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OZET

Ilker Santekin. Hipertiroidili Hastalarda Serum Sclerostin Diizeyleri ve Kemik
Metabolizmasi Belirteclerinin Degerlendirilmesi. Biilent Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyokimya Uzmanlik Tezi. Zonguldak 2016.

Hipertiroidizmde artmis tiroid hormonlar1 kemik dongiisiinii uyarir ve sonugta kemikte ciddi
mineral kayb1 meydana gelir. SKlerostin, osteositler tarafindan tiretilen ve Wnt sinyal yolunu
inhibe eden SOST geni tirtinii bir glikoproteindir. SKlerostinin kemik olusumunu inhibe ettigi,
sklerostin eksikliginin ise yiiksek kemik kiitlesi ile giden hastaliklara neden oldugu
gosterilmistir. Calismamizda hipertiroidizm hastalarinda tiroid hormonlar1 ve sklerostin
arasindaki iligkiyi, sklerostinin serum diizeylerini ve sklerostinin kemik metabolizmasinin
biyokimyasal belirtegleri ile olan iligkisini arastirdik. Caligmaya yeni tami almg 24
hipertiroidizmli hasta ve 24 goniillii saglikli birey dahil edildi. Serum TSH, sTs, ST4, sklerostin,
kemik alkalen fosfataz (kALP), osteokalsin ve idrar deoksipiridinolin (DPD) ve hidroksiprolin
diizeylerinin arastirilmasi amaciyla vendz kan ve 24 saatlik idrar 6rnekleri alindi. Hipertiroidizm
grubunda serum sklerostin diizeylerinde [5.97 (2.59-34.74) ng/ml ] kontrol grubuna [7.00 (2-
32) ng/ml ] gore anlamli bir farklilik yoktu (p=0.452). Sklerostin ve KALP diizeyleri arasinda
pozitif korelasyon bulundu (r=0.805, p<0.001). idrar DPD, hidroksiprolin ve serum KALP
diizeylerinde hipertiroidizm grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli farklilik tespit edilemedi.
Osteokalsin diizeyleri hipertiroidizm hastalarinda [10.08 (0.54-56.62) ng/ml,] kontrol grubuna
[3.40 (0.17-12.98) ng/ml] gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.001).
Osteokalsin ile TSH arasinda negatif korelasyon (r=-0.474, p<0.05), osteokalsin ile sT3 ve sT4
arasinda pozitif korelasyon tespit edildi (r=0.580, p<0.001 ve r=0.603, p<0.001).
Hipertiroidizm grubunda serum Ca ve P diizeylerinde ve idrar Ca atiliminda kontrol grubuna
gore farkhlik tespit edilemedi. Idrar P atilimi hipertiroidizm grubunda [569.86 (373.75-
1198.29) mg /g kreatinin/giin] kontrol grubuna [484.19 (211.39-885.66) mg /g kreatinin/giin]
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p=0.009).

Calismamizda hipertiroidizm hastalarinda tani aninda serum sklerostin diizeylerinde kontrol
grubuna gore anlamli farklilik bulunmadi. Serum osteokalsin diizeyi ve idrar fosfor atilimi
hipertiroidizmli hastalarda kontrollere gére anlamli yiiksekti. Hipertiroidizm hastalarinda
tedavi 6ncesi ve tedavi sonrasini i¢ine alan daha uzun siireli bir ¢alismanin sklerostin hakkinda

daha iyi fikir verebilecegi kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Hipertiroidi, sklerostin, KALP, osteokalsin, DPD, hidroksiprolin.



ABSTRACT

flker Saritekin. Evaluation of Serum Sclerostin Levels and Bone Metabolism Markers in
Patients With Hyperthyroidism. Biilent Ecevit University Faculty of Medicine, Thesis in
Medical Biochemistry. Zonguldak, 2016.

Increased thyroid hormones in hyperthyroidism, stimulate bone turnover and result in serious
loss of the mineral occurs. Sclerostin is a SOST gene product glycoprotein produced by
osteocytes and which inhibit the Wnt pathway. In recently studies shown that sclerostin inhibit
bone formation and sclerostin loss caused diseases with high bone mass. In our study, we
investigated the relationship between serum levels of sclerostin and thyroid hormones,
biochemical markers of bone metabolism in hyperthyroidism patients. Newly diagnosed 24
hyperthyroidism and 24 healthy volunteers was included the study. To investigate serum
sclerostin, bone alkaline phosphatase, osteocalcin and urine deoxypyridinoline (DPD) and
hydroxyproline levels, blood and 24 hours urine samples from patients and healthy volunteers
are received. Serum levels of sclerostin was not significant difference in hyperthyroidism [5.97
(2.59-34.74) ng/ml ] compared to the control group [7.00 (2-32) ng/ml ] (p=0.452). Positive
correlation between serum sclerostin and the BALP levels was found (r=0.805, p<0.001).
Twenty-four-hour urinary DPD and hydroxyproline levels and serum BALP was no
statistically difference between hyperthyroidism and control groups. Serum osteocalcin levels
in hyperthyroid patients [10.08 (0.54-56.62) ng/ml,] compared with controls [3.40 (0.17-
12.98) ng/ml] was significantly higher (p<0.001). Between osteocalcin and TSH negatif
correlation (r=-0.474, p<0.05), between osteocalcin and sTs and sT. pozitif correlation
(r=0.580, p<0.001 ve r=0.603, p<0.001). was detected. In the hyperthyroid group serum Ca
and P levels and urine calcium excretion was not significantly different than the control group.
Urinary excretion of P compared with controls [484.19 (211.39-885.66) mg/g creatinin/day]
was significantly higher in the hyperthyroid group [569.86 (373.75-1198.29) mg /g
creatinin/day] (p=0.009). We did not find significant differences in the levels of sclerostin
between the newly diagnosed hyperthyroidism and the control group. Serum osteocalcin levels
and urinary excretion of P was significantly higher in the hyperthyroid group We believe the
study that longer and involving the pre-treatment and post-treatment patients with

hyperthyroidism, could give a better idea of sclerostin.

Keywords: Hyperthyroidism, sclerostin, bone ALP, osteocalcin, DPD and hydroxyproline.
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1. GIRIS

Hipertiroidinin kemik dokusu {lizerine olan olumsuz etkileri uzun siiredir bilinmektedir
ancak bu etkiler komplekstir ve kismen anlasilabilmistir (1,2). Hipertiroidi ¢ocukluk
doneminde kemik mineralizasyonunu gelistirir ve epifiz olgunlasmasini hizlandirirken
yetiskinlerde osteoklastlarin aktivasyonu ile kemik kaybini uyarmaktadir (2). Tiroid
hormonlarinin  kemik kaybin1 uyarmas: sonucunda kortikal kemikte yiiksek
gozeneklilik ve trabekiiler kemik hacminde azalma meydana gelir (3). Ayrica tiroid
hormonlarinin Wnt yolu {izerinde etkilerinin oldugu bildirilmektedir (4, 5, 6).

Osteositler dendritik uzantilar araciligiyla birbiriyle temas halinde olan, kemik
icerisine gomiilii hiicrelerdir ve bu nedenle kemikte bir mekanoreseptor gorevi oldugu
diistiniilmektedir (7). Osteositler farklilagsmalarinin ge¢ donemlerinde, olgunlagma
sonrasi ve ¢evrelerindeki kemik matriksinin mineralizasyonu basladiktan sonra
sklerostin sentezleyerek Wnt yolu ile aktive olan osteoblastik kemik olusumunu inhibe
ederler (8,7).

Sklerostin, omurgalilar arasinda yiiksek oranda korunmus bir gen olan SOST
gen iriinii bir glikoproteindir (9). Sklerostin osteositlerden salgilanir, osteoblastlarda
kanonik Wnt sinyal yolunu antagonize ederek bu hiicrelerin proliferasyonu,
farklilasmasi ve yasam siiresini inhibe eder ve boylece kemik olusumunu azaltir (10),
(11,12). Yapilan hayvan ¢aligmalarinda mekanik yiiklenme ile osteositlerde SOST
ekspresyonunda ve sklerostin sentezinde azalma oldugu, mekanik yiiklenme ortadan
kaldirildigi zaman ise ters yonde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (13,14).
SOST geni bloklanmis farelerde sklerostozis hastalarina benzer sekilde yiiksek kemik
kiitleli bir fenotip gelismekte (15) iken SOST genini asir1 eksprese eden fareler
osteopenik hale gelmistir (16). Hipertiroidili 12 haftalik farelerde trabekiiler ve
kortikal kemik dansitelerinin ve korteks kalinliginin azaldigi, sklerostin diizeylerinin
arttig1 bildirilmistir (4).

Biz ¢alismamizda hipertiroidili hastalarda, literatiirde Wnt sinyal yolu ile kemik
dokusu tizerinde etkilerinin oldugu bildirilen tiroid hormonlari ve sklerostin arasindaki
iligkiyi, sklerostinin serum diizeylerini ve sklerostinin kemik metabolizmasinin

biyokimyasal belirtecleri ile olan iliskisini incelemeyi amagladik.

2. GENEL BILGILER



2.1. Tiroid Hormonlari

Tiroid hormonlar1 enerji metabolizmasi, besin maddeleri ve inorganik iyonlarin
metabolizmasi, termogenez ve merkezi sinir sistemi, iskelet sistemi gibi ¢esitli
dokularin biiylime ve gelismelerinin uyarilmasi ig¢in 6nemlidir (17).

Tiroid bezi isthmus adi verilen ve yapinin kelebek goriiniimiinii almasini
saglayan ince bir bant ile birbirine baglanmis iki lobdan meydana gelir. Eriskinlerde
tiroid bezinin toplam agirhigr yaklasik 15 — 20 gram kadardir (18). Ultrasonografi ile
olgiilen tiroid hacmi kadinlara oranla erkeklerde biraz daha fazladir, yas ve viicut
agirhigr artigi ile artar, artan iyot alimi ile azalir (19).

Biyolojik olarak aktif olan iki tiroid hormonu vardir: 3,5,3',5'-tetraiyodo-L-
tironin (tiroksin veya T4) ve 3,5,3'-triiyodotironin (T3). Bunlar bir fenil halkasinin eter
bagi ile bir tirozin molekiiliine baglanmasiyla olusmustur. Her ikisinin de tirozin
halkasi tizerinde iki iyodin atomu vardir. Fenil halkasi tizerinde T4'lin iki, T3'lin ise bir
iyodin atomuna sahip olmasi ile birbirinden farklilasirlar (20). T4 bir prohormon olarak
kabul edilir, tip | ve tip Il deiyodinaz enzimleri tarafindan deiyodinasyon yoluyla T3
iretimi i¢in gorev yapan bir substrattir. T4’lin i¢ halkasindan bir iyot atomu ¢iktiginda
3,3',5'-triiyodotironin (reverse Ts, r'T3) olusur. T4, r'T3 ve 3,5-diiyodotironin (T>), tiroid
hormonlarinin daha hizli, genomik olmayan aktivasyonlarindan sorumludur. T3
hormonu ise tiroid hormonlarmin genomik eylemlerinden sorumludur, tiroid
reseptorlerine baglandiktan sonra hedef genlerin ekspresyonlarin1 modiile eder (2). T4
tamamen tiroid bezinin iiriinii iken T3 hem tiroid bezinde hem de diger birgok dokuda
T4’lin deiyodinasyonu ile sentezlenir. Tiroid bezi, tiroglobulin proteinine bagli bir
sekilde biiyiik miktarlarda T4 ve T3 igerir. Bu sekilde depolanan T4 ve T3 gerektiginde
hizli bir sekilde salgilanabilir. Tiroglobulin 6zdes iki alt tnitenin nonkovalent
baglanmasi ile olusmus 660 kilodalton (kDa) agirhiginda bir glikoproteindir.

Cogunlukla tiroid folikiillerinin limeninde bulunur (21).
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Sekil 1. Tiroid hormonlarmin  yapist.  (http://arbl.cvmbs.colostate.edu/
hbooks/pathphys/endocrine/ thyroid/chem.html kaynagindan alinarak
diizenlendl.)

Normal tiroid fonksiyonlari i¢in iyot gereklidir ve bu iyot sadece iyot igeren
yada sonradan iyot ilave edilmis gidalarin tiiketilmesi yoluyla alinabilir (18).
Tiroid hormonlar1, agsagidaki adimlar yoluyla tiroid bezinde sentezlenir:
Iyodid’in (I') tiroid folikiiler hiicreler tarafindan yakalamast.
Iyodid'in hiicrelerin apeksine dogru difiizyonu.

Kolloid i¢ine iyodid taginmasi.

WD oe

Inorganik iyodid'in iyot'a oksidasyonu, kolloidin igindeki tiroglobulin

molekiillerinin tirozin kalintilarina tiroid peroksidaz enzimi ile iyot eklenmesi.

5. Tetraiyodotironin (tiroksin, T4) olusturmak i¢in iki diiyodotirozin (DIT)
molekiiliiniin kombinasyonu Vveya triiyodotironin (T3) olusturulmasi igin
monoiyodotirozin (MIT) ve (DIT) kombinasyonu.

6. Tiroglobulinin kolloidden endositoz ile folikiiler hiicreye alimi, lizozom ile
tiroglobulinin fiizyonu ve proteoliz ile T4, T3, DIT ve MIT salinmast.

7. Dolasima T4 ve T3 salinmasi.

8. DIT ve MiT'in deiyodinasyonu ile tirozin edilmesi (22).

Dolasimda bulunan T3’iin biiyiik kism1 T4’{in periferik dokularda iyodotirozin

deiyodinaz D1 ve D2 enzimleri vasitasiyla 5'-monodeiyodinasyonu ile meydana gelir.



Iyodotirozin deiyodinaz D3 enzimi ise T4 ve T3’iin 5'-monodeiyodinasyonu ile

inaktivasyonundan sorumludur (23).

Plazma Tiroid follikil hiicresi Kolloid

DIT

Sekil 2. Tiroid hormonu sentezi (Scientific American Tip, Scientific American, New
York, 1995." den alinarak diizenlend).

Kolloidin igindeki tiroglobulin molekiillerinin tirozin kalintilarina eklenmesi
rastgele olmaz. T4 ve Tz tiroglobiilin molekiiliiniin 6zel aminoasit dizilerinin
bulundugu belirli bolgelerinde olusur. (24).

Tiroid hormonlar1 niikleer reseptorlerde sinyalizasyon ile ¢esitli sistemlerde
bir¢cok dokuda ve farkli hiicrelerde etkilerini gosteren endokrin molekiillerdir. Ayrica
kemik kuvveti, kemik mineralizasyonu ve enerji metabolizmasinda 6nemli etkilere
sahiptir. T4 ve T3, plazma iyodunun hiicre zarinda iyodid sodyum tasiyici protein ile
hiicre i¢ine alinmasini uyaran hipofizer tiroid stimiile edici hormon (TSH)’un
stimiilasyonu altinda tiroid follikiillerinden salgilanmaktadir (2).

Tiroid hormonu reseptorleri hiicre ¢ekirdeginde bulunur. T3 tiroid hormon
reseptorlerine (TRa ve TRP) baglanarak niikleer gen ekspresyonunu regiile eder. TRa
ve TR, T3 hedef genlerinin promotorunda bulunan spesifik tiroid yanit elementini
(TYE) tanir ve hedef genleri aktive veya represe eder. T3z’iin bu niikleer etkisi saatler-
giinler siiren bir gecikme ile gergeklesir ve transkripsiyon inhibitorlerine duyarlidir.
Tiroid hormon reseptorleri niikleer reseptor siiper ailesinin birer iiyesidir ve hormonla

indiiklenen transkripsiyon faktorii gibi davranirlar. Tiroid hormon reseptorlerinin
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TRal, TRa2, TRB1, TRP2, TRP3 gibi ¢esitli izoformlar: bulunmaktadir. T3’iin ayrica
dakikalar i¢inde ortaya ¢ikan hizli, transkripsiyon ve protein sentezi inhibitdrlerinden
etkilenmeyen non-genomik etkileri de vardir. T3’iin bu etkileri plazma membraninda,
sitoplazmada ve hiicre organellerinde tamimlanmustir. Bu etkiler, Na, K, Ca ve glukoz
transportunun modiilasyonu, protein kinaz-C (PKC) , protein kinaz-A (PKA) ve
ekstraselliiler sinyalle regiile olan protein kinaz / mitojenle aktive olan protein kinaz
(ERK/MAPK) aktivasyonu, fosfolipaz-C (PLC) ve fosfolipaz-D (PLD) aktivasyonu
ile fosfolipid metabolizmasinin diizenlenmesini i¢cermektedir (23). T3’lin saglikli
eriskin erkeklerde 3 dakika icerisinde kardiyak outputu arttirarak periferik vaskiiler
direnci azalttigi bildirilmistir (25). T3’iin non-genomik pozitif iyonotropik ve
aritmojenik etkileri oldugu bildirilmektedir. Akut olarak T3 hormonuna maruziyet kalp
kas1 hiicre i¢ine Na akimini artirarak, Ca-Na antiportunu tersine ¢evirir ve hiicre i¢inde

artan Ca aritmik aktiviteyi baglatir (26).

2.2. Hipertiroidi

Hipertiroidizm serbest tiroksin (sTs) ve serbest trityodotironin (sT3) artisiyla meydana
gelen hipermetabolik bir bozukluktur. Bu yiiksek degerler tiroid bezinin
hiperfonksiyonuna, hiperaktif olmayan bezden asir1 miktarda sizintiya veya tiroid disi

nedenlere baglh olarak goriilebilir (18).

2.2.1. Tanim

Tirotoksikoz: Kaynagi ne olursa olsun tiroid hormonu fazlaligini ifade eden
genel terimdir.

Hipertiroidi: Tiroid bezinden tiroid hormonu yapiminin artmasindan
kaynaklanan tiroid hormonu fazlaligini ifade eder.

Subklinik hipertiroidi: Baskilanmigs TSH (<0,5 mIU/L) ile birlikte normal Ts,
T4 bulunmasini ifade eder.

Asikar (klinik) hipertiroidi: Baskilanmig TSH ile birlikte yiiksek T3, Ta
bulunmasini ifade eder (27).

2.2.2. Etiyoloji



Tablo 1. Hipertiroidi nedenleri (18).

Hipertiroidi Nedenleri

Tiroid hiperfonksiyonu ile iligkili olanlar
(radyoaktif iyot tutulmasinin (uptake) artist ile
iliskili)

Tiroid hiperfonksiyonu ile iligkili olmayanlar
(radyoaktif iyot tutulmasinin (uptake) azalmasi
ile iligkili)

v'  Diffiiz toksik hiperplazi (Graves
hastalig1)

v' Toksik Multinodiiler Guatr (Plummer
hastalig1)

v" Soliter toksik adenom

v Subakut tiroidit

Sessiz lenfotik tiroidit
Tirotoksikoz factitia
flaca bagl tirotoksikoz
Struma ovarii

A NRNER NI NI N

AN

TSH salgilayan hipofiz timori Hiperfonksiyonlu metastatik tiroid
v Koryonik gonadotropin salgilayan karsinomu

trofoblastik tiimor
v' lyoda bagl hipertiroidizm
v Hiperemez gravidarum

2.2.3. Hipertiroidide Belirti ve Bulgular

2.2.3.1. Deri

Cilt kan akisindaki artisa bagli olarak sicaktir ve nadiren eritemat6z olabilir.
Ayrica keratin tabakasindaki incelmeye bagli piiriizsiizlesmistir.
Diger deri degisiklikleri:
Is1 intoleransina bagl terlemede arts.
Onikolizis ve tirnaklarda yumusama.
Otoimmiin bozukluklar ile iligkili olarak ortaya cikabilen vitiligo ve alopesi areata.

Saclarda incelme (28).

NN

Agir vakalarda artmis kortizol metabolizmast nedeniyle artan kortikotropin
hormonuna (ACTH) bagl olarak hiperpigmentasyon (29).
v" Oncelikle Graves hastaligma bagh hipertiroidisi olan hastalarda olmak iizere kasimt:

ve trtiker (30).

2.2.3.2. Goz

Baz1 dokularda artmis alfa-adrenerjik reseptorler aracilifiyla sempatik aktivitede artig

nedeniyle canli bakis ve gbz kapaklarinda g¢ekilme olusabilir (31). Graves’e bagh



hipertiroidide oftalmopati olusabilir. Graves oftalmopatisi ekstra okiiler kaslarin ve
orbital yag dokusunun inflamasyonuna bagli proptozis (egzoftalmi), ekstra okiiler

kaslarda fonksiyon bozuklugu ve preorbital ve konjonktival 6demle karakterizedir

(32).

2.2.3.3. Kardiyovaskiiler

Hipertiroidili hastalarda artan periferik oksijen ihtiyaci ve kardiyak kontraktilite
nedeniyle kardiyak output artmistir. Kalp hizi artar, nabiz basinci genislemistir ve
periferik vaskiiler direng azalir (33). Sistolik hipertansiyon siktir (34). Hipertiroidili
hastalarda egzersiz sirasinda sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunun artmamasi
kardiyomiyopati varligin1 diisiindiiriir (35). Yash hastalarda daha sik olmak {izere
hastalarin yiizde 10-20’sinde atrial fibrilasyon gelisebilir. Yapilan bir ¢aligmada
hipertiroidi tanis1 konulduktan sonra 30 giin igerisinde tiim hastalarin yiizde 8’1 ile 70

— 79 yas arasi hastalarin yiizde 15’inde atrial fibrilasyon geligmistir (36).

2.2.3.4. Metabolik — Endokrin

Serum lipidleri: Hipertiroidizmli hastalarda total kolesterol ve yiiksek
yogunluklu lipoproteinde (HDL) diisme egilimi ve total kolesterol/HDL oraninda
artma egilimi vardir. Bu degisimler tedavi ile diizelir (37).

Glukoz Metabolizmasi: Pankreas beta hiicrelerinin glukoza karsi artan
duyarliligina, artmis insiilin salinimina ve artmig periferik insiilin rezistansina bagl
hiperglisemi go6zlenebilir (38). Tedavi edilmemis hastalarda periferik insiilin
rezistansinin etkisi daha baskindir (39).

Adrenal fonksiyonlar: Hipertiroidili hastalarda adreno kortikotropik hormon
(ACTH) stimiilasyon testi yaniltic1 olabilir ¢iinkii bu hastalarda kortizol baglayici
globulin (KBG) diizeylerinin azalmasma bagli serum total kortizol diizeyleri
azalmistir. Yapilan bir ¢caligmada ACTH testi uygulanan 49 hipertiroidili hastada,
hastalarin yiizde 35’inde normalin altinda serum total kortizol degerleri (<18 mcg /
dL) varken sadece yiizde 11’inde normalden disiik serbest kortizol indeksi

(KBG/serum total kortizol orani) bildirilmistir (40).



2.2.3.5. Solunum Sistemi

Hipertiroidili hastalarda bir¢ok nedenden dolay1 dispne ve eforla ortaya ¢ikan nefes
darligi meydana gelebilir. Oksijen tiiketimi ve karbondioksit iiretimi artar. Bu
degisiklikler sonucu hipoksemi ve hiperkapni meydana gelir ve her ikisi de
ventilasyonu uyarir. Solunum kaslarinda giigsiizlilk de nefes darliginin énemli bir
nedenidir (41). Ayrica respiratuvar kas gligsiizligii ve azalmis akciger voliimii
nedeniyle egzersiz kapasitesi azalmistir (42). Hipertiroidili hastalarda pulmoner arter
sistolik basincinda artis, mitral ve trikiispid kapak regiirjitasyonu gelisebilir. Bu

bulgular hipertiroidinin tedavisi ile diizelir (43).

2.2.3.6. Gastrointestinal Sistem

Kilo kaybi1 oncelikle artmis metabolizma ile ikinci olarak da artmis bagirsak
motilitesine bagli hiperdefekasyon ve malabsorbsiyon ile iligkilidir. Nadiren de
steatore goriilebilir. Colyak hastaligt da Graves hastaligi olan hastalarda daha sik
goriiliir (44). Cogu hastada hiperfaji vardir, ancak nadiren hafif hipertiroidi olan
hastalarda 6zellikle daha yaygin olarak geng hastalarda normal istah olabilir (45).Yash
hipertiroidili hastalarda ise anoreksiya belirgin olabilir (46) Kusma ve nadiren karin
agris1, guatr nedeniyle disfaji (47), karaciger fonksiyon testlerinde anormallikler,
ozellikle yiiksek serum alkalen fosfataz konsantrasyonlar: (48,49) ve kolestaz (50)
goriilebilir. Tirotoksikozlu 5 hastada yapilan karaciger biyopsilerinde karacigerde
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve farkli derecelerde intrahepatik kolestaz bulundugu

bildirilmistir (51).

2.2.3.7. Hematolojik

Eritrosit yasam siiresi kisalmis olmakla birlikte total kirmizi kiire sayis1 artmustir.
Hipotiroidide goriilen makrositozun aksine hipertiroidide ortalama korpiiskiiler voliim
azalmistir. Plazma voliimii artmistir ve hemoglobin diizeyleri diisiik, normal veya
yiiksek bulunabilir. Hipertiroidide relatif bir lenfositoz gelisebilir. Ortalama trombosit
voliimii artmistir. Na-K-ATP’az aktivitesi azalmig, sodyum diizeyleri artmisg, oksijen

tilketimi ve 1s1 tiretimi artmistir (52). Hipertiroidizmde tromboza yatkinlik olabilir
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(53). Tirotoksikozun pihtilagma sistemi tizerindeki etkisini degerlendirilmek igin
yapilan bir ¢alismada tirotoksikozun, faktor VIII, faktor IX, fibrinojen, von Willebrand
faktorii ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 de dahil olmak {izere protrombotik

faktorlerin artisi ile iliskili oldugu bildirilmistir (54).

2.2.3.8. Genitoiiriner

Mekanizmasi belirsiz olmakla birlikte hipertiroidide sik idrara ¢ikma ve noktiiri
yaygindir. Olasi nedenler primer polidipsi ve hiperkalsiiiridir. Eniirezis ¢ocuklarda
yaygindir (55). Kadinlarda, serum seks hormonu baglayici globiilin (SHBG)
konsantrasyonlarinin yiikselmesi sonucu yiiksek serum 6stradiol konsantrasyonlari ve
diisik serum serbest Ostradiol konsantrasyonlari, midsiklusda dalgalanma,
oligomenore ve anovulatuvar infertilite meydana gelebilir. Siddetli hipertiroidi olan
kadinlarda amenore olusabilir (57). Erkeklerde, serum SHBG konsantrasyonlari artisi
sonucu yiiksek serum total testosteron konsantrasyonlari olusabilir ancak serum
serbest testosteron konsantrasyonlari normal veya diisiik bulunabilir (56). Serum LH
konsantrasyonlari biraz yiiksek olabilir. Ekstragonadal olarak ostradioliin testosterona
doniistimil artar boylece serum Ostradiol konsantrasyonu yiikselir. Bu degisiklikler
jinekomastiye, azaltilmig libido ve erektil disfonksiyona neden olabilir (57,58).
Spermatogenez de hipertiroidide etkilenir, sperm tiretimi genellikle azalir, anormal

veya hareketsiz sperm sayisi artmistir (56).

2.2.3.9. Noropsikiyatrik

Tirotoksikozlu hastalarda psikoz, ajitasyon, depresyon gibi davranig ve kisilik
degisiklikleri goriilebilir. Anksiyete, huzursuzluk, sinirlilik ve duygusal degiskenlik
gibi belirgin olmayan belirtiler siddetli olmayan tirotoksikozda daha sik goriiliir.
Uykusuzluk da yaygindir. Onceden psikiyatrik bozukluklar1 var olan hastalarda
semptomlar kotiilesebilir.  Bu davranigsal belirtilere  6zellikle konsantrasyon
bozuklugu, yakin hafiza bozuklugu, konfiizyon, oryantasyon bozuklugu, amnezi gibi

biligsel bozukluklar da eslik edebilir (59).

2.2.3.10. Geriatrik Hastalar
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Hipertiroidili yash hastalar hiperaktivite, titreme gibi diger sempatik aktivite artigi
belirtilerinden ziyade apatik olabilir (60). Bununla birlikte, bu tiir hastalarin {igte
ikisinde gen¢ hastalardakine benzer belirtiler vardir. Hipertiroidili yashi hastalarda
yapilan caligmalarda 1stya tahammiilsiizliik, titreme, sinirlilik gibi birka¢ klasik
belirtinin daha az goriildiigii ancak kilo kaybi1 ve nefes darliginin geng hastalara kiyasla
daha sik goriildigi bildirilmistir (61). Ayrica yash hastalarda atriyal fibrilasyon

goriilme riski yiiksek oranda ve siddetli oftalmopati riski orta derecede artmustir (62).

2.2.3.11. iskelet Sistemi

Hipertiroidiye baglh kemik hastaliginin ilk raporlarindan biri von Recklinghausen'in
1891 yilinda, hipertiroididen dlen gen¢ bir kadinin uzun kemiklerinde "kurt yenigi"
goriinimiinii tanimlamasiyla ortaya ¢ikmistir. 1940l yillarda antitiroid ilaglarin ve
radyoiyot tedavinin kullanilmaya baslamasiyla, klinik olarak belirgin hipertiroidiye
bagli kemik hastalig1 daha az yaygin hale gelmistir. Bununla birlikte, kemik yogunlugu
Olctimleri ile birlikte agikar hipertiroidi olan hastalarda kemik kaybinin sik goriildig;
hatta nodiiler guatr veya tiroid hormonunun asir1 dozuna bagli subklinik hipertiroidide
de daha az oranda goriildiigii ortaya konmustur (1).

Tiroid hormonlar fetal hayatta kemik yapiminda, ¢ocukluk ¢aginda kemigin
modellenmesi ve erigkin hayatta tekrar modellenmesinde esas hormonlardir. Kemik
yeniden modellenmesinin tiim agamalarinda dogrudan veya dolayli yolla etkilidir,
kemik yapimi ve rezorbsiyonunu stimiile eder ve mineralize olmus kemikte incelme
meydana gelir (63).

T3’lin kemik {iizerindeki etkileri komplekstir ve kismen anlasilmistir.
Hipertiroidi ¢ocukluk doneminde kemik mineralizasyonu gelistirir ve epifiz
olgunlagmasini hizlandirir iken yetiskinlerde osteoklastlarin baskin aktivasyonu ile
kemik kaybim1 uyarmaktadir. T3 hormonu kemigin olusumu esnasinda osteoblast
cogalmasini, farklilagsmasin1 ve apopitozu stimiile eder ve osteokalsin, tip 1 kollajen,
alkalen fosfataz, metalloproteinler, IGF-1 ve reseptoriiniin (IGF-1R) ekspresyonunu
uyarir. Tz kemik rezorpsiyonu esnasinda, interlokin-6 ve prostaglandin-E2 gibi
osteoklastlarin farklilagsmasinda 6nemli olan faktdrlerin ekspresyonunu artirmaktadir.

Ayrica Ts, D vitamini ve parathormon gibi osteoklastojenik hormonlarla sinerjik etki
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gosterir (2). Tiroid hormonlar1 hiicre kiiltlirlerinde osteoklastlarla birlikte, ortamda
osteoblastlarin varliginda osteoklastik aktivitenin potent bir stimiilatoriidiir. Tiroid
hormonlar1 hem osteoklastlar {izerinde dogrudan etki yaparak hem de osteoklastik
kemik erimesini yoOneten osteoblastlar {lizerinde etki yaparak kemik kalsiyum
metabolizmasini etkileyebilecegi bildirilmistir (64).

Tiroid hormonlarinin  kemigin yeniden modellenmesinde indiikledigi
degisikliklere ve tiroid hormon iliskili kemik kaybina Wnt sinyal yolunun aracilik
ettigi bildirilmektedir (4).

Tiroid hormonlari, kemik erimesini uyarir ve bunun sonucunda kortikal
kemikte yiiksek gozeneklilik ve trabekiiler kemik hacminde azalma meydana gelir (3).
Kortikal kemik yogunlugundaki kayip trabekiiler kemik yogunlugundaki kayiptan
daha biiytiktiir (3,65). Serum alkalen fosfataz ve osteokalsin diizeylerinin yiikselmesi
artmis kemik dongiisti gostergesidir (3). T3 ve T4 lin fetal ratlarin uzun kemik dokusu
kiiltiirlerinde Ca serbestlesmesine neden oldugu, kemik rezorpsiyonunu dogrudan
uyardig1 bildirilmektedir (66).

Tiroid hastaliginin hizli teshis ve tedavisi kontrol edilemeyen agir tirotoksikoz
tablosunu azaltmistir ancak halen osteoporoz ve kirik tizerine etkileri arastirilmaktadir
(20,3). Kronik hipertiroidisi olan hastalarda net etki osteoporoz ve artmus kirik riskidir
(65). Tedavi edilmemis hipertiroidizmde azalmis kemik mineral yogunlugu (KMY) ve
artmis kirik riski vardir. Tiroid cerrahisi hipertiroidide azalmis kirik riski ile iligkilidir
(67) ve tek basina radyoaktif iyot tedavisi yapilan hastalarda kirik riski devam etmekte,
radyoaktif iyot ve methimazol tedavisi yapilan hipertiroidili hastalarda kirik riski
azalmaktadir (3).

Kemik erimesindeki artis serum kalsiyum seviyesinde artisa ve boylece
paratiroid hormonun salgilanmasinda ve Kalsidiol (25-hidroksivitamin-D)’iin kalsitriol
(1,25-dihidroksivitamin-D)’e doniisiimiinde azalmaya neden olabilir. Ek olarak,
kalsitriol’iin metabolik klerens hizi artar. Bu degisiklikler bozulmus kalsiyum
emilimine ve {iriner kalsiyum atiliminda artisa neden olabilir (20).

Yenidogan siganlarin kalvarya kemik kiiltiirlerinde niikleer T3 reseptorleri
karakterize edilmis, T3 hormonunun kemige baglandig1 gosterilmistir (68).

Ayrica TSH osteoblast ve osteoklast dnciilleri iizerinde bulunan TSH reseptorii
araciligi ile kemik yeniden yapilanmasinin kemik olusumu ve kemik erimesi siiregleri

tizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir (69).
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Insan kemiginde tiroid hormon reseptorlerinin (TRal, TRa2, TRB1) varlig: ve
dagilim1 bas cerrahisinden sonra gelisen heterotopik kemikte ve osteofitlerde in situ
olarak gosterilmis ve tiroid hormonlarinin kemik tizerine olan etkilerinde bu
reseptorlerin aracilik edebilecegi bildirilmistir (70). TR-o veya TR-B reseptorii
olmayan farelerde yapilan deneysel calismada, hipertiroidizmdeki kemik kaybinin
TSH’tan bagimsiz oldugu ve osteoporoza TR-a'nin aracilik ettigi bildirilmistir. (71).
Genetigi degistirilmis fareler tizerinde yapilan ¢alismalarda T3’iin kemik tizerindeki
etkilerine agirlikli olarak TRol’in aracilik ettigi bildirilmistir (20). Fizyolojik
hipertiroidisi olan TSH’s1 diisiik diizeyde 65 yasin lizerindeki kadinlarda vertebra ve
kalga kirigi riski artmistir. TSH seviyelerini normal diizeyde tutan tiroid hormon
tedavisi kirik riski tasimamaktadir ancak 6nceden hipertiroidinin varligi, tedavi ile
TSH seviyeleri normal diizeye getirilse bile kirik i¢in bagimsiz risk faktoridiir (72).
Ayrica Graves hastaligi, metakarpal kemik veya falankslarda tiroid akropatiye
(parmaklarda klubbing, sisme, ekstremite kemiklerinde periostal reaksiyon) neden
olabilir (73).

2.2.4.Tam

Hipertiroidizm tanis1 anamnez ve etrafli bir fizik muayene ile baslar. Anamnez sonrasi,
hipertiroidi diislindiiren bulgu ve belirtiler (halsizlik, sinirlilik, carpinti, kilo kaybi,
nefes darlhifi, sicaga tahammiilsiizliik, istah artisi, oligomenore, terleme, yumusak
diskilama veya diyare, goz belirtileri) ile bagvuran bir hastada, taniy1 kesinlestirmek
icin ilk yapilacak laboratuar testi TSH ve sT4 olmalidir (27).

Nadir olarak goriilen TSH bagimli hipertiroidizm (TSH salgilayan hipofiz
tiimorleri) disinda serbest T4 ve T3 artisi, dolasimda bulunan TSH miktarini
Olgiilemeyecek diizeyde baskilar (18). sTs4 normal diizeyleri bulundugunda T3
bakilmalidir. Baskilanmig TSH ile birlikte normal diizeylerde T3 ve ST4 bulunmasi
subklinik hipertiroidiyi, yuksek sTs4 velveya T3/sTs (total Tz tercih edilmelidir)
bulunmasi ise asikar (klinik) hipertiroidiyi gosterir. Normal diizeylerde TSH ve yiiksek
ST4 bulunmasi, TSH adenomu veya tiroid hormon direncini diistindiiriir (27). Cok
sayidaki ila¢ tedavisinin yani sira akut ve kronik hastaliklar, T3 diizeylerinde gegici

azalma ve TSH miktarinda diismeye yol agabilir. Tiroid dis1 hastalig1 bulunan kisilere,
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diger hastalik sorunlari ¢éziimlenmeden kesin olarak erken hipertiroidizm tanisi
konulmas1 zor olabilir.

Bazi1 durumlarda, asir1 miktarda eksojen tiroid hormonu alinmasi veya subakut
tiroidit ile lenfotik tiroiditte oldugu gibi depolanmis tiroid hormonunun asiri
salgilanmasina bagl olarak serum T4 ve T3 diizeyleri artar. Klinik bulgularla birlikte
goriilebilen T4 ve T3 artisi, tiroid bezinin asir1 aktif oldugunu gosterir. Bu tanisal ikilem
tiroidit hipertiroidizmine eslik eden diisiik radyoaktif iyot tutulmas1 (oral yolla verilen
radyoaktif iyotun 6 veya 24 saatte bez tarafindan tutulma yiizdesi) ile
¢oziimlenmektedir (18).

Laboratuvar olarak hipertiroidi tanisinin dogrulanmasi sonrasinda, etiyolojiye
yonelik ayirici tani testlerinin basinda RAIU (Radyoaktif Iyot Yakalama) veya 99mTc
(teknesyum-99m) uptake gelmelidir. Boylece diisiik uptake’li hipertiroidiyi
(tirotoksikoz; tiroiditler, eksojen tiroid hormon kullanimi) normal/yuksek uptake’li
hipertiroididen (hipertiroidi; Graves hastaligi, multinodiiler toksik guatr, otonom
toksik nodiil) ayirmak miimkiin olabilir. TSH reseptor antikoru, Graves tanisinin kesin
olmadigi durumlarda (6zellikle sessiz tiroidit-Graves hastaligi ayirict tanisinda)
baglangicta kullanilabilir. Tiroglobulin, eksojen tiroid hormon kullanimina bagh
tirotoksikozun taninmasinda faydalidir. Tiroid sintigrafisi, toksik multinodiiler guatr
Toksik multinoduler guatr ve otonom toksik nodiil tanisinda hiperaktif nodiilleri

gostermede yararl olabilir (27).

2.2.5. Tedavi

Hipertiroidizm tedavisinde antitiroid ilaglar, radyoiyot ablasyonu ve tiroidektomi
kullanilir. Semptomlar azalincaya ve serum diizeyleri normale doniinceye kadar birkag
haftada bir ve izlem i¢in yilda iki veya {li¢ kez serum sT4 6l¢iimii yapilmalidir. Hasta
otiroidi durumuna gegmesine ragmen serum TSH degeri aylarca dl¢giilemeyecek kadar
diisiik diizeyde kaldigi i¢in tedavinin belirlenmesinde yararli olmaz. Tiroid dokusunun
cikarilmas1 ve antitiroid ilaglarla asir1 tedavi klinik olarak hipotiroidizme yol

acabilmekte ve serum TSH artig1 goriilmektedir (18).

2.3. Iskelet Gelisimi ve Kemigin Yeniden Modellenme Déngiisii

13



Endokondral ossifikasyon sirasinda, mezenkimden koken alan kondrositler, kemigin
“anlage” olarak adlandirilan bir kikirdak modelini sentezler. Hipertrofik farklilasma,
anlage’in merkezinde baslar ve bunu apopitoz takip eder. Béylece birincil kemiklesme
merkezinin olusumu baslamis olur. Tip-X kollajen sentezleyen hipertrofik kondrositler
kikirdak mineralizasyonunu indiikleyerek osteoblastik kemik olusumu i¢in bir sablon
olustururlar. Kondrositlerin biiylimesi ve hipertrofik farklilasmasi, dogrusal bir
bliylime ve tizerinde trabekiiler kemigin olusturuldugu bir mineralize kikirdak sablon
tretimi ile sonuclanir. Biiylime plakasinin kenarlarinda, mezenkimal k&kenli
perikondrial hiicreler kemik yapimindan sorumlu osteoblastlara farklilagirlar ve daha
sonra kortikal kemige doniisecek olan bir kemik yaka sentezlerler. T, iskelet gelisimi
ve lineer biiytimenin énemli bir diizenleyicisidir. (20). Cocukluk ¢agi hipotiroidizmi
biliylimenin durmasi, gecikmis kemik yasi ve biiylime plagi mimarisinde ciddi bir
bozulma ile sonuglanir (74,75,76). Buna karsilik, ¢ocukluk caginda tirotoksikoz
biiyiimeyi hizlandirarak ilerlemis kemik yas1 ile sonuglanir (20).

Yetigkin iskeletinin fonksiyonel biitiinliigii ve giicii, 'kemik yeniden ¢evrimi'
olarak adlandirilan siirekli devam eden bir onarim islemi ile korunur (77). Kemik
yeniden ¢evrimi son derece senkronize bir islem olup, ¢ok hiicreli temel biriminde
meydana gelir ve kemik yeniden modelleme boslugu icinde lokalize osteositler,
osteoklastlar ve osteoblastlarca gergeklestirilir. Kemik yeniden modelleme dongiisi,
yaklasik 150-200 giinliik bir stirede gerceklesir ve aktivasyon, kemik yikimi, reversal,

kemik olusumu ve sessizlik olarak adlandirilan ardisik donemlerle karakterizedir (20).
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(M-CSF; makrofaj koloni stimiile edici faktor, OPG; Osteoprotegerin; RANK;
Niikleer faktor kB reseptor aktivatorii, RANKL; RANK ligandi.)

Sekil 3. Kemigin ¢ok hiicreli temel birimi ve kemik dongiisii siireci (77).

Kemik yeniden modelleme dongiisiiniin aktivasyonu, kemik i¢inde gdmiilii
osteosit aracili mekanik yiliklenme, sistemik veya parakrin faktorler tarafindan
belirlenen diizeyde lokal yapisal hasar ile baslatilir. Osteositler dendritik uzantilar
araciligiyla birbiriyle temas halinde olan, kemik icerisine gomiilii hiicrelerdir ve bu
nedenle kemikte bir mekanoreseptdr gorevi oldugu diisiiniilmektedir. Bazal kosullar
altinda osteositler, TGFB (transforme edici biiylime faktori-f) salgilayarak
osteoklastogenezi ve sklerostin salgilayarak Wnt yolu ile aktive olan osteoblastik
kemik olusumunu inhibe eder. Artan yilk ya da yerel mikro hasar, lokal TGFp
diizeylerinde diisme ve kemik lining (sinir) hiicrelerinin aktivasyonu sonucu osteoklast

progenitdrlerinin aktivasyonuna yol acar (7).
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Osteositler ve kemik sinir hiicreleri, kemik rezorpsiyondan sorumlu olan olgun,
cok cekirdekli osteoklastlarin olusumu i¢in gerekli olan iki sitokini (monosit /
makrofaj koloni stimiile edici faktér (M-CSF) ve niikleer faktér kB (NFkB) reseptor
aktivatori ligandi (RANKL) sentezler (77,78).

Osteoklastlar kemik ylizeyine yapisir, asit ve proteazlar salgilayarak kemik
matriksini demineralize ederek kapali bir mikro ortam yaratirlar. 30-40 giin siiren
rezorpsiyon fazinin ardindan, reversal hiicreler kemik yiizeyinden sindirilmemis matriks
parcalarin1 temizler, matriks yikimi sonucu ortaya ¢ikan yerel parakrin sinyalleri
osteoblastlar1 aktive eder ve kemik yeniden yapim siirecini baslatir. Sonraki 150 giin
boyunca olgun osteoblastlar rezorpsiyon boslugunu doldurmak i¢in yeni kemik matriksi
(osteoid) salgilar ve mineralize eder. Onarim tamamlandiginda, kemik olusumu durur
ve yiizey, kemik sinir hiicreleri ile kapli olan pasif durumuna doner.

Stirekli devam eden bu kemik yeniden sekillenme siireci, yetiskin iskeletinde
eski ya da hasarli kemigin tamirini saglamayi, mekanik stres degisikliklerine ve
mineral homeostazisi i¢in ortaya cikan taleplere hizla cevap vermeyi amaglar.
Bununla birlikte, kemik biitiinliigiinii korumak i¢in kemik yikimi ve olusumu
stireglerinin siki bir sekilde diizenlenmesi gereklidir. Sistemik ve lokal faktorleri igeren
bu siiregler {izerinde tartigmalar halen siirmektedir (77).

Yetigkinlerde, tiroid hormon eksikligi kemik dongiisiiniin azalmasi, dongii
siiresinin uzamasi ve kirik riskinde iki-li¢ kat artig ile iligkilidir. Buna karsilik,
tirotoksikoz ise artmis kemik dongiisii ile ortaya ¢ikan osteoporoz ve kirik riski ile

iliskilidir (20).

2.4. Sklerostin

Sklerostin DAN gen ailesinin iiyesi bir glikoproteindir. (79). Osteositlerin hem
osteoklastlar hem de osteoblastlar tizerinde etkileri vardir. Osteositler osteoklastlarin
proliferasyonu, farklilagsmasi, fonksiyonu ve sag kalimi igin zorunlu olan reseptor
aktivatorii, niikleer faktor kappa-B ligandini (RANKL) sentezler (80,78) ve osteoblastlar
tarafindan kemik olusturulmasini baskilayan sklerostinin ana kaynagidir (81).
Osteositler farklilasmalarinin ge¢ donemlerinde, olgunlasma sonrasi1 ve
cevrelerindeki kemik matriksinin mineralizasyonu bagladiktan sonra sklerostin

sentezler (8). Osteositler sklerostinin baskin kaynagidir ancak mineralize matrikste
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gomiilii diger hiicre tipleri, 6rnegin kondrositler ve sementositlerin de sklerostin
tiretimi yaptigi tespit edilmistir (16,82).

Yeni sentezlenmis sklerostin daha sonra osteosit dendritik ag1 araciligiyla
kemik yilizeyine tagimir ve burada osteoblast aktivitesini inhibe eder ve osteoblast
apopitozunu uyarir. (81,16). Sklerostin RANKL sentezini upregiile etmekte ve bu
sekilde osteoklastogenezi de uyarmaktadir (83). Sklerostin, iki ekson ihtiva eden ve
nispeten kiiciik bir gen olan SOST gen iiriiniidiir ve kromozom 17q12-Q21 {iizerinde
yer alir. SOST geni omurgalilar arasinda yiiksek oranda korunmus bir gendir (9).
Ayrica, SOST geni bloklanmis farelerde sklerostozis hastalarina benzer sekilde yiiksek
kemik kiitleli bir fenotip gelismekte (15) iken SOST genini asir1 eksprese eden fareler
osteopenik hale gelmistir (16).

Sklerostin osteoblastlarda kanonik Wnt sinyal yolunu antagonize ederek bu
hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi ve yasam siiresini inhibe eder ve bdylece
kemik olusumunu azaltir (10,11,12). Salgilanan Wnt ligandlari, diisiik yogunluklu
lipoprotein reseptor iliskili protein 5 ya da 6 (LRP 5/6) reseptorii ve trans-membran
Frizzled (Fz) reseptoriinden olusan bir ko-reseptor kompleksine baglanir. Baglanma
sonucu, hiicre i¢i B-katenin’in bozulmasi engellenir ve B-katenin sitoplazma i¢inde
birikir. B-katenin ¢ekirdege transloke olur ve T hiicre transkripsiyon faktorii (TCF) ve
lenfoid ¢ogaltici faktor-1 (LEF-1) transkripsiyon faktorleri ile etkilesim yoluyla hedef

genlerin transkripsiyonunu baglatir (84).
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A: Wnt ligandinin LRP5 / 6 ve Fz reseptdoriinden olusan bir ko-reseptor kompleksine
baglanmast ile Wnt sinyal yolu baslatilir. Wnt sinyal, osteoblast proliferasyonu,
farklilagmasi ve hayatta kalmak igin gereklidir ve bu nedenle, kemik olusumunun ana
uyarict yoludur. B:Sklerostin LRP5 / 6 reseptoriine baglanarak LRP5 / 6-Fz ko-
reseptor kompleksinin olusumunu inhibe eder ve muhtemelen bir (bilinmeyen) ko-
faktor yardimiyla Wat sinyal yolunu antagonize eder.

Sekil 4. Sklerostin tarafindan kanonik Wnt sinyal inhibisyonu mekanizmasi.

Sklerostin LRP5 / 6 reseptoriine baglanarak (11) LRP5 / 6 ve fz reseptori
arasindaki ko-reseptér kompleksinin olusumunu devre dis1 birakir ve Wnt sinyal
yolunu inhibe eder. Sklerostin baglanmasi i¢in heniiz tespit edilememis bir kofaktdriin
gerekli oldugu diistiniilmektedir (85). Son zamanlarda LRP4 'iin sklerostinin kemik
olusumu tizerindeki inhibitér fonksiyonu i¢in bir mediyator oldugu ileri stiriilmiistiir
ve LRP4 mutasyonlari olan hastalarda da sklerostozise yakindan benzeyen bir fenotip
tespit edilmistir (86).

Sklerostinin kemik olusumu iizerindeki negatif diizenleyici roliniin 6nemi,
Kraniyotiibiiler hiperostozis grubuna ait, iki sklerozan kemik displazisi olan, genetik
olarak belirlenmis sklerostin eksikliginden kaynaklanan ve ¢ok yiiksek kemik kiitlesi
ile karakterize edilen sklerostozis ve Van Buchem hastaliklarinin karakteristik fenotip
ozellikleri ile ortaya konmustur (87).

Yapilan hayvan c¢aligmalarinda mekanik yiiklenme ile osteositlerde SOST
ekspresyonunda ve sklerostin sentezinde azalma oldugu, mekanik yiiklenme ortadan

kaldirildigi zaman ise ters yonde degisikliklerin oldugu gosterilmistir (13,14).
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Hormonal faktorlerin de hem hayvanlar hem de insanlarda sklerostin sentezini
etkiledigi gosterilmistir. Hayvanlarda, siirekli (88) veya aralikli (89) PTH verilmesinin
SOST geni ifadesini ve sklerostin sentezini downregiile ettigi, primer hiperparatiroidi
olan hastalarda serum sklerostin diizeylerinin azaldigi ve paratiroidektomi sonrasi
arttigr gosterilmistir (90). Postmenopozal kadinlarda Gstrojen idamesinin sklerostin
artigini Onledigi, testosteron idamesinin ise sklerostin artisini1 6nlemedigi bildirilmistir
(92).

Kemik kayb1 ve kirik riskini artirarak, kemik {lizerinde zararl etkileri oldugu
bilinmekte olan glukokortikoidler ve thiazolidinedionlarin in vitro ortamda
osteositlerde SOST ifadesini upregiile ettigi gosterilmistir (92,93).

Bu yol, hiicre dis1 sinyallerin hiicre yiizeyi reseptorleri araciligiyla hiicre igine
iletimini saglayan bir grup proteinden olusan bir sinyal transdiiksiyon yoludur (94).
Whnt sinyal yolu hiicre biiylimesi, farklilasmasi, fonksiyonu ve 6liimi gibi hiicrelerin
birgok 6zelliginin diizenlenmesinde gorev alan proteinlerden olusmaktadir (95) Wnt
genleri genellikle 350-400 aminoasit uzunluktaki glikoproteinleri kodlar (96). Insan
genomu da dahil olmak {izere, ¢ogu memeli genomu en az 12 adet Wnt alt ailesini
iceren 19 Wnt geni icerir. Wnt proteinleri 40 kDa boyutunda ve ¢ok sayida korunmus
sistein i¢eren proteinlerdir (97).

Uc Wnt sinyal yolu karakterize edilmistir: Kanonik Wnt yolu, kanonik
olmayan planar hiicre polaritesi yolu ve kanonik olmayan Wnt/kalsiyum yolu (84).
Her ti¢ sinyal yolu da protein yapidaki Wnt ligandinin Fz family reseptore baglanmasi
ile aktive olarak hiicre dig1 sinyali hiicre i¢ine tasir. Kanonik Wnt yolu gen
transkripsiyonunun diizenlenmesinde rol alir. Kanonik olmayan planar hiicre polaritesi
yolu hiicresinin seklinden sorumlu olan hiicre iskeletini diizenler. Kanonik olmayan
Wnt / kalsiyum yolu hiicre igindeki kalsiyumu diizenler (98).

Glikoprotein yapisindaki Wnt proteinleri N-terminal hiicre dis1 sistein
bakimindan zengin Fz reseptor ailesine baglanirlar. Ek olarak Wnt ve Fz arasindaki
etkilesimin saglanmasi i¢cin Wnt sinyaline aracilik eden birtakim ko-reseptorler de
gereklidir. Ornegin kanonik Wnt sinyal yolu i¢in diisiik yogunluklu lipoprotein ile
iliskili protein 5/6 (LRP5/6) gereklidir (98).
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a: Wnts yoklugunda, B-katenin agirlikli olarak glikojen sentaz kinaz 3b (GSK3b)
olmak iizere B-katenin yikim kompleksitarafindan fosforile edilir. Fosforile p-katenin
ubiquitin ile konjuge olur ve ardindan proteozonu tarafindan parcalanir. Dickkopf
(DKK), sklerostin ve Fz-iliskili protein (sFRP), salgilanan Wnt inhibitorleridir.

b: Wnt'ler hiicre yiizeyinde tiglii bir kompleks i¢inde Fz ve LRP 5/6 'ya baglandiginda,
GSK-3b inhibe olur ve B-katenin stabilize edilir. Daha sonra B-katenin ¢ekirdekte
birikir ve TCF/LEF-1 aracili gen transkripsiyonunu etkinlestirir, RUNX-2 ve
osteoprotegerin adli hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder (84).

Sekil 5: Kanonik Wnt sinyal yolunun basitlestirilmis goriinimii (84).

2.5. Alkalen Fosfataz (ALP)

ALP (ortofosforik monoester fosfohidrolaz) karboksi terminalinde bulunan bir glikozil
fosfatidil inozitol araciligiyla hiicre zarlarina tutunmus olarak bulunan, glikoprotein
yapida bir enzimdir (99).

Serumda bulunan ALP kaynaklandigi dokuya bagli olarak ¢esitli izomerik
bi¢imlerde bulunmaktadir. insanda ALP i¢in karaciger / kemik, bagirsak ve plasental
olmak tizere en az 3 farkli genetik kod lokusu bulunur (100). Is1 stabilitesi, karbamide
duyarliligi, elektroforetik mobilite  6zellikleri, hidrokarbon bilesimi ve
immiinokimyasal ozgilligii gibi  6zelliklerini temel alan yontemler, ALP
izoenzimlerinin ayr1 ayr1 belirlenmesi icin kullanilir. Ozellikle, kemik izoenzimi

(KALP) 1s1ya duyarhidir ve KALP aktivitesi 10 dakika siireyle 56 © C'de 1sitildiginda
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tamamen inhibe olur, 1sitma sonrasi aktivitesi baslangigtaki diizeyin %20’sinin altina
diser (101). Serum ALP olgiim tekniklerinin 6zgiinligini ve duyarliligini
arttirmak, kemik ve karaciger enzimlerini ayirt etmek i¢in, 1s1 inaktivasyonu, amino
asitler ve lire ile inhibisyon, bugday tohumu lektin veya concanavallin-A ile
presipitasyon ve agaroz jel elektroforez gibi teknikler gelistirilmistir (102).

KALP kemik mineralizasyonunda 6nemli bir rol oynar. Cocuk ve ergenlerde
serumdaki 6lciilebilir ALP'1n yaklasik % 80'1t kemikten kaynaklanmakta ve kemik
bliylimesini yansitmaktadir. Yetigkinlerde ise yaklasik %50 oraninda kemik
kaynaklidir, diger kismi ise biiyiik oranda karaciger dokusu kaynaklidir (103).

Alkalen fosfatazin iskelet izoformu, zara bagli ve enzimatik etkinligi olan
bir proteindir (103). Kemik kokenli alkalen fosfataz Lister Enstitiisii'nden Dr.
Robert Robinson tarafindan 1923 yilinda kesfedilmistir (104). ALP’nin substrati,
kalsifikasyonu inhibe eden inorganik pirofosfattir (PPi) (105). KALP osteosentez
sirasinda fosfat esterlerinin hidrolizini katalize ederek kemik hiicresi gevresinde
bulunan organik bilesenlerin iizerine fosfat iyonu transferini saglar. KALP ayni
zamanda fosfat yiiksekligi siirecine katilarak kemikteki hidroksiapatit kristalleri
sentezine fosfat transferi yapar. KALP’1in katalitik aktivitesi fosfat
konsantrasyonuna ve kemik yapimi parametrelerindeki histolojik degisikliklere
baglidir (101). Dolagimda bulunan KALP’1n biyolojik yarilanma émriiniin 1-2 giin
oldugu bildirilmistir (106).

2.6. Osteokalsin

Kemik Gla-proteini olarak da bilinen osteokalsin, osteoblastlar tarafindan
sentezlenir ve kollajen digt en bol bulunan kemik proteinidir. Osteokalsinin yapisi
tirler arasinda olduk¢a korunmus 5-8 kDa agirliginda bir polipeptiddir.
Osteokalsin 11 kDa preproosteokalsin olarak sentezlenir. Insanlarda osteokalsin
geni kromozom 1’de (1g25-q31) bulunur ve transkripsiyonel seviyede 1,25-
dihidroksi-vitamin D3 tarafindan diizenlenir. Osteokalsinin posttranslasyonel -
karboksilasyonu i¢in K1 vitamini esansiyeldir (107.). Osteokalsin igindeki ii¢ y-
karboksiglutamat kalintis1 yiiksek Ca*? iyon baglama afinitesi ile osteokalsinin a-

yapisini stabilize eder ve hidroksiapatite baglanmay1 saglar (101).
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Osteokalsinin, biiyiikk ¢ogunlugu ekstraselliler kemik matriksinde
depolanir, serum osteokalsini ise total osteokalsinin hidroksiapatit tarafindan
absorbe edilmemis kismini temsil eder (107). Osteokalsin uzunca bir siiredir
osteoblastlarin spesifik bir {riinii olarak kabul edilmistir. Ancak osteokalsin
mineralize yiizeylerdeki hiicrelerde sinirli olmayip megakaryosit, periferal kan
plateletleri (108) ve kemik iligi adipozitlerinde (109) osteokalsinin haberci
RNA’sinin  (mRNA) ve proteininin sentezlendigi bildirilmektedir. Yeni
sentezlenen osteokalsinin intakt olarak seruma salindigi distiniilmektedir.
Osteokalsin fragmanlari, kemik rezorbsiyonu sirasinda ve bdbrek ile karaciger
metalloproteinazlart tarafindan kandan temizlenmeden Once, molekiiliin
katabolizmas1 sonucu ortaya ¢ikabilir. Serum osteokalsini kisa yar1 dmiirliidiir ve
bobrek ile karacigerde hidrolize edilir (107).

Osteokalsinin esas fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte, Ducy ve
arkadaslar1 (110) osteokalsini olmayan farelerde yiiksek kemik kitleli ve fonksiyon
kalitesi artmis kemige sahip fenotipin ortaya ¢iktigini ve osteokalsinin yoklugunda
kemik  rezorbsiyonunun  bozulmaksizin  kemik  olusumunun  arttigini
bildirmektedirler (110).

Insanlarda osteokalsinin intakt molekiil ve N-terminal mid-fragmani fazla
miktarda bulunan immiinreaktif formlaridir. Osteokalsinin intakt formunun mu
yoksa fragmaninin m1 saptanacagini belirlemek klinik laboratuarlardaki test se¢imi
acisindan bir problemdir (107).

Hipotiroidi, hipoparatiroidi ve miyelomatozlu hastalarda osteokalsin
diizeyinin azaldigi bilinmektedir. Osteokalsin, akut lenfoblastik I6semi
hastalarinda saglikli ¢ocuklara kiyasla iki kat azalir. Serum osteokalsin
diizeylerinin artigi, primer hiperparatiroidi, hipertiroidi, Paget hastaligi, kronik
bobrek hastaligi, postmenopozal osteoporozda goriiliir. Kan osteokalsin diizeyleri
kemik yapimini yansitmaktadir ancak kanda kisa yarilanma dmriiniin oldugu (~10

dakika) ve bobrekler yoluyla hizli atildig: dikkate alinmalidir (101).

2.7.Hidroksiprolin

Hidroksiprolin (HPR) ve hidroksilizin temelde kollajenéz proteinlere 6zgii

aminoasitlerdir. Kemik, viicutta bulunan kollajenin birincil deposudur ancak hem
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hidroksiprolin hem de hidroksilizin esas olarak tiim dokularda ve kollajenin biitiin
genetik tiplerinde mevcuttur (111).

Prolin-Hidroksiprolin doniisiim reaksiyonu prolil-4-hidroksilaz ile katalize
edilir. Bu demir igeren enzim endoplazmik retikulumun zarina baglhidir. Prolil
hidroksilaz bir ko-substrat olarak o-ketoglutarat (o-KG) kullanir ve bunu
dekarboksile ederek siiksinata doniistiiriir. Hidroksilasyon islemi sirasinda prolil-
4-hidroksilazin aktif kismindaki demir (Fe?*) elektronunu verir ve Fe3" 'ye
oksitlenir. Fe*"'iin Fe?"'ye indirgenmesi askorbik asit ile saglanir. Hidroksil
grubunun proline baglanmasi, protein yapisinda ve protein-protein etkilesimlerinde
degisikliklere yol agar; kollajenin iiglii heliks yapisini stabilize eder ve ayrica
kollajenin hiicre disina tasinmasi i¢in de gereklidir. (112). Ayrica kollajen
yikilmasindan sonra serbest kalan HPR'in protein sentezi i¢in Yeniden
kullanilamadig1 da bildirilmektedir (112,111). Kollajenin pargalanmasi ile agiga
¢ikan hidroksiprolin, renal filtrasyon sonrasi biiyiik oranda geri emilir. Dolasimda
bulunan hidroksiprolin karacigerde oksitlenerek iire ve karbondioksite doniisiir.
Kollajen yikimu ile iiretilen hidroksiprolin igeren iiriinlerin sadece yaklasik % 10'u
idrarla atilir (111).

Idrarda hidroksiprolin &lciimii kemik rezorbsiyonu ile ilgili en eski
tetkiklerden biridir. Hem kollajen sentezi hem de doku yikimi, friner
hidroksiproline katkida bulunur. Et gibi kollajen agisindan zengin gidalarin alimi
idrarla atilan hidroksiprolin diizeyini artirabilir. Doku 6zgilligliniin olmamasi,
kemik olusumu ve yikimint ayirtetmedeki yetersizligine ragmen idrar
hidroksiprolini, kemik dongiisiiniin en yaygin olarak kullanilan biyolojik
belirteglerin biri olmustur (111).

Histomorfometri veya kalsiyum kinetigi kullanilarak, osteoporoz, Paget
hastalig1, hiperparatiroidizm, hipertiroidizm, hipotiroidizm hastalarinda yapilmis
cesitli calismalarda, hidroksiprolinin idrarla atilimi, kemik erimesi ve Ca
serbestlesmesi ile iligkili bulunmustur (111). Osteoporozlu kadin hastalarla yapilan
bir calismada kemik rezorbsiyonunu onleyici tedaviden 3 ay Oncesi ve 3 ay
sonrasinda idrarla atilan hidroksiprolin (mg HPR / g kreatinin) degerlendirilmis,
osteoporozlu kadinlarda kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve kemik

rezorbsiyonunu onleyici tedavi ile diistiigi bildirilmistir (113).
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2.8. Deoksipiridinolin (DPD)

Iki tip capraz baglant1 tespit edilmistir; DPD (deoksipiridinolin) ve PYD (piridinolin). Bu
capraz baglantilar fibriller Kollajenlerin hiicre dis1 olgunlagmasi sirasinda olusur. Lizil
oksidaz enzimi varhiginda, kollajen molekiilii yapisinda bulunan lizin ve hidroksilizin
aminoasitleri e-amino grubunun deaminasyonu, kendi yapist i¢inde 3-hidroksipiridin
halkas1 ile ¢apraz baglantilar olusturur. ki hidroksilizin ve bir lizin kalintis1 arasmdaki
etkilesim, deoksipridinolin olusumuna yol agar. Piridinolin ¢apraz baglantilari ise kollajen
molekiiliiniin {i¢ hidroksilizin kalintis1 arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikar. Bu ¢apraz
baglantilar, kollajen yapisinin stabil kalmasini saglar. Insan kemik dokusunda PYD : DPD
orani yaklasik 3:4'tlir. PYD ve DPD, hiicre dis1 matriks igine salgilanmis olan kollajenin
posttranslasyonel modifikasyonu sirasinda olusur. Bu nedenle kollajen sentezi icin
yeniden kullanilmazlar (114).

Yiiksek piridinolin konsantrasyonu kikirdaktaki tip II kollajende goriilmektedir.
Piridinolin ayn1 zamanda kemik dokusundaki kollajende de bulunmustur. Ana DPD
kaynag1 kemik ve dentindir. Hem DPD hem de PYD, tendon ve aort dokusundaki
kollajende bulunabilir ancak deride tespit edilmemistir. (115).

Kemigin temel organik bileseni nisbeten yiiksek metabolik hiza sahip kollajen
matriks oldugu i¢in, biyolojik sivilarda PYD ve DPD'in ana kaynagmin kemik oldugu
kabul edilebilir. DPD ve PYD kollajen molekiiliiniin olgunlagmasi sirasinda olustugu i¢in
kemik rezorpsiyonu ve tip | kollajen yikimimnin spesifik belirtegleri olarak kabul edilebilir
(116).

PYD ve DPD kemik kollajen matriksinin proteolitik yikimi sirasinda kan
dolagimina katilir. Diisiik molekdil agirlikl bilesikler olduklarindan serbest (% 40) ya da
peptid baglh bir sekilde (% 60) idrarla atilirlar (117). Her iki cinsiyetin de idrar PYD ve
DPD igeriginin primer hiperparatiroidizm (yaklasik 3 kat) hipertiroidi (yaklasik 5 kat) ve
Paget hastaliginda (yaklagik 12 kat) arttigr bildirilmistir (101). Ayrica osteoporoz,
osteoartrit ve romatizmal artrit vakalarinda da DPD atiliminin 6nemli artiglar gosterdigi
bildirilmistir (118).

Idrarda piridin capraz baglantilar1 diizeylerinin belirlenmesinin birtakim
potansiyel avantajlart da vardir. Kemik dongiisii i¢in piridin ¢apraz baglarinin yiiksek
ozgiilliigli vardir; DPD ve PYD idrarla atilim1 6ncesinde in vivo metabolik doniistimii

yoktur ve dnceden herhangi bir diyet sinirlamasi olmaksizin idrar diizeyleri dlgiilebilir.
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Idrar DPD, PYD igerigi HPLC analizi, ELISA, florometrik ve kemiliiminesan ydntemlerle
belirlenebilir. Ozellikle ELISA, serbest DPD ve PYD formunu belirlenmesini saglayan ve
en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Bununla birlikte, sonuglar diger tanisal testlerle
birlikte degerlendirilmelidir, ¢iinkii tek basina idrarda DPD ve PYD igerigi normal ya da

patolojik kemik durumunu karakterize etmez (119).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 1 Mart 2014 ile 30 Nisan 2015 tarihleri arasinda Biilent Ecevit
Universitesi Uygulama ve Arastirma Merkezi Endokrinoloji ve Metabolizma
Hastaliklart Bilim Dali’na bagvuran, klinik olarak hipertiroidi tanis1 almig 24 hasta
(calisma grubu) ve 24 goniilli saglikli bireyde (kontrol grubu) serum sklerostin
diizeyleri ve kemik metabolizmasi belirteclerinin degerlendirilmesi planlandi. Biilent
Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastrma Merkezi Etik Kurulu’nun, 11.02.2014
tarih ve 2013-138-31/12 say1l1 karar1 ile caligmanin etik kurallara uygun olduguna dair
onay alindi (Ek-1). Arastirma kapsamina alinan tiim bireyler arastirma hakkinda
bilgilendirilip ve ‘Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu’ okutulup, sozlii ve yazili
onaylar1 alind1 (Ek-2).

Calismaya hasta grubu olarak, 24 yeni hipertiroidi tanis1 almig, 20 — 45 yas
arasinda olan, ¢alismay1 kabul etti§ine dair yazili onayr bulunan, herhangi bir
hormonal bozukluk, malabsorbsiyon, romatizmal hastalik, malignite, diabet,
hipertansiyon, sigara-alkol kullanimi olmayan, onceden tiroid bezine ait bir ilag
tedavisi, radyoterapi veya cerrahi hikayesi olmayan erkekler ve menopoza girmemis
kadinlar, hipertiroidi teshisi koyulup tedaviye baslanmadan 6nce kan ve idrarlar
alinarak caligmaya dahil edildi. Kontrol grubu olarak 20 - 45 yas arasi, sigara ve alkol
kullanimi olmayan, bilinen herhangi bir hastaligi bulunmayan erkek ve menopoza
girmemis kadin bireyler alindi. Viicut kitle indeksi, agirlik (kg) / boy uzunlugunun
karesi (m?) formiiliinden hesaplandi. Herhangi bir hormonal bozukluk,
malabsorbsiyon, romatizmal hastalik, malignite, diabet, hipertansiyon, sigara-alkol
kullanim1 olan, 6nceden tiroid bezine ait bir ilag tedavisi, radyoterapi veya cerrahi
hikayesi olanlar ve menopoza girmis kadinlar ¢alisma dis1 birakildi.

Hastalardan ve saglikli goniilliilerden serum sklerostin diizeyleri ve kemik
metabolizmasi belirteglerinin arastirilmasi i¢in 12 saatlik aclik siiresinin ardindan;
serum eldesi i¢in ptht1 aktivatorii igeren jel seperatdrlii tiipe 5 ml vendz kan 6rnegi
alindi. Jel seperatorlii tiipte pihtilagsma olusmasi i¢in 30 dakika beklendi. Tiipte
pihtilasma tamamlandiktan sonra 6rnekler, oda sicakliginda 3500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Ayrilan serum ve 24 saatlik idrar 6rnekleri ¢alisilana kadar Eppendorf
tiplerinde -80°C’de muhafaza edildi. Serum sklerostin, kemik alkalen fosfataz

(KALP), osteokalsin ve idrar deoksipiridinolin (DPD) diizeyleri Enzym-Linked
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Immunosorbent Assay (ELISA) yontemi ile ¢aligildi. 24 saatlik idrarda hidroksiprolin

diizeyleri spektrofotometre cihazinda Imanuel Bergman and Roy Loxley’in metodu ile

caligildi (120). Rutin tetkikler kapsaminda serum ve idrar kalsiyum, fosfor, kreatinin

diizeyleri ile serum {ire, glikoz, ALT, AST ALP, GGT diizeyleri otoanalizdr cihazinda

(Beckman Coulter Olympus AU2700, Tokyo, Japonya), serum TSH, sTs, STs

diizeyleri hormon analizor cihazinda (Beckman Coulter Unicel DxI 600, USA) Biilent

Ecevit Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarinda

calisild.

© ©° N o g bk~ w0 DN

Olgiimler sirasinda kullanilan cihazlar:

Spektrofotometre  (UV1601, UV-Visible Spectrophotometer:  Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japonya)

Vorteks: ZX3 (Velp Scientifica, Milan, italya)

Mikroplak Okuyucu: ELX800G (BiO-TEC Instruments, Winooski, ABD)
Yikama cihazi: ELX 50/8 (BIO-TEC Instruments, Winooski, ABD)

Plak calkaliyici: Easy Shaker EAS 2/4 (SLT Lab Instruments, Grodig, Avusturya)
Derin dondurucu: MDF U5411 (Sanyo, Osaba, Japonya)

Otomatik pipetler (Eppendorf, Hamburg, Almanya)

Santrifiij (Niive, Briiksel, Belcika)

Dispensor (0.05-50 ml)

10. Pipet ve dispensor uglari

11. Eppendorf tiipleri
12. Balon joje (250 ml)
13. Mezur (250 ml)

3.1. Sklerostin Ol¢iimii

Sklerostin diizeyinin Ol¢iimii, biyotin ile isaretli c¢ift antikor solid faz sandvig

prensibine dayanan Human Sklerostin ELISA Kiti kullanilarak yapildi (Bioassay

Technology Laboratory, Shanghai, China, katalog no: E3068Hu).

Kullanilan Sklerostin kitinin igerigi:
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Sklerostin antikoru kaplanmis plak
Standart soliisyonu (64 ng/ml)
Standart dilusyon tamponu
Streptavidin-HRP

Stop sollisyonu

Kromojen A soliisyonu

Kromojen B soliisyonu

Yikama soliisyonu konsantresi

© o N o g~ w D P

Biyotinle isaretli anti SOST antikoru soliisyonu

Standartlarin hazirlanmasi: Standart diliient tamponu ile standart soliisyonu
coziilerek 32 ng/ml konsantrasyonundaki ilk stok soliisyon olusturuldu. Daha sonra
seri diliisyonlar ile 16, 8, 4, 2, ng/ml konsantrasyonlarda 5 adet standart elde edildi.
Kor olarak standart diliient tampon kullanildi.

Yikama soliisyonu hazirlanmasi: Yikama soliisyonu konsantresi distile su ile

1/30 oraninda dilue edilerek hazirlandi.

Tablo 2. Sklerostin galisma prosediirii.

Kor Standart Ornek
Standart | - 50l | -
Ormmek || 40 pl
Streptavidin-HRP | - 50ul 50 ul
SOST Antikoru oopl | - 10 pl

37°C*de 60 dakika inkiibasyon
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikama

Kromojen A soliisyonu 50 ul 50 pl 50 ul
Kromojen B soliisyonu 50 ul 50 ul 50 pl
37°C*de karanlikta 10 dakika inkiibasyon

Stop soliisyonu 50 pl 50 ul 50 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nm’de absorbanslar 6lgiildii. Sonuglar

kalibrasyon egrisinden yaralanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi.
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Sklerostin kiti i¢in calisma i¢i varyasyon katsayist % CV <8, caligmalar arasi

varyasyon katsayis1 % CV <10°du.

3.2. Kemik Alkalen Fosfataz Ol¢iimii

KALP diizeyinin 6l¢iimii biyotin ile isaretli ¢ift antikor solid faz sandvig¢ prensibine
dayanan Human bone alkaline phosphatase ELISA kiti kullanilarak yapildi (Bioassay
Technology Laboratory, Shanghai, China, katalog no: E1493Hu).

Kullanilan kALP kitinin igerigi:

KALP antikoru kaplanmis plak

Standart soliisyonu (480 IU/L)

Standart diliisyon tamponu

Streptavidin-HRP

Stop soliisyonu

Kromojen A soliisyonu

Kromojen B soliisyonu

Yikama soliisyonu konsantresi
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Biyotinle isaretli anti KALP antikoru soliisyonu

Standartlarin hazirlanmasi: Standart diliient tamponu ile standart solusyonu
¢oziilerek 480 IU/L konsantrasyonundaki ilk stok soliisyon olusturuldu. Daha sonra
seri diliisyonlar ile 240, 120, 60, 30, 15 IU/L konsantrasyonlarda 5 adet standart elde
edildi. Kor olarak standart diltient tampon kullanildi.

Yikama soliisyonu hazirlanmasi: Yikama soliisyonu konsantresi distile su ile

1/30 oraninda dilue edilerek hazirlandi.

Tablo 3. KALP ¢aligma prosediirii.

29



Kor Standart Ornek
Standart | - S0l | e
Ornek | e 40 pl
Streptavidin-HRP | -m-ee- 50ul 50 pl
KALP Antikoru oopl | - 10 pl
37°C*de 60 dakika inkiibasyon
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 ul yikama solusyonu ile 5 kez yikama
Kromojen A soliisyonu 50 pl 50 pl 50 ul
Kromojen B soliisyonu 50 pl 50 ul 50 ul
37°C*de karanlikta 10 dakika inkiibasyon
Stop soliisyonu 50 pl 50 ul 50 ul

ELISA okuyucu cihazda 450 nm’de absorbanslar alindi. Sonuglar kalibrasyon
egrisinden yaralanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. KALP kiti i¢in

calisma ici varyasyon katsayis1 % CV <8, ¢alismalar aras1 varyasyon katsayist % CV

<10’du.

3.3. Deoksipiridinolin Ol¢iimii

DPD diizeyinin 6l¢limii biyotin ile isaretli ¢ift antikor solid faz sandvi¢ prensibine

dayanan Human Deoxypyridinoline crosslinks (DPD) ELISA kiti kullanilarak yapildi

(Bioassay Technology Laboratory, Shanghai, China, katalog no: E1455Hu).

Kullanilan DPD kitinin igerigi:

DPD antikoru kaplanmis plak
Standart soliisyonu (240 nMol/L)
Standart dilusyon tamponu
Streptavidin-HRP

Stop sollisyonu

Kromojen A soliisyonu

N o g s~ w D e

Kromojen B soliisyonu
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8. Yikama soliisyonu konsantresi

9. Biyotinle igaretli anti DPD antikoru soliisyonu

Standartlarin hazirlanmasi: Standart diliient tamponu ile standart solusyonu
¢oziilerek 240 nMol/L konsantrasyonundaki ilk stok soliisyon olusturuldu. Daha sonra
seri diltisyonlar ile 120, 60, 30, 15, 7.5 nMol/L konsantrasyonlarda 5 adet standart elde
edildi. Kor olarak standart diliient tampon kullanildi.

Yikama soliisyonu hazirlanmasi: Yikama soliisyonu konsantresi distile su ile

1/30 oraninda dilue edilerek hazirlandi.

Tablo 4. DPD ¢alisma prosediirii.

Kor Standart Ornek
Standart | - 50ul | e
Ornek | e 40 ul
Streptavidin-HRP | - 50ul 50 ul
DPD Antikoru 100pl | e 10 pl

37°C*de 60 dakika inkiibasyon

Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 350 pl yikama solusyonu ile 5 kez yikama

Kromojen A soliisyonu 50 pl 50 pl 50 ul

Kromojen B soliisyonu 50 pl 50 ul 50 ul

37°C*de karanlikta 10 dakika inkiibasyon

Stop soliisyonu 50 pl 50 pl 50 ul

ELISA okuyucu cihazda 450 nm’de absorbanslar alindi. Sonuglar kalibrasyon
egrisinden yaralanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. 24 saatlik idrar
orneklerinde nMol/L olarak hesaplanan DPD degerleri idrar voliimleri (Litre) ile
carpildi. Daha sonra kreatinine (gr/giin kreatinin) bdliinerek sonuglar (nMol/gr
kreatinin/giin) elde edildi. DPD kiti i¢in ¢alisma i¢i varyasyon katsayist % CV <8,

caligmalar aras1 varyasyon katsayis1 % CV <10°du.

3.4. Osteokalsin Ol¢iimii
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Osteokalsin diizeyinin 6l¢limii, insan kaynakl1 intakt osteokalsinin belirli bir epitopuna

kars1 gelistirilmis monoklonal antikor kullanilan solid faz Enzyme Amplified

Sensitivity Immunoassay prensibine dayanan Human Osteocalcin ELISA Kkiti

kullanilarak yapildi (Invitrogen, Life Tecnologies, USA, katalog no: KAQ1381).

Kullanilan Osteokalsin kitinin igerigi:

1. Osteokalsin antikoru kaplanmis plak

2. Standart 0 ng/ml insan serumu, proteaz inhibitorleri ve benzamidin;liyofilize.

3. StandartN:1-5(1.56,4.1,12.7, 31.5, 75 ng/ml ) insan serumu, proteaz inhibitorleri
ve benzamidin;liyofilize.

4. Kontrol 1 ve 2 insan serumu, proteaz inhibitorleri ve benzamidin ve timol;
liyofilize.

5. Anti-OST-HRP Konjugat, stabilize edici tampon i¢inde (50x)

6. Konjugat tampon. Tris — HCI tampon sigir serum albiimini, sigir kazeini, EDTA,
gentamisin ve timol i¢inde.

7. Yikama soliisyonu konsantresi (200x)

8. Kromojen, Tetrametilbenzidin

9. Stop soliisyonu

Standartlarin hazirlanmasi: Liyofilize standartlar 1 ml distile su ile
¢Oziilerek hazirlandi.

Kontrollerin hazirlanmasi: Liyofilize kontroller 1 ml distile su ile ¢oziilerek

hazirland1.

Anti-OST-HRP konjugat hazirlanmasi: 40 ml konsantre anti OST-HRP
Konjugat 2 ml konjugat tampona eklenerek hazirlandi.

Yikama soliisyonu hazirlanmasi: Yikama soliisyonu konsantresi distile su ile

1/200 oraninda dilte edilerek hazirlandu.

Tablo 5. Osteokalsin ¢aligsma prosediirii.
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Kor Standart Kontrol Ornek
Standart | - 25l | | e
Kontrol | e ] e 25ul | e
Ormek | e e e 25 pl
Anti-OST-HRP | - 100 pl 100p1 100 pl

Oda sicakliginda 120 dakika inkiibasyon
Yikama cihazinda her bir kuyucuk i¢in 400 pl yikama solusyonu ile 3 kez yikama

Kromojen Soliisyon 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

Oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibasyon

Stop soliisyonu 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl

ELISA okuyucu cihazda 450 nm’de absorbanslar alindi. Sonuglar kalibrasyon
egrisinden yaralanilarak cihaz tarafindan otomatik olarak hesaplandi. Osteokalsin Kiti
i¢in ¢aligma i¢i varyasyon katsayis1t % CV = 4.7 caligmalar aras1 varyasyon katsayisi

% CV =3.5"di.

3.5. Hidroksiprolin Olciimii

Spektrofotometre cihazinda kolorimetrik yontemle ¢alisilmistir Testin prensibi
hidroksiprolinin kloramin T ile pirol bilesigine oksidasyonu ve piroliin p
dimetilaminobenzaldehit ile renkli bilesik olusturmasi esasina dayanir (120).
Olgiimde kullanilan soliisyonlar:

1. Oksidan soliisyon

2. Ehrlich’s soliisyonu

3. Hidroksiprolin standart soliisyonu

1. Oksidan Soliisyonu Hazirlanmasi:

la: %7 (w/v) Kloramin T (Merk) soliisyonu.

1b: Asetat sitrat tamponu (PH:6,0): 57 gr Asetat (3H20), 37,5 gr Trisodyum sitrat (2
H20) (Riedel), 5.5 gr Sitrik asit(1 H20) (Merk), 385 ml %70 izopropanol (Riedel) 1
Litreye tamamlandi.

1 voliim (1a) + 4 voliim (1b) karistirilarak oksidan soliisyon hazirlandi.

2.Ehrlich’s soliisyonu hazirlanmasi:

33



2a: 2 g Paradimetilaminobenzaldehit (Merk) 3 ml % 60 ’ik perklorik asit (Merk).
icinde ¢oziildii.

2b: %70’lik izopropanol.

3 voliim (2a) + 13 voliim (2b) karistirilarak Ehrlich’s soliisyonu hazirlandi.
Hidroksiprolin standart soliisyonlari: 2.5, 5, 10, 30 pg/ml konsantrasyonlarinda 0,001
M HCI soliisyonu ile hazirland.

Tablo 6. Hidroksiprolin ¢alisma prosediirii.

Kor Standart Ornek
Standart 50 ul
Ornek --- 50 ul
%70 izopropanol 100 pl 100 pl 100 pl
Oksidan Soliisyon 50 ul 50 ul 50 ul

Karistirildi. Oda sicakliginda 4 dakika beklendi.

Ehrlich’s soliisyonu 650 pl 650 ul 650 ul

Karigtirildi. 25 dk 60 °C su banyosunda 1sitildi. Daha sonra su altinda sogutuldu. Son hacim %70

izopropanol ile 2500 ul’ye tamamlandi

Spektrofotometrede 558 nm’de absorbanslar alindi. Sonuglar kalibrasyon
egrisinden yaralanilarak hesaplandi. Idrar 6rneklerinde pg/mL olarak hesaplanan OH
prolin degerleri 24 saatlik idrar voliimii (Litre) ile carpildi (png/giin). Daha sonra
kreatinine (gr/giin kreatinin) bdliinerek sonuglar (mg/gr kreatinin/giin) olarak
hesaplandi. Hidroksiprolin 6l¢iimii ¢alisma i¢i varyasyon katsayisi % CV=5.4 olarak

bulundu.

3.6. KMY Olciimii

BEU Tip fakiiltesinde “Hologic QDR4500W , Hologic Inc., Bedford, Massachusetts,

USA” cihazinda Lomber vertebra ve femur boynu kemik yogunlugu 6l¢iildii.

3.7. Istatistiksel Degerlendirme
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Caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 19.0 paket programinda yapilmistir.
Calismada yer alan siirekli degiskenlere ait tanimlayici istatistikler ortalama, standart
sapma, medyan, minimum ve maksimum degerleriyle, kategorik degiskenler frekans
ve yiizde ile gosterilmistir. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shapiro
Wilk testi ile incelenmistir. Normal dagilim gosteren degiskenlerin 2 grup
karsilastirmalarinda bagimsiz o6rneklem t testi, normal dagilim gdstermeyen
degiskenlerin Mann Whitney U testi kullanilmistir. Kategorik degiskenlerin gruplar
arast karsilastirmalarinda Yates diizeltmeli ki-kare testi kullanilmistir. Siirekli
degiskenler aras1 iligkilerin incelenmesinde Spearman korelasyon analizi
kullanilmistir. Calismadaki tiim istatistiksel analizlerde p degeri 0,05’in altindaki

karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda Hastanemiz I¢ Hastaliklar1 Servisinde yatan 37.50+10.07 yas
araligindal5 erkek, 9 kadin toplam 24 hipertiroidili hasta ve 37.16+10.07 yas
araliginda 11 erkek, 13 kadin toplam 24 normal birey calismaya dahil edildi.
Hipertiroidili hastalarin yeni tan1 koyuldugunda alinan kanlar1 incelemeye alindi.
Yas (P=0.909)ve cinsiyet (p=0.384) bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark yoktu.

Istatistiksel olarak normal dagilim gdsteren serum Ca, P, iire, kreatinin, ALP,
glukoz diizeylerine ait ortalama deger + standart sapma degerleri tablo 7’ de

verilmistir.

Tablo 7. Hipertiroidili grup ve normal grubun serum Ca, P, iire, kreatinin, ALP,

glukoz diizeyleri.

Hipertiroidili grup Kontrol grubu p degeri

n=24 n=24
Yas 37.50+10.07 37.16£10.07 p=0.909
K/E 15/9 11/13 p=0,384
Serum Ca (mg/dl) 9.93£0.43 9.69+0.49 p=0.078
Serum P (mg/dl) 3.58+0.53 3.53+0.42 p=0.745
Serum tire (mg/dl) 29.12+9.86 26.79+6.98 p=0.349
Serum kreatinin (mg/dl) 0.72+0.17 0.82+0.17 p=0.057
Serum ALP (1U/L) 88.70+£37.61 66.41+19.03 p=0.014*
Serum glukoz (mg/dl) 96.08+7.81 100.04+14.57 p=0.247

Ortalama + standart sapma

*Kontrol grubundan farklilik

Hipertiroidili grup ve kontrol grubunun serum Ca (p=0.078), serum P
(p=0.745), serum iire (p=0.349), serum kreatinin (p=0.057), serum glukoz (p=0.247)
seviyeleri arasinda anlamli farklilik yoktu ancak serum total ALP diizeyleri
hipertiroidili grupta kontrol grubuna gore anlamli yiiksek tespit edildi (p=0.014).

VK1 ve istatistiksel olarak normal dagilim gdstermeyen serum TSH, serum sTs,
serum sTs, serum ALT, serum AST, serum GGT, serum sklerostin, serum KALP,
serum osteokalsin, idrar mg kreatinin/giin, idrar mg Ca/g kreatinin/giin, idrar mg P/g

kreatinin/giin, idrar nMol DPD/g kreatinin/giin, idrar mg hidroksiprolin/g

36



kreatinin/giin diizeylerinin ortanca ve minimum, maksimum degerleri Tablo 8’de

verilmistir.

Tablo 8. Hipertiroidili grup ve normal grubun serum kemik metabolizmasi belirtegleri,
serum sklerostin diizeyleri ve 24 saatlik idrar Ca, P, DPD, hidroksiprolin

atilimlariin kreatin atilimina oranlari.

Hipertiroidili grup Kontrol p degeri
(n=24) (n=24)
VKI
23.95 (17.10-32) 25.40 (20.80-35.80) p=0.065
Serum TSH (pIU/ml)
0.02 (0.01-0.46) 1.50 (0.45-3.85) p<0.001*
Serum sTs (pg/ml)
8.57 (2.91-27.21) 2.77 (1.17-3.79) p<0.001*
Serum sT4 (ng/dl)
2.71 (0.97-5.89) 0.91 (0.68-1.86) p<0.001*
Serum ALT (IU/L)
24.50 9-37) 13.5 (5-53) p=0.033*
Serum AST (IU/L)
21.50 (12-31) 18.5 (12-46) p=0.311
Serum GGT (IU/L)
. 27.5 (11-68) 22.0 (9-66) p=0.577
Serum sklerostin (ng/ml)
5.97 (2.59-34.74) 7.00 (2-32) p=0.452
Serum KALP (IU/L)
A 90.14 (34.45-240) 90.95 (34.65-240) p=0.470
Serum osteokalsin (ng/ml)
. e 10.08 (0.54-56.62) 3.40 (0.17-12.98) p<0.001*
Idrar mg kreatinin/giin
. o 1032 (617-2577) 1495 (434-3397) P=0.004*
Idrar mg Ca/g kreatinin/giin
. i 117.13 (21.45-408.54) 97.85 (16.79-217.74) p=0.523
Idrar mg P/g kreatinin/giin
. o 569.86 (373.75-1198.29) 484.19 (211.39-885.66)  p=0.009*
Idrar nMol DPD/g kreatinin/giin
. ) o 71.98 (29.18-158.38) 49.16 (20.25-123.22) p=0.08
Idrar mg hidroksiprolin/g
18.11 (8.04-33.76) 14.52 (6.03-89.04) p=0.322

kreatinin/giin

ortanca (min-mak.)

*Kontrol grubundan farklilik

Hipertiroidi ve kontrol gubunda VKI (p=0.065), serum sklerostin (p=0.452),
serum KALP (p=0.470), serum AST (p=0.311), serum GGT (p=0.577), idrar mg Ca/g
kreatinin/giin (p=0.523), idrar nMol DPD/g kreatinin/giin (p=0.08), idrar mg
hidroksiprolin/g kreatinin/giin (p=0.322) diizeyleri arasinda anlamli farklilik tespit
edilmedi. Hipertiroidi grubunda serum TSH diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli
diisiik (p<0.001) buna karsilik serum sT3(p<0.001), serum sT4(p<0.001), serum
osteokalsin diizeyleri (p<0.001), serum ALT diizeyleri (p=0.033) ve idrar mg P/g
kreatinin/giin atilimi (P=0.009) anlamli yiiksek bulunmustur.
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Hipertiroidili grupta referans degerlere gore, KMY 6l¢iilen 11 hastanin 2
tanesi normal, 8 tanesi osteopenik, 1 tanesi osteoporotik tespit edilmistir.

Tablo 9. Hipertiroidili grubun lomber bélge ve femur boynu kemik dansitometresi

T skorlarina gore % dagilimi.

Hipertiroidili grup %
(n=11)
Normal 2 18.2
Patolojik 9 (8 hasta osteopenik,1 hasta osteoporotik) 81.8
Total 11

T skoru referans degerleri (-1) - (-2.5) aras1 osteopeni, < (-2.5) osteoporoz

Kirksekiz bireyde degiskenler arasinda yapilan Pearson ve Spearman
korelasyon analizinde serum sklerostin ile serum kKALP arasinda (r= 0.805, p<0.001)
ve idrar nMol DPD/g kreatinin/giin ile idrar mg hidroksiprolin/g kreatinin/giin
arasinda pozitif korelasyon (r=0.911, p<0.001) tespit edilmistir. Serum TSH, serum
osteokalsin arasinda negatif korelasyon (r=-0.474, p<0.05) , serum sT3 ve sTs ile
osteokalsin arasinda pozitif korelasyon sirasiyla (r=0.580, p<0.001) , (r=0.603,
p<0.001) tespit edildi. Serum serum sklerostin ile serum osteokalsin, TSH, STz, STa,
idrar DPD, idrar hidroksiprolin arasinda anlamli korelasyon tespit edilememistir
[(Tablo 10), (Sekil 6-10)].

Erkeklerin sklerostin diizeyleri, hipertiroidili grup [5.91 (2.59 — 23.12)] ve
kontrol grubu [5.15 (2.00 — 32.00)] kiyaslandiginda ve yine kadmnlarin sklerostin
diizeyleri hipertiroidili grup [6.57 (2.63 — 34.74)] ve kontrol grubu [7.32 (3.07 —
32.00)] kiyaslandiginda farklilik gostermemistir (p=0.973, p=0.237).
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Tablo 10. Sklerostin, tiroid hormonlari, kemik metabolizmasi belirtegleri arasindaki

korelasyon analizi (n = 48).

r p
Serum sklerostin-serum KALP 0.805 <0.001
Serum sklerostin-serum osteokalsin -0.143 >0.05
Serum sklerostin- idrar nMol DPD/g kreatinin/giin 0.270 >0.05
Serum sklerostin- idrar mg hidroksiprolin/g kreatinin/giin 0.208 >0.05
Serum TSH- serum sklerostin 0,124 >0.05
Serum sTs- serum sklerostin -0,003 >0.05
Serum sT4- serum sklerostin 0,047 >0.05
Serum TSH- serum osteokalsin -0.474 <0.05
Serum sTs- serum osteokalsin 0.580 <0.001
Serum sT4- serum osteokalsin 0.603 <0.001
Idrar nMol DPD/g kreatinin/giin -Idrar mg hidroksiprolin/g kreatinin/giin 0.911 <0.001
Istatistiksel 6nemlilik P< 0.05
Sekil 6. Serum sklerostin ve KALP arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 8. Serum TSH ile Osteokalsin arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 9. Serum sTs ile osteokalsin arasindaki korelasyon grafigi.
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Sekil 10. Serum sT4 ile osteokalsin arasindaki korelasyon grafigi.
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5. TARTISMA

Tiroid hormonlar1 iskelet gelisiminin 6nemli bir diizenleyicisidir. Fetal hayatta
kemigin yapiminda, ¢ocukluk caginda kemigin modellenmesi ve eriskin hayatta
yeniden modellenme dongiisiinde esas hormonlardir. Hem kemik yapimi hem de
rezorbsiyonunu stimiile eder ve mineralize olmus kemikte incelmeye neden olurlar
(63). Literatiirde tiroid hormonlarinin Wnt /B katenin sinyal yolu iizerindeki ve bu
yolla kemik gelisimindeki etkisini inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir (4, 6, 5).

Sklerostin, osteositlerden sentezlenen Wnt sinyal yolu inhibisyonu ile kemik
yapimini inhibe eden (14, 81) ve eksikliginde sklerostozis goriilen bir glikoproteindir (86).

Calismamizda kemik mineral yogunlugunun azaldigi, kemik kirik riskinin
arttig1 bildirilen hipertiroidi hastalarinda (2) yeni tan1 almis olanlarda ve tedavilerine
baglanmadan oOnce, sklerostinin serum diizeyleri ve kemik metabolizmasi
belirteglerinin serum veya idrar diizeyleri ¢alisilmis, sklerostin ile tiroid hormonlar1 ve
kemik metabolizmasi belirtegleri arasindaki iliski incelenmistir.

Literatiirde kemik dokusunda sklerostin sentezini, sinyal mekanizmasini,
sklerostinle iliskili klinik bulgular1 inceleyen arastirmalar bulunmaktadir.

Winkler D.G. ve ark., (16) osteoblast kiiltiirleri ve iskeletin osteoklastlar harig
mineralize bolgelerinde sklerostin ekspresyonunu incelemisler, asir1 sklerostin
eksprese eden transjenik farelerde osteoblast aktivitesinde ve kemik olusumunda
onemli azalma oldugunu, bunun sonucunda kemik kitlesi ve kemik kuvvetinin
azaldigin ve osteositlerden derive olan bu negatif sinyalin modiilasyonunun kemik
kayb1 ile iliskili hastaliklarin tedavisi i¢in Onemli olabilecegini bildirmislerdir.
Sklerostinin kemik morfogenetik proteine (BMP) baglanmasi kemik olusumunun
kontrolii i¢in 6nemlidir. Sklerostinin BMP’lere baglanmasi, BMP’lerin reseptorlerine
baglanmasina engel olarak BMP aktivitesini inhibe eder veya BMP, antagonisti ile
birlesir. Sklerostini diger BMP antagonistlerinden ayiran 6zellik, 6zellikle spesifik
olarak osteositlerden eksprese olmasi ve osteogenezle kuvvetli iligkisidir. Osteositler
sensOr olarak tanimlanirlar, ¢evresel ve mekanik stimulus aldiklar1 zaman osteoklast
ve osteoblastlar1 etkilerler. Arastirmacilar in vitro ¢alismalarinda osteoblast
farklilasmasinin sklerostin varligina duyarli oldugunu, kemik yeniden yapilanmasinin
regiilasyonunda osteosite bagli olan mekanizmada sklerostinin yer aldigini
bildirmektedirler (16).
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Van Bezoijen ve ark., sklerostozisi ¢aligsmak iizere insan ve fare osteositlerinde
SOST mesenger RNA ekspresyonunu ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-PCR) teknigi ile galismiglar ve BMP ile stimiile edilmis hiicre kiiltiirlerinde gesitli
konsantrasyonlarda sklerostin ilave ederek etkisini incelemislerdir. Bu ¢alismaya gore
sklerostinin osteositlerde bulundugunu ve kemik olusumunu, bilinen BMP
antagonistlerinden farkli bir mekanizma ile inhibe ettigini bildirmislerdir. Tki farkl
mekanizmadan 1. yolda, sklerostin BMP’yi uyarici bir kofaktoér varliginda BMP
antagonisti olarak davranabilir ve bu kofaktor sklerostin igin gereklidir. Bu yolda
sklerostin ve kofaktor BMP’ye baglanarak BMP’ nin reseptoriine baglanmasina engel
olur. Ikinci yolda ALP aktivitesini stimiile eden BMP’yi indiikleyici bir faktorii
baglayarak BMP’nin etkisini Onler. Her iki yolda da baglanan bu faktorlerin
osteoblastlarda ALP aktivitesini arttirmasi engellenmis olur. Osteositlerden salgilanan
sklerostin, salgilandig1 bolgeden kemik yiizeyine ¢ikar ve osteoblast farklilasmasini ve
fonksiyonunu inhibe eder. Bu gézlemler sonucu bazi kiigiik molekiiller ve insan
antikorlartyla sklerostinin inhibe edilmesinin osteoporoz tedavisinde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir (81).

Van benzoijen ve ark., ¢alismalarinda farelerin baldir kaslarina BMP-7 enjekte
etmigler, 14 giin sonra c¢ekilen radyografide kaslarda kemiklesme oldugunu
gostermiglerdir. Sadece sklerostin verilen farelerde ve BMP-7 ile birlikte sklerostin
verilen farelerin her iki grubunda da kemiklesme olusmamistir. Calismalarinin
devaminda fare mezensimal, rat ve insan osteosarkom hiicre kiiltiirlerinin gen
ekspresyonunu mikroarray ile analiz etmislerdir. Osteoblastik hiicrelerde BMP ve
sklerostin uygulanmasindan sonra BMP verilenlerde upregiilasyon (2068 genden
1535’1 etkilenmistir), sklerostin verilenlerde downregiilasyon, (1828 genden 1492’si
etkilenmistir) BMP ve sklerostin birlikte verilenlerde ise yalniz 408 gen etkilenmistir.
Daha sonra yaptiklari gen ontoloji ¢alismasinda, sklerostinin osteoblastlarda BMP
varhiginda Wntl, Wnt3, Wnt3a sinyallemesini antagonize ettigini tespit etmislerdir.
Sklerostinin BMP ile indiiklenmis kemik olusumunu inhibe ettigini, bu etkinin direkt
BMP sinyallemesi ile olmadigini, BMP varliginda Wnt sinyal yolunu inhibe ederek
BMP ile stimiile olan kALP aktivitesini inhibe ettigini saptamislardir ayrica,
sklerostinin Wnt inhibisyonunu LRP5 ve LRP6’ya baglanarak yaptigini bunun igin ek
caligmalara ihtiyag¢ oldugunu bildirmislerdir (10).
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Poole ve ark., sklerostinin osteoblastlari nasil inhibe ettigini ¢alismiglardir. Bu
calismaya gore bir osteonda primer mineralizasyon olduktan sonra sklerostinin
salgilandigini diistinmektedirler. Ondort strok hastasindan 10 hafta sonra iliak biyopsi
almislar. Biyopsiden 6nce 30-50 giin arasinda 5 hastaya Zoledronic asit diger hastalara
plasebo infiizyon, ayrica tiim hastalara Ca ve vit D vermislerdir. Immiinhistokimya
teknigi ile calistiklart eriskin iliak kemikte yeni olugsmus osteositlerin sklerostinden
yoksun oldugunu ancak primer mineralizasyon tamamlandiktan sonra erigkin
osteositler ve osteosit kanallarindaki dendritlerde yaygmn olarak sklerostin
boyanmasini ilk defa in vivo olarak gostermislerdir. Mineralizasyon olusumundan
sonra osteositlerden sklerostin saliniminin osteoblastlar araciligiyla kemik olusumunu
siirladigl, sklerostozu engelledigini bildirmislerdir (8).

Modder ve ark., erkek ve kadinlarda serumda seks steroidleri ve ELISA teknigi
ile ¢alistiklar1 sklerostin seviyeleri arasindaki iligskiyi incelemek iizere, postmenapozal
kadinlara 6strojen tedavisi uygulamiglardir. Erkeklere 6ncelikle endojen testosteron ve
Ostrojen tretimini engellemek i¢in GNRH agonisti ile aromataz inhibitorii Letrozole
uygulamiglar, 3 hafta sonra temel hormon seviyelerine bakarak 4 gruba ayirmislardir.
Grup A testosteron negatif, dstrojen negatif olan 15 kisiye replasman tedavisi
uygulanmamis, grup B testosteron negatif, Ostrojen pozitif 15 kisiye Ostrojen
replasmant yapilmis, grup C testosteron pozitif, 6strojen negatif 15 hastaya testosteron
replasmani yapilmis, grup D testosteron pozitif, ostrojen pozitif 14 kisiye testosteron
ve Ostrojen replasmani ve tiim erkek hastalara ikinci kez GnRH agonisti ve letrazole
uygulamislardir. Ug hafta sonra sabah aclik kanlarini almislardir. Otuzdort adet erken
postmenapozal kadini (en az 1 yildir adet gérmeyen 50 yas tistii ve 50 yasin altinda
histeroktomi yapilmig 1 yildir adet gormeyen, follikiil stimiile edici hormon (FSH)
seviyeleri yiiksek ve kemik metabolizmasi ile ilgili hastaligi olmayan kadinlar)
caligmalarina dahil etmigler. On yedi kadina 4 hafta 6strojen tedavisi uygulamislar, 17
kadii ise kontrol grubu olarak almislardir. Tedavinin 28. giiniinde a¢lik kanlari
alinmigtir. Ostrojen tedavisi alan kadmlarda %27 oraninda serum sklerostin
seviyesinin azaldigini, seks steroidleri yetersizligi indiiklenen erkeklerde ise 0strojen
replasmaninin sklerostin seviyesi artigin1 Onledigini, testosteron replasmaninin
sklerostin seviyesi artisini 6nlemedigini ve her iki cinsiyette serum sklerostin

seviyelerinin kemik rezorbsiyonu belirtecleri ile iliskili, kemik olusumu belirtegleri ile
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iligkili olmadigin1 ve sklerostin {iretimindeki degisikliklerin Gstrojenin kemik
rezobsiyonuna olan etkisine katki saglayabilecegini bildirmislerdir (91).

Lin C ve ark., mekanik yiiklenmenin kaldirildigi duruma kemigin verdigi
cevapta sklerostin ve Wnt/f kateninin roliinii incelemislerdir. 14 giin siireyle
kuyruklarindan asilarak mekanik ytikiin kaldirildig1 vahsi sicanlarin femur kemiginden
elde edilen lizatlarda westernblod ve RT-PCR teknigi ile sklerostin, § katenin ve SOST
mRNA’sm1 c¢alisgmislar, KMY 06l¢iimii yaparak su sonuglart bulmuslardir: Wnt/p
katenin sinyallemesi sklerostinin yiikselmesinin karsiliginda azalmaktadir. Fizyolojik
bir yiiklenmede osteositlerden salgilanan sklerostin osteoblastlarin aktivitesi ve
canliliginin yani sira osteositlerin canliligini da inhibe ederek kemik olusumunu inhibe
eder. Yiiklenme kalktigi zaman olusan kemik kayb, sklerostin (—) farelerde
olusmamakta ayrica yiik kaldirildigr zaman sklerostin (-) farelerde uzun kemiklerde
Wnt/B katenin sinyallemesi degismemektedir. Sklerostin mekanik yiik kaldirildigi
zaman etkisini, wnt/B katenin sinyallemesini invivo olarak inhibe ederek gostermistir
ve sklerostin (-) farelerde yiiksek kemik kitlesi saptanmustir (14).

Li ve ark. sklerostinin LRP-5 ve LRP-6’ya baglanarak Wnt antagonisti olarak
hareket ettigini, osteojenik farklilagsma sirasinda Wnt 7b’nin ekspresyonunun pikinden
sonra sklerostinin eksprese oldugunu ve Wnt’nin sklerostinle iliskili olan
inhibisyonundaki azalmanin, sklerostinle iliskili kemik kitlesindeki artisa katki
sagladigini bildirmislerdir. Bes giinliik farelerin kalvarya osteoblast kiiltiirlerinde
osteojenik farklilagsmay1 saglayan maddeleri ekleyip osteoblastik farklilasma sirasinda
PCR ile 5 giinliik aralarla Wnt7b, sklerostin, osteokalsin, Dkk1 ekspresyonunu
caligmiglardir. Wnt7b, sekizinci giinde pik yapip, sonra diisme gostermis, Wnt7b
diiserken osteokalsin ve Wnt antagonisti Dkk1 yiikselmistir. Mineralize matriks iginde
osteositler olusurken, sklerostin osteokalsine gore daha ge¢ eksprese olmustur. Bu
calisgmada kemik matrikste gomiilii osteositlerde eksprese edilen sklerostinin mekanik
yiiklenmede 6nemli rol oynayabilecegini bildirmiglerdir (15).

Van Lierop ve ark. primer hiperparatiroidili hastalar1 ve hiperparatiroidi
nedeniyle paratiroidektomi yapilarak iyilesmis bireyleri ve ayrica dparatiroid bireyleri
kontrol grubu olarak kullandiklar1 g¢alismalarinda, parathormonu  primer
hiperparatiroidili hastalarda her iki kontrol grubuna gore yiiksek ve sklerostin

seviyelerini istatistiki olarak 6nemli diisiik bulmuslardir. Sklerostin ve parathormon
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arasinda negatif korelasyon oldugunu, sklerostin ve kemik dongiisii belirtecleri
arasinda korelasyon olmadigini bildirmiglerdir (90).

Jozwiak ve ark. daha once kemik hastaligi olmayan 15 ve 33 hipertiroidili
hastada yaptiklar1 iki ¢alismada ELISA yontemi ile Olgtiikleri serum sklerostin
seviyelerini referans degerlere gore yiiksek, tedavi sonrasinda ise tedavi 6ncesine gore
anlamli derecede diisiik bulmuslardir. (121,122). Hipertiroidili hastalarda,
parathormon diisiik bulunmus tedavi ile birlikte artma gostermistir. (122).

Literatiirde tiroid hormonlarinin  Wnt/f katenin yolu ile kemik
maturasyonundaki etkilerini inceleyen arastirmalar bulunmaktadir.

Tsourdi ve ark.,(4) 12 haftalik erkek farelerde hipertiroidi ve hipotiroidi
modelinde calismislardir. Hipertiroidili farelerde trabekiiler ve kortikal kemik
dansiteleri ve korteks kalinlig1 azalmis, hipotiroidili farelerde yiiksek trabekiiler kemik
dansitesi goriilmiis ancak; diger kortikal kemik parametrelerinde dansite ve kalinlik
degismemistir. Histomorfometrik inceleme ve kemik yeniden yapilanmasinin
biyokimyasal belirtegleri, hipertiroidili farelerde yiiksek kemik dongiisii, hipotiroidili
farelerde ise diisiikk kemik dongiisii oldugunu ortaya koymustur. Wnt inhibit6rii Dkk1
serum seviyeleri, hipertiroidili farelerde azalmis, hipotiroidili farelerde artmistir.
Histomorfometride hipotiroid farelerde Dkk1 pozitif hiicrelerin sayisinda artig
bulunmustur. Serum sklerostin her iki hastalik modelinde de artmis ancak
hipertiroidililerde daha fazla artis goriilmistir. Sklerostin pozitif hiicrelerde,
sklerostin mRNA ekspresyonu hipertiroidili farelerde artmis hipotiroidili farelerde ise
artmamigtir. Arastirmacilar kemigin yeniden yapilanmasinda, tiroid hormonlarinin
yaptig1 degisikligin sklerostin ve Dkk1’in regiilasyonu ile iligki olabilecegini, tiroid
hormonlari tarafindan Wnt sinyalinin modiilasyonunun tiroid hormon iliskili kemik
hastaliklarina katki saglayabilecegini bildirmislerdir (4).

Wang Lai ve ark., kondrosit biiyiime plaklarinin hiicre kiiltiirii caligmalarinda
T3 uygulamasinin Wnt4 mRNA’s1 ve protein ekspresyonu ile § katenin ve onun hedef
geni RUNX-2"nin ekspresyonunu arttirdigini tespit etmislerdir. Wnt ligand/reseptor
etkilesiminin Wnt antagonistleri Frzb/sFRP3 ya da Dkk1 ile bloklanmas: halinde, T3
ile hem indiiklenmis B katenin birikiminin ve RUNX-2 gen ekspresyonunun hem de
biiylime plag hiicrelerinde T3z’iin kemik maturasyonundaki uyarici etkilerinin inhibe

oldugunu demonstre etmislerdir (6).

46



O’Shea ve ark., iki haftalik, homozigot ThrbPVFY, heterozigot Thra1PV"*
mutant farelerinden elde edilen kemiklerde hem invivo hem de invitro olarak Wnt4
aktivitesini arastirmuslardir. Thrb”Y?V mutant farelerde hipofiz-tiroid aksimin
bozuldugu, sirkiilasyonda tiroid hormon seviyelerinin yiikseldigi, tiroid hormonlarina
rezistans oldugu, artmis kemik mineral depolanmasiyla birlikte enkondral ve
intramembrandz kemiklesmenin arttigini gstermislerdir. Thra1”V"* farelerde ise 1liml1
tiroid yetersizligi bulundugu, sistemik olarak 6tiroid olduklari, hem kemik mineral
depolanmast hem de enkondral ve intramembrandz kemiklesmelerin azaldigini
bulmuslardir. Thrb®V?V farelerde, invivo olarak iskeletlerinde ve in vitro olarak da
osteoblastlarinda kanonik Wnt/f katenin yolunun aktivitesinin arttigini, T3 uygulamasi
yapildiginda osteoblastlarda Wnt/p katenin sinyalinin inhibe oldugunu bildirmislerdir.
Calismalarinda bu paradoksun mutant TRBFY proteininin T3 varhginda B-katenini
dengelemesi ve dominant negatif aktivite yapmasi ile T3’tin Wnt lizerindeki stimiilator
etkisini inhibe ettigini bildirmislerdir (5).

Hem tiroid hormonlar1 ve hem de sklerostin Wnt sinyal yolu ile kemik dokusu
tizerinde etkilidirler ve bu sinyal yolunda ¢ok sayida kofaktor ve antagonist molekiil
gorev yapmaktadir. Literatiirdeki c¢aligmalarda dikkat ¢eken noktalar, kondrosit
biiyiime plaklarinda (6) ve iki haftalik, homozigot Thrb™V®V jiivenil farelerde, yiiksek
seyreden tiroid hormonlarinin etkisi ile Wnt sinyalinin ve kemiklesmenin artmis
oldugudur (5). Buna karsilik Tsourdi’nin ¢alismasinda 12 haftalik erigkin farelerde
hipertiroidi, trabekiiler kemik yogunlugunda azalmaya yol agarken, hipotiroidi kemik
yogunlugunda artisa yol agmustir. Serum sklerostin diizeyleri hipertiroidide daha fazla
olmak ftizere her iki grupta da artmis ancak, Dkk1 diizeyleri hipertiroidili farelerde
azalmus, hipotiroidili farelerde ise artmis olarak bulunmustur (4). Poole ¢alismasinda
kemikte yeni olusmus osteositlerin sklerostinden yoksun olugunu, primer
mineralizasyonunu tamamlanmis kemikte ise sklerostin boyanmasi oldugunu
bildirmektedir (8).

Bu ¢alismalar bize tiroid hormonlari ve sklerostinin kemik tizerindeki etkisinin,
gelisimini ve mineralizasyonunu tamamlamis olan kemik dokuda ve kemik kaybi
yoniinde oldugunu disiindiirmektedir. Ancak ¢alismamizda sklerostin ve tiroid
hormonlar1 arasinda korelasyon tespit edilememistir. Bizim ¢aligsmamizda Joswiak ve
Tsourdinin ¢aligmalarinin aksine hipertiroidili grupta, serum sklerostin diizeylerinde

kontrol grubuna gore yiikseklik tespit edilememistir, gruplar arasinda istatistiksel
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olarak anlaml farklilik bulunamamistir. Hastalarimiz yeni tani almis tedavisi heniiz
baslanmamis % 81.8 oraninda osteopeni tespit edilmis hastalardir. Bu sonug bize,
sklerostin diizeylerinin kemik dokunun yiiksek tiroid hormonlarina maruz kalma
siiresine bagl olarak degisebilecegini ve ¢alismanin hipertiroidisi bilinen hastalarin
uzun siireli takipleri sonrasinda yapilmasi halinde sklerostinle ilgili daha detayli bilgi
edinilebilecegini dugiindlirmiistiir ancak; hipertiroidisi tespit edilen hastalarin
tedaviden yoksun birakilamayacagi da bir gergektir. Bunun yanisira sklerostinin kemik
ve serum diizeylerinin birbirinden farklilik gosterebilecegini de diisiiniiyoruz.
Schouten ve ark. 20 hipertiroidili hastada tedavi 6ncesi KALP’in referans
degerler i¢inde bulundugunu bildirmislerdir. Tedavi ile dort-sekiz haftada tiroid
hormonlar1 normale gelirken kKALP yiikselme gostermis ve ¢alisma stiresince yiiksek
kalmistir. KALP’1in hem baseline seviyelerinin hem de tedavi sirasindaki degisen
seviyelerinin tiroid hormonlart ile korelasyon gostermedigi bildirilmistir (123).
Calismamizda Schouten’in ¢alismasi ile uyumlu olarak kKALP aktivitesinde
hipertiroidili grup ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik tespit edilmemistir.
KALP osteoblastlarin plazma membranlarinda lokalize olmus tetramerik bir
glikoproteindir, proteinin karboksi terminaline bagh fosfatidil inozitol glikanin
fosfolipaz tarafindan yarilmasi ile dolasima salinir (118) ve kemigin mineralizasyon
stirecinde fosfat esterlerinden fosfat hidrolizini ve fosfatin OH apatit Kristallerine
transportunu saglar (101). KALP’1in fizyolojik kemik biiylimesi ve hipertiroidiyi de
igine alan ¢esitli kemik mineralizasyon bozukluklarinin ortaya ¢iktigi durumlarda
anormal aktivitesinin bulundugu bildirilmektedir (101). Van benzoijen’in yapmis
oldugu caligmalarda sklerostinin bir kofaktor araciligi ile Wnt yolunu inhibe ederek
osteoblastlarda kALP aktivitesini inhibe ettigi  bildirilmektedir. (81,10).
Caligmamizda sklerostin ve KALP diizeylerinde anlamli bir degisikligin olmamas1 ve
birbirleri ile gosterdikleri pozitif korelasyon, sklerostin ve KALP aktivitesinin
hastalarimizin  osteopenik siirecleri ile uyumlu oldugunu diisiindiirmektedir.
Calisgmamizda serum total ALP aktivitesinin yani sira ALT diizeylerini hipertiroidili
grupta kontrol grubuna gore anlamli yiiksek tespit ettik, calismamizin bulgulari, total

ALP aktivite artisinin kemik dokusu disindan kaynaklandigini bize diisiindiirmektedir.

Osteokalsin kollajen6z olmayan kemik matriks proteinidir, matiir osteoblast ve

hipertrofik kondrositlerden sentezlenir. intakt osteokalsin kan seviyeleri teorik olarak
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kemik olusumunu yansitir, osteokalsinin immiinoreaktif fragmanlarmin kanda
bulunmasi ise kemik rezorbsiyon siireci ile iligkilidir (101). Matiir osteokalsin kemik
mikrogevresine salgilanir, yapisal degisiklige gider ve OH apatitin i¢indeki Ca iyonlari
ile beraber osteokalsinin Ca baglayan Gla kalintilar1 hizaya girer. Bu 6zellik OH apatit
Kristalleri olusumunun baslamasi i¢in ilk agsamadir. Osteokalsin bir kemik inhibitorii
olarak da fonksiyon gorebilir. Osteokalsinin, satiire soliisyonlarda Ca tuzlarinin
prespitasyonunu inhibe etmesi, kemirgenlere warfarin (K vitaminine bagimli vy
karboksilasyon inhibitorii) uygulanmasmin asiri mineralizasyona ve bliylime
plaklarinin erken kapanmasina yol agmasi bu goriisii destekleyen bulgulardir (124).
Ducy kemik olusumu iizerinde osteokalsinin kemik olusturma mekanizmasini arastirmak
icin osteokalsini olmayan fareler gelistirmistir. Bu farelerde yasla beraber kemik olusumu
ve kemik Kitlesinde artis oldugu, kemik rezorbsiyonunun bozulmadigi ve kemigin
fonksiyonel kalitesinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (110).

Pantazi ve Papapetrou calismalarinda tirotoksikozlu hastalarda hem intakt hem de
N-MID fragmanini dlgtiikleri osteokalsini referans degerlerin iizerinde tespit etmisler ve
methimazole tedavisinin 6. Haftasinda osteokalsin diizeyleri 6nemli derecede yiikselme
gOstermis ve sonra yavas yavas referans degerler seviyesine diismiistiir (125).

Nagasaka ve ark.’ nin ¢alismasinda 2 yil boyunca takip edilen Graves hastalarinda
immiinoradyometrik yontemle olgtiikleri osteokalsin, tedavi 6ncesi kontrol grubuna gore
yiiksek bulunmus ve 4-8 ay yiiksek kalmugtir. Idrar DPD/kreatinin diizeyleri tedavi dncesi
yiiksek bulunmus, 2. ayda hizli bir diisme gostermistir. Tedavi edilmemis Graves’li
hastalarda bulunan kemik rezorbsiyonu ve kortikal kemik cizgileri tiroid hormonlarinin
seviyeleri normallestikten sonra diizelmis ancak kemik olusumunun hizlanmasi en az 4-8
ay direng gostermistir (126).

Jozwiak ve ark. Hipertiroidili hastalarda Elektrokemiluminesans (ECLIA)
yontemi ile dlctiikleri osteokalsin diizeylerini referans degerlere gore anlamli derecede
yiiksek bulmuslar ve tedaviden sonra anlamli derecede azaldigini tespit etmislerdir.
Osteokalsin tedaviden 6nce sT3 ile pozitif korelasyon, tedaviden sonra ise negatif

korelasyon gostermistir (122).

Jozwiak, Pantazi, Nagasaka’nin ¢aligmalari ile uyumlu olarak ¢alismamizda

serum intakt osteokalsin diizeyleri hipertiroidide kontrol grubuna gore anlamlr yiiksek
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bulunmus osteokalsin ve TSH arasinda negatif korelasyon, osteokalsin ve sTz ST4
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir.

Lee, osteokalsinin biiyiik ¢ogunlugunun ekstraselliller kemik matriksinde
depolandigini, serumdaki osteokalsinin ise total osteokalsinin hidroksiapatitle adsorbe
olmamig kismi oldugunu bildirmektedir. (107) Hipertiroidide kemigin yeniden
modellenme dongiisiiniin bozulmasi ve hastalarin osteopenik siireci bize osteokalsinin
kemikteki fizyolojik depolanmasini yapamadigim1i ve serumda yiikseldigini
diistindiirmektedir.

Calismamiz Schouten’in ¢alismasi ile farklilik gostermektedir. Schouten
hipertiroidide tedavi dncesi osteokalsini referans degerler iginde bulmustur ve tedavi
ile birlikte ilk 4 haftada azaldigin1 ve 8. haftada referans degerlere geri dondiigiinii ve
tiroid hormonlar ile osteokalsin arasinda korelasyon olmadigini bildirmektedir. Bu
farkliligim (107) bizim osteokalsinin intakt formunu Schouten’in ise N-MID
fragmanini 6lgmesi ile iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

Nagasaka, Akalin ve Sabuncu’nun ¢alismalarinda hipertiroidide idrar
DPD/kreatinin diizeyleri kontrol grubuna gore yiiksek (126, 127 ve 128) ve yine
Ohishi’nin ¢aligmasinda idrar DPD/kreatinin, idrar hidroksiprolin/kreatinin diizeyleri
yiiksek ve birbiriyle pozitif korele olarak bildirilmistir (129). Bizim ¢alismamizda
kemik yikim belirtegleri idrar DPD/kreatinin/giin ve idrar hidroksiprolin/kreatinin/giin
diizeyleri hipertiroidili grup ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik gostermemistir ayrica, idrar DPD ve idrar hidroksiprolin diizeyleri arasinda
Ohishi’nin ¢alismast ile uyumlu olarak pozitif korelasyon tespit edilmistir.
Calismamizda diger calismalardan farkli olarak idrar parametreleri 24 saatlik
idrarlarda degerlendirilmistir

Mosekilde, hipertiroidili hastalarda yapmis oldugu iki farkli ¢aligmasinda 3 kez
toplanan 24 saatlik idrar 6rneklerinde Ca ve P atilimlarinin anlamli olarak arttigini
bildirmistir. Bunun hipertiroidinin derecesi ile korele oldugunu (130), sag iliak kanattan
elde edilen transkortikal biopsilerde yapilan 2. c¢aligmasinda kemik mineral
mobilizasyonunun osteoklastik aktivitenin artisina bagli oldugunu bildirmektedir (131).
Bizim ¢alismamizda hipertiroidili grupta serum Ca ve P, idrar Ca/kreatinin/giin
diizeylerinde, kontrol grubuna goére farklilik tespit edilmedi. Idrar P/kreatinin/giin

atilimlarinda hipertiroidili grupta kontrol grubuna gére anlamli artis bulundu.
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Calismamizda kemik mineral yikimiyla iliskili olarak idrar fosfor atilimi
hipertiroidili hastalarda kontrol grubuna goére anlamli1 yiiksek tespit edilmistir. Buna
karsilik kemigin organik matriks yapisinda yer alan kollajenin yikim iiriinleri DPD ve
hidroksiprolinin idrar atilimlarinda hastalarimizin bulundugu safhada anlamli bir
yiikseklik tespit edilmemistir.

Yeni tan1 almig heniiz tedavisine baglanmamis ve KMY dl¢iimiinde % 81.8
oraninda osteopeni tespit edilmis hipertiroidili hasta grubunu i¢ine alan ¢alismamizda
sklerostin  diizeylerinde kontrol grubuna gore farklillk tespit edilmemistir.
Calismamizin sonucunda ve literatiir bilgileri de degerlendirildiginde, hipertiroidili
hastalarin tedavi oncesi ve tedavi sonrasini, iskelet mineralizasyonunun bozulma ve
yapilanmasini i¢ine alan uzun siiregli bir ¢alismanin sklerostin hakkinda daha iyi fikir
verebilecegini ayrica sklerostinin kemik dokusundaki sentezinin degerlendirilmesi ile

serum diizeylerindeki dl¢limiiniin farklilik gosterebilecegini diistinmekteyiz.
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6. SONUC

1- Calismamizda hipertiroidili grupta serum sklerostin diizeylerinde kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilemedi. Sklerostin ve KALP
diizeyleri arasinda pozitif korelasyon bulundu.

2-  Yirmidort saatlik idrarda DPD/Kreatinin/giin ve idrar hidroksiprolin/ kreatinin/giin
diizeylerinde hipertiroidili grup ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilik tespit edilemedi. idrar DPD ve idrar hidroksiprolin diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon mevcuttu.

3- Serum osteokalsin diizeyleri hipertiroidili hastalarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu. Osteokalsin ve TSH arasinda negatif
korelasyon, osteokalsin ve sTz ve sT4 arasinda pozitif korelasyon tespit edildi.

4- Hipertiroidili grupta serum Ca ve P diizeylerinde ve idrar Ca/kreatinin/giin
atiliminda kontrol grubuna gére farklilik tespit edilmedi. Idrar P/kreatinin/giin atilimi

hipertiroidili grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu.
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Ek 1: Etik Kurul Onay1
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Sizi BEU Tip Fakiiltesi Hastanesi (arastirmanin yapildigi yer-merkez)’de
yiriitilen “Hipertiroidili hastalarda serum sclerostin diizeyleri  ve kemik
metabolizmasi belirteglerinin  degerlendirilmesi” baslikli aragtirmaya davet
ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmama kararin1 vermeden once, arastirmanin
ni¢in ve nasil yapilacagini, bu aragtirmanin goniillii katilimeilara getirecegi olasi
faydalar1, riskleri ve rahatsizliklarin1 bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu
formun okunup anlasilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Asagidaki bilgileri dikkatlice
okumak i¢in zaman ayiriniz. Isterseniz bu bilgileri aileniz, yakinlarmiz ve/veya
doktorunuzla tartisiniz. Eger anlayamadigiiz ve sizin i¢in agik olmayan seyler
varsa, ya da daha fazla bilgi isterseniz bize sorunuz. Katilmayr kabul ettiginiz
takdirde, gerekli yerleri siz, doktorunuz ve kurulus gorevlisi bir tanik tarafindan
doldurup imzalanmis bu formun bir kopyasi saklamaniz i¢in size verilecektir.

Arastirmaya katilmak tamamen goniilliiliikk esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan ¢ikma hakkinda
sahipsiniz. Ayrica sorumlu arastirict gerek duyarsa sizi calisma dis1 birakabilir.
Calismaya katilmama, caligmadan ¢ikma veya ¢ikarilma durumlarinda bir ceza
veya tedaviniz ve klinik izleminizde hakkiniz olan yararlarin kaybi kesinlikle s6z
konusu olmayacaktir.

Arastirma konusuyla ilgili ve sizin arastirmaya katilmayr devam etme isteginizi
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde, siz veya yasal temsilciniz zamaninda
bilgilendirilecektir.

Aragtirmanin yiiriitiiciileri, Etik Kurul Uyeleri, Saglik Bakanlig1 ve diger ilgili
saglik otoriteleri sizin bu arastirmadaki tibbi kayitlarmiza dogrudan
erisebileceklerdir; ancak kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacaktir ve bu
calismadan elde edilen bilgiler tamamen arastirma amaci ile kullanilacaktir.

Arastirma Sorumlusu

(Adi-Soyadi-Unvani-
imza)

Dog¢. Dr. Serefden
Acikgoz

Arastirmanin Amaci:

(Calismanmin — arastrma amagh oldugu mutlaka belirtilmeli, goniilliiniin
anlayabilecegi sade bir dil kullanilmali ve kisaltiimig ifadeler aciklanmalidir).
Tiroid bezi boynun 6n kisminda bulunan ve bir takim hormonlar salgilayarak
viicut metabolizmasinin diizenlenmesine yardimci olan bir i¢ salgi bezidir. Halk
arasinda guatr bezi olarak bilinir. Guatr bezi ile ilgili birtakim hastaliklar vardir.
Bunlarin bir kisminda guatr bezinden salgilanan hormonlar olmasi gerekenden fazla
salgilanir, buna hipertiroidi (bezin fazla ¢alsmasi) denir. Hipertiroidi durumunda
tiim viicut etkilenir. En sik goriilen bulgular, sinirlilik, ¢arpint1 ve kilo kaybidir.
Ellerde titreme, kaslarda giigsiizliik goriiliir. Viicut 1sis1 artar ve sicaga karsi
tahammiilstizliik gelisir. Sa¢ dokiilmesi goriilebilir. Saglar ince cansiz ve yaghidir.
Cilt nemli ve incedir. Tirnaklar kolaylikla kirilir ve zor biiyiir. Barsak
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hareketlerinde artma izlenir. Adet diizensizligi goriilebilir. Gozlerde ileri dogru
¢ikma goriilebilir.

Viicudumuzdaki kemiklerde hiicresel diizeyde bir yandan yeni kemik dokusu
olusturulurken bir yandan kemik dokusu yikilir. Bu yapim ve yikim olaylar
saglikli kemik yapist i¢in gereklidir ve yapim yikim hizlar1 denge halindedir.
Hipertiroidi durumunda ise bu denge bozulur ve yikim hizi yapim hizindan fazla
olur. Bu durum devam ederse zamanla kemikler zayiflar ve osteoporoz (kemik
erimesi) denilen hastalik gelisebilir. Bu nedenle hipertiroidi tespit edilen hastalarda
kemiklerin durumunu incelemeye yonelik tetkikler de yapilir.

Bu arastirmamizda hipertiroidi durumunun kemiklerde olusturdugu olumsuz
etkiyi incelemeyi amagladik.

izlenecek Olan Yontem ve Yapilacak islemler:

(Izlenecek olan yontem ve yapilacak biitiin islemler -invazif olsun veya olmasin-
acik ve anlasilir bir sekilde belirtilmeli, kan, idrar gibi hasta materyallerinin
kullanildigi calismalarda, bu érneklerin alinma sikligr ve miktarlari, alinma sekli,
bu islemlere bagh olarak ortaya ¢ikabilecek olumsuzluklar veya riskler mutlaka
yazilmalidir) Hastaneye bagvurmus, yapilan muayene ve tetkikleri sonucunda
saglikli bulunan, herhangi bir hastalig1 olmayan kisilerden 1 tiip kan ve 24 saatlik
idrar numuneleri alinacaktir. Alinan numunelerde bazi testlerin  arastirilmasi
yapilacak, hipertiroidili bireylerin test sonuclarinin bu normal bireylerin test
sonuclariyla karsilagtirilmasiyla bu hastaliktaki degisimler incelenecektir.

Arastirmanin  Yapilacagi Yer(ler): BEU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali,BEU Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 ve Endokrinoloji Bilim Dali, BEU
Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dalu.

Arastirmanin Siiresi: 18 ay

Katilmasi Beklenen Goniillii Sayisi: 40

Size Getirebilecegi Olas1 Faydalar:

(Goniilliilerin ¢alismaya katilmasini tesvik edecek veya yonlendirecek ifadelerden
kaginilmalidir)

Hipertiroidi durumunun kemiklerde olusturdugu olumsuz etkinin arastirilarak
bu konuda bilimsel yontemlerle yeni bilgiler elde edilmesidir.

Size Getirebilecegi Ek Risk ve Rahatsizliklar:

(Goniilliiniin basina gelebilecek, makul olarak ongériilebilen her tirlii risk ve
rahatsizlik (ornegin agri, enfeksiyon riski, tedavideki olasi basarisizlik vb) agik¢a
belirtilmelidir. Minimal riskten fazla bir riski bulunan arastirmalarda bunun nasil
giderilecegi veya tedavi edilecegi acik¢a belirtilmelidir.) Kan alma sirasinda
ekimoz, erizipel, seliilit olusabilir.
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Calhsmaya Katilan Arastlgmacﬂar:
Prof. Dr. Serefden ACIKGOZ,

Ars.Gor.Dr. Tlker SARITEKIN,

Prf.Dr. Taner BAYRAKTAROGLU,
Uzman Dr. Fatih KUZU,

Prof.Dr.Murat CAN,

Doc.Dr. Berrak GUVEN,

Prof.Dr. A. Gorkem MUNGAN,
Ogr.Gor. M. Cagatay BUYUKUYSAL .

Iletisim Kurulacak Kisi(ler):

Arastirma hakkinda, kendi haklariniz hakkinda veya arastirmayla
ilgili daha fazla bilgi temin edebilmeniz veya meydana
gelebilecek herhangi bir olumsuz durum i¢in giiniin 24 saatinde
05069735835 nolu telefondan Dr ilker SARITEKIN ‘e
ulasabilirsiniz.

Arastirma konusuyla ilgili ve aragtirmaya katilmaya devam etme
istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde siz veya
yasal temsilcisinin zamaninda bilgilendirilebileceksiniz

Ben,...oooi [goniilliiniin ad1, soyadi (kendi el
yazist ile)]

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama
asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Katilmam istenen g¢aligmanin
kapsamini ve amacini, goniillii olarak iizerime diisen sorumluluklar1 tamamen
anladim. Calisma hakkinda soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin edici
yanitlar aldim. Bana, ¢calismanin muhtemel riskleri ve faydalar1 sozlii olarak da
anlatildi, Aragtirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekceli veya
gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi ve aragtirmadan ayrildigim
zaman mevcut tedavimin olumsuz yonde etkilenmeyecegini biliyorum.

Bu kosullarda;

e S0z konusu Klinik Arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi
rizamla katilmayr (¢cocugumun/vasimin bu ¢alismaya katilmasini) kabul
ediyorum.

e Gerek duyulursa kisisel bilgilerime mevzuatta belirtilen kisi/kurum
kuruluslarin erisebilmesine,
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e Calismada elde edilen bilgilerin (kimlik bilgilerim gizli kalmak kosulu ile)
yayin i¢in kullanilma, arsivleme ve eger gerek duyulursa bilimsel katki
amaci ile tilkemiz ve/veya lilkemiz disina aktarilmasina olur veriyorum.

“Hipertiroidili hastalarda serum sclerostin diizeyleri ve kemik metabolizmasi
belirteclerinin  degerlendirilmesi” ¢alismasi kapsaminda alinan biyolojik
orneklerimin (kan, idrar vb.); (GOniillii tarafindan uygun olan sik isaretlenmelidir)

o Sadece yukarida bahsi gecen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum

o lleride yapilmasi planlanan tiim c¢alismalarda kullanilmasina izin
veriyorum.

o Biyolojik materyallerimin analizlerinin yurtdisinda yapilmasma izin
veriyorum.

o Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

Goniilliiniin (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadu:

Imzas::

Adresi:

(varsa Telefon No, Faks No):
Tarih (giin/ay/yil): ..../..../....

Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar igin
Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)

Adi1 Soyadu:

Imzast:

Adresi:

Varsa Telefon No, Faks No:

Tarih (giin/ay/yil): .../..../....

Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Taniklik Eden Kurulus Gérevlisinin
Adi-Soyadz:

Imzas1:

Gorevi:

Tarih (glin/ay/yil):...../...../.....

Aciklamalart Yapan Kisinin
Adi-Soyadz:

Imzast:

Tarih (giin/ay/yil):.../..../.....

NOT: Bu formun bir kopyasi goniilliide kalacak, diger kopyast ise hasta dosyasina
verlestirilecektiv. Hasta dosyast veya protokol numarasi olmayan saghkl
goniilliilerden alinacak onam formunun bir kopyasi mutlaka sorumlu arastirici
tarafindan saklanacaktir.
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