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Ozet

Osteoporoz  dislik kemik kitlesi gelisimine bagh olarak kemik
mikromimarisinde bozukluk, kemik frajilitesinde ve kirik riskinde artis ile
karakterize edilen sistemik bir iskelet sistemi hastaligidir. Patolojisinde genetik
ve cevresel faktorler rol oynadigindan dolayi multifaktoriyel bir hastalik olarak
degerlendirilmektedir. Endlstri ve sanayide yasanan gelismeler hayatimizi
kolaylastirmasina ragmen akut-kronik maruziyetler sonucunda kalici ve kalici
olmayan hasarlar ortaya cikabilmektedir. Yapilan popillasyon calismalar
sonucunda endustrisi ve sanayisi gelismis Ulkelerin ilerleyen vyas
popullasyonlarinda, osteoporoz gorilme riskinin giderek arttigi gorilmektedir.

Kadmiyum, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolayl sanayi ve endistride
Sanayi Devrimi‘'nden bu yana kullanilan bir adir metaldir. Sanayinin
gelismesine bagli olarak atiklarin ¢ogalmasi ve kontrolsiiz olarak dogaya
salinmasi kadmiyum maruziyet oranini arttirmaktadir. Cevresel maruziyet
dusuk dozda ve yavas olarak gergeklesirken, mesleki maruziyet ylksek dozda
gorilmektedir. Kadmiyum, toprak ve havaya kolaylikla karisabildiginden dolay:
oral yolla veya inhalasyon vyolu ile vicuda alinarak cesitli molekduler
mekanizmalarla akciger, kemik ve bdbrek gibi bircok vital organi
etkilemektedir. Yapilan bu tez calismasinda kadmiyumun hedef organlar
arasinda yer alan kemik dokusu hucreleri olan osteoblast hicrelerinde
gerceklesen kadmiyum toksikasyonuna karsi hormonlar (androjen ve éstrojen)
ve 1,25(0H).D vitamini etkilerinin degerlendirilmesi amacglanmistir.

Yapillan calismada hFOB 1.19 osteoblast hlcrelerine 72 saat CdClz
uygulanmasinin ardindan 72 saat boyunca gruplara 17B-estradiol, 5a-
androstan, 1,25(0OH)2D vitamini ve 17B-estradiol+5a-androstan+1,25(0OH).D
vitamini uygulanmistir. Diger gruplara da 72 saat boyunca 17B-estradiol, 5a-
androstan, 1,25(0OH)2D vitamini ve 17B-estradiol+5a-androstan+1,25(0OH).D
vitamini uygulanmasi sonrasi 72 saat boyunca CdCl> uygulanmistir. Ardindan
osteoblast hilicrelerinde alkalen fosfataz, androjen reseptdr, dstrojen reseptér,
vitamin D reseptor, osteokalsin ve osteoprotegerin miktarlar ile adezyon ve
proliferasyonu belirlemek Gzere analizler gergeklestirilmistir.

Calisma sonucunda osteoprotegerin ve osteokalsinin miktarlarina bakarak, Cd
toksisitesine karsi, 17B-estradiol ve 5a-androstan ile 1,25(0OH)2D vitaminin
osteoporozda koruyucu ve tedavi edici olabilecegi belirlenmistir. Ayrica
ostrojen reseptor ve androjen reseptdriin Cd toksisitesine bagl osteoporoz
gelisiminde dnemli rol oynayabilecegdi ortaya konmustur.

Anahtar Kelime: Osteoporoz, Kadmiyum, D vitamini, Hormonlar



Summary

Osteoporosis is a systemic skeletal system disease characterized by impaired
bone microarchitecture, increased bone fragility and increased fracture risk
due to low bone mass development. Because of the role of genetic and
environmental factors in pathology, it is considered as a multifactorial disease.
Although industrial developments facilitate our lives, permanent and non-
permanent damage can occur as a result of acute-chronic exposures. As a
result of population studies, the risk of osteoporosis is increasing in the aging
populations of industrialized and industrialized countries.

Cadmium is a heavy metal that has been used since the Industrial Revolution
in industry and industry due to its physical and chemical properties. Depending
on the development of the industry, the proliferation of wastes and
uncontrolled release into the environment increases the cadmium exposure
rate. Occupational exposure is seen at high doses, while environmental
exposure occurs at low doses and slowly. Since cadmium can easily mix with
soil and air, it is taken orally or by inhalation to affect many vital organs such
as lung, bone and kidney by various molecular mechanisms. In this thesis, it
is aimed to evaluate the effects of 1,25 (OH) 2D vitamins and hormones
(androgen and estrogen) against cadmium toxication in osteoblast cells, which
are the bone tissue cells of cadmium target organs.

In the study, 17B-estradiol, 5a-androstane, 1,25(0OH).D vitamin and 17(3-
estradiol + 5a-androstane + 1,25 (OH)2D vitamin were administered to the
groups for 72 hours after 72 hours of CdCl; administration to hFOB 1.19
osteoblast cells. Other groups received CdCl; for 72 hours after 17p3-estradiol,
5a-androstane, 1,25(0OH),D vitamin and 17B-estradiol + 5a-androstane +
1,25 (OH),D vitamin were administered for 72 hours. Subsequently, analyzes
were performed to determine of adhesion and proliferation, alkaline
phosphatase, androgen receptor, estrogen receptor, vitamin D receptor,
osteocalcin and osteoprotegerin in osteoblast cells.

As a result of studies, it has been determined that 17B-estradiol and 5a-
androstan and 1,25(0OH)2D vitamin, which are defined as sex steroids against
Cd toxicity, may be protective and therapeutic in osteoporosis by considering
the amounts of osteoprotegerin and osteocalcin which play important roles in
bone metabolism. It has also been shown that estrogen receptor and androgen
receptor may play an important role in the development of osteoporosis due
to Cd toxicity.

Key words: Osteoporosis, Cadmium, Vitamin D, Hormones
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1- GIRIS VE AMAC

Yash popilasyonun artmasina bagh olarak osteoporoz goériilme sikhgi gittikce
artmaktadir. Osteoporoz, kemik glcinin azalmasina bagh olarak
kirilganhginin artmasi ile karakterize edilen iskelet sistemi hastaligidir. Kemik
dokusunda biyolojik ve cevresel faktorlere bagh olarak, dengeli olarak strekli
yapim-yikim gerceklesmektedir. Yapillanma slrecindeki hassas denge kemik
dokusunu korumaktadir. Osteoporoz patolojisinde yikim slirecinde artis
gorilerek osteoblast sayisinda azalma goérilmekle birlikte kemik dokusu
mineral ve matriks kaybi goérilmektedir (Warriner & Saag, 2013; Rachner,
Khosla vd., 2011).

Kadmiyum (Cd) sanayi ve ensdustride yaygin olarak kullanilan, gevresel ve
endustriyel kirlenmeye neden olan agir metaldir. Cd maruziyeti, cevresel veya
mesleki olarak gerceklesmektedir. Dogada yaygin olarak kadmiyum tuzlari
(CdCl> gibi) olarak bulunmaktadir. Viicuda, inhalasyon veya oral yolla girerek
bircok doku ve organi etkilemektedir. Kronik maruziyeti basta akciger, kemik
ve bdbrek olmak tzere bircok doku ve organda toksikasyona neden olmaktadir
(James & Meliker, 2013).

Kemik dokusu Cd toksisitesinin goriuldigl oldukca onemli hedef organlar
arasinda yer almaktadir. Cd kemik dokusunda direkt veya dolayli olayl (bébrek
Uzerinden) toksik etki goéstermektedir. Cd'nin kemik (zerinde etkisi gesitli
sekillerde gerceklesmektedir. Ilk olarak oksidatif stres olusumuna neden
olmaktadir. Cd, kemik dokusunda hidroksil radikallerinin olusumuna sebep
olmaktadir. Kemik dokusunda diger bir etkisi ise osteoklast veya osteoblast
hicreleri araciliiyla gerceklesmektedir. Osteoklast hiicrelerine olan etkisiyle
matriks yikiminda artis; osteoblast huicrelerinde ise gen ekspresyon
seviyesinde degisim goriilmektedir. Uclincl etkisi, renal toksisite aracilifiyla
ortaya clkmaktadir. Proksimal tlbul toksikasyonu sonucunda D vitamini
metabolizmasini etkiler ve aktif D vitamini olusumunun azalmasina sebep
olarak hiperkalsitriye neden olmaktadir. Son olarak, kemik metabolizmasinda
rol oynayan hormonlar etkileyerek kemik dokusunda indirekt toksik etki
gostermektedir (Jarup, Berglund vd., 1998; Uriu, Morimoto vd., 2000;
Bhattacharyya, 2009; Nordberg, 2009; Ognjanovi¢, Markovi¢ vd., 2010;
Uchida, Kuratavd., 2010; Chen, Zhu vd., 2011; Arbon, Christensen vd., 2012;
Chen, Wang vd., 2013; James & Meliker 2013).

Yapilan tez calismasinda kemik dokusunda toksik etkiye sahip CdCl: ‘nin hFOB
1.19 osteoblast hicrelerinde neden olabilecegi toksik etkiye ek olarak
osteoporoz olusumuna neden olusumuna olan potansiyel etkisi arastiriimistir.
Hicrelere 72 saat boyunca CdClz uygulanmistir. Ardindan farkh gruplara aktif
D vitamini formu olan 1,25(0OH).D vitamini, 17B-estradiol ve 5a-androstan
uygulanarak toksikasyon sonrasi osteoporozdan korunma potansiyeli (tedavi

1



edici etkisi) arastinlmistir. Ayni zamanda 72 saat boyunca 1,25(0H)2D
vitamini, 17B-estradiol ve 5a-androstan uygulanan farkl gruplara CdCl2
uygulanarak osteoporozdan korunma potansiyelleri arastirilmistir.



2- GENEL BILGILER
2.1 - Kemik Dokusu

Kemik dokusu, vicudun 6zel destek gercevesini olusturmasinin yaninda
saglamlik ve sertligiyle karakterize edilmektedir. Yapisinda, fibréz organik
matriks, inorganik tuzlar ve dokuya spesifik hiicreler bulunmaktadir. Diger
organlardan ayrilan en onemli 6zelligi ise slrekli ve koordineli bir sekilde
kendini yenileyebilmesi, mineralize kollajen gatisi olarak 6zellesmis, dinamik
bir bag doku 6zelligine sahip olmasidir (Masi & Brandi, 2001; Stevenson &
Marsh, 2007). Yeniden yapillanma (bone remodeling) ve yapillanma (bone
modeling) kemik dokusunu diger doku ve organlardan ayirmaktadir.

Kemik dokusunun gesitli goérevleri bulunmaktadir:

-Vicut postlrinin korunmasini saglamak,

- Kas sistemi ile birlikte hareketi gerceklestirmek,

-Beyin, spinal kord gibi hayati organlari korumak,

- Kalsiyum ve fosfor gibi bircok mineralin depolanmasi ve homeostazinda
rol oynamak,

-Blyume faktorlu ve sitokin depolamak,

- Kan hicresi Uretimini saglayan kemik iligini barindirmak, (hematopoez).

-Immun sistemin diizenlenmesinde rol oynamak,

- Asit-baz dengesinin korunmasini saglamak (Taichman, 2005; Ralston
2017).

Kemik, yeniden yapilanma (bone remodeling) ve yapillanma (bone
modeling) 6zelligine sahip bag dokudur. Kemik htcreleri, kemik matriksi olarak
tanimlanan hicrelerarasi sivi igerisinde kalsifiye durumdadir. Kemikte dokuya
spesifik U¢ hlicre bulunmaktadir; lakiina olarak adlandirilan bosluklarda yer
alan osteosit hilicreleri, matriksin organik bdlgesinin sentezini gercgeklestiren
osteoblast hlicreleri ve kemik kavitelerinde bulunan osteosit hlicreleri, matriks
organik boéliumuinin gergeklestiren osteoblast hlcreleri ve kemik dokusunun
rezorbsiyonunda ve yeniden modellenmesininde rol oynayan osteoklast
hlicreleri.

2.2 - Kemik Tipleri

Gebeligin 9.-10. haftasinda fetliste baslayan kemik olusumu ve
olgunlasmasi ergenlik doénemine kadar (20-25 vyasina kadar) devam
etmektedir. Embriyolojik gelisime gore kemik, endokondral ve membran6z
olarak siniflandiriimaktadir. Genellikle uzun kemiklerde goériilen endokondral
kemik, kikirdak dokunun sertlesmesiyle olusmaktadir. Membrandz kemik ise
mezenkimal prekursorlerin direkt olarak kemik dokuyu olusturmasi sireci ile
gorilmektedir.



Yetiskin bir bireyde kemikler fonksiyonel olarak kortikal (kompakt) ve
trabekuler (spongioz, stingerimsi, kansell6z) kemik olarak ikiye ayrilmaktadir.
Kortikal ve trabekiler kemik, ayni molekiler yaplya sahip olmalarina ragmen
yapisal ve fonksiyonel olarak farkhlik géstermektedir. Temel fonksiyonlari ise
mekanik olarak direng saglayarak kemigi korumaktir. Siddetli veya uzun streli
mineral eksikligi meydana geldigi takdirde metabolik olarak aktif hale
gelebilmektedir.

Kortikal kemik, iskelet sisteminin %80-90'niniI olusturur ve kalsifiye olmus
durumdadir (Sekil 2.1). Kemigin dizgin ve glcli dis ylzeyini olusturmaktadir.
Genel olarak yapisal btlinligu olusturmanin yaninda yapisinda bulunan kavite
icerisinde kemik iligi ve trabekller kemigi icermektedir. Dis periosteal ylizey
ile ic endosteal ylizeye sahiptir. Kan damarlari, sinir lifleri, kemik hucreleri
(osteoblastlar ve osteoklastlar) kortikal kemikte kemik olusumunu koruyarak
bluylume/kirik onariminda oldukga énemli rol oynamaktadir.

Hematolojik ve osteoblastik prekirsorler bakimindan oldukga zengin olan
trabekiler kemik, kortikal kemige ic destek saglamanin yaninda kemik iligi
elementlerine cati olusturmaktadir. Trabekiller kemigin %15-25'i kalsifiye
durumdadir ve genellikle uzun kemiklerin distal ucglar ile i¢ kisimlarinda,
vertebra korpuslarinda, pelvis ve diz kemiklerin i¢c boélgelerinde
bulunmaktadir. Kortikal kemige gore metabolik olarak daha aktif olan
trabekiller kemik, mekanik destek saglamanin yaninda mineral eksikligi
meydana geldigi durumlarda ilk kaynagi olusturmaktadir (Baron, 1996;
Stevenson & Marsh, 2007; Hsu vd., 2013) (Sekil 2.1).

Osteon

Periosteal Ylzey

Kortikal Kemik

Endosteal Ylzey

Kan Damarlan ve Sinirler

Trabekiiler Kemik

Kemik iligi

Sekil 2.1 Kortikal ve Trabekiiler Kemik Yapisi (Russell & Espina, 2006)



2.3 - Kemik Hiicreleri
2.3.1 - Osteoblast Hiicreleri

Osteoblast hicreleri, kemik dis ylzeyinde yer alan ve kemik matriks
organik bilesen sentezini saglayan kemik hicreleridir. Yaygin olarak
periosteum, endosteum ve kemik iligi stromasinda yer almaktadir.
Multipotansiyel mezenkimal hicrelerden kdkenlenen osteoprogenitdr
hicrelerden olusmaktadir. Osteoblast hucrelerinin komsu hlcreleriyle
temaslarini saglayan sitoplazmik uzantilari bulunmaktadir.

Organik matriks sekresyonu, kalsifiye olmus kemik matriksi ile temas
halinde olan osteoblast hucreleri tarafindan gergeklesmektedir. Bu esnada,
osteoblastlar en dlsik seviyede protein sentezi gergeklestirmektedir. Kemik
organik matriks bilesenlerinden olan tip 1 kollajen, proteoglikan ve glikoprotein
sentezinden osteoblast hicreleri sorumludur. Osteoblast hicreleri, kemik
yuzeyinde epitel hicrelerine benzer sekilde, yan yana konumlanirlar. Matriks
sentezi gerceklestirdikleri esnada kibik sekilden prizmaya donuslrler. Sentez
faaliyetleri azaldiginda ise vyassilasirlar ve bazofilik 6zelliklerinde azalma
meydana gelir (Sekil 2). Osteoblast farklilasmasi ve fonksiyonlarinin
dizenlenmesi ile ilgili yapilan arastirmalar sonucunda, osteokalsinin hicresel
tek 6zel organik matriks proteini oldugu belirlenmistir (Karsenty, 1999).

Osteoblast hicrelerinin  farklilasma evreleri incelendiginde, pre-
osteoblast, olgun osteoblast, osteosit ve kemik astar hiicreleri olarak dort farkh
olgunlasma basamadgi oldudgu belirlenmistir. Osteoblast hicreleri vyeni
sentezlenmis matrikse gomiuldiginde osteosit hiicrelerine donidsmektedir.
Eriskin osteoblast hlicrelerinin %10-20'si kalsifiye olmamis matrikse salinarak
osteosit hlcrelerini meydana getirir (Van der Plas, Aarden vd., 1994). Osteosit
hlcreleri ve sitoplazmik uzantilarinin gevresinde matriksin kalsifiye olmasi ile
birlikte lakiina ve kanalcik yapilar belirgin hale gelir. Osteoblast hicreleri
kutuplagsmis hucrelerdir. Matriks sekresyonu, kemik matriksiyle temas
halindeki osteoblast ylizeylerinden gerceklesmektedir. Boéylelikle osteoblast
hiicreleriyle daha o6nce olusmus kemik matriksi arasinda osteoid olarak
adlandirilan kalsifiye olmamis matriks meydana gelir. Bu olaya kemik
apozisyonu denir ve kalsiyum tuzlarinin ¢dékmesi ile kalsifikasyon sireci
tamamlanir (Buser, Broggini vd., 2004). Osteblast hicreleri, cevre
osteoblastlarla ve osteositlerle gap junctionlar aracilligiyla badlanti
kurmaktadir. Ekstrasellliler matriks olusturabilen “kemik astar hicreleri”
osteoblast hlcreleri, yassi ve dormant hicrelerdir. Osteoprogenitdr hicreler
ile benzer yapiya sahip olmalarina ragmen, bolinebilme yetenekleri yoktur;
uygun aktivatorlerle aktif osteoblast hicrelerine donlusebilmektedir.



Ekstraselliler matriks kalsifikasyonu, osteoblastlardan tlirevlenen matriks
vezikllleri araciigiyla gergeklesmektedir (Karsenty, 1999; Anderson,
Garimella vd., 2005). Tip I kollajen, kemik spesifik alkalen fosfataz (bALP-bone
specific alkaline phosphatase), reseptor aktivatér NFkB ligand (RANKL-
receptor activator of nuclear factor-kappa B (NF-kB) ligand), proteoglikanlar
ve sitokinler osteoblastlar tarafindan (Uretilerek ekstraselliler matrikste
birikmektedir. Osteoblast hiicre membrani bALP bakimindan zengindir ve aktif
kemik olusumu sirasinda osteoblastlardan ALP salinimi artarak kandaki
seviyesinin ylkselmesine sebep olmaktadir.

Osteoblast hticreleri, ylzey reseptorleriyle paratiroid hormon (PTH), 1,25-
dihidroksivitamin-D3 (1,25(0H)2D vitamini) ve sitokinler de dahil olmak tzere
parakrin ve endokrin uyaranlara cevap olusturmaktadir. Bdylelikle kemik
matriks olusumu ve osteoklast farklilasmasinin dizenlemesinde rol
oynamaktadir (Fu, Jilka vd., 2002; Palmqvist, Persson vd., 2002). Ozellikle
PTH, reseptor araciligiyla kemik rezorpsiyonunun hormonal regilasyonunda
etkilidir (Sweeney, Opperman vd., 1995). Ayni zamanda osteoblast htcreleri,
Ostrojen, androjen, progestin, glukokortikoid, prostanoid, IGF-1, IGF-2, TGF-
a, TNF-B, IL-1, IL-3, IL-4, IL-8, IL-11 ve endotelin faktorlerine cevap
olusturmaktadir. Sonug¢ olarak hormonlar, blylme faktorleri ve diger
uyaranlar kemik dokusuna osteoblastlar araciligiyla etki etmektedir (Harada &
Rodan 2003).

2.3.2 - Osteosit Hiicreleri

Osteosit hicreleri, osteoblast hucrelerinden kdkenlenen ve lakina olarak
adlandirilan kalsifiye olmus kemik matriks icerisinde bulunan olgun kemik
hlicreleridir. Her laklna igerisinde sadece bir osteosit hiicresi bulunmaktadir.
Yetiskin iskelet sisteminde bulunan kemik htcrelerinin %90‘Indan fazlasini
olusturmaktadir.

Osteosit hicrelerinin  sitoplazmik uzantilari ince, silindirik matriks
kanalciklariyla sarilmistir (Downey & Siegel 2006; Kini & Nandeesh 2012)
(Sekil 2). LaklUna igerisinde bulunan osteosit hicre gdévdeleri, sitoplazmik
uzantilar araciidiyla kendi aralarinda (kanalikll) ve Havers kanallarinda yer
alan hucreler ile iletisim kurmaktadir. Bu sistem ile besin ve artik madde
gecisine ek olarak ekstrasellller matriks icerisinde molekil alisverisi yaparak
iyon dengesini saglamaktadir. Osteosit hicreleri, lakinalarin sekline uyum
saglamistir; nikleuslari yassilasmistir ve sitoplazmalarinda grandlli
endoplazmik retikulum miktar oldukca dusuktlr; golgi kompleks yapilari az
gelismistir. Osteosit hucreleri, inaktif hicreler gibi gérinmelerine ragmen,
kemik onarimi ve yeniden yapilanmasi igin gerekli olan birgok mediyatérin
serbestlenmesinde (cAMP, osteokalsin, IGF gibi) rol oynarlar. Osteosit
hicreleri, kemik matriksinin devamlihdi igin aktif rol oynamaktadir. Osteosit
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sayisl (yogunlugu) hem kortikal hem de trabekiler kemigin kitlesini belirler.
Yaslanma ile osteosit sayisi azaldikca kemik kutlesi azalir ve mikro kiriklarin
onarilamamasi nedeniyle kemik kalitesi bozulur (Clarke, 2008).

Iskelet gelisimi esnasinda kemikte, osteoblast, osteosit ve osteoklast
hlicreleri birlikte rol alir ve bu stirec “*modelling” (yapillanma-sekillenme) olarak
tanimlanir. Eriskin bireylerde, mekanik ylik veya tramvaya bagh olarak kemik
dokularinin yeniden olusturularak sekillenmesi “remodelling” (yeniden
yapillanma-yeniden sekillenme) olarak tanimlanmaktadir. Kemik yeniden
sekillenme slrecinde osteoblast kemik sentezi ile osteoklastik rezorpsiyon
aktivitesi daha ylksek olmasina ragmen aralarindaki kesin iliski henliz ortaya
konamamistir. Yapilan bazi arastirmalarda, osteosit hicrelerinin  kemik
yeniden vyapilanmasi slrecinde kritik role sahip oldugu belirlenmistir
(Nakashima, Hayashi vd., 2011, Atkins & Findlay 2012). Osteoblastlar ayni
zamanda makrofaj koloni-stimule edici faktér (M-CSF), RANKL, kalsitonin ve
osteoprotegerin (OPG) gibi faktorler salgilayarak osteoklast farklilasmasinda
da rol oynamaktadir.

2.3.3 — Osteoklast Hiicreleri

Osteoklast hicreleri, oldukga buyuk ve ileri derecede dallanmis, hareket
edebilme yetenedine sahip kemik dokusuna spesifik hicrelerdir (Novack &
Faccio, 2011). Hlcre gbévdesinin genis bodlgesinde oldukca fazla miktarda
(yaklasik 5-50) nukleus bulunmaktadir (Sekil 2.2). Osteoklast hicreleri, kanda
bulunan monositik makrofaj hicrelerinin flizyonu ile olusmaktadir. Sitoplazmik
icerikleri genellikle asidofiliktir. Aktiflesen hicrelerde kemik matriksine bakan
ylzeylerde aktin filament bakimindan zengin fircamsi yapilar olusmaktadir. Bu
fircamsi ylzeyler, “podosom” veya “ruffled border” olarak adlandirilir. Bu bdlge
osteoklast hicrelerinin kemik matriksine tutunmasini saglamakla birlikte
rezorpsiyon boélgesini olusturmaktadir. Trabekller kemiklerin ylizeyinde ve
Howskip lakinasinda bulunan osteoklastlar, kemik blytmesi, kirik onarimi,
kalsiyum dengesinin saglanmasi asamasinda oldukca 6nemli rol oynamaktadir
(Mentaverri, Kamel vd., 2003).

Osteoklast hucrelerinde c¢ok sayida lizozom, grandlli endoplazmik
retikulum, mitokondri ve golgi kompleksi bulunmaktadir. Osteoklast hicreleri,
kemik matriksinde asidik ortam saglayan kollajenaz ve cgesitli proteolitik
enzimleri serbestlemektedir (Bekker & Gay, 1990). Kemik rezorpsiyonu;
osteoklast migrasyonu ve tutunmasi, membran polarizasyonu, hidroksiapatit
kristalinin c6ziinmesi, organik matriks degredasyonu, 6lG doku uzaklastirilmasi
ve hilcresel inaktivasyon ve apoptoz asamalarindan olusmaktadir. Bdylelikle
kalsifiye durumdaki kemidi parcalayarak kemik rezorpsiyonuna neden
olmaktadir.



Osteoblast Osteoklast

- Mezenkimal kék hiicrelerden - Monosit/makrofaj hlcrelerden
kdkenlenmistir. kékenlenmistir.
- ALP, Tip I Kollajen ve osteokalsin - TRAP, Katepsin K ve Vitronektin K
gibi gesitli proteinler sentezler. ekspresyonu gergelesir.
- Yeni kemik matriksi sentezler. - Kemik matriksi ve mineralleri degrede eder.
Osteosit

- Hicresel bag ve gap junction icerirler.

- Mekanik uyari sisteminde rol oynarlar (mekanosensor).

- Ostrojen, glutamat, prostasiklin araciigiyla uyarilabilirler.
- Apoptozlan kemik kiriklarinda énemli rol oynar.

Sekil 2.2 Kemik Hucreleri (Kini & Nandeesh, 2012)
2.4 - Kemik Matriksi

Olgun, kalsifiye olmus kemigin %93’l organik (%22) ve inorganik (%69)
bilesenlerden (solid materyal), %?7'si sudan meydana gelmektedir (Kini &
Nandeesh, 2012).

Kemik inorganik komponentlerinin %90’k béliminden fazlasi kalsiyum
ve fosfattan meydana gelen hidroksiapatit kristallerinden; %10’luk bdlimu ise
karbonat, sitrat, magnezyum, sodyum, flor ve stronsiyum olusturmaktadir
(Baron, 1996; Kutlu & Odabasi, 2004; Downey & Siegel, 2006). Hidroksiapatit
kristalleri (Ca10(PO4)s(OH)2), saglikli yetiskin bireyin kemik hacminin yaklasik
yarisini ve kultlenin yaklasik dortte birini olusturan kemik ana mineral
bilesenidir. Bu kristaller, elektron mikroskobi calismalarinda kemik kollajen
fibriller boyunca ve yakin olarak konumlandigi belirlenmistir.

Kemik matriksi, kollajen, kollajen olmayan fosfoproteinler ve
proteoglikanlar gibi proteinlerden icermektedir. Matriks icerik oranlari, kalsifiye
dokunun yenilenme ve yeniden sekillenme yetenedini belirlemektedir. Kemikte
en fazla bulunan protein, kemigin primer iskeletini olusturan tip I kollajendir
ve organik matriksin yaklasik %90'n1 olusturmaktadir. Ekstrasellller matriksin
%?22'lik bélumidnU olusturan organik bilesenlerin %90'niI tip I kollajen ve
%10'nu kollajen olmayan yapisal proteinlerden meydana gelmektedir. Tip I
kollajen  onculleri  (pre-tip I  kollajen), osteoblastlar tarafindan
sentezlenmektedir (Brodsky & Persikov, 2005). Tip I kollajen, kemik matriksi
boyunca duzenli olarak yerlesmistir ve hidroksiapatit kristalleri aralarina
konumlanmaktadir. Kemik dokusunun sertligi ve saglamlidi, hidroksiapatit



kristalleriyle tip I kollajen kompozisyona baghdir (Kini & Nandeesh, 2012;
Morgan, Barnes vd., 2013).

Yapisal proteinler olan sitokinler, osteopontin, osteokalsin, osteonektin,
kemik sialoprotein, proteoglikan gibi ekstraselliler matriks proteinleri,
fosfoproteinler ve fosfolipidler kemik metabolizmasinda oldukca énemli rol
oynayan buyume faktdérlerinden olusmaktadir (Olszta, Cheng vd., 2007; Kini
& Nandeesh, 2012; Ralston, 2017). Osteokalsin ve proteoglikanlar, osteoblast
hicreleri tarafindan Uretilen kemik matriksinde en yuksek miktarda bulunan
organik matriks mekanik ve biyokimyasal indikatéri molekdllerdir. Kemikte
bulunan ana (glikozillenmis protein, kemik mineralizasyonunda heniz
kesinlesmemis bir rol oynayan alkalin fosfatazdir (Whyte, Landt vd., 1995).

Kemik dahil olmak Uzere gesitli dokularda eksprese olan kollajen yapida
olmayan 7 adet protein tanimlanmistir;

-Alkalen Fosfataz: Osteoprogenitér hlcrelerin migrasyon, adezyon ve
farklilasmasinda rol alan bir metalloenzimdir. Ayni zamanda, ekstrasellller
matriks mineralizasyonunda énemli dizenleyici faktordar.

- Osteopontin: Fosforillenmis bir glikoprotein olan osteopontin, kalsiyum
baglama 6zelligine sahiptir ve osteoklast aktivasyonu ile ekstraselliiler matriks
dizenlenmesinde rol almaktadir.

- Osteonektin: Fosforile glikoprotein olan osteonektin, kalsiyum ve tip I
kollajen baglama 06zelligine sahiptir. Kalsiyum dongisi, kemik yeniden
sekillenmesi ve mineralizasyonun regllasyonunda rol oynamaktadir.

-Kemik Sialoprotein: Yapisal olarak osteopontine benzemesine ragmen,
osteoblastlara ek olarak, osteosit ve  hipertrofik kondrositlerden
serbestlenmektedir. Fonksiyonu hakkinda net kavramlar yer almamaktadir.

- Osteokalsin: Kemik Gla proteini olarak da bilinen mineral baglayici
protein, vitamin K bagimh proteindir. Olgun ve post-mitotik osteoblastlardan
salinmaktadir. Kalsiyum ve diger minerallere karsi afinitesi oldukga yuksek
oldugundan dolaylr kemik mineralizasyonu ve kemik doéngisiinde oldukca
onemli rol oynamaktadir.

-Proteoglikanlar: Ektraselliler matriks yapisinda yuksek miktarda
bulunan proteoglikanlar, matriks dliizenlenmesinde ve organizasyonunda rol
oynamaktadir. Biglikan, en fazla Uretilen proteoglikandir. Biglikan dusuk
konsantrasyonlarda hidroksiapatit destekleyicidir ve yuksek
konsantrasyonlarda hidroksiapatit inhibitéradar.

2.5 - Kemik Fizyolojisi

Vicudun mineral deposu olan kemik, kalsiyumun 9%99'unu, fosfatin
%85’'ini ve magnezyumun %50’sini depolamaktadir (Downey & Siegel, 2006).
Kemik tip I kollajen, mineralize olabilmektedir. Ayni zamanda, sitokinler,
osteonektin, osteokalsin, osteopontin, kemik sialoproteini, proteoglikanlar,
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fosfoproteinler ve fosfolipidler kemik fizyolojisi icin oldukgca 6nem tasimaktadir
(Clarke, 2008).

Kemik fizyolojisinin, olusumunun ve bitdnliginin korunmasinda kemik
yapllanmasi/yeniden yapilanmasinda o6énemli rol oynamaktadir. Kemik
yapilanmasi, iskeletin biylimesine neden olurken, kemik yeniden yapilanmasi
eriskinlerde saglikli kemigin korunmasindan sorumludur (Teti, 2011).

2.5.1 - Kemik Yeniden Yapilanmasi ve Yapilanmasi (Bone Remodeling-
Bone Modelling)

Kemik dokusu, kendi icerisinde yeniden yapillanma yetenegine sahip
biyolojik olarak aktif bir dokudur. Kemikte devamli osteoklast hlicrelerinin
aktivite gosterdigi rezorpsiyon alanlari ve osteoblast hiicrelerinin kemik
dokusunu tekrar yapilandirdigi “yeniden yapilanma” (bone remodelling)
surecini yasamaktadir (Datta, Ng vd., 2008). Kemik matriksi icerisinde yer
alan osteosit hicreleri veya farklilasmis osteoblast hlcreleri kemik ylzeyine
dogru osteoklast hicrelerinin hareket etmesine saglayan mediyatorler
salgilarlar. Kemik vyapilanmasi, kemik ylzeyinde meydana gelmektedir.
Osteoklast hucreleri kemik rezorpsiyonu asamasinda oldukca énemli role
sahiptir. Rezorpsiyon yaklasik 10 gin sirmektedir. Rezorpsiyon asamasinin
ardindan osteoblast hicreleri rezorpsiyon cukurunu doldurarak yeni kemik
veya osteoid olustururlar. Kemik olusumu yaklasik 3-4 ay slrer; osteoid
mineralizasyonu 3 ay boyunca devam eder. Erigkin bireylerde ise kemik
yapilanma ddngulsu 4-6 ay surmektedir (Datta, Ng vd., 2008).

Kemik yapilanmasi kemik blUyimesi ve sekillenmesi sureglerini igerir.
Insanlarda ve hayvanlarda dogumun ilk iki yilinda, biyime plakalarn acik
kaldigindan dolayi olusmaktadir. Yetiskin iskeletinde biyomekanik strese cevap
olarak ortaya cikar ve yasa bagl olarak azalmaktadir. Yapilanma, hasar (kirik)
iyilesme surecinin parcasi olarak da gerceklesmektedir. Kemik yapilanma
sureci hem kemik olusumu hem de rezorpsiyonu icermektedir.

Kemik doéngulsul, osteoblast ve osteoklast hicrelerinin birlikte aktiviteleri
sonucunda ortaya c¢ikan yikim ve onarim déngusudir. Bu dénglnidn amaci,
mikrohasarlar gidermek, kemik seklini ve yogunlugunu korumak ve disaridan
gelen streslere karsi adaptasyonunu saglamaktir (Mundlos, Otto vd., 1997).
Kemik dokusunun yeniden yapilanmasi, osteoklast hiicrelerinin yash kemik
dokusunu yikima ugratmasi ile baslamaktadir. Ardindan osteoblast hicreleri
mineralize olmamis kemik dokusunu (osteoid) depolanmasini ve organik
ekstraselliler matriks mineralizasyonunu gercgeklestirir (Duque & Troen,
2008). Rezorpsiyon stimulatoérlerinin osteoblastlardan tireviendigi
dusunulmektedir. Osteoblast hucreleri, ic ve dis uyaranlara cevap olarak,
osteoklastogenez icin oldukca dnemli olan M-CSF ve RANKL Uretebilmektedir
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(Duque & Troen 2008). Ayni zamanda osteoblastlardan tirevlenen kemik
yuzeysel hicreleri, PTH gibi kemik rezorpsiyonunda édnemli rol oynayan hicre
yuzey reseptorlerine sahiptir.

2.6 - Osteoporoz

Osteoporoz, kemik glclinde azalma sonucunda kirilma riskinde artisa
neden olan, distuk kemik kitlesi, kemik mikro yapisinda, kemik kalitesinde
bozulma ve iskelet kirilganliginda artis ile karakterize edilen iskelet sistemi
sistemik hastalididir (Gaur, Lengner vd., 2005). Gelisen teknoloji ile birlikte
daha 6ncede kirik olusumu gbézlenene kadar tani konamazken guntumuzde
osteoporoz 6nlenebilir ve erken tedavi edilebilir hale gelmistir.

Yasam kalitesini dlstren osteoporoz, kemik yogunlugunu dusirerek
kemik kalitesini disirmektedir. Kemik yodunlugu, kemik birim alandaki (veya
bir gram kemikteki) mineral miktarini belirtmektedir. Kemik kalitesi, kemik
mimari yapisini tanimlamaktadir (Gass & Dawson-Hughes, 2006). Dilinya
Saglk Orgiti, genc-eriskin popilasyonun Kemik Mineral Yogunlugu (KMY)
Olgim verilerine goére T-skor elde edilerek dlslik kemik kitlesi ve osteoporoz
tane esikleri belirlenmistir (Tabatabaei-Malazy, Salari vd., 2017). Geng eriskin
bir bireye gore KMY ve kemik mineral icerigi 1 SD altinda olmasi “Normal”
olarak degerlendirilmektedir. BMD dederinin geng eriskin bireye gore -1,0 ile -
2,5 SD arasinda olmasi “Osteopeni” olarak; -2,5 SD’dan fazla olmasi
“Osteoporoz” olarak tanimlanmistir. -2,5 SD’dan fazla olmasi ve ek olarak bir
veya daha fazla kirik bulunmasi ise “Yerlesmis Osteoporoz” olarak bildirilmistir
(Kanis, 1994).

Osteoporoz en yaygin kemik bozuklugudur. Epidemiyolojik arastirmalar,
iki kadindan birinin 50 yasin Ustiinde, besinde birinde kiriga neden oldugunu
gostermektedir (Lewiecki, Rudolph vd., 2006). Kadinlarda, menopoz
déneminde dstrojen kaybi, kemik kaybina yol acan dnemli faktorler arasinda
yer almaktadir. Erkeklerdeki nedenler, cinsiyet hormonlarinin
biyoyararlaniminin azalmasi, 6rnegin testosteron seviyelerinin azalmasi ve
aromatizasyon yoluyla Ostrojenlere donustirilme hatali  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, her iki cinsiyette de bircok faktor katkida
bulunmaktadir (Russell, Espina vd., 2006).

2.7 - Osteoporoz ve D Vitamini

D vitamininin, aktif formu 1,25-dihidroksivitamin D (1,25(0OH)2D), bircok
etkiye sahip olmasina ragmen en blylk etkisi kemik metabolizmasi ve mineral
homeostazi Gzerinedir. D vitamini, badirsaklardan kalsiyum ve fosfat emilimini
arttirarak serumdaki seviyesinin ve kemik mineralizasyonunun korunmasina
olanak saglamaktadir. PTH sentezini ve salgilanmasini inhibe ederek kemik
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dénglsunu baskilamaktadir (Stroud, Stilgoe vd., 2008). D vitamini ve kemik
mineralizasyonu arasinda dogrudan bir baglanti bulunmamasina ragmen,
kemik mineralizasyonunda azalmaya bagh olmasindan dolayl vitamin
yetersizligi cocukluk caginda rasitizme neden olmaktadir. Serum kalsiyum ve
fosfor seviyeleri mineralizasyonu desteklemek igin yetersiz olmasina karsin
diyetle alinan D vitamini dengenin korunmasini saglamaktadir (Pike &
Christakos, 2017).

D vitamini, kemik mineral metabolizmasinda oldukca édnemli rol oynayan,
yadda eriyebilen vitamindir (Kochupillai, 2008). Steroid hormon aktivitesine
benzer sekilde nikleer reseptorler aracilidi ile gérev yaptigi igin “sterol tirevi”
olarak adlandiriimaktadir. Biyolojik olarak aktif olmayan iki formu
bulunmaktadir; D> formu (ergokalsiferol) bitkisel kékenlidir ve ergosterolden
tirevlenirken D3 (kolekalsiferol) hayvansal gidalarda bulunmakla birlikte
blylk cogunlukla deride sentezlenmektedir. Dolasimda total D vitamininin (D2
ve D3 vitamini olarak) yaklasik %1-3'G serbest olarak bulunmaktadir. D
vitamini, tim formlari serumda VDBP (D vitamini Baglayici Protein) ile
tasinmaktadir.

Ds vitamini cogunlukla, kolesterol tirevi olan 7-dehidrokolesteroliin (pro-
vitamin D3) glines isigindaki UVB radyasyonun 290-310 nm dalga boyu
araliginda ciltten sentezlenmektedir. Daha sonra vicut isisi ile D3 vitamini
sentezlenmektedir (Holick, 2007). D3 vitamini karacigerde 25-hidroksilaz ve
daha sonra bdbreklerde 1-hidroksilaz ile metabolize olur. D, formu da benzer
sekilde metabolize edilir. Metabolik olarak aktif 1,25(0H)2D tarafindan aktive
edilen VDR (Vitamin D Reseptori)’ nin etki ettigi dort onemli fizyolojik sistem
bulunmaktadir; (i) badisiklik sistemi (dodgal ve uyarlanabilir); (ii)
kardiyovaskller sistem; (iii) kas; (iv) pankreas ve metabolik homeostaz
(Norman & Bouillon, 2010).

Vicutta birgok dokuda VDR bulunmaktadir. NUkleer hormon reseptér
ailesinin Gyesi olan VDR, vitaminin hormonal etkisinin dizenlenmesinde rol
oynamaktadir. D vitamini, VDR ile vicutta sentezlenebildiginden dolayi
“hormon” olarak da nitelendirilmektedir. Osteoblast VDR ekspresyonu
1,25(0OH)2D vitamini ve PTH, glukokortikoidler, TGF-B ve EGF tarafindan
dizenlenmektedir (Pols, Birkenhager vd., 1988; Pols, Van Leeuwen vd., 1988,
Reinhardt & Horst, 1990; Van Leeuwen, Pols vd., 1991; Godschalk, Levy vd.,
1992; Van Leeuwen, Birkenhager vd., 1992; Van Leeuwen, Birkenhager vd.,
1992). Osteoblast hiicrelerinde VDR, 1,25(0H).D aracihdiyla hiicre biylimesini
ve farkhlasmasini dogrudan reglile etmektedir. Ayni zamanda, osteoid
mineralizasyonunu arttinr ve olgun osteoklastlar tarafindan kemik
rezorpsiyonuna neden olabilmektedir. Fakat meydana gelen bu etki dolayh
olarak osteoblastlara intraselltler alimi ile aktivitesini ve monositik dncullerin
osteoklastlara kaynasmasini gerektirmektedir. D vitamini, ayni zamanda
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osteokalsin gibi, cesitli kemik protein ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Osteokalsinin transkripsiyonunu destekler. Tip I kollajen ve ALP
gen transkripsiyonu Uzerinde cift yonlU etki gdsterir. 1,25(0OH)2D vitamininin
biyolojik eylemlerine VDR aracilik eder ve kalsiyum homeostazi, hicresel
farkhlasma ve bagdisiklik fonksiyonunun diizenlenmesini igerir.

1,25(0OH)2D -reseptdr etkilesimi gerceklestikten sonra, 1,25(0H).D hedef
hicre membranini katederek ilgili nlkleer reseptdrle etkilesime gecer ve
retinoik asit X reseptori ile baglanir. Nikleusta “1,25(0OH)2D-VDR- retinoik asit
X reseptorii” kompleksi olusur ve kromatine baglanarak hedef dokuda cevap
olusmasini saglar (Issa, Leong vd., 1998; Jones, Strugnell vd., 1998).
1,25(0H)2D 'nin  kemik olusum mekanizmasinda bdbrekte kalsiyum
homeostazini saglayarak dolayli olarak veya osteoblast VDR araciligiyla direkt
olarak gerceklesmektedir. Yapilan c¢alismalarda 1,25(OH);D'in insan
osteoblastlarinda kemik olusumu ve mineralizasyonu stimile ettigi ve insan
mezensimal kok/stromal hiicrelerden osteojenik farkhlasmayr uyardidi
belirlenmistir (Ueno, Katayama vd., 1992; Prince, Banerjee vd., 2001;
Jorgensen, Henriksen vd., 2004; van Driel, Koedam vd., 2006; van Driel,
Koedam vd., 2006; Zhou, Glowacki vd., 2012; Woeckel, Van der Eerden vd.,
2013). 1,25(0OH)2D, mineralizasyon slirecine dolayl olarak etki etmektedir;
ekstrasellliler matriksi mineralizasyonun hazirlanmasini saglar. Bu asamada,
ekstraselliler matriks proteinlerinden osteoblast farklilasma belirteci ALP
aktivitesinin, 1,25(0H);D tarafindan indlklendigi belirlenmistir (Anderson,
1995; Woeckel, Alves vd., 2010; Woeckel, Van der Eerden vd., 2013). Ayni
zamanda 1,25(0H).D, mineralizasyonu inhibe ettigi gosterilen osteopontini
arttirmaktadir (Staal, Van Wijnen vd., 1996). Ayrica gesitli blUyume faktorleri,
sitokinler veya sinyal molekdlleri varligi veya yoklugu da 1,25(0H).D etkisini
sinirlayabilmektedir.

2.8 — Osteoporoz ve Hormonlar

Bireyler erigkinlik doneminde doruk kemik kitlesine ulasirken yasla birle
her iki cinsiyette de azalma olusur (Sekil 2.3). Postmenopozal kadinlarda
osteoporoz gelisme riski daha yuksektir ve kadinlarda osteoporoz prevalansi,
yumurtalik fonksiyonu kaybolduktan sonra postmenopozal poptllasyonlarda
onemli dlgide artmaktadir ve postmenopozal dénem boyunca yasla birlikte
artmaya devam etmektedir. Ostrojen ve androjen, yasam boyunca kemik
saghginin korunmasinda; kemik blylimesinde ve pik kemik kutlesinin
olusmasinda dnemli rol oynamaktadir. Seks streoidleri olarak da tanimlanan
Ostrojen ve androjen kemik yeniden yapilanmasini azaltarak kemik kaybina
karsi dokuyu korumaktadir. Ayni zamanda, vyetiskinlik déneminde kemik
homeostazi, dayaniklihgi  ve  bitanliginin  korunmasina  katkida
bulunmaktadir. Volumetrik kemik mineral yogunlugunun geng eriskin erkekler
ve kadinlarda ¢ok benzer olmasina ragmen erkeklerin daha blyuk kemik
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boyutuna sahip olmasi; kadinlarin kismen daha kirilgan olmasi hormonlarin
kemik Uzerine olan etkilerini agiklamaktadir. Erkeklerde, 6strojen eksikligi
yetiskinlik déneminde gelisme ve homeostaz sirasinda iskelet gelisimini
olumsuz sekilde etkiler ve her iki cinsiyette de osteoporoz gelisimine katkida
bulunur.
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Sekil 2.3. Optimal Ve Suboptimal Yasam Tarzi Davranislan Ile Yasam Boyu Kemik Kitlesi
(Janz and Francis 2015).

2.8.1 - Osteoporoz ve Ostrojen

Ostrojen, kalsitonin, PTH ve D vitamini lzerindeki etkileri dahil olmak
uzere, kemik metabolizmasi lzerinde karmasik etkileri bulunan hormonlardir.
Ostrojen, osteoklast apoptozunu arttirarak, osteoklast formasyonunu azaltir
ve kemik rezorpsiyonunu oOnler (Khalid & Krum, 2016). Ayni zamanda
endojenik 06strojen Uretiminin azalmasi kemik dokusunda osteoklastik
aktiviteyi  arttirarak  kemik yikimina  sebep olmaktadir. Kemik
metabolizmasinda direkt etkiye sahip olan testesteronun vicutta eksik
olmasinin da osteoporoza neden olabilecegi belirlenmistir (Manolagas,
Kousteni vd., 2002).

Ostrojen, her iki cinsiyette biiyiime plakalarinin normal olarak kapanmasi
icin gereklidir. Bu nedenle erkeklerdeki 6strojen direnci ve aromataz eksikligi,
normal veya ylksek testosteron konsantrasyonlarina ragmen gecikmis kemik
yasl ve boy uzatma ile iligkilidir (Smith, Boyd vd., 1994; Morishima, Grumbach
vd., 1997).

Diger yaslanma dokularinda oldugu gibi, oksidatif stres, azalan otofaji,

hicre yaslanmasi, inflamasyon, endoplazmik retikulum stresi, uzamis
katlanmamis protein yaniti gibi kemik icin yasa bagh mekanizmalar,
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osteoporoz gelisiminde baslica rol oynamaktadir (Manolagas, 2011; Onal,
Piemontese vd., 2013). Yumurtaliklar, testisler ve adrenallerde yasa bagl
degisiklikler ile yasla birlikte blylme faktori dizeylerinin dismesine neden
olur. Menopoz déneminde 06strojen seviyesinin belirgin bir sekilde dismesi,
kadin iskeletinin yasa bagl olarak gelismesini hizlandirir ve kemik kitlesi,
mimari butlinlik ve glg¢ kaybina katkida bulunur. Androjen seviyesinde
meydana gelen yavas azalma, geg¢ baslangiglh hipogonadizm gibi yaslh
erkeklerde osteoporoz gelisimine katkida bulunabilir. Bununla birlikte,
androjenler yasl erkeklerde kemik sagliginin korunmasi igin dstrojenlerden
daha az dnemli olabilir.

Ostrojenlerin ve androjenlerin kemik tizerindeki etkileri ligandlarin klasik
ntkleer hormon reseptorlerine-o6strojen reseptdéri (ER) a ve B'ya ve androjen
reseptoriine (AR) badglanmasindan kaynaklanir (Manolagas, O'brien vd.,
2013). Ligandin ilgili reseptére baglanmasi, ligand ile aktive olan reseptér
proteininin  DNA veya didger transkripsiyon faktorleri ile dogrudan
etkilesimlerinden kaynaklanan hedef genlerin transkripsiyonunu uyarir.
Reseptoriine badglanan hormon, plazma =zarinda lokalize olan, siklik
nlkleotidlerin, kalsiyum akisini ve sitoplazmik kinazlarin tretimini tetikleyerek
sitoplazmada sinyal iletim yollarini aktive eder. Kinaz aktivasyonu, cinsiyet
steroidlerinin gen dulzenleyici etkilerine aracilik eden transkripsiyon
faktdrlerinin fosforilasyonuna neden olur (Rai, Frolova vd., 2005). Yapilan
calismalarda Ostrojen veya androjen vyetersizligiyle iliskili artmis kemik
rezorpsiyonundaki oksidatif stresin etkili olabilecedi belirlenmistir (Manolagas,
2011).

Insanlarda yasamin Gclincii on vyili boyunca pik kemik kitlesine
ulasilmasinin hemen ardindan, kemik olusumu ile kemik rezorpsiyonu
arasindaki denge hem kadinlarda hem de erkeklerde kademeli olarak azalmaya
baslar (Sekil 2.3). Bu degisiklik, cinsel steroid dizeylerindeki herhangi bir
degisiklikten o6nce ve bagimsiz olarak baslamaktadir. Bununla birlikte,
menopozda, trabekller kemik kaybir hizlanir, bu da tim trabekdillerin
perforasyonuna ve trabekiller arasindaki baglihgin kaybolmasina neden olur.
Kadinlarda kemik kaybi orani, menopozdan sonra bes ila on yil igcinde yavaslar;
erkeklerde ise daha yavas kemik kaybi evresi izler. Bu sonraki evre éncelikle
kortikal kemidi etkiler ve bunun o6nemli bir kismi artmis endokortikal
rezorpsiyon ve intrakortikal gézeneklilikten kaynaklanir. Her iki cinsiyetteki bu
sonraki evredeki histolojik 6zellik isareti, yaslanmanin osteoblastlarin arzinda
bir diislise neden oldugu fikrine uygun olarak, osteoblast sayisindaki ve/veya
islevdeki azalmadir. Seks steroidine yeterli disi ve erkek farelerde insanlara
benzer sekilde, kemik kultlesi ve kuvvette yasa badgl ilerleyici bir disls
yasanmaktadir; yaklasik dort ayliktan baslayarak kemik gtcinin kaybi, kemik
kltlesi kaybindan 6nce gelir (Almeida, Han vd., 2007). Farelerde artan kemik
kltlesi ve dayaniklilik kaybi, gecici olarak artmis oksidatif stresle iliskilidir. En

15



onemlisi ise, oksidatif stresdeki 0zdes degisiklikler, seks steroidleri
kaybedildikten sonra her iki cinsiyet faresinde de keskin bir sekilde tekrarlanir.
Ayrica, cinsel steroid kaybinin fare kemigine etkisi, antioksidanlarin sistemik
olarak uygulanmasiyla veya osteoklast mitokondriyumunda H>O> Uretimini
genetik olarak azaltarak olumsuz etkilenebilir (Almeida, Han vd., 2007; Bartell,
Kim vd., 2014).

Insanlarda kemik kiriklari riski ilerleyen vyasla birlikte, kemik kitle
kaybinin da etkisiyle katlanarak artar. Aslinda ayni BMD igin, kirllma riski 55-
75 yas arasinda alti kat artmaktadir (Hui, Slemenda vd., 1988). Oksidatif
stres, azalan otofaji, hlicre (osteosit) yaslanmasini iceren kemik igin yasa bagli
mekanizmalar, involisyonel osteoporozda basrol oynamaktadir ve
yumurtaliklar ve adrenaller gibi diger organlarin ve dokularin yasla iliskili
degisiklikleri katkida bulunuyor (Manolagas, 2011; Onal, Piemontese vd.,
2013). Osteositlerde meydana gelen apoptoz veya fonksiyon kaybi, osteoblast
fenotipine dogru kusurlu mezenkimal hicre farklilasmasinin, bliyime faktor
Uretiminin azalmasinin, fiziksel aktivitenin azalmasinin ve belki de azalan kas
klUtlesinin, kemik kutlesi ve dayanikhlik azalmasi gibi énemli patogenetik
mekanizmalarin hepsinin devreye girmesine neden olabilmektedir (Manolagas,
O'brien vd., 2013).

Apoptotik veya fonksiyon kaybi olan osteositler, saglikl gevre osteositler
tarafindan osteoklast Gretimi ve sagkalimi igin hiz sinirlayici faktor olan RANKL
salinimini arttinr (O'Brien, 2010). Apoptotik osteositlerin kendileri ve hlicresel
artiklari, ayrica, pro-inflamatuar bagisiklk tepkilerini tetikleyen "tehlike" (veya
hasar) iliskili molekiler olaylari baslatabilir. Buna ek olarak, osteosit
yaslanmasi veya apoptozu, hidroksiapatitin kristal yapisini degistirerek kemik
saglamhgini azaltarak muhtemel mekanizmalari ve kemik damarlanma oranini
dasardar.

2.8.2 - Ostrojen ve Ostrojen Reseptoér

Ostrojen kadinlarda ostrojen veya menstruel déngiiyli kontrol eden,
yumurtaliktan sentezlenen steroid hormondur. Sadece kadin Uremesinde
dedil, ayni zamanda erkek lGremesinde de néroendokrin, iskelet ve bagisiklik
sistemleri dahil olmak Uzere bircok baska sistemde oldukca o6nemlidir.
Ostrojenin bircok fizyolojik slire¢ U(zerindeki etkisi ile birlikte, obezite,
metabolik bozukluk, kanser, osteoporoz, endometriyoz ve fibroidler gibi birgok
farkh hastalikta da rol oynamaktadir (Burns & Korcah, 2012; Deroo & Korach,
2006). Etkisi yaygin olarak, hedef organlardaki nikleer dstrojen reseptoéri
(ER) aracihdiyla gerceklesmektedir.

Ostrojen, kadin cinsel gelisim ve (ireme fizyolojisine roline ilaveten,
kemik hicresi metabolizmasinda 6énemli bir rol oynamaktadir. Ostrojen, bir
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kadinin iskelet sisteminde kemik yogunlugunu korunmasinda ve glclenmesine
katkida bulunur. Ostrojen, kemik yeniden bicim vermeyi ve kemik
rezorpsiyonunu engeller ve kemik olusumunu arttirir. Bunun tersine, menopoz
veya cerrahi ooforektomiden 6tlrid meydana gelen dstrojen kaybi, yeniden
sekillendirme oraninin artmasina ve eski kemik rezorpsiyonu ve olusumu
arasindaki dengeyi bozar. Menopoz sonrasi dénemde kadinlarda &strojen
eksikligi nedeniyle siklikla iskelet bozuklugu rahatsizligi olan osteoporoz
gorilmektedir.

Ostrojen reseptérii, transakripsiyon, DNA ve ligand badlanmasi ile
baglantil spesifik alanlara sahip genis bir nikleer reseptér transkripsiyon
faktdra aile Gyesidir (Pike, Brzozowski vd., 1999). 12 heliks proteinden olusan
ER, hicrenin gekirdeginde yer alan ve ligandla aktive edilmis bir transkripsiyon
regllatort olarak islev goérmektedir. Reseptor, nikleusta bulundugundan
dolayi, sadece hicre zarindan gecebilecek kadar kliclik molekuller tarafindan
etkilenmektedir. ER, vicutta menopoza kars! ilaglarin hedeflendigi ve bazi
kanser tlrlerinin yer aldigi dokularda bulunmaktadir. Yaygin olarak, hipofiz,
meme dokusu, karaciger, uterus, vajina ve kemik dokusunda bulunmaktadir.
Reseptorin yer aldigi doku ve organ reseptorin yanitini etkilemektedir. ER'nin
cevabini etkileyen diger bir faktor, reseptére baglanan éstrojen tartdar.

iki farkh ER bulunmaktadir; ERa ve ERB. ERa ve ERP farkl yanitlar
olusturur ve farklh dokularda bulunmaktadir. Bir ligand, ERa igin bir agonist ve
ERB icin bir antagonist olabilmektedir. ERa, karaciger, rahim, vajina, kemik
dokusu ve meme kanseri timodrlerinde bulunmaktadir. ERa'nin yapisi,
agonistin veya antagonistin kendisine bagli olup olmamasina bagh olarak
degisiklik gostermektedir. ERB, prostat, testis, yumurtallk ve beynin bazi
bdlgelerinde bulunmaktadir.

Bircok calisma ERa ve ERB polimorfizmleri ile osteoporotik risk arasindaki
olasi bir iliskiyi arastirmis olsa da, bu iliski tartismalidir ve daha fazla
arastirmayi gerektirmektedir (Gennari, Merlotti vd., 2005). ERa ve ERp,
klltldre edilmis insan osteoblast hlicrelerinde ve kdlltire edilmeyen osteoblast,
osteoklast ve kemik iligi hiicrelerinde tespit edilmistir (Deroo & Korach, 2006).

Doku dlzeyinde, 6strojen kemik déngusinlU azaltmaktadir; hem direkt
hem de dolayl olarak kemik emilimini inhibe etmektedir. Bir steroid hormon
olan Ostrojen, aromatizasyon vyoluyla androjenik preklrsérlerden
androstenedion ve testosterondan olusmaktadir. Ostrojenden dogal yollarla,
etkisini gdsterebilmek icin 17B-estradiol (estradiol) (Ez), estron (E1) ve estriole
(E3) dénlismektedir (Nelson, 2004).

17B-estradiol, ER icin dodal agonisttir (Sekil 2.4). Estradiol, kolesterolden
sentezlenir ve yumurtaliklar tarafindan salgilanmaktadir. Ureme yolunun
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blylimesini, gelismesini, olgunlagsmasini ve igleyisini, ayrica cinsel
farkhlasmayi ve davranisi etkileyen ana Greme hormonudur (Balthazard, Cornil
vd., 2009). Sadece kadinlarda degil; erkeklerde de bulunur ve testislerinden
salgilanmaktadir. 17B-estradiol kadin seks hormonudur ve (reme
endokrinolojisinde ve biyimede oldukca 6nemlidir. Menopoz ddéneminde
kadinlarda estradiol Uretiminin azalmasina bagl olarak, kemik blyimesi ve
gelisiminde azalma meydana gelmektedir (Raff, Strang vd., 2004).
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Sekil 2.4 Estradiol (17B-estradiol) Yapisi

Estriol, hamilelik sirasinda Uretilen dodal Ostrojen tiridar (Sekil 2.5).
Normal insan fetlisinde Uretilen ana Ostrojendir. Estriolin estradiolden daha
az karsinojenik oldugu distnilmektedir.

Sekil 2.5 Estriol Yapisi

Ostrojenin kemik remodelingi (zerindeki ana etkisi, aktivasyon sikh§ini
azaltmak ve daha sonra osteoklast ve osteoblast sayisini azaltmaktir.
Osteoklastlar Gizerindeki etkileri esas olarak dolayhdir ve osteoblast tarafindan
salgilanan drinler aracihgi ile gergeklesir. Bu Grinler RANKL, CSF-1 ve OPG'yi
icerir. Osteoklast progenitérlerinin osteoklastlara farklilagsmasini dizenler ve
daha sonra olgun osteoklastlarin aktivitesini modulle eder ve apoptoz oranini
duzenlerler. Ostrojen, pro-inflamatuar sitokinler IL-1, IL-6 ve TNF-a’ nin kemik
iligi monosit hicrelerinden salinmasini azaltarak osteoblast hiicrelerinden OPG
ve RANKL uretimini azaltir. Boylece osteoklast Uretim, aktivite ve sagkalimi
orani azalir (Riggs, Khosla vd., 2002). Ostrojenin osteoklast soy hiicreleri
Uzerinde dogrudan etkileri olduguna dair kanitlar da vardir. Bu hicrelerin
apoptozunu indukler ve c-jun aktivitesinin azaltilmasi yoluyla RANKL/M-CSF
kaynakli AP-1'e badgli kopyalamayi bloke ederek RANKL ile indiklenen
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osteoklast farklilasmasini bastirir (Srivastava, Toraldo vd., 2001). Dahasi,
ostrojenin  dogrudan, reseptor aracih mekanizmalar yoluyla olgun
osteoklastlarin aktivitesini inhibe ettigi goOsterilmistir. Dahasi, 06strojenin
dogrudan, reseptdr aracili mekanizmalar yoluyla olgun osteoklastlarin
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir. Nakamura ve ark. yaptiklari calismada,
ostrojenin ER-a araciligiyla, osteoklastlarda Fas/FasL sisteminin aktivasyonu
yoluyla apoptozu indlikledigi ve bunun kisa yasam siresini daha da kisaltarak
kemik rezorpsiyonunun bastirilmasina yol actigi bildirilmistir (Nakamura, Imai
vd., 2007).

2.8.3 - Androjen ve Androjen Reseptor

Androjenler (testosteron ve dihidrotestosteron (DHT), erkek Uureme
sisteminin ve ikincil cinsel 6zelliklerin gelistirilmesi icin gerekli olan erkek seks
hormonlaridir (MacLean, Chu vd., 1993). Testosteron, biyolojik olarak aktif
formlari DHT'ye (5a-rediktaz enzimiyle) ve estradiole (aromataz enzimiyle)
doénustdrdlebilir. Androjenler hem erkek hem de kadinlarda Greme sisteminin
gelisimini ve fonksiyonlarini kontrol etmektedir.

Osteoporotik kalga kiriklarinin tgte biri erkeklerde gérilmektedir (Cooper,
Campion vd., 1992). Ozellikle yasl erkek bireyler icin osteoporoz, énemli bir
saglik sorunu olarak goriulmektedir. Erkekler kadinlara oranla daha saglam
kemik dokusuna sahip oldugundan dolayi osteoporoza karsi daha cok
korunmaktadir. Kemik arttikca osteoporoz gorilme riski azalmaktadir.
Cinsiyetler arasindaki hormonal farkliliklar kemik kutlesindeki farkliliklarin
aciklamalarindan biri olarak dusidntlmektedir (Orwell & Klein, 1995).
Androjenlerin ergenlik déneminde kemik kutlesinin kazaniimasinda ve erkek
iskeletin ergenliginden sonra kemik kitlesinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynadigi gittikge daha acik hale gelmektedir (Stepan, Lanchman vd., 1989;
Bonjour, Theintz vd., 1991).

Androjen reseptoéri (AR), 100'den fazla Uyeden olusan ve blylimeye
devam eden steroid ve nlkleer reseptdr slper ailesinin bir Uyesidir. Diger
steroid reseptoérleri gibi, AR hicre ici transkripsiyon faktéri olarak islev gbéren
¢ozlniur bir proteindir. AR fonksiyonu, reseptdr-protein etkilesimlerini ve
reseptéor-DNA etkilesimlerini etkileyen reseptérin sirali konformasyonel
degisimlerini baslatan androjenlerin baglanmasiyla dizenlenir.

In vitro ve in situ calismalarda AR’ nin kadin ve erkek osteoblast
hiicrelerde bulundugu ayni zamanda kemik homeostazinda oldukca 6nemli
oldugu o6nerilmistir (Vanderschueren & Vandenput, 2000). Kortikal kemik
trabekiler kemige gore daha fazla androjen reseptor icermektedir. Bu nedenle,
erkeklerde daha yuksek androjen konsantrasyonlari, kadinlara gbre daha
ylksek kortikal kemik kitlesi oldugunu disindirmektedir.
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2.9 - Osteoporoz ve Osteoprotegerin

Baslangicta, kemik yeniden yapilanmasindan BMU’ nun sorumlu oldugu,
osteoblast ve osteoklastlarin rol aldigi kemik rezorpsiyonu ile olusumunun
yeniden sekillenmeye katkida bulundugu disuntlmustir (Martin & Seeman,
2008). Ilerleyen dénemlerde yapilan calismalarda ise farkl biyolojik faktdrlerin
onemli rol oynadidi belirlenmistir. Bu hiicresel dlizenlemelerde en iyi anlasilan
ise osteoblast hlcreleri tarafindan uretilen RANKL ve OPG’ dir (Kong, Yoshida
vd., 1999). Ayni zamanda, osteoblast farklilasmasinin farkli asamalarinda,
osteoklastlarin ve birbirlerinin aktivitelerinin dizenlenmesinde belirgin rol
oynadidi belirlenmistir. Osteositler ve osteoprogenitorler osteoklastogenez icin
gerekli olan RANKL'yi dreten kemik yeniden vyapilanmasi ddnglsinin
baslatilmasi icin oldukca 6nem tasimaktadir (Sims & Vrahnas, 2014).

OPG, mRNA seviyesinde kemik, kikirdak, aorta, deri, akciger, bébrek ve
beyin gibi bircok dokuda bulunmaktadir. Hlicresel seviyede ise osteoblast,
stromal hlcre, endotelyal hicre, aort diz kaslar, fibroblastlar, dentrit
hiicreleri ve lenfoid hiicrelerinde eksprese olmaktadir (Lerner 2004).
Osteoklast inhibitért faktort (OCIF) olarak da bilinen OPG, kemik koruyucu
ozellige sahiptir. Homodimer olarak salgilanir ve translasyon sonrasi glikolize
bir proteindir (Kohli & Kohli, 2011). Ayni zamanda OPG, RANK reseptoru ile
rekabette RANKL'ye badlanan ¢ozinebilir bir tuzak reseptoridir. Hem OPG
hem de RANK, ayni ligand RANKL'ye afiniteyi gosteren reseptdrlerdir (Simonet,
Lacey vd., 1997; Pettit, Ji vd., 2001). OPG, antagonistik bir endojen reseptoér
ozellige sahiptir ve RANKL ile baglandiginda osteoklastogeneziyi inhibe ederek
kemik rezorpsiyonunu engeller.

OPG-RANKL kompleksi, RANK-RANKL kompleksinin baglanmasini
engelleyerek kemik homeostazindaki en 6nemli roli oynar (Simonet, Lacey
vd., 1997; Suda, Nakamura vd., 1997; Abu-Amer, 2001). OPG geninin
knockdown oldugu transgenik farelerde siddetli osteoporozun hizla ortaya
ciktigi belirlenmistir. Hayvan modellerinde RANKL-RANK kompleksinin fazla
olusumu nedeniyle spontan kiriklar gézlenmistir (Yasuda, Shima vd., 1998).
Yapilan calismalar, RANKL-OPG kompleksinin ve RANKL-RANK kompleksinin
olusmasinin, osteoklast farklilasmasi ve aktivasyonundaki en énemli faktor
oldugunu gosterdiginden dolayi kimdlatif kemik dénglsinit etkilemektedir.
Yeniden yapilanma slreci yavaslatiimak istendigi takdirde, RANKL yapimi
azaltihlarak ve OPG miktari arttirlarak RANK-RANKL baglanmasini
engellenebilmektedir (Harris & Bouloux, 2014). Osteoblast hicrelerinde,
RANKL salinimi IL-1, IL-11 ve TNF-a sitokinlere ek olarak deksametazon,
1,25(0H)2D ve PTH tarafindan da stimule edilebilmektedir (Hofbauer, Khosla
vd., 1999).
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Kemik vyenilemesi, osteoblastogenezin ve osteoklastogenezin her iki
dénemini de kapsayan, siklik bir fizyolojik stregtir. Cesitli sistemik ve yerel
faktorlerin yani sira, RANKL/RANK-OPG ¢l molekil kompleksi, kemik
metabolizmasinin  didzenlenmesinde oldukca ©6nemli rol oynamaktadir.
RANKL/RANK ve OPG arasinda meydana gelen dengesizlik kemik déngisinde
meydana gelen degisime badli olarak osteoporotik hastaliklara neden
olabilmektir. Bireylerde yaygin olarak, lokal ya da genel osteoliz odak
alanlarinda kemik rezorpsiyonu problemlerine neden olur.

OPG'nin protein seviyesinde ekspresyonu (mRNA) ve uretimi, sitokinler
ve hormonlar tarafindan kontrol edilebilmektedir. TGF-a ve TGF-f, interloékin-
la ve 18 (IL- 1a ve IL-18), kemik morfojenetik proteinleri ile 17B-estradiol
tarafindan  arttinlabilmektedir.  Glukokortikoid, siklosporin A, PTH,
prostaglandin E ve fibroblast buyime faktorii-2 (FGF-2) ise OPG sentezini
baskilayici faktérlerdir (Hofbauer, Khosla vd., 1999; Brandstrom, Bjérkman
vd., 2001).

Insanlardaki stromal hiicre kiltirlerinde yapilan calismalarda OPG'nin in
vitro ekspresyonunun oOstrojen ile indiklendigi gosterilmistir (Bucay, Sarosi
vd., 1998; Hofbauer, Khosla vd., 1999). Ostrojen, osteoblastlardan OPG
sekresyonunu uyararak RANKL Uretimini engellemektedir. Bu etki, 6strojenin
anti-resorbsiyon 0zelligine baglh olarak gerceklesmektedir. Ayni zamanda,
ostrojen eksikligi, olgun osteoklast aktivasyonunun artmasina ve apoptozunun
azalmasina neden olmaktadir (Aubin & Bonnelye, 2000). Ostrojen tiretimi OPG
salgisi ile orantihdir. Bu nedenle, postmenopozal disilerde dstrojen Uretimi
azaldiginda, OPG lretimi engellenmis ve postmenopozal osteoporoz ortaya
citkmistir. Karsi dengeleme olgusunun bir parcasi olarak RANKL Uretimi
artirilmasi, OPG'nin rekabetci inhibisyonu durduruldugundan dolayi RANKL-
RANK kompleksinin olusumuna yol acgmaktadir. Bu, daha biyudk kemik
rezorpsiyonuna ve kemik mineral yogunlugunda azalmaya yol acgar. Bu,
postmenopozal osteoporozun immunopatojenezi icin gecgerli bir argiman
olusturur. Buna ek olarak, osteoporozlu bireylerde vaskller kalsifikasyonda bir
artis vardir (Parhami & Demer 1997; Saika, Inoue vd., 2001). Ovariektomize
disi fareler modelleri Uzerinde vyapilan calismalar bu teoriye gulvenirlik
kazandirmaktadir (Abu-Amer, 2001). Bu hayvan modellerinde, rekombinant
OPG enjeksiyonu uzerine, kemik yikiminda azalma vardi ve osteoporoz gelisimi
gbzlenmektedir. Bu nedenle, rekombinant OPG'nin postmenopozal osteoporoz
icin ve bir dereceye kadar osteoporoz icin uygulanabilir bir gelecek tedavi
imkani olacagi 6ne surllmistir. Rekombinant OPG'nin bir terapotik madde
biciminde verilmesi, osteoklast aktivasyonunu ve buna bagl olarak kemik
yikimini 6nlemeye yardimci olacadi ileri surtlmektedir.
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2.10 - Osteoporoz ve Alkalen Fosfataz

Alkalen fosfatazlar (ALP; ortofosforik monoester fosfohidrolaz) plazma
membrana bagl glikoprotein ailesidir (McComb, Bowers Jr vd., 2013). Bu
enzim ailesi, bazi yuksek bitkiler harig, prokaryotlar ve ylksek 6karyotlar da
dahil olmak (zere dodada yaygin olarak bulunur (Chang, Wang vd., 1994;
Whyte, Landt vd., 1995; Calhau, Martel vd., 2000; Sadeghirizi &
Yazdanparast, 2007). Genellikle hlcre ylzeyi ile sinirlandirilmis genis bir
dimerik enzimlerdir ve inorganik fosfatin serbestlenmesi ile yliksek pH’da
cesitli monofosfat esterleri hidrolizlerler (Mornet, Stura vd., 2001; Sharma,
Singh vd., 2012). insan ALP' leri, dért dokuya spesifik form veya izoenzime
siniflandirnilmaktadir; (i) plasental ALP (PLALP or Regan izoenzim),
(ii)karaciger/kemik/bobrek ALP (L/B/K ALP), (iii) germ hticresi ALP (GCALP
veya NAGAO izoenzimi), (iv)bagirsak ALP (IALP) olarak tanimlanir. Serumda
blylk bir cogunlugu kemiklerden salinmaktadir (Hannon & Eastell, 2006).

Serumda bulunan kemik alkalen fosfataz (bALP), kemik olusumunun en
stk kullanilan  biyobelirtecidir. bALP, osteoid olusumu ve kemik
mineralizasyonunda o6nemli enzimdir. ALP, pirofosfat molekulinl
hidrolizleyerek yeni sentezlenmis olan osteoid dokuya hidroksiapatit
kristallerinin  konumlanmasini  saglamaktadir. Ozellikle postmenopozal
donemde, yasa bagli olarak ALP aktivitesinde artis meydana gelmektedir
(Singer & Eyre, 2008). Osteoblast hiicre membraninda bulunan bALP, kemik
olusumu sirasinda kana salinmaktadir. Serumdaki bALP aktivitesi kemik
mineralizasyonu ve formasyonunun belirlenmesine olanak saglamaktadir
(Singer & Eyre 2008). Membrana bagli osteoblast enzimi olan bALP, plazma
zarinda lokalize bir glikoproteindir. Osteosit olusumu ve minerallesmesinde rol
oynamaktadir. Artmis serum bALP dlzeyleri, postmenopozal ddénemde
osteoporozda asiri kemik doéngisu ile karakterize edilmektedir (Ross &
Knowlton, 1998). D3 vitamini ve aktive edilmis bir mineralizasyon sekli olan
1,25(0OH)2D, transkripsiyonal aktiviteyi arttirmak yerine ALP sentezlenmesini
degil, ALP mRNA stabilitesinde artis ile post-transkripsiyonel modilasyon ile
de tesvik eder (Kyeyune-Nyombi, Lau vd., 1991; Orimo & Shimada, 2006).

2.11 - Osteoporoz ve Osteokalsin

Osteoblast hucrelerinden sentezlenerek serbestlenen, matriks proteini
olan osteokalsin, kemikte en ylksek miktarda bulunan spesifik nonkollajen6z
proteindir. 5900 dalton molekiler adirliga sahiptir ve 49 aminoasitten
meydana gelmistir. Yapisinda bulunan “Gla” hidroksiapatit kristallerine ylksek
afinite ile baglanmasina olanak saglamaktadir. Osteokalsin, kalsiyum iyonunun
kemik matriksine bagladigindan dolayi kemik olusumunda oldukca 6énemli rol
oynamaktadir. D vitamini, osteokalsin sentezini osteoblastlarda stimule
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etmektedir. Yapilan arastirmalarda, D vitamini eksikligi olan farelerde
osteokalsin miktarinin %50 azaldigi belirlenmistir.

Non-kollajen6z proteinlerden olan osteokalsin, osteoblastlar tarafindan
sentezlenmektedir. Serum osteokalsin seviyesi osteoblastik aktiviteyi
yansitmaktadir. Osteokalsin ayni zamanda kemikte mineral depolanmasi ve
yeniden yapilanmasi slrecinin regilasyonunda &énemli rol oynamaktadir.
Osteokalsin, osteoblast hicrelerinden salgilanan kemik yapimi esnasinda
salgilanmaktadir. Postmenapozal ddénemdeki bireylerde serum osteokalsin
seviyesi oldukca degisiklik gostermektedir. Kemik dénglsinin dliismesine
bagli olarak osteokalsin seviyesi dismektedir; ylksek dongild bireyleri
arttirmaktadir. Ostrojen replasman tedavisi ise osteokalsin seviyesinin
artmasini azaltmaktadir (Delmas, Eastell vd., 2000).

2.12 - Kadmiyum

Inorganik kadmiyum kayalarin asinmasi veya volkanik patlamalar gibi
dogal slrecler ile cinko madenciligi ve rafine islemleri sirecinde kursun ve
bakirin yan Urin olarak endustriyel faaliyetler sonucunda ortaya cikan
kadmiyum (Cd), toksik bir agir metaldir (Cancer & Cancer 1993; EFSA 2012).
Akut ve kronik maruziyet sonucunda toksik etki meydana getirdigi
bilinmektedir. Elementel formunda gumlis-beyaz ve yumusak bir metaldir.
Dusik erime sicakhgi, ylksek iletkenlik ve korozyona karsi ¢ok iyi direng gibi
bazi alanlarda yararli olmasini saglayan bazi 6zel niteliklere sahiptir (Bernhoft,
2013).

Rafine edilmis Cd, korozyona direncli olmasindan dolayl sanayi ve
endustride yaygin olarak kullanilmaktadir; nikel-kadmiyum pil yapiminda,
plastik ve seramik sanayisinde, kaplama, plastikler icin alasimlar ve
stabilizatérler olarak kullanilmaktadir (Bernhoft, 2013). Genel olarak, besinler
ve sigara kullanimi kadmiyumun baslica kontaminasyon kaynagidir. Kadmiyum
kontaminasyonu genellikle yiyecekler araciliiyla gerceklesir; tarimsal Grinler
maruziyetin blyuk bir cogunlugunu olusturur. Tarimsal alanlar, Cd’'nin havada,
atik sularda birikmesi veya fosfat glubrelerinde kullaniimasiyla Kirletilir (EFSA,
2012). Toprakta bulunan kadmiyum daha sonra bitkiler tarafinda besin
zincirine katilarak hayvan ve insan kontaminasyonuna neden oldugu
bilinmektedir (Cancer & Cancer 1993). Sigara icmeyen kisilerde, kadmiyum
maruziyetinin yaklasik %90'l besinlerden; %10’u ortam havasindan ve icme
suyundan kaynaklanmaktadir (EFSA, 2012). Mesleki maruziyet ise genellikle
inhalasyon vyoluyla gercgeklesir fakat kontamine olmus toz ve yiyeceklerin
sindiriimesi de mumkindir. Ozellikle maruz kalma riskinde olan bireyler,
kadmiyum Uretiminde ve rafine endulstrisinde, nikel-kadmiyum pil
sanayisinde, kadmiyum pigment ve alasim, mekanik kaplama Uretiminde,
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cinko eritme makineleri ve polivinil klortr Ureten endustrilerdeki calisanlardir
(Cancer & Cancer 1993).

Cd, U.S.EPA tarafindan oncelikli metal olmasina ragmen, Avrupa
Komisyonu’na gdre sucul alanlari tehdit eden tehlikeli madde listesinin basinda
yer almaktadir (Fairbrother, Wenstel vd., 2007). Ayrica diger agir metallere
oranla suda ¢ozunlrligld daha ylksek olmasindan dolayi, Cd ve Cd bilesikleri
Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan 1. sinif kanserojen
olarak raporlanmistir (Cancer & Cancer, 1993). En toksik cevre kirleticilerden
olan Cd, c¢ozunilrliga ylksek olmasi sebebiyle, organizmalarin yapisinda
kolaylikla katilarak, toprak veya suda birikerek besinler araciligiyla hayvan
veya insanlara gecmektedir. Kadmiyum ve kadmiyum bilesikleri, Uluslararasi
Kanser Arastirmalari Ajansi tarafindan insanlara karsi Grup 1 kanserojen
olarak siniflandiriimistir (Cancer & Cancer, 1993).

Kadmiyum inhalasyonun ardindan, 9%10-50'si akcigerler tarafindan
absorbe edilir. Besinler maruz kalindigi takdirde ise %3-5'i badirsaklar
tarafindan emilir (Jarup, Berglund vd., 1998; EFSA, 2012). Ayrica, dusuk
demir depolarina sahip olan bireylerde emilim oranlarinin ylksek olmasi
sebebiyle kadmiyum maruziyeti yuksektir (Berglund, Akesson vd., 1994;
Jarup, Berglund vd., 1998; Rkesson, Julin vd., 2008). Ayni zamanda kalsiyum
ve ¢inko alimi distk olan bireylerde de kadmiyum emiliminin yliksek oldugu
belirlenmistir (Nordberg, 2009).

Cd maruziyeti gergeklestikten sonra kana gegis olur. Kandaki Cd’'nin cogu
kirmizi kan hicrelerinde bulunur (Jarup, Berglund vd., 1998). Blyuk dlglide
albumin gibi yliksek molekil agirlikhi proteinlere baglanarak dolasim sistemi
araciligiyla karacigere tasinir ve burada metallothionein proteini ile kompleks
(Cd-MT) olusturur (Jarup, Berglund vd., 1998; Saboli¢, Breljak vd., 2010).
Ayrica kadmiyum kan dolasiminda kuguk miktarda MT'ye ve tiyol iceren
aminositlere veya peptitlere baglanabilir (Saboli¢, Breljak vd., 2010; Yang &
Shu, 2015). Cd-MT kompleksi ayrica kan yoluyla bircok doku ve organa
tasinabilir. Kadmiyumun kandaki yari 6mri yaklasik 2-3 aydir (Jarup, Berglund
vd., 1998). Bdbrekte, Cd-MT glomerullerde filtrelenmesinin ardindan
kadmiyum iyonlarinin serbest birakilmasi gercgeklesir ve toksik etkilerin ortaya
ciktigr proksimal tiplerde tekrar emilir (Jarup, Berglund vd., 1998; Nordberg,
2009). Kadmiyum, daha sonra esas olarak 10-30 yillik uzun bir biyolojik
yarilanma omrine sahip olan bobrek korteksinde; karaciger, kas ve kemikte
biriktirilir (Jarup, Berglund vd., 1998; EFSA, 2012; Akerstrom, Barregard vd.,
2013). Cd’'nin vicut yukindn yaklasik %0.01-0.02'si her gin idrar ve diski
yoluyla atilir (Nordberg, 2009; Akerstrom, Barregard vd., 2013).

Cd, insanlar icin d6nemli olmayan bir metaldir ve basta bdbrek, testis ve
kemik olmak lzere bircok organa toksiktir. Kadmiyum iceren parlatma tozuna
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maruz kalan isciler gastrointestinal sistemden akut semptomlar gelistirdikleri
ve solunum vyollarindaki semptomlarn gegirdikleri ilk kez 1858 yilinda
bildirilmistir (Nordberg, 2009). 1940'larda, kontamine besinler ve iceceklerin
oral aliminin ardindan akut gastrointestinal semptomlarin ortaya cikabilecegi
bildirilmistir ve mesleki maruziyet sonrasinda osteomalazi, amfizem ve
proteinlri vakalari gézlenmistir (Friberg, 1950; Nordberg, 2009). 1950'lerde
osteomalazi, osteoporoz ve kiriklarla ek olarak bobrek yetmezligi karakterize
Japonya'daki Itai-itai hastalidi, piring tarlalarinin kirli suyla sulamasi
sonucunda cok kirli piringlerde kadmiyumun neden oldugu bir hastalik olarak
tanimlandi (Nordberg, 2009). Bobrekte uzun stlreli kadmiyum maruziyetinin
ilk bulgusu olarak idrarda artan protein atimi olarak dusunulmektedir.
Bununla birlikte, son vyillarda, genel populasyonda bulunan seviyelerde
osteoporoz ve kirik riskine odaklanarak dlsik seviyeli kadmiyum
maruziyetinin kemik tzerindeki etkileri arastirilmaktadir (Akesson, Barregard;
2014). Yapilan calismalarda, kadmiyum maruziyeti akciger kanseri basta
olmak Uzere, prostat ve bébrek, endometriyum, mesane kanserleri ile iliskili
bulunmustur (Cancer & Cancer, 1993; /S\kesson, Julin vd., 2008; Julin, Wolk
vd., 2012).

2.13 - Kadmiyum ve Osteoporoz

Kemik, osteoklastik rezorpsiyon, kemik matriksinin osteoblastik
formasyonu ve mineralizasyonundan olusan surekli yeniden yapilanma gegiren
metabolik olarak aktif bir dokudur (Wauquier, Leotoing vd., 2009).
Oksidatif/indirgeyici suregler, kemik yeniden yapilanma sirecinde oldukga
onemlidir ve kemik dokusunun oksidatif/antioksidatif durumu fizyolojisi ve
patolojisinde oldukca 6nemlidir (Wauquier, Leotoing vd., 2009). Reaktif
oksijen tdrevleri (ROS), kemik resorbsiyonunu artirarak kemik yeniden
yapillanmasinda rol oynamaktadir. Bu slrecte osteoklast hicreleri, asiri
birikerek kemik olusumunu baskilar ve rezorpsiyonu uyarir; yiksek miktarda
ROS Uretimine ve birikimine neden olur. Bdylece, antioksidan savunma ve
kemik dokusunda ROS birikimi arasindaki dengenin bozulmasi, kemik
metabolizmasinda ve kemik glicinde bozukluklara neden olur. Osteoporotik
hastalarda oksidatif/antioksidatif denge ile BMD ve kirik orani arasinda bir iligki
oldugu ve kemik hastaliklarinin gelisimine oksidatif stresin katkida bulundugu
belirlenmistir (Baek, Oh vd., 2010).

Cd, yer kabugunda, hava, yiyecek ve suda bulunur. Bu nedenle,
maruziyeti ortam havasindan, icme suyundan, vyiyeceklerden, titdn
dumanindan ve calisma ortamindan kaynaklanabilir (Schutte, Nawrot vd.,
2008). Oksidatif strese yol acan hidroksil radikal (OH), stiperoksit anyonu (O3)
ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROS Uretimini ve karaciger, bobrek, beyin,
testis gibi gesitli organlara zarar veren pro-oksidan bir ajandir (Ognjanovi¢,
Markovi¢ vd., 2010). Bu metal, antioksidatif enzim aktivitesinin inhibisyonu
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yoluyla enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidatif bariyerin bozulmasi ve
tiyol bakimindan zengin bilesikler gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin
tikenmesi yoluyla dolayl olarak oksidatif stresi indiiklemekte, ancak dogrudan
ROS lUretememektedir (Ognjanovi¢, Markovi¢ vd., 2010). Yapilan calismalarda,
artmis Cd maruziyetinin azalmis KMY ve artmis kemik kirik insidansi ile iliskili
oldugu belirlenmistir (Jarup & Akesson 2009).

Kadmiyumun kemik Uzerindeki etkilerinin arkasindaki mekanizma(lar)
hala belirsiz olmasina karsin, kadmiyumun PTH Gzerindeki etkisi veya bdbrekte
vitamin D aktivasyonu, bagirsakta kalsiyum emilimine etkisi, renal tibdllerde
kalsiyumun yeniden emiliminde bozulma veya kemik dokusuna direkt etkisi
olabilecegi bildirilmistir (Buchet, Lauwerys vd., 1990; Kjellstrom 1991; Jarup,
Berglund vd., 1998; Kazantzis 2004; Schutte, Nawrot vd., 2008; Nawrot,
Geusens vd., 2010; Urbschat, Obermuiller vd., 2011). Kemik htcre kualtari
calismalarinda, kadmiyumun kemik hicreleri (zerindeki dogrudan etkisi
oldugu ve hem kemik olusumunda azalma hem de kemik rezorpsiyonunda
artisa neden oldugu goésterilmistir.

Cd, dogada genis capta bulunan ve insan vicudunda uzun bir biyolojik
yarl 6mre sahip olan zehirli bir maddedir. Bobrek, karaciger, kemik ve
kardiyovaskdller sistem Cd toksisitesi icin en énemli hedef organlardir (IPCS,
1992). Yapilan calismalar sonucunda Cd'ye kronik maruz kalmanin kemik
hasarina neden oldugunu belirtilmistir (Godt, Scheidig vd., 2006). Cd'ye
cevresel maruziyet, iskeletin demineralizasyonuna ve artmis kemik
kirllganhdina neden olmaktadir.

Kadmiyuma ylksek seviyede maruz kalinmasi osteomalazi, osteoporoz ve
kiriklarla ile Itai-Itai hastaligi ile iliskilendirilmistir. Tam olarak (Jarup,
Hellstrom vd., 2000)molekiler mekanizmasl aciklanamamasina ragmen,
yapilan calismalarla genel populasyonda kadmiyum maruziyeti ile artan
osteoporoz ve kemik kirik riski arasindaki iliski ile ilgili gesitli calismalar
yapiimistir (Akesson, Bjellerup vd., 2006; Wu, Magnus vd., 2010; Engstrém,
Michaélsson vd., 2011; Thomas, Michaélsson vd., 2011; Engstrom,
Michaélsson vd., 2012; James & Meliker 2013; Akesson, Barregard vd., 2014;
Dahl, Sg@gaard vd., 2014; Sommar, Pettersson-Kymmer vd., 2014). Bu,
kadmiyuma uzun sureli beslenme ile sicanlar Uzerinde yapilan deneysel
arastirmalarla desteklenmekte ve kemik mineral yogunlugunda azalma ve
kemik kirllganliginda artisa neden olmaktadir (Callan, Devine vd., 2015).

Kemik Uzerindeki Cd toksisitesinin mekanizmasi tam olarak
anlasiimamistir, ancak birkagc model 6nerilmistir. Kemik Gizerindeki Cd kaynakli
etkiler renal tibuler disfonksiyon yoluyla sadlanabilir (Jin, Nordberg vd.,
2004). Cd, vitamin D'nin normal aktivasyonunu azaltabilir ve bagirsaklardan
azalan Ca emilimine ve kemik mineralizasyonunun bozulmasina yol
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acabilmektedir (Brzoska, Majewska vd., 2005). Kemik Gzerindeki Cd etkilerinin
iki ana yolu énerilmistir (Kjellstrom, 1992). ilk yol, kemik lezyonlari, Cd'nin
neden oldugu bobrek ve gastrointestinal sistem hasarina karsi ikincil yanit
olarak ortaya cikmaktadir. Cd maruziyetinden dolay!r boébreklerde Ca ve D
vitamini metabolizmasinda olusan bozukluk ile badlantili olan dolayli
mekanizmadir (Kjellstrom, 1992). Ikinci yol, kemik rezorpsiyonunu arttirarak
ve kemik olusumunu azaltarak Cd'nin kemik hicreleri Gizerindeki dogrudan
etkisini icermektedir (Regunathan, Glesne vd., 2003). Bununla birlikte, bazi
arastirmacilar, Cd'nin, bdébrek fonksiyonunu bozmayan maruziyet
seviyelerindeki Cd'den dolayi iskelet hasarini gostermis ve Cd'nin dogrudan
kemik Gzerinde etkili olduguna dair kanitlar saglamistir (Honda, Tsuritani vd.,
2003). In vitro galismalar, Cd'nin Ca*? iyonlari ile Cd*? iyonlari arasindaki
rekabet yoluyla hidroksiapatit olusumu Uzerinde inhibe edici etkiye sahip
oldugunu goéstermistir (Blumenthal, Cosma vd., 1995). Elde edilen bulgular
sonucunda, iskelet sistemindeki Cd birikiminin, kalsiyumun kemige
karismasina engel olabilecedginden dolayl kemik matriks mineralizasyonunda
cesitli sorunlara neden olabilecedi belirtilmistir (Regunathan, Glesne vd.,
2003).

Yapilan calismalar sonucunda Cd maruziyetinin serum serum 1,25(0OH).D
seviyesinde anlamh azalmaya neden oldugunu belirlenmistir (Brzoska,
Majewska vd., 2005; Uchida, Teranishi vd., 2007). Kadmiyum, bdbreklerde
fonksiyonuna neden olmaktadir. Direkt olarak neden oldugu toksisite
sonucunda 1,25(0OH)2D biyosentezi gerceklesememektedir ve serumdaki
miktar dismektedir (Youness, Mohammed vd., 2012). Disi siganlarin Cd'ye
maruz kalmasl sonucunda serum bALP aktivitesinde anlamli azalma meydana
geldigi belirlenmistir (Youness, Mohammed vd., 2012). Cd'ye maruz kalmanin
insan plazmasindaki bALP aktivitesini ©6nemli 0Olglide azalttigi cesitli
calismalarda Dbelirtilmistir (El-Demerdash, Yousef vd., 2004). DbALP
aktivitesindeki azalma, enzim sentezi ve bozunmasi arasindaki dengeye ek
olarak osteoblast plazma membraninin gegirgenligindeki degisikliklere bagl
olarak gerceklesebilecedi dnerilmistir. bALP inhibisyonunun, membran tasima
sisteminin parcalanmasi ve hicre blylumesi ve proliferasyonu UGzerindeki bir
inhibitor etkiye bagh olabilecedini bildirmislerdir (Rana, Singh vd., 1996).
Serum ve kemik formunda total ALP'nin azalmis aktivitesi 24 ay boyunca Cd'ye
maruz kalan kadinlarda gdsterilmistir. Cd'nin osteoblastik hlicre aktivitesindeki
azalmaya bagli olarak kemik metabolizmasi sireclerini inhibe ettigini
gbéstermektedir.
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3- GEREGC VE YONTEMLER

3.1 - Gruplandirma Sistemi

Tez calismasi slresince Tablo 1’ de belirtilen gruplandirma sistemi

kullaniimistir.

Tablo 3.1 Gruplandirma Sistemi

Grup-1 | Besiyeri Grup-8 CdClx+5a-androstan
Grup-2 | CdCl; Kontrol Grup-9 1,25(0H)2D  vitamini+
CdCl;
Grup-3 | 1,25(0OH)>.D  vitamini | Grup-10 17B-estradiol+ CdCl;
Kontrol
Grup-4 | 17B-estradiol Kontrol Grup-11 5a-androstan+ CdCl;
Grup-5 | 5a-androstan Kontrol Grup-12 OAD*+ CdCl>
Grup-6 | CdCl>+1,25(0H).D Grup-13 CdCl,+ OAD*
vitamini
Grup-7 | CdCl>+17B-estradiol

*OAD (Ostrojen, Androjen ve D Vitamini): 17B-estradiol, 5a-androstan ve
1,25(0H)2D vitamini kombine uygulamasidir.

3.2 - Sterilizasyon

Hlcre kiltdrid asamasinda kullanilan tim materyaller (besiyeri, plate,
plastik malzemeler, pipet ucglari vb.) steril tercih edilmistir. Cam malzemeler,
160°C’de 60-90 dakika boyunca otoklavlanarak steril edilmistir. Sivi ajanlar,
0.22 um porlu filtrelerden gegirilerek partiktllerden arindiriimistir.

Laminar kabin icerisinde yapilan arastirmalarin éncesinde ve sonrasinda
%70 alkol ile sterilizasyon saglanmistir. Ayni zamanda periyodik olarak haftada
bir kez UV 1sik ile laminar kabin genel sterilizasyonu yapilmistir. Tim islemler
sirasinda tek kullanimlik steril eldivenler kullanilmistir.  Kullanilan
inkUbatdrlerin sterilizasyonlari dlizenli olarak cihaz sterilizasyon protokollerine
uygun olarak gergeklestirilmistir.
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3.3 - Besiyeri Hazirlanmasi ve Hiicre Yetistirilmesi

Insan osteoblast hiicre dizisi hFOB 1.19 (ATCC-Washington D.C., USA)
hicreleri 34,5°C %5 CO; inklibatorde 25 veya 75 cm?lik flasklar (Greiner,
Cellstar, Germany) igerisinde, %10 Fetal Bovin Serum (FBS; Gibco, UK), %1
Penisilin/Streptomisin iceren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12, HEPES
(DMEM/F12, HEPES) (Gibco, UK) besiyeri kullanilarak laboratuarimizda
cogaltilmistir. Arastirma boyunca 5-10 pasaj arasindaki hcreler tercih
edilmistir. Uygulamalarda kullanilan tim besiyeri bilesenleri, kullanim
Oncesince su banyosunda 37°C’de bekletilmistir.

3.4 - hFOB 1.19 Hiicrelerinin Standart Egrilerinin Olusturulmasi

Yeterli sayiya ulasan hFOB 1.19 hicreleri, Tripsin (Gibco, UK) ile
tutunduklari yizeyden kaldirildiktan sonra Neubauer laminda (Marienfeld,
Germany) sayilmistir. Daha sonra her kuyucukta 48x103, 24x103, 12x103,
6x103, 3x103, 1,5x103, 0,75x103 ve 0 hicre olacak sekilde 96 kuyucuklu well-
platelere (Orange Scientific, Brainel’Alleud, Belgium) her biri 6 tekrarli olacak
sekilde ekim vyapimistir. Ardindan toplam hacim besiyeri ile 100 pl'ye
tamamlandiktan sonra 34,5°C’ de %5 COy'de 8 saat boyunca inklbasyona
birakilmistir. Stre sonunda 50 pl aktivatér eklenmis XTT solisyonu (Biological
Industies, Israel) eklenerek 540 nm’‘de Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer cihazinda absorbans belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda standart egri gizilerek absorbans dederlerine gore hiicre sayisini
belirten denklemler olusturulmustur.

3.5 - Uygulanan Maddelerin Hazirlanmasi
3.5.1 - CdCI> Hazirlanmasi

Ticari olarak alinan molekuler agirligi 110.98 g/mol olan CdClz (Sigma
Aldrich, ABD) serum fizyolojik icerisinde 1M stok sollisyon hazirlanmistir.
Ardindan hucrelerin yetistiriimesinde kullanilan DMEM-F12 (%10 FBS ve %1
Penisilin/Streptomisin) besiyeri ile 4 uM, 2 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,25 uM, 0,125
MM konsantrasyonlarda CdCl; hazirlanarak 24, 48 ve 72 saat boyunca hFOB
1.19 hucrelerine uygulanmistir (Sekil 3.1, 3.2, 3.3). Uygulamanin ardindan 72
saat boyunca 1 yM CdCl: dozu ile tez calismasina devam edilmistir.

29



0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

24 SAAT KADMIYUM KLORUR
UYGULAMASI

4 uM

2 uM

1 uM

0,5uM 0,25uM 0,125uM

BSY

Sekil 3.1 hFOB 1.19 Hulcrelerine 24 saat CdCl2 Uygulamasi
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Sekil 3.2 hFOB 1.19 Hiucrelerine 48 saat CdCl. Uygulamasi
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Sekil 3.3 hFOB 1.19 Hucrelerine 72 saat CdCl2 Uygulamasi
3.5.2 - 5a-androstan Hazirlanmasi

Ticari olarak alinan molektler agirlhigi 260.5 AMU (Atomic Mass Unit) olan
5a-androstan (Sigma Aldrich, ABD) etanol icerisinde 1M stok sollsyon
hazirlanmistir. Ardindan hiucrelerin yetistiriimesinde kullanilan DMEM-F12
(%10 FBS ve %1 Penisilin/Streptomisin) besiyeri ile 10-3M, 10°M, 108M, 10-
°M ve 1019M konsantrasyonlarda 5a-androstan hazirlanarak 24, 48 ve 72 saat
boyunca hFOB 1.19 hicrelerine uygulanmistir (Sekil 3.4, 3.5, 3.6).
Uygulamanin ardindan 72 saat boyunca 10-°M 5a-androstan ile tez calismasina
devam edilmistir.
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Sekil 3.4 hFOB 1.19 Hucrelerine 24 saat 5a-androstan Uygulamasi
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48 SAAT ANDROJEN UYGULAMASI
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Sekil 3.5 hFOB 1.19 Hucrelerine 48 saat 5a-androstan Uygulamasi
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Sekil 3.6 hFOB 1.19 Hicrelerine 72 saat 5a-androstan Uygulamasi
3.5.3 - 17B-estrodiol Hazirlanmasi

Molekdiler agirhgi 272.38 g/mol olan 178 estrodiol (Sigma Aldrich, ABD)
etanol icerisinde 1M stok sollisyon hazirlanmistir. Ardindan hicrelerin
yetistirilmesinde kullanilan DMEM-F12 (%10 FBS ve %1 Penisilin/
Streptomisin) besiyeri ile 10’M, 108M ve 10°M konsantrasyonlarda 17B-
estradiol hazirlanarak 24, 48 ve 72 saat boyunca hFOB 1.19 hilcrelerine
uygulanmistir (Sekil 3.7, 3.8, 3.9). Uygulamanin ardindan 72 saat boyunca 10-
’M 17B-estradiol ile tez calismasina devam edilmistir.
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24 SAAT OSTROJEN UYGULAMASI
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Sekil 3.8 hFOB 1.19 Hicrelerine 48 saat 17B-estradiol Uygulamasi
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72 SAAT OSTROJEN UYGULAMASI
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Sekil 3.9 hFOB 1.19 Hicrelerine 72 saat 17B-estradiol Uygulamasi

3.5.4 - 1a,25-Dihidroksivitamin D Hazirlanmasi

Molekdiler agirhgi 416,64 g/mol olan 1,25(0H)2D vitamini (Sigma Aldrich,
ABD) DMSO igerisinde 1M stok sollsyon hazirlanmistir. Ardindan hucrelerin
yetistiriimesinde kullanilan DMEM-F12 (%10 FBS ve %1 Penisilin/
Streptomisin) besiyeri ile 10 yM, 5 uM, 2,5 uM, 1 uM, 0,5 uM VE 10 nm
konsantrasyonlarda 1,25(0OH)> D vitamini hazirlanarak 24, 48 ve 72 saat
boyunca hFOB 1.19 hicrelerine uygulanmistir (Sekil 3.10, 3.11, 3.12).
Uygulamanin ardindan 72 saat boyunca 10 pM 1,25(0OH)> D vitamini ile tez
calismasina devam edilmistir.
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Sekil 3.10 hFOB 1.19 Hcrelerine 24 saat 1,25(0OH)2 D vitamini Uygulamasi
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48 SAAT D VITAMINI UYGULAMASI
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Sekil 3.11 hFOB 1.19 Hicrelerine 48 saat 1,25(0OH)2 D vitamini Uygulamasi

72 SAAT D VITAMINI UYGULAMASI
0,3500

0,3000
0,2500
0,2000
0,1500
0,1000

0,0500

0,0000
10uM 5uM 2,5uM 1uM 0,5uM 10nM

Sekil 3.12 hFOB 1.19 Hiicrelerine 72 saat 1,25(0OH)2 D vitamini Uygulamasi
3.5.5. — Maddelerin Uygulanis Yontemleri

25 ve 75 cm?’ lik flasklara ekim yapilan ve yeterli miktara ulasan hicrelere
gruplara Tablo 3.2’ de belirtilen miktar ve zamanlarda uygulama yapilmistir.
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Tablo 3.2 Maddelerin Uygulanis Yontemleri

Grup 1 | Hicreler, 72 saat boyunca besiyeri ile muamele edilmistir.
Sire sonunda besiyeri degisikligi yapiimistir.

Grup 2 | Hicrelere 72 saat boyunca CdCl, uygulanmistir.

Grup 3 |Hicrelere 72 saat boyunca 1,25(0OH).D  vitamini
uygulanmistir.

Grup 4 | Hicrelere 72 saat boyunca 17B-estradiol uygulanmistir.

Grup 5 | Hicrelere 72 saat boyunca 5a-androstan uygulanmistir.

Grup 6 | Hicrelere 72 saat boyunca CdCl; uygulamasinin ardindan 72
saat boyunca 1,25(0OH)2D uygulanmistir.

Grup 7 | Hicrelere 72 saat boyunca CdCl> uygulamasinin ardindan 72
saat boyunca 17p-estradiol uygulanmistir.

Grup 8 | Hicrelere 72 saat boyunca CdCl> uygulamasinin ardindan 72
saat boyunca 5a-androstan uygulanmistir.

Grup 9 |Hicrelere 72 saat boyunca 1,25(0H)>D uygulamasinin
ardindan 72 saat boyunca CdCl; uygulanmistir.

Grup 10 | Hicrelere 72 saat boyunca 17B-estradiol uygulamasinin
ardindan 72 saat boyunca CdCl> uygulanmistir.

Grup 11 | Hicrelere 72 saat boyunca 5a-androstan uygulamasinin
ardindan 72 saat boyunca CdCl> uygulanmistir.

Grup 12 | Hucrelere 72 saat boyunca 1,25(0H).D+17B-estradiol+5a-
androstan uygulamasinin ardindan 72 saat boyunca CdClz
uygulanmistir.

Grup 13 | Hicrelere 72 saat boyunca CdCl> uygulamasinin ardindan 72
saat boyunca 1,25(0OH)2D+17pB-estradiol+5a-androstan
uygulanmistir.

Uygulama slresinin tamamlanmasinin ardindan gruplar ayri ayri tripsin
ile kaldirilarak analizler igin hazir hale getirilmistir.

3.6 - Proliferasyon ve Adezyon Belirlemesi

Plate tabanindan Tripsin ile kaldirilarak Neubauer laminda sayilan
hiicreler, her bir kuyucukta 7x103 hicre olacak sekilde ekim yapilmistir.
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Ardindan toplam hacim besiyeri ile 100 pl’ye tamamlanarak 48 saat 34,5°C ve
%5 CO2'de inkibe edilmistir. Inklbasyon sidresinin dolmasinin ardindan
proliferasyon ve adezyon analizleri yapilmistir.

3.6.1 - Proliferasyon Belirlemesi

Hlcrelerde meydana gelen proliferasyon degisimi, XTT analizi ile
belirlenmistir. XTT analizi, tetrazolium tuzuna dayali bir analiz yontemidir ve
kolorometrik olarak hlcre proliferasyonunun kantitatif olarak belirlenmesine
olanak saglar. Proliferasyon analizi icin, 96 well-plate icerisinde bulunan
hicrelerin UGzerine 50 pl aktivator eklenmis XTT solisyonu eklenmesinin
ardindan 2 saat 34,5°C ve %5 COy'de inkibasyondan sonra 540 nm’de
Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazinda absorbans dederleri
belirlenmistir.

3.6.2 — Adezyon Belirlemesi

Adezyon analizinde 96-well plate icerisinde bulunan hlcreler 3 kez
besiyeri ile yikanmistir. 100 pl taze besiyeri eklendikten sonra 50 ul aktivator-
XTT sollisyonu eklenmistir. 2 saat 34,5°C ve %5 COy'de inklbasyonun
ardindan 540 nm’de Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer cihazinda
absorbans degerleri belirlendi.

3.7 - ELISA Olciimleri

Vitamin D resept6r, osteoprotegerin, osteokalsin, kemik alkalen fosfataz,
Ostrojen reseptdr ve androjen reseptér belirlemelerinde uygun ELISA Kkitleri
kullanilmigtir. ELISA kit protokolleri ortak olup, her analiz icin protokollere
uygun standartlar hazirlanmistir. Bu standartlarin belirlenmesi igin kullanilan
farkh konsantrasyonlar kit prosedlrindekine uygun olarak belirlenmistir ve
standart egriler olusturulmustur.

3.7.1 - ELISA Uygulamasi ve Standart Hazirlanmasi

Tez arastirmasi sirasinda kullanilan hFOB 1.19 hducrelerinde
konsantrasyon ve aktivite degisimleri icin sandavi¢c ELISA (SunRed Bio. Tech.,
China) analizleri yapilmistir. Kit protokoliine uygun olarak asagidaki calisma
basamaklari takip edilmistir;

1. Deney gerceklestiriime suresine kadar 2-8°C’ de saklanan kitler,
deneye baslamadan 6nce ortam sicakhidina uyum saglamasi icin 30 dakika
bekletilmistir.

2. hFOB 1.19 osteoblast hicreleri, 20 dakika 2500 rpm de santriflj
edildikten sonra pelletin (zerine pH 7.2-7.4 PBS eklenmistir. Hicre
konsantrasyonu 1 milyon/ml olmasini saglandiktan sonra pipetleme yapilarak
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intraselliler komponentlerin supernatanta karismasi saglanmistir. Ardindan 20
dakika 2500 rpm’de santriflj edilerek ve supernatant uzaklastiriimistir.

3. Osteoblast hicre ELISA analizlerinde standart dilisyonlar yapilan
analizlere gore hazirlanmistir (Tablo 3.3). Hazirlanan standartlar kuyucuklarda
duplike olarak galisiimistir.

Tablo 3.3 ELISA Standart Dilusyonlari

ANDROJEN RESEPTOR STANDART DILUSYONU

40 ng/mL St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
20 ng/mL St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
10 ng/mL St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
5 ng/mL St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent
2.5 ng/mL St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

OSTROJEN RESEPTOR STANDART DILUSYONU

96 ng/mL St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
48 ng/mL St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
24 ng/mL St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
12 ng/mL St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent
6 ng/mL St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

VITAMIN D RESEPTOR STANDART DILUSYONU

120 ng/mL St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
60 ng/mL St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
30 ng/mL St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
15 ng/mL St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent
7.5 ng/mL St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

KEMIK ALKALEN FOSFATAZ

480 U/L St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
240 U/L St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
120 U/L St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
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60 U/L St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent

30 U/L St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

OSTEOKALSIN STANDART DILUSYONU

80 ng/mL St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
40 ng/mL St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
20 ng/mL St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
10 ng/mL St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent
5 ng/mL St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

OSTEOPROTEGERIN STANDART DILUSYONU

400 ng/mL St. No 5 120 pl Orijinal St. + 120 pl Diluent
200 ng/mL St. No 4 120 pl St. No 5 + 120 pl Diluent
100 ng/mL St. No 3 120 pl St. No 4 + 120 pl Diluent
50 ng/mL St. No 2 120 pl St. No 3 + 120 pl Diluent
25 ng/mL St. No 1 120 pl St. No 2 + 120 pl Diluent

4. Blank kuyucuguna sadece Chromogen solution A ve B ile Stop Solution
eklenmistir.

5.Standart kuyucuklarina 50 ul hazirlanan standart sollsyonlari,
Streptovidin-HRP 50 ul eklenmigtir.

6. Analiz kuyucuklarina 40 pl osteoblast hiicre, 10 pl analiz igin spesifik
antikor ve Stretavidin-HRP 50 ul eklenmesinin ardinda sizdirmazhk
membranini kapatarak ve hafifce calkalanmistir. Ardindan, karanlik ortamda
60 dakika 37 °© C'de inkUbe edilmistir.

7.30X “Washing Buffer”i 30 kez distile su ile dilue edilmistir. Inkiibasyon
suresinin ardindan membrani dikkatli bir sekilde uzaklastirarak icerisinde
karisim bosaltiimistir. Ardindan dilue edilen "Washing Buffer” ile 8 kez yikama
islemi tekrar edilmistir.

8. Her kuyucuga 50 ul Chromogen Solution A ekledikten sonra Chromogen
Solution B’ den 50 ul eklenmistir. Yavasca karistirllarak 10 dakika karanlikta
inkibe edilmistir.

9. Inkiibasyon siiresinin ardindan 50 ul Stop Soliisyonu eklenmistir. Stop
solisyonu ilave edildikten 15 dakika icinde 450 nm dalga boyundaki OD
Olgulmustar.

10. OD degerleri elde edildikten sonra, hesaplama asamasina
gecilmistir. Bu asamada elde edilen standartlara gére horizontal bir grafik
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cizilerek denklem elde edilmistir ve elde edilen denklemden drneklerin protein
konsantrasyonlari hesaplanmistir.

3.8 - Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler, IBM SPSS Statistics 21.0 paket programi ile
gercgeklestirilmistir. Sirekli degiskenlerin  normal dadilma uygunlugdu,
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilarak; normal dagilim gosteren degiskenlerin
gruplar arasindaki karsilastirmalarn ise tek yonli varyans analizi (OneWay
ANOVA) ile degerlendirilmistir. Coklu karsilastiriimalar, Tukey HSD Testi ile
gerceklestirilmistir. Normal dadilima uygunluk gdstermeyen degiskenlerin
gruplar arasi karsilastirmalari Kruskal-Wallis testi ile yapilmistir. Coklu
karsilastirmalar Dunn test kullanilarak dederlendirilmistir.
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4- BULGULAR

4.1 - hFOB 1.19 Hiicre Dizisi Standart Egrisi

Hicrelerin standart egrilerinden elde edilen formdlizasyon ile adezyon ve
proliferasyon analizleri gergeklestirilmistir.

hFOB 1.19 HUCRE DiziSi STANDART

1,00
0,80
w 0,60
2
< 0,40
0,20
0,00
0,00 10000,00

20000,00

EGRISI

30000,00
Hiicre Miktan

+0,3384
R?=0,9987

40000,00

50000,00 60000,00

Sekil 4.1 hFOB 1.19 Hicre Standart Egrisi

4.2 - Gruplandirma Sistemi

Tez calismasinin bulgularinin  dederlendiriimesinde asadidaki tablo
kullaniimistir.
Tablo 4.1 Gruplandirma Sistemi
Grup-1 | Besiyeri Grup-8 CdClx+5a-androstan
Grup-2 | CdCl; Kontrol Grup-9 1,25(0H)2D  vitamini+
CdClz
Grup-3 | 1,25(0OH);D  vitamini | Grup-10 17B-estradiol+ CdCl:
Kontrol
Grup-4 | 17B-estradiol Kontrol Grup-11 5a-androstan+ CdClz
Grup-5 | 5a-androstan Kontrol | Grup-12 OAD*+ CdCl>
Grup-6 | CdCl>+1,25(0H)2.D Grup-13 CdClo+ OAD*
vitamini
Grup-7 | CdClx+17B-estradiol
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4.3 - hFOB 1.19 Goriintiilemesi

Uygulama surelerinin dolmasinin ardindan hucreler, Olympos BX40 marka
mikroskop kullanilarak fotograflanmistir.

Sekil 4.2'de besiyerinde 72 saat boyunca yetistirilmis hFOB 1.19 hicreleri
gortlmektedir. Sekil 4.3’de 72 saat boyunca CdCl, uygulanmis hicreler
gorintulenmistir. Osteoblast hlicre sayilarinda azalma meydana gelmistir (6len
hicreler tutunduklarn ylzeyden kalkmis, yuvarlak olarak gorilmektedir). Ayni
zamanda hcreler bir arada kalma egiliminden ¢ok birbiri ardina gogalma (diz
bir cizgi halinde) edilim gosterdigi belirlenmistir. Sekil 4.4’'de 1,25(0OH)> D
vitamini uygulamasina bagli olarak hicre sayilarinda artis oldugu
belirlenmistir. Sekil 4.5'de ise hFOB 1.19 hucrelerinde 6strojen uygulamasina
bagli olarak hiicre sayilarinda artis goézlenmistir. Ayrica, hilicreler daha
blylktir. Sekil 4.6 osteoblast hiicrelerinde 5a-androstan uygulamasina bagh
olarak hlcre sayilarinda kismi olarak artis meydana gelmistir. Sekil 4.7'de
goérilen osteoblast hucrelerinde CdCly toksisitesinin ardindan 1,25(0OH).D
vitamininin etkisi gézlenmistir. Hlicre sayisinda kismi artis ve toksisite etkisine
bagh olarak morfolojik degisim meydana geldigi tespit edilmistir. Sekil 4.8 ve
sekil 4.9'da osteoblast hitcrelerinde CdCl> toksisitesinin ardindan seks
hormonlarinin olumlu etkisi gértlmustir; hicre sayisinda artis goértulmektedir.
Sekil 4.10 hicrelerinde 1,25(0OH); D vitaminini morfolojisine bagh olarak
hicrelerde irilesmenin yaninda CdCl, toksisitesine bagl olarak hiicre sayisinda
azalma meydana gelmistir. Sekil 4.11 ve sekil 4.12'de osteoblast hicrelerinde
siraslyla dstrojen ve androjenin etkisiyle hlicre sayisinda kismi artis meydana
geldigi gérilmektedir. Sekil 4.13'de OAD’ nin CdCl, toksisitesine Kkarsi
koruyucu ve sekil 4.14’de OAD’ nin CdCl; toksisitesine karsi tedavi edici etkisi
acikca gozlenmektedir. Osteoblast hlicrelerinde meydana gelen sayi! artisi
gb6zlenmektedir.

Sekil 4.2 Besiyeri (Kontrol) Hucreleri Sekil 4.3 CdClz Kontrol Hicreleri
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Sekil 4.4. 1,25(0H)2 D Vitamini Kontrol Sekil 4.5. 17B-estradiol Kontrol
Hucreleri Hicreleri

Sekil 4.6 5a-androstan Kontrol Hiicreleri Sekil 4.7. CdCl>+1,25(0OH).D
Vitamini Uygulanan Hicreler

Sekil 4.8. CdCl>+17pB-estradiol Sekil 4.9. CdCl>+5a-androstan
Uygulanan Hicreler Uygulanan Hucreler
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Sekil 4.10 1,25(0OH)2D+CdCl2 Sekil 4.11 17B-estradiol+ CdCl2
Uygulanan Hicreler Uygulanan Hicreler

A—CO—

Sekil 4.12 5a-androstan+ CdCl> Sekil 4.13 OAD+ CdCl, Uygulanan Hiicreler
Uygulanan Hicreler

Sekil 4.14 CdCl.+0AD Uygulanan Hicreler
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4.4 - Osteoprotegerin ELISA Bulgulari
4.4.1 - Osteoprotegerin Standart Egrisi

hFOB 1.19 hdcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de
standart egri olusturulmustur (Sekil 4.15). Elde edilen grafikten olusan forml,
istatiksel verilerin degerlendirilmesinde kullaniimistir.

OSTEOPROTEGERIN

3,5

3 y =0,0067x+0,1357
R?=0,9918

Absorbans

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Standart konsantrasyon

Sekil 4.15 Osteoprotegerin ELISA Standart Egrisi
4.4.2 - Osteoprotegerin ELISA Sonuclari

Osteoprotegerin (OPG) ELISA testi sonuclari, post Hoc Testi istatiksel
analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda fark oldugu belirlenmistir (p<0)
(Sekil 4.16).

Grup 6’ya gore, grup 3 (p<0.01) ve grup 13 (p<0) artis goéstermistir. Grup
7'ye gore, grup 3 (p<0), grup 4 (p<0.01) ile grup 5 (p<0.01) artmistir. Grup
8 karsilastinldiginda grup 1(p<0.05), grup 3 (p<0), grup 4 (p<0) ve grup 5'de
(p<0.01) artis belirlenmistir. Grup 9 ile karsilastirildiginda grup 1 (p<0.01),
grup 2 (p<0.01), grup 3 (p<0) ile grup 5 (p<0) artmistir. Grup 10" a gore,
grup 1 (p<0), grup 2 (p<0) ve grup 3 (p<0), grup 4 (p<0) ve grup 5 (p<0),
grup 11 (p<0.05), grup 12 (p<0) ve grup 13 (p<0) gruplar artis géstermistir.
Grup 11 ile karsilastirildiginda grup 3 (p<0.01), grup13 (p<0.001) artmasina
karsin grup 10 (p<0.05) azalmistir. Grup 12 ile karsilastirildiinda grup 8
(p<0.05), grup 9 (p<0.001) ve grup 10’ da (p<0) azalma tespit edilmistir.
Grup 13 verilerine goére grup 6 (p<0), grup 7 (p<0), grup 8 (p<0), grup 9
(p<0), grup 10 (p<0) ve grup 11 (p<0.001) azalmistir.
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OSTEOPROTEGERIN

300
250
200
150
100

50

(e

e
[

Grup = Grup @ Grup Grup

10 11 12 13
=0PG 197,35 193,59 217,99 207,17 206,06 179,26 170,21 163,75 156,77 148,97 179,91 197,94 221,69

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9

Sekil 4.16 Osteoprotegerin ELISA Sonuglan

4.5 - Osteokalsin ELISA Bulgulan
4.5.1 - Osteokalsin Standart Egrisi
hFOB 1.19 hdlcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de

standart egri olusturulmustur (Sekil 4.17). Elde edilen grafikten olusan formiil,
istatiksel verilerin degerlendirilmesinde kullaniimistir.

OSTEOKALSIN

2 y =0,0213x+0,2227
R?=0,983

Absorbans

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Standart konsantrasyon

Sekil 4.17 Osteokalsin ELISA Standart Egrisi
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4.5.2 - Osteokalsin ELISA Sonuclari

Osteokalsin (OT) ELISA testleri, post Hoc Testi istatiksel analizleri
sonucunda gruplar arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0) (Sekil
4.18).

Grup 6 ile karsilastirildiginda, grup 1 (p<0), grup 2 (p<0.05), grup 12
(p<0) ve grup 13'de (p<0) artis analiz edilmistir. Grup 7'ye gére grup 1 (p<0),
grup 12 (p<0.01) ve grup 13 (p<0) artmistir. Grup 8 ile karsilastirildiginda
grup 1 (p<0), grup 12 (p<0.01) ve grup 13'de (p<0) artis goézlenmistir. Grup
9 ile karsilastirildiginda grup 1 (p<0.01) ve grup 13 (p<0) artmasina karsin
grup 5 (p<0.05) azalmistir. Grup 10 ile karsilastirildiginda grup 1 (p<0), grup
12 (p<0.05) ve grup 13 (p<0) artmistir. Grup 11’e gére grup 1 (p<0), grup
12 (p<0.01) ve grup 13 (p<0) artis gostermistir. Grup 12 ile
karsilastirildiginda, grup 13 (p<0.05) artmistir.
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Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9 Grup 10Grup 11 Grup 12 Grup 13
EOT 69,243 60,800951,352549,0359 46,2783 49,7248 52,1818 52,3649 56,7242 53,5034 51,9709 64,1775 75,2597

Sekil 4.18 Osteokalsin ELISA Sonuglari

4.6 - Vitamin D Reseptor ELISA Bulgulari
4.6.1 - Vitamin D Reseptor Standart Egrisi
hFOB 1.19 hdcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de

standart egri olusturulmustur (Sekil 4.19). Elde edilen grafikten olusan forml,
istatiksel verilerin dederlendirilmesinde kullaniimistir.
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VITAMIN D RESEPTOR
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Sekil 4.19 Vitamin D Reseptdr ELISA Standart Egrisi
4.6.2 - Vitamin D Reseptor ELISA Sonuclari

Vitamin D reseptér (VDR) ELISA testi post Hoc Testi istatiksel analizleri
sonucunda gruplar arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0) (Sekil
4.20).

Grup 6 ile karsilastirildiginda grup 2 (p<0.05) azalmasina karsin grup 8
(p<0.05) artmistir. Grup 7'ye goére grup 2 (p<0) azalma gdstermistir. Grup 8
ile karsilastirildiginda grup 1 (p<0), grup 2 (p<0) ve grup 3 (p<0.01) ile grup
4 (p<0.01) ve grup 5 (p<0.05) azalmistir. Ayrica, grup 6 (p<0.05) ve grup
13'de (p<0.01) de benzer sekilde azalma tespit edilmistir. Grup 9
karsilastirildiginda grup 1 (p<0.01), grup 2 (p<0), grup 3 (p<0.05) ve grup 4
(p<0.05) ile grup 13 (p<0.01) azalmistir. Grup 10’a gére grup 1 (p<0.05) ve
grup 2'de (p<0) azalma tespit edilmistir. Grup 11 ile grup 2 karsilastirildiginda
azalma (p<0) tespit edilmistir. Grup 12’ ye gére grup 2 (p<0) azalmistir. Grup
13 ile karsilastirildiginda grup 8 (p<0.01) ve grup 9'da (p<0.01) azalma
belirlenmistir.
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VITAMIN D RESEPTOR
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Sekil 4.20 Vitamin D Reseptdér ELISA Sonuglar
4.7 - Ostrojen Reseptor ELISA Bulgulari
4.7.1 - Ostrojen Reseptor Standart Egrisi
hFOB 1.19 hlcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de

standart egri olusturulmustur (Sekil 4.21). Elde edilen grafikten olusan formdil,
istatiksel verilerin degerlendirilmesinde kullaniimistir.

OSTROJEN RESEPTOR

Absorbans

0 20 40 60 80 100 120

Standart konstrasyon

Sekil 4.21 Ostrojen Reseptér ELISA Standart Edrisi
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4.7.2 - Ostrojen Reseptér ELISA Sonuclari

Ostrojen reseptér (ER) ELISA testi post Hoc Testi istatiksel analizleri
sonucunda gruplar arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0) (Sekil
4.22).

Grup 6'ya gore dederlendirildiginde, grup 1 (p<0), grup 2 (p<0), grup 3
(p<0) ve grup 4 (p<0) ile grup 5 (p<0) artis géstermistir. Ayni zamanda grup
9, grup 10, grup 11 ve grup 12'de (her birinde p<0) artis tespit edilmistir.
Grup 7 ile karsilastirildiginda grup 6'da (p<0) azalma tespit edilmistir. Grup
8'e gobre grup 6 (p<0) azalmistir. Grup 9 ile karsilastirildiginda grup 1
(p<0.001), grup 2 (p<0.01), grup 3 (p<0.05) ve grup 5 (p<0.05) azalma
gostermistir. Grup 11’e gore dederlendirildiginde grup 1 (p<0), grup 2 (p<0)
ve grup 3 (p<0) ile grup 4 (p<0) ve grup 5 (p<0) azalmistir. Grup 12 ile
karsilastirildiginda grup 1 (p<0) ve grup 2 (p<0) azalmistir.
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EER 50,17 50,981551,976957,9005 51,9864 38,8446 57,0066 55,8208 59,9884 57,5896 62,4871 59,0483/56,2556

Sekil 4.22 Ostrojen Reseptdr ELISA Sonuglari

4.8 - Androjen Reseptor (AR) ELISA Bulgulari
4.8.1 - Androjen Reseptor Standart Egrisi
hFOB 1.19 hdlcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de

standart egri olusturulmustur (Sekil 4.23). Elde edilen grafikten olusan formdil,
istatiksel verilerin degerlendirilmesinde kullaniimistir.
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Sekil 4.23 Androjen Reseptodr ELISA Standart Egrisi
4.8.2 — Androjen Reseptor ELISA Sonucglari

Androjen reseptdér (AR) ELISA testi post Hoc Testi istatiksel sonuglari
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0)
(Sekil 4.24).

Grup 6 ve grup 7 ile karsilastirildiginda grup 13 (p<0) azalmistir. Grup 8’e
gbére grup 1 (p<0.01), grup 2 (p<0.05) artmasina karsin; grup 13'de (p<0)
azalma tespit edilmistir. Grup 9'a goére grup 13 (p<0) azalmistir. Grup 10 ile
karsilastirildiginda grup 1 (p<0.05), grup 13’de (p<0) azalma tespit edilmistir.
Grup 11 ile karsilastirildiginda grup 13 (p<0) azalmistir. Grup 12'ye gore grup
13 (p<0) azalmistir. Grup 13 ile karsilastirildiginda grup 1 (p<0.01), grup 2
(p<0) ve grup 3 (p<0) ile grup 4 (p<0) ve grup 5 (p<0) artis gostermistir.
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ANDROJEN RESEPTOR

35
30
25
20
15

10

T

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8 Grup9 Grup 10 Grup 11 Grup 12 Grup 13
B AR 22,8125 23,7451 24,9109 27,2338 24,9515 24,3257 26,2347 27,7608 25,7651 27,0088 26,6388 25,4551 18,2153

Sekil 4.24 Androjen Reseptdr ELISA Sonuclari

4.9 - Kemik Alkalen Fosfataz ELISA Bulgulari
4.9.1 - Kemik Alkalen Fosfataz Standart Egrisi

hFOB 1.19 hdlcreleri ile yapilan tez calismasi sonucunda 450 nm’de
standart egri olusturulmustur (Sekil 4.25). Elde edilen grafikten olusan formiil,
istatiksel verilerin dederlendirilmesinde kullaniimistir.
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Sekil 4.25 Kemik Alkalen Fosfataz ELISA Standart Egrisi
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4.9.2 - Kemik Alkalen Fosfataz ELISA Sonuclari

Kemik alkalen fosfataz (bALP) ELISA testi post Hoc Testi istatiksel
sonuglari dederlendirildiginde gruplar arasinda istatiksel fark oldugu
belirlenmistir (p<0) (Sekil 4.26).

Grup 6 ile karsilastirildiginda grup 2 (p<0.01) ve grup 12 (p<0.01)
azalmistir. Grup 7'ye goére grup 2 (p<0.01) ve grup 3 (p<0.05) ile grup 12
(p<0.001) azalmistir. Grup 12 ile karsilastirildiginda grup 6 (p<0.01) ve grup
7'de (p<0.001) artis belirlenmistir.
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Sekil 4.26 Alkalen Fosfataz ELISA Sonuclari

4.10 - Adezyon

Adezyon, post Hoc Testi istatiksel analizi ile degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0) (Sekil 4.27).

Grup 6'ya gore dedgerlendirildiginde grup 1 (p<0.05), grup 8 (p<0) ve
grup 13'de (p<0) azalma belirlenmistir. Grup 7 ile karsilastirildiginda grup 1
(p<0.001), grup 8 (p<0) ve grup 13 (p<0) azalmistir. Grup 8’e gbre grup 2
(p<0) ve grup 3 (p<0) ile grup 4 (p<0) ve grup 5'de (p<0) artis belirlenmistir.
Grup 9’a gore dederlendirildiginde grup 1 (p<0.001), grup 8 (p<0) ve grup
13'de (p<0) azalma tespit edilmistir. Grup 10’a goére dederlendirildiginde grup
1 (p<0), grup 2 (p<0) grup 12 (p<0.01) ve grup 13 (p<0) azalmistir. Grup
11’e gore dederlendirildiginde grup 1 (p=0.005), grup 8 (p<0) ve grup 13'de
(p<0) azalma belirlenmistir. Grup 12'ye goére grup 2 (p<0.01) ve grup 3
(p<0.01) ile grup 4 (p<0.01) ve grup 5 (p<0.001) artis gbstermistir. Grup
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13’e goére grup 2 (p<0) ve grup 3 (p<0) ile grup 4 (p<0) ve grup 5 (p<0)
artmistir.
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Sekil 4.27 Adezyon Sonuglari

4.11 - Proliferasyon

Proliferasyon, post Hoc Testi istatiksel sonuclari dederlendirildiginde
gruplar arasinda istatiksel fark oldugu belirlenmistir (p<0) (Sekil 4.28).

Grup 6'ya gore grup 1 (p<0) artmasina ragmen grup 2 (p<0) ve grup 3
(p<0.01) ile grup 4 (p<0.01) ve grup 5 (p<0.01) azalmistir. Grup 7’'ye gore
grup 1 (p<0), grup 8 (p<0), grup 12 (p<0) ve grup 13 (p<0) artis
gbstermistir. Grup 8’e gbre grup 1 (p<0), grup 2 (p<0) ve grup 3 (p<0.01) ile
grup 4 (p<0.01), grup 6 (p<0) ve grup 5 (p<0.01) azalmistir. Grup 9 ile
karsilastirildiginda grup 1 (p<0), grup 8 (p<0), grup 12 (p<0) ve grup 13
(p<0) artmasina ragmen grup 2'de (p<0) azalma tespit edilmistir. Grup 10’a
gbre grup 1 (p<0), grup 8 (p<0), grup 12 (p<0) ve grup 13 (p<0) artmasina
ragmen, grup 2'de (p<0) azalma tespit edilmistir. Grup 11’e gore grup 1
(p<0), grup 8 (p<0), grup 6 (p<0), grup 12 (p<0) ve grup 13 (p<0) artmasina
ragmen, grup 2 (p<0) azalmistir. Grup 12'ye gére grup 2 (p<0) ve grup 3
(p<0) ile grup 4 (p<0) ve grup 5 (p<0), grup 6 (p<0) azalmasina ragmen
grup 8'de (p<0) artma belirlenmistir. Grup 13 ile karsilastirildiginda grup 2
(p<0) ve grup 3 (p<0) ile grup 4 (p<0), grup 5 (p<0) ve grup 6'da (p<0)
azalma tespit edilmistir. Fakat, grup 8'de (p<0) artma belirlenmistir.
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5- TARTISMA

Osteoporoz dislik kemik kitle gelisimine bagh olarak kemik
mikromimarisinde bozukluk, kemik frajilitesinde ve kirik riskinde artis ile
karakterize edilen sistemik iskelet sistemi hastaligidir. Yaygin olarak
postmenopozal kadinlarda goérilmektedir. Kemik kaybi, rezorpsiyonda artis
veya kemik yapiminda azalma sonucunda gorilmektedir. TrabekUller kemikte
kayip ve kortikal kemik yapisinda porozitede artisa neden olmaktadir (Warriner
& Saag, 2013). Gunuimuzde ve gelecekte, endlstrisi ve sanayisi gelismis
Ulkelerin ilerleyen yas populasyonlarinda, osteoporoz goriulme riski giderek
artmaktadir (Rachner, Khosla vd., 2011).

Endustri ve sanayide yaygin olarak kullanilan agir metallerin maruziyeti
sonucunda cevresel ve mesleki kontaminasyon ortaya cikabilmektedir.
Cevresel olarak dlstk dozda ve yavas maruziyet; mesleki olarak yliksek dozda
maruziyet gortlmektedir. Sanayinin gelismesine bagli olarak agir metallerin
mesleki ve c¢evresel (atiklar yoluyla) kontaminasyonunda artis meydana
gelmektedir. Oral veya inhalasyon yoluyla viicuda alinan agir metaller akut
veya kronik dénem icerisinde cesitli doku ve organlar Uzerinde toksik etki
olusturmaktadir. Ozellikle kronik dénemde kemik dokuda birikmesine ragmen
yol actigi toksisitenin molekiler mekanizmasi henliz tam olarak
aciklanamamistir. Kemik Uzerinde direkt ve dolayli (bdbrekler lzerinden)
olarak etki gostermektedir.

Kadmiyum (Cd) sanayi ve ensdulstride yaygin olarak kullanilan, gevresel
ve endistriyel kirlenmeye neden olan agir metaldir. Cd maruziyeti, cevresel
veya mesleki olarak gerceklesmektedir. Ayrica, sigara da oldukca énemli Cd
kaynaklarindan biridir. Dogada yaygin olarak bilesik (CdO, CdCl; gibi) halinde
bulunmaktadir. Cd bilesikleri vicuda solunum sistemi (inhalasyon) ve
gastrointestinal sistemden (oral) alinmaktadir. Vicuda giris yaptiktan sonra
yaklasik 10-30 yil yarilanma &6mrine sahiptir. Kronik inhalasyonu basta
akciger, kemik ve bobrek olmak lzere birgok doku ve organda toksikasyona
neden olmaktadir (James & Meliker, 2013).

Cd’'nin  kronik maruziyeti sonucunda kemik dokusunda depolanma
meydana gelir ve mineralizasyon bozukluklari olusur. Kemik dokusu Cd
toksisitesinin gortldiglu oldukca ©nemli hedef organlar arasinda vyer
almaktadir. Cd’'nin kemik Uzerinde etkisi gesitli sekillerde gergeklesmektedir.
Ilk olarak oksidatif stres olusumuna neden olmaktadir. Ozellikle kemik
dokusunda hidroksil radikallerinin olusumuna sebep olmaktadir. Kemik
dokusunda diger bir etkisi ise osteoklast veya osteoblast hiicreleri araciligiyla
gerceklesmektedir. Osteoklast hicrelerine olan etkisiyle matriks yikiminda
artis; osteoblast hicrelerinde ise gen ekspresyon seviyesinde dedisim
gorilmektedir. Uclincl etkisi, renal toksisite aracihdiyla ortaya cikmaktadir. Cd
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proksimal tubudl toksikasyonu sonucunda D vitamini metabolizmasini
etkileyerek, aktif D vitamini olusumunu azaltip hiperkalsilriye neden
olmaktadir. Son olarak, kemik metabolizmasinda rol oynayan hormonlari
etkileyerek kemik dokusunda indirekt toksik etki géstermektedir (Jarup,
Berglund vd., 1998; Uriu, Morimoto vd., 2000; Bhattacharyya, 2009;
Nordberg, 2009; Ognjanovi¢, Markovi¢ vd., 2010; Uchida, Kuratavd., 2010;
Chen, Zhu vd., 2011; Arbon, Christensen vd., 2012; Chen, Wang vd., 2013;
James & Meliker 2013).

1955 yilinda kontamine piring tliketen Japon popilasyonunda kemik
hastaligi olan osteoporoz patolojisi gosteren Itai-Itai hastaliginin nedeni olarak
raporlanmistir (Nordberg, 2004). 1950'lerden bu yana, bircok calismada
kadmiyumun kemik yogunlugunu azalttigi ve osteoporoz riskini dogrudan
osteotoksik etki ile artirdidi ile ilgili calisma bulunmaktadir (Kido, Nogawa vd.,
1989; Jarup, Berglund vd., 1998; Alfvén, Elinder vd., 2000; Wang, Zhu vd.,
2003; Jarup & Alfvén, 2004; Nambunmee, Honda vd., 2010; Shin, Paek vd.,
2011; Thomas, Michaélsson vd., 2011; Engstrédm, Michaélsson vd., 2012).
Popllasyon calismalarinda, kadmiyum maruziyetinin kemik yapisi Uzerinde
direkt ve dolayli (bdébrek Uzerinden) toksik potansiyel etkileri gdsterilmistir
(Staessen, Roels vd., 1999; Brzdska, Majewska vd., 2005; /ikesson, Bjellerup
vd., 2006; Coonse, Coonts vd., 2007; Engstrém, Michaélsson vd., 2012).
Kadmiyumun neden oldugu kemik demineralizasyonunun molekiler
mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Literatlirde cevresel ve mesleki
kadmiyum maruziyeti sonucu olusan osteoporoz ile ilgili sinirh calisma
bulunmaktadir (Chakraborty, Dutta vd., 2013; Wallin, Sallsten vd., 2013).

Besinler araciliiyla ve glinesten alinan D vitamini, esas olarak bdbrekte
aktif formda 1,25(OH), D vitaminine ddénustlrtdlmektedir. 1,25(0OH)2 D
vitamininin kalsiyum metabolizmasi Uzerindeki baslica etkileri, kalsiyum ve
fosfatin bagirsak emilimini arttirmak ve kemik mineral matriksinin geri
emilimini arttirmaktir. Yapilan calismalarda, Cd toksikasyonu sonucunda renal
tibdler hasarini  takiben aktif formdaki 1,25(0OH), D vitamininin
hidroksillenmesinde azalma meydana geldigi belirlenmistir (Kjellstrém, 1992).
Cd’'nin yol actigi renal tibuler hasara bagli vitamin D aktivite azalmasinin,
Cd'nin kemik U(zerinde dolayh toksik etki gdstermesine neden olabilecedi
belirlenmistir.

Yapilan tez calismasinda, 72 saat boyunca Cd uygulamasinin ardindan 72
saatlik 1,25(0OH)> D vitamini uygulanmasi sonucunda hFOB1.19 osteoblast
hicrelerinde vitamin D reseptdér miktarinin arttigi belirlenmistir. Literatir
arastirmalarinda, vitamin D reseptdr ve Cd iliskisi ile ilgili yeterli arastirma
olmadigi belirlenmistir. Insanlarda agir metallerin kemik metabolizmasini
vitamin D reseptorleri araciligi ile etkiledigine iliskin veriler bulunmaktadir. Jiao
ve ark. yaptiklari calismada Cd ve Pb’nin 1,25(0H)2D vitamini aktivitesini taklit
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edebildigini, vitamin D reseptor fonksiyonunu bozarak osteoporoza yatkinhga
neden oldugunu belirtmistir (Jiao, Zhang vd., 2010). Yapilan tez galismasinda,
hFOB 1.19 hicrelerinde 72 saatlik CdCl> uygulamasinin ardindan vitamin D
reseptdr aktivitesinin ylkselmesi, osteoporoza yatkinligin olabilecegini
disundirmektedir. CdCl; kontrol grubunda vitamin D reseptor aktivitesi dusuk
iken, 1,25(0OH)2D vitamini uygulamasi reseptér seviyesinde kismi artisa sebep
olmustur. 72 saatlik 1,25(0OH),D vitamini uygulamasinin ardindan CdCl;
uygulandiginda ise Cd toksikasyonu gorilmektedir. Elde edilen sonuclar
dogrultusunda, Cd toksikasyonun ardindan aktif D vitamininin kemik dokusuna
uygulanmasi sonrasi, vitamin D reseptdér (VDR) aktivitesinin artmasi
nedeniyle, D vitamininin dokuyu kismi olarak Cd’dan kaynaklanan
osteoporozdan koruyabilecedi sonucuna ulasiimasini saglamaktadir.

Postmenopozal osteoporoz gelisiminde, dstrojen eksikligi gortulmektedir.
Ostrojen kemik rezorpsiyonunun inhibisyonunda oldukca ©®nemli rol
oynamaktadir. Dolayisiyla 6strojen eksikliginin artmasi kemik rezorpsiyonu ve
kemik kaybinda artisa neden olmaktadir. Ostrojen eksikligi her iki cinste de
oldukca 6nemlidir; erkeklerde ER gen veya aromataz (testosteronu dstrojene
ceviren enzim) eksikligi osteoporoza neden olabilmektedir.

Literatlr arastirmalarinda, Cd’'nin gigli Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu
goOsterilmistir (Tsai & O'Malley, 1994). Cd, ER'nin hormon baglama domainine
ylksek afinite ile baglanarak reseptori aktive ettiginden dolayi, “cevresel
Ostrojen” olarak nitelendirilmektedir (Stoica, Katzenellenbogen vd., 2000).
Yaygin olarak ERa Uzerinde bulunan spesifik aminoasit bdlgelerine (H4, HS,
H11 ve H12 motifleri) baglanmaktadir (Stoica, Katzenellenbogen vd., 2000;
Johnson, Kenney vd., 2003; Safe, 2003; Ali, Penttinen-Damdimopoulou vd.,
2010; Byrne, Divekar vd., 2013). Ronchetti ve ark. yaptiklari galismada, Cd'nin
diger agir metaller gibi, ER aktivasyonunu iceren 17B-estradiol etkilerini taklit
edebilecedini gostermistir (Ronchetti, Miler vd., 2013). Stoica ve ark.,
kadmiyumun 0&strojene duyarli meme kanseri hicre hattindaki (MCF-7)
estradiol etkilerini taklit ettigini belirlemistir (Stoica, Katzenellenbogen vd.,
2000). Bu calismada ER seviyesinde degisim olmadan Cd’nin aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Stoica, Katzenellenbogen vd., 2000). Ayni zamanda agdir metal
olan Cd, 17B-estradiolun reseptdre baglanmasini inhibe etmektedir. Yapilan bu
tez calismasinda, literatlre paralel olarak hFOB 1.19 osteoblast hucrelerine
17B-estradiol uygulandiginda Ostrojen reseptoér konsantrasyonunda yikselme
oldugu belirlenmistir. 72 saatlik CdCl> uygulamasinin ardindan 72 saat
boyunca 17B-estradiol uygulanmasi ile 72 saat boyunca 17B-estradiol
uygulanmasinin ardindan 72 saatlik CdCl; uygulandiginda 6strojen reseptor
konsantrasyonunda degisim olmadidi belirlenmistir. Bu nedenle calismanin
sonuglari, CdClx'nin Ostrojen reseptor yapisinda herhangi bir dedisime neden
olmadan osteoblast hiicrelerinde toksikasyona neden oldugu; Cd’ nin 17B-
estradiol’e benzer, esit ya da yansmali aktivite gdsterebilecegini

58



dusiindiirmektedir. Ilging bir sekilde, 72 saat CdCl; uygulamasinin ardindan 72
saat 1,25(0H)2D vitamini uygulandiginda ostrojen reseptor
konsantrasyonunun azaldigi belirlenmistir. Kadmiyum maruziyeti sonrasi
uygulanan 1,25(0OH).D vitamini 0Ostrojen reseptér miktarini ddsarar.
Osteoporoz tedavisinde uygulanan 6strojen tek basina yeterli olmayabilir.
Bunun nedeni, kadmiyumun osteoblast hticrelerinde 06strojen reseptérinin
aktivitesini inhibe ediyor olmasi olabilir.

Androjen reseptdr, steroid/tiroid hormon reseptérleri icin kodlayan
genlerin bir stper ailesinin bir Uyesidir. Reseptdr ailesinin Uyeleri, benzer
modduler yapiya sahip ligand-bagimli nikleer transkripsiyon faktoérleridir (Tsai
& O'Malley, 1994). Cd'nin dstrojen reseptor ile etkilesimini saglayan bazi amino
asit sekanslari androjen reseptér hormon baglama bélgesinde de bulunmasina
ragmen korunmustur (Wurtz, Bourguet vd., 1996; Tanenbaum, Wang vd.,
1998). Yapilan calismalarda, Cd’nin, kdiltlire edilmis htcrelerde androjen
benzeri aktiviteye sahip oldugu ve bu etkiye androjen reseptérin aracilik ettigi
belirlenmistir (Martin, Voeller vd., 2002). Cd, hormon baglanma domainlerine
yluksek afinite ile badlanarak hormonun reseptére baglanmasini inhibe
etmektedir (Martin, Voeller vd., 2002).

Cd’'nin androjen reseptor aktive ettigi mekanizma tanimlanmasina
ragmen, cesitli mekanizmalar onerilmektedir. Fosforilasyon, sinyal iletim yolu
aktivasyonunun bir sonucu olarak, AR'nin aktivitesini degistirdigi gosterilmistir
(Martin, Voeller vd. 2002). Alternatif olarak, Cd’nin reseptérin hormon
baglama alani ile dogrudan etkilesim yoluyla aktive edebildigi
disunulmektedir. Tez calismasi sonucunda, CdCl, kontrol grubuna gdére 5a-
androstan kontrol grubunun, 72 saat CdCl, uygulamasinin ardindan 72 saat
5a-androstan uygulanan grubun ve 72 saat 5a-androstan uygulamasindan
sonra 72 saat CdCl; uygulanan osteoblast hlicrelerinde androjen reseptérin
artis gosterdigi belirlenmistir. Androjen reseptor aktivitesinde meydana gelen
artisin, Cd maruziyetine bagli osteoporoz gelisiminde androjen reseptérin
oldukca ©6nemli olabilecegini gostermektedir. Bircok calismada androjen
benzeri aktivite gésteren Cd, osteoblast hilicrelerinde de toksikasyon gelisimine
neden olabilecegi gorilmektedir. Literatir arastirmalarina paralel olarak
muhtemel etki mekanizmasinin, Ostrojen reseptoriinde etkili olabilecegi
disinulmektedir.

Kemik dokusuna spesifik olan alkalen fosfataz, osteoblast hlcre
membraninda bulunmaktadir ve kemik yapimi, mineralizasyon belirtecidir.
Kemik ddnglsiunde artis meydana gelirse serum alkalen fosfataz seviyesi
yukselebilmektedir. Osteoporoz gelisiminde, osteoblast hiicrelerinde meydana
gelen azalmadan dolayi, serumdaki seviyeleri yukselmektedir. Bu nedenle
kemik yapim belirteci olarak nitelendirilmektedir. Cd, arastirma yapilan agir
metaller arasinda hlicre ALP aktivitesi Uzerinde en gugcld inhibisyon etkisine
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sahip adir metaldir (Suzuki, Morita vd., 1989). Yapilan tez calismasi
sonucunda, osteoblast hlicrelerinde literatlr calismalarina paralel olarak, CdCl;
uygulandiginda  aktivitesinin  azaldigi  go6zlenmistir.  Alkalen fosfataz
aktivitesindeki azalma, enzimin sentezi ve bozunmasi arasindaki dengeye ek
olarak plazma membran gecirgenligindeki degisikliklere bagh olabilmektedir.
Rana ve ark., alkalen fosfataz aktivitesindeki azalmanin, membran transport
sistemin parcalanmasi ve hlicre biyumesi, proliferasyonu tzerindeki inhibitor
etkiye bagli olabilecegini bildirmislerdir (Youness, Mohammed vd. 2012).
Androjen (5a-androstan) uygulamasi ile alkalen fosfataz aktivitesi azalis
gbstermekle birlikte, Cd toksisitesinin ardindan 1,25(0OH)2D vitamini ve 17 3-
estradiol ile Cd maruziyeti sonrasi Ostrojen (17 B-estradiol), androjen (5a-
androstan) ve D vitamini (1,25(0OH)2D vitamini) kombinasyonu uygulanan
grupta yukselmistir. Cd uygulamasinin ardindan 1,25(OH)> D vitamini, 5a-
androstan ve 17B-estradiol uygulamalari osteoblast hlicre alkalen fosfataz
seviyesini ylkselttiginden dolayi koruyucu olabilecedi dislinilmektedir.

Osteoblast hiicreleri tarafindan sentezlenen osteokalsin, hidroksiapatit
kristallerine baglanarak kemik matriks yapisina katilmaktadir. Blyik bir
miktari osteoblast hiicrelerinde yer almasina ragmen serumda da yer
almaktadir. Kemik dongisi arttiginda serumdaki seviyesi ylkselmektedir.
Serum konsantrasyonu osteoblastik aktivitenin bir gdstergesi olarak
ddsltnulebilir ve osteoporoz tani/tedavisinde klinikte kullanilmaktadir. Elde
edilen sonuclar dogrultusunda, Cd'ye kronik maruziyetin serum osteokalsin
seviyesinde onemli bir disise neden oldudgu belirlenmistir (Youness,
Mohammed vd., 2012). Tez galismasinin sonuglari kronik Cd maruziyetinin
osteokalsin seviyesinde azalmaya sebep oldugunu gostermektedir. Hormonlar
ve 1,25(0OH);D vitamini osteokalsin seviyesinde kismi olarak artisa sebep
olmasina karsin, bu artis tedavi edici etki gdéstermemektedir. Cd ile birlikte
hormonlarin ve 1,25(0OH).D vitamininin kombine olarak uygulanmasi
osteokalsin seviyesini ylukseltmistir. Bu durum, osteoblast hlcrelerinden
osteokalsinin seruma salinarak serumda (besiyerinde) seviyesinin
ylkselmesine sebep oldugunu gdstermektedir.

Osteoklastogenezis Inhibitér Faktér (OCIF) olarak da adlandirilan
osteoprotegerin (OPG) 401 aminoasit iceren glikoproteindir. Kemik osteoblast
hicrelerine ek olarak kalp, bdbrek, karaciger ve dalakta salgilanmaktadir.
Osteoprotegerin, timor nekroz faktdérl reseptérleri (TNFR) ailesi Uyesidir ve
diger reseptérlerden farkli olarak transmembran ve sitoplazmik sekanslar
icermemektedir. Osteoklast hiicre aktivitesine bagh goértlen kemik yikimini
inhibe etmektedir. Kemik dokusundaki biyolojik etkisi, RANK/RANKL ile terstir.
Osteoprotegerin, RANKL’ a baglanarak tuzak reseptor gorevi gorerek RANK'a
baglanmasini engellemektedir. Boylelikle osteoklast hlicrelerinin farklilasmasi
ve aktive olmasi inhibe olur. Kemik rezorpsiyonu gergeklesmez (Boyce & Xing,
2007). Ayni zamanda osteoklast hicre apoptozunu indiklemesinin sonucunda
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kemik rezorpsiyonunu azaltmaktadir. RANK ligand artmasi/OPG azalmasi
kemik dansitesinde ve glclnde azalmaya sebep olmaktadir. OPG kemik
matriks bileseni olmadigi icin kemik rezorpsiyonundaki etkisi geri
dénudstimladidr (Aubin and Bonnelye 2000). Yapilan calismalarda, B
hicrelerinin toplam kemik iligi OPG Uretiminin yaklasik %60‘indan sorumlu
oldugu gosterilmistir; B hilicresinden yoksun farelerde osteoprotegerin
azalmasina bagli olarak osteoporoz gelistigi bildirilmistir (Li, Toraldo vd.,
2007). Osteoblastlar tarafindan RANKL ekspresyonunu indlkleyen faktérlerin
cogu OPG ekspresyonunu da diizenlemektedir. Ostrojen, kemik hiicrelerinin
yasam surelerinin dlizenlenmesinde ve osteoklastogenez inhibisyonunda rol
oynadidi icin fizyolojik kemik dongisiinde oldukga 6nemlidir. Ayni zamanda
osteoblast hicrelerinden osteoprotegerin (OPG) salimini uyararak osteoklast
hlcrelerinin olgunlagsmasini engeller. Yapilan tez calismasi sonucunda, CdCl2
uygulamasi sonucunda osteoblast hicrelerinde osteoprotegerin
konsantrasyonu azalmistir. Bu durum hicrelerde osteoporoz gelisimi
olabilecegini dislindirmektedir. 1,25(0OH)> D vitamini, 17B-estradiol ve 5a-
androstan uygulamasi sonucunda osteoprotegerin konsantrasyonunda
ylkselme gorilmektedir. Seks steroidleri ve D vitamini osteoprotegerine bagl
kemik rezorpsiyonunu engelledigi didsintlmektedir. Fakat, 72 saat CdCl;
uygulamasinin ardindan uygulanan seks steroidleri ve aktif formdaki D vitamini
osteoprotegerin konsantrasyonunu azalttigindan dolay!r osteoporoz profili
gbstermektedir. Benzer sekilde, 72 saat boyunca seks steroidleri ve D
vitamininin ardindan CdCl; uygulandigindan osteportegerin
konsantrasyonunun azalmasina bagli olarak osteoporoz gériilmektedir. Ilging
bir sekilde, seks steroidlerinin ve aktif D vitamininin CdCl>" ye karsi hem
koruyucu hem de tedavi edici etkisi oldugu go6zlenmistir. Sonucg olarak,
osteoprotegerin konsantrasyonuna bagl gorilen osteoporoz gelisiminde CdCl»
toksisitesine karsi 1,25(0OH)2 D vitamini, 17B-estradiol ve 5a-androstanin
kombine olarak tedavi edici ve koruyucu etkisi olabilecegi onerilmektedir.
Birlikte degerlendirildiginde osteokalsin ve osteoprotegerin Cd toksisitesine
bagh olarak tim gruplarda disis gostermekle birlikte, Cd maruziyeti sonrasi
Ostrojen (17 pB-estradiol), androjen (5a-androstan) ve D vitamininin
(1,25(0OH)2D vitamini) kombinasyonu uygulanan grupta yukselmistir. Bu
durum kombinasyonlarin etkili olabilecegi sonucuna varilmasina neden
olmaktadir.

Hicre seviyesinde in vitro kosullarda yapilan calismalar, Cd'nin ¢ok yonl
eylemler sergiledigini gostermistir.  Genellikle stres proteinlerinin
ekspresyonunu arttirarak hucrelerde apoptoz ve proliferasyonu etkileyerek
karsinogenik etki gdstermektedir. Cd hlicre ylzey proteinleri olan E-kaderin
yapisinda konformasyonel dedisime neden oldugu icin kontrolsiiz
proliferasyona neden olmaktadir (Waisberg, Joseph vd., 2003). Ayni zamanda
gen dizeyinde hipometilasyona neden olarak, asiri cogalma ve protein
dranlerinin asiri sentezi sonucunda hiicre ¢cogalmasinin artmasindan sorumiu
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olup, malignitelerin gelismesine neden olabilmektedir (Sarkar, Ravindran vd.,
2013). Kemik dbéngusul, osteoblast hlcrelerinin proliferasyonlarinda azalma;
osteoklast hicrelerinde proliferasyonlarinda artma ile karakterize
edilmektedir. Tez galismasinda CdCl> osteoblast hucre proliferasyonlarinda
azalmaya sebep olmustur. CdCl; toksikasyonuna karsi sadece hormonlarin ve
1,25(0OH)2D vitamininin pozitif etkisi gérilmektedir. Benzer sekilde Cd hicre
adezyonunu etkilemektedir. Yapilan tez c¢alismasinda CdCl, osteoblast
hicrelerinde adheziv 6zelligi arttirmistir. Seks hormonlari ve D vitamini
osteoblast hiicrelerinde CdCl>'ye benzer adheziv etki gostermektedir. Birlikte
dederlendirildiginde osteoblast hicrelerinin proliferasyonu 0Ostrojen (178-
estradiol), androjen (5a-androstan) ve D vitamini (1,25(0OH)2D vitamini)
kombinasyonu uygulanan grupta artmistir. Adezyon ise, Cd maruziyeti
dncesinde 6n tedavi olarak uygulanan éstrojen (17 B-estradiol), androjen (5a-
androstan) ve D vitamininin (1,25(0OH),D vitamini) kombinasyonu ile artmistir.
Bu durum sonucunda kemik dongisinde hasara bagli bozukluklarin
giderilmesinde proliferasyon ve adezyonunun saglanmasi agisindan
kombinasyonlarin etkili olabilecegi sonucuna varilmasina neden olmaktadir.
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6- SONUC VE ONERILER
Yapilan tez calismasi sonucunda asagida belirtilen sonuglara ulasiimistir:

1. Kadmiyum maruziyeti sonrasi uygulanan 1,25(0H).D vitamini 6strojen
reseptdér miktarini disurdr.

2. Osteokalsin ve osteoprotegerin Cd toksisitesine badgli olarak tim
gruplarda dlists gdstermekle birlikte, Cd maruziyeti sonrasi dstrojen
(17 B-estradiol), androjen (5a-androstan) ve D vitamininin
(1,25(0OH)2D vitamini) kombinasyonu uygulanan grupta yukselmistir.

3. Osteoblast hicrelerinin proliferasyonu &strojen (17 B-estradiol),
androjen (5a-androstan) ve D vitamini (1,25(0OH)2D vitamini)
kombinasyonu uygulanan grupta artmistir.

4. Osteoblast hiicrelerinin adezyonu, Cd maruziyeti dncesinde 6n tedavi
olarak uygulanan o6strojen (17 B-estradiol), androjen (5a-androstan)
ve D vitamininin (1,25(0OH)2D vitamini) kombinasyonu ile artmistir.

5. Androjen (5a-androstan) uygulamasi ile alkalen fosfataz aktivitesi
azalis godstermekle birlikte, Cd toksisitesinin ardindan 1,25(0H)2D
vitamini ve 17 B-estradiol ile Cd maruziyeti sonrasi 6strojen (17 B-
estradiol), androjen (5a-androstan) ve D vitamini (1,25(0OH)2D
vitamini) kombinasyonu uygulanan grupta yukselmistir.

Tez calismasinin sonucunda, Cd toksisitesine bagh olarak osteokalsin ve
osteoprotegerin konsantrasyonlari osteoporozdakine benzer sekilde azalmistir.
1,25(0OH)2D vitamininin Cd toksisitesine karsi koruyucu ve tedavi edici etkiye
sahip oldugu, osteokalsin ve osteoprotegerin seviyelerini ylkselttigi
gozlenmistir. Proliferasyon ve adezyon sonuclari, kombinasyonlarla osteoblast
hicrelerinin kemik dongisiindeki devamhliginin korundugunu gostermistir.
Ostrojen reseptdriiniin  hasar gdérmesinin osteoporozu tetikleyebilecegi
gordlmistir. Benzer sekilde androjen ve androjen reseptor eksikliginin de
osteoporozun olusumunda ©nemli olabilecegi sonucuna varilmistir. Cd
toksisitesine karsi 6strojen (17 B-estradiol), androjen (5a-androstan) ve D
vitamininin (1,25(0H)2D vitamini) birlikte kullanilmasi osteokalsin seviyesini
arttigi tespit edilmistir. Cd, alkalen fosfataz seviyesini inhibe ettigi
belirlenmistir. Cd toksisitesinin ardindan 1,25(0OH)2D vitamini ve 17 B-estradiol
ile Cd maruziyeti sonrasi 6strojen (17 B-estradiol), androjen (5a-androstan)
ve D vitamini (1,25(0OH)2D vitamini) kombinasyonu alkalen fosfataz
aktivitesini arttirmistir. Tim sonuglar géz 6ntine alindiginda; Cd benzeri agir
metallerin birikimi sonucunda ortaya cikan osteoporozda oldudu gibi kemik
donglsiinde hasara bagl bozukluklarin giderilmesinde 6strojen, androjen ve
D vitamini kombinasyonlari etkili olabilir. Bununla birlikte bu sonuclarin
desteklenmesi icin yapilacak ek deneysel calismalara da ihtiyac duyulmaktadir.
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