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FIBROZ DISPLAZISi OLAN COCUK HASTALARDA TEDAVIDE
KULLANILAN DENOSUMAB VE BiFOSFONATLARIN GELISIiM
CAGINDAKI RATLARDA BUYUME MERKEZLERINE OLAN
ETKIiSININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Amag¢: Bu calismanin amaci fibréz displazili ¢ocuk hastalarda, kemik
metabolizmasini iyilestirmek ve hastaliga bagli olusan agriy1 dindirmek i¢in kullanilan
denosumab ve bifosfonatlarin, c¢ocugun biiylime plaklarindaki ve kemik

metabolizmasindaki etkisini ratlar {izerinde arastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismada, 40 giinlik, yaklasgitk 180 + 10 gram
agirliginda, 30 adet disi Sprague-Dawley sican kullanilmistir. Hayvanlar randomize
olarak, her grupta 10 hayvan bulunacak sekilde ii¢ gruba ayrilmistir. Kontrol grubu
hayvanlara %0,1 NaCl subkutan olarak, denosumab grubu hayvanlara %0,1 NaCl
icinde ¢oziilmiis 10 mg/kg denosumab subkutan olarak ve bifosfonat grubuna %0,1
NaCl i¢inde ¢ozlilmiis 0,1 mg/kg zoledronik asit intravendz olarak haftada bir kez
olmak iizere ii¢ ay boyunca uygulanmistir. Deney sonunda, hayvanlardan kardiyak
ponksiyonla kan ornekleri alinmig alkalen fosfataz (ALP), Somatomedin C (IGF-1),
tiroit uyaricit hormon (TSH), kalsiyum, fosfor, 25-hidroksi vitamin D3, ve parathormon
intakt (iPTH) seviyeleri incelenmistir. Histopatolojik ve histomorfometrik
degerlendirmeler i¢in elde edilen mandibula ve femur o6rnekleri, Hematoksilen ve
Eosin, Masson Trikrom boyamalar1 ve imminohistokimyasal analizler igin
ADAMS-TSI antikor boyamasi ile incelenmistir. Morfolojik incelemeler mandibula ve

femur kemiklerinin rontgenleri elde edilerek gerceklestirilmistir.

Bulgular: Hayvanlarin viicut agirliklart ii¢ ay boyunca anlamli olarak artmus,
fakat deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
Biyokimyasal bulgulara gore, IGF-1 seviyeleri bifosfonat grubunda denosumab grubuna
kiyasla anlamli derecede diisiikken, diger serum parametreleri agisindan gruplar arasinda
fark gozlenmemistir. Histolojik degerlendirmelerde, bifosfonat grubunun kemiklesme ve
proliferasyon alanlari, kontrol ve denosumab gruplarina gore daha kalin bulunmustur.
Osteoblast yogunlugu bifosfonat grubunda anlamli olarak diisiik, osteosit yogunlugu ise

denosumab grubunda kontrol grubuna goére diisiik olarak goézlenmistir. Radyolojik
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degerlendirmeler, denosumab ve bifosfonat gruplarinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek
kemik yogunlugu ve biiylime alan1 kalinlig1 gostermis, 6zellikle denosumab grubunda bu

degerler daha belirgin olarak saptanmaigtir.

Sonu¢: Calismamizin sonuglari, zoledronik asit (bifosfonat) ve denosumab
gruplarinin kemik yogunlugu ve biiytime alani kalinlig: iizerinde etkili oldugunu, ancak
denosumab grubunun bu parametrelerde daha belirgin bir etkiye sahip oldugunu ortaya
koymustur. Bu sonuglar, denosumabin kemik saglig1 iizerindeki potansiyel etkisini ve FD
ve osteoporoz gibi kemik yogunlugunu etkileyen durumlarin tedavisinde kullanilabilme

potansiyelini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bifosfonat, Denosumab, Fibr6z displazi, Zoledronik asit
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EVALUATION OF THE EFFECTS OF DENOSUMAB AND
BISPHOSPHONATES USED IN THE TREATMENT OF PEDIATRIC
PATIENTS ON GROWTH CENTERS IN DEVELOPING RATS FOR

FIBROUS DYSPLASIA

ABSTRACT

Aim: The purpose of this study is to investigate the effects of denosumab and
bisphosphonates, used to improve bone metabolism and alleviate pain associated with the
disease in pediatric patients with fibrous dysplasia (FD), on the growth plates and bone

metabolism in rats.

Materials and Methods: In this study, 30 female Sprague-Dawley rats, 40 days old
and weighing around 180 + 10 grams, were used. The animals were randomized into three
groups (n=10/group). The control group animals were administered 0.1% NaCl
subcutaneously, the denosumab group animals received 10 mg/kg denosumab dissolved in
0.1% NaCl subcutaneously, and the bisphosphonate group was given 0.1 mg/kg zoledronic
acid dissolved in 0.1% NaCl intravenously, once every weeks for three months. At the end
of the experiment, cardiac puncture was performed to collect blood samples, and levels of
alkaline phosphatase (ALP), Somatomedin C (IGF-1), thyroid-stimulating hormone (TSH),
calcium, phosphorus, 25-hydroxy vitamin D3, and intact parathyroid hormone (iPTH) were
examined. Mandibular and femur samples were evaluated for histopathological and
histomorphometric assessments using hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome staining
methods, and immunohistochemical analysis with ADAMS-TS1 antibody staining.
Morphometric evaluations were conducted on the radiographs of the mandible and femur

bones.

Results: The body weights of the animals significantly increased over three months,
but there was no statistically significant difference between the experimental groups.
Biochemical findings indicated that IGF-1 levels were significantly lower in the
bisphosphonate group compared to the denosumab group, while no difference was observed
in other serum parameters among the groups. Histological assessments showed that the
ossification and proliferation areas in the bisphosphonate group were thicker compared to
the control and denosumab groups. Osteoblast density was significantly lower in the

bisphosphonate group, and osteocyte density was lower in the denosumab group compared
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to the control group. Radiological evaluations demonstrated higher bone density and growth
plate thickness in the denosumab and bisphosphonate groups compared to the control group,

with these values being more pronounced in the denosumab group.

Conclusion: Our results indicate that both zoledronic acid (bisphosphonate) and
denosumab groups are effective in improving bone density and growth plate thickness, with
the denosumab group having a more pronounced effect on these parameters. These findings
highlight the potential impacts of denosumab on bone health and its potential use in the

treatment of conditions affecting bone density, such as FD and osteoporosis.

Key Words: Bisphosphonate, Denosumab, Fibrous dysplasia, Zoledronic acid
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1. GIRIS VE AMAC

Fibroz displazi (FD) normal kemik ve kemik iliginin yerini fibro-ossedz
dokuya birakan, kirik, fonksiyonel bozulma, deformite ve agriya yol agan nadir
goriilen bir iskelet bozuklugudur (1). FD tek bir kemikte tutulum gosteriyorsa
monostotik, birden fazla kemikte tutulum gosteriyorsa poliostotik olarak
siniflandirilir (2). McCune-Albright Sendromu ise hipertiroidizm, akromegali,
cushing sendromu gibi endokrin bozukluklugu ile karakterize FD’nin diger bir
formudur (2). Bu sendromda erken gelisen puberte ve diizensiz sinirlt kahverengi deri
lekeleri (cafe-au-lait) goriiliir (2). En fazla etkilenen kemikler tibia, femur, yiiz ve

kaburga kemikleridir (2).

Bifosfonatlar sentetik inorganik pirofosfat analogudur ve dogrudan kemik
mineral yapiya katilarak osteoklastik aktiviteyi inhibe edici bir ila¢ grubudur (3-5).
Denosumab ise yeni ¢ikmis antirezorptif bir ajandir. Etki mekanizmasi,
osteoklastlarin iiretimi, fonksiyonu ve sagkalimi i¢in gerekli olan osteogenik RANK
ligandinin inhibisyonunun iizerindendir (6). Cocuklarda fibr6z displazi hastaliginda
kullanimi1 yakin zamanda bildirilmistir. Ayrica osteogenesis imperfekta, hiperkalsemi
ve dev hiicre timodrlerinde de kullanildigi belirtilmistir (7-9). Eriskinlerde
denosumaba tolerans iyidir ve bifosfanatlara gore daha giivenilirdir. Ayn1 gilivenlik
cocuklar icin heniiz kanitlanmamistir (10). Teoride, ¢ocuklarda denosumab lineer

uzama ve kemik yeniden modellenmesi ile ilgili ilave riskler tasimaktadir (6,10).

Benzer hiicresel hedefleri olmasina ragmen denosumab ve bifosfanatlarin
farkl1 aktivasyon mekanizmalar1 bulunmaktadr. iki ilacin yarilanma émrii arasinda da
fark bulunmaktadir; bifosfanatlar 10 yilda, denosumab ise 30 giinden daha kisa siirede
yarilanir (11). Transgenik fareler iizerinde yapilan bir g¢alismada, anti RANKL
antikoru ile tedavi modellemesinde radyografik olarak iyilesme bulgularinin

goriilmesinin yani sira, yeni lezyon olusumunun da durdugu gdosterilmistir (12).

Deney hayvanlar1 ile kemik gelisimi, iyilesmesi {izerine bircok c¢aligma
bulunmaktadir. Kemik dongiisiiniin biyokimyasal belirtegleri ile ilgili de ozellikle
FD’li hastalarda; ALP, PINP, CTX, IGF-1, FGF-23, TSH, kalsiyum, fosfat, 25-OHD
vitamin D, PTH degerlerinin 6zellikle tedaviler esnasinda degerlendirildigi bir¢ok

literatiir bulunmaktadir (13,14).



Yeni olusmus kemik miktar1 ve yumusak doku miktarinin 6l¢limiinde
kullanilan en giivenilir yontemler iki boyutlu morfometrik analiz ve ii¢ boyutlu
bilgisayarli tomografi (BT) analizidir. Ancak bu miktarlarin morfometrik
incelenmesinde, micro BT, BT analizine gore daha genis kesitler ile inceleme
yapmaktadir. Bu yiizden mikro-BT analiz ile yapilan caligmalarin daha dogru ve

ayrintili sonug, verdigi bildirilmistir (15,16).

Bu calismanin amaci FD’li olan ¢ocuk hastalarda, kemik metabolizmasini
iyilestirmek ve hastaliga bagli olusan agriy1 dindirmek i¢in kullanilan denosumab ve
bifosfonatlarin ¢ocugun biiyiime plaklarindaki ve kemik metabolizmasindaki etkisini

ratlarin lizerinde arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. COCUKLARDA BUYUME VE GELISME, BUYUME MERKEZLERI
VE OLCULEBILIR KEMIKLER

Cocuklarda biiyiime ve gelisim, dogumdan ergenlige kadar olan siirecte meydana
gelen fiziksel, bilissel, duygusal ve sosyal degisiklikleri kapsamaktadir (17). Bu
degisikliklerin farkinda olmak ve anlamak, cocukla ilgilenen kisilerin ve saglik
profesyonellerinin ¢ocuklarin gelisim donemlerini saglikli bir sekilde takip etmelerini

saglamaktadir (18).

2.1.1. Fiziksel Gelisim

Fiziksel gelisim; boy, kilo ve kas kiitlesi gibi bedensel degisiklikleri ifade

etmektedir ve genetik, beslenme ve ¢evresel faktorlerden biiyiik dlciide etkilenir (17).

Cocuklarda biiylime, genellikle belirli donemlerde yogunlasir: bebeklik ve
ergenlik (18). Bebeklik doneminde hayatlarinin ilk yillarinda olan ¢ocuklar hizli bir
biliylime gosterir (19). Bu donemde, aylik ve yillik biliylime hizlar1 en yiiksektir (19).
Ergenlik doneminde, ikinci bir biiyiime atag1 yasanir, bu siire¢ hem erkeklerde hem de

kizlarda farkli zamanlarda baslar ve biter (20).

Cocuklarda fiziksel gelisimi takip etmek i¢in c¢esitli biiylime tablolari
kullanilmaktadir. Bu biiylime tablolari, ¢cocuklarin boy, kilo ve bas ¢evresi gibi fiziksel
Ol¢iitlerinin yas ve cinsiyetlerine gore nasil degistigini gosteren araglardir (21-23). Diinya
Saglik Orgiiti (DSO) ve diger saglik kuruluslari tarafindan saglanan bu tablolar,
cocuklarin biliylime paternlerinin standart sapmalara gore nasil degistigini gosterir (23).
Saglik profesyonelleri bu tablolar1 kullanarak bir ¢ocugun biiylimesini kendi yas
grubundaki diger ¢ocuklarla karsilastirir ve herhangi bir gelisimsel sapmay1 erken

saptayabilir.

Cocuklardaki fiziksel gelisimi incelemek i¢in motor becerilerdeki gelisimin takibi
de 6nemlidir. Motor beceriler, ¢ocuklarin fiziksel etkinliklerde bulunma yeteneklerini
ifade eder ve kaba motor beceriler ile ince motor beceriler olarak ikiye ayrilir (24). Kaba

motor beceriler, yiirlime, kogsma, ziplama gibi biiyiik kas gruplarini kullanmay1 gerektiren



aktivitelerle ilgilidir ve bu becerilerin gelisimi, ¢ocuklarin fiziksel koordinasyonunu ve
dengesini gelistirir (24). Ince motor beceriler ise, daha kiiciik kas gruplarinin kullanimini
icerir ve ¢ocuklarin yazi yazma, ¢izim yapma, diigme ilikleme gibi daha detayli gérevleri
yerine getirebilme yetenegiyle ilgilidir (24). Her iki tiir motor beceri de c¢ocuklarin

bagimsizliginin ve d6zgiiveninin gelisiminde 6nemli rol oynar (24).
2.1.2. Biiyiime Merkezleri ve Olgiilebilir Kemikler

2.1.2.1. Biiyiime merkezleri: Cocuklardaki biliylime merkezleri, kemik
bliylimesi ve gelisiminin karmasik siirecini anlamada kritik 6neme sahiptir. Bu merkezler,
epifizler ve apofizler olarak bilinir, yerleri, islevleri ve ¢cocugun biiyiime asamalarindaki

rolleri agisindan farklilik gosterirler.

Epifizler (bliylime plaklari), femur, tibia ve radius gibi uzun kemiklerin u¢larinda
yer alir ve her uzun kemik genellikle her iki ucta olmak iizere iki epifize sahiptir (25). Bu
alanlar, ossifikasyon olarak adlandirilan bir siire¢le sonunda kemige doniisen kikirdak
doku igerir (26). Epifizlerin temel islevi, uzunlamasina kemik biiylimesini saglamaktir
(27). Bu, biiylime plagindaki kondrositlerin proliferasyonu ile gergeklesir (27). Bu
hiicreler ¢ogaldik¢a ve olgunlastik¢a, bliylime plaginin uzunlugunu arttirir ve bdylece
kemigi uzatirlar (28). Sonunda bu kondrositler kalsifiye olur ve kemik hiicreleri ile
degistirilirler, bu da kemigin sertlesmesine ve uzamasina katkida bulunur (28). Cocuklar
ergenligin sonuna yaklastik¢a, epifizyal fiizyon denen siiregle biiyiime plaklar1 yavas
yavas kapanmaya baslar (29). Bu kapanisin zamanlamasi bireyler arasinda degisir ve

genetik, beslenme ve cinsiyet gibi faktorlerden etkilenir (30-32).

Apofizler, tendonlarin kemiklere baglandig1 bdlgelerde bulunan kemik
cikintilaridir (33). Epifizlerin aksine, apofizler temel olarak kemikleri uzatma islevine
sahip degildir (25). Bunun yerine, kas ve tendonlarin baglanma yerleridir, hareketi
kolaylastirmak icin kaldira¢ gorevi goriirler ve baglanma noktalar1 olarak hareket ederler
(34). Apofizler, ¢cocugun gelisimi sirasinda farkli zamanlarda ortaya ¢ikar, genellikle
erken ergenlik doneminde belirgin hale gelir ve bu alanlar, 6zellikle spor yapan
cocuklarda ve ergenlerde fiziksel aktiviteler sirasinda strese maruz kalir (35,36). Kas
kasilmalarindan kaynaklanan tekrarlayan ¢ekme kuvvetleri, apofizit olarak da bilinen
iltthaplanma ve agriya yol agabilir (36). Apofizit i¢in yaygin bolgeler topuk (Sever
hastalig1), diz (Osgood-Schlatter hastalig1) ve dirsektir (Kiiclik Ligei dirsegi) (37). Bu



durumlar genellikle kendiliginden ¢ocuk biiyiime atagini tamamladik¢a ve apofizler ana

kemikle kaynastik¢a ¢oziiliir.

2.1.2.2. Olgiilebilir kemikler: Olgiilebilir kemikler, bir ¢ocugun fiziksel
biliyimesi ve gelisimi hakkinda hayati bilgiler saglayan iskelet yapilaridir (38). Bu
kemikler, cocuklarin saglikli bir oranda biiyiidiigiinden emin olmak i¢in pediatrik saglik

kontrolleri sirasinda siklikla degerlendirilir.

2.1.2.2.a. Uzun kemikler (Femur, Tibia, Humerus, Radius, Ulna): Antropolojik
caligmalarda, Ozellikle insan evrimini ve popiilasyonlar arasi farkliliklar1 incelemede
kullanilir. Uzun kemikler, boy, saglik durumu ve hatta bazi genetik 6zellikler hakkinda
bilgi verebilir (39). Femur, insan viicudundaki en uzun kemik olup, kalgadan dize kadar
uzanir (40). Uzunlugu, bir ¢cocugun genel biiylime ve gelisimi agisindan 6nemli bir
gostergedir (41). Femurun uzunlugundaki degisiklikler, cocugun genel biiyiime egilimleri
ve beslenme durumunu yansitabilir (41). Radius, 6n kolun iki kemiginden biridir ve
dirsekten bilege kadar uzanir (42). Radius list uzuvlarin biiyiimesini degerlendirmede
onemli olup ince motor becerileri ile el-géz koordinasyonunun gelisiminde énemli role
sahiptir (2). Tibia, dizden asagiya bilege kadar uzanan alt bacakta ki ana kemiktir ve
uzunlugu, alt uzuvlarin biiylimesini gosterir ve cocuklarin genel boy biiyiimesinin

degerlendirilmesinde esastir (43,44).

2.1.2.2.b. Kafatas1 kemikleri: Kafatasi, antropolojide, adli tipta ve tibbi
arastirmalarda kullanilir. Kafatas1 Ol¢limleri, beyin biyikligl, yiiz ozellikleri ve

popiilasyonlar aras1 morfolojik farkliliklart anlamak i¢in dnemlidir (45).

2.1.2.2.c. Omurga kemikleri (Vertebrae): Omurga saglig1 ve postiir analizinde,

ozellikle skolyoz gibi durumlar ve omurga bozukluklarinin teshis ve tedavisinde kullanilir
(46).

2.1.2.2.d. Pelvis (Kalga kemikleri): Ozellikle antropolojide, cinsiyet tayini ve

dogumla ilgili arastirmalarda pelvis 6l¢timleri 6nemlidir (46).

2.1.2.2.e. Kaburga kemikleri: Gogiis kafesi yapisinin analizinde ve torasik

cerrahide kullanilir (47,48).

2.1.2.2.f. Karpal (EI bilegi) ve Tarsal (Ayak bilegi) kemikler: Mikro-evrim
caligmalarinda ve belirli el veya ayak bilegi hastaliklarinin tanimlanmasinda kullanilir

(49,50).



2.1.2.2.g. Mandibula (Alt ¢ene kemigi): Dis sagligi, beslenme bigimleri ve

konusma mekanizmalari {izerine arastirmalarda siklikla kullanilir.

Kemik ol¢timleri, 6zellikle radyolojik goriintiileme teknikleri (rontgen, CT, MRI)
ve fiziksel antropometri teknikleri kullanilarak yapilir. Bu dl¢limler, insanlarin saglik
durumu, fizyolojik gelisimi ve tarihsel-evrimsel ge¢misi hakkinda derinlemesine bilgiler

sunar (50).

2.2. KEMiK DOKSUSU TANIMI VE iCERIiGi

Kemik dokusu, yenilenme ve onarim i¢in dogal bir kapasiteye sahip 6zel bir bag
doku tipidir (51,52). Kemik dokusu iki temel tipten olusur, bunlar kompakt kemik (veya
kortikal kemik) ve siingerimsi kemik (trabekiiler veya gozenekli kemik) (53). Kompakt
kemik, tiim kemiklerin sert dig kabugunu olusturur ve onlara piiriizsiiz, beyaz ve saglam
goriinlimlerini verir ve yetiskin insan viicudundaki toplam kemik kiitlesinin yaklasik
%80’1ini olusturur (54). Kompakt kemik, bir mineral matriks ve kan tagiyan kanalikiillerle
birbirine baglanan, canli osteositler igeren silindirik yapilar olan sikica paketlenmis
osteonlardan ve havers sistemlerinden olusur (54). Her bir osteon, havers kanalini
cevreleyen kompakt kemik dokusunun esmerkezli katmanlarindan veya lamellerinden
olusur (55). Siingerimsi kemik, tiim kemiklerin i¢ tabakasini olusturur ve insan
viicudunun toplam kemik kiitlesinin yaklasik %20’sini olusturur (53). Trabekiil olarak
bilinen ¢ubuk benzeri yapilardan olusan bir agdan olusan gézenekli, petek benzeri bir
yaptya sahiptir (56-58). Bu doku i¢indeki bosluklar, kan hiicrelerini iireten kirmizi veya
sar1 kemik iligi ile doludur (54).

2.2.1. Kemik Hiicreleri

Kemik dokunun her tipi osteoblastlar, kemik astar hiicreleri, osteositler ve

osteoklastlar olmak tizere dort ¢esit hiicreden olusur (59,60).

2.2.1.1. Osteoblastlar: Osteoblastlar, toplam kemik hiicrelerinin %4-6'sin1
olusturan ve kemik yiizeyi boyunca yer alan kiibik hiicrelerdir ve oncelikle kemik
olusturma islevleriyle taninirlar (61). Bu hiicreler, bol miktarda piiriizlii endoplazmik
retikulum ve belirgin golgi aygiti, ayrica gesitli salg1 vezikiilleri gibi protein sentezleyen

hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini sergiler (61). Kutupsal hiicreler olarak osteoblastlar,



osteoidi kemik matriksine dogru salgilarlar (62). Kemik matriksinin mineralizasyonu iki

fazda gerceklesir: vezikiiler ve fibriler fazlar (63).

2.2.1.1.a. Vezikiiler faz: Degisken capta 30 ila 200 nm arasinda degisen,
matriks vezikiilleri ad1 verilen yapilarin, osteoblastlarin apikal membran bdlgesinden yeni
olusan kemik matriksine salindig1 zaman gergeklesir ve burada proteoglikanlar ve diger
organik bilesenlere baglanirlar. Siilfath proteoglikanlarin negatif yiikii nedeniyle, matriks
vezikiilleri icinde depolanan kalsiyum iyonlarin1 hareketsiz hale getirirler (63).
Osteoblastlar proteoglikanlar1 parcalayan enzimleri salgiladiginda, kalsiyum iyonlar
proteoglikanlardan salinir ve matriks vezikiillerinin membraninda bulunan kalsiyum
kanallarindan geger. Bu kanallar annexin adi verilen proteinler tarafindan olusturulur
(62). Ote yandan, fosfat iceren bilesikler, osteoblastlar tarafindan salgilanan ALP
tarafindan parcalanir ve matriks vezikiilleri i¢ine fosfat iyonlar1 salinir. Sonra, vezikiiller
icindeki fosfat ve kalsiyum iyonlar1 ¢ekirdeklenir ve hidroksiapatit kristallerini olusturur

(64).

2.2.1.1.b. Fibriler faz: Matriks vezikiilleri i¢inde kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
doyma noktasina ulagsmasiyla, bu vezikiillerin yirtilmasi ve hidroksiapatit kristallerini
cevreleyen matrikse yayilmasina neden olmasiyla gerceklesir (65). Mezenkimal kok
hiicrelerden koken alir ve iskelet sisteminin olusturulmasi, onarimi ve yeniden
modellenmesi i¢in gerekli hiicrelerdir (66). Osteoblastlar, osteogenez adi verilen bir
siiregte kemik matrisinin organik bilesenlerini sentezler ve salgilar (67,68).
Olusturduklar1 ana bilesen, kemige gerilme mukavemetini saglayan kolajendir (68).
Ayrica kemik matrisinin mineralizasyonunda yer alan osteokalsin ve osteopontin gibi
kollajen olmayan proteinler iiretirler. Kemik matrisini salgiladiktan sonra, bazi
osteoblastlar matrise gomiilerek osteositler haline gelirken, digerleri kemik yiizeylerinde
kalir ve kemik olusumu tamamlandiginda yassi kemik astar hiicreleri (inaktif
osteoblastlar) haline gelir (69,70). Osteoblastlar viicutta kalsiyum homeostazinin
korunmasinda kritik rol oynar (71). Eski kemigin osteoklastlar tarafindan uzaklastirildig:
ve osteoblastlar tarafindan yeni kemigin olusturuldugu siirekli bir siire¢ olan kemigin
yeniden sekillenmesine katilirlar. Kandaki kalsiyum seviyeleri diisiik oldugunda
osteoblastlar, osteoklast dnciillerinin ve olgun osteoklastlarin yiizeyindeki RANK’ye

baglanan RANK ligand (RANKL) adli bir protein iiretir, bu da osteoklastlarin



aktivasyonuna ve dolayisiyla kemik erimesinin artmasina neden olur. Sonu¢ olarak

kalsiyumun kan dolagimina salinmasini saglar (71,72).

2.2.1.2. Kemik astar hiicreleri: Kemik astar hiicreleri, osteoblastlarin ve
osteoklastlarin calismasina uygun bir ortam olusturmaya yardimci olan kemik
yiizeylerinde bulunan yasst hiicrelerdir (73). Bu hiicreler, kemigin yeniden sekillenmeyen
veya emilmeyen yiizeyinde bulunur (74). Literatiirde daha 6nce belirtildigi {izere bu
hiicreler, kemik homeostazi ve yeniden sekillenmesinde 6nemli roller oynayan bir tiir
sakin veya dinlenme halindeki osteoblast olarak kabul edilmekteydi (74). Ancak son
zamanlarda yapilan ¢aligmalar, bu hiicrelerin spesifik islevlerini heniliz tam olarak
tanimlayamamis da olsa, bunlarin Ca2+ homeostazinda kemik ve sistemik hiicre dis1
stvilar arasinda bir iyon ayrisma sistemi olarak islev goren epitel benzeri bir zar
olusturabildigini belirtmektedir (75-77). Bunun yaninda kemik astar hiicreleri kemik
onarim iglemi gibi durumlarda aktif osteoblastlara doniisebilen bir hiicre rezervuari gorevi
goriir (74). Kemik astar hiicrelerinin salgi aktivitesi, kemik fizyolojik durumuna bagh
olarak degisir; bu hiicreler salgi aktivitelerini yeniden kazanabilir, boyutlarini artirabilir
ve kiibik bir goriinim kazanabilir (78). Kemik astar hiicrelerinin islevleri tam olarak
anlasilmamistir, ancak bu hiicrelerin kemik rezorpsiyonunun gergeklesmemesi gerektigi
zaman; osteoklastlar ile kemik matriksi arasindaki dogrudan etkilesimi 6nledigi, ayrica
osteoklast farklilagmasina katildigi, osteoprotegerin (OPG) ve niikleer faktor kappa-B
ligandinin reseptor aktivatoriinii (RANKL) iirettigi gosterilmistir (79). Ayrica, kemik
astar hiicreleri, diger kemik hiicreleriyle birlikte, kemik yenilenme dongiisii sirasinda
otamda bulunur ve temel ¢ok hiicreli birim (BMU) ad1 verilen anatomik bir yapida 6nemli

bir bilesendir (79).

2.2.1.3. Osteositler: Osteositler %90-95 oraniyla kemikte en bol bulunan
hiicre tipidir (52). Osteogenez olarak da bilinen kemik dokusu olusturma siirecini
tamamlayan osteoblastlardan elde edilirler (80). Bu hiicreler, mineral homeostazi,
kemigin yeniden sekillenmesi ve mekanik transdiiksiyon siiregleri dahil olmak iizere
kemik sagligi ve bakimi i¢in kritik dneme sahiptir (81). Osteositler, lakuna ad1 verilen
minerallesmis kemik matrisi i¢indeki kii¢lik bosluklarda bulunur (82). Bu lakunalardan
osteositler, kanalikiil ad1 verilen kanallar yoluyla uzun, ince hiicre uzantilarin1 goénderir
(82). Bu uzantilar osteositlerin birbirleriyle ve kemik yiizeyindeki osteoblastlar ve

osteoklastlarla iletisim kurmasini saglar (71,83,84). Bu ag, besinlerin ve atik {iriinlerin



transferine izin verir ve hem osteoblastlarin hem de osteoklastlarin aktivitelerini

etkileyerek kemigin yeniden sekillenmesinin diizenlenmesini kolaylastirir (85).

Osteositler, osteoblast farklilagmasi yoluyla ekstraseliiler matriks hattindan
tiiretilir. Bu siiregte dort tanimlanabilir asama goriiliir: osteoid-osteosit, preosteosit, geng
osteosit ve olgun osteosit (80). Bir kemik olusum dongiisiiniin sonunda, osteoblastlarin
bir alt popiilasyonu osteositlere doniigiir ve kemik matriksine entegre olur. Bu siireg,
yuvarlak osteoblast boyutunun azalmasi da dahil olmak iizere belirgin morfolojik ve
ultrastriiktiirel degisikliklerle birlikte gergeklesir. Piiriizlii endoplazmik retikulum ve
golgi aygit1 gibi organellerin sayisi azalir ve ¢ekirdek-sitoplazma orani artar, bu da protein

sentezi ve salgilanmasinin azalmasiyla iligkilidir (86).

Olgun osteositler mineralize kemik matriksi i¢ine tamamen hapsedildiginde,
osteokalsin (OCN), BSPII, tip I kolajen ve ALP gibi osteoblast belirtecleri azalacak
sekilde diizenlenir (salgilanmalar1 azalir). Ote yandan, dentin matriks proteini 1 (DMP1)
ve sklerostin gibi osteosit belirtecleri yliksek diizeyde salgilanir (87). Osteosit hiicre
govdesi lakuna iginde yer alirken, sitoplazmik uzantilar1 (her hiicre basina 50'ye kadar)
lakuna alanindan ¢ikan ve osteosit lakunokanalikiiler sistemini olusturan kanalikiili ad1
verilen minik tiinellerden geger (87). Osteosit sitoplazmik yapilari, kemik ylizeyindeki
osteoblastlar ve kemik doseme hiicrelerinin sitoplazmik yapilart birlikte, komsu
osteositler ile arasinda bosluk baglantilar1 ile baglanir, boylece prostaglandinler ve nitrik

oksit gibi kiigiik sinyal molekiillerinin hiicreler arasi taginmasini kolaylastirir (87).

Ayrica, osteosit lakunokanalikiiler sistemi, oksijenin ve besinlerin osteositlere
ulagsabilmesi i¢in damar (vaskiiler) sistem ile yakin iliskidedir (82). Osteosit ylizeyinin,
tiim Haversian ve Volkmann sistemlerinden 400 kat, trabekiiler kemik yiizeyinden ise
100 kat daha biiylik oldugu tahmin edilmektedir (88). Hiicre-hiicre iletisimi ayrica,
osteosit ve kanalikiillerin arasindaki akigkan olan interstisyel siv1 tarafindan da saglanir
(88). Lakunokanalikiiler sistem araciligiyla, osteositler, mekanik baskilar1 ve ytikleri
algilayabilen baglantili aglar1 sayesinde mekanosensorler olarak iglev goriir ve boylece
kemiklerin gilinliik mekanik kuvvetlere adaptasyonuna yardime1 olurlar (88). Bu sekilde,
osteositler, osteoblast ve osteoklast aktivitelerinin diizenlenmesi yoluyla kemik yeniden

sekillenmesinin koordinatorleri gibi hareket ederler (82,88).



Ayrica, osteosit apoptozisi, osteoklastik kemik resorpsiyonuna kemotaktik bir
sinyal olarak taninmistir (88). Bununla uyumlu olarak, kemik resorpsiyonu sirasinda

apoptotik osteositlerin osteoklastlar tarafindan yutuldugu gosterilmistir (89).

Osteositlerin mekanosensitif islevi, bu hiicrelerin kemik matriksi i¢indeki stratejik
konumlar1 sayesinde gerceklesir. Dolayisiyla, osteositlerin sekli ve matrikste yerlesimsel
diizeni, onlarin algilama ve sinyal tasima islevleri ile uyumlu olup, mekanik uyarilar
biyokimyasal sinyallere ¢eviren bir fenomen olan piezoelektrik etkiyi aktive eder (90).
Osteositlerin mekanik uyarilar1 biyokimyasal sinyallere nasil dontstiirdiigline dair
mekanizmalar ve bilesenler tam olarak bilinmemektedir. Ancak, mekanik stimiilasyon
sirasinda, osteositler; adenozin trifosfat (ATP), nitrik oksit (NO), Ca2+ ve
prostaglandinler (PGE2 ve PGI2) gibi ¢esitli ikincil haberciler tiretirler, bunlar kemik
fizyolojisini etkiler (87). Mekanizma ne olursa olsun, mekanosensitif iglevin osteositler
arasindaki karmasik kanalikiiler ag sayesinde miimkiin oldugunu belirtmek 6nemlidir, bu

ag kemik hiicreleri arasindaki iletisimi saglar (87).

2.2.1.4. Osteoklastlar: Osteoklastlar, iskelet yapisini koruyan ve yapinin
yeniden sekillendirilmesinde 6nemli bir islev olan kemik dokusunun rezorpsiyonundan
sorumlu 6zel hiicrelerdir (91). Mezenkimal kok hiicrelerden kdken alan osteoblastlar ve
osteositlerin aksine, monositlerden farklilasan makrofajlardan koken alir (92).
Hematopoetik kok hiicre soyundan gelen mononiikleer hiicrelerden, birkag faktoriin etkisi
altinda retilirler. Bu faktorler arasinda, osteoprogenitdr mezenkimal hiicreler,
osteoblastlar tarafindan salgilanan makrofaj koloni uyarict faktér (M-CSF) ve
osteoblastlar, osteositler ve stromal hiicreler tarafindan salgilanan RANK ligand bulunur
(93). Bununla birlikte, bu faktdrler transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu ve

osteoklastlarda gen ifadesini tegvik eder (94).

Bu hiicrelerin biiyiik ve ¢ok ¢ekirdekli olmasi, kemik materyalini verimli bir
sekilde pargalamalarina olanak tanir (73). Osteoklastlar kemik matrisine yapisir ve
“ruffled border” ad1 verilen 6zel bir yap1 olusturur ve bu yap1 araciligryla kemik dokusunu
eritmek i¢in enzim ve asit salgilarlar (73). Osteoklastlar 6zellikle, kemigin mineralize
bilesenini ¢6zmek i¢in hidroklorik asit ve kemik matrisindeki ana protein olan kolajeni
parcalamak icin katepsin K salgilarlar (95). Kemik parcalandiktan sonra ortaya ¢ikan

mineraller ve protein pargalart kan dolasimina yeniden emilir (96). Osteoklastlarin
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aktivitesi, osteoklast farklilagmasi ve aktivasyonunda anahtar bir molekiil olan RANKL
dahil olmak tizere cesitli faktorler ve sinyal yolaklar1 araciligiyla siki bir sekilde
diizenlenir (97). RANKL, osteoklastogenez icin kritik bir faktordiir ve osteoblastlar,
osteositler ve stromal hiicreler tarafindan salgilanir. Osteoklast dnciillerindeki reseptor
RANK ile baglandiginda, osteoklast olusumu tetiklenir (83). Diger yandan, osteoblastlar,
stromal hiicreler, gingival ve periodontal fibroblastlar dahil olmak {izere genis bir hiicre
yelpazesi tarafindan iiretilen baska bir faktor olan osteoprotegerin (OPG), RANKL ile
baglanir, RANK/RANKL etkilesimini 6nler ve dolayisiyla osteoklastogenez'i inhibe eder
(72). RANKL/RANK/OPG sistemi osteoklastogenezin ana aracidir (98) (Sekil 2.1).

Osteoblast Astar Hiicreleri
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Sekil 2.1: Osteoklastlarin hiicre ici sinyali ve gelisimi (11)

Ek olarak kalsitonin gibi hormonlar osteoklast aktivitesini inhibe edebilirken,
paratiroid hormonu (PTH) bunu uyarabilir (106). Bunun yaninda bu hiicreler yalnizca
kemigin yeniden sekillenmesinde degil ayni zamanda kemik erimesi ve olusumu arasinda
dengesizligin oldugu osteoporoz gibi patolojik durumlarda da énemli bir rol oynar (107-

109).
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2.2.1.5. Fibroblastlar: Fibroblastlar, kemik dokusu dahil olmak {izere
viicudun bag dokularinda kritik éneme sahip bir hiicre tipidir (99). Kemik dokuda
fibroblastlar 6zellikle periost ve endosteumda 6nemli rol oynarlar (99-101). Fibroblastlar,
kemik saghiginin diizenlenmesinde, bag dokularinin hiicre dis1 matrisini {ireterek,
bakimimi saglamada oOnemli rol oynarlar (102). Hiicre dis1 matris kollajenler,
fibronektinler ve proteoglikanlar igerir. Kemikte, bu, kemik hiicrelerinin desteklenmesi
ve kemik matrisinin kalitesi i¢in gereklidir. Fibroblastlar tarafindan iiretilen hiicre dis1
matris, kemik rejenerasyonu ve onariminda yardimci olan bir destek iskeleti saglar
(103,104). Ek olarak fibroblastlar, kemik i¢cinde anjiyogeneze katkida bulunur ve bu katki,
besinlerin taginmasi, atik iirlinlerin atilmasi ve onarim siire¢lerinin kolaylastirilmasi igin
kritiktir (105). Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gociinii aktive eden faktorler
salgilayarak yeni kan damarlarmin i¢ yilizeyini olusturan hiicrelerin olusumunu
desteklerler (106,107). Kemik dokusundaki fibroblastlar, bagisiklik yanitinda da bir rol
oynayabilir. Enfeksiyon veya yaralanma yerlerine bagisiklik hiicrelerini ¢eken sitokinler
ve kemokinler salgilayarak patojenlere karsi savunma ve iyilesme siirecine katkida
bulunurlar (108). Ek olarak, bazi durumlarda, 6zellikle ciddi hasar sonrasinda veya
patolojik kosullarda, fibroblastlar kemik dokusunda fibrozis gelisimine sebep olabilirler

(109,110).

2.2.2. Ekstraseliiler Matriks

Kemik, inorganik tuzlar ve organik matriks ile olugur (111). Organik matriks,
basta tip I kolajen olmak tiizere, %90 oraninda kolajenli proteinler ve osteokalsin,
osteonektin, osteopontin, fibronektin ve kemik sialoprotein II, kemik morfogenetik

proteinler (BMP'ler) ve biiyiime faktorleri gibi kolajensiz proteinleri igerir (111).

Kemikteki inorganik materyal, agirlikli olarak fosfat ve kalsiyum iyonlarindan
olusur; ancak, onemli miktarda bikarbonat, sodyum, potasyum, sitrat, magnezyum,
karbonat, florit, ¢inko, baryum ve stronsiyum da bulunur (52). Kalsiyum ve fosfat iyonlar1
hidroksiapatit kristallerini olusturmak {iizere ¢ekirdeklenir ve bu kristaller kimyasal
formiil CalO(PO4)6(OH)2 ile temsil edilir. Kolajen ile birlikte, kolajensiz matriks
proteinleri hidroksiapatit birikimi i¢in bir iskelet yap1 olusturur ve bu birliktelik kemik

dokusunun sertlik tipi ve direncinden sorumludur (52).

Kemik matriksi, kemige mekanik destek saglar ve kemik homeostazinda temel rol

oynayan karmasik ve diizenli bir ¢ergeve olusturur. Kemik matriksi, kemik hiicrelerinin
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aktivitesine miidahale eden bir¢cok molekiil salgilayabilir ve dolayisiyla kemik yeniden
sekillenmesine (remodelasyonuna) katilim gosterir (112). Yalnizca kemik kiitlesinin
kaybi, kemik kiriklarina neden olmak i¢in yetersizken (52,112), kemik matriks
proteinlerindeki degisiklikler ve bu degisikliklerin modifikasyonlar1 dahil olmak tizere
diger faktorlerin, kemik kiriklarin1 anlama ve tahmin etmede hayati dnem tasidig1 one
stiriilmektedir (113). Gergekten de kolajenin kemik dokusunun yapisi ve islevinde kritik

bir rol oynadig1 bilinmektedir (52).

Kemik matriks proteinlerinin konsantrasyonunda yas, beslenme, hastalik ve
antiosteoporotik tedaviler ile degisiklik oldugu gdsterilmistir ve bu durum, kemik
kirilmasina ve sonrasindaki deformasyona sebep olabilir (114). Ornegin, yapilan in vivo
ve in vitro ¢alismalar, PTH tedavisi sonrasi hyaluronik asit sentezindeki artisin sonraki
kemik resorpsiyonu ile iliskili oldugunu bildirmistir, bu da hyaluronik asit sentezi ile

osteoklast aktivitesindeki artis arasinda muhtemel bir iliskiyi gostermektedir (114).

Kemik hiicreleri ile kemik matriksi arasindaki etkilesimler, daha once tartisildig:
gibi, kemik matriksinin sadece kemik hiicreleri i¢in bir destek saglamakla kalmay1p, ayn
zamanda cesitli yapigsma molekiilleri araciligiyla kemik hiicrelerinin aktivitesini

diizenlemede de 6nemli bir rol oynar (112).

Integrinler, kemik hiicreleri ile kemik matriksi arasindaki etkilesime dahil olan en
yaygin baglanma molekiilleridir (52). Osteoblastlar, kemik matriks proteinleri i¢inde
bulunan dizileri taniyan ve bunlara baglanan integrinler araciligiyla kemik matriksi ile
etkilesime girer; bunlar arasinda osteopontin, fibronektin, kolajen ve kemik sialoprotein
bulunur (115). Bu proteinler, osteoid sentezi sirasinda osteoblastlarin kemik ytizeyindeki

organizasyonunda da 6nemli bir rol oynar (52).

Integrinler, osteosit-kemik matriksi etkilesimlerinde araci bir rol oynar. Bu
etkilesimler, bu hiicrelerin mekanosensitif islevi i¢in esastir; boylece doku deformasyonu

tarafindan indiiklenen sinyaller iiretilir ve yapi1 giliglendirilir (116).
2.2.3. Kemik Olusumu

2.2.3.1. intramembranéz kemiklesme: Intramembranéz kemiklesme,
embriyonik donemde mezenkimal bag dokusundan dogrudan osteoblasta doniisiim
yoluyla ger¢eklesen bir kemik olusum siirecidir (117). Bu siireg, 6zellikle baz1 kafatasi

ve yliz kemiklerinin gelisimi sirasinda veya kemik onarimi sirasinda goézlemlenir (118).
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Mezenkimal oOncii hiicreler, stabilize edilmis kemik segmentleri varlifinda, kemik
matriksi salgilayarak primer kemik spikiilleri ve trabekiiller olustururlar. Bu spikiiller
zamanla anastomozlasarak (birleserek) ags1 bir kemik dokusu meydana getirir. Siireg,
kalsifikasyon ile devam eder ve matriks icinde kalan osteoblastlar, osteositlere
doniisiirken, kalsifiye olmayan i¢ ve dis kisimlar mezensimden sirasiyla periosteuma ve

endosteuma dontisiir (117).

Kemik olusumunun ilk agamalarinda, kolajen ve diger maddelerin salgilanmasiyla
beraber, ara maddede kalsiyum ¢okelmemis osteoid doku bulunur ve lamelsiz kemik yap1
olusumu hakimdir. Zamanla kalsifikasyon ilerleyerek osteoblastlar lakuna igerisine
yerlesir ve boylece bircok ossifikasyon merkezinin birlesmesi sonucunda spongiy6z
kemik olusur. Bu silingerimsi kemik, sinirli bir alanda kalmis trabekiillerin etrafinda
sekillenirken, bu bolgelerde mezensimal bag dokusu kirmizi kemik iligi olacak yonde
farklilagir. Kompakt kemikte ise, trabekiillerin {izerinde yeni yapilar olusur, kemik
kalinlasir, damarlar ve ¢evresindeki bag dokusu sikigarak Havers kanallarini olusturur

(117,118).

Ozellikle kafatasmin yass1 kemikleri, mandibula ve maksillanin bazi boliimleri
intramembran6z kemiklesme ile meydana gelir. Bu yass1 kemikler, i¢ ve dis yiizeylerinde

kompakt kemik, orta kisminda ise spongiy6z kemik barindirir (119).

2.2.3.2. Endokondral kemiklesme: Endokondral kemiklesme, memeli
iskeletinin biiyiik bir kisminin olusumunu saglayan bir siiregtir ve kafatasi kemikleri
harig, kikirdak dokunun kemik dokusu ile yer degistirilmesi sonucu meydana gelir (120).
Vertebral kolon, pelvis ve ekstremite kemikleri gibi yapilar bu siire¢ ile form bulur.
Endokondral kemiklesmenin ilk adimi, uzun kemiklerdeki kikirdak modelinin ortasinda
(diyafiz) kondrositlerin hipertrofisi ile baglar ve kemik olusumu lokal olarak genisler
(121). Bu siiregte, hyalin kikirdaktan minyatiir bir model olustuktan sonra, bu model

zamanla kemik dokusu ile yer degistirir.

Kemik olgunlasana kadar bir yandan yeni kemik yapilirken, diger yandan yapilan
kemik belli bir oranda yikima ugrar (remodelling) (119). Kikirdak modelin diyafiz
bolgesinde, kikirdagi oOrten perikondriumun i¢ katmanindaki mezenkimal hiicreler
boliinerek osteoprogenitor hiicrelere doniisiir ve bunlar da osteoblastlara farklilasir.
Osteoblastlar, kemik matriksini sentezleyip etraflarna salgilarlar ve zamanla matriks

icine gomiilerek osteositlere doniisiirler, boylece kikirdak modelin diyafizinde
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intramembrandz kemiklesme ile silindir seklinde bir kemik manseti olusur. Bu kemik

mangeti ¢cevreleyen doku artik periosteum olarak adlandirilir (119).

Normal sartlarda kikirdak matriksi kan damari igermedigi i¢in kikirdak hiicreleri,
perikondriyumdaki kan damarlarindan difiizyon yoluyla beslenirler. Ancak kemik manget
olustugunda diflizyon engellenir ve bu durum kemik manseti c¢evreleyen alandaki
kikirdak hiicrelerinin beslenememesine ve bozulmasina neden olur. Bu bozulma
stirecinde hiicreler dnce biiyiir (hipertrofi) ve ardindan dejenerasyona ugrar. Hiicrelerin
dejenerasyonu sonucu geriye sadece aralarindaki kikirdak matriksi kalir. Bu asamada,
periosteumda osteoklastlar belirir ve kemik mansetini delerek foramen nutrisyumlari
acarlar, periosteumdaki kan damarlarinin bir kismi1 bu deliklerden girerek kikirdak
spikiillerinin arasindaki bosluklara yerlesir (120). Osteoblastlarin kemik matriksi
salgilamasiyla primer ossifikasyon merkezi olusur. Primer kemiklesme merkezinin
biiylimesi, periostal kemik mansetinin epifizlere dogru ilerlemesiyle ayni siirecler

tekrarlanarak gerceklesir (120).

Bu siirecte osteoklastlar aktif durumda olup, kemiklesmenin baslangicindan
itibaren kemik spikiillerini merkezden itibaren rezorbe ederek kemik iligi boslugunu
olustururlar. Bu bosluk, kikirdak modelin kemiklesmesi ve uzamasi tamamlanana kadar
epifizlere dogru biiyiir ve dejenerasyonla 6len kikirdak hiicrelerinin kaybi, modelin
epifizleri ile diyafizi arasinda bulunan kondrositlerin hizli mitoz béliinmeleriyle telafi
edilmeye c¢aligilir. Mitozla ¢ogalan ve birbirine paralel dizilen kondrositler, izogen
gruplar olusturur. Bu ¢ogalmalar sonucunda kikirdak taslagin boyu siirekli uzar ve bu
uzama, epifizde goriilen ikincil kemiklesme merkezi tarafindan izlenir ve daha sonra
baslayan diger kemiklesme bolgeleri ile devam eder. ikincil kemiklesme merkezlerindeki
kemiklesme, diyafizdekinden farkli olarak radial bir biiyiime gosterir; bu sebeple epifizler
sigkin bir bigim alir. Uzun ve kisa kemiklerin epifizlerindeki kemiklesme eklem
yiizeylerine kadar devam etmez; bu kisimda kikirdak bir bolge kalir ve biiylime
tamamlandiktan sonra eklem kikirdagi olarak varligmi siirdiirir (121,122). Kemik
uzamasina hizmet eden ve epifiz plagi olarak adlandirilan kikirdak alan, kemiklesme sona
erinceye kadar epifiz plaklarindan diyafiz yoniine dogru kikirdak hiicrelerinin bdliintip,
cogalmasini saglayarak siirekli kikirdak dokusu {iretir. Bu kikirdak dokusu da yukarida

aciklanan yolla siirekli olarak yerini kemik dokusuna birakir (121).
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2.2.3.3. Kemik yenilenme siirecleri: Kemik yenilenme dongiisi,
osteoklastlarin kemik resorpsiyonu ile baslayan baslangi¢ asamasiyla baglar ve bunu
osteoblastlarin kemik olusumu ile devam eden bir asama izler. Ancak bu iki asama
arasinda bir gecis (veya ters donem) asamasi vardir. Dongii, osteositlerin ve kemik astar
hiicrelerinin koordine eylemleri ile tamamlanir (123). Baslangi¢ asamasinda, RANKL ve
M-CSF gibi osteoklastojenik faktorlerin etkisi altinda, hematopoietik kok hiicreler belirli
kemik yiizey alanlarina ¢ekilir ve olgun osteoklastlara farklilasarak kemik

resorpsiyonunu baslatir (124).

Kemik yenilenme dongiisii sirasinda, kemik hiicreleri arasinda, kemik matriksi
icinde depolanan ve osteoklastlarin kemik resorpsiyonu sonrasi salinacak olan
cozilinebilir bag faktdrlerini iceren dogrudan ve dolayl iletisimler oldugu bilinmektedir
(125). Ornegin, insulin benzeri biiyiime faktérleri (IGF’ler), doniisiimsel biiyiime faktorii
[, BMP'ler, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve trombosit tiirevli biiyiime faktorii gibi
faktorlerin bag faktorleri olarak islev gordiigli disiiniilir, c¢iinkii bunlar kemik
matriksinde depolanir ve kemik resorpsiyonu sirasinda salinir (125). Bu fikir, insanlar ve
fareler tizerinde yapilan genetik caligmalar ile farmakolojik ¢aligmalar tarafindan

desteklenmektedir (125).

Yakin zamanda, semaforinler ad1 verilen baska bir molekiil kategorisinin, kemik
yenilenme sirasinda kemik hiicreleri arasindaki iletisimde rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir
(126). Baslangi¢ asamasinda, hasarli veya yash kemigin tamamen ¢ikarilabilmesi i¢in,
osteoblastlarin farklilagmas1 ve aktivitesi inhibe edilmelidir. Osteoklastlar, kemik
olusumunu kemik resorpsiyonu sirasinda inhibe eden Sema4D adli bir faktor salgilar
(126). Semaforinler, yalnizca zara bagl degil ayn1 zamanda ¢oziinlir formlarda da
bulunan ve immiin yanit, organogenez, kardiyovaskiiler gelisim ve tiimor ilerlemesi gibi
cesitli biyolojik siireclerde rol oynadigi gosterilen genis bir glikoprotein ailesini olusturur
(127). Kemikte semaforinlerin, kemik yeniden sekillendirme dongiisli sirasinda
osteoklastlar ve osteoblastlar arasindaki hiicre-hiicre iletisiminde de rol oynadigi 6ne

stiriilmiistiir (128).

2.3. FIBROZ DiSPLAZI

Fibroz displazi (FD), ilk olarak 20. yiizyilin baslarinda tanimlanmis, kalitsal
olmayan bir iskelet bozuklugudur (129,130). Bu durum, normal kemik ve iligin yerini

fibro-ossedz dokunun aldig1 anormal kemik metabolizmasi ile karakterizedir (2). FD’nin
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olusturdugu lezyonlar iyi huylu olarak kabul edilirken, kemigin yapisal biitiinliigiinii
onemli Olclide zayiflatabilirler ve bu zayiflama sonucunda kiriklar, kemik deformiteleri
ve fonksiyonel bozulmalarin olugsmasi ile hastalarin yagam kalitesi etkilenebilir (130).
FD, tim kemik tiimdrlerinin %2,5'ini ve tiim iyi huylu kemik tiimdorlerinin %7'sini
olusturur; bunlar dogustan, metabolik ve genetik anormalliklerden kaynaklanir (131). FD,
ii¢ tiirli olan olagandisi bir gelisimsel anormallik olarak kabul edilir: monostotik FD
(MFD), poliostotik FD (PFD) ve kraniyofasiyal. Literatiir, pigmentli cilt lezyonlarinin
oldugu ve kadinlarda erken ergenlik ve hipertiroidizm gibi hormonal disfonksiyonlarin
da eslik ettigi bir PFD'yi tanimlar. Ayrica, yalnizca sfenoid ve oksipital gibi
kraniyofasiyal kompleksin kemikleriyle sinirli olan kraniyofasiyal bir FD varyant1 da
vardir (131). Tarihte fibréz displazi siklikla osteofibréz displazi veya kemiklesmeyen
fibromlar ve sementoossedz displazi gibi diger kemik hastaliklariyla karistirilmigtir (132).
Ileri goriintiileme ve molekiiler teshisler gelistirilene kadar fibréz displazinin klinik,
radyolojik ve molekiiler 6zelliklerine gore ayirici tani elde edilmesi miimkiin olmamaistir
(133). FD'deki fibro-ossedz anomali, diizensiz ve daginik yapisal 6zelliklere neden olur.
FD nadir goriilen ve siklikla yanlig teshis edilen bir durum oldugundan, epidemiyolojisi
hala yeterince bilinmemektedir (134). Etiyolojisinde, G sinyal iletim proteininin alfa-alt
birimi olan guanin niikleotit baglayici protein alfa uyarici (GNAS) geni tarafindan ifade
edilen bir mutasyonla iliskilendirilmistir (135). Hastalik, klinik 6zelliklerine gore sessiz,
saldirgan olmayan veya saldirgan olarak siniflandirilmistir (133). Kemik agrist ve
tekrarlayan kiriklar, cocukluk ve ergenlik doneminde en yaygin goriilen belirtilerdir, bu
belirtilerin ardindan &zellikle kafa ve yiiz kemikleri etkilendiginde malformasyon ve
norolojik basing belirtileri izler (131). Yaklasik olarak 1:30,000 bireyde goriiliir (136).
FD vakalarmin ¢ogu, hayatin erken dénemlerinde veya ikinci on yillarinda ortaya ¢ikar,
kadinlarda erkeklere oranla 2:1 prevalans gosterir ve genellikle minimal ilerler ve
semptom gostermez (137). Eger tiim FD'lerin ¢ocukluk veya ergenlik doneminde gelistigi
varsayilirsa, monostotik drneklerin ¢cogu, aktif hale gelseler bile veya hayatin ilerleyen
donemlerinde tekrar aktive olsalarda, ilk kez teshis edilene kadar fark edilemez (136).
Erken ergenligin en yaygin oldugu diisiiniilse de, etkilenen vakalarin %21'1 asir1 bilylime
hormonu saliimi gosterir (138). Ancak, Waldron ve arkadaslar1 gibi bir¢cok yazar,
vakalarin ¢ogunlugunun erken yetigkinlikte, iskelet olgunlugu saglandiginda "soniip

gittigine" inanir. Eisenberg ve Eisenbud, bu iddiay1 destekleyecek uzun vadeli FD vakasi
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arastirmalarinin olmadigin1 diisiiniirler. Birgcok FD vakasi agrisiz oldugu i¢in, ileri

asamada uzun siiredir var olan bir lezyonun rastlantisal teshisi tamamen miimkiindiir.

En sik etkilenen kraniyofasiyal kemik %58 oranla maksilladir, ardindan
mandibula (%43), frontal (%33), sfenoidal (%29), etmoidal (%24), parietal (%14),
temporal (%5) ve oksipital kemikler gelir (%3-4) (147). Malign doniisiim, vakalarin %0,4
ila %4'linde meydana gelir (133). FD, klinik, radyografik ve histolojik bulgulara
dayanarak teshis edilir (137). Ancak, tedavinin ana amaci her zaman islevi korumak
olmakla birlikte, temel kusuru tedavi ederek estetigi saglamak, gelistirmek de mesru bir

amactir (139).

2.3.1. Fibroz Displazinin Altinda Yatan Molekiiler Mekanizmalar

FD temelde biiylik 6l¢iide spesifik somatik mutasyonlara bagl olarak kemik
olusturan mezenkimal hiicrelerin bir bozuklugudur. Fibréz displazinin en iyi bilinen
molekiiler nedenlerinden biri, G proteinine bagl reseptorlerden (GPCR’ler) sinyallerin
asag1 akisindaki efektorlerine ileten heterotrimerik G protein kompleksinin bir pargasi
olan Gs proteininin alfa alt initesini kodlayan GNAS genindeki mutasyonlarda
yatmaktadir (140,141). FD'de, GNAS’ta meydana gelen ve fonksiyonun artmasina sebep
olan mutasyonlar, anormal sinyallesmeye ve hiicresel mekanizmalarin bozulmasina yol
acarak anormal kemik olusumuna ve yeniden sekillenmeye neden olur (142). Bunun
sonucunda ytiikselen siklik adenozin monofosfat (CAMP) seviyeleri protein kinaz A’y1
(PKA) aktive eder ve onun etki ettigi efektorler tizerinden normal osteoblast ve osteoklast

aktivitesi bozulur (143).

FD’de GNAS’1 etkileyen mutasyonlardan en yaygin olanlari, siklikla Arg201
veya GIn227 rezidiilerinde meydana gelen nokta mutasyonlaridir (144). Bu mutasyonlar,
Gsq’nin yapisal olarak aktif hale gelmesine sebep olur (145). Gsa'nin aktif GTP'ye bagh
durumda uzun siire kalmasina bagl olarak siirekli cAMP sinyallesmesine ve dolayisiyla

hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat seviyelerinde artisa yol acar (141).

Yiiksek cAMP seviyelerinin osteoblastlar iizerinde karmasik etkileri vardir. Bazi
durumlarda cAMP, PKA’y1 aktive etmek i¢in ikincil haberci gérevi goriir ve bu da hiicre
gelisiminin asamasina ve ilgili diger sinyal yolaklarina bagli olarak osteoblast
farklilagmasini1 aktive edebilir veya inhibe edebilir (146-149). Ayn1 zamanda, yiiksek

cAMP seviyeleri, osteoklast aktivasyonu ve farklilagmasi i¢cin 6nemli olan RANKL nin
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ekspresyonunu artirarak osteoklastik kemik rezorpsiyonunu da uyarabilir (150-152).
Yiiksek cAMP seviyeleri, PKA’nin aktivasyonuna yol agabilir; bu, daha sonra osteoklast
farklilagmas1 ve aktivitesinin temel diizenleyicileri olan NF-xB ve c-Fos yollarim

baskilayarak osteoklast aktivitesini inhibe eder (153).

Normal kosullar altinda, cAMP yolu, cAMP’yi degrade fosfodiesterazlarin etkisi
ve onu etkisiz hale getiren G protein alfa alt biriminin GTPaz aktivitesini iceren
diizenleyici mekanizmalar bulunmaktadir (154). Buna karsin, Gso’nin mutasyona
ugramig, yapisal olarak aktif formu nedeniyle bu diizenleyici mekanizmalar yetersiz

kalmakta veya etkisiz hale gelmektedir (155).

FD lezyonlar1 hem tek bir lezyon i¢inde hem de ayni kisideki farkli lezyonlar
arasinda onemli farkliliklar gosterir (130,156). Bu heterojenligin klinik, radyolojik ve
molekiiler sonuclart vardir ve hastaligin farkli sekillerde gbzlenmesine ve ilerlemesine
sebep olur (157). Radyografilerde FD, radyoliisent bir alan, “buzlu cam” opasite veya
yogun sklerotik bir bolge olarak goézlenebilir (132,158,159). Bu degiskenlik siklikla
mineralizasyon derecesini ve lezyon i¢indeki fibroz ve kemik doku oranini yansitir (159).
Bazi lezyonlar asemptomatik kalabilirken bazilar1 agriya, sismeye veya fonksiyonel
bozulmaya neden olabilir (2). Lezyonun konumuna ve yayginligina bagli olarak patolojik
kiriklar veya deformiteler de ortaya c¢ikabilir (2,160,161). Molekiiler olarak
incelendiginde, FD lezyonlarinin heterojenligine ¢esitli faktorler katkida bulunmaktadir.
GNAS genindeki post-zigotik mutasyonlar dollenmeden sonra meydana gelir ve bundan
etkilenen normal hiicrelerin mozaik desenine yol a¢tig1 anlamina gelir (162). Ayn1 lezyon
icindeki farkli hiicreler farkli seviyelerde GNAS aktivasyonuna sahip olabilir, bu da
klinik goriinlimde goriilen degiskenlige sebep olabilir (163,164). Bunun yaninda FD
lezyonlarindaki hiicrelerin kemik olusturma yetenekleri farklilik gosterir. Bazi bolgelerde
daha osteojenik (kemik olusturan) hiicreler bulunabilirken, digerleri agirlikli olarak fibroz
dokudan olusabilir (165). Ayrica mekanik kuvvetler ve lokal biiyiime faktorleri de dahil
olmak tizere kemik mikro ¢evresi, FD lezyonlarindaki hiicrelerin davranigini etkileyerek

baska bir degiskenlik katmani ekleyebilir (67,166).

2.3.2. Fibroz Displazide Klinik Uygulamalar ve Tedavi Modaliteleri

Bazi FD vakalar1 asemptomatik olup miidahale gerektirmeyebilirken, bazi
vakalarda ise agr1, deformiteler ve kiriklar gézlenebilir ve terapétik yaklagim gerekebilir.

Ozellikle lezyonlar asemptomatik veya minimal semptomatik oldugunda (156), belirli FD
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vakalarinda goézlem genellikle ilk basamak yaklagimidir (157). Bu gdzlem siireci
durumun ilerleyisini ve potansiyel komplikasyonlarini takip amaciyla ve aktif miidahale

olmaksizin diizenli klinik ve radyografik degerlendirmeleri igerir (157).

Bunun yaninda daha ileri FD vakalarinda, vakanin gidisatina ve FD
semptomlarina gore cesitli ilach tedavi yontemleri ve cerrahi miidahale gibi tedavi

yaklagimlar1 gerekebilir (167-169).

2.3.2.1. Bifosfonatlar: Bifosfonatlar, osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunu
inhibe eden ilaglar sinifina ait olup, osteoporoz, Paget kemik hastaligi ve belirli
kanserlerle iligkili kemik metastazlar1 dahil olmak {izere c¢esitli kemik hastaliklarinin
tedavisinde etkilidir (4,170). 1970’lerde piyasaya siiriilen birinci kugak bisfosfonatlar,
etidronat gibi, kemik rezorpsiyonunu inhibe etmede etkiliydi ancak nispeten diisiik
potansiyelleri ve yiiksek dozlarda kullanildiginda mineralizasyon defektlerini indiikleme
potansiyelleri nedeniyle klinik kullanimlart sinirliydi (171,172). Alendronat ve
pamidronat gibi ikinci kusak bifosfonatlar, 1980’lerin sonlari ve 1990’larin baslarinda
gelistirildi ve bir 6nceki kusaktan 6nemli dl¢iide daha giicliiydii (173). Bu ikinci kusak
ilaglar, yan etkilerin riskini azaltan daha diisiik dozlarda kullanilabilir ve daha genis bir
kemik hastalig1 yelpazesinde etkilidir. Zoledronik asit ve risedronat gibi ii¢lincli kusak
bifosfonatlar, 1990’larin sonlarinda ve 2000'lerin baslarinda ortaya c¢ikti (174). Bu
bifosfonatlar, daha biiyilkk potansiyele sahip olmalar1 ve daha az siklikta
uygulanabilmeleri ile karakterizedir (175). Ornegin, zoledronik asit, osteoporoz tedavisi

icin yilda bir kez verilebilir (176) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Giiniimiizde kullanilan bifosfonatlarin endikasyonlari, kullanim dozu, doz

aralig1 ve verilis yolu (177,178)

Nitrojen Bifosfonat | Ticari Endikasyon Kullanim
icerme Isim
Birinci | - Etidronat Difosfen ® | Paget Oral Aralikli
kusak Osteum ® | Malignite sonrast 200- 400 mg
hiperkalsemi
Birinci | - Tiludronat | Skelide ® | Paget Oral 200 mg
kusak Aralikli
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Tablo 2.1 (devam)

Ikinci |+ Alendronat | Fosamax Osteoporoz Oral Giinliik

kusak ® 10 mg
Haftalik 70
mg

Ikinci |+ Pamidronat | Aredia ® Kemik metastazi IV Aralikhi 3

kusak Multiple myeloma | haftada bir

Malignite sonrasi 90 mg
hiperkalsemi

Ugiineii | + Risedronat | Actonel ® | Osteoporoz Oral Giinliik

kusak Acrel ® 5mg
Haftalik 35
mg

Ugiineii | + Ibandronat | Boniva ® | Osteoporoz Oral/ IV

kusak Giinliik 2,5
mg Aylik
150 mg 3
ayda bir 3
mg

Ugiineii | + Zoledronat | Zometa ® | Osteoporoz IV Aralikly, 3

kusak Kemik metastazi haftada bir 4
mg yilda 5
mg

Bifosfonatlar, temel olarak kemik rezorpsiyonundan sorumlu hiicreler olan
osteoklastlarin aktivitesini inhibe ederek etki gosterir (179). Aktif rezorpsiyon alanlarinda
kemik mineral ylizeylerine baglanir, burada osteoklastlar tarafindan yutulur (180).

Osteoklastlarin i¢ine girdikten sonra, bisfosfonatlar hiicrenin fonksiyonunu bozar ve

apoptozu tetikleyerek kemik rezorpsiyonunu azaltabilirler (181).

Temelde osteoporoz ve diger osteoporotik bozukluklarinin tedavisinde kullanilan
bifosfonatlarin, FD tedavisindeki potansiyel etkileri giderek daha fazla dikkat
cekmektedir (4,182,183). Bifosfonatlar, osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunu inhibe
eden inorganik pirofosfatin sentetik analoglaridir (4) (Sekil 2.2). Etkisini hidroksiapatit

kristallerine baglanarak ve osteoklast aktivitesini inhibe ederek gergeklestirir (170).
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Pirofosfat (PPi) Bifosfonat (BP)

Sekil 2.2: Pirofosfat ve bifosfonatlarin molekiiler diizeyde kimyasal yapisi (4)

FD’nin baglica semptomlarindan biri kemik agris1 olup bircok calisma,
bifosfonatlarin FD hastalarinda agriy1 etkili bir sekilde hafifletebildigini bildirmistir
(184,185). Bunun yaninda bifosfonatlarin kemikteki hidroksiapatit baglanma bolgelerine,
ozellikle de aktif rezorpsiyon bdolgelerine karsi yiiksek afinitesi bulunmaktadir (186).
Osteoklastlar kemigin bir boliimiinii rezorbe etmeye calistiklarinda bir yandan da
bifosfonat1 alirlar (186). ilag, osteoklast i¢indeki spesifik hiicresel siireglere miidahale
ederek osteoklast aktivitesinde azalmaya yol agar ve sonunda osteoklastlarin apoptozunu
indiikler (187). Ayrica FD siklikla alkalin fosfataz gibi kemik dongiisiiniin biyokimyasal
belirteclerinde ylikselmeye neden olurken bifosfonat tedavisi bu belirteclerde diizelmeyi

saglayabilir (188).

Bisfosfonatlar genellikle iyi tolere edilirken, uzun siireli kullanim nadir ancak
ciddi yan etkilerle iligkilendirilmistir, bunlar arasinda c¢ene osteonekrozu ve atipik
femoral kiriklar bulunur (189). Bu riskler, 6zellikle kirik riski yliksek olan hastalarda,

tedavinin faydalartyla dengelenmeli ve buna gore tedavi uygulanmalidir.

2.3.2.2. Denosumab: Denosumab, osteoporoz, tedaviye bagli kemik kaybu,
kemik metastazlar1 ve kemikteki dev hiicreli tiimor tedavisinde kullanilan insan
monoklonal antikorudur (190,191). Kemik hastaliklarinin farmakolojik yonetiminde
onemli bir ilerlemeyi temsil eden denosumab, bifosfonatlara kiyasla alternatif bir

mekanizma ile etki gostermektedir.
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Denosumab, molekiiler biyolojideki ilerlemeler ve kemigin yeniden
modellenmesinde kritik bir rol oynayan RANK/RANKL/Osteoprotegerin (OPQG)
yolaklar1 hakkindaki bilgilerin artmasiyla gelistirildi. RANKL proteini, kemik
rezorpsiyonundan sorumlu olan osteoklastlarin olusumu, fonksiyonu ve hayatta kalmasi
icin hayati oneme sahiptir (192). OPG, RANKL ile etkilesime girerek RANKL ‘in RANK

ile etkilesimini engeller ve osteoklast olusumunu inhibe eder (193).

1990’larin sonlar1 ve 2000’lerin baslarinda, aragtirmacilar kemik hastaliklar1 igin
terapotik bir strateji olarak RANK/RANKL etkilesimini hedef almaya odakland1 (194).
Amgen tarafindan gelistirilen denosumab, OPG’nin etki mekanizmasini taklit ederek
osteoklastlar ve onciillerinin ylizeyindeki RANK ile olan etkilesimini inhibe eden,
RANKL’ye baglanan tamamen insan monoklonal antikorudur (195,196) (Sekil 2.3). Bu

inhibisyon, kemik rezorpsiyonunu azaltir ve kemik kiitlesini ve giiclinii artirir.

I 1997 GUnUmb

Fc-OPG OPG-Fc RANK-Fc Denosumab

- P | C\\\ /j p y "
/ \-

1 . ] ng|1 |}r<1 pargasi Fc Full insan
IgG1 in parcasi FC ile e aynatsan monokional
g % RANK ‘In antikoru

OPG'nin kaynasmasi ekstraselller bolgesi

| : =3 = Fc
| =3 = RANK
Fluzyon(kaynasma) Proteinleri == = OPG

Sekil 2.3: RANKL antagonisti gelisminin tarihi (11)

Denosumab, 2010 yilinda kirik riski yiiksek olan postmenopozal kadinlarda
osteoporoz tedavisi i¢in Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan onayland1 (197). Sonraki onaylar, osteoporozlu erkeklerde kemik kiitlesini
artirmak icin tedavi, prostat veya meme kanseri i¢in hormon ablasyon terapisi alan

hastalarda kemik kaybi tedavisi ve kemikteki dev hiicreli tiimor tedavisini igerecek
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sekilde endikasyonlarin1 genisletti (198,199). Denosumabin solid tiimérlerden kemik
metastazi olan yetigkinlerde osteoporoz ve iskeletle iligkili problemlerin tedavisi igin
yakin zamanda onaylanmis olmasiyla birlikte (200, 201) FD tedavisindeki potansiyel rolii
son yillarda oldukea ilgi ¢ekmektedir (10,202,203).

Yapilan ¢aligmalarda gesitli bazi ¢alismalar denosumabin FD semptomlarinin
tyilestirilmesinde yararli oldugunu goéstermistir. Agri, FD’nin en fazla rahatsizlik veren
semptomlarindan biridir ve denosumabin FD/McCune-Albright Sendromu (MAS) sahibi
hastalarda (204) ve FD hastalarinda (205-207) agriy1 ciddi sekilde azalttig1 belirtilmistir.
RANKL inhibisyonu, 6zellikle FD lezyonlarinda gézlenen yiiksek RANKL ekspresyonu
nedeniyle FD i¢in de ¢ekici bir tedavi yontemi olmaktadir (208). FD/MAS modeli
olusturulan hayvanlarda gerceklestirilen bir ¢alismada denosumab tedavisinin yerlesik
litik kemik lezyonlarinin genislemesini ve yeni odaklarin gelismesini Onledigi
bildirilmistir (202). Yapilan baska bir ¢alismada ise denosumab FD hastalarinda kemik

dongiisiinde azalmaya neden olmustur (203).

Denosumab, kemik hastaliklarina kars1 kullanilan ilaglar arasinda olduk¢a degerli
bir yere sahiptir. Yilda iki kez deri altindan uygulanmasi, bazi bifosfonatlara kiyasla daha
az dozaj veya inflizyon gereksinimleri sebebiyle kolaylik sunmaktadir (209,210). Ancak,
her tedavi gibi denosumabin da potansiyel yan etkileri bulunmaktadir. Bunlar arasinda
hipokalsemi, ciddi enfeksiyonlar ve nadiren ¢ene osteonekrozu ve atipik femoral kiriklar
bulunmaktadir (211). Ek olarak denosumab ile tedavi edilen hastalar, tedaviyi biraktiktan
sonra ribaund iligkili omurga kiriklar1 sorunuyla da karsi karsiyadir (212) ve bu da

tedaviyi durdurma tizerine dikkatli degerlendirme ve yonetim gerektirir.

2.3.2.3. Tamoksifen: Tamoksifen, selektif Ostrojen reseptér modiilatorii
(SORM) ilaglar sinifina ait bir ilagtir ve meme kanseri gibi durumlarin tedavisinde
kullanilir (213). Etki mekanizmasi, dstrojenin hiicresel etkilerini modiile etmek iizerine

kuruludur, ancak bu etkiler dokudan dokuya degisiklik gosterebilir (214).

Tamoksifenin FD ve MAS iizerindeki etkilerini arastiran ¢esitli c¢alismalar
bulunmakla birlikte ¢caligmalar sinirli olup elde edilen sonuglar ¢esitlidir. FD ve MAS’de,
ozellikle erken puberte baslangici veya diger Ostrojenle ilgili belirtiler iceren durumlar
var oldugunda tamoksifenin kullanilmas1 gerekcesinin altinda SORM olarak etki etmesi
yatmaktadir (215). Tamoksifen, bazi dokularda strojenin etkilerini bloke edebilir, bu da

ozellikle erken puberte ve strojen sinyallesmesinden etkilenen kemik lezyonlart ile ilgili
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MAS semptomlarini hafifletebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak, FD ve MAS’yi tedavi
etmek i¢in 6zel olarak tamoksifen kullanimi i¢in genis capta raporlar bulunmamaktadir
ve elde edilen kanitlar ¢ogunlukla bireysel vaka raporlari veya kiiciik vaka serilerinden
gelmektedir. FD ve MAS’de tamoksifen kullanimmin ana amaci, kemik agrisim
yonetmek ve fibroz displazi lezyonlarini stabilize etmektir (162). Bazi raporlar,
tamoksifenin kemik agrisini azaltmaya ve fibroz lezyonlarin biiylimesini stabilize etmeye
yardimc1 olabilecegini 6ne siirmektedir, ancak bu sonuglar tiim hastalarda tutarli olarak
gozlemlenmez. Osteodistrofili hastalarda kullanilan, osteoklastik kemik rezorbsiyonunu
inhibe eden bifosfonatlarin, FD’de kullanimi smirlidir. Aromataz inhibitorleri ve
tamoksifen uygulamalarinin, MAS’li hastalarda erken puberte tedavisinde basarili oldugu
sOylenmektedir (215,216). Ancak FD ve MAS’de tamoksifenin etkinligini degerlendiren
biiytik 6l¢ekli, kontrollii klinik ¢calisma eksikligi bulunmaktadir.

2.3.2.4. Hormon tedavisi: FD’li baz1 hastalarda siklikla MAS’1n bir pargasi
olarak endokrin anormallikleri de goriiliir. MAS, FD, cilt hiperpigmentasyonu (café-au-
lait lekeleri) ve hiperfonksiyonel endokrinopatilerden olusan bir tglidiir (237).
Endokrinopatiler erken ergenlikte, hipertiroidizm, biiyiime hormonu fazlaligi ve
hormonla iligkili diger bozukluklar seklinde ortaya ¢ikabilir (238). Hormonal tedavi ise

bu MAS iligkili endokrin anormalliklerin tedavisinde 6nemlidir.

2.3.2.5. Cerrahi miidahale: FD normal kemigin fibréz kemik matriksiyle
degistigi, deformasyona ve kirilmaya yatkin, kemiklerin zayiflamasina yol agan bir kemik
bozuklugudur. Genellikle bifosfonatlar tedavi de kullanilirken, tedavi i¢in cerrahi de

siklikla uygulanan bir yaklagimdir.

FD tedavisinde cerrahi uygulanmasinin ¢esitli endikasyonlar1 bulunmaktadir.
Oncelikle zayiflamis kemik nedeniyle FD’li hastalar kiriklara kars: hassastir ve kirig1
stabilize etmek ve iyilesmeyi hizlandirmak i¢in ameliyat gerekebilir (217). Bunun
yaninda, 6zellikle femur gibi agirlik tasiyan kemiklerde ilerleyici kemik deformiteleri
fonksiyonel bozulmaya ve agriya neden olabilir, cerrahi miidahaleler bu tip bozukluklarin
tamirinde kullanilabilir (167,218). Diger cerrahi endikasyonlari ise tibbi tedaviye cevap
vermeyen siirekli agr1 (219) ve kistik lezyon varligi (220) sayilabilir. Son olarak, nadir
olmasina ragmen FD, osteosarkom, fibrosarkom veya kondrosarkoma gibi malign

hastaliklara doniisiime ugrayabilir ve bu gibi durumlarda tiimdriin genis rezeksiyonu
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gerekir (221, 222). Bir vaka raporunda ise, sfenoid siniis FD’sinin cerrahi eksizyonunun

bas agrilarin1 6nemli 6l¢iide hafiflettigi belirtilmistir (223).

2.3.2.6. Agr1 kontrolii: Agr kontrolil i¢in, agrinin siddetine ve dogasina bagl
olarak steroidal olmayan antiinflamatuar ilaglar, analjezikler veya diger agn
modiilatorlerinin bir kombinasyonu kullanilabilir (168). Bunun yaninda FD/MAS’l1 tek
bir vakanin incelendigi bir raporda, intranazal kalsitonin uygulamasti, kemik lezyonlarinin
bulundugu bolgede agr1 siddetinde iyilesme ve yasam kalitesinde iyilesme ile
iligkilendirilmistir (224) ancak FD/MAS kaynakli agr {izerine kalsitoninin etkileri hala

bilinmemektedir.

2.3.2.7. Fizik tedavi: FD’nin heniiz bilinen bir tedavisi olmasa da fizik tedavi,
hastalifin yonetiminde Onemli bir rol oynar ve islevin iyilestirilmesine, agrinin

azaltilmasina ve yasam kalitesinin artirilmasina yardimei olur (157).

2.3.3. Fibroz Displazide Hasta Takibi

FD’li hastalarda hasta takibi énemli yer tutmaktadir. Oncelikle FD hastalari,
hastaligin ilerleyisini ve etkilenen kemiklerin durumunu degerlendirmek i¢in diizenli
izleme altinda olmalidir (157,225). Bu kontroller genellikle fiziksel muayeneler ve
rontgen veya MR gibi goriintiileme analizlerini igerir ve sikligi, hastaligin siddeti ve

ilerleyisine bagl olarak degisebilir.

Semptom yonetimi FD hastalarinin takibinde olduk¢a 6nemli yer tutmaktadir. FD
ile iligkili agrilar ilaclarla yonetilebilir. Agriy1 azaltmak i¢in genellikle nonsteroid anti-
enflamatuar ilaclar kullanilmaktadir (184). Daha siddetli agrilar i¢in daha gii¢lii ilaglar
recete edilebilir (184). Hastalarin, agr1 yonetimi stratejilerini saghk saglayicilar ile

tartismalar1 6nemlidir.

FD, ciddi kemik deformitesine, kiriklara veya islevsel bozulmaya yol actiginda
cerrahi miidahale gerekebilir. Cerrahi segenekler, fibroz dokunun ¢ikarilmasi (kiiretaj),
kemik grefti veya kemikleri stabilize etmek i¢in vidalarin yerlestirilmesini igerebilir
(217,226). Cerrahi karar1 birkag faktore bagli olup bunlar arasinda hastanin semptomlari,

etkilenen kemigin yeri ve komplikasyon riski bulunmaktadir.

Ozellikle fibroz displazide, cilt pigmentasyonu ve hormonal problemleri igeren

FD/MAS durumlari, endokrin bozukluklarla iliskilendirilebilir, bu nedenle hastalarin bir
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endokrinolog tarafindan degerlendirilmesi gerekebilir (227). Bu degerlendirmeler altta

yatan herhangi bir hormonal dengesizligi tanimlamaya ve tedavi etmeye yardimci olabilir.

FD hastalarinin genel kemik sagligini korumak onemlidir. Hastalar, yeterli
kalsiyum ve vitamin D alimimi saglamali, tolere edildikleri 6l¢iide agirlik tasiyan

egzersizler yapmali ve sigara igmekten ve asir1 alkol tiikketiminden kaginmalidir (157).

FD gibi kronik durumlar, zihinsel saghg etkileyebilir. Hastalar, uzun siireli bir
hastalik durumuyla yasamanin duygusal yonleriyle basa ¢ikmak i¢in danismanlik veya

destek gruplarindan fayda gorebilir (228,229).

FD’li bireyler i¢in diizenli dis kontrolii, hastaligin ¢ene ve kafatas1 kemikleri
iizerindeki olast etkisi nedeniyle hayati 6nem tasimaktadir (230). FD, bu kemiklerin
yapisinda ve biitiinliigiinde degisikliklere neden olabilir, bu da dis sagligin1 etkileyebilir
(160).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KULLANILAN DENEY HAYVANLARI

Bu calisma Saghk Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirmalar Projesi
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (proje no:2022/192). Calismamizda 40
giinliik yaklasik 180 + 10 gram agirliginda 30 adet disi Sprague-Dawley si¢an kullanildi.
Hayvanlarin bakimlar1 oda sicakliginda (22 + 2°C), 12 saat aydinlik/karanlik dongiistii ile
standart kosullar altinda gerceklestirildi. Hayvanlarin saglik kontrolleri gorevli veteriner
hekim tarafindan yapild1 ve randomize olarak her grupta 10 hayvan olacak sekilde ii¢
gruba ayrild1 ve ¢alisma siiresince beslenmeleri standart kemirgen yemi ve musluk suyu
ile ad libitum olarak sagland1 (Sekil 3.1). Kafesler giinliik olarak temizlendi. Caligmada
kullanilan protokol Acibadem Mehmet Ali Aydimlar Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan onay almistir (Etik No: HDK-2022/16).

Sekil 3.1: Deney hayvanlari
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3.2. DENEY PROTOKOLU

Hayvanlar her grupta 10 hayvan olacak sekilde {i¢ gruba ayrildi. Kontrol grubunda
bulunan hayvanlara sadece subkutan %0,1 NaCl enjeksiyonu yapildi, denosumab grubu
hayvanlara her hafta diizenli olarak denosumab (%0,1 NaCl i¢inde 10 mg/kg denosumab
(Prolia Amgen), subkutan) uygulandi1 (6), bifosfonat grubu hayvanlara ise her hafta
diizenli olarak zoledronik asit (%0,1 NaCl i¢inde 0,1 mg/kg zoledronik asit (Zolenat® 4
mg/5 mL, Mustafa Nevzat, Tiirkiye), intravendz) uygulandi (5). Uygulamalar her hafta
bir kere olacak sekilde {i¢ ay boyunca ratlarin gelisim atak donemi bitinceye kadar devam

ettl.

3.3. ILACLARIN VERILME SEKLI

Zoledronik asit grubu; Intravendéz enjeksiyon (%0,1 NaCl icinde 0,1 mg/kg
zoledronik asit) uygulamak icin en sik tercih edilen lateral kuyruk veni kullanildi.
Damarin daha iyi goriilebilmesi amaciyla 45 derece sicakliktaki suya 5-10 saniye ratlarin
kuyrugu daldirildi ve alkolle silip damar genislemesi saglandiktan sonra insiilin enjektorii
ile ila¢ zerk edildi. Bu esnada damarda sislik olusmamasina dikkat edildi. Sislik olustugu
durumda daha proksimal bir noktadan tekrar damara girip ila¢ uygulandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Kullanilan zoledronik asit

Denosumab grubu; Subkutan enjeksiyon (%0,1 NaCl icinde 10 mg/kg
denosumab) uygulamak i¢in en sik tercih edilen bolge olarak sirtta iki omuz basi arasinda
olusturulan iiggen bolgedeki gevsek deri tercih edildi. Alkolle sildikten sonra insiilin
enjektoriinii icgen bolgeden 10 mm kadar yaklasik ilerletip ila¢ zerk edildi. Bu esnada

deri altinda yayilimi gorebilmek i¢in sislik olustugundan emin olarak dogru bolgede
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olundugu onaylandi. Enjeksiyonlarda peritonit riskinin en az sekilde olmasi amaci ile,
enjeksiyon alanlar1 siirekli kontrol edildi. Kizariklik, sislik, 6dem goriiliirse sicanlarin
enjeksiyon bolgeleri degistirelerek yine subkutan enjeksiyon icin kullanilan abdomen

bolgesinden enjeksiyon yapildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Kullanilan denosumab

Kontrol grubu; Subkutan enjeksiyon (%0,1 NaCl) yapabilmek i¢in en sik tercih
edilen bolge olarak sirtta iki omuz basi arasinda olusturulan tiggen bolgedeki gevsek deri
kullanildi. Alkolle sildikten sonra insiilin enjektoriinii tiggen bolgeden 10 mm kadar
yaklasik ilerletip ila¢ zerk edildi. Bu esnada deri altinda yayilimi1 gorebilmek ig¢in sislik
olustugundan emin olarak dogru bolgede olundugu onaylandi. Enjeksiyonlarda peritonit
riskinin en az sekilde olmasi amaci ile, enjeksiyon alanlari siirekli kontrol edildi.
Kizariklik, sislik, 6dem goriiliirse siganlarin enjeksiyon bolgeleri degistirilerek yine

subkutan enjeksiyon i¢in kullanilan abdomen bdlgesinden enjeksiyon yapildi.

Ik ilaglar verilmeden 6nce veteriner hekim denetiminde ratlara ortalama 100
mg/kg ketamin hidroklorid, (Ketasol, Richterpharma AG Avusturya) ve 50 mg/kg
ksilazin (Rompun, Bayer, Almanya) ile genel anestezi sagland1 ve Siemens Arcadis
Avantic circuit 10143408 vl Genl marka C kollu rontgen ile femur kemikleri net
gorlilecek sekilde goriintiileri alindi (Sekil 3.4). Agirlik Olglimleri yapilip dozaj
hesaplamalarina gore enjeksiyonlara baslandi. Her hafta 1 enjeksiyon yapilacak sekilde
gelisim atak donemlerini tamamlayacaklar1 90 giin siiresince enjeksiyon islemleri devam
etti. Ug aym sonunda, veteriner hekim denetiminde ratlara ortalama 100 mg/kg ketamin

hidroklorid, (Ketasol, Richterpharma AG Avusturya) ve 50 mg/kg ksilazin (Rompun,
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Bayer, Almanya) ile genel anestezi saglandi. Hayvanlardan biyokimyasal analiz igin
kardiyak ponksiyonla kan drnekleri alindi (Sekil 3.5). Kan 6rnekleri alinan hayvanlar
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Sakrifiye edilen hayvanlarin giyotinle gévdeleri
baslarindan ayrildi ve biiyiime bolgelerinin degerlendirilebilmesi i¢in total mandibula ve
femur kemikleri rezeke edildi. Rezeke edilen femurlar ve mandibulalar1 histopatolojik
incelemeye gonderilmeden once Siemens Arcadis Avantic circuit 10143408 vl Genl
marka C kollu rontgen cihazi kullanilarak farkli dozlarda ¢ekim yapilarak iki boyutlu
gorlintiiler elde edildi.Elde edilen rontgenler Fatih Sultan Mehmet Egitim ve Arastirma

Hastanesi radyoloji boliimiinde 2 farkli kor radyolog tarafindan analiz edildi.

Sekil 3.4: Siemens C kollu rontgen ile ilk rontgen drneklerinin alinmasi
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Sekil 3.5: Kardiyak ponksiyon ile kan drneklerinin alinmasi

3.4. BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Alinan kan 6rnekleri serum tiiplerine alindi ve (Niive; NF200) 3000 rpm’de 10
dakika 4°C’de santrifiij edilerek serum elde edildi (Sekil 3.6). Elde edilen serumlar,
eppendorf tiiplerine transfer edildi ve analiz zamanina kadar -80°C'de saklandi. Alinan
serumlarda alkalen fosfataz (ALP), somatomedin C (IGF-1), tiroit uyarict hormon (TSH),
kalsiyum, fosfor, 25-hidroksi vitamin D3, parathormon intakt (iPTH) parametreleri analiz

edildi. (13,14) (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlar

Otoanalizor (Modular PP)

Coklu pipet (Thermo 30-300 pl)

Plastik tiip (Sar1 kapakli jelli vakoteynir tiipii)
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Tablo 3.1 (devam)

UV spektrofotometre

Etiiv (Niive NF200)

Eppendorf tiipii

ELISA yikayic1 (Stat Fax 2600)

ELISA okuyucu (Stat Fax 2100)

. — T R e T s e S A o

Sekil 3.6: Satrifuj cihazi

Saklama sicakligi -80°C olan serumlar, dl¢iimlerden bir gece Once -20°C'ye,

ardindan ise yavas ¢oziinme saglamak amaciyla +4°C'lik buzdolabina aktarildi.

33



IGF-1 (somatomedin C) Ol¢limii; Elabscience marka Rat IGF-1 (Insulin-like
Growth Factor 1) ELISA Kit Katalog no: E-EL-R3001 kullanilarak 6l¢iildii. Bu 6l¢tim,
cift antikorlu sandvi¢ Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) yontemiyle
gerceklestirildi. Bu yontemde, oncelikle spesifik antikorlar ile kaplanmis bir plakaya
ornekler eklenir. Ikinci bir antikor (detection antibody), dl¢iim yapilacak protein ile
baglanir ve sonrasinda bir enzimle konjuge edilen tiglincii bir antikor eklenir. Tepkime,
bir substratin eklenmesiyle enzimatik olarak tetiklenir ve olusan renk degisimi, 450 nm +

2 nm dalga boyunda dl¢iilen protein miktarini kantitatif olarak belirlemek i¢in kullanilir.

Alkalenfosfataz  (ALP) Olglimii; Kolorimetrik  yontem  kullanilarak
gerceklestirildi. Sandvi¢ teknigi olan elisa yontemi kullanildi. Serum alkalenfosfataz
diizeyleri, Shimadzu UV 120 spektrofotometre ile 405 nm dalga boyunda 6l¢tim yapilarak
belirlendi. Bu siirecte, Abcam marka Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric)
(ab83369) kiti kullanildi.

Kalsiyum 6l¢iimii; Elabscience marka Calcium (Ca) Colorimetric Assay Kit
(Katalog numarasi: E-BC-K103-M kiti) kullanildi. Numunedeki kalsiyum iyonlari, alkali
cozeltide Metil Timol Mavisi ile baglanarak mavi bir kompleks olusturuldu. Bu mavi
kompleksin 715 nm 06zgiil bir absorbsiyon tepe noktasi vardi ve kalsiyum icerigi, 610

nm'de 6l¢iilen optik yogunluk degeri ile hesaplanilda.

Fosfor olclimii; Elabscience marka Phosphorus (Pi) Colorimetric Assay Kit
(Phospho Molybdate Method) Kiti (Katalog numarasi: E-BC-K245-M) kullanildi.
Inorganik fosfor, molibdenik asit ile reaksiyona girerek fosfomolibdenik asit iiretti. Bu
fosfomolibdenik asit, bir indirgeyici ajanin etkisi altinda molybdenum mavisi olarak
bilinen maddeye indirgendi. Molybdenum mavisinin 660 nm dalga boyunda maksimum
bir absorbsiyon tepe noktasi vardi ve fosfor igerigi, 660 nm'de dlgiilen optik yogunluk

degeri araciliiyla dolayl olarak hesaplandi.

25-hidroksi vitamin D3 0&l¢liimii; Elabscience marka 25-HVD3 (25-Hydroxy
Vitamin D3) ELISA Kiti (katalog numarasi: E-EL-0015) kullanildi. ELISA (Enzyme-
Linked Immuno Sorbent Assay), antijen-antikor kompleksi olusturarak, antikorlara 6zgii
enzimlerin antikorlara baglanmasi ve sonrasinda antikora bagli enzimin uygun kofaktor
ve substrat1 kullanilarak tetiklenen kimyasal reaksiyon sonucu olusan renk degisiminin
Ol¢iilmesi yoluyla enzim aktivitesinin kantitatif olarak belirlendigi bir yontemdir. Bu

ELISA kitinde, Yarigmali-ELISA prensibi kullanilmigtir. Kitte saglanan mikro ELISA
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plakast 25-HVD3 ile 6nceden tamamen kaplanmistir. Tepkime sirasinda, ornek veya
standarttaki 25-HVD?3, sabit bir miktar yiizey destekg¢isi lizerindeki 25-HVD3 ile 25-
HVD3'e 6zgii Biotin ile igaretlenmis Tespit Antikoru (Ab) tlizerindeki baglanma yerleri
icin rekabet eder. Fazla konjiigat ve baglanmamis Ornek veya standart yikanarak
uzaklastirilir ve her mikro plakaya Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjiigati
eklenir ve sonra inkiibe edilir. Ardindan her plakaya TMB substrat ¢ozeltisi eklenir.
Enzim-substrat tepkimesi, durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve renk
maviden sartya donisiir. Optik yogunluk 450 nm + 2 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

Intakt paratiroid hormon &l¢iimii (iPTH); Elabscience marka Rat PTH
(Parathyroid Hormone) ELISA Kit (Katalog No: E-EL-R0535) kullanilarak enzime baglh
immiinosorbent deney (ELISA) yontemi ile degerlendirildi. Bu ELISA kiti, Sandvig-
ELISA prensibini kullanir. Kitte yer alan mikro ELISA plakasi, Rat I-PTH'ye 6zgii bir
antikor ile onceden kaplanmistir. Standartlar veya ornekler mikro ELISA plakalara
eklenir ve 6zgiil antikor ile birlestirilir. Ardindan, Rat I-PTH i¢in biyotinle isaretlenmis
bir tespit antikoru ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjiigat1 sirastyla her bir
plakaya eklenir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanarak uzaklastirilir. Her bir
plakaya substrat ¢ozeltisi eklenir. Yalnizca Rat I-PTH, biyotinle isaretlenmis tespit
antikoru ve Avidin-HRP konjligat: iceren plakalar mavi renkte goriiniir. Enzim-substrat
tepkimesi, durdurma c¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve rengin sariya doniisii
gozlemlenir. Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda spektrofotometrik

olarak olctildii.

Tiroid stimulan hormon Ol¢iimii; Elabscience marka Rat TSH (Thyroid
Stimulating Hormone) ELISA Kit Katalog No: E-EL-R0976 kullanildi. Bu ELISA kiti,
Sandvi¢-ELISA prensibini kullanmaktadir. Kitte saglanan mikro ELISA plakasi, Rat
TSH'ye 6zgii bir antikor ile dnceden kaplanmistir. Standartlar veya 6rnekler mikro ELISA
plakalarina eklenip ve 6zgiil antikor ile birlestirilir. Ardindan Rat TSH i¢in biyotinle
isaretlenmis bir tespit antikoru ve Avidin-Horseradish Peroxidase (HRP) konjiigati ile
sirastyla her bir plakaya eklenir ve inkiibe edilir. Serbest bilesenler yikanir ve
uzaklagtirilir. Her bir plakaya substrat ¢ozeltisi eklenir. Yalnizca Rat TSH, biyotinle
isaretlenmis tespit antikoru ve Avidin-HRP konjligati iceren plakalar mavi renkte

goriiniir. Enzim-substrat tepkimesi, durdurma ¢ozeltisinin eklenmesiyle sonlandirilir ve
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renk sartya doniisiir. Optik yogunluk (OD), 450 nm + 2 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak ol¢iildii.

3.5. HISTOPATOLOJIK VE HISTOMORFOMETRIK iNCELEMELER

Dokular (Sekil 3.7) histopatolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler i¢in
%10’luk fosfat tamponlu noétral formaldehit (pH=7.4) ile bir hafta fikse edildi.
Histopatolojik ve histomorfometrik degerlendirmeler Yeditepe Universitesi T1ip Fakiiltesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirildi.

Fiksasyon asamasindan sonra dokular Morse soliisyonunda (%10 sodyum sitrat
ve %22,5 formik asit) bir hafta boyunca dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon siirecinde,
soliisyon iki defa yenilendi. Dekalsifikasyon sonrasi dokular artan alkol serilerinden
gecirilerek dehidrate edildi ve parafine bloklar hazirland1 (Tablo 3.2). Kesitler kondil
yapist ve femur basini icerecek sekilde 10 um kalinlikta sagittal olarak alindi. Alinan
kesitler poli-L-lizin kapl lamlara aktarildi ve histomorfometrik olarak incelenmek igin
Masson Trikrom boyama kiti (Merck, #100485) ile (Tablo 3.3); (Sekil 3.8), histopatolojik
olarak hematoksilen ve eosin (H&E) (HistoPlus™ Haris Hematoksilen) ile (Tablo3.4;
Sekil 3.8) ve immunohistomkiyasal olarak Adams-TS1 (Anti-ADAMTSI1 antikoru;
ab216977) ile dokular incelenmek i¢in boyanarak kapatildi. H&E ile boyanan dokular
151k mikroskobunda (Sekil 3.9) osteoklast, osteoblast, osteosit ve proliferasyon zonu i¢in
gruplar kor bir histolog tarafindan histopatolojik olarak degerlendirilmistir (Tablo 3.5)
(231).

=
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s = 41

i

Sekil 3.7: Diseke edilmis total mandibula ve femur goriintiisii



Tablo 3.2: Parafin bloklarin hazirlanma protokolii

Adimm Siire
Cesme suyunda yikama 1 gece
Etil alkol (%70) 1 saat
Etil alkol (%80) 1 saat
Etil alkol (%90) 1 saat
Etil alkol (%96) 1 saat
Etil alkol (%96) 1,5 saat
Etil alkol (%100) 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 3 saat

Tablo 3.3: Masson Trikrom boyama protokolii

Adimm Siire
Etlivde inkiibasyon 10 dk
Firinda inkiibasyon 3 dk
Ksilen 5dk
Ksilen 5dk
Ksilen 5dk
Etil alkol (%100) 5dk
Etil alkol (%90) 5dk
Etil alkol (%80) 5dk
Etil alkol (%70) 5dk
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Tablo 3.3 (devam)

Cesme suyu 2 dk
Hemotoksilen 6 dk
Cesme suyu 1 dk
Asit alkol (%1) 1 dk
Cesme suyu 1 dk
Asit fuksin 3 dk
Distile su 1 dk
Fosfomolibdik asit 5dk
Kurutma

Anilin blue (metilen mavisi) 5dk
Distile su 1 dk
Asit alkol (%1 asetik asit) 2 dk
Etil alkol (%70) 1 dk
Etil alkol (%80) 1 dk
Etil alkol (%96) 1dk

Etil alkol (%100) 1dk
Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
Lam Etelan damlatma
Lamel Kapatma

Tablo 3.4: H&E boyama protokolii

Adimm Siire
Etlivde inkiibasyon 10 dk
Firinda inkiibasyon 3 dk

Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
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Tablo 3.4 (devam)

Etil alkol (%100) 5dk
Etil alkol (%90) 5dk
Etil alkol (%80) 5dk
Etil alkol (%70) 5dk
Etil alkol (%50) 5dk
Distile su 5dk
Hemotoksilen 8 dk
Cesme suyu 1 dk
Asit alkol (%]1) 1 dk
Eosin 5dk
Cesme suyu 1 gece
Etil alkol (%50) 30 sn
Etil alkol (%70) 30 sn
Etil alkol (%80) 60 sn
Etil alkol (%96) 60 sn
Etil alkol (%96) 60 sn
Etil alkol (%100) 60 sn
Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
Ksilen 10 dk
Lam Entellan damlatma
Lamel Kapatma
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Sekil 3.8: H&E ve ADAMS TS-1(immunohistokimya) ile boyanmis kesitlerin temsili

gorseli

Sekil 3.9: Kesitlerin incelendigi mikroskop sistemi
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Tablo 3.5: Histopatolojik skorlama

Skor Degerlendirme
0 Yok

1 Cok az

2 Orta

3 Siddetli

Immiinohistokimyasal boyama, iiretici firmanin protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Kisaca, 30 dakika boyunca %10 H>O, ile muamele edilen
preparatlarda endojen peroksidaz aktivitesi ortadan kaldirildi. Ardindan kesitler oda
sicakliginda bir saat normal keci serumu (Invitrogen) ile bloklandi ve Adams-TSI
antikoru (Anti-ADAMTS; ab216977; 1:100 diliisyon) ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Antijen retrieval yontemi i¢in ROCHE/ Cell Conditioning 1 (CC1) (EDTA) ile
CC1 64 dakika standart protokol uygulandi. Sekonder goriintiileme icin ROCHE/
UltraView Universal DAB Detection Kit ile Standart UltraView IHC Protokolii
uygulandi ve kesitler kapatildi (Sekil 3.10). Tiim islemler BenchMark XT THC Stainer
(ROCHE/Ventana, Tucson AZ — USA) cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi. Orneklerin

analizleri boyanma var/yok olarak degerlendirildi.

3.6. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

G*Power programi kullanilarak yapilan Power analizi sonucunda Histolojik skor
ortalama parametresi i¢in etki biiyiikliigi (effect size) 1.6109033 ve SD:0.60 aldigimizda
Power:0.80 ve a:0.05 icin tespit edilen 6rneklem sayisi her bir grup i¢in minimum n:8
olarak saptandi. Sigan sayisin1 her grup i¢in 10 olarak belirlememizin sebebi, herhangi

bir kay1p varliginda ¢alismamizin anlamliliginin bozulmamasidir.

Istatistiksel analizlerde GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, ABD)
programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile
incelenmistir. Hayvanlarin viicut agirliklarinin farkli zamanlardaki dl¢timler ve gruplar
aras1 farkliliklar1 iki yonlii varyans analizini takiben Tukey’in ¢oklu karsilagtirma testi ile

incelendi. Biyokimyasal parametrelerin analizinde tek yonlii analizini takiben Tukey’in
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coklu karsilagtirma testi uygulanmistir. Histolojik skorlamalarin istatistiksel analizinde

Kruskal-Wallis testini takiben Dunn’in ¢oklu karsilastirma testi uygulanmastir.
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Sekil 3.10: Masson trikrom histomorfometrik inceleme i¢in hazirlan kesitlerin temsili

gorseli
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4. BULGULAR

Calismamizda cerrahi sonrasi yalnizca denosumab grubunda bir hayvan

kaybedilmis olup, diger gruplarda herhangi bir hayvan kayb1 yasanmamistir. Hayvanlarin

viicut agirliklan ii¢ ay siiresince anlamli sekilde artarken (p<0,01; Sekil 4.1, Tablo 4.1)

kontrol ve deney gruplar1 arasinda herhangi bir anlamli1 farklilik gézlenmemistir.

Tablo 4.1: Deney gruplarinin kilo 6l¢iim sonuglart

Kontrol Denosumab Zoledronik Asit
(n:10) (n:9) (n:10)
(Ort£St.S) (Ort£St.S) (Ort+£St.S)
0. AY 181,8 £ 18,25 186,55+ 11,52 179,3 £ 18,77
1. AY 204 £ 14,11 206,4 £ 12,86 201,2+ 17,80
2. AY 211,1+13,95 214,11 £ 11,76 213,5+22,41
3.AY 215,2 £ 14,11 217,77 £ 11,65 217,2 +£23,59
P <0,01 <0,01 <0,01

Istatistiksel anlamhlik diizeyi p<0,01
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Sekil 4.1: Deney gruplarindaki hayvanlarin deney siiresi boyunca viicut agirlig: takibi

(**p<0,01 ve p<0,0001)

4.1. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Serum Orneklerinden IGF-1, iPTH, 25-hidroksi vitamin D3, ALP, fosfor,
kalsiyum ve TSH parametreleri biyokimyasal olarak incelenmistir. IGF-1 seviyeleri
denosumab grubuna kiyasla bifosfonat grubunda anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p<0,05; Sekil 4.2) ancak diger gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Ek
olarak serum iPTH, 25-hidroksi vitamin D3, ALP, fosfor, kalsiyum ve TSH seviyeleri
kontrol, denosumab ve bifosfonat gruplarinda benzer bulunmustur (p>0,05; Tablo 4.2,
Sekil 4.2).

Tablo 4.2: Ratlarin biyokimyasal bulgularin degerlendirilmesi

Kontrol Denosumab Zoledronik Asit
(n:10) (n:9) (n:10)
(Ort£St.S) (Ort£St.S) (Ort£St.S) P
IGI(;;/ml) 9,82 + 5,38 12,11 +£5,23 5,47 £4,16 <0,05
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Tablo 4.2 (devam)

PTH intact 2,50 £ 0,29 2.14£0,19 2,60 £ 0,20 >0,05
(pg/ml)

25 hidroksi

vitD3(ng/ml) 92,18+ 11,4 94,7+ 13,3 9326+14,52  >0,05
Fosfor(mg/dl) 6,05+ 0,88 6,02+ 1,17 6,02 + 0,96 >0,05
Kalsiyum(mg/dl) 10,7 £ 0,60 10,37 £ 0,34 10,46+ 056  >0,05
ALP(U/L) 356,7 + 69,43 342.80£59.80 4462+ 14024  >0,05
TSH(mIU/L) 0,085 = 0,005 0,085 = 0,005 0,089+ 0,005  >0,05

Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 , p>0.05

e
3

Kalsiyum
(mg/dL)

25-hidroksivitamin D3
(ng/mL)
0
=

Sekil 4.2: Serum (A) IGF-1, (B) iPTH, (C) 25-hidroksi vitamin D3, (D) ALP, (E) fosfor,
(F) kalsiyum ve (G) TSH (*p<0,05)
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4.2. HISTOLOJIiK BULGULAR

H&E boyamast ile osteoblast, osteoklast, osteosit ve proliferasyon zonu

yogunlugu incelenmistir.

Kontrol grubundaki endokondral ossifikasyon alaninda kemiklesme katmanlari
normal histolojik bulgular 1s18indadir. Bifosfonat (Zoledronik asit) uygulanan grupta
ossifikasyon alaninin ¢ok daha kalin oldugu gézlemlenmistir (Sekil 4.3). Bu grupta ayrica
proliferasyon alaninda kondrosit hiicrelerinin birbirinden bagimsiz bir sekilde daha fazla
oldugu ve hiicrelerin diger gruplara gore daha fazla diizensiz sira olusturdugu
goriilmektedir (Sekil 4.3). Kemik biiyiime alani kalinliklart karsilastirildiginda ise
denosumab ve bifosfonat grubunun kontrol grubuna kiyasla daha kalin oldugu
gbzlemlenmistir (sirasiyla p<0,001 ve p<0,0001; Sekil 4.4, Tablo 4.3). Ek olarak,
bifosfonat grubu hayvanlarin kemik biiytime alan1 denosumab grubuna kiyasla daha kalin

gozlenmistir (p<0,0001; Sekil 4.4, Tablo 4.3).

Kontrol Denosumab Zoledronik asit

Masson’s
Trikrom

Hematoksilen |
& Eozin ’

Sekil 4.3: Gruplardaki endokondral kemiklegsme alanlari. Proliferasyon katmani sar1 daire

ile isaretlenmistir (Biiyiitme= 20x)
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Tablo 4.3: Masson Trikrom ile enkondral bolgede kemiklesme alan kalinlig1 analizleri

Kontrol Denosumab Zoledronik
(n:10) (n:9) Asit (n:10)
(Ort+St.S) (Ort+St.S) (Ort+St.S) P
Enkondral
bolge
kemislesme 184+ 24,28 257,76 £ 44,15 350,67 +38,78  <0,01
alam1 kalinhg
(tiim zonlar
dahil)
e 5k 3k Xk k
80 500~ F
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E 400 '
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Sekil 4.4: Gruplardaki kemik biiyiime alan1 kalinligi

Sekil 4.5’te gruplar arasindaki enkondral kemiklesme alani gosterilmektedir.
Bolgedeki osteoblast, osteoklast ve osteosit yogunluklari incelendiginde (Tablo 4.4),
osteoblast yogunlugu bifosfonat grubunda denosumab ve kontrol gruplarina kiyasla
anlamli derecede diisiik bulunurken (p<0,01;Sekil 4.6a), osteoklast yogunluklar1 her

grupta benzer bulunmus (p>0,05; Sekil 4.6b), osteosit yogunlugu ise denosumab
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grubunda kontrol grubuna kiyasla diisiik bulunmustur (p<0,05; Sekil 4.6¢). Buna karsin
proliferasyon alanindaki hiicre yogunluklar1 incelendiginde (Tablo 4.4), bifosfonat
grubunda diger iki gruba kiyasla bu alandaki hiicre yogunlugu daha yiiksek bulunmustur
(p<0,0001; Sekil 4.7).

Kontrol Denosumab Zoledronik asit

Masson's
Trikrom

Hematoksilend
Eozin

x40 x40 x40

Sekil 4.5: Endokodral kemiklesme alanindaki hiicre tipleri. Sar1 ok basi osteositleri,
kirmiz1 ok basi osteoblastlar1 ve mavi ok basi osteoklastlar1 ifade etmektedir (Biiyilitme=
40x)
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Tablo 4.4: Hemotoksilen&Eosin ile enkondral bdlgede yapilan hiicre analizleri

Kontrol Denosumab Zoledronik
(n:10) (n:9) Asit (n:10)
(OrtSt.S) (Ort£St.S) (Ort£St.S) p
Osteosit 3,55+ 0,52 2,60 + 0,69 3,20 + 0,63 <0,05
Osteoblast 3,33+0,70 3,10+ 0,87 0,90 + 0,56 <0,01
Osteoklast 1,66 + 0,70 1,80+ 0,63 2,10+ 0,56 >0,05
Rgghiferasyop 1,66 + 0,50 1,80 £ 0,42 380+£042  <0,001
zonu
a, b. C.
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Sekil 4.6: Endokodral kemiklesme alanindaki hiicre yogunluklari (*p<0,05, **p<0,01 ve

*4%p<0 001)
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Sekil 4.7: Proliferasyon alan1 hiicre yogunlugu (***p<0,001)

Kontrol ve deney gruplarimi karsilastirdigimizda ADAMS-TSI1 ile pozitif
reaksiyon gosteren osteositler zoledronik asit grubunda yogun olarak boyanmis olarak
gozlenmistir (Sekil 4.8). Yapilan boyama skorlanmalarinda deney gruplarinda boyanan
hiicre sayis1 kontrol grubundan fazla olma egilimi gosterse de ne osteositlerde ne de
proliferasyon bolgesinde ADAMS-TS1 boyanma yogunlugunda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: Adams TS-1 ile osteosit ve proliferasyon zonu analizleri

Kontrol Zoledronik Asit
(n:10) Denosumab (n:9) (n:10)
(Ort£St.S) (Ort£St.S) (Ort£St.S)
Osteosit 0,5+ 0,52 0,6 +0,51 0,8+0,42
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Tablo 4.5 (devam)

Proliferasyon zonu 0,4+0,51 0,6 £0,52 0,7+0,48

Kontrol Denosumab Zoledronik asit

ADAMS-TS1

x40 x40 x40

Sekil 4.8: Kondil bolgesinde uygulanan ADAMS-TS1 proteini i¢in gergeklestirilen

immunohistokimyasal boyama. Sar1 ok basi osteositleri gdstermektedir (Biiyiitme= 40x)

a. Osteosit b. Proliferasyon alani

-
n
1
.
n
]

=
=]
1
=
=)
1

=
n
1
=
n
1

ADAMS-TSI1 protein ifadesi

ADAMS-TSI1 protein ifadesi

0.0-

Sekil 4.9: Kondil bolgesinde uygulanan ADAMS-TSI1 proteini i¢in gergeklestirilen

immunohistokimyasal boyama skorlamalari
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4.3. RADYOLOJIK BULGULAR
Uygulamalarin kemik iizerine etkileri radyolojik olarak incelendi (Sekil 4.10).

Hayvanlarin kemik biiylime alan1 kalinliklar1 incelendiginde deney gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek kemik biiyiime alam1 kalinligi gozlenirken,
bifosfonat grubunda denosumab grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha

kalin bir kemik biiylime alan1 gézlendi (Sekil 4.11).

Tablo 4.6: Ratlarin C kollu rontgen {izerinde boy ve dansite 6l¢iimlerinin analizleri

Kontrol Denosumab Zoledronik Asit
(n:10) (n:9) (n:10)
(Ort£St.S) (Ort£St.S) (Ort£St.S) p

Femur
uzunluk 19,46+ 0,66 19,30 £ 0,81 20,05 £ 0,62 <0,01
40. Gin
Femur
uzunluk 28,69 £ 0,72 28,28 £ 0,95 27,44 £ 1,17 <0,01
3. Ay
Femur
boy 9,23 +£0,48 8,99 + 0,95 7,39+ 1,15 p<0,001
degisimi
gem‘.“ 1,86 + 0,08 3,85+ 0,68 3,15£028  p<0,001

ansite
Mandibula
uzunluk 21,89+ 0,86 21,45+ 0,84 21,78+ 0,66
40. Gin
Mandibula
uzunluk 26,51+ 1,13 26,43+ 1,47 25,15+ 0,72
3.Ay
Mandibula
boy 4,61+ 1,75 4,98+ 1,05 3,37+ 1,01 p<0,001
degisimi
lfanqlbula 2,37+0,19 4,46+ 0,32 3,76+ 028  p<0,001

ansite

(***p<0,001 ve ****p<(0,0001)
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Denosumab Kontrol

Bifosfonat

Sekil 4.10: Radyolojik dl¢timlerin temsili goriintiisii
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Kemik biiyiime alam1 kalinhg1

Sekil 4.11: Kemik biiyiime alan1 kalinlig1 (***p<0,001 ve ****p<(0,0001)

Femur ve mandibula kemik yogunluklar1 incelendiginde, denosumab ve
bifosfonat gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak ytiksek kemik yogunlugu
gozlenirken (p<0,0001; Sekil 4.12a), bifosfonat grubunda denosumab grubuna kiyasla
daha diisiik kemik yogunlugu gozlendi (p<0,0001; Sekil 4.12b, Tablo 4.6).

a, b.
% 67
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Sekil 4.12: (a) Femur kemik yogunlugu ve (b) mandibula kemik yogunlugu (***p<0,001
ve *¥***p<(,0001)
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Deney baglangicinda ve 3. ay sonuda femur ve mandibula uzunluklarinda
meydana gelen degisiklikler incelendiginde, kotnrol ve denosumab grubunda femur
uzamasinin bifosfonat grubuna kiyasla anlamli olarak daha fazla oldugu gdzlenirken
(p<0,01; Sekil4.13a), mandibula kemigi uzamas: bifosfonat grubunda denosumab

grubuna kiyasla daha diisiik bulundu (p<0,01; Sekil 4.13b).
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Sekil 4.13: Deney baslangici ve 3. ay arasinda (a) femur kemik uzunlgu ve (b) mandibula

kemik uzunlugu degisimi (*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001)
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5. TARTISMA

Pirofosfatlarin fizyolojik inhibisyon mekanizmalarina dayanan ve bunlarin
kararli, sentetik karbon analoglar1 olan bifosfonatlar, cesitli kemik patolojilerinin
tedavisinde etkin ve giivenilir bir terapdtik ajan sinifi olarak kabul edilmektedir. Bu
ilaclar, malinitelere bagl hiperkalsemi, solid tiimdrlerin osteolitik kemik metastazlar
(6rnegin meme, prostat ve akciger kanseri), multipl miyelom iliskili osteolitik lezyonlar,
fibroz displazi, metabolik kemik hastaliklar1 (osteoporoz, osteopeni, Paget hastaligl) ve
konjenital bozukluklar (osteogenesis imperfecta gibi) gibi durumlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Bu genis spektrumlu kullanim, bisfosfonatlarin klinik 6nemini ve

terapotik degerini pekistirmektedir (4).

Denosumab, RANKL’ye kars1 tamamen insan kokenli, monoklonal antikor olup,
osteoporoz ve meme Kkanseri, prostat kanseri gibi kemiklere metastaz yapma
potansiyeline sahip kanserlerin tedavisinde, ayrica iskelet tiimorlerinin komplikasyonlari
icin umut verici bir tedavi olarak ortaya ¢ikan ilagtir. Denosumab'in FD'deki potansiyel
roliine olan ilgi ise, dev hiicreli tiimorlerin tedavisindeki etkinligiyle ilgili raporlarin
ortaya ¢ikmastyla artmistir. Bu iyi huylu ancak lokalize agresif olan timorler genellikle
yetiskinlerin ikinci ile dordiincii on yillarinda goriiliir ve FD ile anahtar histolojik

ozellikleri paylasirlar (232-234).

Osteoklast aracili kemik yikimini inhibe eden bisfosfonatlar, FD de dahil
olmak {lizere ¢esitli kemik hastaliklarinin tedavisinde 6nemli bir ajan olmustur (4).
Ote yandan, RANKL’yi hedefleyen monoklonal bir antikor olan denosumab,
osteoklast aktivitesini farkli bir biyolojik yoldan inhibe ederek ayr1 bir mekanizma
sunmaktadir (241,235). Bu ajanlarin FD’de kullanilma gerekgesi, kemik kalitesini
iyilestirerek ve iskelet deformitelerini ve agriy1 azaltarak hastaliin seyrini

degistirebilecek etkileri bulunmasindan kaynaklanmaktadir (183,204,242-236).

FD ve osteoporoz gibi iskelet bozukluklarinin tedavisinde bisfosfonatlar ve
denosumab gibi farmakolojik miidahaleler 6ne ¢ikan tedavi segenekleri arasinda yer
almaktadir (168,183). Calismamizda, denosumab ve bifosfonat grubu bir ilag olan
zoledronik asidin kemik gelisim parametreleri ratlar {izerinde biyokimyasal,

histopatolojik ve histomorfometrik olarak incelenmistir.

56



Cesitli hayvan caligmalari, bisfosfonatlarin uygulama yolu, dozaji ve
zamanlamas: agisindan farkliliklar gdstermektedir. Ornegin, Senel ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen bir calismada, 60 adet Sprague-Dawley cinsi disi sican
iizerinde, intraperitoneal (IP) yol ile 0,1 mg/kg dozunda Zoledronik Asit (ZA) haftada
iic kez, alti ve sekiz hafta siliresince uygulanmistir (235-237). Hornby ve
arkadaslarinin yaptig1 caligmada ise menopoz sonrast osteoporoz modelli ratlarda
kemik doniiglimiiniin idrar biyokimyasal belirteglerindeki ve femoral kemik mineral
yogunlugundaki zaman i¢indeki degisiklikleri, statik ve dinamik histomorfometrik
parametrelerdeki ve mekanik giigteki degisiklikleri 6l¢mek ve bu parametreler
tizerinde ZA’nin kronik tedavisinin Onleyici etkilerini degerlendirmek igin
kullanmistir. ZA’nin diisiik dozu (haftada 0,3 mg/kg, subkutan), yiiksek dozlar1 ise
(haftada 1,5 ve 7,5 mg/kg, subkutan) seklinde belirlenmistir (236-238).

Diger bir ¢aligmada ise Biasotto ve arkadaslari, ¢ene bolgesinde osteonekroz
modeli gelistirmek amaciyla, 10 adet Wistar cinsi disi sigan {izerinde intravendz yol
ile haftada bir kez 0,04 mg/kg ZA uygulamistir ve bu tedavi bes hafta siireyle devam
etmistir. Bu arastirmada, ZA’nin dozaji konusunda herhangi bir standardizasyon
yapilmamis olup, se¢ilen doz, insanlardaki hematolojik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan miktarlar ve insan ile sican arasindaki kemik metabolizmasindaki
farkliliklar g6z Oniinde bulundurularak belirlenmistir (237-239). Yine Negin ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada kapali sigan kirik modelinde karbon-14 ile
isaretlenmis ZA kullanmilmistir ve farkli uygulama protokollerinin tedavi etkinligi
degerlendirilmistir. Calismada si¢anlar bes tedavi grubuna ayrilmis olup her grupta 25
sigan bulunmaktadir. Gruplar su sekildedir: salin kontrol grubu, yerel olarak
uygulanan 0,01 mg/kg ZA grubu ve kirigin gergeklestigi an, kiriktan 1 hafta sonra ve
kiriktan 2 hafta sonra olmak {izere farkli zamanlarda sistemik bolus ZA (0,1 mg/kg)
uygulanan ii¢ grup seklinde dokular histomorfometrik ve radyolojik olarak

degerlendirilmistir (238-240).

Cesitli hayvan caligmalari, denosumab uygulama yolu, dozaj1 ve zamanlamasi
acisindan yine farkliliklar gostermektedir. Bununla birlikte denosumab zoledronik

aside kiyasla daha yeni bir ilag grubu olup, ¢alismalar da daha kisithidir. Yapilan
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calismalardan birinde Bernhardsson M. ve arkadaslari Anti-RANKL tedavisinin
implant fiksasyonunun iyilestirilmesinde zoledronik asitlere gore daha etkili olup
olmadigini test etmek icin erkek Sprague-Dawley sicanlara sag proksimal tibia
bolgesine paslanmaz ¢elik vida yerlestirmis ve sol tibiada ise delik agmistir (n = 42).
Sicanlar, alendronat (giinde 20 mg/kg), yliksek doz alendronat (giinde 200 mg/kg),
osteoprotegerin Fc etiketi ile (haftada iki kez 8 mg/kg) veya tuzlu su kontrolii olacak
sekilde subkutan enjeksiyonlar i¢in randomize se¢ilmislerdir. Dort hafta sonra, ¢elik
vidasinin fiksasyonu ¢ekme testi ile dl¢ililmiis ve delik agilan tibia ise mikro-BT ile

degerlendirilmistir (239-241).

Bir diger caligmada Transgenik fareler, kuyruk omurlarinda ve femurlarda
radyografik olarak tespit edilebilen FD benzeri lezyonlar i¢in fareler anti-fare RANKL
monoklonal antikoru ile tedavi edilmistir. Gelismekte olan FD benzeri iskelet
lezyonlarina sahip yirmi dort geng fare, tam gelismis FD benzeri lezyonlara sahip dort
yetigkin fare, haftada iki kez 14 hafta boyunca intraperitoneal enjeksiyon yoluyla ya
anti-RANKL mAb ya da rat IgG2a izotip kontrolii 300 pg/fare olarak tedavi edilmistir
(202). Yine baska bir calisjma da denosumab, overektomize sicanlarda, lomber
flizyona bitisik intervertebral disk dejenerasyonunu, endplak osteokondral yeniden
yapilanmasini engelleyerek ve vertebral osteoporozu azaltmak i¢in degerlendirilmistir
ve iki tarafli overektomi ameliyatindan 4 hafta sonra L4-L5 posterolateral lomber
flizyon ve spinoz proses teli fiksasyonu uygulanan ii¢ aylik disi Sprague-Dawley
siganlara posterolateral lomber flizyon ameliyatindan 4 hafta sonra haftada 5 giin, 4
hafta boyunca giinde 0.25 mg/kg olacak sekilde denosumab subkutan olarak
verilmistir. Agirliklart haftalik olarak kaydedilmis ve denosumab dozlar1 buna gore

ayarlanmistir (240-242).

Biz de tiim bu g¢alismalar1 degerlendirdik ve bunlarin 15181inda fareleri 40
giinliik olacak sekilde gelisim atak doneminin hemen Oncesinde olacaklar1 zamana
gore sectik ve 3 gruba randomize ayirdik. Tiim gruplara haftada 1 olacak sekilde ve
kilolar1 kontrol edilerek ilag dozlarini subkutan denosumab, intravendz zoledronik asit
ve subkutan izotonik olacak sekilde 3 ay boyunca gelisim atak donemi bitene kadar

uyguladik.

Calismamizda tim gruplarda gozlenen viicut agirlifinda anlamli artis,

hayvanlarin saglik durumlarinin ¢alisma boyunca iyi oldugunu ve normal biiyiime
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yasadigin1 gosterir. Bu sonug, ilag uygulama siireci boyunca hayvanlarin genel saglik
durumlar1 ve metabolik siiregleri iizerinde herhangi bir olumsuzluk olmadigini
gostermektedir ve bu sebeple dnemli bir temel bulgudur. Ayrica, ¢alismamizda
kullanilan ilaglarin (denosumab ve zoledronik asit) genel biiylimeyi etkileyen veya
kilo kaybina neden olan ciddi yan etkilere sahip olmadigin1 diisiindiirmektedir.
Schwartz AV. ve arkadaslarinin gerceklestirdigi randomize ve kontrollii bir ¢alismada
alendronat ve denosumab ile viicut agirliginda plaseboya kiyasla daha pozitif yonde
degisiklik gozlemlenirken, zoledronik asitin herhangi bir etkisi goriilmemistir (243).
Gergeklestirilen baska bir calismada ise Reid IR. ve arkadaslari zoledronik asit
tedavisinin osteopenik yasl kadinlarda kullanimi ile yag kiitlesinin korundugunu ve
bunun sonucunda viicut agirlig1 kaybinin yavaglamasi ile iliskili oldugu gosterilmistir

(244).

Calismamizda incelenen biyokimyasal parametrelerden IGF-1 seviyeleri
bifosfonat grubunda denosumab grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulunurken
diger parametreler (iPTH, 25-hidroksi vitamin D3, ALP, fosfor, kalsiyum ve TSH)
tiim gruplarda benzer bulunmustur. IGF-1, biiylime ve gelisimde énemli bir rol oynar
ve kemik metabolizmasi ile onarimi i¢in 6nemli bir belirtectir (245). IGF-1, biliyiime
hormonu (GH) tarafindan tetiklenir ve kemik yogunlugu ve sagliginda dnemli rolleri
bulunmaktadir (245). Cocukluk caginda GH eksikligi kemik mineral yogunlugunu
azaltirken, GH tedavisi kemik biiylimesini ve gicilinii artirir (246). IGF-1 ise
uzunlamasina kemik biiyiimesi, iskelet olgunlagmasi ve yalnizca biiylime sirasinda
degil aynt zamanda yetiskin yasamda da kemigin korunmasinda, kemik kiitlesi
kazanimi i¢in gereklidir (247). Calismamizda gozlemledigimiz, bisfosfonat grubunda
denosumab grubuna kiyasla IGF-1 seviyelerinin anlamli olarak diisiik bulunmasi, bu
tedavilerin kemik metabolizmasi {izerinde farkli etkileri oldugunu diisiindiirmektedir.
Gergeklestirilen bir calismada IGF-1’in osteoklast farklilasmasini tesvik ederek
osteoklastogenezi diizenledigi ve IGF-1'in RANKL ve RANK ifadesinin
diizenlenmesi yoluyla osteoklastogenezi desteklemek amaciyla osteoblast ve
osteoklast arasindaki normal etkilesimin siirdiiriilmesinin = gerekliligi igin
mekanizmada kullanildig1 belirtilmistir (248). Ek olarak, osteoklastlar, osteoblastlar
ve osteositler tarafindan otokrin veya parakrin olarak iiretilen IGF-1 kemik yeniden

modellenmesinde 6onemli roller oynamakta olup (249-253), osteoblastlar iizerindeki
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dogrudan etkileri yoluyla hem kemik olusumunu hem de rezorpsiyonunu

indiikleyebilmektedir (254-257).

Bifosfonatlarin osteoklast progenitor gelisimini ve ortama go¢iinii azaltarak ve
osteoklast apoptozunu tesvik ederek osteoklast aktivitesini azaltti§i bildirilmistir
(257). Osteoklastlar iizerindeki inhibitor etkilerine ek olarak bifosfonatlarin
glukokortikoid kaynakli osteoporoz fare modelinde osteosit ve osteoblast apoptozunu
onledigi raporlanmistir (258). Calismamizda ise endokodral kemiklesme alanindaki
osteoblast yogunlugu bisfosfonat grubunda kontrol ve denosumab gruplarina kiyasla
anlaml1 olarak diisiik bulunmustur. Koch FP ve ark. ger¢eklestirdigi bir in vivo
calismada zoledronik asidin osteoblast proliferasyonunu diisiirdiigii bulunmustur
(259) ve bu durum osteoblast yogunlugundaki diislisii aciklayabilir. Ek olarak
caligmamizda gozledigimiz, zoledronik asit grubundaki IGF-1 disiikligi de

osteoblast yogunlugundaki diistisle iligkili olabilir.

De Castro ve ark. yaptig1 denosumab’in kemikte fibroz displazi i¢in giivenlik ve
etkililigi degerlendirilen ¢aligsmada denosumab tedavisinin, fibroz displazi hastalarinda
lezyon aktivitesini azaltarak osteojenik hiicre olgunlagsmasini ve kemik olusumunu
saglayarak klinik fayda saglayabildigi kanisina varilmistir. Ancak, 6zellikle yiiksek
hastalik yiikiine sahip olan bazi hastalarda belirgin kemik devri geri tepmesi ve
hiperkalsemi goriilmiistiir. Bu ¢alismanin bulgulari, fibroz displazinin patogenezini
daha iyi anlamamizi saglar ve denosumab’in mekanistik olarak odaklanmis bir tedavi
stratejisi olarak kullanimini destekler gibi gériinmesine ragmen bununla birlikte, geri
tepme hiperkalsemisinin potansiyel olusumunun dikkatli olunmas1 gereken 6nemli bir
husus oldugunu vurgular. Hiperkalsemi olusabilecegi bir¢ok c¢alismada
vurgulanmistir (203). Denosumabin kesilmesinin ardindan hiperkalsemi gelisen {i¢ vaka
bildirilmistir. Ik raporda, McCune-Albright sendromu ve poliostotik fibroz displazi olan
9 yasindaki bir erkek cocuk, yedi ay siiren denosumab tedavisini biraktiktan iki ay sonra
hiperkalsemi gelismistir (10). Ikinci vaka, ikinci denosumab enjeksiyonundan yedi hafta
sonra hiperkalsemi gosteren ciddi bir juvenil Paget hastalig1 formuna sahip 8 yasindaki
bir kiz cocugu olarak bildirilmistir (260). En son olarak, Gossai ve digerleri, denosumab
tedavisini kesmesinden bes ay sonra hiperkalsemi gelistiren metastatik GCTB'li 10
yasindaki bir kiz ¢ocugunu bildirmistir (261). Yakin zamanda Setsu, ve arkadaslart da bu

vakalara ek olarak sakrumunda dev hiicreli tlimoriin tedavisi i¢in denosumab kullanimi
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sonras1 10 yasindaki kiz ¢gocugunda hiperkalsemi gozlemlemis ve vaka raporu olarak
sunmuslardir (262). Bu dort vakada da daha dnceki bifosfonat tedavisi veya siiregelen
hastaliklar gibi sistemik kemik metabolizmasini etkileyebilecek karmagik klinik
geemisler bulunmustur. Bu nedenle, bu vakalarda gozlemlenen hiperkalseminin
nedenlerini yorumlamak zor olmus ve denosumabin kesilmesinin etkileri muhtemelen
gizlenmisti. Buna karsilik, mevcut hastada (262) osteolitik lezyonlardan bagimsiz olarak
hiperkalsemi geligmistir, bu da hiperkalseminin hastanin mevcut hastaliklarindan ikincil
olarak degil, daha ¢ok denosumabin kesilmesinden kaynaklandigini géstermistir (262).
Tiim bu vakalar ve osteoklastik kemik yikim aktivitesinde keskin bir artisin kemikten
hizla fazla miktarda kalsiyumun salinmasini tetikleyebilecegini ve hiperkalsemiye neden

olabilecegini desteklemektedir.

Hizli kemik yikim aktivitesinin geri doniisiiniin hiperkalsemiyi tetikleyebilecegi
hipotezi, bifosfonatla iligkili hiperkalsemi vakasinin bildirilmemis olmasin1 agiklayabilir.
Denosumab gibi bifosfonatlar da osteoklastik kemik yikimini ve kemik devir hizini
onemli Olclide baskilar, ancak bu iki ajan arasinda etki mekanizmasi ve yart Omiir
uzunlugu acisindan belirgin farklar vardir. Bifosfonatlar kemikte birikir ve kemik
yikimini baskilar, ancak osteoklast olusumunu engellemez. Ozellikle bifosfonatlar, kemik
dokusuna yiiksek afiniteleri nedeniyle yillar boyunca yavasga salinir. Bu farkliliklar
nedeniyle, bifosfonat tedavisinin kesilmesi osteoklastik kemik yikiminda bir geri doniise

neden olmayabilir (263).

Ayrica birgok biiyiik calisma, hipokalseminin denosumab tedavisinin bir yan
etkisi oldugunu gostermistir. Fizazi K. ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢aligmada
kastrasyona direngli prostat kanserli erkeklerle yapilan Faz III denemesinde denosumab
ve zoledronik asit karsilastirildiginda, denosumab alan katilimcilarda hipokalsemi
oranlari, zoledronik asit alanlara gore anlamli derecede yiiksek (%13'e karst %06)
bulunmustur (264). Coklu miyelom ve diger ileri kanserlerde denosumab ile zoledronik
asiti karsilastiran baska bir randomize, kontrollii, ¢ift kor denemede, denosumab alan
katilmecilarin %5,7'si hipokalsemi tedavisi i¢in intravendz Ca infiizyonuna ihtiyag
duyarken, zoledronik asit alanlarin sadece %2,7'si bu tedaviye ihtiya¢ duymustur (265).
Bu gozlemler, bobrek hiicreli karsinom, ¢coklu miyelom veya miyelofibrozis ile iliskili
maligniteye bagli hipokalsemi vakalarinda denosumab kullanimia alan agmistir (266-

267). Spangeus ve arkadaslarinin retrospektif olarak yaptiklar1 bir calismada denosumab
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enjeksiyonu sonrasi hipokalsemi prevalansina bakilmistir. Denosumab enjeksiyonlarinin
%6's1n1 takiben enjeksiyon sonrasi hipokalsemi gézlemlenmistir, bu durum enjeksiyon
sayisindan bagimsiz bulunmustur. Siddetli enjeksiyon sonrasi hipokalsemi nadir
goriilmistiir ve siddetli bobrek yetmezligi ile beslenme durumu Snemli Ongoriilen
sebepler gibi goriinmektedir (268). Magnezyum ve fosfat, enjeksiyon oOncesi risk
degerlendirmesine deger katabilir bulunmustur. Biitiin bunlara ek olarak c¢aligmada
erkeklerde hipokalsemi kadinlara oranla yiikksek bulunmustur (268). Tim bu
degerlendirmelerin sonuglarina dayanarak biz de serum kalsiyum seviyelerinde
degisim beklemistik, ancak bizim sonug¢larimizda serum kalsiyum seviyelerinde
anlaml1 bir artma ya da azalma goriilmemistir. Bunun sebebinin hem saglikli geng
ratlar lizerinde calismamiz oldugu, hem herhangi bir sistemik hastaliklarinin
olmamas1 sebebiyle oldugunu diistinmekteyiz. Ayrica hiperkalsemi ¢ocuk hastalarda
tedavi kesildikten belli bir siire sonra raporlanmistir. Biz tedavi bitiminin hemen

ardindan kan1 aldigimiz i¢in bu sonucu goérememis olabiliriz.

Makras P. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada menopoz sonrasi osteoporoz
tedavisi i¢cin denosumab kullanan hastalarda paratiroid hormon incelenmis,
bulgularinda ise, denosumab sonrasi1 PTH artis degisiklikleri saptanmistir. Caligma,
bunun esas nedeni olarak serum kalsiyumundaki degisikliklere baglandigini one
sirmektedir. Ayrica, menopoz sonrast hasta grubunda, kalsiyum ve vitamin D
yliklemesinin, denosumab kaynakli serum kalsiyumundaki diisiisii ve dolayisiyla
tedavinin en azindan ilk ayinda kompanzatuar PTH artisin1 Onleyebilecegini
gostermistir (269). Paul J Kostenuik ve arkadaglarinin yaptig1 baska bir ¢aligmada ise
Denosumab, Alendronat veya Alendronat Sonrast Denosumab'in overektomize
sinomolgus maymunlarinda kemik devir hizi, kalsiyum homeostazi, kemik kiitlesi ve
kemik giicli lizerine etkileri degerlendirilmistir sonuclarinda biyokimyasal bulgularda
PTH degisiminin serum kalsiyum degisiklerinin tam zitt1 sekilde sonuglar gosterdigi ve
serum fosfor degerlerinin de serum kalsiyum ile paralel sonuglar seklinde bulundugu

belirtilmistir (270).

Miyaoka ve arkadaslarinin yaptig1 baska bir ¢alismada ise denosumabin normal
bobrek fonksiyonuna sahip osteoporotik hastalarda serum fosforunu diisiirerek
glomeriiler filtrasyon oranini iyilestirmesini degerlendirmislerdir ve bu ¢aligmada tek bir

denosumab enjeksiyonunun osteoporotik hastalarda serum fosfor (Pi) seviyelerini 6 aya
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kadar 6nemli derecede azalttigini bulmuslardir (271). Yapilan calismada denosumab
uygulamasi; serum fosforunu (Pi), kalsiyum-fosfor ¢carpimini ve kalsiyumun diizeltilmis
formunu (cCa) onemli Ol¢lide baskilamigtir (271). Kemik yikiminin inhibisyonu,
dolagima salinan Pi diizeyinin diismesiyle iligkili olabilir ancak serum Pi diizeyi, kemik
anti-resorptif etkisi hafif oldugunda FGF-23, vitamin D ve PTH tarafindan aracili
koruyucu etki nedeniyle mutlak (her zaman) degismeyebilecegi sonucuna

ulagmiglardir (271).

Del Mar Morales Hernandez ve arkadaslarinin yaptig1 bir vaka raporunda 78
yasindaki erkek hastaya, prostat kanseri ve yaygin kemik metastazlari sebebiyle
denosumab uygulanmis ve denosumab tedavisine baglamadan 6nce fosfor diizeyi diisiik
normal aralikta bulunmustur, 11 giin sonra ise siddetli hipofosfatemi goriilmiistiir.
Siddetli hipofosfatemi ve sekonder hiperparatiroidizm goriilmesi denosumab
uygulamasina baglanmistir. (272). Serum kalsiyum seviyeleri bizim calismamizda
artmadigr icin iPTH degerlerinde de herhangi bir anlamli fark goriilmedigi

sOylenebilir.

Yapilmig bir calismada hipokalsemi ve denosumab tedavisi sonrasi kemik
mineral yogunlugu degisikliklerini son donem bdbrek hastaligi olan hastalar tizerinde
Meta-Analiz olarak ¢aligmislardir. Tedavi 6ncesi ve sonrasi serum kalsiyum veya fosfat
seviyelerinde anlamli bir degisiklik gozlenmemis fakat ALP ve PTH seviyelerinde
anlamli azalmalar bulunmustur (273). Kong ve arkadaslarinin yaptigi baska bir caligmada
menopoz sonrasi osteoporozu olan kadinlarda zoledronik asit ve denosumab osteoklastlar
icin kiyaslanmistir ve her iki grupta da 24 hafta sonra alkalen fosfataz seviyeleri onemli
ol¢lide azalmistir ve 48 hafta sonunda, denosumab grubundaki ALP seviyeleri zoledronat

grubuna gore anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (274).

Basso ve arkadaglarinin yaptig1 calismada zoledronik asitlerin osteoblast aktivitesi
iizerindeki etkisi degerlendirilmistir ve bu g¢alisma, zoledronik asit (ZA) adli bir
bisfosfonatin osteoblastlardaki alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi lizerindeki etkilerini
arastirmistir (275). ALP, kemik matriks mineralizasyonu ile yakindan iligkili bir enzimdir
ve bu enzimin aktivitesi bir son nokta testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar,
osteoblastlarin 7 giin boyunca 5 uM ZA ¢dzeltisi ile tedavi edildiklerinde artmis ALP
aktivitesinin gozlendigini gostermistir, 14 giin sonra, her iki ZA konsantrasyonu da (1 ve

5 uM) kontrol grubuna kiyasla ALP aktivitesini onemli Ol¢lide azaltmis, 21 giinlikk
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periyotta ise, deney ve kontrol gruplar1 arasinda ALP ag¢isindan bir fark bulunamamistir
(275). Bizim bulgularimizda serum alkalen fosfataz diizeyi zoledronik asitte, kontrol ve

denosumab grubuna gorece yiiksek ¢iksa da anlamli bir fark bulunmamustir.

Bagaran ve arkadaslariin yaptig1 bir vaka raporu g¢aligmasinda uzun siireli
bifosfonat kullanimma bagli olarak gelisen bilateral inkomplet atipik femur fraktiirii
degerlendirilmis, 25-hidroksi vitamin D3 ve paratiroid hormon seviyeleri normal
araliklarda bulunmustur (276). Nakamura Y. ve arkadaslarinin yaptigi baska bir
calismada Japon menopoz sonrast OP hastalarinda, ekstra vitamin D olmaksizin 3 yil
siiren bifosfanat tedavisi sonrasi serum 25(OH)D3 diizeylerinde belirgin bir artig
bulmuslardir. Diger yandan, Japon menopoz sonrasi OP kohortunda 4 ay siiren BP'lerden
sonra serum 25(OH)D anlaml sekilde azalmistir (277). Bu nedenle, uzun siireli BP
tedavisinde vitamin D eklemesinin istege bagli olabilecegini diistinmiislerdir (277). Son
yaptiklari denosumab c¢alismasinda, serum 25(OH)D diizeyleri, vitamin D ve kalsiyum
takviyesi olsun ya da olmasin 3 yil boyunca siirekli artmustir (278). Ote yandan Augoulea
ve arkadaslari, denosumab tedavisi nedeniyle olusan PTH artisinin serum 25(OH)D

diizeyleri ile iligkili olmadigini bildirmistir (279).

Karga H. ve arkadaslari, zoledronik asit inflizyonunun (5 mg/100 mL) tiroid
fonksiyonu tiizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, Aralik 2021'e kadar
MEDLINE'da uygun caligmalar1 arastirmistir (280). Serum TSH seviyesi esasen
degismemistir (280). Yapilan baska bir calisma da ise hastanin zoledronik asit
inflizyonundan 11 giin sonra TSH seviyesi yliksek (10,56 mU/L) ¢ikmig ve 53 giin sonra
bile yiiksek kalmistir (6,30 mU/L) (281). TSH seviyesi, giinliik oral levotiroksin (100
mcg) recetesi ile 3 ay sonra normal bulunmustur (281). Hindistan'da yapilan bir ¢alismada
ise (n=163, %95'1 postmenopozal kadin), zoledronik asit infiizyonundan (5 mg) sonra 0,
1, 2,3, 7 ve42. giinlerde tiroid fonksiyon testleri incelenmistir ve bu inflizyonlardan sonra
TSH artmis ve artis 42. giin son kontrole kadar devam etmistir (282) TSH'deki artis, tiroid

otoimmiinite belirtisi olan hastalarda daha belirgin bulunmustur (282).

Gergeklestirdigimiz calismada osteoklast yogunluklar: tiim gruplarda benzer
bulunmustur. Osteoklast geri doniisiimii RANKL sinyallemesi tarafindan diizenlenir
ve RANKL inhibisyonu, osteomorflarin birikimine yol agar ve bu durum, aktif
osteoklastlar1 olugturmak iizere yeniden kaynagma kapasitesine sahip hazirlanmis bir

osteoklast Onclilleri (osteomorf) havuzu saglar (283). Yapilan bazi g¢alismalarda
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bifosfonatlarin osteoklast olusumunu engelledigi belirtilirken (187) uzun siireli
alendronat tedavisinin gecikmis apoptoz geciren belirgin dev, hiperniikleer ve
ayrilmis osteoklastlar1 igeren osteoklastlarin sayisinda artisa sebep oldugunu
belirtmistir (284). Ek olarak, gerceklestirilen in vitro ¢alismalarda Zoledronik asidin
RANKL aracili yolaklar1 baskilayarak osteoklastogenezi inhibe ettigi belirtilmistir
(285,286). Bir baska in vitro calismada ise zoledronik asidin osteoklastogenez
sirasinda RANK ekspresyonunu ve osteoklast Onciillerinin goc¢iinii engelledigi
bildirilmistir (287). Baska bir ¢calismada ise farelerde uzun siireli (13 ay) zoledronik

asit tedavisinden sonra ayrilmis osteoklast sayisinda artig gozlenmistir (288).

Liverani ve arkadaslari, monosit—osteoklast diferansiyasyonu ig¢in bir hiicre
kiiltiir modeli kullanarak deneyler gergeklestirmis ve zoledronik asit varliginda vakuole
doniismiis osteoklastlarin olustugunu, buna karsin denosumab varliginda osteoklastlarin
olusmadigini bulmuslardir. Bu durum, zoledronik asidin diferansiye olmus osteoklastlar

iizerinde etkili oldugunu 6ne siirmektedir (289).

Shibuya ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada osteoklast diferansiyasyonunun
denosumab tarafindan inhibe edildigini ancak zoledronik asit varliginda osteoklast
sayisinda gecici bir artig gézlendigini bildirmislerdir (290). Yine ayn1 ¢aligmada birincil
hiicre popiilasyonundan mononiikleer hiicreleri ¢ikararak kalan segmenti osteoklastlarin
sag kalimini degerlendirmek i¢in kullanmislardir ve ¢alismanin sonucunda zoledronik
asit tarafindan indiiklenen osteoklast sayisinda belirgin bir azalma bulmuslardir, buna
karsin kontrol grubunda osteoklastlar zamanla kaybolmus, denosumab ile tedavi edilen
grup ile kontrol grubu arasinda fark bulunmamaistir (290). Bu durum denosumab ajaninin
osteoklastlarin kendilerinin sag kalimini baskilamadigin1 géstermektedir. Bu nedenle, bu
calisgmanin bulgusu, denosumab’in GCTB dokusunda osteoklastlarin kaybolmasina
neden olan temel mekanizmanin osteoklast diferansiyasyonunun baskilanmasi oldugunu

gostermistir (290).

Denosumabin preosteoklastlardan osteoklasta farklilasma siirecini engellemesi
(291) ancak preosteoklastlar1 iceren osteoklast popiilasyonu iizerindeki etkilerinin
daha diisiik olmas1 ¢aligmamizda gozlemledigimiz osteoklast yogunlugunun kontrol
grubu ile benzerligi agiklayabilir. Ek olarak bifosfonat grubunda da gdzlenen
osteoklast yogunlugunun kontrol grubu ile olan benzerligi zoledronik asit tedavisinin

mevcut osteoklastlar1 oldiirse bile, osteoklast oOnciillerinden yeni hiicrelerin
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diferansiyasyonunun devam edebilmesi ile aciklanabilir. Eger bu yenilenme hizi,
oldiiriilen osteoklastlarin hizina yakin veya esitse, toplam osteoklast yogunlugunda

net bir azalma gozlemlenmeyebilir.

Osteositler yalnizca kemik kiitlesinin degil ayni1 zamanda kemik kalitesinin
diizenlenmesinde de 6nemli rol oynar. Calismamizda, denosumab uygulamasi sonrasi
kontrol grubuna kiyasla osteosit yogunlugunda anlamli azalma gozlemledik. Yakin
zamanda gerceklestirilen bir calismada aktif denosumab tedavisi ile canli osteositlerde
bir azalma oldugu ve buna daha fazla sayida mikropetrotik osteosit lakuna eslik ettigi
gosterilmistir (292). Her iki durum da kemik patolojilerinde veya eski kemigin var
oldugunu gosteren ve diisilk kemik dongiisii olan durumlarda goriilmektedir (293-
296). Ek olarak, vertebral cisimlerin aseptik nekrozu (Kiimmels hastalig1) iizerine
gerceklestirilen ¢aligmalarda, denosumabin kesilmesi sonucu daha fazla sayida bos
osteosit lakunasinin eslik ettigi gozlenmistir (297,298). Ayrica, denosumabin
kesilmesinden 12 ay sonra bos osteosit lakiinlerinin sayisi, aktif denosumab tedavisi
goren hastalarinkiyle benzer bulunmustur (294). Bir diger olast mekanizma ise
denosumab ile RANKL inhibisyonudur. RANKL, hiicre sagkalimini destekleyen
sinyal yolaklarinin bir pargasidir (299) ve RANKL inhibisyonu, osteositlerdeki

sagkalim sinyallerini azaltarak apoptoz riskini artirabilir (300).

Fu ve arkadaslariin yaptig1 bir calismada, denosumab uygulamasi, biiytime plag:
kikirdak hiicrelerinde Tnfrsf11b gen ifadesi {izerinde bariz bir etkiye sahip olmamis ancak
osteositleri azalttigi bulunmustur. Osteositlerdeki Tnfrsfl1b ifadesindeki degisimi iki
sekilde niceliklendirmislerdir; Ilk olarak, goriintii analizi kullanarak osteositlerdeki
hibridizasyon sinyalinin yogunlugunu Ol¢gmiisler ve siingerimsi kemigin sinyal
yogunlugunda yaklasik dort kat azalma oldugunu dogrulamiglardir ve ikinci olarak,
Tnfrsfl1b ifade eden osteosit sayisin1 6l¢gmiigler ve bunun yaklasik yar1 yariya azaldigim
bulmuslardir (301). Osteositler, bisfosfonatlar i¢cin de 6nemli hedef hiicreler olabilir.
Deneysel hayvanlarda, osteosit apoptozu glukokortikoid maruziyeti, mekanik yiiklenme,
mikro hasar ve agirliksizlik gibi bir¢ok wuyarict tarafindan indiiklenir (302).
Bisfosfonatlarin  osteoklast apoptozunu indiikleme yeteneginin aksine, birkag
bisfosfonatin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin osteositleri (ve osteoblastlar1) in vitro
glukokortikoide bagli apoptozdan korudugu goriilmiistiir (303). Osteositler lizerindeki

bisfosfonat etkilerinin, osteoklastlar iizerindeki etkilerinden bagimsiz oldugunu
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destekleyen veriler vardir (304). Sicanlarda, diisiik doz risedronat ve alendronatin,

dongiisel mekanik yiikleme sonrasi osteosit apoptozunu baskiladigi gosterilmistir (305).

Calismamizda hem denosumab hem de bifosfonat grubunda kontrol grubuna
kiyasla endokondral kemik biiylime alan1 kalinliklar1 anlamli olarak yiiksek bulundu.
Denosumab, RANKL’yi hedefleyerek aktif osteoklastlarin olusumunu, aktivasyonunu
ve sagkalimini inhibe eder (306). Bu durum, kemik rezorpsiyonunun azalmasina ve
dolayisiyla kemik kiitlesinin korunmasina veya artmasina yol agar. Denosumabin bu
etkisi, kemik yikimini azaltirken, mevcut kemik yapisinin daha uzun siire korunmasini
saglar, bu da kemik biiylime alaninin kalinliginin artmasina neden olabilir (292,307).
Bifosfonatlar, 6zellikle zoledronik asit, osteoklastlarin kemik ytizeyindeki rezorptif
aktivitesini engelleyerek calisir (308). Bu ilaglar, osteoklastlarin apoptozunu tesvik
eder ve kemik yikimini dnemli 6lgiide azaltir (309). Bifosfonatlarin kemik biiyiime
alanlarinda denosumabdan daha etkili olmasi, bu ilaglarin kemik yikimini daha gii¢lii
bir sekilde inhibe etmesi ve kemik yapisimin daha fazla korunmasiyla

iliskilendirilebilir (310).

Wang ve arkadaslarinin yaptigi bir vaka calismasinda 9 yasinda fibroz
displazili bir hastada denosumab tedavisi uygulanmis ve biiylime plaklar
incelenmistir. Biiylime plaklarinda yapilan radyografik ve histolojik incelemelerde
tedavi sirasinda ve sonrasinda kalmligimin artmaya devam ettigi bildirilmistir. Ayni
calismada denosumabin ¢ocuklarda lineer biiylime ilizerindeki etkilerine dair yayimlanmis
raporlar bulunmadigt ve RANKL inhibisyonunun biiylime etkilerinin belirlenmedigi
bildirilmistir (311). Yaptiklari tedavinin kesilmesinden sonra transvers bantlarin biiylime
plaklarindan uzaklagmasi, biiyiime plaklarinin aktif oldugunu ve lineer biiylimenin bu
donemde devam ettigini gostermislerdir. Calisma da epifiz bolge aktivasyonunun devam
ettigi bulunmustur. Denosumab’in 6nemli Olciide biiyiimeyi engelleyici etkilerinin

olmadigini diisiindiiren bulgularint umut verici bulmuslardir (311).

Bifosfonatlar osteoklastlar1 hedef alarak kemik rezorpsiyonunu inhibe eder
(312). Osteoklast aktivitesinin azalmasi, kemik yapisinin korunmasina ve dolayisiyla
kemik matrisinin stabilizasyonuna yardimci olabilir (313). Calismamizda,
endokondral kemik proliferasyon bolgesinde bifosfonat grubunda kontrol grubuna
kiyasla daha yogun hiicre goézlenirken, denosumab grubu hayvanlardaki hiicre

yogunlugu kontrol grubuyla benzer bulundu. Bunun ¢esitli sebepleri olabilir. ilk
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olarak, osteoklastlarin inhibe edilmesi, teorik olarak, kemik olusumunun azalmasina
neden olabilir ¢linkii kemik yikimi ve yeniden yapilanma siirecleri birbiriyle
baglantilidir (314). Zoledronik asit osteoklastlar1 etkili bir sekilde inhibe ettiginde,
osteoblastlarin uyarilmasi i¢in gerekli sinyallerin azalmasi veya artmasi, osteoblast
sayisinda diisiise neden olabilir (194,315). Buna ek olarak osteoblastlar, mezenkimal
kok hiicrelerden diferansiye olur (316). Osteoklast aktivitesinin azalmasi, osteoblast
prekiirsorlerinin osteoblasta doniisiimiinii tetikleyen lokal biiylime faktdrlerinin ve
sitokinlerin azalmasina neden olabilir (316,317). Bu durum da osteoblastlarin
gelisimini ve sayisini azaltabilir. Son olarak kemik yiizeyindeki osteoklast
aktivitesinin azalmasi1 kemik matrisinin biyokimyasal yapisin1 ve c¢evresel
sinyallenmeyi degistirebilir (194,318). Bu degisiklikler ise osteoblastlarin saglig1 ve
aktivitesi tizerinde olumsuz etkiler yaratabilir. Ponzoni ve arkadaslarinin yaptig1 bir
caligmada epifizial biiyiime plaklarindaki farkli bolgeler incelenmistir ve yapilan
caligmada epifiziyal biiylime plaginin azalmis oldugu bulunmus ve bunun sebebi olarak;
dinlenme, c¢ogalma ve hipertrofik zon bodlgelerinin azalmasindan kaynaklandig
diisiiniilmistiir (319). Aym ¢alismada kalsifikasyon zon alaninda ise artis meydana
geldigi gosterilmis ve ilacin dozajina ve siiresine bagli olarak biiyiime plaklarim

etkileyebilecegini savunmustur (319).

Calismamizda kontrol ve deney gruplarini karsilastirdigimizda ADAMS-TSI
ile pozitif reaksiyon gosteren osteositler zoledronik asit grubunda yogun olarak
boyanmis olarak gozlenmistir ancak yapilan boyama skorlanmalarinda deney
gruplarinda boyanan hiicre sayis1 kontrol grubuna gore fazla olma egilimi gdsterse de
ne osteositlerde ne de proliferasyon bolgesinde boyanma yogunlugunda anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. ADAMS-TS1, metalloproteinazlarin bir alt grubu olan
ADAMTS ailesine aittir ve kemik matrisinin diizenlenmesi ve doku
remodelasyonunda rol oynar (320,321). Bifosfonat grubunda bu protein ile pozitif
reaksiyon gosteren osteositlerin daha yogun olarak boyanmis olmasi, zoledronik
asidin osteositler lizerinde belirgin bir etkiye sahip olabilecegini gdsterir ve bu durum,
zoledronik asitin kemik matrisinin biyokimyasal yapisini ve osteositlerin islevselligini
etkileyebilecegini diislindliirmektedir. Ek olarak, zoledronik asitin osteositlerde
ADAMS-TS1 ekspresyonunu artirmasi, bu hiicrelerin aktive edildigine ve zoledronik
asidin kemik dokusu tizerindeki etkisinin bu hiicreler aracilifiyla gergeklestigine

isaret edebilir. Ek olarak, bu yogun boyanma, denosumab grubunda da gézlenen hiicre
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sayisinin fazlaligi ile kiyaslandiginda, her iki ilacin da kemik matriks bilesenleriyle

etkilesime girebilecegini diisiindiirmektedir.

Denosumab ve zoledronik asidin kemik biiylime alanlar1 ve kemik yoginlugu
iizerine etkileri radyolojik olarak incelendiginde, denosumab ve zoledronik asidin her
iki tedavi grubunun da kontrol grubuna kiyasla kemik tizerinde belirgin pozitif etkileri
sundugunu gostermektedir. Denosumab ve bifosfonat tedavileri, kontrol grubuna
kiyasla kemik biiytime alani kalinligin1 artirmistir, bu da her iki tedavinin de kemik
kazanimini destekledigini gostermektedir. Bifosfonat grubunda, denosumab grubuna
kiyasla daha kalin kemik biiyiime alanlar1 gézlenmistir. Bu durum zoledronik asidin
kemik rezorpsiyonunu daha etkili bir sekilde inhibe edebilecegini ve boylece kemik
matrisinin korunmasini ve kalinliginin artmasini saglayabilecegini isaret etmektedir.
Kemik yogunlugu sonuglar1 incelendiginde, her iki tedavi grubu da kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek kemik yogunluguna sahiptir, bu da osteoporoz gibi

durumlar i¢in potansiyel tedavi etkilerini vurgulamaktadir (307,322).

Bifosfonat grubu ve denosumab gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda
ise bifosfonat grubundaki kemik yogunlugu, denosumab grubundan daha diisiik
bulunmustur. Bu durum zoledronik asidin, denosumaba gdre kemik matrisinin
yogunlugunu farkli sekillerde etkileyebilecegini ve ilaglarin kemik iizerindeki mikro

yapisal etkilerinin farkli olmasi ile iligkili olabilir.

Haider ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada bulduklar1 sonuglardan biri de,
yiiksek kemik devri olan geng¢ hayvanlarda, tek bir klinik olarak uygulanan 6nemli ZA
dozunun, kemik hacminde hizli ve belirgin bir artisa neden oldugunu ve bu artisin en az

10 giin boyunca korundugunu agik¢a gdstermistir (323).

Amanat ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada da benzer olarak, tek bir sistemik ZA
dozunun bile, bir sigan modelinde kallus hacmini, kallus BMU'ini ve kirik onarim giiclinii

arttirdig1 dogrulanmaistir (240).

Gerstenfeld ve arkadaslar1 kirik iyilesmesinde bifosfanat ve denosumab ilaglarini
birbiriyle kiyaslamistir ve sonuclarinda her iki tedavi grubunun (ALN ve DMAB)
kalluslari, hem 21 hem de 42. giinlerde kontrol grubundan daha biiyiik bulunmustur (323).
Iki tedavi grubu karsilastirildiginda, DMAB ile tedavi edilen hayvanlarin kallusu ve
kemik hacmi, hem 21 hem de 42. giinlerde ALN ile tedavi edilen hayvanlarin

kalluslarindan 6nemli 6l¢iide daha biiyiik kemik hacmine sahip bulunmus. Bununla
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birlikte, her iki tedavi grubunun gelismis mekanik biitiinligii, kontrollere kiyasla bu
kallus dokulariin daha biiyiik hacimleri, daha yiiksek enine kesit alanlar1 ve daha yiiksek
mineral igerikleri bulunmustur (324). Tim bu yayinlardan ¢ikan sonuglar bizim

calismamizdaki rontgen bulgularini kanitlar niteliktedir.

Calismamizda denosumab ve kontrol gruplarinda, bifosfonat grubuna kiyasla
femur uzamasi daha fazla olmustur. Bu durum denosumabin kemik uzamasini
destekleme potansiyelini ve zoledronik asidin bu baglamda daha kisitlayici
olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde mandibula uzamasi, bifosfonat
grubunda denosumab grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Bu durum da yine
bifosfonatlarin bazi kemik tiplerinde biiylimeyi daha fazla kisitlayabilecegini isaret

etmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamiz fibroz displazili c¢ocuk hastalarda, kemik metabolizmasini
iyilestirmek ve hastaliga bagli olusan agriyr dindirmek i¢in kullanilan denosumab ve
bifosfonatlarin, cocugun biiylime plaklarindaki ve kemik metabolizmasindaki etkisini
gelisim ¢agindaki ratlar {lizerinde arastiran ve bu iki ilact birbiri ile kiyaslayan ilk

caligmadir.

Calismamizda sistemik olarak bifosfonat ve denosumab uygulanan hayvanlarin
biyokimyasal degerlendirilmesinde, 25-hidroksi vitamin D3, serum kalsiyum ve serum
fosfor degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir ve benzer diizeyler ¢ikmuistir.
Buna bagl olarak iPTH degerleri, serum kalsiyum ile iliskili oldugundan, denosumab
grubunda diisiik ¢ikmis olmasina ragmen anlamli bir fark goriilmemektedir. Yapilan
caligmalarin bazilarinda ekstra sistemik hastaligin varliginin hiperkalsemiye ve bu
sebepten otiirii PTH degerlerinin degismesine sebep oldugu goriilse de bizim ¢aligmamiz
saglikli ve biiylime gelisim doneminde olan ratlarda yapildig: i¢in bekledigimiz gibi
sonuglanmistir. TSH degerleri tiim gruplarda benzer sekilde bulunmustur. ALP diizeyi
sirastyla en yiiksek bifosfanat grubunda, sonra kontrol ve en diisiik denosumab grubunda
cikmis olup istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir. IGF-1 degerleri sirasiyla
en yliksek denosumab grubunda onu takiben kontrol ve en diisiik bifosfanat grubunda
cikmis olup, istatistiksel olarak anlamli sonug veren tek biyokimsal bulgumuzdur. Bu
sonug bize zoledronik asidin osteoblastik aktiviteyi diisiirdiigli bilgisini verir. Bu bizim

icin bliylime ve gelisim ¢ag1 donemi i¢in dnemli bir bulgudur.

Histolojik degerlendirmelerde, kemik biiylime alaninin kalinligi, en kalin
bifosfanat, sonra sirastyla denosumab ve kontrol grubu olacak sekilde sonuglanmistir ve
Istatistiksel olarak anlaml1 bulunmustur. Histolojik degerlendirmede bifosfanat grubunda
cok daha diizensiz ve kontrolsiiz bir kalinlasma izlenmistir. Kemik biiylime kalinlig
bifosfanat grubunda anlamli sekilde fazla goriinse de bu durum bize hiicre yogunlugu,
diizensizligi ve kalitesi hakkinda detayli bilgi vermemektedir. Bolgedeki osteoblast
yogunlugu subjektif olarak degerlendirildiginde bifosfonat grubundaki yogunluk kontrol
ve denosumab grubuna gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur. Osteoklast seviyeleri

sirastyla en yiiksek bifosfonat olup denosumab ve kontrol grubunda benzer degerler

71



bulunmusg olmasina ragmen anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Osteosit yogunlugu
denosumab grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiikk bulunmustur.
Proliferasyon alaninda hiicre yogunluklar1 degerlendirildiginde ise bifosfonat grubunda
anlamli derecede diger iki gruba gore daha yiiksek bulunmustur. immunohistokimyasal
olarak osteosit ve proliferasyon alanlari degerlendirilmis olup bifosfonat grubu ve

denosumab grubu yiiksek boyanmaya sahip olsa da anlamli bir fark bulunmamastir.

Radyolojik degerlendirmeleri biyokimyasal ve histolojik bulgular1 desteklemek
icin calismaya kattik. Femur ve mandibulada kemik yogunluklar1 degerlendirildiginde
sirastyla en yiiksek denosumab sonra bifosfonat ve en diisiik kontrol grubu oldugu
goriildii ve bu sonug da istatiksel olarak anlamli bulundu. Ayrica femur ve mandibula boy
uzamalar1 degerlendirildiginde femurda, denosumab grubunda kontrol ve bifosfonat
grubuna oranla daha fazla uzama gozlemlenirken, mandibuladaki uzama farki sadece
bifosfonata goére anlamli yiiksek bulundu. Tiim radyolojik degerlendirmelerde

buldugumuz sonuglar histolojik degerlendirmelerimizi dogrular nitelikteydi.

Tiim bu veriler 15181nda biiylime gelisim doneminde uygulanan bifosfonatlarin
biiyime gelisim merkezlerine daha agresif etkileri sebebiyle kemik boylarinin daha kisa
kaldig1, denosumab grubunun ise bifosfonat grubuna goére kemik uzama miktar1 olarak
bliylime atilimima devam ettigi bulunmustur. Bu sebeplerle biiyiime gelisim c¢aginda
medikal tedavi endikasyonu dogan cocuklarda ilag secimleri i¢in anlamli sonuglar
doguran bir calisma olmustur. Bu c¢alismanin en biiyiikk limitasyonu hastalik
yaratamadigimiz i¢in hastalik var oldugu durumda bagka yapilar etkileyip sonuglarimizi
degistirebilecek olmasidir ancak bizim ¢aligmadaki asil amacimiz ilacin mekanizmasini
baska parametreler olmadan kemik iizerinde direkt degerlendirmektir. Ayrica yapilan son
caligmalarda denosumabin ratlar iizerinde etkisinin insanlarla benzerligi de tartisma
konusu olmustur. Tiim bu bilgiler 15181nda, hayvan sayisinin arttirilarak daha detayli bir
sonuca ulasilmasi ve biyokimsayal markirlarin ilag enjeksiyonunu takiben aylik
kontrollerinin yapilabilecegi ve mikro-BT analizleri ile degerlendirilecek calismalarin
ileride olacak ¢alismalara dahil edilmesi gerektigi kanaatindeyiz. Bu c¢alismanin ileride
yapilacak baska hayvan deneyleri ve klinik deneylerle desteklenmesi, daha kapsamli ve

uygulanabilir bilgilerin elde edilmesine katkida bulunacaktir.
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Prof. Dr. Giildal Siiyen (Baskan V.) ‘ ( )
Prof. Dr. ismail Hakki Ulus V ‘V . L | ()
Prof. Dr. Yesim Isil Ulman I -( ) )
Prof. Dr. Halime KENAR (X) ()
Dog. Dr. Devrim Oz ﬁ-\;s}an () ()

| | Dog. Dr. Emel TIMUCIN | (-LL )
f Dr. Ogr. Uyesi Elif KESKINOZ (L) ()
Dr. Ogr. Uyes% Melis YAVUZ : () ¢ )
Dr. Ogr. Uyesi Gozde ARITICI OLAK | (X) ()
Dr. Ogr. Uyesi Perinur BOZAYKUT EKER /\) 7 )
Vet. Hek. Samed Ozer (0N G )

| Sabiha TURGUT GENG ‘ () ()
ipek YUKSEL a () ()
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