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OZET

Kemik yapim-yikim biyobelirtecleri, kemik hastaliklarinin takibinde dnem tagimaktadir. Bu
biyobelirteglerin miktar tayininde cogunlukla kullanilan &rnekler ise girisimsel uygulama
gerektiren serum/plazma veya idrar Ornekleridir. Ayrica radyolojik yontemlerden kemik
dansitometresi kullanilmaktadir. Yapmis oldugumuz bu calismada girisimsel bir islem
gerektirmeyen ve radyasyon maruziyetine neden olmayan tiikiiriikk 6rnekleri kullanilmistir.
Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi ve Kibris Saghk ve Toplum Bilimleri Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi'nden goniillii olarak katilmayi kabul eden 45 birey almmustir.
Katilimeilarin yas araligi 19-23 ve 50-86 olarak belirlenmistir. Tiim bireylerde kemik yapimi
icin amino terminal propeptit, alkalen fosfataz, osteokalsin, yikim belirteci olarak C-terminal
telopeptit ve kemik yapim inhibitdrii olarak sklerostin varligi incelenmistir. Gardiyan gen olarak
GAPDH kullanilmustir. Analizler mikro hacim spektrofotometre ve gergek zamanli kantitatif
polimeraz zincir tepkimesi cihazlan ile gerceklestirilmistir. Elde edilen verilere gore, yastan
bagimsiz olarak amino terminal propeptit, sklerostin, C-terminal telopeptit ve alkalen fosfataz
tiikiiriikten elde edilmis olup osteokalsin tespit edilememistir. Ol¢iimlerden elde edilen grafikler
incelendiginde, yasa bagli bir ayrim yapilamamis ancak ilgili biyobelirteclerin gen ifadeleri
kiyaslanabilmistir. Planlanacak ileri caligmalar ile hasta ve kontrol gruplarmin
karsilagtirilabilecegini diistinmekteyiz. Tiikiiriik numunelerinden elde edilen bu veriler kemik
metabolizmast ile iliskili hastaliklarin tan1 ve tedavi takibinde etkin bir role sahip olabilecektir.
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ABSTRACT

Bone formation and resorption biomarkers are important in the follow-up of bone diseases.
Samples used mostly in quantification of these biomarkers are serum / plasma or urine samples
that require interventional application. In addition, bone densitometry, which is one of the
radiological methods, is used. Saliva samples that do not require an interventional procedure and
do not cause radiation exposure were used in this study. 45 individuals who voluntarily agreed
to participate in the study from Gazi University Faculty of Medicine and Cyprus University of
Health and Social Sciences Faculty of Dental Science were included. The age range of the
individuals was determined as 19-23 and 50-86. The presence of amino terminal propeptide,
alkaline phosphatase osteocalcin as the bone-formation biomarker, C-terminal telopeptide as the
bone-resorption biomarker and sclerostin as bone-formation inhibitor were investigated in all
individuals. GAPDH was used as the housekeeping gene. The analyzes were performed with
micro volume spectrophotometer and real time quantitative polymerase chain reaction devices.
According to the data obtained, regardless of age, the amino terminal propeptide, sclerostin, C-
terminal telopeptide and alkaline phosphatase were obtained from saliva and osteocalcin could
not be detected. When the graphics obtained from the measurements were examined, no age-
related distinction was made, but gene expression of the relevant biomarkers could be compared.
We think that patients and control groups can be compared with further studies to be planned.
These data obtained from saliva samples may have an effective role in the diagnosis and
treatment follow-up of diseases associated with bone metabolism.
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APLP Alkalen fosfataz

ATP Adenozin trifosfat

BGLAP Osteokalsin

Ca Kalsiyum

CDK Siklin bagimli kinaz

cDNA Tamamlayict DNA

CMP Sitidin monofosfat

COL1A1 Kollajen Tip 1

Cq Dongii miktart

Ct Esik deger dongiisii
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1. GIRIS

Iskelet sisteminin tarihgesi M.S.129 yillarinda yasayan Galen’e kadar dayanmaktadir. Bu
sistemin en kiigiik yap1 birimine kemik ad1 verilir. Kemik yap1 viicuda destek saglamak
disinda hematopoezis ve homeostaziste de gorev alir. Kemik, hayat boyu metabolik
aktivitesini devam ettiren ve siirekli yenilenebilir 6zellige sahip endokrin bir doku olarak da
kabul edilmektedir. Kemik yapim ve yikim metabolizmasinda bir denge séz konusudur.
Burada rol oynayan ana hiicreler osteoklastlar, osteblastlarlar ve osteositlerdir. Kemik
dongiisii, osteoblastlar ve osteoklastlarin enzimatik aktivitelerinin ve yapim-yikim sirasinda
dolasima gegen kemik matriks elemanlarinin Slgiilmesiyle degerlendirilir. Osteoklastlar,
pluripotent hemotopoietik kok hiicrelerinden tiireyen ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Pluripotent

mezenkimal onciillerden koken alan monontikleer hiicreler ise osteoblastlardir [1, 2].

Giliniimiizde kemik yapinin ve metabolik 6zelliklerinin izlenmesinde genellikle radyolojik
testler (kemik mineral yogunlugu Ol¢limii) ve serum/plazma ve idrar numuneleri
kullanilmaktadir. Kemik dongiisii belirtegleri enzim aktivitesi belirtecleri, matriks
proteinleri, kollajen yikim belirtecleri ve kemik dongiisii diizenleyicileri olarak

tanimlanabilmektedir [3].

Son yillarda yapilan ¢alismalar, kemik yapim-yikim biyobelirteclerinin tiikiiriikten analiz
edilebilmesinin oniinii agmaktadir [4]. Bu ¢alismalarda molekiiler tekniklerin kullanimina
dikkat c¢ekilmekte, oOzgiilliigli ve hassasiyeti yiiksek sonuclar ortaya konulmaya
calisilmaktadir. Tikiirik O©rnegi kullaniminin girisimsel bir islem gerektirmemesi,
caligmalarin glintimiizde diislik maliyetli olmasi tiikiiriik numunesinin arastirma ve hastalik
takibinde ¢ok Onemli bir rol oynayabilecegini diislindiirmekte ve tanida da

kullanilabilirliginin arastirilmasina imkan vermektedir.

Bu ¢alismada, bireylerde girisimsel islemlerin ve iligkili risk maruziyetinin azaltilmasi, tani
ve takipte molekiiler tekniklerin kullanilabilirliginin gosterilmesi amaglanmistir. Tiikiiriik
numunesinden RNA izolasyonunu takiben tamamlayict DNA sentezi yapilmistir. Elde
edilen DNA igeriginde kemik yapim-yikim biyobelirtegleri varligi i¢in ilgili biyobelirteclere
ait primerler tasarlanarak, PCR (polimeraz zincir tepkimesi) metodu ile gen ifadesi varlig

tespit edilmistir. Tikiiriik numunesinde PCR metodu kullanilarak kemik biyobelirtec¢lerinin,



gen bolgesi ifade (ekspresyon) analizi biyobelirte¢ tanimlama ¢aligmalarinda heniiz ¢ok yeni

olarak 6ne ¢ikmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemigin Yapis1 ve Ozellikleri

Kemik ¢oklu islevlere sahip karmasik bir organdir. Viicut igin yapisal bir biitiinliikk
saglamaktadir. Birincil yapisal gorevlerinin yani sira, dokularin korunmasi, eklemlerin
desteklenmesi ve degisik hormonlar tarafindan homeostatik olarak diizenlenen kalsiyum,
fosfat, sodyum, magnezyum gibi iyonlarin deposu olarak goérev yapmaktadir.

Hematopoezisin yiiriitiilmesinde immun sistem ile bir kdprii gorevi gortir.

Kemik statik olmayip, dinamik olan bir dokudur ve yasam boyunca siirekli olarak yenilenir.
Ana hiicre tipleri yikimdan sorumlu osteoklastlar ve yapimdan sorumlu osteoblastlar ve
osteoblastlarin farklilasmasi ile olusan osteositlerdir. Tiim hiicre tipleri siirekli bir dongii
seklinde aktiftirler. Bu dongii, yas, hormonlar ve ¢evresel etkenler gibi birgok farkli faktor
ile degismektedir [5, 6, 7].

Kemigin yeniden yapilanmasi, yapim ve yikimin zamansal ve mekansal birlikteligi ile
karakterizedir. Bu birliktelik iskelet gelisimi ve normal kemik yapinin siirdiiriilebilmesi igin
gereklidir. Hiicre diizeyinde kemigin yeniden yapilanmasi, kemigi olusturan ve resorbe eden
hiicrelerin iyilesme, aktivite ve apopitozisine bagliyken doku diizeyinde bu denge resorbe
olan ve olmayan kemik miktar: ile iliskilidir. Bu her iki mekanizma da kemik mikro
cevresinde olusan ve sistemik hormonlardan etkilenen sitokinler ile lokal ve sistemik olarak

otokrin, parakrin ve endokrin yolaklar ile kontrol edilmektedir [7, 8].

2.2. Kemik Dokusu

Kemik dokusunun, agirlik¢a %401 organik ve %601 inorganik bilesenlerden olugsmaktadir.

2.2.1. Kemik dokusunun organik bileseni

Kemik dokusunun, %401 organik matriks olusturmaktadir. Organik matriksin ise %901
kollajenden meydana gelir. %10'luk kismin1 ise proteoglikan, matriks proteinleri, sitokin ve

biiytime faktorleri olusturur [9].



Kollajen, molekiiler yap1 olarak ti¢lii heliks geometrisinde, bir a-2 ve iki a-1 zincirinden
meydana gelir. Yapisindaki o zincirlerinin degismesine gore farkli kollajen tipleri

olusmaktadir.

Cizelge 2.1. Kollajen tiplerine gore molekiil formiilii ve doku dagilimi listesi [10]

Tip Molekiil Formiilii Dogal Polimer Doku Dagilimi

Deri, tendon,

I [al(D]2 a2 Fibril kemik, dentin,
fasya)

Kikirdak, niikleus
I [al(ID)]3 Fibril pulposus, notokord,
vitrdz cisim, kornea
Deri, uterus, kan
damarlarn, retikiiler
lifler, dalak, lenf
nodlari

Epitel hiicrelerinin
bazal laminasi,
bobrek
glomeriilleri, lens
kapsiilii

Akciger, kornea,
kemik, fetal
membranlar; tip |
kollajen ile birlikte
Dermis, kikirdak,
plasenta, akcigerler,
damar duvari,
intervertebral disk

Bazal lamina
baglanma lifleri
Endotelyal

VI [al(VIID)]202(VIID) Non Fibriler hiicreler, Descemet
membran
Kikirdak, vitroz
cisim, kornea
Hipertrofik
kikirdak

Kikirdak, vitroz
cisim
Perikondriyum,
ligamentler, tendon

1 [al(IID)]3 Fibril

Non Fibriler

v [l (V)]s (Globuler)

v al(V),a2(V),a3(V) | Fibril

VI al(VI),02(VI),a3(VI) | Non Fibriler

VIl [al(VID)]3 Non Fibriler

IX al(IX)a2(IX)a3(IX) | Non Fibriler

X [a3(X)]3 Non Fibriler

Xl ar(XDa2(XDas(XI) Fibril

Xl [al(XID)]3 Non Fibriler




Cizelge 2.1. (devam) Kollajen tiplerine gore molekiil formiilii ve doku dagilimi listesi [10]

X1

[0l (XIID)]

Non Fibriler

Epidermis, kil
folikiilleri,
endomisyum,
bagirsak,
kondrositler,
akciger, karaciger

XV

[a1(XIV)]3

Non Fibriler

Dermis, tendon,
damar duvari,
plasenta, akciger,
karaciger

XV

[al(XV)]s

Non Fibriler

Fibroblast, diiz kas
hiicreleri, bobrek,
pankreas

XVI

[al(XVI)]3

Non Fibriler

Fibroblast,
amniyon,
keratinosit

XVII

[0l (XVID)]3

Non Fibriler

Dermal-epidermal
bagi

XVII

[al(XVII)]3

Non Fibriler

Karaciger, akciger

XIX

[0 1(XIX)]3

Non Fibriler

Insan
rabdomiyosarkom

XX

[al(XX)]3

Non Fibriler

Kornea epiteli,
embriyonik deri

yapist, sternal
kikirdak, tendon

XXI

[0l (XXT)]3

Non Fibriler

Kan damari duvar

Kemikte 6zellikle Tip 1 kollajen bulunmaktadir. Kollajenler, kemik dokusunu stabilize ettigi
gibi, hiicre farklilagsmasi ile yapismay1 ve ¢ogalmayi saglayarak kemik defektlerinde 6nemli

rol oynamaktadirlar [11].

Proteoglikanlar, protein kor yapisina kovalent baglarla bagl glikozaminoglikanlarin
olusturdugu makromolekiillerdir [12]. Glikozaminoglikanlar ise az miktarda protein ve
negatif yiiklii seker zincirlerinden olusmus heteropolisakkaritlerdir. Yapilarinda amino seker
(D-glukozamin veya D-galaktozamin) ve asidik seker (glukronik asit veya iduronik asit)
bulunur. Bu seker yapilari sayesinde negatif yiike sahip olurlar [13]. Glikozaminoglikan ve
proteoglikanlar, mukus salgilarinin kaygan 06zelligini saglarlar, eklemlerde ve tendon

kiliflarda stirtiinmeyi engellerler, hiicre gocii ve kararliliginda 6nemli rol oynamaktadirlar.



Kondroitin siilfat viicutta en fazla bulunan glikozaminoglikandir. Yapisinda N-
asetilgalaktozamin ve glukuronik asit bulunmaktadir. Kikirdak yapisinda en ¢ok bulunmakla
birlikte kalp kapakgiklar1 ve kemikte de yerlesim gostermektedir. Dordiincii karbonundan
siilfatlanmis olan kondroitin siilfat, kondroitin-4-siilfat olarak adlandirilirken, altinci
karbonundan siilfatlanmis olan kondroitin siilfat, kondroitin-6-siilfat seklinde adlandirilir

[14].

Hyaliironik asit, stilfatlanmamus tek glikozaminoglikandir. Yapisinda N-asetilglukozamin ve
glukuronik asit bulunmaktadir. Ozellikle umbilikal kordda, sinoviyal s1vida ve goziin vitréz

kisminda bulunmaktadir.

Keratan siilfat, asidik seker igermeyen tek glikozaminoglikandir. Yapisinda N-

asetilglukozamin ve galaktoz bulunmaktadir. Kemik, sa¢ ve tirnak yapisinda bulunmaktadir.

Glikoproteinler, ana yapisi protein olan birimlere oligosakkarit baglanmasi ile olusan kemik
matriks proteinlerindendir. Seker yapilar1 proteinlere N- glikozidik veya O- glikozidik
baglarla baglanmaktadir. Glikoprotein yapisina katilan sekerler aktiflenmis niikleotit
sekerlerdir [15]. Bu niikleotit sekerler ise UDP glukoz, UDP galaktoz, UDP ksiloz, UDP N-
asetilglukozamin, UDP N-asetilgalaktozamin, GDP fukoz, GDP mannoz, CMP NANA
olabilmektedir. Osteopontin, osteonektin, alkalen fosfataz ve osteokalsin kemik dokusunda

bulunan baslica glikoproteinlerdir.

Osteopontin, kemik matriksinde bulunan kollajen olmayan proteinlerinden biridir. Hiicre
adezyon proteinidir. Hem osteoklast hem de osteoblastlara substrat baglanmasin
diizenleyerek adezyonu arttirmaktadir. Dolayisiyla osteopontin, kemik rezorpsiyonunun

onemli bir diizenleyicisi olarak kabul gérmektedir [16].

Osteonektin, kemik dokusunda kalsiyum baglayici glikoproteindir. Kemik formasyonunun
pozitif  diizenleyicisidir, osteoblastlar tarafindan sentezlenmektedir. ~Osteonektin,

hidroksiapatit ve kollajene segici olarak baglanma 6zelligine sahiptir [17].

Osteokalsin osteoblastlar tarafindan iiretilen, mineralizasyonla ilgili glikoproteindir.

Kalsiyumun kemik dokusuna baglanmasindan sorumludur. 1,25 dihidroksivitamin D3



tarafindan stimiile edilmektedir. Parathormon tarafindan inhibe edilir. Kemik yapim yikim

biyobelirteci olarak idrar ve serumdan 6lgiilebilmektedir [18]
2.2.2. Kemik dokusunun inorganik bileseni

Viicutta bulunan magnezyum iyonlarinin %60 kadari, sodyum iyonlarinin %50 kadari,
sitratin %70 kadar1 ve potasyum iyonlarinin kiiciik bir bolimi kemik dokusunda yer
almaktadir. inorganik veya mineral fraksiyonda énemli miktarda Ca(POa4) 2 bulunmaktadir.
Ca10(PO 1) 6(OH). yapisinda olan kemik kristalleri hidroksiapatitler grubundadirlar.
Hidroksiapatit kemige fizyolojik rolleri igin gereken gii¢ ve direnci saglar. Kemik
dokusunun sertligini hidroksiapatit kristalleri saglamaktadir. Hidroksiapatit kristalleri,
kollajen fibriller boyunca paralel seyretmekte ve kollajen matriksi giiglendirmektedir [19].
Hidroksiapatit kristal ag yapisinda yer alan Ca*?diger iki degerlikli iyonlar ile yer
degistirebilmekte ve fosfat ve hidroksil iyonlar1 disinda kalan anyonlar , kiigiik kristallerin

meydana getirdigi genis alanlarda adsorbe edilmektedir.
2.2.3. Kemik dokusu hiicreleri

Kemik yapim ve yikiminda, yeniden diizenlenmesinde osteoprojenitor hiicreler, osteositler,

osteoblastlar ve osteoklastlar yer almaktadir [20].

Osteoprojenitdr hiicreler, periostun i¢ tabakasinda bulunmakta olup, TGF-f ile uyarildiginda
osteoblastlara doniisebilen oncii hiicrelerdir. Bu hiicreler, primer mezenkimal hiicrelerden

koken almaktadirlar.

Osteoblastlar; kemik yapimindan sorumlu, aktif protein sentezi yapan modifiye
fibroblastlardir. Mezenkim hiicrelerinden koken alirlar. Osteoblastlar, tip 1 kollajen,
proteoglikan, glikoprotein sentezi yaparlar. Ayrica matriks kalsifikasyonunda gorev alan
alkalen fosfataz enzimini de igermektedirler. Osteoblast hiicre yiizeyinde D vitamini, IGF-1
ve parathormon reseptorleri bulunmaktadir. Kalsifiye olmamis kemik doku osteoid olarak
tanimlanmaktadir. Osteoid doku kalsifiye olunca, yeni meydana gelmis matriks ile kusatilan
osteoblastlar, osteositlere donligmektedirler. Alkalen fosfataz, bu yeni meydana gelen kemik

matriksi Uretilirken osteoblastlar tarafindan salgilanmaktadir. Osteoblastlar, yeni yapilan



osteoid i¢ine dogru ince sitoplazmik uzantilar salarak, erken donemde hiicresel baglantiy1

saglamaktadirlar [21].

Osteositler, mineralize kemik matriksi ile ¢evrili lakunada bulunmaktadirlar. Her lakunada
bir osteosit bulunmaktadir. Bu hiicreler, osteoblastlardan farklilasan olgun kemik
hiicreleridir. Osteositler, kemik matriksinin devamlilifinda, kan kalsiyumunun normal
sinirlar i¢inde tutulmasinda biiylik rol oynamaktadir. Osteosit hiicreleri azaldiginda,

osteoklastik aktivite artis gostermekte ve kemikte rezorpsiyon olusmaktadir [22].

Osteoklastlar, kemik yikiminda gorev alan ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerdir. Kemik dokuda
hawship lakiinasinda bulunurlar. Igerdikleri asit fosfataz, kollajenaz ve diger proteolitik
enzimler sayesinde kemik dokuyu yikima ugratmaktadirlar. Kan kalsiyum regiilasyonunda
gorevli parathormon, osteoklastlar1 aktive etmektedir. Kan kalsiyum miktar1 diisiince
salgilanan parathormon osteoklastlar1 aktive etmekte bdylelikle, kemiklerde gerceklesen

yikim sonrasi agiga ¢ikan kalsiyum kana gecerek, kan kalsiyum dengesi saglanmaktadir.

2.2.4. Kemik yapim ve yikim biyobelirtecleri

Kemik dokusu siirekli yapim ve yikimin siiregeldigi igleyen bir sistem olarak ¢aligmaktadir.
Bu doku igerisinde gergeklesen yapim ve yikimlar arasindaki denge bozuldugunda ise
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Kemik dokusunun siirekli isleyen bu sistem igerisinde azalan
veya artan kemik dokuya ait bazi biyobelirtecler, bu dokudan kaynaklanan hastaliklarin
teshisi ve tedavi takibinde yol gosterici olmaktadir [23, 24].

Kemik yapim yikim modelinde tanimlanan biyobelirtegler genel olarak; kemik yapim
belirtecleri ve kemik yikim belirtegleri olarak iki grup altinda toplanmaktadir. Kemik
dongiisii belirtegleri kemik yapim-yikimi ile iligkili hiicrelerin metabolik aktivitesini
gosteren enzimler, yapim-yikim siiresi boyunca dolasima salinan kemik matriks-iliskili
belirtecler veya tip 1 kollajen yapim ve yikim bilesenleridir. Son yillarda yeni kemik
belirtegleri bagligi altinda hormon ve farkli proteinler de eklenmistir [2, 25, 26].



Cizelge 2.2. Kemik dongiisiiniin biyokimyasal belirtegleri [2, 25, 26]

KLASIK SINIFLAMA
YAPIM BELIRTECLERI YIKIM BELIRTECLERI
Osteoblast Osteklast
Tip 1 prokollajen Tip 1 kollajen

Karboksi terminal propeptit (P1CP)

Karboksi terminal ¢apraz bagl: telopeptit (CTX)

Intact Amino terminal propeptit (PLNP)

Amino terminal ¢apraz bagli telopeptit (NTX)

Total Amino terminal propeptit (P1NP)

Tip 1 kollajen C-telopeptit (LCTP)

Kemige spesifik alkalen fosfataz (kemik ALP)

Tartarata-direngli asit fosfataz 5b

Osteokalsin Serbest Capraz Baglar
Piridinolin (idrar)

Deoksipiridinolin

YENI KEMIK BELIRTECLERI
KEMIK MATRIKS-ILISKILI Kemik Metabolizma Belirtecleri Hormon miRNAs
BELIRTECLER Periostin FGF-23 miR-148a

Dekarboksile osteokalsin (ucOC) RANK-L Klotho mir-125b
Pentosidin Katepsin K Osteokalsin
Homosistein Sklerostin

Dkk-1

Sfingozin-1-fosfat

Alkalen fosfataz (ALP), kemik yapim biyobelirtecidir. Plasental, karsinoplasental, intestinal
ve hepatik renal/iskelet olmak tiizere dort adet izoenzimi bulunmaktadir. Kemik alkalen
fosfataz1 osteoblastlar tarafindan yapilmaktadir. Alkalen fosfataz, basta niikleik asitler ve
alkaloidler olmak iizere alkali ortamda molekiillerden fosfat koparilmasini saglamaktadir.
Serumdaki alkalen fosfatazin en biiylik kaynagi karaciger ve kemiktir. Kemik yapimi
biyobelirteci olarak kullanildiginda karaciger izoenzimi ile %10 oraninda ¢apraz tepkime

verme ihtimali bulunmaktadir [27].

Prokollajen tip 1 N-terminal propeptit (PLNP), kemik organik matriksinde bulunmakta,
osteoblast ve fibroblastlardan sentezlenmektedir. Prokollajen tip 1, prokollajenin kollajene
dontlismesi sirasinda 6zgiil proteazlar tarafindan uzaklastirilan amino terminal ve karboksi
terminal uzantilara sahiptir. PINP, tip 1 kollajen deposunun 6zgiil bir gostergesidir. Kollajen
olusumu sirasinda hiicre i¢i bosluga salinan P1NP, sonrasinda kana karigmaktadir. PINP
baslangicta trimerik kollajen yapida salinir ancak termal bozunma sonunda monomerik
yapiya doniismektedir. PINP diizeyi, kemik hastaliklarinda kemik yapimina bagl olarak
osteoblastik aktiviteyi gostermektedir. Siklikla kemik olusumu ve kemik yikiminin

onlenmesine yonelik tedavilerin takibinde biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir [21].

Osteokalsin, olgun osteoblastlar tarafindan {iiretilen kollajen olmayan proteindir. Kemik

yapimini gosterir, kemigin mineralizasyon ve olusumunda da gorev almaktadir. Kemik
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dongiistiniin hizlandig1, arttig1 durumlarda serum osteokalsin diizeyleri de artar. Osteoporoz
tedavilerinin izlenmesinde kullanilan bir biyobelirtegtir ancak serum diizeyleri ditirnal

degisiklik gosterir, stabil degildir [28].

Tip 1 kollajen karboksi terminal ¢apraz bagl telopeptit (CTX), tip | kollajen C-telopeptide
ait spontan izomerizasyona egilimli aspartil-glisin motifi (DG) igeren alzincirde bulunan 8
amino asitlik epitop olarak bilinen bolgedir. Bu bolge katepsin-K varliginda olugsmaktadir.
Her c¢apraz bag olusturan amino asidin iki telopeptit aldehiti ve bir helikal bolgeyi
birlestirdigi bilinmektedir. Kemikten salinim orani osteoklastlarin yikim aktivitesini yansitir.

Diizeyleri immiin yontemler ile idrardan ve serumdan Slgiiliir [29].

Sklerostin, projenitor hiicrelerin hiicre farklilasmasinda kullandigt WNT sinyal yolagini
inhibe ederek osteoblast hiicrelerinin farklilagsmasini engellemektedir. Osteositler tarafindan
iiretilen sklerostin dolasimda bulunmakta ve serum seviyeleri kemik yapiminin

inhibisyonunu gostermektedir [30].

2.3. Niikleik Asitler

Niikleik asitler, genetik bilginin bir nesilden diger nesile gecisine izin veren molekiillerdir.
Niikleik asitlerin birincil yapisini kovalent baglar ve bes karbonlu (pentoz) seker, fosfat ve
azotlu heterosiklik baz grubundan olusan niikleotit dizileri olusturmaktadir. ikincil yapisini,
niikleotit dizilerinde meydana gelen diizenli ve kararli degisimler olustururken, iigiinciil
yapisint hiicre veya kromozom formu igerisinde yer alabilmesi i¢in gerceklestirdigi
katlanmalar olusturmaktadir. Niikleik asitler DNA (deoksiriboniikleik asit) ve RNA

(ribontikleik asit) olmak tizere iki ana sinifa ayrilmaktadir [31].

2.3.1. Niikleotitler

Niikleik asitler, bircok niikleotitin birlesmesi sonucu olusan poliniikleotitlerdir. Yapilarinda
pentoz seker, fosfat ve azot iceren heterosiklik baz bulundurmaktadirlar. Fosfat grubunda

bulunan fosforik asit, DNA ve RNA'ya negatif yiik kazandirmaktadir.

Her niikleik asit, dort ya da bes tip azotlu organik baz icermektedir: Piirin bazlar1 (adenin,

guanin), pirimidin bazlar1 (sitozin, timin ve urasil) dir.
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Piirin halkasi ¢ift halka yapisinda olup, bu halkaya ait atomlar amino asit (aspartik asit, glisin
ve glutamin), karbondioksit ve tetrahidrofolat gibi degisik bilesiklerden gelmektedir.
Pirimidin halkas1 ise tek halka yapisina sahip olup, bu halkaya ait atomlarin kaynaklari

glutamin, karbondioksit ve aspartik asitten gelmektedir [32,33].

oo

NH, Piirin bazlan o :

Ho:

N XN N N/
I I
o :

N N/ N N
/ / NH, :
H i H : :
Adenin Guanin .

Pirimidin bazlan

et ¢ H CH, H
Xy N/ N/
Fol | /k |
) | I

H H

H

..........................................................................

Sekil 2.1. Piirin ve pirimidin bazlar1 [34].

Niikleik asitlerin yapisinda pentoz seker yapisi bulunmaktadir. DNA yapisinda deoksiriboz,
RNA yapisinda riboz seker bulunmaktadir. Riboz sekerin yapisinda, deoksiriboz seker
yapisindan farkli olarak bir hidroksil (-OH) grubu fazladir [35].

- OH H
Riboz Deoksiriboz
(D-Riboz) (D-2 Deoksriboz)

Sekil 2.2. Riboz ve deoksiriboz sekerlerinin yapisi [34].
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2.3.2. DNA

Deoksiriboniikleik asit, tiim organizmalarin ve DNA viriislerinin canlilik faaliyetlerini
gostermesi i¢in gerekli genetik materyaldir. Tiim hiicresel RNA’larin, enzimlerin,
proteinlerin sentezi DNA sifresi ile gerceklesir. DNA, ¢ift zincirli ve sarmal bir yapiya
sahiptir. Zincirler birbirine antiparalel konumda olup, biri 3'-5" yoniinde iken, diger

tamamlayici zincir 5'-3" yoniinde bulunmaktadir [36].

Cift zinciri olusturan sarmallardan birinde bulunan bazlar, diger sarmalda bulunan bazlar ile
eslesir. Adenin bazi daima timin ile guanin baz1 daima sitozin ile eslesmektedir. Chargaff
kuralina gore bir DNA yapisinda bulunan adenin miktar1 timin miktarina, guanin miktari
sitozin miktarina esit olmaktadir [37]. Bu bazlar arasinda da hidrojen baglar1 bulunmaktadir.
Adenin ile timin arasinda iki hidrojen bagi bulunurken, guanin ile sitozin arasinda iig
hidrojen bagi bulunmaktadir. Hidrojen bagi sayisina bagli olarak guanin ile sitozin
niikleotitlerinden zengin bir DNA yapisi daha stabildir ve daha yiiksek sicaklikta denatiire
olmaktadir [32].

DNA yapisinda fosfat gruplar1 arasinda fosfoanhidrit bagi, baz ile seker arasinda N-

glikozidik bagi, niikleotitler arasinda ise fosfodiester bagi bulunmaktadir.

fh
E:ta’ bagy Zay ldrolen bad

Gllkozn bad

A N
5 2 ——O A

'@ ......... ng

Sekil 2.3. DNAnin yapisindaki baglar
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Ortamdaki sicaklik artis1 ve ani pH degisiklikleri DNA'nin denatiire olmasina ve bdylelikle
cift zincirin agilmasina neden olmaktadir. Cift sarmal yapisinin yarisinin agildigr sicaklik

derecesi, DNA'nin erime derecesi olarak tanimlanmakta ve Tm simgesi ile gosterilmektedir.

DNA replikasyonu

DNAin kendini eslemesi, DNA replikasyonu olarak tanimlanmaktadir. Yar1 korunumlu
olarak gerceklesen DNA replikasyonu esnasinda, bir zincir kalip gorevi goriir ve genetik

bilginin aktarildig1 yeni zincir olusur.

Okaryotik hiicre dongiisii igerisinde G1, S, G2 ve M evreleri bulunmaktadir. M evresi
mitozun gerceklestigi evredir. M fazindan sonra hiicre G1 adi verilen DNA sentezinin
olmadigi evreye girmektedir. Sonrasinda S fazina geger. S fazinda DNA sentezlenir ve DNA
icerigi iki katina ¢ikmaktadir. G2 fazinda DNA tamiri gerceklesirken, RNA ve protein
sentezi devam etmektedir. G2 fazi, mitozun gerceklestigi M fazi ile sonlanmaktadir. Bu
stire¢ bircok diizenleyici mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. Hiicre dongiisiiniin

devam edip etmeyecegine CDK (siklin bagimli kinaz) karar vermektedir [32, 38].

DNA sentezi 5-3' yoniinde gergeklesmektedir. DNA replikasyonunda DNA polimeraz
enzimleri gérev almaktadir. Replikasyon, okaryot hiicrelerde ayn1 anda pek¢ok noktadan
baslayip cift tarafli olarak ilerlemektedir. DNA replikasyonu esnasinda DNA polimeraz,
kalip DNA molekiilii ve primeri kullanarak sentezi gergeklestirmektedir [39].

Primer, kalip zincirde sentezin baslayacagi noktayir belirleyerek, tamamlayici olarak
baglanan kiicliik RNA oligoniikleotitlerinden olugmaktadir. Primer sayesinde serbest bir 3’
ucu elde edilir. Primerler, primaz enzim aktivitesi sonucunda sentezlenmektedir. DNA
polimeraz, bu primerin ucuna niikleotitleri ekleyerek senteze devam ederken, 3'-5" niikleaz
aktivitesiyle de bir yandan yanlis eklenmis niikleotit wvarsa diizeltme islemini

gerceklestirmektedir.

DNA dizisine 6zel olarak baglanan proteinler, baslatic1 proteinler tarafindan taninmaktadir.
Okaryot hiicrelerde birden fazla baslangic noktas1 bulunmaktadir. Ancak bu baslangi¢
noktalar1 arasinda 30-300 kilobazlik mesafe bulunmaktadir. Daha sonra DNA helikaz ¢ift

sarmali acar. Iki zincirin agilmasi sonras1 meydana gelen uzaysal stresi DNA topoizomeraz
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IT giderirken, SSBs (tek sarmal baglayan proteinler) DNA zincirlerinin tekrar birlesmesini
engellemektedir. Sentez her zaman 5'-3' yoniinde gergeklestigi icin replikasyon kesikli ve
kesiksiz zincir seklinde gerceklesmektedir. Lider yani kesiksiz zincir, replikasyon catali
yoniinde DNA polimeraz 6 tarafindan sentezlenir. Kesikli zincir ise kalip zincir 5'-3'
yoniinde gergeklestigi igin RNA primerleri sayesinde sentezlenebilmektedir. RNA
primerleri, DNA'da tamamlayici noktalara baglanir. DNA polimeraz 9, ilk primerin oldugu
noktada kendisine saglanan 3’ ucunu taniyarak yapiya baglanir ve sentez baslar. Bir sonraki
RNA primerine kadar sentez bu sekilde devam eder. Bir sonraki RNA primerine yine 3’ ucu
baglanarak sentez kesikli devam eder. RNA primerleri arasinda DNA parcalar1 (okazaki
fragmanlari) sentezlenmis olur. Bu fragmanlar arasinda bulunan RNA primer parcalart DNA
polimeraz a tarafindan uzaklastirilir, agikta kalan uglar DNA ligaz ile birbirine baglanir. Bu
esnada gerekli enerji ATP'den saglanmaktadir. Eslesme catali en sonunda sonlanma

bolgesine ulasir ve replikasyon sonlanir [40].

2.3.3. RNA

Cekirdekte sentezlenen DNA sifresinin, sitoplazmaya iletilmesi ve sifrelenen proteinlerin
sentezlenmesinde RNA gorev almaktadir. RNA yapisinda DNA'dan farkli olarak
riboniikleik asitler bulunmaktadir ve tek sarmalli bir yapiya sahiptir. Yapisinda timin bazi

yerine urasil bazi bulunmaktadir.

RNA'nin, ribozunun yapisina katilan rRNA, transkripsiyonda rol alan mRNA, translasyonda

gorev alan tRNA gibi protein sentezinde dnemli gorev alan tipleri mevcuttur.

rRNA, RNA polimeraz [ tarafindan ¢ekirdek¢ikte sentezlenip, protein sentezinin
gerceklestirilecegi bdlgeyi olusturmaktadir. Okaryotlarda 288, 18S, 5.8S rRNA alt birimleri

mevcuttur.

mRNA, RNA polimeraz II tarafindan g¢ekirdekte sentezlenmektedir. Cekirdekteki DNA
mesajinin sitoplazmaya iletilmesinde gorev aldigindan en fazla ¢eside ve boyut olarak en

heterojen yapiya sahip RNA molekiiliidiir.
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tRNA, RNA polimeraz III enzimi tarafindan sentezlenmektedir. Gerekli amino asitlerin
sentezlenecegi bolgeye taginmasinda gorev almaktadir. Proteinlerin yapisinda yer alan 20

aminoasitin her biri i¢in en az bir tane tRNA molekiilii bulunmaktadir [41].

2.4. Polimeraz zincir tepkimesi (PCR)

Polimeraz zincir tepkimesi, in vitro kosullarda belirli bir DNA parcasinin enzimatik olarak

kopyalanmasi ve ¢ogaltilmast yontemidir. PCR, {i¢ temel basamaktan olusur;

e Hedef DNA'nin denatiirasyonu,
e Baglanma,

e Uzama.

Hedef DNA denatiirasyonu isleminin amaci, ¢ogaltilmak istenen DNA bolgesi i¢in kalip
olarak kullanilacak tek zincirli DNA elde etmektir. Bu islemde 1s1l dongiileyici igerisine

konulan DNAnin 95°C sicakliga kadar 1sitilarak denatiire edilmesi saglanir.

Denatiirasyonu takiben daha diisiik sicakliklarda oligoniikleotit primerler, ayrilmis olan tek
zincirli DNA iizerinde kendilerine 6zgiil bolgelere baglanir. Bu olay ¢ogunlukla 47-60°C
arasinda 30-60 sn'de, 50-52°C sicaklikta ise 3-5 dakikada gergeklesir. Uzama asamasinda 1s1
72°C'ye kadar arttirilarak DNA polimeraz enziminin tamamlayict DNA zincirini uzatmast
saglanir. Uzama basamaginin siiresi kullanilan polimerazin cinsine ve ¢ogaltilacak DNAnin
uzunluguna gore degismekle birlikte, genellikle 70-74°C’de 2 dakika igerisinde gerceklesir
[42].

PCR i¢in gerekli ayiraglar; kalip DNA, dNTP karisimi, magnezyum kloriir, tamponlar ve
primerlerdir. Kalip DNA olarak, arkeolojik, patolojik, histolojik materyaller, dokulardan
izole edilmis biitiinliigiinii korumus veya degrade olmus DNA ornekleri ile RNA (cDNA
elde edilir) kalip olarak kullanilabilir. ANTP karisimi ise uzama asamasinda niikleotit
kaynagi olarak kullamilir. Deoksiriboniikleozit trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karigim halinde ticari olarak saglanir. Tag DNA
polimeraz, diisiik dNTPderigimlerinde (10-100 pM) kaliba uygun dogru bazlar1 segmede
daha bagarili olmakla beraber, normal kosullarda PCR 100 puM dNTP derisimi ile
gerceklestirilir. PCR'de kullanilan magnezyum primer/kalip etkilesimini saglamaktadir.
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Polimeraz zincir tepkimesi tekniginin bulunmasindan bu yana teknolojide g¢ok hizli

gelismeler olmus ve buna bagli olarak da ¢ok farkli PCR yontemleri gelistirilmistir. Bunlar;

1. Gergek Zamanli PCR (RT-PCR)
2. Kantitatif PCR (gPCR)

3. Ters Transkriptaz PCR

4. Nested PCR

5. Multipleks PCR

Gergek Zamanli PCR: Ger¢ek Zamanli PCRnin geleneksel PCR’den farki, baglangic DNA
miktarinin hesaplanabilmesidir. Bu yontem ile DNA amplifikasyonu, artan floresan
Ol¢iimleri ile iligkilendirip kantitatif sonuglar elde edilir. "Ger¢ek Zamanli PCR"da olusan
tirtin miktar1 tepkime boyunca olusan {iriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve
problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun dongii sayist belirli

miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi agisinda da gereklidir.

Gergek zamanli PCR ile geleneksel PCR arasinda birgok belirgin fark vardir. Es zamanl
PCR'de iiriiniin ¢cogalmasi erken evrelerde saptanabilir ve iirlin artisgindaki (es zamanh
olarak) 2 kat gibi kiiciik ifade farkliliklar1 belirlenebilirken geleneksel PCR’de ancak
(tepkime sonunda) agaroz jel elektroforezi ile 10 kat ve iizeri biliyiik ifade farkliliklar

belirlenebilir.

Ters Transkriptaz PCR: RNA molekiillerinden komplementer DNA (cDNA) sentezini,
retroviriislerden izole edilen Revers Transkriptaz enzimi ile gergeklestirilmesidir. Hassas ve
hizl1 bir yontemdir. cDNA sentezlendikten sonra DNA-RNA sarmali ayrilir, ayrilan DNA
dizisi kalip olarak kullanilarak ¢ift zincirli DNA dizisi ¢ogaltilir.

Nested PCR: Birbirini takip eden iki polimeraz zincir tepkimesi ile karakterizedir. Ilk
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dis bolgesine 6zgii iki dis primer kullanilir ve uzun
bir bolgenin gogaltilmasi gerceklestirilir. Ikinci amplifikasyonda ise ilk amplifikasyondan
gelen bolgenin i¢ kismina baglanan iki i¢ primer kullanilarak kisa bdlgenin de ¢ogaltilmasi

gergeklestirilir.
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Multipleks PCR (mPCR): Multipleks PCR metodunda kalip DNA iizerinde birden fazla
bolge icin ¢oklu primer ¢ifti tasarimi gergeklestirilir. Sonug itibariyle ayni 6rnek tizerinde

coklu bolgenin ¢ogaltilmasina imkan saglar. Net, hizli ve giivenilir bir yontemdir.
2.4.1. Gerg¢ek zamanh kantitatif polimeraz zincir tepkimesi

En yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden bir tanesidir. RT-qPCR; Niikleik asitlerin,
istma  veren bir prob veya bir karisim kullanarak miktarinin tayin edilmesinde
DNA, DNA'ya tamamlayici olarak baglanacak olan kisa (yaklagik 18-20 baz) baz
dizilerinden olusan oligoniikleotit primerler ve Taq DNA polimerazlara ihtiyag
duyulmaktadir. Taq DNA polimeraz enziminin kofaktdrii olarak gérev alan Mg*? iyonunun
da yeterli miktarda ortamda bulunmasi 6nemlidir. Numune iceriginde bulunan hedef DNA
molekiiliiniin kantitatif olarak analizini gerceklestirebilmek i¢in ise floresan sistemler

kullanilmaktadir [42,43].

Kalip DNAin baslangi¢ miktariin tayininde her bir dongiide agiga ¢ikan floresan miktari

kaydedilerek, logaritmik faz boyunca PCR goériintiilenir.

Baslangi¢ miktar1 ne kadar yiiksek ise, eksponansiyel baslangi¢ fazi o kadar erken dongiiye

girmektedir. DNA c¢ogalmasini gézlemleyebilmek i¢in kullanilan floresan sistemler;

DNA'ya baglanan karisimlar (SYBR green),

Taq polimeraza bagl problar (hidroliz problari),

Iki probun bir araya gelmesi ile gergeklesen hibridizasyon problari,

Molekiiler igaretleyiciler olarak siralanabilir.

DNA'ya baglanan karisimlardan SYBR green, tek zincirli DNA'ya baglandiginda 1s1ma
gerceklestirmezken, ¢ift zincirli DNA'ya baglandiginda 1s1ma goriilmektedir. SYBR green
karigimlar, hedef DNA'ya 6zgiil olmadigindan ortamda bulunan tiim ¢ift zincirli DNA'lara
baglanabilmektedir. Bu nedenle hedef DNA'ya 0zel olarak tasarlanan primerler ile

kullanildiginda anlamli sonuglar elde edilebilmektedir [44].
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Taq polimeraza bagli problar, polimeraz zincir tepkimesinin baglanma evresinde primerlere
baglanmakta ve uzama gergeklesmektedir. Taq polimerazin 5’ ekzoniikleaz aktivitesi

sayesinde proba bagl floresan aciga ¢ikmaktadir.

Hibridizasyon problarinda, hedef DNA'ya 6zgili iki farkli bolgeye baglanabilen prob
tasarlanir ve bu problar polimeraz zincir tepkimesi esnasinda hedef DNA'ya

baglandiklarinda iki prob bir araya gelir ve 1s1ma verir.

Molekiiler isaretleyici floresan sistemlerde kullanilacak olan prob, reporter ve quencher boya
ile isaretlenir. Normalde sa¢ tokasi yapisinda olan probta reporter ve quencher boya yan
yanadir, hedef DNA'ya baglandiginda bu iki boya birbirinden ayrilir ve 1s1ma gergeklesir
[45].

Floresan 1s1ma sonucunda eksponansiyel bir grafik olusmaktadir. Olusan grafikte, floresan
degerin esik degeri gectigi noktaya esik deger dongiisii anlamina gelen “treshold cycle”
denmekte ve Ciolarak gosterilmektedir. Ct degeri, polimeraz zincir iirliniiniin log lineer fazda

eksponansiyel olarak artmaya basladigi zamandir [46].

Erime sicaklik egrileri, Tm olarak gosterilmektedir. PCR sonucunda hedef DNA'ya 6zgii
primer ve problarla ¢ogaltilip agiga cikan {irlinlin ayn1 erime sicakligina sahip olmasi
beklenmektedir. Erime sicakligi egrileri, PCR sonunda agiga ¢ikan iiriiniin tamamen hedef
DNA'dan mu geldigini yoksa ortamda 6zgiil olmayan baglanmalar veya primer dimerleri

nedeniyle mi olustugunu gostermektedir.

Primer, PCR iiriiniiniin miktar tayininde biiylik 6nem tasidigindan tasarimlarinin iyi
yapilmas1 gerekmektedir. Primer uzunlugu 18-22 baz uzunlugu arasinda olmalidir. Gen
dizisi bilinen bir tiire ait primer tasarimi yapilmak isteniyorsa NCBI veri tabani
kullanilmalidir. FASTA formatinda elde edilen diziler ile primer blast platformu {izerinden

tasarim gerceklestirilmektedir.

2.4.2. Ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi

Ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi, hiicrelerden elde edilen RNA'nin reverse
transkriptaz enzimi kullanilarak tamamlayict DNA (cDNA) sentezinin yapildigi ve gen

ifadesi analizlerinde kullanilan bir yontemdir. Oncelikle cDNA sentezi yapilmak istenen
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hiicre veya dokudan RNA izolasyonu gerceklestirilir. RNA izolasyonu sonunda saf olarak
elde edilen RNA molekiilleri, cDNA sentezinde kullanilmaktadir. RNA'dan ters transkriptaz
enzimi ile cDNA'ya doniistiiriilen molekiiller, kantitatif analiz ve gen ifadesi analizlerinde
kullanilabilmektedir [47, 48].

2.4.3. Dongii miktar: (Cq) ve esik deger dongiisii (Ct) Degerleri

Real time gPCR, belirlenmek istenen hedef gen bolgesinin mutlak miktarinin bulunmasini
veya Ornekler arast hedef gen bolgesi miktarinin karsilagtirmali olarak tespitinde
kullanilmaktadir. PCR tekniginde miktar belirleme islemi, amplifikasyon esnasinda yayilan
floresan 1s1ma hesaplanarak gergeklestirilmektedir. Bu 1s1ma degerleri dongii miktari (Cq) Ve

esik degeri dongiisii (Cy) olarak ifade edilmektedir.

Ct degeri; tstel fazin basladigi bolgede, tepkime egrisi ile kesisen c¢izgidir. Miktar
belirlemesi yapmak istenilen hedef bolgenin floresan yogunluga ulastigi dongiiyi ifade

etmektedir.

Cq degeri; tepkime egrisi ile esik degerin kesistigi PCR dongli numarasidir. Bu deger,
orneklerden gergek bir sinyal saptamak icin ka¢ dongii gerektigini gostermektedir. Cq degeri
hedef kopya sayist ile iligkilidir. Diigiikk Cq degerleri, yiiksek miktarda hedef kopya sayisini
gostermektedir. Cq degerlerini bir¢ok faktor etkileyebilmektedir. Bunlar asagidaki sekilde

siralanabilir.

e PCR’da kullanilan bilesenler gelir. Kullanilan siiper karisimdaki tuz derisimi ve pH
degeri, Cq degerini etkileyen onemli faktorlerdendir. Bu nedenle karisim eger manuel
olarak hazirlaniyorsa mutlaka pH’1 Olglilmeli ve tuz derisimine bagli ¢okmeler
gbzlemlenmelidir.

e FAM boyast (raportdr) floresan isimasinin, ROX boyasina (referans boyasi) orani
tepkime degerini vermektedir. FAM boyast floresans degerinin degismedigi
varsayildiginda, diisiik ROX miktar yiiksek tepkime degerleri iretmektedir.

e Primerlerin 6zgiilliigii, erime sicakliklar1 ve numune kalitesi Cq degerlerini etkilemektedir

[49].
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Sekil 2.4. PCR’da dongii ve esik degerleri
2.4.4. Gardiyan genler

Saglikli hiicresel kosullarda stirekli ve belirli diizeylerde ifade olmas1 gereken 6zel genlere
gardiyan genler (housekeeping genler) denir. Analiz edilecek protein ya da niikleik asit
materyallerine gore kullanilabilecek farkli gardiyan genler bulunmaktadir. Ornegin
sitoiskelet olusumunda beta aktin ve tiibilin beta gardiyan genleri yiiksek miktarda ifade
edilmektedir. Metabolik enzim genleri GAPDH, HPRT-1 ve bazi ATPazlar olarak
siralanabilmektedir. Bu gardiyan genler yasamsal faaliyeti olan tiim hiicrelerde ifade edildigi

icin en ¢ok tercih edilen gardiyan genlerdir [50].

2.4.5. Delta Ctve delta delta C: degerleri hesaplanmasi

Delta C; degeri hedef gen ile normal gen arasindaki esik deger miktar1 farkini ifade
etmektedir. Delta delta Ct degeri ise analiz edilen hedef genin Cidegeri ile gardiyan gen
arasindaki farktan, normal gen ile gardiyan gen arasindaki fark c¢ikartilarak
hesaplanmaktadir. Diger bir deyisle; delta C: degeri sonuglar1 endojen kontrole gore

normalize ederken, delta delta Cidegeri sonuglar1 gardiyan gene gore normalize etmektedir.

Normalizasyon gergeklestirildikten sonra 224" degerleri hesaplanarak gen ifadeleri

hesaplanmaktadir [51, 52].



21

2.5. Tiikiiriik Numunesi ve Ozellikleri

Sindirimde rolii olan ve yapisinda birden fazla fonksiyonel immiin maddeyi igeren tiikiiriik,
oral kavite ve organizma i¢in onemli bir akiskandir [X]. Tiikirik igeriginde organik ve

inorganik bilesenler, enzimler ve gazlar bulunmaktadir.

Tiikiirtigiin biiyiik kismi (%65) submandibular bezler tarafindan iiretilmektedir. Parotis
bezleri stimiilasyona bagli olarak toplam tiikiirik hacminin iiretilmesine %20 ile %50
oraninda katkida bulunmaktadir. Dil alt1 bezleri tarafindan sadece %5'lik kii¢iik bir kisim
salgilanmaktadir. Kalan %10’luk kisim ise ag1z bosluguna gémiilii cok sayida kiiciik bezler

tarafindan salgilanir [53].

Tiikiirik numuneleri tan1 ve takip amaclh kullanilabilecek bir sividir. Son 10 yilda,
tiikkliriikten tanm1 calismalar1 katlanarak ilerlemektedir. Tikiirlikte ¢ok cesitli molekiiler
bilesenleri izlemek ve bunlar1 serum bilesenleriyle karsilastirarak biyokimyasal,

mikrobiyolojik ve immiinolojik ¢alisma yapilabilmektedir [54].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismaya Alinacak Hastalarin Belirlenmesi

Calismaya 19-23 ve 50-86 yas araliginda bulunan saglikli 45 katilimci alindi. Katilimeilar,
tiikiirik numuneleri toplanmadan 6nce 1 saat igerisinde diglerini fircalamamalari, sigara
icmemeleri ve su disinda herhangi bir besin maddesi yiyip igmemeleri konusunda

bilgilendirildiler.
3.2. Numune Alim, Hazirlama ve Saklanmasi

Calismamizda ornekleri toplama ve saklama asamasinda RNA'nin iki ay boyunca oda
sicakliginda bozunmasini engelleyen, quarterner amonyum tuzu iceren, NORGEN marka,
Saliva RNA Collection and Preservation Devices isimli tiipler kullanildi. Bu tiipler numune
alindiktan sonra hizl1 hiicre par¢alanmasi sonras1 a¢iga ¢ikan RNA'nin korunmasini saglayan

tampon icermektedir. Bu durum analitik performansi yiiksek sonuglar elde edilmesini saglar
(Sekil 3.1).

NORGEN

BIOTEK i CORP.

Saliva Exosome
Collection and
Preservation
Device

Sekil 3.1. Tiikiirtikten RNA toplama ve koruma kab1 (NORGEN marka)

Ornek alim islemi asamasinda;

o Numune verecek olan bireyler agizlarini su ile ¢alkaladi ve 10 dk bekledi.

e Toplama hunisi, tiipiin agiz kismina yerlestirildi ve tiip icerisine numune hacmi 2 mL

oluncaya kadar tiikiirme islemi yapildi.
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e Kit i¢inde bulunan, tampon soliisyon i¢eren ampiil kirilarak tiikiiriik toplama tiipliniin
icerisine aktarildu.
e Toplama tiipliniin kapag1 sikica kapatilarak, 10 saniye boyunca galkalandi. Tiikiiriik

numunesinin ve koruyucu tamponun iyice karigsmasi saglandi.

Ornek alinan bireylere ait bilgiler EK-2 Arastirma Anket Formu ile kaydedildi. Numuneler,
RNA izolasyonu yapilacagi tarihe kadar -40°C buzdolabinda bekletildi.

3.3. Ol¢iimler

3.3.1. Kullanilan alet, gerec¢ ve cihazlar

Kullanilan cihazlar: BioRad CFX 384 Touch Real Time PCR, Colibri Microvolume
Spektrometre, IKA marka vorteks, Hermle marka santrifiij, biyolojik kabin, Memmert marka

su banyosu, ¢esitli hacimlerde ayarlanabilir ¢ok kanall1 ve tek kanalli otomatik pipetler.

Kullanilan kimyasallar: Distile/Bidistile su, PCR saflikta su, tiikiiriikten RNA toplama kabi
ve koruma c¢ozeltisi, %96 etanol (Merck), osteokalsin primeri, alkalen fosfataz primeri,
amino terminal propeptit primeri, C terminal telopeptit primeri ve, sklerostin primeri, SYBR

green karigimi

Kullanilan kitler: Total RNA izolasyon Kiti, cDNA sentez Kiti,

3.3.2. Tiikiiriikten RNA izolasyonu

Tiikiiriikten RNA izolasyonu i¢in Norgen Total RNA Izolasyon Kiti kullanilmistir. Kit

iceri8i ve ayiraclar:

e Tampon ¢ozelti RL

Yikama ¢ozeltisi A

Sulandirma ¢ozeltisi A

Mini spin kolonlar

Toplama tiipleri

Sulandirma tiipleri
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Calisma adimlari:

e RNA toplama ve koruma tiiplerine alinan tiikiirik numuneleri 10 saniye boyunca
karistirildi.

e 250 uL 6rnek, RNAaz yoksun tiiplere alindi.

e 250 uL RL tampon (RNA Later) o6rnek iizerine eklendi ve karistirildi.

o 250 uL %96'lik etil alkol eklenerek karigtirildi. Boylelikle lizat ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.

e Hazirlanan lizattan 600 pL alinarak, kolon iizerine eklendi ve 3500 G (6000 rpm)’de 1 dk
boyunca santrifiij edildi. Bu islem, tiim lizat ¢6zeltisi bitene kadar tekrar edildi.

e Kolon toplama tiiplinde biriken siv1 atild1 ve yeni toplama tiipii yerlestirildi ve kolon
yikama islemlerine gegildi.

e 400 pL, yikama ¢ozeltisi A eklendi. 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipiine biriken sivi
atildi. Bu yikama islemi 3 defa tekrar edildi.

e Son yikama isleminin ardindan, kolon i¢indeki tiim sivinin toplama tiipiine ge¢gmesi i¢in
2 dk daha santrifiij edildi ve kolonun tamamen kurumasi saglandi.

e Kolona yeni 1,7 mL’lik eliisyon tiipi takildi.

e 50 uL eliisyon ¢ozeltisi A, kolona eklendi.

e 2 dk boyunca 200 G (2000 rpm)’de santrifiij edildi.

e Kolonda hi¢ s1vi kalmamasi i¢in 14000G'de 1 dk daha santrifiij edildi.

e Tiikiirlikten RNA izolasyonu numunesi, cDNA sentezinde kullanilmak tizere -20°C'ye

konuldu.

3.3.3. izole edilen RNA o6rneklerinden cDNA sentezlenmesi

Izole edilen RNA numunelerinden tamamlayict DNA (cDNA) sentezleme islemleri igin,
BioRad iScript cDNA Sentez Kiti kullanildi. Toplam tepkime hacmi 40 pL olarak
hesaplandi. Her kuyu icin 5x iScript tepkime karisimindan 8 pL, iScript Reverse
Transkriptaz enziminden 2 pL, RNA numunesinden 6 pL ve niikleaz yoksun 6zellikli sudan
24 uL eklendi. BioRad marka 1s1l dongii cihazina yerlestirilen 6rneklerde asagidaki ¢izelge

3.1'de belirtilen program ayarlanarak cDNA sentezi gerceklestirildi.
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Cizelge 3.1. cDNA sentez basamaklari

Priming 5 dakika, 25°C

Ters Transkripsiyon 20 dakika, 46°C

Ters Transkripsiyon )
) 1 dakika, 95°C
Inaktivasyon

cDNA sentezi gergeklestirilen numuneler, kantitatif PCR analizi islemine kadar -20°C'de

saklandi.

3.3.4. cDNA orneklerinin spektrofotometrik dl¢iimii

Sentezlenen cDNA'lerin mikrohacim spektrofotometrede DNA derisim oOl¢limleri
gerceklestirildi. Kantitatif PCR analizi 6ncesi, cDNA derisimi dl¢iilerek tiim numunelerdeki

cDNA derisimleri esitlenerek, kantitatif PCR ile gen ifadesi calismalar1 gergeklestirildi.

Calisma adimlart:

e Spektrofotometrenin optik yiizeyi saf su ile temizlendi.

e Cihazda, ssDNA-33 olarak belirtilen ve tek zincirli DNA 6l¢timiinde kullanilan basamak
secildi.

e Ornek sulandirma tamponu A optik yiizey iizerine 1 pL damlatilarak, cihazin 260 nm
dalga boyunda kalibrasyonu yapildi.

e Buz akiisii iizerinde bekletilen ¢cDNA oOrneklerinin, 260 nm dalga boyunda derigim

Ol¢iimleri gergeklestirildi.

3.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR ile Analiz

Analizler i¢in BioRad CFX 384 Touch gercek zamanli PCR cihaz1 kullanildi. Oncelikle bu
analizde kullanilmak iizere primer tasarimlart yapildi. Primer tasarimlari i¢in NCBI
(National Center for Biotechnology Information) veritabani {izerinden alkalen fosfataz,
amino terminal propeptit, C-terminal telopeptit, osteokalsin ve sklerostin proteinlerinin

insanlarda belirlenen dizimi (sekansi) elde edildi. Bu sekanslar kullanilarak, BLAST (Basic
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Local Alignment Search Tool) programi ile uygun primer tasarimi olusturuldu. Primere ait

tasarimlar Cizelge 3.2°de verildigi gibidir.

Cizelge 3.2. Primerlerin baz dizileri

Primer Ad1

Baz Dizisi

Sklerostin (SOST) Forward Primer

5S'AGTACCCCGAGCCTCCACY’

Sklerostin (SOST) Reverse Primer

5'GCTGTACTCGGACACGTCTT3'

Osteokalsin (BGLAP) Forward Primer

S'CTCACACTCCTCGCCCTATT3!

Osteokalsin (BGLAP) Reverse Primer

5S'GTGGTCAGCCAACTCGTCAZ'

C-terminal telopeptit (COL1A1) Forward Primer

S'GAGGAATTTCCGTGCCTG3’

C-terminal telopeptit (COL1A1) Reverse Primer

S'ACCAGGACGACCAGGTTTT3'

Amino terminal propeptit (ACTB) Forward Primer

S'CAATGTGGCCGAGGACTTTGAT3’

Amino terminal propeptit (ACTB) Reverse Primer

S'AGTGGGGTGGCTTTTAGGATGG3'

Alkalen Fosfataz (APLP) Forward Primer

S'CCTGCCTTACTAACTCCTTAGTGC3’

Alkalen Fosfataz (APLP) Reverse Primer

S'CTTAGCCACGTTGGTGTTGA3'

3.4.1. Sicaklik gradient analizi

Tasarimi yapilan primerlerin, ¢alistigi optimum sicaklik degerlerinin belirlenebilmesi i¢in

sicaklik gradient ve erime sicaklik analizleri gergeklestirildi.

Calisma adimlari;

e Tiim oOrneklerden 5 pL  alinarak ortak bir havuz olusturuldu, iyice karistirildi.

Derisim, 10 ng/pL 'ye ayarlandi.

o (Cizelge 3.4'te verildigi gibi her bir kuyu i¢in; 10 uL. SYBR green karisimu, ilgili primere

ait 10 uM derisiminde 0,9 uLL forward primer ve ayni derisim ve hacimde reverse primer,

3,2 uLL PCR saflikta su, 5 uLL. hacminde 10 ng/uL derisiminde cDNA 6rnekleri kullanildi.
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Cizelge 3.3. PCR'da kullanilan ayiraglara ait derisim ve hacimleri

Ayiraglar Kullanilan Derigim Hacim
SYBR Green Karisimi 1x 10 uL
Forward Primer 10 uM 0,9 uL
Reverse Primer 10 uM 0,9 uL
Su - 3,2 uL
cDNA 10 uM dogrumu kontrol | 5 uLb

edermisin  asagida 30

deniyor kontrol gerekli

PCR i¢in olusturulan protokolde, her bir primer icin optimum sicaklik degeri
belirleneceginden, 48 — 63°C aras1 sicaklik degerleri oransal olarak 16 kuyuya dagitilarak

denendi. PCR protokolii ¢izelge 3.4'te gosterildigi gibidir.

Cizelge 3.4. Sicaklik gradient analizi dongii profili 6zellikleri

Sicaklik Stire
Polimeraz Aktivasyonu ve DNA Denatiirasyonu | 95°C 30 saniye
Denatiirasyon* 95°C 15 saniye 39
Baglanma ve Uzama* 48-63°C 10 saniye tekrar
(Sicaklik gradient)
*39 defa dongii seklinde tekrar edildi.

3.4.2. Erime sicakhgi egrisi olusturma

Erime sicakligi degeri, tasarlanan primerin DNA'ya baglanacagi o6zgiil sicaklig
gostermektedir. Tasarlanmis olan primer, hedef olmayan bélgelere de baglanabilir, bu da
istenmeyen tirlinlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Erime sicaklig1 aslinda primerin istenilen
bolgeye ozel olarak baglanacagi sicakligi belirtmektedir. Erime sicakligi analizi; PCR
cihazinda 0,05 saniyede 0,5 °C sicaklik artis1 ile 55°C'den 95°C’ye ¢ikarilip, okunmasi ile
gergeklestirildi.
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3.4.3. Kantitatif PCR analizi

Her bireye ait cDNA numunelerinin 10 pM derisimi, sulandirma ¢ozeltisi kullanilarak
esitlendi ve 30 ng/uL olacak sekilde seyreltildi. Sicaklik gradient analizine gore her bir
primer i¢in bulunan optimum sicaklik degerleri kullanilarak kantitatif ger¢cek zamanli PCR
kuruldu ve ayri ayri analiz edildi. Numunenin igeriginde, aminoterminal propeptit,
sklerostin, C-terminal telopeptit, osteokalsin ve alkalen fosfataz'mn bulunup bulunmadigina
bakild. Ilgili numuneye ait piklerin esik deger ile kesistigi noktay: ifade eden Cq degeri

sonugclari elde edildi.

3.4.4. Gen ifadesi analizi

Gen ifadesi analizi i¢in, gardiyan gen olarak GAPDH kullanildi. Analizler normalize

ekspresyon AACqdegeri kullanilarak hesaplandi. Yasa bagli, gen ifadeleri karsilastirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma Grubuna Ait Tamimlayic1 Bulgular

Calismaya Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi ve Kibris Saglik ve Toplum Bilimleri Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi'nden goniillii olarak katilmay1 kabul eden saglikli 45 birey alimmustir.
Calisma grubunu yas aralig1 19-23 ve 50-86 olan toplam 26 kadin ve 19 erkek olusturmustur.

4.2. Mikrohacim Spektrofotometre Olciimleri ile Elde Edilen cDNA Bulgular

Tiikiirlikten RNA izolasyonu yapildiktan sonra, cDNA sentezi gergeklestirildi. Tepkime sonunda
elde edilen tek zincirli cONA derisim 6lgtimleri Colibri marka mikrohacim spektrofotometresi

kullanilarak yapildi.

Orneklerden 1 L almarak optik yiizey iizerine damlatildi. Elde edilen derisim degerlerine gore,
tiim tiikiirtik 6rneklerinden cDNA sentezinin gerceklestigi goriildii. cDNAnin yas ile birlikte

derigim degerleri cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yas ile birlikte cDNA

Ornek Numarast | Yas ssDNA Derisim (ng/ pL)
1 19 651,4
2 20 688,1
3 20 694,7
4 20 671,2
5 20 673,0
6 20 672,2
7 20 633,9
8 20 668,1
9 20 669,4
10 20 489,2
11 20 637,9
12 21 677,1
13 21 656,1
14 21 666,6
15 21 658,8
16 21 670,5
17 21 697,2
18 21 640,3
19 21 709,8
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Cizelge 4.1. (devam) Yas ile birlikte cDNA derisimi

20 21 335,8
21 21 684,3
22 21 726,7
23 21 669,9
24 21 728,5
25 21 709,0
26 22 651,6
27 22 672,0
28 22 712,9
29 22 681,1
30 22 652,6
31 22 739,2
32 22 635,7
33 23 638,3
34 50 653,3
35 50 662,8
36 58 333,9
37 5 685,6
38 62 688,1
39 64 685,6
40 64 699,7
41 65 692,2
42 73 694,6
43 78 653,7
44 80 668,5
45 86 718,8

4.3. Sicaklik Gradient Analizi Bulgular:

Tiim primerlerin, DNA'ya baglandigi optimum sicakligi belirlemek icin 48 — 63°C sicaklik
aralifi 16 basamakta denendi. PCR icin, tim cDNA numunelerinden ortak bir havuz
olusturularak, derisimi 30 ng/pL olarak ayarlandi. 20 uL tepkime hacmi igin 5 pL. cDNA 6rnegi
kullanildz.

Cqdegeri, DNA ile primerin 6zgiil olarak baglandig, tepkime egrisi ile esik degerin kesistigi
dongii sayisii belirtmektedir. Literatiirde ilk 5 dongiide goriilen floresan 1simalar kapsam disi
tutulmaktadir. Aym1 zamanda, 30.dongli ve sonrasinda goriilen floresan 1simalar da 6zgiil
olmayan baglanmalar1 gostermektedir. Bu bilgiler dogrultusunda, 10.dongii ile 30.dongii

arasinda gerceklesen floresan isimalar anlamli bir baglanma oldugunu ifade etmektedir.



Optimum baglanma

gerceklesmektedir.

10.dongti ile 30.dongiiler arasinda en erken gelen
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1s1mada

Gardiyan gen olarak kullanilan GAPDH primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine ait

grafik Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.2. GAPDH primere ait sicaklik degisimine bagli Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
GAPDH 63 27,01
GAPDH 62,7 26,81
GAPDH 62,2 26,38
GAPDH 61,6 26,28
GAPDH 60,5 26,02
GAPDH 59,5 25,75
GAPDH 58 25,56
GAPDH 56,5 25,25
GAPDH 54,6 25,09
GAPDH 53,1 25
GAPDH 51,8 25,04
GAPDH 50,6 25,15
GAPDH 49,6 25,12
GAPDH 48,8 25,21
GAPDH 48,3 25,02
GAPDH 48 2511

GAPDH primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.1'de verilmistir.

2 1000 4

500 -

Amplifikasyon

2333.-.5...'...'....-...' ................... | T EXLEEE. Fehilaaskoslosdandecaacel aad

Sekil 4.1. GAPDH primere ait Cq/RFU grafigi
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Elde edilen verilere géore GAPDH primerin 48-63°C sicaklik araliginda Cq degerleri 25-27
araliginda goriildii. Bu aralikta yer alan tiim sicaklik degerlerinin GAPDH primeri i¢in uygun
oldugu goriildii, ancak optimum sicaklik degeri 25. dongiide 1s1ma verdigi 53,1°C olarak

belirlendi. Kantitatif PCR ve gen ifadesi degerlendirmesinde bu sicaklik degeri esas alindi.

Amino terminal propeptiti kodlayan ACTB primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine
ait grafik Cizelge 4.3'te verilmistir.

Cizelge 4.3. ACTB primere ait sicaklik degisimine bagh Cq degerleri

Primer Ad1 | Sicaklik Degeri Cq Degeri
ACTB 63 26,22
ACTB 62,7 26,04
ACTB 62,2 25,78
ACTB 61,6 25,62
ACTB 60,5 25,18
ACTB 59,5 24,88
ACTB 58 24,87
ACTB 56,5 24,8
ACTB 54,6 24,53
ACTB 53,1 24,82
ACTB 51,8 24,75
ACTB 50,6 24,88
ACTB 49,6 25,02
ACTB 48,8 25,01
ACTB 48,3 24,62
ACTB 48 24,88

ACTB primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.2'de verilmistir.
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Amplifikasyon

2000 4

1500 1

RFU

1000 ]

500 |

Sekil 4.2. ACTB primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gore ACTB primerin 48-63°C sicaklik araliginda Cq degerleri 24-26
araliginda goriildii. Bu aralikta yer alan tiim sicaklik degerlerinin ACTB primeri i¢in uygun
oldugu goriildii, ancak optimum sicaklik degeri 24,53. donglide 1s1ma verdigi 54,6°C olarak
belirlendi. Kantitatif PCR tepkimesi ve gen ifadesi analizlerinde bu sicaklik degeri kullanildi.

Sklerostini kodlayan SOST primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine ait grafik

cizelge 4.4'te verilmistir.

Cizelge 4.4. SOST primere ait sicaklik degisimine bagh Cq degerleri

Primer Adi Sicaklik Degeri | Cq Degeri
SOST 63 34,49
SOST 62,7 33,71
SOST 62,2 34,28
SOST 61,6 34,74
SOST 60,5 34,45
SOST 59,5 34,09
SOST 58 34,22
SOST 56,5 32,49
SOST 54,6 31,66
SOST 53,1 30,72
SOST 51,8 29,88
SOST 50,6 29,34
SOST 49,6 29,18
SOST 48,8 28,92
SOST 48,3 28,78
SOST 48 28,55
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SOST primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.3'de verilmistir.

Amplifikasvon
800 Lo RN S
1000 Lo e PP L
5 : : :
3
BOO e v v rras e e
04— : Il
0 10 20
Dongii

Sekil 4.3. SOST primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gére SOST primerin 48-63°C sicaklik araliginda Cq degerleri 28-34
araliginda goriildii. Sicaklik degeri yiikseldikge, Cq degerinde de artis oldugu gozlemlenmistir.
SOST primerinin daha diisiik sicaklikta daha iyi calistigi distiniilerek 40-52 °C araliginda tekrar
caligildi

Sklerostini kodlayan SOST primere ait, 40-52 °C sicaklik degerlerine bagl Cq degerlerine ait
grafik Cizelge 4.5'te verilmistir.

Cizelge 4.5. SOST primere ait sicaklik degisimine bagh Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
SOST 52 28,11
SOST 51,7 28,64
SOST 51,4 27
SOST 50,9 27
SOST 50 27,04
SOST 49,2 28,43
SOST 48 26,04
SOST 46,8 26,05
SOST 45,3 25,43
SOST 44,1 25,7
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Cizelge 4.5. (devam) SOST primere ait sicaklik degisimine bagl Cq degerleri

SOST 43 25,44
SOST 42,1 25,5
SOST 41,3 26,7
SOST 40,7 25,46
SOST 40,2 25,6
SOST 40 25,68

SOST primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.4'te verilmistir.

Amplifikasyon
3000 e ................ ................
2 2000 Lo
z : :
o fo S S
0 : i
0 10 20
Dongii

Sekil 4.4. SOST primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gore SOST primerin 40-52°C sicaklik araliginda Cq degerleri 25-28
araliginda gortildii. Bu aralikta yer alan tiim sicaklik degerlerinin SOST primeri i¢in uygun
oldugu goriildii, ancak optimum sicaklik degeri 25,43. dongiide 151ma verdigi 45,3°C olarak
belirlendi. Kantitatif PCR tepkimesi ve gen ifadesi degerlendirmesinde bu sicaklik degeri
kullanildi.

Alkalen fosfatazi kodlayan APLP primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine ait grafik
Cizelge 4.6'da verilmistir.
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Cizelge 4.6. APLP primere ait sicaklik degisimine bagh Cq degerleri

APLP 63 34,84
APLP 62,7 33,47
APLP 62,2 N/A

APLP 61,6 34,01
APLP 60,5 34,1

APLP 99,5 33,94
APLP 58 33,11
APLP 56,5 35,13
APLP 54,6 32,77
APLP 53,1 33,03
APLP 51,8 32,66
APLP 50,6 32,39
APLP 49,6 32,26
APLP 48,8 32,45
APLP 48,3 32,04
APLP 48 32,46

APLP primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.5'te verilmistir.

Amplifikasyon
1000 Lo oo e e, e ik
z
5|;.|;._._...............,: ................ ................
0+ -
— — ]
0 10 20 30 40
Dongii

Sekil 4.5. APLP primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gére APLP primerin 48-63°C sicaklik araliginda Cq degerleri 32-34
araliginda goriildii. Alkalen fosfatazi kodlayan bu primerde sicaklik ile korele olmayan yiiksek
Cq degeri tespit edildi. Numune igeriginde diisiikk derisimde bulundugu diistiniildi. Sicaklikla
kismen bir artig goriildiigiinden, 40-52 °C araliginda tekrar ¢aligildi.
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Sklerostini kodlayan APLP primere ait, 40-52 °C sicaklik degerlerine bagl Cq degerlerine ait
grafik Cizelge 4.7'de verilmistir.

Cizelge 4.7. APLP primere ait sicaklik degisimine bagh Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
APLP 52 30,01
APLP 51,7 29,96
APLP 514 29,41
APLP 50,9 29,65
APLP 50 29,66
APLP 49,2 29,87
APLP 48 29,65
APLP 46,8 30,19
APLP 45,3 29,83
APLP 441 29,98
APLP 43 30,25
APLP 42,1 30,13
APLP 41,3 29,44
APLP 40,7 30,46
APLP 40,2 29,73
APLP 40 29,76

APLP primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.6'da verilmistir.

Amplifikasyon
E ' . z ]

4000 L.l P PP PPRTI TITTITPT

3000 Lo e v eennianrerrs fveeeees
= 1 : : :
ézm.. TR SRT TP R R PRI Feeees

2000 Lou i hueeresiansauens

0 -— —
0 10 20 30 40
Dongu

Sekil 4.6. APLP primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gore APLP primerin 40-52°C sicaklik araliginda Cq degerleri 29-30

araliginda goriildii. APLP primer ile numunenin analizinde genel bir Cq yliksekliginin devam
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ettigi goriildii. Smir degerler iginde bulunan APLP primeri i¢in optimum sicaklik degeri 29,41.
dongiide 1s51ma verdigi 51,4°C olarak belirlendi. Kantitatif PCR tepkimesi ve gen ifadesi

degerlendirmesinde bu sicaklik degeri kullanildi.

C terminal telopeptiti kodlayan COL1A1 primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine
ait grafik Cizelge 4.8'de verilmistir.

Cizelge 4.8. COL1A1 primere ait sicaklik degisimine bagli Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
COL1A1 63 N/A
COL1A1 62,7 N/A
COL1Al 62,2 37,33
COL1A1 61,6 N/A
COL1Al 60,5 N/A
COL1A1 59,5 35,17
COL1Al 58 34,86
COL1Al 56,5 35,06
COL1A1 54,6 32,48
COL1Al 53,1 32,62
COL1A1 51,8 31,36
COL1Al 50,6 31,02
COL1A1 49,6 30,28
COL1A1 48,8 30,06
COL1Al 48,3 29,7
COL1A1 48 29,72

COL1A1 primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.7'de verilmistir.

Amplifikasyon

T T T T
0 10 20 30 40

Dongii

Sekil 4.7. COL1A1 primere ait Cq/RFU grafigi
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Elde edilen verilere gore COL1A1 primerin 48-63°C sicaklik araliginda Cq degerleri 29-37
araliginda goriildii. Sicaklik degeri yiikseldikce, Cq degerinde de artis oldugu gozlemlenmistir.
COLI1ALI primerinin daha diistik sicaklikta daha iyi ¢alistig1 diistiniilerck 40-52 °C araliginda
tekrar caligildi.

C-terminal telopeptiti kodlayan COL1AL primere ait, 40-52 °C sicaklik degerlerine bagl Cq

degerlerine ait grafik Cizelge 4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9. COL1A1 primere ait sicaklik degisimine baglh Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
COL1A1 52 36,61
COL1Al 51,7 37,29
COL1A1 51,4 36,99
COL1Al 50,9 35,97
COL1Al 50 36,32
COL1A1 49,2 35,3
COL1Al 48 34,26
COL1A1 46,8 32,9
COL1Al 45,3 31,34
COL1A1 44,1 31,58
COL1A1 43 30,71
COL1Al 42,1 30,38
COL1A1 41,3 30,03
COL1Al 40,7 30,1
COL1A1 40,2 29,66
COL1Al 40 30,15

COLI1AL primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.8'de verilmistir.

Amplifikasyon
BOOO v
4000 L. ..ol h
2000 Loooooonn il ................ ................
1000 Lo.ooiniiiinld S PR RIRRRRE s
01 ¥ t
0 10 20

Daongii

Sekil 4.8. COL1A1 primere ait Cq/RFU grafigi
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Elde edilen verilere gore COL1A1 primerin 40-52°C sicaklik araliginda Cq degerleri 29-37
araliginda goriildii. COL1A1 primer ile numunenin analizinde genel bir Cq yliksekliginin devam
ettigi gortldi. Siir degerler i¢inde bulunan COL1A1 primeri i¢in optimum sicaklik degeri
29,66. dongiide 1s1ma verdigi 40,2°C olarak belirlendi. Kantitatif PCR tepkimesi ve gen ifadesi
degerlendirmesinde bu sicaklik degeri kullanildi.

Osteokalsini kodlayan BGLAP primere ait, sicaklik degerlerine bagli Cq degerlerine ait grafik

cizelge 4.10'da verilmistir.

Cizelge 4.10. BGLAP primere ait sicaklik degisimine bagli Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
BGLAP 63 38,93
BGLAP 62,7 37,77
BGLAP 62,2 39,12
BGLAP 61,6 35,64
BGLAP 60,5 37,3
BGLAP 59,5 39,62
BGLAP 58 36,27
BGLAP 56,5 37,79
BGLAP 54,6 35,5
BGLAP 53,1 34,95
BGLAP 51,8 33,89
BGLAP 50,6 32,76
BGLAP 49,6 32,36
BGLAP 48,8 31,42
BGLAP 48,3 31,23
BGLAP 48 31,09

BGLAP primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.9'da verilmistir.
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Sekil 4.9. BGLAP primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gore BGLAP primerin 40-52°C sicaklik araliginda Cq degerleri 31-38

araliginda goriildii. BGLAP primeri ile numunenin analizinde genel bir Cq yiiksekligi tespit

edildi. Numune iceriginde diisiik derisimde bulundugu diisiiniildii. Sicaklikla korele bir artig

goriildiigiinden, 40-52 °C araliginda tekrar ¢alisildi.

Osteokalsini kodlayan BGLAP primere ait, sicaklik degerlerine bagl Cq degerlerine ait grafik

Cizelge 4.11'de verilmigtir.

Cizelge 4.11. BGLAP primere ait sicaklik degisimine bagli Cq degerleri

Primer Ad1 Sicaklik Degeri | Cq Degeri
BGLAP 52 37,83
BGLAP 51,7 37,14
BGLAP 51,4 37,4
BGLAP 50,9 26,88
BGLAP 50 37,07
BGLAP 49,2 37,72
BGLAP 48 36,84
BGLAP 46,8 35,92
BGLAP 45,3 35,45
BGLAP 44,1 36,95
BGLAP 43 35,39
BGLAP 42,1 36,8
BGLAP 41,3 36,24
BGLAP 40,7 34,18
BGLAP 40,2 34,8
BGLAP 40 37,76
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BGLAP primere ait RFU (bagil floresan birim)'e kars1 dongii grafigi Sekil 4.10'da verilmistir.

Amplifikasyon
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Sekil 4.10. BGLAP primere ait Cq/RFU grafigi

Elde edilen verilere gore BGLAP primerin 40-52°C sicaklik araliginda Cq degerleri 26-37
araliginda goriildii. =~ BGLAP primer ile numunenin analizinde genel bir Cq yiiksekliginin
devam ettigi gorildi. Sinir degerlerin tistiinde bulunan BGLAP primeri i¢in optimum sicaklik
belirlenemedi. Numune igeriginde osteokalsin proteinin bulunmadig kanisina varildi. Kantitatif

PCR tepkimesi ve gen ifadesi analizlerinde BGLAP parametre olarak degerlendirilmedi.

Yapilan sicaklik gradient analizi neticesinde, her primer ic¢in optimum sicaklik degerleri

belirlendi. Primerlere ait optimum sicaklik degerleri, gizelge 4.12'de verilmistir.

Cizelge 4.12. Primerlere ait belirlenen optimum ¢alisma sicakliklart

Primer Adi1 | Optimum Sicaklik Degeri | Cq Degeri
GAPDH 53,1 25

ACTB 54,6 24,53

SOST 45,3 25,43

APLP 514 29,41
COL1Al1 |40,2 29,66
BGLAP Belirlenemedi Belirlenemedi
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4.4. Erime Sicakhig1 Analiz Bulgular:

GAPDH gardiyan geni i¢in elde edilen erime sicakligi analiz bulgularina ait grafikler sekil 4.11

ve 4.12'de verilmistir.

Erime Egrisi

T 2 2 . T r T o v r v T

Sicakhik, Celcius

Sekil 4.11. GAPDH gardiyan gene ait sicaklik-RFU grafigi

Erime Piki

-d(RFU)AT

Sicakhik, Celcius

Sekil 4.12. GAPDH gardiyan gene ait sicaklik-d(RFU)/dT grafigi

Amino terminal propeptidi kodlayan, ACTB geni i¢in elde edilen erime sicakligi analiz

bulgularina ait grafikler sekil 4.13 ve 4.14'te verilmistir.
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Erime Egrisi

Sicaklik, Celcius

Sekil 4.13. ACTB primerine ait sicaklik-RFU grafigi

Erime Piki

700 £,

-d(RFU)dT

Sicakhk, Celcius

Sekil 4.14. ACTB gen bolgesine ait sicaklik-d(RFU)/dT grafigi

Sklerostini kodlayan, SOST primeri i¢in elde edilen erime sicakhigi analiz bulgularina ait

grafikler sekil 4.15 ve 4.16'da verilmistir.
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Erime Egrisi
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Sicaklik, Celcius

Sekil 4.15. SOST primerine ait sicaklik-RFU grafigi

Erime Piki

-d(RFU)/MT

Sicaklik, Celcius

Sekil 4.16. SOST gen bdlgesine ait sicaklik-d(RFU)/dT grafigi

Alkalen fosfatazi kodlayan, APLP primeri i¢in elde edilen erime sicakligi analiz bulgularina ait

grafikler sekil 4.17 ve 4.18'de verilmistir.
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Erime Egrisi

T p—— T po— v

Sicaklik, Celcius

Sekil 4.17. APLP primerine ait sicaklik-RFU grafigi

-d(RFU)/T

Sicaklik, Celcius

Sekil 4.18. APLP gen bdlgesine ait sicaklik-d(RFU)/dT grafigi

C terminal telopeptidi kodlayan, COL1A1 primeri i¢in elde edilen erime sicakligi analiz

bulgularina ait grafikler sekil 4.19 ve 4.20'da verilmistir.
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Erime Egrisi

Sicakhik

Sekil 4.19. COL1A1 primerine ait sicaklik-RFU grafigi

-d(RFU)AT

Sicaklhik, Celcius

Sekil 4.20. COL1A1 gen bolgesine ait sicaklik-d(RFU)/dT grafigi

4.5, Kantitatif PCR Ol¢iim Bulgular

GAPDH gardiyan gen bélgesi i¢in ¢alisilan optimum sicaklik degeri 53,1°C olarak belirlenmisti.
Bu sicakliga bagl analiz protokolii yazilarak, kantitatif PCR 06l¢iimii gerceklestirildi. Yapilan
analiz sonucuna ait her bir numuneye ait Cq degerlerinin yasa bagh degisimleri ¢gizelge 4.13'de

ve orneklere ait Cq egrileri sekil 4.21'de verilmistir.
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Cizelge 4.13. Gardiyan gene ait yasa bagl Cq degerleri

Yasa bagh Cq

Gen Yas degerleri
GAPDH 19 217,76
GAPDH 20 29,1

GAPDH 21 29,01
GAPDH 22 28,55
GAPDH 23 29,61
GAPDH 50 28,6

GAPDH 58 30,25
GAPDH 59 217,87
GAPDH 62 26,47
GAPDH 64 29,49
GAPDH 65 31,55
GAPDH 73 279

GAPDH 78 29,65
GAPDH 80 27,55
GAPDH 86 29,71

Amplifikasyon

T a: T T a o r T

Dongii

Sekil 4.21. Gardiyan gene ait yasa bagli Cq egrileri

Amino terminal propeptiti kodlayan ACTB gen bdlgesi i¢in ¢alisilan optimum sicaklik degeri
54,6°C olarak belirlenmisti. Bu sicakliga bagli analiz protokolii yazilarak, kantitatif PCR 6l¢iimii
gerceklestirildi. Yapilan analiz sonucuna ait her bir numuneye ait Cq degerlerinin yasa bagl

degisimleri ¢izelge 4.14'te ve 6rneklere ait Cq egrileri sekil 4.22'de verilmistir.
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Cizelge 4.14. ACTB genine ait yaga bagl Cq degerleri

Yasa bagh Cq
Gen Yas degerleri
ACTB |19 28,03
ACTB |20 28,78
ACTB |21 28,59
ACTB | 22 28,18
ACTB |23 28,77
ACTB |50 28,53
ACTB |58 30,28
ACTB |59 28,19
ACTB | 62 26,41
ACTB | 64 29,63
ACTB |65 31,71
ACTB |73 28,04
ACTB |78 30,04
ACTB |80 29,01
ACTB | 86 30,48
Amplifikasyon

Sekil 4.22. ACTB genine ait yaga bagh Cq egrileri

Sklerostini kodlayan SOST gen bolgesi igin ¢alisilan optimum sicaklik degeri 45,3°C olarak
belirlenmisti. Bu sicakliga bagli analiz protokolii yazilarak, kantitatif PCR 6l¢timii
gerceklestirildi. Yapilan analiz sonucuna ait her bir numuneye ait Cq degerlerinin yasa bagl

degisimleri ¢izelge 4.15'te ve 6rneklere ait Cq egrileri sekil 4.23'de verilmistir.
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Cizelge 4.15. SOST genine ait yasa bagl Cq degerleri

SOST |19 32,66
SOST |20 29,62
SOST |21 32,37
SOST |22 31,58
SOST |28 33,54
SOST |50 33,1

SOST |58 33,74
SOST |59 32,74
SOST |62 31,77
SOST |64 33,51
SOST |65 34,13
SOST |73 32,39
SOST |78 334

SOST |80 32,5

SOST |86 33,37

Amplifikasyon
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Sekil 4.23. SOST genine ait yasa bagli Cq egrileri

Alkalen fosfatazi kodlayan APLP gen boélgesi igin c¢alisilan optimum sicaklik degeri 51,4°C
olarak belirlenmisti. Bu sicaklia bagh analiz protokolii yazilarak, kantitatif PCR Ol¢timii
gerceklestirildi. Yapilan analiz sonucuna ait her bir numuneye ait Cq degerlerinin yasa bagh

degisimleri ¢izelge 4.16'da ve 6rneklere ait Cq egrileri sekil 4.24'te verilmistir.



Cizelge 4.16. APLP genine ait yasa bagl Cq degerleri

Yasa bagh Cq
Gen Yas degerleri
APLP |19 29,82
APLP |20 33,47
APLP |21 33,43
APLP |22 34
APLP |23 34,26
APLP |50 34,53
APLP | 58 344
APLP |59 34,53
APLP | 62 33,19
APLP | 64 33,99
APLP |65 32,5
APLP |73 33,94
APLP |78 34,42
APLP |80 33,68
APLP | 86 34,4

Amplifikasyon

Sekil 4.24. APLP genine ait yasa bagli Cq egrileri

53

C terminal telopeptiti kodlayan COL1A1 gen bolgesi i¢in ¢alisilan optimum sicaklik degeri

40,2°C olarak belirlenmisti. Bu sicakliga bagl analiz protokolii yazilarak, kantitatif PCR 6l¢timii

gerceklestirildi. Yapilan analiz sonucuna ait her bir numuneye ait Cq degerlerinin yasa bagl

degisimleri ¢izelge 4.17'de ve 6rneklere ait Cq egrileri sekil 4.25'te verilmistir.
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Cizelge 4.17. COL1AL1 genine ait yaga bagli Cq degerleri

Yasa bagh Cq

Gen Yas degerleri
COL1A1 |19 32,03
COL1A1 |20 32,59
COL1A1 |21 31

COL1A1 |22 32,33
COL1A1 |23 33,35
COL1A1 |50 32,52
COL1Al1 |58 32,87
COL1A1 |59 32,07
COL1Al1 |62 29,32
COL1Al1 |64 31,18
COL1Al1 |65 33,08
COL1A1 |73 32,38
COL1A1 |78 33,03
COL1A1 |80 31,34
COL1Al1 |86 33,38

_Amplikasyon

1] 10 20 30 ad

Dangii

Sekil 4.25. COL1A1 genine ait yaga bagh Cq egrileri

4.7. Gen ifadesi Analizi

Gen ifadesi, aym1 miktarda mRNA’dan olusturulan cDNA miktarmin Slgiilmesi seklinde
hesaplanmaktadir. Bu ¢alismada mutasyon olmadigi halde, tetikleyici faktorler nedeniyle gen

ifadesindeki olas1 degisikliklerin analizini gerceklestirdik.
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Sekil 4.26. Yaga bagl tiim parametrelerin gen ifadesi analizi

Bagil Normalize Ifade
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Sekil 4.27. Parametrelerin yasa bagl gen ifadesi analizi

Sekil 4.26 ve 4.27°deki veriler incelendiginde, gardiyan gen de goz onilinde bulundurularak

tiikiirlik numunesinde ilgili parametrelerin gen ifadelerinin oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.28. PINP ile GAPDH gardiyan genin karsilastiriimasi

Sekil 4.28.’de verilen veriler incelendiginde, PINP kemik yapim biyobelirtecinin gardiyan gen

ile yaklasik olarak ayni oranda ifade edildigi gézlemlendi.
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Sekil 4.29. Sklerostin ve PINP’nin GAPDH gardiyan genin karsilastiriimasi

Sekil 4.29.°da verilen veriler incelendiginde, kemik yapim inhibitorii belirteci olan sklerostinin
PINP kemik yapim biyobelirteci ve gardiyan gen ile karsilagtirildiginda sapma miktarinin fazla

oldugu ve tutarli bir gen ifadesi gézlemlenmedigi goriildii.
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Sekil 4.30. ALP ve PINP’nin GAPDH gardiyan genin karsilastirilmasi

Sekil 4.30.’da verilen veriler incelendiginde, kemik yapim belirteci olan alkalen fosfatazin, yine
kemik yapim belirteci olan PINP ve gardiyan gen ile karsilagtirildiginda genel olarak daha az

ifade edildigi ve tutarl bir gen ifadesi gozlemlenmedigi goriildii.
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Sekil 4.31. C-terminal telopeptit ve PINP’nin GAPDH gardiyan genin karsilastiriimasi

Sekil 4.31.’de verilen veriler incelendiginde, kemik yikim belirteci olan C-terminal telopeptit,
kemik yapim belirteci olan PINP ve gardiyan gen ile karsilastirildiginda genel olarak daha az

ifade edildigi ve tutarh bir gen ifadesi gézlemlenmedigi goriildii.
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5. TARTISMA

Kemik dongiisii, osteoklastlarin ve osteoblastlarin enzimatik aktivitelerinin ve yapim-yikim
sirasinda dolasima gecen kemik matriksi elemanlarinin 6l¢iilmesiyle degerlendirilir. Kemik
yapimina ait biyokimyasal belirtecler arasinda alkalen fosfataz, osteokalsin ve tip |
prokollajen, yikima ait ise kollajen tip | telopeptidler, tartarata direngli asit fosfataz,
hidroksiprolin, piridinolin, deoksipridinolin, ve hidroksilizin glikozidler bulunmaktadir.
Halen, serum/plazma ve idrar numunelerinden ¢alisilan kemik dongiisii belirteclerinin Klinik
kullanilabilirligi yoniinden faydasi ve birinin digerine olan istiinliigii tartismalidir. Bunlarin
yaninda radyolojik goriintiilemelerde kemige bagl hastaliklarin teshis ve tedavisinde altin

standart olarak kabul edilmektedir.

Yapilan bu calisma ile bireylerde girisimsel islemlerin ve iliskili risk maruziyetinin

azaltilmasi, oncelikle takipte ancak tanida da kullanilabilecegi diisiiniilen kemik dongiisii

belirteglerinden yapim belirteci olarak prokollajen tip 1 N-terminal propeptit (P1NP),
osteokalsin, alkalen fosfataz, yikim belirteci olarak tip 1 kollajen karboksi terminal ¢apraz
bagh telopeptit (CTX) ve lokal kemik yapim inhibitorii olan sklerostin tiikiiriik
numunelerinden molekiiler tekniklerden kantitatif PCR analizi ile gen ifadeleri {izerinden

caligilmistir.

Tip | kollajen ti¢ polipeptit zincirinden olusan ¢oziintirligi disiik, sentezi hiicre iginde
tamamlanan fibrdz proteindir. Uclii sarmal yapida bir o2 (1) zincirden ve iki benzer a1l (1)
zincirden olusan tip | kollajen N ve C terminal uzantilar1 i¢eren tip | prokollajen olarak
sentezlenir. Hiicre disinda prokollajen molekiilii, glii sarmal gostermeyen terminal
propeptitlerinin enzimatik kesilmesi ile kollajene ¢evrilir [55]. Prokollajen tip 1 N-terminal

propeptit (PINP) kemik yapimina bagli olarak osteoblastik aktiviteyi gostermektedir.

Kemik yikimi siirecinde ise osteoklast kaynakli tartarata direngli asit fosfataz (TRAP) ve
katepsin K, olgun tip 1 kollajen 3°1i sarmalida icerecek sekilde kemik matriks biitiinliigiini
bozar ve karboksi ve amino terminal telopeptit iceren pargalarin ayrilmasina neden olur
(CTX ve NTX). CTX olglimii igin tasarlanan yontem 6zgiil aminoasit dizilimlerini tespit
etmeye yoneliktir ve osteoklastik kemik yikim aktivitesi icin belirteg olarak kabul

edilmektedir [56]. Seruma ek olarak idrar numunesinden de ¢alisilabilmektedir.
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Yapilan analizlerde, tiikiiriik numunelerinden prokollajen tip 1 N-terminal propeptit gen
bolgesini kodlayan ACTB primeri ve tip 1 kollajen C-terminal ¢apraz bagli telopeptit
COLZ1A1 primeri kullanilarak gen ifade varligi degerlendirilmistir.

Klinik uygulamalarda kemige 6zgiilliik ve klinik ¢alismadaki performansi nedeniyle kemik
dongiisii belirteglerinin, serumdan 6l¢iimii tercih edilmektedir. Bu belirtegler, kirik riskinin
ve bireyin oral bifosfonat tedavisinin takibinde, kemik mineral yogunlugu &lgiimlerinin
yaninda 6nerilmektedir. “International Foundation of Osteoporosis (IOF)” ve “International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC)” gruplar1 son raporlarinda; bir kemik yapim
belirtecinin (serum P1NP) ve bir kemik yikim belirtecinin (serum BCTX-1) kararlastirilan
yontemler ile tayinini, kirik riskinin tahmin edilmesi ve eriskinlerde osteoporoz tedavisinin

izlenmesi i¢in standart analiz 6l¢iim yontemi olarak onermistir [57, 58].

Calismamizda diger yapim belirtegleri olan ve osteoblast hiicresinin fonksiyonunu gosteren
alkalen fosfataz, APLP primeri kullanilarak tiikiiriikten tespit edilmistir ancak viicut
kalsiyum dengesinden sorumlu olan osteokalsin, BGLAP primeri kullanilarak tiikiiriikten
tespit edilememistir. Kemik yapim inhibit6rii olan sklerostin ise SOST primeri kullanilarak

tespit edilmistir.

Veri analizlerine gére amino terminal propeptit yastan bagimsiz olarak 45 bireyde de
gozlemlendi. Ayni protokoller uygulanarak calisilan sklerostin, C-terminal telopeptit ve
alkalen fosfataz diizeyleri amino terminal propeptit ile karsilastirildiginda diisiik olarak
goriilse de tiikiiriik numunesinden elde edilerek gen ifadesi varligi gozlemlenmistir. Ancak
elde edilen Cq degerleri ve erime sicakligi egrisinde meydana gelen dimer olusumlar1 géz
ontinde bulunduruldugunda ilgili kemik dongiisii belirteglerinin tiikiiriik numunesinde ileri
molekiiler ¢alismalar ile degerlendirilmesi gerekmektedir. Tiikiiriik numunelerinde

osteokalsinin varligi gézlemlenememistir.

Frodge ve ark. (2008) calismalarinda periodontal hastaligi bulunan grupta tiikiiriik
numunelerinden kemik dongiisii belirteclerini ELIZA yéntemi ile degerlendirmisler ve
timor nekrozis faktor o (TNF-a) diizeylerinin hasta grubunda yiikseldigini, C telopeptit
piridinolin (ICTB) ve niikleer faktor kappa B ligand reseptor aktivatorii (RANKL)

diizeylerinde anlamli bir fark olmadigini gérmiislerdir [59].
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Bee ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada, osteonektin ve osteokalsin diizeylerini tiikiiriik
numunelerinden enzim immunosorbent yontem ile calisarak alveolar kemik kaybi ile
karsilastirmiglar ancak osteokalsin miktar1 tiikiiriik 6rneginde ¢ok diisiik miktarda tespit
edilmistir [60]. Bu galismaya benzer sekilde yapmis oldugumuz g¢alisma sonucunda da
tikiirik orneklerinde osteokalsin varligi tespit edilememistir. Ancak calismamizda bu

caligmadan farkli olarak analizlerimizi polimeraz zincir tepkimesi ile gergeklestirdik.

Totan ve ark.’1 (2006) yaptiklar1 arastirmada, periodontal hastaliklar ile alanin amino
transferaz, aspartat amino transferaz ve alkalen fosfataz enzimleri arasindaki iliskiyi tiikiiriik
numuneleri kullanarak otoanalizérde (Hospitex, DiaSys-Diagnostic Systems, Holzheim,
Germany) tiikiiriik numuneleri i¢in adapte edilen ve IFCC tarafindan 6nerilen Kinetik metot
ile galismislar ve arastirmalarinin sonucunda alkalen fosfataz diizeylerinin hasta grubunda

daha yiiksek oldugunu bulmuslardir [46].

Binder ve ark. (1987) ise gingival sivi numunesinden alkalen fosfataz diizeylerini tespit
ederek yiiksek degerleri periodontal hastaligin bir sonucu olan alveolar kemik kaybr ile
iliskilendirmislerdir [27]. Diger benzer bir calismada da Kumar ve ark.’in (2011) periodontal
hastaliklarin tanisinda kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaciyla tiikiiriikten elde
edilen ALP diizeylerinin otoanalizorde 6lgtimlerini gergeklestirmislerdir. Analiz sonuglarina
gore dis eti kanamasi, siipurasyon gibi periodontal hastaligi bulunan bireylerin tiikiiriik
orneklerindeki ALP diizeylerinin yiiksek oldugunu gérmiislerdir. Periodontal hastaliga bagl
alveolar kemik kaybinin da yiiksek olmasimin tiikiirik ALP diizeyinde yiikseklige neden
olabilecegini belirtmiglerdir [61]. Biz arastirmamizda alkalen fosfatazin, tiikiirik
orneklerinden PCR calismasi ile ifade edildigini gézlemledik, ancak c¢alisma yas gruplari
arasinda bir korelasyon tespit etmedik. Ayrica tiikiirik numunelerinden alkalen fosfataz
miktar tayini Beckman Coulter AU otoanalizorde IFCC tarafindan 6nerilen ve serum/plazma
orneklerinde kullanilan, pH 10,4’de fosfat akseptorii olarak magnezyum ve ¢inko iyonlarinin
ve 2-amino-2-metil-1-propanolin (AMP) mevcudiyetinde p-nitro-fenilfosfatin (pNPP) p-
nitrofenole (pNP) doniisme oraninin Sl¢iilmesiyle yapildi. pNP olusumuna bagli absorbans
degisim oran1 410/480 nm’de bikromatik olarak olciilerek numunedeki ALP aktivitesi ile
dogru orantilandiginda numunelerimizde ALP diizeyinin tespit edilebilir aralikta olmadigini

gozlemledik.
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Onalan ve ark. calismalarinda sklerodermali hastalarda ve saglikli kontrol grubunda, serum
ve tiikiiriik numunelerinden ELiZA yéntemi ile sklerostin diizeylerini analiz etmisler ve
hasta serum ve tiikiiriik 6rneklerinde sklerostin diizeylerinin, kontrol grubuna gére daha
yiikksek oldugunu bulmuslardir [62]. Son yillarda sklerostinin lokal bir kemik yapim
inhibitorii olmasina dikkat gekilerek miktar tayini yoniinde yapilan ¢alismalar artmaktadir.
Calismamizda tiikiirtik numunelerinden RNA izolasyonu sonrasinda molekiiler ¢alismalar
sonucunda sklerostin gen ifadesi varlig1 tespit edilmistir. Bu ¢alismada polimeraz zincir
tepkimesinin 6zgiil 6l¢iimii ¢ok 6nemlidir. Elde etmis oldugumuz sklerostin piklerinde,
erime sicakligi analizi gercgeklestirildiginde safliginin diisiik oldugu goézlemlendi. Bu
nedenle, ilgili literatiire dayanarak ol¢iimiinii yapmis oldugumuz sklerostin piklerinin
ashinda tiikiirikte varhiginmi fakat primer tasariminda revizyona gidilmesi gerektigini

diisiinmekteyiz.

Miricescu ve ark. (2014) yapmis olduklar1 bir caligmada kronik periodontit tanili hastalar ile
kontrollerin tiikiirik numunelerinde ELIZA yontemi ile tip 1 kollajen karboksi terminal
capraz bagl telopeptit diizeylerini tespit ettiklerinde, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark oldugunu belirtmislerdir [57].

Literatiir incelendiginde kemik yapim-yikim biyobelirteglerinin tiikiiriikten analizleri
genellikle periodontal hastaliklarin teshisi i¢in kullanilmistir. Yapmis oldugumuz bu
calismada kemik metabolizmasi ile iliskili hastaliklarin tan1 ve takibinde kullanilabilecek
prokollajen tip 1 N-terminal propeptit (P1NP), osteokalsin, alkalen fosfataz, tip 1 kollajen
karboksi terminal ¢apraz bagl telopeptit (CTX) ve sklerostin tiikiiriik numunelerinden
molekiiler tekniklerden kantitatif PCR analizi ile gen ifadeleri iizerinden galisilmustir.
Literatiirde, kemik yapim biyobelirteclerinden olan P1NP varligmin tiikiiriikten tespitinin
polimeraz zincir tepkimesi analizi ile yapilmus ilgili bir veriye ulasamadik. Kemik dongiisii
belirteclerinin miktar tayini rutinde ¢ok sik kullanilmamakla birlikte serum ornekleri tercih
edilmektedir. Calismamizda tiikiiriik 6rnekleri ve bu 6rneklerden yapim-yikim belirtegleri
icin rutin kullanimda olmayan PCR teknigini kullanarak degerlendirme yaptik.

Analiz sonuglar1 degerlendirildiginde tiikiirik numunelerinden P1NP'nin 6lgiilebileceginin
miimkiin oldugunu diisiinmekteyiz. Ileri ¢aligmalarda P1NP'in tiikiiriikteki diizeylerinin
karsilastirilabilmesi igin standart egri olusturularak, hasta ve kontrol gruplari arasindaki

korelasyon ve yasa bagli daha genis gruplara ait veriler degerlendirilebilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada 19-23 ve 50-86 yas gruplarindaki bireylerin tiikiiriik 6rneklerinden kemik
dongiisii belirteglerinden yapim belirteci olarak prokollajen tip 1 N-terminal propeptit
(PINP), osteokalsin, alkalen fosfataz, yikim belirteci olarak tip 1 kollajen karboksi terminal
capraz bagli telopeptit (CTX) ve lokal kemik yapim inhibitorii olan sklerostin gen ifadeleri
iizerinde calisilmistir. Osteokalsin diginda tiim kemik yapim-yikim biyobelirteglerinin

tiikiirtik gen ifadeleri tespit edilmistir.

Oncelikle polimeraz zincir tepkimesi oncesinde tiim numunelere ait cDNA derisimleri
mikrohacim spektrofotometre cihazi kullanilarak &lgiilmiistiir. Olgiimler neticesinde 300-
700 ng/uL derisimi aralifinda sonuclar elde edilmistir. OD 260/280 oranlari,
spektrofotometrede saf DNA ve RNA 6l¢iimlerini vermektedir. Bu oranin 1,8+0,1 degerinde
olmasi dlgiilen DNA ve RNA'nin safligin1 vermektedir. Bu deger araligi disindaki veriler,
Ol¢iilen numunede protein, RNA veya ortamda baska bir kirliligin bulundugunu
gostermektedir. Yapmis oldugumuz calismada, c¢aligmaya dahil edilen tiim numune
derisimlerinin degerlerine karsilik OD 260/280 oranlarinin 1,8+0,1 araliginda oldugunu
belirledik.

cDNA derisimél¢iimleri sonrasinda, tiim numune derisimleri30 ng/ulL’ye sabitlendi.
Tasarlamis oldugumuz primerlerin optimum calisma sicakliklarinin belirlenebilmesi igin
sicaklik gradient analizleri gergeklestirildi. Belirlenen optimum sicaklik degerleri
kullanilarak erime sicakligi analizleri ve kantitatif polimeraz zincir tepkimesi
gergeklestirildi. Elde ettigimiz erime sicakligi analizlerinde gardiyan gen olan GAPDH ve
amino terminal propeptite ait primerlerin, beklendigi gibi dimer olusturmadan tek bir pik
verdigi goriildii. Bu sonug, GAPDH ve ACTB primerleri i¢in kantitatif polimeraz zincir
tepkimesinde goriilen piklerin ilgili primerlere ait oldugunu ifade etmektedir. Ancak SOST,
BGLAP, COL1A1, APLP primerlerine ait erime sicakligi egrilerinde yiiksek derecede dimer
olusumu gozlemlendi. Bu durumun sebebinin ilgili primerlere ait optimum c¢alisma
sicakliklarinmn  diisiik olmasindan kaynaklandigim gostermektedir. ileri de yapilacak
caligmalarda, PCR icin kullanilan primer, su, karisim ve DNA miktar1 optimizasyon
caligmalar1 yapilmas1 gerektigi takdirde bu parametrelere ait yeni primerlerin

tasarlanmasinin gerektigi diistintildii.



64

Kantitatif PCR analizi sonucunda elde edilen veriler, ilk 5 dongii ve 30. dongii sonrasi
dislanarak degerlendirildi. Cilinkii bu dongiilerin 6zgiil olmayan 1s1malardan kaynaklanan
yanlis pozitiflik verdigi bilinmektedir. Grafikler Cq’ya kars1 bagil floresan birimi ifade eden
RFU’ya karsilik gelecek sekilde ¢izildi ve bu kapsamda degerlendirildiginde, osteokalsin
haricindeki tim parametrelere ait 1simalar anlamli olarak goriildii ve tiikiiriikkte tespit
edilmesi istenen biyobelirteglerin bulunduguna karar verildi. Osteokalsine ait sonuglarda
tiikiiriikte analiz edilememesinin birgok sebebi olmakla birlikte baslica sebepleri; PCR igin
kullanilan karigim oranlarmin uygun olmamasi, primer tasariminda hata olmasi, numune
derisiminde disiikliik, optimum sicaklik araliginin belirlenememesi olabilir. Bu nedenle
ileriki ¢aligmalarda bu kosullar g6z 6niinde bulundurularak, PCR sisteminde optimizasyona

gidilecektir.

Yapmis oldugumuz analizler neticesinde amino terminal propeptidin tiikiiriikte ifade edildigi
ve elde edilen PCR piklerinin erime sicakligi analizleri ile amino terminal propeptide ait

oldugu dogrulanmustir.

Kemik yapim-yikim biyobelirteglerinin tiikiirik RNA numunelerinden izolasyonu
sonrasinda elde edilen veriler karsilastinldiginda yasa bagli bir korelasyon
gozlemlenmemistir. Gelecek calismalarda yas gruplarinin detaylandirilmasi, hasta ve
kontrol gruplari ile analiz yapilmasi, serum ve idrar numuneleri ile karsilastirma yapilmast

uygun olacaktir.

Gergeklestirilen analizlerin ayn1 zamanda Western Blot ve ELIZA analizleri ile birlikte

karsilastirmali olarak degerlendirilmesi dngoriilmektedir.

Sonu¢ olarak; kemik yapim-yikim biyobelirteglerinin girisimsel bir yontem olmayan
tikiiriik numunelerinden analizinin yardimci ve erken taniy1 destekleyici etkin bir role sahip
olabilecegi diistiniilmektedir. Gelecek ¢aligmalarda, yapilan bu analizlerin daha fazla 6rnek
ile ve kemige bagl hastalig1 bulunan bireyler ile saglikli kontrollerin oldugu gruplarda

calisilmasinin uygun olacagi kanisindayiz.
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EK-1. Yerel etik kurul onay formu
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Sayin Aragtirmaci,
TOBB-ETU Tip Fakltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kuruluna sunmus oldugunuz GENG, ERISKIN VE YASLI
BIREYLERIN TOKURUK ORNEKLERINDE ALKALEN FOSFATAZ (ALP), ALMINO-TERMINALPROPEPTIT(PINP),
C-TERMINAL TELOPEPTIT(CTX), OSTEOKALSIN VE SKLEROSTIN DUZEYLERININ PCR YONTEMI ILE
KARSILASTIRILMASI. baglikls, 13.05.2019 tarih ve KAEK-118/045 sayih arastirmaniz/projeniz kurulumuz tarafindan etik
agidan onaylanmugtir.

Projenizin/arastirmanizin makale haline getirilmesi durumunda “Bu proje/arastirma TOBB-ETU Tip Fakilltesi
Klinik Aragtrmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmstir, (kabul sayisi/tarih)” cimlesine; eger makaleniz Ingilizce
yazilacaksa “This Project/study is approved by TOBB-ETU Clinical Research (approval number/date)” cimlesine yer
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EK-1. (devam) Yerel etik kurul onay formu

ETIK KURUL BILGILERI

TELEFON 0(312)29299 95
FAX 0(312)220 13 44
E-POSTA tobbetutip.kack@etu.edu.tr

GENG. ERISKIN VE YASLI BIREYLERIN TOKURUK ORNEKLERINDE

ARASTIRMANIN ACIK ADI ALKALEN FOSFATAZ (ALP). ALMINO-TERMINALPROPEPTIT(PINP), C-
TERMINAL TELOPEPTIT(CTX), OSTEOKALSIN VE SKLEROSTIN
DUZEYLERININ PCR YONTEMI ILE KARSILASTIRILMASL

ARASTIRMA PROTOKOL NO b

KAEK-118/045

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACI
TUNVANI ADI SOYADI

PROF. DR. AYLIN SEPICI DINCEL

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACININ
UZMANLIK ALANI

TIBBI BIYOKIMYA

KOORDINATOR/SORUMLU ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

GAZI UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

DESTEKLEYICI
UNVANI/YASAL TEMSILCISI
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EK-1. (devam) Yerel etik kurul onay formu

.

SIGORTA
é GAZI ONIVERSITESI BAP KURULU'NA 25.000 TL IGIN BASVURU
ARASTIRMA BOTCES! YAPILACAK.
a KIBRIS SAGLIK VE TOPLUM BILIMLERI ONIVERSITESI DI§ HEKIMLIGI
z2 BIYOLOJIK METARYEL TRANSFER FORMU FAKILTES! GIRNE/KIBRIS
HASTA KARTUGONLUKLERI
ILAN
YILLIK BILDIRIM
SONUC RAPORU
GOVENLIK BILDIRIMLERI
DIGER
KARAR NO:039 TARIH: 24.07.2019 "313
§§ GENC, ERISKIN VE YASLI BIREYLERIN TOKURUK ORNEKLERINDE ALKALEN FOSFATAZ (ALP), ALMINO- o §
2 | TERMINALPROPEPTIT(PINP), C-TERMINAL TELOPEPTIT(CTX). OSTEOKALSIN VE SKLEROSTIN DUZEYLERININ PCR Y

KARSILASTIRILMASL. KONULU ARASTIRM DOSYASI INCELENMIS VE KAEK ‘CE DOSYA ONAYLANMISTIR. ol

.
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EK-1. (devam) Yerel etik kurul onay formu

T e | & | Ao | T

Etik Kurul Bagkan
Unvam AdvSoyad:: Prof. Dr. M. Nejat AKAR i
Imza: - y

y 3 3 B - g

S




EK-2. Arastirma anket formu

ARASTIRMA ANKET FORMU

Adi e Soyadt i
Meslegi, isi e Dogum Tarihi @ ...
Adresi; ev e
Is L,
Telefon ev TR IS oo, Mobil ..o
Cinsiyet:  Kadin Erkek

Boy: Kilo: BMI:

Sigara kullaniyor musunuz? Evet Hayir

Kahve, kola gibi icecekler tiiketiyor mu? Tiiketiyorsa ne siklikla tiikketiyor?

Kahve Cay Gazl I¢ecek Alkollii Tgecek

Beslenme seklinizi nasil tanimlarsimiz? (Or : Vejeteryan gibi 6zellikli bir sey varsa yazilacak)

1. Su anda herhangi bir tedavi gériiyormusunuz? ilag kullantyormusunuz? Varsa isimleri ve kullanim sekli

dozu, kag yildir kullantyor? ................ooeiiiiniinnn,

2. Herhangi bir hastaliginiz var mi1, ge¢irdiniz mi? .............ootiuiiiiiii i
Kalp hastaliklar1 [_] Seker hastalig L], Tansiyon sorunu [ epilepsi (sara) []

Atesli romatizma [_|Eklem romatizmast D, Guatr (Trold tabletleri) |:|, Kan hastaliklar1

ilag alerjisi D Zihrevi hastalik D, Sarilik [_], Astim, saman nezlesi [_], Bobrek karaciger
bozukluklar: |:l akciger hastaliklart |:| , siniizit |:| , AIDS ]

3. Bas ve boyun bolgesinde radyoterapi gordlinliz mli? ...........oovivriiiiiiiiit i,
4. Cerrahi miidahale veya yaralanma sonrasi kanama uzun sirer mi? .............c.cooviiiiinnenennnnn..

5. Bunlarin diginda herhangi bir tibbi sorununuz var mi? Gegirilmis kirik hikayesi varmi? Hangi

6. Siirekli kontroliinde oldugunuz doktorunuz var mM1? ............coooeiuiuiiiniiniii e

7. Soygecmis:
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EK-2. (devam) Arastirma anket formu
8. Osteoporoz ile ilgili hikaye varmi, dexa ¢ekilmismi, menapoz yasi ne, ilag kullantyorsa adi ve siiresi,

Hamilelik, diisiik, adet ve menapoz bilgileri : ............oooiiii i

ILK DURUM

(@

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38

85 84 83 82 81 71 72 73 74 75

DI

D : Gurtik Total Protez Alt[]  Ust []
M : Cekim

F : Dolgu Parsiyal Protez Alt []  Ust []
Kr - Kron

Ps : Periodontal sorun

ip : implant Kron veya kdprii ayag!



Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

e-mail

Egitim Derecesi
Yiiksek Lisans

Lisans
Lise

Is Deneyimi, Y1l
2017-Devam ediyor

2016-2017

2009-2010

Yabanc Dil

Ingilizce

Yayinlar

OZGECMIS

: COBAN Aslihan.
: T.C.

: 10.10.1989/Aydin
: Bekar

: 05546589086

: auaslihan@gmail.com

Okul/Program
Gazi Universitesi Tibbi Biyokimya

Ankara Universitesi Biyoloji
Aydin Yabanci Dil Agirlikli Lisesi

Calistig1 Yer
DS Bio ve Nano Teknoloji
Uriin Takip Dogrulama A.S.

BOME Sanayi Uriinleri Dis Ticaret A.S.

Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Enstitiisii Genom Bilim Bolimii

Mezuniyet yii

Devam Ediyor

2011
2007

Gorev

Uretim Sorumlusu

AR-GE Sorumlusu
Stajyer

Absolute quantification of cell free, circulating DNA from plasma, urine and saliva
FEBS OPEN BIO, 2019

Hobiler

Yiizmek, kitap okumak, seyahat etmek
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GAZILI OLMAK AYRICALIKTIR,..





