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OZET

OSTEOPOROTIK SIGAN FEMURUNDA ANJIOTENSIN Il TiP 1 RESEPTOR
BLOKAJININ KEMiK KOMPOZiSYONU VE MiMARISi UZERINDEKI ETKILERININ
RAMAN SPEKTROSKOPISi VE MIKRO-BT YONTEMLERIYLE GOSTERILMESI

Elif Beyza YILMAZ YiGiT
Yuksek Lisans Tezi, Anatomi AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Barig Ozgir DONMEZ

Agustos 2021, 53 sayfa

Kan basincinin kontrolinde 6nemli rol oynayan Renin- anjiotensin sisteminin
(RAS) son yillarda kemik dokuda osteoblastlar ve osteoklastlar Uzerinde etkilerinin
oldugu gosterilmistir. Calismamizin amaci Anjiotensin Il tip | reseptor blokajinin (AT1)
osteoporotik kemikte yarattigi mekaniksel ve fizikokimyasal parametreler Gzerindeki
etkilerinin arastiriimasidir.

Calismamizda 75 adet Wistar cinsi digi sican (n=15) (KONT), SHAM (n=15)
(SHAM), Kontrol Losartan (n=15) (KONT- LOS), Overektomize (n=15) (OVX), Losartan
tedavili overiektomize (n= 15) (OVX- LOS) olmak lzere bes gruba ayrilmistir. AT1
reseptdr blokérl olarak Losartan, gavaj yoluyla 8 hafta streyle verilmistir. Bu etkilerin
kemik dokusu Uzerindeki makro yansimalarini géstermek igin biyomekanik test, kemik
dokusundaki mikro-mimari degisiklikleri gdstermek icin mikro-BT goruntileme ve fiziko-
kimyasal degisiklikleri gostermek icin Raman spektroskopi analizleri yapilmigtir. Ayrica
Losartan’in kemik kolajenindeki etkilerini gdstermek icin PCR testi yapilmistir.

Egme testi bulgularimiza gére, OVX grubunun egilme mukavementi, KONT
grubuna gore istatistiksel olarak daha dislk belirlenmistir. Losartan ile tedavi edilen
OVX- LOS grubundaki dayaniklilik mukavemetinin ise, tedavi edilmeyen OVX grubuna
gore istatistiksel olarak daha ylksek oldugu ortaya konulmustur. BV/TV, Conn.D, Th.Th.,
Th.Sp. degerleri Mikro-CT &lgimu sonucu elde edilmistir. OVX grubunda BV/ TV ve Tb/
Th olcimleri KONT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir. Th.Sp
degeri KONT grubuna gére OVX grubunda artmistir. Ancak BV/TV, Th.Th, Th.Sp
degerlerinde diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir.
Overektomiden 12 hafta sonra, 8 haftalik Losartan tedavisi sonucunda, Yapi Modeli
indeksi (SMI) degerleri OVX grubunda KONT grubuna oranla daha disik oldugu
belirlenmistir. 8 haftalik Losartan tedavisi alan OVX- LOS grubu ile diger gruplarin SMI
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farka rastlanmamistir. Organik matriks
Ozellikleri Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 dederleri ile incelenmis, her bir deger igin
gruplar arasinda anlamli fark bulunmamistir. COL1A1 ve COL1A2 alel genlerinin
ekspresyonu, OVX grubunda KONT grubuna gore ve OVX- LOS grubunda OVX grubuna
gore istatistiksel olarak daha yuksek oldugu bulunmustur.

Calismamizin sonunda 8 haftalik Losartan tedavisinin osteoporotik kemikte
kemigin biyomekanik o6zelliklerini gelistirirken kolajen seviyelerini artirdi§i ortaya
konulmustur. Ancak elde edilen sonuglara gbére kemigin organik materyaline ve
mikromimarisine herhangi bir etkisinin olmadidi gézlemlenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Osteoporoz, Losartan, Anjiotensin, Kemik Kolajeni, Raman

Bu galisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2019SABEO017).
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YILMAZ YiGIT, Elif Beyza
M.Sc. Thesis in Anatomy )
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Barig Ozgir DONMEZ
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The renin- anjiotensin system (RAS) is a complex enzymatic structure that plays
an important role in the control of blood pressure, it also plays an important role in
antihypertensive therapy. The local presence of RAS released by osteoblasts and
osteoclasts in the bone indicates that it is effective in bone metabolism. The aim of our
study is investigate effects of Anjiotensin Il type | receptor blokage (AT1) on
biomechanical and histochemical parameters of osteoporotic bone.

In this study we used 78 female Wistar rats and divide into 5 groups. We have
Control (n=15) (CONT), Sham (n=15) (SHAM), Control Losartan (n=15) (CONT- LOS),
Overiectomized (n=15) (OVX), Losartan treathed overiectomized (n=15) (OVX- LOS).
As an AT1 receptor blockage, Losartan was administered oral gavage for 8 weeks. In
order to show the macro reflections of these effects on the bone tissue, biomechanical
tests, micro-CT imaging to show the micro-architectural changes in the bone tissue, and
Raman spectroscopy analyzes to show the physico-chemical changes were performed
at the same time. Also PCR test was performed to investigate effects of Losartan in bone
collagen. According to our bending test findings, the bending strength of the OVX group
was statistically lower than that of the CONT group. The endurance strength in the OVX-
LOS group treated with Losartan was statistically higher than the untreated OVX group.
BV/TV, Conn.D, Tb.Th., Th.Sp. values were obtained as a result of Micro-CT
measurement. BV/TV and Tb/Th measurements in the OVX group were statistically
significantly decreased compared to the CONT group. Th.Sp value increased in the OVX
group compared to the CONT group. However, there was no statistically significant
difference between other groups in BV/TV, Th.Th, Th.Sp values. 12 weeks after
ovariectomy following 8 weeks Losartan treathment, Structural Model Index (SMI) values
were found to be lower in the OVX group than in the CONT group. No statistically
significant difference was found between the SMI values of the OVX- LOS group, which
received 8 weeks of Losartan treatment, and the other groups. Organic matrix properties
were examined with Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 values and no significant
difference was found between the groups for each value. The expression of COL1Al
and COL1A2 allele genes was found to be statistically higher in the OVX group than in
the CONT group and in the OVX- LOS group compared to the OVX group.

In conclusion, after 8 week of Losartan treathment. Losartan improved
biomechanical properties and bone collagen levels. But our data show that there are no
significant improvement in organic materials after 8 weeks of Losartan treathment.
Therefore our study suggest that AT1 receptor blockage has no significant effect in acute
threatment of osteoporosis.

Key words: Osteoporosis, Losartan, Anjiotensin, Bone collagen, Raman
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1. GIRIS

Osteoporoz, kemik kirilganhiginda artigla beraber goérilen disik kemik kitlesi ve
kemik dokunun mikro-mimarisinde bozulma ile karakterize metabolik bir iskelet sistemi
hastaligidir (Kurosu 1979, Armas ve Recker 2012, Adams 2015). Ozellikle kirik ile
sonuglanan durumlarda, dnemli fiziksel ve psiko-sosyal sonuglar ortaya ¢ikmaktadir
(Urdahl, Manca vd 2006, Parkinson, Forbes vd 2010). Tipik olarak osteoporoz,
trabekiler baglantilarin incelmesi ve trabekll sayisinin azalmasi sonucunda, kemik
hacminde artig ile karakterizedir. Kemigin mikro-mimarisinde gorulen bu dedisiklikler
kemigin kuvvet karsisindaki dayanimini azaltir (Parkinson, Forbes vd 2010).

Kemik matriksi iki farkli bilesene sahiptir. Kemigin mineral fazi katilik saglarken,
kolajen fibriller ise gerilme kuvveti, elastikiyet (geri esneme 6zelligi) 6zelliklerini saglar
(Saito ve Marumo 2010). Kemik kuvvetini meydana getiren vyapilar, kemigin
mineralizasyon derecesi, kemikteki mikro-hasar miktari ve kolajen ¢apraz baglantilarin
olusumudur (Saito ve Marumo 2010, Smith, Gardiner vd 2012). Bunlar kemikteki
hlcresel aktiviteleri ve doku yikim hizini etkiler. Bu konuda yapilan ¢alismalar kemikteki
enzimatik ve enzimatik olmayan kolajen c¢apraz baglantilarin, kemidin sadece
mineralizasyonunu degil, ayni zamanda kemikte meydana gelen mikro-hasar olusumunu
da etkiledigini géstermistir (Tye, Rattray vd 2003, Huilaja, Hurskainen vd 2009, Saito ve
Marumo 2010).

Trabekiler kemik, birbirine paralel olan lamellerinin igerisinde kolajen fibrillerin
organize olmasiyla meydana gelen, trabekullerin ileti agini olusturan hiyerarsik dizene
sahip bir yapidir (Brennan, Gleeson vd 2011). Osteoporozda meydana gelen kiriklarin
nedeni sadece kemik kutlesinin azalmasi degil, organizasyon yetenegini kaybetmis
trabekiillerin geometrisinin bozulmasina da baghdir (Feng ve McDonald 2011, Amizuka
2016). Bir¢cok calismada bu trabekuler yapilarin osteoporozla bozuldugu ve bununda
kemigin hacmini etkileyerek kirik riskini artirdigi goésterilmistir (McNamara ve
Prendergast 2005, Mulvihill, McNamara vd 2008, Brennan, Gleeson vd 2011, Donmez,
Ozdemir vd 2012).

Kolajen, kemik dokuya ¢ekme kuvveti ve mineral depolamak igin bir matriks saglar.

Kiriga yatkinlik disik kemik kitlesi, yapisal icerik ve yaslilik sirasinda kolajen igeriginin



yavas donusumune bagli olabilir. Buna ragmen kemik matriksinin kalitesi hakkinda
yeterli miktarda arastirma bulunmamaktadir (Bailey, Sims vd 1999, Huilaja, Hurskainen
vd 2009). Kolajen gapraz baglantilar, kemigin biyolojik ve biyomekanik ozelliklerini
meydana getirir. Dokularin mekanik 6zelliklerinin, kolajen monomerleri arasindaki lisil-
aldehit tepkimesine dayanan molekuller arasi capraz baglantilarla meydana geldigi
gOsterilmistir. Osteoporotik hastalardaki kolajen yapisinda herhangi bir degisim, ¢capraz
badlantilarin  stabilizasyonu ve kemigin mekanik 6zelliklerinde degisikliklerle
sonuglanabilir (Bailey, Wotton vd 1992). Osteoporoz, kemik dokuda tip 1 kolajen
miktarinda genel bir azalma ile iligkilidir (Brennan, Kuliwaba vd 2012). Kirik egilimi, ayni
zamanda genetik faktorler tarafindan da meydana gelir. Kirik riskini dizenleyen genlerin
icerisinden Kolajen | Alfa | (COL1A1) geni 6zellikle kirik riski ile iligkilidir. COL1A1'in kirik
riski Uzerindeki etkisi klinik risk faktérlerinden bagimsiz ise, COL1A1 kirigin prognozunda
etkili role sahiptir (Tran, Nguyen vd 2009).

Osteoblastlar kemik yapim hucreleri olup, osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN)
gibi kolajen olmayan proteinlerin (NCP) yapimindan sorumludur. Mineralizasyon
sirasinda kalsiyum fosfata olan yuksek afiniteleri nedeniyle, NCP'ler baglayici proteinler
olarak hareket ederek kemik matriks organizasyonunda rol oynarlar ve bdylece organik
matriks Uzerinde mineral kristal gekirdeklenme bolgeleri olarak hareket ederler (Brennan,
Kuliwaba vd 2012). Aslinda kolajen olmayan proteinlerin osteoporoz Uzerine etkisini
gOsteren ¢ok az veri bulunmaktadir.

Renin anjiotensin sistemi (RAS) kan basincinin kontroliinde énemli bir rol oynayan
kompleks enzimatik bir yapilanma olmakla beraber, antihipertansif tedavide de énemli
rol oynar (Ghosh ve Majumdar 2014). Bu sistemin esas etkisi Anjiotensin Il (Ang II)
yoluyla gergeklesmektedir. Renin ise bu sistemin temeli olup, bébreklerde bulunan
jukstaglomeruler hicrelerde Uretilir ve buradan kana salinir. Bu yapi daha sonra
anjiotensin | (Ang 1)'in anjiotensinojen’den ayrilmasini saglar. ileri asamalarda ise Ang |,
Ang Il yi olusturur. Bu degisim ise anjiotensin donustirici enzim (ACE) tarafindan
yapilmaktadir (Donmez, Ozdemir vd 2012, Gebru, Diao vd 2013, Ghosh ve Majumdar
2014). Temel olarak RAS ile kemik metabolizmasi arasindaki iliski Ang Il tarafindan
yurutilmektedir (Gebru, Diao vd 2013). Daha 6nce yapilan ¢calismalarda ise Ang II'nin
TRAP pozitif multiniklear osteoklastlarda, osteoblastlarda RANKL ekspresyonunu
arttirdigi gosterilmistir (Bailey, Sims vd 1999, Shimizu, Nakagami vd 2008, Gebru, Diao
vd 2013). So6z konusu bu etkilerin, 6zellikle overektomi modelli ¢alismalarda, ACE
inhitibitord ve Ang Il tip 1 reseptor blokorl ilaclar kullanilarak ortadan kaldirildigi yapilan
pek ¢ok calismada gdsterilmistir (Donmez, Ozdemir vd 2012, Rajkumar, Faitelson vd
2013). Bu agidan elde edilen bulgular 6zellikle osteoporoz gibi kemik metabolizmasi ile

ilgili énemli hastaliklarin tedavisinde RAS’In 6nemli bir stratejik hedef olmasini



saglamaktadir. Renin anjiotensin sistemi (RAS) kan basinicinin homeostazisinde, ayni
sekilde su ve sodyumun dizenlenmesinde dnemli rol oynar (Unger 2002, Verdecchia,
Angeli vd 2008). RAS aktivasyonu hipertansiyon, renal hasar ve metabolik sendrom ile
sonugclanir (Parkinson, Forbes vd 2010, Putnam, Shoemaker vd 2012). Yakin zamanda,
RAS’In ana etkilerinin sistemik olarak dasindlirdd; ancak, hayvan ve hicre
calismalarinda bulunan kanitlar, kemik dokudaki RAS aktivasyonunu ve sonucunda
osteoporoz gelistigi gosterildi (Paul, Poyan Mehr vd 2006, Shimizu, Nakagami vd 2008).

Yapilan klinik caligmalarda tiyazid grubu dilretikler gibi antihipertansif ilaglar renal
kalsiyum atilimini azaltarak kalga kirik riskini azalttigi gésterilmigtir (Reid, Ames vd 2000,
Xiao, Xu vd 2018). Diger antihipertansif ilaglar (B-blockerlar ve anjiotensin dénusturtcu
enzim (ACE) inhibitorleri ) da dusuk kirik riski ile iligkilidir (Schlienger, Kraenzlin vd 2004).
Yakin zamanda yapilan klinik calismalarda ACE inhibitorlerinin, kirik riskini azalttigi ya
da kemik metabolizmasini gelistirmesine yarar oldugunu da gosterilmigtir (Shimizu,
Nakagami vd 2008, Butt, Mamdani vd 2014).

1.1. Amag

Son yillarda anjiotensin reseptor blokajin kemik doku zerindeki etkilerini gésteren
pek ¢ok calisma bulunmaktadir. Bu sonuglar i1siginda AT1 blokajinin osteoporozun
kemik dokuda yarattigi olumsuz etkileri azalttigi yonindedir. Fakat kemik dokuda
meydana gelen bu deformasyonun ortadan kaldiriimasi esnasinda kemik dokudaki
kolajen yapilar tzerindeki etkisi hala tartismalidir. Calismamizda anjiotensin reseptor
blokajinin osteoporotik sican femurunda yarattigi olasi tedavi edici etkilerinin ortaya
koyulmasi amaclanmistir. Bu etkilerin kemik dokudaki makro yansimalarini géstermek
amaciyla biyomekanik testler, kemik dokudaki mikro-mimari degisimleri gostermek
amaciyla mikro-BT goérintilemeleri ayni zamanda fiziko-kimyasal degisimleri gdstermek

icin Raman spektroskopi analizleri yapilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kemik Dokunun Makro ve Mikro mimarisi

Vicudun destekleyici yapisi olan kemik, bir mineral rezervuari ve ayni zamanda
hayati organlarin koruyucusu olarak gérev yapar. Kemik, kuvvet ve sertlik gibi mekanik
Ozelliklere sahiptir ve ayni zamanda kan hlcrelerinin yapim yeridir. Vicuttaki asit-baz
dengesinin korunmasina da yardim eder (Yamada, Nagaoka vd 2013, De Witte, Fratila-
Apachitei vd 2018). Kemik iligiyle hematopoezis icin gerekli ortami hazirlar (Taichman
2005, Clarke 2008, Huilaja, Hurskainen vd 2009, Yamauchi ve Sricholpech 2012).
Bunlara ek olarak kemik, total vicut kalsiyumunu ve fosfatin %99’unu depolar.
Biyomekanik degisikliklere uyum saglayabilen dinamik bir doku olan kemik, zaman iginde
yeniden sekillenir ve vyaslanir. Bu degisimler esnasinda mikro-hasara ugradigi
durumlarda ise mekanik olarak daha glgll, yeni bir yapiya donlisir. Bu da kemigin
maruz kaldigi kuvvetler karsisinda korunmasini saglar (Robling, Castillo vd 2006, Clarke
2008).

Makroskopik olarak kemik doku, kortikal (kompakt) kemik ve trabekiler (spongioz
veya kansel6z) kemik olmak tzere ikiye ayrilir. Kortikal kemik, siki ve kalin bir formdadir.
Kemiklerin ylzeyinde ince bir tabaka halinde uzanir ve ¢ogunlukla uzun kemiklerin
diafizlerinde bulunur (Rho, Kuhn-Spearing vd 1998, Downey ve Siegel 2006). iskeletin
%80’ini olusturan kortikal kemik, kemik dokuya mekanik destek kazandirmada énemli bir
role sahiptir (Rosenthal 1959, Weatherholt, Fuchs vd 2012). Kortikal kemigin
kompozisyonu ve sekli bulundugu kemik tlirine gére degisiklik gosterir. Uzun kemiklerde
dista periosteum ve igte endosteum olmak Uzere iki tabaka halindedir. Digtaki
periosteum fibréz bir zar olup, diz fibroblast benzeri hicrelerden olusur (Albrektsson
1980, Allen, Hock vd 2004, Clarke 2008). Periosteumun i¢ tarafi uyaridiginda
osteoblastlara farklilasir. Buna ek olarak, en icte cavitas medullaris’i cevreleyen
endosteum ise sirkiler ince bir tabaka halindedir. Her iki tabaka da osteoblast, osteoklast
ve osteositleri igerir (Allen, Hock vd 2004). Kemik metafiz ve epifizlerinde, kortikal kemik
daha ince yapilidir. Dolayisiyla uzun kemiklere kiyasla, yassi kemikler (pelvis kemigi ve

kafatasi kemikleri gibi) ile kisa kemikler (tarsal ve karpal kemikler gibi) daha buyuk



oranda trabekuler kemik icerir. Kortikal kemigin esas fonksiyonel Unitesi olan osteon ya
da haversiyan sistemi, kemigin longitudinal aksina paralel olarak uzanir (Boudin ve Van
Hul 2017). Bir osteon, merkezde bir haversiyan kanalini gevreleyen vaskuler ve sinir
dokunun olugturdugu silindirik bir sutun halindedir. Haversiyan kanallari arasinda uzanan
ve buradaki besleyici damarlarin anastomozunu saglayan perpendikiler seyirli kanallar
ise Volkmann kanallar olarak adlandirilir (Buckwalter, Glimcher vd 1996, Ascenzi ve
Roe 2012). Silindirik osteonlar, haversiyan kanallari, araciligiyla mikroskobik seviyede
kemigin porlu bir yapi kazanmasini saglar (McKee ve Cole 2012) (Sekil 2.1.1.). Ancak
bu mikroskobik porlar, tim kortikal kemigin yalnizca %10’unu olusturur (Weatherholt,
Fuchs vd 2012). Kortikal kemikteki porlar ile kemik matriks organizasyonu kemigin
mekanik 6zelliklerini belirler (Rho, Kuhn-Spearing vd 1998).

Osteosit \y
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Kan Damarlari Haversiyan Kanali
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Sekil 2.1.1. Kortikal Kemik ve Trabekiler Kemik. (A) Bir uzun kemigin sagittal kesiti (B) Osteon (Haversiyan
Sistemi), (C) Kemik kanalikuli gésterimi.

Trabekuler kemik ise kemik trabekulleri arasinda bir iletim agi olusturur. Kortikal
kemik ile ¢evrilidir ve kemik iliginin devamliligini saglar (Carter ve Hayes 1976). Kemigin
agirlik tasiyan bolgelerinde yogunlasmis olan trabekuiler kemik, vertebra govdelerinde,
el bilek kemiklerinde, ayak biledi kemiklerinde, uzun kemiklerin epifiz ve metafizlerinde
bulunur (Hart, Newton vd 2020). iskeletin %20’sini olusturan trabekiiler kemik, kortikal
kemige oranla daha bosluklu yapidadir (van der Linden, Homminga vd 2001). Bosluklu

yapisi sayesinde esneme (yielding) igin enerji depolar. Buna ek olarak strese bagli



kuvvet aktarimlarinda, kemik trabekullerinin hizalanmasi sayesinde kuvvet aktarimini
gerceklestirir (Bala, Zebaze vd 2015).

Trabekuler ve kortikal kemik doku anatomik olarak ayrilmalarina ve kemik dokuda
farkli bélgelerde bulunmalarina ragmen, ayni ekstraselliler matriks bilesenlerine sahiptir
(Clarke 2008, Yamauchi ve Sricholpech 2012). Her iki kemik doku da c¢ogunlukla
hidroksiapatitten, kolajen ve sudan olugur. Aralarindaki temel farklar ise trabekuler
kemigin kortikal kemige oranla daha az kalsiyum ve doku yogunluguna sahip olmasidir
(Gong, Arnold vd 1964). Trabekiler kemikte mineralizasyon daha dusuktir. Bu nedenle,
kemik yeniden yapilanmasi sirasinda trabekiler kemik metabolik olarak daha aktiftir.
Daha hizli yeniden yapilanabilen trabekiler kemik, postmenoposal osteoporoz basta
olmak Uzere, artmis kemik yikimina bagl patolojilerden kortikal kemige oranla daha fazla
etkilenir. Ek olarak, yluzey alaninin fazla olmasi ve yuk tagiyan kemiklerde daha fazla
bulunmasi da trabekuler kemikteki kaybin fazlaligi ile iligkilidir (Parfitt 1984, Croucher,
Garrahan vd 1994). Ancak kemik ylzeyi/ matriks hacim orani disinuldigunde, rolatif
olarak bu oranin daha yuksek oldugu kortikal kemikte, kemik kaybi daha hizli meydana
gelmektedir. Dolayisiyla, vertebra gibi yluk tasiyan kemikler disinda, apendikiler
iskeletteki kemik kaybinin %70’i, iskeletin %80’ini olusturan kortikal kemikteki kayipla
iliskilidir (Zebaze, Ghasem-Zadeh vd 2010). Yine de kortikal kemik, trabekuler kemikten
daha yavas kayboldugu igin 6zellikle yasa bagl gelisen postmenoposal osteoporozdaki
kemik kaybi trabekulosentriktir (Bala, Zebaze vd 2015).

2.2. Kemik Matriksi ve Mineralizasyonu

Kemik, organik ve inorganik materyalden meydana gelen ve agirhginin %70’ini
minerallerin, %5-8’ini suyun, geri kalanini da organik ya da ekstraselliler kolajen
matriksin olusturdugu birlesik bir yapidir. Mineral kisminin %95’i spesifik bir kristal olan
hidroksiapatitten (Caio(PO4)s(OH)2) meydana gelirken, organik fazin %90’ tip | kolajen,
geri kalani da proteoglikanlar ve osteokalsin, osteopontin, trombospondin gibi non-
kolajen proteinlerden olusur (Gokge-Kutsal 2004, Yamauchi ve Sricholpech 2012,
Boskey 2013, Yamada, Nagaoka vd 2013, Burr 2019). Bunlara ek olarak kemik
formasyonun dizenlenmesinden sorumlu buyume faktorleri de (TGF-B, ILGF, EGF,
BMP gibi) kemik matriksinde yer alir (Young 2003).

Kemik matriksinin buylk ¢ogunlugu tip | ve daha az miktarda tip V kolajendir. Bu
kolajen tiplerinin disindaki tip Ill, XI ve Xlll kolajenler kemik matriksinde az miktarda
bulunur. Geri kalan, kemigin %10 -15’ini olusturan, kolajen olmayan proteinlerin (non-

kolajen proteinlerin) kemigin ara maddesini meydana getirirler. Kemigin buylyup



gelismesi, yeniden sekillenmesi ve onarimi igin kolajen olmayan proteinler oldukg¢a
onemlidir. Kolajen olmayan proteinler icerisinde en ¢ok bulunan protein, osteoblastlar
tarafindan Uretilen osteokalsindir (Morgan ve Gerstenfeld 2021).

Osteokalsin disindaki kolajen olmayan proteinler, mineralizasyon sirasinda kalsiyum
fosfata yiksek afinite gosterirler (Morgan ve Gerstenfeld 2021). Kolajen olmayan
proteinler, baglayici islevi gorerek kemik matriks organizasyonunda rol oynarlar. Boylece
organik matriks Uzerinde mineral kristal gelisimi ve ¢cekirdeklenme (nukleasyon) sahalari
olarak hareket ederler (Brennan, Kuliwaba vd 2012). Kemik matriksi proteinlerinden olan
osteopontin, trombospontin, fibronektin, kemik siyaloproteinleri gibi proteinler, arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD) dizisine sahiptir. ilk olarak, fibronektin lizerinde yapilan bir
calismada kesfedilen bu dizilim sayesinde, hicre baglayici protein olma o6zellidi
kazanirlar (Pierschbacher ve Ruoslahti 1984). Bu diziyi iceren proteinler, hicre
adhezyon reseptorlerinden olan integrinler tarafindan taninirlar (Ruoslahti 1996).
integrinler hiicre zarini kaplarlar ve hiicrenin sito-iskeleti ile ekstraselliiler matriksi
arasinda bir baglanti kurarlar. Béylece integrinler ile RGD dizilimini iceren proteinler,
birlikte bir hiicre tanima sistemi olustururlar. Osteoblast, osteoklast ve fibroblastlar
Uzerindeki integrinler, bu hicrelerin ekstrasellller matrikse baglanmasi igin bir ortam
saglarlar. Boéylece baglanma gerceklestiginde, hiicreler kendilerine 6zglin fonksiyonlari
gerceklestirmekte serbest hale gelirler (Ruoslahti 1991, Takada, Ye vd 2007). Ancak
kolajen olmayan proteinlerin genel 6zellikleri bilinse de osteoporoz Uzerine etkisini
gOsteren ¢ok az veri bulunmaktadir.

Kolajen ve ara madde mineralize olarak kemik dokuyu olustururlar (Huilaja,
Hurskainen vd 2009). Kemik mineralizasyonunda ise, kemik formasyon ve rezorbsiyon
hicreleri dnemli rol oynar (Midura, Midura vd 2011). inorganik materyalin cogunlugunu
olusturan hidroksiapatit kristalleri ise, her zaman saf halde olmayip, icerisindeki fosfat
grubu yerine karbonat icerebilir (Morgan ve Gerstenfeld 2021).

Kemik matriksinin mineralizasyonu, hizli olan primer mineralizasyon ve daha yavas
olan sekonder mineralizasyon olmak UGzere iki asamada gerceklesir. Primer
mineralizasyon evresinde mineral igerigin %75- %80’i birka¢ gln ile bir hafta arasinda
depolanir. Daha yavas gerceklesen sekonder mineralizasyon evresinde, mineral icerigi
aylar suren bir evrenin sonunda %90- %95’lere gikar. Kalan kemik matriksi, yeni olusmus
ama henlz mineralizasyonu tamamlanmamis kemik matriksini meydana getirir. Bu
nedenle, bir osteid yuzeyi, kemik ylzeyinin yaklasik %15 daha genis olmasi durumu olan
hiperosteidiste, postmenoposal kadinlarda oldugu gibi kemik yikiminin fazla oldugu

durumlarda ortaya gikar (Buckwalter, Glimcher vd 1996, Boivin, Bala vd 2008).



2.3. Kemik Doku ve Tip 1 Kolajen

Kemikteki ekstrasellller organik matriksin %90’ inin1 kolajen olusturur (van der Rest
ve Garrone 1991, Buckwalter, Glimcher vd 1996, Rossert ve de Crombrugghe 2002,
Bonucci 2012, Buck ve Dumanian 2012). Kolajen kemik dokuya, gcekme kuvveti ve
esneklik kazandirir. Bunun yaninda mineral depolamak igin bir matriks saglar (Viguet-
Carrin, Garnero vd 2006, Boudin ve Van Hul 2017). Kiriga yatkinhk, dusuk kemik kitlesi,
kemigin mikro-mimarisi ve yashlikla ortaya ¢ikan kolajen déntisiminin yavaglamasina
bagli olabilir. (Bailey, Sims vd 1999, Mann, Hobson vd 2001, Huilaja, Hurskainen vd
2009).

Kemik dokuda yer alan kolajenin ¢ogu tip 1 kolajendir (Ricard-Blum 2011). Tip 1
kolajen, 2 adet al zinciri ile 1 adet a2 zincirinin birleserek U¢li helikal bir form almasi ile
olusur (Viguet-Carrin, Garnero vd 2006, Ricard-Blum 2011). Fibroblastlar i¢erisinde, bu
iki zincirin onculeri olan prokolajen al ve prokolajen a2 polipeptit zincirleri granilli
endoplazmik retikulumda sentezlenir (van der Rest ve Garrone 1991, Rossert ve de
Crombrugghe 2002, Bonucci 2012, Boskey 2013). Bu iki prokolajen polipeptit zinciri iki
onemli alel gel tarafindan sifrelenir. Bunlar COL1A1 ve COL1A2 alel genleridir (Boskey
ve Posner 1984, Bonucci 2012, Szulc 2018). COL1A1, 17. kromozomun uzun kolunda
bulunur ve prokolajen a1’i sentezler. COL1A2 ise, 7. Kromozomun uzun kolu tzerindedir
ve prokolajen a2'yi sifreler. Bu iki éncl zincirin G¢li helikal bir form almasi, kolajen
molekllinin uglari olan, bir karboksil terminal ucundan (C- Telopeptit) ve amino-terminal
ucuna (N-Telopeptit) dogru olur (Bonucci 2012, Szulc 2018). Ucli helikal formu alma
surecinde, granulli endoplazmik retikulumdaki GRP78, Serpin H1 ve prolil 3-hidroksilaz
kompleksi tarafindan desteklenmesi ile gergeklesir. Bu Ugli helikal yapinin siki bir form
almasinda, a zincirlerinin tekrar eden Glisin-X-Y U¢lli aminoasit dizisine sahip olmasi rol
oynar (Kuznetsova ve Leikin 1999, Myllyharju ve Kivirikko 2004, Dominguez, Barbagallo
vd 2005, Bonucci 2012). iglerindeki en kiiciik olan glisinden sonra genellikle prolin ve
hidroksiprolin gelir (Gokge-Kutsal 2004, Bonucci 2012). Her G¢ aminoasitten sonra
glisinin tekrar gelmesi, en klicik aminoasit olmasi ve buna bagli olarak helikal dizinin
merkezinde sinirli yer tutmasi nedeniyle gereklidir. Bu islemin sonucunda olusan Ugli
helikal yapi prokolajen olarak adlandirilir. Prokolajen golgi cisimcigi icerisine gelir.
Burada N terminal ucunda yer alan aminoasitler tarafindan uzaklastirma islemi
gerceklesir (Bonucci 2012).

Ucli helikal form olmasini sadlayan buradaki -Gly-X-Y- dizisinde, Y genelde lizin
oldugundan, lizil hidroksizlaz enzimiyle hidroksilizine dénlgsir. Hidroksilizinde galaktoz
veya galaktoz/glikoz ile glikolizasyonu gergeklesir (Burr 2019). Her bir a zincirdeki C-

telopeptit’e ise mannoz igerikli oligosakkaritler entegre edilir. Boylece iki pro al ve bir pro



a2 zincirleri arasinda disulfid baglar kurularak, C terminalinden N terminaline dogru tum
molekauller bir fermuarin ¢gekilmesine benzer gekilde birbirleriyle kenetlenir (Henriksen ve
Karsdal 2019). Olusan prokolajen egzositozla hicre digina atilir. Hlcrenin disinda
prokolajenin, kolajen peptidaz enzimleri ile terminallerindeki fazla aminoasitleri kesilir
(Bonucci 2012). Bdylece prokolajen, tropokolajene dénusir. Tropokolajenler, kolajen
fibrilleri olusturmak igin bir araya gelirler. Bir araya getiren baglar ise hidroksilizin ve lizini
baglayan lizil oksidaz tarafindan olusturulan kovalent ¢capraz baglantilardir (Burr 2019).
Capraz kovalent baglarla birbirine baglanan tropokolajenler, bir kolajen fibrilini olusturur
(Ricard-Blum 2011, Bonucci 2012, Henriksen ve Karsdal 2019) (sekil 2.3.1.). Kolajen bu
asamadan sonra artik fibronektin ve integrinler aracihdiyla hicre zarina tutunabilir
(Gbkge-Kutsal 2004, Feng ve McDonald 2011).

Pro-a peptit zinciri
a1 (Il) Tropokolajen

AVAVAVAVE LD
Rl ot ity YOG\l

|

Prokolajen Kolajen Fibriller

OB ="

Tropokolajen l

E mc > Tip | Kolajen ‘

Elif Beyza Yilmaz Yigit 2021

Sekil 2.3.1. Tip | kolajen sentezinin sematik gosterimi.

Tip 1 kolajen kemigin kemigin esas protein yapili komponenti olup, osteoblastlar
tarafindan en fazla sentezlenen proteindir (Calvo, Eyre vd 1996, Gunson, Gropp vd
2013, Burr 2019). Fibrillerin kendisine 6zgu uglu helikal yapisi sayesinde, yuksek
dizeyde organizasyona sahiptir. Fibriller, kemik ve diger dokular i¢in oldukga 6nemli
olan, yuksek tensil kuvvetini bu dizilim sayesinde kazanirlar. Boylece kemik, mekanik

yuklenmelere kargi optimal dayaniklihda sahip olur (Burr 2002, Bouxsein 2005).
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Kemikteki kolajen kompozisyonu, ayni zamanda kalsiyum fosfat iceren tabak sekilli
hidroksiapatit kristallerinin depolanmasini da saglar. Bdylece kemik matriksinin
kalsifikasyonu saglanir (Bonucci 2012).

Tip | kolajendeki kovalent capraz baglantilar, kemigin biyolojik ve mekanik
Ozelliklerini belirler (Burr 2002, Feng 2009, Morgan, Unnikrisnan vd 2018). Kolajen
capraz badlantilar, lisil-hidroksilaz ve lisil-oksidaz baglantili gelismemis ikili ¢apraz
baglantilar, gelismis Uclu (pridinolin ve pirolin) ¢capraz baglantilar ile glisinasyon veya
oksidasyona bagli enzimatik olmayan c¢apraz baglar olmak tUzere kendi icinde ayrilir
(Saito ve Marumo 2010, Burr 2019).

2.4, Kemik Hiicreleri

Batun kemik yuzeyleri farkli morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahip hucreler
tarafindan kaplanmistir. Bunlar osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositlerdir (Boskey
1990, Buckwalter, Glimcher vd 1996) (Sekil 2.4.1.). Bu hucreler, kemigin gelisimi ve
adaptasyonu sonucunda mekanik ihtiyaclara ve hormonal degisikliklere gére kemigin
dogru zamanda yapim- yikimini saglarlar (Hill 1998, Turner 2002). Kemik formasyonu
bu slrecler arasindaki iligki ile saglanir. Osteoblastlar kemigin yapimini saglarken,
osteoklastlar kemigin yikimini gerceklestirir. Kemigin azaltiimasi gerektigi zamanlarda
fonksiyon gdOsteren osteositler ise, osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki aktivitenin
koordinasyonunu saglar (Burr 2002, Gékge-Kutsal 2004).

Osteoblastlar kemik iliginin mezensimal kok hicrelerinden koken alan, kolajen ve
diger kemik proteinlerinin sentezlenmesinden sorumiu kemik yapim hicreleridir. Ayrica
osteoblastlar, kuboidal sekilli hiicreler olup, kemik ylzeyini kaplarlar. Kemik matriksinin
mineralizasyonunda da énemli bir role sahiptir (Kanis 1997, Downey ve Siegel 2006).
Osteoblastlar, osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) gibi kolajen olmayan proteinlerin
(NCP) yapimindan sorumludur (Allen ve Burr 2014).

Osteositler, kemik yapimi slrecinde kemik matriksine gémuli osteoblastlardir.
Kemikte en fazla bulunan hicrelerdir. Osteositler, osteoblastlari ve diger osteositleri
kemik kanallari arasindan ilerleyerek glcli hicrelerarasi baglantilarla (kanalikuli)
birbirine baglar (Kanis 1997, Huilaja, Hurskainen vd 2009).
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Sekil 2.4.1. Kemik hicrelerinin histolojik goértintlisU; osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler (UAB and the
UAB Research Foundation 2013).

Kemikte bulunan diger ana hlicre grubu ise osteoklastlardir. Hematopoetik
progenitdrlerden kdken olan osteoklastlar, kemik rezorbsiyonundan sorumlu ¢ok
cekirdekli hucrelerdir. RANKL (Reseptor aktivator nuklear kaba ligand) ve MCS-F (Koloni
Uyarici Faktér) aracihgi ile hematopoetik progenitdrlerden, ¢ok cekirdekli hicrelere
farklilasirlar. Kemik yuzeyine tutunup, kemigin apikal yizeyi ve mineralize kemik yuzeyi
arasindaki bosluga asit ve lizozomal enzimler salgilayarak mineralize kemigi indirger
(Kanis 1997, Huilaja, Hurskainen vd 2009, Tran, Nguyen vd 2009).

2.5.  Kemik Yeniden Yapilanmasi

Kemik doku, hayat boyu devam eden bir yapim ve yikim dongusu icerisindedir
(Hill 1998, Eriksen 2010, Allen ve Burr 2014). Hem kortikal hem kansel6z kemikte
meydana gelen bu yapim yikim suregleri kemigin yeniden yapilanmasi (remodeling)
olarak adlandirilir (Parfitt 1984). Kemik yeniden yapilanmasina etki eden faktorler tam
olarak belirlenememistir. Ama yetiskin bireylerde yapim ve yikim slregleri eslesme
(coupling) adi verilen bir stireg ile birbirine esit olmasi saglanir (Eriksen 2010).

Kemik yeniden yapilanmasi, aktivasyon, rezorbsiyon, reversal, formasyon ve
mineralizasyon olarak adlandirilan fazlar ile gergeklesir. Kemigin yeniden sekillenmesi
osteoblastlar ve osteoklastlar arasindaki eslesme ile yer degistirmesi sonucunda
meydana gelir. Bu eslesme BMU (Kemik Coklu-Hucreli Unite) olarak adlandirilan ve on
osteoklast ile birka¢ ylz arasinda degisen osteoblasttan olugan bir hicre toplulugudur
(Frost 1994, Martin ve Seeman 2008). Her bir BMU hem kronolojik olarak hem de
yerlesim yeri olarak birbirinden ayrilir. Dolayisiyla kemik yeniden sekillenmesinin

aktivasyonu, kimyasal ya da mekanik sinyaller ile baglar ve kontrol edilir (Hill 1998).
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Mekanik stres osteositler tarafindan algilanir ve IGF-I gibi bluytme faktérlerinin bu strese
cevap olarak salinmasina neden olur (Frost 2003). Bu asamadan sonra bir dizi agamay!
iceren kemik yeniden sekillenme sdrecini baglatir (Hill 1998). Bu slre¢ prekirsor
hdcrelerin birlesmesini, farkhlagmasini, proliferasyonunu ve ilgili bolgeye gé¢ etmesini
(migrasyonu) icerir. Bu gé¢ insan vicudunda yaklasik 5-10 guin arasinda degisir (Eriksen
2010). Kemik yuzeyinin rezorbsiyonunu baslatan sinyallerin iletiimesi sonucunda,
osteoklastlar bu bdlgeye tagsinmaya baslar. Yaklasik 3 hafta slren bu faz, olgunlasmis
osteoklastlarin ilgili kemigin longitudinal hatti boyunca ilerlemesi ile devam eder. Bu
sureclere ek olarak, kemigin yapim ve yikim fazlarina dahil olmayan bir reversal faz
olarak adlandirilan baska bir faz bulunur. Bu faz osteoblastlar farklilagsmaya ve
osteoblastlarin prekirsoérlerinden proliferasyonu sirasinda meydana gelen bir aktivasyon
fazi olarak disindlebilir. Bu fazdan sonra kemik formasyonu baslar. Yaklasik 3 ay slren
bu fazdan sonra, osteoid olarak adlandirilan mineralize olmamis kemigin,
mineralizasyonu saglanir (Allen ve Burr 2014).

Kemik yeniden yapilanmasi, surekli olarak eski kemigin rezorbe olarak yerini yeni
kemige birakmasini igeren bir slrectir (Martin ve Seeman 2008, Prideaux, Findlay vd
2016, Kenkre ve Bassett 2018). Kemik kitlesinde kayip veya artis oldugunu, yapim ve
yikim arasindaki denge belirler. Bu slireci osteoblastlar, osteoklastlar, osteositler ile
BMU’yu olusturan aksesuar hicreler ile belirlenir. Kemik formasyonu ve rezorbsiyonu
surecinde kemik doku hayat boyu bir yenilenme strecindedir. Trabekuller kemik,
kompakt kemikten daha fazla ytzey/hacim oranina sahip oldujundan, 8 kat daha fazla
metabolik olarak aktiftir. Normal kosullarda bu iki slire¢ birbirleriyle eslesmis durumdadir.
Bu eslesme sirecinde, BMU’yu olusturan osteoklastik ve osteoblastik aktivite bir denge
halindedir (Allen ve Burr 2014, Bala, Zebaze vd 2015).

2.6. Osteoporoz

Osteoporoz, kemik kirilganh@r ve kinga yatkinhkta artisla beraber disik kemik
kitlesi ve kemik dokunun mikro-mimarisinde bozulmayla karakterize sistemik bir iskelet
sistemi hastaligidir (Kurosu 1979, Sambrook 1996, Glaser ve Kaplan 1997, Cymet,
Wood vd 2000, Lane, Russell vd 2000, Takata ve Yasui 2001, Armas ve Recker 2012,
Adams 2015, Chapurlat ve Genant 2016, Ensrud ve Crandall 2017, Rizzoli 2018).
Osteoporoz, 6zellikle kirik ile sonuglanan durumlarda, énemli fiziksel ve psikososyal
sonugclara sahiptir (Urdahl, Manca vd 2006, Parkinson, Forbes vd 2010). Tipik olarak
osteoporoz, trabekuler baglantilarin incelmesi ve buna bagli olarak, kemik hacminin

artmasi ve trabekil sayisinin azalmasiyla sonuglanir. Osteoporozda kemigin mikro-
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mimarisinde gorulen bu degisiklikler kemigin kuvvet kargisindaki dayanimini azaltir
(Parkinson, Forbes vd 2010).

Osteoporoz primer olarak geligebildigi gibi, kemik kaybini arttiran hastaliklara
sekonder de gelisebilir (Kanis 1997, Ensrud ve Crandall 2017, Rizzoli 2018). Primer
osteoporoz, erkeklere oranla kadinlarda daha fazla gorulur (Glaser ve Kaplan 1997,
Kanis 1997). Genel olarak postmenopozal kadinlarda ve yasl erkeklerde gelisir.
Osteoporozun yas, lokalizasyon, etiyoloji ve tutulan kemik dokuya goére siniflandirilir.
Yaygin olarak kullanilan siniflama etyolojiye ve lokalizasyona gére yapilan siniflamadir.
Etyolojisine gore primer veya sekonder olarak siniflandirilabilir (Glaser ve Kaplan 1997,
Kanis 1997). Primer osteoporoz da sebep tam olarak bilinmemektedir. Kendi iginde,
bulgularin baslangi¢ yasina gbre juvenil, idiyopatik ve involusyonel osteoporoz olmak
lizere (i¢ grupta incelenir. involusyonel osteoporoz tiiri olan postmenopozal osteoporoz
ise oldukga yaygin bir hastaliktir ve 50 yasindan sonraki kadinlarda gérullr.
Osteoporozun en sik goértinen formu postmenopozal osteoporozdur. Yasam boyu kirik
gorulme orani %40’ dan daha fazladir. Vertebra, el bilegi ve kalga osteoporotik kiriklarin
en sik goruldugu bélgelerdir. Kadinlar menopoz sonrasi yaklasik 10 yil sonra el bileginde
kiriklar, 15-20 yil icerisinde vertebral kiriklar ve 75 yas sonrasi kalga kiriklar
gelisebilmektedir. Kalca ve vertebra kiriklari sonrasinda hastaneye vyatis,
immobilizasyon, pnémoni ve tromboembolik olaylar buna bagh olarak da bir yillik
mortalite oranlari %20’lere kadar ¢ikmaktadir (Srivastava ve Deal 2002).

Osteoporotik kiriklar igerisinde, 6zellikle kalca ve vertebral kiriklar asiri 6lim
tehlikesi icerir (Coughlan ve Dockery 2014). Tim dinyada kalga kirigina bagli olarak
Olim orani yilda 740,000’dir. Avrupa Birligi verilerine gére bunlarin sadece 21,000’i
kingin ilk yilinda gergeklesir (Hernlund, Svedbom vd 2013). Her iki cinsiyette de kalca
ve vertebral kiriklarina bagli mortalite orani yuksektir. Kalga kiriklarina bagh élimlerde,
kinga bagh gelisebildigi gibi, cerrahi sonrasi enfeksiyon, tromboembolizm gibi
komplikasyonlarin sonucunda da gelisebilir (Kanis 1997). 50 yasindan buyuk erkeklerin
%8'i, kadinlarin ise %3’ kalga kirigina bagh olarak hayatini kaybetmektedir (Hernlund,
Svedbom vd 2013, Kanis, Cooper vd 2019). Cinsiyet, yas, ek hastaliklar kirik sonrasi
mortalite oranlarini ylkselten ana faktorlerdir. Osteoporozdaki diger 6nemli risk faktorleri
ise vucut agirligi, travma, genetik, beslenme, alkol kullanimi, fiziksel inaktivite, menopoz,
Ostrojen eksikligi, hormonal nedenler, yasam tarzi, cesitli ilaclar, kadinlarda sigara
kullanimi ve disuk kemik kitlesidir (Kanis 1994, Gass ve Dawson-Hughes 2006, Rizzoli
2018, Kanis, Cooper vd 2019).

Kadinlarda 50 yasindan sonra, kemik kaybi hizlanmaya baglar (Delaney 2006).
Ozellikle 65 yagindan sonra kemik mineral yogunlugu élgiimlerinde, Kirik riskinin en

yuksek seviyede oldugu gosterilmistir (Delaney 2006, Armas ve Recker 2012).
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Bireylerde osteoporoza badli olarak, kortikal porlarda artma ve trabekillerde incelme
meydana gelir (Rizzoli 2018). Ostrojen eksikligi, kemik yapim ve yikim mekanizmasini
bozar (Garnero, Sornay-Rendu vd 1996, Riggs, Khosla vd 1998). Kemik iliginden salinan
cesitli sitokinlerin yapiminda artma meydana gelir. Bu da osteoklast sayisini veya
osteoklast aktivitesini arttirarak kemik yikimini uyarir (Meema ve Meema 1976, Heaney,
Recker vd 1978, Richelson, Wahner vd 1984).

2.7. Renin Anjiotensin Sistemi ve Kemik Doku lligkisi

Renin anjiotensin sistemi (RAS) kan basincinin kontrolinde dnemli bir rol
oynayan kompleks enzimatik bir yapilanma olmakla beraber, antihipertansif tedavide de
onemli bir hedeftir (Ghosh ve Majumdar 2014). Bu sistemin esas etkisi anjiotensin 1l (Ang
II) yoluyla gerceklestiriimektedir. Renin ise bu sistemin temeli olup, bdbreklerde bulunan
jukstaglomeruler hucrelerde Uretilir ve buradan kana salinir. Bu yapi daha sonra
anjiotensin | (Ang I)in anjiotensinojen’den ayriimasini saglar. ileri asamalarda ise Ang |,
Ang Il yi olusturur. Bu degisim ise anjiotensin dénusturictu enzim (ACE) tarafindan
yapilmaktadir (Donmez, Ozdemir vd 2012, Gebru, Diao vd 2013, Ghosh ve Majumdar
2014) (Sekil 2.3.1.).

Renin Anjiyotensin Sistemi
Karaciger
Anjiotensinojen
Bobreklerden renin salinir Anjiyotensin || damarlarda
vazokonstruksiyon yapar
Renin Anutensmo;em ~

Anjiyonsin |I' e donusturar Anjiyotensin |
Akcigerlerden ACE
(anjiyotensin donusturicu
enzim) salinir

ACE, Anjiyotensin I'i Anjiyontensin II'ye

donustirir Anjiyotensin ||

% Anjiyotensin adrenal bezlerden Aldesteron bobreklerde
Aldesteron NaCl ve Su
salinimini gerceklestirir geri emilimini uyarir.

Elif Beyza Yilmaz Yigit 2021

Sekil 2.7.1. Renin anjiotensin sisteminin sematik gésterimi.
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Temel olarak RAS ile kemik metabolizmasi arasindaki iliski Ang Il tarafindan
yurutilmektedir (Gebru, Diao vd 2013). Daha énce yapilan galismalarda ise Ang II'nin
TRAP pozitif multiniklear osteoklastlarda, osteoblastlarda RANKL ekspresyonunun
upregulasyonu yoluyla artmis oldugu gdésterilmistir (Bailey, Sims vd 1999, Shimizu,
Nakagami vd 2008, Gebru, Diao vd 2013). S6z konusu bu etkilerin 6zellikle overektomi
modelli calismalarda ACE inhitibitdri ve Ang Il tip 1 reseptdr blokoéra ilaglar kullanilarak
ortadan kaldinldigi literatliirde gdsterilmistir (Donmez, Ozdemir vd 2012, Rajkumar,
Faitelson vd 2013). Bu ac¢idan elde edilen bulgular 6zellikle osteoporoz gibi kemik
metabolizmasi ile ilgili Gnemli hastaliklarin tedavisinde RAS’In 6nemli bir stratejik hedef
olmasini saglamigtir.

Renin anjiotensin sistemi (RAS) kan basincinin homeostazisinde, ayni sekilde su
ve sodyumun duzenlenmesinde 6énemli rol oynar (Unger 2002, Verdecchia, Angeli vd
2008). RAS aktivasyonu hipertansiyon, renal hasar ve metabolik sendrom ile sonuglanir
(Parkinson, Forbes vd 2010, Putnam, Shoemaker vd 2012). Yakin zamanda, RAS’in ana
etkilerinin sistemik oldugu disunulirdi; ancak, hayvan ve hiicre ¢alismalarinda bulunan
kanitlar, kemik dokudaki RAS aktivasyonunu ve sonucunda osteoporoz gelistigi

gOsterilmistir (Paul, Poyan Mehr vd 2006, Shimizu, Nakagami vd 2008).

2.8. Raman Spektroskopisi ve Kemik Doku

Raman spektroskopisi, biyolojik dokularin biyofiziksel ve kimyasal 6zelliklerini doku
icerisine girmeden belirleyen lazer tabanli bir analiz teknigidir (Mandair ve Morris 2015,
Paschalis, Gamsjaeger vd 2017). Raman spektroskopisinde, lazer etkilesimi ile sacilan
fotonlar bir dedektdrde toplanir. Dedektérler molekilin kendine 6zgu titresimlerine gore,
sacilan i1s1gin dalga boylarini ifade eden bir spektrum gosterir. Bu spektrumda dokunun
icerigine ait bantlar ve tepe (pik) noktalari bulunur. Her bir tepe noktasi dokunun kendine
6zgu bilesenlerini gosterir.

Raman spektroskopisi herhangi bir 6rnek hazirligina ihtiyag duyulmaksizin, dokunun
biyolojik komponentlerini ¢cok hizli bir sekilde belirler (Butler, Ashton vd 2016). Taze veya
fikse olmasi farketmeksizin, dokularda ve non-invaziv olarak canh hayvanlarda
kullanilabilir. Bu ylzden kemik kalitesi ile ilgili yapilan arastirmalarda 6nemli bir
degerlendirme 06lgitu haline gelmistir (Mandair ve Morris 2015).

Kemik kalitesi terimi cogunlukla kemik dokunun kompozisyonunu ve mimarisini ifade
eder (Boskey, Marino vd 2015, Burr 2019). Bu iki 6zellik kemik dokununun mekanik

fonksiyonlarini gergeklestirebilme yetenegini ve igerisindeki materyalin 6zelliklerini
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belirler (Burr 2002, Bergholt, Serio vd 2019). Raman spektroskopisi sayesinde bu
Ozellikler dort 6nemli kompozisyon komponenti ve kemik kalite komponentleri ile
belirlenir (Donnelly, Chen vd 2010, Morris ve Mandair 2011, Butler, Ashton vd 2016).
Bunlar Mineral- Matriks Orani, Karbonat-Fosfat orani, Mineral-Kristalinitie ve kolajen
kalite parametreleridir. Mineral-Matriks orani igin viPO4/ Amid | (Fosfat/ Amide 1),
v1PO4/ Amid/lll (Fosfat/Amide IIl), viPO4/ Pro (Fosfat/ Prolin), v1PO4/ CH2 degerleri;
mineral 6zellikleri icin 1/FWHM (Full-width half-height, vAPO4), CO3/ v1PO4 degerleri;
organik matriksin dzellikleri igin Hyp/ Pro (Hidroksiprolin/ Prolin), 1670/ 1640, 1670/ 1690
degerleri kullanilir (Morris ve Mandair 2011, Unal, Uppuganti vd 2019, Unal 2021). Bu
oranlar olugturan her bir deger bant olarak adlandirilir ve belirli degerlerde yer alirlar.
959 cm-1’de bulunan fosfat bandi karbon iceren apatitler hakkinda bilgi saglar. Fosfatin
FWHM bandi ise mineral kristinalite degerini belirlemek igin kullanilir. 1070 cm™* deki
karbon bandi kemik mineralizasyonu ile ilgili bilgi saglar. Ona yakin bulunan 1076 cm*
deki bant ise diger fosfat bandindan biridir (Boskey 2006).
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Sekil 2.8.1. Raman spektroskopide kemik iceriginin intensiti degerleri (Buchwald, Niciejewski vd 2012).

Kolajen icin en sik kullanilan bant Amide | bandidir. Bu bandin en dnemli degerleri
1660 cm™ ve 1690 cm™ dir. Bu bantlarin orani, Ugli gapraz pridinol ve olgunlasmamis
dihidroksilizinorolizin ¢agraz badglantilarinin birbirine orani kemikteki capraz baglarin
kopup kopmadigdi hakkinda bilgi verir (Boskey 2006, Unal, Uppuganti vd 2019). Amide
I’in alt peak degerleri olan lis70/1640 V€ l16701 1690 Oranlari kolajen hakkinda énemli ipuglari

verir. lig7or 1600 Orani gapraz baglardaki hasar hakkinda bilgi verir ve matriks maturitesini
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gosterir (Mandair ve Morris 2015). lis7one40 degeri kolajenin helikal sekli, dolayisiyla
kolajen kalitesi hakkinda bilgi verir (Unal, Uppuganti vd 2019). Bu iki deger insan kortikal
kemiginde kirik ve katilik hakkinda énemli ipuclari saglar.

Genel olarak kemikte, fosfat bandinin 959 cm™ deki degeri, kemik mineral igerigini
ifade eder.1660 cm* deki Amide | degeri, 1446 cm™*'deki CH. deformasyonu degeri, 853
cm™ deki Prolin ve 876 cm™ deki Hidroksiprolin degerleri Raman spektroskopisinde
sikhkla kullanilir (Boskey 2006, Mandair ve Morris 2015) (Sekil 2.8.1.).

2.9. Deneysel Osteoporoz Modeli

Postmenopozal osteoporoz lzerine yapilan arastirmalarda en ¢ok kullanilan model
overektomize sican modelidir (Wronski, Dann vd 1989, Wronski, Dann vd 1993, Chen,
Yao vd 2001, Wu, Zhao vd 2019, Xu, Liu vd 2019, Kim, Kim vd 2020, Dempster, Marcus
vd 2021). Postmenopozal kadinlarda over hormonlari eksikligine bagli gelisen kemik
kaybinin incelenmesi amaciyla bu hayvan modeli gelistiriimistir (Wronski, Dann vd 1989,
Yang, Zheng vd 2020).

Overektomi sonrasi, kemik yikiminin kemik yapimini gegmesiyle iskelette kemik
kaybi baslar (Erben, Bromm vd 1998). Erken dénem postmenopozal kemik kaybina
benzer sekilde overektomili sicanlarda kemik yapim ve yikim doénglstnin arttigi
g6zlemlenir. Siganlarda overektomi sonrasi 2 ay igerisinde kemik yapim-yikimi en
yuksek degerine ulastiktan sonra, asamali olarak azalmaya baslar (Wronski, Cintron vd
1988, Wronski, Dann vd 1989). Femur boynunda belirgin kemik kaybi ilk 30 giin sonra
meydana gelir (Wronski, Dann vd 1993). Fakat istatistiksel olarak anlamli ilk kayip sekiz
hafta sonra ortaya ¢ikar (Erben, Bromm vd 1998). Overektomi sonrasi kansel6z
kemikteki kemik kaybi vertebra ve tibia’da gosterilmistir (Wronski, Dann vd 1989). ilk 6
ayda vertebral kemik kaybi orta dlizeyde seyrederken, tibia’nin proksimal ucunda kemik
kaybi cok daha hizlidir (Wronski, Cintrén vd 1988).

Postmenopozal osteoporozun etkilerini incelemek igin kullanilan overektomili sigan
modeli oldukga sik tercih edilmektedir Bunun nedeni ise postmenopozal osteoporozda
gorulen dstrojen eksikligine bagl kemik kompozisyonundaki degisikliklerin, bu deneysel
model ile benzerlik gdstermesidir. Bununla birlikte, overektomili sigan modelinde
dayaniklilik, kuvvet dayanimi, elastik modul ile iligkili mekanik 6zelliklerde azalmanin
meydana gelmesi, postmenopozal osteoporoz ile iliskili ¢alismalardaki 6nemini
arttirmaktadir (Peng, Tuukkanen vd 1994, Flieger, Karachalios vd 1998, Han,

Szarzanowicz vd 1999).
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2.10. Hipotez

Osteoporoz tum dinyada yaygin olarak goérilen énemli bir hastaliktir ve kemik
dokunun mekanik 6zelliklerini zayiflatarak kemik dokuda kiriklara yol agar. Son yillarda
yapillan c¢alismalarda AT1 reseptdr blokorl igeren ilaglarin osteoporozun yarattigi
komplikasyonlari azalttigi gdsterilmistir. Calismamizin hipotezleri sunlardir:

1. Overektomi modeli kemik dokuda osteoporoza neden olur, kemik doku mekanik
olarak zayiflar, fiziko-kimyasal deg@isimler meydana gelir ve kemik kolajen miktari
azalir.

2. Osteoporotik siganlara verilen Losartan tedavisi kemik dokunun mekanik
Ozelliklerini gelistirir, kemik dokudaki kolajen miktarini artirir ve kemik dokunun

fiziko-kimyasal 6zelliklerini geligtirir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Deney Gruplan, Overektomi ve ilag Uygulanmasi

Batun gruplarda 200-250 gram agirhiginda 12 haftalik Rattus norvegicus turu
Wistar cinsi yetigkin disi sicanlar kullaniimistir. Her bir grupta 15 adet disi sican olmak
Uzere toplam 75 adet hayvan yer almistir. Tim denekler 12 saat gece, 12 saat
siklusunda ve her bir kafeste U¢ sigan olacak sekilde 5 gruba ayrilmigtir. Denekler
sinirsiz yem ve su ile beslenmistir. Yapilan bitiin uygulamalar Pamukkale Universitesi
Deneysel Cerrahi Uygulama ve Arastirma Merkezi tarafindan degerlendiriimis ve
PAUHDEK-2018/23 no ile onaylanmistir.

Calismamizda toplam 5 grup bulunmaktadir:

Grup 1 (Kontrol grubu = KONT): Bu grupta saglikli sigcanlar bulunmaktadir (n=15).

Grup 2 (Kontrol + Losartan grubu = KONT- LOS): Bu grupta bulunan siganlar 12.
Haftadan itibaren 8 hafta boyunca AT1 inhibitori olarak (5mg/kg/glin) Losartan verilmistir
(n=15).

Grup 3 (SHAM grubu = SHAM): Bu gruptaki hayvanlara cerrahi operasyon igin
gerekli bitliin asamalar yapilip overler alinmadan, operasyon bélgesi kapatilip dikilmistir.
Bu grupta bulunan siganlara 12. haftadan sonra 8 hafta boyunca (5 mg/kg/gin) su
verilmistir (n=15).

Grup 4 (Overektomi grubu = OVX): Bu grupta bulunan siganlara overektomi
yapilmistir, bunu takiben 12. haftanin sonunda 8 hafta boyunca (5mg/kg/giin) su
verilmistir (n=15).

Grup 5 (Overektomi + Losartan grubu = OVX- LOS): Bu grupta bulunan sicanlara
overektomi yapilmistir, bunu takiben 12. haftanin sonunda 8 hafta boyunca (5mg/kg/giin)
Losartan verilmistir (n=15) (Tablo 3. 1. 1.).
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Tablo 3. 1. 1. Deney Gruplari

Grup No Bekleme Tedavi Suresi
(n=15) Ad Kisaltma islem Madde Siresi (Hafta)
(Hafta)

1 Kontrol KONT O] Su 12 8

2 Kontrol KONT- LOS O] Losartan 12 8
Losartan

3 Sham SHAM Sham Su 12 8

4 Overektomi OVX Overektomi Su 12 8

5 Overektomi OVX- LOS Overektomi Losartan 12 8
Losartan

Overektomi icin 30 adet Wistar cinsi yetiskin disi sigcan kullaniimistir (OVX ve
OVX- LOS gruplar). Hayvanlar her kafeste i¢c adet olacak sekilde kafeslenmistir. Deney
suresince normal yem ve musluk suyu verilmistir. Anestezik madde olarak Ketamin (90
mg/kg) ve Xylazine (10 mg/kg) intraperitoneal olarak verilmistir. Anesteziden sonra
hayvanlarin karin bolgeleri traslandiktan sonra, ventral insizyon yapilarak uterus
baglanmistir. Ovaryumlar bilateral olarak koterle alinmis ve insizyon bdlgesi dikilerek
kapatiimistir. (OVX ve OVX- LOS gruplari). Ayni cerrahi islemler SHAM grubu icin de
yapilmistir. Fakat SHAM grubuna ait bu hayvanlarin ovaryumlari alinmadan girisim
yapilan bolgedeki kesi dikilerek kapatiimistir (Sekil 3.1.1.). 12 haftalik stirenin sonunda
OVX- LOS ve KONT- LOS gruplarina 8 hafta boyunca gavaj yoluyla 5 mg/kg/gin AT1
inhibitori olarak Losartan, diger G¢ gruba ise (KONT, OVX ve SHAM) 5 mg/kg/gin
musluk suyu verilmistir.

Deney, 20 haftalik siirenin sonunda hayvanlardan, anestezi altinda, kalpten
kan alinarak (kansizlastirma yontemiyle) sonlandiriimistir. Deney ve kontrol gruplarina
ait siganlardan bilateral olarak ¢ikarilan femurlar ile tibia’lar higbir kas ve bag dokusu
kalmayacak sekilde diseke edilmistir. Daha sonra gikarilan femur ve tibia’lar serum

fizyolojik (SF) ¢Ozeltisi ile yikanmistir. Gruplara gore gazli beze sarilarak, deneye alinana
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kadar -20°C’ de bekletilmistir. Batin femurlar ve tibia’lar ¢ikarildiktan sonra, mekanik
test, PCR deneyleri, Mikro-BT ve Raman analizleri igin kullaniimistir.

Sekil 3.1.1. Overektomi cerrahisi asamalari. A’da siganin karin bélgesi tiraglanip, batikon suridlmus hali, (B)
Karin bolgesinde ventral insizyon sonrasi sabitlenen uterus, (C) Tuba uterina ucundaki overlerin baglanip
ve koterize edildikten sonraki hali. (D) Bilateral overektomi sonrasi kesinin kapatiimig hali.

3.2. Egme Testi (Three Point Bending Test)

Osteoporoz’da kemik  mikro-mimarisindeki  bozulmalarla beraber, kemik
kirilganhiginda artis meydana getirir. Kemik kirilganligindaki bu artis, kemigin yapisal ve
fizyolojik 6zelliklerinde de degistirir. Bu ylzden G¢ nokta egme testi, kemigin biyomekanik
Ozelliklerini test etmek ve mikro-mimarisindeki degisiklikleri tanimlamak acisindan
oldukga 6nemlidir.

Kemige yapilan biyomekanik testlerin baginda cekme testi ve egme testi gelir. Egme
testi, i¢ nokta egme testi olarak da bilinir. Materyalin, bu durumda kemigin, egmeye karsi
elastik modulunl ve fleksural kuvvet (strength) deg@erlerini ortaya koyar. Test edilecek
kemik, ¢ nokta egme testi cihazina iki ucu sikistirilacak sekilde yerlestirilir ve burada
kemige uygulanan kuvvet miktar arttirilarak, ortasinda meydana gelen ¢cokme degeri
(deflection) belirlenir. Bu sonuglar bir grafik haline getirilerek kemik dokunun mekanik

davranigi incelenir.
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Femurlar -20 °C’de dondurucudan c¢ikarildiktan sonra biyomekanik testlerin
uygulanabilmesi i¢in ¢ézinmesi beklenmistir. Hazirlanan érnekler igcin uygulanacak
biyomekanik testler Ege Universitesi Milhendislik Fakiiltesi Makine Miihendisligi Balimii
Biyomekanik Laboratuvarinda yapilmistir. Ug noktali egme testi icin bilgisayar kontrolli
bir germe-kopartma cihazi (Shimadzu Autograph AG-G series, ShimadzuCo, Kyoto,
Japonya) kullaniimigtir. Femurlar egme aparati altina yatay olarak iki mesnet arasindaki
mesafe 2,6 cm olacak sekilde yerlestiriimistir. Egme hizi 2 mm/ dk olarak ayarlandiktan

sonra, kemik kirilana kadar kuvvet uygulanmistir.

3.2.1. Femurun Kesit Yiizey Alaninin Hesaplanmasi

Egme testi yapildiktan sonra kirilan femurlarin gévdelerinin en ince oldugu bdlge
elektrikli bir rotor yardimiyla transvers olarak kesildikten sonra her bir femur icin elde
edilen fotograflar yuzey alani hesaplanmasi icin kullaniimigtir. Elde edilen gérunttlerden
bilgisayar ortaminda Image J programiyla kemik dokunun ¢api, i¢ ¢api (mm cinsinden)
ve toplam ylizey alani (mm? cinsinden) hesaplanmistir. Her bir femur igin elde edilen bu

degerler diger biyomekaniksel verilerin hesaplanmasinda kullaniimistir.

3.2.2. Egme Testi Verilerinin Hesaplanmasi

Edme deneyi boyunca, kuvvet (F) arttirilirken, kemigin tam ortasinda olusan ¢okme
degeri (deflection) dlgtilmistir. Olglilen degerler sonucu kuvvete karsilik gelen ¢ékme
grafigi elde edilmistir. Mukavemet bilgileri kullanarak, ¢ noktali egme testi icin

maksimum egme dayanimi ve maksimum kuvvet degeri hesaplanmistir.

3.3. Raman Spektroskopisi Analizleri ve Hesaplanmasi

Raman spektroskopisi olclimleri Pamukkale Universitesi Teknoloji Fakltesi
Biyomedikal Muihendisligi Bolumu laboratuvarinda yapilmistir. Raman analizi igin
tasinabilir bir Raman cihazi (i Raman plus Portable Raman System, BWTEK, CDRH-
Radiological Health Program, 2014, Newark, ABD) kullanilmistir. Her bir femur -20°C’
den cikarildiktan sonra, 10x PBS igerisinde 6 saat bekletilmistir. Analizler icin cihaz
icerisine yerlestirilerek, lazer probun o6rneklerden uzakhg 5.9 mm olacak sekilde
ayarlanmigtir. Cihaz yazihmi (BWSpec™ (izerinden yapilmistir. Her bir tibianin safti
icerisinde proksimalinden distale dogru U¢ noktadan dlcum yapilmistir. Her kemikte ug¢

noktadan toplanan verilerin ortalamasi alinip, spektrumdaki karsiligina kaydedilmigstir.
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Bunlar 875 nm’de Hidroksiprolin, 853 nm’de Prolin, 959 nm’deki viPO*, 1072 nm’deki
COs, 1270 nm’deki Amide Ill, 1450 nm’deki CH>, 1670°’deki Amid | ile 1670 ve 1690
bantlarindaki degerlerdir. Bu degerler belirlendikten sonra Mineral- Matriks Orani,
Karbonat-Fosfat orani, Mineral-Kristalinite ve kolajen kalite parametreleri igin belirli
oranlar hesaplanmistir. Bunlar; mineral-matriks orani igin viPO4/ Amid |, vaiPO4/ Amid/Ill,
viPO4/ Pro, viPO4/ CH2 degerleri; mineral 6zellikleri igin 1/FWHM(v1PO.), CO3/v1PO4
degerleri; organik matriksin 6zellikleri igin Hyp/ Pro, lis7or1640 V€ l1670/ 1690 degerleridir. Ayni
gruptaki her bir oran ayri ayri ortalamalari alinarak ¢alisma gruplarimiza ait 7 deger igin

ortalamalar belirlendi.

3.4. Mikro- BT Gériintiilemeleri ve islenmesi

Calismamizda Mikro-BT tarama ve 6lgimler Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiltesi Anatomi Anabilim Dal’'nda bulunan Mikro- BT cihazi (SkyScan 1174, SkyScan,
Aartselaar, Belgium) ile yapilmigtir. Daha sonra CTan (SkyScan, Aartselaar, Belgium)
ve CTvox (SkyScan, Aartselaar, Belgium) isimli programlar ile ¢ boyutlu modellemeler
yapilmistir (Sekil 3.4.1.).

Sekil 3.4.1. Bir femurun ¢ boyutlu Mikro-BT gorintisu.

Uc boyutlu ve iki boyutlu analizler bu programlar ile degerlendirilmistir. Numuneler
taranirken 33 um c¢odzinlrlikte su parametreler ile taranmistir: 800 mA, 50 kVp, 0,7
rotation degerinde toplam 180° rotasyonda ve her goérinti icin 2700 milisaniye sure ile
taranmigtir. CTan programi ile doku hacmi, kemik hacmi ve ylzdelik kemik hacmi
degerleri gosterilmistir.

Calismamizda Mikro-BT oélgimleri ile kemigin BV/TV (Bone volume /Total bone
volume), Conn.D (Connectivity Density), Tb.Th (Trabecular thickness), Tb.Sp
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(Trabecular seperation), Th.Th.SD (Trabecular thickness standart deviation), Th.Sp.SD
(Trabecular seperation standart deviation) ve SMI degerleri hesaplanmigtir.

3.5. PCR Deneyleri

PCR deneyleri Suleyman Demirel Universitesi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestiriimistir. Deney ve kontrol gruplarindan
alinan érnekler 1 ml RNA koruyucu sollsyon igerisine alinarak + 4 °C’ de bir gln
bekletiimigtir. Daha sonra &rnekler RNA izolasyon asamasina kadar -20 °C de

saklanmistir.

3.5.1. RNA izolasyonu

Hasta ve kontrol bireylere ait dokulardan RNA izolasyonu igin RNeasy® Mini Kit,
PureLink® marka ticari kit kullaniimistir. RNA izolasyonu i¢in uygulanan basamaklar
asagidaki gibidir:

Dokular pipet yardimi ile 1,5 ml’ lik tlplere yerlestirilip, Gzerine 1 ml lizis ¢dzeltisi, 10
uI Beta-merkaptoetanol eklenerek 1-2 dakika boyunca homojenize edilmistir. Homojenat
12.000 g’ de iki dakika boyunca santrifiij edilmistir. Lizat 1,5 mI’ lik temiz tlipe alinmig ve
45 saniye homojenize edilmistir. Homojenat 20.000 g’ de 5 dakika santriflij edildikten
sonra stiper natant 1,5 ml’ lik RNaz tiipe alinmigtir. Uzerine esit hacimde %70’lik etil alkol
eklenerek vorteks ile karistirilmistir. 700 ul 6rnek pipet yardimiyla spin kolona alinmistir
ve 12.000 g’ da 15 saniye oda sicakliginda santrifij edilmistir. Tlpln altinda toplanan
sivi uzaklastirildiktan sonra 6rnedin tamami spin kolondan gegene kadar, son l¢ adim
tekrar edilmistir. Spin kolona 700 pl yikama tamponu | eklenmis ve 12.000 g’ de 15 sn
oda sicakliginda santriflij edilmistir. Spin kolon temiz toplama tlplne alindiktan sonra
500 pl yikama tamponu Il eklenmistir. 12.000 g’ de 15 saniye oda sicakli§inda santrifj
edildikten sonra tupun altinda toplanan sivi uzaklastiriimistir. 500 ul yikama tamponu |l
eklenmistir ve 12.000 g’ de 15 saniye oda sicakhiginda santrifiij edilmistir. Tipln altinda
toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra 12.000 g’ de 1-2 dakika santrifij edilmistir. Spin
kolon yeni toplama tipune alinmistir ve Gzerine 100 pyl RNaz, arindiriimis su eklenerek
bir dakika oda sicakliginda inkibasyona birakilmistir. 12.000 g’ de 2 dakika santrifij
edildikten sonra RNA temiz tlipe alinarak -80 °C’ de muhafaza edilmistir.

Elde edilen RNA orneklerinin miktar tayini Nanodrop cihazi kullanilarak
yapiimistir. Stok RNA 6rneklerinden birer pl alinarak élgiimler yapilmistir. Ornegin, 260

nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbsiyon degerlerine bagh olarak, RNA



25

konsantrasyonlari ve A260nm/ A280nm oranlari belirlenmistir. Saflik orani 1.8- 2.0

arasinda olan RNA drnekleri PCR analizlerinde kullaniimistir.

3.5.2. cDNA Sentezi

PCR, doku veya hicrelerden izole edilen RNA'’ larin ters transkriptaz enzimi ile
komplementer DNA (cDNA)ya donustirilmesine dayanan ve gen ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan hizli ve hassas bir yontemdir. Bu
yontem sayesinde, ¢ok az miktarda RNA drnegi ile ¢alisilabilmekte ve dokudaki gen
ekspresyon miktari tespit edilebilmektedir. Safligindan emin olunan RNA &rnekleri,
cDNA sentezi icin her bir 6rnekte 0,5-1ug/ ml olacak sekilde DNaz ve RNaz’dan yoksun
steril su ile dilue edilmigtir. cDNA sentezi icin, cDNA sentez kiti (ThermoScientific)
kullaniimigtir.

inkiibasyon sonucunda elde edilen cDNA’lar PCR analizinde kullaniimistir. PCR
analizi i¢cin, NCBI veri tabaninda tanimlanan COL1A1 ve COLA2 mRNA gen dizilimleri
baz alinarak gene 6zgu primerler dizayn edilmistir. Ayrica, tim bantlarda esit miktarda
RNA miktarinin bulundugunu kanitlamak amaciyla GAPDH (Gliseraldehid 3-Fosfat
Dehidrogenaz) mRNA ekspresyonu dizeylerine bakilmistir. PCR reaksiyonu, cDNA,
sense ve anti-sense gene spesifik primerler, PCR tamponu, MgCl, dNTP karisimi ve Taq
polimerazin (Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, CA) varlidinda her bir gene 6zgu
olarak hazirlanan PCR programinda gercgeklestiriimistir. Elde edilen PCR Grinleri,
%1,2’lik agoroz jel Gzerinde 1x Tris-Borik asit-EDTA tamponu igerisinde yurutilerek elde
edilen bantlar, kontrol bantlara kiyaslanarak degerlendirilmistir. RT-PCR teknigi, kalitatif
bir analizdir; ancak analiz sonrasinda elde edilen ilgili mMRNA ekspresyon bantlarinin
yogunlugu Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi ile belirlenmistir ve
kontrol olarak kullaniimistir. GAPDH gen ekspresyonuna ait bantlarin yodunlugu ile
oranlarak sonugclar verilmistir. Boylece sonucgta yari-kantitatif olarak ilgili mRNA

bantlarinin yogunluklari ifade edilmistir.

3.6. istatistiksel Analiz

Biyomekaniksel bulgular, Mikro- BT ve Raman spektroskopisi bulgularin
istatistiksel analizi icin ANOVA test ve posthoc test olarak Bonferroni test kullaniimistir.
PCR teknigi, kalitatif bir analizdir; ancak analiz sonrasinda elde edilen ilgili mRNA
ekspresyon bantlarinin yogunlugu Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi

ile belirlenmigtir ve kontrol olarak kullanilan GAPDH gen ekspresyonuna ait bantlarin
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yodunlugu ile oranlanarak sonugclar verildiginden sonuglar vyari-kantitatif olarak
degerlendirilmigtir. Elde edilen yari-kantitatif verilerin normal dagilima uygunluklari test
edildikten sonra normal dagilima uyan verilerde ANOVA testi kullanilarak gruplar arasi
farkin anlamhligina bakilmigtir, normal dagilima uymayan verilerde ise Kruskal Wallis
testi yapilmistir ayrica gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu durumlarda farki yaratan
grubun saptanmasi i¢in Post-hoc analizi yapiimistir. PCR ve diger tim kantitatif testlerin

istatistiksel analizleri igin p< 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda overektomili sican modeli kullanilarak, anjiotensin AT1 reseptor
blokdrl olan Losartan’in postmenopozal osteoporoza etkisi arastinimistir. Yaptigimiz
egme testi bulgularina gére OVX grubunun egme dayanimi, KONT grubundan
istatistiksel olarak daha duguktir (p<0.05). Losartan ile tedavi alan OVX- LOS grubunda
dayanim giicu, tedavi almayan OVX grubuna gore istatistiksel olarak daha ylksek olarak
saptanmistir (p<0.05). Overektominin ilk ginidnden itibaren 12 hafta siren Losartan
tedavisinin Mikro- BT 6lcimi sonunda elde edilen BV/TV, Conn.D, Tb.Th., Tb.Sp.
degerlerine etkisi incelendiginde OVX grubunda BV/TV ve Tb/Th 6lgimlerinde KONT
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalmistir (p<0.05). OVX grubunda
KONT grubuna goére Tb.Sp degeri artmistir (p<0.05). Fakat BV/TV, Tb.Th, Th.Sp
degerlerinde diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanamamistir.
Overektomi yapildiktan sonra 8 haftalik Losartan tedavisinin sonucunda Yapisal Model
Indeks (SMI) te OVX grubunun SMI degerleri KONT grubundan daha daslktir (p<0.05).
8 hafta boyunca Losartan tedavisinin Losartan alan OVX- LOS grubunda istatistiksel
olarak anlamh bir farka rastlanmamistir. Kemikte kemik matriks kalitesi ve kolajen yapisi
icin viPO4/ Amid |, v1PO4/ Amid Ill, viPO4/ Pro, viPO4/ CH2 degerleri; mineral
Ozellikleri icin 1/FWHM(v1PO4), CO3/v1P0O4 degerleri; organik matriksin 6zellikleri igin
Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 degerleri ile incelendiginde her bir deder icin gruplar
arasinda anlamh bir farka rastlanmamistir. COL1A1 ve COL1A2 genlerinin mRNA
ekspresyonlarini gosteren PCR sonuglarina gore, her iki parametre de OVX grubunda,
KONT grubuna oranla azalmistir. OVX- LOS grubunda, OVX grubuna gore iyilesme

gOstermistir.

4.1. Egme Testi Bulgulari

Batun gruplarin dayanim gucu (flexural strength) degerleri Sekil 4.1.1. de

verilmigtir. Egme testinden elde edilen bulgulara gére OVX grubunun egme dayanimi

KONT grubundan istatistiksel olarak daha dusuktir (p<0.05). Losartan ile tedavi alan



28

OVX- LOS grubunda dayanim guicu, tedavi almayan OVX grubuna gdre istatistiksel
olarak daha yiksek olarak saptanmistir (p<0.05). Bu sonuglar Losartan tedavisi alan
OVX- LOS grubunun kuvvet kargisinda dayaniminin arttigini ve kemigin mekanik olarak

guglendigini géstermektedir.

Bending stress (MPa)
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Sekil 4.1.1. Overektomi yapildiktan sonra 8 haftalik Losartan tedavisinin sonucunda egme (bending) stres
degerlerine etkisi. OVX grubunun egme stres degerleri KONT grubundan daha dusuUktur. 8 hafta boyunca
Losartan tedavisi OVX- LOS grubunun egme stres degerlerini KONT grubu seviyesine tasimistir. *p<0.05
KONT grubuna karsi ve # p<0.05 OVX grubuna karsi.

4.2.  Mikro- BT Bulgulan

Calismamizda elde edilen Mikro-BT élgtimleri ile kemigin BV/TV (Bone volume /
Total bone volume), Conn.D (Connectivity density), Tb.Th (Trabecular thickness), Th.Sp
(Trabecular seperation), Th.Th.SD (Trabecular thickness standart deviation), Tb.Sp.SD
(Trabecular seperation standart deviation) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen
sonugclara gore osteoporozdan dolayi BV/TV ve Tb/Th dlgimlerinde KONT grubuna goére
istatistiksel olarak azalmistir (p<0.05). Th.Sp degeri bu grupta artmistir (p<0.05). Fakat
BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp degerlerinde diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farka rastlanmamigstir (Sekil 4.2.1).
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Sekil 4.2.1. Overektominin ilk glininden itibaren 12 hafta suren Losartan tedavisinin Mikro- BT ol¢tmleri
sonunda elde edilen BV/TV, Conn.D, Th.Th., Th.Sp. degerlerine etkisi. OVX grubunda BV/TV ve Tb/Th
olguimlerinde KONT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalmistir (p<0.05). OVX grubunda
KONT grubuna gore Tb.Sp degeri artmistir (p<0.05) fakat BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp degerlerinde diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmamistir.
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KONT LOS

Sekil 4.2.2. Deney gruplarinin Mikro BT goruntuleri. Trabekuillerin degisimini sagittal kesitlerde
gOrulmektedir. OVX grubundaki trabekdler incelme, KONT grubuna oranla azalmistir.
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Sekil 4.2.3. Overektomi yapildiktan 12 hafta sonra 8 haftalik Losartan tedavisinin sonunda Yapisal Model
indeks’e (SMI) etkisi. OVX grubunun SMI degerleri KONT grubundan daha disiktir (p<0.05).
Osteoporozun etkisiyle kemik dokudaki harabiyet acikga gorilmektedir. 8 hafta boyunca Losartan
tedavisinin Losartan alan OVX- LOS grubunda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastalanmamistir. *p<0.05
KONT grubuna karsi.
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4.3. Raman Spektroskopisi Bulgulari

Raman spektroskopisi ile dort dnemli kompozisyon komponenti ve kemik kalite
komponentleri ile belirlenmistir. Bunlar Mineral- Matriks Orani, Karbonat-Fosfat orani,
Mineral-Kristaliniti ve kolajen kalite parametreleridir. Calismamizda Mineral-Matriks
orani i¢in v1PO4/ Amid I, viPO4/ Amid/lll, viPO4/ Pro, viPO4/ CH2 degerleri; mineral
ozellikleri icin 1/FWHM(v1PO4), CO3/v1PO4 degerleri; Organik matriksin ozellikleri igin
Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 degerleri kullaniimigtir.

Raman analiz sonuglarina gére V1P0O4/ Amide I, v1/PO4/ Amide I, v1PO4/ Pro,
v1PO4/ CH2, 1/FWHM, CO3/v1PO4, Hyp/ Pro, 11670/ 11690, 11670/ 11640, 11670/ 11690,
11670/ 11640 degerleri gruplar arasinda karsilastinildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorilmemigtir. Bu sonucun 6mek sayisinin az olmasindan kaynaklandigini

dustinmekteyiz. Sonuclarin grafikleri sekil 4.3.1°de verilmistir.
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Sekil 4.3.1. Raman spektroskopisinde mineral matriks oranini belirlemek igin bakilan degerler. viPO4/
Amid I, vAPO4/ Amid/lll, v1PO4/ Pro, v1PO4/ CH2 degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark géralmemistir.

Kemigin mineral 6zellikleri icin CO3/ vPO4 ile 1/FWHM (v1PO4) degerleri yaygin
olarak kullaniimaktadir. Raman analizlerinde CO3/ v1PO4 ile 1/FWHM (v1PO4)
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degerleri incelendiginde OVX grubunda belli bir azalma egilimi goérilmesine ragmen
istatistiksel olarak bir fark gorulmemektedir (Sekil 4.3.2). Benzer olarak organik matriksin
Ozellikleri icin Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 degerleri ile kolajen kalitesini gosteren
Amide | sub bantlarindan biri olan 1670/ 1640 degeri icinde gruplar arasinda anlamli bir
fark gérulmemektedir (Sekil 4.3.3).
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Sekil 4.3.2. Kemigin mineral 6zelliklerini gdsteren CO3/ vPO4 ile 1/FWHM (v1PO4) degerleri. CO3/ v1PO4

degerinde ve 1/FWHM (v1PO4) degerlerinde gruplar arasi anlamli bir fark gortilmemistir.
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Sekil 4.3.3. Organik matriksin 6zelliklerini gésteren Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 degerleri incelenmistir.
Hyp/ Pro degeri ve 1670/ 1640 degerleri icin gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

gOrulmemistir.

4.4. PCR Bulgulan

PCR deneyleri ile kemikte tip | kolajenin sentezlenmesinden sorumlu olan
COL1A1 ve COL1A2 alel genlerinin mRNA ekspresyonlarini bant gorintisu Sekil 4.4.1.°
de verilmistir. COL1A1 ve COL1A2 nin mRNA ekspresyonu gdsteren sonuclar GAPDH’a
oranlanmistir ve KONT grubu 1 alinarak, diger gruplarin dederleri KONT grubunun kati
olarak hesaplanmigstir. Bu degerlendirme sonucundaki degerlerin grafikleri ise COL1A1
icin Sekil 4.4.2.’de ve COL1A2 icin Sekil 4.4.3.’te verilmistir.
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KONT SHAM ovX KONT-LOS OVX-LOS

COL1A1 579 bp

KONT SHAM ovX KONT-LOS OVX-LOS

COL1A2 481 bp

Sekil 4.4.1. Overektomi yapildiktan 12 hafta sonra kolajen miktarini belirlemek icin bakilan COL1A1 ve
COL1A2’nin ekspresyonlarini gdsteren bantlarin gortntisi. OVX grubunun ekspresyonlarini gdsteren
bantlarda, KONT grubuna gdre azalma gortlmektedir. OVX grubunun COL1A1l ekspresyonu KONT
grubundan daha dugslktir. 8 hafta boyunca Losartan tedavisi alan OVX- LOS grubunda, OVX grubuna
kiyasla COL1A1 ekspresyonu artmigtir. COL1A2 geninin mRNA ekspresyonuna ait bantlar incelendiginde,
OVX grubunun bantlari, KONT grubuna goére azalmistir. OVX ve OVX- LOS grubu arasindaki bantlarda
belirgin bir fark gérilmemektedir.

Tip1 kolajenin sentezlenmesinden sorumlu dider alel gen olan COL1A1’nin
MRNA ekspresyonunun gruplar arasi degisimi Sekil 4.4.2’ de verilmistir. Bu yari kantitatif
degerlendirmede OVX grubunda COL1A1’in mRNA ekspresyonu KONT grubuna gore
azalmistir. OVX grubundaki kolajen harabiyeti ise agik¢ca gérilmektedir. Tedavi alan
OVX- LOS grubunda OVX grubuna goére tip | kolajen miktarinda artis oldugu ve COL1A1
geninin mRNA ekspresyonunun arttigi gértlmektedir. Uygulanan Losartan tedavisinin
osteoporozun etkisiyle kolajen kalitesinde meydana gelen bozulmalarda bir iyilesme

sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.4.2. Tip 1 kolajenin sentezlenmesinden sorumlu olan COL1A71’in mRNA ekspresyonunun gruplar

arasindaki degisimi.
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Tipl kolajenin sentezlenmesinden sorumlu diger alel gen olan COL1A2’nin
MRNA ekspresyonunun gruplar arasi degisimi Sekil 4.4.3'te gdsterilmigtir. COL1A2’in
MRNA ekspresyon sonuglarinin, GAPDH'a oranlanmig ve KONT grubunun degeri 1
olacak sekilde, diger gruplar KONT grubunun kati olarak verilmistir. Bu yar kantitatif
degerlendirmede OVX grubunda COL1A2’nin mRNA ekspresyonu KONT grubuna gore
azalmistir. OVX grubundaki kolajen harabiyeti agikga gortlmektedir. Tedavi alan OVX-
LOS grubunda, tip | kolajen dokunun icerigindeki azalmanin belirgin sekilde goruldagu
OVX grubuna gére COL1A2 geninin mRNA ekspresyonu artmistir. Bu da uygulanan
Losartan tedavisinin osteoporozun etkisiyle kolajen kalitesinde meydana gelen

bozulmalarda iyilesme gérulmustar.
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Sekil 4.4.3. Tip 1 kolajenin sentezlenmesinden sorumu dider alel gen olan COL1A2’nin mRNA ekspresyonunun

gruplar arasi degisimi.
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5. TARTISMA

Literatiirde overektomili sigan modeli, insanda postmenopozal osteoporozun klinigini
goOstermek icin gecerli oldugu kanitlanmistir (Kharode, Sharp vd 2008, Johnston ve Ward
2015). Calismamizda overektomili sican modeli kullanilarak, Anjiotensin AT1 reseptor
blokdrl olan Losartan’in postmenopozal osteoporoza etkisi arastiriimigtir. Yaptigimiz
egme testi bulgularina goére OVX grubunun egme dayanimi, KONT grubundan
istatistiksel olarak daha duguktur (p<0.05). Losartan ile tedavi alan OVX- LOS grubunda
dayanim gulcu, tedavi almayan OVX grubuna gore istatistiksel olarak daha yiksek olarak
saptanmistir (p<0.05). Overektominin ilk glintinden itibaren sekiz hafta siren Losartan
tedavisinin Mikro- BT 6lcimi sonunda elde edilen BV/TV, Conn.D, Tb.Th., Tb.Sp.
degerlerine etkisi incelendiginde OVX grubunda BV/TV ve Tb.Th dl¢limlerinde KONT
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak azalmistir (p<0.05). OVX grubunda
KONT grubuna goére Tb.Sp degeri artmistir (p<0.05). Fakat BV/TV, Tb.Th, Th.Sp
degerlerinde diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farka rastlanmamistir
Overektominin ilk glinlinden itibaren sekiz hafta sitren Losartan tedavisinin Mikro- BT
Olcimi sonunda elde edilen BV/TV, Conn.D, Tb.Th., Tb.Sp. degerlerine etkisi
incelendiginde OVX grubunda BV/TV ve Tb.Th oélgimlerinde KONT grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli olarak azalmistir (p<0.05). OVX grubunda KONT grubuna
gbre Tb.Sp degeri artmistir (p<0.05). Fakat BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp degerlerinde diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmamistir. Overektomi
yapildiktan 12 hafta sonra 8 haftalik Losartan tedavisinin sonucunda Yapisal Model
Index’ de (SMI) grubunun SMI degerleri KONT grubundan daha dusuktir (p<0.05).
Kemikte kemik matriks kalitesi ve kollajen yapisi viPO4/ Amid |, viPO4/ Amid/Ill, v1PO4/
Pro, viPO4/ CH2 degerleri; mineral ozellikleri icin 1/FWHM(v1PO4), CO3/v1P0O4
degerleri, organik matriksin 6zellikleri igin Hyp/ Pro, 1670/ 1640, 1670/ 1690 dederleri
incelendiginde her bir deder icin gruplar arasinda anlamli bir fark gérilmemistir.

Kemigin mekanik Ozellikleri, kemigin fonksiyon ve yapisini yansitan temel
parametreler olarak kabul edilir (An ve Friedman, 1999). Biyomekanik testler bir kemigin
kuvvet karsisindaki dayanim gucund, ¢esitli patolojik durumlarda kemikte ne tir yapisal
degisiklikler oldugunu, hangi tedavilerin ne tarzda ve kombinasyonda uygulanmasi

gerektigi konularinda bilgi verir (Gokce-Kutsal 2004). Kemik biyomekanidi kapsaminda
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esas olarak kemik kirilganhgi veya kirilabilirligi degerlendirilir. Kemigin kirllmasi i¢in birim
alana dugen kuvvet hesaplanarak kemigin gercek dayanikhhdr ortaya konulur. Sonug
olarak, kemigin geometrisi (organ diizeyinde) degerlendirilirken kuvvet-ylk (force), sekil
degistirme (deformation), katilik (stiffness), enerji absorblamasi (work to failure)
hesaplanirken, doku dizeyinde dayanim (strenght), gerilme (stress), gerinme (strain),
elastik modul (elastic modulus), tokluk (toughness) degerleri belirlenir (Turner 2002).
Normalde uzun kemikler in-vivo sartlarda mekanik eksenlerindeki edim nedeniyle
genellikle egme kuvvetlerine maruz kalirlar. Bu nedenle uzun kemiklere iligkin
biyomekanik caligmalarda G¢ noktali egme testi ¢ok sik kullanilir (An vd 2000).
Calismamizda overektomili siganlara verilen Losartan tedavisinin kemik dokuda yarattigi
degisimleri ortaya koymak igin G¢ noktali egme testi yapiimistir.

Kemigin yapisal 6zellikleri ekstrinsik biyomekanik &zellikler olarak tanimlanirken,
kemigin doku dizeyindeki ozellikleri ise intrinsik 6zellikler olarak tanimlanir (Turner
2002). Kemik kirilganhginin tedavisinde hedef sadece ekstrinsik biyomekanik 6zellikleri
iyilestirmek degil, ayni zamanda asamali olarak intrinsik 6zellikleri de korumak olmaldir
(Burr 2002, Turner 2002, Robling, Castillo vd 2006). Calismamizda osteoporozun kemik
dokuda meydana getirdigi hasari ve Losartan tedavisinin bu hasar Uzerindeki olumlu
etkilerini koymak icin ¢ noktali egme testi uygulanmistir. Overektomi sonrasi tedavi
almayan OVX grubunda kuvvet dayanimi, KONT grubunun degerine oranla istatistiksel
olarak daha diusuk oldugu saptanmistir. Dolayisiyla osteoporoziu sigan femurlarinda
saghkh KONT grubuna oranla kiriga daha yatkin ve mekanik olarak daha zayif oldugu
goérilmektedir. Bu da bize osteoporozun yikici etkilerini biyomekanik dizeyde
gOstermektedir. Buna ek olarak tedavi alan OVX- LOS grubunun kuvvet dayanimi
degerinin de, OVX grubuna oranla istatistiksel olarak daha yuksek oldugu goérilmektedir.
Egme testinde Losartan tedavisi alan grubun kuvvet karsisindaki dayanimi artmistir
(Sekil 4.1.1.). Bu sonugclar Losartan tedavisinin, kemigin biyomekaniksel 6zelliklerinde
iyilesme sagladigini ve kemigin kuvvet karsisinda dayanimini arttirdigini gdstermektedir.

Kemik kaybina baglh kiriklarda etkili olan temel faktorlerden bir digeri de kemik mikro-
mimarisindeki bozulmalardir. Dolayisiyla kemik kaybinin onlenebilmesi icin kemik
matriks Ozelliklerinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Kemik matriksi iki farkli bilesene
sahiptir. Mineral fazi kemige katilik kazandirirken, kolajen fibriller ise kemige esneklik
saglar (Saito ve Marumo 2010). Kemigin strese karsi direngli olmasini saglayan unsurlar
arasinda, kemik matriksinin mineralizasyon derecesi ve kemikteki mikro-hasar miktari
onemli yer tutar (Saito ve Marumo 2010, Smith, Gardiner vd 2012). Bununla birlikte
osteoporozda meydana gelen kiriklarin nedeni, sadece kemik kitlesinin azalmasi degil,
ayni zamanda organizasyon yetenegini kaybetmis trabekullerin geometrisinin

bozulmasidir (Feng ve McDonald 2011, Amizuka 2016). Birgok calismada bu trabekuler
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yapilarin osteoporozla bozuldugu ve bunun da kemigin hacmini etkileyerek kirik riskini
arttirdigi gosterilmigtir (McNamara ve Prendergast 2005, Mulvihill, McNamara vd 2008,
Brennan, Gleeson vd 2011, Donmez, Ozdemir vd 2012).

Calismamizdan elde edilen Mikro-BT sonuglarina gére, OVX grubunun BV/TV ve Tb/
Th degerleri, KONT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde azalmigtir. Artmis
BV/TV degeri osteoblastlar tarafindan artmis kemik formasyonu, osteoklastlar tarafindan
kemik rezorbsiyonunu suprese etmesi ile ya da her iki mekanizmanin etkilesimi ile
meydana gelmektedir. Buna ek olarak Tbh. Sp degeri OVX grubunda artmigtir. Bu
sonuglar literatlr ile uyumlu olup, osteoporozun kemik tzerindeki yikici etkisini agik¢a
gOstermektedir. Fakat BV/ TV, Th. Th, Tb. Sp degerlerinde, diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmamistir.

Kemigin yapisal indeksi olan SMI degeri OVX grubunda KONT grubuna gére daha
dusuktdr. Sekiz hafta boyunca Losartan tedavisi alan OVX- LOS grubu ile OVX grubu
arasinda ise istatistiksel olarak anlamh bir farka rastalanmamigtir. OVX grubunda BV/TV
ve Tb/Th élgimlerinde KONT grubuna goére azalmistir. OVX grubunda KONT grubuna
go6re Tb.Sp degeri artmistir. Trabekuler ayrilmalarin artmasi overektomi sonrasi gelisen
osteoporozun neden oldugu harabiyetin belirgin hale geldigini gostermektedir.

AT1 reseptorinin bloke edildigi fareler lzerinde yapilan bir ¢calismada BV/ TV
degerinin yikseldigi ama apendikiler iskeletteki kortikal kemigi degistirmedigi
gOsterilmistir (Kaneko, Ito vd 2011). Calismamizda OVX ve OVX- LOS gruplar
karsilastirildiginda BV/ TV degerinde anlamli bir fark olmamasi bu veriyi dogrular
niteliktedir. Fakat BV/ TV, Tb.Th, Tb.Sp degerlerinde OVX- LOS ve OVX gruplari
arasinda arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka rastlanmamistir. Dolayisiyla sekiz
haftalik Losartan tedavisinin, kemik Gzerinde belirgin bir etkisi saptanmamistir. Bu
durumun overektomi sonrasindaki on iki hafta boyunca kemik mikro-mimarisinde
meydana gelen bozulmanin tedavisi icin, sekiz haftalik akut Losartan tedavisinin yeterli
olmamasindan kaynaklandigini disindirmektedir.

Kemik kaybina bagl kiriklarda diger etkili faktor ise kemik matriksindeki kolajen
fibrillerin yapisidir. Kemik matriksinin blytk bir kismini olusturan tip 1 kolajen, COL1A1
geni tarafindan sentezlenir (Bonucci 2012). Bu ylzden kolajen sentezini diizenleyen
genlerin igerisinde, 6zellikle COL1A1 geni 6nemli rol oynar (Efstathiadou, Tsatsoulis vd
2001, Mann, Hobson vd 2001). COL1A1 geninin kemik matriksi ile iliskisi gbsteren pek
¢ok galisma mevcuttur (Mann, Hobson vd 2001, Garcia-Giralt, Nogués vd 2002, Tran,
Nguyen vd 2009, Lindahl, Barnes vd 2011, Boskey, Verdelis vd 2013, Jacobsen,
Schwartz vd 2016). Yapilan bir calismada kemik kolajenini etkileyen patolojilerin, kirik
riski ile de iligkili olabilece@i gdsterilmistir (Bouxsein 2005). Yine bagka bir caligmada

COL1A1'in kirik riski Uzerindeki etkisinin kingin prognozunda etkili oldugu gosterilmistir
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(Tran, Nguyen vd 2009). Ote yandan COL1A1 geninin lumbal omurlar ve femur
boynundaki BMD ile iligkili oldugu gosterilmistir (Garcia-Giralt, Nogués vd 2002).
Osteoporoz, kemik dokuda tip | kollajen miktarinda genel bir azalma ile iligkilidir
(Brennan, Kuliwaba vd 2012). Calismamizda OVX ve KONT grubu karsilastirildiginda
COL1A1 geninin ekspresyonunun OVX grubunda azalmistir. Bununla beraber Losartan
tedavisi alan OVX- LOS grubundaki COL1A1 geninin ekspresyonu, OVX grubuna goére
daha yUksektir. Bu da osteoporozun etkisiyle azalmis kolajen miktarinin, AT1 reseptor
blokdru Losartan sayesinde arttigini géstermektedir.

Kemik kalitesi terimi gogunlukla kemik dokunun kompozisyonunu ve mimarisini ifade
eder. Bu iki 6zellik kemik dokunun mekanik fonksiyonlarini gerceklestirebilme yetenegini
ve igerisindeki materyalin 6zelliklerini belirler. Dolayisiyla c¢alismamizda Raman
spektroskopisi ile, bu &zellikler dért énemli kompozisyon komponenti ve kemik kalite
komponentleri araciligiyla belirlenmistir. Mineral- Matriks Orani, Karbonat-Fosfat orani,
Mineral-Kristalinite ve kollajen kalite parametrelerinin  analizleri  yapilmistir.
Calismamizda Mineral-Matriks orani i¢in v1PO4/ Amid |, viPO4/ Amid/lll, viPO4/ Pro,
v1PO4/ CH2 degerleri, mineral 6zellikleri igin 1/FWHM(v1PO4), CO3/v1PO4 dederleri,
organik matriksin dzellikleri igin Hyp/ Pro, lis7o/ 11640, l1670/ l1690 degerleri kullaniimistir. Her
bir oran ayri ayri analiz edilmis fakat gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark
saptanmamisgtir.

Kolajen miktari kadar, kolajenin ¢ boyutli helikal yapisi da osteoporoza bagl kirik
riski ile iligkilidir. Daha dnce yapilmis ¢alismalarda, kemikteki enzimatik ve enzimatik
olmayan kollajen ¢apraz baglantilarin, kemigin sadece mineralizasyonunu degil, ayni
zamanda kemikte meydana gelen mikro-hasar olusumunu da etkiledigi gosterilmistir
(Tye, Rattray vd 2003, Huilaja, Hurskainen vd 2009, Saito ve Marumo 2010). Tip |
kolajendeki kovalent capraz baglantilar, kemigin biyolojik ve mekanik 6zelliklerini belirler
(Burr 2002, Feng 2009, Morgan, Unnikrisnan vd 2018). Kolajen ¢apraz baglantilar, lisil-
hidroksilaz ve lisil-oksidaz baglantili gelismemis ikili capraz baglantilar, gelismis Uclu
(pridinolin ve pirolin) capraz baglantilar ile glisinasyon veya oksidasyona bagh enzimatik
olmayan c¢apraz baglar olmak Uzere kendi icinde ayrilir (Saito ve Marumo 2010, Burr
2019). Osteoporotik hastalardaki kollajen yapisinda herhangi bir degisim, capraz
baglantilarin  stabilizasyonu ve kemigin mekanik Ozelliklerinde degisikliklerle
sonuglanabilir (Bailey, Wotton vd 1992). Calismamizda Raman spektroskopisi ile organik
matrikste kollajen kalitesini gostermek igin  lis7o/ lisao Ve lisro/ lisoo  degerleri
hesaplanmistir. Kolajendeki kovalent gapraz baglarin saglamhgi ile iligkili olan lie70/ 11640
degeri icin OVX grubu ve KONT grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamistir.
Losartan tedavisi alan OVX- LOS ve OVX grubu karsilastinldiginda, lie7o/ l1640 degerinde

anlamli bir farka rastlanmamistir (Sekil 4.5.3). Bu bulgular osteoporozun, overektomi
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sonrasi 20 haftalik donemde kolajen dokuda belirgin bir harabiyet meydana getirmedigini
gostermektedir. 1670/ 1690 degeri ise kollajenin helikal sekli, dolayisiyla kollajen kalitesi
hakkinda bilgi verir. Calismamizdaki 1670/ 1690 degeri igin ise gruplar arasinda anlamh
bir fark gértlmemistir (Sekil 4.3.3).

Yapilan klinik galismalarda Tiyazid grubu ditrektikler gibi antihipertansif ilaglar renal
kalsiyum atilimini azaltarak kalga kirik riskini azaltmaktadir (Reid, Ames vd 2000, Xiao,
Xu vd 2018). Yine Tiyazid'in kemik kaybina etkisini inceleyen bir ¢alismada, kemigin
daha uzun Omdarlu hale geldigi kaydedilmistir (Barzilay, Davis vd 2017). Diger
antihipertansif ilaglar (B-blokoérler ve anjiotensin dénistirici enzim (ACE) blokdrleri) da
dusuk kirik riski ile iligkilidir (Schlienger, Kraenzlin vd 2004). Yakin zamanda yapilan bir
calismada (¢ yildan fazla olmak sartiyla, uzun sireli ACE inhibitérleri ile ARB
kullaniminin kemikte kirik riskini azalttigi gésterilmigtir (Carbone, Vasan vd 2019).

Daha onceki klinik caligmalarda ACE inhibitorlerinin, kirik riskini azalttig1 ya da kemik
metabolizmasini gelistirmesine yarari oldugunu da gésterilmistir (Shimizu, Nakagami vd
2008, Butt, Mamdani vd 2014). Ang (1-7) igerisinde yer alan Losartan’in, Mas reseptéri
araciligiyla kemik kaybini dnledigi bulunmustur (Abuohashish, Ahmed vd 2017). Yapilan
bircok hayvan temelli caligmalarda Anjiotensin AT1 reseptdr blokorh ile iligkili Ang 11
sinyalinin kemik yapim ve yikimini diizenledigini gdsterilmistir (Shimizu, Nakagami vd
2008, Donmez, Ozdemir vd 2012, Chen, Grover vd 2015). AT1 reseptorinin fonksiyonel
kaybi, yasa bagh ve overektomili (OVX) osteoporotik fare modelleri ile yapilan
calismalarda kemik kaybini 6nledigi bildiriimistir (Shimizu, Nakagami vd 2008, Asaba, Ito
vd 2009). Birgok in-vivo g¢alismada kemikteki Ang Il sinyalinin, OVX kaynakli kemik
kaybina karsi korudugu gosterilmistir (Chen, Grover vd 2015). Calismamizda AT1
reseptor blokdrinin kemikte belirgin bir degisiklik meydana getirmedigi gdzlemlenmistir.
Benzer sekilde, AT1 reseptér blokérli olarak kullanilan Losartan Uzerine yapilan
calismalarda kemik kitlesini etkilemedigi rapor edilmistir (Broulik, Tesar vd 2001). Bu
farkhiliklar, Ang 1l (ligand) nin her kemik dokuda farkli konsantrasyonlarda
bulunmasindan kaynaklandigini distndirmektedir. Bununla beraber Shimuzu ve
arkadaslarinin yaptigi bir galismada, Ang Il 6nemli derecede TRAP-pozitif multinuklear
osteoklastlar arttirdiyi ve artmis osteoklast aktivasyonu sonucunda osteoporozu
hizlandirdigi belirlenmistir. Ang Il tip 1 reseptdr blokdrlerinden olmesartanin bu
aktivasyonu azaltabilecegi 6ngorilmustir (Shimizu, Nakagami vd 2008).

Ang 1-7 reseptor blokdri olarak kullanilan Losartan, valsartan ve telmisartan gibi
ilaglar ilaglar hipertansiyon ve hipertansiyon ile iligkili komorbiditelerde yardimci
olabilmektedir. Fakat dogrudan kemik iyilesmesine Uzerine etkisi tartismalidir. Yapilan
in-vivo ¢alismalarda ise renin, ACE inhibitérleri ve ANG Il gibi RAS komponentleri

kemigin lokal bir bélgesinden eksprese edildigi gdsterilmistir (Abuohashish, Ahmed vd
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2017). Diger bir in-vitro ¢alismada ise yeni dogmus fare kalvaryasindan koéken alan
primer osteoblastlarda ANG II'nin ekspresyonunda artma gozlenmistir. Kemikte bulunan
lokal RAS, yaglanmis farede yasa-bagimli osteoporozu meydana getirmistir ve farenin
kemik yapisinda bozulmalar meydana gelmistir (Kato, Boskey vd 2001). Bu bozulmalar
angiotensin reseptdr blokaji ile énlenebilecegi diustnilmektedir. Ancak yapilan bazi
calismalarda hipertansiyon tedavisinde kullanilan Losartan’in, kemidin mineral
yodunlugunda, mineral iceriginde ve femurlarda degisiklikler gérilmemistir (Broulik,
Tesar vd 2001). Telmisartan ve Losartan ile tedavi edilen tip 1 hipertansif hastalarda
kemik belirteclerinde iyilesme gdzlemlenmemigtir (Aydogan, Erarslan vd 2019).

Literatlrde ortaya koyulan bu veriler ile sonuglarimiz uyumludur.
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6. SONUCLAR

Bu calismada Anjiotensin Tip | reseptdr blokajinin osteoporotik kemik doku
Uzerine etkileri aragtinimigtir. Osteoporoz etkisiyle kemik dokuda meydana gelen
biyomekaniksel degisiklikler G¢ nokta egme testi ile, histokimyasal degisiklikler PCR,
Raman spektroskopisi ve Mikro-BT yontemleri ile dlgUlimustur.

Calismamizdan elde ettigimiz sonuglara gére overektomi yapildiktan sonraki 8
haftalik Losartan tedavisi slrecinde, Losartan osteoporozu 6nlemese de mekanik
parametrelerde iyilesme saglamistir. Raman spektroskopisi sonuclarimiza goére, 8
haftalik Losartan tedavisinin osteoporozda mineralize kemik kalitesinde degisiklik
meydana getirmedigi gorulmuistir. Buna karsin, PCR sonuglarimizda tedavi alan
osteoporozlu kemikteki tip | kollajenin miktarinda artma meydana geldigi
g6zlemlenmistir.

12 haftalik stirenin sonunda verilen 8 haftalik Losartan tedavisi, yani AT1 reseptor
blokajinin, osteoporozun zararli etkilerini ortadan kaldirmada yeterli olmadigini
gOstermektedir. Deney gruplarinda Losartan tedavisinin kuvvet dayanimini ve kolajen
miktarini arttirsa da, kemik mineral ve kolajen kalitesinde degisiklik meydana getirmedigi
goralmustdar.

Sonug olarak AT1 reseptor blokajinin osteoporozun gelismesini engellemedigi ve
kisa sureli tedavide osteoporoz bagh gelisen kemik deformasyonunda iyilesme
saglamadigi gosterilmistir. Osteoporoz ve buna baglh olarak gelisen kiriklarin tedavisinde
AT1 reseptor blokorlerinin tedavide kullanimina yonelik uzun donem tedavilerine yonelik

ileri arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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