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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda diyetle fosfor alimi, iglenmis gidalarin tiikketimi ile birlikte artis gostermistir.
Bir¢ok iilkede, fosfor tuzlari, gida katki maddeleri olarak gidalara ilave edildigi igin,
ihtiya¢ duyulandan daha yiiksek oranda giinliik fosfor alinmaktadir. Ozellikle ‘fastfood’
tarz1 besinler yliksek miktarda fosforlu katki maddeleri icermektedir.

Fizyolojik fosfat homeostazisi, 1,25 (OH) 2D, paratiroid hormonu (PTH) ve fibroblast
bliylime faktorii 23 (FGF23) dahil olmak {izere birgok hormon tarafindan
diizenlenmektedir. Bu diizenleme, temel olarak kemik-bobrek-paratiroid bezin
etkilesimlerini icermektedir.

Yiksek fosfor (P) alimmnin kemik sagligi {iizerine negatif etkileri olabilecegi
bilinmektedir. Yiiksek serum fosfat seviyesinin ayrica kardiyovaskiiler hastaliklar igin bir
risk faktorii oldugu hipertansiyon ve diyabet dahil olmak {izere diger geleneksel
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk olusturabilecek faktorler arasinda sayilabilecegi
gosterilmigtir. Yiiksek serum fosfat seviyelerinin kalp ve damar hastalig: ile iliskisinin,
cinsiyete gore degiskenlik gosterdigi kesfedilmistir. Birgok epidemiyolojik ¢alisma
vaskiiler kalsifikasyon, bozulmus kemik metabolizmas1 ve artan mortalite arasinda bir
iliski oldugunu gostermistir. Bu iliskiyi, osteoporoz ve wvaskiiler kalsifikasyonun
yaglanmanin degistirilemeyen bozukluklar1 olarak diisiinlip gbéz ardi etmek dogru bir
yaklagim degildir. Genel popiilasyonda giiniimiiz tiikketim aligkanliklari ile artmis durumda
olan diyetle yiiksek fosfat alimmin cinsiyete ve yasa Ozgi iliskiye katkida bulunan
mekanizmalarin1 tanimlamak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
Calismamizda yiiksek serum fosfatinin cinsiyet ile kardiyovaskiiler sistem ve kemik
metabolizmasi tizerindeki iliskisini arastirmak amaglanmistir. Yiiksek fosforlu diyet ile
beslenmenin geng¢ yetiskin disi ve erkeklerdeki PTH, D vitamini kemik turnover
belirtecleri ve damar ve kemikteki RANK/RANKL/OPG sistemi ve kan basinci iizerine

olan etkisi arastirilarak olast mekanizmalar agiga ¢ikarilmaya ¢alisilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Fosforun OykKiisii

Antik Yunanda ‘Fosfor’ Veniis gezegeninin ismiydi, ‘1s1k tasiyici’ olarak terciime edilen
kelimelerden tiiretilmistir. Fosfor, 17. yiizyilda, felsefe tasini (metallerin, giimiise veya
altina donilismesini saglayacagina inanilan bir madde) bulmaya c¢alisan amator bir simyact
olan Hennig Brandt tarafindan kesfedilmistir. Idrar iizerinde ¢alisan, etrafindaki
insanlardan litrelerce idrar toplayan Hennig Brandt, kendince yanliglik yaptigi bir deneyde,
soluk yesil bir 151k yayan parlak bir madde olusmasina neden oldu. Bu yeni madde
kendiliginden oksijenle reaksiyona giriyor, herhangi bir 1s1 iiretmeden 151k veriyordu.
Fosfor 1s1ldama 6zelligi nedeniyle ilk baslarda bir kraliyet eglencesiydi. Ik kullanimlari
arasinda tibbi ila¢g yapimi da vardir; fakat terapdtik olarak nispeten diisiik etkinligi
nedeniyle, fosforun ilk biiytik ticari kullanimi 19. yiizyilda kibrit endiistrisindedir. Kibrit
tiretiminde ¢alisan iscilerde, ¢ene kemiginin ciddi nekrozu ile karakterize, tip literatiiriinde
“’fossy jaw" olarak tarihe gecen duruma sebep olmustur.[1][2][3]

Fosfor, askeri mithimmat bileseni olarak da tarih sahnesinde karsimiza ¢ikmaktadir. 1.
Diinya Savasinda birlik hareketlerini gizlemek amaciyla bir duman perdesi yaratmak igin;
II. Diinya Savagi sirasinda ise, Molotof kokteyllerinin yapiminda ve sinir gazi iiretiminde
kullanilmistir.( Emsley J,2000)

Insanliga en kalict miras1 ise muhtemelen tarimda yayginlagmasi ile olmustur. On yedinci
yiizyildaki kesfinden Once bile, insanlar dolayli olarak insan ve hayvan diskisimi toplayip
topragin verimliligini artirmak icin tarlalara uygulayarak fosfor kullanmislardir. Bu diizen,
insanlarin ve hayvanlarin gidalarla fosfor tiikettigi ve daha sonra bu fosforun ¢ogunu giibre
olarak tarlalara dolayisiyla topraga geri kazandirdig: bir fosfor dongiisii olusturuyordu.[4]
Onceleri, fosfor kaynagi olarak kemik kiilii kullanilirken, 20. yiizyilda, fosforun kaya
yataklarindan madencilik ile biiyiik miktarlarda elde edilmesi ve siilfiirik asit ile islenerek
giibre olarak kullanilmasi, elde edilen mahsulu devasa 6l¢iide arttirmis, bu durum, daha
sonra “Yesil Devrim” olarak anilacak tarim devriminin bir pargasi olarak kabul
edilmistir.[4]

Yesil Devrim veya Uciincii Tarim Devrimi, 1950 ile 1960'larin sonu arasinda meydana
gelen ve oOzellikle niifusu gittikce artan gelismekte olan {ilkelerde mahsul veriminin

arttirtlmasiyla sonuglanan; kimyasal giibreler, ilaglama, sulama teknikleri ve mekanizasyon
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gibi yenilikleri ifade etmektedir. Giiniimiizde fosfor, kiiresel gida arzini desteklemede
neredeyse vazgecilmez hale gelmistir. [5]

Bununla birlikte, fosforun madenden ¢ikarildigi, sonrasinda ise tekrar topraga geri
doniisiimii cok az olan kanalizasyonlarda kayboldugu bu yapay tek yonlii sistemde dongii
tamamlanamamaktadir. Sanayi Devrimi sirasinda, kirsal bolgelerden biiyiik sehirlere dogru
Kitleler halindeki gogler, biiylik halk sagligi sorunlarini da beraberinde getirdi. Bunlardan
biri de insan atiklarinin nasil giivenli ve verimli bir sekilde temizlenecegi idi. Bu,
nihayetinde, arazi bazli imha yerine, su bazli modern sanitasyon sistemlerinin
gelistirilmesine yol acti. Fakat, fosfor artik topraga geri gonderilmeyip bunun yerine su
bazli kanalizasyon sistemlerinde bertaraf edildiginden fosfor dongiisii de bozulmustur. Bu
durum, fosforun yakinda smirl bir kaynak haline gelebilecegi ve hem gelismis hem de
gelismekte olan iilkelerde hizla artan niifusu beslemek icin gerekli tarimsal faaliyetleri
tehdit edebilecegi anlamina gelmektedir. Fosfor kitligiin gelecekte tehdit edici bir unsur
olmamasi i¢in, hem gida arzinda (tarimda veya gida katki maddesi olarak) hem temizlik
malzemelerinde fosfor kullanimini azaltma ¢abalari arttirilmali, hem de kullanilan fosforun
insan ve hayvan atiklarindan geri doniistirmek icin yontemler gelistirilmesi
gerekmektedir.[6]

Son donemde ise fosforun, gidalarin islenmesi ve tiiketiciye ulagsmasi asamalarin
yonlendiren 6nemli bir madde olarak, gida katki maddelerinde kullanimmin giderek
yayginlagmasina taniklik etmekteyiz. Gegen yiizyll boyunca, gida islemedeki teknik
gelismeler, gidalarin giivenligini, lezzetini arttirmis, hazirlanmasi kolaylasmis, bir¢ok
ciddi malnutrisyon kaynakli hastaliginin azalmasim1 saglamistir. Bununla birlikte, yirmi
birinci yiizyilda, gida isleme alanindaki bu teknolojik gelismelerin bir kisminin, bir¢ok
insanin karsilastigi ciddi halk sagligi sorunlarina katkida bulunabilecegi fark edilmistir.[7]
Yiyeceklere fosfat ilave edilmesinin yaygin olarak uygulanmasi ve bu konudaki genel bir
farkindalik eksikligi, dogrudan fosfat tiiketiminin artmasina sebep olmus ve fosfat
toksisitesinin neden oldugu tibbi sorunlarin Snemini arttirmistir. Bir¢ok gidada dogal
olarak fosfor bulunmaktadir, fakat isleme sirasinda fosfat iceren gida katki maddeleri
ilavesi sebebiyle, genel gida tedarikindeki fosfor igerigi artmigtir. Caligmalarin bir¢ogunda
yiiksek fosfat seviyelerinin hem saglikli goriinen bireyler hem de kalp, kemik veya bobrek
hastaligi gibi diger hastaliklarindan muzdarip hastalar i¢in olumsuz saglik etkileri
olabilecegi bildirilmektedir. Fosfor maruziyetindeki bu degisikliklerin sadece hastalarin
degil, genel popiilasyon icin saglik risklerinin degerlendirebilmesi, gerekli Onerileri

yapilmasi gerekmektedir.[8] [9]
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Uluslararasi bir konferans ‘the International Dietary Phosphorus Consensus Conference’
26 Haziran 2012'de ABD'de, dogal ve katkili gidalardaki fosforun , bobrek, kalp, kemik,
mineral bozukluklari ve kanser hastaliklarindaki roliinii incelemek i¢in toplanmustir.

Fosfat toksisitesinin kiiresel bir saglik krizi haline gelmesini engellenmesi i¢in dnlemler
alinmas1 gerektigi klinisyenler ve bilim insanlar tarafindan dile getirilmektedir. Fosforun
biyolojik sistemleri etkiledigi sayisiz yol hakkindaki bilgi diizeyimiz, ilk kesfinden bu yana
katlanarak artmustir, fakat bir toksisite ajan1 olarak ortaya ¢ikmasi onun hakkinda
O0grenmemiz gereken hala ¢ok sey oldugunu ve insanlik tarihinde fosforun roliiniin

bitmedigini diigiindiirmektedir.

2.2.Viicutta Fosforun Islevleri

Fosfat alimi, saglikli bir diyetin pargasi olarak kabul edilir ve toplum genelinde yaygin
olarak tiiketilen yumurta, siit, et, balik, findik gibi gida kaynaklarindan kolayca ve bol
miktarda elde edilebilir. Birgok saglikli ve dogal gidada bulunabildigi gibi, katki maddeleri
ve koruyucu maddeler igeren gidalarda da bulunur.[10] [2]

Diyetle fosfor aliminin genel olarak islevi iskelet biiyiimesini ve yeniden modellenmesini
desteklemek, bosaltim yoluyla gerceklesen kayiplar1 yerine koymak, hiicre dis1 sivida
normal bir fosfor seviyesini korumaktir. Hayatin hizli bir biiyiime ile karakterize olan
erken donemlerinde, yeterli fosfat alimi, kemik mineral olusumu ve enerji metabolizmasi
icin kritiktir. Gida kaynaklarindan karsilanmasi kolay olsa da, yetersiz beslenme riski
yiiksek olan belirli hasta popiilasyonlarinda (6rn., kronik alkolizm) ve yeniden beslenme
sendromunda fosfor eksikligi ciddi bir sorundur [11][12].

Mevcut literatiirde fosfor ve fosfat terimlerinin genellikle birbirlerinin yerine kullanildig:
goriilmektedir. Klinik uygulamada normalde ¢ok az 6nemi olan bu terminoloji, aslinda
bilimsel olarak ayni seyi ifade etmez.

Fosfor terimi genellikle 30.97 g / mol molar kiitleye sahip fosfor atomunu (P) ifade eder.
Oldukega reaktif oldugu icin nadiren kendi basina dogada bulunur, ancak bunun yerine
normalde iyonik formda dort oksijen atomu ile beraber yani fosfat molekiiliinde (PO4)
bulunur. Fosfor, viicut boyunca her yerde fosfat olarak dagilmis yaygin bir anyondur.
Fosfat terimi PO4 bilesigini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir.[13]

Biyolojik sistemlerde Pi, organik veya inorganik formlarda, g¢esitli organik esterlerle,

kalsiyum, magnezyum veya sodyum gibi mono- veya iki degerlikli katyonlarla beraber
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veya H2PO4 veya HPOA4'ya sahip serbest (esterlenmemis) formlar igerisinde de
bulunabilir. Hiicre dis1 sivida ise fosfor agirlikli olarak inorganik formda bulunur.[14]
Fosfor, makul miktarlarda alindiginda viicuda zararli degildir. Aslinda, normal hiicresel
fonksiyon igin gereklidir ve insan viicudunda bol miktarda bulunur. Insan yetiskin viicudu
agirlikga yaklagik %1 fosfordur (10 g/kg). Viicuttaki fosfor hem inorganik (Pi) hem de
organik katyonlara baghdir, ancak neredeyse hepsi viicutta oksijene fosfat olarak oksijene
baglanir (PO4) [15]

Insan viicudundaki fosfatin yaklasik %85'i hidroksiapatit denilen kalsiyum fosfat tuzu
seklinde kemik ve dislerde bulunurken, geri kalani, hiicre metabolizmasinda temel roller
oynayan fosfat bilesikleri olarak dagilmis haldedir. [16]

Hiicre zarlarinda bulunan fosfolipitler fosfat icerir, fosfoproteinlerin, fosfoglikanlarin
ayrica niikleik asitlerin (DNA ve RNA) de yapisinda bulunmaktadir. Fosfatin bir
molekiilden eklenmesi veya ¢ikarilmasi, fosforilasyon ve defosforilasyon olarak bilinir. Bu
islem, hiicrelerde kimyasal depolama ve enerjinin serbest birakilmasini ve bir¢cok enzim,
hormon ve ikinci habercinin diizenlenmesini igerir. Fosforilasyon, hiicre sinyallesmesinde
rol oynar, adenosin trifosfat seklinde hiicresel metabolizma ve enerji depolamasi i¢in de
kritiktir. Biyosentez dahil birgok hiicresel reaksiyon ic¢in gereken enerji, adenosin
trifosfatin (ATP) hidrolizinden elde edilir.[17]

Hiicredis1 sivi, neredeyse sadece inorganik fosfor olarak mevcut olan toplam viicut
fosforunun 9%0,1'ini icerir . Hiicredis1 sividaki bu inorganik fosfat havuzu, fosfor
homeostazi i¢in gereklidir ve diyetten ve kemikten emilimle olusturulmaktadir, hiicrelerin
hem yapisal hem de yiiksek enerjili fosfat kullanimi i¢in fosfati1 alabildikleri birincil
kaynaktir. Serum fosforunun fizyolojik konsantrasyonu eriskinlerde 2,5 ila 4,5 mg/dL (0,9-
1,45 mmol/L) arasinda degisirken, ayn1 zamanda diurnal varyasyon da gdstermektedir.

[18][19]
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2.3.Gidalardaki Fosfor Tipleri ve Fizyolojik Etkileri

Dogada, fosforun oldukc¢a reaktif olmasi dolayisiyla daima oksijene ve baska bir elemente
veya bilesige bagli haldedir; bagl halde oldugu bilesik, fizyolojik etkisini dnemli dl¢iide
etkiler.[20]

Besin kaynaklarimizdaki fosfor, dogal (organik) veya ilave (inorganik) olarak iki gruba
ayrilmistir. Bunlardan gidalarda dogal olarak bulunan fosfor tipi, proteinlere, lipitlere ve
diger hiicre bilesenlerine kovalent olarak baglidir, bu da biyoyararlaniminda azalmaya ve
daha yavas emilmesine sebep olur. Aksine, gidalarin islenmesi sirasinda daha biiyiik
miktarlarda eklenen fosfat tuzlar1 midenin asit ortaminda kolayca ayrisir, hizla ve etkili bir
sekilde emilir. Bu iki farkli tip diyet fosforunun KBH hastalarinda ve saglikli genel
popiilasyonda, saglik riski olusturma konusunda farklilik gosterdigi diistiniilmektedir. [21]
Kisilerin beslenme durumunun degerlendirilmesi amaciyla yas ve cinsiyetler géz 6niinde
bulundurularak her besin icin ‘diyet referans degerleri’ (DRI) belirlenir. Yag, protein,
karbonhidratlar vitaminler ve mineraller, ve hatta su alim diizeyi i¢in bile DRI degerleri
vardir. DRI'ler, saglikli insanlar i¢in diyet besin alimlarin1 degerlendirmek ve planlamak
icin kullanilan ve uluslararas1 gecerliligi olan RDA, RNI, DRI, AI ve EAR olarak
tanimlanmigs dort farkli referans degerinden olusur. [22]

¢ Tahmini Ortalama Gereksinim (EAR): Ayni yas ve cinsiyet grubundaki saglikl
bireylerin yarisinin gereksinimlerini karsiladigi tahmin edilen giinliikk ortalama alim
degeridir.

* Tavsiye Edilen Diyet Payi- Recommended Dietary Allowance (RDA): Ayni yas ve
cinsiyet grubundaki hemen hemen tim (%97-98) saglikli bireyin beslenme
gereksinimlerini karsilamak i¢in yeterli olan giinliik ortalama diyet besin alimi diizeyini
ifade eder. EAR, RDA'y1 hesaplamak i¢in kullanilir. Kisi giinliik RDA aldig: siirece o
besin eksikliginin goriilmesi olas1 degildir.

* Yeterli Alim - Adequate Intake (Al): saglikli insanlardan olusan bir grup tarafindan, o
besinin alimimin gozlemlenen etkilerine veya deneysel olarak belirlenen tahminlerine
dayal1 olarak Onerilen ortalama giinliik alim seviyesi. Al'lar bir RDA belirlenemediginde
kullanilir.

» Tolere Edilebilir Ust Alim Seviyesi- Tolerable Upper Intake Level (UL): popiilasyondaki
hemen hemen tiim bireyler i¢in olumsuz saglik etkileri riski olusturmayacak en yiiksek

giinliik besin alimi1 diizeyi. Alim UL'nin iizerine ¢iktike¢a, yan etki riski artar.
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Saglikli yetiskinlerde fosfor icin RDA degeri 700 mg/glin'diir ve Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki daha biiyiik cocuklarda ve hamile kadinlarda 1,250 mg / giine kadar
onerilmistir.(Institute of Medicine. 1997)

Tipik Amerikan diyeti i¢in giinliik ortalama fosfor alim1 yas ve cinsiyete gore degisir, geng
ve orta yash erkeklerin %50'den fazlasi giinde 1,600 mg'dan fazla tiiketirken, nispeten yash
kadinlar giinde yaklasik 1000 mg tiikketmektedir.[23][24]

Bununla birlikte, diyet fosfor aliminin bu tahminleri, biiyiik 6l¢iide gidalarin “dogal” fosfor
igerigini yansitmaktadir. Aksine son donemdeki arastirmalar, inorganik fosfor igeren gida
katki maddelerinden gelen fosfor yiikiiniin, gidalarin organik fosfor yoniinden orantisiz bir
sekilde yiiksek oldugunu gostermektedir. Gida katki maddelerinden gelen fosfor
katkilarmin giivenilir bir sekilde dlclilmesinde sikintilar olsa da, kisisel gida se¢imlerine
bagli olarak, fosfor alimimnin giinde 1,000 mg kadar daha fazla olabilecegi tahmin

edilmektedir. [24]

2.3.1. Dogal (Organik) Fosfor

Diyet fosforunun esas olarak iki ana kaynagi, hayvansal ve bitkisel proteinleri igeren
organik maddelerdir. Fosfor, hemen hemen tiim canli organizmalarda mevcut oldugu icin
cogu gidada da bulunmaktadir. Diyet fosforunun ana besin kaynaklar, siit {iriinleri, et ve
balik gibi hayvansal gidalar ve baklagiller, kuruyemisler ve g¢ikolatalar gibi bitkisel
besinler de dahil olmak iizere protein bakimindan zengin besinlerdeki ¢esitli organik fosfor
tipleridir. [25]

Organik fosfor, in vivo olarak proteinlere ve diger hiicre i¢i karbon igeren molekiillere in
vivo olarak baglandigindan, dogal olarak protein yoniinden zengin gidalarda bulunur.
Organik fosfor, bagirsak kanalinda hidrolize edilir ve daha sonra inorganik fosfat olarak

dolagim i¢ine emilir.[26]

2.3.1.1.Bitki Protein ve Fitatlarindan Fosfor

Pek cok meyve ve sebze az miktarda organik fosfat icerirken, bazi bitki tohumlari, findik
ve baklagiller fosfattan zengindir. Hiicre i¢i boliimlerde organik fosfat olarak bulunan ve
kolayca hidrolize olan ve kolayca emilen hayvansal proteinlerdeki fosforun aksine,
bitkilerde, 6zellikle fasulye, bezelye, hububat ve kuruyemislerde fosfor, gogunlukla fitik
asit veya fitat depolama formundadir. Fitat, bugday, yer fistigi, soya ve baklagiller gibi
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yaygin olarak tiiketilen tahil ve findiklarin tohumunda bol miktarda bulunur ve esasinda
¢imlenme i¢in gerekli fosforun depolanma seklidir. Kovalent olarak bagli fosforu ayiran
bir enzimle (fitaz) islemden gecirilmedigi siirece, fosfor kolayca serbest birakilmaz,
biyoyararlanima uygun degildir.[27]

Insanlar, bu islem igin gerekli olan fitaz1 ifade etmedikleri i¢in, fosforun bitkisel gidalardan
biyoyararlanimi, genellikle %40 civaridir.. Ayrica bagirsaklardan fosfor emilim hizi, bitki
proteininin grami basina hayvan bazli proteinlere gére daha diisiik olabilir. [28] [29]
Bununla birlikte, son 25 yilda, fitatin 6nemli faydali 6zellikleri gézlenmis, antioksidan ve
antikanser aktiviteleri , gidalarin glisemik indeksinin azaltilmasi, kan sekeri ve kan
kolesterolii iizerinde olumlu etkileri de bulunmustur.Bu bulgular, fitat ve diger inositol

fosfatlarin insan beslenmesindeki ve insan sagligindaki onemi hakkindaki tartismalari

canlandirmustir.[30][31][32]

2.3.1.2. Hayvansal Gidalardan Fosfor

Vejeteryan olmayan bir bati diyetinde, diyet fosfor yiikiiniin yarisindan fazlas1 hayvansal
proteinlerden kaynaklanmaktadir. Farkli hayvansal protein kaynaklari, farkli oranda fosfor
igerir.Bir 0rnek olarak, 1 biiylik yumurta, 6 g protein ve 86 mg fosfor igerirken, 1 biiylik
yumurtadan (3,6 g protein) gelen yumurta aki, 5 mg fosfor igerir, bu da yumurta
fosforunun kiitlesinin yumurta sarisinda oldugunu gosterir. Kanatlilar, kirmizi etten ve
baliktan daha az fosfor igerir [33].

Fosfor igeriginin, protein igerigiyle dogru orantili olarak degistigi goriilmektedir. Bu
sebeple diisiik fosforlu gida almasi gereken kronik bobrek hastalari igin protein miktarlar
kullanilarak fosforun hesaplanmasi1 i¢in formiiller gelistirilmistir. Fakat et ve siit
tirtinlerinin, toplam fosfor igerigi, fosfat katki maddelerinin eklenmesiyle belirgin bir

sekilde degistirilir [8][34].
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2.3.2. Fosforlu Katki Maddeleri (Iinorganik) Fosfor

Drs. Jaime Uribarri ve Mona Calvo (2003) fosfat katki maddeleri ve kronik bobrek
hastalig1 olan kisiler (CKD) iizerindeki etkileri hakkinda bir makale yayinladilar. Bu
makale, diyet fosforunun kaynaklarimmi ve bu katki maddelerinin yayginligimi ve halk
sagligi etkilerini aragtiran sonraki arastirmalarin kivilcimi niteligindedir.[35]

Gida tedarikinde fosfat katki maddelerinin kullanimi yillar i¢inde yayginlasmistir. 1990
yilinda fosfat katki maddelerinin Amerikan diyetine yaklasik 470 mg / giin katkida
bulundugu tahmin ediliyordu. Uribarri ve Calvo ise katki maddelerinin bir bireyin gida
tercihlerine baglh olarak 1000 mg / giin'e kadar katkida bulunabilecegini 6ne siirdiiler. [35]

Fosfat katki maddelerinin gida tedarigindeki boyutunu anlamak i¢in Ledn ve ark., 12 ay
boyunca kuzeydogu Ohio'da bir marketten gida iriinleri satin aldilar. 15 kategoriye
ayirdiklar1 2400 ¢ok satan gida {iriiniiniin gida etiketlerini fosfat katki maddeleri agisindan
incelediler. En ¢ok fosfat katki maddesi igeren kategoriler: Hazirlanan dondurulmus
gidalar (%72), kuru gida karisimlar (%70), paketlenmis et (%65) ve ekmek/ firinlanmis
{iriin (%57), ¢orbalar (%54) ve yogurt (%51) seklinde siralanmistir. Inceledikleri iiriinlerin
%44'inde fosfat katki maddeleri buldular. Fosfat katkisi arttirilmis iriinlerin katkisiz
muadillerine kiyasla ne oOlglide daha yiiksek fosfor oranlarma sahip oldugu protein
iceriklerine oranlayarak hesapladilar. Ornegin, fosfat katkisi arttirilmamis bir domuz
pirzolasiin 9,59 mg PO4/ g proteini bulunurken, arttirtlmis domuz pirzolasinda 17,35 mg
PO4/ g protein goriilmiistiir.[36]

Fakat sadece mg PO4/ g protein oranmi hesaplamak da yeterli degildir. Katki
maddelerinden fosfatin biyoyararlanimi, gidalarda dogal olarak bulunan fosfattan ¢ok daha
yiiksektir. Sogutulmus veya dondurulmus onceden pigirilmis et, kiimes hayvani ve balik
maddesi dahil 44 gidanin fosfor ve protein igerigi Ol¢iilmiis ve fosforun proteine orani
olmasi gerekenden ¢ok daha yiiksek bulunmustur.[37] Bunun yaninda iglenme miktarina
gore de oran degismektedir.[38]

Bunun yanmi sira Sherman ve Mehta baz1 fosfat katkisi gelistirilmis iiriinleri test etmis,
bilesenler arasinda listelenmemis olsalar bile fosfat katki maddelerinin bulunabilecegini
belirtmislerdir. Bu katki maddeleri, “et suyu” ve “solusyon eklendi” gibi terimlerle ya da
genellikle bilesenler i¢in karmasik isimlerin kullanilmasi sebebiyle anlasilmamaktadir.[39]

Gida simifi fosfatlar, yiyeceklerin nem tutabilmesi, etlerin pH ayarlamasi, kahve

beyazlaticisinin tamponlanmasi, sosislerin hazirlanmasinda protein dispersiyonu, baharat
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karigimlarinin dokiilebilmesi i¢in nem adsorpsiyonu, eritilmis peynir dilimleri imalatinda
iyonizasyon, patates cipslerinde rengin korunmasi ic¢in minerallerin sekestrasyonu,
kolalarin lezzeti, yumurta akininin daha iyi ¢irpilmasi, ¢irpilmis kdpiiklerin stabilitesi gibi
cesitli fizikokimyasal 6zellikler kazandirilmasi igin kullanilmaktadir.[40][41]

Inorganik fosfatlarm toksisitesinin en son incelemesinde, bu katki maddeleri benzer
toksisite verilerine ve kimyasina dayanarak dort farkli fosfat smifindan birine
gruplandirilmustir: tek degerlikli tuzlar, iki degerlikli tuzlar, amonyum tuzlar1 ve
aliminyum tuzlar1 [42].

Bunlarin ¢ogu, orto-, piro- ve polifosfatlarin mineral tuzlaridir. Fosforik asit ve sodyum
(Na), potasyum (K) ve kalsiyum (Ca) tuzlar1 gibi inorganik gida sinifi fosfatlar ve bunlarin
kimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Bu fosfatlar genellikle giivenli kabul edilir ve Koser ve

Helal tanimlamalari i¢in uygundur [10].
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Sekil 1. Gida islemede kullanilan fosfat tuzlarinin fosfat pargalarinin ¢esitli kimyasal
formlariin (orto-, piro-, polifosfatlar) yapisi

Insanlarin saglikli ve besleyici gidalara olabilecek en ekonomik sekilde ulasabilmeleri
saglanirken, gida katki maddelerinin neden olabilecegi risklerin de Onlenmesi
gerekmektedir. Gida Kodeks Komisyonu (CAC), Gida Katki ve Kontaminantlar1 Kodeksi
Komitesi (CCFAC), Gida Katkilart FAO/WHO ortak uzmanlar Komitesi (JECFA), Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA), Birlesik Devletler Gida ve Ilag Dairesi (FDA) gibi
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kuruluglar, gidalarda katki maddelerinin analizleri ve toksikoloji testlerinin
degerlendirilmesi ile ilgilenen uluslararasi kabul gérmiis kurumlardir.[43] [44]

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) aralikli
olarak raporlar yaymlarlar. Amerika Birlesik Devletleri'nde diger bir uygulama da GRAS
(Generally Recognized as Safe) listesidir. Bu raporlarda GRAS (genel olarak giivenli kabul
edilen) katki maddeleri listelenir. Genellikle kemirgenler iizerinde yapilan toksikoloji
caligmalar1 sonucu elde edilen ADI (Giinliik Alinabilir Doz) degerleri belirlenir. JECFA da
yine gida katki maddelerini A, B ve C olarak gruplandirdig listeler yayinlamaktadir.[43]
Toksikoloji testleri ile ilgili teknik yetersizliklerin oldugu donemlerde kullanimina girmis
baslangigta zararsiz gibi goriinen bazi katki maddelerinin, sonraki yillarda yapilan
calismalar sonucunda sagliga zararli olduklarinin saptandigi, kullanimlarinin yasaklandigi
bilinmektedir. 2011 yilinda, FDA'nin maruziyet degerlendirme yaklagimlart gozden
gecirilmis ve kurumun 6nceki giivenlik kararlarini yeniden degerlendirmesi, bilime dayali
bir yaklasim gelistirmesi ve tliketicinin kullanimi sonras1 daha kapsamli izleme yapmasi
gerektigi sonucuna varilmistir.[45]

EFSA ise 2008 yilinda Avrupa'daki gida giivenligi konularinda bilimsel bir forum
diizenlemistir. Bu forumda, gida katki maddelerinin islevselliginin yaninda bazi
durumlarda saglik tizerinde olumsuz etkileri olabilecegi belirtilmistir. 2010 yilinda, Avrupa
Komisyonu Yonetmeligi, EFSA ile birlikte, mevcut tiim onaylanmis gida katki
maddelerini yeniden degerlendirmek i¢in bir program baslatmistir.[46]

Ulusal gida yonetmelikleri hazirlanirken toplumun gida tiikketim aligkanliklart dikkate
alinmali, ADI degerinin agilmasi 6nlenmelidir. Ulkemizde gida katki maddelerinin
kullanimini diizenleyen mevzuat ‘“TURK GIDA KODEKSI YONETMELIGIdir.

Fosfora asir1 maruz kalmak bir sorun olsa da, fosfat gida katki maddelerinin gidalarin
genel kalite, glivenlik, besleyici degeri, lezzet ¢ekiciligi, rahatligi ve ekonomisine katkida
bulundugu bir¢ok yoniinii de gozden kagirmamak gerekir. [14]

Amerika Birlesik devletleri’'nde FDA gida tedarikindeki 1000'den fazla gida katki
maddesinin denetimini saglayarak halk sagligini korumaktan sorumludur. 1969'da FDA,
GRAS maddelerinin sistematik olarak gozden gecirilmesi icin GRAS Maddeleri Se¢im
Komitesi'ni (SCOGS) kurdu. SCOGS, 1972-1980 yillar1 arasinda 370'in {izerinde GRAS
gida maddesinin giivenligi hakkinda yayinladiklar1 115 rapordan goriis ve sonuglara erisim
saglayan bir veritaban1 derledi.

SCOGS veritabani, GRAS bilesenlerine iliskin SCOGS goriistinii igerir. SCOGS
raporlarinda GRAS olarak kabul edilen her bir madde degerlendirildi ve giivenlikle ilgili
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bir sayisal bir puan verildi.Belirlenen 48 adet fosfat GRAS bileseninden kirk birine,
‘makul seviyelerde kullanildiklarinda, mevcut bir tehlikeyi gosteren veya siliphelenmek
icin makul bir neden gosteren hicbir kanit yoktur’ anlamina gelen 1 giivenlik puani
verilmistir [47][48].

Tablo 1. GRASa maddeleri i¢eren yaygin olarak kullanilan fosfatin alfabetik listesi ve
bunlarin SCOGSb giivenlik puani

GRAS ingredient? ScoreC | Report #d | CFR®

1. Acetylated distarch phosphate 2 115 -

2. Ammonium phosphate dibasic 1 32 184.1141
3. Ammonium phosphate dibasic 1 34 184.1141
4. Ammonium phosphate monobasic 1 34 184.1141a
5. Calcium glycerophosphate 1 74 -

6. Calcium hexametaphosphate 1 32 -

7. Calcium hypophosphate 1 73 -

8. Calcium phosphate dibasic 1 32 -

9. Calcium phosphate monobasic 1 32 -

10. Calcium phosphate tribasic 1 32 -

11. Calcium phytate 1 45 586.6219
12. Calcium pyrophosphate 1 32 182.8223
13. Dibasic magnesium phosphate 1 60 184.1434
14. Ferric phosphate 2 35 184.1301
15. Ferric pyrophosphate 5 35 -

16. Ferric sodium pyrophosphate 5 35 -

17. Hydropropyl distarch phosphate 3 115 -

18. Manganese glycerophosphate 1 74 -

19. Manganese glycerophsophate- 1 74 -

package

20. Manganous hypophosphite 1 73 -

21. Monostarch phosphate 2 115 -

22. Phosphoric acid 1 32 182.1073
23. Potassium glycerophosphate 1 74 -

24. Potassium hypophosphite 1 73 -

25. Potassium phosphate dibasic 1 32 -
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26. Potassium phosphate monobasic 1 32 -

217. Potassium phosphate tribasic 1 32 -

28. Potassium polymetaphosphate 1 32 -

29. Potassium pyrophosphate 1 32 -

30. Potassium tripolyphosphate 1 32 -

31. Riboflavin 5#-phosphate 1 114 -

32. Sodium acid pyrophosphate 1 32 182.087
33. Sodium aluminum phosphate, acidic | 1 43 182.1781
34. Sodium aluminum phosphate, basic | 1 43 182.1781
35. Sodium ferricytropyrophosphate 5 35 -

36. Sodium hexametaphosphate 1 32 -

37. Sodium hypophosphite 1 73 184.176
38. Sodium metaphosphate 1 32 182.6769
39. Sodium phosphate dibasic 1 32 -

40. Sodium phosphate monobasic 1 32 -

41. Sodium phosphate tribasic 1 32 -

42. Sodium phosphoaluminate-package | 1 43 -

43, Sodium pyrophosphate 1 32 182.6760
44. Sodium tetrametaphosphate 1 32 -

45. Sodium tetraphosphate 1 32 -

46. Sodium trimetaphosphate 1 32 -

47. Sodium tripolyphosphate 1 32 182.1810
48. Tribasic magnesium phosphate 1 60 184.1434

aGRAS = Genellikle Giivenli Olarak Tanmir; bu terim, FDA tarafindan piyasa dncesi incelemeye ve
onaylamaya tabi olmayan bir gida maddesini belirtmek i¢in kullanmilir, ¢linkii genellikle nitelikli
uzmanlar tarafindan amaglanan kullanim kosullar1 altinda giivenli oldugu kabul edilir.

bSCOGS = GRAS Maddeler iizerine Se¢im Komitesi

cScore, GRAS igeriginin giivenligi ile ilgili SCOGS Komitesi sonucunu temsil eder. Ornegin, bir (1)
puani, onaylanmis kullanim kosullar1 altinda herhangi bir giivenlik kaygisi olmadigini gosterir.
Dérdiincti siitundaki Report#d numarasi, komite tarafindan yapilan gériisiin temelini olusturan giivenlik
caligmalariin ayrintilarini igeren rapor sayisini temsil eder

eCFR = Federal Diizenlemeler Kodu. Bu sayi, madde bir diizenlemeye tabi ise ABD Federal

Diizenlemeler Yasasi'nin 21. maddesindeki atif anlamina gelir
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Gida ve Ilag Dairesi (FDA) nin bir yetiskin i¢in dnerdigi giinliik degeri (RDA) 700 mg/giin
fosfordur. Fakat, 2001-2002'den bu yana yapilan ulusal arastirmalarda fosfor tiikketimi asil
gereksiniminin (EAR) ¢ok tizerinde ¢ikmaktadir.[49]

Sadece tahmini alimlar fosfor ihtiyacin1 asmakla kalmaz, yiiksek oranda islenmis hazir
gida tiikketen bireylerde gergek fosfor alimlarinin hafife alindigi diistiniilmektedir [50]

Bu eksik tahminler, gida islemede fosfat katki maddelerinin kullaniminin tam olarak
aciklanmamasindan kaynaklanmaktadir. Gida treticileri fosfat katki maddeleri kullanarak
tirtinlerini iyilestirmek i¢in daima yeni ve etkili yollar bulduklarindan ABD gida arzinin
fosfor igerigi siirekli artmaktadir. [28] Diyetteki fosfor alimmnin bilinmemesi hastalik
biyobelirtegleri veya sonuglari arasindaki iliskiyi de belirsizlestirmektedir. Baz1 bireylerin
Tip Enstitiisii tarafindan belirlenen Ust Diizey Giivenli Alim Seviyesine (UL= 4000
mg/giin) yaklasan seviyelerde diyet fosforu tiiketebileceginden endise duyulmaktadir. [26]

Ayrica, kiimiilatif fosfat katki maddesi kullanimiyla ilgili mevcut tahminler belirsizdir.

2.4.Genel Fosfat Homeostazisi

Viicutta mineral homeostazisinin fizyolojik olarak diizenlenmesinde temel olarak ii¢
onemli mekanizma vardir; gastrointestinal sistemden emilim, glomeriiler filtrasyon (GFR)
ile atilimé&ageri emilim ve kemiklerden salinim bu {i¢ mekanizmay1 olustururken,
hormonal mekanizmalar bunlar diizenler.[51]

Hipofosfatemi rasitizm /osteomalazi gibi hastaliklarla iliskiliyken hiperfosfatemi
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil zararli sonuglar dogurmaktadir. Bu nedenle, uygun
plazma fosfat seviyelerinin korunmasi saglik i¢in temel bir gerekliliktir. Toplam viicut
fosfatinin  (%]1) yalnizca minimum bir miktart plazmada kalmasina ragmen,
konsantrasyonu sikica kontrol edilir. [52][53]

Diyetle alinan fosfat ince bagirsak boyunca emilir ve dolasima girdikten sonra, plazma
fosfat1 kemikler ve yumusak dokular ile siirekli bir etkilesim i¢indedir. Glomeriilde biiyiik
oOlglide filtrelenen plazma fosfati, tekrar emilime ugrar.[53]

Bu kontrol, biiylik dlclide fosfatin (yeniden) absorbe etme kapasitelerinin siirekli yeniden
diizenlenmesi yoluyla, aralarinda paratiroid hormonu, fibroblast biiylime faktorii 23, 1,25
(OH) 2 D3 vitamini ve bagka birtakim hormonal ve metabolik faktorlerin de katildigi,
bagirsak bobrekler ve kemiklerin ortak hareketiyle gerceklestirilir. Bagirsak tarafindan

emilen gilinliik fosfat miktar1 bobrekler tarafindan atilir. Bagirsak ve bobregin fosfat tagima
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kapasitesi hormonal kontrol altindadir, paratiroid hormonu (PTH), FGF23 ve 1,25 (OH) 2
D3 mekanizmalari en iyi anlasilmig faktorlerdir [54].

Bu fosfat diizenleyici hormonlarin seviyeleri, fosfat durumuna cevap olarak degisir. Ince
bagirsak ve bobrek proksimal tiibiillerinin epitelinde, fosfatin aktif tasinmasindan sorumlu
Na + bagimh fosfat tasiyicilart bulunur. Bu diizenleyici faktorler, Na + bagimli fosfat
cotransporterlerin bagirsak ve bdobreklerde ekspresyonunu degistirirler, fosfat ihtiyaci
arttiginda bagirsak ve bobrek (yeniden) absorpsiyonu artirirken, fosfat asir1 yiikii varsa
azaltir [55].

Membranlardan fosfor emiliminin gerceklestigi sodyum bagimli fosfat tasiyic ailesinin ti¢
tip tasiyici iiyesi vardir; NaPi2a, NaPi2b ve NaPi2c. ince bagirsakta NaPi2b, renal tiibiilde
NaPi2a ve NaPi2c bulunur. [56]

2.5.Fosfatin Bagirsaklar aracihigiyla diizenlenmesi

Bagirsaktan fosfat geri emilimi aktif ve pasif mekanizmalar yoluyla gerceklesmektedir:
apikal fircamsi kenar boyunca tasinmanin aktif adimi olusturdugu bir transseliiler yol,ve
pasif bir paraseliiler yol.[57]

Gastrointestinal sistemde organik fosfat metabolize edilip inorganik forma donistiiriilerek
emilir. Paraselliiler fosfat taginmasi ise doyuma ulasmaz, ¢iinkii difiizyon temellidir.
Boylece, artan diyet fosfat alimiyla, fosfat emilimi dogrusal olarak artar. Fosfatin
paraseliiler yolla taginmasindan sorumlu molekiiler mekanizmalar tamamen anlasilmis
degildir. Bagirsakta calisan mekanizma (lar) ve bunlarin diizenlenmesiyle ilgili bilgilerin
cogu, aktif bilesenle sinirlidir.[58]

Aktif bilesen olarak, fosforun bagirsak liimeninden kana transseliiler hareketi sunlari
gerektirir:

(a) bagirsagin luminal membrani boyunca tagima

(b) sitoplazma yoluyla tasima

(c) epitelyumun bazolateral plazma membran1 boyunca tagima.

Hiz smirlayict ve emilimin esas diizenlendigi adim luminal membran adimidir. Burada
fosfatin aktif absorpsiyonu, hormonal kontrol altindaki, sodyuma bagli fosfat cotransporter
NaPi-IIb'nin (SLC34A2) aktivitesine ve ekspresyonuna baglhdir. [57]

NaPi-IIb'min fosfat dengesinin korunmasina katkisi, cogunlukla diisiik fosfat durumlarinda

onemli hale gelir. Yiiksek fosfat alimi olan sanayilesmis toplumlarda yasayan bireylerdeki
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rolii muhtemelen daha az 6nemlidir. Dolayisiyla giiniimiizde diyet fosfat kisitlamasi ya da

bagirsak emilimini azaltan terapdtikler daha 6nemli hale gelmistir.[57][42]

Intestinal Epithelialin luminal tarafindan tasinma

Incebagirsaklarda villus intestinalislerin iizerini kaplayan epitel hiicrelerinin her biri
karakteristik bir 6zellik olarak liimene dogru uzanmig 1000 kadar mikrovilluse sahiptir. Bu
fircams1 kenar 6zelligi sayesinde absorpsiyon yiizeyi arttirilmis olur. Bu fircamsi kenar
epitel membran1 boyunca tasima mekanizmasi, bir sodyum-fosfat (NaPi) cotport tasima
sistemi, NaPillb (Npt2b / SLC34A2) igerir. [51]

NaPi tastyicilar, fosfat iyonunu bir elektrokimyasal gradyana karsi hiicre disindan igeriye
hareket ettirmek icin Na gradyaninin enerjisini kullanan ikincil aktif bir iyon tasima
seklidir. Ikincil aktif tasima, enerji kaynagi olarak bir elektro-kimyasal gradyan kullanimi
ile primer aktif tasimadan ayrilmaktadir. Apikal membran sodyum-inorganik fosfat (Pi)
cotransport proteinleri, Pi'nin hiicreye taginmasi i¢in sodyumun elektrokimyasal itici
giiciinii kullanir. Bazolateral membrandaki Na'-K® ATPase aktivitesi sayesinde de
elektrokimyasal sodyum gradyani korunur.[51]

Bagirsak NaPillb tasiyicisi, diisiik fosfat diyeti ve 1,25-dihidroksivitamin D3 ile upregiile
edilir.D vitamini reseptorii (VDR) nakavt farelerde yapilan ¢alismalar, tasiyicilarin diisiik

fosfat diyetine adaptasyonunun D vitamininden bagimsiz oldugunu gostermektedir.[59]

Fosforun Transseliiler Hareketi

Transseliiler bagirsak fosforu tasinmasinin ikinci bileseni, fosforun liiminalden bazolateral
membrana hareketini igerir.Bu transseliiler siirece aracilik eden hiicresel olaylar hakkinda
cok az sey bilinmesine ragmen, kanitlar bagirsak hiicrelerinin mikrotiibiiler mikrofilament
sisteminin rolii oldugunu diisiindiirmektedir.Hiicredeki mikrofilamentler, fosforun firgamsi
membranindan bazolateral membrana taginmasinda 6nemli olabilir ve fosforun bazolateral

zarda epitelyal hiicreden ¢ikiginda rol oynayabilir [57].

Bazolateral Membranda Fosfat Cikisi

Bagirsak epitel hiicrelerinin bazolateral zarindaki fosfat ¢ikis mekanizmalar1 hakkinda ¢ok
az sey bilinmektedir. Fosforun elektrokimyasal gradyani, hiicrenin i¢ kismi, bazolateral dis
yiizeye kiyasla elektriksel olarak negatif oldugundan, hiicre i¢i hiicreden hiicre dist
bolmeye gecisi destekler. Bu nedenle, bazolateral membran boyunca fosfor ¢ikiginin bir

pasif tasima olay1 oldugu diistintiliir [48].
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2.6.Fosfatin Bobrekler aracihigiyla diizenlenmesi

Fosfat homeostazi, paratiroid bezinin, kemik, bagirsak ve bobregin koordine edilmis
hareketleriyle saglanir. Bobrek fosfat alimina gore idrarla fosfat atilimini ayarlar ve fosfor
konsantrasyonunu dar bir aralikta tutar. Fosfatin renal atilimi, toplam viicut fosfat
homeostazini diizenleyen son adim oldugundan, arastirmalar, renal fosfat diizenlenmesini
anlamaya odaklanmigtir. Bu konudaki bilgilerin ¢ogu mikroponksiyon caligmalarindan
elde edilmistir.[60]

Serumda bulunan inorganik fosforun %85'i serbest olup, albiimine 6nemli 6l¢iide bagh
olmadigindan biiyiik kismi glomeriiler filtrasyona ugrar. Proksimal tiibiil filtrelenmis
fosforun yaklagik %75'ini, distal tiiblil yaklagsik %]10'unu tekrar emer. Glomeriiler
filtrasyona gegen PO4 'lin toplamda %85'i geri emilirken, idrarda %15'i kaybedilir.

Fosfat reabsorbsiyonu glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) ve plazma fosfat konsantrasyonu
ile yakindan iligkilidir. Serum fosfor seviyeleri arttikca ve filtrelenen fosfor yiikii
arttiginda, fosforu tekrar alma kapasitesi de artar. Tubiiler fosfat reabsorbsiyonunun en
giivenilir gostergesi, 2,5-4,2 mg/dl araligindaki TmP/GFR oranmidir (tubuler maksimum
fosfat reabsorbsiyonunun, glomeruler filtrasyona orani). Serum fosfor 6 mg/dL
konsantrasyonlarina ulastiginda, fosfor yeniden emilimi i¢cin maksimum tasima hizi (Tm)
elde edilir. GFR (glomeriiler filtrasyon hiz1) genis bir aralikta degisse bile, GFR ile tubuler
reabsorbsiyon hizi arasinda dogrudan bir iliski vardir.[61]

Proksimal tiibliler hiicrelerin apikal zari, tiibiiler sivida bulunan fosfor ve diger
¢Oziinenlerin peritubiiler kilcal ag icine tasinmasi icin gecmesi gereken baslangi¢
bariyeridir. ~ Bu transepitelyal tasima sistemi, geri emilimin smurlayict adimini
olusturmaktadir.[60]

Hiicre i¢ kisminin elektrik yiikii disa gore negatif oldugundan ve sitozolde fosfor
konsantrasyonlar1 daha yiiksek oldugundan, fosfor hiicre igine alinirken elektrokimyasal
bir gradyana kars1 hareket etmek zorundadir. Firgamsi kenarda bulunan Na-P
"cotransporter” fosfor reabsorbsiyonundan sorumludur. Burada yine sekonder aktif
transport mekanizmas: devreye girer. Apikal membrandaki Na-fosfat co-transport
proteinlerinin fosfati fir¢a-sinir membran1 (BBM) igeri tasinmasi i¢in gereken enerji ,
Na'nin elektrokimyasal gradyani sayesinde saglanir. Bazolateral membrandaki Na-K -
ATPaz'm etkisiyle de, peritubiiler kilcallara aktif Na ekstriizyonu ile de mevcut gradyanin

devami saglanmaktadir. [62]
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Son kirk yilda yapilan ¢alismalar, proksimal tiibiiliin filtrelenmis fosfatin yeniden
emiliminin, en az ti¢ farkli sodyum bagimli fosfat tasiyicisinin aracilik ettigi bir diizenleme
islemi oldugunu gostermistir:[60]

tip lla sodyum fosfat cotransporter (Npt2a, NaPi-lla, SLC34Al),

tip llc sodyum fosfat cotransporter (Npt2c, NaPillc, SLC34A3),

ve tip 111 sodyum fosfat cotransporter Pit-2 (Ram-1, SLC20A2).

En kapsamli ¢alisma farelerde yapilmis, proksimal tiibiil fosfatin yeniden emiliminin %70-
80'ine Npt2a aracilik ettigini, ardindan Npt2c geldigini, Pit-2'nin ise kii¢iik bir katkisinin
bulundugu gosterilmistir.

Npt2a'nin yoklugu, osteomalazi, hipervitaminozu D, hiperkalsiiiri ve bdbrek taslarinin
gelismesiyle birlikte ciddi bir fosfat tiikketen fenotip ile sonuclanmaktadirken, Npt2c'nin
yoklugu biraz daha hafif bir fenotiple sonuglanir. Herediter hipofosfatemik rikets-
hiperkalsitiri (HHRH) Npt2c'deki mutasyonlardan kaynaklandigi bilinmektedir. Buna
karsilik, bir ¢aligma haricinde,insan Npt2a'daki mutasyonlar veya polimorfizmler b&brek
tas1 gelisimi ve HHRH'den ¢ok daha hafif bir fenotip olan osteoporoz riskinde artis ile
iliskilendirilmistir.[61][63]

Pit-1 ve Pit-2, ¢cogu hiicrede yaygin olarak eksprese edilir ve ¢cogu hiicreye fosfatin hiicre

iginde taginmasi i¢in bir temizlik islevi sagladigi diisiiniilmektedir .[63]

2.7. Fosfatin kemikler aracihig ile diizenlenmesi

Iskelet siirekli yenilenen son derece dinamik bir yapidir. Yetiskin kemik homeostazi
sirasinda, devamli bir sekilde kemik yeniden sekillenmesi (remodelling) goriilmektedir.
Buna da kemi8i emen osteoklastlar ve kemigi yeniden olusturan osteoblastlarin
dengelenmis aktiviteleri aracilik eder, boylece kalsiyum ve fosfat homeostazinin
diizenlenmesinin yani sira strese uygun yanit da saglanmis olur.[64]

Fetal hayatta baglayan ve iskelet olgunluguna kadar (yani epifiz plakasinin kapanmasi veya
iskeletin boylamasina biiylimesinin tamamlanmasi) devam eden ‘modelling’, yeniden
yapilandirma ‘remodelling’den farkli bir siirectir. Kemik modelleme siireci, pik kemik
kiitlesinin elde edilmesine yol agar. Kemik modellemesi, kemigin bir bolgeden ¢ikarilmasi
ve farkli bolgelerde kemik olusumu ile gergeklesir. Kemik yeniden sekillenmesi ise yasam
boyunca gerceklesir ve iskeleti yenileyen oOnemli bir fizyolojik siiregtir. Birincil,
olgunlasmamis kemigi ve eski, mikro hasarli veya kirik kemigi degistirerek ve ayrica

kalsiyum basta olmak {izere mineral homeostazini koruyarak kemik giiciinii korur ve
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tyilestirir.Kemik 6nce modellenme (modelling) siireci ile yapilandirilirken, sonrasinda
yeniden yapilandirilma (remodelling) ile de yiikleme stresine yanit verebilmesi ve mineral
homeostazina yanit verebilmesi saglanmaktadir.[64]

Kemik yeniden sekillenmesi Iki asamadan olusur: emilim (resorption) ve yeniden yapim
(formation). Once eski veya hasarli kemik emilirken, ardindan yeni kemik malzemesi
biriktirilir. [65]

Rezorpsiyon ve olusum siirecleri denge halindedir ve her yil yaklasik %5 kortikal ve %20
trabekiiler kemik remodelling ile yeniden yapilir. Iki faz arasindaki denge, kemik
kiitlesinin saglamlig1 ve sistemik mineral homeostazinin siirdiiriilmesi i¢in onemlidir.[66]
Remodelling, yasam boyunca siirekli bir olaydir, ancak emilim ve olusum arasindaki denge
degisir. Saglikli bireylerde, olusum, en yiiksek kemik kiitlesi elde edilene kadar ilk otuz yil
boyunca baskindir, bu pik deger yaklasik 20 yil boyunca korunur (Kini ve Nandeesh,

2012). Daha sonra, rezorpsiyon olusumdan agir basmaya ve kiitle azalmaya baslar.[67]

2.7.1. Kemik Remodelling Siirecinin Hiicreleri: Baslica Oyuncular

Normal fizyolojik kemik yeniden sekillendirmesini gergeklestirmek igin, farklit kemik
hiicreleri arasinda dogrudan etkilesim gerekir. Osteoblast soyunun hiicreleri (osteoblastlar,
osteositler ve kemik astar hiicreleri) ve kemik emici hiicreler (osteoklastlar),
progenitorhiicrelerle beraber , kemigin ¢ok hiicreli birimleri (BMU) ad1 verilen kiigiik
ekipler halinde islev goriirler. BMU i¢in ‘bir kan kaynagi ve destekleyici bag dokusu ile
birlikte osteoklast ve osteoblast paketi’ benzetmesi yapilabilir [68].

Osteoblastlar, kemik iligi stromasindaki mezenkimal hiicrelerden koken alir ve kemik
matriks sentezinden ve sonraki mineralizasyonundan sorumludur. Mezenkimal hiicreler,
osteoblastlar, kondrositler, miyositler ve adipositler gibi ¢esitli hiicre tiplerine ayrilabilen
kok hiicrelerdir. Osteoblastlarin temel islevi, kemigin ekstraseliiler matrisinin organik
bilesenlerini liretmektir. Bu organik matris daha sonra inorganik bilesikler ile mineralize
edilir.[66]

Organik kemik matrisinin %90'indan fazlast Tip I kollajen dir. Osteoblastlar, sonunda
minerallesecek olan bu kollajenlerin (agirlikli olarak tip I kollajen) iiretimini desteklemek
icin bol miktarda endoplastik retikulum igerir. Ortaya ¢ikan organik ve inorganik matris,
hem strese hem de gerilmeye direnen ve maruz birakildigi yliklere uyum saglayan bir

kompozit malzeme olusturur (Wolff yasasi). Kemik olusum siirecinde osteoblast
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progenitorleri, ihtiya¢ duyulan bolgelerde kemik yilizeyine dogru goc ederek fonksiyonel
osteoblastlara dogru farklilasirlar.[69]

Osteoklastlar ise, monosit/ makrofajin mononiikleer progenitdrlerinin osteoklastogenez adi
verilen bir flizyon reaksiyonuyla olusan biiyiik, cok ¢ekirdekli dev hiicrelerdir. Osteoklast
hiicreleri kemik emilimine neden olur ve hematopoietik bir soydan koken alir. Osteoblast
ve osteoklastlar, mekanik kuvvetlerin biyokimyasal sinyallere doniistiirildigi
mekanotransdiiksiyon denilen siirece dahil olurlar. Osteositler bu sinyal i¢in iletken olarak
islev goriir (veya eksikligi) ve bu hiicrelere mekanik strese nasil cevap verilecegi, uyum
saglanacagi konusunda talimat verirler. [70]

Osteositler, gorevi biten osteoblastlarin farklilagsmasiyla olusurlar, olgun kemikte en fazla
bulunan hiicre tipidir. Bu hiicre tipleri kemik matrisi icinde lakuna adi1 verilen mikroskopik
bosluklarda bulunurlar. Osteositler, kemik (yeniden) modellemesinin orkestratorii olarak
da diistiniilebilir.  Anatomist ve cerrah Julius Wolffun, stresle ilgili kemik yeniden
sekillenmesinin dogasini tanimlayan yasast Wolff yasasi olarak bilinir. Wolff Yasasi,
kemiklerin mekanik yiikiin derecesine adapte olacagini, yiikteki bir artisin i¢, slingerimsi
kemigin mimarisinin giliclenmesine ve ardindan kortikal tabakanin giiclendirilmesine
neden olacagini belirtir. Kemik tizerindeki stresin azalmasi ise, bu kemik tabakalarinin
zayiflamasina neden olacaktir. Kemige uygulanan kuvvetlerin siiresi, bliytikligi ve hizi,
kemigin biitiinliiglinlin nasil degistigini belirlemektedir. Osteositlerin, osteoklastik
rezorpsiyonu hem inhibe ederek hem de aktive ederek osteoklastlarin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. Yiik arttiginda, kemik kiitlesini korumak igin,
osteositler osteoklast aktivasyonunu inhibe eden sinyaller gonderirlerken, aksine, yiik az
ise hipoksik, apoptotik veya 6lmekte olan osteositler, rezorpsiyonu baslatmak icin kemik
yiizeyindeki osteoklastlara / preosteoklastlara sinyaller gonderir.[71]

Bu nedenle, kemik i¢indeki osteositler kemik olusumunu diizenlerler.Mineralizasyon ve
osteoklastik rezorpsiyonu inhibe edebilirken, belirli kosullar altinda osteoklastlar1 aktive
edebilecek sinyalleri gonderme kapasitesine sahiplerdir. Osteositler, kemik yiizeyine ve
kan akisina dogru yayilan dendritik uzantilar yoluyla, mineralize matris boyunca diizenli
olarak dagilmis halde, birbirine ve kemik ylizeyindeki hiicrelere baglidirlar. Osteositlerin,
bu genis lakunokanalikiiler ag iizerinden mekanik yiiklemenin etkilerine aracilik eden
duyusal hiicreler ag1 olarak islev gordiigli diisiiniilmektedir. Bu hiicreler sadece
birbirleriyle ve kemik ylizeyindeki hiicrelerle iletisim kurmakla kalmaz, ayni zamanda
dendritik siiregleri kemik yiizeyini gecerek kemik iligine ve vaskiiler bosluklara uzanabilir.

Osteositlerin uzun siiredir rezorpsiyon veya olusum sinyalleri géndermek i¢in mekanik
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zorlamaya yanit verdigi diisiiniilmektedir. Bu osteositler agi, kemik yeniden diizenlemesini
diizenleyen parakrin faktorlerini serbest birakarak kemige yiiklenen stresleri algilayip
yanitlamalarini saglayan karmasik bir iletisim sistemi olusturur.[72]

Bu hiicrelere atfedilen fonksiyonlarin sayist genislemektedir, fosfat homeostazinin
diizenlenmesinde de gorev aldiklart gosterilmistir; bu nedenle osteosit ag1 bir endokrin bezi

olarak da diistiniilmektedir. [73]

2.7.2. Kemik Yeniden modellenme agamalari ve diizenlenmesi

Kemik yeniden sekillenme siireci hep ayni siray1 takip eden farkli asamalar icermektedir.
Dongii, sessizlik, aktivasyon, rezorpsiyon, ters faz, olusum (formasyon) ve sonlandirma
olmak iizere alt1 ardisik agsamay1 ifade eder.[66]

Osteoklastlar tarafindan rezorpsiyonun baslatilmasi i¢in yeniden bi¢imlendirme sinyalinin
algilanmas1 gerekir. Rezorpsiyon fazinda, osteoblastlar, osteoklast Onciillerini yeniden
modelleme alanina cekerek, osteositler veya dogrudan endokrin aktivasyon sinyalleri
tarafindan tiretilen sinyallere yanit verirler.[66]

Rezorpsiyon fazi, osteoklast farklilasmasi ve aktivitesinden sorumlu uyaranlarin seviyesine
bagli olarak sinirlt bir siireye sahiptir. Bunu hemen hemen tiim osteoklastlarin kaybolmasi
ile karakterize olan ters faz takip eder. Formasyon fazi ise osteoklastik hiicrelerin
osteoblastik hiicrelerle tamamen degistirilmesiyle ayirt edilir. Kemik yeniden
sekillenmesinin sonlandirma sinyalleri, osteoblastin farklilasmasi ile verilmis olur.
Dinlenme halindeki kemik ylizeyi ortami, bir sonraki yeniden bi¢imlendirme dalgas:
baglatilana kadar korunur. Trabekiiler BMU'lar, bir kemik yeniden modelleme
kompartmani (BRC) olusturmak i¢in ¢evredeki kemik iliginden bir kanopi ile ayrilir. BRC,
parakrin sinyalizasyonuna elverisli essiz bir mikro ortam olusturur ve BMU olusumunu ve
islevini kolaylastirir.[66]

Rezorptif olaymn anahtari, osteoklastin kendisi ile altta yatan kemik matrisi arasinda bir
mikro ortam olusturma kapasitesidir. Aktive olduklarinda, kemik yiizeyine, integrinlerle
yapisir ve kemigin mineral ve organik bilesenlerini bozmak i¢in hidrojen iyonlar1 ve
proteolitik enzimler ( katepsin K, MMP9 ve MMP13 gibi asidik proteazlar) salgilarlar ve
bir rezorpsiyon ¢ukuru olustururlar.Genel hiicre dis1 bosluktan izole edilen bu bélme, bir
elektrojenik proton pompasi (H™ ATPase) ve bir Cl” kanali ile asidik hale getirilir .
Asitlenmis ortam kemigin mineralize bilesenini (hidroksiapatit, bir kalsiyum fosfat

minerali) harekete gecirir, daha sonra ise katepsin K gibi lizozomal enzimler tarafindan
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organik matrisini ortaya ¢ikarilir. Proton pompasinin, CI- kanalinin ve katepsin K'nin
osteoklast etkisinde oynadig1 kritik rol, her birinin azalmis fonksiyonunun osteopetroz gibi
asir1 kemik kiitlesi olan bir insan hastaligina neden olmasi ile de fark edilmektedir. [74]
Osteoklastogenez i¢in iki sitokin gereklidir, ilki niikleer faktor - kB ligandinin (RANKL)
reseptdr aktivatoriidiir. ikincisi M - CSF olarak adlandirilmistir. Bu iki protein hem zara
bagli hem de c¢oziinlir formlar olarak bulunur, RANKLin membrana bagli formu,
¢Oziinebilir olan formundan (6rn., Aktive T hiicreleri tarafindan salgilanan) daha gii¢lii bir
sekilde islev goriir.M - CSF ve RANKL esas olarak osteoblastlar ve osteositler dahil olmak
lizere osteoblast soy hiicreleri tarafindan iretilir ve bu nedenle osteoklastlarin
mononiikleer onciillerinden farklilagmasi, bu hematopoietik olmayan, kemik hiicrelerinin
varligini gerektirir. Bunlardan osteositlerin eriskin kemik turnover asamasinda RANKL'nin
ana kaynagi oldugu gosterilmistir. [75]

TNF siiper familya sitokinlerinin bir iiyesi olan RANKL, temel osteoklastojenik sitokindir,
cliinkii osteoklast olusumu ve aktivasyonu bu sitokinin varligin1 gerektirir ve
osteoklastogenez RANKL eksikliginde tamamen ortadan kaldirilir. M - CSF, osteoklast
onciillerinin ¢ogalmasia, sag kalmasmna ve farklilagmasina ve ayrica etkili kemik
rezorpsiyonu i¢in gerekli sagkalim ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesine katkida
bulunur. [75]

RANKL'in kesfinden 6nce reseptori RANK'dan daha yiiksek afinite ile baglandig:
fizyolojik inhibitérii osteoprotegerin (OPG) tanimlanmistir. RANKL'in RANK'a
baglanmasi, RANKL i¢in osteoklastogenezi inhibe eden bir tuzak reseptorii olan
osteoprotegerin (OPG) ile antagonize edilebilir. RANKL gibi OPG de osteoblastlar
tarafindan tretilir, yani kemik olusumu ve rezorpsiyon arasindaki dengeyi kontrol etmede
onemli bir role sahiptirler. Bu sinyaller sadece Onciillerinden ¢ok cekirdekli osteoklast
hiicrelerinin olusumunu diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda normal kemik yeniden
modellenmesi sirasinda ve cesitli patolojik kosullarda aktivasyon ve hayatta kalmalarim
etkiler. Osteoblast hiicrelerinden salgilanan diger protein olan OPG, giiclii bir osteoklast
farklilasmasi inhibitoriidiir ve RANKL i¢in bir tuzak reseptorii olarak hareket ederek ve
RANKL'min reseptéri  RANK'a baglanmasint  Onleyerek iskeleti asir1  kemik
rezorbsiyonundan korur . Bu nedenle, RANKL/OPG oran1 kemik rezorbsiyonunun énemli
bir belirleyicisidir.[76]

Bu iliski, osteoblast-osteoklast baglanmasi {izerinde kontrole izin verir ve siki bir sekilde
diizenlenmis yeniden modelleme saglar. BRC'ler rezorbsiyon baslarken olusurlar ve

formasyon tamamlanana kadar digsa kapali bir ortam yaratirlar. Kilcal damarlar BRC'ye
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niifuz eder ve BMU'lar1 olusturmak ve siirdiirmek i¢in gerekli olan dncii hiicreler i¢in gegis
saglarlar. Ciinkli 6-9 ay arasinda olan Omiirleri, kurucu hiicrelerden ¢ok daha uzundur
(osteoklastlar 2 hafta, osteoblastlar 3 ay). BRC'nin bozulmasi kemik ddongiisiinii olumsuz
yonde etkiler ve dengesiz remodellinge neden olabilir, kemik rezorbsiyonu olur ama
yeniden yapim sekteye ugrar.[77][66]

Patolojik kemik kaybi, etiyolojiden bagimsiz olarak, iskeletin osteoblastlar tarafindan
olusumuna gore osteoklastlar tarafindan bozunma hizinda bir artis anlamina gelir. Bu
nedenle, osteoporoz gibi durumlarin 6nlenmesi, kemik rezorpsiyonunun molekiiler
mekanizmalariin anlasilmasini gerektirir. [76]

Kemik yeniden sekillenmesinin genel siireci, birka¢ hiicre tipi tarafindan diizenlenen,
cesitli lokal ve sistemik faktorler ve bunlarin ekspresyonu ve saliniminin siki bir sekilde
kontrol edildigi ve koordine edildigi bir islemdir. Fizyolojik kemik yeniden sekillenmesi
ve sistemik mineral homeostazinin siirdiiriilmesi, kemik olusumu ve kemik rezorpsiyonu
arasinda denge gerektirir . Bu hiicrelerin, 6zellikle osteoklastlarin aktivitesi, hormonal
sinyallerden dogrudan veya dolayl olarak etkilenir.Kemik yeniden sekillenme hiicreleri ve
hormonlar1 arasindaki bu etkilesim c¢ok sayida patofizyolojik sonu¢ igin firsat
yaratmaktadir. Kalsitonin (CT), paratiroid hormonu (PTH), D3 vitamini 0strojen,
osteoklastik kemik rezorpsiyonunun baslica hormonal diizenleyicileridir. ilk iigiin
salgilanmasi, fizyolojik serum kalsiyum seviyesini kontrol etme gereksinimi tarafindan
yonlendirilir. Sistemik hormonal diizenlemeye ek olarak, IGF'ler, TGF-y, FGF'ler, EGF,
WNT'ler ve BMP'ler gibi biiyiime faktorlerinin fizyolojik kemik yeniden sekillenmesinin

diizenlenmesinde 6nemli roller oynadig1 giderek daha belirgin hale gelmistir.[78]

2.7.3. RANK / RANKL / OPG ve Vaskuler Kalsifikasyon

Kemik, vaskiiler sistemle karmagik bir baglantiya sahiptir. Bu iki yapinin mineralizasyon
stirecleri benzerdir ve viicutta karsilikli etkilesimlerle gerceklesmektedir. [79]

Kemik kirilganligr ile wvaskuler kalsifikasyon arasindaki iligkinin, kemik mineral
yogunlugu ile aortik kalsifikasyon arasinda anlamli ters korelasyondan kaynaklandigi
bildirilmistir .[80] Bu durum &zellikle kronik bobrek hastalarinda net bir sekilde
gozlemlenir. Kronik bobrek hastaliginin (KBH) erken evresinde, sistemik mineral
metabolizmasi ve kemik bilesimi degismeye baslar. Bu degisiklik kronik bobrek hastaligi-
mineral kemik olarak bilinir (CKD-MBD). CKD-MBD' nin en sik goriilen komplikasyonu
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kemik turnover bozuklugu oldugu iyi bilinmektedir. Ayrica, KBH hastalar1 genellikle
mortalite ile yiiksek oranda iliskili vaskiiler kalsifikasyondan (VC) muzdariptir.[81]
Bozulmus kemik metabolizmasiin VC gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu agiktir. VC'nin
kemik yeniden bigimlenmesi gibi, hem uyarici hem de inhibe edici siiregler de dahil olmak
tizere aktif olarak diizenlenmis bir siire¢ oldugunu diisiinmektedir .[81]. Rodriguez-Garcia
ve dig. hemodiyaliz hastalarin1 analiz etmis ve biiyiik ve orta arterlerdeki kalsifikasyonun
vertebral kirik olasiliginin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢alisma hem VC hem de
vertebral kiriklarin arastirma Ornekleri arasinda artan mortalite ile iligkili oldugunu
gostermistir . [82]

Bozulmus kemik dongiisli, hemodiyaliz hastalarinda koroner arter kalsiyum (CAC)
skorunun ilerlemesi ile de iligkilidir. Diisiik kemik devri veya mineralize kemik hacminin
koroner arter kalsifikasyonu ve vaskiiler sertlik derecesi ile ters iligkili oldugu ortaya
koyulmustur.[83]

VC, vaskiiler duvarda, vaskiiler diiz kas hiicreleri (VSMC) lerin osteojenik / kondrojenik
dontisiimiine yol acan cesitli mekanizmalar1 igerebilen aktif ve karmasik bir siirectir.
Kronik bobrek hastalig ile iligkili VSMC kalsifikasyonunu da etkileyebilecek diger birgok
faktor vardir. Bunlar inflamasyon, kalsiprotein partikiilleri, matris yikimi ve aldosteron
gibi tesvik edici faktorler olabildigi gibi kalsifikasyonu da arttiran MGP, fetuin-A ve
pirofosfat gibi inhibe edici faktorlerin azalmasi ile de ilgili olabilir.[84]

Bozulmus kemik dongiisiiniin, 6zellikle diisiik veya yliksek kemik dongiisiiniin VC'nin
ilerlemesini destekledigini gosteren 1y1 kanitlar vardir. Vucutta kemik rezorpsiyonu kemik
olusumundan daha hizli ve belirgin sekilde gergeklesirse, bu durum alinan ekstra fosfat
icin iskeletin tamponlama fonksiyonun yetersizligi anlamina gelmektedir. Sekonder
hiperparatiroidizmde oldugu gibi yliksek kemik dongiisii durumunda, kemikten ¢ok fazla
fosfat salinir ve yine iskeletin rezervuar fonksiyonu tahrip olur.Bu nedenle, yiiksek veya
diisiik kemikteki dengenin diizeltilmesi VC'nin ilerlemesine karsi koruma saglayacagi
diistiniilmektedir. [83]

Kemik olusum siirecini etkileyen ii¢ anahtar unsurdan bahsetmistik: NF-kB reseptor
aktivatorii (RANK), NF-kB ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorii ve osteoprotegerin
(OPQG).

Osteoklast hiicrelerinin yiizeyindeki bir tip I membran proteini olan RANK, osteoblastlar
tarafindan {iretilen NF-ligB ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorii ile baglandiginda
osteoklast hiicre stimiilasyonunda yer alir . RANK / RANKL / OPG triadi kemik
metabolizmasiyla ilgiliyken VC gelisiminde de énemli rol alir. RANK / RANKL, VC'nin
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uyarilmasinda ¢ok onemli olabilirken OPG, VClyi inhibe eder. OPG, RANKL ve RANK
aterosklerotik kalsifikasyonlar ve kardiyak kapak kalsifikasyonlar1 gibi ekstraossedz
kalsifikasyonlarda bulunur. Ayrica, nispi ekspresyon diizeyleri hastaligin evresine bagl
olarak farklidir.[85] Panizo ve ark. RANKL'in RANK'a baglanarak ve alternatif NF-«B
yolu ile BMP4 salgilanmasin1 uyararak VSMC kalsifikasyonunu dogrudan arttirdigini
belirtmistir . [86]

Shargorodsky ve ark. Serum OPG diizeyinin osteoporotik postmenopozal kadinlarda erken
kardiyovaskiiler olaylarin bagimsiz bir 6ngoriiciisii oldugunu belirtirken, Augoulea ve ark.
da diyabette ateroskleroz marker1 olarak dnermislerdir. [87][88]

OPG, RANK RANKL farkli hastaliklar arasindaki yakin iligkiyi tanimlamamiza yardimci

olabilecek molekiiler bir bag gibi gériinmektedir.

2.7.4. Vaskiiler Kalsifikasyonun Patofizyolojisi, Fosfatin Rolii

Kardiyovaskiiler kalsifikasyon histoanatomik olarak goriildiigii bolgeye gore ‘vaskiiler
duvar kalsifikasyonu ve kardiyak kapak kalsifikasyonu’ seklinde ikiye ayrilirken,
patofizyolojik siireglerdeki farkliliga gore ise ‘ateroskleroz ve arterioskleroz’ olarak
siiflandirilabilir. Cogu hastada ayn1 anda ve iist liste binen patolojik siiregler yiiziinden iki
tiir kalsifikasyon bir arada goriilmektedir.[89][84]

Intimal tabakanm iltihaplanmas1, kalinlagmas1 ve kalsifikasyonuna ateroskleroz denir.
Aterosklerozun 6zellikleri, esas olarak arter duvarinin tunika intima ile simirh lipit yiikli
plaklar ve bu aterosklerotik plakin mikro inflamasyonudur Ateroskleroz geng¢ yasta baslar
ve siirekli olarak ilerler, cogunlukla orta boy arterlerde ve arteriyel dallanma noktalarinda
goriiliir. Diizensiz ve lokal tutulumlu ilerleme gosterir ve agirlikli olarak epikard koroner,
karotis, iliak ve femoral arterler gibi orta biytkliikteki kanal arterlerini etkiler.
Arterioskleroz ise arteriyel duvarin mediaelastik matrisinde daha derin kalsifikasyonu ifade
eder. Medial katman VSMC'ler ve elastin agisindan zengin hiicre dis1 bir matris igerir.
Arteriyoskleroz, biiylik ve orta biiylikliikteki arterlerde medial arter tabakasinin fibrozu,
kalinlagmasi, sertlesmesi ve kalsifikasyonudur ve sol ventrikiil hipertrofisine yol agabilir .
Aterosklerozun fokal ve diizensiz dagiliminin aksine, arteriyoskleroz tunika ortamini
daginik bitisik bir tarzda etkiler.[90] [91]

Medial arter kalsifikasyonunun (MAC) arteriyel hiicre matris birikimi, elastin bozulmasi
ve apoptotik cisimler dahil olmak {izere arteriyel duvarmm mikro yapisindaki biiyiik
degisikliklerle iliskilidir. Aterosklerozdan farkli olarak, lipit yiiklii plaklar MAC'lerin
spesifik bir 6zelligi degildir .[91]
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Kalsifikasyon, hidroksiapatit igeren vezikiiler yapilarin VSMC'lerden salinmasindan
sonra baglar, aktif ve pasif iki basamaktan olusur. Daha 6nce aktif islem baslamalidir. Bu
basamak VSMC'lerin osteojenik/ kondrojenik fenotipe doniistiiriilmesidir. Pasif islem ise
vaskiiler duvarlardaki VSMC'leri ¢evreleyen hiicre disi sividan mineral ¢okelmesi ile
gerceklesir.[92]

VC iizerinde genel veya lokal etkileri olabilecek birgok promoterin yani sira kalsifikasyon

inhibitorleri de fark edilmistir. Promotorler ve inhibitorler, saglikli popiilasyonda denge
halindedir.[92]

2.7.5. Vaskiiler Kalsifikasyon ve Osteoporoz, Cinsiyetin Rolii

Ostrojen, iskelet bilyiimesinde ve kemik homeostazisinde temel bir rol oynar. Kadinlarda
menopoz sonrasi Ostrojen eksikligi siklikla osteoklastik kemik rezorpsiyonunu hizlandirir.
Kadinlarda hizlanan fazin menopozdan sonraki ilk yillarda belirgindir ve trabekiiler kemik
kayb1 goriilmektedir.[93]

Ostrojen eksikliginin kemik kayiplarina nasil yol agtiginin mekanizmalarmin karmasik
oldugunu biliyoruz. Arastirmalar, Ostrojenin, bagisiklik sistemi iizerindeki ve oksidatif
stres ve kemik hiicreleri tizerindeki dogrudan etkileri iizerindeki beklenmedik diizenleyici
etkiler yoluyla kemik homeostazisini diizenledigini gostermistir.[94]

Coziinebilir veya zara bagl bir formda bulunan RANKL, seks hormonu progesteronu da
dahil olmak Tlzere ¢esitli wuyaranlarla indiiklenebilir. RANKL-tuzak reseptor
osteoprotegerin'in (OPG) ekspresyonu oOstrojene bliyiik Olglide baglidir, bu nedenle
Ostrojeni kemik dongiisiine baglar. Postmenopozal kadinlarda Gstrojen kaybi OPG'nin
azalmasina ve dolayistyla RANKL aktivitesinin goreceli olarak yiikselmesine ve sonugta
kemik dongiisiiniin artmasina ve osteoporoza yol agar .[95]

Osteoporozlu kadinlarda, artmis RANKL plazma diizeyleri, artmis plazma OPG diizeyleri
ve daha yiiksek OPG / RANKL orani tespit edilebilir. [96]

Plazma OPG seviyelerinin yiikselmesi, artan RANKL seviyeleri i¢in telafi edici bir
mekanizma olarak agiklanabilir. Tamamen insan monoklonal RANKL-bloke edici antikor
denosumab, osteoporoz ve iskeletle iligkili olaylarin tedavisi icin gelistirilmis ve
onaylanmustir , zaten bir¢cok hastaya fayda saglamistir.[97]

Ostrojen, kemik yeniden sekillenmesinin aktivasyonunu ve yeni temel ¢ok hiicreli

birimlerin (BMU'lar) baslatilmasini engeller;
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Farklilasmay1 engeller ve osteoklastlarin apoptozunu tesvik eder, bu nedenle kemik
rezorpsiyonu azalir ve oOstrojen erken mezenkimal progenitorlerin kendi kendine
yenilenmesini bastirirken, baghiligi ve farklilasmay1r organize eder ve osteoblastik
hiicrelerin apoptozunu 6nler, bu nedenle kemik olusumu hiicresel diizeyde devam eder.[93]
Doku diizeyinde strojen kemik dongiisiinii azaltir. Ostrojenin antiremodeling etkilerine
osteosit aracilik etmesi muhtemeldir. Ger¢ekten de Ostrojenin geri ¢ekilmesi, artmis
osteosit apoptozu ile iligkilidir . [98]

Ostrojen hem dogrudan hem de dolayli olarak kemik rezorpsiyonunu baskilar. Ostrojenin
baskin akut etkisi yeni osteoklast olusumunu engeller. Ek olarak, ostrojen osteoklastik
hiicrelerde RANK sinyalini modiile eder ve osteoklastlarin apoptozunu indiikler.[99]
Ostrojen iki reseptdr, ER alpha ve beta yoluyla sinyal verir . Kemik hiicreleri her iki
reseptorii de icerir, ancak kemik icindeki dagilimlart homojen degildir. Insanlarda, ER alfa
kortikal kemikte baskindir, ancak ER beta trabekiiler kemikte baskindir.Osteoblastlarin,
osteositlerin ve osteoklastlarin fonksiyonel strojen reseptorlerini (ER) eksprese ederler.
Bu reseptorler ayrica osteoblastlarin Onciisii olan kemik iligi stromal hiicrelerinde de
eksprese edilir.[100]

Serum estradiol seviyeleri, osteositler tarafindan iiretilen Wnt sinyalinin anahtar inhibitorii
sklerostinin serum seviyeleri ile ters orantilidir ayrica menopoz sonrasi kadinlarin dstrojen
tedavisi dolagimdaki sklerostin diizeylerini disiirmektedir .Wnt / B-katenin sinyallemesinin
osteositin mekanik yanit vermek ic¢in dnemli oldugu, bu yanitin ayrica dstrojen reseptorii
a'ya (ERa) da baglh oldugu gosterilmistir. Mezenkimde Wnt sinyali kesilirse, osteoblast
farklilasmasi azalir ve iskelet gelisimi etkilenir . Bu nedenle, dstrojen ve Wnt sinyal yollari

arasinda osteositler aracilik ediyor olabilir. [101][102]

2.8.Fosfor Homeostazisinin Hormonal Diizenlenmesi: Paratiroid Hormon, Fibroblast
Biiyiime Faktorii 23 (FGF23) ve Klotho

Kemik-iyon homeostazinda, paratiroid hormonu PTH/D vitamini eksen temel
diizenleyicidir. FGF23-kemik/bobrek ekseninin de iyon homeostazinda biiyiik 6nem
tasidig1 ortaya konulmustur.[103]

FGF23-kemik-bobrek ekseni, PTH / D vitamini ekseni ile baglant1 halinde ve karmasik bir
endokrin ag yoluyla kemigi diger organ islevlerine baglayan yeni kesfedilen biyolojik
sistemlerin bir pargasidir. Osteoblastlarin ve osteositlerin FGF23 {iretimi ve salgisinin
kesfiyle , kemiklerin kalsiyum ve fosfat i¢cin depo olma goérevinin disinda, mineral

homeostazina da karigsan hatta diger organlarla iletisim kuran bir endokrin islevi de
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tanimlanmistir. Kemik tarafindan salgilanan FGF23’lin esas hedefi bobrek iizerinden,

fosfat emilimini ve D vitamini metabolizmasini diizenlemektir.[104]

2.9. FGF23-Klotho Aks1

FGF23- kemik / bobrek ekseni en az iki fizyolojik fonksiyona sahiptir:
1) Kemikten bobrege bir fosfaturik sinyal gondermek- kemikten kana fosfat akisini
dolayistyla kemik dongiistindeki degisiklikleri kontrol etmek
2) FGF23 araciligiyla 1,25 (OH) 2D firetimini baskilanmak, asir1 D vitamini
maruziyetinin olumsuz etkilerinden organizmayi1 korumak i¢in bir karst diizenleyici
hormon saglamak.[103]
FGF23 ayrica fosfat ve paratiroid bezi fonksiyonlarini diizenlemek igin baska
fonksiyonlari, FGF23'in fosfat ile regiilasyonu ve PTH ile FGF23%in karsilikli
regiilasyonunu igeren olast bir paratiroid bez-kemik ekseninin fizyolojik 6nemi
olabilir.[104]
FGF23; FGF15, FGF19 ve FGF21’'i de igeren endokrin FGF'lerin alt ailesinin bir
tiyesidir.  FGF23, en yiiksek homoloji derecesini FGF21 ile gosterir. FGF19,
bagirsaklardan salgilanan bir tokluk hormonudur. Beslenme sonrasi metabolik yanitlari
diizenlemek icin hepatositlere etki eder. Aclik kosullari altinda ise, karaciger aclik
hormonu FGF21'1 salgilar, adipositlere ve suprachiasmatik cekirdege sinyal gonderir,
hipotalamusun hipofiz-adrenal ekseninin ve sempatik sinir sisteminin aktivasyonu yoluyla
aclik ve strese metabolik yanitlar1 diizenler.[105]
FGF23 ise, fosfat alimina yanit olarak kemikteki osteositler ve osteoblastlar tarafindan
salgilanir, ancak ayn1 zamanda tiikiiriik bezleri, mide ve iskelet kasi, beyin, meme bezi,
karaciger ve kalp dahil olmak {izere diger dokular tarafindan c¢ok daha diisiik
konsantrasyonlarda olsa da salgilanmaktadir.[104]
FGF23 ilk olarak fare beyninin ventrolateral talamik cekirdeginde tanimlanmis, 6nemi
otozomal dominant hipofosfatemik rasitizmli (ADHR) hastalarda ortaya ¢ikmistir. Mineral
metabolizmasini diizenlemek i¢in aKlotho-FGFR komplekslerine baglanir.[106]
aKlotho mineral metabolizmasini diizenlemek igin en ¢ok renal tiibiillerde eksprese edilir.
Arastirmalar, FGF-Klotho endokrin sisteminin de diyabet, kanser, arterioskleroz ve kronik
bobrek hastaligi gibi yaslanma ile ilgili bozukluklarin patofizyolojisinde 6nemli bir rolii

oldugunu gostermektedir. [104]
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Klotho proteinleri, aKlotho ve PKlotho, endokrin fibroblast biiyiime faktorii (FGF)
reseptor komplekslerinin temel bilesenleridir. FGF19, FGF21 ve FGF23'in ayn1 kokenli
FGF reseptorlerine (FGFR) yliksek afiniteli baglanmasi i¢in gereklidirler. Bu proteinler,
memelilerde ¢oklu metabolik siiregleri yoneten endokrin sistemin énemli bir parcasidirlar.
Kl geni ilk kez 1997 yilinda Kuro-o ve arkadaglar1 tarafindan farelerde
tanimlanmistir. Kuro-o ve arkadaglari, hipertansif transgenik fareler iirettikleri bir caligma
sirasinda, bu farelerin, 3 haftaya kadar normal gelisme gosterdikten sonra ateroskleroz,
osteoporoz gibi yaslanma benzeri bir fenotip gelistirmeye basladiklarini ve heniiz 8-9
haftalikken oldiiklerini fark ettiler ve bunun bir tiir 'yaslanmayr baskilayici' genin
susturulmasit sebebiyle gerceklestigini diislindiiler. Tesadiif eseri kesfettikleri bu gene
Yunan mitolojisinde yasamin ipligini egiren kader tanrigalarindan birinin adim1 ‘Klotho’
ismini verdiler. Birka¢ yil sonra, agirlikli olarak bobreklerin distal kivrimli tiibiillerinde
ifade edilen bir transmembran proteinini kodlayan Klotho genini tanimladilar. Bu kesiften
yaklagik 10 yil sonra , ayn1 ekip Klotho'nun fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF23) igin
zorunlu yardime1 reseptor olarak islev gordiigiini gosterdi. [107][108]

Fgf23-nakavt farelerin, Klotho-eksik farelerde gozlemlenen sekilde, karmagsik bir
yaglanma benzeri fenotipe sahip olmasi klotho ve FGF23 arasinda bir baglanti
olabilecegini diisiindiirmiistii. O zamana kadar, FGF23, idrardan fosfat atilimini tesvik
eden ve aktif D vitamini (1,25-dihidroksivitamin D3) 'in serum seviyelerini diisiiren kemik
kokenli bir hormon olarak biliniyordu. Fakat, FGF23 reseptorii tanimlanamamisti. Cilinkii
FGF23, tiim FGF reseptorii (FGFR) izoformlar i¢in diisiik afiniteye sahipti ve fizyolojik
konsantrasyonlarda FGFR'lere minimal baglanma gosteriyordu. Artik Klothonun
FGF23'lin FGFR'ye yiiksek afinite ile baglanmasi i¢in gerekli oldugunu ve FGF23iin
fizyolojik reseptoriiniin Klotho ve FGFR'nin ikili kompleksi oldugu bilinmektedir. [108]
Klotho agirlikli olarak bobrekte ve beyindeki koroid pleksusun epitelinde eksprese edilir .
Bu bulgulara ek olarak hipofiz bezi, plasenta, iskelet kasi, idrar kesesi, aort, pankreas,
testis, yumurtalik ve kolonda diisikk Klotho ekspresyonu rapor edilmistir. Kl geninin
alternatif iglenmesi ile ayrica ¢oziiniir formdaki Kl proteini de iiretilir ve kana verilir.
Transmembran KI proteini ise fibroblast biiylime faktorii-23 (FGF23)iin hiicre
membranlarinda bulunan reseptérlerine baglanmasi i¢in ko-faktor olarak islev goriir. [109]
Klotho eksikligi, hayvan ve insan calismalarinda vaskiiler kalsifikasyon ve kardiyak
hipertrofi ve ¢oziinilir Klotho'nun ve / veya zorlanmis asir1 ekspresyonun korunmasi dahil
olmak iizere KBH'deki ilerleme ve kronik komplikasyonlarla iliskilidir. Bobrek

yaralanmalarinda, bobrek fonksiyonunu korur ve bobrek fibrozunu baskilar.[110]
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Rasitizm ve osteomalazi, kemik matrislerinin bozulmus mineralizasyonu ile karakterize
hastaliklar eger D vitamini eksikligine bagliysa tedavi edilebilir fakat genetik ve edinilmis
formlarinin tedavisi hala tam olarak miimkiin degildir. Bu hastaliklar Klotho proteini ya da
FGF23 hormonu sentezi ile ilgili defektlerle ilgilidir.[111]

2.10. Parathormon-VITAMIN D AKksi

Paratiroid Hormon (PTH), bobrek tiibiillerinde ve kemikteki osteoblastlarda /osteositlerde
yiiksek oranda eksprese edilen G protein bagli reseptorleri hedefleyen peptit yapili bir
hormondur. Sekresyonu, agirlikli olarak paratiroid bezinde bulunan ve PTH salgilanmasini
artirarak serum iyonize kalsiyumdaki azalmaya yanit veren, kalsiyum algilayici reseptor
(CASR) tarafindan diizenlenir. [112] [113]

Paratiroid bezi tarafindan hipokalsemi fonksiyonlarina yanit olarak salgilanan PTH,
bobreklerden Ca2 + reabsorpsiyonunu ve 1,25-dihidroksivitamin D tiiretimini artirarak,
kalsiyum ve fosfatin bagirsak emilimini arttirarak ve kemikten de kalsiyum ve fosfatin
kana akigini artirarak, serum kalsiyum ve fosfat seviyelerini korur. PTH-vitamin D
ekseninin temel islevi, 1,25-dihidroksivitamin D iiretimini uyararak ve bobrek tarafindan
idrar kalsiyum atilimmi azaltarak serum kalsiyum seviyelerini dar bir aralikta
tutmaktir.[113]

Kemikte PTH, osteoblastlar tarafindan RANKL'nin uyarilmasi yoluyla kalsiyum ve fosfat
akigint arttirir, bu da osteoklast aracili kemik rezorpsiyonunu uyarir. Kemik ve artan

gastrointestinal emilimle artan fosfat, renal tiibiilden yeniden emilimini azaltilarak

dengelenir.[114]
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hayvanlarin Eldesi

Hayvan deneyleri Kocaeli Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Birimi’nde
(DETAB) Deney hayvanlar1 Etik Kurulunun 28.02.2019 tarihinde yapilan toplantisinda
alman KOU HAYDEK 2/3-2019 sayil1 karar dogrultusunda etik yonden ‘uygun’ bulunarak
gerceklestirilmistir. Calismamizda DETAB laboratuarlarinda tiretilen Wistar albino 1rki
yetigkin 3-3.5 aylik erkek ve disi sicanlar kullanildi .

Hayvanlar 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiine uygun sabit 1sili (20-25°C) odalarda,
yiyecek ve icecek alimlar1 serbest birakilarak barindirilmstir.

Gruplandirma asagidaki gibidir;

1. Grup: Normal diyet ile beslenen Disi Kontrol (NFD) (n=10) (Katsumata ve dig. 2014)

2. Grup: Normal diyet ile beslenen Erkek Kontrol (NFE) (n=8)

3. Grup: Yiksek Fosforlu Diyet ile Beslenen disiler (YFD) (n:12) (Katsumata ve dig.
2014)

4. Grup: Yiksek Fosforlu Diyet ile Beslenen Erkekler (YFE) (n:10)

Normal fosforlu diyette yem olarak standart yem, yiiksek fosforlu diyet ig¢inse %1,2
oraninda fosfor iceren yem kullanilmistir (Katsumata ve dig. 2014). Hayvanlar 16 hafta

boyunca yukarida belirtilen gruplarina gore diyetlerle beslenmislerdir.

3.2. Yemlerin Eldesi

Yiiksek fosfat icerigi %1,2 gr/kg olacak sekilde MBD firmasi tarafindan iiretilmistir.
Firmanin standart fosfat igerikli yemi iiretim asamasinda iken literature uygun sekilde kg
yem basma hesaplanip icerigine KH2PO4 ilave edilerek yiiksek fosfatli yem elde
edilmistir.[115] Firmanin standart yemi de literatiirde normal fosfat diizeyi olarak kabul
edilen %0.6 gr/kg diizeyindedir.[116] Normal fosfatla beslenen gruplar da bu standart

yemle beslenmistir.
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3.3. Kan basinci 6l¢iimii

Tiim hayvanlardan diyet tamamlandiktan sonra bir kez olmak iizere kan basinci dl¢limii
yapildi. Diyetleri biten hayvanlar hafif eter anestezisi altina alinarak femoral arterleri
kataterize edilip (heparinli serum fizyolojik (0.5 U/L) ile doldurulmus bir polietilen kateter
(P10/P50, Plastic One) kateter hayvanlarin iliak arterlerine kadar ilerletildi. Kateterin
uzantis1 kan basinci kaydini gerceklestirmek tizere basing transduseri (FT03) araciligiyla
MP100 veri toplama sistemine (Biopac Systems, Inc, CA, USA) bagland1 (Sekil 2).

Bir saatlik bazal kan basinci kayitlari alinip, ortalama arteriyel kan basinci, 1/3 nabiz

basinci + diastolik basing olarak hesaplanarak degerlendirildi.

Sekil 2. Kan basinci 6l¢iimii sirasinda alinan cerrahi islem goriintiisii

3.4. Hayvanlardan serum ve doku eldesi

Hayvanlar yiiksek doz ketamin ksilazin anestezisi altinda toraks agilmis, 4-5 ml olacak
sekilde sag ventrikiilden biyokimyasal testler i¢in kan alinmistir. Sol ventrikiilden (sag
atriyam bu arada kesilmistir) perfuzyon yapilmis dekapite edilmistir. Elde edilen kan tiipi
santrifiije yerlestirilerek 3500 rpm ‘de 10 dakika santrifiij edilidi. Stipernatantlar toplandi
ve kullanilana kadar -40°C’da depolandi.
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Hayvanlardan bu tez ¢alismasi i¢in aort ve tibia kemigi disekte edilerek ¢ikarilmigtir
(Sekil 3). (Etik kuruldan alinan izin dogrultusunda ileriki projerde galisilmak iizere beyin,

bobrek, yag dokusu, over, testis, femur basi, akciger, karaciger ve kalp de ayrilmistir.)

Sekil 3. Aort dokusu ve kullanilan kisimlar

Elde edilen aort 3 esit parcaya ayrilmis, abdominal pargasi formaldehit igerisinde
bekletilerek histolojik calismalarda kullanilmak iizere, orta kismi RNAlater igerisine
almarak PCR c¢alismasinda kullanilmak iizere dondurularak -80 derecede saklanmustir.
Torakal aorta ise ileriki molekiiler ¢alismalar igin yine -80 de dondurulmustur. Elde edilen

her tibia Real-Time PCR ¢alismasinda kullanilmak tizere yine -80 de dondurulmustur .

3.5. ELISA Kitlerinin Cahisilmasi

eBioscience (Vienna, Austria) (BioTeke, Pekin, Cin) marka ELISA kiti kullanilarak serum
orneklerinde PTH, D-vit, FGF23, klotho protein, kemik turnover belirtegleri
(Deokspridinolin ve tartraterezistan asit fosfataz), osteoprotegerin ve reseptdr aktivator
niikleer kappa B (RANKL), progesteron, Ostrojen, testesteron ve fetuin A miktarlar
belirlenmistir.

Caligma kit protokoliine uygun olarak standartlar ve ornekler hazirlanarak plate duvarina
pipetlendi ve ornekte bulunan hedef sitokin immobilize antikor tarafindan baglandi. Plate
yikand1 ve biotin-konjuge anti rat sitokin antikoru kuyucuklara eklenerek ilk antikora
baglanan rat sitokinleri tarafindan tutuldu. Sonra inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon
sonunda yikama yapilarak baglanmamis biyotin-konjuge antikorlar uzaklastirildi. HRP-
konjuge streptavidin kuyucuklara pipetlendi biotin-konjuge antikorlara baglanmasi
saglandi.Tekrar yikama yapilarak baglanmayanlar uzaklastirildi. Streptavidin-HRP ile

reaktif olacak substrat soliisyonu kuyucuklara eklenerek Olgiilecek sitokin igin renk
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olusmas1 saglandi. Daha sonra stop soliisyonu eklenerek renk olusumu durduruldu ve

absorbans 450 nm’de 6lgiilerek miktar tayini yapilmis oldu.

3.6. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Deney gruplariin goreceli gen ekspresyon analizi i¢in aort ve kemik Orneklerinden total
RNA izolasyonlar1 RNA izolasyon Kiti (Invitrogen, USA) ile gerceklestirildi. Oncelikle
dokularin homojenizasyonu yapildi. Aort dokulari homojenizator (lka Ultra-Turrax)
kullanilarak, lizis solusyonu ile homojenize edilirken; kemik daha kompak bir yap1 oldugu
icin, kemik ornekleri s1vi azot ig¢erisinde havanlar yardimiyla doviilerek toz haline getirildi
sonrasinda lizis solusyonu kullanilarak homojenizator yardimiyla pargalandi. 22,000 X ¢
de 5 dk santrifiij sonrasi siipernatant yeni bir tiipe aktarilarak hiicre artiklari uzaklastirildi.
Supernatanta 1:1 oraninda %70 ethanol eklenilerek, vortex ile karistirildi. Bu karisim
asamali olarak filtreli kolonlara aktarildi. Santrifiij ile RNA igeriginin kolonlara
emdirilmesi saglandiktan sonra kolonlar 2 farkli yikama solusyonu ile 12,000x g’de 15 sn
santrifiij edilerek 3 kez yikandi. Kolonlar 1 dk bos c¢evrilerek kalan etanolun
uzaklastirilmas: saglandi. Saf olarak RNA'y1 igeren kolonlar temiz bir ependorf tiipiine
alindi. 50 uL RNaz icermeyen su eklenerek santriifiij ile RNA'nin temiz ependorflara
¢oktiirtilmesi saglandi.

Orneklerin saflizn ve miktar1 Pikodrop cihaziyla o6lgiildii. Safligin istenilen 1,8-2,0
araliginda oldugu saptandi. Komplementer DNA (cDNA) sentez kiti ile (Thermo cDNA
Synthesis Kit); RNA 6rnekleri, Oligo DT primerler ve nukleaz icermeyen su ve RNA
orneklerinin bulundugu bir karisim hazirlanarak termal cycler cihazinda (TaKaRa
Biotechnology, Japonya) 65°C de 5 dk bekletildi. Sonrasinda reaksiyon buffer, ters
transkriptaz enzimi, RNAaz inhibitérii, dNTP iceren bir karisim hazirlarak orneklere
eklendi. 42°C de 60 dk ve 70°C de 5 dk bekletilerek RNA’dan cDNA sentezi
gergeklestirildi. cDNA’lar -20°C’de PZR asamasina kadar saklanmustir.

3.7. Kantitatif Gercek Zamanh (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)

PZR reaksiyonu i¢in; Sybergreen DNA boyast iceren bir kit (KapaBiosystems)
kullanilarak kantitatif Real-Time PZR yapildi.  Orneklerde RANKL ve OPG genleri
(¢izelge: ) Real time PZR cihazinda (LightCycler-1l1 480, Roche, Mannheim, Almanya)
calisilmistir. Housekeeping (Referans) gen olarak beta aktin (ACTB) geni kullanilmistir.

Deney gruplarinda referans genlerinin ifadelerine gore hedef genlerin ifadeleri
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karsilastirilmis ve sonuglar Roche Light cycler yazilimiyla AACp metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Tablo 2. Gen ekspresyon analizi i¢in kullanilan primerler ve baz dizilimleri.

Gen ad1 Primer Baz Dizilimi (5'—3’)

RankL (Receptor Activator of NF- L: AGACACAGAAGCACTACCTGACTC
KB ligand)

R: GGCCCCACAATGTGTTGTA

Opg (Osteoprotogerin) L: GAGGTTTCCAGAGGACCACA
R: TGTCCATTCAATGATGTCCAA
Actb (Beta Actin) L: CCCGCGAGTACAACCTTCT

R: CGTCATCCATGGCGAACT

3.8. Realtime PCR

Proksimal femur ve aortada OPG ve RANKL mRNA ekspresyonlart RT-PCR ile 6l¢iildii.
Proksimalfemur sivi azot i¢inde toz haline getirildi ve Total RNA Hizli Ekstraksiyon kiti
(BioTeke, Pekin, Cin) ?? kullanilarak dokularda total RNA ekstre edildi. Ekstre edilen
RNA cDNA sentez kiti yardim1 ile cDNA’ya doniistiiriildii. SYBR-Greenmaster mix Kiti
ve OPG, RANKL ve referans gen olan Beta aktinprimerleri kullanilarak mRNA
ekspresyonlari belirlendi. OPG ve RANKL mRNA'larin ekspresyon seviyeleri, Beta-aktin
MRNA ekspresyon seviyesine gore normallestirildi. RANKL/OPG orani hesaplandi.

3.9. Histojik goriintiileme icin aort dokularinin hazirlanmasi

Formalin soliisyonu igerisinde bekletilerek fiksasyonu saglanan abdominal aortalar, doku
takibine alindi. Cesme suyu altinda yikama isleminin ardindan dokular, kademeli olarak
artan etil alkol serilerinden (sirasiyla %70, %90, %96, %100) (Merck) gecirilerek
dehidrasyon iglemi gergeklestirildi. 30 dk toluen (Merck) ile seffaflandirma islemini
takiben dokular 58°C’lik etiivde 30 dk boyunca 1:1 oraninda hazirlanmis toluen-parafin
karisiminda bekletildi. Ardindan saf parafin icerisinde 2 saat kadar tutulan dokular, oda
sicakliginda parafin bloklara gomiildii.

Parafin bloklardan kesitler alindi. Alinan kesitlere, morfolojik incelemeler yapabilmek ve
tunica media kalinliklarin1 Olgebilmek i¢in Hematoksilen & Eozin (H&E) boyamasi

yapilirken kalsiyum depolanmasini géstermek i¢in Alizarin red boyamalar1 yapildi.
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Hematoksilen & Eozin (H&E) boyama amaciyla dehidrasyon isleminden gecmis dokular
hematoksilen ile 5 dk boyanmanin ardindan 2 kez distile su ile yikanan kesitler 10-15
saniye bluing reagent ile inkiibe edildi. 2 kez distile sudan gegirilmelerinin ardindan
absolute etanolle muamele edildi. Sonrasinda 2-3 dk Eosin Y (modifiye alkolik)
soliisyonunda inkiibe edilen kesitler absolute alkolde yikanarak dehidre edildi. Toluende

yaklasik 30 dk bekletilen dokular Entellan araciligryla lamel ile kapatildi.

3.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, Prisma 8 paket programu ile yapildi. Normal dagilima uygunluk
testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile degerlendirildi ve tiim veriler ortalama +/- standart
sapma olarak gosterildi. Normal dagilim gosteren veriler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile, normal dagilim goéstermeyen parametreler ise Kruskal Wallis Testi ile
belirlendi. Coklu karsilastirmalar i¢in Tukey ve paired t testleri kullanildi. p<0,05
istatistiksel olarak 6nemlilik igin yeterli kabul edildi. . Kan parametreleri arasindaki

iligkileri saptamak i¢in Pearson korelasyon analizi uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Kan Basmci Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin kan basinci

degerleri iizerine etkisi iki yonili varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda

cinsiyete bagl bir farklillk bulunmazken diyete bagli anlamli farklilik mevcuttur

(F(1,21)=4.66, p<.05). Post-hoc analiz sonuclar1 yiiksek fosfatli diyet ile beslenen

erkeklerin (YFE) kan basinct degerlerinin normal diyet ile beslenen erkek (NFE) ve

disilere (NFD) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigin1 gostermektedir (p<.05)

(Tablo ve Sekil).

Tablo 3. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kan basinci degerleri {lizerine

etkisi
Gruplar NFD NFE YFD YFE
Ortalama Aort Basinci- 100,3+1.87 | 100,4+0.92 100,9+1.16 | 111,2+4.34
mmHg
150 =
. . Il or
I | =1 v
o
£
=
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S 504
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Kan Basinci

Sekil 4. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kan basinci degerleri iizerine
etkisi. YFE grubu NFE ve NFD gruplarina gére anlamli olarak yiiksektir (p<,05).
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4.2. Histolojik Goriintiillemenin Degerlendirilmesi

Normal diyet ile beslenen disi kontrol (NFD) ve Normal diyet ile beslenen erkek kontrol
(NFE) grublarma ait, hematoksilen ve eozin (HE) boyamasi yapilan preparatlar
incelendiginde, normal elastik arter histolojik yapisina sahip olduklar1 gozlendi (Sekil. 1 ve
2). intima tabakasinda endotel hiicreleri diizenli bir sekilde aort liimenini désemisti.
Endotel hiicrelerinin altinda kollajen liflerden zengin subendotel tabakasi normal
goriinimdeydi. Intima ve media tabakalar1 arasinda yerlesen elastik liflerden olusan
membrana elastika internanin, elastik liflerin yogunlugu nedeniyle kesin olarak ayrim
yapilamiyordu.

Media tabakasinda bol miktarda elastik liflerden olusan elastik lameller (membranlar)
gozlendi. Elastik lamellerin arasinda diiz kas hiicreleri ve kollajen lifler normal
goriinimdeydi. Elastik lameller arasina yerlesmis diiz kas hiicreleri normal goriinlimdeydi.
Media ve Adventisya tabakalar1 arasina yerlesen membrana elastika eksterna bol miktarda
elastik liflerden dolay1 se¢ilemiyordu. Adventisya tabakasi bag dokusunda yerlesmis vaso
vazorum, kollajen lif ve yag dokusu icerigiyle normal elastik arter histolojik yapisina
sahipti.

NFD ve NFE grublarina ait, kalsiyum depolarini (birikimlerini, kirmizi renkte) gosteren
Alizarin red boyamasi yapilan preparatlar incelendiginde, damarlarin soluk kirmizi ve
kirmiz1 renk tonlarinda normal bir boyanma 6zelligine sahip olduklar1 gozlendi. NFD ve
NFE grublarinda sadece elastik lameller etrafinda soluk kirmizi boyanma gozlendi (Sekil 5
ve 6).

Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen disi (YFD) ve Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen erkek
(YFE) grublarinin HE boyamas1 yapilan preparatlarda media tabakasi incelendiginde,
konrol (NFD ve NFE) grublariyla aralarinda histopatojik farkliliklarin oldugu goézlendi.
YFD ve YFE grublariin media tabakasinda diiz kas hiicreleri dilate olmus ve
sitoplazmalarinda dejenerasyonun gostergesi olarak vakuoller igeriyorlard: (Sekil 3 ve 4).
YFD ve YFE grublariin Alizarin red boyamalarinda ise media tabakasinda koyu kirmizi
renkte boyanmis alanlarin oldugu gozlendi. Koyu kirmizi renkte boyanmalar 6zellikle diiz

kas hiicrelerinde ve elastik lameller ¢evresinde yogun olarak gézlendi (Sekil 7 ve 8).
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Sekil 6. Normal diyet ile beslenen disi kontrol (NFD) grubuna ait aort 1s1k mikroskobik
fotografi. Intima ve media tabakasi diiz ¢izgi, liimen L, yassi endotel hiicreleri siyah
okbasi, diiz kas hiicreleri beyaz okbasi, elastik lamel beyaz ok, adventisya siyah ok,
adiposit asterisk. HE boyamasi, biiyiitme x40.

>»

Sekil 7. Normal diyet ile beslenen erkek kontrol (NFE) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Intima ve media tabakasi diiz ¢izgi, liimen L, yassi endotel hiicreleri siyah
okbasi, diiz kas hiicreleri beyaz okbasi, elastik lamel beyaz ok, adventisya siyah ok,
adiposit asterisk. HE boyamasi, biiyiitme x40.
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Sekil 8. Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen disi (YFD) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Intima ve media tabakasi diiz ¢izgi, limen L, yass1 endotel hiicreleri siyah
okbasi, diiz kas hiicreleri beyaz okbagsi, elastik lamel beyaz ok, adventisya siyah ok,
adiposit asterisk, diiz kas hiicresinde vakuoller siyah kalin ok. HE boyamasi, biiyiitme x40.

Sekil 9. Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen erkek (YFE) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Intima ve media tabakasi diiz ¢izgi, liimen L, yass1 endotel hiicreleri siyah
okbasi, diiz kas hiicreleri beyaz okbasi, elas tik lamel beyaz ok, adventisya siyah ok,
adiposit asterisk, diiz kas hiicresinde vakuoller siyah kalin ok. HE boyamasi, biiyiitme x40.
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Sekil 10. Normal diyet ile beslenen disi kontrol (NFD) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Liimen L, siyah okbaslar1 kalsiyum boyanmasi. Alizarin red boyamasi, biiyiitme
x40.

51



Sekil 11. Normal diyet ile beslenen erkek kontrol (NFE) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Liimen L, siyah okbaslar elastik lameller ¢evresinde kalsiyum boyanmasi. HE
boyamasi, biliylitme x40.

Sekil 12. Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen disi (YFD) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Liimen L, siyah okbaslar elastik lameller ¢evresinde kalsiyum boyanmasi. HE
boyamasi, biiylitme x40.
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Sekil 13. Yiiksek fosforlu diyet ile beslenen erkek (YFE) grubuna ait aort 151k mikroskobik
fotografi. Liimen L, siyah okbaglar elastik lameller ¢evresinde kalsiyum boyanmasi, beyaz
okbaslar1 diiz kas hiicrelerinde kalsiyum boyanmasi. HE boyamasi, biiyiitme x40.

4.3. Kan Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin PTH degerleri
tizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda cinsiyete
bagli anlamli bir farklilik bulunurken (F (1, 36)= 7,47; p<,05) diyete bagh bir farklilik

bulunamamustir (Tablo ve Sekil).

Tablo 4. Erkek ve disilerde normal diyet ve yiiksek fosfatli diyetin PTH degerleri iizerine
etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
PTH (pg/ml) 129,7+26,16 98,33+34,35 133,7+41,99 105£30,98
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Sekil 14. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin PTH degerleri lizerine etkisi.
Cinsiyet agisindan anlamli farklilik vardir (* = p< 0,05).

Normal ya da yiliksek fosfathh diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin FGF-23
degerleri iizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda
cinsiyete bagli anlamli farklilik bulunurken (F (1, 36)= 4,18; p< 0,05), diyete bagh bir
farklilik bulunamamaistir (p> 0,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 5. Erkek ve disilerde normal diyet ve yiiksek fosfatli diyetin FGF-23 degerleri
tizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE

FGF-23 (pg/ml) 151,6x16,12 122,24+26,53 136,9£30,99 126,8+40,83
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Sekil 15. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin FGF-23 degerleri {izerine
etkisi
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Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin 1,25 di-OH
vitamin D degerleri {lizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar
arasinda cinsiyete bagli anlamli farklilik bulunurken (F (1, 36)= 4,57; p< 0,05), diyete
bagli bir farklilik bulunamamaistir (p> 0,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 6. Erkek ve disilerde normal diyet ve yiiksek fosfath diyetin 1,25 di-OH vitamin D
degerleri lizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
1,25 di-OH vitamin D 3,04+0,64 1,96+0,56 2,38+1,14 2,1941,08
(nmol/L)
4 —
Il or
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Sekil 16. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfathh diyetin 1,25 di-OH vitamin D
degerleri lizerine etkisi.

Normal ya da yiiksek fosfatl diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin Klotho degerleri
izerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda cinsiyete ve
diyete bagl bir anlamlilik bulunmazken, yiiksek fosfat tiiketen erkek ve disi gruplarin
bazal degerlerine gore zit yonde degisimi etkilesimde anlamlilik olusturmustur (F(1, 36)=

9,83; p<,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 7. Erkek ve disilerde normal diyet ve yiiksek fosfatli diyetin Klotho degerleri
izerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE

Klotho (pg/ml) 4,334+0,63 4,55+0,40 4,75+0,31 3,8110,84
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Sekil 17. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Klotho degerleri {izerine
etkisi. YFD grubu ve YFE grubuna arasinda zit yonde etkilesim vardir (**p<,05).

Normal ya da yiiksek fosfath diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin OPG degerleri
izerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda cinsiyete
bagl bir farklilik bulunmazken diyete bagli anlamli farklilik mevcuttur (F (1,36)=4,73; p<
,05). Post-hoc analiz sonuglart YFE’de OPG degerlerinin NFE grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde azaldigini gostermektedir (p<,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 8. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfath diyetin OPG degerleri iizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
OPG (ng/ml) 1,55+0,18 1,70+0,35 1,51+0,15 1,43+0,25
2.5 z
Il or
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Sekil 18. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin OPG degerleri iizerine etkisi.
YFE grubu NFE grubuna gore anlamli olarak azalmistir (*p<,05).
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Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin FETU-a
degerleri ilizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda
cinsiyete bagli bir anlamlilik bulunmazken, diyete bagli anlamli bir farklilik mevcuttur
(F(1, 36)= 6,47; p< ,05). Post-hoc analiz sonuclar1 YFD’de FETU-a degerlerinin NFD
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini gdstermektedir (p< ,05).
Ayrica normal fosfat tiikketen disi grubunun bazal degerlerine géore NFE ve YFE grubunun
bazal degerlerinin zit yonde degisimi etkilesimde anlamlilik olusturmustur (F(1, 36)=5,27;
p<,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 9. Erkek ve disilerde normal ve yliksek fosfatli diyetin FETU-a degerleri iizerine
etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
FETU-a (ng/ml) 77,57+24,50 58,24+7,03 55,9149.,94 57,06+12,25
100 = * * %
£ I or
80 /| v
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Sekil 19. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin FETU-a degerleri iizerine
etkisi. YFD grubu NFD grubuna goére anlamli olarak azalmistir (** = p< 0,001); YFD ile
NFE ve YFE gruplari arasinda zit yonde etkilesim vardir (* = p< 0,05)

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin Conc. TRAP
degerleri lizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda

cinsiyete ve diyete bagl bir farklilik bulunamamaistir (p> 0,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 10. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Conc. TRAP degerleri
lizerine etkisi
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Gruplar NFD NFE YFD YFE

Conc. TRAP (U/L)| 3,61+0,32 2,60+0,40 3,174+0,69 3,024+0,83
4 —
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Sekil 20. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Cocn. TRAP degerleri
tizerine etkisi

Normal ya da yliksek fosfatl diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin DPD degerleri
tizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda cinsiyete ve

diyete bagli bir farklilik bulunamamustir (p> 0,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 11. Erkek ve disilerde normal ve yiliksek fosfatli diyetin DPD degerleri iizerine
etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
DPD (nmol/L) 65,08+16,79 59,1546,78 54,72+15,61 59,79+12,05
80 ™
Il or
= ve
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Sekil 21. Erkek ve disilerde normal ve yliksek fosfatli diyetin DPD degerleri lizerine etkisi
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Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin Fosfor degerleri
tizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda cinsiyete ve

diyete bagli bir farklilik bulunamamistir (p> 0,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 12. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Fosfor degerleri iizerine
etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Fosfor (milimol/L) 2,92+0,58 2,8610,72 3,2840,95 3,07%0,60
4 —
Il or
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Sekil 22. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Fosfor degerleri {izerine
etkisi

Normal ya da yiiksek fosfathi diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin Trigliserit
degerleri lizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda
cinsiyete bagli anlamli bir farklilik bulunurken (F(1, 35)= 5,41; p<,05) diyete bagl bir
farklilik bulunamamaistir (Tablo ve Sekil).

Tablo 13. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Trigliserit degerleri iizerine
etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE

Trigliserit (mg/dL)| 64,60+11,47 55,50+16,48 118,2+84,99 57,00+12,90
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Sekil 23. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin Trigliserit degerleri lizerine
etkisi. Cinsiyet agisindan anlamli farklilik vardir (* = p< 0,05).

4.4. Real- Time PCR Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin Trigliserit
degerleri ilizerine etkisi iki yoni varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda
cinsiyete (F(1, 15)= 5,43; p<,05) ve diyete bagh anlamh bir farklilik bulunmustur (F(1,
15)= 11,90; p< ,05). (Tablo ve Sekil). Post-hoc analiz sonug¢lar1 YFE’de aort RANKL
degerlerinin NFE grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigim
gostermektedir (p< ,05). Ayni sekilde YFD’de aort RANKL degerlerinin NFD grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigini gostermektedir (p< ,05). Ayrica
normal fosfat tiiketen erkek grubunun bazal degerlerine gére NFD ve YFD grubunun bazal
degerlerinin zit yonde degisimi etkilesimde anlamlilik olusturmustur (F (1, 15)= 4,60; p<
,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 14. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfath diyetin aort RANKL ekspresyonu
izerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Aort RANKL 0,00005 0,00013 0,000017 0,000024
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Sekil 24. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin aort RANKL ekspresyonu
tizerine etkisi. YFE grubu NFE grubuna gore anlamli olarak azalmistir (*= p< 0,05); YFD
grubu NFD grubuna gore anlamli olarak azalmistir (*= p< 0,05); NFE ile NFD ve YFD
gruplar arasinda zit yonde etkilesim vardir (** = p< 0,05)

Normal ya da yiliksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin aort OPG
degerleri lizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda
cinsiyete ve diyete bagh bir farklilik bulunamamistir (p> 0,05). Ayrica gruplar arasinda
bazal degerlerinin zit yonde degisimi etkilesimde anlamlilik olusturmustur (F (1, 16)=

8,09; p<,05) (Tablo ve Sekil).

Tablo 15. Erkek ve disilerde normal ve yliksek fosfatli diyetin aort OPG ekspresyonu
tizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Aort OPG 0,015+0,008 10,027 £ 0,005 0,022+0,008 0,016%0,005
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Sekil 25. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin aort OPG ekspresyonu
tizerine etkisi

Normal ya da yliksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin aort
OPG/RANKL degerleri iizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde
gruplar arasinda cinsiyete ve diyete bagli bir farklilik bulunamamustir (p> 0,05).

Tablo 16. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin aort OPG/RANKL
ekspresyonu tizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Aort OPG/RANKL [6,077e-005+ |0,0002+0,0001 |1,947e-005 + 2,535e-005
5,802¢005 9,655e-005 +1,673e-005
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Sekil 26. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin aort OPG/RANKL
ekspresyonu iizerine etkisi
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Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin kemik RANKL
ekspresyonu iizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar
arasinda cinsiyete bagli farklilik bulunmazken, diyete bagli anlamli bir farklilik
bulunmustur (F(1, 11) =5,64; p< 0,05).

Tablo 17. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kemik RANKL
ekspresyonu iizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Kemik RANKL 0,011£0,007 (0,015+0,007 0,005+0,002 0,005%0,003
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Sekil 27. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kemik RANKL ekspresyonu
lizerine etkisi

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin kemik OPG
degerleri lizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda

cinsiyete ve diyete bagl bir farklilik bulunamamustir (p> 0,05).

Tablo 18. Erkek ve Disilerde Normal diyet ve Yiiksek Fosfatli diyetin kemik OPG
ekspresyonu iizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Kemik OPG 0,83+0,14 1,64+0,97 0,59+0,45 0,78+0,71
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Sekil 28. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kemik OPG ekspresyonu
tizerine etkisi

Normal ya da yiiksek fosfatli diyet ile beslenen erkek ve disilerde fosfatin kemik
OPG/RANKL degerleri iizerine etkisi iki yonii varyans analizi ile degerlendirildiginde
gruplar arasinda cinsiyete ve diyete bagl bir farklilik bulunamamastir (p> 0,05).

Tablo 19. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfath diyetin kemik OPG/RANKL
ekspresyonu iizerine etkisi

Gruplar NFD NFE YFD YFE
Kemik OPG/RANKL |127,3+78,79 [163,5+41,15 122,8+53,41 119,8+104,9
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Sekil 29. Erkek ve disilerde normal ve yiiksek fosfatli diyetin kemik OPG/RANKL
ekspresyonu iizerine etkisi
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5. TARTISMA

Bu calismada, yiiksek fosfatli diyetin; (1) fosfat regiilasyonu, (2) kardiyovaskiiler sistem ve
(3) kemik turnover: iizerine etkileri ve cinsiyete bagli olas1 farkliliklar dikkate alinarak
molekiiler, yapisal ve fonksiyonel diizeyde incelenmistir. Cizilen gercevede elde edilen
bulgular fosfat tiiketiminin ve/veya cinsiyetin fosfat regiilasyonu ile iliskili fizyolojik ve
patolojik siireclerde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Viicutta fosfat regililasyonunda rol oynayan hormonlarin kan seviyelerinin, yliksek fosfatli
diyetle iligkili olarak anlamli degisiklik gostermedigi; fakat, disi siganlarda fosfatiirik
hormonlar olan PTH ve FGF-23 diizeylerinin daha yiiksek, fosfat emilimini arttiran
hormon olan 1, 25 (OH), kolekalsiferoliin ise erkek sicanlara gore diisiik oldugunu
gosterilmistir. Kanda yiiksek fosfatli diyet uygulanan disi ve erkek gruplarin serum fosfat
diizeylerinde, anlamli olmasa da, artis yoniinde marjinal degisiklik saptanmistir. Bu durum
hayvanlarin saglikli olmasi, 6zellikle atilim organi olan boébreklerde fonksiyon kaybinin
bulunmamasi, baska bir ifadeyle, serum fosfatim1 diizenleyici mekanizmalarin gerek
hormonal gerekse organ diizeyinde isler durumda olmasi ile aciklanabilir. Ayni zamanda
fosfat regiilasyonun tiim bilesenleri dikkate alindiginda cinsiyete bagli farkliliklarin
olabilecegi goriilmektedir.

Literatiirde yiiksek fosfatli diyet etkilerinin incelendigi insan caligmalarinin genellikle
kronik bobrek hastalar iizerinde gosterilmesi, yapilan hayvan deneylerinin ise genellikle
5/6 nefrektomili hayvanlarda yapilmasi bizim ise saglikli hayvanlarla ¢alismamiz serumda
anlaml artiglar gormemizi etkilemis olabilir. Ayrica, fosfatin primer olarak hiicre i¢i bir
anyon oldugunu ve damar ve kemik dokusu basta olmak iizere doku seviyesinde kalsiyum
bilesikleri olusturdugu dikkate alinirsa, sadece serum fosfat Gl¢iimiiniin toplam fosfat
dengesinin ve bununla iliskili risklerin yalnizca kismi bir degerlendirmesini saglamasi
miimkiindiir (Smith et al., 2012; Cupisti, 2013;Ferreira et al., 2013; Akiyama, Kimura, &
Shiizaki, 2018). Bunun yaninda, kalsifikasyon egiliminin potansiyel bir belirteci olan
serum CPP seviyelerinin, kronik bobrek hastaligi olanlarda hiperfosfateminin ortaya
cikmasindan once ylikselmeye basladiginin gozlemlenmesi, fosfat dengesi ile iliskili
patolojik siireclerin serum fosfat seviyelerine yansimadan da ortaya g¢ikabilecegini
gostermektedir [117]. Tlave olarak, fosfat dengesini korumak iizere olusan yanitlar, daha
yiiksek serum fosfat seviyeleri ve olumsuz sonuglar arasindaki iligkilerden sorumlu

olabilir. Dolayis1 ile burada telafi edici mekanizmalarin olas1 toksisitesinden s6z edilebilir.
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Kan trigliserit diizeylerinde cinsiyetler arasinda yiiksek fosfatli diyetten etkilenme
acisindan anlamli farklilik saptanmistir. Yiiksek fosfatli diyetle beslenen disi grubunda
trigliserit diizeyinde anlamli artisin saptanmasi, disilerde fosfat metabolizmasina metabolik
siireclerin de dahil edilebilecegini diistindiirmektedir. Korelasyon ¢alismasinin sonuglari da
yiiksek fosfatli grupta PTH, TG ve P arasinda pozitif bir iligkinin oldugunu, 6strojenin ise
P ile negatif bir korelasyon gosterdigini gostermektedir. Hiperlipidemi ve osteoporoz
arasinda iliskiyi gosteren yayinlarda da bu iliskiye dikkat ¢ekilmistir [120].

Kemik turnoverinin rezorbsiyon siireclerini yansitan kan parametreleri iginde, kollagen
yikim iiriinlerden biri olan DPD ve osteoklastik aktiviteyi yansitan TRAP gruplar arasinda
anlaml farklilik gostermese de her iki parametrenin gruplar arasinda ayni paterni
gosterdigi fark edilmistir. Kanda rezorbsiyon belirtegleri anlamli bir degisiklik
yansitmamaktadir. Bu, kemiklerde rezorbsiyonun artmadigini ya da kemik turnoverinda
azalmay1 gosteren bir durum olarak yorumlanabilir. Ayrica kemik dokusunda incelenen,
osteositlerden ve osteoblastlardan salgilanan ve osteoklastik aktiviteyi yansitan RANKL
mRNA diizeylerinin hem disi hem erkek grubunda yiiksek fosfatli diyete bagli olarak
anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir. Bu durum kandaki rezorbsiyon belirteglerinin anlamli
degisiklik gostermemesi ile uyumlu bir bulgudur. Diyetle alinan fosfat yiikiine bagh
hiperfosfateminin kronik bobrek hastaligindaki hiperfosfatemiden farki s6z konusudur.
KBH nin sekonder hiperparatiroidiye yol actifi ve kemik rezorbsiyonu artirdig:
bilinmekteyken, diyetteki mekanizma arastirilmalidir. Beraber degerlendirildiginde, yiiksek
fosfatli diyetin kemik turnoverimi azaltip, kemikleri diisiik turnoverli osteopenik bir
duruma sokuyor olma ihtimali s6z konusu olabilir. Kronik bobrek yetmezlikli hastalarinin
bazilariin yiiksek turnover ve rezorbsiyon artisi ile gelisen durumlardan muzdaripken
bazilarinda ise diisiik turnoverli duruma girildigi ve buna bagli gelisen osteomalazi ya da
adinamik kemik hastalig1 gibi mineralizasyon kaybinin gozlendigi durumlarin yasandig
bilinmektedir. Fakat bu farklililigin sebebi ya da adinamik kemik hastaliginin (AKH)
patogenezi heniiz agiga ¢ikarilmamigtir [121].

Yoshiko Iwasaki-Ishizuka 2005 ve arkadaslar1 bobrek yetmezliginde goriilen diisiik kemik
turnover durumunun iskeletin PTH direnci gelistirmesi sonucu gelisebilecegini
gostermislerdir [122]. AKH' nin patofizyolojisi ¢ok faktorlii ve oldukga karmasiktir. Temel
olarak AKH, paratiroid hormonunun (PTH) kemik metabolizmasina direncinden veya PTH
saliminin asir1 baskilanmasindan kaynaklanmaktadir, ancak bu sonucun 6ncesinde neler
oldugunun aciga cikarilmast 6nemlidir [123]. Kronik bobrek hastalarinda  fibroblast
bliylime faktor- 23%in (FGF-23) artarken, es-reseptorii olan alpha-Klotho'da azalma
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gozlenmektedir. Bu peptit, yiiksek fosfat ve kalsitriol seviyelerine yanit olarak osteositler
ve osteoblastlar tarafindan salgilanir ve boylece fosfatin atiliminin artmasina izin verir. A-
Klotho ekspresyonunun azalmasi, FGF-23'e diren¢ gelismesine, dolayisiyla, FGF-23
iretiminde bir artisa, kalsitriol diizeylerinde azalmaya, nispi hipokalsemi ve sekonder
hiperparatiroidizme yol agar. Bu kaskat, sonunda PTH reseptoriiniin asag1 regiilasyonu ve
PTH etkisine karsi iskelet direnci ile sonuglanir. PTH' nin asir1 baskilanmasinin adinamik
kemik hastaliginin bir 6zelligi oldugu disiiniiliirse, bu direnci gelistirmeye yatkin hasta
gruplar1 ve altta yatan mekanizmalar calisilmalidir. Saglikli insanlarda kronik yliksek
fosfatl diyetin de PTH direncine yol acacagini ileri siiren ¢aligmalar bizim tespit ettigimiz
diistik turnover durumunun sebebinin kemiklerde gelisen PTH direnci sebebiyle
olusabilecegini diisiindlirmiistiir [118]. Sekonder hiperparatiroidizmli diyaliz hastalarinin
kalsitriol tedavisinin ardindan adinamik kemik hastalig: gelistirdikleri goriilmiistiir.

PTH'min kemik dokusuna etkileri iizerine yapilan calismalarda cinsiyet nadiren dikkate
alimmistir. Bu etkiyi inceleyen az sayidaki calismadan birinde, Yongmei Wang ve
arkadaslar1t PTH’ nin erkek sicanlar iizerindeki anabolik etkisinin disilerden daha belirgin
oldugunu gostermistir [124]. H D White ve arkadaslari da growth hormon eksikligi olan
hastalara uygulanan PTH tedavisine yanitlarda cinsiyet farkliligmma dikkat cekmisler,
kadinlarda yeni kemik olusumunun daha ge¢ basladigini bildirmislerdir [125]. Primer
hiperparatiroidinin kadinlarda erkeklere gore 3 kat daha fazla goriildiigli bilinmektedir,
Danica M. Vodopivec ve arkadaglar1 paratiroidektomi sonrasi erkek hastalarin kadin
hastalara gore kemik mineral dansitesini daha etkili bir gsekilde arttirabildiklerini
sOylemislerdir. PTH’nin kemik metabolizmasi {izerine etkileri kadin erkek arasinda
farklilik gosteriyorsa, bu farkliligin PTH resistans: gelistirilmesi ve diisiik kemik turnover
stireci ile iligkisinin aragtirilmasi gereklidir [126]. Bizim deney protokoliimiizde, saglikli
hayvanlara uygulanan yiiksek fosfatli diyetin, kemik dokusunda osteosit ve osteoblastlarin
RANKL ekspresyonlariin baskilanmasina ya da bu hiicrelerin sayisinin azalmasina neden
olarak diisiik kemik turnoverina yol agmas1 muhtemeldir. Bu agidan degerlendirildiginde,
kemikler iizerinde immiinohistokimyasal calismalarla osteosit/osteoblast ve osteoklast
hiicre yogunlugunun ve ligand ekspresyonlarinin 6l¢iimiiniin  yaninda, kemik
dansitometresi Ol¢limleriyle olasi osteopenik durumun arastirilmasi faydali olabilir.
Bununla birlikte kemik dokusundaki RNA seviyesinde azalmanin, protein seviyesinde de
dogrulanmasi gerekmektedir. Kanda 6l¢iilen OPG diizeylerinin, yiiksek fosfatli diyetle
beraber anlamli olarak her iki cinsiyette de diisiik olmas1 ve primer kokeni olan kemikte de

benzer sekilde OPG mRNA smin yiiksek fosfatli diyete bagl olarak her iki cinsiyette de
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anlaml diisiis gostermesi birbiri ile uyumlu parametrelerdir, ayn1 sekilde kemik dokusu
diizeyinde osteoblast/osteosit sayinda diisme ve ekspresyon azalmasi ile agiklanabilme
durumu ve mekanizmasinin arastirilmasini gerektirmektedir.

RANKL ve OPG, kemik dongiisiiniin diizenlenisinde rol oynayan ana faktorler i¢cinde yer
aldiklar1 gibi immiin mekanizmalar ve vaskiiler kalsifikasyon olusumu ile de iligkili
faktorlerdir. OPG ile vaskiiler kalsifikasyon iliskisi incelendiginde uyumsuz sonuglarin
oldugu goriilmektedir. Diyaliz hastalarinda OPG seviyeleri yiiksek fosfat diizeyleri, artmis
arter kalsifikasyonlar1 ile iligkili bulunmusken, preklinik c¢alismalarda OPG nakavt
farelerin, transgenik OPG enjeksiyonuyla onlenebilen vaskiiler kalsifikasyon gelistirdigi
gosterilmistir [127]. Ayrica si¢canlarda OPG uygulamasinin, varfarin ve D vitamini ile
indiiklenen arter kalsifikasyonunu inhibe ettigi bulunmustur. Bizim ¢alismamizda yiiksek
fosfathh diyetle kan OPG diizeylerinin anlamli olarak her iki cinsiyette diistiigi
bulunmustur. Bu noktada kan OPG diizeylerinin kaynaginin hangi doku oldugunun
bilinmesi onemlidir ve muhtemel kaynak kemik dokusudur. KBH’ nda goriilen OPG
seviyelerinin kemik rezorpsiyonunu uyaran faktor olan RANKL seviyelerindeki artis1 telafi
edici bir mekanizma olarak arttig1 sdylenebilirken [114], bizim ¢alismamizda da goriildiigii
gibi diisiik turnoverli bir durum s6z konusu oldugunda OPG diizeylerindeki diisme OPG
nakavt hayvanlarda goriilene benzer bir durum gelistirebilecektir. Diyete bagh degisiklikler
ve cinsiyete bagl olas1 farkliliklar vaskiiler sistem i¢in degerlendirildiginde yiiksek fosfath
diyetin ortalama kan basinci degerlerini anlamli bir sekilde arttirdigi, ilave olarak diyete
bagli bu artisin erkek grubunda daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Incelenen histolojik
kesitlerde, yiiksek fosfatli diyetle beslenen disi ve erkek sicanlarin aortlarinin, 6zellikle
tunica media tabakasinda kalsiyum birikiminin arttig1 ve beraberinde vezikiil artis1 da
oldugu goriilmiistiir. Bu gozlem, yiiksek fosfatli diyetle beslenen gruplarda anlamli oldugu
saptanan kan basinci artislariyla uyumludur fakat erkeklerde daha yiiksek kan basincini
aciklamayabilir. Hiicresel metabolizma perspektifinden ele alinirsa, fazla fosfatin
fosforilasyona bagli sinyal yollarinin diizensizligine neden olabilecegi diisiintilebilir. Ek
olarak, yakin zamanda yapilan ¢alismalar, yiiksek hiicre dis1 fosfat konsantrasyonlarinin,
mitokondriyal membran potansiyelini artirarak mitokondriyal oksidatif strese neden
oldugunu, kaspaz aktivasyonuna ve ardindan apopFtozis indiiklenmesini sagladigini
gostermis, hizlandirilmig yaslanma ve vaskiiler kalsifikasyona neden olabilecegi
belirtilmistir [128]. Vaskiiler diiz kas hiicrelerindeki apootozis yanit1 arasindaki farklilik ise

disi ve erkek farkini gosteriyor olabilir. Gozlemlenen vezikiiller kalsifikasyon i¢in ¢ekirdek

68



gibi islev goren apoptotik vezikiiller olabilecegi gibi, vezikiillerin otofaji ile olasi iligkisi
molekiiler calismalarda arastirilmalidir.

Yiiksek fosfatla beslenen erkek grubunda kan basinci degisiminin daha fazla olmasi,
yiiksek fosfatla beslenen disi ve erkek gruplarda birbirine ters bir sekilde anlamli olarak
farkli yonlerde degismis olan bazi kan parametreleri ile ilgili olabilir. Kanda soluble
Klotho (sKl) diizeyleri, yiiksek fosfatla beslenen erkek grupta normal fosfatla beslenen
erkek gruba gore azalirken, disi gruplarda tam tersi sekilde yiiksek fosfatla beslenen disi
grupta diisiik fosfatla beslenen disi gruba gore artis gostermistir. Membrana bagh
klothonun bobrek dokusunda fosfotiirik oldugu bilinirken, soluble klotho viicutta koroid
pleksus, kemik gibi farkli dokulardan salgilanabilmektedir ve metabolik etkileri olabilecegi
belirtilmistir [129]. Vaskiiler sistem iizerine etkisi, farkli doku diizeyinde ekspresyonlari,
disi erkek arasinda farkliliklar acisindan arastirilmalidir. sK1, TRPVS5'in hiicre yiizeyinde
sunulumunu arttirarak renal kalsiyum reabsorpsiyonunu dogrudan arttirir. Ayrica yine
kalsiyumla iligkili oldugunu diisiindiirecek sekilde damar endotel fonksiyonunu koruyucu
oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte, hormonal sKl'nin etki mekanizmasi tamamen
anlagilamamustir, ¢linkii sK1 i¢in membran reseptorleri tanimlanmamistir. Son ¢aligmalar
bu bilgi bosluguna 151k tutmus ve lipid raftlarinda bulunan monosialogangliosidler GM1 ve
GM3' sKI reseptorleri olarak tanimlamistir [130]. KBH’ inda s klotho diisiikligii
kardiyovaskiiler olaylarla iligkili bulunmus, yapilan caligmalarda o6zellikle kardiyak
hipetrofiye karsi koruyucu etkisi saptanmistir. Kardiyoprotektif etkilerini bu yeni
reseptorler tizerinden FGF23 ten bagimsiz olarak gerceklestiridigi diisiiniilmektedir [131].
Yiiksek fosfatl disilerde artmasi kardiyoprotektif etkisini gostermektedir, yiiksek fosfath
disilerde trigliserit diizeyinin de artmis olmasi ve yeni kesfedilen lipid raft reseptorlerin
metabolik islevlerinin arastirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

Fetuin A ise damar kalsifikasyonlar: ile iliskisi baglaminda incelendiginde, normal fosfat
ile beslenen disilerde yine normal fosfat ile beslenen erkek gruba gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Bu disi gruplarin erkek gruplara gore anlamli sekilde daha yiiksek
kan PTH seviyelerine sahip oldugu- yani kemiklerinin rezorbsiyona egilimli bir durumda
oldugu- g6z Oniinde bulundurulursa normal fosfatla beslenen disilerde serum kalsiyum-
fosfat seviyelerini korumaya yonelik bir deger olarak yorumlanabilir. Fakat, bu anlaml
yiikseklik, yliksek fosfatla beslenen disi grupta ortadan kalkmistir. Yiksek fosfatla
beslenen disilerde, yine yliksek fosfatla beslenen erkek grubuna benzer sekilde gdzlenen

damar degisikliklerini agiklayabilir.
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Seks hormonlarinin ateroskleroz sirasinda bagisiklik tepkisini degistirdigini ve cinsiyete
gdre farkli hastalik fenotiplerine neden oldugu bilinmektedir. Ornegin, kadinlar artan
antikor ve otoantikor tepkileri ile enfeksiyona ve hasara cevap verirken, erkekler dogustan
gelen bagisiklik aktivasyonunu arttirirlar. Kadinlarda otoimmiin hastaliklar daha sik
goriiliirken, ateroskleroz gelisme olasiligi erkeklerden daha diisiiktiir [132]. Bu durum
erkeklerde KAH'a yol agan bagisiklik mekanizmalarinin kadinlardan farkli oldugunu
diistindiirmektedir.

Yapilan ¢aligsmalarda hipokalsemi olusturulan hayvanlarda ani diistislerin PTH saliniminin
etkisiyle gergeklesen kemik rezorbsiyonundan oOnce serumda bir mekanizma ile
yiikseltildigini gostermistir. Radyoaktif Ca kullanilarak yapilan caligmalarda da giin
icerisinde kemik ve ekstraselliiler sivi arasinda gerceklesen kalsiyum akisinin kemik
yeniden modellemesiyle harekete gecirilebilen Ca miktarin1 astigini gostermistir. Bu
gozlemler kemikte hizli bir yanit veren PTH disinda bir mekanizma oldugunu kanitlamis
bu durum arada mevcut olan bir havuza benzetilmis ve degistirilebilir kalsiyum havuzu
olarak adlandirilmistir [133]. Bu havuzun tamponlama kapasitesini degistirebilecek
durumlarin bizim deneyimiz agisindan da arastirilmasi gerektigini diisiiniiyoruz. Diisiik
kemik turnover 1 da bunlardan biri olabilir, ya da hangisinin daha Once geldigi de
diigiiniilmelidir. Bu havuzun kemikteki yeri ve mekanizmalar1 tartisma konusu olmaya
devam etmektedir. Kemikte hidroksiapatit disginda da kalsiyum fosfat tuzlar1 oldugu
gosterilmistir. Bunlar, ¢oziiniirliikleri agisindan da farklilik gostermektedirler [134]. Kemik
metabolizmasini ve bahsedilen kemik/ plazma ara yiiziinii etkileyen durumlar bu tuzlarin
oranini degistirebilir. Diyetle yiliksek fosfat alim1 da bunlardan biri olabilir. Bunun yaninda
fizikokimyasal diizenlemeler yerine hiicre aracili mekanizmalar1 6n plana alan ¢aligmalar
da vardir(Katsumata, Masuyama, Uehara, & Suzuki, 2019; Kanatani, Sugimoto, Kano,
Kanzawa, & Chihara, 2003). Bizim diislincemiz iki mekanizmanin birbiri ile baglantili
oldugudur. Yeni gelistiren matematik model hizl1 bir fosfat infiizyonundan sonra kemikteki
degistirilebilir havuzun gegici bir fosfat bolmesi olarak gorev yaptigini gostermistir [137].
Hizli Ca degisimleri ise Ca albumine baglanacagi icin bdyle bir mekanizmaya ihtiyag
duymayabilir.

Bagirsaklardan inorganik fosfatin difuzyonla neredeyse tamamen paraselliiler emilimi
sebebiyle, bobrekleri saglam bir kiside, kronik bobrek hastalari gibi siireklilik halinde bir
hiperfosfatemi yaratmayacak fakat kisa siireli ve ani fosfat tampolama ihtiyaci
doguracaktir [58]. Bu durum akut ya da kronik siire¢lerden farkli mekanizmalari

tetikleyebilir. Suan halk sagligini etkileyen diyetle yiiksek fosfor alimi kronik maruziyet
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olarak m1 yoksa aralikli ama uzun siireli maruziyet olarak mi1 degerlendirilecegi net
degildir(Calvo & Uribarri, 2013; Takeda, Yamamoto, Yamanaka-Okumura, & Taketani,
2014) Saglikli insan ¢aligmalarinda genellikle akut etkiler arastirmistir. Calismaya katilan
saglikli goniilliilerde metabolizmayi etkileyecek patolojik durumlar tespit edilememistir.
Burada kemik/ plazma arayiizi ve etkileyen durumlar lakunokanalikiiler alan
diisiiniildiiginde belki de ¢ok 6n planda olmayan osteolitik osteoliz de dnemli olabilir.
Mevcut durumda o6zellikle osteoklast aracili rezorbsiyonu tartisilmistir, fakat artik
osteositik osteoliz de daha detayli arastirllmasi gereken bir konu olarak karsimiza
cikmaktadir [65]. Osteositler kemik olusumunu azaltan sklerostin (SOST geni) iiretirler.
Sklerostin antagonizmast osteoporoz tedavisi olarak diisiiniilmektedir (Hohman et al.,
2018; Ferreira et al., 2013).

Ayrica stirekli PTH uygulamasinin FGF23’de artisa yol actigi, aralikli PTH uygulamasinin
ise FGF23 diizeyinde azalma yaptigin1 gosteren ¢alismalar da hiperfosfateminin her zaman
degil ara ara gerceklesen bir durum olmasinin dnemli olabilecegini gostermektedir [139].
Bizim sonuglarimizda da yiiksek fosfatli diyet uygulamasina ragmen kronik bdbrek
yetmezligine benzer sekilde FGF 23 diizeyinde artis goriilmemesi araliklh  PTH
uygulamasina benzer bir mekanizmanin devreye girmis olabilecegini diisiindiirmektedir.
Diyetle yiiksek fosfor alimimin kemik bobrek paratiroid bezi ve damarlar etkileyen bir
durum oldugu aciktir. Fakat burada tamamen i¢ ice gecmis sistem bir kisir dongii
yaratmaktadir. Dolayisiyla ilk 6nce hangi sistemin etkilendigi ve tetikleyici konumunda
oldugu oldugunun tespiti 6nemlidir. Kronik bobrek hastalarinda gerceklesen FGF23 ve
PTH yiiksekliginin ve D vit. diisiikliglinlin dahi ilk 6nce hangi parametrede bozulma ile
tetiklendigi heniiz kesinlik kazanmamis hatta bu hastalarda goriilen D vit eksikligi FGF 23
e sekonder gelisiyorsa D vit. takviyesi yapilmamasi gerektigi FGF23’ i daha da
arttrabilecegi tartisilmaya baslanmistir [139]. Gergekten de KBH’ na verilen kalsitriol
tedavisinin FGF 23 1 daha da arttirdigi bilinmektedir. Hatta kardiyovaskiiler olaylari
tetikleyebilecegi yoniinde yayimlar vardir (Wetmore, Liu, Krebill, Menard, & Quarles, n.d.;
Manuscript, 2011) .

Bizim calismamizda, PTH FGF23 ve D vit degerlerinin yiiksek fosfatli diyetle beslenen
gruplarda farklilik gdstermemesi dikkat cekicidir. Kronik bobrek hastalarinda goriilen
yilksek PTH, FGF23 ve diisiik D vit prototipinin goriilmemesi saglikli popiilasyonun
yiiksek fosfat tiiketimi ile KBH’ inda goriilen hiperfosfateminin birbirinden farkl: siiregler
oldugunu diisindiirmustiir. Saglikli populasyon icin bizim deney sonuglarimizla uyumlu

bir sekilde FGF23 artisina sebep olmayan bir mekanizma s6z konusu ise FGF 23 artis1 ve
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kardiyovaskiiler sistemi bununla iligkilendiren hipotezlerdense, FGF23 iin viicuttaki ve
farkli dokulardaki etkilerini, kan ve o dokunun klotho diizeylerinden etkilendigini belirten
yayinlar agiklayici olmaktadir [131]. Nitekim yiiksek fosfatla beslenen disi ve erkek
gruplarimiz klotho kan diizeyleri agisindan etkilesim gostermistir.

Bunun yaninda bizim deney grubumuzdaki normal fosfatli besinle beslenen disi grubumuz
normal fosfatla beslenen erkek gruba gore D vit diizeyleri bakimindan anlamli olarak
yiiksektir. Bunun kadinlarda D vit eksikliginin sik goriildiigli insan populasyonunda farkli
bir kosul oldugu agiktir. D vit. diisiikliigliniin insan populasyonunda hiperfosfateminin
kardiyovaskiiler etkisini daha da kotiilestirici bir faktér olarak rol oynadigi ileri
stirilmiistiir [142].

Katki maddelerinin 6zelinde arastirma yapmak istedigimizde E450 olarak yaygin olarak
katki maddesi olarak kullanilan pirofosfatlarin etkilerini gézden gecirdik. Bunun sebebi
bisfosfanatlar olarak bilinen osteoporoz tedavisinde kullanilan kemik rezobsiyonununu
azaltirken hiperlipidemiyi iizerine etkisi gosterilen terapotiklerin kimyasal olarak
pirofosfatlara benzerlik tasimasi, bazen analog olarak ge¢mesidir(Ara, Ee, Tauber, &
Oatamed, 1999; Guney, Kisakol, Ozgen, & Yilmaz, 2008). Giincel yayinlar, pirofosfatlarin
kemik rezorbsiyonunu azaltirken matriks vezikiillerine kalsiyum fosfat ¢okelmesini regiile
ettigini bildirmektedir [145]. Serumdaki orani 6nemli ve bizim bulgularimizla ilgili
olabilir. Ayrica ¢calismamizda geng yetiskin hayvanlar kullanilmis, kemik metabolizmasi
zaten yavaglamis olan yasli deneklerde ve ostoporozdaki yiiksek fosfatli diyetin etkisi
incelenmemistir. Bunun yaninda yiiksek fosfat diyetinin etkisi aortta incelenmis, kii¢iik

capli damarlar degerlendirilmemistir.
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6. SONUCLAR

Fosfat, saglikli hiicre fonksiyonu i¢in gerekli bir elementtir; Bununla birlikte fosfatin asirt
yiikklenmesi agikca zararhidir. Fakat artan fosfat aliminin mineral metabolizmasi iizerine
etkisi ve sistemler iizerindeki patofizyolojik etkileri normal bobrek fonksiyonuna sahip

Kisilerde kan parametrelerinde yansitilmayabilir.

Calismamizda, diyetle yiliksek fosfat aliminin her iki cinsiyette de diisiik turnovera sebep
olabilecegi gosterilmistir. Kemikler ve kardiyovaskuler sistem iizerine negatif etkileri
histolojik kesitlerde aortta kalsifikasyonlar ve yaglanma benzeri vezikiiller ile gosterilmistir
ve kan basincini her iki cinsiyette de yiikselttigi bulunmustur.

Yiiksek fosfathi diyetle beslenen erkek sicanlarda kan basincinin disi siganlara gére daha
fazla yiikseldiginin gosterilmesi, kadin erkek arasinda farkli homeostatik mekanizmalarin
tetikleniyor olabilecegini, bu durumun aort OPG diizeylerinin farkliligi, kanda ise s-klotho
ve fetuin a diizeylerinin farklilig ile ilgili olabilecegini diistindiirmiistiir.

Viicutta mineral metabolizmasiin genellikle kalsiyum iizerinden degerlendirilmesinin,
fosforun ikincil oldugu anlayiginin degistirilmesi gerektigini diisiiniiyoruz.

Kalsiyum-fosfat homeostazindaki, kemik-bobrek-kardiyovaskiiler eksene artik immiin
sistem ve metabolik aglarin da eklenmesine ve kadmn/erkek farkliliklarinin géz Oniinde
bulundurulmasina, sonug olarak kemik ve mineral homeostazi hakkinda yeni bir anlayisin
olusturulmasina ihtiyag vardir.

Diyetle yiiksek fosfor aliminin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in, fosfatin fizyolojik
absorpsiyonu ve depolanmasi arkasindaki mekanizmalar1 ve cesitli patolojilerin bu siireci
degistirme yetenegini arastirmak i¢in daha ileri ¢caligmalar yapilmasi ve olumsuz etkilerin
tedavisi i¢in yeni terapotik yaklagimlarin olusturulmasi gerekmektedir.

Diyetle yiiksek fosfora alimi incelenirken literatiirde, fosfor katkilarmin 6zelinde veya
genel popiilasyonda maruziyet tipik olarak birden fazla fosfat katkisi ile gerceklesmesine
ragmen fosfat katkisini inceleyen calismalarda bu yaklagima rastlanmamistir. Diyetle
alman fosfat yiikiine bagli hiperfosfateminin kronik bdbrek hastalifinda goriilen
hiperfosfatemiden farki ve sonuglari ile baglantilar1 ayrica arastirilmalidir.

Fosfat igerikli iiriinlerin olusturdugu risklerle ilgili farkindaligi arttirmak icin yapilacak
egitimler, diyet fosfat toksisitesine bagli olumsuz saglik etkilerini azaltmak i¢in kritik

Ooneme sahiptir.
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OZET

Giris: Diyetle fosfor alimi, islenmis gidalarin tiikketimi ile birlikte artig gdstermistir. Serum
fosfat diizeyleri temel olarak kemik-bobrek-paratiroid bezi igine alan, 1,25 (OH) 2D,
paratiroid hormonu (PTH) ve fibroblast biiyiime faktorii 23 (FGF23) gibi faktorlerin
aracilik ettigi bir sistem tarafindan diizenlenmektedir. Calismamizda yiiksek serum
fosfatinin kardiyovaskiiler sistem ve kemik metabolizmasi tizerindeki iligkisinin kadin ve
erkek cinsiyet farklilig1 tizerinden arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Calismamizda 40 adet Wistar ki sican (3-3,5 aylik disi (22) ve erkek (18)
kullanilmistir ve wistarlar rastgele 4 gruba ayrilmislardir . Gruplar 4 ay boyunca yiiksek ve
normal fosfatli besinle beslenmislerdir. Gruplar NFD (normal fosfatli diyetle beslenen
disi), YFD (yiiksek fosfatli diyetle beslenen disi), NFE (normal fosfatli diyetle beslenen
erkek), YFE (yliksek fosfatl diyetle beslenen erkek) seklindedir.

Diyetin etkileri kanda elisa parametreleri (PTH, D-vit, FGF23, klotho protein,
Deokspridinolin tartraterezistan asit fosfataz, osteoprotegerin, progesteron, &strojen,
testesteron ve fetuin A), trigliserit ve fosfat KOU merkez lab, RANKL VE OPG
mRNAaort ve kemikte RT-PCR ile, aortta histolojik goriintiileme ve beslenme sonunda
femoral kateter ile kan basinci 6l¢iilerek degerlendirilmistir.

Bulgular: Kan PTH, FGF23 ve D3 diyete baglh diyete bagli fark gostermezken, cinsiyetler
aras1 anlamlilik gostermektedir.OPG diyete bagli anlamli fark gdstermistir. Hem erkek
hem de disi gruplarda OPG seviyeleri azalmistir.Fetuin A ve Klotho diizeyleri cinsiyetler
aras1 diyete bagli etkilesim gostermistir. TG diizeyt YFD grubunda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Diger kan parametreleri anlamlilik géstermemistir.

RTPCR sonuglarimizda kemikte hem RANKL m RNA hem de OPG mRNA diizeylerinde
her iki cinsiyette de diyete bagli anlamli azalma gozlenmistir. RTPCR aortta RANKL
mRNA anlamlilik géstermezken, OPG mRNA diizeyi yiiksek fosfatla beslenen disi grupta
artarken erkek grubunda azalmstir.

Ortalama kan basinci degerleri, yliksek fosfatla beslenen erkek ve disi gruplarinda artarken
erkeklerde artis daha yiiksektir, aort histolojik goriintiilemelerinde yine her iki yliksek

fosfatla beslenen grupta kalsifikasyonlar ve vezikiiller gézlemlenmistir.
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Tartisma: Erkek ve disi yiiksek fosfatla beslenen gruplarda kan basinct ve damar
kalsifikasyonlarinda artig géstermistir, bu tarz diyetin olumsuz sonuglarin1 gostermektedir.
YFE grupta kan basincinin daha yiiksek olmasi, Fetuin A ve Klotho diizeylerinin
interaction gostermesiyle ilgili olabilir. TG diizeyi YFD grupta anlamli yiiksek olmasi
disilerde metabolik yolaklarin dahil olabilecegini diisiindiirmiistiir. Kemik mRNA
sonuclart yliksek fosfatli diyetin diisiik turnover ile sonuglanabilecegi seklinde
yorumlanmustir.

Sonug: Diyetle yiiksek fosfat aliminin her iki cinsiyette de kemikte diisiik turnovera sebep
olabilecegi ve kardiyovaskuler sistem {lizerine negatif etkileri her iki cinsiyette de
gosterilmistir. Aynt zamanda kan basincinda erkeklerde daha fazla artis olmast ve kan
parametrelerinde yiiksek fosfatla gelisen birbirine ters etkiler kadin erkek arasinda farkl
homeostatik mekanizmalarin olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik, Kardiyovaskiiler Sistem, Klotho, OPG/RANKL, Fetuin A,
Cinsiyet
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ABSTRACT

Objective: Dietary phosphorus intake increased with consumption of processed foods.
Serum phosphate levels are mainly regulated by a system involving bone-kidney-
parathyroid gland, mediated by factors such as 1.25 (OH) 2D, parathyroid hormone (PTH)
and fibroblast growth factor 23 (FGF23). In this study was aimed to investigate the
association of high serum phosphate on the cardiovascular system and bone metabolism
based on sex differences.

Method: In our study we used 40 wistar rats (3-3.5 months- male (18) and female (22) and
wistar rats were randomly allocated to four groups. They were fed with high and normal
phosphate food during 4 months. The groups are NFD (female, normal phosphate diet),
YFD (female, high phosphate diet), NFE (male, normal phosphate diet), YFE (male, high
phosphate diet).

The effect of the diets were assessed by ELISA (PTH, D-vit, FGF23, klotho protein,
Deoxpridinoline tartrateresis acid phosphatase, osteoprotegerin, progesterone, estrogen,
testosterone and fetuin A), triglyceride and phosphate, Real time PCR ( m RNA
RANKL,OPG in aorta and bone tissue), histological imaging in aortic tissue and measuring
blood pressure with the femoral catheter at the end of feeding.

Results: It was observed that while blood PTH, FGF23 and D3 do not show differences
depending on diet, it shows gender differences. OPG levels were showed a significant
difference based on diet. OPG levels were decreased in both male and female groups. It
was observed that interaction between gender based on diet in the Fetuin A and Klotho
levels. It was found that TG levels of YFD group were significantly higher than other
groups. There wasn't observed any significant in other parameters.

In our Real Time PCR results were observed decreases RANKL and OPG mRNA levels in
bone of both gender based on diet. In our RT PCR results weren't observed change
RANKL mRNA levels in aort, while aort OPG mRNA levels were increased in the female

group fed with high phosphate, decreased in the male group.
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While the blood pressure increased in both high-phosphate-fed groups, the increasement in
the male group was higher than female group. It was observed that calcifications and
vesicles in high phosphate-fed groups with aortic histological imaging.

Discussion: In high-phosphate-fed groups have shown increasing in blood pressure and
vascular calcifications, indicating the negative consequences of this type of diet. Higher
blood pressure in the YFE group may be related to the interaction of Fetuin A and Klotho
levels. TG level was significantly higher in the YFD group, suggesting that metabolic
pathways may be involved in females. It was interpreted that bone mRNA results may
result in a low turnover of a high phosphate diet.

Conclusion: It has been shown that dietary high phosphate intake may cause low turnover
of bone and has negative effects on the cardiovascular system in both genders. Also, it was
showed that there may be different homeostatic mechanisms between men and women
because of higher blood pressure in men and adverse effects that develop with high
phosphate in blood parameters.

Keywords: Bone, Cardiovascular System, Klotho, OPG/RANKL, Fetuin A, Gender
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