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ONSOZ

Kemoterapi ¢ocukluk ¢aginda kanser hastalarinda kemik deformasyonlar1 ve kemik
mineral yogunlugunun azalmasina neden olabilmektedir. Bir kemoterapdtik ajan olan
metotreksat (MTX) ve diger sitotoksik ilaglarin yogun kullanimi, kemoterapi kaynakli
kemik kaybi1 mekanizmasmin tam olarak anlagilmasim1i ve koruyucu tedavilere yonelik
calismalarin yapilmasini gerektirmektedir. Bu ¢alismada, antioksidan ve antiinflamatuar
etkili bir fitokimyasal olan mango ginger (MG) ve MTX in birlikte kullaniminin tibia ve
femur kemik mineral yogunlugu ile molekiiler mekanizmasi arastirilmistir.

Bu tez ¢alismasmin ger¢eklesmesinde, maddi manevi yardimlarini esirgemeyen
kiymetli tez damigmanlarim Saym Dr. Ogr. Uyesi Mehmet TUZCU ve Saym Prof.Dr.
Kazim SAHIN’e tesekkiirii bir bor¢ bilirim. Ayrica tezime katkida bulunan Prof.Dr.
[brahim H. OZERCAN, Do¢.Dr. Tansel Ansal BALCI’ya ve emegi gecen diger
arkadaslarrma sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu calismayr destekleyen FUBAP
(FF.16.30) birimi koordinatorliigiine ayrica tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde biiyiik pay sahibi olan ve hayatimin tiim asamalarinda oldugu
gibi 6grenim hayatim siiresince de bana sevgi ve desteklerini bir an bile eksik etmeyen ve

sabirlarini sunan sevgili annem, babam ve kardeslerime tesekkiirii bir bor¢ bilirim.
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OZET

Folik asit antagonisti olan metotreksat (MTX), kemik deformasyonlarina ve kemik
mineral yogunlugunun azalmasina neden olmaktadir. Mango Ginger (MG) anti-inflamatuar
ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu ¢alismanin amaci, ratlarda MG uygulamasinin MTX
kaynakli kemik hasaria kars1 potansiyel koruyucu roliinii arastirmaktir. Toplam 28 adet
Sprague-Dawley erkek rat dort gruba ayrilmustir: i) Kontrol; ii) MG grubu; ratlara 15 giin
boyunca 50 mg/kg/giin dozunda oral gavaj ile MG verildi, iii) MTX grubu; ratlara 8-12.
giinler arasinda 5 giin boyunca subkutan olarak 0.75 mg/kg dozunda MTX enjekte edildi,
iv) MTX + MG grubu; ratlara 15 giin boyunca 50 mg/kg/giin dozda oral gavaj ile MG
verildi ve 8-12. giinler arasinda 5 giin boyunca subkutan olarak 0.75 mg/kg dozunda MTX
enjekte edildi. MTX; aminotransferaz enzim aktivitelerini ve iire ile kreatin diizeylerini
anlamli derecede artirirken, tibia osteokalsin diizeyini ve kemik mineral yogunlugunu
(KMY) azaltmistir (P < 0.001). MG 6n tedavisi, MTX + MG gruplarinda aminotransferaz,
kreatinin, tibia ve femur KMY'si ile osteokalsin diizeylerini belirgin olarak azaltmistir.
Gruplar arasinda serum glikoz ve kolesterol diizeyleri bakimimdan fark yoktur. MTX
kemik dokusunda niikleer faktor kappa beta ligandi reseptor-aktivatoric (RANKL),
interlokin-6  (IL-6) ve timoér nekrozis faktor (TNF-a) diizeylerini artirip ve
osteoprotegerinin (OPG) ve Tip 1 kollajen diizeylerini azaltmistir (P < 0.001). MG
tedavisinin etkisi, MTX tarafindan indiiklenen RANKL, IL-6, TNF-a, OPG ve tip 1
kollajen seviyeleri iizerinde anlamli etkiler gézlendi (P <0.05). Benzer sekilde, MG’nin
MTX’e kars1 koruyucu etkisi histolojik inceleme ile dogrulanmistir. Sonug olarak, MG
tedavisi, MTX’in kemik hasar1 etkilerini azaltmis ve ratlarda KMY’yi ve RANKL, IL-6,
TNF- o, OPG ve Tip 1 kollajen diizeylerini iyilestirmistir.

Anahtar Kelimeler: Metotreksat, Mango Ginger, Kemik Mineral Yogunlugu,

Osteoklastogenez



SUMMARY

The Effects of Mango Ginger on Osteoclastogenesis and Bone Damage Induced by Acute
Methotrexate Chemotherapy in Rats

Methotrexate (MTX), a folic acid antagonist, causes bone defects in the form of
low mineral density (BMD) and bone fractures. Mango ginger (MG) has anti-inflammatory
and antioxidant properties. The purpose of the present study was to investigate the
potential protective role of MG administration and its mechanisms against MTX induced
bone damage in rats. A total of 28 Sprague-Dawley male rats were randomly allocated into
four groups as follows; i) control; ii) MG group, rats were treated orally with 50 mg/kg/day
of MG for 15 days, iii) MTX group, rats were injected subcutaneously with 0.75 mg/kg of
MTX on 8th and 12th days for 5 days, and iv) MTX+MG group, rats were treated orally
with 50 mg/kg/day of MG for 15 days and injected with MTX on 8th and 12th days for 5
days. MTX significantly increased serum aminotransferase enzyme activities and urea
creatinine levels, while osteocalcin levels and tibia and femur BMD decreased (P < 0.001;
for all). MG pretreatment markedly attenuated aminotransferases activities and creatinine
levels and increased tibia osteocalcin levels and femur BMD in the MTX + MG groups.
There was no difference in serum glucose and cholesterol levels among all groups. MTX
increased bone nuclear factor kappa beta ligand receptor-activator (RANKL), interleukin-6
(IL-6), and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) levels and decreased the bone
osteoprotegerin (OPG) and typel collagen levels (P < 0.001). The effect of MG treatment
on RANKL, IL-6, TNF-a, OPG and typel collagen levels induced by MTX was observed
actual effects (P < 0.05). Similarly, the protective effect of MG against MTX was
confirmed by histological examination. In conclusion, MG treatment reduced the negative
effects of MTX on bone damage by improving BMD and modulation of RANKL, IL-6,
TNF-a, OPG and typel collagen levels in the rats.

Key Words: Methotrexate, Mango Ginger, Bone Mineral Density, Osteoclastogenesis
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1. GIRIS

Kanser, diinyadaki oliimlerin 6nde gelen nedenlerinden biridir (Chen vd., 2018).
Diinya saglik orgiitiiniin 2015 yil1 verilerine gore 8.8 milyon kisinin 6liimiine yol agmustir
(URL-1, 2017). Kanser nedenli 6liim oranlar1 yiiksek olsa da; belirli kanser tiirlerinin
tedavisinde ortaya ¢ikan son gelismelerle birlikte hastalarin hayatta kalma oranlari, umut
verici bir sekilde her gecen giin artmaya devam etmektedir. Kemoterapotik ajanlarin
uygulamasini arastiran ¢alismalarin sayilarinin ve buna bagl olarak tedavi yontemlerinin
artmasma karsin kemoradyoterapi, tek basina radyoterapi Yyerine Onerilen yoOntem
olmaktadir (Chen vd., 2018; Gao vd., 2018; Sridhar ve Symonds, 2009). Kanser tedavileri,
hastalarda iskelet morbiditesi kaynakli kemik kayb1 riskini artirir (Kanis vd., 2003). Kemik
kaybi riskinin belirlenmesi, anlasilmasi, degerlendirilmesi ve hastaligi onleyici tedavinin
belirlenmesinde hayati 6neme sahiptir (Brufsky, 2008). Yetiskin ve biiyiime c¢agindaki
insanlarda kemoterapinin kemik {izerinde biiylimeyi durdurucu ve kemik mineral
yogunlugunu (KMY) azaltici etkileri olmak {izere 6nemli yan etkileri vardir (Arikoski vd.,
1999; Pfeilschifter ve Diel, 2000). Cocukluk c¢agi kanser kemoterapileri sonucu bir¢ok
ortaya ¢ikan akut hasarmn yanisira uzun donemde KMY’nda da azalma goriilmektedir
(Hadji vd., 2009; Pfeilschifter ve Diel, 2000). Bu tedaviler kemik gelisimine ve kemik
kiitlesine negatif etkilidir (Haddy vd., 2001). Bunun bir sonucu olarak pubertede kemik
gelisiminde gerilemeye ve kemik kirigr riskinde artisa neden olur (Arikoski vd., 1999;
Davies vd., 2005).

Metotreksat (MTX), piirin ve timidin sentezinde kullanilan folati inhibe ederek
DNA/RNA sentezi ve hiicre gogalmasinin bozulmasina yol acan anti-metabolit etkili bir
kemoterapotikdir (Xian vd., 2008). Cocukluk ¢agi kanserlerinde 6zellikle akut lenfoblastik
l6semide sikg¢a kullanilan MTX, kemik gelisiminde durmaya ve kemik dansitesinde
azalmaya neden olur (Athanassiadou vd., 2006; Lequin vd., 2002; Xian vd., 2007; Xian
vd., 2008). Sik¢a kullanilmasi ve tedavide basarili sonuglarinin yani sira kemikle iliskili
yan etkileri nedeniyle bu etkilerin anlasilmasi ve 6nlenmesine iliskin ¢alismalar MTX
tizerine yogunlagsmistir (King vd., 2015). Gegmis yillardaki ¢alismalar MTX tedavisini
takiben kemik kiitlesinde kayba ve kemik iyilesmesinde dengesizliklerin oldugunu
gostermistir (Crofton vd., 1998; Crofton vd., 2000). Bu etkiler, deney hayvanlarinda uzun
boyutlu kemiklerde goriilmiistir. MTX’in akut etkileri osteoblast sayisinda azalmaya,

osteoklast sayisinda ise artisa neden olmaktadir (Fan vd., 2009; Xian vd., 2007). Son



zamanlarda, MTX’in kemik iligi prekiirsor hiicreleri lizerine patolojik degisimlere neden
oldugu gosterilmistir. MTX’in kemik iligindeki etkileri osteoblast sayisinin azalmasina ve
adiposit hiicrelerinin artisina neden olmaktadir (Georgiou vd., 2012b; Georgiou vd.,
2012c). Bunun yaninda, MTX verilmesi osteoklast degisimini artiran kemik yikict
sitokinlerin artisina sebep olmaktadir (King vd., 2015). Giiniimiizde MTX’in kemik
tizerine negatif etkilerini azaltabilecek, kabul edilmis bir tedavi bulunmamaktadir (Garg
vd., 2015) ve deneysel hayvan modellerinde bu yan etkilerin tedavisi igin folik asit ve balik
yag1 gibi tedaviler denenmektedir (Raghu Nadhanan vd., 2013; Xian vd., 2008).
Geleneksel kemik koruyucu tedavilerden bifosfanatlar ve NF-xB ligandi (RANKL)
antikorlar1 kemik iizerine koruyucu etki gosterebilmektedir (Garg vd., 2015). Ancak bu tip
ilaglar genelde osteoporoz tedavisinde altin standart olarak kullanilmaktadir (Boquete-
Castro vd., 2015; Domschke ve Schuetz, 2014). MTX genellikle baska ilaglarla birlikte
akut lenfosittik 10semi, koriyokarsinoma, meme kanseri, cocuklardaki Burkitt lenfoma, bag
ve Dboyun Kkanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Osteojenik sarkom ve
koriyokarsinom da MTX’in yiiksek doz kullanimi tedavi edicidir. Kemik iligi yan
etkilerinden korunmak amaciyla MTX tedavisinin arkasindan 16kovin (sitrovorum faktorii)
uygulanir. Ayn1 zamanda diisiik doz MTX siddetli psoriasis ve romatoid artrit gibi bazi
inflamatuar hastaliklarin tedavisinde tek ilag¢ olarak kullanilir. Toksik etkilerinden dolayi
bu hastalarin yakindan takip edilmesi gerekir (Mycek vd., 2016).

Kemoterapodtik ajanlarla kombine olarak bitkisel ilaglarin ve kimyasal Onleyici
fitokimyasal maddelerin, kanser hiicrelerini tedaviye duyarlilastirmada ve konvansiyonel
terapiden kaynaklanan yan etkileri en aza indirgemede etkili olmaktadir (Liao vd., 2013).
Bundan dolay: ilaglarin yan etkilerinin azaltilmas: i¢in bazi bitkisel tedavi desteklerine
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Curcuma cinsi, rhizomatous bitkilerinin 80 tiiriinden daha fazlasini iceren
Zingiberaceae ailesine aittir. Bunlar Hint-Malay bolgesi kokenlidir ve Asya’dan Afrika’ya
ve Avustralya’ya tropik bolgede genis bir alana dagilmistir (Sasikumar, 2005). Mango
Ginger (Curcuma amada Roxb.) (MG) ¢ok yillik bir bitkidir. Bu bitkilerin rizomlari
morfolojik olarak zencefile benzer, ayrica mango lezzeti vermis olan car-3ene ve sis-
osimen gibi onemli ugucu bilesiklere sahiptir (Policegoudra vd., 2007a). Bu nedenle,
rizomlar salatalarin ve tursularin hazirlamasinda yaygin olarak kullanilir ve son derece
degerlidir. MG rizomlar1 morfolojik olarak zencefile benzese de, nisasta graniilleri dahil

biyokimyasal bilesiminde farklilik gosterir. MG, nisasta graniillerinin boyutu ve yapisi,
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yiizeyinde catlak olmamasi ve ayrica X-1gin1 sapmasi 6rnegi olmasi nedeniyle zencefil
nisastas1t ve zerdecal nisastasindan onemli Olclide degisiklik gosterir. MG, zerdegal ve
zencefil nisastas1 arasinda bir konuma sahiptir (Policegoudra vd., 2007a; Policegoudra vd.,
2007b). Hindistan’da Ayuveda adinda en eski tip sisteminde, MG’nin rizomu bir istah
acici, ates diisiiriicli, afrodizyak ve miishil olarak kullanilmistir. Ayrica, huysuzluk, kasinti,
deri hastaliklari, bronsit, astim, hickirik ve yaralanmalara bagl iltihaba karsi kullanilir.
Yunan tibbinda agiz, kulakta iltihap, erkek cinsiyet organlar iizerindeki iilsere, uyuz,
lumbago ve stomatite kars1 kullanilir (Policegoudra vd., 2007a).

MG’nin etil alkol ekstresinin, akut ve kronik albino farelerde anti-inflamatuar
aktivitesi gosterilmistir (Mujumdar, vd., 2000). Tripsin enzimini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Policegoudra vd., 2007b) ve aynmi zamanda hiperlipidemik si¢anlarda
hipotrigliseridemik aktiviteyi artirdigi bulunmustur (Srinivasan vd., 2008). Son
zamanlarda, iki yeni biyoaktif terpenoidler, yani difurocumenonol ve amadan-nulen, MG
rizomundan izole ve karakterize edilen 6nemli bir biyoaktif bilesik oldugu bulunmustur
(Policegoudra vd., 2007b). Bunlar antibakteriyel aktivite, trombosit agregasyon inhibe
edici aktivitesi, lipoksigenaz Onleyici aktivitesi ve sitotoksisite ve antioksidan faaliyetleri,
1,1-difenil-2-picrylhydrazyl (DPPH) radikal siipiiriicii etki, lipid peroksidasyon inhibitor
aktivitesi, metal selatlama aktivitesi ve siiperoksit radikal siipiiriicii etki gibi gesitli
biyolojik aktiviteler gostermislerdir (Policegoudra vd., 2007b; Policegoudra vd., 2007a).
Lezzet, renk, savunma aracilarinda Onciiler olarak bir dizi fonksiyonda biyoaktif
bilesiklerin katilim1 gibi bilinen karakteristik o6zelliklerinin yanisira meyve, sebze,
yumrular ve rizomlarda saglik agisindan Onemli olan gesitli rolleri belgelenmistir
(Samanani vd., 2002; Tholl, 2006). Meyve, sebze ve baharatlar ile beslenme ve
nutrasotikal bilesenlerin islevlerini anlamaya yonelik diinya capinda caligsmalar olmasina
karsin, rizomlara benzer yumrular ve kokler gibi kisimlar tizerinde yeterli ¢aligmalara
rastlanilmamaktadir (Policegoudra vd., 2007a). Mevcut ¢alismanin bu alanda literatiire bir

katki saglayacag diistiniilmektedir.

1. 1. Metotreksat (MTX)

Antifolat kemoterapisi, kanser tedavi yontemleri arasinda 6zel bir yer tutmaktadir.
Antifolat kemoterapi grubu ilaglart 16semi tedavisinde belirgin olup, ancak gegici

remisyona sebep olur. Fakat solid bir timor olan koryokarsinomda ise kiirii saglamislardir.
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Bu gelismeler sayesinde kanser kemoterapisinin ilerlemesine biiyiik giic katmistir. Folat
antagonistleriyle baslayan bu ilgi daha sonraki asamalarda ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik
16semi terapisinde kombine tedavi uygulamasiin baslamasina neden olmustur. Sistemik
ve intratekal tedavide, MTX 6nemli bir rol oynamistir. Folat diisiiriilmesi ile saglanan
konak toksisitesinin azalmasi sonucu yiiksek doz diizeylerinde uygulanabilirler. Bunun
yaninda, leukovorinin (folik asit, sitrovorum faktorii, 5-formil tetrahidrofolat, N°-formil
FH,) sistemik ve SSS lenfomalarinda, osteojenik sarkomlar ve 16semilerdeki etkinligini
daha da arttirmistir (Brunton vd., 2009).

Yapisal olarak MTX, folik asite benzer (Sekil 1.1); MTX, dihidrofolat rediiktazi
inhibe ederek folik asidin aktif koenzim formu olan tetrahidrofolik asite (FH;) doniismesini
engeller. Bundan dolayi bir vitamin antagonisti gibi davranir. Folat tek karbon birimlerinin
taginmasi ile ilgili metabolik reaksiyonlarda onemli bir rol oynamaktadir (Mycek vd.,

2016).
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Sekil 1.1. Folik asit ile MTX arasindaki yap1 benzerligi (Katzung vd., 2012)

Metotreksat’in etki mekanizmasi; Qidalarla alinan veya bagirsak florasinca
olusturulan folik asit emildikten sonra, hiicrede NADPH (nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat)’a bagimli dihidrofolat rediiktaz (DHFR) tarafindan tetrahidrofolat formuna (FHy)
indirgenir. MTX, hiicreye normalde N°-metil FH,’{in tasinmasim saglayan aktif transport
mekanizmasi yoluyla tasmir. Yiiksek kontrasyonlarda difiizyonla da hiicre igine
girebilirler. MTX, DHFR’a yiiksek afinite gosterir ve enzimi etkin bir sekilde inhibe eder.
Tetrahidrofolatin kendisi gibi MTX-poliglutamat DHFR’i de gii¢lii bir sekilde inhibe eder.
Dihidrofolat rediiktazin inhibisyonu hiicrede ¢esitli folat koenzimlerinin azalmasina yol

acar ve biyosentezi i¢in bu koenzimlere bagimli olan bilesiklerin sentezinin azalmasina



sebep olur. Bu bilesikler, adenin, guanin ve timidin niikleotidleri, metiyonin ve serin amino
asitleridir. DNA, RNA ve protein sentezi baskilanir ve hiicre 6liimiiyle sonuglanir. DHFR
inhibisyonu ancak normal substrati olan dihidrofolatin (FH,) MTX’in 10000 Kkati
konsantrasyonda uygulamasiyla ya da bloke edilen enzimi devre dis1 birakarak folat
havuzunu yenileyen 16kovorinin uygulamasiyla engellenebilmektedir (Mycek vd., 2016).

Metotreksat’a direng, indirgenmis folat tastyict veya folat reseptdr proteini araciligi
ile azalan ila¢ ulasimi, sitotoksik MTX poliglutamatlarin olusumunun azalmasi, gen
amplifikasyonu ve diger genetik mekanizmalar yoluyla hedef enzim DHFR’nin artan
seviyesi ve DHFR proteinin MTX’a afinitesinin azalmasit yoniindeki degisimi ile
iligkilendirilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarla, ayrica, birgok ilaca direngli P170
glikoproteinin aktivasyonuyla azalan ilag akiimillasyonunun ilag direncine sebep
olabilecegini isaret etmektedir (Katzung vd., 2012).

Metotreksat agiz yolundan normal dozda (10 mg/m?) alindiginda maksimuma yakin
bir oranda absorbe edilir. Plazma proteinlerine diisiik oranlarda ve zayif bir sekilde
baglanirlar. Sulfonamidler ve salisilatlar, MTX ile birlikte verilirlerse baglanma oranini
azaltirlar ve MTX’in toksisitesini artirabilirler. Timor hiicrelerinde, karaciger ve bobrek
hiicrelerinde MTX uzun siire bagl Kkalir. Timor hiicrelerindeki bu durumun tedavi
yoniinden bir degeri vardir. Antimetabolitler dinlenme halindeki hiicrelerde sitotoksik etki
yapmazlar ancak bu durumdaki hiicrede uzun siire kalan MTX’in, latent sitotoksik etkisi
vardir. Boylece hiicre bolinmeye basladigi zaman bu etki belirgin hale geger ve hiicreyi
oldiirtir. Standart doz uygulamalarinda sinir sistemine ve beyin omirilik sivisina (BOS)
giremez. Ayrica, terapotik konsantrasyonlara ulasamaz; ancak yiiksek doz uygulamalarinda
BOS’ta terapdtik konsantrasyonlara ulasildigi bildirilmektedir. Meningeal tutulum yapan
timorlerde tedavi igin intratekal verilmesi gerekir. Bobreklerden itrah suretiyle elimine
edilirler. Eliminasyon yarilanma 6mrii 8 saat kadardir (Kayaalp, 2002).

Metotreksat akut lenfositik 16semi, koriyokarsinoma, ¢ocuklardaki Burkitt lenfoma,
meme kanseri ile bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde genellikle diger ilaglarla birlikte
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda diisiik doz MTX psoriasis, romatoid artrit ve Crohn
hastalig1 gibi bazi inflamatuar hastaliklarin tedavisinde tek ila¢ olarak etkilidir. Toksik
etkileri sebebiyle bu hastalarin takip edilmeleri gerekmektedir (Al Maruf vd., 2017,
Katzung vd., 2012; Mycek vd., 2016).

Yiiksek dozlarda MTX kullanimi, kemik iligi depresyonu, megaloblastik anemi,

alopesi ve mukozite sebep olabilir. Inflamatuar bagirsak hastaliginda kullanilan dozlarda
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bu yan etkiler nadir gozlenir. Ancak gozlendigi durumlarda ise dozun azaltilmasi
gerekmektedir. ilave folat tedavisi, antiinflamatuar etkiyi azaltmadan yan etkilerin olusma
riskini azaltir (Katzung vd., 2012; Ulugol vd., 2017). MTX tedavisi alan psoriyazis
hastalarinda hepatik hasar yaygindir. Fakat inflamatuar bagirsak hastaligi ve romatoid
artritli kisilerde bu risk ¢ok diisliktiir. Renal yetmezlik durumu, hepatik birikime ve
toksisite riskini arttirir (Katzung vd., 2012).

Metotreksat tedavisine adjuvan (10-45 mg/kg/giin) olarak genistein verilen ilk
caligmalardan birinde 20 mg/kg doz kullanilarak kemik kaybinda pozitif etkiler elde
edilmistir (Hertrampf vd., 2009; Li ve Yu 2003). 500 mg/kg’a kadar olan yiiksek dozlarin
osteopetrozise ve cinsiyet ayirmaksizin gonadal fonksiyon bozukluklarina neden oldugu
bilinmektedir (McClain vd., 2006). 20 mg/kg’lik genistein dozu, yan etkilerin minimum
diizeyde oldugu ve ratlar tarafindan iyi tolere edilen bir doz olarak dikkate degerdir. Ancak
herglin oral gavaj olarak yapildigi i¢in serum diizeyi hakkinda bilgi vermemektedir
(McClain vd., 2006; Turner vd., 2013). Yine de bu dozda genistein vermek (MTX’in
olusturdugu zararli etkileri) tolere etmenin yaninda gastrointestinal sistem iizerine de
olumlu etkileri bulunmaktadir. Daha 6nce, kemoterapétik dozlarda MTX alan ratlarin
gastrointestinal irritasyon ve yetersiz beslenmeden muzdarip oldugu gozlenmistir
(Carneiro-Filho vd., 2004; Xian, 2003). King ve arkadaglarinin (2015) yaptiklart bir
calismalarinda da MTX ile tek basma tedavi edilen farelerde belirgin bir etki
gozlemlemislerdir. Genistein alan ratlarin sadece MTX alan ratlara gore daha ¢ok agirlik
kazandiklar1 ve kontrol grubuyla ayni kilolara ulagtiklar1 saptanmistir. Genistein’in MTX
nedenli bagirsak mukoza hasarin1 Onleyerek sekonder bir fayda sagladigi da tespit
edilmistir (King vd., 2015).

Metotreksat Kullanmminin Hepatotoksisiteye Etkileri: Hepatotoksisite MTX
kullantminm1 sinirlayan 6nemli bir etkendir. Bu yiizden MTX ile birlikte verilen yardimci
ilaglar bu hepatotoksisiteyi azaltmaya yardimci olurlar (Howard vd., 2016). MTX,
hepatotoksisitesi alanin aminotransferaz (ALT), alkalen fosfataz (ALP) ve aspartat
aminotransferaz (AST) dizeylerinin yiiksekligi ile karakterize olan bir tablodur
(Demiryilmaz vd., 2012). Hiicresel diizeyde serbest radikallerin nétralizasyonunda
antioksidanlar énemli rol alirlar (Goudarzi vd., 2017; Najafzadeh vd., 2011). Klorojenik
asit, krisin, tiamin ve vitamin C gibi antioksidanlar MTX’in karaciger toksisitesini
onlemek i¢in kullanilmaktadir (Ali vd., 2014; Ali vd., 2017; Demiryilmaz vd., 2012).



Metotreksat aracili hepatotoksisitenin molekiiler mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamamistir. Fakat klinik ve deneysel ¢alismalar folat tiirevlerinin azalmasina
neden olan oksidatif stresin piirin metabolizmas:1 gibi 6nemli biyokimyasal yolaklari
bozarak etki ettigini gostermektedir (Vardi vd., 2010). Bu biyokimyasal degisimler
MTX’in hem terapotik hemde toksik etkileri olmasina ragmen oksidatif stresi ve
inflamatuar olaylar1 artirir (Koyama vd., 2003; Turesson ve Matteson, 2006).

Kronik MTX kullanilmasi hepatotoksisteyi artiran en 6nemli nedenlerden biridir.
Ayrica yliksek doz kullanimi karaciger yaglanmasi, safra tasi, fibrozis ve siroz gibi
karaciger hasarlarina neden olabilir. Karaciger hiicrelerinde poliglutamat birikmesi ve
bunun sonucu olarak azalmis folat havuzu ve oksidatif stresin artisina neden olan
yolaklarin aktivasyonu MTX aracili karaciger hasarinin kabul edilmis iki yoludur (Khalifa
vd., 2017).

Metotreksat tedavisinin neden oldugu hepatotoksisitenin altinda yatan mekanizma
acik degildir. Bununla birlikte, MTX'in karaciger dokusunda oksidatif strese neden oldugu
bildirilmistir. Her ne kadar 7-OH metaboliti MTX metabolizmasinin ana yolu olsa da,
MTX metabolize edilir ve poliglutamine formda hepatositlerde depolanir (Chladek vd.,
1997). Daha yiiksek seviyelerde poliglutamatlarin varligi, ilacin daha uzun bir hiicre igi
varligina neden olur ve bu, hepatotoksisite i¢in bir mekanizma olarak Onerilmistir. Ayrica,
MTX dihidrofolat rediiktazi inhibe eder, dolayli olarak timidin sentezini etkiler, boylece
DNA sentezini bastirir. Ek olarak, sitosolik nikotinitid adenosin difosfat (NADP)-bagiml
dehidrojenazlarin ve NADP malik enziminin MTX tarafindan inhibe edildigi, bu da ilacin
hiicrelerde NADPH mevcudiyetini azaltabilecegini gostermektedir. Normal kosullar
altinda, NADPH, glutatyon rediiktaz tarafindan, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars
koruyan onemli bir sitozolik antioksidan olan hiicresel glutatyonun azalan durumunu
korumak icin kullanilir. Boylece MTX tarafindan indiiklenen glutatyon (GSH)
seviyelerindeki oOnemli azalma, antioksidan enzim savunma sisteminin seviyesinde
azalmaya ve hiicrelerin ROS'a duyarli hale getirilmesine yol agar (Babiak vd., 1998;
Caetano vd., 1997; Cetinkaya vd., 2006; Fan vd., 2014; Hemeida ve Mohafez, 2008;
Jahovic vd., 2004).

King ve arkadaglarinin (2015) calismasinda, serum alkalen fosfataz (ALP)
diizeyleri degerlendirilerek, MTX tedavisinin osteoblast yogunlugunu etkileyip
etkilemedigi acikliga kavusturulamamasina ragmen, kemik yapiminda azalma oldugu

tespit edilmistir (King vd., 2015). Genisteinin in vitro osteoblastojenik etkileri
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bilinmektedir. Genistein tedavisinin osteoporozu o6nledigi veya geciktirdigi deneylerde
goriilmiistiir (Chang vd., 2003; Georgiou vd., 2012b; Georgiou vd., 2012c; Li vd., 2012;
Liao vd., 2007; Sugimoto ve Yamaguchi, 2000).

1. 2. Kemik Dokusu

Kemik, hidroksiapatit ([Ca3(PO4),]Ca(OH),) formunda kalsiyum fosfat ve
mineralizasyon ile sertlestirilmis 6zel bir bag dokusudur. Kemik; dayaniklilik, viicuda
sekil verme, viicut yapilari i¢in koruma ve destek saglama ve hareket etme gibi iyi bilinen
mekanik fonksiyonlara sahiptir. Popiiler inancin aksine kemik, aslinda siirekli yenilenen
son derece dinamik bir yapidadir. Bu 6zelligi, kiriktan sonra kendini tamir etmesine ve
lizerine yerlestirilen kuvvetlere uyum saglamasina olanak tanir (Datta vd., 2008).

Kemiklerin iki biiylik tiirli, intramembrandéz kemiklesme ile insa edilen yassi
kemikler ve endokondral ossifikasyondan ¢ikan uzun kemiklerdir. intramembranoz kemik
olusumu, dogrudan kemik olusturan osteoblastlara, farklilasan mezenkimal kok hiicrelerin
yogunlagmasimna dayanir. Buna karsilik, uzun kemiklerin endokondral ossifikasyonu
esnasinda, mezenkimal kok hiicreler ilk Once osteoblastlarla degistirilecek olan
kondrositlere ayirirlar. Uzun kemikler, (1) uzun kemiklerin uclarindaki cikintilar olan
epifizlerden; (2) saftin1 teskil eden diyafiz; ve (3) epifiz ve diyafiz arasinda bulunan
metafizlerden olusurlar. Metafiz, kemiklerin boyuna biiylimesi igin gerekli olan proliferatif
kikirdak tabakasi olan biiyltime plakasi ile epifizden ayrilir. Biiylime tamamlandiktan sonra,
bu kikirdak tabaka tamamen kemik i¢inde tekrardan olusturulur (Schett, 2017).

Dis kisminda kemigin yogun, kavitasyon gosteren yapilarin olmadigi sert ve
kalsifiye bir doku tabakasi vardir. Bu tabakaya kompakt kemik tabakasi (kemik korteksi)
denir. Kemigin diafizinde bu yapimin i¢ kisminda, kemik iliginin depolandigi mediiller
kavite vardir. Metafiz ve epifize dogru gittikce, kemik korteksi progressif olarak incelir ve
bu yapmin i¢ yiizeyini ince kalsifiye trabekiiler kemik yap1 alir. Kortikal kemik ve
trabekiiler kemiklerin organizasyonlar1 farklidir; ancak bunlar histolojik olarak aym
elemanlardan olusurlar. Kompakt kemikte kalsifikasyon oran1 %80-90 arasinda degisirken,
trabekiiler kemigin sadece %15-25’i kalsifiye halde bulunur. Kortikal kemik daha ¢ok
mekanik ve koruyucu 6zellikleri ile 6n planda iken, trabekiiler kemik esas olarak metabolik
fonksiyonlarin yogun oldugu yapidir. Trabekiiler kisim, tiim iskelet yapinin %20’sini;

kemik dongiisiiniin olugtugu ortamin ise %80 ini olusturmaktadir (Cay ve Sezer, 2002).



Kortikal ve stingerimsi kemiklerin ikisi birlikte lamellar kemik formunu olusturup,
her ikiside osteonlar: igerir. Lamellar kemik, organik matriks ve mineral matriks olmak
tizere iki kistmdan olusur. Organik matriks %95 oraninda Tip 1 kollajenden olusur ve
gerilmelere karsi kemige direnc saglar. Geri kalan %5°lik kisim ise proteoglikanlarin
yaninda, osteonektin, osteokalsin ve osteopontin adindaki proteinlerden olusur. Mineral
matriks basinglara kars1 dayanikli olmasini saglar ve toplam kemigin yaklasik olarak tigte
ikisini olusturur (Bayliss vd., 2012; Reece, 2004). Trabekiiler kemik, ag benzeri trabekiil
denen yapilar igerir ve bunlarin arasindaki bosluklar kemik iligi ile doludur. Trabekiiler
kemigin yaklasik %4’ aktif rezorpsiyona katilirken, trabekiiler yilizeylerin %10-15’1
osteoidler ile korunur. Besinler kemik iliginde kan damarlarindan ¢ikip, lamellerin
kanalikiillerinden lakiinadaki osteositlere diflizyon yoluyla gegerler (Fauci vd., 2013;
Reece, 2004; Rizzo, 2015).

Kemigin dig yiizi periosteum adi verilen hiicre tabakasiyla kaplidir. Bu hiicre
katmaninin 6nemli 6zelligi kemigin bliylimesi ve tamiri i¢in gerekli olan osteoprogenitdr
hiicrelere sahip olmasidir. Kemik iligi boslugundaki endosteum tabakasi da
osteoprogenitdr hiicrelerle kaplidir (Reece, 2004). Kemikte {i¢ farkli hiicre tiirii bulunur:
matriks tireten osteoblast, doku emici osteoklast ve osteosittir. Bunlar yetigskin bir
iskeletteki tiim hiicrelerin %90'1n1 olusturur. Osteositler son derece uzmanlagsmis ve
tamamen farklilasmis osteoblastlar olarak goriilebilir. Benzer sekilde, osteoblastlar yakin
zamanda gelismis fibroblastlar olarak tanmimlanmigtir. Fibroblastlar, osteoblastlar,
osteositler ve adipositler pluripotent mezensimal kok hiicrelerden kaynaklanir. Aslinda
osteoklastlar hematopoietik kokenlidir.  Prekiirsorleri kemik iliginin monositik

fraksiyonunda bulunurlar (Sommerfeldt ve Rubin, 2001).

1.2.1. Kemik Dokusu Hiicreleri
1.2.1.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar, kemik matriksinin organik bilesenlerin sentezinden yani Tip 1
kollajen, proteoglikanlar ve glikoproteinlerden sorumludur. Kemigin inorganik
kisimlarinin yapiminin olabilmesi, canli osteoblastlarin varligina baglidir. Osteoblastlar
kemik yiizeylerinde epitel hiicrelerini andiran sekilde yan yana dizilirler. Matriks sentezini

yapmaya basladiklarinda sekilleri kiibikten prizmatige kadar degisebilir. Alkalen fosfataz
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aktivitesi artar ve sitoplazma bazofilik hale gelir. Sentez faaliyetleri azaldikca yassilasirlar
ve bazofilik 6zellikleri de azalir (Junqueira vd., 1998).

Osteoblast, endokrin fonksiyona da sahiptir. Kemigin yapisal proteini olan
osteokalsini sentezler. Osteokalsin, pankreastan insiilin sekresyonunu uyarir ve
adipositlerin instiline duyarliligini arttirarak yag dokunun biiylimesini engeller (Saladin,
2015). Osteoblast, hiicre membraninda, paratiroid hormon (PTH) reseptorlerinde yiiksek
oranda bulunur. Bu membranda Kkalsitonine ait reseptér yoktur. Osteoblast hiicre
¢ekirdeginde ise vitamin-D3 ve Ostrojen reseptorleri bulunmaktadir (Cay ve Sezer, 2002).
Yapilan bazi ¢alismalar, insan osteoblastlarindaki arjinin, alkalen fosfataz, nitrik oksit, Tip
1 kollajen ve IGF gibi kemik olusumu markerleri adi verilen belirli parametreleri belirgin
bir sekilde artirdigini géstermistir. Bu belirtegler, kemik dokusunda hiicresel diizeyde etkili
olan kemik matriksinin sentezini arttirir. Arjinin’in kemik dokusu {iizerindeki etkileri,

dogrudan hiicre ¢ogalma mekanizmasi tizerindeki etkisiyle iligkilidir (Yaman vd., 2016).

1.2.1.2. Osteositler

Osteositler, kemik matriksi boyunca daginik bulunan, osteoblastlara gore ¢ok daha
diisiik kemik olusturma aktivitesine sahip terminal diferansiyasyon hiicrelerdir, ancak
yetiskin kemik hiicrelerinin %90’ indan fazlasini olustururlar. Osteoblastlara kiyasla
osteositler, kemik yapisinin belirlenmesinde ve bakiminda merkezi bir rol oynamaktadir.
Kemik matriksi, osteositleri birbirinden izole eder ve bunun yerine osteositler lakiiner
cannaliculi i¢inde calisan osteositler (dendritik) islemlerinin ayrintili bir agiyla diger
osteositler ve kemik hiicreleri ile etkilesir. Bu islemler, kemigin rezorpsiyonunu tetikleme

potansiyeline sahip olabilir (Datta vd., 2008).

1.2.1.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar rezorbsiyona aktif sekilde giren kemik yiizeylerinde gozlemlenen ¢ok
biiyiikk ve ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir ve sitoplazmalar1 zarsiz ribozomlarca zengindir ve
ayrica sayisiz lizozom mevcuttur (Reece, 2004). Bu hiicreler kemik rezorbsiyonunun
basladig1 bolgelerde, enzimatik olarak a¢ilmis, Howship lakiinasi adi verilen,
cukurcuklarda bulunurlar. Osteoklastlarin genellikle sitoplazmalar: asidofiliktir (Junqueira

vd., 1998). Osteoklastlar, monosit/makrofajlardan tiireyen hiicrelerdir. Osteoklast
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hiicrelerinin fonksiyonlar1; osteoprotegerin, tiimor nekroz faktorii tarafindan uyarilan gen-6
(TSG-6) ve kalsitonin gibi bir dizi faktor tarafindan diizenlenen kemik rezorbsiyonunda,
kemik matriksinin ve mineral kisminin lokal olarak yikimlanmasii saglamaktir.
Osteoklastik aktivite, osteoprotogerin ve kalsitonin tarafindan azaltilir. Bununla birlikte,
tiroid bezindeki parafolikiiler hiicreler, artan kalsiyum seviyesine karsi olarak kalsitonin
sentezler ve kalsitonin direkt olarak osteoklastlar tizerindeki reseptdrlere baglanarak
onlarin aktivitesini engeller (Bayliss vd., 2012).

Osteoklastlar, ¢esitli faktorlerin etkisi altinda, hematopoietik kok hiicre dizisinin
mononiikleer hiicrelerinden kaynaklanan terminal olarak farklilasmis cok ¢ekirdekli
hiicrelerdir. Bu faktorlerin arasinda osteoprogenitér mezenkimal hiicreler ve osteoblastlar
tarafindan salgilanan makrofaj koloni uyarici1 faktér (M-CSF) ve osteoblastlar, osteositler
ve stromal hiicreler tarafindan salgilanan RANK ligandi da dahildir. Bu faktorler birlikte,
osteoklastlarda transkripsiyon faktorlerinin ve gen ifadesinin aktivasyonunu tesvik ederler
(Florencio-Silva vd., 2015). Osteoklast kemik resorpsiyon aktivitesinde artmasi nedeniyle
osteoporoz, kemigin Paget hastaligi, kemik kanseri metastazlar1 ve iltihap artriti gibi bircok

hastalik durumu olusmaktadir (Datta vd., 2008).

1.3. Kemik Yikimi

Osteoklastlar, makrofaj koloni uyarici faktor (M-CSF) ve NF-kB ligandinin
reseptor etkinlestiricisi (RANKL) ile uyarildiktan sonra monosit kok hiicreleri osteoklast
prekiirsorlerinden ayrilirlar (Boyle vd., 2003; Kong vd., 1999). Osteoblastlar ve kok
hiicreleri tarafindan ifade edilen RANKL, osteoklast olgunlagsmasini ve aktivitesini uyarir.
Osteoprotegerin (OPG) osteoblastik kok hiicreleri tarafindan sentezlenir ve RANKL
reseptoriinii bloke ederek, osteoklastogenezi inhibe eder (Kong vd., 1999). RANKL ve M-
CSF, osteoklast formiilasyonu icin kritik faktorler olmasma ragmen, bircok pro-
inflamatuar sitokinlerin osteoklast olusumunu ve aktivitesini arttirdigir bilinmektedir;
bunlar tiimér nekroz faktort (TNF-a), IL-1 ve IL-6 dir (Blair vd., 2005; Wei vd., 2005). Bu
sitokinler ayn1 zamanda romatoid artrit gibi inflamatuar hastaliklarda lokalize osteoklast
aktivitesinin ve kemik erozyonununda onemli rollere sahiptir. En sonunda RANKL
reseptoric RANK ile olan etkilesimi ve proinflamatuar sitokinler transkripsiyon faktori ve
NF-kB’nin aktivasyonuna yol agar ve bunun ardindan osteoklast farklilasmasi, aktivasyonu

ve hiicre yasamini destekleyen genlerin sentezlenmesine neden olur (Goldring, 2003; King
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vd., 2012; Tanaka vd., 2005; Xing vd., 2002). RANKL varliginda, TNF-a, IL-6 ve IL-1
dahil olmak {izere c¢esitli pro-inflamatuar sitokinler kooperatif olarak gelismis
osteoklastogenezi diizenler. TNF-a, NF-kB ve mitojen ile aktive protein kinazlar
(MAPK’lar) ve IL-6 yoluyla JAK-STAT yolu iizerinden sinyaller verir. Belirtilen
inflamatuar mekanizmalarla osteoklastlarin aktivasyonu asir1 sistemik ve lokal kemik

kaybina yol acar (Sekil 1.2) (Osta vd., 2014).
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Sekil 1.2. Osteoklast farklilagmasi tizerine etkili olan molekiiler faktorler (Osta vd., 2014).
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1.3.1. Kemik Yikinu ile iliskili Biyomarkerlar

1.3.1.1. Niikleer Faktor Kappa Beta Ligandi Reseptor-Aktivatorii (RANKL) ve
Osteoprotegerinin (OPG)

Molekiiler biyolojik gelismeler kemik yikiminda rol alan mekanizma ve proteinleri
anlamada 6nemli yer tutmaktadir. Bu siireg¢ RANK (niikleer faktor kappa beta'nin reseptor-
aktivatorii), ligandi RANKL (niikleer faktor kappa beta ligandi reseptor-aktivatorii) ve
OPG (osteoprotegerinin) olmak iizere ii¢ protein icermektedir. Bu sistem osteotropik
hormon ve  sitokinler tarafindan  diizenlenmektedir. =~ OPG/RANKL  orani
(Glukokortikoidleri, interlokin-1 (IL-1), paratiroid hormonu (PTH), prostaglandin E2
(PGE2), vitamin D3 gibi glukokortikoidleri, inflamatuar sitokinleri) azaltmakta ya da
transforme edici biiylime faktorii- beta (TGF-B) ve Ostrojenleri artirmaktadir (Stejskal vd.,
2001).

1.3.1.1.1. RANKL ve OPG'nin Yapisal Ozellikleri
1.3.1.1.1.1. RANKL Kaynag

RANKL, RANK’in ayni kokenli ligandi olup, bircok calisma grubu tarafindan
rapor edilmistir (Wright vd., 2009). RANKL, tiimor nekroz faktorii (TNF) ile iliskili bir
protein olup, osteoblastlar ve bunlarin prekiirsorleri, T lenfositler, B lenfositler ve mega
karyositler gibi ¢ok sayida kemik hiicreden sentezlenmektedir (Bord vd., 2004; Drugarin
vd., 2003; Eghbali-Fatourechi vd., 2003; Hofbauer ve Schoppet, 2004).

RANKL tek gen tarafindan kodlanip, ii¢ izoforma sahiptir (Sekil 1.3, b). Insanlarda
tip 2 transmembran glikoproteini olarak iki izoformu bulunur (bu izoformlardan ikisi, 317
veya 270 aa’nin tip 2 transmembran bagl glikoproteinleri olup, sonuncusu sadece daha
kisa bir hiicre ici etki ile digerlerinden farklilik gostermektedir) (Ikeda vd., 2001). Ugiincii
izoform ise soliibl ligand (SRANKL) seklindedir (bunlarda sadece 243 aa’lik iigiincii
izoformlarda hem transmembran hem de sitoplazmik alanlar yoktur) (lkeda vd., 2001;
Sordillo ve Pearse, 2003). Herbir izoform osteklastogenezi aktive etme 6zelligine sahiptir
(Drugarin vd., 2003; Ito ve Hata, 2004).

Insan ve fare RANKL proteinleri %83-87 oraninda homoloji gdsterir (en biiyiik
murin transmembran izoformu 316 aa’dir). insan RANKL (317 aa) ve fare RANKL (316
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aa) genlerinin sekans analizlerinde, fare RANKL geninin N-glikozilasyon pargalarinda ve
aminoasit fragmanlarinda farklar gézlenmektedir (197 aa ve 263 aa) (Wright vd., 2009).
Farkl1 varyantlarinin olmasi RANKL izoformlarmin farkli gorevleri oldugu kanisini
ortaya koymaktadir. Cogu izoformun tam olarak islevi bilinmemesine ragmen membrana
bagli RANKL, osteoklast ve diger prekiirsorlerin hiicre-hiicre iligkisini diizenleyerek
difiizyonun ve hedef hiicrelerin aktive olmasini saglayabilirler. En basta RANKL eksprese
eden hiicreler, dogru remodelling siirecinde kemik yikimina yakin lokalize olmalidir. ikinci
olarak rezorbsiyon sistemik olarak devam edebilir. SRANKL hiicre membraninin MMP-14

ile par¢alanmasiyla da olusabilir (Hikita vd., 2005).
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Sekil 1.3. Diyagramatik gosterimler: 8) RANK, b) RANKL ve ¢) OPG (Wright vd., 2009).

1.3.1.1.1.2. OPG Kaynag

OPG ilk olarak rat intestinal cDNA sekans caligsmalar1 sirasinda TNFR ailesiyle

homolog sekanslara sahip olarak tanimlanmistir (Simonet vd., 1997). Kemik {izerindeki
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koruyucu etkilerinden dolay1 protein olarak adlandirilmistir. OPG, osteoblastlar ve kemik
iligi stromal hiicreleri gibi mezenkimal hiicrelerden salinan soliibl bir glikoproteindir
(Kondo vd., 2004; Woo vd., 2002).

401 aa’lik yap1 OPG’ye 60 kDa molekiiler agirlik olusturur ve heparinin baglandigi
400 aa’lik sistein pargast 120 kDa’luk dimer olusturmaktadir (Yamaguchi vd., 1998).
Monomerik ve dimerik OPG molekiilleri olusmadan 6nce, olgun 380 aa’lik OPG molekiilii
olusturmak i¢in N terminal ucundan sinyal molekiilii ile ayrilir (Anderson vd., 1997;
Simonet vd., 1997).

RANK ve RANKL molekiillerinin aksine OPG’nin, transmembranal ya da
sitoplazmik herhangi bir parcasi yoktur. insan ve rat OPG molekiilleri, N terminal bélgede
sisteinden zengin 4 tekrar igeren C terminalinde de heparin baglanma bélgesi bulunan ve
21 aa’lik sinyal peptidi bulunan toplam 401 aa’dan olusmaktadirlar (Sekil 1.3, c).
Sisteinden zengin 4 tekrar RANKL trimerini etkileyerek RANK’la etkilesmesini ve bunun
sonucu olarakta osteoklastogenezi onler (Sordillo ve Pearse, 2003; Wright vd., 2009).

1.3.1.1.2. RANKL ve OPG'nin Islevi
1.3.1.1.2.1. RANKL

RANKL ekspresyonu kalsitropik hormonun etkisiyle ¢ok sayida sitokin araciligiyla
olusur (bu sitokinler 1L-1, TNF-a ve IL-11 ve PTH, 1,25-dihidroksivitamin D3 (1,25D3) ve
prostaglandin E2’yi iceren Kkalsitropik hormonlardir) (Hofbauer ve Heufelder, 2001;
O’Brien vd., 2001). Artmis RANKL olusumu osteoklast olusumunu saglayarak kemik
yikimint artirir. OPG reseptorii dahili kemik dongiisii lizerine anahtar rol oynamaktadir
(Wright vd., 2009).

Wnt sinyal yolagi embriyonegenez, kanser ve normal fizyolojik siireglerinde ve de
kemik yapimi ve yikimim diizenleyici 6zellikleri nedeniyle ilgi toplayan bir alandir. Ozet
olarak dogal Wnt yolagi B-catenin ¢ekirdege translokasyonuyla sonuglanan sinyal
yolagidir. B-catenin reseptore baglaninca hedef gende transkripsiyon baglar. Wnt sinyal
yolag1 osteoblastin normal fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in gereklidir (Glass vd., 2005;
Hopwood vd., 2007). Osteoblastlar tarafindan soliibl Wnt inhibitorii olarak sentezlenen
SFRP proteininin, sSRANKL proteinine baglandigi rapor edilmistir. Bu da osteoblastlarin

osteoklast olusumunu 6nledigi baska bir yolak olarak gosterilebilir. Bu iliski ayn1 zamanda
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kemik yikimmin Wnt sinyal yolaginida inhibe ederek kontrol edilebilecegini gosteren bir
diger yoldur (Sekil 1.4) (Wright vd., 2009).

TNFa RANKL IL-1

= |

. TNFR . RANK IL-1R

\ / Hicre membran
v

TRAF-2 TRAF-5 TRAF-6
e
Kaspaz-8
L
NF-kB, JNK Sre
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formasyonu aktivasyonu

Sekil 1.4. RANK-RANKL baglanmasi ve OPG tarafindan RANK-RANKL baglanmasinin inhibisyonunu
gosteren sinyal yollarinin sematik gosterimi (Wright vd., 2009’dan modifiye edilerek alinmistir).

1.3.1.1.2.2. OPG

OPG, RANK ve RANKL baglanmasini engeller. OPG RANKL’a baglanarak
osteoklast olusumunu engeller buda kemik yikiminin 6niine geger (Kong vd., 2000). IL-1,
TNF-a ve TGF-B, OPG sekresyonunu arttirici yonde; PTH, PGE, ve 1,25D3’te OPG
sekresyonunu azaltict yonde etki eder (Hofbauer ve Schoppet, 2004; Kondo vd., 2004;
O’Brien vd., 2001). Fare kafatas1 kemigi prostaglandin iiretimini bloklamak i¢in verilen

indometazin kullanilarak yapilan ¢alismalarda, OPG molekiiliiniin osteoklast adezyonunu
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modiile ettigi gorilmiistir. Ayn1 ¢alismada, OPG’nin osteoklast salinimi ve kemik
yiizeyine yapismasini 6nledigi bulunmustur (O’Brien vd., 2001).

RANKL’dan daha az affiniteye sahip olmasina ragmen, OPG molekiiliiniin
TRAIL’e baglandigi gosterilmistir (Emery vd., 1998; Lam vd., 2001). TRAIL 33-34 kDa
kiitlesinde ozellikle kanser hiicreleri olmak {izere apoptotik hiicre Oliimiine aracilik
etmektedir. TRAIL hiicre yiizeyinde sitoplazmik Oliim pargalarma baglanmaktadir.
Baglanmadan sonra TRAIL apoptozisi baslatan sinyali olusturur (Gochuico vd., 2000).
OPG’nin TRAIL’e baglanmas1 TRAIL aracili apoptozisi Jurkat hiicre kiiltiirlerinde inhibe
ettigi bulunmustur (Emery vd., 1998). Ancak OPG’nin TRAIL’e baglanmasinin 6nemi
heniiz anlagilamamistir. OPG ayni1 zamanda heparin/heparin siilfata baglanabilmektedir.
Heparin siilfatlar hiicre ylizeyindeki heparin siilfat proteoglikanlardan sentezlenmektedir.
HSPGs, hiicre yiizey sinyal mekanizmasinda, hiicre kontroliinde, aktin hiicre iskeleti
diizenlenmesinde, hiicre adezyon ve migrasyonunda gorev almaktadirlar (Mosheimer vd.,

2005).

1.3.1.1.3. RANK/RANKL/OPG’nin Osteoklastogenezdeki Onemli Fizyolojik Rolii

Osteoklastlar, kemik yikiminda 6ncelikli sorumlu olan hematopoetik orjinli gok
cekirdekli hiicrelerdir. Osteoblast ve tiirevi hiicrelerden sentezlenen faktorlerin, osteoklast
gelisimi ve farklilagmasini etkiledigi uzun zamandan beri bilinmektedir. CSFs (koloni
uyarici faktorler), TNFs (tiimor nekroz faktorleri), ILS (interldkinler) ve prostaglandinler
(PGs) gibi ¢ok sayida sitokin ve Kkalsiotropik faktorlerin, osteoklastojenik etkiyi
diizenledigi gosterilmistir. Ancak kemik iligi ile stromal hiicreler arasindaki hiicre-hiicre
baglantisi i¢in daha bagska faktorlere ihtiyag¢ vardir. Osteoklastogenezin sitlimiilasyonuna ek
olarak stromal hiicreler osteoklastojenezi inhibe eden sinyalleri olusturabilirler. Bu yiizden
kemik yapimi ve yikimini dinamik bir sekilde diizenlerler (Dougall ve Chaisson, 2006;
Martin, 2004).

Hiicre kiiltiirlerinde fibroblastlardan elde edilen osteoklastogenez inhibitor
faktoriin, (OCIF) in vitro ortamda osteoklastlar: inhibe ettikleri goriilmiistiir. Bagka bir
calismada da ayni protein rat intestinal ¢cDNA’sinda tanimlanmis ve ad olarakta
osteoprotegerin (OPG) verilmistir. OPG; TNF reseptor ailesinin bir pargasidir. OPG
monomer olarak sentez edilip, disiilfid bagli homodimer olarak sentez edilir. OPG’nin

transgenik olarak yiiksek olarak eksprese eden farelerin iskelet dansitesinin artmis olmasi
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gosterilerek, OPG’nin kemik Kkiitlesi iizerine olan diizenleyici etkisi ortaya konmustur.
Osteoklast sayisinin diigmiis Olmasina bagli olarak osteopetrosis ve kemik dansitesinde
onemli artiglar gézlenmistir. OPG’nin aktivasyonunun baskilandig: farelerde kemik yikimi
artmis ve osteoporoz andiran degisiklikler olmustur. Bulgular birlikte degerlendirildiginde,
OPG’nin kemik yikimini azaltict bir molekiil oldugu kararina varilmistir (Dougall ve
Chaisson, 2006).

OPG’nin TNF siiper ailesinin bir iiyesi olan RANKL’a baglandigini ortaya koyan
caligmalar mevcuttur. RANKL tip 2 transmembran proteinidir ve kemik iliginden ve aktive
T hiicrelerden eksprese edilir. RANKL soliibl formu proteoliz sonucu ya da alternatif
mRNA splicing sonucu ortaya ¢ikar. RANKL geninin tamamen eksik oldugu farelerde
osteoklast eksikligi ve osteopetrozis olusur. CSF-1’in varliginda RANKL stroma
hiicrelerini osteoklasta déniistiirebilir ve RANKL™™ olmayan hematopoetik hiicrelerin
RANKL’la muamele edilmesinden sonra osteoklast doniistimiiniin ger¢eklesmesi
RANKL’mn osteoklast olusumundaki roliinii agiklamaktadir. Daha oOnemlisi RANKL
sadece osteoklast olusumu i¢in degil, ayrica osteoklastin aktive edilmesi ve yasaminin
stirdiiriilmesini de saglamaktadir (Dougall ve Chaisson, 2006; lkeda vd., 2001; Kong,
1999; Lynch vd., 2005).

RANKL’1mn stromal hiicreler tarafindan sentez edilmesi, kemik yikimini sitiimiile
eden hormonlar ve faktorler tarafindan regiile edilmektedir (Boyle vd., 2003). Etki
gosteren molekiiller arasinda CSF-1 (koloni uyarici faktér-1), TNF (tiimoér nekroz
faktorleri), protaglandinler, steroitler, PTH (paratiroid hormonu), PTH ile iligkili proteinler
(PTHrP), interlokinler (IL-1,IL-6 ve IL-11) bulunmaktadir (Martin, 2004).
Osteoklastogenezin regiilasyonu RANKL (IL-1, IL-6, IL-11, IL-17, PGE2, PTH, PTHrP,
glukokortikoidler) sentezinin artmas1 ve OPG (PTH, PTHrP, PGE2, glukokortikoidler)
ekspresyonunun azalmasi ile olmaktadir (Boyle vd., 2003).

RANKL; RANK’a baglanip aktive eden bir TNFR ailesi mensubudur. RANKL
olmayan farelerde oldugu gibi, RANK olmayan farelerde de osteoklast aktivitesi azalir ve
osteopetrozis olur. Osteoklast eksikligi hematopoetik hiicrelerin, hiicre otonom defektidir.
RANK olmayan fareler, PTHrP, IL-1 ve TNF-a gibi kalsiotropik faktorlerin etkilerine
direnglidir. Buna ek olarak, RANKL degisimi ve OPG reseptér tuzagi disinda
osteoklastogenezin regiilasyonu, RANK ekspresyonu ile de olur. Sonug olarak, RANKL ve
RANK birlesmesi osteoklastogenez igin temel pozitif uyaridir. Bunu dengeleyen ise, OPG
aktivitesidir (Dougall ve Chaisson, 2006; Li vd., 2000; Wada vd., 2006; Wei vd., 2005).
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1.3.1.2. Osteokalsin (OSC)

Osteokalsin primer olarak osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve hidroksiapatit
kristali seklinde kemik mineral matriksinde depolanan 46-50 aa’lik kemik y-
karboksiglutamik asit (Gla) veya BGP proteini olarak isimlendirebilecegimiz bir
molekiildiir. Osteokalsin kesfedildiginden giiniimiize kemik yapim belirteci olarak
goriilmektedir (Zanatta vd., 2014; Zocha vd., 2016). Kiiciik miktarlarda osteokalsin
odontoblastlardan ve hipertrofik kondrositlerden de sentez edilir. Protein ilk olarak insan
ve hayvan kemiklerinde Gla igeren proteinlerin major fraksiyonu olarak izole edilmistir.
Bu proteinde koagiilasyon siireglerinde aktif olan vitamin K-bagimli protein ailesinin birer
alt gruplaridir (Zocha vd., 2016).

1989 yilinda 12. kromozomun kisa kolunda 3.9 kb’lik bir gen tarafindan kodlandig1
bulunmustur. Promotor bolgeleri vitamin K transkripsiyonundan sorumlu maddelerden ve
diizenleyici bolgelerden olustugu ortaya koyulmustur. Prepromolekiil 84 aa’ten
olugmaktadir ve vitamin K bagimli posttranskripsiyonel siire¢lerden sonra propeptidlerden
kurtulmaktadir. Ug glutamik asid rezidiisii {izerinden karboksile olarak Gla proteini adimni
alir ve bu protein hidroksiapatit mineral Osteoid matriks {izerine yiiksek affiniteye sahiptir
(Zanatta vd., 2014). Insan osteokalsin geni 1. kromozomda 1025-g31 lokalize ve 98 aa’lik
preproprotein olarak eksprese edilmektedir. Olgun peptit olusana kadar y-glutamil
karboksilazin enzimatik olarak aktif oldugu {i¢ karboksilasyon evresi gergeklesir. Enzim
CO,, O, ve K vitaminini kofaktor olarak kullanir (Stafford, 2005; Zocha vd., 2016).

Tim vitamin K bagimli Gla proteinleri kalsiyum baglamalar1 ve karboksilaz
baglanma bdlgelerinin ayn1 olmasindan dolay1 ayn1 kdkenden geldigi diisiiniilmektedir. K
Gla proteinleri kanin pihtilasmasi sirasinda kalsiyum baglar, osteokalsin ise hidroksiapatit
olusumunda kalsiyumlar1 baglama gorevi goriir (Sunnerhagen vd., 1996; Willems vd.,
2014).

Gla proteininin gergek fizyolojik 6nemi tam olarak anlagilamamistir. Bunun nedeni,
hayvan deneylerinde azligi ve ¢oklugunun kemik genotipi tizerine olan etkileri
gosterilememesidir. Reabsorbsiyon lakunasinda kemik mineral matriks asidifikasyonu
stirecinde karboksile osteokalsin glutamik asitlerini kaybeder. Boylece kemige olan
affinitesi azalir ve hormonal olarak aktif olan kismi1 kana salinir (Zanatta vd., 2014).

Osteokalsin kemige 6zgii bir protein olup, i¢inde y-karbonunun karboksile edildigi

ic glutamat eklentisine sahiptir. Bu karboksilasyon reaksiyonu, K vitaminine bagimli bir
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stirectir. Osteokalsinin sentezi D vitamininin hormonal formu olan 1,25-dihidroksi vitamin
D ile diizenlenmektedir. Osteokalsin, hidroksiapatit kalintilarinin olugumunu baskiliyor
goriinmektedir. Bu nedenle mineralizasyonu da baskiliyor olabilir. Osteokalsin kandaki
l6kositleri kimyasal olarak cezbeder. Bu da rezorbsiyon ve tekrar modelleme ihtiyaci olan
kemik bolgesine osteoklastlarin ¢ekilmesinde bir rol oynadigini diistindiirmektedir (Reece,
2004).

Osteokalsinin tiim viicut metabolizmas: iizerinde hormonal etkileri vardir. insiiline
cevap olarak diisiik pH da kemik yikiminda osteoblastlar tarafindan hormon gibi sentez
edilip kana salinir. Osteokalsin insiilin sensitivitesini artirict yonde etki gosterir, bu etkisi
yag dokusundan sentez edilen adiponektinin artisina kismen bagli olabilir. Osteokalsin
pankreasta insiilin sentezinin artirilmasinin yanisira, beta hiicre sayisin1 da artirict etki
gosterir. Tim bunlara ek olarak, beyinde norotransmitter sentezini ve testislerde de

testosteron sentezini artirdigini gésteren galismalar da mevcuttur (Zocha vd., 2016).

1.3.1.2.1. Mineralizasyonda Osteokalsin Rolii

Olgun osteokalsin proteini, kemik iizerinde kalsiyum iyonlarmin hidroksiapatit
kristalleri iginde birikmesini saglar. Ancak yeni calismalar ise, osteokalsinin kemik
minerilizasyonunu inhibe ettigini gostermektedir. K vitamini karboksilasyonunu 6nleyerek
etki eden warfarinin, fareler iizerine kronik uygulanmasini takip eden kemigin asiri
mineralize olmasi ve biiylime plaginin erken kapanmasinin gozlenmesi, osteokalsinin
kemik mineralizasyonunu Onleyici etki gosterdigini destekler niteliktedir (Zocha vd.,
2016).

Bir calismada, osteokalsin molekiiliiniin kemik {izerine olan etkilerinin tam
anlatabilmesi i¢in osteokalsin eksprese etmeyen fareler kullanilmis ve ¢alismada yasa bagl
fare kemiklerinin kiitlesinde artis gozlenmis; fakat kemik yikimina etkisi olmadigi
goriilmistir. Kemik matriksinin Fourier mikrospektroskopisi ile analizinde de mineral
matriks orani yaslh farelerde artmis oldugu bulundu. Ek olarak, hidroksiapatit kristallerinin
boyutu artmisti. Ancak dentin olusumu osteokalsin olmayan farelerde odontoblastlar
tarafindan normal sekilde olusturulmustu ve farelerdeki osteokalsin overekspresyonun
normal kemik mineralizasyonu ile iligkili oldugu analiz edilmistir. Bu yiizden,
osteokalsinin kemik matriksi {izerine olan etkisi anlasilamamistir ve osteokalsinin kemik

mineralizasyonu tizerine olan inhibitor etkileri matriks gla proteinden (MGP) az oldugu,
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MGP olmayan farelerde aort kalsifikasyonun olmasi ihtimalinin daha fazla oldugu
gosterilmistir (Boskey vd., 1998; Bronckers vd., 1998; Murshed, 2004).

Baska calismalar, osteokalsin’in kemik matriksi iizerine mekanik etkisi oldugunu
ortaya koymaktadir. Osteopontin ile birlikte kollajen olusumu ve hidroksiapatit
kristallerine sikica baglanma yetenegi, osteokalsinin kemigin matriks ile mineral
fraksiyonlar1 arasinda bir koprii islevi olabilecegini gostermektedir. Bu 6ngorii, kemik
kiriklarindaki iyilesme siire¢lerinde bariz olarak ortaya ¢ikar. Bu durumda, osteokalsin ve
osteopontin kirik biliylimesini dengelemek icin beraber hareket eder. Osteopontin veya
osteokalsinin tek baslarina ya da birlikte bulunmadigi farelerde kemik kirik sertliginin
azalmasi bu gortsleri destekler niteliktedir (Nikel vd., 2013; Poundarik vd., 2012; Zocha
vd., 2016).

1.3.1.3. Interlokin (IL)-6

Gecmis calismalarda, aktive B hiicrelerini antikor iireten hiicrelere ayirmak igin
tetikleyen T hiicre kaynakli faktdr olarak Interleukin-6 (IL-6)1 tespit edilmistir. insan IL-6,
kromozom 7p21'de bulunan bir gen tarafindan kodlanan 212 amino asitten olusan 26
kDa’lik bir proteindir (Marina vd., 2017). IL-6 proteini, posttranskripsiyonel olarak
glikolize edilmis ve serin kalintilar1 tizerinde fosforile edilmistir. Glikozilasyon, IL-6’nin
biyolojik aktivitesi i¢in gerekli gériinmemektedir. Cilinkii prokaryotlar (Escherichia coli)
tarafindan {iretilen rekombinant IL-6 proteini fonksiyonel gériinmektedir. insan IL-6 fare
hiicrelerinde iglevsel olarak aktiftir. Ancak fare IL-6 insan hiicrelerinde aktif degildir. Sekil
1.5 b’de gosterildigi gibi, insan IL-6'nin X-151n1 kristal yapisi, birgok "sitokin" in kristal
yapisina benzer dort helezonlu bir demettir ve ilave olarak "heliks E" seklindedir. A ve B
sarmallar1 ayni yonde ilerler ve C ve D sarmallart ters yondedir (Kamimura ve Hirano,
2003).
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A

MNSFSTSAFG PVAFSLGLLL VLPAAFPAPV PPGEDSKDVA APHRQPLTSS 50

ERIDKQIRYI LDGISALRKE TCNKSNMCES SKEALAENNL NLPKMAEKDG 100
helix A
CFQSGFNEET CLVKIITGLL EFEVYLEYLQ NRFESSEEQA RAVOMSTKVL 150

helix B helix C
IQFLOKKAKN LDAITTPDPT TNASLLTKLO AQNQWLODMT THLILRSFKE 200
helix E helix D
FLOSSLRALR QM 212

Sekil 1.5. Insan IL-6’nin amino asit dizisi ve X-1s1m kristalografisi. (A) Insan IL-6’nin amino asit dizisi.
Amino asitler tek harfli kod kullanilarak ifade edilmistir. Sinyal peptidi golgeli, dort-sistein motifi kutuya
konulmus ve potansiyel N-baglantili glikozilasyon boélgeleri yildiz isaretleriyle gosterilmistir. A'dan E'ye
heliceslerin alt1 ¢izilir. (B) Rekombinant insan IL-6’nin 1.9-A°X-1511 kristalografisi yapisi. IL-6’nin,
elektron yogunluk haritasinda goriinmeyen N-terminali 18 amino asitleri noktali ¢izgi ile gosterilir. (C) IL-
6/1L-6Ra/gp130 kompleksinin heksamer modeli. Onerilen baglanma alanlar1 etiketlenmistir ve IL-6’daki 1 ila
4 arasindaki bolgelere karsilik gelmektedir (Kamimura ve Hirano, 2003).

Interldkin (IL) -6, T ve B lenfositleri ve sinovyal fibroblastlarinda icinde bulundugu
cesitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen pleiotropik bir sitokindir. T hiicresi aktivasyonu, B
hiicresi olgunlagsmasi, akut faz cevabmin indiiksiyonu ve hematopoietik 6ncili hiicre
biiylime faktorlerinin uyarilmasida dahil olmak tizere gesitli etkileri vardir (Choy, 2008).
Klonlamadan 6nce B hiicresi uyarici faktor, hepatosit uyarici faktor ve interferon B2 olarak
tanimlanmis ve tim bu aktivitelerin tek bir molekiile atfedilebildigini gdstermistir
(Kishimoto, 2006). IL-6, membrana bagli reseptér IL-6R 'ya baglanir ve bu kompleks
protein gp130 ile iliskili olup dimerizasyonunu indiikler ve JAK/STAT yolag: vasitasiyla
hiicre i¢i sinyali aktive eder (Davies ve Choy, 2014; Rose-John, 2012). Gp130 yaygin
olarak tiretilen bir zar proteinidir. IL-6R ise yalnizca hepatositleri ve baz1 l16kositler de

dahil olmak {izere viicuttaki birkag hiicrede bulunur. IL-6 ile baglanan ve daha sonra trans-
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sinyallesme ad1 verilen bir siire¢ olan gp130 ile bir kompleks olusturabilen ¢oziinebilir bir
IL-6 reseptor (sIL-6R) formu da mevcuttur. Membrana bagh IL-6R yoluyla klasik IL-6
sinyali, rejeneratif veya anti-inflamatuar siiregler i¢in de gerekli olmasinin yaninda IL-6
trans-sinyalizasyonunun pro-inflamatuar olduguna dair kanitlar vardir (Jones vd., 2011).
IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlere yanit olarak, STAT-3, Janus kinazlar1 yoluyla tirozin
fosforilasyonu ile aktive edilir (Ganesan ve Rasool, 2017).

Genellikle, IL-6’nin viicutta farkli rolleri vardir. IL-6’nin ana rolii bir pro-
inflamatuar sitokin gibi olmaktir. IL-6, inflamatuar yanitlar1 ¢ogaltabilir. IL-6’nin,
otoimmiinite indiiksiyonunda bdliinmesi, B hiicrelerinde ve néronal hiicrelerin
farklilagsmasinda rol oynamasi, akut faz proteinlerinin indiiksiyonu (hepatositlerde C-
reaktiv protein (CRP) ve serum amiloid proteini A, haptoglobin, a-1 antikimotripsin ve
fibrinojen gibi) rolleri vardir. 1L-6, hepatositlerde fibronektin, albumin, transferrin ve
sitokrom P450 iiretimini azaltir. Inflamatuar hipoferremia ve hipozenkemi ayn1 zamanda
karaciger ¢inko alimini ve hipozincemi artiran bagirsak demir tasiyicist ferroportin-1’i ve
¢inko tastyiciy1 (Zip14) indiiklemeye gotiirecek hepatosit tizerinde etkili olan IL-6 hepcidin
indiiksiyonu ile iligkilidir. IL-6’nin diger rolleri: osteoklastlar1 ve kemik rezorpsiyonunu
aktive edecek olan kemik iligi stromal hiicrelerinde NF-kappa ligandinin (RANKL)
reseptor aktivatoriiniin indiiklenmesi, fibroblastlar ve organ anjiyogeneziden vaskiiler
endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) indiiksiyonu ve salgilanmasi, fibroblastlar ve kan
koagiilasyonunun alevlenmesinde kollajen ve diiz kas aktin tiretimidir. IL-6, fibroblastlar,
miyositler, osteoblastlar ve endotel hiicreleri gibi inflamatuar olmayan hiicreler ve
inflamatuar hiicrelerin (lenfositler, makrofajlar, monositler, nétrofiller) dahil oldugu cesitli
hiicreler tarafindan tiretilir (Zahir-Jouzdani vd., 2017).

IL-6, osteoklast farklilagmasinin kuvvetli bir uyaricisidir. Bununla birlikte sIL-6R
ile kompleksler olusturarak, ardindan osteoklast soy hiicrelerini membrana bagli gp130
araciligiyla stimiile ederek mononiikleer hiicrelerin osteoklastlara farklilasmasin1 dogrudan
uyarabilirler. IL-6 aym1 zamanda osteoblast soy hiicreleri tizerinde etki yapar, niikleer
faktor kappa-B ligandinin reseptdr aktivatoriinii  indiikler ve dolayli olarak
osteoklastogenezi uyarir. IL-6R’nin blokajinin in vivo ve in vitro olarak IL-6’nin bu
osteoklastogenik etkisini durdurdugu gosterilmistir (Axmann vd., 2009; Davies ve Choy,
2014; Yoshitake vd., 2008).
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1.3.1.4. Tiimor Nekrozis Edici Faktor (TNF-a)

Timor nekrozis faktori alfa (TNF-a), gesitli hiicre sinyal yollarini harekete gegiren
transmembran reseptorlere diizenleyiciler olarak baglanan biiyiik bir sitokin ailesinin
prototipidir. Cesitli TNF fiyeleri, hiicreye 06zgii farklilasma ve apoptoz kontrolii ile
ilgilenmektedir. En 6nemlisi, TNF-a’nin lenfoid organlarin gelisiminde 6nemli bir rol
oynadigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda, TNF-o, akut veya kronik inflamasyonun yani sira
patojenlere karsi konak¢i savunmada onemli bir diizenleyicidir. Boylece, TNF-a hem
uyarlanabilir hem de dogustan gelen bagisik yanitlarin kilit bir elemanidir (David ve
Schett, 2010). TNF-a, ayrica, diger gesitli sitokinler ve kemokinlerin salgilanmasina neden
olur (Koca vd., 2008).

TNF-a, tiimor hiicrelerine karsi sitotoksisitesinin kesfedilmesinin ardindan 1984
yilinda adlandirilmistir. iki biyoaktif formda bulunur: sirasiyla 26 ve 17 kD’lik molekiil
agirligina sahip transmembran formu (tmTNF-a) ve salgi formu (sTNF-a). Sekretuar TNF-
a, metalloproteaz TNF-a-doniistiiriicii enzim (TACE) tarafindan tmTNF- o’den proteolitik
boliinme ile salinir (Tian vd., 2015; Zhou vd., 2017).

TNF-a, her yerde bulunan bir sitokindir (Tian vd., 2015). TNF-o temel hiicre
kaynagi aktive olan mononiikleer fagositlerden olusmaktadir. Bununla birlikte aktif T
hiicreleri, NK hiicreleri ve mast hiicreleri de TNF kaynagidir. TNF salimin1 makrofajlarda
en gii¢lii uyaran lipopolisakkarit (LPS)’dir. Bunun yani sira, T hiicreleri ve NK hiicreleri
tarafindan tretilen INF-y, LPS ile uyarilmis makrofajlardan TNF salinim miktarim
artirmaktadir. TNF-o’nin temel fonksiyonu nétrofillerin ve monositlerin enfeksiyon
alanina toplanmasini uyarmaktir. Bu uyarim etkisini vaskiiler endotelyal hiicrelerin ve
l16kositlerin fonksiyonlarimi etkileyerek gerceklestirmektedir. TNF, vaskiiler endotelyal
hiicrelerden adezyon molekiillerinin salinimina neden olarak Oncelikle nétrofillerin ve
sonrasinda monosit ve lenfositlerin endotel yiizeyine yapismasini saglamaktadir. Ayrica
endotelyal hiicrelerden ve makrofajlardan kemokin salinimina yol agar. Dolayisiyla 16kosit
kemotaksisini ve enfeksiyon alanina toplanmasini uyarir. Siddetli enfeksiyonlarda,
sistemik diizeyde klinik ve patolojik diizensizliklerin gelismesine yiiksek oranda TNF
iiretimine neden olur. Eger {liretimine neden olan uyari ¢ok giiclii ise TNF kan dolagimina
gecer ve bir endokrin hormonu gibi fonksiyon gosterir (Lee vd., 2011). TNF-a ayrica,

sitotoksisite, farklilagsma, biiylime stimiilasyonu, bagisiklik modiilasyonu ve proinflamatuar
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aktivite, apoptozisle gibi gesitli fizyolojik ve patolojik kosullarla da iliskilidir (Bahcecioglu
vd., 2008).

TNF-o kemik homeostazisinin diizenlenmesinde rol oynar ve osteoblast
farklilasmasini inhibe ederken osteoklastogenezisi aktive eder. Dolayisiyla TNF-a inhibe
edilince kemik olusumunda artma goriiliir (Osta vd., 2014). TNF-a, TNFR1 ve 2 olmak
tizere iki reseptor aracilifiyla etkisini gosterir. TNFR1 kaspaz ve NF-kf gibi aktivator
faktorlerin aktivasyonu yoluyla pro-inflamatuar sitokinlerin, kemokinlerin ve anti-
apoptotik molekiillerin transkripsiyonuyla sonuglanan apoptotik sinyallemeyi baslatarak
osteoklastik farklilagmada rol alir (MacEwan, 2002). RANKL, RANK’a baglandiktan
sonra osteoklast farklilasmasi igin gereken NF-xf3, AP-1 ve NFATcl transkripsiyon
faktorlerinin sentezini aktive eder (Karsenty, 2008). TNF-a, RANKL ile iliskili
osteoklastogenezisi RANK reseptorlerinin ekspresyon seviyesini arttirarak gosterir. Ancak
osteoklastlarin rezorptif aktiviteleri iizerine tam etkilerini IL-1 ile birlikte gosterebilir
(Sekil 1.6) (Zhang vd., 2001).

Progenitér Monositler Farklilasmis Osteoklast

@ Wo— M

Proliferasyon Farklilagsma Fonksiyon
cFms L TRAF6
4
+M-CSF +M-CSF | +RANKL 10|
TNFR1
4
TNF-a

Sekil 1.6. TNF-o’nin osteoklast farklilagsmasi lizerine etkisi (David ve Schett, 2010).
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1.3.1.5. Tip 1 Kollajen

Kollajenler iiclii heliks yapisina sahip fibroz 6zellikte biiylik bir protein ailesidir.
Vertebralardaki total protein miktarinin ylizde otuzu kollajenden olusturmaktadir.
Kollajenlerin ana rolii fibrilleri giiglii sekilde bir arada tutarak omurga yapisini
olusturmaktr. Ancak kollajenler hiicre sinyal yolaklar1 diferansiyasyonu, hareket iletisim
ve apoptozisinde dnemli roller almaktadir. Kollajenler biiyiime faktdrlerine baglanarak
doku tamiri ve rejenerasyonunda goérevler iistlenir (Ferraro vd., 2017).

29 farkli tipi tamimlanan kollajenin en ¢ok bulunan tipi, Tip 1 kollajendir. Fibril
olusturan kollajenler Tip 1-2-3-4-11-24 ve 27°dir. Bunlar kollajen ailesinin yiizde
doksaninit olusturmaktadir. Tip 1 kollajen kemigin ylizde 90’nin1 olusturmakta ve tendon
deri ligament ve korneanin ana yap: tasidir. Gerilme giicii, dondiiriilmeye kars1 sertlik ve
yiiklere karsi dayaniklilik 6zelliklerini vertebraya kazandiran Tip 1 kollajendir (Ferraro
vd., 2017). Kollajen bilinen ilk proteinlerden biri olmasina ve iizerine yapilan ¢alismalar
1940’lara kadar gitmesine ragmen tc¢lii heliks yapiya sahip oldugunun gosterilmesi 1994
yilinda X ray kristalografi sayesinde olmustur. Mikrofibrillerin kismi altigen yapisi,
telopeptidlerin yeri, tropokollajen monomerlerin ¢apraz Kovalent baglanmalari, ancak 2001
yilinda ortaya ¢ikarilmistir ve i¢ yapist hala tam olarak anlagilmamistir (Liu vd., 2015a;
Shoulders ve Raines, 2009). Tip 1 kollajen deri tendon ve kemik gibi kesim sirasinda
kolaylikla ayrilabilen hayvan dokulardan direk elde edilebilir (Ferraro vd., 2016; Liu vd.,
2015a).

Tipl kollajen epitelyal dokular, kartilaj, tendon, kas dokulari, disler ve damar
duvart gibi dokularda bolca bulunabilen memelilerde en fazla blunabilen protein
tirlerinden biridir. Kozmetoloji, doku miihendisliginde ve biometaryel cerrahisinde
kollajenin genis uygulama alanlar1 vardir (Franch vd., 1994; Liu vd., 2015a; Walters ve
Stegemann, 2014). Skolyoz, ehler danlos, osteoporoz, marfan sendromu gibi ¢ok sayida
Tip 1 kollajen fibrillerinden kaynaklanan tibbi durumlar bulunmaktadir. Mesela, ehler
danlos sendromunda kollajen fibrillerinin ¢ap1 genislemistir. Buna ilaveten, molekiillerin
diizenli sekilde dizilip paketlenmesi bozulmustur. Fibrillerin bdyle genis yapida ve farkli
paketlenmis olmasi, yara iyilesmesi ve doku tamirini etkiler. Kollajen fibrillerin olugumu

etraflica arastirilmistir (Kim vd., 2017).
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Kollajen I a2 (COL1A2) geni iki Al zinciri ve bir 02 zinciri igeren i¢lii heliks
yapida olan Tip 1 kollajenin pro-a2 zincirini kodlar. Tip 1 kollajen fibrilden zengin olup
kemik kornea dermis ve tendon gibi ¢ogu bag dokusu pargalarinda fazlaca bulunmaktadir.
COL1A2 normal endotele gore tiimor endotelinde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Bu
bulgu tiimor hiicrelerinde anjiogenez ve desmoplazi olusumunda etkili olabilecegini
gostermektedir. Bunlara ilaveten, COL1A2, medullablastoma ve mide kanseri gibi
timorlerle iliskili oldugu da gosterilmistir (Anderton vd., 2008; Liang vd., 2008; Zhu vd.,
2011).

1.4. MTX Kullanimmin Kemik Dokusu Uzerine Etkileri

Son zamanlarda, kemoterapi ilaglarinin kullanimi sayesinde hayatta kalma oranini
artirmasina ragmen kemikle ilgili yan etkiler 6n plana ¢ikmistir. MTX kullanimi, pediatrik
kanser hastalarinda kemik biiylimesini durdurabilir. Ayrica kemoterapi sonrasi hem
pediatrik hemde yetiskin hastalarda KMY’nda azalma goriilmiistiir (Arikoski vd., 1999;
Hadji vd., 2009; Pfeilschifter ve Diel, 2000). Bununla birlikte, MTX kullanim1 kanser
hastalarinda kirik insidanslarinda artisa ve KMY’ye yol agmakta, buna bagli olusan KMY
de uzun dénemlerde kemikte defektlere neden olmaktadir. Deneysel ortamda, kemoterapi
verilen hayvan modellerinde, kemoterapdtik ajanlar, kemik kiitlesini azaltip ve trabekiiler
kemik yapisini bozarak, kemigin fiziksel dayanikliligint bozmustur (Cegiela vd., 2005).

Bir anti-metabolit olan MTX, kemoterapotik dozlarda, dihidrofolat rediiktaz
inhibisyonu yoluyla RNA/DNA sentezi inhibe eder. MTX tedavisi sonrasinda kemik
olusumu zayiflar ve kemik sentezi (osteokalsin seviyeleri ile gosterilir) ve mineralizasyonu
deprese olur (Halton vd., 1996). Bu sonuglar ¢esitli faktorlerle baglantilidir. Bunlar kemik
hiicrelerinin mekanik strese olan tepkisi, osteoblastlarin depresyonu ve dolasimdaki diisiik
vitamin D3 seviyeleridir (Elliot vd., 2004; Fan vd., 2009; Halton vd., 1996; Xian vd.,
2007). Yapilan bazi galismalar KMY’deki azalmaya kemik sentezinde azalmanin neden
oldugu, ayrica azalmig KMY'nin artmis osteoklast aktivitesinin ve artmis kemik
rezorpsiyonundan kaynaklandigi yikim belirteglerinin artistyla gosterilmistir. Benzer
sekilde ratlarda MTX tedavisinden sonra osteoklastlar artmistir (Fan vd., 2009). MTX'in

siirekli olarak uzun siireli uygulanmasi diisiik doz osteopeni olusturur. Bu muhtemelen
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artmis osteoklast yapimina baghdir. Bu caligmalar MTX kemoterapisinden sonra

rezorpsiyon, osteoklast farklilasmasi ile olabilir (May vd., 1994).

1.5. Mango Ginger (MG)

Cesitli epidemiyolojik ¢alismalarla, fitokimyasallarin insan viicudunda fayda
saglayan biyolojik aktiviteler ile arasinda baglanti oldugu gosterilmistir. Bilimsel
aragtirmalar, daha cok fitokimyasalin dogal bitkisel formlarinin biyolojik etkinligini
desteklemektedir. Bunlar geleneksel tipta uzun siire kullanilmistir. Fitokimyasallar, birkag
grup polifenol (antosiyanin, proantosiyanidin, flavanon, izoflavon, resveratrol ve elagik
asit), besleyici olmayan kimyasal ve diyet bilesenleri ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir.
Baharatlar, aktif fitokimyasal maddelerin deposudur. Curcuma cinsine ait ¢esitli baharatlar,
ilaglarda, kozmetik iiriinlerinde, boyalarda, tatlandiricilarda ve noétrasotiklerde farkli
kullanimlar1 bulunmaktadir. Curcuma longa (zerdegal) ve Zingiber officinale (zencefil)
tizerinde kapsamli ¢aligmalar yapilmis, ancak Curcuma amada (MG), zencefil ailesinin
¢ok kullanilmamug bir sifali bitkisidir (Sekil 1.7) (Gupta vd., 2010; Moon vd., 2010;
Policegoudra vd., 2011). MG’nin taksonomik hiyerarsisi asagidaki gibidir (Policegoudra
vd., 2011) (Tablo 1.1):

Tablo 1.1. MG’nin taksonomik hiyerarsisi

Kingdom Plantae

Super division Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Class Monocotyledonae
Order Zingiberales
Family Zingiberaceae
Genus Curcuma

Species C. amada Roxb.
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Sekil 1.7. MG bitkisi (A), rizomlar (B) ve TS rizomu (C) (Policegoudra vd., 2011)

Curcuma ailesi 80 den fazla tiirli igermekte bu tiirler igerisinde ilag yapiminda ve
baharat olarak kullanilan 6nemli tiirleri vardir (Islam, 2004). Curcuma amada Roxb., daha
cok bilinen ismiyle MG bu grubun 6nemli bir iiyesidir. Bunun zencefil (Zingiber
officinale) ile morfolojik ve filogenetik benzerlik vardir; ancak buna mango (Mangifera
indica) 6nemli bir tat verir. Mangonun aromasi kesiminde yer alan 68 ugucu aroma
arasindaki cis-osimen atfedilir. Ayrica MG’nin kok sapinda esansiyel yag bilesenleri

bulunur (Sekil 1.8) (Policegoudra vd., 2007a; Singh vd., 2003).
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Sekil 1.8. MG nin ugucu bilesenleri (Policegoudra vd., 2011)

MG, karin agrisi, kasinti, cilt hastaliklari, bronsit, astim ve inflamasyon iligkili
hastaliklarda kullamlan bir ilagtir (Warrier vd., 1994). Inflamatuar hastaliklar igerisinde
agizda bulunan inflamasyon lezyonlari, erkek genital sisteminin {ilserazyonlari, uyuz ve bel
agris1 gelmektedir (Policegoudra vd., 2011). Curcuma amadanin etanol ekstrakti,
antifungal aktivite ve genis ¢apli anti-bakteriyal aktivite gdstermektedir (Policegoudra vd.,
2011). Bunlara ilave olarak, seskiterpen dimeri olan “Difurocumenonol” ve bir ikameli
seskuiterpen “amadannulen”, "6 diterpinoidler MG’nin rizomlarindan simdiye kadar izole
edilmis olan (E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial en onemli bilesendir (Sekil 1.9)
(Policegoudra vd., 2007a; Policegoudra vd., 2007b; Sheeja ve Nair, 2012; Singh vd.,
2010).
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Difurocumenonol Amadannulen
OCH,CH4
e W{CW cHo
AR CAMSE SN gy
Amadaldehyde

Sekil 1.9. MG’nin Terpenoidleri (Policegoudra vd., 2007a; Policegoudra vd., 2007b; Policegoudra vd., 2010)

(E)-labda-8(17),12-diene-15,16-dial, Mycobacterium tuberculosis H37Rv susu
BACTEC-460 analizde karsisinda Curcuma amada olarak antitiiberkiiloz aktivitesi
rizomlarmin kloroform ekstraktindan izole edilen yeni bir dialdehittir (Singh vd., 2010).
Bu bilesik, servikal karsinom hiicrelerine karst antifungal bir¢ok Candida tiirlerine karsi
aktivitesi, Aedes aegypti larvalarina karsi mosquitocidal aktivitesi ve sitotoksisite etkisi
oldugu bildirilmistir (Sheeja ve Nair, 2012; Sheeja ve Nair, 2014). Beyin kanseri i¢in,
ozellikle de yiiksek degerde gliomlar i¢in kan-beyin bariyeri nedeniyle ve de kanser
hiicrelerinin ilaca diisiik penetrasyonu nedeniyle kemoterapi secenekleri smirlidir
(Greenlee, 2000; Regina vd., 2001). Kan-beyin bariyerinde olan curcumin, Curcuma longa
(zerdegal) rizomlarindan elde edilen dogal bir polifenol oldugu bildirilmistir (Perry vd.,
2010). Ancak MG’nin antikanser Ozellikleri tizerindeki ¢alismalar sinirlidir. Daha 6nceki
calismalarda MG’den iiretilen siiper kritik CO, ekstraktinin diger tiirlere nazaran kanser
hiicrelerine daha etkili oldugu bulunmustur (Ramachandran vd., 2015). Curcuma
ailesinden MG iiyesi anti-kanser ilaglar igerisinde az arastirilan bir gruptur. Ancak hint
tibbinda ozellikleri arastirilmig bir tiirdiir (Policegoudra vd., 2011). Son zamanlarda, MG

bir siklofosfamid ile birlikte etkili olarak bir sitotoksitede sinerjik anti-kanser etkisi yapar.
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Baz1 ¢alismalarda MG, U-87MG glioblastoma tiimor hiicreleri iistiine olan sitotoksik
etkileri oldugu gosterilmistir (Ramachandran vd., 2015).

Farmakololjik olarak MG insanlar {izerinde baz1 hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Geleneksel olarak deri alerjileri, karin agrilari, hiperkolesterolemide
kullanilmaktadir (Mujumdar vd., 2000; Policegoudra vd., 2011; Pachauri ve Mukherjee,
1970). Ayrica antibakteriyal ve antioksidan aktiviteleride bilinmektedir (Chandrana vd.,
2005).

MG’nin biyolojik aktiviteleri; Biyoaktif bilesiklerin bir deposu olan rizomlar
yaygin bir kullanima sahiptir. MG, aromatik ve kanamay1 durdurcu 6zelliginden dolay1
tibbi olarak kullanilir ve ayrica sindirimi kolaylastirir. Rizomlarla olusturulan macunlar,
geleneksel olarak yaralar, kesikler ve kasint1 iyilesmesi i¢in kullanilmigtir. Rizomlar, mide
icin faydali oldugu gibi karminatif Ozelliklere de sahiptir (Policegoudra vd., 2011;
Srivastava vd., 2006).

Antioksidan aktivite; MG’nin yaprak ve rizomlariin sulu metanol ekstraktinin -
karoten agartma yoOntemiyle antioksidan etkinligi rapor edilmistir (Prakash vd., 2007).
Yaprak ekstresi rizom Oziinden daha aktiftir. Policegoudra ve arkadaslari tarafindan
MG’nin ardigik ekstraktlarin ¢oziiciilerin polaritesinin artmasi ile antioksidan aktivitesi
rapor edilmistir (Policegoudra vd., 2007b). DPPH radikal temizleme aktivitesi, stiperoksit
radikali temizleme aktivitesi, metal selatlama aktivitesi ve lipid peroksidasyon aktivitesi
gibi farkli antioksidan aktivite analizleri rapor etmistir. Polar olmayan ekstreler iyi
derecede lipid peroksidasyon inhibitor aktivitesi gostermistir (Tarwadi ve Agte, 2005).

Antibakteriyel aktivite; MG’nin sulu ve organik solvent ekstraktlart Escherichia
coli, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus'a karsi antibakteriyeldir. Isitilmis sulu
ekstrakt, 1sittlmamis sulu ekstrakt ile karsilastirildiginda yiiksek antibakteriyel aktivite
sergilemistir. Ayrica Chandarana ve arkadaslar1 ¢oziici ekstraktlarin (1,4-dioksan ve
DMF) bakterilere karsi daha az etkili oldugunu belirtmislerdir (Chandarana vd., 2005).
Siddaraju ve Dharmesh (2007) tarafindan MG’nin rizomlarindan serbest ve bagh
fenoliklerin antibakteriyel aktivitesi oldugunu bildirilmistir (Siddaraju ve Dharmesh,
2007). MG’nin hem serbest hem de baglh fenolik fraksiyonlari, H+, K+ -ATPaz aktivitesi
ve Helicobacter pylori biiyiimesinin inhibe edilmesinde etkilidir. MG’nin fenolik
fraksiyonlarinda bulunan sinamik ve ferulik asitler, H+, K+ -ATPaz ve ayrica H. pylori
biiyiime inhibisyonuna 6nemli 6lgiide katkida bulunur. Hekzan, kloroform, etasetat, aseton

ve metanol ekstreleri gibi farkli 6zler, Bacillus cereus, B. subtilis, Micrococcus luteus,
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Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Enterococcus fecalis ve Salmonella
typhi'ye karsi yiiksek oranda antibakteriyeldir (Policegoudra vd., 2007b). Bu ekstreler,
genis yelpazedeki bakterilere karsi antibakteriyel aktivite gostermistir. Kloroform 06z,
diger ekstraktlara kiyasla daha etkili olmustur. Ancak, E. coli, Enterobacter aerogenleri,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis ve Yersinia
enterocolitica, MG ekstraktlarindan herhangi biri tarafindan inhibe edilmemistir
(Policegoudra vd., 2011).

Antifungal aktivite; MG’nin rizomlarindan gelen ugucu yag, dogada antifungaldir
(Singh vd., 2002). Myrcene (% 4,6) ve pinene (% 80.5), genis yelpazedeki mantarlara
(yani Curvularia palliscens, Aspergillus niger, A. terreus, Fusarium moniliforme ve F.
falcatum.) kars1 antifungal aktiviteden sorumlu ugucu yaglarin ana bilesenleridir
(Policegoudra vd., 2011).

Anti-inflamatuar aktivite; MG rizomlarmin etil alkol ekstrakti, albino ratlarda
akut ve kronik uygulamada anti-inflamatuar aktiviteye sahiptir. Ayn1 zamanda Mujumdar
ve arkadaslari, etil alkol ekstraktinda hidroksil, ester, karbonil ve olefini fonksiyonel
gruplarinda kimyasal bilesiklerin varligin1 da bildirmislerdir (Mujumdar vd., 2000). Akut
karragenan ile indiiklenen rat pengesi 6dem modelinde daha yiliksek konsantrasyonlarda
anlamli oldugu bulunmustur (Policegoudra vd., 2011).

Trombosit agregasyonu inhibitor aktivitesi; Etil asetat ve aseton ekstraktinin
trombosit agregasyonu inhibitdr aktivitesinin metanol ekstraktina kiyasla ¢ok yiiksek
oldugu rapor edilmistir (Policegoudra vd., 2011). Etil asetat, aseton ve metanol ekstrelerin
yiiksek trombosit agregasyonu inhibe edici aktivitesi, yiiksek fenolik icerik ile korele ve
konsantrasyona bagl olarak goriinmektedir (Policegoudra vd., 2011).

Sitotoksisite; MG’nin hem normal hem de kanser hiicresi kiiltiirlerine yonelik
heksan, kloroform, etil asetat, aseton ve metanol ekstrelerin sitotoksisitesi rapor edilmistir.
Ekstraktlarin antikanser oOzelliklerinin 1yi bir gostergesi olan tiim ekstreler, normal
hiicrelerle karsilastirildiginda kanser hiicrelerine karst nispeten daha yiiksek toksisite
gostermistir. Test edilen bes ekstrakt arasinda etil asetat ekstresi daha fazla toksisiteye,
ardindan kloroform, heksan, aseton ve metanol ekstraktlarinin sahip oldugu gosterilmistir.
Farkli MG ekstraktlarinin sitotoksisite sonuglari, ekstrelerin normal hiicre hatlarina karsi

daha az toksik oldugunu gostermektedir (Policegoudra vd., 2011).
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Antialerjik aktivite; MG’nin antialerjik formiilasyonlar dahil olmak {izere gesitli
bitkisel preparatlarda kullanildig1 rapor edilmistir (Pushpangadan vd., 2006; Policegoudra
vd., 2011).

Hipotrigliseridemik aktivite; MG ekstraktlarinin hem karaciger sentezi hem de
kan temizlemesinde hipotrigliseridemik aktivitesinin etkili oldugunu gdstermistir. Triton
kaynakli hiperlipidemik ratlarda hipotrigliseridemik aktivite gosterdigi rapor edilmistir
(Srinivasan vd., 2008; Policegoudra vd., 2011).

Enterokinaz inhibitor aktivitesi ve antitiiberkiiler aktivite;, MG ayrica
enterokinaz inhibitdr aktivitesi ve antitiiberkiiloz aktiviteye sahiptir. Labdane-tipi
diterpenoid, labda-8 (17), 12-diene-15,16-dial ve modifiye analoglari antitiiberkiiler
ozelliklere sahiptir (Singh vd., 2010).

Arastirmanin Amaci

Yetiskin ve biiylime cagindaki insanlarda kemoterapinin, kemigin biiylimesini
durdurucu ve KMY’nu azaltici yan etkileri vardir (Arikoski vd., 1999). Cocukluk g¢ag1
kanser kemoterapilerinden sonra akut degisikliklerinin yanisira uzun dénemde KMY’nda
azalma gorilmektedir (Pfeilschifter ve Diel, 2000). MTX, piirin ve timidin sentezinde
kullanilan folati inhibe eden, bundan dolayt DNA/RNA sentezi ve hiicre ¢ogalmasini
bozulmasina yol acan anti-metabolit bir kemoterapétiktir (Xian vd., 2008). Cocukluk ¢agi
kanserlerinde 6zellikle akut lenfoblastik 16semide sikca kullanilan MTX kemik gelisiminde
durmaya ve kemik dansitesinde azalmaya neden olur. Son yillarda, kemoterapétik ajanlarin
fitokimyasallar ile kombine kullaniminin, kemoterapotik tedavinin neden oldugu yan
etkileri en aza indirmede ve kanser hiicrelerinin tedavisinde daha etkili oldugu
bildirilmistir (Liao vd., 2013; Tacyildiz vd., 2010). Bu nedenle, bu c¢alismada,
antiinflamatuar ve antioksidan etkiye sahip, MG’nin MTX ile kombine kullanimin, kemik
hasart ve kemik doku RANKL, OPG, IL-6, TNF-a ve Tip 1 kollajen proteinlerinin

diizeyleri lizerine etkileri arastirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Hayvan Materyali ve Arastirma Gruplar

Bu tez calismasindaki tiim deneyler Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim
Saglik Rehberi Ulusal Enstitiileri kapsaminda ve Firat Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (FUHADEK) onayr alindiktan sonra (Tarih: 12.10.2016, Toplant:
2016/18, Karar No0:169), etik kurallara uygun bir sekilde hayvan refahi ve hayvan
haklarina riayet edilerek yiirtitildii.

Deneylerde kullanilan ratlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi’nden (FUDAM) temin edildi. Bu ¢alismada 28 Sprague-Dawley erkek rat (yas: 8
haftalik, agirlik 200+20 g) 1rki1 kullanildi. Ratlara giinliik 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik
olacak sekilde bir aydinlatma periyodu uygulandi. Ratlar, 22+2 °C sicaklikta, %55+5 nispi
nem bulunan havalandirma sistemine sahip bir ortamda 6zel olarak hazirlanmis ve her giin
altlar1 temizlenen kafeslerde beslendi. Calisma siiresince ratlara standart pelet yem ve su
ad libitum olarak verildi. Hayvanlara verilen standart yemin bilesimi Tablo 2.2’de
gosterilmistir. Laboratuar kosullarima uyum sagladiktan sonra her grupta 7 rat olacak
sekilde 4 grup olusturuldu. Gruplar ile ilgili detayl1 bilgiler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tim ratlar MTX veya serum fizyolojik enjeksiyonlari giinliik deri altindan es
zamanl ve siirekli oral gavajlar ile bir arada verildi. MTX enjeksiyonlar1 0.75 mg/kg
dozunda 8-12. giinler arasinda 5. giin boyunca uygulandi (King vd., 2015). MG
(OmniActive Health Technologies, Inc., Morristown, NJ, ABD) 50 mg/kg dozunda deney
boyunca oral gavaj yoluyla giinde bir kez uygulandi1 (Sahin vd., 2017). Kontrol grubu
ratlara, serum fizyolojik (s.f.) oral gavajla ve subkutan (s.c.) enjeksiyon yoluyla verildi
(Tablo 2.1). Oral gavajla verilen maddelerin miktar1 ratlarin beden agirliklarina bagh

olarak verildi.



Tablo 2.1. Deneysel ¢alisma gruplari

GUN . . .
1.-7. GUN ARASI 8.-12. GUN ARASI 13.-15. GUN ARASI
GRUP
SF (1 cc/ Oral gavaj) SF
KONTROL (1 cc/ Oral gavaj) SF (1 cc/ Oral gavaj)
(s.c.)
MG
MG
MG (50 mg/kg / 1 cc /Oral
_ (50 mg/kg /1 cc/
MG (50 mg/kg /1 cc/ gavaj) )
_ Oral gavaj)
Oral gavaj) SF
(s.c))
MTX
SF
SF (0.75 mg/kg / s.c.) )
MTX ] (1 cc / Oral gavaj)
(1 cc / Oral gavaj) SF
(1 cc/ Oral gavaj)
MTX
MG (0.75 mg/kg / s.c.) MG
MTX+MG (50 mg/kg /1 cc/ MG (50 mg/kg /1 cc/
Oral gavaj) (50 mg/kg /1 cc / Oral Oral gavaj)
gavaj)

Deneysel uygulama 15 giin boyunca stirdiiriildii. Deneysel uygulamanin bittigi giin,

etik yonergelere uygun bicimde dekapite edilerek hedef dokular elde edildi. Kan 6rnekleri

alindiktan hemen sonra +4°C sicaklik 5000 rpm devirde 10 dk siireyle santrifiij edilerek,

serum Ornekleri elde edildi. Doku o6rnekleri analiz edilinceye kadar -80°C’de, derin

dondurucuda muhafaza edilmistir. Ayrica histopatolojik analizler i¢in doku ornekleri de

alinmistir.
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Tablo 2.2. Deney hayvanlarina verilen standart yemin bilesimi

Yem hammaddeleri (%)
Bugday 10
Misir 21
Arpa 14
Kepek 8
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8
E-Kemik unu 4
Melas 4
Tuz 4
*Vitamin Karmasi 1
**Mineral Karmasi 1

*Vitamin karmasi: Deney hayvanlarina verilen yemlerin vitamin karmasinda A, D3, E, K, B1, B2, B6, B12
vitaminleri ile nikotinamid, folik asit, D-biotin ve kolin klorit bulunmaktadir. **Mineral karmasi: Mangan,

demir, ¢inko, bakir, iyot, kobalt, selenyum ve kalsiyumdan olugsmustur.

2.2. Laboratuar Analizleri
2.2.1. Serum Parametreleri Analizi

Deneysel uygulamanin sonuglandig1 giin alinan kan 6rnekleri +4°C sicaklik 5000
rom devirde 10 dk. siireyle santrifiij edilerek, serum ornekleri elde edildi. Kan
serumundaki glikoz, kolesterol, aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT), iire ve kreatin konsantrasyonlar1 Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan
Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali Molekiiler Analiz Laboratuvarinda
bulunan otoanalizor cihazi (Samsung Labgeo PT10, Samsung Electronics Co., Giiney
Kore) kullanilarak belirlendi (Orhan vd., 2017).
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2.2.2. Osteokalsin Diizeylerinin Analizi
2.2.2.1. Enzim Bagh immiin Test Yontemi (ELISA)

Enzim bagli immiin assay [Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)]
metodu; serum, plazma, idrar, tiikiirik, perikard, periton sivisi gibi mayiler ve doku
homojenatlarindan elde edilen siipernatantlardan arastirilan maddelerin spesifik antikor
molekiilleri ile kompleks olusturmalari prensibine dayalidir. Analiz asamasi antijenin tepsi
yiizeyine absorbe edilmesiyle baslamaktadir. Daha sonra antijenin spesifik antikor ile
reaksiyona girmesi ile immiin kompleks olusturulmaktadir. Bu kompleks antikor (primer
antikor) kismindan enzim baglanmig ikinci bir antikor (sekonder antikor) ile reaksiyona
girdirilmektedir. Alkalen fosfataz ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleri bu amag i¢in
yaygin olarak kullanilan enzimlerdir. Renkli iiriin olusturacak sekilde, substrat mevcut
kompleks icerisindeki enzim ile reaksiyona girmektedir. Bu islem sonucunda elde edilen
bu renkli triin kompleksi ELISA sayacinda okutularak konsantrasyon hesaplanir.
Kompetetif ve non-kompetetif (sandvi¢) olmak {izere ELISA yontemi iki sinifa
ayrilmaktadir. Kompetetif yontemde antijen-enzim konjugatlari ile analitler yarigsmaktadir.
Analit konsantrasyonu ile olusan rengin yogunlugu arasindaki iliski ters orantilidir. Non-
kompetetif yontemde ise rengin yogunlugu ile drneklerdeki antijen miktarlar1 arasinda

dogru oranti mevcuttur (Erten, 2016).

2.2.2.2. Osteokalsin Diizeyi Ol¢iimii

Kemik dokusu drneklerine ait osteokalsin analizi i¢in, dondurulmus doku 6rnekleri
(sag tibia), s1v1 azot icinde havan ile ince bir toz haline getirildi. Daha sonra 6rnekler
proteaz inhibitdrleri iceren RIPA tamponu iginde sonikasyon ile ekstre edildi (Intra ve
inter-assay katsayilar1 sirasiyla %3.8 ve %5.5°dir). Elde edilen homojenatlar analizler
yapilincaya kadar —80°C’de saklandi. Kemik dokusu 6rneklerine ait osteokalsin diizeyleri,
Rat Osteokalsin/Kemik gla protein (OT/BGP) ELISA Kiti (YL Biotech Co., Ltd.,
Shanghai, China; Katalog No: YLAO0302RA) kullanilarak tespit edildi. Absorbanslar, Firat
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme Hastaliklar1 Anabilim Dali
Molekiiler Analiz Laboratuvarinda bulunan ELISA sistemi (EIx—800; Bio-Tek Instruments
Inc, Winooski, VT, USA) kullanilarak okundu. Kullanilan reaktifler ve malzemeler Tablo

2.3°de gosterilmistir:
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Tablo 2.3. Kullanilan reaktifler ve malzemeler

Reaktifler Miktar Reaktifler Miktar
Kaplanmis ELISA ‘ Yikama konsantresi
12-Kuyu Tiipleri 20 ml
plakasi (30X)
Standart diliisyon 3ml Talimat 1
Kromojen soliisyon
A 6 ml Miihiir plakasi zar 2
Kromojen soliisyon '
B 6 ml Hermetik canta 1
Streptavidin-HRP 6 ml Stop soliisyonu 6 ml
Biyotinle
Standart soliisyon . . .
0.5ml etiketlenmis anti OT 1ml
(48ng/ml)
/ BGP antikorlar1
Testin yapilisi:

e Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi Tablo 2.4 ve Sekil 2.1°de gosterildigi gibidir:

Tablo 2.4. Tablo ELISA standardlarinin hazirlanmasi

120p1 Orijinal Standard +

24ng/m| Standard No.5 120u1 Standard diliisyonlar
120u1 Standard No.S +
12ng/ml Standard No.4 120p1 Standard diliisyonlar
120p1Standard No.4 +
6ng/m| Standard No.3 120p1 Standard diliisyon
120p1Standard No.3 +
3ng/ml Standard No.2 120p1 Standard diliisyon
120p1Standard No.2 +
1.5ng/ml Standard No.1

120p1 Standard diltisyon
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Stok
standart
L DO D
Tiip Standart S5 S4 S3 S2 S1
ng/ml 48 24 12 6 3 1.5

Sekil 2.1. Standart solusyonun diliisyonu.

e Gerekli serit sayisi, standartlarin eklenmesiyle test edilecek numunelerin sayisina
gore belirlenir.
e Numune enjeksiyonu:
1) Bos kuyulara: Sadece A ve B kloroform ¢ozeltisi ilave edildi.
2) Standart ¢ozelti kuyusuna: 50 pl standart ve 50 ul streptavidin-HRP eklendi.
3) Test edilecek 6rneklerin kuyusuna: 40 ul 6rnek ve sonra tizerine 10 ul OT/BGP
antikorlari, 50ul streptavidin-HRP eklendi.

Tepsinin iistii kapatildi. 1 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi.

e Yikama ¢ozeltisinin hazirlanmasi: Daha sonraki kullanim i¢in yikama
konsantrasyonunu (30X) saf su ile seyreltildi.

e Yikama iglemi: Her kuyucuk yikama soliisyonu kullanilarak 5 defa yikandi.

e Renk gelisimi: Her kuyucuga dnce 50ul kromojen ¢ozeltisi A ilave edildi ve daha
sonra her kuyucuga 50ul kromojen ¢6ziim B eklendi. Renk gelisimi igin 151k
gormeyen bir alanda 37 © C de 10 dakika inkiibe edildi.

e Durdurma: Reaksiyonu durdurmak i¢in her oyuga 50ul durdurma ¢ozeltisi eklendi.

e Stop soliisyonu eklendikten sonra yaklasik 10 dakika igerisinde ELISA okuyucusu
(El—800; Bio-Tek Instruments Inc, Winooski, VT, USA) ile 450 nm dalga boyunda
okuma gerceklestirildi. Her kuyucugun absorbans degeri saptandi ve ng/mL
cinsinden hesaplandi. Bulunan degerler arasindaki farklar kaydedilerek

degerlendirildi.
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2.2.3. Kemik Mineral Yogunlugu Analizi

Osteoporoz tanisinda KMY 0l¢limii ¢ok dnemli bir aragtir. Kullanilan teknolojiye
bagl olarak, KMY testi, kalca, omurga veya el bileginden kemik yogunlugunu olgen,
agrisiz ve non-invaziv bir yontemdir. Diinya Saglik Orgiitiiniin 1994 yilindaki osteoporoz
tanisini ortaya koyan yayini halen gegerli olup, dual x-151n1 enerji absorbsiyometri (DEXA)
cihazi kullanilarak olgiillen KMY degerleri tiim diinyada altin standart olarak kabul
edilmektedir. KMY 6l¢iimlerinin dayandigi T skoru, kisinin ol¢limlerinin ayni cinsten
saglikli geng¢ yetiskinlerin maksimum kemik Kkitlesinin altinda veya iistiinde oldugunu
belirten standart sapmayi ifade eder (Who Study Group, 1994).

Calismanmizda, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Niikleer Tip Anabilim Dali
laboratuvarinda, akut MTX kemoterapisi alan ratlarin tibia ve femur doku 6rneklerinin
KMY’s1 ¢ift enerjili X-1s1n1 absorpsiometrisi (Lunar Corp., Madison, WI, USA) ile
Olculdii.

2.2.4. RANKL, OPG, IL-6, TNF-a ve Tip 1 Kollajen Proteinlerinin Western Blot ile
Analizi

Kemik dokusuna ait 6rnekler homojenize edilerek homojenatlarin igerdigi toplam
protein miktarlar1 hesaplandi. Sodyum dodesil stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ve Western blot analizi ile RANKL, OPG, IL-6, TNF-a ve Tip 1 kollajen

proteinlerinin diizeyleri belirlendi.

2.2.4.1. Kemik Dokusuna Ait Orneklerinin Homojenizasyonu

Derin dondurucuda -80°C’de muhafaza edilen dondurulmus kemik dokular: soguk
zincire bagh kalacak sekilde kas dokusundan armndirilmis olarak kullanildi. Herhangi bir
islem yapilmadan 6nce dokuyu temizlemek igin soguk PBS ile 2 kez yikandi. Daha sonra
kemik dokusu sivi azot (77 K, -196°C veya -320°F) icinde aninda donduruldu ve
laboratuvar havan1 yardimiyla ince bir toz haline gelinceye kadar ezildi. Bu islemden sonra
tiim grup tUyelerini temsil edecek sekilde toz haline getirilmis kemik Ornekleri tartildi.
Daha sonra agirligt 1/6 (w/v) olacak sekilde radyoimmiinopresipitasyon assay buffer
(RIPA buffer) (10 mM Tris-HCI (pH=7.4), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM NaF, %0.1
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SDS, %0.5 sodyum deoksikolat, %1 Triton-X 100 yada %1 NP-40, 1 mM fenil metil
stilfonil florid (PMSF), 1 png / mL aprotinin, 1 pg / mL leupeptin, 1 pg / mL pepstatin
(alternatif olarak proteaz inhibitor kokteyli kullanilabilir)) (Ngoka, 2008; Bao vd., 2015)
1.5 ml’lik ependorf tiipler igerisine ilave edilerek vortex’lendi. Bu islemi takiben tiim
ornekler 120 sn (30sn sonikasyon-15sn dinlenme-30sn sonikasyon-15sn dinlenme-30sn
sonikasyon) olacak sekilde sonikasyon islemi yapildi. Proteinlerin, proteaz aktivitesi ile
bozulmalarin1 engellemek amaciyla homojenizasyon islemleri esnasinda tiim islemler buz
igerisinde yapilmistir. Ayrica vizkositeyi azaltmak icin lizis soliisyonuna niikleaz (5 U/ml)
eklendi. Homojenatlar sogutmali santrifiijde +4°C’de 60 dakika siireyle 15.000 rpm’de
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra protein igeren kisim olan siipernatant bagka bir
tiipe aktarilir. Kati olan pellet kismi saklandi. Alinan kemik dokusuna ait siipernatant
orneklerin igerisine esit hacimde sample buffer (%10 SDS, 5 ml 0.5 M Tris (pH 6.8),
%35’lik Gliserol, %25 B-Merkoptoetonol, %0.05 Bromophenol blue, 3.245 ml dH,0)
ilavesi yapildiktan sonra vortekslendi. Daha sonra 6nceden 1sitilmis 100°C su banyosunda
5 dakika bekletilerek Orneklerdeki proteinler denatiire edildi. Elde edilen ornekler
mikrosantrifiij tiiplere alinarak SDS-PAGE ve Western blot analizleri i¢in —80°C’de

saklandi.

2.2.4.2. Total Protein Miktarinin Spektrofotometrik Analizi

Orneklere ait homojenatlarin igerdigi toplam protein miktar1 Lowry (1951) metodu ile
belirlenmistir. Alkali ortamda bakir iyonu (Cu*? proteinlerdeki peptid baglar1 ile bir
kompleks olusturur. Ayrica Cu*’e indirgenir. Indirgenmis bakir ve proteinlerin yan
zincirinde yer alan Tyr, Trp ve Cys aminoasitleri Folin reaktifini indirgeyerek renk
olusumuna sebep olur. Olusan rengin siddeti protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir
ve 600 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢tiliirler. Her bir tiipe bu amagla; 0, 20, 40, 60,
80, 100 pl BSA, 2 ml alkali bakir ve 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu islemden
sonra her tiipe 0.2 ml Folin eklendi ve vortex edildi. Oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi
ve 600 nm dalga boyunda her numunenin absorbansi belirlenerek standart olarak kullanilan
bir kalibrasyon egrisi olusturuldu. Hata paymi minimuma indirmek i¢in standartlarm ve
orneklerin  spektrofotometrik  analizleri  iki  tekrarli  olarak  gergeklestirildi.
Spektrofotometrik analiz i¢in her bir kemik homojenatindan 75 ul alindi ve 975 ul dH,0

seyreltilerek tizerlerine alkali bakir ¢ozeltisi ilave edildi. Oda sicakliginda 10 dakika
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inkiibasyonu takiben her bir 6rnege Folin belirteci eklenerek 30 dakika inkiibasyona
birakildi ve bu siirenin sonunda 600 nm dalga boyunda spektrofotometrede (OPTIMA, SP
3000, Tokyo, JAPAN) okundu. Spektrofotometre sonuglari regresyon yontemi araciligiyla

degerlendirilerek, her bir kemik homojenatindaki toplam protein miktar1 hesaplandi.

2.2.4.3. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
proteinlerin  safliinin  kontrolii ve molekiil agirliklarinin  saptanmasi amaciyla
kulanilmaktadir. Yikli molekiilleri elektrik alan varliginda molekiiler kiitlelerine gore
ayiran analitik bir metottur. Bu teknikte molekiillerin hareketi; molekiillerin yiikiine,
boyutuna, bi¢imine, kimyasal igerige ve uygulanan -elektriksel alana baghdir. Jel
elektroforezi en yaygin olarak kullanilan protein elektroforez yontemidir. SDS-PAGE
sisteminde akrilamid monomerlerinden yararlanilir ve amonyum persiilfat (APS) gibi bir
serbest radikal ile tetrametilendiamin (TEMED) gibi stabilizatorii saglayici ortamda
akrilamid monomerleri uzun zincirler olusturacak sekilde polimerlesmektedir. Daha sonra
olusan bu uzun zincirler arasinda yanal baglantilar olusarak jel meydana gelmektedir. SDS-
PAGE analizinde jelin yapisinda yer alan sodyum dodesilsiilfat (SDS) deterjanin
bulunmas1 ile proteinler kendilerini olusturan monomer alt birimlerine ayrilmaktadir ve
boylece protein agregasyonu Onlenmektedir. SDS molekiillerine baglanan denatiire
polipeptidler negatif yiik kazanirlar. Ayrica SDS baglantili polipeptid kompleksleri,
molekiil agirliklarina bagl olarak jel igerisinde hareket ederler. Hareket eden molekiillerin
agirliklari; ayni jel tizerinde bulunan bir standartla kargilagtirilarak tespit edilir. Mutasyon
gecirmis veya cesitli olumsuz ¢evre faktorleri sonucunda canli organizmanin bir kisim
proteinlerinden normale gore parca kopmasi veya parga ilavesi ya da bazi proteinlerin
yeterince sentezlenmemesi gibi 6zellikler bu jel sistemi araciligiyla tespit edilirler. Protein
molekiillerinin hareketi kendi net yiiklerine zit yiik tasiyan giic kaynagindan gelen elektrik
akimina gore negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutuba dogru olur. Incelenecek protein
molekiilleri sayet 15-45 kDa araligina karsilik ediyorsa akrilamidin konsantrasyonu %15,
45 kDa’dan yukari ise akrilamidin konsantrasyonu %10 veya daha asag1 disiiriiliir. Diger
bir ifade ile molekiiliin agirlig: arttikca akrilamidin konsantrasyonu diistiriiliir. Akrilamid

konsantrasyonunun artisi, jel icerisindeki ara bosluklarin daha sik olmasina sebep
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olmaktadir. Dolayisiyla protein molekiillerinin hareket hizi da azalmaktadir (Bao vd.,

2015; Laemmli, 1970, Sahin vd., 2018).

2.2.4.4. SDS-PAGE Analizleri

Laemmli (1970) tarafindan gelistirilen prosediire gore hazirlanan SDS-PAGE ile
kemik dokularina ait protein drnekleri incelenmistir.

Jel olusturmak i¢in uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek
tizere 10 ml’lik ayirma (Resolving (%12°1ik; 3.35ml dH,O, 2.5ml 1.5 M Tris (pH 6.8),
100ul %10 SDS, 4ml Akrilamid (bis %30), 75ul APS, 15ul TEMED)) jel solusyonu
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karigtirildi ve uygun bir otomatik pipet
yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset haline getirilen iki cam levha arasina
aktarild. 1ki cam levha arasma (0.75 mm kalinhiginda jel cam aparatlar) jel ilave edilirken
ist kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (=<1cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset
seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 15 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Bu islemden
sonra iki cam levhanin st kismina Ornek sayisina uygun sayida dise sahip tarak
yerlestirildi. Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli (Stacking
(%4; 6.1ml dH,0, 2.5ml 0.5 M Tris (pH 6.8), 100ul %10 SDS, 1.3ml Akrilamid (bis %30),
60ul APS, 12ul TEMED)) 10 mlP’ye kadar hazirlandi. Daha sonra hazirlanan bu jel
solusyonu 1yice karistirlldi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla, jel kasetine
yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki camin en {ist
seviyesine kadar tamamlandi ve yiikleme jeli ¢ok ¢abuk polimerize oldugundan islemlerin
kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 10-15 dakika oda sicakliginda bekletilerek
polimerlesme saglandi ve tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden c¢ikarildi. Bu islem
sirasinda jel de meydana gelen ve 6rneklerin birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat
edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi.

Protein ¢oziicii solusyonu; (%10 SDS, 5 ml 0.5 M Tris (pH 6.8), %5’lik Gliserol,
%25 B-Merkoptoetonol, %0.05 Bromophenol blue, 3.245 ml dH,O seklinde hazirlandi.
Yaklagik olarak 300 pl olarak alinan her bir protein Ornegine esit oranda ¢oziicl
solusyondan ilave edildi ve iyice karistirildi. Tarak diginin genisligine bagli olarak,
hazirlanan karisimdan 20 ul kadar transfer edildi ve tank igerisine yeterli miktarda tank

solusyonu ilave edildi. Gii¢ kaynagindan once diisiik bir voltajla (150 V) 20 mA’lik akim
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elektroforeze verildi. 30 dakika sonra voltaj degeri 40 mA yiikseltildi (180-200 V). Ciplak
gozle izlenilebilen mavi boya bandi jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.
Elektroferez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden ayrilarak,
aradaki jel ¢ikarildi. Elde edilen jelin stacking kismi kesilip atildi ve bantlasmanin

gergeklestigi resolving jel kismi, calismanin blotlama agamasini yapmak {izere hazirlandi.

2.2.4.5. Western Blot Analizleri

Western blot prosediirii; elektroforez islemiyle poliakrilamid jelde goc¢ ettirilen
proteinlerin (elektrik yiik farki prensibiyle), horizontal olarak nitroseliiloz membrana
transferi ve membrandaki proteinlerin immiinolojik metotlarla (antijen-antikor)
gosterilmesidir. Sahin ve arkadaslarina (2018) gore western blot islemi yapildi:

Calisilan orneklerdeki proteinler blotlama yapilmadan once elektriksel ortamda
poliakrilamid jel tizerinde gog ettirilmektedir. SDS-PAGE’de proteinlerin elektroforezleri
gerceklestirilmektedir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden 4 asamada
gerceklestirilir. Bu asamalardan ilki jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membrana aktarimi
(blotlama), ikincisi spesifik olmayan reaksiyonlar1 engellemek igin nitroseliilloz
membranda protein baglanmamis bdolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama),
iclinciisii 0zgiil antikorlarla tepkime ve en son asamada ise proteinlerin goriintiilenme
agsamalandir.

Nitroseliiloz membrana transferi sirasinda jel ile nitroseliiloz membran kars1 karsiya
getirilmekte ve bunlar filtre kagitlar1 arasina yerlestirilmektedir. Jelin biyikligi ile
orantili olarak belirli bir siire elektrik akimi uygulanip proteinlerin transferi
saglanmaktadir. Nitroseliiloz membranin 6zgiil olmayan proteinlerle bloklanmasinda
albumin tercih edilmektedir. Spesifik antikorlar olarak monoklonal ya da poliklonal
antikorlar kullanilabilir. Monoklonal antikorlarin kullanimi, yalnizca tek bir epitopa 6zgiil
olmalar1 ve c¢ok gii¢lii immiinokimyasal kopriiler olusturmalarindan dolayr avantaj
saglamaktadir. Bu nedenle, monoklonal antikorlar antijene spesifik bir baglanma gosterir.
Ancak, calisilan proteinler arasinda benzer epitop bolgeleri bulunmakta ise capraz
reaksiyonlar sonucunda yalanci pozitiflikler ortaya ¢ikabilmektedir. Poliklonal antikorlarin
kullanilmast durumunda ayni nedenden dolay1 sekillenen yalanci pozitiflik ihtimalinin
daha fazla oldugu bilinmektedir. Monoklonal antikorlarin western blotta kullaniminin en

onemli dezavantaji, SDS-PAGE ve blotlama esnasinda polipeptid yapilardaki epitoplarin
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ortadan kaldirilmasidir. Belirlenmeye caligilan epitopun ortadan kaldirilmasi durumunda
ise monoklonal antikor-epitop baglanmasi sekillenemez. Bu nedenden dolayr monoklonal
antikor kullanildiginda, poliklonal antikorla calisilmasimma kiyasla, yalanci negatiflik
thtimali artmaktadir.

Ozgiil antikorlarda genellikle radyoaktif izotoplar veya enzimler raportér madde
olarak kullanilmaktadir. Alkalen fosfataz ve peroksidaz enzimleri enzim olarak tercih
edilmektedir. Bu enzimlerin substratlari ve kromojen maddeleri birbirinden farklidir. Son
yillarda enzimle isaretlemede, testin duyarliligini arttirmak amaciyla peroksidazla isaretli
avidin biyotin sisteminin kullanimi yayginlagmistir. Kullanilan kromojenlerin en énemli
ozelligi ¢oziinmeyen renkli iirlinler olusturmalaridir. Jeldeki proteinlerin nitroseliilloz
membrana (Schleicher and Schuell, Inc., USA), aktarimi (blotlama) i¢in, SDS-PAGE
tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak iizere alindi. Nitroselilloz membrana
transferin gerceklestirilmesi i¢in poliakrilamid jel ile nitroselilloz membran yiizeyleri
arasinda bosluk kalmayacak bicimde kars1 karsiya getirildi ve bunlar filtre kagitlariyla
sartlmis bir sekilde blotlama diizenegine yerlestirilerek tampon solusyonuyla doyuruldu.
Sogutulmus tampon solusyonuyla doldurulmus tanka yerlestirilen diizenek igerisine buz
akiileri ve manyetik karistiricilar eklenerek islem boyunca ortamin soguk olmasi saglandi
ve bu islemden sonra diizenege 90 dakika boyunca, 250 mA elektrik akimi uygulandi. Bu
sekilde proteinlerin transferi saglanmig oldu.

Spesifik olmayan reaksiyonlari engellemek i¢in nitroselilloz membranda protein
baglanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (bloklama) icin, blotlama islemi
bittikten sonra petri kutularina aliman nitroseliiloz membranlar tampon solusyonla
[NaH2PO4.2H,0 (0.025 M), Na;HPO4.12H,0 (0.075 M), NaCl (1.45 M)], calkalayici
tizerinde 5 kez 5 dakika olacak sekilde yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar, 100 mM
NaCl, 20 mM Na,HPO,4, 20 mM NaH,PO, (pH: 7.2) tamponunda %1°lik, BSA (taze sigir
serum albumini) ile 37°C’de 90 dakika bloklandi (Bowing serum albiimini hazirlanmasi: 5
gr Albumin fraction, PBS ile 100 ml ye tamamlandi ve manyetik karistiricida ¢oziilmesi
gerceklestikten sonra + 4°C’de bekletildi). Daha sonra yikama yapilmadan primer antikor
ile muamele islemine gegildi. Ozgiil antikorlarla tepkime isleminde primer antikorlar
olarak; RANKL, OPG, IL-6, TNF-a ve Tip 1 kollajen antikorlar1 kullanildi. Primer
antikorlar 1:1000 oraninda %0.05 oraninda Tween—20 bulunan tamponda hazirlanarak
kullanildi. Primer antikorlar1 ile +4°C’de, nitroseliilloz membranlar gece boyunca

inkiibasyona birakild1.
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Daha sonraki asamada, nitroselilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon
sollisyonuyla yikandi. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra nitroseliiloz membranlar
%0.05 oraninda Tween-20 bulanan tamponda 1:1000 oraninda hazirlanan, peroksidazla
konjuge edilmis goat-anti-rabbit immiinoglobulinle 37°C’de 90 dakika siireyle
inkiibasyona birakildi. Sonraki agamada nitroselilloz membranlar 5 kez 5 dakika tampon
solusyonuyla yikandi. Bantlarin goriintiilenmesi icin 1 M Tris (pH: 7.4) tamponunda
%0.03-0.05 oraninda hazirlanmis diaminobenzidin (DAB) soliisyonu kullanildi. DAB
soliisyonunun igerisine eklenen 80 ul H,O; reaksiyon sonucu nitroseliilloz membranlar
tizerindeki bantlar kisa bir siire sonra goriiniir hale geldi. 5-10 dakikalik bir reaksiyon
stiresi sonunda DAB’la renklendirilen bantlar net olarak goriildiikten sonra nitroseliiloz
membranlar iyice dH,O ile yikandi. Nitroseliilloz membranlar iyice kurutulduktan sonra,
bantlarin rélatif yogunluklar1 analiz edilmek iizere alindi. Bantlarin rolatif yogunluklari
Image Analyses System (Image J; National Institute of Health, Bethesda, USA) yazilim

programi kullanilarak analiz edildi.

2.2.5. Kemik Histopatolojisi

Her bir deney hayvanindan alinan kemik 6rneklerinin metafiz [uzun kemigin bir
bolgesi (tibia ve femur)] iginde meydana gelen yapisal ve hiicresel degisiklikleri aragtirmak
icin), tibia ve femur 6rnekleri 24 saat siireyle %10 formalinde fikse edilmistir. Ardindan
immiinokal ¢ozeltide kalsifikasyona orta hat boyunca uzunlamasina yariya boliinmeden
once iki hafta boyunca isleme tabi tutuldu ve parafin gdomme islemi i¢in islendi. Bu
islemden sonra 4 um kalinlia sahip kesitler elde edildi, Superfrost ™ slaytlara (Thermo
Fisher Scientific Australia, Scoresby, VIC, Avustralya) monte edildi ve tartrat dayanikli
alkalin fosfataz (TRAP) (osteoklastlar i¢in bir markor) ve hematoksilin ile boyanarak bir
151k mikroskopu yardimiyla incelendi. Kemik yapisi tizerindeki tedavi etkilerini incelemek
icin, trabekiiler kalinlik, damar sayis1 (intratrabekiiler alan) ve osteoklast sayisi

tanimlandig gibi 6l¢iildii (King vd., 2015).
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2.3. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiksel analizinde GraphPad Prism yazilimi kullanildi (PRISM 6,
GraphPad Software Inc., LaJolla, CA). Veriler, ortalama standart hata (=SEM) belirlenerek
verildi. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak gruplar karsilastirildi. Post hoc
analizinde Tukey testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik P <0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. SERUM PARAMETRELERI

Kontrol, MG, MTX ve MTX+MG gruplarinda serum glikoz, kolesterol, ALT, AST,
tire ve kreatin diizeyleri Tablo 3.1’de gosterilmistir. Tablodan da goriilecegi tizere, glikoz
ve kolesterol degerleri agisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir (P
>(.05). MTX uygulamasi ile AST (P <0.0001) ve ALT (P <0.0001) aktiviteleri ile tire (P
<0.005) ve kreatin (P <0.001) diizeylerinde artis tespit edilmistir. AST diizeyleri
incelendiginde, MTX grubunun (316.80+7.49 U/L), kontrol grubuna (104.00+8.54 U/L)
gore yaklagik 3 kat daha yiiksek oldugu belirlenmistir (P <0.001). MTX grubu ile
karsilagtirildiginda MTX+MG grubu (209.00+5.15 U/L) AST aktivitesi yaklasik 1.5 katlik
bir diisiis gostermistir (P <0.001). Kontrol grubu ile MG (98.20+6.18 U/L) arasinda
yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (P >0.05).
MTX+MG grubunda AST degerleri MTX gore daha diisiik olmakla birlikte, kontrol ve
MG grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (P <0.001). ALT aktiviteleri ise
MTX grubunun (227.80+6.73 U/L), kontrol grubuna (56.40+4.85 U/L) gore 4 katlik bir
artig oldugu gosterilmistir (P <0.001). MTX grubu ile karsilagtirildiginda MTX+MG grubu
(176.60+4.23 U/L) ALT aktiviteleri yaklasik 1.3 katlik bir diisiis gostermistir (P <0.001).
Kontrol grubu ile MG (58.20+£3.89 U/L) arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (P >0.05). MTX+MG grubunda AST
aktiviteleri MTX’e gore daha diisiik, kontrol ve MG grubuna gore anlamli derecede yiiksek
diizeyde oldugu goriilmiistiir (P <0.001).

Tablo 3.1. Serum parametre 6l¢iimlerinin sonuglari

Kontrol MG MTX MTX + MG --P--
Glikoz, mg/dL 119.20+6.13 | 109.25+6.64 113.00+4.20 97.00+10.57 0.210
Kolesterol, mg/dL | 84.80+5.70 79.00+6.12 93.80+4.83 83.20+5.43 0.324
AST, U/L 104.00+8.54° | 98.20+£6.18° | 316.80+7.49° | 209.00+5.15 0.0001
ALT, U/L 56.40+4.85° | 58.20+3.89° | 227.80£6.73% | 176.60+4.23" 0.0001
Ure, mg/dL 25.54+1.08" | 24.05+8.47° 44.96+1.77° 32.74+1.84%® 0.005
Kreatin, mg/dL 1.59+0.07° 1.58+0.07° 1.87+0.012 1.64+0.02° 0.001

Ayni satirda farkli harfi tagiyan gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0.05)




3.2. Osteokalsin ve Kemik Mineral Yogunlugu Diizeyleri

Kemik dokusu osteokalsin diizeyleri Sekil 3.1°de verilmigtir. Osteokalsin
diizeylerine goére gruplar arasinda anlamli fark bulunmustur (P <0.0001). Kontrol grubu ile
MTX grubu karsilastirildiginda, MTX grubunda osteokalsin diizeyinde %50 oraninda bir
azalma goriilmistir (P <0.001). Ancak, MTX+MG grubu arasinda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (P >0.05). MG verilen grup ile MTX+MG verilen grup arasinda
istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmus (P <0.05) ve MTX+MG grubunun osteokalsin
seviyesi %15 oraninda bir azalma gostermisti. MG grubu ile MTX grubunun
karsilagtirmasinda ise anlamli bir fark saptanmig (P <0.001) ve osteokalsin diizeyleri
yaklagik %55 oraninda bir azalma gostermistir. MTX ile MTX+MG gruplarinin istatiksel
degerlendirmesinde ise anlamli bir fark bulunmus (P <0.01), bu farkin MTX+MG grubu

lehine bir degisim goriilmiistiir ve %60 oraninda artis gdstermistir.
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Sekil 3.1. Osteokalsin diizeyleri. a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
6nemlidir (P <0.05)

Akut MTX kemoterapisi alan ratlarda tibia’nin KMY diizeyleri Sekil 3.2°de
sunulmustur. MTX enjekte edilen ratlarda tibia KMY diizeyleri incelendiginde (Sekil 3.2)
kontrol grubu ile MTX grubu arasinda anlamli bir farklilik belirlenmistir (P <0.05). MTX
grubunda KMY diizeylerinde istatiksel olarak anlamli bir azalis gdzlenmistir. MTX grubu
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ile MTX+MG grubu arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (P >0.05). MTX grubu tibia
KMY, MG grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir azalig gézlenmistir (P <0.05).
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Sekil 3.2. Tibia KMY diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (P <0.05)]

MTX ile indiiklenen ratlarda; MG katkisinin femur KMY’sine yonelik degisim
grafigi Sekil 3.3’de gosterilmistir. Femur KMY diizeyleri arasindaki degisimin yer aldig
Sekil 3.3’e gore biitiin gruplar arasinda 6nemli diizeyde bir fark oldugu goriilmiistiir (P
<0.0001). MTX grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda MTX grubunda anlamli bir azalis
oldugu saptanmistir (P <0.001). MTX grubu ile MTX+MG grubu karsilagtirildiginda
MTX+MG gurubunda anlamli bir artig tespit edilmistir (P <0.01). Kontrol grubu ile diger
gruplar karsilastirildiginda anlamli bir degisim go6zlemlenmezken (P >0.05), MTX
grubunda anlamli bir azalis tespit edilmistir (P <0.001).
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Sekil 3.3. Femur KMY diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan
onemlidir (P <0.05)]

3.3. Kemik Dokusunda RANKL, OPG, IL-6, TNF-a ve Tip 1 Kollajen Proteinlerinin

Diizeyleri

Bu c¢alismada, akut MTX kemoterapisi alan ratlarda MG’nin osteoklastogenez ve
kemik hasar1 lizerine etkileri arastirtlmistir. Bu amagla kemik dokusunda RANKL, OPG,
IL-6, TNF-o ve Tip 1 kollajen proteinlerinin diizeyleri Western blot metodu kullanilarak

analiz edilmistir.

3.3.1. RANKL Diizeyleri

Kemik dokusu RANKL proteini diizeyleri Sekil 3.4’de gosterilmistir. RANKL
proteini diizeyleri bakimindan gruplar arasinda onemli farkliliklar tespit edilmistir (P
<0.0001). MTX grubu RANKL protein diizeyi, kontrol grubuna gore %58’lik bir artig
gostermistir (P <0.001). MTX grubu ile karsilastirildiginda MTX+MG grubu RANKL
protein diizeyinlerinde %19 oraninda bir azalma goériilmiistiir (P <0.01). Kontrol grubu ile
MG grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (P >0.05).
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Sekil 3.4. Kemik dokusu RANKL diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P <0.05)]

3.3.2. OPG diizeyleri

Kemik dokusu OPG diizeyleri incelendiginde gruplar arasinda 6nemli farkliliklar
tespit edilmistir (Sekil 3.5) (P <0.0001). MTX grubu OPG protein diizeyi, kontrol grubuna
gore %50 oraninda bir azalma goriilmistiir (P <0.001). MTX grubu ile karsilastirildiginda
MTX+MG grubu OPG proteini diizeyinde anlamli bir artig géstermistir (P <0.05). Kontrol
grubu ile MG grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik tespit edilmedi (P >0.05).
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Sekil 3.5. Kemik dokusu OPG diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P <0.05)]

3.3.3. IL-6 Diizeyleri

Kemik dokusu IL-6 protein diizeyleri Sekil 3.6’da gosterilmistir. IL-6 diizeyleri
bakimindan gruplar arasinda 6nemli bir farklilik tespit edilmistir (P <0.0001). MTX grubu
IL-6 protein diizeyi, kontrol grubuna gore %55 oraninda bir artis géstermistir (P <0.001).
MTX grubu ile karsilastirildiginda MG grubu IL-6 protein diizeyinde %55°1ik bir azalig
oldugu gortilmistiir (P <0.001). MTX grubu ile karsilastirildiginda MTX+MG grubu IL-6
protein diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edilmistir (P <0.05). Kontrol
grubu ile MG grubu arasinda yapilan karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik g6zlenmemistir (P >0.05). Kontrol grubu ile MTX+MG grubu IL-6 protein diizeyi
arasinda yapilan karsilagtirmada yaklasik olarak %52 oraninda bir artis gostermistir (P

<0.001).
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Sekil 3.6. Kemik dokusu IL-6 diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan dnemlidir (P <0.05)]

3.3.4. TNF-a Diizeyleri

Kemik dokusu TNF-a protein diizeyleri incelendiginde; MTX grubu TNF-a protein
diizeyi, kontrol grubuna gore %54 oraninda bir artis gostermistir (Sekil 3.7) (P <0.001).
MTX grubu ile karsilastirildiginda MTX+MG grubu TNF-a proteini diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik tespit edilmis (P <0.01) ve TNF-a proteini diizeyinde %30
oraninda bir azalma gostermistir. Kontrol grubu ile MG grubu arasinda yapilan

karsilastirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (P >0.05).
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Sekil 3.7. Kemik dokusu TNF-a diizeyleri [a-c: farkli harf tagiyan gruplar arasindaki farklilik istatistiksel
bakimdan 6nemlidir (P <0.05)]

3.3.5. Tip 1 Kollajen Diizeyleri

Kemik dokusu Tip 1 kollajen proteini diizeyleri incelendiginde; MTX grubu Tip 1
kollajen protein diizeyi, kontrol grubuna gére anlamli bir farklilik géstermistir (Sekil 3.8)
(P <0.05) ve Tip 1 kollajen protein diizeyi yaklasik olarak %40 oraninda bir azalma
gostermistir. MTX grubu ile karsilastirildiginda MTX+MG grubu Tip 1 kollajen protein
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermistir (P <0.05). Kontrol grubu ile
MG grubu arasinda yapilan karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gostermemistir (P >0.05).
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Sekil 3.8. Kemik dokusu Tip 1 Kollajen diizeyleri [a-c: farkli harf tasiyan gruplar arasindaki farklilik
istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.05)]

3.4.  Histopatolojik Bulgular

MTX grubundaki ratlarin kemik dokularinda kontrol grubundakilere gore, kemik
trabekiillerinde belirgin bir incelme, intratrabekiiler alandaki damar sayisinda ve osteoklast
sayisinda belirgin bir artis gozlenmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10). MTX+MG verilen grupta
ise kontrol grubuna gore, kemik trabekiillerinde orta derecede incelme, damar ve osteoklast
sayisinda orta derecede bir artis olmustur (Sekil 3.9, Sekil 3.10). MTX+MG verilen grup
ille MTX grubu kiyaslandiginda, kemik trabekiillerindeki kalinlik belirgin bir artis
goriilmiisken, intratrabekiiler alandaki damar sayisinda ve osteoklast sayisininda azaldig

goriilmiistiir (Sekil 3.9, Sekil 3.10).
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Sekil 3.9. MTX ile tedavi edilen ratlarda MG'nin histopatolojik parametreler iizerindeki etkileri. A:
Trabekiiler kalinlik; B: Osteoklast sayisi; C: Damar sayisi (Intratrabekiiler alan) [a-c: farkli harf tagiyan
gruplar arasindaki farklilik istatistiksel bakimdan 6nemlidir (P <0.05)]
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Sekil 3.10. Gruplarin kemik histopatolojik gériiniimleri: A. Kontrol grubu: Kemik trabekiillerinde (1) ve
intratrabekiiler alanlarin normal histolojik gériniimii (H&E, x200); B. MG grubu: Kemik trabekiilleri (1) ve
intratrabekiiler alanda normal histolojik gdriniimii (H&E, x200); C. MTX grubu: Kemik trabekiillerinde
belirgin incelme ve osteoklast sayisinda artig (1) (H&E, x200); D. MTX grubunun osteoklast olusumu:
Kemik trabekiileri (# ) etrafinda osteoklast artis1 (1) (H&E, x400); E. MTX+MG grubu: MTX grubuna gore
Kemik trabekiillerinde kalinlagsma ve osteoklast sayisinda azalma (H&E, x200).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada, MTX kemoterapisi alan ratlarda MG’nin serum glikoz, kolesterol,
AST, ALT, iire ve kreatin diizeyleri, kemik osteokalsin, KMY, RANKL, OPG, IL-6, TNF-
a ve Tip 1 kollajen proteinlerinin diizeyleri iizerine olan etkileri arastirilmistir. MTX
verilen hayvanlarin serum AST ve ALT aktiviteleri ile iire ve Kreatinin diizeyleri diger
gruplara gore belirgin bir sekilde artmis, MTX+MG grubunda ise bu degerler azalmistir.
Kemik osteokalsin ve KMY (tibia ve femur) diizeylerine bakildiginda kontrol grubu ile
MTX grubu arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir. MTX gruplar ile kontrol
gruplar1 kiyaslandiginda, RANKL, IL-6 ile TNF-a protein diizeylerinin arttigi, OPG ve Tip
1 Kkollajen protein diizeylerinin azaldigi belirlenmistir. MTX gruplar1 ile MTX+MG
gruplart karsilagtirhdiginda ise, RANKL, IL-6 ve TNF-a protein diizeylerinde anlamli bir
azalis gozlemlenirken, OPG ve Tip 1 kollajen protein diizeylerinde anlamli bir artig
gozlemlenmistir. MTX alan grupta osteoklast hiicrelerinin arttigi, MTX+MG grubunda ise
belirgin bir sekilde azaldig: tespit edilmistir. MG’nin MTX’in olusturdugu olumsuz etkileri
azalttig1 ve tedavi siirecini destekleyici yonde etkileri oldugu bu ¢alisma sonucunda elde
edilmistir.

Kemoterapi, 16semi ve solid tiimorlerde ilk etapta disiiniilen tedavi segenegidir
(Corrie, 2008; Verweij ve de Jonge, 2000). Ancak, deneysel aragtirmalar, MTX
kullaniminin kemik biiyiimesini engelledigi (Pfeilschifter ve Diel, 2000; Cavalcanti vd.,
2014; King vd., 2015), metafiz kiitlesini azalttigi, kemik iliginde yag dokusu olusumunu
artirdig@1 (Fan vd., 2009), osteoklast aktivitesini artirdigi (Fan vd., 2009; King vd., 2012) ve
kondrosit profilerasyonunu bozup apoptozisi uyardigi bilinmektedir (Georgiou vd., 2012c;
Xian vd., 2007). MTX kemige olan toksik etkisini hem kemik iligi hiicrelerine hem de
kemigin yapisal hiicrelerinde direkt olarak gosterebilmektedir (Georgiou vd., 2015; Lee
vd., 2017; Xian vd., 2007; Xian vd., 2008). Ayrica, MTX serbest oksijen radikalleri
tireterek lipit peroksidasyonun yiikselmesine neden olur ve bu serbest radikaller
mitokondrinin fonksiyonunun bozulmasina ve apoptozis olusmasina yol acar (Barbier vd.,
2010; Fan vd., 2014; Jahovic vd., 2003; Jahovic vd., 2004; Miyazono vd., 2004). Bazi
caligmalar da yaslanma ve kemoterapi iligkili kemik kaybinda oksidatif stresin potansiyel
olarak rol oynadig: ifade edilmistir. Oksidatif stresin NF-kB aktivasyonu ile osteoblast
farklilagsmasini inhibe ettigi gosterilmistir (Tiligada vd., 2006; Zhang vd., 2011; Fan vd.,
2014).
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Son yillarda, kemoterapinin yan etkilerini azaltmak i¢in fitokimyasallar iizerinde
¢ok sayida arastirma yapilmistir (Georgiou vd., 2012a; Tacyildiz vd., 2010; King vd.,
2015; Liao, Apaya ve Shyur, 2013; Lee vd., 2017). Baz1 ¢alismalar, fitokimyasallarin,
kemik mineralizasyonunu artirarak kemik kiitlesinin stimiilasyonunu destekledigini
gostermistir (Georgiou vd., 2012a; Holzer vd., 2003; King vd., 2015; Lee vd., 2017).
Zingiberaceae ailesinin bir {iyesi olan Curcuma amada Roxb., rizomunda ham mango
benzeri aromasi nedeniyle genellikle MG olarak bilinen bir fitokimyasal igerir. MG ¢esitli
rahatsizliklar igin farmakolojik dneme sahiptir (Jatoi vd.,2007). MG, diiiretik ve antipiretik
aktivitelerinin yaninda antioksidan, antihiperglisemik, antihiperkolesterolemik, anti-
bakteriyel, anti-lilser, anti-fungal, antikanser, inflamasyon ile ilgili genlerin
downregiilasyonu, hiicre proliferasyonu ve apoptozis stimiilasyonu gibi ¢ok sayida
biyolojik aktiviteye sahiptir (Jatoi vd.,2007; Mujumdar vd., 2000; Policegoudra, Aradhya
ve Singh, 2011; Ramachandran vd., 2017; Srinivasan vd., 2008; Singh vd., 2012).

MTX’in kemoterapoétik etkilerinin yanisira, karaciger, bobrek ve kemik iligi tizerine
ciddi yan etkileri vardir (Armagan vd.,2015). Yapilan ¢aligmalar, MTX’in serbest oksijen
radikallerinin artisiyla hepatotoksisiteye neden oldugunu gostermektedir (Ali vd., 2014;
Armagan vd., 2015). Reaktif oksijen radikallerinin asir1 {iretimi sonucunda serum AST,
ALT ve ALP diizeylerinde artis meydana gelmistir (Ali vd., 2017). Mehrzadi ve
arkadaslarinin (2018) c¢alismalarinda ise 20 mg/kg dozluk MTX verilmesinin serum AST,
ALT ve ALP aktivitelerini artirdigi goriilmiistiir. Dahasi ratlara tedaviden 6nce 10 giin
boyunca 100 mg/kg berberin verilmesi MTX hepatotoksisitesini hafifletebilmektedir.
Ayrica, MTX+berberin ve berberin (100 mg/kg) verilen ratlarda AST, ALT ve ALP
aktivitelerinin azaldig1 goriilmektedir (Mehrzadi vd., 2018). Tarafimizdan yiiriitilen bu
calismada, akut MTX kemoterapisi verilen ratlarin serum 6rneklerindeki ALT ve AST
aktivitelerinde kontrol grubuna gore artis oldugu goriilmistir. MTX+MG grubunda ise
ALT ve AST aktivitelerinde azalma gortilmistiir (Tablo 3.1). Bazi ¢alismalar, MTX aracili
nefrotoksisiteyi, antioksidan tedavinin azalttigim1 gostermistir (Lin vd., 2017). Bu
caligmada da MTX verilen ratlarda iire ve kreatin seviyelerinin kontrol grubuna gore arttigi
ve MG grubunda ise azaldig tespit edilmistir (Tablo 3.1).

Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve kalsiyum varliginda
hidroksiapatite baglanarak kemik matriksine dahil olur ve plazma i¢indeki konsantrasyonu,
kemik olusum hizi ile koreledir (Sahin vd., 2007). Yapilan ¢alismalarda, metafizdeki

osteoblastojenik transkripsiyon faktorleri Runx2 ve Osx (Osterix)’in yani sira spesifik
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kemik olusum marker1 olan osteokalsinin, MTX ile tedavi edilen ratlarda kontrol grubuna
kiyasla arttig1 gortilmistiir (Georgiou vd., 2012c; Lee vd., 2017; Xian vd., 2007). Lee ve
arkadaglar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismalarinda, resveratrol tedavisi alan grubun osteogenetik
faktor (Runx2, Osx ve osteokalsin) diizeylerinin kontrol grubuyla ayni oldugunu ve bir
overekspresyon olmadigini saptamiglardir. Ayni arastiricilar, MTX+Resveratrol ile tedavi
edilen ratlarda osteogenezis faktorlerinde asir1 yiiksek bir ekspresyon tespit etmemislerdir.
Nadhanan ve arkadaslar1 (2014), balik yaginin (FO) osteokalsin diizeylerinde kismi bir
artisa neden oldugunu belirlemekle beraber MTX+FO grubunda MTX grubuna kiyasla
istatistiksel acidan bir fark tespit edilmemislerdir. Ote yandan folinik asit (FA) kontrol
grupla karsilagtirildiginda osteokalsin diizeylerinde herhangi bir degisiklik yapmadigi
halde MTX+FA grubunda MTX grubuna kiyasla osteokalsin diizeylerinde anlaml1 bir artig
oldugu gorilmiistir (Nadhanan vd., 2014). Bu arastirmada ise osteokalsin diizeyinin
kontrol grubuna gére MTX grubunda bir diisiis gosterdigi, ancak MTX+MG grubunda
MTX grubuna gore ise artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.1).

Tarafimizdan yiiriitiilen bu calismada, MTX ile birlikte MG kullanilmasinin KMY
yogunlugunu arttirdig tespit edilmistir. Diger bir deyisle, MG tedavisinin ratlarda MTX'in
neden oldugu kemik kaybina karst koruyucu 6zellikte oldugunu gostermistir (Sekil 3.2 ve
Sekil 3.3). Bu durum, osteoklastlarin sitokin salimimi ile farklilasmasini ve
proliferasyonuna neden olan oksidatif stresi indiikleyen MTX'e bagli kemik kaybinin
onlenebilmesi igin pozitif bir sonug olarak ifade edilebilir. Ancak, MTX ile birlikte MG
kullaniminin KMY {izerine etkileri ile daha 6nce yapilmis caligmalara rastlanilmamistir.
MG, anti-inflamatuar etkisini NF-xB, TNF-o ve Nrf2 iizerinden oksidatif stres
inflamasyon diizeyini azaltarak gosterebilir (Policegoudra vd., 2007a; Sahin vd., 2017).
Ayrica, Lean ve arkadaslari, oksidatif stresin de TNF-a ekspresyonunu indiikleyerek
KMY'yi azaltabilecegini bildirmislerdir (Lean vd., 2005). Kanserli hastalarda
kemoterapinin KMY’yi azalttig1 bilinmektedir. Hayvan model calismalarinda bu yan
etkinin baslica nedeni degismis kemik remodellingidir (Georgiou vd., 2012¢; King vd.,
2012). Fan ve arkadaslar1t (2009), disik dozda MTX uygulamasinin kemik
deformasyonuna neden olmadigini rapor etmislerdir (Fan vd., 2009). Liu ve arkadaslar
(2015Db) ise diisiik doz MTX tedavisinin saglikli ratlarda kemik yikimi ile birlikte kemik
yapimini da artirdigini, sonug olarak da KMY’de bir azalma yaptigin1 ortaya koymuslardir.
Ancak femur analizlerinde kontrol grubuna gore kemik niteliklerinde dnemli degisiklikler

olmadig1 ortaya ¢ikmistir (Liu, vd., 2015b). Calismamizda da benzer sonuglar
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gozlemlenmistir. Kontrol grubuna gére MTX alan ratlarda KMY’nin hem tibia hem de
femur da azaldigi saptanmistir. MTX+MG alan ratlarda ise femur KMY diizeylerinin
kontrole yaklastigi goriilmiistiir. Ancak tibiada O©nemli bir degisiklik olmadig
belirlenmistir (Sekil 3.2 ve Sekil 3.3).

Daha once yapilan calismalarda, MG'nin DPPH radikal siipiiriicii, stiperoksit
radikali temizleme ve lipid peroksidasyon inhibitorii faaliyeti gosterdigini bildirilmistir
(Singh vd., 2003; King vd., 2015; Lee vd., 2017). Ayrica, MG'nin, kas laktatini, oksidatif
stresi azalttig1 ve ratlarda kas antioksidan aktivitesini arttirdigi bulunmustur (Sahin vd.,
2017). Bunun yaninda, MG benzeri etki gosteren bazi fitokimyasallarin pozitif etki
gosterdigi belirlenmistir (King vd., 2015; Lee vd., 2017). Omegin, MTX’in kemik
hiicreleri tizerine etkilerini inceleyen bazi ¢alismalarda MG gibi antioksidan ve
antiinflamatuar etkili olan genisteinin, MTX nedenli kemik hasarlarinda kemik yapimini
hizlandirict ve kemik yikimini azaltic etkileri gosterilmistir (Marini vd., 2007; Marini vd.,
2008a; Marini vd., 2008b; Morabito vd., 2002; King vd., 2012; King vd., 2015). Onceki
caligmalar, TNF-0, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler, biiylime ve transkripsiyon faktorleri gibi
coklu mekanizmalarin kemik rezorpsiyonu ve yogunlugu {izerinde etkili oldugunu
gostermistir (Raisz, 2005). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, egzersiz yapan ratlarda
MG desteginin Nrf2, HO-1 ve NF-kB sinyalizasyonunu engelledigini ve egzersiz
kapasitesini gelistirdigi bildirilmistir (Sahin vd., 2017). Buna ek olarak, NF-«B ligandinin
bir reseptor aktivatorii olan RANKL, kemik rezorbsiyondan sorumludur (Boyle vd., 2003).
Niikleer faktor kappa-B ligandi (RANKL) osteoblastlar ve osteositler tarafindan salgilanir
ve osteoklastlar ve osteoklast dnciileri iizerinde eksprese edilen niikleer faktor kappa-B'nin
(RANK) reseptor aktivatoriine baglanarak osteoklastlarin farklilagsmasini ve aktivitesini
diizenler. Osteoprotegerin (OPG) RANKL'm RANK ile etkilesimini baglayip inhibe
edebilen ¢oziinebilir bir reseptordiir (Bayliss vd., 2012; Rachner vd., 2018). Daha 6nceki
calismalar, MTX’in kanda ve kemikte osteoklast yogunlugunu artirdigini gostermistir
(King vd., 2012; Xian vd., 2007). Yapilan bir caligmada, ratlara resveratrol verilmesi ile
RANKL/OPG orant ve IL-1'in ekspresyon seviyelerinin azaldigi belirlenmistir. Bu
bulgular osteoklastojenik faktdrlerin osteoklast olusumunu arttirmada Onemli rolii
oldugunu ve MTX kemoterapisinin alinmasinin ardindan agir1 kemik rezorpsiyonuna neden
oldugunu diisiindiirmektedir. Ote yandan, MTX kemoterapisi sirasinda resveratrol
uygulanmasiyla, hem RANKL hem de OPG transkripsiyon aktivitelerinde dengeli bir artis
ortaya ¢ikmig ve boylece MTX kemoterapisinin yan etkilerini azaltarak RANKL/OPG
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oranini kontrol seviyelerine dondirmistir (He vd., 2010; Lee vd., 2017). Mevcut
caligmamizda da, MTX verilen rat gruplarinda kontrol gruplarina gére, RANKL, IL-6 ile
TNF-o’nin protein diizeyleri agisindan bir artig goriliirken (Sekil 3.4, Sekil 3.6 ve Sekil
3.7), OPG protein diizeylerinde ise azalma belirlenmistir (Sekil 3.5). MTX ile birlikte MG
verilen gruplarin yalniz MTX verilen gruplara gére, RANKL, IL-6 ve TNF-a protein
diizeylerinde bir azalis tespit edilmis (Sekil 3.4, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7), ancak OPG protein
diizeylerinde ise bir artis tespit edilmistir (Sekil 3.5). Yapilan bir c¢alismada MTX
uygulanan ratlarda muhtemel kemik olusum mekanizmasinin, yliksek hidrojen peroksit ve
lipit peroksidasyonu ve azaltilmis antioksidan enzim aktiviteleri ile tiretilen oksidatif strese
bagli olarak etkilendigini gostermistir (Hussan vd., 2012).

Tip 1 kollajen, kemik ekstraseliiler matriksinin en 6nemli bilesenlerinden biridir ve
kemik kollajenin yaklasik %95’ini ve toplam kemik proteinlerinin yaklasik %80’ini temsil
eder (Russo vd., 2017). Yapilan bir ¢alismada, MTX'in ardisik dozlarinin, tedavi edilen
ratlarin biiyiime plakasindaki kollajen-1l mRNA ekspresyonunu azalttigi gosterilse de,
uzun vadeli MTX alan ratlarda 6nemli 6l¢iide baskilanmadigini ortaya koymustur (Fan
vd.,2012). Nabai ve arkadaglarinin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada, MTX tedavisinin Tip 1
kollajeni onemli Olgiide azalttigi goriilmiistir (Nabai vd., 2015). Bu c¢alismalarin
sonuclariyla mevcut calismamizin sonuglari benzerlik gostermektedir. MTX verilen
gruplarda kontrol grubuna gore Tip 1 kollajen de azalma meydana gelmistir. MTX+MG
grubunda ise Tip 1 kollajen diizeyinde artig gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.8).

MTX kemik matriksinin, osteoblastlarin ve tibial metafizyal trabekiiler kemik
hacminin azalmasina neden olarak kemik gelisimini etkileyebilir ve trabekiiler kemik
yiizeyinde osteoklast yogunlugunu arttirabilir (Cavalcanti vd., 2014; Fan vd., 2009; May
vd., 1996; Xian vd., 2007). Yapilan ¢alismalarda, MTX’in ilk dozunun verilmesini takip
eden giinlerde kemik kiitlesinde belirgin bir azalma ve trabekiiler yapida hasar oldugu ve
ardindan tedavi ile kontrol seviyelerine geldigi belirlenmistir (Xian vd., 2007; Xian vd.,
2008). Holzer ve arkadaglar1 (2003), yiiksek doz MTX tedavisinin, kemik rezorpsiyonunda
artts ve osteopeniye neden olabilecegini ve bunun da kirik olasiligini artirabilecegini
bildirmislerdir (Holzer vd., 2003). Lee ve arkadaslar1 (2017) yaptiklari ¢alismalarinda 1
mg/kg resveratrol vererek MTX nedenli kemik patolojilerinin azaldigini belirlemislerdir
(Lee vd., 2017). Lee ve arkadaglarimin (2017) c¢alismalari sonucunda resveratrol
molekiiliinin MTX nedenli kemik bulgularin1 gerilettigi ve normal kemik gelisimine

katkida bulundugunu belirlemislerdir (Lee vd., 2017). Bir baska ¢alismada da MTX,
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kemik hacminde bir azalma meydana getirmis; fakat trabekiil yapist ve kemik mimarisinde
bir degisiklik olusturamamistir. Bazi ¢aligmalarda genistein vermenin kemik kiitlesini ve
mimarisini etkiledigi gosterilse de (Bitto vd., 2008; Bitto vd., 2009; Fanti vd., 1998) King
arkadaglarinin (2015) yaptiklar1 ¢alismalarinda, genistein verilen grupta, kontrol ratlarina
gore kemik hacminde ve trabekiil yapisina etki etmedigi belirlenmistir. Calismamizda
histopatolojik agidan MG’nin olumlu etkileri oldugu gorilmistir. MTX alan grupta
osteoklast hiicrelerinin arttigi, MTX+MG grubunda ise belirgin bir sekilde azaldigi
gozlemlenmistir (Sekil 3.9, Sekil 3.10). King ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar
calismalarinda MTX’in kemik hiicrelerinin toplam yogunlugunu degistirmedigini, ancak
kemik yilizeyinde osteoklast yogunlugunu arttirdigini belirlemigler. Genisteini (kontrol
grubuna gore) tek ve birlikte vermek, hiicre yogunlugunu etkilemedigi; fakat osteoklast
yogunlugu sadece MTX verilen gruba gore belirgin olarak azalmis oldugu bulunmustur
(King vd., 2015). Bu histolojik sonuglar benzer sekilde mevcut ¢alismamizda diger
sonuglart ile tutarlidir. MTX trabekiiler kalinlikta azalmaya sebep olup kemikteki
osteoklast ve intratrabekiiler alan sayisimi artirmigtir (Sekil 3.9, Sekil 3.10). Bununla
birlikte, mevcut bulgular MG'nin muhtemelen inflamasyonu azaltarak ve oksidatif stresi

artirarak MTX toksisitesine kars1 koruyucu etkisini dogrulamaktadir (Sahin vd., 2017).

Sonug olarak; MTX’e maruz kalan deney hayvanlarina uygulanan MG’nin; serum
AST, ALT, iire ve kreatinin diizeylerini diger gruplara gore belirgin bir sekilde azalttigi,
buna karsilik kemik dokusunda osteokalsin ve KMY’nu (tibia ve femur) ise arttirdig
belirlenmistir. Ayrica, MG tedavisi ile RANKL, IL-6 ve TNF-a diizeylerinin azaldigi,
OPG ve Tip 1 kollajen seviyelerinin arttigi, MTX kaynakli kemik dokusu hasar1 tizerindeki
negatif etkilerinin azaldig1 ortaya konmustur. MG’nin kemik hasarlari {izerinde olumlu
etkileri tespit edildiginden MTX kemoterapisi kaynakli kemik kayb1 {izerine iyilestirici
etkileri oldugu, bilimsel birikime katki saglayacagi ve sonraki akademik g¢alismalara 151k

tutacag diisiintilebilir.
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