T.C.
YUZUNCU YIL UNIiVERSITESI
TIP FAKULTESI
DERMATOLOJi ANABILIM DALI

RATLARDA BiR VITAMIN A TUREVI RETINOID OLAN ASIiTRETININ
EPiFiZYAL BUYUME PLAGINA ETKIiLERININ BiYOKIMYASAL VE
HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRILMESI

Dr. Sevda ONDER
UZMANLIK TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Serap GUNES BILGILI

VAN-2014



T.C.

YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
DERMATOLOJi ANABILIM DALI

RATLARDA BIiR VITAMIN A TUREVI RETINOID OLAN
ASITRETININ EPiFiZYAL BUYUME PLAGINA ETKILERININ
BiYOKIMYASAL VE HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRILMESI

Dr. Sevda ONDER
UZMANLIK TEZi

Jiiri Bagkam

Tez Kabul Tarihi



Tesekkiir

Bu Calisma Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig tarafindan

2012-TF-U039 proje numarasi ile desteklenmistir.



TESEKKUR
Tez calismalarim boyunca bana yol gosterici olan tez danismanim Dog.Dr. Serap GUNES
BILGILI’ye yardimlar1 i¢in tesekkiir ederim.

Tez c¢aligmalarim siiresince bana yardimci olan Yrd.Dog¢.Dr.Gillay BULUT’a ve

Dog.Dr.S1ddik KESKiN’e,

Ve sikintili uzmanlik egitimim siiresince bana her daim destek olan, tez ¢alismalarima
katkidabulunan, kiymetli esim Dr.Hact ONDER’e ve kizim Nehir’e bana gosterdikleri sabir

icin tesekkiir ediyorum.



ICINDEKILER

ICINDEKILER..........coooviiiiiieeeeeeeeeee ettt sttt s st v
SIMGELER VE KISALTMALAR..........c.cocooiiiitiieeeeteteeeee e seee et en st VI
SEKILLER VE RESIMLER: ..........ooiiiiiieie et VIl
TABLOLAR ..ottt sttt sttt ettt ne e Vi
L @] 0 2 1T 1
2.GENEL BILGILER ..........c.cooiiiiiiiiiieeeeee s 3
2.1 RETINOIDLER ......cotitiiiiiiieie ettt 3
2.1.1 Retinoidlerin Etki Mekanizmas1 Ve Biyolojik Etkileri ..........cccoooveiiiiiiiniiiiciiee, 4
2.1.2. Retinoidlerin MetaboliZMaSs.........eceiveeiiiiiiiiee e e e e e e eesnee e 5
2.1.3. Retinoid RESEPLOTIETT ....vveviiiiiiiieiieeisie s 7
2.1.4.Sentetik REINOIAIET ........coouiiiiiiee e 9

| Isotretinoin (13-Cis REUNOIK ASIL) ........ccovvviverieiriiieieieieeeeeeeseeses st 9

L TTEHINOIN .ot bbbttt ettt b bbb re e e e e 9
HHLLASITIEtin V& EIFELINGL .......ocviiieie e 10

IV ATGAPAIEN ...t 11

AV -V 1 (0] (<] o TP PT PR PPPOTR PPN 11

RV B =T ST 0] (-] o DS SRR 12

2.2 BUYUME PLAGL ...t 12
2.2.1. Kikirdak Farkltlagmasti..........cccooiiiiiiiiiiiiie s 12
2.2.2 Biiyiime Plagi Morfolojisi Ve F1zyoloJisi......cccoeiiiiiriiiiiiiicic e 13
2.2.3.Farklilasmanin Dizen]enmesi........cccccveiiiriiiiieiiiiesiiee e ssieee e e sneeesnneas 14

2.3. KEMIK METABOLIZMASLI .......coooiiiiiiiniiniene ettt 15
2.3.1.KalSiyum MetabOoliZMASsT ......cveveiiiiiiiiiiiieeiee s 15
2.3.2.D Vitamini MetaboliZMasl.........ccciiiuuiieiiiiiiee e e e 16
2.3.3.Paratiroid HOMMONU .....coveiiieiicieieeie e te e sne e nra e e e 17
2.3.4.0StEOKAISIN ...t 17



2.3.5. Kemik AIKAIEN FOSTALAZ ....ooeeeeeieeeeeeeeeeeee e ee e 17

3.GEREC VE YONTEM ........cccccooiiiiiitieieteeee ettt 19
I € 1S (<103 [ SRR 19
3.2, CaliSmanIn Yap1lmasi.......oeiiueeiiiieiiiieesiiie st 21
3.3.Epifiz Plagimnin Histopatolojik Incelenmesi...........cccovecveiiversicveiiieieicce e 24
3.4.Yontem (uygulama ve istatistiksel analiz)..........c.ccovvvviiiiiiiiii 25

4. BULGULAR ...ttt ekttt b et be et e ne e be et 26
4.1.Histopatolojik Degerlendirme Bulgulart. .........ccccoocvviiiiiiiiiiiiiiie e 26
4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari..........cccocviieiiiiiiiciiii e 38

(0 Y/ D AP P PP OUURTRPRTPR 48

SUMMARY ... Hata! Yer isareti tanimlanmamus.

KCAYNAKLAR . .ttt bbb e bt st b e et bt be et e e nne s 52

(07 0031 1 15RO 58



Simgeler ve Kisaltmalar

FDA: Amerikan ilag ve gida dairesi

DISH: Diffiiz idyopatik iskelet hiperostozisi
at-RA: All-trans retinoik asit

RAR: Retinoik asit reseptorii

RXR: Retinoid X reseptorii

RBP: Retinoid baglayan protein

AP1: Aktivator protein 1

NF-IL6: Niikleer faktor interlokin 6

US: Birlesmis milletler

MPC: Mezenkimal prekiirsor hiicreleri
ECM: Ekstraseliiler matriks

ALP: Alkalen fosfataz

VEGF: Vaskiiler endotelyal growth faktor
PTH: Paratiroidhormon

KMY': Kemik mineral yogunlugu

DEXA: Dual energy-X-ray absorbtiometry

VI



Sekiller ve Resimler:

Sekil 1. Retinoidlerin Kimyasal yapISl........cccuivviiieiiiiiiieiiieese s 4

Sekil 2. Retinoidlerin metaboliZmMast ..........cciueiiuieiiiiiieiie e 6

Sekil 3. BUylme plagl ZONIATT ........cccviiiiiiiiiiiiieee s 14
Resim 1. Calismaya alinan ratlar...........ccoveiiiieiiiie e 19
Resim 2. Asitretin ¢0zeltiSinin VEriImMeST ......ccuvvveiiiiiee i 20
Resim 3. Kan aliNmMast .......oocviiiiiiiiiiiicec e 21
Resim 4. Calis11an Kanlar ..........oc.ooiiiiiii e 22
Resim 5. Tibialarin eksize €dilmesi .......ooveiiiiiiiiiiiiie e 23
Resim 6. EkSize edilmis TALIAr.........c.oiieiiiieiieiece e 23
Resim 7. Kontrol grubu disi rat. HEX200..........cccooiiiiiiiiiieieeee e 29
Resim 8. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen disi rat HEX200. ............ooooveiiiiiiiiiiiiee e, 29
Resim 9. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen disi rat. HEX100. ..........ooooveeiiiiiiieiiiiiee e, 30
Resim 10. Kontrol grubu erkek rat.HEXL00.........ccooiiiiiiiiiiiisieeeeee s 30
Resim 11. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. HEX100.........ccccccovvvviieiiieeiinnnnn, 31
Resim 12. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. HEX100 .........ccccocoveviiveiiieeiinnnnn, 31
Resim 13. Kontrol grubu erkek rat. Toluidin blue boyama ............cccccoeiiiviiiece e 32
Resim 14. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen disi rat. Toluidin blue boyama...................... 32
Resim 15. Kontrol grubu erkek rat. Tip 2 kollajen ile boyamax200............c.cccccevveveieeveenenne. 34

Resim 16. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 2 kollajen ile boyamax200....35

Resim 17. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 2 kollajen ile boyamax200 ...36

Resim 18. Kontrol grubu erkek rat. Tip 1 kollajen ile boyamax200............ccccoorvriininnieninnn. 36
Resim 19. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 1 kollajen ile boyamax200.....37

Resim 20. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 1 kollajen ile boyamax200 ...38

Vil



Tablolar

Tablo 1. Retinoidlerin kullanim endikasyonlart...........ccoccovveiiiiiiciiiieee e, 8

Tablo 2. Kontrol grubu, diisiik doz ve yliksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarin
histopatolojik incelemelerinin karsilastirtimast ..........ococeviiiiiiiiiiiie e 27

Tablo 3. Disi ve erkek ratlarin kendi aralarinda histopatolojik incelemelerinin istatiksel
KArGUASHITTIMAST ...ttt ettt et e et et e naeeeneas 28

Tablo 4. Kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarin
biyokimyasal degerlerinin Karsilagtirtimast ..........ccoooveiiiiiiiiiiiiii e 39

Tablo 5. Disi ve erkek ratlarin kendi aralarinda biyokimyasal degerlerinin istatiksel
L 6 U E T BN 1 ' T 13 A S PRRSSPPRI 41

Vil



1.GIRiS

Yapisal ya da fonksiyonel benzerligi olan A vitamini ya da iliskili bilesikler retinoidler
olarak isimlendirilir. Retinoidlerin farkli biyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde roli
vardir. Hiicresel biiylime, farklilasma ve morfogenezini etkiler, timor olusumunu ve malign
hiicre biiylimesini inhibe eder, immunmodiilatuar etki gosterir ve hiicresel yapisikligi
degistirirler. Dermatoloji kliniklerinde topikal ve sistemik olarak sik kullanilmaktadirlar.
Genel olarak akne vulgaris, psoriazis, kutane T hiicreli lenfomalar, rozasea ve akne iliskili
sendromlar, keratinizasyon bozukluklari, neoplastik gelisimin kemoproflaksisi, neoplastik

hastaliklarin tedavisi ve daha bir¢ok dermatozda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (1).

Dermatoloji  servislerinde yaygin olarak kullanilan retinoidlerin yan etkileri
kullanimlarint sinirlandirmaktadir. Retinoidlerin en 6nemli yan etkisi teratojenitedir. Hemen
hemen tiim sistemleri etkileyen yan etkileri mevcuttur. Kserozis, pruritus, keilit, mukoza
kurulugu, deri frajilitesi, palmoplantar soyulma gibi mukokiitanéz yan etkilerin yaninda

sistemik yan etkileri de goriilebilmektedir (2).

Asitretin etretinatin major metaboliti ve farmakolojik olarak aktif bilesigidir. Asitretin ve
etretinat esit etkinlikte olmasina ragmen etretinata gére daha hizli eliminasyonu nedeniyle

asitretin farmakokinetik avantaja sahiptir (3).

Asitretinin - etki mekanizmasi1 halen tam olarak anlagilamamistir. Calismalar
diferansiyasyon ve proliferasyonun normalizasyonu ile inflamatuvar cevap ve notrofil
fonksiyonunda modifikasyon gibi etkileri oldugunu desteklemektedir. Asitretinin diger
retinoidler gibi en Onemli yan etkisi teratojenitedir. FDA asitretin i¢in en az 3 yillik bir

terapotik kontraseptif periyodu 6nermektedir (1).

Asitretin kullaniminda siklikla mukokiitandz yan etkiler gézlenirken nadiren laboratuvar
anormallikleri ve kemik degisiklikleri olabilir. Literatiirde retinoik asit, isotretinoin ve az
sayida olmak lizere etretinat ile yapilmis ¢aligmalarda Diffiiz idyopatik iskelet hiperostozisi
(DISH) sendromu benzeri kemik degisiklikleri, ekstraspinal tendon ve ligament
kalsifikasyonu, uzun kemiklerde osteoporotik degisiklikler, epifizlerde erken kapanma,
periostal kalinlasma ve miyopati gibi iskelet sistemi iizerine etkileri goriilebilmektedir (4).
Ancak asitretin ile yapilmis histopatolojik ve immunhistokimyasal calisma sayis1 yok denecek
kadar azdir ve bir¢cogu olgu sunumu seklinde bildirilmistir. Dermatoloji servislerinde ¢ok

yaygin kullanim alanina sahip bu retinoidin epifizyal plak {iizerine olan etkilerini



aydinlatabilmek, kemik belirtecleri {izerine olan etkilerini anlayabilmek ve daha giivenle bu

ilac1 kullanabilmek i¢in bu ¢aligmay1 yaptik.



2.GENEL BIiLGILER
2.1.RETINOIDLER

Retinoidler vitamin A’nin dogal ve sentetik bilesikleridir (5). Oral A vitaminini
baslangigtaki klinik kullaniminda tolere edilebilen dozlarda yeterli etki goriilmemis, daha

yiiksek dozlarda ise toksik oldugu gozlenmistir.

A vitamininin bu dar terapotik penceresi nedeniyle daha disiik toksisite ve daha
yiiksek terapotik aktivitesi olan sentetik retinoid ¢alismalari baslatilmistir. Retinoidler A
vitamini metabolizmas1 sirasinda dogal olarak olusabilmesine ragmen birgok retinoid

sentetiktir (1).

Retinoliin dogal bir metaboliti olan all-trans retinoik asit (at-RA, tretinoin) sentezlenen
ilk retinoiddir. Tretinoin hiicresel farklilasmadaki etkinligi nedeniyle akut premiyolitik
16semide kullanilmistir. at-RA retinoliin gii¢lii biyolojik etkilerine sahip, hiicresel biiyiime ve

farklilasmay1 diizenleyen metabolitidir (6).

13-cis-retinoik asit (isotretinoin) ilk kez 1955’te sentezlenmesine ragmen klinik
calismalar yillar sonra yapilmustir. Isotretinoin lameller iktiyoz ve diger keratinizasyon
bozukluklarindaki etkinligi ayn1 zamanda tedaviye direncli kistik akne ve akne konglabatada

sagladig1 uzun remisyonlu tam cevap bu ajana ilgiyi canlandirmistir (1).

1972 de Bollag iki aromatik retinoid bulmustur: Bunlar etretinat ve onun serbest asit
metaboliti olan asitretindir. Giiniimiize kadar en az 2500 yeni retinoid sentez edilerek
incelenmistir (7). Bunlardan halen ila¢ olarak kullanilan veya klinik deneme asamasinda

olanlar sunlardir (8).
1. Kusak retinoidler (monoaromatik):
Tretinoin

[sotretinoin

2.Kusak retinoidler (monoaromatik):

Etretinat



Asitretin

3.Kusak retinoidler (poliaromatik ya da arotinoidler):
Adapalen
Beksaroten

Tazoroten
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Sekil 1. Retinoidlerin kimyasal yapis1 (1)

Retinoidler biyolojik etkilerini DNA transkripsiyonu iizerindeki etkileri sonucu
gosterirler. Retinoidlerin molekiiler farmakolojik 6zellikleri ve etki mekanizmalariin
anlasilmasinda major gelisim, retinoik asit reseptorleri (RARs) ve retinoid X reseptorleri

(RXRs) olarak bilinen niikleer reseptorlerin kesfiyle olmustur (5).
2.1.1 RETINOIDLERIN ETKi MEKANIiZMASI VE BiYOLOJIiK ETKIiLERIi

Retinoidler hiicresel biiyiimeyi, farklilagsmayi, immunmodiilasyonu diizenler. Timor
promosyonunu, malign potansiyel hiicreleri inhibe eder ve hiicresel yapisikli§i degistirirler
(5). Retinoidler ayrica derinin bariyer fonksiyonu, kemik sagligi, embriyogenez ve iireme i¢in

viicutta gereklidir (9).



Retinoidlerin biyolojik fonksiyonlar1 (1)
1-A vitaminin(retinol) fonksiyonlari:

- Embriyonik biiyiime

- Morfogenez

- Epitelyal dokularin farklilagma ve idamesi
- Reprodiiksiyon

- Gorme fonksiyonlari (retinaldehid)

2- Retinoidlerin biyolojik etkileri:

- Proliferasyon ve farklilagmanin modiilasyonu
- Antikeratinizasyon

- Hiicresel yapisikligin degistirilmesi

- Antiakne ve antiseboreik etkiler

- Immiinolojik ve antienflamatuar etkiler

- Tlimorden korunma ve tedavisi

- Apoptoz indiiksiyonu

- Ekstraselliiler matriks komponentleri iizerine etkiler

2.1.2. RETINOIDLERIN METABOLIZMASI

Karaciger retinoidler icin viicuttaki en 6nemli alim, depolama ve dagitimin oldugu
dokudur (9). A vitamini (retinol) genellikle diyette retinil esterleri ve A-provitamini
karotenoidleri olarak bulunmaktadir. Intestinal liimende retinil esterleri retinole hidrolize
edilir. Retinol daha sonra abzorbe olur ve karacigerde ester formda (6zellikle retinol palmitat)
depolanir. Retinol A vitaminin transport ve depo formu olmasmin yaninda ana diyet
kaynagidir. Dolagima gegctiginde retinol ester/karacigerdeki depo formunun salinimindan

sonra retinol, retinol baglayan protein (RBP) ve transtretine baglanarak tasinir (1).

Retinoliin niikleer reseptorlere baglanan biyolojik olarak aktif ligandi atra’ya
doniistiiren temel hiicresel yol iki basamakli bir islemden ibarettir. Reversible yolla retinol
(A vitamini alkol), retinaldehide (A vitamini aldehid) oksidize olur, sonra ireversibl

olarak retinoik aside (A vitamini asit) doniisiir. Sitozolik RBP olarak tanimlanan baglayici



protein uygun enzimleri retinole ulastirarak bu enzimatik reaksiyonlari kolaylastirir.
Intraseliiler olarak retinoik asit hem all-trans, hem de 9-cis konfigurasyonunda bulunur.
at-RA aktif ligand olup retinoik asitin molekiiler ve hiicresel etkilerini en azindan bir

boliimiinde rol oynayan, bilinen 3 niikleer RAR ‘a baglanir.

Retinyl esters Chylomicrons-RE
B-Carotene (diet) ~ Lipoproteins-RE
Intestinal lumen ~ Lymphatic vessels " Liver

(hydrolysis to retinol) o ~ Bioodstream

5 @ (storage)

Esterification to RE

in intestinal mucosa RBUNQI-RQP; complex.
Retinci-RBP receptor
uttve)

(1).© 2003 Elsevier - Boloania, Jorizzo and Rapini: Dermatoloay - www.dermtext.com
Sekil 2. Retinoidlerin metabolizmasi (1)

(RE, retinil esterler; RBP, retinol baglayic1 protein; CRBP, hiicresel retinol baglayici
protein; LRAT, lesitin retinol agil transferaz; ARAT, agil-CoA:retinol agil transferaz;
REH, retinil ester hidrolaz; RA, retinoik asid; CRABP, sitozolik retinoik asid baglayici
protein; RAR, retinoik asid reseptor; RXR, retinoid X reseptdr; VDR, vitamin D3

reseptor; TR, tiroid reseptor; PPAR, peroksizom proliferasyonunu aktive edici reseptdr.)



2.1.3. RETINOID RESEPTORLERI

Retinoidlerin fizyolojik etkileri RAR (retinoik asit reseptdrleri) ve RXR (retinoid X
reseptorleri) reseptorleri ile diizenlenir. Bu iki reseptdr niikleer reseptor ailesinden olup ligand
bagimli transkripsiyonu diizenlerler. RAR ve RXR’nin 3 farkli reseptor isotipi (o,f,Y)
identifiye edilmisti. RAR ve RXR reseptorlerinin  bulundugu niikleer reseptor
ailesindesteroid, D3 vitamini, tiroid reseptdr hormonlar1 yaninda peroksim proliferator aktive
eden reseptorler bulunur ve bu reseptorler ligand aktive eden transkripsiyon faktorleri olarak
rol oynarlar (6). RAR, RXR ile heterodimer olarak fonksiyon gosterir, oysa RXR homodimer
olarak rol oynayabilir ya da D3 vitamini, tiroid hormonu ve peroksim proliferator aktive eden
reseptor gibi ¢ok sayida diger niikleer reseptorlerle heterodimer olusturmak iizere birlesebilir.
Retinoid reseptorlerinin dimerleri(RAR/RXR ya da RXR/RXR) niikleusta lokalize olup hatta
bir liganda bagli olmadigi durumda bile retinoid duyarli genlerin promotor bdlgesindeki

spesifik DNA diizenleyici alanlara(retinoid asit yanit elementi; RARE) baglanabilir (1).

Retinoidler RAR ve RXR ile gen transkripsiyonunu iki farkli yoldan hem direkt, hem
de indirekt olarak etkiler. Direkt etki transkripsiyonu aktive eden hedef genlerin promotor
bolgelerinde bulunan retinoid hormon yanit elementlerine (retinoid asit yanit elementi;
RARE) retinoidlerin baglanmasiyla gerceklesir. Diferansiasyon etkilerinin bazilar1 direkt etki

mekanizmasi araciligi ile olusmaktadir.

Retinoidlerin indirekt etkilerinde ise tam tersine promotor bodlgelerinde RARE
icermeyen genlerin down regiilasyonu sonucunda olur. Retinoid reseptér kompleksi,
proliferatif ve enflamatuar yanitla ilgili olan aktivator protein 1 (AP1) ya da niikleer faktor—
interlokin 6 (NF-IL6) gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon aktivitelerini

antagonize ederek diger genlerin ekspresyonunu azaltirlar (10).



FDA Onayl
endikasyonlar

Psoriasis (asitretin)

Piistiiler psoriasis, eritrodermik
psoriasis, ciddi ve inat¢1 psoriasis

Akne (isotretinoin)

Nodiilokistik akne, skar egilimi olan
akne

Kutane T hiicreli lenfoma
(beksaroten)

En az bir sistemik tedaviye direngli

FDA Onay1

Olmayan Endikasyonlar

Rozasea ve Akne

[liskili Dermatozlar

Hidradenitis siipiirativa, Eozinofilik
pustiiler folikiilit, AIDS asosifiye
eozinofilik piistiiler folikiilit,
Piyoderma fasyale, Sacli derinin
dissekan seliiliti

Keratinizasyon Bozukluklar1

Farkli iktiyoz formlari, Darier
hastalig1, Pityriasis rubra pilaris,
Keratoderma, Papillon Lefevre
sendromu

Neoplastik gelisimin

Kemoproflaksisi

Kseroderma pigmentosum, Nevoid
bazal hiicreli karsinom sendromu,
Solid organ transplant hastalarinda

Neoplastik hastaliklarin tedavisi

Epitelyal prekanser6z tablolar, Bazal
hiicreli karsinom, {leri evre
epidermoid karsinom,
Keratoakantom, Kaposi sarkomu,
Sebase hiperplazi, Muir-Torre
Sendromu, Lokoplaki, Langerhans
hiicreli histiyositoz

Diger Tablolar

Atrofoderma vermikiilatum,
Uleritem ofriyogenes, Sarkoidoz,
Liken planus, Granuloma anulare,
Liken sklerosus, Subkorneal piistiiler
dermatoz, Lupus eritematozus,
Folikiiler miisindz, Bazex
paraneoplastik akrokeratozu

Tablo 1. Retinoidlerin kullanim endikasyonlari

Cok sayida ve farkli olarak dagilmis reseptor, dimer, hormon yanit elementi, etki

mekanizmasi ile diizenleyici proteinlerin varlig retinoid etkisinin ¢ok sayidaki farkli yollarla

olustugu ve bir ¢ok uyumlu regiile edilen genin kompleks aktivasyon ya da inhibisyonu ile

sonuglandig1 anlamma gelmektedir. Bununla birlikte retinoidlerin bir¢ok dermatolojik

antitedeki etki mekanizmasi bilinmemektedir (1).




2.1.4.SENTETIK RETIiNOIDLER
1.ISOTRETINOIN (13-CiS RETINOIK ASIT)

Isotretinoin A vitamini metabolizmasinda olusan ve dogal olarak ortaya ¢ikan
fizyolojik bir bilesiktir. Isotretinoin énce karacigerde sonra enterohepatik siklusta metabolize
olur. Isotretinoin ve major mateabolitleri idrar ve fegesle atilir (1 ). 13-cis retinoik asit
isotretinoinin kimyasal adidir. Isotretinoin gebelikte kesinlikle kontrendikedir ve talidomid ile
fenitoin gibi X kategorisindedir. Isotretinoin tedavisi ile %15 abort riski olusur. Isotretinoinin
malformasyon olusturma riskinin en yiliksek oldugu zamanlar konsepsiyon sonrasi 15- 40.

giinlerdir. Kadin fertilitesi lizerine uzun donem etkileri yoktur (11).

Bu ilk jenerasyon retinoid bazal sebositlerin proliferasyonunu, farklilasmasini ve
aktivitesini azaltir. Ayn1 zamanda isotretinoin apoptozu bu hiicrelerde indiikler, folikiiler
keratinizasyonu normallestirir, komedon olusumunu engeller. Sebum ekskresyon hizi birkag
hafta sonra % 80 azalir. Isotretinoin etkili bir antimikrobiyal olmamasina ragmen etkili bir
sekilde propionabacterium acnes popiilasyonunu folikiiler mikrogevreyi modifiye ederek

azaltir. Klinik sonucu 6nemli sayida kist say1 ve boyutlarini azaltmasidir (12).

Teratojenite disindaki etkileri kasinti, mukokiitan6z kuruluk, fasyal deskuamasyon,
lipid anormallikleri, myalji, artraljidir. Bu yan etkiler A hipervitaminozunun yan etkilerine
benzer. Daha az goriilen etkiler hepatit, fotosensitivitedir. Nadir goriilen etkiler korneal
opasiteler, inflamatuvar barsak hastaliklari, basagris1 ve psikiyatrik yan etkilerdir ( 12,
13).Idyopatik hiperostotik degisiklikler veya tendon ve ligamentlerin kalsifikasyonu idiopatik
iskelet hiperostozisi (DISH) retinoid tedavisi ile sik goriiliir. Iskelet hiperostozisi tipik olarak
keratinizasyon bozukluklarinda 2 mg/kg/giin dozlarinda uzun dénem kullanan hastalarda
goriiliir. Hiperostozis genellikle geri dontistimsiizdiir. Nadiren prematiir epifizyal kapanma

yiiksek dozlarda isotretinoin alan ¢ocuklarda raporlanmistir (11).
2. Tretinoin

All-trans retinoik asit (at-RA, tretinoin) dogal olarak olusan retinol (vitamin A)
metabolitidir (14). 1k kez 1962’de Stuttgen ve Beer tarafindan keratinizasyon
bozukluklarinda, ¢esitli premalign ve malign lezyonlarin lokal tedavisinde kullanilmistir (15).
Daha sonra tretinoin 1969°da Kligman ve arkadaslarinin yaptiklart bir ¢aligmada hafif ve orta

dereceli akne vulgarisli olgularda kullanilmis ve son derece etkili bulunmustur (16).



Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve embriyonik gelisim iizerine ¢ok yonlii etkileri
olan tretinoinin akne tedavisi, keratinizasyon bozukluklari, foto hasarlanmanin geriye
dondiiriilmesi ve ¢esitli malignensiler tizerine tedavi edici faydali etkileri gosterilmektedir

(14).
3.Asitretin ve Etretinat

Asitretin etretinatin major metaboliti ve farmakolojik olarak aktif bilesigidir. Etretinat
asitretinden elli kat daha fazla lipofilik olup plazma proteinlerine 6zellikle lipoproteinler ve

albumine giiclii bir sekilde baglanir (1).

Asitretin 2. jenerasyon sistemik bir retinoiddir. Etretinat kullanimi istenmeyen
farmakokinetik profili nedeniyle sinirlandirilmigtir. Asitretin taninmasindan sonra US de Mart
1998°de etretinat pazardan kaldirildi. Asitretin epitelyal dokularda hiicre farklilasmasini ve
proliferasyonunu uyarir. Bu etkilerini niikleer reseptorleri aktive ederek transkripsiyon
genlerini regiile eder. Asitretin RAR’1n 3 isotipini de aktive ettigi gosterilmis. Etretinatin yar1
omrii 100 giin, asitretinin ise 2 giindiir. Asitretin etretinatin karboksilik asid metabolitidir.

Asitretin dokulardan ¢ok daha kolay temizlenir (3,17).

Sentetik retinoidlerin major ciddi yan etkileri teratojenitedir. Bu nedenle bu ilaglarin
viicutta kalma siiresi olduk¢a 6nemlidir. Etretinat subkutan yag dokuda depolanir. Asitretin
negatif yliklii bir grup tasir, etretinat kadar lipofilik degildir yag dokusunda depolanmaz ve

boylece viicuttan daha hizli atilir.

Klinik ¢aligmalarda gozlenen asitretin ve etretinatin farmakokinetigi ve etretinatla daha
onceki giivenlik tecriibeleri ele alinarak FDA asitretin i¢in en az 3 yillik bir terapotik
kontraseptif periyodu Onermektedir. Veriler bu ajanin diferansiasyon ve proliferasyonun
normalizayonu ile inflamatuar cevap ve nétrofil fonksiyonunda modifikasyon gibi etkilerinin

oldugunu desteklemektedir (1).

Asitretinin antipsoriatik etkileri; niikleer reseptorlere baglanarak hiicresel farklilagsma,
antiproliferasyon, antiinflamasyon, antikeratinizasyon ve notrofil kemotaksisini inhibe ettigi

diisiintiltiyor (3,17).

Asitretin, lokalize ve jeneralize piistiiler psoriasis, siddetli ve tedaviye direngli plak tip

psoriasis, eritrodermik psoriasis tedavisinde FDA tarafindan onaylanmistir (1,18).
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Asitretinin farkli psoriasis tiplerindeki etkinligi caligmalarla gosterilmistir. Murray ve
ark.nin yaptig1 bir ¢alismada 63 hastaya 50 mg/giin asitretin verilmis ve 4 hafta sonunda PASI
75, 12 hafta sonunda ise PASI:34 degerine dismistiir (19). Piistiiler psoriazisli hastalara
genellikle 50 — 75 mg gibi yiiksek dozlarda tedavi baslanmas1 gerekir. Lezyonlar tipik olarak
10 giin sonra geriler. Piistiilasyon geriledikten sonra diisiik dozda devam edilmelidir (3).
Pediatrik populasyonda asitretinin etkinligi ve glivenilirligi heniiz kanitlanmamaistir. Pediatrik
populasyonda yapilmis c¢alisma yoktur (20).Asitretin  kseroderma pigmentozum,
immunsupresyon gibi predispozan durumu olan hastalarda yeni deri kanseri gelisimini 6nler
(21).Asitretinin yan etkileri diger sistemik retinoidlere benzerdir. En Onemli yan etkisi
teratojenitedir. Diger yan etkileri, keilit, kserozis, retinoid dermatiti, alopesi, onikoreksis,
myalji, artralji, psodotiimdr serebridir. Prematiir epifizyal kapanma g¢ocuklarda goriilebilir.
Diffiiz idyopatik iskelet hiperostozisi (DISH) asitretinden ¢ok isotretinoin ile gorildigi
raporlanmistir. Bu etkilere ek olarak hiperlipidemi, hepatotoksisite, laboratuar anormallikleri

goriilebilir (3,17).
4.Adapalen

Adapalen lipofilik ozellikleri nedeniyle pilosebase iinite tarafindan selektif olarak
tutulur boylelikle hem sistemik abzorbsiyonu azalir hem de aktivitesine katki saglanir.
Absorbe olan adapalen hepatobiliyer yoldan atilir. Teratojenite riski minimaldir (1). Topikal
retinoidler folikiiler epitelin deskuamasyonunu normallestirir, yeni mikrokomedonlarin yani
prekursor lezyonlarin olusumunu Onler. Bdylece komedonlarin ve inflamatuvar akne
lezyonlarinin her ikisini de en aza indirir (13).Topikal retinoid kullanimi, antibiyotiklere kars1
direnc gelisimini azaltti1 icin antibiyotiklerle kombine kullanimi1 dnerilmektedir. Adapalen
ticiincii nesil retinoiddir ve naftoik asit derivesidir. Topikal uygulamalarda tretinoinden daha

az irritandir (22).
5.Tazaroten

Tazaroten Oncii ilag olup deri esterazlari ile hizl bir sekilde aktif metabolit olan
serbest karboksilik asit formuna doniigiir. Hizli metabolizmasi nedeniyle sistemik etkisi

distiktiir.

Tazoroten, retinoid sorumlu genlerin ekspresyonunu diizenleyerek psoriyazis

patogenezini hafifletir. Bu genlerin yer aldig1 durumlar soyledir (1).

1-Hiicre proliferasyonu
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2-Hiicre diferansiasyonu
3-Inflamasyondur.
6.Beksaroten

Spesifik RXR selektif retinoid olan beksaroten kutane T hiicreli lenfoma tedavisi i¢in
1999 da ABD de onaylanmistir. Beksaroten plazmada heniiz yeterince bilinmeyen ¢ok sayida
proteine yliksek oranda baglidir. Beksaroten 7-9 saatlik terminal yarilanma omrii ile

isotretinoine benzer bir klirens profili gosterir (1)

2.2.Biiyiime Plag:

Kikirdak dokusu esas olarak hiicre, lif ve temel maddeden (hiicrelerarasi amorf madde)
meydana gelmistir. Lif ve hiicrelerarasi maddenin olusturdugu yapiya matriks (interselliiler
subtans veya ekstraselliller matriks) adi verilir. Matriks proteoglikanlar  ve
glikozaminoglikanlardan zengin olup PAS veya Toluidin mavisi gibi 6zel yontemlerle
belirlenebilir. Yapidaki proteoglikanlar kikirdagin sertligini saglarlar. Kikirdak hiicrelerine
kondrosit, bunlarin yerlestikleri kavuklara lakiina adi verilir. Kikirdak dokusu etrafini
perikondriyum denen saglam fibroz bir bag dokusu kilift sarmaktadir. Bu kilif ayrica kikirdak
metabolizmasi i¢in gerekli olan bir yapidir. Organizmada igerdigi liflere gore 3 tiir kikirdak
bulunur; hyalin kikirdak, elastik kikirdak, fibr6z kikirdak (23).

Biiylime plag1 veya epifizyal biiylime plagi mezoderm kaynakli ileri derecede 6zellesmis bir
kikirdak yapidir. Uzunlamasma kemik biiyiimesinden sorumludur. Puberte sonrasinda,
kikirdak hiicrelerinin boliinmesi azalir ve kikirdagin yerini tamamen kemik alarak, primer ve

sekonder ossifikasyon merkezleri birlesir ve biiyiime plagi kapanmis olur (24).

2.2.1. KIKIRDAK FARKLILASMASI
Kondrosit farklilasmasinin 4 major evresi vardir (25)

1. Mezenkimal prekiirsor hiicreler (MPCs),
2. Prekondrositler
3. Erken kondroblastlar

4. Terminal farklilasmis kondrositler
Kikirdak olusumunun baglangic basamagi, MPC*lerin 12-15/1000 um? olacak sekilde
yogunlagmasidir. Mezenkimal prekiirsor hiicreler boliiniirler ve prekondrositleri olustururlar.

Bu degisim N-Catherin ve glikozaminoglikan varligina baglidir (26). Farklilasan hiicreler Sox

12



ailesi genlerini yiiksek oranda eksprese ederler. Sox genleri, kollajen tip 2A1, 9A1 ve 11A2
sentezini regiile eder. Prekondrositlerin farklilasmasi sonucu kondroblast olarak adlandirilan,
hizla ¢ogalabilen ve yeni kemik dokusu olusturabilen aktif kondrojenik hiicreler ortaya ¢ikar.
Kondroblastlar farklilasmanin devami i¢in Sox exprese etmeye devam eder (27).

Prekondrosit farklilasmasi sonucu sonraki evre, erken kondroblastlar olusur. Erken
kondroblastlar, diiz bir sekil alirlar ve kemigin uzunlamasma kolonlar seklinde organize
olurlar ve hizla ¢ogalarak kikirdak biiyiime plagimi gelistirirler. Buradaki hiicreler daha
sonradan bdliinmelerinin  durmasiyla farklilasma donemine gecer ve hipertrofik zonu
olustururlar. Hipertrofik zondaki hiicreler farklilagsarak daha onceki hiicrelerden 6-10 kat daha
uzun hale gelirler ve bu durum uzunlamasina biiyiimenin en 6nemli fazidir. Hipertrofik zon
kondrositleri ekstraselliiler matriks ve kemik hiicrelerinden salinan faktorlerin etkisiyle kan
damarlar1 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorlerinden etkilenmeye, boylelikle de kalsifiye
olarak kemik dokusuna doniismeye baglar. Biiyiime plagi kondrosit proliferasyonu ve
uzunlamasina kemik gelisim hiz1 yas ile birlikte azalir. intrensik faktorlerin etkisiyle biiyliime
plaginin fonksiyonu ve seliilaritesi azalmaya baslar. Insanlarda seksiiel olgunlasmanin
tamamlanmasiyla biiylime plag1 kondrositlerinin proliferatif kapasitesi azalir ve bu durum

epifizyal fiizyon olarak adlandirilir (28).

2.2.2.BUYUME PLAGI MORFOLOJISi VE FiZYOLOJiSi

Biiytime plagi resting zon (reserve zon, germinal zon, dinlenme zon), proliferatif zon
ve hipertrofik zon olmak iizere {ic zondan (sekil ) olusur. Resting zon hiicreleri kiiciik,
uniform, lipid ve vakuollerden zengin hiicrelerdir. Resting zonda extraseliiler matrixin hiicre
hacmine orani fazladir. Resting zonda proliferasyon hizi ile proteoglikan ve Tip-2B kollajen
sentezi diistiktiir (24,29).

Resting zonun devaminda ikinci tabaka olan proliferatif zon baglar. Buradaki
kondrositler diiz ve kemigin uzunlamasina kolonlar halinde dizilmislerdir ve hizla boliiniirler
(24). Mitotik aktivite sadece kolonlarin bazalinde vardir. Bu tabakada tip2 ve tipl1 kollajen
sentezi artmigtir. Proliferatif zonun altinda hipertrofik zon vardir. Hipertrofik zondaki
kondrositlerin en 6nemli karakteristigi hiicre boliinmesinin olmamasi ve DNA sentezinin
azalmasidir (25).

Hiicreler ¢cogalma yerine ekstraseliiler matriksin (ECM) ¢esitli elemanlarin1 yiliksek
miktarda sentezlerler. Kisa zincirli kollajen iceren tek zondur. Alkalen fosfatazin (ALP)

sentez edildigi ilk zondur. ALP kalsifikasyon icin gerekli fosfat iyon diizeyini arttirarak,
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bliylime plaginin genislemesinden sorumludur. Bu zondaki kondrositler diger zonlara gore

oldukga biiyiiktiirler ve farklilasarak siserler.
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Sekil 3. Biiyiime plagi zonlar1

Trabekiiler kemige (Primer spongiosa zon) yaklasildik¢a dejenerasyona ugramis hiicre
miktar1 artar ve kondrositler hiicrelerarasi bileskeleri kaybedip ECM tarafindan olusturulmus
0zel yerlerde lokalize olurlar (24).

Major fenotipik degisiklik kondroblastlar prehipertrofik ve hipertrofik kondroblastlara

doniistiiglinde olur. Stoplazmik hacim 10 kat artar ve erken kikirdak matriks genleriyle ilgili
mRNA diizeyi artar. Hiicreler siserken mitokondri ve endoplamik retikulum gibi organellerin
miktarinda da artis olur (30) Trabekiiler kemik (Primer spongiosa zon), osteoprogenitor
hiicrelerin varligiyla karakterizedir ve kii¢iik kan damarlar1 goriilebilir (24).
Biiyiime plagi erken donemde avaskiilerdir ve epifizin metafiz tarafindaki vaskiiler yapilardan
difizyon araciligiyla ihtiyaci olan besinleri ve oksijeni alir. Vaskiiler yapilar, Kalsifiye
kikirdak ile hipertrofik kondrositlerin en alt sirasi arasinda yerlesmistir.  Hipertrofik
kondrositlerden salinan VEGF (vaskiiler endotelyal growth faktor), vaskiiler yapilarin
biiylimesindeki anahtar faktordiir (31).

2.2.3.FARKLILASMANIN DUZENLENMES]
Hipertrofik hiicreleri elimine etmenin iki mekanizmast vardir. Bunlardan biri
hiicrelerin 6ldiigii apopitozistir. Ikinci mekanizma ise olgun kondrositlerin kemik yapici

hiicrelere veya osteoblastlara doniistiigii transdiferansiasyon islemidir (31).
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Apoptozis gelismekte olan biliylime plaginda olusmaktadir. Resting zondaki
kondrositler aktif proliferasyona girdikten sonra farklilagmaya baslarlar. Bu olaylar1 takibende

apoptozis ve mineralizasyon gerceklesir.

2.3. KEMIK METABOLIZMASI

Kemik, kalsiyum tuzlarinin ¢okmesiyle giiclenen sert organik bir matriksten ibarettir.
Kompakt kemikte agirligin %30 kadar1 matriks, %70 kadar1 tuzlardan olusur. Kemigin
organik matriksi %90-95 kollajen liflerden, geri kalam1 da ana madde denilen homojen
jelatindz bir ortamdan ibarettir. Kollajenler baslica kemigin kuvvet ¢izgileri boyunca uzanir.
Ana madde ekstraseliiler sivi1 ile proteoglikanlardan, 6zellikle kondroitin siilfat ve hiyaliironik
asitten olusur. Kemigin tuzlari ise baslica kalsiyum ve fosfattan ibarettir (32).

A vitamini (retinol) retinil ester veya karetoneidler olarak diyetle alinir ve aktif
metabolitlerine ayristirilir. Bunlardan 11-cis retinol gormede Onemliyken ATRA A
vitamininin primer olarak biyolojik etkilerine aracilik eder. A vitamini kemik hiicresi
fonksiyonlar1 dahil bircok hiicresel fonksiyonda etkin rol oynar. Ancak yiiksek A vitamini
seviyelerinin iskelet kirilganlig ile sonuglanan kemik iizerinde zararli etkileri anlagilmistir.
Kemik kiitlesi kemik erimesi ve kemik olusumu arasindaki dengeye baghdir. Kemik
kiitlesindeki bir azalma resorbsiyonun artmasi veya kemik yapiminin azalmasi sonucu olusur.
Bazi calismalarda A vitamininin kemik resorbsiyonunu arttirdigi gosterilmis, yakin zamanda
yapilan ¢aligmalarda ise A vitamininin kemik yikimu ile ilgili olan osteoklastlarin olusumunu

stimiile ettigi gosterilmistir (33).

2.3.1.KALSIYUM METABOLIZMASI

Kalsiyum (Ca) iskelet mineralizasyonunda ve bir¢ok biyolojik fonksiyonlarinda 6nemli
rol alir Bu element viicuda sadece diyet yoluyla alinmaktadir. Normalde erigkin insan
viicudunda 1-2 kg kadar kalsiyum vardir ve bunun %99’u kemikte hidroksi apatit kristalleri
seklinde bulunur ve bu kalsiyum iskeletin mekanik dengesini temin ettigi gibi, ekstraselliiler
stvidaki (ESS) Ca++ konsantrasyonunun devamini saglar. Kemikteki Ca un 2 iki gorevi
vardir; iskeletin giiclinii sagladig1r gibi, intraselliiler ve ekstraselliler Ca havuzlarinin
devamini temin i¢in dinamik bir depo gorevi goriir. Ca ektraselliller ve intraselliiler
sinyalizasyonda, sinir uyari transmisyonunda Vve kas kontraksiyonlar1 gibi Onemli
fonksiyonlarda rol oynar. Kandan kemige ve kemikten kana giinde 250-500 mg gibi oldukca
fazla Ca gegisleri olur. Kanda total Ca konsantrasyonu normalde 8.5-10.5 mg/dl (2.2-2.6 m

mol) olup bunun %50’si ionizedir, geri kalan1 iyonik olarak negatif yiiklii proteinlere esas
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olarak da albumin ve immunglobulinlere baglanir veya PO4, CO3, sitrat, SO4, okzalat veya
diger anyonlarla gevsek olan kompleksler yapar (34).

Kalsiyum homeostazi; barsak, bobrek ve kemikteki kalsiyumun transportunu kontrol
eden integre bir hormonal sistemle temin edilir. Bu kalsiyum regule edici sistem 2 ana
hormon ve onlarin reseptorleri sayesinde yapilir: Kandaki PTH ve PTH reseptorii, 1,25 (OH)2
D ve vitamin D reseptorii, iyonize Ca ve kalsiyum algilayict reseptér bu integre sistemi
olustururlar. Kan iCa u direkt olarak PTH’y1, paratiroid kalsiyum algilayici reseptorii aktive
ederek siiprese eder, iCa ayrica PTH salgisin1 1,25(OH)2 D yapimu iizerinden indirekt olarak
etkiler. Bu inhibitor etki, aktif D vitamini metabolitinin heniiz anlasilmamis bir mekanizma ile

negatif geri tepim mekanizmast ile olusur (32).

2.3.2.D VITAMINI METABOLIZMASI

Vitamin D viicutta kemik mineralizasyonu yan1 sira hiicre membran
depolarizasyonunda da gorev alir. Gerek diyet ile alinan, gerekse cilt-alt1 yag dokusunda
ultraviyole 1smlarmin etkisiyle provitamin D3’ten (7-dehidrokolesterol) endojen olarak
sentezlenen vitamin D 6nce karacigerde bir sitokrom P450 enzimi olan 25-hidroksilaz ile 25-
hidroksivitamin D’ye, daha sonra bobrek proksimal tubuluslarinda bulunan 1-a-hidroksilaz
enzimi ile 1,25(OH)2D’ye (kalsitriyol) doniistiiriiliir. Bu son {irlin aktif D vitamini olup,
kalsiyum ve fosfor metabolizmasi ile kemiklesme siirecinde aktif rol oynar (35).

Vitamin D metabolitleri sistemik kalsiyum homeostazisinde, barsak, bobrek ve
kemikteki etkileri ile 6nemli rol oynar. Kalsitriol molar bazda en giiclii olan metabolittir.
Kalsitriol, oral olarak alinmig olan Ca un aktif olarak barsaktan absorpsiyonunu, ve tubuler
reabsorpsiyonunu Vitamin D reseptorleri lizerinden saglar ve normal fizyolojik serum Ca
diizeylerinin idamesini temin eder. D vitamini olmadiginda diyetteki kalsiyumun sadece %10-
15’1 ve fosforun %60°1 barsaktan emilir (34).

1,25 (OH)2 D vitamini protein sentezi ve PTH varligin1 gerektiren bir islemle kemikten
kalsiyum ve fosfat serbestlesmesini uyarir. Sonug¢ plazma kalsiyum ve fosfatinda artmadir. Bu
nedenle kemik, plazma kalsiyum diizeyini siirdiirmek i¢in 6nemli bir kaynaktir. D vitamini
eksikligi cocuklarda rikets erigkinlerde osteomalaziye yol agan kemik demineralizasyonuna
neden olur. Osteomalazide 6nceden bulunan kemiklerin demineralizasyonu kiriga duyarliligt

arttirir (36).
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Bir calismada artmis A vitamini alimmin D vitamini konsantrasyonunu azaltarak kemik
kirilganligint arttirdigr gosterilmis. Prospektif randomize bir ¢caligmada 40 kisiye giinliik 7576
mikrogram/giin retinol palmitat verilmis.40 kisi ise kontrol grubu olarak kabul edilmis. 2., 4.,

ve 6. haftalarda serum kemik turnover markerlarinda higbir degisiklik gdézlenmemis (33).

2.3.3.PARATIROID HORMONU

Uzun yillardan beri paratiroid bezi aktivitesinin artmasi ile kemikten kalsiyum tuzlarinin
hizla absorbsiyona ugradigi ve sonugta ekstraseliiler sivida hiperkalsemi olustugu
bilinmektedir. Bunun aksine paratiroid bezlerinin hipofonksiyonu ise hipokalsemiye ve
siklikla tetaniye neden olur. Paratiroid hormon, kalsiyum metabolizmasi i¢in oldugu kadar
fosfat metabolizmasi i¢in de dnemlidir. Paratriroid hormonun kemikten kalsiyum ve fosfat
absorbsiyonuna neden olan iki ayri etkisi vardir. Bunlardan ilki dakikalar i¢inde ortaya ¢ikar
ve birkac¢ saat boyunca giderek artar. Bu donemin mevcut kemik hiicrelerinin kalsiyum ve
fosfat absorbsiyonunu arttirmalarina bagl olduguna inanilmaktadir. ikinci dénem ise daha
yavas olan ve tam gelismesi i¢in giinler hatta haftalar gerektiren dénemdir. Bu dénemde
kemikten kalsiyum fosfat absorbsiyonundan ziyade kemigin osteoklastik resorbsiyonunda

artis izlenmektedir (32).

2.3.4.0STEOKALSIN

Osteokalsin osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir matriks proteinidir. Kemikte en bol
bulunan nonkollajenoz protein olup kemige olduk¢a spesifiktir. Osteokalsin, kalsiyum
iyonunu kemik matriksine baglayan bir proteindir. Osteokalsin gelisen kemikte mevcuttur ve
kemik olusumuna katkida bulunur. Osteokalsin sentezi, vitamin D araciliiyla olur. Vitamin
D, osteokalsin gen transkripsiyonunu regule eder. Osteokalsin, mineral depolanmasinda ve
kemigin remodellinginin diizenlenmesinde dnemli rol oynar. Bu peptidin kan diizeylerinin
tespiti metabolik hastaliklarinin tanisinda; kalsitonin, vitamin D3 ve Kkalsitriol tedavisinin

etkinliginin degerlendirilmesinde yardimci olmaktadir (37).

2.3.5.KEMIK ALKALEN FOSFATAZ

Alkalen fosfatazin kemik spesifik izoenzimi olan bone alkalen fosfataz (BAP) osteoblast
membranma yerlesik bir protein olup osteoblast aktivasyonu varsa dolagima salinir. BAP'in
6l¢iimii, kemik dis1 patolojilerden daha az etkilenir ve kemik olusumunu degerlendirmede iyi
bir markerdir. Osteoporoz tanisi i¢in osteoblastlardan kaynaklanan bu enzim fraksiyonunu

O0lecmek gereklidir. 13 ile 17 yaslar1 arasindaki ¢ocuklarda total alkalen fosfataz diizeyinin
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%87'sinin  kemik izoenzimine, %@8.5'unun karaciger izoenzimine, %]1.5'unun barsak
fraksiyonuna ait oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla serum total alkalen fosfataz diizeyleri eger
karaciger-safra bozukluklan dislanabilirse sadece kemik yapimimin bir indeksi olarakta

kullanilabilir (37).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.GERECLER:
Calisma Gruplar:

Calisma icin Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Baskanligindan B.30.2.YYU.0.05.06.00/300 say1 numaras1 ile etik kurul izni alind1 ve ¢alisma
Yiiziincii Y11 Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig1 tarafindan 2012-TF-U039
proje numarasi ile desteklendi. Calisma Yiiziincii Yil Universitesi Hayvan Deneyleri
Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Calismada agirliklar1 250-300 gram arasinda degisen standart laboratuvar yemi ile
beslenen 30 adet Wistar albino tiirii 15 erkek ve 15 disi rat kullanildi. Ratlar 4-8 haftalik olup
beserli kafeslerde oda sicakliginda tutuldu. Deney hayvanlarina normal su gibi uygun diet
verilerek ve 12 saatlik aydinlik—karanlik sikliisleri olusturularak yasamlar1 saglandi. Denekler

her grupta 10 adet rat olacak sekilde 3 grup olusturuldu.

Deneysel ¢calismada ratlarin gruplandiriimasi

1. Grup (n=10): 10 mg/kg/g asitretin verilen rat (5 erkek,5 disi rat)

2. Grup (n=10): 3 mg/kg/g asitretin verilen rat (5 erkek, 5 disi rat)

3. Grup (n=10): Sadece standart yem ve su verilen kontrol grubu (5 erkek, 5 disi rat)

Resim 1. Calismaya alinan ratlar
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Asitretin verilmesi:

Asitretin (Neotigason CAPSULE®, Actavis, Portekiz) 10 mg ve 25 mg kapsiil i¢ginde
piyasada mevcuttur. Grup 1 i¢in 20 mg kapsiill 5 ml deiyonize su iginde seyreltilerek
10mg/kg/glin dozda verildi. Grup 2 i¢in 10 mg kapsiil 10 ml deiyonize su i¢inde seyreltilerek
3mg/kg/giin dozda verildi. Soeta ve ark.nin yaptigi c¢aligmaya (38) benzer sekilde karigim
deiyonize su i¢inde hazirlandi. Cam sisede hazirlanan karisim UV den muhafaza etmek icin
aliiminyum folyo ile sar1ld1. Insiilin enjektérii kullanilarak Grup 1 ve Grup 2 de uygun dozda

seyreltilmis asitretin ¢ozeltisi glinde bir kez oral olarak 4 hafta stire ile verildi.

Resim 2. Asitretin ¢ozeltisinin verilmesi

Kontrol grubu:

Kontrol grubuna standart yem ve su verildi.
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3.2. CALISMANIN YAPILMASI

Calismaya baslama ve takip:

Calismaya 22 Ocak 2013 tarihinde basland1 ve 4 hafta sonunda tamamlandi. Tedavi ve
takip sirasinda; gruplarin hicbirinde oral tedavi sonrasinda kusma olmadi. Ratlarin higbirinde

saldirgan davranis tespit edilmedi.

Kan alinmasi:

Calismanin 29. giinlinde tiim ratlara sira ile ketamine-HCL (hidrokloriir) (100 mg/kg;
Ketanest 100 mg/ ml) intraperitoneal olarak uygulandi bdylece ratlarda kan alma ve
sakrifikasyon sirasinda anestezi saglandi. 5 cc’lik enjektor ucu ile intrakardiak girilip 2—3 cc
kan alind1 ve bos camli biokimya tiiplerine aktarildi. Kanlar 4.500 devirde 5 dakika santrifiij
edildi. Daha sonra siipernatan, ependorf tiiplere konulup folyo ile kapatildi. Rat serumlar1
calistimasi igin Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarina gonderildi. Hayvanlar kanin viicuttan uzaklastirilmasi

(eksanguinasyon) suretiyle sakrifiye edildi.

Resim 3. Kan alinmasi

21



Resim 4. Caligilan kanlar

Tibialarin ¢ikarilmasi:

Tim ratlarin her iki tibiasi eksize edildi. %10 formaldehit i¢inde birakildiktan sonra
Yiiziincii Y1l Universitesi Patoloji Laboratuvarinda galisilmak iizere saklandi.
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Resim 5. Tibialarin eksize edilmesi

Resim 6. Eksize edilmis tibialar

Serum degerlerinin dl¢iilmesi:

Serumlar Turgut Ozal Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvarinda calisildi. Serum kalsiyum, magnezyum, fosfor degerleri

Roche Diagnostic COBASc501 Japan cihazinda (HITACHI High Tecnologies Corporatian,
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Tokyo, Japan)fotometrik olarak O6l¢iim yapildi. Rat 1,25-OH D vitamini (CSB-E13342r
numarali Cusabio marka ELISA kiti, Japan) ¢alisildi. Rat 25-O0H D vitamini (CSB-E08098r
numarali Cusabio marka ELISA kiti, (Japan) ile calisildi. Rat BALP CSB-E11865r numarali
Cusabio marka ELISA kiti, (Japan) ile ¢alisildi. Rat PTH CSB-E07866r numarali Cusabio
marka ELISA kiti, (Japan) ile calisildi. Rat osteokalsin CSB-E05129r numarali Cusabio
marka ELISA kiti, (Japan) ile ¢alisild1.

3.3.Epifiz Plaginin Histopatolojik Incelenmesi

Yiiziincii Y1l tniversitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuarinda %10’luk tamponlu
formaldehitte tespit edilen rat tibialar1 formik asit ile dekalsifiye edildi. Isik mikroskobunda
incelenmek {iizere otomatik vakumlu doku takip cihazinda takibe alindi. Parafin bloklara
gomiildii. Dort mikron kalinliginda kesitler alindi. Lamlara alinan bu kesitler histopatolojik
degerlendirme i¢in Hematoksilen-Eozin, Toluidin Blue ve Masson Trichrom ile boyandi.

En sonunda lamlarin iizerine lamel kapatilarak 1sik mikroskobu altinda 40’lik
objektifte incelemeye alindi. Degerlendirmelerde epifizyal biiylime plagindaki dinlenme zon,
proliferatif ve hipertrofik zonlar 6l¢iildii. Her bir kemik rudimentinden kemigin uzun eksenine
paralel birbirlerinden 30 mikron uzaklikla {i¢ kesit aldik. Daha sonra ii¢ kesitin ortalama
degeri hesaplandi.

Kikirdaklarda Kollajen 1 ve 2 boyamalart Kirikkale Universitesi Biyoloji
laboratuvarinda yapildi. Tip 10 kollajen ile yapilan boyamada kikirdak ve kemik dokuda
boyanma gosterilemedi. Proximal tibialar Tip 1 ve Tip 2 kollajene kars1 Polyclonal Anti-
COLIAL1 Antibody, PA2140-2 katalog numarali, (Boster Biological Technology-USA),
Collagen 1l Antibody C0155-1, C0155-2, C0155 katalog numarali (Boster Biological
Technology-USA) antikorlar kullanilarak immiinhistokimyasal olarak degerlendirildi.
Immunohistokimyasal boyama islemi sonrasi degerlendirmeler Yiiziincii Y1l Universitesi
Patoloji Laboratuvarinda gergeklestirildi. Kollajen boyanmasi degerlendirmeleri; boyanma
yogunluguna gore; Boyanma yok: (-) (skor 0) , Siipheli boyanma: (+)/(-) (skor 1), Zayif
boyanma: (+) (skor 2), Orta derecede boyanma: (++) (skor 3), Kuvvetli boyanma: (+++) (skor
4), Boyanma yaygmligina gore; Hiicrelerin %0-10’unda boyanma: (+), Hiicrelerin %11-
50’sinde boyanma: (++), Hiicrelerin %51-75’inde boyanma: (+++), Hiicrelerin %76-100’linde

boyanma: (++++) seklinde degerlendirildi.
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3.4.Yontem (uygulama ve istatistiksel analiz)

Hesaplanan dl¢iimler istatistiksel analiz edildi. Uzerinde durulan 6zelliklerden siirekli
degiskenler i¢in tanimlayici istatistikler; Ortalama, Standart Sapma, Minimum ve Maksimum
degerler olarak ifade edilirken, Kategorik degiskenler icin sayr ve yiizde olarak ifade
edilmistir. Siirekli degiskenlerin bakimindan grup ortalamalarini karsilagtirmada Tek yonlii
Varyans analizi yapilmistir. Varyans analizini takiben farkli gruplar1 belirlemede Duncan testi
kullanilmigtir. Gruplar ile Kategorik degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemede ise Ki-kare
testi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %35 olarak alinmis ve

hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.Histopatolojik Degerlendirme Bulgulari: Calismamizda her grupta 5 erkek ve 5 disi rat
mevcuttu. Veriler hem cinsiyetin etkileri, hem de cinsiyet bagimsiz olarak degerlerlendirildi.
Degerlendirmelerde epifizyal biiyiime plagindaki resting zon, proliferatif ve hipertrofik zonlar
Olctldii. Her bir kemik rudimentinden kemigin uzun eksenine paralel birbirlerinden 30 mikron
uzaklikla {i¢ kesit aldik. Daha sonra {i¢ kesitin ortalama degeri hesaplandi. Kontrol grubunun
resting zon ortalama degeri: 53,75 um diisiik doz verilen grubun ortalama degeri: 58,25 um
ve yiikksek doz verilen grubun ortalama degeri:62 pum olarak olgiildii. Proliferatif zonun
ortalama yiiksekligi kontrol grubunda:108,75 um, diisiik doz verilen grupta:116,75 um ve
yiiksek doz verilen grupta: 116,75 um olarak 6l¢iildii. Hipertrofik zonun ortalama yiiksekligi
kontrol grubunda:100,75 um, diisiik doz verilen grupta: 75,00 um ve yiiksek doz verilen
grupta: 67,00 um olarak dl¢iildii. Bliylime plaginin tiim ortalama yiiksekligi kontrol grubunda:
263,25 pum, diistik doz verilen grupta: 243,20 pm yiikksek doz verilen grupta: 245,75 pm
olarak 0lc¢iildli. Hematoksilen- eozin ile yapilan boyamada kontrol grubu, diisiik doz asitretin
cozeltisi verilen ve yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda diistiik doz ve yiiksek doz ¢ozelti verilen gruplarda kontrol grubuna gore
hipertrofik zonda istatistiksel olarak anlamli azalma vardi. Yiiksek doz verilen grupla diistik
doz verilen grup arasinda istatistiksel olarak hipertrofik zonda anlamli fark yoktu. Diger
zonlarda istatistiksel anlamli bir azalma goriilmedi. Kontrol grubu, diisiik doz ve yiiksek doz
asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarin karsilastirilmasinda kontrol grubuna gore diisiik doz ¢ozelti
verilen grup ile yiiksek doz ¢ozelti verilen gruplarda resting zonda kalinlasma olmasina
ragmen bu sonug istatistiksel olarak anlamli degildi. Biiylime plaginin tiim kalinliginda
kontrol grubuna gore diisiik doz ¢ozelti verilen grupla yiiksek doz ¢ozelti verilen grupta
azalma olmakla beraber bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

Kontrol grubu, diisik doz ve yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarin

histopatolojik incelemesinin karsilagtirilmasi Tablo-2’de verilmistir
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N Ort. St. Sap. Min. Max. P

Resting zon Kontrol 10 53,75 | 13,65497 | 25,00 | 75,00

Diisiik Doz | 10 58,25 | 9,57790 | 47,50 | 80,00 ,279

Yiiksek Doz | 10 62,00 | 10,19259 | 50,00 | 75,00

Proliferatif zon Kontrol 10 108,75 | 31,38582 | 50,00 | 142,50

Diisiik Doz | 10 | 116,75 | 21,53969 | 87,50 | 150,00 123

Yiiksek Doz | 10 | 116,75 | 22,45520 | 75,00 | 150,00

Hipertrofik zon Kontrol 10 | 100,75 a | 13,89694 | 75,00 | 125,00

Diisiik Doz | 10 | 75,00b | 17,67767 | 50,00 | 112,50 ,001

Yiiksek Doz | 10 | 67,00b | 16,27882 | 37,50 | 87,50

Biiyiime plag tim zonu | Kontrol 10 | 263,25 | 44,78420 | 175,00 | 312,50

Diisiik Doz | 10 | 243,20 | 32,93360 | 194,50 | 312,50 ,454

Yiiksek Doz | 10 | 245,75 | 36,13343 | 187,50 | 300,00

Ayni sutiinda farkli kiigiik harfi alan grup ortalamalari arasindaki fark anlamlidir (p<0.05 )

Tablo 2. Kontrol grubu, diisik doz ve yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarin

histopatolojik incelemesinin karsilagtirilmasi.

Disi ve erkek gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde resting zonda disilerde kontrol
grubu ile yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen grupta istatistiksel olarak anlamli fark vardu.
Yiiksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore kalinlasma gozlendi. Proliferatif zonda erkek
cinsiyette olan fark istatiksel olarak anlamli bulundu. Erkeklerde kontrol grubunda proliferatif
zonda disi gruba gore anlamli incelme saptandi. Hipertrofik zonda hem erkeklerde hem de
disilerde yiliksek ve diisiik doz ¢ozelti verilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli azalma goriildi. Ancak yiiksek ve diisiik doz verilen gruplar arasinda
hipertrofik zonda anlamli fark yoktu. Biiylime plaginin tiim kalinli§i hesaplandiginda ise
erkek ve disi grupta azalma varken bu sonug istatistiksel olarak anlamli azalma degildi.

Masson trikrom ile yapilan boyamada anlamli sonuglara rastlanmadi.

Disi ve erkek ratlarin kendi aralarinda histopatolojik incelemelerinin istatiksel

karsilastirilmasi Tablo-3’de verilmistir.
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Disi Erkek
St. . . . St. . . .
Mean Median | Minimum | Maximum Mean Median | Minimum | Maximum
Dev. Dev.

Resting Kontrol | 52,50 b 7,50 50,00 45,00 65,00 | 55,00 18,96 62,50 25,00 75,00
zon

D.Doz |5350hb 7,20 50,00 47,50 62,50 | 63,00 9,91 60,00 55,00 80,00

Y.Doz | 66,00 a 8,77 62,50 55,00 75,00 | 58,00 10,81 52,50 50,00 75,00
Proliferatif | Kontrol | 132,50 # 8,48 | 135,00 122,50 142,50 | 85,00 27,10 87,50 50,00 125,00
zon

D.Doz | 118,00 26,18 | 110,00 87,50 150,00 | 115,50 | 18,82 | 112,50 95,00 142,50

Y.Doz | 129,00 19,81 | 125,00 100,00 150,00 | 104,50 | 19,15 | 112,50 75,00 125,00
Hipertrofik | Kontrol | 109,00% | 11,81 | 112,50 95,00 125,00 | 92,502 | 11,18 | 100,00 75,00 100,00
zon

D.Doz |87550°% [1531] 87,50 75,00 112,50 | 6250° | 8,84 | 6250 50,00 75,00

Y.Doz |7650° |12,94| 8250 62,50 87,50 | 57,50° | 14,25 | 62,50 37,50 75,00
Biiylime Kontrol | 294,00 % | 15,06 | 300,00 275,00 312,50 | 232,50 | 43,84 | 225,00 175,00 287,50
plagi

D.Doz | 259,00 35,12 | 245,00 225,00 312,50 | 227,40 | 24,15 | 225,00 194,50 262,50
tlim zon

Y.Doz |27150% | 21,26 | 262,50 250,00 300,00 | 220,00 | 28,78 | 225,00 187,50 262,50

D. doz: Diisiik doz asitretin verilen grup, Y.doz: Yiiksek doz asitretin verilen grup

Ayni sutiinda farkli kiigiik harfi alan grup ortalamalari arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05)

#: Erkek cinsiyetten olan fark 6nemlidir (p<0.05)

Tablo 3. Disi ve erkek ratlarin kendi aralarinda histopatolojik incelemelerinin istatiksel
karsilastirilmasi

28




Deney gruplarinin histopatolojik (Resim 7-12) preparat 6rnekleri ise asagida verilmistir.

Resim 7. Kontrol grubu disi rat. HEX200,Bar=50um

Resim 8. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen disi rat. HEX200,Bar=50um
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Resim 9. Yiiksek doz asitretin ¢6zeltisi verilen disi rat. HEX100,Bar:100um

Resim 10. Kontrol grubu erkek rat. HEX100,Bar=100um
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Resim 11. Diisiik doz asitretin ¢6zeltisi verilen erkek rat. HEX100, Bar=100um

Resim 12. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. HEX100,Bar=100pum
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Toluidin-blue ile yapilan degerlendirmede epifizyal biiylime plagindaki kondrositlerin
kolumnar dizilimi kontrol grubunda % 90.9, diisiik doz verilen grupta %9.1 ve yiiksek doz
verilen grupta %0 seklinde belirgin azalmis ve kaybolmustu. Irregiiler kalinlasma kontrol
grubunda hi¢ yokken diisiik doz verilen ve yiiksek doz verilen her iki gruplarin tamaminda
vardi. Metakromazi artmig olanlarin %91°1 kontrol grubunda, % 9 ‘u diisiik doz verilen grupta
ve yiiksek doz verilen grupta metakromazide artma yoktu. Metakromazi azalmis olanlarin %
47,4 i disik doz verilen grup, %52.6 s1 yiiksek doz verilen grup idi ve kontrol grubunda

azalma yoktu. Deney gruplarinin histopatolojik (Resim 13-14) preparat ornekleri asagida

verilmigtir.

Resim 13. Kontrol grubu erkek rat. Toluidin blue boyama. Bar=100um

Resim 14. Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen disi rat. Toluidin blue boyama, Bar=100um
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Mason trikrom ile yapilan boyamada anlamli sonuglara rastlanmadi.

Yapilan immiinhistokimyasal ¢alismalarda kontrol grubu, disik doz asitretin
cozeltisi verilen grup ile yliksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarda Tip 2 kollajene
epifizyal kemikte, proliferatif zon ve hipertrofik zonda rastlanmadi. Osteoid ve
osteoblastlarda Tip 2 Kollajen goriilmedi. Tip 1 Kollajen ise tiim gruplarda hipertrofik zonda
ve proliferatif zonda hi¢ goriilmedi. Tim gruplarda epifizyal kemikte, osteoid ve
osteoblastlarda tip 1 kollajen 4 (+++) yayginhiginda tespit edildi. Gruplar arasinda Tip 1
kollajen boyanma yayginlig1r ve yogunlugu bakimindan anlamli farklilik tespit edilmedi.
Diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen ratlarin epifizyal kemik, osteoid ve osteoblastlarda Tip 1
Kollajen boyamasinda, hiicrelerin %80’1 3 (%51-75) oraninda , %10 “u 2 (%11-50) oraninda
ve %10’u 4 (%76-100) oraninda boyandi. Yiiksek doz asitretin ¢dzeltisi verilen ratlarin
epifizyal kemik, osteoid ve osteoblastlarda Tip 1 Kollajen boyamasinda hiicrelerin %901 3
(%51-75) oraninda ,%10’u 4 (%76-100) oraninda boyandi. Kontrol grubundaki hayvanlarin
epifizyal kemik, osteoid ve osteoblastlarda Tip 1 Kollajen boyamasinda hiicrelerin % 60’1 3
(%51-75) oraninda ,%40’1 4 (%76-100) oraninda boyandi. Boyanma yogunlugu bakimindan
gruplar arasinda goriilen fark anlamli degildi (p:0,230). Cinsiyetler arasinda Tip 1 kollajen
boyanma ve yayginlig1 agisindan goriilen fark anlamli ¢ikmadi. Tip 10 kollajen ile yapilan
boyamada kikirdak ve kemik dokuda boyanma goriilmedi. Deney gruplarinin

immunhistokimyasal (Resim 15-20) preparat 6rnekleri asagida verilmistir.
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Resim 15. Kontrol grubu erkek rat. Tip 2 kollajen ile boyamax200.Bar:50 um
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Resim 16. Disiik doz asitretin ¢dzeltisi verilen erkek rat. Tip 2 Kollajen ile boyamax200

Bar:50 um
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Resim 17. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 2 kollajen ile boyamax200

Bar:50 um

Resim 18. Kontrol grubu erkek rat. Tip 1 Kollajen ile boyamax200 Bar:50 um
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Resim 19. Diisiikk doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 1 kollajen ile boyamax200

Bar:50 um
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Resim 20. Yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen erkek rat. Tip 1 kollajen ile boyamax200

Bar:50 pm

4.2. Biyokimyasal Degerlendirme Bulgulari: Biyokimyasal parametrelere baktigimizda 3
grup karsilagtirildiginda 1,25 (OH) vitamin D, osteokalsin, Kemik ALP, fosfor ve
magnezyum seviyelerinde istatistiksel anlamli fark yoktu. 25 OH vitamin D, PTH ve
kalsiyum seviyelerinde ise istatistiksel olarak yiiksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore
anlamli yiikselme tespit edildi. Diisiik doz verilen grupla kontrol grubu arasinda anlamli fark

goriilmedi. (Tablo-4)
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n Ort. St. Sap. Min. Max. p
1-250H VITD Kontrol 10 | 3409,894 682,433 | 2057,635 | 4239,751
fmol/L
Diisiik 10 | 3304,002 1110,937 | 1610,832 | 4846,145 | ,871
Yiiksek Doz 10 | 3524,019 959,511 | 1886,608 4793,942
25-OH VITD | Kontrol 10 | 18,2184 b 8,99407 5,99 33,87
mikrog/L
Diisiik 10 | 26,8939 ab 15,57467 6,95 63,67 | ,027
Yiiksek Doz 10 34,5627 a 12,79427 18,13 55,23
PTH pg/mL Kontrol 10 | 20,307 b 1,223452 18,755 22,003 | ,015
Diisiik 10 | 21,461 ab 1,680668 19,459 24,510
Yiiksek Doz 10 | 22,261 a 1,235734 19,972 24,022
OSTEOKALSIN Kontrol 10 | 1,07460 ,207654 (44 1,389 | ,083
pg/mL
Diisiik 10 | ,95110 ,141971 ,803 1,275
Yiiksek Doz 10 | ,89450 ,172337 ,599 1,231
BALP U/L Kontrol 10 | 5,616 3,345 1,004 10,4223 | ,944
Diisiik 10 | 5,1407 3,738 1,101 13,043
Yiiksek Doz 10 | 5,315 2,231 1,975 9,0631
Kalsiyum mg/dL Kontrol 10 | 10,20 b ,462 10 11 | ,035
Diisiik 10 | 10,58 ab ,516 10 12
Yiiksek Doz 10 | 11,02a ,922 10 13
Fosfor mg/dL Kontrol 10 | 8,370 1,1363 6,6 10,0 | ,726
Diisiik 10 | 8,110 ,9410 6,6 9,6
Yiiksek Doz 10 | 8,460 ,9395 7,0 10,1
Magnezyum mg/dL | Kontrol 10 | 2,720 ,4158 2,1 3,6 | ,319
Diisiik 10 | 2,870 ,3592 2,4 3,6
Yiiksek Doz 10 | 3,090 ,7549 2,5 51

Tablo 4. Kontrol grubu, diisiik doz ve yliksek doz asitretin ¢zeltisi verilen gruplarin

biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmasi
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Cinsiyete gore degerlendirme yaptigimizda 1,25 OH vitamin D, 25-OH Vitamin D,
Osteokalsin, fosfor, magnezyum, ALP degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktu.
PTH degerlerinde ise hem erkek hem disi ratlarda anlamh fark vardi. Disilerde diisiik doz
verilen grup ve yliksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore PTH degerinde yiikselme
vardi. Erkeklerde ise yiiksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore artma varken diisiik doz
verilen grupta kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Kalsiyum
degerlerinde ise disilerde yiiksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli yiikselis

varken diisiik doz verilen grupta buna rastlanmadi.
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Disi Erkek
Ozellik Gruplar
Mean St.Dev. | Median Min. Max Mean St.Dev. | Median Min. Max.

Kontrol 2396’94 818,22 | 3502,63 | 2057,64 | 4239,75 2422’85 614,78 | 3624,50 | 2653,03 | 4198,31
1-250H VITD

D.Doz 2869’75 1032,59 | 4062,90 | 2120,13 | 4846,15 2738’25 954,19 | 3128,03 | 1610,83 | 3725,65
fmol/L 2

Y.Doz 2018’19 874,35 | 4230,51 | 2558,87 | 4793,94 2029’85 834,57 | 2991,55 | 1886,61 | 4130,09
25-OH VITD Kontrol | 15,51 a 7,70 16,43 5,99 25,22 | 20,92 a 10,22 22,28 7,44 33,87
mikrog/L D.Doz | 38,11a 14,95 35,65 18,13 55,23 | 31,02 a 10,65 32,06 19,42 47,35

Y.Doz | 31,76a 21,16 31,17 6,95 63,67 | 22,03a 6,24 20,27 14,67 28,74

Kontrol | 19,65 b 1,16 19,42 18,76 21,60 || 20,96 b ,98 21,33 19,59 22,00
PTH pg/mL

D.Doz | 22,33 a 1,70 22,64 20,17 24,51 | 20,59 b 1,25 20,05 19,46 22,62

Y.Doz | 21,90a 1,42 22,76 19,97 23,00 || 22,62 a 1,04 22,55 21,57 24,02

Kontrol | 1,04 a 22 1,05 74 134 111a 21 ,99 ,94 1,39
OSTEOKALSIN

D.Doz | 93a ,10 93 81 1,04 | ,97 a 19 ,92 ,80 1,28
pg/mL

Y.Doz | ,8la ,15 ,86 ,60 96 | ,98a ,16 ,93 ,83 1,23

Kontrol | 6,29 a 3,58 6,15 1,00 10,23 || 495a 3,35 4,40 1,30 10,42
BALP U/L D.Doz | 4,07a 1,85 3,92 1,98 6,83 || 6,56 a 1,98 7,12 4,01 9,06

Y.Doz | 4,99a 3,20 4,60 1,59 9,74 | 5,30 a 4,60 3,53 1,10 13,04

Kontrol | 10,10 b ,56 10,00 9,60 11,00 | 10,30 a ,38 10,10 9,90 10,80
Kalsiyum mg/dL | D.Doz | 10,86 ab 54 10,90 10,10 11,60 | 10,30 a ,33 10,20 9,90 10,80

Y.Doz | 11,42a 94 11,20 10,50 13,00 || 10,62 a 79 10,40 10,00 11,90
Fosfor mg/dL Kontrol | 8,54 a 1,30 8,70 6,60 9,70 || 8,20 a 1,07 8,10 7,30 10,00

D.Doz | 7,74a 1,17 7,30 6,60 9,60 || 8,48a ,53 8,20 8,00 9,10

Y.Doz | 8,26a ,82 8,50 7,00 9,20 | 8,66a 1,10 8,70 7,10 10,10
Magnezyum Kontrol | 2,70 a ,22 2,70 2,40 3,00 || 2,74a ,58 2,60 2,10 3,60
mg/dL D.Doz | 2,98a 42 3,00 2,50 3,60 | 2,76 a ,29 2,70 2,40 3,10

Y.Doz | 3,28a 1,04 2,90 2,50 510 | 2,90a ,35 2,80 2,60 3,40

Tablo 5. Disi ve erkek ratlarin kendi aralarinda biyokimyasal degerlerinin istatistiksel
karsilastirilmasi

Ayni stiinda farkli kii¢iik harfi alan grup ortalamalari arasindaki fark anlamlhidir (p<0.05)

#: Erkek cinsiyetten olan fark 6nemlidir (p<0.05)

41




5. TARTISMA VE SONUC

Asitretin 2. kusak bir sentetik retinoiddir ve etretinatin farmakolojik olarak aktif
bilesigidir. Dermatoloji kliniklerinde genis bir kullanim alanina sahiptir. En 6nemli yan etkisi
teratojenitedir ancak siklikla kullanimi sirasinda mukokiitanéz yan etkiler gozlenir (1).

Sistemik retinoid tedavisi akut ve kronik toksisitelere neden olabilir (39).

Akut toksisite sonuglari kisa siireli retinoid tedavisi ile meydana gelir ve genellikle
tedavi birakildiktan sonra geriler. Ancak kemik iizerine olan etkiler hem kisa siireli hem uzun
siireli tedavilerde meydana gelebilir ve bu etkiler tedavi birakildiktan sonra diizelmez. 1973
yilinda Kenya’da 1.6 milyon yillik kemik toksisitesi olan iskeletler bulunmus ve bu durum

kronik hipervitaminoz A ile iligkilendirilmistir (39).

Literatiirlere baktigimizda retinoidlerin iskelet sistemi iizerindeki etkileri insanlarda ve
hayvanlarla yapilmis c¢aligmalarda isotretinoin, etretinat veya retinoik asitler kullanilarak
incelenmis. Asitretin ile yapilan incelemeler isotretinoin ve etretinata gore daha sinirh
sayidadir. Bu durum ortaya isotretinoin ile daha fazla veri cikarirken asitretinin kemik
tizerindeki etkilerini anlasilir hale getirmemistir. Yaptiimiz ¢aligmada asitretini 4 haftalik
ratlara 4 hafta siiresince giinlilk tek doz oral olarak verdik. Asitretinin kemik tizerindeki
etkilerini inceledigimiz bu calismamizda ratlarin proximal tibialarimi ¢ikarip epifiz biiyiime
plagimi histolojik ve immunhistokimyasal olarak degerlendirdik ve ayni zamanda 4.hafta
sonunda ratlar1 sakrifiye edip kanda kemik belirteclerini (25-OH vitamin D, 1-25-OH vitamin
D, ALP, serum kalsiyum, fosfor, osteokalsin, PTH, magnezyum) degerlendirdik.

Retinoidlerin kullanimi sirasinda hiperostotik degisiklikler veya tendon ve ligament
kalsifikasyonlari en yaygin goriilen etkileridir (40). Bu degisiklikler DISH (diffiiz idyopatik
skeletal hiperostozis) olarak tanimlanir. 1983 ‘te 2-6 yil arasinda 3-4 mg/kg/giin isotretinoin
tedavisi alan 4 hastada hiperostoz saptanmis (41). Bir calismada isotretinoin ve etretinat
verilen gruplar kontrol grubu ile karsilastirilmis ve arastiricilar isotretinoin verilen grupta
daha fazla DISH benzeri degisiklikler gozlemislerdir. Prospektif yapilan radyografik baska bir
caligmada kornifikasyon bozukluklar1 nedeniyle isotretinoin verilen 8 hastanin 2 sinde ilk 6 ay
hiperostoz saptanmis ve 1. y1l sonunda 8 hastanin 6 sinda hiperostoz tespit edilmis. Bu da bize
DISH benzeri degisiklikler i¢in en az 6 ay retinoid kullanim1 gerektigini gostermektedir. Bu

calismalarda bu degisiklikler 6zellikle isotretinoin kullanan hastalarda gézlenmistir. Gilbert
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ve ark. nin yaptig1 bir calismada 1986’da 8 psoriazis hastasi etretinat ile tedavi edilmis ve
herhangi bir kemik degisikligine rastlanmamaistir (42).

Guit ve ark.nin yaptig1 bir calismada 5 yil etretinat verilen 11 hastalik grupta yalnizca
ikisinde bilateral radius ulna arasinda ossifikasyon gozlenmistir (43). Asitretinin kemik
lizerine etkileri heniiz tam olarak anlasilamamis olsa da etkilerinin etretinat ile benzestigi
diistiniilmektedir. Bu verilerle kronik hipervitaminozun sonuglarindan olan DISH

isotretinoine oranla asitretinle tedavi edilen hastalarda daha az goriilmektedir.

Retinoidlerin iskelet sistemi lizerindeki bir diger etkisi prematiir epifizyal kapanmadir.
10.5 yasinda bir erkek hasta epidermolitik hiperkeratoz nedeniyle 4.5 yil 3-5 mg/kg/giin
isotretinoin ile tedavi edilmis ve prematiir epifizyal kapanma gelismistir (44). Konjenital
nonbiilloz iktiyoziform eritroderma nedeniyle 6.5 yil 0.5-2.5 mg/kg/giin etretinat tedavisi
verilen 8.5 yasinda bir hastada sag tibial distal epifizde flizyon ve travmatik fraktiir tespit
edilmis. 1 yasinda epidermolitik hiperkeratozu olan ve 5.5 yil 1mg/kg /giin etretinat verilen

hastada simetrik dirsek epifizinde ve femoral epifizde fiizyon goriilmiistiir (40).

Bazi caligmalarda retinoidlerin demineralizasyona ve osteoporoza neden oldugu
bildirilmistir. DiGiovanna ve ark.nin yaptig1 bir ¢aligmada 15 hastaya 10 yil etretinat tedavisi
verilmig, 9 hastaya ise 6.3 yil isotretinoin tedavisi verilmis. Etretinat verilen grupta kemik
mineral dansitesinde azalma tespit edilmis. Bu durum etretinatin daha uzun siire kullanilmis
olmasina baglanmistir (45). Demineralizasyonun arastirildigi baska bir caligmada ise
isotretinoin verilen 20 akneli hastada kemik mineral dansitesi ve kemik markerlarinda
degisiklik saptanmamis. Bu veriler ile demineralizasyonun retinoid tedavisi ile sik
goriilmedigi ve yasa bagimli oldugu diisliniilmektedir (40). DiGiovanna ve arkadaglarinin
yaptig1 bir baska ¢aligmada akneli hastalara 1 mg/kg/giin 16-20 hafta isotretinoin verilmis ve
tedavi Oncesi ile sonrasinda kemik mineral dansitesi DEXA ile lomber kemik incelenerek
Olciilmiis. Klinik olarak anlamli bir degisiklik saptanmamis ve hiperostoz higbir hastada
goriilmemistir (46). Leachman ve ark.nin yaptig1 prospektif bir ¢calismada 17-25 yaslarinda
kistik akneli isotretinoin tedavisi verilen hasta grubunda kemik dansitesi ve kalsiyum
seviyelerine bakilmis. Ortalama kemik dansitesi tiim alanlarda azalmis ancak kalsiyum
Olgtimleri hem kontrol hem tedavi verilen grupta degismemis (47). Calismamizda kalsiyum
seviyeleri yiiksek doz asitretin verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
tespit edildi.

Retinoidler yaygin kullanilan 6nemli terapotik ajanlardir. Ancak yarar/zarar oram

genellikle olumludur. Vitamin A nin toksik etkileri insanda ve hayvanda hiperkalsemi,
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kortikal yeni kemik formasyonu, prematiir epifizyal kapanma ve demineralizasyon ile
fraktiirlere sebep olmasidir (47). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kadinlarda retinolden
zengin diyetle beslenenlerde osteporoz ve kalga fraktiirii riskinde artis gézlenmistir (48). Bir
cok calismada ise isotretinoin ile osteoporoz arasinda iligki saptanmamistir. Serum kalsiyum,
fosfat, PTH, 25-OH vitamin D, 1-25 OH vitamin D degerlerinde anlamli degisim
saptanmamis (49). Ertugrul ve ark. 50 akne hastasina 5 ay siireyle 0.5-0.75 mg/kg izotretinoin
tedavisi vermis ve izotretinoinin D vitamini {izerine olan etkilerini incelemisler. Tedavi 6ncesi
ve tedavi sonrast 25 (OH)D, 1.25 (OH)2D, Kemik ALP, Ca, P, PTH, Magnezyum,
Hemoglobin, Kreatinin, Urik asit, Aspartat ve Alanin aminotransferaz, albumin, total
kolesterol, trigliserit, yliksek dansiteli lipoprotein (HDL), diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (VLDL) bakilmis. Tedavi sonras1 25 (OH) D ve serum
kalsiyum seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalma varken 1.25 (OH)2D,
PTH, Kemik ALP seviyelerinin tedavi sonrasi belirgin olarak arttig1 goriilmiis (50).
Yaptigimiz ¢alismada epifizyal biiyiime plaginda anlamli bir azalma olmadi.
Biyokimyasal degerlerde ise 3 grup karsilastirildiginda 1,25 (OH) vitamin D, osteokalsin,
Kemik ALP, fosfor ve magnezyum seviyelerinde istatistiksel anlamli fark yoktu. 25 OH
vitamin D, PTH ve kalsiyum seviyelerinde ise istatistiksel olarak yiliksek doz verilen grupta
kontrol grubuna gore anlamli yiikselme tespit edildi. Bu veriler bize asitretinin kronik

dermatozlarda uzun dénemde kullanilabilecek giivenilir retinoid oldugunu diisiindiirmektedir.

Su ana kadar uzun donem asitretin ile tedavi edilen hastalarda osteoporoz riskini
arttirdigina dair bulgulara rastlanmamistir. Birkag ¢aligmada etretinat tedavisi ile osteoporoz

gbzlenmis (45,51).

McMullen ve ark.nin yaptig1r bir ¢alismada farkli dermatozlar nedeniyle 30 hastaya 9
ay asitretin verilmis. Tedavi sonunda serum kalsiyum, fosfat, ALP, tiroid fonksiyonlari, serum
Bence-Jones proteinleri ve testesteron diizeyleri ile kemik mineral dansitesi bakilmis. Tedavi
sonuda serum seviyelerinde anlamli fark olmadigi ve kemik mineral yogunlugunun 30

hastanin 25’inde normal oldugu saptanmistir (52).

Ulkemizde Tekin ve ark.nm yaptig1 bir ¢calismada 36 hasta 4-6 ay isotretinoin tedavisi
verilerek nodiilokistik akne nedeniyle takip edilmis. DEXA ile kemik mineral yogunlugu ve
serum kalsiyum, fosfat, PTH, ALP, osteokalsin, serbest deoksipridolin, tiriner kalsiyum tedavi
Oncesi ve sonrasinda Ol¢iilmiis. Tedavi sonunda yapilan istatistiksel analizlerde hem kemik

mineral yogunlugunda hem de serum seviyelerinde anlamli farkliliklar saptanmamis (53)
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DiGiovanna ve ark. yaptig1 calismada benzer sekilde bu markerlarda farklilik bulunmazken

Kindmar ve ark. yaptig1 calismada PTH da artma saptamiglar (54).

Lamellar iktiyoz nedeniyle 20 yil asitretin kullanan hastada sol el isaret parmaginin
terminal falanksinda radyografik olarak gozlenen belirgin rezorpsiyon goriilmiis ve diger
parmaklardada rezorpsiyonu baslangi¢ bulgularina rastlanmis. Aymi hastada serum PTH,

vitamin D ve kalsiyum seviyeleri normal dl¢iilmiistiir (55).

Osteoporozun kronik hipervitaminoz A ile iliskili oldugu kabul edilmekle beraber

yapilan ¢alismalarda asitretinle osteoporoz riskinde artis gosterilmemistir (52).

A vitamininin etkileri yapilan g¢esitli immiinhistokimyasal c¢alismalarla ortaya
konmaya calisilmistir. Ancak literatiirde asitretin ile yapilmis biyokimyasal calismalar ve
kemik mineral dansitesi incelemeleri az sayida olmasina ragmen immiinhistokimyasal ¢alisma
yoktur. Bu agidan elde ettigimiz verilerin asitretin tedavisine yon verme konusunda 6énemli

olacagini diistinmekteyiz.

Soeta ve arkadaslar ratlarda yiiksek doz verilen A vitamininin proximal tibialarinda
biliylime plag: kartilajlarini immiinhistokimyasal olarak incelemisler. 1 ila 5. giinlerde Tip 1,
Tip 2 ve Tip 10 kollajene kars1 antikorlar kullanilarak degisiklikleri degerlendirmislerdir. Tip
1 ve Tip 2 kollajen 5.glinde kismen kaybolmus Tip 10 kollajen positif alanlar 4.glinde azalmis
ve S.glinde belirgin kaybolmustur (38). Bizim calismamizda da 4.hafta sonunda yapilan
immiinhistokimyasal ¢alismalarda kontrol grubu, diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen grup ile
yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarda Tip 2 kollajene epifizyal kemikte, proliferatif
zon ve hipertrofik zonda rastlanmadi. Osteoid ve osteoblastlarda Tip 2 Kollajen goriilmedi.
Tip 1 Kollajen ise tiim gruplarda hipertrofik zonda ve proliferatif zonda hi¢ goriilmedi. Tiim
gruplarda epifizyal kemikte, osteoid ve osteoblastlarda tip 1 kollajen 4 (+++) yayginliginda
tespit edildi. Gruplar arasinda Tip 1 kollajen boyanma yaygimlig1 ve yogunlugu bakimindan
anlaml farklilik tespit edilmedi. Yine soeta ve ark. yaptig1 bu ¢aligmada kontrol gruplarinda
kolumnar dizilim go6zlenirken Avitamini verilen ratlarda kondrositlerin kolumnar dizilimi
3.glinden sonra kaybolmustur. Epifizyal plagin kalinlig1 ise 5.giinde kontrol grubuna gore
%40 azalmist1 (38). Bizim calismamizda da epifizyal biiylime plagindaki kondrositlerin
kolumnar dizilimi kontrol grubunda %90.9, diisiik doz asitretin verilen grupta %9.1 ve yliksek
doz asitretin verilen grupta belirgin azalmis ve kaybolmustu. Elde ettigimiz bu veriler bize
kolumnar dizilimin asitretin dozunun yiikselmesiyle giderek kayboldugunu gostermektedir.

Calismamizda epifizyal plagin hipertrofik zonunda anlamli incelme olmasmna ragmen
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epifizyal plaktaki azalma anlamli degildi. Asitretinin bliylime plag1 yiiksekliginde belirgin

azalma yapmadigini1 gordiik.

Francesco de luca ve ark. yaptigi bir ¢alismada RA nin biiyiime plag: lizerinde direk
etkili olup olmadiginmi belirlemek i¢in, fetal rat metatarsal kemikleri RA varliginda kiiltiire
edilmis. Tek doz oral RA’nin rat proksimal tibial biiyiime plaginin yiiksekligini azalttig
gosterilmistir (56). Calismamizda epifizyal plaktag: yiiksekligindeki azalma istatiksel olarak

anlamli degildi.

Normal endokondral ossifikasyonda kondrositler epifizyal biiylime plaginda dinlenme
hiicreleri, proliferatif hiicreler ve hipertrofik hiicreler olarak ayirt edilir. Dinlenme ve
proliferatif zonda kartilaj matrix ¢ogu alanda tip 2 kollajen icerir. Tip 10 kollajen icermez.
Hipertrofik zonda ise kartilaj matrix tip 10 kollajene ek olarak tip 2 kollajen icerir. Normal
durumda tip 1 kollajen kemik matrixinin ana komponentidir ve epifizyal biiylime plag: kartilaj
matriksinde tespit edilmez (38)

Soeta ve ark. nin yaptig1 bir baska ¢alismada yiiksek doz A vitamini verilen ratlarda
epifiz biiyiime plag: kikirdaginda fokal kayip incelenmis. 5 giin A vitamini verildikten 1 hafta
ve 2. hafta (12 ve 19.gilinler) sonra epifizyal plak degerlendirilmis. 12.glinde vitamin A
verilen ratlarda anormal kartilaj matrixin epifizyal biliylime plaginda gelistigi goriilmiistiir.
19.glinde kolumnar dizilimde azalma ve epifiz biiylime plaginda bir veya iki fokal kayip tiim
A vitamini verilen ratlarda tespit edilmis. Buna ek olarak kalsifiye kikirdak matriks ylizeyleri
ince bir kemik doku tabakasi ile kapliymis. Caligmamizda da yiiksek doz asitretin verilen
grupta anlamli olarak kolumnar dizilimde azalma ve irregiiler kalinlikta artma gozlenmisti. Bu
calismada Tip 2 kollajen kontrol ratlarda hem epifizyal plakta kartilaj matrixte hem de primer
kemik trabekiiliinde tespit edilmis. Vitamin A verilen ratlarda da tip 2 kollajen epifizyal
plakta kartilaj matrixte tespit edilmis. Tip 1 kollajen ise kontrol ratlarda epifizyal kartilaj
matrikste goriilmezken osteoidde goriilmiis vitamin A verilen ratlarda 12.giinde epifizyal
plagin unkalsifiye kartilaj matriksinde tespit edilmis ve 19.giinde epifizyal plagi ¢evreleyen
kemik dokusunda birkag osteoid ve osteoblast tabakasi goriilmiis (57). Calismamizda gruplar
arasinda Tip 1 kollajen boyanma yayginligi ve yogunlugu bakimindan anlamli farklilik tespit
edilmedi. Tip 2 kollajen ise tiim gruplarda tespit edilmedi. Caligmamizda da kontrol grubu,
diisiik doz ¢ozelti verilen grup, yliksek doz verilen gruplarda kontrol grubuna gore hipertrofik
zonda azalma anlamli bulundu. Hem disi hem erkeklerde kontrol grubuna gore hipertrofik

zonda anlamli azalma goriildii. Bir hayvan calismasinda A vitamini verilen hayvanlarda distal
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femur ve proximal tibia epifizyal biliyiime plaklarinda fokal kayiplar ve incelmeler

goriilmistiir (58).

A vitamininin kondrositlerin proliferasyonunu ve diferansiyasyonunu regiile ettigi bazi
caligmalarda gosterilmis olsa da yliksek doz A vitamininin epifizyal biiyiime plaginda

meydana getirdigi degisiklikler net olarak anlagilamamustir (59-62) .

Cancedda ve ark. yaptig1 hayvan calismasinda retinoik asitlerin tip 2 kollajen sentezini
azaltip tip 1 kollajen sentezini arttirdiklarini gostermislerdir. Calismalarinda tip 1 kollajenin
artmasini  kondrositlerin osteoblast benzeri faza doniistiiklerini savunmuslardir (60).
Caligmamizda her {i¢ grupta Tip 2 kollajen epifizyal kemikte, proliferatif zon ve hipertrofik
zonda gosterilemedi. Osteoid ve osteoblastlarda Tip 2 Kollajen goriilmedi. Tip 1 kollajen ise
tiim gruplarda hipertrofik zonda ve proliferatif zonda hi¢ goriilmedi. Tiim gruplarda epifizyal

kemikte, osteoid ve osteoblastlarda tip 1 kollajen 4 (+++) yayginliginda tespit edildi.

Sonu¢ olarak asitretin ile yaptifimiz bu hayvan calismasinda 4 hafta sonunda
asitretinin epifiz plaginda dejenerasyon yapmasina ragmen belirgin incelme yapmadigi ve
asitretinin diisiik doz ve uzun siireli tedavilerde gilivenle kullanilabilecek bir retinoid oldugu

varsayimina vardik.
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OZET

Onder S, Ratlarda Bir Vitamin A Tiirevi Retinoid Olan Asitretinin Epifizyal Biiyiime
Plagina Etkilerinin Biyokimyasal ve Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi, Yiiziincii
Y1l Universitesi, Tip Fakiiltesi Dermatoloji Ana Bilim Dal, Uzmanlik Tezi, VAN, 2014.

Giris: A vitamini ve tiirevlerinin iskelet sistemi iizerine etkileri bilinmekle beraber heniiz tam
olarak aydinlatilamamustir. Asitretin  kullaniminda siklikla mukokiitan6z yan etkiler
gozlenirken nadiren laboratuvar anormallikleri ve kemik degisiklikleri olabilir.

Amag: Asitretin ile yapilmis histopatolojik ve immunhistokimyasal c¢alisma sayisi yok
denecek kadar azdir ve birgogu olgu sunumu seklinde bildirilmistir. Dermatoloji servislerinde
¢ok yaygm kullanim alanina sahip bu retinoidin epifizyal plak iizerine olan etkilerini
aydinlatabilmek, kemik turnover markerlar1 iizerine olan etkilerini anlayabilmek ve daha
giivenle bu ilaci kullanabilmek i¢in bu ¢alismayi yaptik.

Materyal ve Metod: Calismada 4-8 haftalik 30 adet Wistar albino tiirii 15 erkek ve 15 disi rat
kullanildi. Her grupta 10 adet rat olacak sekilde 3 grup olusturuldu. 1. gruba (n:10, 5 erkek, 5
disi rat) 10 mg/kg/glin oral asitretin ¢ozeltisi verildi, 2. gruba (n:10, 5 erkek, 5 disi rat) 3
mg/kg/giin oral asitretin ¢ozeltisi verildi. Kontrol grubu normal standart yem ve su ile
beslendi. 4 hafta sonunda ratlar sakrifiye edildi. Daha sonra proximal tibialar eksize edilerek
histopatolojik ve immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Biyokimyasal degerlendirmede
serumda 1,25(0OH)2 vitamin D, 25 (OH) vitamin D, parathormon (PTH), kemik
alkalenfosfataz (ALP), osteokalsin, kalsiyum, fosfor, magnezyum degerleri ¢alisildi.
Bulgular: Hematoksilen-eozin ile yapilan boyamada kontrol grubu, diisik doz asitretin
cozeltisi verilen ve yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda diisiik doz ve yiiksek doz ¢dzelti verilen gruplarda kontrol grubuna gore
hipertrofik zonda istatistiksel olarak anlamli azalma vardi. Yiiksek doz verilen grupla diisiik
doz verilen grup arasinda istatistiksel olarak hipertrofik zonda anlamli fark yoktu. Diger
zonlarda istatistiksel anlamli bir azalma goriilmedi. Biiylime plaginin tiim kalinliginda kontrol
grubuna gore diisiik doz ¢ozelti verilen grupla yiiksek doz ¢ozelti verilen grupta azalma
olmakla beraber bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Biyokimyasal parametrelere
baktigimizda 3 grup karsilastirildiginda 1,25 (OH) vitamin D, osteokalsin, kemik ALP, fosfor
ve magnezyum seviyelerinde istatistiksel anlamli fark yoktu. 25 OH vitamin D, PTH ve
kalsiyum seviyelerinde ise istatistiksel olarak yiiksek doz verilen grupta kontrol grubuna gore
anlaml yiikselme tespit edildi. Diislik doz verilen grupla kontrol grubu arasinda anlamli fark

goriilmedi. Toluidin-blue ile yapilan degerlendirmede epifizyal biiylime plagindaki

48



kondrositlerin kolumnar dizilimi kontrol grubunda % 90.9, diisiik doz verilen grupta %9.1 ve
yilksek doz wverilen grupta %0 seklinde belirgin azalmis ve kaybolmustu. Yapilan
immiinhistokimyasal ¢alismalarda kontrol grubu, diisiik doz asitretin ¢ozeltisi verilen grup ile
yiiksek doz asitretin ¢ozeltisi verilen gruplarda Tip 2 kollajene epifizyal kemikte, proliferatif
zon ve hipertrofik zonda rastlanmadi. Osteoid ve osteoblastlarda Tip 2 Kollajen goriilmedi.
Tip 1 Kollajen ise tiim gruplarda hipertrofik zonda ve proliferatif zonda hi¢ goriilmedi. Tiim
gruplarda epifizyal kemikte, osteoid ve osteoblastlarda tip 1 kollajen 4 (+++) yaygmliginda
tespit edildi. Gruplar arasinda Tip 1 kollajen boyanma yayginligr ve yogunlugu bakimindan
anlamli farklilik tespit edilmedi. Sonug: Elde ettigimiz veriler bize asitretinin epifiz plaginda
dejenerasyon yapmasina ragmen belirgin bir incelme yapmadigini ve diisiik doz verilen
tedavilerin hem epifiz plagi iizerindeki etkiler hem de kemik mineralizasyonu iizerindeki
etkiler agisindan daha giivenli oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: asitretin, epifiz plagi, kemik mineralizasyonu, rat

ABSTRACT

Onder S, Assessment of Biochemical and Histopathological Effect of Acitretin which is a
derivate of vitamin A on Epiphyseal Growth Plate in Rats, Yuzuncu Yil University,

Faculty of Medicine, Department of Dermatology, Specialization Thesis, VAN, 2014.

Introduction: Although Vitamin A and its derivatives have known effects on skeletal system,
this is not yet fully elucidated. During acitretin treatment the mucocutaneous side effects are
often observed while rarely laboratory abnormalities and bone modifications may occur.
Purpose: Number of histopathologic and immunohistochemical studies made with acitretin is
negligibly small and most of those studies are in the form of case reports. Since it is highly
used in Dematology Services, to elucidate the effects on epiphyseal plate, identify the effects
on bone turnover markers and to allow the safe usage of this retinoid.

Material and Method: In this study, total of 15 male and 15 female Wistar Albino, 4-8
weeks old rats rats have been used. The rats are divided in 3 groups of 10 rats in each group.
The first group (n:10, 5 male, 5 female rats) was given dose of 10 mg/kg/day oral diluted

acitretin. The second group (n:10, 5 male, 5 female rats) was given dose of 3 mg/kg/day oral
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diluted acitretin. Control group was given a standard feed and water. The rats were sacrificed
after 4 weeks. Then the proximal tibias were excised and histopathological and
immunohistochemical evaluated. Then the average measurement of those 3 sections were
calculated. In the serum, the appropriate kits with the appropriate values of 1,25 (OH)2
vitamine D, 25 (OH) vitamine D, PTH, bone ALP, osteocalcin, calcium, phosphorus and
magnesium were used.

Findings: For the hematoxylin and eosin stained samples, a statistically significant decrease
was observed in the hypertrophic zones of low dose and high dose solution given groups,
compared to the control group. In the comparison of hypertrophic zones between low dose
solution given group and high dose solution given group, there was no statistically significant
difference. There was no statistically significant decrease observed in other zones. In the
comparison of control group, low dose acitretin solution given group and high dose acitretin
solution given group, although a thickening in resting zone was observed in low dose and
high dose acitretin solution given groups compared to control group, that result was not
statistically significant. Although a decrease in total thickness of growth plate was observed in
low dose and high dose acitretin souliton given groups compared to the control group, that

was not considered as statistically significant.

From the biochemical parameters perspective, there was no statistically significant difference
between the 1,25 (OH) vitamine D, osteocalcin, bone ALP, phosphorus and magnesium levels
of 3 groups. However, there was a statistically significant increase in the 25 (OH) vitamine D,

PTH and Calcium levels of of high dose acitretin given group compared to the control group.

For Toluidine blue stained samples, the columnar array of chondrocytes in epiphyseal growth
plate were observed as 90,9% in control group, significantly decreased and observed 9,1% in
low dose acitretin given group and observed as 0% and disappeared in high dose acitretin

given group.

In the immunohistochemical studies we have performed, there was no Type 2 collagene
observed in epiphyseal bone, proliferative zone and hypertrophic zone in any of the control
group, high dose and low dose acitretin given groups. There was no Type 2 collagene
observed in osteoid and osteoblasts. There was no Type 1 collagene observed in hypertrophic
zone and proliferative zone for any of the groups. In all of the groups, Type 1 collagene was
detected in hypertrophic zone and proliferative zone with a 4(+++) prevalence. There was no
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significant difference in Type 1 collagene staining prevalence and concentration between the

groups.

Conclusion: The result of our study showed us that although acitretin causes degeneration in
epiphysis plate, it does not cause a significant slimming. This study verifies that although
acitretin has degenerative effects on epiphyis plate, the lower dose treatment is more safe in

terms of the effects on epiphysis plate and bone mineralization.

Key Words: acitretin, epiphysis plate, bone mineralization, rat.
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