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OZET

Vitamin D3 kemik mineralizasyonunu, osteoblastik aktiviteyi ve longitudinal
kemik bliylimesini arttiran bir biiytime faktoriidir. Bu ¢alismada radyoterapi (RT)
oncesinde uygulanan vitamin D3’iin, RT’ye bagh epifiz hasarin1 azaltic1 etkisinin olup
olmadig1 hayvan modelinde arastiriimistir.

Calismada her biri 7 adet, 6 haftalik Sprague-Dawley tiirti erkek ratlar dort gruba
ayrilmigtir: Birinci grubu kontrol hayvanlari, {iglincli grubu vitamin D3 kontrol grubu
olusturmustur. Ikinci ve dordiincii gruptaki ratlarm sol distal femur ve proksimal tibia
bolgesine 24 Gy (8 Gy/giin) RT uygulanmistir. Sag bacak korunarak kontrol olarak
degerlendirmeye alindi. Dordiincti gruptaki ratlara RT’den bir glin 6nce intramiiskiiler
(1.m.) 50000 IU/kg vitamin D3 ve ikinci gruptaki ratlara yalnizca i.m. 50000 IU/kg vitamin
D3 uygulandi. Kemik biiytimesi tedaviden 6 hafta sonra toplam bacak, femur ve tibia
uzunluguna gore hesaplanmustir.

Yalnizca RT %56.2 £ %6.7 toplam bacakta biiytime kaybina ve %12.7 = %1,3
toplam bacak uzunluk farkina neden oldu. RT + vitamin D3 tedavisi verilen grupta toplam
bacak biiylime kayb1 ve toplam bacak uzunluk farki sirasiyla %28.5 + %5.6 ve %4.4 +
%3.03 degerlerindeydi. Bu farklar yalnizca RT grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamlidir (p=0.001, her biri igin).

Sonug olarak bu c¢alisma vitamin D3’tin RT ye bagh epifiz plagi hasarin1 6nemli

Olcilide azaltabilecegini gostemektedir.

Anahtar kelimeler: Vitamin D3, radyoterapi, rat, epifiz hasari, radyoprotektan.
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ABSTRACT

Role of Vitamin D3 in Prevention of Radiotherapy-Induced Epiphyseal Injury

Vitamin D3 is a growth factor improving bone mineralization, and regulating
osteoblastic activity and longitudinal bone growth. In this study, impact of vitamin D3
supplementation administered prior to fractionated RT in reducing RT-induced epiphyseal
injury is investigated.

Six week old male Sprague-Dawley rats were enrolled to one of the four groups:
Group 1 was assigned as control group (n=7); Group 2 received fractionated RT alone;
Group 3 received 50000 IU/kg i.m. vitamin D3 injection alone; and Group 4 received
50000 IU/kg i.m. vitamin D3 injection prior to fractionated RT. Fractionated RT in the
irradiated groups was delivered to distal femur and proximal tibia in the left legs of each
rats to a total dose of 24 Gy in 3 fractions with the contralateral right leg as the non-
irradiated control. Vitamin D3 injection in Group 3 was performed on the day before the
RT. Bone growth was calculated according to the lengths of femur, tibia and total leg
measured on the radiographs taken at the time and 6 weeks after the delivery of RT.

RT resulted in a mean percent overall limb growth loss of 56.2% =+ 6.7% and a
mean percent overall limb discrepancy of 12.7% + 1.3%. Administration of 50000 IU/kg
i.m. vitamin D3 before RT reduced the mean percent overall limb growth loss and the
mean percent overall limb discrepancy to 28.5% + 5.6% and 4.4% + 3.3%, respectively.
These values were significantly different compared with the groups receiving irradiation
alone (P=0.001 for each).

In conclusion, these result demonstrated the potential for vitamin D3 administered

before fractionated RT to significantly reduce the RT-induced epiphyseal injury.

Key words: Vitamin D3, radiotherapy, rat, epiphyseal injury, radioprotection.

11



ICINDEKILER

Sayfa no:
TESEKKUR ...ttt ettt ettt sttt et neenbeeneesneenseeneens i
OZET .ottt s ii
INGILIZCE OZET ....cvoiiiitieieintiee ettt ii
ICINDEKILER ..ottt iv
SEKILLER ve TABLOLAR LISTESI ..o, vi
KISALTMALAR LISTESI ..o, vii
1. GIRIS VE AMAC ..ot 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
2.1. Normal Kemik Dokusu Ve GElISIMI ......c.veeevveeeiiiieciiieeiieeeiee e 3
2.1.1. Periyost ve ENdOStEUIM ........cccuiiiiiiiieeiieeeiie et 4
2.1.2. KemiK TUILETT .o 4
2.1.3. Kemik HUCTEIETT ....couviiiiiieiiieiieie et 6
2.1.4. Kemigin Yapilanmasit (Modelling) .........ccceeeiriiieniiiniiieniiiiieiecceee e 8
2.1.5. Kemigin Yeniden Yapilanmasi (Remodeling) .........c.ccceceeveeieniencnencnne 12
2.2. Radyasyonun Kemik Doku Uzerine EtKileri ..............cococovevereeeeeeeeeeeennn. 14
2.3. Radyasyon Hasarinin Onlenmesi...............cccoovruevieruerecesreeneeseieesseeeseeesesaenans 18
2.4. Radyoterapiye bagli epifiz hasarin1 6nlemeyi amaglayan ¢alismalar .................. 22
2.5 VIAMIN D i 23
2.5.1. Klasik D vitamini Duyarli Dokular ............ccccooovieiiiniiiiiiiciieeceee 27
2.5.1.1. BagirsaKIar.......cccoooiuiiiiiiiiieieceee e 27
2.5.1.2. ISKelet SIStEMU. .......cuevveveececeeeeeeeeeeeeee e 29
2.5.1.3. Paratiroid Bezler. .........ccooiiiiiiiiiiiie 33
2.5.1.4, BODICK. ..ottt e 33
2.5.2. Vitamin D’nin Klasik Olmayan Etkileri............cccoooeviiiiiiiniiiiiiicees 33
2.5.2.1. Vitamin D ve Kanser ........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiicciceeeee 33
2.5.2.2. Vitamin D ve KemoteropOtiKIer. .........cccceevviiiriiieniiienieeeieenee, 34
2.5.2.3. Vitamin D ve Radyoterapi. .......ccccceceevieiiniininiiniciieicnieneene 34
2.5.2.4. Vitamin D ve Immun Sistem. ..............ccooevveereveveiieeeereceeee . 35
3. GEREC Ve YONTEMLER ........cootiioiieteieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
3.1. Calisma gruplart Ve deNCY ........cceecuieriiiiiieiieeiieeie ettt ettt et 36
3.2. Bacak uzunluklarinin SIgUIMESI.........ccovuiiiiiiieciieceiie e 37

v



3.3. Kemik biiylimesinin degerlendirilmesi...........cccoovieiiieniiniiiinieiiieieceeee 38

3.4, IStAtiStIKSE] ANALIZ..........cvevveieiceeeeeceeeeee e 38
C SONUGLAR ..ttt et ettt et st ae et e saeebeeneesne e e e 39
4.1. Gergek uzunluk OIGUMIETI.......eiiiiiiiiiiie et 40
4.2. Fraksiyone RT sonrast biiylime Kayb1 ........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiecce e 40
4.3. Ortalama yiizde toplam bacak uzunluk farki analizi ...............ccccveeeiiiiiierennnnn, 41
4 4. Tyilestirilmis biiytime kayb1 analizZi..............ococoevoveieveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 41
CTARTISMA ettt st ettt sttt e 42
. SONUC VE ONERILER .......cocoiuiiiiiieieeeeeeeeeeee e 46
CKAYNAKLAR ettt sttt ettt ne e 47



SEKILLER ve TABLOLAR LIiSTESI

Sayfa No:

Sekil 2.1.2.  Kompakt ve siingerimsi kemigin sematik gorintim.............ccoeeveeveennnennn. 6
Sekil 2.1.4a. Kikirdak model tizerinde bir uzun kemigin meydana gelisi...................... 10
Sekil 2.1.4b. Tipik biiytime plagi yapisi ve vaskiiler beslenmesi.........c.cccccvveerveeernneennns 12
Sekil 2.2. Kemikte radyasyona bagli hasar patogenezindeki gelisen

Dir dizi OlaYIar....ccvieiiiiiieiece e 18
Sekil 2.5.  Vitamin D2 ve D3’tin molekiiler yapist ........cccoeeeeeiiiiieniieieniecieeeeee, 24
Sekil 2.5.1.2a D vitamini metabolizmasi ve 1,25 (OH)2D’nin, kalsiyum,

fosfor ve kemik metabolizmasi tizerinde cesitli biyolojik etkileri . ........ 28
Sekil 2.5.1.2b Kondrositlerde genomik 1,25(OH)2D sinyalinin direkt rolii ................... 31
Sekil 3.2.  Dijital goriintii tizerinde bacak uzunluklarinin 6l¢tilmesi ..........ccccevveneee. 37

Sekil 4.2.  Tedavi grubuna gore normal femur, tibia ve toplam bacakta biiytimede

ylizde azalma olarak radyasyona bagli biiytime kaybi ..........cccccccvvveeneennne. 40

Sekil 4.3.  Tedavi grubuna gére normal femur, tibia ve toplam bacakta biiyiimede
yiizde azalma olarak radyasyona bagli bacak uzunluk farki ........................ 41
Tablo 2.1.5. Kemik formasyonunu ve rezorpsiyonunu etkileyen faktorler................... 14
Tablo 2.2.  Tedavi parametreleri: Tolerans dozlart ...........cccoecveeviieniiiiiienieeieeiieee, 15

Tablo 4. Her bir grup i¢in kilo artis1 ve femur, tibia ve

toplam bacak bliylime VETIleri .......cc.ceevviieiiieeiiieeiee e 39

vi



ALP:
GB:
BKY:
BUFY:
DBP:

7 DHC:
DVYE:

IGF:
IL:
[BKY:
Lm.

L.p.

KT:
OBH:
OPG:
PGE:
PTH:
PTHrP:
RANK:
RANKL:
RT:
TD:
TGF-B:
TNF-a:
TR:
VEGF:
VDR:

KISALTMALAR LIiSTESI

Alkalen fosfataz

Gergek biiytime

Biiytime kaybi yiizdesi

Bacak uzunluk farklilik yiizdesi
D vitamini baglayic1 protein

7 Dehidrokolesterol

D vitamini yanit elemanlari
Endotel hiicresi

Gray

Centigray

Uluslararasi birim

Insiilin benzeri bityiime faktorii
Interlokin

Iyilestirilmis biiyiime kaybi yiizdesi
Intramiiskiiler

Intraperitoneal

Kemoterapi

Osteoblast benzeri hiicre
Osteoprotogerin

Prostoglandin E

Paratiroid hormon

Paratiroid hormon iligkili protein
NFkB reseptor aktivatorii

NFkB ligand reseptor aktivatori
Radyoterapi
Tolerans doz

Transforme edici biiyiime faktorii beta
Tiumor nekroz faktor alfa
Terapotik oran

Vaskiiler endotel biiylime faktori

Vitamin D reseptorii

vil



1.GIRiS

Cocukluk c¢ag1 kanserlerinde, c¢oklu ilag tedavi ilkelerinin gelismesi, operasyon
tekniklerinin ve RT’ nin iyilesmesi ve sag kalimdaki gelismeler daha fazla sayida kanserli
cocugun erigkin yasa ulasmasina neden olmaktadir. Buna bagl olarak yasam siiresi uzamis
kisilerde hastaligin kendisine ve tedavisine bagl gec etkilerle karsilasilmaya baglanmistir.
Cocukluk c¢aginda iskelet ve yumusak doku sarkomlart i¢in etkili bir tedavi olan RT,
radyasyona bagli epifiz plagiin hasarina bagl olarak iskelet sisteminde sekil bozuklugu,
kisalik ve asimetri gibi kemik biiyiimesi tizerinde olumsuz etkiye neden olabilir ve bu da
giivenli olarak uygulanabilecek radyasyon miktarini sinirlandirabilir.

Kanser tedavisinin basarisi terapotik oran ile iligkilidir. Terapotik oran, timor
hiicrelerinde antitiimor etki olusturan dozun, normal dokuda ayni miktarda hasar yaratan
doza oranimi ifade eder. Terapotik orani iki sekilde artirmak miimkiindiir: a) Timor
hiicrelerinin tedaviye duyarliligini artirmak, b) Normal dokular tizerindeki olumsuz etkiyi
azaltmak.

RT’nin epifiz plag: tizerinde olusturdugu hasar1 azaltmak icin doz fraksinasyonu,
hiperfraksinasyon ve radyoprotektan ajan kullanimi Onerilen stratejilerdir. Yapilan
caligmalar hiperfraksinasyonun standart fraksinasyondan daha etkin sekilde kemik biiytime
kaybini 6nledigini gostermistir. Ancak kiigiik ¢cocuklarda bu yontemin klinikte kullanimi
cok sayida anestetik sedasyon gerektirdigi i¢in sinirhdir. Fraksiyone RT Oncesinde
proflaktik radyoprotektan kullanimi alternatif bir yontemdir. Preklinik ¢alismalarda
amifostin ve melatonin gibi radyoprotektanlarin kemik biiyime geriligini tamamen
olmasada 6nemli sekilde azalttiklar1 gosterilmistir.

RT’den sonra vaskiiler degisiklikler, hiicresel degisiklikler gibi bir¢ok faktor
bliytime plagindaki degisikliklerin patogenezinde birlikte rol oynayabilir. Kondrositlerin ve
osteoblastlarin hiicresel 6limi ve sitolojik degisiklikleri, damarsal yapilardaki hasar ve
kanlanmanin azalmasi biiytime kaybi ile sonuglanabilir.

Vitamin D3, normal kemik gelisimi, kalsiyum-fosfor homeostazisi ve
mineralizasyon i¢in varligina zorunlu ihtiya¢ duyulan bir vitamindir. Endokondral kemik
gelisimi sirasinda otokrin ve parakrin rol oynamakta ve boyuna kemik biiytimesine katki
saglamaktadir. Biyiime plagi kondrositlerinde biiyltime, farklilagma ve fonksiyonlarin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Osteoblast gen transkripsiyonu, ¢ogalmasi,
farklilasmasi ve mineralizyonu diizenledigi gosterilmistir. Kondrositlerde vaskiiler

invazyon zamaninda ve osteblastlarda vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF)



ekpresyonunu artirarak neoangiogenezisi arttirdigi gosterilmistir. Bu etkiler vitamin D3’{in
bliyime plaginda radyasyonun olusturdugu hasar1 azaltabilecegini ve olusan hasarin
onarimi i¢in gerekli kan akiminin saglanmasinda yararl olabilecegini diistindiirmektedir.
Bir biiytime faktorii olan vitamin D3, biiylime aktivasyonu yoluyla radyasyona bagli hasar
sonrast kemik ve kikirdak dokunun korunmasinda ve biiyiimenin pozitif yonde
indiikleyebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica vitamin D3’tin meme, prostat, mesane,
akciger, kolon, endometrium, bobrek, over, pankreas, kemik ve beyin karsinomalarinda,
yumusak doku sarkomlarinda, noéroblastom ve myeloid 16semi hiicrelerinde antineoplastik
etkisinin oldugu bildirilmistir. Bu etki, hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi, hiicre
farklilasmasinin ve apoptozisin artmasi ve anjiogenez inhibisyonu gibi mekanizmalarla
olmaktadir. Prostat kanser hiicrelerinde iyonizan radyasyon ve vitamin D3’tin sinerjistik
etkisi oldugu, meme kanseri hiicre kiiltiirinde RT ile Vitamin D3’iin etkisinin birbirine
eklendigi ve apoptozisi artirdigi gosterilmistir. Insan normal fibroblast hiicre kiiltiiriinde ise
RT’ye ek etkisinin olmadigi, apoptozisi artirmadigr bulunmustur. Bu bulgular vitamin
D3’tin kanser hiicrelerinin radyasyona duyarliligini artirirken normal hiicrelerde koruma
saglayabilecegini, bu sekilde terapstik orani artirabilecegini telkin etmektedir.

Bu calismada epifiz plagi 1sinlamasi yapilan ratlarda profilaktik olarak verilen

vitamin D3 tedavisinin radyasyona bagli biiytime kaybini azaltip azaltmadigi incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Normal Kemik Dokusu ve Gelisimi

Kemik, mineralize kollajen catis1 olan o6zellesmis canli ve dinamik bir bag
dokusudur. Ana goérevi viicut i¢cin mekanik destek saglamak, beyin ve spinal kord gibi
Oonemli yapilar1 korumak, basta kalsiyum olmak tizere bircok mineral i¢in depo gorevi
gormektir. Ayrica hematopoezde ve immiin sistem fonksiyonlarinda da gorev almaktadir
(1, 2).

Kemik; tipi ve bolgesine gore degisen igerigi hiicreler, damarlar ve kalsiyum
bilesigi kristallerinden (hidroksiapatit: [Ca;o(PO4)s(OH),]) olusan gézenekli mineralize bir
dokudur. Iskelet olusumunu saglayan hiicresel farklilasma siireci genetik bir siire¢ ile
diizenlenir. Bu siireg, iskelet yapisinin 6ncelikle kikirdak ve mezenkim formunda olusmast,
sonrasinda hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasiyla devam eder (2, 3).

Ekstraselliiler matriks (biiytik kismi mineralize), kollajen ve hiicreler kemigi
olusturan yapisal parcalardir (organik ve inorganik materyaller). Agirhiginin %70’ini
mineraller veya inorganik madde, 9%5-8’ini su, geriye kalanim1 da organik veya
ekstraselliiler matriks olusturur (2).

Organik matriksin %98’ini Tip 1 kollajen ve non kollajenoz proteinler, %2’sini ise
kemik hiicreleri olusturur. Organik matriks kemigin mekanik ve biyokimyasal
ozelliklerinin belirleyicisidir. Biiylime faktorleri, sitokinler, osteopontin, osteonektin,
osteokalsin, kemik sialoprotein, trombospondin, proteoglikan gibi ekstraselliiler matriks
proteinleri, fosfoproteinler ve fosfolipidler total kemik hacminin ¢ok az bir kismini
olustururken, kemigin biyolojik fonksiyonun da o6nemli rol oynamaktadir (4, 5).
Osteokalsin diizeyi kemik yapim ve yikim olaylarimin bir gostergesi olup paratiroid
hormon (PTH) tarafindan inhibe ve 1-25 dihidroksivitamin D tarafindan aktive edilir.
Kollajen ¢ok diisiik ¢oziintirliige sahip, her biri 1000 aminoasitten olusan 3 polipeptid
zincirinden olusmustur ve kemik matriksinin en 6nemli bilesenidir. Deri ve tendonlardaki
tip 1 kollajenden farkli olarak kemikteki tip 1 kollajen mineralize olabilme kapasitesine
sahiptir.

Inorganik yapmin %95’ kalsiyum hidroksiapatit kristallerinden olusur. Temel
olarak kalsiyum, fosfat, az miktarda bikarbonat, sitrat, magnezyum, potasyum ve sodyum
icerir. Hidroksiapatit kristalleri tip 1 kollajen boyunca belli bir diizende yerlesmislerdir.
Viicudun en sert ve saglam dokusu olan kemigin bu 6zelligi, hidroksiapatit kristalleri ile

kollajen arasindaki iliskiye baglhdir (1).



2.1.1 Periyost ve Endosteum

Kemigin i¢ ve dis yiizeyleri, periyost ve endosteum diye adlandirilan, tabakalar
halinde, kemik yapan hiicreler ve bag dokusu ile ortiiliidiir (6). Periyost; kollojen lif ve
fibroblastlardan olusan dis tabakaya sahiptir. Sharpey lifleri adi verilen kollojen lif
demetleri, matriks i¢ine girerek peryostu kemige baglar. Periyostun igteki, hiicrelerden
daha zengin tabakasinda osteoprogenitor hiicreler bulunmaktadir. Periosteumdaki kan ve
lenf damarlar1 kemik dokunun beslenmesinde 6nemli bir rol oynar. Endosteum; kemik
icindeki biitiin bosluklar1 orter ve tek tabaka halinde yassilagsmis osteoprogenitor hiicreler
ile ¢ok az miktardaki bag dokusundan olusur. Kemik dokunun beslenmesi ve devamli
olarak yeni osteoblast saglanarak biiytimesi ve onarimi bu iki membranin temel islevleridir
(6, 7).

2.1.2. Kemik Tiirleri

Anatomik olarak iskelette yassi (kafa kemikleri, skapula, mandibula ve ileum) ve
uzun kemikler (tibia, femur, humerus) bulunur. Bu kemikler temelde sirasiyla
intramembranoz ve enkondral yolla gelisir. Ancak uzun kemiklerin gelisiminde, her iki tip
kemiklesme de rol oynar (8).

Iskeleti olusturan kemikler, aksiyal ve appendikuler iskelet sistemi diye iki sisteme
ayrilir. Aksiyal sistemi kafatasi kemikleri, vertebralar, kotlar ve sternum olusturur.
Appendikular sistemi ise ekstremiteler, skapula, klavikula ve pelvis olusturur. (7).

Mikroskopik olarak 2 tiir kemik vardir: Birincil, olgunlasmamis veya orgii kemik
ile ikincil, yetiskin veya lamelli kemik. Birincil kemik; embriyolojik gelisim sirasinda veya
kiriklarin onarimi sirasinda goriilmekle birlikte gegici bir kemik tiiriidiir. Lameller yap1
gostermez ve kollajen lifleri rastgele dizilmistir. Kafatas1 yassi1 kemikleri, dis alveolleri,
tendonlarin kemige yapistig1 yerler disindaki primer kemik dokusu, sekonder kemik ile
degistirilir (6). Ikincil kemik; genellikle yetiskinlerde bulunan olgun kemik dokudur.

Makroskopik olarak ikincil kemigin dis kismina kortikal veya kompakt kemik, i¢
kismina ise trabekiiler, spongiyoz veya kanselloz kemik denir (6, 9). Bu iki ¢esit kemik
tipinin makroskobik ve mikroskopik yapilar1 farklidir ancak kimyasal icerikleri aynidir.
Kortikal kemik esas olarak mekanik ve koruyucu bir fonksiyon {istlenirken, trabekiiler
kemik ise metabolik fonksiyondan sorumludur. Iskeletin %80’ini kortikal kemik, %20 sini
ise trabekiiler kemik olusturur.

Kortikal veya kompakt kemik, baslica appendikiiler iskelet sisteminde hakimdir.
Kortikal kemikte, yiizeyin hacme orani diisiiktiir. Bu tip kemiklerdeki kemik hiicreleri olan

osteositler pasiftir. Hiicreler lakuna i¢cinde uzanirlar ve besin maddelerini kortikal kemigin
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icini kaplayan kanalciklar aracilig ile alirlar (2, 7). Kortikal kemik; Havers sistemleri veya
osteon olarak adlandirilan silindir seklindeki birimlerin biraraya gelmesiyle olusmustur.
Osteonu olusturan yapilar, Havers kanali olarak bilinen nérovaskiiler kanal ve bu kanali
konsantrik olarak cevreleyen kemik lamelleridir. Osteosit igeren lakiinalar, lamellerin
arasinda ve nadiren i¢lerinde bulunur. Kortikal kemigin esas yapisal birimi olan osteonlar
kemigin uzun ekseni boyunca uzanir ve Volkman kanallar1 ad1 verilen yan dallar ile kemik
iligi boslugu, periyost ve birbirleriyle iligkilidir. Osteonlar amorf madde cokeltisinden
olusan "sement "¢izgileri ile birbirlerinden ayrilir (6, 9, 10) (Sekil 2.1.2).

Vertebra korpusu, uzun kemiklerin epifiz ve metafizleri trabekiiler kemik
yapisindadir. Trabekiiler kemik normalde yatay ve dikey trabekiiler plaklarin olusturdugu
bal petegi goriinimiindedir. Bu kisim kemik iligi ile doludur. Trabekiiller stres ¢izgileri
boyunca yerleserek vertebra, kalca ve topukta karakteristik trabekiil dizilimlerini
olustururlar. Trabekiiler kemik, kompresif giiclere karsi kemigin direncini arttiracak
bicimde diizenlenmistir. Ayrica akut mineral eksikliklerinde temel mineral kaynagim
olusturur. (2, 16). Yiizey/hacim orani trabekiiler kemikte, kortikal kemikten daha fazladir.
Kemik dongiisii ylizeye bagimli oldugundan, eriskinde trabekiiler kemikte remodeling
(yeniden yapilanma) kortikal kemige oranla 5-10 kat daha fazla olmaktadir (1).

Uzun kemiklerin siskince olan u¢ kisimlarina epifiz denir. Epifizler ince bir
kompakt kemik tabakasiyla kaplanmis siingerimsi kemikten olusmustur. Diafiz ad1 verilen
silindirik kismin hemen hemen tiimii kompakt kemikten yapilidir ve kemik iligi bosluguna
bakan ylizeylerinde ¢ok az sitingerimsi kemik vardir. Cogu kez kisa kemiklerin
merkezlerindeki siingerimsi kemik, kompakt kemikle ¢evrelenmistir. Kafatasi kemiklerini
olusturan yass1 kemikler, diploe adi verilen siingerimsi kemik tabakasiyla ayrilan iki
kompakt kemik tabakasina sahiptir. Siingerimsi kemikle uzun kemiklerin diafizlerindeki
kemik bosluklar iki tiir kemik iligi ile doldurulmustur. Bunlardan biri, kan hiicrelerinin
olusturdugu kirmizi kemik iligi, digeri ise cogunlugu yag hiicrelerinden olusan sar1 kemik

iligidir (6).



Ara

I lameller w
A ut
i PR

¥

Kolojen liflerin  ——;
izledigi helozoni
yol

Havers kanali

L} RN
: ' i dairesel

Dis dairese
lameller

lameller

Volkmann Kan
kanali damari
Periyost

Endosteum . .
Havers sistemi (osteon)

Sekil 2.1.2. Kompakt ve stingerimsi kemigin sematik goriinlimii (Jungueira, 1992)

2.1.3.Kemik Hiicreleri

Kemik dokuda, osteoprogenitor hiicre, osteoblast, osteosit, osteoklast olmak {izere
dort tip hiicre vardir.

1. Osteoprogenitor hiicreler: mezensimal kok hiicrelerden kaynaklanir.
Periosteumun i¢ kisminda, endosteumda, Havers kanallar1 c¢evresinde, epifiz plaginin
yiizeyinde yer alan degiskenlige ugramis osteojenik potansiyel kazanmis kemik
hiicreleridir. Bu hiicreler, soluk boyanan oval ¢ekirdekli, soluk sitoplazmali ve yassi
sekillidirler. Ayrica kemik gelisimi ve doku iyilesmesinde aktif rol alirlar ve boliiniip
cogalarak, osteoblast ve osteoklastlara doniisiirler.

2. Osteoblastlar: kemik formasyonu ve mineralizasyonundan sorumlu olan
hiicrelerdir. Ayrica, inorganik maddelerin kemige yerlesmesi i¢in de osteoblastlara ihtiyag
vardir. Osteoblastlar hiicre dist sivisi ve kemik ylizeyi arasindaki mineral iyonlarinin
hareketini hizlandirirlar. Bu hiicreler adiposit, kondrosit, miyoblast ya da fibroblasta
dontisebilen mezenkimal kok hiicrelerden koken almaktadirlar (2, 11). Osteoblastlar,
komsu hiicrelerle temas eden ve matriks olustuk¢a belirginlesen sitoplazmik uzantilara
sahip, biiyiik ve yuvarlak ¢ekirdekli, 6kromatik ve belirgin niikleoluslu hiicrelerdir. Sentez

doneminde koyu bazofil boyanan kiibik bi¢cimli ve sentez azalinca da yassilasan



hiicrelerdir. Matriks tiretimi periyodu sonuna dogru, osteoblastlarin %15°1 iiretilen matriks
icine hapis olur ve osteosite farklilagmasina ragmen bazi hiicreler kemik yiizeyinde kalir ve
diiz sira hiicreler haline gelerek kemik yiizeyini oOrten hiicreleri meydana getirirler.
Osteoblastlar tarafindan sentezlenen matriks elemanlari; Kollajen (Tip 1), alkalen fosfataz
(ALP), osteokalsin, kemik sialoproteini, osteopontin, proteoglikanlar, sitokinler ve biiylime
faktorleridir. Ayn1 zamanda cesitli notral proteinazlar salgilayarak kemik rezorbsiyonunu
bagslatirlar. Proteazlar yiizeyel osteoid dokuyu ortadan kaldirdiktan sonra, osteoklastlar
kemik rezorbsiyonunda gorev alirlar. Osteoblastlar, kemik metabolizmasinda rol alan
mediatorler i¢in reseptorlere sahip olduklarindan kemik dongilisiinde o6nemli role
sahiptirler. Osteoblastlar {izerinde yer alan reseptorler paratiroid hormon (PTH), paratiroid
hormon iligkili protein (PTHrP), Ostrojen, androjen, progesteron, biiyiime hormonu,
glukokortikoid, 1,25(OH),Vitamin D3, insiilin, prostanoidler, prolaktin, retinoidler, insiilin
benzeri biiytime faktorleri 1 ve 2 (IGF-1- 2), TGF-B (transforme edici biiyiime faktorii
beta), TNF-a (tiimor nekroz faktor alfa), interlokin (IL)-1, 3, 4, 8, 11, endotelin ve nitrik
oksittir (12, 13, 16). Osteoblast aktivitesi, hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere baglanan
parakrin ve otokrin biiyiime faktorleri ile diizenlenir.

3. Osteositler: kemigin esas hiicreleri olup, osteoblastlarin mineralize matriks i¢ginde
kalip, fonksiyonlarinin ve morfolojik 6zelliklerinin degismesiyle meydana gelirler.
Osteoblastlarin osteositlere farklilasmasi esnasinda, protein sentezi aktivitesi belirgin
olarak azalir ve hiicrelerde ¢ok sayida protoplazmik uzantilar gelisir. Bu uzantilar kemik
dokusundaki lakiinalar boyunca osteon igindeki diger osteositlerin uzantilari ve yiizey
osteoblastlarinin uzantilar1 ile baglanti olustururlar. Bu sayede kemik doku i¢indeki madde
transferi saglanir (7). Kemikte en fazla sayiya sahip olan osteositlerin fonksiyonlari tam
olarak bilinmemekle beraber mekanik uyarilarin diger hiicrelere iletiminde gorev aldiklar
dustintilmektedir. Osteositler (muhtemelen), kemikte yeniden yapilanma ihtiyaci olan
bolgeye osteoklastlarin  yonelimini saglayarak kemigin yeniden yapilanmasinin
saglanmasinda ve kemik dokusu gerimine yanit olusturmada gorev almaktadir (14).
Osteositler PTH, 1,25(0OH)2 vitamin D'ye cevap verebilmektedirler. Osteoblastlara benzer
sekilde kalsiyum regulasyonunda anlamli bir rol oynayip oynamadiklar1 agik degildir (7).

4. Osteoklastlar: hematopoetik mononiikleer hiicrelerden mense alan, ¢aplart 100
mm’ye ulasabilen, ¢ok niikleuslu, hareket edebilen, kemik rezorbe edici dev hiicrelerdir.
Tartrat-rezistan asit fosfataz, kollajenaz ve katepsin-K igeren lizozomal enzimlerden
zengindir ve bu enzimler araciligryla kemik matriksini rezorbe ederler. Osteoklastlar;

integrinler, osteopontin, kemik sialoprotein, trombospondin, osteonektin ve tip 1 kollajen
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aracilifiyla kemik ylizeyine baglanarak rezorbsiyonda rol alirlar. Trabekiiler kemikte
Howship lakiinas1 ad1 verilen ve yeniden yapilanan yiizeylerde goriilen rezorbtif kaviteleri
olustururlar. Kortikal kemikte ise ‘cutting cone’ bolgesinin apeksinde bulunurlar (15, 16).
Morfolojik olarak en karakteristik 6zellikleri kivrimli hiicre kenarlar1 ve parmak seklinde
membran c¢ikintilaridir.  Bu  sekilleri kemik rezorbsiyon islevlerini kolaylastirir.
Osteoklastlar, kemik rezorbsiyonunu; kemik matriksi asidifikasyonu ve proteolizi ile,
hidroksiapatit kristallerini ise hiicre i¢ine, kapsiile olarak alarak yaparlar. Kemik matriks
rezorbsiyonunda ilk siireg, hidroksiapatit kristallerinin  kollajen baglantilarinin
sindirilmesiyle serbest hale gelmesidir. Sonrasinda arta kalan kollajen kalintilar1 katepsin
ya da aktive kollajenazlar tarafindan sindirilir. Sindirim sonrasi olusan kalintilar hiicre
icine alinir ya da hiicre boyunca taginmasi saglanarak hiicrenin bazolateraline salinir.
Osteoklast fonksiyonu hem lokal etkili sitokinler hem de sistemik hormonlar tarafindan
diizenlenir. Osteoklastlarda kalsitonin, IGF-1, androjenler, insiilin, tiroid hormonu, PTH,

IL-1 reseptorlerinin varlig1 gosterilmistir (16).

2.1.4.Kemigin Yapilanmasi (Modeling)

Kemik yikim ve yapimi hayat boyunca devam eder. Iskelet dokusunun biiyiimesi
stirecinde bu islemler daha hizli olusur. Biiytime, metabolik aktivitenin daha ¢ok yapim
tarafinda kalmasinin sonucudur. Buna kemigin yapilanmasi (modeling) denir (7).

Kemik iki yolla sekillenir; osteoblastlarin salgiladiklart matriksin dogrudan
dogruya mineralizasyonu ile (intramembran6éz kemiklesme) veya daha once var olan
kikirdak matriks {izerine kemik matriksinin ¢okiisii iledir (enkondral kemiklesme). Her iki
kemiklesme seklinde de, ilk olarak ortaya ¢ikan kemik dokusu, primer veya olgunlasmamais
kemik dokusudur (6).

Yasst kemiklerin olusumu, kisa kemiklerin biiytimesi ve uzun kemiklerin
kalinlagmas1  intramembrandéz kemiklesme ile gerceklesir. Mezankimal doku
yogunlagmalar1 i¢inde ossifikasyonun basladigi ilk noktaya primer kemiklesme merkezi
denir. Olay bir grup mezankimal hiicrenin osteoblasta doniismesi ile baslar. Yeni kemik
matriksinin olusmasini, kalsifikasyon siireci takip eder. Bazi osteoblastarin etraflari
sarilarak osteosit haline gelmeleri saglanir. Gelisen bu kemik adaciklar1 kilcal kan
damarlari, kemik iligi hiicreleri ve farklilasmamis hiicreleri igeren uzamis bosluklarin
duvarlarin1 olusturur. Boyle birka¢ grup kemiklesme merkezinde hemen hemen ayni
zamanlarda ortaya e¢ikar, bunlarin duvarlart kaynastiginda kemik siingerimsi yapiya

kavusur. Biiyliyen kan damarlar1 ve ek farklilasamamis mezenkim hiicreleri, kemik
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duvarlar1 arasinda kalan bag dokusu i¢ine girerek kemik iligi hiicrelerini ortaya ¢ikarir.
Kalsifiye olmayan ¢evre mezenkim periosteum ve endosteuma dontisiir (6).

Enkondral kemiklesme, meydana getirilecek kemigin seklinin hiyalin kikirdaktan
olusmus kiiciik bir modeli ile olugsmasi olarak tarif edilebilir. Bu kemiklesme tiirii kisa ve
uzun kemiklerin sekillenmesinden sorumludur (Sekil 2.1.4a.). Bir uzun kemigin enkondral
kemiklesme ile meydana gelisinde su olaylar biribirini izler. Baslangigta ilk beliren kemik
dokusu kikirdak modelin orta kismini saran i¢i bos kemik silindiridir. Kemik halkas1 adi
verilen bu yapi, o bolgedeki perikondriumun iginde intramembrandz kemiklesme ile
meydana getirilir. Bu bolgedeki kikirdak, kondrosit hiicre biiytimesi (hipertrofi) ve matriks
kireclenmesi gibi programlanmis hiicre oOliimleri ile yikim siirecine girer, sonucta
kireglenmis kikirdak matriksinden olusan 3 boyutlu yap1 agiga ¢ikar. Bu siireg, kikirdak
modelin merkezinde (diyafiz) bir siire O6nce osteoklastlar tarafindan kemik halkasinda
acilan delikten, kan damarlarmin igeri girdigi bolgeden, osteoprogenitdr hiicrelerine
tasiyarak baslar. Bu hiicreler prolifere olarak osteoblastlar1 olustururlar. Daha sonra,
osteoblastlar kireclenmis kemik matriksine yapisirlar ve devamli birincil kemik
tabakalarin1 yaparak kikirdagims: kireglenmis matriksi sararlar. Bu sekilde birincil
kemiklesme merkezi ortaya ¢ikar. Sonra ikincil kemiklesme merkezleri kikirdak modelin
uclarindaki sisliklerde (epifizler) ortaya ¢ikar. Bunlarin genislemesi ve yeniden
bicimlenmesi esnasinda, birincil ve ikincil kemiklesme merkezleri giderek kemik iligi ile
dolan bosluklar yaratir.

Ikincil kemiklesme merkezlerinde, kikirdak 2 bolgede kalir: yasam boyu kalic1 olan
ve uzunlamasina biiylimede katkis1 olmayan eklem kikirdagi ve her iki epifizi diyafize
baglayan epifiz plagi olarak adlandirilan epifiz kikirdagi. Epifiz kikirdagi kemigin
uzunlamasina biiylimesinden sorumludur ve yetiskinlerde ortadan kalkar. Bu nedenle
kemik biiylimesi yetiskinlerde sona erer. Epifizlerin kapanislar1 her kemige uygun

kronolojik bir siray1 takip eder ve asag1 yukar1 20. yaslarda tamamlanir (6).
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Sekil 2.1.4a. Hiyalin kikirdak model tizerinde bir uzun kemigin meydana gelisi: Hiyalin
kikirdak noktali, kalsifiye kikirdak siyah ve kemik dokusu yatay ¢izgili olarak gosterilmistir. Aradaki bes
kiigiik ¢izim st siradaki sekillerin orta noktalarinin enine kesitlerini gostermektedir (Bloom ve
Fawcett,1968)

Epifiz kikirdaginda, epifizden diyafizin kemiklesme merkezine dogru siralanan dort
hiicre tabakas1 bulunur (17, 18). Bu tabakalar sunlardir (Sekil 2.1.4b.);

1) Dinlenme bolgesi (rezerv ya da germinal bolge olarak da bilinir); Epifize en yakin
olan iist sirada bulunan hiicrelerde yapisal degisiklik olmayan hiyalin kikirdaktan
meydana gelir. Germinal yapisin1 koruyarak protein sentezinden sorumludur. Bu
bolge, diisiik oranda proliferasyon, proteoglikan ve kollajen tip IIB sentezi ile
karakterizedir.

2) Cogalma (proliferasyon) bolgesi; Mitoz boliinme gegiren kikirdak hiicrelerinden

olusur. Kondrositler hizla boliiniir ve kemigin uzun eksenine dik siitunlar halinde
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yigilirlar. Bu da epifiz plaginin boyca biiylimesine neden olur. Tip II ve tip XI
kollajen sentezini arttirir.

3) Hipertrofik kikirdak bolgesi; sitoplazmalarinda  glikojen  birikmis  biiyiik
kondrositleri igerir, kondrositler arasindaki eritilerek emilmis matriks ince bir
duvar haline gelmistir. Bu seviye kondrositin en karakteristik 6zelligi, hiicre
boliinmesinin  olmamas1t ve DNA sentezinin azalmis olmasidir. Morfolojik
degisiklikler alt ve tist hipertrofik tabakaya ayirir.

4) Kireclesme bolgesi: diyafize en yakin tabaka olan bu bolgede terminal farklilasmig
kondrosit ve diger bazi faktorler (6rnegin metafiz i¢ine damarlarin biiylimesi)
tarafindan artmis matriks vezikiilleri, alkalen fosfat ve kalsiyumun serbest
birakilmasi nedeniyle minerilizasyon yogun olur. Bir yandan da kondrositler
apoptozise ugrarayarak fizyolojik olarak ortadan kalkar.

5) Kemiklesme bolgesi; enkondral kemik dokusu belirir.

Kan kapilleri ve periyosttan koken alan hiicrelerin mitoz boliinmeleri ile ortaya
cikan osteoprogenitér hiicreler kondrositlerden geriye kalan oyuklar1 doldurur.
Osteoprogenitor hiicreler, kesintili bir tabaka halinde kireglenmis kikirdak matriksin
duvarciklar1 tizerine dagilarak osteoblastlart meydana getirir. Eninde sonunda,
osteoblastlar 3 boyutlu kireclenmis kikirdak matriks tizerine kemik matriksini tortular.
Boylece uzun kemigin boyunun biiyiimesi, epifize komsu epifiz plagindaki kondrositlerin
cogalmalart ile meydana gelir. Ayni zamanda plakanin diyafize bakan tarafindaki
kondrositler irileserek; matriksleri kireclenir ve hiicreler oliir. Osteoblastlar birincil
kemigi, kiren¢lenmis kikirdak matriks lizerine doser. Karsilikli gergeklesen bu iki olayin
(hiicrelerin ¢ogalmasi ve Oliimii) oranlari tahminen esit oldugundan, epifiz plaginin
kalinlig1 degismez. Bunun yerine, diyafizin ortasindan uzaklagarak yerini degistirerek,
kemigin uzamasina sebep olur (6, 17).

Kondrosit ¢cogalma ve farklilagsmas1 biiyiime, tiroid ve cinsiyet hormonlari, beta-
katenin, kemik morfogenetik proteinler, IGF, leptin, nitrik oksit, TGF-B ve D vitamini

metabolitleri gibi ¢esitli endokrin, parakrin ve otokrin ajanlar tarafindan diizenlenir (17).
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Sekil 2.1.4b. Tipik biiylime plagi yapisi ve vaskiiler beslenmesi (Netter F; The Ciba Collection
of Medical Illustrations, 1987)

2.1.5.Kemigin Yeniden Yapilanmasi (Remodeling)

Remodeling; iskelet maturasyonu tamamlandiktan sonra hem kortikal kemikte hem
de trabekiiler kemikte eski kemigin yerini yeni kemigin almasi ile sonug¢lanan ve hayat
boyunca devam eden rezorbsiyon (yikim) ve formasyon (yapim) olaylarinin denge halinde
olmasidir. Remodeling ile kemik, {izerine binen mekanik streslere gore adaptasyon
gosterir. Ayrica mikrofraktiirlerin tamiri ve mineral hemostazinin devamlilig1 i¢in de
kemigin yeniden yapilanmas1 gereklidir. Remodeling periostal, endostal, haversian kanali
ve trabekiiler yiizeylerde gerceklesir (16, 20).

Kemik kirildiginda, kemik matriksi yikilir ve kiriga bitisik kemik hiicreleri 6liir.
Hasara ugrayan kan damarlar1 bolgesel kanamaya yol agar ve kan pihtis1 meydana getirir.
Iyilesme siirecinde kan pihtisi, hiicreler ve hasarlanmis kemik matriksi makrofajlar

tarafindan ortadan kaldirilir. Kirik etrafindaki periyost ve endosteum hizli ve yogun hiicre
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cogalmasi ile yanit vererek kirigi saran bir doku hazirlar ve kirik uglari arasina goger. Daha
sonra enkondral ve intramembrandz kemiklesme yoluyla birincil kemik meydana gelir.
Boylece olusmus diizensiz seritler gecici kirik ucarini birlestirerek hizli bir bigimde kemik
kallusunu olusturur. Kallusun birincil kemik dokusu kademeli bi¢gimde eritilip emilerek
ikincil doku ile yenilenecek, kemigin yeniden modellenmesi ile ilk yapisina yeniden
kavusacaktir (6).

Kemigin yeniden yapilanmasi aktivasyon, rezorbsiyon, reversal ve formasyon
fazindan olusur: (1, 20).

Aktivasyon: Kemik yilizeyindeki osteoblastlar tarafindan sentezlenen nétral
proteazlar, kemik dokusu ile yiizeyel hiicreler arasinda bulunan mineralize olmamis
osteoidi rezorbe ederler. Ayrica PTH, 1,25(0OH)2D3 ve PGE (prostoglandin E) uyarisina
cevap olarak yiizeydeki osteoblastlar kontrakte olur ve mineralize matriks agiga ¢ikar ve
aktivasyon siireci baslar. Eriskin iskelette her 10 saniyede bir aktivasyon olmaktadir.
Osteoklast prekiirsorleri osteokalsin, osteopontin, osteonektin gibi proteinlerin etkisiyle
ac1ga ¢ikan matrikse yapisarak aktif hale gelirler.

Aktivasyon kemik iligindeki osteositleri, sira hiicrelerini ve preosteoblastlari
icerebilir. Osteoblast serisindeki sorumlu gercek hiicreler halen tam olarak
aydinlatilamamistir. Osteoblastlar, osteoklastogenesiz i¢in gerekli olan M-CSF (makrofaj
koloni stimulan faktor) ve RANKL (NFkB ligand reseptor aktivatorii) yapimini
gergeklestirirler. Bu hiicreler sekil degistirerek enzim salgilamaya bagslarlar. Enzimler
kemik ytizeyindeki proteinleri sindirerek, TNF ailesi iiyelerinden olan RANKL’1 agiga
cikarirlar. RANKL periosteumda osteoblast ve kemik iligi stromal hiicreleri tarafindan
eksprese edilir. RANK (NFkB reseptor aktivatorii) osteoklast oncii hiicrelerin yiizeyinde
bulunur. RANKL/RANK etkilesimi sonrasi osteoklast serisi hematopoetik hiicreler aktive
olur, farklilasir ve boylece rezorbsiyon siireci baslar. Bununla birlikte apoptozu
baskilayarak osteoklastin yasam siiresini de uzatir. Bu etkilesim, kemik rezorbsiyonu ve
kemik olusumunun RANKL iizerinden birliktelik gosterdigini isaret etmektedir (16,21).
RANKL etkisi TNF reseptor ailesinden salgilanabilir dimerik bir glikoprotein olan
osteoprotegerin (OPG) tarafindan bloke edilir. OPG, RANKL i¢in tuzak reseptor gibi
hareket eder (antagonistik etkili ¢ozlinebilir reseptoér). Temel olarak osteoblast serisi
hiicreler tarafindan tiretilen bu protein, kemik iligindeki diger hiicreler tarafindan da
tiretilebilir. OPG, osteoklastlarin farklilagsmasini ve aktivasyonunu engelleyerek, ayrica

apoptozunu indiikleyerek, kemik rezorpsiyonunu diizenler (16, 21-23).
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Rezorbsiyon: Aktive olan osteoklastlar temasta bulunduklar1 ytizeyin 2-3 kat daha
fazla kemik ylizeyini rezorbe ederler. Yaklasik 2-4 hafta kadar siirer.

Reversal: Kemik rezorsiyonunun sona ermesi ve formasyonun baslamasi arasinda
gecen siiredir ve normal kosullarda 1-2 hafta siirer. Rezorbsiyon kavitesi belli bir derinlige
ulasinca kollajenden fakir, proteoglikan ve glikoproteinden zengin dolgu maddesi (cement
¢izgisi) depolanir ve boylece daha ileri kemik rezorpsiyonu 6nlenir.

Formasyon: Osteoblastlar, ¢esitli hormonlarin ve biiylime faktorlerinin etkisiyle
farklilasip osteoid dokusunu sentezlerler. Yeni olusan osteoid dokunun mineralizasyonu ile
remodeling tamamlanmais olur.

Anlasilacag tizere kemik formasyonu ve rezorpsiyonu ¢oklu faktoriin rol oynadigi

bir hadisedir. Bu faktorler Tablo 2.1.5.’deki gibi 6zetlenebilir (24).

Tablo 2.1.5. Kemik formasyonunu ve rezorpsiyonunu etkileyen faktorler

Kalsiyum seviyesini diizenleyenler =~ PTH
1,25 (OH), D3
Kalsitonin

Sistemik hormonlar Glukokortikoidler
Insulin
Biiytime hormonu (GH)
Seks hormonlari
Tiroid hormonlari
Dolasimdaki biiytime faktorleri (IGF-LII)

Lokal faktorler Prostaglandin E2
Kemik kokenli biiytime faktorii
TGF
Sitokinler
Kemik ile ilgili proteinler
Osteokalsin
Osteonektin
Kemik morfogenetik proteinler

2.2.Radyasyonun Kemik Doku Uzerine Etkileri

RT, sadece kanser hiicrelerini yok etmez, aynt zamanda normal dokulara da hasar
verir. RT’nin bu etkisi maruz kalinan toplam doza, fraksiyon dozuna, fraksiyonlar arasi
stireye, radyasyon alanin biiyiikliigline, 151n enerjisine, fraksiyon semasina, hastanin yasina,
kisisel duyarliliga, radyasyon hipersensitivitesi sendromlarinin varligina baghdir (25, 26).
RT planlamasinda tiimér hacminin etrafindaki normal dokularin da belli oranda tedavi

hacmi i¢ine dahil edilmesi gerekliligi nedeniyle, RT nin ¢esitli normal doku reaksiyonlari
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ile birlikte distiniilmesi ve planlamanin goriilebilecek bu yan etkilerle birlikte
degerlendirilmesi gereklidir (27).

RT’ye bagl akut yan etkiler genellikle ¢ogalan dokularda fonksiyonel parankim
hiicrelerinin sayisinin azalmasi sonucu ortaya ¢ikar ve RT’nin baglangicindan itibaren ilk
6-8 hafta i¢inde goriilen etkileri olusturur. Akut reaksiyonlarin iyilesmesini saglayacak
yeterli kok hiicresi yoksa bu defa subakut etkiler olusur. Burada parankim hiicrelerinin
azalmasit ve bu nedenle yeterli repopiilasyonun olusamayarak doku biitiinliigiiniin
bozulmasi s6z konusudur. Subakut etkiler akut etkilerden hemen sonra olusur ve ilerleyici
degildir. Geg yan etkilerde ise etkilenen hiicreler dokunun parankim hiicreleri ile birlikte
vaskiiler endotelyal hiicreler ve mezenkimal hiicrelerdir. Vaskiiler yapilarin hasar ile
telenjiektazi ve atrofi, mezenkimal hiicrelerin hasari ile de fibrozis ve kollajen birikimi
ortaya ¢ikar. RT’nin baslangicindan itibaren 90 giin ve {izerindeki bir zaman diliminin
gecmesinden sonra ortaya ¢ikan etkiler ge¢ yan etkiler olarak yorumlanir ve bu etkiler
aylar veya yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Toplam doz, fraksiyon biiyiikligl, fraksiyonlar
aras1 slire ve 1smlanan doku veya organin hacmi ge¢ yan etkiler acisindan en 6nemli
parametrelerdir. Bunlar disinda cerrahi girisimler ve kemoterapi (KT) uygulamalar1 da geg
reaksiyonlar etkileyen faktorlerdir (25, 27, 28).

Cesitli dokular i¢in tolerans doz egrileri olusturulmustur. TDs;s (minimal TD),
tedavi sonrast 5 yil icerisinde %5’den daha az ciddi komplikasyon oranina neden
olabilecek radyasyon dozu iken TDsos %50 oraninda komplikasyona neden olabilecek

radyasyon dozudur. Kemik doku i¢in tolerans dozlar1 Tablo 2.2.’de gosterilmistir (25, 29).

Tablo 2.2. Tedavi parametreleri: Tolerans dozlar1

TDs;s (TEK DOZ) TDso;s (FRAKSIYONE DOZ)
Kemik >30 Gy Kemik >70 Gy

RT sahasinin belirlenmesi sirasinda kemik biiylimesinin agirlikli olarak hangi
bolgeden oldugunun bilinmesi ve buna gore epifizeal bolgelerin korunmasi1 morbiditeyi
azaltacak bir yontemdir. Femurda biliytime %30 proksimal, %70 distal epifizden olur.
Tibiada %60 proksimal, %40 distal epifiz kaynaklidir. Humerusta ise %80 proksimal, %20
distal epifizden biiyiime olur (30).

Biiyiiyen kemik tizerine RT’nin etki mekanizmalar1 epifizyel alana verilen toplam
radyasyon dozu, RT esnasindaki yas, doz fraksiyon rejimi ve RT’ nin niteligine baglhdir.

Radyasyonun biiyiiyen kemik iizerine olan etkisinin baslica kondroblastlar iizerinden
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oldugu diistintilmektedir (30, 31). Tek dozda 2-20 Gy uygulanmasi kartilaj hiicrelerinin
cogalmasimi inhibe eder (32). 20 Gy iizerinde biiylime acigr geri dondiiriilemez.
Radyasyonun kemik biiytimesi tizerine etkisi daha yiiksek dozlarda ve daha geng yas grubu
icin daha ciddidir. Sekel 6zellikle 2 yasindan daha kii¢iik cocuklarda ciddidir ve radyasyon
ergenlik zamanina kadar boyu olumsuz etkileyebilir (33).

Radyasyona en hassas iskelet boliimii epifiz biiyiime plagi kondrositidir. Sislik,
parcalanma ve kondrosit dejenerasyonu da dahil olmak tizere histolojik degisiklikler 300
cGy kadar diisiik dozlarda iskeleti olgunlasmamis hastalarda goriilebilir (34). 400 cGy
kadar diistik dozlarda biliylime geriligi olusabilmesine ragmen, kalic1 degisiklikler 1200
cGy’ den daha yliksek dozlarda genellikle belirgindir (35, 36). RT’den alt1 ay veya daha
uzun siire sonra goriinen gecikmeli degisiklikler kikirdak dejenerasyonu ve kemik
atrofisidir. Bu degisiklikler, dogrudan hiicresel hasar ve vaskiiler yaralanmaya sekonder
olabilir (35, 37).

Epifizde, belirgin biiytime geriligi olusur (37). Isinlamadan 1 -2 ay sonra biiytime
plag1t genislemis olabilir, siklikla 6 ayda normale doénmektedir (36-38). Kikirdak
hipertrofisiyle iligkilendirilen goriintir eklem bosluk genislemesi tedaviden 8-10 ay sonra
tarif edilmistir (35-37). Metafizin 1sinlanmasi kalsifiye kemik ve kikirdakta absorbsiyon islemini
bozar ve metafiz degisiklikleri egilme, diizensiz rasitizme benzeyen yipranma ve band
benzeri sklerozdur. Bu metafizyal degisikliklerin olmamasi, kikirdak hiicrelerinin
sterilizasyonu ve daha 6nemli bir sonu¢ olan ekstremitenin kisalmasini gosteriyor olabilir.
Biiyiiyen diyafiz nispeten daha az radyasyona duyarlidir. Diyafizer 1sinlama periosteal yeni
kemik olusumunu bozar ve diyafiz saftinda anormal daralmayla sonuglanir (36, 37).

Ust femoral epifiz kaymasi, ¢ocukluk doneminde pelvik 1sinlamaya sekonder olarak
ortaya ¢ikabilir. Bu komplikasyon tedaviden sonra 1-8 yil sonra ortaya cikar ve bu
hastalarin uzun donem takibi gerekir (39). Bu RT sonrasi1 goriilen komplikasyonun, yapisal
zayifliga yol acan biiyiime plaginda vaskiiler beslenme ve prolifere kondroblastlarin
radyasyon hasarina sekonder olustugu diistiniilmektedir (40). Kalganin 6zellikle 4 yas alt1
cocuklarda 25 Gy lizerindeki dozlarda 1sinlanmasi femur basi epifiz kaymasina, 6zellikle
30 Gy tizerindeki dozlarda avaskiiler nekroza neden olur (41).

Kaburga, ileum ve yiiz kemikleri gibi yassi kemiklerin biiyiimesi de RT’den
etkilenir. Iliak kanat ileumun toplam biiyiimesine % 40 katkida bulunur ve radyasyon
alanina dahil edilmesi ile siddetli iliak hipoplazi olusabilir (37). RT sonrasinda
kraniyofasiyal biiytime anormallikler 6nemli kozmetik ve fonksiyonel deformiteye neden

olabilir ve bu durum derin psikolojik etkiler olusturabilir. Radyasyonun membran6z kemik
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gelisiminin 6nciil bag dokusunda kiigciik kan damarlarn etkileyerek, diizensiz osteoid
tiretimi ve hatali kemik olusumuna neden olduguna inanilmaktadir (39). Vertebralarin
asimetrik 1smnlanmasina bagl olarak skolyoz gelisir. RT uygulanan tarafa dogru viicut
kavitelesme gosterir. Vertebra biiytimesi tizerindeki RT’nin direkt etkileri yaninda Wilm’s
tiimori, noroblastom gibi cocukluk cagi tiimorlerinin tedavisinde uygulanan abdominal
1sinlamalarda iliak kanatta hipoplazi ve kas atrofisine yol agarak da skolyoza neden olabilir
(42).

Olgun kemik dokusu yavas ¢ogalan hiicrelerden olustugu i¢in, radyasyona gorece
daha direngli bir organdir. Radyasyon hasarmin kemikte goriilen primer etkisi atrofidir.
Kemik hiicrelerinin radyasyona cevabi yiiksek dozlarda nekrozun, diisiik dozlarda ise
apopitozisin indiiksiyonu seklinde olur. Nekroz ancak 60-70 Gy gibi yiiksek dozlarda
goriilebilir ve iyilesmesi giic olan en 6nemli kalic1 yan etkidir (43). RT den sonra vaskiiler
degisiklikler, kemik matriksindeki degisiklikler ve hiicresel degisiklikler gibi bir¢ok faktor
kemikteki degisikliklerin patogenezinde birlikte rol oynayabilir (Sekil 2.2.). Endotelyal
hiicre sitoplazmasinda goriilen sisme, obliteratif endarterit ve periarterit sonucu
olusmaktadir. Kemik iligindeki Havers kanallarindaki benzer degisiklikler kemik iligi
kavitesinde sklerotik bag dokusunun gelismesine neden olur. Bu degisiklikler ge¢ hasar
olarak kabul edilmektedir. Daha ileriki zamanlarda kan damarlarindaki subintimal fibrozis
ve hyalin kalinlasma vaskiiler limende daralmaya neden olur. Bunun sonucunda iyilesme
icin gerekli kan akimi azaldigindan primer kemik hasar1 artar (44, 45). Ayrica
osteoblastlardan salgilanan anjiojenik biiyiime faktoriindeki (VEGF) degisimler nedeniyle
de anjiojenik yanitin azaldigi bildirilmektedir (46). Osteoblastlarda ani ya da gecikmeli
olim olabilir veya hiicre boliinmesi etkilenebilir. Bu degisiklikler i¢in esik deger 3000
cQGy, hiicre oliminiin ortaya ¢ikmasit 5000 cGy’ dir. (39). RT’den sonra osteoblast
hiicrelerinde say1 olarak azalma meydana gelir ve bu da kemik mineralizasyonunda rol alan
kollajen tiretimi ve ALP aktivitesinde azalmayla birlikte olur ve osteopeniyle sonuglanir.
Radyolojik olarak kemik 1sinlamadan yaklagik 1 yil sonra osteopenik goriiniir. Kemik
atrofisinin kemik mineral kaybi ile birlikte oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (45,
47, 48).

RT’nin kemik tizerinde goriilen diger ge¢ yan etkileri baslica; atrofi/hipoplazi,
avaskiiler nekroz, osteonekroz, kirik, osteoporoz, 6dem, sekonder malignite (kemik,

yumusak doku), osteokondrom, ekzostoz, asemptomatik radyolojik bulgulardir (30).
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Sekil 2.2.Kemikte radyasyona bagli hasar patogenezindeki gelisen bir dizi olaylar

2.3.Radyasyon Hasarmin Onlenmesi

Cocukluk c¢ag1 kanserlerinden sag kalim orani, c¢oklu ila¢g tedavi ilkelerinin
gelismesi, operasyon tekniklerinin ve RT nin iyilesmesi ile %60-77 nin {izerine ¢ikmistir
(49, 50). Cocukluk cagi kanserlerinin 6nemli 6l¢iide tedavi edilebilir bir hastalik grubu
haline gelmesiyle, yasam siiresi uzamis kisilerde hastaligin kendisine ve tedavisine bagl
gec etkilerle karsilagilmaya baglanmistir. Bu durum da, sag kalanlarda kanserin kendisinin
ve tedavisinin ge¢ donem etkilerinin degerlendirilmesi ithtiyacini ortaya ¢ikarmistir (51).

Yasam siiresinin uzamasi, kanser tedavilerinin ge¢ etkilerinin oldugunu ve miimkiin
oldugunca ¢ocuklarin normal fizyolojik fonksiyonlarini ve biiytimelerini koruyacak sekilde
tedavilerin diizenlenmesinin gerekliligini gostermistir. Gelisen, biiyiiyen dokularin
hasarlanma egiliminin daha yiiksek olmasi nedeniyle ¢ocuklarda kanser tedavisinin

istenmeyen sonuglar1 daha agir olmaktadir (50).
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Geg etkilerin basinda hastaliga veya tedavisine bagl gelisebilen ikincil kanserler,
hastalarin hayat kalitesini etkileyen kognitif fonksiyonlar, seksiiel yasam ile ilgili ge¢
etkiler, skolyoz, kraniyofasiyal displazi ve ekstremite uzunluk farki gibi kolayca fark
edilebilen iskelet toksisiteleri gelir (51). Bununla birlikte, osteoporoz ve osteonekroz gibi
diger toksisiteler ileri evrelere ulasana kadar sessiz seyredip, iyilestirilmesi daha zor
duruma gelip, hayatta kalma siire ve kalitisini tehlikeye atabilir (49).

Erigkin hastalarda RT sonrasi uzun dénemde radyasyona bagli kemik kiriklari,
Ornegin prostat kanserinde sakral yetmezlik kirigi, onemli bir sorun olarak karsimizda
durmakla birlikte ¢ocukluk doneminde gelisen ve biiyliyen dokularda tedaviye bagl gec
etkiler daha agir seyretmektedir. Cocukluk c¢ag1 yumusak doku sarkomlarinin
multimodalite tedavisinde RT onemli ve etkin bir yere sahiptir. RT, yumusak doku
sarkomlarinda cerrahi sonrast ve Ewing sarkomu gibi bazi kemik tiimorlerinde KT ile
birlikte cerrahiye adjuvan veya alternatif olarak kullanilabilmektedir. Ancak, heniiz
gelisimi tamamlanmamis ¢ocuklarda RT uygulanmasi sonucu epifiz plak hasara bagh
olarak iskelet sisteminde sekil bozuklugu, amputasyona dahi gidebilen kiriklar, kisalik ve
asimetriyi i¢ine alan bir¢ok deformite olusabilmekte ve bir 6miir boyu stirmektedir. (52).
RT’ ye bagl biiyiime plagi hasarinin 6nlenmesi i¢in en uygun strateji heniiz eksik olup, bu
ekstremite deformiteleri biiyliyen ¢ocuklarda ciddi fiziksel ve psikososyal sorunlara neden
olabilir. Kiiglik yasta RT’ye baglh deformite gelismis bir ¢ocuk yasitlarinin rahatlikla
yerine getirebilecegi bircok fonksiyonu kisitli veya hi¢ yerine getiremeyebilir. Ayrica bu
eksiklikler nedeniyle is bulmada zorluk veya evlenmede giicliik ¢ekebilir, sosyal ¢evreden
kendini kisitlabilir. Tim bu sebeplerle siddetli psikososyal sorunlar yasayabilir. Bu
nedenlerden otiirli, giinimiizde RT hasarmmin azaltilmasi i¢in ¢esitli yontemler ve
radyoprotektan ajanlarin kullanimi 6nemli bir arastirma konusudur.

Radyasyon hasarinin azaltilmasinda kullanilabilecek ilk yontem dozun kisitlanmasi
olabilir, ancak tiimor cevabimin olumsuz etkilenmesi nedeniyle bu yontem uygulanabilir
degildir. Diger 6nerilen yontemler doz fraksinasyonu, hiperfraksinasyon ve radyoprotektan
ajanlarin kullaniminidir (53-64). Bununla birlikte, bliytime durmasi standart fraksinasyona
ragmen ortadan kaldirilamamistir (54-56). Hiperfraksinasyonun Sprague-Dawley sican
modelinde standart fraksinasyondan daha etkin sekilde kemik biiylime kaybini 6nledigi
gosterilmistir (57, 58). Ancak, 6zellikle kisa etkili anestezikler ile sedasyonun birden ¢ok
seans1 gerekli kilmasi kiictik ¢cocuklarda, lojistik nedenlerden dolay1 klinik kullanim i¢in

pratik degildir.
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Radyasyon ile iligkili toksisiteleri azaltmak i¢in yapilan ¢aligmalar teknolojik
gelismeler tizerinde odaklanmaktadir. Bunlar konformal RT, yogunluk ayarli RT, gortintii
kilavuzlugunda RT ve protonterapi gibi teknikleri icermektedir. Amac yiiksek doz
bolgesinden normal dokunun diglanmasi ilkesine dayanmaktadir ve birden fazla tedavi
alanlarmin kullanimi, farkli 1s1n enerjilerin kullanimi, her bir 1s1n demetinde doz
modiilasyonu ve 1s1n demetinden tiimor seklinin kontiirlenmesi elde edilebilir. Bu teknikler
tedaviyle iligkili toksisiteyi azaltmak i¢in tedavi hacminin azaltilmasina ve bdylece
yogunlastirilmis tedaviye izin verir (64, 65). Bununla birlikte, RT teknolojisindeki
ilerlemeler ve degistirilmis fraksinasyon ile her ne kadar daha fazla iyilesme elde edilebilse
de bunun da bir smir1 vardir. Bu nedenle, kabul edilemez toksisiteye neden olmadan
RT’nin antitimor etkinliginin daha da artirllmasini saglayacak ek stratejilere ihtiyac vardir.
Secici olarak normal dokular1 korumak i¢in, kimyasal radioprotektorlerin kullanimi, bariz
bir stratejiyi temsil eder (64).

Radyoprotektanlar1 kullanmak ve test calismalarinda yorumlama mantigin1 anlamak
icin iki temel kavram vardir. Birincisi tiimor kontrol olasilig1 / normal doku komplikasyon
olasilig1 olarak tanimlanan terapotik orandir (TR). Bu parametrelerin her ikisi de sigmoid
doz-yanit egrilerine sahiptir (66). Verilen herhangi bir tedavi i¢in bu iki egri arasinda yatay
ayrilma genellikle bu tedavinin genel programini belirleyecektir. Bu egrilerin arasindaki
mesafenin artmasi, kabul edilemez bir diizeyde morbiditeye neden olmadan ve tedavinin
etkili olabilecegi olasiligini artirir. Tersine, bu iki egrinin birbirine yakinhigi, kabul
edilemez bir diizeyde morbiditeye neden olmadan tedavinin etkili olabileceginin daha az
muhtemel oldugunu gosterir. ikinci kavram, TR’ yi dogrudan etkileyen radioprotektan
etkinlik/toksisite profilidir. Ttimore karsi RT etkinligini azaltan bir radyoprotektan ajan TR
‘yi etkilemeyebilir hatta azaltabilir. Normal doku komplikasyon olasiliginin azaltilmasi,
belirli bir kimyasal degisiklik stratejinin ana hedefi oldugundan radioprotektoriin intrensek
toksisitesi de géz oniine alinmalidir. S6z konusu RT ile ilgili toksisiteyi azaltabilecek ise,
kendi 6nemli olumsuz etkilere neden olan bir bilesik bile klinik kullanim i¢in uygun hale
gelebilir (66). Sonug olarak ideal bir radyoprotektan; tedavinin antitiimoral etkinligini
azaltmaksizin segici bir bicimde normal hiicreyi korumali, yan etkileri tolere edilebilir
sinirlarda olmali, kolay uygulanabilmeli, genis bir etki spektrumu olmali ve ayni1 zamanda
birden fazla dokuyu korumalidir (67).

Radyasyona bagli normal doku toksisitesine karst kullanilan ajanlar genel olarak
radyasyondan koruyucular, hasar1 azalticilar ve tedavi ediciler olmak tizere 3 grupta

simiflandirilirlar. RT 6ncesinde veya tedavi ile es zamanli kullanilan, normal doku hasarini
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onlemek veya azaltmak amaci ile kullanilan ilaglar, radyasyondan koruyucular olarak
adlandirilirlar. RT sirasinda veya tedavi sonrasinda, fakat normal doku hasari olusmadan
once uygulanan ilaglar hasar1 azaltanlar olarak, olusan normal doku hasarini 1yilestirmek
amaci ile kullanilanlar tedavi ediciler olarak siniflandirilirlar (67).

Isinlama sirasinda ve kisa bir siire sonra doku ve hiicrelerde meydana gelen
olaylarin anlasilmasi radyasyondan koruyucular ve hasar1 azalticilarin etki mekanizmasini
anlamak i¢cin 6nemlidir. Iyonlastirici radyasyonun biyolojik etkilerinde esas hedef molekiil
DNA’dir. Radyasyonun canli organizma tizerindeki etkisi direkt ya da indirekt olarak
meydana gelir. Radyasyon etkisi ile olusan biitiin olaylar zinciri, radyasyon enerjisinin ilk
kademede DNA ya da bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yapi1 tarafindan
absorblanmasi ile baglamigsa buna “Radyasyonun Direkt Etkisi” denir. Radyasyon enerjisi
biyolojik molekiillerin i¢inde bulundugu ortam molekiilleri (6zellikle su) tarafindan
absorblanmigsa, degisime ugrayan ortam molekiilleri (tipik olarak serbest radikal
formunda) biyomolekiilii dolayli olarak degisime ugratir ki buna “Radyasyonun Indirekt
Etkisi” denir. Canlilar %70-90 oraninda H,O (su) i¢erdigi i¢in 1sinlandiklarinda, radyasyon
enerjisinin biiyiik oranda su molekiilleri tarafindan absorblanmasi olasiligi ¢ok yiiksektir.
Radyasyon etkisi ile su molekiilleri iyonlasir ya da uyarilirlar. Iyonlagma ile pozitif yiiklii
bir iyon (H,O") ve hizl1 bir serbest elektron (¢") olusur. Bu olay1 izleyen cesitli reaksiyonlar
ile degisik tipte serbest radikalller meydana gelir. Memeli hiicrelerde radyasyona bagh
DNA hasarinin yaklasik tigte ikisine, hidroksil radikalinin neden oldugu tahmin
edilmektedir (67-69). DNA hasar1 meydana geldikten sonra, hasarli hiicre, doku veya
organizmada DNA tamir mekanizmasinin aktivasyonu, transdiiksiyon sinyal yolaklarinin
aktivasyonu, radyasyon yanit genlerinin salinimi, proliferasyonun uyarilmasi,
inflamasyonun baslatilmas1 gibi bir dizi olay gergeklesir. Bu yollar, radyasyona maruz
kaldiktan sonra hiicre veya doku iyilesme icin 6nemli olabilir ama ayn1 zamanda toksisite
gelisiminde rol oynayabilir. Radyasyon hasarini azaltici ilaglar, bu yollar1 hedef alarak
toksisiteyi azaltir veya oOnlerler. Cok sayida sitokin ve biiylime faktorleri radyasyon
azalticilar olarak incelenmektedir (67).

Serbest radikaller, iyonizan radyasyonun neden oldugu hasarin biiyiik bir
kismindan sorumludurlar. Bu nedenle radyasyondan koruyucu ajan primer olarak serbest
radikal hasarindan korumak i¢in radyasyon uygulanma zamaninda bulunmali ve iiretilen
radikallerle yarisacak konsantrasyonda bulunmalidir. Bir¢ok serbest radikal temizleyiciler
ve antioksidanlar, serbest radikaller tarafindan arttirilan oksidatif stresi sinirlandirabilir.

Stiper oksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon rediiktaz serbest radikal
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hasarma karst koruyucu olarak olusan dogal antioksidan ajanlardir. Glutatyon, beta-
karoten, askorbik asit, melatonin, polifenol ve tokoferol gibi ajanlarin baslica etki
mekanizmalari serbest radikalleri temizleme ve hidrojen atomunu, DNA hasar bolgelerinde
dogrudan kimyasal onarimi1 kolaylastirmak i¢in aktarmaktir (67).

Tim antioksidanlar, radyasyondan koruyucu olarak kullanilamazlar. Bir¢ok ilag
tizerinde preklinik ve erken klinik ¢alisma yapilmis olmasina ragmen, glinlimiizde sadece
amifostin klinik olarak kullanilmaktadir. Amifostin ve yeni gelistirilen nitroksidler,
sekonder radikalleri temizlemek icin yeterli etkinlige sahiptir. Iyi bilinen vitamin C,
vitamin E gibi antioksidanlar ise klasik radyasyondan koruyucular kadar etkin degildirler.
Bulanti, kusmay1 arttirmas1 ve toksik olmasi nedeni ile siilfidril ve tiol bilesenlerinin
radyasyondan koruyucu olarak tanimlanmasindan bu yana daha az toksik ve daha cok etkili

ilaclar aragtirilmaktadir (67, 70).

2.4.Radyoterapiye Bagh Epifiz Hasarim Onlenmeyi Amaclayan Cahismalar

Damron ve ark. (54) biiyliyen 24 sprague-dawley sicani ya yalnizca fraksiyone RT
ya da tedavi oncesi 100 mg/kg amifostin takibinde fraksiyone RT seklinde 2 tedavi
grubuna randomize etmisler. Her bir hayvanin sag bacak distal femur ve proksimal tibia
bolgesine toplam 17.5 Gy verilmis. Ortalama biiyltime kaybi toplam bacak i¢in yalnizca RT
kolunda %21.1 + %7 ve tedavi kolunda %16.3 1 + %4.6 olarak sonuclanmistir (p =0.006).
Damron ve ark. (60) ikinci bir ¢alismasinda 25 Gy’lik RT’nin 3 fraksiyonunun her birinden
once 100 ve 200 mg/kg amifostin eklenmesi ile toplam bacak i¢in ortalama biiyiime
kaybinda sirasiyla %35.2, %28.5 azalma saglamakta ve yalnizca fraksinasyonla (%44.8)
elde edilenin 6tesinde hem de istatistiksel olarak anlamlidir.

Yavuz ve ark.’nin (71) benzer sekilde tasarlanmis ¢alismasinda biiyiiyen si¢anlarda
yalnizca fraksiyonasyona karsi melatoninin pozitif koruma etkisi gosterilmistir. Toplam
bacak i¢in ortalama biiylime kayb1 yalnizca fraksiyonasyondan, RT 6ncesi 5 ve 15 mg/kg
melatonin verilen kollarda anlamli bir sekilde daha az oldugu tespit edilmistir (%41.2 vs
%33.9 ve %32.2).

Topkan ve ark.’lar1 ayni1 sekilde dizayn edilen bir sican modelinde, 1s1nlanmis epifiz
plaklar1 tizerinde amifostin, melatonin ve bunlarin eszamanli uygulanmasinin radyasyon
hasarina karsi koruyucu etkilerini karsilastirmislardir. Amifostin 200 mg/kg ve melatonin
15 mg/kg uygulanmistir. Toplam bacak i¢in ortalama biiyiime kaybi1 yalniz fraksiyone RT,
amifostin, melatonin ve amifostin + melatonin uygulanan fraksiyone RT gruplarinda

sirastyla %56.9 + %8.1, %46.8 £ %7.7, %36.6 £ %4.3 ve %38.5 + %5.1 olarak tespit
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edilmistir. Melatonine amifostin eklenmesinin radyokoruyucu etkiye herhangi bir katkis1
olmadigi ve radyasyona bagli epifiz biiylime plagi hasarint 6nlemede melatoninin
amifostinden {istiin oldugu bildirilmistir (72).

Yapilan ¢aligmalarda, kullanilan fraksinasyon semalar1 ve radroprotektan ajanlar
RT’ye baglh epifiz plaginda gelisen biiylime kaybini parsiyel olarak korumaktan Gteye

gecememistir. Bu nedenle daha etkin ajanlara ihtiyag vardir.

2.5.Vitamin D

Vitaminler, viicutta sentezlenmeyen disardan alinmasi gereken ve ¢esitli enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak gorev yapan bilesiklerdir. Bunlardan birisi olan D vitamini
klasik bir vitamin olmaktan ¢ok, bir hormon olarak gérev yapmaktadir. D vitamini giines
1sinlarmin etkisiyle ciltte 6nciil madde olarak tiretilmesini takiben karaciger ve bobrekte iki
defa transformasyona ugrayarak, biyolojik aktif madde sekline doniisiir ve hedef dokular
tizerindeki etkilerini gosterir. Bu etkisi “feedback” mekanizmalar tarafindan diizenlenir. D
vitamini yagda eriyen vitaminler arasinda bulunmaktadir (73).

D vitamini aile tiyeleri siklopentanoperhydrofenanthrene halkasindan tiirer ve
kimyasal yap1 olarak steroidlere benzerler (74). Ancak dort halka yapilari olmadigindan
gercek anlamda steroid degillerdir (75). Otuzdan fazla vitamin D metaboliti bildirilmekle
birlikte cogunlugu aktif olmayan bilesiklerdir (76). Bunlardan en 6nemlileri diyet ile alinan
bitkisel kokenli ergosterolden tiireyen ergokalsiferol [D2 vitamini; 25(OH)D2] ve
hayvansal kokenli deride kolesteroliin oksitlenme tirtinii olan 7-dehidrokolesterolden (7-
DHC) tiireyen kolekalsiferoldiir [D3 vitamini; 25(OH)D3]. Insan viicudunda sadece D3
vitamini sentezlene bilse de her ikisi de ayni etkiyi olusturur. Vitamin D2 ve D3 benzer
yolla metabolize olduklarindan her ikisi de D vitamini seklinde isimlendirilmektedir (77-
79, 82) (Sekil 2.5.).

Viicutta bulunan D vitaminin %90 kadar1 giines 1sinlarinin etkisi ile deride sentez
edilirken, az bir kismi ise diyetten saglanir (73). Dogal olarak D vitamini igeren az sayida
besin vardir. D vitamini kaynagi hayvansal besinler, karaciger ve yagh baliktir. Diger ana
kaynaklar; makarna, tahillar, meyve suyu, siit gibi besinlerdir. Giinlimiizdeki beslenme
planlarinda D vitamini i¢in 400-800 IU giinliik alim 6nerilmektedir (80). Diinya Saglik
Orgiitii siit cocuklarinda optimum kemik gelisimi icin gerekli giinliik D vitamini miktarini
400 IU olarak belirlemistir (81). Beyaz irktan bir insanin bir santimetre karelik derisinde,
giines 1sinlart etkisiyle yaklasik olarak saatte alti1 tinite D vitamini yapilabilir. Sadece

yanaklar1 agik olan bir bebegin, tic-dort saat giines 1s18inda kalmasi bile giinliik D vitamini
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ihtiyacini karsilayabilmektedir. Derinin bir minimal eritem dozu (bir minimal eritem dozu,
giin ortasinda tiim viicudun 15-30 dakika, giines 1sinlarina maruz kalmasidir) giines 1siniyla
karsilagsmas1 ile 10000-20000 IU (250-500pg) D3 vitamini dolasima verilir. Bu sentez
fonksiyonu, iilkenin bulundugu enlem, mevsimler, giines 1sinlarinin yeryiiziine geldigi ag1
(Zenith acis1), deri pigmentasyonu, hava kirliligi diizeyi, deriye siiriilen koruyucu kremler,

giyinme tipi, yas gibi faktorlere baglidir (78, 79).

Vitamin Dy

Sekil 2.5. Vitamin D2 ve D3’{in molekiiler yapisi

Karacigerde sentez edilen kolesterol burada 7-DHC’e ¢evrildikten sonra dolasima
gecerek derinin malpighi tabakasina gelir. Giines 1sinlarindaki 290-310 nm dalga
boyundaki ultraviyole B 1sinlar1 epidermisi geger ve 7-DHC’deki ¢ift baglar tarafindan
absorbe olur, bunun sonucunda, inaktif pro D3 vitamini (7-DHC) pre D3 vitaminine
dontistir. Biyolojik olarak inert olan pre D3 vitamini, termal izomerizasyon ile daha stabil
bir izomere doniismektedir. Bu siire¢ 2-3 giin siirmekte olup mor &tesi 1sinlara gerek
duymaz. Deride yapilan D3 vitamini bir a-1 globulin olan DBP (D vitamini Baglayici
Protein) ile karacigere taginir (78, 83).

Uzun sureli giinese maruz kalma sonucu, previtamin D3 alternatif iki inert izomer

(lumisterol ve takisterol) sekline veya yeniden 7-DHC’e doniisebilir. Bu nedenle D vitamin
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intoksikasyonu olusmamaktadir. Olusan izomerlerin, kalsiyum metabolizmasi tizerine ¢ok
az etkili oldugu diistiniilmektedir (80).

Hayvansal besinlerden aliman D3 vitamini veya bitkisel besinlerden alinan D2
vitamini ince barsaklardan absorbe edilir ve emilimi safra asitlerinin varligimi gerektirir.
Absorbsiyondan sonra, silomikronlarla duktus torasikustan genel kan dolasimina katilarak
karacigere gelir (84).

Gerek deride sentezlenen, gerekse sindirim sisteminden emilen D vitamini
karacigere geldikten sonra metabolizmalar1 aynidir. Karacigere gelen D vitamini, hepatosit
mitokondrial ve/veya mikrozomlarinda bulunan D vitamin 25-hidroksilaz enzimi (25-
OHase; veya CYP27A1) aracilig1 ile 25-hidroksiergokalsiferole [25(OH)D2] veya 25
hidroksikolekalsiferole [25(OH)D3] doniisiir. Bu madde kalsidiol olarak da bilinir. D
vitamininin karacigerde 25-hidroksilasyonu tiriin feedback mekanizmast ile diizenlenir (83,
84).

25(OH)D vitamini viicudun tiim D vitamini havuzu hakkinda en iyi bilgi veren
parametredir. Normal serum konsantrasyonu 8-80 ng/ml (20- 200 nmol/L) arasinda degisir.
Serumdaki yar1 6mrii 21 giindiir (83).

Kalsidiol, DBP’nine baglanarak kan yoluyla bobrege gelir ve bdobreklerde
proksimal tiibuler hiicrelerin membraninda bulunan megaline baglanarak hiicre igine
geemektedir. Hiicre i¢inde serbestleserek, mitokondride 25-hidroksivitamin D 1-alfa
hidroksilaz [la-OHase; veya CYP27B1) olarak da adlandirilan enzim ile ikinci kez
hidroksilasyona ugrayarak, 1,25-dihidroksikolekalsiferol’e [1,25(OH)2D] dontsiir. la
hidroksilaz enziminin en 6nemli regulatorii paratiroid hormonudur. Ostrojen, prolaktin ve
biliylime hormonu 1,25(OH)2D vitamini {iretimini arttiran diger faktorledir. Kalsiyum ve
fosfor homeostazinda sorumlu D vitamininin biyolojik olarak en aktif sekli 1,25(OH)2D
vitaminidir. Bu madde kalsitriol olarak da bilinir. Insanda 1,25(OH)2D3 vitamini giinde
Ipg kadar tretilir ve plazmada 40-60 pg/ml (16-65 pmol/L) diizeyinde bulunur. Plazma
yarilanma suresi 3-6 saattir (83,84).

25-hidroksilasyonunun % 90’1 karacigerde, % 10’u fibroblast, bobrek, duodenum
ve kemik gibi diger dokularda gerceklesir. Bobrekte 6zellikle proksimal tiibiil hiicreleri, 1-
alfahidroksilaz enzimi agisindan zengindir. Ayrica meme dokusu, kemik, graniilamatoz
dokular, plasenta, prostat, kolon, akciger ve makrofajlarda da 25-(OH)D3’iin, 1,25-
(OH)2D3’e dontisebildigi gosterilmistir. Ekstrarenal {tretilen 1,25 (OH) 2D hiicre
proliferasyonu ve farklilagma regililasyonunda otokrin/parakrin faktér olarak etki

etmektedir (85, 86, 89).
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D vitamininin yikimi hem karaciger hem de bobrekte 24-hidroksilasyon yoluyladir.
24,25-(OH)2D3 daha polar olup hizla bobrekten atilir. 1,25-(OH)2D3 ise 24
hidroksilasyonla “kalsitroik aside” doniisiir ve safra yolu ile atilir (87).

Normal veya yiiksek serum Ca ve/veya fosfat konsantrasyonunda ve 1,25(OH)2D3
yiiksekliginde renal 24-hidroksilaz aktive olur ve tiibul hiicrelerinde 1,25(OH)2D3 sentezi
azalirken 24,25(0OH)2D3 olusarak inaktive olur.

24-25(0OH)2D3 serum seviyesi 1-5 ng/ml’dir. D vitamini biiyiik miktarlarda oral ya
da parenteral alindiktan sonra bu bilesigin serum seviyesi yiikselir ve artan 24,25(0OH)2D3
kemikte hidroksiapatit kristallerinin ¢okmesini yani kalsifikasyonu saglayarak plazma
Ca’unu dustiriicti etki yapar (88). 24,25(0OH)2D3 kikirdak ve kemik dokusu tarafindan da
sentezlenebilir.

1,25(0OH)2D3’un feedback regiilasyonu vit D intoksikasyonu riskini azaltmaktadir.
Artmis kalsiyum, fosfat, azalmis PTH direkt olarak la-hidroksilaz aktivitesini
azaltmaktadir. 1,25(OH)2D3’un tizerinde PTH’1n yaptig1 promotor etkinin inhibisyonu ile
lo-hidroksilaz mRNA’simi1 baskilar. la-hidroksilaz geninin diger bir negatif diizenleyicisi
de “’klotho geni ” triiniidiir (89, 90). Ekstrarenal 1a-hidroksilaz enzimi ise lokal sitokinler
ve bliylime faktorlerinin etkisiyle regiile olur.

Sentez edilen 1,25(OH)2D3 vitamini, lipofilik bir molekiil oldugu i¢in DBP’ye
baglanarak bobrek, kemik ve barsak gibi hedef dokulara tasinir. Kalsitriol hem genomik
hem de non-genomik mekanizmalar {izerinden etki eder. Genomik etkilerini sitoplazma ve
nukleus i¢inde bulunan Vitamin D Reseptorleri (VDR) aracilifiyla gostermektedir.
VDR’ler, steroid hormonlar i¢in niikleer reseptor siiperailesine {iyedir ve ligandla aktive
olan bir transkripsiyon faktorii gibi gorev yapar (91). VDR’ lerin hormon baglayici kisma,
DNA baglayict bolgesi ve N-terminal bolgesi bulunur. VDR’ leri barsak, kemik, bobrek
disinda cilt, meme, mide, kalp, hipofiz, paratiroid bezi, pankreas beta hiicreleri, gonadlar,
beyin, iskelet kasi, dolasimdaki monositler, aktive T ve B lenfositlerde de bulundugu
gosterilmistir (92). Normal dokularin yani sira gesitli kanser hiicrelerinde de vitamin D
reseptorleri bulunmaktadir (93, 94). Bircok onkogen tirliniinii i¢eren elliden fazla proteinin
1,25(OH)2D3 tarafindan diizenlendigi bilinmektedir. VDR igeren bu dokular ayni1 zamanda
1,25(0OH)2D3 fiireten yerlerdir. D vitamini reseptdre baglandiktan sonra sterol-reseptor
kompleksi retinoik asit X reseptorii ile iliskiye girer. Ortaya ¢ikan heterodimerik kompleks,
0zglil DNA dizilerine baglanir. Bu 6zgiil dizilere D vitamini yanit elementleri (DVYE)
denir (95). DVYE’ler ile kurulan bu iligki gen transkripsiyon ve translasyonu ile

sonuglanir. DVYE igeren 200’ den fazla gen bildirilmistir. Bu genler hiicre proliferasyonu,
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diferansiasyonu, apoptozis ve anjiogenezisi tizerinde etki etmektedir. Bu genlere 6rnek
olarak kemik ile iligkili genler [osteokalsin, osteopontin, kemik sialoprotein, kalsiyum
baglayici proteinler Calbindin-D28k ve D9K, fruktoz 1,6-bisphosphatase, PTH, PTHrP,
insan biiyiime hormonu ve RANKL], hiicre dongii regiilator p21, insiilin reseptort,
25(OH)D3 24-hidroksilaz, TNF-a, tirokinaz plazminojen aktivatorii, protein lipaz C v,
TGF-B2, fibronektin, B3 integrin verilebilir (96). Buna ek olarak, kalsitrioliin, steroid
reseptor-ligand-DNA etkilesimi aracilik etmeden dogrudan ve non-genomik etkiler olarak
tanimlanan, gen transkripsiyonunu diizenlemeden bagimsiz hizli etkileri de vardir (97).
Kalsiyumun hizli barsak emilimi, voltaj kapili kalsiyum ve klor kanallarinin agilmasi,
intraselliiler depolardan kalsiyum serbest birakilmasi ve protein kinaz C, protein kinaz A,
fosfatidilinositol-3 kinaz ve fosfolipaz C aktivasyonunu igeren bir dizi non-genomik
yanitlara neden olur (98). Bu aktiviteler keratinositler, enterositler, kas hiicreleri,

osteoblastlar, kondrositler gibi bir¢ok hiicrede bulunmaktadir.

2.5.1.Klasik D vitamini Duyarh Dokular
Vitamin D ekstraseliiler kalsiyumu dar bir aralikta tutmak ve kemik bitiinliigiint
saglamak i¢in bobrek, kemik, paratiroid bezler ve bagirsaklar arasindaki etkilesimin gerekli

bir bilesenidir (84) (Sekil 2.5.1.2a.).

2.5.1.1.Barsaklar

D vitamini ince bagirsaktan kalsiyum ve fosfat emilim verimliligini artirmak i¢in
gereklidir. D vitamini olmadiginda diyetten kalsiyumun % 10-15’1, fosforun % 60’1
emilebilmektedir. Vitamin D reseptor aktivasyonu oldugunda ise kalsiyum emilimi % 30-
80, fosfor emilimi ise % 80 oraninda artmaktadir (99, 172). Kalsiyumun bagirsaklardan
optimal emilimi i¢in hem 1,25(OH)2D3 hem de VDR’e ihtiya¢g duyulur (100). Barsak
mukoza epiteline gelen 1,25(0OH)2D3 sitozolde bulunan reseptorlere baglanarak bu
hiicrelerin ¢ekirdeklerine taginir ve orada Ca baglayan protein mRNA’nin yapilmasin
saglar. Bu spesifik mRNA yardimiyla barsak mukoza hiicresinde sentez edilen Ca

baglayan protein (kalbindin), Ca’un barsaktan kana geg¢isini diizenler (86).
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2.5.1.2.iskelet sistemi

Vitamin D iskelet gelisimi ve mineralizasyonunun devami i¢in gereklidir. Vit D
eksikligi olan hayvanlarda hipokalsemi, hipofosfatemi, hiperparatiroidizm, rikets ve
osteomalazi gelistigi gosterilmistir (101).

Organizmadaki 25(OH)D3 vitamini diizeyinin normal oldugu durumlarda D
vitamini kemiklerin mineralizasyonu {izerinde pozitif etkiye sahiptir. Baska bir ifadeyle,
barsaklardan Ca emiliminin yeterli oldugu durumlarda 1,25(OH)2D3 diizeyi de normal
olmakta ve bu aktif hormonun etkisiyle bir taraftan barsaklardan Ca ve P emilimi
saglanirken, diger yandan kemik mineralizasyonu siirdiirilmektedir (102). VDR olmayan
farelerde yiiksek kalsiyum, fosfat ve laktoz igeren kurtarma diyetleri ile iskelet biiytimesi,
olgunlagmasi ve yeniden yapilanmasinin saglanmasi, vitamin D iskelet homeostazinda
olmazsa olmaz midir sorusunu akla getirmistir (103). Vitamin D bagimli tip 2 riketste de
kalsiyum infiizyonu ile kemik mineralizasyonunun normale doénmesi bu goriisii
desteklemistir. Ancak takip eden yillarda yapilan c¢alismalarda iskelet homeostazinda
vitamin D’nin serum kalsiyum normalizasyonu ile yerine konamayacak etkileri oldugu
gosterilmistir (100). Biiylime plaginin gelisimi kalsiyum ve 1,25(OH)2D3’nin koordineli
islevini gerektirirken, osteoblastik kemik yapimi ve osteoklastik kemik rezorbsiyonu
1,25(0OH)2D3 ve VDR varligin1 gerektirir.

VDR ile 1,25(0OH)2D3 sistemi saglikli kemik dongiisii i¢in mutlak gereklidir.
1,25(0OH)2D3-VDR etkilesimi bozuk mutantlarda hem osteogenez hem osteoklastogenez
bozulur. Hipokalsemi nedeniyle olusan yiiksek PTH seviyelerinin anabolik etkisi g6z
ontine alindiginda, 1,25(OH)2D3-VDR etkilesiminde mutasyon olanlarda osteoblast sayisi,
alkalen fosfataz seviyesi, kemik yapimi ve kemik volumii artmis olarak beklenir. Ancak
hipokalsemi ve sekonder hiperparatiroidi diizeltildiginde anormal osteoblastogenez agiga
cikar. Benzer sekilde 1,25(OH)2D3-VDR sistemi bazal ve PTH aracili osteoklastogenez
icin de gereklidir. 1,25(OH)2D3-VDR mutant farelerde osteoklast sayisi uygunsuz sekilde
distiktiir (100).

Yeni kemik olusumu osteoblast aktivitesiyle olur. Osteoblastlar kalsitriol
reseptorlerine sahiptirler (100, 104). Vitamin D’nin, osteoblast gen transkripsiyonu,
cogalmasi, farklilasmasi ve mineralizyonu diizenledigi gosterilmistir (104, 105). Vit D ve
VDR osteoblastlardan ekpresse edilen bircok matrix proteinleri kodlayan genlerin
diizenlenmesinde kritik rol oynar. Vit D osteoblastlarda sentezlenen osteokalsin,
osteonektin ve osteopontin gibi proteinlerin genlerini kodlayan giiclii bir transkripsiyon

aktivatordir (105, 108). Osteokalsinin mineralizasyonu baslatmada 6nemli rol oynadigi
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bildirilmektedir (106). Vit D ALP aktivitesini artirir ve kollejen sentezini azaltir (108).
ALP’mm serum diizeyi, kemik yapimminda artar. ALP’in P gruplarini ayirarak
mineralizasyonu da kolaylastirdig: bilinmektedir (107).

Osteoblastlar PTH’a ve kalsitriole cevap olarak prostoglandinler, TGF-p ve IL—1
gibi osteoklast aktivitesini stimiile eden faktorler agiga cikarirlar (106). Normal kemik
dongiistinde osteoblastlar iizerinde bulunan RANKL’in RANK ile etkilesime girmesi
osteoklastlarin farklilasmasi ve olgunlagmasini indiikler (109). 1,25(OH)2D3, PTH ve
prostaglandinler gibi RANKL ekspresyonunu uyarmaktadir (110). Bunu yaparken bir
yandan 1,25(OH)2D3 OPG (RANKL antagonisti) tiretiminide engellemektedir (111). D
vitamini, bdylece matiir osteoklast havuzunu arttirarak kemik rezorpsiyonunu
arttirmaktadir (45). Yaslanmis kemik dokusunda osteoklastik aktivasyon araciligiyla
kalsiyum mobilizasyonu ve dolayisiyla saglikli yeni kemik olusumunu indiikler. Kurtarma
diyeti ile osteoklast sayis1 artarken, osteoblastlar tizerindeki RANKL miktar
etkilenmemektedir.

1,25(0OH)2D, biiytime plag:1 kondrositlerinde biiytime, farklilasma ve fonksiyonlarin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynar (115). In vitro calismalar, biiytime plag
kondrositlerin 1,25(OH)2D ve 24,25-(OH)2D ile dogrudan ancak diferansiyel yanit
sergiledigini gostermistir (113). Bu deneyler D vitamini metabolitlerine fare kostokondral
kondrositlerinin yanitinin matiirasyon boélgesine bagli oldugunu ortaya koymustur (114).
Prehipertrofik ve tist hipertrofik bolgelerin (bu kiiltiir sisteminde 'biiylime bolgesi' olarak
tanimlanir) 1,25-(OH)2D’ye oncelikle cevabi; metabolit proliferasyonunu inhibe etmek
ancak, alkalen fosfataz aktivitesi, kollajen sentezi ve proteoglikan sentezini uyarmaktir
(116). Biuiylime bolgesi kondrositleri tizerine 1,25-(OH)2D’nin diger etkileri membran
akiciliginda artiglar (117), arasidonik asit turnover uyarilmasi (118) ve protein kinaz C
aktivitesinin aktivasyonudur (119). Bunlar kondrositlerde non genomik 1,25-(OH)2D

sinyalizasyon roliinii gosteren giiclii bir destek saglar.
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Kemikte 1,25-(OH)2D genomik direkt etkisini, kondrositlerde VDR wvaskiiler
invazyon, osteoklastogenesis ve fosfat homeostazi sirasinda kemigin uygun endokrin
etkilesimini saglayarak gosterir (Sekil 2.5.1.2b). Hizla cogalan kondrosit VDR yaninda
cyp27bl eksprese eder. 1,25-(OH)2D ligand baglayicist VDR/RXR dimer gen
transkripsiyonunu diizenler ve calismalar kondrositlerde VDR-aracili sinyalin kondro-
kemik bileskede, vaskiiler invazyon ve osteoklastogenezisi ayarlayan artan RANKL ve
VEGF ekspresyonuna yol actigin1 gostermektedir (120, 121). Ayrica, kondrositlerde
genomik 1,25-(OH)2D sinyalizasyonu primer spongiozada osteoblastlardan FGF23
(fibroblast biiytime faktorii 23, bobrekte fosfat emilimini bloke etmektedir) salgilanmasi
tizerinde etkili heniiz tanimlanmamis bir salgilama faktoriiniin (Sekil 2.5.1.2b’de “?”
olarak belirtilmis) ekpresyonunu etkiler (122). Boylece vit D endokondral kemik geligimi
sirasinda otokrin ve parakrin rol oynamakta ve boyuna kemik biiylimesine katki

saglamaktadir (115).
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Sekil 2.5.1.2b. Kondrositlerde genomik 1,25(OH)2D sinyalinin direkt roli. Biyiitiilmiis

biiytime plag yapist ile uzun kemik morfolojisi gosterilmistir (Arnauld R.- 2008)

Biiyliyen memelilerde, D vitamini eksikligi, rasitizm olarak bilinen iskelet
anomalilerine neden olur. Biiyiime plagi hipertrofik bolgenin genisligi artar ve

mineralizasyon bozuktur (123, 124). Benzer etkiler, vitamin D reseptor yoksun farelerde
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meydana gelir. Bu farelerde siitunlarin metafiz ucunda hipertrofik kondrositlerin apoptozisi
azalir ve kan damarlar1 ve kemik hiicreleri tarafindan invazyon gecikir (125). Rasitizm,
ayn1 zamanda, hipofosfatemik farelerde ve insanlarda meydana gelir, azalmis ekstraseliiler
fosfat D vitamini eksikliginde olusur, rasitizmde 6nemli bir rol oynayabilir. Gergekten de,
mineral ile zenginlestirilmis diyet, D vitamini eksikligi ve vitamin D direngli hayvanlarin
bliylime plaklarin1 normallestirebilmektedir (126, 127). Bu nedenle D vitamini biiytime
plag1 etkileri, oncelikle, intestinal liimenden kalsiyum ve fosfat emilimini arttirmada 6ncii
intestinal epitel hiicrelerinde vitamin D reseptor ekspresyonu araciligi ile olabilir.

Bununla birlikte, vitamin D metabolitleri, biliylime plagi iizerien dogrudan
etkileyebilir. 24,25-dihidroksivitamin Dj rasitik civciv bliylime plaklarinin igine direkt
olarak enjekte edildiginde iyilesme ile sonuglanmistir (128). In vitro, 1,25-dihidroksi D;
dinlenme ve proliferatif bolgelerde proliferasyonu azaltirken, 24,25-dihidroksivitamin Ds
farklilasmay1 uyarir, ancak dinlenme bolge hiicrelerinde proliferasyonu azaltir (129). Bu
etkiler, fosfolipaz, prostaglandinler ve mitojenle aktive protein kinaz kaskadi, hiicre yiizey
reseptorlerini iceren kondrositlerde bir sinyal iletim yolag: araciligi ile ortaya ¢ikmaktadir
(130). Biiylime plag: tizerinde lokal D vitamini etkisinin fizyolojik rolii belirsizligini
stirdiirmektedir.

Kirik iyilesmesi {lizerine D vitaminin etkisi ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir.
(131-135). Bu calismalarda kemik kallusun mikroyapisini gelistirerek ve mekanik giictinii
arttirarak iyilesmeyi hizlandirdigi bildirilmistir. Kirik tamirinde 24,25-(OH)’nin roliindi,
tavuklarda kirik iyilesmesi sirasinda CYP24A1 aktivite artist nedeniyle 24,25-(OH)2D
dolasimdaki seviyelerinin artmasi desteklemektedir (136). CYP24A1 eksik farelerde kemik
kirik iyilesmesinde gecikme disaridan verilen 24,25-(OH),D ile diizeldigi gozlenmistir
(137). Buradan kemik kiriklari, travma veya metabolik kemik hastaliklar1 tedavisinde de
yararli olabilecegi sonucuna varilabilir (137).

Kemik tamirinde, VEGF’ nin insan osteoblast benzeri hiicreler tarafindan aktivasyonu
sonucu mRNA’nin miktarinin arttirilmasi yolu ile olur. Calismalar vitamin D3
uygulamasinin bunu arttirdigini, dolayisiyla neoangiogenezisi arttirdigini gostermistir
(138-141). Kemik olusumu enerji bagimli bir siirec oldugundan ve hipoksinin
engellenmesini saglayacagindan, neoanjiogenezisin arttirilmasi damar yapilarmin intakt

kalmasini, dolayisiyla kemik onarimini arttiracagi 6n goriilmektedir (138-141).
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2.5.1.3.Paratiroid Bezler

Vitamin D paratiroid fonksiyonunun kuvvetli bir diizenleyicisidir. Vitamin D
eksikligi paratiroid bezlerinde hiperplazi, artmis PTH sentez ve sekresyonuna neden
olurken, 1,25(OH)2D3 verilmesi paratiroid hiicre biiyiimesini ve PTH sentezini baskilar.
PTH geninin 1,25(0OH)2D3-VDR kompleksi ile direk baskilanmasinin yani sira,
1,25(0OH)2D3 paratiroid bezindeki VDR seviyesini ve paratiroid bezlerin kalsiyuma
yanitin1 kontrol eder. 1,25(OH)2D3 paratiroid bezindeki VDR lerini artirir (muhtemelen

artmis kalsiyum etkisiyle) ve VDR yikimini azaltir (142).

2.5.1.4.Bobrek

1,25(OH)2D3’nin bobrekteki en 6nemli endokrin etkisi, kendi siki kontroliinii
saglamak i¢in la-hidroksilazin supresyonu, 24-hidroksilazin uyarilmasi ve proksimal
tiibiilde megalin ekspresyonudur (143).

1,25(0OH)2D3’nin renal kalsiyum ve fosfat mekanizmasi {iizerine etkileri
tartigmalidir. Bir yandan serum PTH’si diisiirtirken, bir yandan intestinal kalsiyum ve
fosfat emilimini artirarak bobrege gelen iyon yiikiinii etkilemektedir. 1,25(OH)2D3 renal
kalsiyum emilimini ve kalbindin ekspresyonunu artirir, idrar kalsiyum atilimimin ana
belirleyicisi olan ve VDR’lerinin en fazla bulundugu yer olan distal tibtilde PTH bagiml

kalsiyum transportunu hizlandirir (144).

2.5.2.Vitamin D’nin Klasik Olmayan Etkileri
2.5.2.1.Vitamin D ve Kanser

Vitamin D3’{in antineoplastik aktivitesi ilk olarak fare myeloid l6semi hiicrelerinde
gosterilmistir (145). In vitro ve in vivo ¢alismalarda vitamin D’nin meme, kolon, prostat,
endometrium, mesane, akciger, pankreas kanser ve osteosarkom hiicre kiiltiirlerinde
biliylimeyi engelleyici etkisi gosterilmistir (146, 147). Epidemiyolojik ¢alismalarda vitamin
D’nin kolon, meme, over, prostat kanserlerinde kanser riski ve mortalitesini azalttigi
saptanmustir (148, 149). Garland ve ark. (148) giinliik 160 IU veya {izerinde vitamin D
alimimin kolorektal kanser gelisme riskini %32 oraninda azalttigini bildirmistir. Benzer
sekilde meme kanserli kadinlarda yapilan NHANES I epidemiyoloji ¢aligmasinda gilinese
yeterli oranda maruz kalan ve giinliik yeterli vitamin D alan kadinlarda meme kanseri
riskinin azaldig1 gosterilmistir (150).

1,25-(OH)2 vitamin D3, antikanser etkisini hiicre ¢ogalmasini baskilayarak, hiicre

siklusunun durdurulmasi, anjiogenez ve metastazin inhibisyonu, onkojen ag¢iliminda
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degisiklik, apoptoz indiiksiyonu, lipid peroksidasyonunun azaltilmasi ve diferansiasyonun
indiiklenmesi gibi ¢esitli yollar tizerinden gosterdigi diistintilmektedir (151, 152).

Meme, kolon, prostat kanserleri ve myeloma, B-hiicreli kronik lenfositik 16semi
gibi tiimor modellerinde vitamin D’nin apoptozisi artirdigi gosterilmistir (153-157). Bu
etki antiapoptotik protein Bcl-2’nin azalmasi, pro-apoptotik Bax proteininin artmasi,
kaspaz aktivasyonu, klasterin, katepsin-B ve TGF gibi apoptozis ile iliskili proteinlerin

artmasi gibi ¢esitli yollarla olmaktadir (153-157).

2.5.2.2.Vitamin D ve Kemoteropotikler
Vitamin D’ nin kanser hiicrelerinin ¢esitli sitotoksik ajanlara duyarliligini artirdigi
gosterilmistir. Kalsitriol’tin platinli bilesenler, mitoksantron, dosetaksel, paklitaksel ve

adriamisin gibi ajanlarin antitiimor etkisini artirdigr gosterilmistir (158-160).

2.5.2.3Vitamin D ve Radyoterapi

Vitamin D, apoptozisi artirarak, hiicre ¢ogalmasini azaltip hiicre siklusunu
durdurarak kanser hiicrelerini radyasyona daha duyarli hale getirebilir (161-163, 147).
Dunlap ve ark. in vitro olarak insan prostat kanseri hiicrelerinde RT ve vitamin D3’{in
sinerjistik etki gosterdigini bildirmistir (161). Vitamin D ve RT’nin apoptozisi farkli
yollardan baslattig1, bu nedenle birbirinin etkisini artirabilecekleri ileri siirtilmiistiir (161).
LNCaP hiicrelerinde RT’den 6nce vitamin D uygulanmasiin apoptotik indeksi arttirdigi
gosterilmistir (164, 165). Vitamin D’nin bu etkiyi antiapoptotik protein Bcl-2’yi azaltarak
gosterdigi disiiniilmektedir.

Vitamin D’nin hiicre siklusunu G1/S ve G2/M evresinde durdurdugu bilinmektedir
(161). Bu evrelerde hiicreler radyasyona daha duyarli olduklarindan, RT’den 6nce vitamin
D verilmesinin duyarlilig1 artirict etkisinin olacagi diistiniilmektedir. Vitamin D’nin 1s1na
duyarlilastirict etkisinin secici oldugu, kanser hiicrelerinin radyasyona duyarliligini
artirirken, normal fibroblastlarda, meme epitel hiicrelerinde ve prostat hiicrelerinde bu
etkinin goriilmedigi bildirilmistir (147, 161). Polar ve ark. (147) vitamin D3’{in, meme
kanseri hiicre kiiltiirtinde RT ile aditif etki gosterdigini ve apoptozisi artirdigini, ancak
normal insan fibroblast hiicre kiiltiiriinde benzer bir etkisinin olmadigint gostermistir. Bu
bulgular vitamin D’nin normal hiicrelerde koruyucu etkisinin olabilecegini

dustindiirmektedir.
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2.5.2.4.Vitamin D ve Immiin Sistem

D vitamininin hiicresel ve hiimoral immiin cevabin olugmasinda da rol aldigi
gosterilmistir. Makrofajlarda lizozomal enzim aktivitesini artirir ve fagositozu
kolaylastirarak sitotoksik etkiyi hizlandirir. Bunu spesifik Fc reseptorlerine aracilik ederek
yapar (166). Ayrica makrofajlar 1a-hidroksilaz enzimine sahip olduklar1 i¢in 25(OH)D3
den 1,25(OH)2D3’1 kendisi tretebilir (167). Vitamin D eksikligi ile giden rasitizmde,
tekrarlayan enfeksiyonlarin varligi, vitamin D’nin immiin sistemin isleyisi tizerindeki
etkilerini destekler niteliktedir (168). Vit D eksikligi ile tiiberkiiloza yatkinlik arasinda
iliski bildirilmistir (169, 170). D vitamini makrofajlardan interlokin IL-1, IL-6, IL-12 ve
TNF-o gibi sitokinlerin salinimini azaltabilir. Makrofajlarin lenfositlere antijen sunma
etkisini azaltir ve bunu hiicre yiizeyindeki MHC-II'yi azaltarak yapar (169). Kalsitriol ayn1
zamanda Thl hiicrelerinden IL-2 salinimini azaltir ve T hiicre proliferasyonunun gii¢lii bir
inhibitoriadiir (171).

D vitamini reseptdr polimorfizmiyle tiiberkiiloz, psoriazis, osteoporoz, Alzheimer
ve multipl skleroz gibi c¢esitli hastaliklarla iliski kurulmaktadir. Romatoid artrit,
inflamatuar barsak hastaliklari, hipertansiyon, sizofreni ve depresyonda diisiik D vitamini
diizeylerinin oldugu epidemiyolojik ¢alismalarla gosterilmistir. Diyetle D vitamini
alimmasinin Tip 1 diyabet riskini azalttig1 6ne siirilmektedir (172).

Gerek in-vitro ve gerekse in-vivo calismalarin sonuglari, vitamin D’nin ileride
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve transplantasyon uygulamalarinda, rejeksiyonunun
Oonlenmesi ve graft omriiniin uzatilmasinda kullanilabilecegi umudunu vermektedir.
Kalsemik etkiden arindirilmis bazi D vitamin analoglari, psoriazis gibi otoimmun
hastaliklarin tedavisinde basariyla kullanilmaktadir. Vitamin D, enfeksiyonlara ve
sekonder malignitelere yatkinlik doguran klasik immiinsupresif ajanlara alternatif bir
immiinomodiilator olarak, gelecek tedavi protokollerinde yer alabilme potansiyeli

tagimaktadir (169).
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GEREC VE YONTEMLER
3.1.Calisma Gruplar: ve Deney

Bu ¢alisma 2011 yilinda Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi (BUTF) Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dali tarafindan gerceklestirilmistir. Calisma Baskent Universitesi
Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (proje no: DA10/26) ve Baskent
Universitesi Arastirma Fonunca desteklenmistir.

Sprague-Dawley ratlar, yasamlarinin ilk 15 haftasi biiylimelerinin en hizli donemi
olmast ve kemik biiyime bozukluklarmin amplifikasyonu saglanirken, hassas kemik
Olctimlerine izin verecek kadar biiyiik oldugundan iskelet biiyiime etkilerinin incelenmesi
i¢cin olusturulmus bir hayvan modelidir (55, 58). Calismada, ortalama agirliklar1 74g (53-
101g) olan 6 haftalik, 28 adet Sprague-Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar BUTF
Deney Hayvanlar1 Arastirma Labaratuari’ ndan saglandi. Tiim ratlar, plexiglas kafeslerde,
%350-70 nem oram saglanarak, saatte 18 kez havasi degisecek sekilde, 20-22 °C sicaklikta
olan ortamda tutuldu ve giinlilk temizlikleri yapildi. Standart ticari rat preperatlari ile
beslendi, sular steril siseler ile saglandi. Tiim ratlarin viicut agirliklar ¢alismanin basinda,
her 72 saatte bir ve ¢alismanin sonunda 6l¢tildii. Calisma 6ncesi 7’ser ratlik 4 adet calisma
grubu olusturuldu ve tiim deney gruplarindaki hayvanlar numaralandirildi.

1. grup kontrol (grup K)

2. grup sadece RT (grup RT)

3. grup sadece 50000 IU/kg i.m. vitamin D3 (grup VIT D)

4. grup RT + 50000 [U/kg i.m. vitamin D3 (grup RT + VIT D)

Ratlara, 50 mg/kg intraperitoneal (i.p.) Ketamin ve 7 mg/kg i.p. Xylazine verilerek
anestezi saglandi.

Vitamin D3 (Devit 3 ampiil, Deva Ilag, Istanbul, Tiirkiye) tedavisi i.m. yoldan
50000 IU/kg olacak sekilde RT den bir giin 6nce tek doz, liglincli ve dordiincii grup ratlara
uygulandi. Kontrol ve RT kontrol gruplarma da i.m. 0,5 cc %0,9 NaCl enjeksiyonu yapildi.

Ikinci ve dérdiincii gruptaki ratlara RT uygulandi. Anestezi altindaki her bir ratin
diz bolgesini (sol femur distal 2 ve sol tibia proksimal 2 ) kapsayacak sekilde 3x3 cm
boyutlarinda tedavi alanlar1 agildi. Uygun kolimasyon agilar1 ve korumalar kullanilarak,
ratlarin tedavi alan1 disindaki bolgeleri korundu. Sag bacak korunarak kontrol olarak
degerlendirmeye alindi. Bir santimetre bolus kullanilarak kaynak cilt mesafesi 100 cm
olarak ayarlandi. 6 MeV elektron (Linac DHX-3323, Varian Medical Systems, Palo Alto,
CA, ABD) kullanilarak, ardisik 3 giin siireyle, toplam 24 Gy’lik fraksiyone RT uygulandi.

Daha once 17,5-25 Gy radyasyon dozunun bizim kullandigimiz fraksiyone sema yada tek
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fraksiyon uygulamalar ile Sprague-Dawley ratlarda kemik biiyimesinde anlamli bir
azalmaya neden oldugu gosterilmistir (53, 54, 58-60).

Birinci ve 3. gruptaki ratlara, ayn1 dozda anestezikler ile uyutularak yalanci RT
uygulandi.
3.2.Bacak Uzunluklarimn Olciilmesi

RT oncesi (0. giin), anestezi altindaki her bir rat, 20x30 cm boyutlarinda
hazirlanmis tahta levhalar tizerine 6n ve arka bacaklar1 gerilerek, yapistirici bantlar ile sirt
iistii yatacak sekilde tespit edildi. Simiilatér cihazi (Acuity, Varian Medical Systems,
ABD) kullanilarak, X 1sm1 (40 mA, 80 kVp, 2.7 mAs) ile direkt radyografileri
gorlintiilendi. Altt hafta sonra, ayni teknikle kontrol radyografileri ¢ekildi. Dijital
gortintiiler tizerinde, 6l¢tim cetveli kullanilarak, her bir ratin 0. giin ve 6. hafta, sag ve sol
femur basinin en proksimal noktalarindan, femoral kondillerin en distal noktalarina kadar
ol¢timii yapildi (Eclipse, Tedavi Planlama Sistemi, Varian, ABD). Ol¢iim sirasinda 6l¢iimii
yapan kisi gruplarin hangisi oldugunu bilmiyordu. Ayrica her iki tibia diz eklemindeki en
proksimal u¢ noktasindan, medial malleustaki en distal u¢ noktasina kadar 6l¢iildi (Sekil
3.2.). Toplam bacak uzunlugu, olgiilen femur ve tibia uzunluklarinin toplami ile

hesaplanarak kaydedildi. Bu ¢alismada hi¢bir denek hayvani sakrifiye edilmemistir.

Sekil 3.2. Dijital goriintii tizerinde bacak uzunluklarinin 6l¢tilmesi
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3.3. Kemik Biiyiimesinin Degerlendirilmesi
Isinlanmis ve 1smmlanmamis bacaklar arasindaki biiytime farki, radyasyon
uygulanmasi nedeni ile olusan biiytime inhibisyonunun primer gostergesi olarak kullanildi.
Gergek biliytime (GB), biiytime kayb1 yiizdesi (BKY), iyilestirilmis biiyiime kayb1 ylizdesi
(IBKY), bacak uzunluk farklilik yiizdesi (BUFY)’ ni i¢eren sonlanim noktalar1 hesaplandi.
Gergek biiyiime (GB), 1sinlanmis bacak uzunlugunun 6. hafta ve 0. hafta arasindaki
fark olarak tanimlandi ve asagidaki formiil ile ifade edildji;
GB =L¢- Ly, (3.3.1)
L¢; 6. haftadaki 1smmlanmis bacak uzunlugunu ve Lo, 1sinlanmis bacagin
baslangictaki bacak uzunlugunu ifade etmektedir.
Biiytime kaybi ylizdesi (BKY), asagidaki formiil ile hesaplandi;
BK% = [(Rg - Lg) / ortalama (R¢ — Rg)] x100, (3.3.2)
Rg; 6. haftadaki 1sinlanmamis bacak uzunlugunu, Lg; 6. haftadaki 1sinlanmis bacak
uzunlugunu, Ry; baslangictaki 1sinlanmamis bacak uzunlugunu ifade etmektedir. Her
gruptaki tim hayvanlarin her biri i¢in, Rg — Ro farkliliginin ortalamasi, 1sinlanmamis
kontrol bacak i¢in normal biiylimenin bir 6l¢tisii gibi kullanildi.
Vitamin Dj ile iyilestirilmis biiyiime kayb1 yiizdesi (IBKY), asagidaki formiil ile
hesaplandi;
IBK% = [(BKgT - BKrTD) / BKRT] X 100, (3.3.3))
BKgrt; RT grubundaki biiyiime kaybini, BKgrp; kombine RT ve vitamin Dj
grubunda karsilik gelen biiylime kaybini ifade etmektedir.
6. haftadaki bacak uzunluk farklilik yiizdesi (BUFY), asagidaki formiil ile
hesaplandi;
BUF% = [(R¢-L¢) / RL¢] x 100, (3.34)

3.4.istatistiksel Analiz

Analizler SPSS 20.0 istatistiksel yazilimi (IBM SPSS Inc, Chicago, IL, USA)
kullanilarak yapildi. Biitlin veriler ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. Her bir
tedavinin ana etkisini saptamak i¢in bir degisken olarak kemik uzunluk ol¢timleri ile
faktoryel varyans analizi (ANOVA) yontemi kullanilarak istatistiksel analiz yapildi. Tiim

istatistiksel degerlendirmeler i¢in p <0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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4.SONUCLAR

Calismada radyasyon veya ilag uygulamasma bagli 6liim goriilmemistir. Her bir
gruptaki ratlarin, RT oncesi (0) ve RT’den 6 hafta sonra (6) olgiilen sag ve sol toplam
bacak (B) uzunluk o6l¢iimleri ve kilo artis degerleri Tablo 4.’deki gibidir. Tabloda da

gorildiugi tizere kilo alimi, vitamin D ve RT grubunda benzer ve profilaktik ila¢ kullanimi

ile iligkilendirilen anlamli bir fark yoktur (p=0.51).

Tablo 4. :Her bir grup i¢in kilo artis1 ve femur, tibia ve toplam bacak biiylime verileri

Parametreler GRUP 2 GRUP 4 p
6haftadaki kilo artisi (g)
Ortalama+SS 47,7+22,6 51,5+ 14,5 0.51
Aralik 19,0-73,0 28,0-69,0

Her iki By (mm)
Ortalama+£SS 47,1 £2.1 47,6 £1,7 0,22
Aralik 45,2-50,8 442-51,8

Sol B (mm)
Ortalama+SS 53,0+£1,1 57,1+1,0 0,11
Aralik 50,2-54,2 56,6-59,4

Sag B¢ (mm)
Ortalama+SS 61,3+1,8 62,2+0,5 0,19
Aralik 58,2-63,9 59,3-64,3

Gercek biiyiime sag B; (mm)
Ortalama+SS 124+25 13,7+ 1,3 0,39
Aralik 10,6-13,7 10,7-15,8

Gercek biiyiime sol Bg (mm)
Ortalama+SS 42+1,5 8,2+1,2 <0,001
Aralik 2,0-6,6 4,9-11,2

Gercek biiyiime sol T¢ (mm)
Ortalama+£SS 1,8 +0,6 45+0,9 <0,001
Aralik 1,0-2,6 2,6-6,1

Gercek biiyiime sol F¢ (mm)
Ortalama+£SS 2,4+1,0 3,7+0,7 <0,001
Aralik 1,2-4,0 2,8-4,8

Sag ve Sol B¢ farki (mm)
Ortalama+SS 83+1,2 44+18 <0,001
Aralik 6,2-10,2 1,1-6,4

Kisaltmalar: B,: Radyoterapi 6ncesi bacak uzunlugu, Bs: Radyoterapi sonrasi 6 hafta bacak

uzunlugu, F6:Radyoterapi sonras1 6 hafta femur uzunlugu, T6: Radyoterapi sonrast 6 hafta

tibia uzunlugu, Grup 2: RT, Grup 4: RT + vitamin D3
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4.1.Gercek Kemik Uzunluk Ol¢iimleri

Tablo 4.'de gorildiigi gibi, 1sinlanmamis sag ekstremitelerin kemik uzunluklart 6
hafta sonunda iki grupta da benzer bulunmustur (p > 0.05). Ancak, son bacak
uzunluklarinda sag-sol farki RT ve VIT D + RT grubu arasinda anlamli derecede farklidir
(p <0.005) ve VIT D + RT grubu lehinedir.

Biiylime Kaybi (%)

75

60 B Femur

Tibia
45

[ Total

30

15

RT RT+ VIT-D

Sekil 4.2: Tedavi grubuna gore normal femur, tibia ve toplam bacakta biiyiimede yiizde
azalma olarak radyasyona bagli biiytime kayb1

4.2. Fraksiyone RT Sonrasi Biiyiime Kaybi

Fraksiyone RT uygulanmasi ile 1sinlanan sol bacakta %56.2 + %6.7 ortalama
toplam bacak BKY’ye neden oldu. VIT D’nin proflaktik kullanimi toplam bacakta
ortalama BKY’yi %28.5 + %5.6 ye getirdi ve bu deger istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p=0.001) (Sekil 4.2.).

Yalniz RT grubunda femur ve tibia i¢in ortalama BK yiizdeleri sirasiyla %49.7 +
%7.6 ve %62.3 £ %10.8 olarak bulundu. VIT D + RT grubunda femur ( %31.5 + %3.3 ) ve
tibia (%35.5 £ %4.3 ) icin BK anlaml 6l¢iide daha az tespit edildi (p = 0.001, her biri i¢in).
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Bacak Uzunluk Farki (%)
18

16

P
14

B Femur

12 .
A Tibia

10 B Total

RT RT+ VIT-D

Sekil 4.3: Tedavi grubuna gore normal femur, tibia ve toplam bacakta biiytimede yiizde
azalma olarak radyasyona bagli bacak uzunluk fark1

4.3.0rtalama Yiizde Toplam Bacak Uzunluk Farki Analizi

Ortalama BUF degerleri incelendiginde yalniz RT grubunda %12.7 + %1.3, VIT D
+ RT grubunda %4.4 + %3.03 olarak bulundu (Sekil 4.3.). Boylece, BUF tedavi grubunda
RT grubundan 6nemli 6l¢iide daha az oldugu gozlenmistir (p = 0,001).

Femurda BUF benzer sekilde RT grubunda VIT D + RT grubundan daha biiytiktiir
(%10.6 £ %1.3, %5.3 = %1.7, sirastyla). Bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p = 0.001).

Tibiada BUF, femur ve toplam bacaktaki gibi RT grubunda (%14.7 + %2.9) VIT D
+ RT gubundan anlamli olarak daha biiytiktiir (%6.1 = %1.7, p=0.001).

4.4. Tyilestirilmis Biiyiime Kayb1 Analizi

Tek basina RT alan grup ile karsilastirildiginda, VIT D ile iyilestirilmis biiyime
kayb1 yiizdesi tibia i¢in %26.4, femur i¢cin %33.8, toplam bacak i¢in %31.6’dir. Bu
degerler vitamin D3 tedavisinin fraksiyone RT’nin neden oldugu biiylime kaybini

tyilestirmede 6nemli 6l¢iide etkili oldugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada 24 Gy (8 Gy/giin) diz 1sinlamasi yapilan ratlara RT 6ncesi vitamin
D3 uygulamasmin RT’ye baghh epifiz hasarin1 azaltici etkisinin olup olmadigi
arastirilmistir. Tek basina RT nin femur, tibia ve toplam bacak uzunluklarini istatistiksel
olarak anlamli sekilde kisalttig1 gosterilirken, RT Oncesi vitamin D3 uygulamasinin
biiylime plagini radyasyonun etkilerinden istatistiksel olarak anlamli derecede korudugu ve
kemik biiytimesini arttirdig tespit edilmistir.

D vitamini, normal kemik gelisimi, kalsiyum-fosfor homeostazisi ve
mineralizasyon i¢in varligina zorunlu ihtiya¢ duyulan bir vitamin olup endokondral kemik
gelisimi sirasinda otokrin ve parakrin roller oynamakta ve boyuna kemik biiytimesine katki
saglamaktadir. Bu sebeplerle 6zellikle rasitizm, osteomalazi ve osteoporoz tedavisinde
etkin olarak kullanilmaktadir. RT, ¢ocuk ¢agi yumusak doku ve kemik tiimorlerinin
multimodal tedavisinde dnemli bir yere sahiptir. Ancak, biiyiiyen ¢ocukta, epifiz plagit RT
alanma dahil edildiginde kemik biiylimesinde azalma; kalic1 kisalik, sekilsel deformite ve
ge¢ donem patolojik kiriklart en 6nemli doz sinirlayicr faktorlerdir. Bildigimiz kadariyla
bir biiylime faktorii ve kemik yapimi diizenleyicisi olan vitamin D3’tin RT’ye bagl epifiz
hasariin 6nlenmesindeki olas1 etkinligi hakkinda literatiir bilgisi mevcut degildir. Ancak
Graham ve ark. (173) tarafindan yapilan bir ¢alismada vitamin D3’tin RT’ye bagh akciger
hasarin1 etkin bir sekilde azalttig1 gosterilmistir. Bu bulguya dayanarak kemik biiyiime
faktorti olan vitamin D3’tin bu etkinliginin epifiz biiytime plag: tizerinde de etkili olup
olmayacagini test etmeyi amacladik.

Bu calismada fraksiyone RT nin toplam bacakta %56.2 + %6.7, femurda %49.7 +
%7.6 ve tibiada %62.3 + %10.8 oraninda biiylime kaybina neden oldugunu ve proflaktik
vitamin D3 uygulamasi ile toplam bacak (%28.5 = %5.6), femur ( %31.5 + %3.3) ve tibia
(%35.5 = %4.3) i¢in ortalama BK’nin anlamli 6l¢iide daha az oldugunu tespit ettik
(p=0.001, her biri i¢in). Literatiirde vitamin D3 ve RT birlikteligi ile ilgili benzer bir
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle anlamli bir kiyaslama yapmak miimkiin degildir.
Ancak bu bulgular diger gii¢lii radyoprotektanlar ile yapilan calismalarin sonuglart ile
karsilastirilabilir. Bu noktada literatiirde en ¢ok calisilan gii¢lii bir radyoprotektan olan ve
sikea klinikte kullanilan amifostinin, RT nin epifiz plaginda olusturdugu hasara bagl
biliylime kaybini yalnizca fraksinasyonun otesinde anlamli sekilde azalttigi gosterilmistir.
Damron ve ark. bunu destekler bulgular elde etmislerdir (54, 60). Yavuz ve ark. (71) dogal

bir antioksidan ve radyoprotektan olan melatoninin epifiz plagi tizerinde radyasyondan
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koruyucu etkinligini arastirmis ve toplam bacak i¢in ortalama biiyiime kayb1 RT 6ncesi 5
ve 15 mg/kg melatonin verilen kollarda yalnizca fraksinasyondan, anlamli bir sekilde daha
az oldugunu bildirmislerdir (%41.2 vs %33.9 ve %32.2). Daha sonra buna dayanarak
klinigimizde yapilan benzer bir ¢aligmada 1sinlanmis epifiz plag:i tizerinde amifostin,
melatonin ve bunlarin eszamanli uygulanmasinin radyasyon hasarina karst koruyucu
etkileri karsilastirilmistir. Topkan ve ark. (72) tarafindan sonuglar1 bildirilen bu ¢alismada
toplam bacak i¢in ortalama biiyiime kaybi1 fraksiyone RT, RT + amifostin, RT + melatonin
ve RT + amifostin + melatonin uygulanan gruplarda sirasiyla %56.9 £ %8.1, %46.8 +
%7.7, %36.6 = %4.3 ve %38.5 + %5.1 olarak tespit edilmistir. Melatonine amifostin
eklenmesinin radyokoruyucu etkiye herhangi bir katkisi olmadigi ve radyasyona baglh
epifiz bliyime plagt hasarin1 6nlemede melatoninin amifostinden istiin  oldugu
bildirilmistir.

Biiytimekte olan kemik ve epifiz plaginin radyasyonun etkilerine son derece duyarl
oldugu bilinmekte olup radyasyon hasar1 olusturmada rol oynayan ana dokular proliferatif
kondrosit, distal metafiz ve epifizyal damarlardir (44, 174, 175). Proliferatif
kondrositlerde, 5 Gy radyasyonun tek bir fraksiyonu ile sitolojik degisiklikler ve hiicre
olumii gorilebilir (174). Dort haftalik bir rat modelinde, tibiaya 9.5 Gy tek doz sonrasi bir
hafta i¢ginde damar ¢ap1 ve miktarinda azalma ile distal metafiz damarlarda hasarin belirgin
oldugu gosterilmistir (175). Epifiz kikirdaga oksijen sunumunun temel yolu olan epifiz
vaskiiler beslemesinde az miktarda azalma bile, hipoksik hiicresel hasara ve
kondrogenezisi durdurmaya neden olabilir (44, 55). Radyasyon hasarinin erken
asamalarinda inflamasyon benzeri stromal reaksiyonlar ve dogrudan hiicre hasar1 gelisir.
Damarsal endotel hasarina bagli gegirgenlikte artis, genisleme ve kapiller yogunlugunda
azalma, osteoblast sayisinda azalma ve iskemi nedeniyle kemik olusumu belirgin olarak
azalir (44). Bizim bu calismada gostermis oldugumuz radyoprotektan etkiyi morfolojik ve
biyokimyasal bir calisma olmamasi nedeniyle net bir sekilde yorumlamak miimkiin
degildir. Ancak olas1 mekanizmalardan birisi vitamin D’nin biiylime plagi kondrositlerinde
bliylime, farklilasma ve fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynamasi olabilecegini
diisiiniiyoruz. D3 vitamini biiylime bodlgesinde metabolit proliferasyonunu engellerken,
alkalen fosfataz aktivitesi, kollojen sentezi ve proteoglikan sentezini uyarmaktadir (115,
116). Ayrica mebran akiciliginda artis, arasidonik asit turover uyarilmasi ve protein kinaz ¢
aktivasyonu bliyime bolgesi kondrositlei tizerine diger etkileridir (117-119).
Kondrositlerde vitamin D3 genomik direkt etkisini vaskiiler invazyon, osteoklastogenezis

ve fosfat homeostazi sirasinda kemigin uygun endokrin etkilesimini saglayarak gosterir.
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Vitamin D3, kikirdak-kemik bileskede vaskiiler invazyon ve osteokalstogenezisi ayarlayan
RANKL ve VEGF ekpresyonuna neden olur (120, 121). Boylece vitamin D3 boyuna
kemik biiyiimesine katki saglamaktadir (115). Bir diger olasi mekanizma ise vitamin
D3’iin osteoblast gen transkripsiyonu, cogalmasi, farklilasmasi ve mineralizasyonu {izerine
olan etkisidir (104, 105). Bunun yaninda vitamin D3 kemik olusumundan sorumlu
osteokalsin, osteopontin, ALP gibi matriks proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu
arttirir (105, 108). Vitamin D3 ile indiiklenen osteoblast aktivasyonu ve mineralizasyonun
diizenlemesi kemik yapimini arttirmaktadir. Bu da ¢calismamizda bulunan koruyucu etkinin
bagka bir nedeni olabilir.

Li ve ark. (138) in vivo c¢alismalarinda vitamin D3 ile insan osteoblast benzeri
hiicrelerde (OBH) VEGF salgilanmasina yol agan VEGF mRNA ekspresyonu arttigini
gostermislerdir. OBH’ler VEGF {ireterek endotel hiicre (EH) proliferasyonunu uyarip,
sonra aktive EH’ler IGF-I ve ET-1 gibi osteotropik biiytime faktorleri tireterek osteoblast
benzeri hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasini giiglendirdigini bildirmisler ve boylece
vitamin D’nin, uzun stireli ve gelistirilmis VEGF reseptor ekspresyonu ile
neoangiogenezisi arttirdigini gostermislerdir. Bu sonuglar, RT’ye bagl epifiz hasarinda
olusan vaskiiler degisiklikleri, vitamin D3’tin fazla miktarda yeni kapiller olusturarak
Onleyebilecegini diisiindiirmekte olup bulgularimizin altinda yatan temel nedenlerden
olabilecegi imajin1 vermektedir. Ayrica vitamin D3’iin lenfosit proliferasyonu ve sitokin
tiretimini kontrol ederek inflamasyonu azaltmasi, immunmodiilatér olmasi nedeniyle
radyasyon hasarinin erken doneminde gelisen inflamatuar reaksiyonlar1 azaltabilecegini
diistindiirmektedir. Ancak bunlarin ispatlanmasi i¢in histolojik ve biyokimyasal bulgularla
desteklenmis calismalara ihtiyag vardir.

D vitamini, baz1 kanser tiirlerine karsi antineoplastik etkilere de sahiptir (146, 147,
152). Ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek, hiicreleri farklilasma yoniinde
indiikleyerek, G1/S ve G2/M fazlarinda hiicre siklusunu durdurarak ve apoptozisi
indiikleyerek tiimor hiicrelerinin radyosensivitesini artirir (147, 161, 163, 165). D
vitamininin radyoduyarlastirici etkisi se¢ici olup normal saglikli fibroblast ve keratinositler
tizerinde boyle bir etkisi yoktur (161, 176). Vitamin D’nin se¢ici radyasyon duyarlastirict
ve antineoplastik etkilerinin molekiiler mekanizmalarini degerlendirmek bu caligmanin
amac1 disindadir. Ancak, antineoplastik etkileri de olan bir radioprotektan ajan radyasyon
onkologu i¢in cazip bir tedavi yontemidir ve terapotik endeksi artirmak i¢in ¢esitli timor
tiplerinin tedavisinde kullanilabilir. Klinik olarak D3 vitaminin bu amaca uygun olup

olmadigi ileride yapilacak ¢alismalar sonucunda anlasilacabilecektir.
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Literatiirde giinlik D vitamini uygulamasmin dozu 200-800 IU arasinda
degismektedir (177, 178). Tiirkiye’de giinde 400-800 IU D vitamini dogumdan sonraki 15.
giinde baslanmakta ve en az bir yil siire ile uygulanmaktadir. D vitaminin 600 000 U
dozunda depo seklinde uygulandigi stoss tedavileri sirasinda nadiren agir D vitamini
intoksikasyonu bulgular gelisirken, aralikli yiiksek doz D vitamini kullanimi ile (100 000
IU’nin tizerinde) risk daha fazladir (76). Kii¢iik cocuklarda D vitaminin giinde 40000 IU 1-
4 ay, eriskinde ise giinde 100000 IU birka¢ ay kullanimi sonrasinda vitamin D
intoksikasyonu goriilebilmektedir (179). Bu ¢alismada kullanilan depo 50000 IU/kg
vitamin D3 dozu ile toksisite goriilmemistir. Vitamin D3’iin ratlarda kemik iyilesmesi
tizerine etkilerini arastiran ¢alismalarda 60 ng/kg/giin ve 2.5 p/kg/gin, 1.25 p/kg/giin,
0.125 wkg/gin ve bizim caligmamizdaki gibi 50000 IU/kg dozlarda kullanilmis ve bu
dozlarda toksisiteye rastlanmamistir (131-135). Daha yiiksek dozlarda vitamin D3’{in
RT’ye bagh biiytime plagi hasarini onlenmede daha yiiksek etkilige sahip olabilecegini
ongorsek de bu ongoriiniin dogrulugu ileride yapilacak caligmalarla ortaya konacaktir.

Bu ¢alisgmanin en 6nemli handikap1 konvansiyonel 1.8-3 Gy fraksiyon dozlar
yerine 8Gy/fr’nun kullanilmasi olup ge¢ hasarin fraksiyon dozuyla kuvvetli bir iliski
icerisinde olmasi dolayisiyla vitamin D3’iin hiperfraksiyone ve/veya konvansiyonel

semalarda daha etkin olabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. SONUC

Sonug olarak bu calisma vitamin D3’tin RT ye baglh epifiz plagi hasarin1 6nemli
Olctide azaltabilecegini gostemektedir. Ancak kesin sonuclara ulasabilmek klinik
caligmalarla miimkiin olabilecektir. Standart fraksiyone RT semalar1 ile vitamin D3’{in
daha yiiksek dozlara c¢ikildigi ve/veya amifostin, melatonin gibi radyoprotektanlarin
eklenmesinin koruyucu etkinligi arttirip arttirmayacagi da gelecekte arastirilmaya deger

oldugu kanaatindeyiz.
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