Eppendorf, Almanya)

Otomatik ayarlanabilir pipet (Gilson)

Pastor pipeti (Citotest)

Plastik pipet ucu (LP Italiana SPA)

1,5 ml'lik kapakli ependorf tip (Isolab, Almanya)

Falkon 12x75mm, 5 ml polistren ttip (BD Biosciences, USA)

Falkon 17x120mm, 15 ml polipropilen konik tiip (BD Biosciences, USA)

3 ml'lik %7.5 EDTA’L tiip (BD, Vacutainer, ingiltere)

10 ml'lik jel seperatorlu tiip (BD, Vacutainer, ingiltere)

Kullanilan Kitler

Kreatinin: (Cat. N0:3262991, Roche Diagnostics Mannheim, GmbH,
Almanya)

Ure: (Cat. N0:4460715 Roche Diagnostics Mannheim, GmbH, Almanya)
Kalsiyum: (Cat. N0:2055716 Roche Diagnostics Mannheim, GmbH,
Almanya)

PTH: (Cat. No0:1972103, Roche Diagnostics Mannheim, GmbH,
Almanya)

Vitamin D3: (Cat. N0:38038, Chromosystems Diagnostics, GmbH,
Almanya)

SRANKL Human ELISA Kitii (Cat. No:RD193004200R, Biovendor
Research and Diagnostics, Cek Cumhuriyeti)

NF-kB Olgiimii igin Kullanilan Reaktifler:

BD Pharmingen™ Phosflow Wash Buffer | (Cat. No:557885, BD
Biosciences, Belcgika)

BD Pharmingen™ Phosflow Fix Buffer | | (Cat. No: 557870, BD
Biosciences, Belcgika)

BD Pharmingen™ CD14 Per-CP-Cy5.5 | (Cat. No: 550787, BD
Biosciences, Belcgika)

BD Pharmingen™ NF-KPA-B (PS529) PE | (Cat. No: 558423, BD

Biosciences, Belcgika)
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e BD Pharmingen™ FITC labeled anti-human CD16 | (Cat. No: 555406,
BD Biosciences, Belcika)
e BD Pharmingen™ PharMingenStain Buffer (with FBS) | (Cat. No:
554656, BD Biosciences, Belcika)
e CellWASH (Cat. No: 342409, BD Biosciences, Belgika)
e Ficoll-Paque Plus (Cat No: 07957, GE Healthcare Bio-Sciences AB,
isveg)
e Lipopolisakkarit (Cat No: L-4130, Sigma-Aldrich)
Orneklerin Toplanmasi
Calismaya alinan hasta ve kontrol grubuna ait bireylerin 12 saatlik aglk
sonrasinda sabah alinan periferik vendz kanlari, etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) iceren tuplere, serumlari ise ayrilmak Uzere jel seperatérll tUplere
alindi. Jelli tiplere alinmis periferik vendz kan 6érnekleri, 10 dakika bekletildikten
sonra 3000 rpm’de 10 dakika santrifuj edilerek serumlari ayrildi ve kreatinin,
Ca™, P ve PTH dizeyleri bekletimeden otoanalizérde calisildi.  Ayrilan
serumdan 1 ml kadar kapakh ependorf tiplerine konularak daha sonra sRANKL
dizeylerini belirlemek Uzere -20°C’de saklandi. Vit Dz duzeyleri belirlenmek
uzere, EDTA igeren tuplere alinan kan ornekleri 2500 rpm’de 5 dakika santrifQj
edilerek plazmalari ayrildi ve 1siktan konurarak galisma gunune kadar -20°C’de
saklandi. EDTA’lI tipe alinan diger kan o&rneginden NF-kB dzeylerinin
belirlenmesi ayni giin igerisinde Mersin Universitesi Saghk Arastirma ve
Uygulama Merkezi Hastanesi Biyokimya Laboratuvarinda BD Facs Calibur flow
sitometri cihazinda gergeklestirildi.
Kreatinin Olgimii
Kreatinin dizeyleri tamponlanmis deproteinizesiz kinetik Jaffe yontemi ile
Roche Cobas 501 otoanalizoriinde g¢aligildi. Yontemin prensibi alkali
solusyonda kreatininin pikrat ile reaksiyona girerek sari-kirmizi kompleks
olusturmasina dayanmaktadir. Olusan rengin 505 nm’de verdigi absorbans
kreatinin duzeyleri ile dogru orantihdir. Kreatinin élciminde yer alan tepkime
denklemi agsagida verilmigtir.

alkali pH
Kreatinin  + pikrikasit — sari-kirmizi kompleks
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GFR Hesaplanmasi

Hasta ve kontrol grubunun GFR degerleri MDRD calculator ile kisilerin
serum kreatinin degerleri, yaslari, cinsiyetleri ve etnik koken bilgileri girilerek
paket program ile hesaplandi**.

Kalsiyum Olgumi

Kalsiyum duzeyleri Schwarzenbach with o-cresolphtalein complexone
yontemi ile Roche Cobas 501 otoanalizérinde c¢alisildi. Yontemin prensibi,
kalsiyum iyonlarinin o-cresolphtalein complexone (0-CPC) ile mor renkli bir
kompleks olusturmasina dayanmaktadir. Olugan rengin yogunlugu kalsiyum
konsantrasyonu ile dogru orantilidir ve 552 nm’de absorbans artigi ile kalsiyum
konsantrasyonu belirlenir. Kalsiyum o&lciminde yer alan tepkime denklemi
asagida verilmigtir.

alkali pH

Kalsiyum + 0-CPC — Kalsiyum -0-CPC kompleks

PTH Olcum

PTH duzeyleri elektrokemiliminesans yontemi ile Roche Moduler E170
otoanalizérinde galigildi. Yontemin prensibi, intakt PTH’in N-terminal pargasi ile
biyotinlenmis monoklonal antikorlar ve C-terminal pargasi ile rutenyum isaretli
antikorlarin etkilesime girmesi, streptavidin kaplh mikropartikullerin biotin isaretli
antikora baglanarak immun kompleks olusturmasi ve olusan immun kompleksin
de tripropilamin ile uyariimasi esasina dayanmaktadir. Uyarim sonucu 620
nm’de aciga ¢ikan i1sik miktarina gore madde konsantrasyonu belirlenir. Agiga
¢lkan i1sik miktari ile madde konsantrasyonu dogru orantilidir.

Vitamin D3 Ol¢imi:

Vit D3 duzeyleri, vitamin D3 icin YUksek Basingli Sivi Kromatografisi
(HPLC) analiz kiti kullanilarak HPLC cihazinda galigildi.

Prensip: Yontemin prensibi, Ornekteki proteinler c¢okturulerek,
interferansa neden olabilecek maddeler uzaklastirildiktan sonra konsantre analit
elde edilmesine dayanmaktadir. Olgim{ dogrulamak igin stabil vitamin D tirevi

internal standart olarak kullanilir.
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Vitamin D3 i¢in HPLC kosullari:
Enjeksiyon Volimu:25 pL
Akis Hiz1:0,7 mi/dk
Oda sicakligi:25 °C
UV dedektor: Dalga boyu 265 nm9+
Kromatografik Ayrilma:

Alikonma zamani (dk)
25-OH-vitamin D3 4,5
internal standart 7,5
Calisma Proseduru:
. Hasta plazma 6rneklerinden 500 ul ve 50 pl internal standart koyu renkli
kapakl ependorflara pipetlenerek karistirildi.
. Uzerine 500 pl presipitasyon reaktifi eklendi ve vortekslendikten sonra
4°C’de 10 dk bekletildi.
. 13000 rpm'de 5 dk santrifGjun ardindan elde edilen slUpernatan
ektraksiyon kolonlarina konularak 1500 rpm’de 1 dk santiflj edildi ve
suzullen sivi uzaklagtirildi.
. Ektraksiyon kolonuna 1 ml yikama tamponu 1 konuldu ve 1500 rpm’de 1
dk santifuj edilerek stzulen sivi uzaklastirildi.
. Ektraksiyon kolonuna 75 pl yikama tamponu 2 konuldu ve 1500 rom’de 1
dk santifuj edilerek suzulen sivi uzaklagtirildi.
. Toplama tupu degistirilerek 200 pl eliisyon tamponu kolona konuldu ve
1500 rpm’de 1 dk santifuj edilerek eltat toplandi.
. Elde edilen eltiat 20 pl distile su ile dilie edildi ve dilie elGattan 50 pl
alinarak HPLC sisteminde analizi gergeklestirildi.
Serum sRANKL Duzeyinin Belirlenmesi
Serum sRANKL duzeyleri kantitatif sandvig enzim bagli immunoassay

(ELiSA) yéntemi ile caligildi.

Prensip: Yéntemin prensibinde ELISA plak kuyucuklari insan SRANKL

molekiline karsi gelistirilmis spesifik bir antikor ile kaplanmistir. Standartlar ve

orneklerin ELISA kuyucuklarina eklenmesi ile ortamda bulunan SRANKL

molekilleri sabit antikorlara baglanir. Yikama ile 6rnekte baglanmayan

komponentler uzaklastirilir. Yikama sonrasi biyotinlenmis serbest antikorlar

eklenir. ikinci ylkama iglemi ile ortamdan fazla antikorlar uzaklastirildiktan sonra
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avidinle konjuge Horseradish Peroksidaz (HRP) bagh konjugat eklenir.
inkiibasyondan sonra kuyucuklar tekrar yikanir ve ortama peroksidazin
substrati olan Tetrametilbenzidin (TMB) eklenir. Son basamakta kuyucuklara
eklenen stop coOzeltisi ile reaksiyon durdurulur. Orneklerdeki SRANKL
konsantrasyonu olusan sari renkle dogru orantihdir. Bu renk 450 nm de
Olgulurerek absorbans elde edilir. Daha sonra standart egri kullanilarak drnek
konsantrasyonlari hesaplanir.

Kullanilan Arac, Gereg ve Cozeltiler

SRANKL antikorlari ile kaplanmig plak (8x12=96 kuyucuk)

Biotin kaplh antikor

Streptavidin-HRP konjugat

Standart (liyofilize)

Yuksek duzey kalite kontrol 6rnegi (liyofilize)

Dusuk duzey kalite kontrol 6rnegi (liyofilize)

Standart ve Ornek diliisyon tamponu

Tetrametilbenzidin substrat (TMB)

Yikama ¢ozeltisi

Stop soltsyonu

Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi: 15 dk oda isisinda bekletiimis
700 ul standart ¢ozucu, liyofilize halde olan stok standart icine eklenerek
kopurtmeden nazikge karistirnildi ve 32 pmol/L konsantrasyonda stok standart
sollsyonu elde edildi. 7 tane ependorf alindi ve ilk alti ependorf icerisine 0.25
ml standart diluent eklenip sonuncusu bos birakildi. 40 ng/ml olan stok
solisyonundan 250 pl alinip ilk ependorfa eklendi ve iyice karigtirildi. Bundan
da 250 ul alnip bir sonrakine eklendi. Bu islem siradaki 6 ependorfla
tamamlandi.

Yiiksek ve Diisiik Diizey Kalite Kontrol Orneklerinin Hazirlanmasi:
Dilisyon tamponundan 250 pl alinip liyofilize halde olan ylksek ve dusuk dizey
kalite kontrol drneklerine eklendi.

Serum Orneklerinin Diliisyonu: Serum ornekleri dilisyon tamponu ile
100 kat diltie edildi. Dilisyon iki agsamali olarak gergeklestirildi.

A/'5 pl serum 6rnegi Uzerine 95 pl dilisyon tamponu eklendi.

B/ A basamaginda 6n dilisyonu yapilan érnekten 50 pl alinarak Uzerine
200 50 pl eklendi.
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Yikama Gozeltisi ve Yikama Proseduriu: 100 ml'lik 10 kat konsantre
yilkama c¢oOzeltisi alinip Uzerine 900 ml distile su eklenerek 1000 ml'lik yikama
sollisyonu hazirlandi. Her bir yikama basamaginda otomatik ELISA yikayicisi
her kuyucuga 350 ml yikama ¢Ozeltisi pipetleyecek sekilde ayarlandi ve
kuyucuklar her yikama basamaginda 5 kez yikandi.

Calisma Prosedur;

1. ELISA plak kuyucuklarina standart, kor, kalite kontrol cozeltileri ve
orneklerden 100 pL eklendi. Uzeri kapatilip 2-8°C de 20 saat 300 rpm’de
mikroplate shaker’da inktbe edildi.

2. Soliisyonlar aspire edildi ve otomatik ELISA yikayicisi ile 5 kez yikandi.

3. Her bir kuyucuga 6nceden 2 saat oda isisinda bekletilen Biotin Kapl
Antikordan 100 pL pipetlenip oda isisinda 1 sa 300 rpm’de mikroplate
shaker'da inktbe edildi.

4. Soliisyonlar aspire edildi ve otomatik ELISA yikayicisi ile 5 kez yikandl.

5. Her bir kuyucuga 100 uL Streptavidin-HRP konjugat pipetlenip oda
Isisinda 1 s 300 rpm’de mikroplate shakerda inktibe edildi.

6. Soliisyonlar aspire edildi ve otomatik ELISA yikayicisi ile 5 kez yikandi

7. 100 pL substrat solisyonu kuyucuklara pipetlenip oda isisinda 25 dakika
inkiibe edildi.

8. 100 pl stop solisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.

9. 450 nm de absorbanslar ELISA plak okuyucusunda okundu.
Konsantrasyolar standart egriden hesaplandi.

NF-kB Duizeylerinin Belirlenmesi

Periferik Kan Mononiikleer Hiicre izolasyonu

Periferik kan mononikleer hicre izolasyonu icin ornekler fikol ile
muamele edildi. Oncelikle EDTA’Il tiipe alinan kan 6rnedi 1:1 oraninda yikama
solusyonu ile dilie edilerek vortekslendi. Dilie edilen kan o6rnegi ile esit
miktarda fikol falkon tlipe konuldu ve kan 6rnedi fikol Uzerinde tabaka
olusturacak sekilde birbirine karistirimadan yavascga falkon tipe eklendi. Daha
sonra falkon tupteki 6rnek 3000 rpm’de 30 dakika santriftj edildi. Santrif(j
sonras! tupun Ustunde kalan plazma tabakasi tUpten uzaklastirilip ortadaki
beyaz renkli mononukleer hiicre tabakasi pipet yardimiyla alinarak falkon tipe
ayrildi. Falkon tlpe ayrilan 6rnek 1680 rpm’de 5 dk. santriflij edilerek hlcrelerin

¢okmesi saglandi. Tupun Ust kismindaki sivi uzaklastirildiktan sonra ¢oken
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hacreler Flow sitometrik analiz 6ncesi hicre sayisi 10 milyon/mL olacak sekilde
BD Pharmingen Stain Buffer (FBS) ile dilue edildi..

Hazirlanan Solusyonlar:

Phosflow Wash Buffer | (x10): 1/10 oraninda distile suyla dilue edilerek

her bir hasta 6rnegi igin 2mL %10’luk Phosflow Wash Buffer | hazirlandi.

LPS: 0,5 pg/mL konsantrasyonda hazirlandi.
Calisma Prosediri

Her bir kan 6rneginin calisiimasinda sirasiyla asagidaki adimlar takip

edildi.

1.

Tamponlar oda isisina getirildi. Yukarida anlatildigi gibi %10’luk Phosflow
Wash Buffer | ve LPS solusyonlari hazirlandi.
Uc ayri falkon tiipiine (12x75mm) monoklonal antikorlar uygun miktarlarda
kondu.
1 nolu tiipe 20 pL Simultest y1/ y24 (FITC/PE) yluzey boyama negatif kontrolt
2 nolu tipe 20 uL CD16 (FITC)
5 uL CD14 (PERCP-CY5,5) monoklonal antikor boyalari

3 nolu tupe NF-kB aktivasyonunun ggamasi amaciyla 100 pL L PS
pipetlendi.
Mononukleer hlcre izolasyonu yapilarak hazirlanan érnekten her bir falkon
tupune 100’er uL ilave edildi. Tupler vortekslendikten sonra 1 ve 2 nolu
tiipler 20 dakika karanlikta oda isisinda 3 nolu tiip 37°C’de 30 dk bekletildi.
1 ve 2 nolu taplerin icine 2 mL cell wash eklenip vortekslendi. 1200 rpm’de
(250 x g) 10 dakika santrifij edildi.
Santrifuj edilen her bir tip tek hamlede hizlica ters cgevrilirek cell wash
uzaklastirildi. Tapleri diz ¢cevirmeden tipin ¢evresinde kalan fazla sivi gazl
bezle alindi.
Bu iglemlerin ardindan 1 ve 2 nolu tuplerde yuzey boyama iglemi
tamamlanmis olup 300 uL cell wash ilave edilerek buzdolabinda bekletildi.
Sitoplazmik boyanin ardindan flowsitometri cihazinda analiz edildi.
Bu asamadan sonra 3 nolu tiiple calismaya devam edildi. 37°C'de 30 dk
bekletilen 3 nolu tiipe 20 uL CD16 (FITC)

5 yL CD14 (PERCP-CY5,5) monoklonal antikor

boyalari pipetlendi ve vortekslenerek 20 dk oda isisinda bekletildi.
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8. Tipe hiicrelerin fiksasyonunu saglamak amaciyla 37°C'ye getirilen Phosflow
Fix Buffer | ‘den 1 ml ilave edildi ve 37°C’de 10 dk bekletildi.

9. 10 dk 1680 rpm’de 10 dakika santrifij edildi. Santriflij edilen tip tek hamlede
hizlica ters cevrilirek Phosflow Fix Buffer | uzaklastiriidi. Tap diz
cevrilmeden tlipun ¢evresinde kalan fazla sivi gazl bezle alindi.

10.Hucreleri permeabilize edebilmek i¢cin 1 mL %10’luk Phosflow Perm/Wash
Buffer | eklendi ve 1680 rpm’de 10 dk santriftj edildi.

11.10. basamak tekrar edildi.

12.20 uL NF-KPA-B (PE) ilave edilip vortekslendi. 30 dakika oda sicaklhiginda
karanlikta bekletildi.

13.500 pL FBS ilave edilip vortekslendi. Bu islemlerin ardindan 3 nolu tipun
intrasitoplazmik boyama iglemi tamamlanmis oldu.

Daha oOnce ylzey boyamasi yapilan 1 ve 2 nolu tuplerle birlikte
intrasitoplazmik boyanan 3 nolu tup yukarida belirtildigi sekilde hazirlanip
ornekler flow sitometri cihazi ve BD CellQuest Pro Version The Primier
Acquisition and Analysis Software’i kullanilarak degerlendirildi.

Flowsitometrik Degerlendirme

Prensip

Flow sitometri, hiicrelerin granilaritesine ve buyukligune bagh olarak,
tek hicre seviyesinde kantitatif analize olanak saglayan, ¢ok parametreli ve hizli
bir yontemdir. Analiz icin hicrelerin sispansiyon haline getiriimesi ve
monoklonal antikorlar ile isaretlenmesi flow sitometrinin temel kuralini olusturur.
isaretlemede kullanilan problar hiicre ylizey antijenlerine ya da hiicre igi
elemanlara 6zguldur. Flow sitometrinin bilesenleri; 6rnek toplayici ve tagsiyici
sistem, akis sistemi (sheath fluid), 1sik kaynagi (laser kaynagi), sferik ve ¢apraz
silindirik filtreler, odaklama aynalari, sinyal dedektorleri (optik ve elektrik sinyal),
bilgisayarlar (data toplanmasi, saklanmasi, sunumu ve analizi) ve ayirma
mekanizmasidir’®.

Fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) gibi florokrom
maddelerle konjuge olmus monoklonal antikorlarla isaretlenmis hucreler
suspansiyon halinde hava basinci ile sheath fluid iginden gegirilir. Sheath fluid
icindeki sivinin akigi ¢ok hizli oldugundan yuksek bir basing olusturur ve bu
basing ile hlcreler cam veya kuartzdan yapilmis (flow chamber) akis kabinine

gelirler. Bu kabinin geometrik sekli ve sivinin laminer akisi, hucrelerin tek sira
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halinde gegcisini saglar ve tek sira halindeki hucreler lazer 15131 iginden gecgerek
gorunur hale gelirler. Lazer kaynagi olarak; argon iyonu, kripton, helium-
kadmium, helium-neon veya daha yuksek yogunluktaki isik kaynaklari kullanilir.
isaretlemede kullanilan problar lazer kaynagiyla eksite olup, farkli bir dalga
boyunda emisyon gosterirler ve bu sayede saptanabilirler. Genellikle lazer
kaynagi olarak Argon iyonu kullanilir ve FITC, PE, propidium iodide (PI) gibi
florokrom maddelerin 488 nm’de eksitasyonu saglanir. Hicreye bagli florokrom
lazer 15191 ile belli bir dalga boyunda aktiflenir ve bu enerjiyle farkli bir dalga
boyunda isin yayar. ileri ve yana olan isik sagilimina gdre hiicre boyutu, i¢
yapisi hakkinda, prob baglanma yogunluguna goére de antijenik ozellikleri
hakkinda bilgi edinilir. Aktiflenme sonucu agiga cikan floresan fotodiodlarla
toplanir, Photo Multiply Tubes (PMT’s) ile elektrik sinyaline cevrilerek amplifiye
edilir ve sonuglar bilgisayara aktarilir**.

Flow sitometri cihazinda bulunan dedektor ve filtreler: FSC (Forward
Scatter Channel; ileri sagiim kanal) dedektort; hicrenin boyutu hakkinda bilgi
verir. SSC (Side Scatter Channel; yana sagilim kanal) dedektdra hicre grandl
icerikleri hakkinda bilgi verir. Floresan Filtreler ve dedektorler; degisik dalga
boylarindaki floresan dlgumler, florokromla isaretlenmis hlcre yuzey reseptorleri

veya sitokin ve DNA gibi intraseliiler molekiiller hakkinda bilgi verir** (Sekil 19).

Sheath fluid icinden
gecen hicreler

FSC
Dedektor
. a SSC
488 nm laser o) Dedektdr
\“ Ex s b litt ¥
i eam sp itter 6;)

oo

|

PF
FL2 %
Dedektor y FL1

FL3 Dedektor
Dedektor

Sekil 19. Flow sitometrinin sematik gosterimi.
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NF-kB Uzdylerinin  de gerlendiriimesinde  Oncelikle  FSC/SSC
histograminda hucrelerin buyukluk ve granul iceriklerine gore bilgisayar
ortamina yansitiip monositler, diger periferik kan hucrelerinden karakteristik
gorunim ve yerlesim yerleri esas alinarak ayrildi ve monosit kapisi (gating)
belirlendi. Alinan kapi icerisinde 10.000 hucre saydirildi. FSC/SSC
histograminda monosit populasyonu kapilandirildi  ve calismalar bu
populasyonda yapildi (Sekil 20). Monosit kapisinda CD14 ve CD16 yuzdeleri
degerlendirildi, ayrica CD14 kapisi alinarak (Sekil 23) CD14+CD16-NF-kB+
%/’si belirlenerek osteoklast 6ncu hicrelerinde NF-kB duzeyleri degerlendirildi.

o
o
=7
o
o
(v 0]
= A . - - . . " .
21 e R . L lube: Megatif Kontrol
;‘:] . ) . Region Ewvents 9 Gated % Total
= T R1 730 730 730
= SR T R2 3 0.03 003
o
o
o
== —-r-r--r——mr- T T T T T T T T T T T
0 200 400 600 800 1000

FSCH

Sekil 20. isaretli alan total PBMC icindeki monositlerin yiizdesini

gOstermektedir.

Hucrelerde otofloresan ya da 6zgin olmayan baglanmadan kaynaklanan
zemin boyanmasinin tespit edilip, nonspesifik boyanmayi elimine etmek igin
yuzey negatif kontrol kullanildi (Sekil 21).

57



=

=

o

=
Ll
2; CQuad Events 9% Gated % Total
e UL 20 121 020
227 UR 3 018  0.03
as
é LL 1618 g7.88 16.18
= 1 LR 12 073 012
o4

[

109 101 102 108 107
Mouse 1gG1 FITC

Sekil 21. Negatif kontrol dot plot gorintusu.

Monosit kapisi Uzerinde CD16-FITC’e karsi CD14--PERCP-CY5,5
parametreleri kullanilarak olusturulan fluoresans dot plot gorintistinde CD14 ve

CD16 ekspresyon oranlari degerlendirildi (Sekil 22).
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Sekil 22. Sag ust (UR) ve sol ust (UL); total monositler igindeki CD14+
hicrelerin ve sol dst (UL); total monositler icindeki CD14+ CD16 - hucrelerinin

yluzdesini gostermektedir.

CD14--PERCP-CY5,5’'in 1sima verdigi fluoresansa karsi SSC kullanilarak
olusturulan dot plotta CD14 ekspresyonu degerlendirildi (Sekil 23). CD14 kapisi
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kullanilarak CD16- FITC’e kargi NF-kB-PE parametreleri kullanilarak olusturulan
fluoresans dot plot goruntusinde CD16 ve NF-kB ekspresyonlari degerlendirildi.
CD14 kapisinda 30.000 hucre saydirildi. CD14 pozitif hiicrelerde CD14+CD16-
NF-kB + ekspresyonlari ylzde deger olarak saptandi (Sekil.24).
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Sekil 23. isaretli alan PBMC icindeki CD14+ monositleri gdstermektedir.
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Sekil 24. Sol Ust (UL); CD14+CD16-NF-kB+ (relerin  yizd esini

gostermektedir.

Batin bu degerlendirmelerin ardindan kan sayim sonuglarindan

yararlanilarak herbir parametre icin asagidaki formdl uygulanarak absolut
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sayl/uL cinsinden sonuglarin hesaplanmasi asagida verilen formulle
gerceklestiriimigtir.

Absolut sayl/pL = Lokosit sayisi X %emonosit x %antikor pozitifligi
10.000

Kemik Mineral Yogunlugunun Degerlendirilmesi

Calismaya dahil olan tim gruplarda X-ray absorbsiyometre (DEXA)
yontemi ile Norland XR36 cihazinda L2-L4 vertebra kemik mineral yogunlugu
(KMY) olguimleri Mersin Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi
Hastanesi Radyoloji Anabilim Dali tarafindan yapildi.

DEXA yuksek enerjili (genellikle 140 kVp) ve dusik enerjili (genellikle
100 kVp) X isininin kemik ve yumusak dokuda absorbsiyonunun farkl olmasi
prensibi ile galigmaktadir. X i1sininin kemik ve yumusak doku tarafindan farkl
sogurulmasi Ozellikleri ile kemik mineral igerigini ve kemik mineral yogunlugunu
hesaplar*'®. Calismamizda, KMY’nin degerlendirimesinde Diinya Saglik
Orglti'nun (WHO) siniflandirmasinda kriter olarak onerilen KMY T skorlari
kullanildi**2.

Z Skoru: Hasta ile ayni yasta, cinsiyette ve etnik kokenden saglikl kisiler
ile hastanin KMY degerleri arasindaki farklihgr gosterir. (-2,5) SD’den fazla olan
kemik mineral kaybi osteoporozu gésterir'**.

T Skoru: Hasta ile ayni cinsiyette ve etnik kdkenden geng erigkinler ile
hastanin KMY degerleri arasindaki farklihgi gdsterir. (-2,5) SD’den fazla olan
kemik mineral kaybi osteoporozu gosterir**.

istatistiksel Analiz

Biyokimyasal parametrelerin hasta ve kontrol gruplarinda normal
dagiima uygunluk kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmistir. Parametrelerin
dagilimlari normal dagilima uygun bulundugundan tanimlayici istatistikleri
olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilmigtir. Kategorik veriler igin
tanimlayici istatistik olarak sayi ve ylzdeler hesaplanmistir. Parametreler
arasindaki ikili dogrusal iligkilerin testinde korelasyon katsayisi hesaplanmistir.
Hasta ve kontrol gruplari arasinda parametrelerin ortalama degerleri arasinda
farkhlik olup olmadiginin kontroline Student t testi ile bakilmistir. Gruplar
arasindaki ortalama farklilig1 gorsel olarak gostermek i¢in de grafik olarak Error
Bar grafigi tercih edilmistir. istatistik anlamlilikta p<0.05 alinmistir. Verilerin
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degerlendirimesinde SPSS 11.5 (Stastistical Package for Social Sciences
version) paket programi kullaniimistir.
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BULGULAR
Bu calisma, 2010-2011 yillari arasinda Mersin Universitesi Saglk
Arastirma ve Uygulama Merkezi Hastanesi Dahiliye Nefroloji Bilim Dalina
basvuran orta derecede bdbrek yetmezligi tanisi almis 41 erkek hasta ve
Mersin Universitesi Saglik Arastrma ve Uygulama Merkezi Hastanesi Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon poliklinigine bagvuran 27 saglikl erkek birey ile
gercgeklestirildi. Hasta ve saglikh kontrol gruplarini olusturan olgularin yas

ortalamasina goére dagilimi Tablo 5’te gosterilmektedir.

Tablo 5. Gruplarin yas ortalamasina gore dagilimi.

Grup Sayi Yas Ortalamasi Standart Sapma
Hasta 41 54,43 7,89
Kontrol 27 50,40 5,56

Hasta ve kontrol gruplarinin sonuglarinin karsilastirlmasi Tablo 6’da

gOsterilmisgtir.

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin sonuglarinin kargilastirmasi

Parametreler Hasta (n=41) Kontrol (n=27) p

iPTH (pg/mL) 92,98+57,14 33,18+9,95 <0.001
Kalsiyum (mg/dL) 9,43+0,41 9,60 0,33 0.076
Fosfor (mg/dL) 3,32+0,42 3,42+0,49 0.396
Kreatinin (mg/dL) 1,77+0,35 0,86+0,15 <0.001
GFR (ml/dk/1.73 m?) 44,58+9,00 110,55+22,43 <0.001
Vit D (Ug/L) 17,41+7,48 34,22+9,446 <0.001
SRANKL (pmol/L) 2,66+2,72 2,45+1,83 0.723
T Skoru -0,88+0,71 -0,73+0,81 0.434

p: gruplar arasi anlamlilik derecesi

KBY hastalarinda PTH ve Vit D3 duzeyleri kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamh disiik bulunmusken, Ca*?, P, sRANKL ve T skor
parametreleri agisindan yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlaml
farkhliga rastlanmamistir. Parametreler agisindan grup ortalamalari igin yapilan

degerlendirmelerin sonuglari Sekil 25, 26 ve 27°de gosterilmisgtir.
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Sekil 25. Hasta ve kontrol grubunda PTH ortalamalarinin error bar grafigi.
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Sekil 26. Hasta ve kontrol grubunda Vit D3 ortalamalarinin error bar grafigi.
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Sekil 27. Hasta ve kontrol grubunda sRANKL ortalamalarinin error bar grafigi.

Hasta ve kontrol gruplarinin flow sitometrik sonugclarinin karsilagtiriimasi

Tablo 7’de gosterilmigtir.

Tablo 7. Hasta ve kontrol

karsilastirmasi

gruplarinin flow sitometrik analiz sonuglarinin

(absolut sayi/pL)

Parametreler Hasta (n=41) Kontrol (n=27) p
CD14+ % 74,59+8,66 72,53+10,66 0.383
CD14+ 462,59+136,69 421,10+160,60 0.258
(absolut sayi/pL)

CD14+CD16- % 65,82+10,28 67,41+£10,51 0.538
CD14+CD16- 407,09+123,44 390,90+149,11 0.628
(absolut sayi/pL)

CD14+CD16-NF-KB + % 3,21+1,22 3,12+1,06 0.735
CD14+CD16-NF-KB + 19,78+8,91 17,83+7,71 0.354

p: gruplar arasi anlamlilik derecesi

Hasta ve kontrol gruplarinin flow sitometrik analiz sonuglarinin ylizde

degerler ve absolut sayi/yL duzeyleri temel alinarak karsilagtirimasinda

arastirilan

parametreler

agisindan

istatistiksel

olarak anlaml

farklihga
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rastlanmamistir. CD14+CD16-NF-KB + % acgisindan grup ortalamalari Sekil
28'de gosterilmigtir.
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3,41

324 ui]
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N= 27 a
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Sekil 28. Hasta ve kontrol grubunda NF-kB % ortalamalarinin error bar grafigi.

Hasta grubunda GFR, iPTH, Vit D3 ve sRANKL ile diger parametrelerin
karsilastirimasi sonucunda, iPTH ile GFR, Vit D3 ve Ca+* degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli oranda negatif, SRANKL ile CD14+CD16-NF-KB+
yluzde ve absolut sayi/uL degerleri arasinda zayif, pozitif korelasyon oldugu
gorulmustir. Hasta grubunda parametreler arasindaki korelasyon Tablo 8'de

gOsterilmisgtir.
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Tablo 8: Hasta grubunda parametreler arasindaki korelasyon

GFR iPTH (pg/mL) Vit D3 (ug/L) SRANKL

Parametreler (pmol/L)

r p r p r p r p
Ca”(mg/dL) | 0,286 | 0,069 | -0,428 | 0,006 | 0,169 |0,290 |0,015 | 0,927
P (mg/dL) -0,259 | 0,103 | 0,213 | 0,187 |0,179 |0,262 |-0,271 | 0,087
iPTH -0,574 | 0,000 | 1 -0,398 | 0,011 | -0,082 | 0,616
Vit D3 -0,002 | 0,991 | -0,398 |0,011 |1 -0,086 | 0,591
SRANKL 0,108 | 0,501 |-0,082 |0,616 |-0,086 | 0,591 |1
T skoru 0,324 | 0,050 | -0,161 | 0,348 | 0,135 | 0,424 | 0,090 | 0,597
CD14+CD16- | -0,071 | 0,661 | 0,075 |0,644 |0,032 |0,842 | 0,324 | 0,039
NF-KB + %
CD14+CD16- | -0,053 | 0,743 | 0,228 | 0,157 |-0,170 | 0,288 | 0,388 | 0,012
NF-KB+
(absolut
sayi/uL)

r: korelasyon katsayisi
p: testler arasi anlamlilik derecesi
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TARTISMA

KBY, mutlak nefron sayisi ve nefron fonksiyonlarinda azalma ile
sonuclanan ve siklikla SDBY'ne gotiren pek cok etiyolojik sebebi olan
patofizyolojik bir strectir. KBY agisindan metabolik kemik patolojileri hastahigin
kaginilmaz bir komplikasyonudur ve ROD olarak adlandirilir. ROD’lu hastalarda
gelisen sHPT’e bagl olarak kemik remodelling sureci yikim yonunde bozulur ve
kemik gucinde azalma ile birlikte kirik riskinde artis meydana gelir. Kemik
dokuda meydana gelen bu patolojik degisiklikler hastalarin yagsam Kkalitesini
dusurmekte ve tedavi maliyetlerini artirmaktadir. Bu nedenle ROD’da taninin
erken konmasi ve koruyucu tedbirlerin alinmasi; saglik masraflarinin ve artan
mortalitenin azaltiimasi ve hastalarin hayat kalitesininin arttiriimasi agisindan
son derece 6nemlidir**®.

Son yillarda, kemigin yapilanma sdreglerini inceleyen bilimsel
arastirmalarin artmasi, kemik patolojilerinin tani ve tedavisinde yeni bakis
acilarinin olusmasina neden olmustur. Klinikte ROD tanisinda kullanilan
biyokimyasal parametreler ile radyolojik yontemlerin, mevcut kemik hastaligini
ortaya koymada yeterli olmadig belirtimektedir'*®. Bu nedenle kemik yikimina
iliskin daha saglikh yorumlar yapilabilmesi bulunabilecek yeni parametrelerle
mumkun olabilecektir. Bu agidan erken evre KBY hastalarinda patolojik kemik
yikiminda roll oldugu godsterilen RANKL ile osteoklastogenez strecinde roli
bulunan periferik kan osteoklast ©oncu hicrelerinde intraselliler NF-kB
duzeylerinin belirlenmesi bu ¢alismanin odak noktasini olugturmaktadir.

Calismamizda evre 3 KBY hastalarinda klinik dnemi kanitlanmis olan
ROD parametreleri ve KMY degerleri ile sSRANKL ve periferik kan osteoklast
oncu hacrelerinde intraselliler NF-kB duzeyleri birlikte degerlendirilerek
sonuglar saglikli kontrollerle kargilastiridi.

sHPT’nin baglangicinin bobrek yetmezliginin erken donemlerinden
itibaren etkili oldugu ve yetmezlik derecesi ile iliskili olarak artan oranda
hastanin yasami boyunca devam ettigi kabul edilmektedir*. Ayrica erken evre
bobrek yetmezliginde serum PTH olgimuandn rutin taramanin bir pargasi olmasi
gerektigi savunulmaktadir**’.

Prediyaliz hastalarinda kemik biyopsisi ile ROD tiplerinin degerlendirildigi
bir ¢calismada, kemik histomorfometrik incelemeleri sonucunda agirlikli olarak

sHPT'ye bagh degigikliklerin gozlendigi belirtiimis ve bu hastalarda PTH
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yuksekligi ile kemikteki patolojik degisimler arasindaki korelasyonun diger
biyokimyasal parametrelere gére daha fazla oldugu gdsterilmistir''®.

Pitt ve ark. yaptiklari bir galismada iPTH degerlerinde GFR>40 olan KBY
hastalarinda 2 kat, GFR 20-40 olanlarda 4 kat ve GFR<20 olanlarda da 8 kat
artis oldugunu tespit etmislerdir''®. Benzer sekilde ispanya’da oldukga yiiksek
sayida KBY hasta populasyonunda yapilan bir ¢calismada evre 1’e gore evre 3
KBY hastalarinda iPTH artisinin 3 kat, evre 4 hastalarda da 4 kat oldugu
gosterilmistir,

Craver ve ark. evre 1-5 1836 prediyaliz hastasinda yaptiklari bir
calismada, PTH artisinin erken evrelerden itibaren gergeklestigini ve bobrek
yetmezliginin derecesi arttikca PTH yuksekliginin  belirgin  hale geldigini
belirtmiglerdir. Evreler arasi yaptiklari kargilastirmalarda, evre 1’e gore evre 3
KBY hastalarinda iPTH artisinin 2 kat, evre 4 hastalarda da 4 kat oldugunu
gostermislerdirt®.

Calismamizda literatlirde yer alan calismalarda elde edilen sonuclarla
uyumlu olarak hastalarin ortalama iPTH dederlerinde saglikh kontrollere oranla
istatistiksel olarak anlaml artis oldugunu gozlemledik. Bu anlamda elde
ettigimiz sonuglar PTH yuksekliginin erken evrelerden itibaren ROD
patogenezinde etkili oldugunu destekler niteliktedir.

Erken evrede serum PTH yuksekliginin gelisiminde bobrek yetmezligi
derecesi ile iligkili olarak mineral metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerin rol oynadigi bilinmektedir. sHPT gelisiminden, bdbrek hasari ile
birlikte fosfat ekskresyon bozukluguna bagli olarak ortaya c¢ikan
hiperfosfateminin sorumlu oldugu belirtiimektedir. Artan PTH duzeylerinin
bdbrek yetmezliginin son evrelerine kadar kompansatuar etkisi ile serum Ca*?

ve P diizeylerinin normal sinirlarda tutuldugu diisiiniilmektedir™.

Jiang ve ark. evre 1-5 60 KBY hastasinda yaptiklari bir calismada evre 1-
3 hastalarda Ca*? dizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulmazken, evre 4-5 hastalarda Ca*? diizeylerinin evre 1’e gore anlaml diisiik
bulmuslardir. Ayni ¢alismada evre 1-4 hastalarin P dlizeylerinde anlamh fark
olmadigdi evre 5 hastalarin P duzeylerinin evre 1’e gore anlamlh yuksek oldugu

gosterilmistir?.
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Bir baska calismada GFR<30 mlL/dak olan hastalarin serum Ca*?
seviyelerinin GFR >30 mL/ dk olan hastalarinkinden dusuk, P duzeylerinin ise
farkh olmadigi gosterilmistir. Ayrica ayni ¢calismada hastalar PTH dlzeylerine
gore iki gruba ayriimis ve yilkksek PTH diizeylerinde Ca*? diizeylerinin anlamli
olarak diisiik oldugu belirlenirken, P degerleri yiiksek bulunmustur'?®>. Ramos ve
ark. GFR<60 mL/dak olan ve 1 yil boyunca takip edilen prediyaliz hastalarinda
Ca'? duizeylerinde anlamli olarak disiis ve P diizeylerinde anlamli artis tespit
ederlerken, iPTH ve P degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu
belirtmislerdir'?*.

Calismamizda Ca** ve P degerleri agisindan literatiire benzer sekilde
hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark olmadigini,
hasta grubunda iPTH ile Ca*? degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
negatif korelasyon oldugunu goézlemledik. Bu anlamda sonuclarimiz erken
evrelerdeki PTH yuksekliginin mineral metabolizmasinda erken ddnemde
kompansasyon agisindan dnemli oldugunu desteklemektedir. Ayrica iPTH ile
Ca'™® degerleri arasinda saptanan negatif korelasyon PTH sekresyonundaki
artisin Ca+2 duzeylerindeki azalmayla iligkili oldugunu gostermektedir.

Yumita ve ark. evre 1-5 prediyaliz KBY hastalarinda yaptiklari ¢alismada
Vit D3 dlzeylerinin evre arttikga dustigunu gostermiglerdir. Vit Dz dizeylerinin
evre 2’den itibaren belirgin olarak azaldidi, dusuk Vit Ds ile yuksek P
diizeylerinin iliskili oldugunu fakat Vit D3z ile Ca*® diizeyleri arasinda iligki
bulunmadigini belirtmiglerdir. Ayrica bu galismada iPTH ve Vit D3 dizeyleri

arasinda negatif korelasyon oldugu gdsterilmistir®®.

Yapilan bagka bir
calismada serum kreatinin degerleri >1,5 mg/dl olan prediyaliz KBY
hastalarinda GFR’deki azalmayla Vit D3 duzeyleri arasinda pozitif korelasyon
oldugu gosterilmis, KBY hastalarinda Vit D3 duzeylerindeki azalmanin sekonder
hiperparatiroidizm gelisiminde etken olabilecegi belirtiimistir'?®. Benzer sekilde
Ramos ve ark. evre 3-5 KBY hastalarinda yaptiklari ¢calismada Vit D3 dizeyleri
ile P ve iPTH arasinda negatif korelasyon oldugunu gdstermislerdir'>*.
Calismamizda literatirdeki c¢alismalarla uyumlu olarak Vit Dsj
dizeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
dUsuk oldugunu saptadik. Ayrica Vit D3 ile iPTH duzeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli oranda negatif korelasyon oldugunu gdzlemledik. PTH

duzeylerinde gozlenen erken artigin Vit D3 eksikliginin bir sonucu olarak
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degerlendirilebilecegi, Vit D3 duzeylerindeki azalmanin erken evrelerden
itibaren etkili oldugu disiiniilmektedir'. Bu anlamda elde ettigimiz sonuglarin bu
hipotez ile uyumlu oldugu gérulmektedir.

KBY hastalarinda ROD’un degerlendiriimesinde KMY 0&l¢imu, sikhkla
kullanilan bir yontemdir. ROD tanisinda sadece KMY olgumunun yeterli
olmadigi, hastanin hikayesi, biyokimyasal belirtecler ve eger yapilirsa kemik

histolojisi ile birlikte tani konulmasi gerektigi belirtimektedir'*’

. Yapilan bir
calismada, ROD’lu hemodiyaliz hastalarinda kemik histomorfometrik sonuglari
ile DEXA sonuglari karsilastiriimis ve sensitivite diisiik bulunmustur'?®.

Klinikte DEXA ile genellikle lomber vertebra (LS) ve femur boynu (FN)
KMY délgumleri yapilmaktadir. WHO tarafindan hazirlanan osteoporoz rehberine
gore FN veya LS T skorlarinin <2,5 olmasi kirik igin yuksek risk olarak
degerlendiriimektedir*®. Renal kemik hastaliginin tanisi ve takibinde hangi
bolgeden KMY olgumunun yararli oldugu halen tartisma konusudur. LS-KMY
degerlerine gore 6n kol ve FN-KMY degerlerinin daha guvenilir oldugu ve KBY’li
hastalarda LS-KMY olgumlerinde aortik kalsifikasyona bagl olarak yanlis
yiksek sonuclar ortaya cikabilecegi belirtimektedir'®®.

Bianchi ve ark. evre 3-5 KBY hastalarinin saglikli kontrollere gére KMY
degerlerinin dusuk oldugunu ve KMY’deki disusin GFR’deki azalmayla korele
oldugunu belirtmislerdir'*®. Ayrica bu calismada PTH ile KMY degerlerinin
negatif iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde 113 prediyaliz hastasinda
yapilan baska bir ¢alismada, hastalarda LS, FN ve 6n kol KMY sonuglarinin
kontrol grubuna goére anlamli dislk oldugu godsterilmis, bobrek yetmezIigi
siddetlendikgce KMY T skor degerlerinde anlamli disus oldugu, PTH degerleri ile
KMY Z skoru arasinda giiclil iliski oldugu belirtilmistir*>.

Ha ve ark. predializ hastalarinda bolgesel ve total KMY Z skor
Olcimlerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak dusuk oldugunu bulmuslardir.
Ayrica hasta grubunda KMY Z skorlari ile GFR arasinda pozitif, iPTH degerleri
ile negatif korelasyon oldugunu tespit etmiglerdir. Elde ettikleri sonuclara goére
KBY hastalarinda diyaliz tedavisi Oncesi evrelerde de kemik patolojik
degisikliklerinin meydana geldigini, DEXA ile KMY olgumlerinin bu degisiklikleri
belirlemede yararli bir ydntem oldugunu belirtmislerdir**?.

Calismamizda, literatlrde yer alan g¢alismalardan farkli olarak, DEXA T

skor sonuglarina gore hasta ve kontrol grubu degerlerinde anlamlh fark
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olmadigini gézlemledik. Hasta grubunda KMY ile diger parametreler arasinda
da anlamli iligki saptamadik. KMY degerlerinde diger ¢alismalardan farkli sonug
elde etmemizin nedeni ¢calisma grubunun sadece evre 3, erkek hastalardan
oluguyor olmasi olabilir. Yapilan diger calismalarda prediyaliz hastalarinda
calisma grubuna evre 1-5 tum hastalar dahil edilmis ve genellikle evre 4 ve 5'te
KMY degerlerinde belirgin azalma oldugu gosterilmistir. KBY erigkin
populasyonda genellikle ileri yaslarda gorulmektedir ve yasa baglh olarak
gelisen osteoporotik  degisikliklerin  kadinlarda daha sk go6zlendigi
bilinmektedir'®®. Literatiirdeki calismalarda calisma grubuna kadin hastalarin
dahil edilmis olmasi nedeniyle, senil osteoporoza bagli kemikteki degdisikliklerin
calisma sonuglarini etkilemis olabilecegini diustnmekteyiz. Ayrica bu
calismalarda, FN ve 6n kol KMY sonugclarinda LS-KMY sonuglarina gére daha
anlamli dusus oldugu gosterilmistir. Calismamizda sadece LS-KMY degerlerini
olgcmemiz farkl sonuglar elde etmemizde diger bir etken olabilir.

RANK/RANKL/OPG sinyal sisteminin osteoklastogenezdeki o6nemli
rollerinin gosteriimesinin  ardindan serum sRANKL dizeylerinin RA  ve
osteoporoz gibi patolojik kemik yikimi ile karakterize hastaliklarla iligkili oldugu
gosterilmigtir. Kemik patolojik degisimlerinde RANKL’in rolinin gosterilmesi
yeni bir terapotik hedefi agiga ¢ikarmistir. RANKL inhibisyonunun kemik yikimi
ile karakterize hastaliklarda yeni bir tedavi secenegdi olarak kullanilabilecegi
belirtiimektedir®.

ROD gelisiminde RANKL aktivitesi ve etkileri tam olarak anlasiimis
degildir. KBY hastalarinda RANKL duzeyleri ile ilgili olarak sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir ve bu caligmalardan elde edilen sonuglar celigkilidir. Ayrica
bdbrek yetmezliginde sRANKL ekskresyonunda meydana gelebilecek
azalmalara baglh olarak serum duzeylerinin yuksek Olgulebilecegi
belirtiimektedir. Bu nedenle serum sRANKL degerlerinin KBY’de kemik patolojik
degisikliklerini saglikli olarak yansitmayacagi distiniimektedir'.

Avbersek-Luznik ve ark. HD hastalarinda, saglikli kontrollere gore
SRANKL duzeylerinin artmis oldugunu gostermislerdir. PTH duzeylerine gore
gruplandirdiklar hastalarda, yuksek PTH duzeyleri bulunan grupta dusuk olan
gruba gdére sRANKL duzeylerinin de yuksek oldugunu bulmuslardir. Elde
ettikleri sonugclarin in vitro calismalarda gosterildigi gibi PTH'In sRANKL
sentezini uyarici etkisini destekler nitelikte oldugunu belirtmiglerdir. Dilrez
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acisindan ayni olan hastalarda PTH dizeylerine gore farkli SRANKL degerleri
elde etmeleri nedeniyle serum SRANKL duzeylerindeki ylukseklikte, molekilin
ekskresyonundaki bozulmanin sorumlu olamayacagini ifade etmislerdir®.

Doumouchtsis ve ark. iPTH duzeylerine gore iki gruba ayirdiklari 104 HD
hastasinda, bu calismadan farkli olarak, dusuk iPTH ile sRANKL duzeyleri
arasinda pozitif, OPG duzeyleri ile negatif korelasyon bulurken, yuksek iPTH
duzeyleri ile OPG arasinda pozitif ve sRANKL arasinda negatif korelasyon
oldugunu gostermiglerdir. Yiksek iPTH duzeylerinin oldugu grupta iPTH ile
OPG arasindaki pozitif korelasyonun kompensatuar mekanizmalarin etkisinde
gerceklesmis olabilecegini belirtmislerdir'**. Yapilan baska bir calismada kronik
hemodiyaliz hastalari ile saglikli kontrollerin serum OPG ve RANKL duzeyleri
kargilastiriimig, hasta grubunda serum OPG ve RANKL duzeylerinin belirgin
olarak arttigi ve hasta grubunda RANKL ile LS-KMY degerleri arasinda negatif
korelasyon oldugu gosterilmistir. Elde edilen sonuglara gore OPG ve RANKL'In
ROD’un degerlendiriimesinde yararli belirtecler olabilecegi savunulmustur®?.

Albalate ve ark. HD hastalarinda yaptiklari bir calismada hasta grubu ve
saglikli kontroller arasinda serum sRANKL duzeylerinde fark olmadigini
belirtmisler, hasta grubu OPG diizeylerinde ise belirgin artis tespit etmislerdir™.
HD hastalarinda yapilan baska bir calismada serum sRANKL duzeylerinin
saglhkh kontrol grubuna gore hafif dustk oldugu, OPG duzeylerinin ise belirgin
olarak arttigi gosterilmistir*®.

Her iki calismada da OPG duzeylerinde gosterilen belirgin artigla iligkili
olarak bu hastalardaki serum sRANKL duzeylerindeki degisimlerde kemik
resorbsiyon slUrecinde kompansasyon mekanizmalarinin etkili oldugu
disunulmustar.

Fahrleitner-Pammer ve ark. evre 1-5 ve henuz diyaliz tedavisi almamig
olan 132 KBY hastasinda RANKL ve OPG duzeylerinin KMY Uzerine etkilerini
gOstermeyi amacladiklari c¢alismalarinda, RANKL, OPG ve RANKL/OPG
degerleri acisindan gruplar arasinda fark olmadigini goéstermis, iPTH duzeyleri
ile RANKL, OPG dulzeyleri arasinda iligki bulunmadigini belirtmiglerdir. Ayni
calismada KMY ve RANKL, OPG duzeyleri arasinda FN Z skorlari agisindan
anlaml iliski oldugu, serum sRANKL duzeyleri ile Z skorlari arasinda daha

belirgin olmak Uzere negatif korelasyon oldugu gdsterilmistir. Arastirmacilar,
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prediyaliz hastalarinda RANK/RANKL/OPG sisteminin kemik mineral yogunlugu
ile iliskili oldugunu belirtmislerdir*.

Bizim calismamiz HD hastalarinda yapilan ¢alismalardan, daha erken
evrelerdeki hastalarin degerlendiriimeye alinmasi ve prediyaliz hastalarinda
yapilan galismadan da sonuglarin saglikli kontrollerle karsilastiriimasi yoninden
farkhlik gostermektedir. Bu anlamda, bobrek yetmezliginin erken evrelerinde,
hasta ve kontrol gruplarinin sSRANKL duzeylerinin karsilastirildigi ilk ¢calismadir.
Literatirdeki calismalarda, sRANKL duzeyleri ile kemik patolojik
degisikliklerinde rol alan diger parametreler arasinda belirlenen iligki, bu
molekulin  KBY hastalarinda ROD gelisiminde rolu  olabilecegini
distundurmektedir. SDBY hastalarinda c¢eligkili sonuclar elde edilmesinde,
literatlrdeki ¢alismalarda belirtildigi gibi ilerlemis bdbrek yetmezliginde sRANKL
ekskresyon bozuklugunun veya kompansatuar mekanizmalarin etkili oldugunu
gostermektedir. Bu nedenle sRANKL duzeylerinin bobrek fonksiyonlarinin tam
olarak bozulmadidi erken evrelerde belirlenmesinin, ROD gelisimindeki rolinun
ve erken tanida kullanilabilirliginin degerlendiriimesi agisindan daha anlaml
oldugunu dusunmekteyiz.

Calismamizda hasta ve kontrol grubu sRANKL duzeyleri arasinda
anlamli fark olmadigini gézlemledik. Elde etti§imiz sonuglar erken evrede serum
sRANKL duzeylerinin ROD patogenezinde dnemli bir roli olmadigini ve erken
tanida yeni bir parametre olarak kullanilamayacagini géstermektedir. Fakat
hasta sayimizin az olmasinin sonuglarin degerlendiriimesi agisindan yeterli
olmadidini distinmekteyiz. Bu nedenle, daha genis hasta gruplariyla yapilacak
c¢alismalar daha saglikli sonuglar elde edilmesini saglayabilir.

Osteoklast dncl hucrelerinde RANKL/RANK etkilesimi ile hticre ici birgok
sayida sinyal yolagi aktivasyonun gergeklestigi bilinmektedir. Bu metabolik
yolaklardan NF-kB aracli sinyal yolaginin osteoklastogenez agisindan son
derece o6nemli oldugu belirtimektedir. Osteoklastlarin asin Uretim ve
aktivasyonu acgisindan NF-kB’nin kemik hastaliklariyla iligkili oldugu ve sinyal
yolagiyla duzenlenen osteolitik hastaliklarin tedavisinde etkileyici terapotik bir
hedef haline gelebilecegi diisiiniimektedir'*°.

Bobrek yetmezliklerine bagh gelisebilen kemik déngisine ait
degisikliklerde rol oynayan hicresel olaylarin daha ayrintili olarak anlagiimasi,

kemik yapimi ve yikiminda kullanilan bir takim biyokimyasal gostergelerin 6ne
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ctkmasiyla miimkiin olacaktirt*®. Bu anlamda KBY hastalarinda meydana gelen
patolojik kemik degisikliklerinde daha ©Once c¢algsilmig olan sRANKL
dizeylerinin, hicresel dizeyde bir molekil olan NF-kB protein dzeyleri ile
birlikte degerlendiriimesinin 6nemli olabilecegini disliinmekteyiz.

Sitokin aracili sinyal iletisi ile olusan NF-kB dimerlerinin tkleustan
sitoplazmaya tekrar tasinarak sinyal iletilerine katiimalari nedeniyle NF-kB
MRNA duzeylerindeki degisikliklerin, protein duzeylerindeki degisiklikleri tam
olarak yansitmadigi dusunulmektedir. Transkripsiyon faktorlerinin osteoklast
formasyon ve aktivitesini nasil duzenlediginin daha gegerli bir gsekilde
tanimlanmasi igin bu proteinlerin nikleus ve sitoplazmik ekstraktlarda
duizeyleriyle ilgili ayrintili ileri calismalara ihtiyac oldugu belirtimektedir®’. Bu
bilgiler 1s1ginda calismamizda, ROD patogenezinde NF-kB sinyal yofani
degerlendirmek Uzere, intraseluler NF-kB protein dzeylerini flow sitometrik
yontemle belirlemeyi amagcladik.

Son yillarda immunfenotiplemede kaydedilen &nemli ilerlemeler
sayesinde CD ylzey belirtegleri ile dolasimdaki I6kosit alt gruplarinin
belirlenmesi ve hastaliklar yonunden bu hucrelerin incelenmesi daha kolay hale
gelmistir®. Komano ve ark. tarafindan’, periferik kan osteoklast 6ncii
hicrelerinin  CD14+CD16- monositlerden gelistigi gosterilen c¢alisma, flow
sitometrik yontemle NF-kB protein igzeylerini belirlememizde yol go6sterici
olmustur.

Literatirde periferik kan osteoklast onci hicrelerinde NF-kB protein
dizeylerinin belirlendigi bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica KBY hastalarinda
kemik metabolik degisiklerinde NF-kB aktivasyonun @erlendirildigi bir
¢alismaya da rastlanmamigtir.

Calismamizda NF-kB protein dizeylerini CD14+CD16-NF-kB+ hicrelerin
yuzdelerini ve absolut sayl/uL miktarlarini inceleyerek belirledik. Hasta ve
kontrol gruplari NF-kB protein dlzeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamh bir
fark olmadigini, hasta grubunda sRANKL ile NF-kB dizeyleri arasinda pozitif
korelasyon oldugunu goézlemledik. Bu sonuglar erken evre ROD gelisiminde NF-
KB  sinyal §iyola aktivasyonunun  belirlenmesinin,  fizyopatolojinin
degerlendiriimesi agisindan etkili bir parametre olmadigini distindirmektedir.

Hasta grubunda sRANKL ile NF-kB dizeyleri arasinda bulunan pozitif
korelasyona gore, osteoklast dncl hicrelerinde intraseltler NF-kB dizeyleri ile
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serum sRANKL duzeylerinin iligkili oldugu soylenebilir. Fakat, bu parametreler
arasinda belirlenen korelasyonun zayif ve hasta sayimizin az olmasinin
sonuglarin degerlendiriimesi agisindan yeterli olmadigini disinmekteyiz.
Benzer sekilde daha genis hasta gruplari ve ileri evrelerde yapilacak
degerlendirmeler farkli sonuglar elde edilmesi, RANKL ve NF-kB yolaginin

degerlendiriimesi agisindan faydalar saglayabilir.
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SONUG VE ONERILER

. Evre 3 KBY hastalarinda iPTH dizeylerinde kontrol grubuna gobre
istatistiksel olarak anlaml bulunan artis, sHPT’nin erken evrelerden itibaren
etkili oldugunu gostermektedir.

. Hasta ve kontrol grubu arasinda Ca*® ve P diizeyleri acisindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamistir. Bu anlamda sonucglarimiz erken
evrelerdeki PTH yuksekligi ile mineral metabolizmasinda erken donemde
kompansasyonun saglandigini gostermektedir.

. Vit D3 duzeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli dasuk bulunmustur. Bu nedenle PTH dizeylerinde gdzlenen erken
artis Vit D3 eksikliginin bir sonucu olarak degerlendirilebilir.

. Calismamizda, LS-KMY T skor sonuglarina gore hasta ve kontrol grubu
arasinda anlaml fark olmadigini gézlemledik. Bu nedenle erken evre KBY
hastalarinda LS-KMY dl¢imlerinin ROD’un de@erlendiriimesinde yararh bir
parametre olmadigi soOylenebilir. Total veya diger bdlgelerden KMY
Olgumlerinin yapilmasi farkli sonuglarin elde edilmesini saglayabilir.

. Calismaya alinan hasta sayisinin yeterli olmamasi ve hasta grubunda
belirlenen GFR araliginin  sinirli olmasi, c¢alismanin  kisith  yénuna
olusturmaktadir.

. Calismamizda hasta ve kontrol grubu sRANKL ve NF-kB diuzeyleri arasinda
anlaml fark olmadigini gozlemledik. Elde ettigimiz sonuglar erken evrede
ROD gelisiminde serum sRANKL dizeyleri ile NF-kB sinyal yg@a
aktivasyonunun belirlenmesinin fizyopatolojinin degderlendiriimesi agisindan
etkili parametreler olmadigini dustuindirmektedir. Daha genis hasta gruplari
ve ileri evrelerde yapilacak galismalar farkl sonuglar elde edilmesi, RANKL
ve NF-kB yolaginin degerlendiriimesi acgisindan faydalar saglayabilir.
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	KBY’nin ilk dönemlerinden itibaren fonksiyon gören nefron sayısının patolojik süreçteki ilerleme ile birlikte azaldığı bilinmektedir. KBY hastalarında glomerüllerin, tübüllerin veya her ikisinin de fizyolojik fonksiyonları bozulmuştur. Böbrek kendine ...
	ROD, KBY hastalarının yaşam kalitesini düşüren, morbidite ve mortaliteyi artıran önemli komplikasyonlardandır. KBY hastalarında ileri evrelerde ortaya çıkmaya başlayan ve SDBY olan hastaların büyük kısmında bulunan kemiğe ait lezyonlar kompleksi olara...
	Kemik patolojik yıkımında önemli olduğu birçok çalışma ile gösterilen RANKL’ın, ROD patogenezinde de etkili olduğu düşünülmektedir. Literatürde, KBY hastalarındaki kemik patolojik değişimlerinde RANKL’ın rolünün değerlendirildiği sınırlı sayıda çalışm...
	Bu çalışmada, klinik olarak orta derecede yetmezliği (evre 3) olan KBY hastalarında, daha önce çalışılmamış bir parametre olan periferik kan osteoklast öncü hücrelerinde intrasellüler NF-κB ve serum sRANKL düzeylerinin saptanması ve elde edilen sonuçl...
	GENEL BİLGİLER
	Sistemik Etkiler
	Tablo 3. KBY’nin Sistemik Etkileri
	KBY hastalarında görülen sHPT, PTH’nın kalıcı yüksekliğine bağlı olarak osteoklastların sayıca artması sonucu kemik rezorpsiyonunda artma ve kemik iliği fibrozisi ile karakterize bir hastalıktır ve osteitis fibrosa olarak adlandırılır. Yükselmiş PTH d...
	Bir başka çalışmada GFR<30 mL/dak olan hastaların serum CaP+2P seviyelerinin GFR >30 mL/ dk olan hastalarınkinden düşük, P düzeylerinin ise farklı olmadığı gösterilmiştir. Ayrıca aynı çalışmada hastalar PTH düzeylerine göre iki gruba ayrılmış ve yüks...
	Çalışmamızda CaP+2P ve P değerleri açısından literatüre benzer şekilde hasta ve kontrol grubu arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığını, hasta grubunda iPTH ile CaP+2P değerleri arasında istatistiksel olarak anlamlı negatif korelasyon ...
	Yumita ve ark. evre 1-5 prediyaliz KBY hastalarında yaptıkları çalışmada Vit DR3R düzeylerinin evre arttıkça düştüğünü göstermişlerdir. Vit DR3 Rdüzeylerinin evre 2’den itibaren belirgin olarak azaldığı, düşük Vit DR3 Rile yüksek P düzeylerinin ilişki...
	Çalışmamızda literatürdeki çalışmalarla uyumlu olarak Vit DR3R düzeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı düşük olduğunu saptadık. Ayrıca Vit DR3R ile iPTH düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı oranda negat...
	KBY hastalarında ROD’un değerlendirilmesinde KMY ölçümü, sıklıkla kullanılan bir yöntemdir. ROD tanısında sadece KMY ölçümünün yeterli olmadığı, hastanın hikayesi, biyokimyasal belirteçler ve eğer yapılırsa kemik histolojisi ile birlikte tanı konulmas...
	Klinikte DEXA ile genellikle lomber vertebra (LS) ve femur boynu (FN) KMY ölçümleri yapılmaktadır. WHO tarafından hazırlanan osteoporoz rehberine göre FN veya LS T skorlarının <2,5 olması kırık için yüksek risk olarak değerlendirilmektedirP113P.  Rena...
	Bianchi ve ark. evre 3-5 KBY hastalarının sağlıklı kontrollere göre KMY değerlerinin düşük olduğunu ve KMY’deki düşüşün GFR’deki azalmayla korele olduğunu belirtmişlerdirP130P. Ayrıca bu çalışmada PTH ile KMY değerlerinin negatif ilişkili olduğu göste...
	Ha ve ark. predializ hastalarında bölgesel ve total KMY Z skor ölçümlerinin kontrol grubuna göre anlamlı olarak düşük olduğunu bulmuşlardır. Ayrıca hasta grubunda KMY Z skorları ile GFR arasında pozitif, iPTH değerleri ile negatif korelasyon olduğunu ...
	Çalışmamızda, literatürde yer alan çalışmalardan farklı olarak, DEXA T skor sonuçlarına göre hasta ve kontrol grubu değerlerinde anlamlı fark olmadığını gözlemledik. Hasta grubunda KMY ile diğer parametreler arasında da anlamlı ilişki saptamadık. KMY ...
	RANK/RANKL/OPG sinyal sisteminin osteoklastogenezdeki önemli rollerinin gösterilmesinin ardından serum sRANKL düzeylerinin RA ve osteoporoz gibi patolojik kemik yıkımı ile karakterize hastalıklarla ilişkili olduğu gösterilmiştir.  Kemik patolojik deği...
	ROD gelişiminde RANKL aktivitesi ve etkileri tam olarak anlaşılmış değildir. KBY hastalarında RANKL düzeyleri ile ilgili olarak sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır ve bu çalışmalardan elde edilen sonuçlar çelişkilidir. Ayrıca böbrek yetmezliğinde sRA...
	Avbersek-Luznik ve ark. HD hastalarında, sağlıklı kontrollere göre sRANKL düzeylerinin artmış olduğunu göstermişlerdir. PTH düzeylerine göre gruplandırdıkları hastalarda, yüksek PTH düzeyleri bulunan grupta düşük olan gruba göre sRANKL düzeylerinin de...
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