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KISALTMALAR

BMD
Ca
CaR
Cl
ECaC
GHS
HKCK
K

Mg
Na
PTH
VDR

Kemik mineral dansitesi
Kalsiyum

Kalsiyum duyarli reseptor
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Epiteliyal kalsiyum kanali
Genetik hiperkalsiiirik sican
Henle kulpunun ¢ikan kolu
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OZET

CINACALCET iLE KALSiYUMA DUYARLI RESEPTOR UYARILMASININ
BOBREK VE KEMIiK HISTOMORFOMETRIiSIi UZERINE ETKISI

Dr. ihsan ESEN
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali
Balcova /IZMIR

Amag: Cinacalcet ile kalsiyum duyarl reseptdr uyarilmasinin bobrek tiibiil fonksiyonlari,
mezangial hiicre ¢ogalmasi 6n planda olmak iizere bobrek histolojisi ve kemik
histomorfometrisi lizerine etkisini arastirmak.
Yontem: Caligmaya agirliklart 120-130 gr arasinda olan yediser adet 6 haftalik disi Sprague-
Dawley 1rki sicandan olusan iki grup alindi. Calisma grubuna 21 giin oral gavaj ile 25
mg/kg/giin cinacalcet diger gruba ise ayni1 yontem ile distile su uygulandi. Calisma sonunda
bobrek tiibiil fonksiyonlar1 idrar ve serum biyokimyasal analizleri ile degerlendirildi. Bobrek
ve kemige ait histolojik incelemeler 151k mikroskobu ile yapildi. Glomeriiler mezangial hiicre
sayis1 bobrek dokusundan elde edilen 0,7 um kalinligindaki kesitlerde ve ekstraglomertiler
mezangial hiicre sayis1 afferent ve efferent arteriollerinden gecen 5 pm’lik kesitlerde
mezangial hiicreler sayilarak saptandi. Elde edilen 5 um’lik kemik dokusu kesitlerinden elde
edilen digital goriintiiler, histomorfometrik olarak biiylime kikirdaginin kalinligi, kortikal
kemik kalinlig1, osteoblast sayisi, osteoklast sayisi, trabekiiler kemik hacmi ve osteoid kemik
hacmi 6l¢timleri i¢in kullanildi.
Bulgular: Calisma bitiminde sicanlarin 100 gr viicut agirlig1 bagina agirlik artiglart calisma ve
kontrol gruplarinda benzer oldugu goézlendi (p>0,05). Cinacalcet verilen sicanlar kontrol
grubu ile karsilastirildiginda serum iyonize kalsiyum (0,86+0,08 ve 1,22+0,15 mmol/l,
p=0,001), total kalsiyum (9,17+0,61 ve 11,30+0,46 mg/dl, p=0,001)ve PTH diizeylerinin
(14,6£7,5 ve 64,9+31,4 pg/ml, p=0,001) daha diisiik oldugu saptandi. Serum fosfor, sodyum,
potasyum, kan iire azotu, kreatinin, magnezyum, total protein ve 25-OH vitamin D diizeyleri
arasinda fark saptanmadi (p>0,05).

Cinacalcet verilen sicanlarin 24 saatlik idrar hacimleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha fazla oldugu gozlendi (65,6+18,9 ve 31,74£9,1 ml/kg/giin, p=0,001).
Gruplar arasinda Tmp/GFR degerleri caligma grubunda daha yiiksek olmakla beraber anlamli



fark saptanmadi (p>0,05). Cinacalcet verilen sicanlarin 24 saatlik idrar analizinde kalsiyum
atiliminda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama kalsiyum atiliminda %50°1ik bir artis
olmasina ragmen anlaml fark saptanmadi (p>0,05). Idrar kalsiyum atilim1 ve idrar hacimleri
arasinda pozitif iliski saptandi (r*= 0,399, p=0,001). Idrar ile atilan kalsiyumun serum
kalsiyumuna oran1 ¢aligma grubunda kontrol grubuna gore yiiksek olarak bulundu (8,73+5,25
ve 4,64+£2,84 p=0,006). Calisma grubunda kontrol grubuna gore fraksiyonel sodyum
(1,82+0,42 ve 1,28+0,35 p=0,026) ve fraksiyonel klor atiliminin (3,22+0,87 ve 2,27+0,43 p=
0,053) artmus oldugu saptandi. Magnezyum atilimi ve proteiniiri agisindan fark saptanmadi
(p>0,05).

Calisma grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama glomeriiler mezangial
hiicre sayisinin (7,42+0,32 ve 4,87+0,34 p=0,001) ve ekstraglomeriiler mezangial hiicre
sayisinin(4,28+0,94 ve 2,15+0,58 p=0,001) calisma grubunda artmis oldugu bulundu.
Calisma grubundaki 4 kontrol grubunda 1 sigan’nin bobrek kesitlerinde mononiikleer hiicre
infiltrasyonu gézlendi ancak fark istatistiksel olarak anlamli degil idi (p>0,05).

Biiytime plagi kalinlig1 ve kortikal kemik kalinlig1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
cinacalcet ile tedavi edilen sicanlarda artmis oldugu saptandi (sirasiyla 209,61+£3,63 ve
200,64+6,58 um, p<0,001, 105,05£10,69 ve 81,87+11,04 um, p<0,001). Cinacalcet ile tedavi
edilen sicanlar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda trabekiiler kemik hacmi (%19,75+2,68 ve
%23,36+5,79 p=0,007), osteoblast sayist (4,16+0,34 ve 5,47+0,19 p<0,001) ve osteoklast
say1sinin(0,35+0,12 ve 0,60+0,13 p<0,001) azalmis oldugu saptandi. Osteoid hacmi sayisal
olarak caligma grubunda daha diisiik oldugu saptanmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak
sinirda anlamli bulundu (0,66+0,41 ve 1,18+0,90 p=0,056).

Sonug¢: Saglikli siganlarda cinacalcet ile CaR uyarilmasi paratiroid bezi etkileyerek diistik
PTH diizeylerine yol acarken bobrek mezangial hiicrelerinde cogalmaya kemikte diisiik

dongiilii kemik hastaligi ile uyumlu histomorfometrik degisikliklere neden olmaktadir.

Anahtar kelimeler: Cinacalcet, mezangial hiicre ¢ogalmasi, kemik histomorfometrisi



SUMMARY

THE EFFECT OF STIMULATION OF CALCIUM SENSING RECEPTORS VIA
CINACALCET ON RENAL AND BONE HISTOMORPHOMETRY

Dr. Thsan Esen

Dokuz Eyliil University School of Medicine, Department of Pediatrics

Balcova /Izmir

Aim: To evaluate the effect of stimulation of calcium sensing receptors via cinacalcet on
renal tubular functions, renal histology in terms of particularly mesangial cell proliferation
and bone histomorphometry.

Methods: Two groups, each including seven female, 6-week-old Sprague-Dawley rats with a
mean body weight of 120-130gr were included into the study. The first group received
cinacalcet (25mg/kg) by p.o. gavage and the control group received distillated water by the
same method for 21 days. At the end of the study, renal tubular functions were evaluated by
serum and urine biochemical analyses. Renal and bone histological investigations were
performed via light microscopy. Glomerular mesangial cell numbers were determined by
counting total mesangial cell numbers in five renal sections of 0.7 um. Extraglomerular
mesangial cells were evaluated in approximately ten sections with a thickness of 5 pum
crossing both afferent and efferent arterioles. Histomorphometric analyses of bone were
performed by using image analysis system. Histomorphometric analysis parameters were
growth plate thickness, cortical thickness, osteoid volume, trabecular bone volume, osteoblast
and osteoclast number per Imm of osteoid surface. Glomerular and extraglomerular
mesangial cell numbers, histomorphometric bone analyses were compared between the two
groups.

Results: At the end of study, body weight gains per 100 g body weights were similar between
the two groups (p>0.05). Serum ionized calcium (0.86+0.08 vs. 1.22+0.15 mmol/L), total
calcium (9.1740.61 vs. 11.30+0.46 mg/dL) and paratiroid hormone (14.6+7.5 vs. 64.9+31.4
pg/mL) levels were statistically lower in rats receiving cinacalcet (p=0.001 for each).
However, no statistically significant difference was determined in the levels of serum

phosphorus, sodium, potassium, blood urea nitrogen, creatinine, magnesium, total protein and



25-OH vitamin D levels between the two groups (p>0.05). Daily urine volumes of the rats
under cinacalcet treatment were significantly higher than the control group (65.6+18.9 vs.
31.7£9.1 mL/kg/day, p=0.001). Although Tmp/GFR and daily calcium excretion levels of the
rats in the study group were higher when compared with the control group, the differences
were not statistically significant (p>0.05). However, daily calcium excretion/serum calcium
ratio in study group were higher when compared with control group (8.7345.25 vs. 4.64+2.84
p=0,006). There was a linear correlation between the daily urine volume and calcium
excretion levels (r*= 0.399, p=0.001). The comparison of fractional sodium and chloride
excretion between the two groups revealed increase in favour of the study group (respectively
1.82+0.42 vs. 1.28+0.35, p = 0.026 and 3.224+0.87 vs. 2.27+0.43, p = 0.053), while urinary
excretion of magnesium, phosphorus and protein levels were similar between the two groups
(p>0.05).

There was a significant increase in renal glomerular (7.42+0.32 vs. 4.87+0.34,
p=0.001) and ekstraglomerular (4.28+0.94 vs. 2.15+0.58 p=0.001) mesangial cell counts in
the study group . Mononuclear cell infiltration was demonstrated in renal sections of 4 rats in
study group and 1 rat in control group. Nevertheless, this difference was not statistically
significant (p>0.05). When histomorphometric parameters were evaluated, a significant
increase was demonstrated in total growth plate thickness (209.61+3.63 vs. 200.64+6.58 um,
p<0.001) and cortical thickness (105.05+10.69 vs. 81.87£11.04 pum, p<0.001) in the study
group. Trabecular bone volumes (19.75+2.68 vs. 23.36+5.79, p=0.007), osteoblast (4.16+0.34
vs. 5.47+0.19, p<0.001)and osteoclast (0.35+0.12 ve 0.60+0.13, p<0.001) counts were
significantly lower in the study group . However, there was no significant difference in
osteoid volume between the two groups (0.66+0.41 vs. 1.184+0.90%, p=0,056).

Conclusion: Calcium sensing receptor stimulation via cinacalcet in healthy rats resulted in a
decrease in PTH levels upon induction of parathyroid glands, proliferation of renal mesangial

cells and bone histomorphometric changes compatible with low turnover bone disease.

Keywords: Mesangial cell proliferation, cinacalcet, bone histomorphometry



1.0 GIRiS ve AMAC

Idiyopatik hiperkalsiiiri tekrarlayan bobrek tas hastaligi olan hastalarda es zamanl
hiperkalsemi olmaksizin artmis idrar kalsiyum atilmuni tammlamak igin kullanilmaktadur.'
Idiyopatik hiperkalsiiiri kalsiyum tas1 olan hastalarda en sik gdzlenen metabolik anormalliktir
ve genel popiilasyonda siklig1 %5-10 oraninda bildirilmektedir.” * Kalsiyum duyarl reseptor
(CaR) paratiroid hormon (PTH) sekresyonu ve bdbreklerden kalsiyum atilimini diizenleyen
sistemin temel Ogelerinden biridir.  Kalsiyum duyarli reseptorii kodlayan genlerindeki
aktivasyon ve inaktivasyon mutasyonlar1 yani sira kalsimimetik ve kalsilitik ajanlar reseptor
fonksiyonlarin1 degistirirler. Arg990Gly polimorfizminin CaR aktivasyonunu artirip
idiyopatik hiperkalsiiiriyi neden olabilecegi boylece CaR geninin kalsiyum ekskresyonunun
diizenlenmesinin temelindeki karmagsik genetik yapimin bir pargasi olabilecegi ileri
stiriilmiistiir.*

Mezangial hiicreler yiizey alanin1 ve/veya glomeriiler kan akimini degistirerek
glomeriiler filtrasyon oraninin diizenlenmesinde rol oynarlar. Bundan dolay1 mezangial hiicre
cogalmas1 glomeriiler hasarda 6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. in vitro olarak
CaR’iin uyarilmast ile mezangial hiicre gogalmasina neden oldugu gosterilmistir.”

Kalsimimetik bilesikler iiremik hiperparatiroidizmli eriskin hastalarda plazma PTH
diizeyini ve kalsiyum fosfat olusumunu etkili bir sekilde azaltmakta ve klinik sonuglari
iizerine iyilestirici etkileri gosterilmistir.® 7 Biiyiiyen ¢ocuklarda hiperparatiroidizminin
yetersiz kontrolii kemik deformitelerine ve epifizyal kayma gibi kotii sonuglar dogurabilir.
Bununla birlikte kalsiyum duyarli reseptdr’iin kemik hiicre regiilasyonu iizerine etkileri net
olarak bilinmemektedir; CaR agonistlerinin osteoklastlar {izerine potansiyel inhibitor etkiye
ve CaR antagonistlerinin osteoblastlar iizerine potansiyel sitiimiilator etkileri oldugu
diisiiniilmektedir.® *

Bu deneysel ¢alisma ile amacimiz kalsiyum duyarl reseptor agonisti (Cinacalcet HCI)
kullanilarak saglikli siganlarda CaR uyarilmasinin;

1. Bobrek tiibiil fonksiyonlari,

2. Mezangial hiicre ¢gogalmasi 6n planda olmak iizere bobrek histolojisi,

3. Kemik histolojisi tizerine etkileri arastirilacaktir.

4. Yukarida elde edilen verilerle yeni tedavi yaklagimlarimin denenebilece§i hayvan

modeli olusturmada bu yontemin kullanilabilirligini arastirmaktir.



2.0 GENEL BiLGILER

2.1 Kalsiyum Metabolizmasi
2.1.1 Kalsiyum

Viicutta bulunan kalsiyumun yiizde doksan dokuzu iskelette bulunur, kalan %1°1 hiicre
dist1 sivilar, hiicre i¢i bolmeler ve hiicre membranlarindadir. Plazmada yer alan kalsiyumun
%40’1 plazma proteinlerine bagli halde bulunur ve glomerulden filtre edilemez. Serum
kalsiyumunun yaklagik %350’si iyonize kalsiyum formunda bulunur. Geriye kalan %10
kalsiyum fosfat ve karbonat gibi anyonlar ile kompleks halinde bulunur (Sekil 1). Albiiminin
her bir grami fizyolojik pH’da (7.4) 0.8 mg/dl kalsiyum baglar. Hipoalbliminemi varliginda
Ol¢iilmiis olan serum total kalsiyum diizeyi degeri plazma alblimin diizeyine gore
diizeltilmelidir. Iyonize kalsiyum, kas kasilmasi, pihtilasma, sinir iletimi, hormon sekresyonu
ve etkisi (PTH ve 1,25-dihidroksi vitamin D), iyon transportu ve kemik mineralizasyonu gibi
fizyolojik siireglerde 6nemli yeri olan plazma kalsiyum fraksiyonudur. Iyonize plazma
kalsiyum konsantrasyonu viicut asit-baz durumundan 6nemli dlciide etkilenmektedir. Asidemi
sirasinda plazma proteinleri iizerindeki negatif yiiklii bolgeler artmis H ’ni tamponlar ve bu
bolgelerden kalsiyum salinimi ile dolasimdaki iyonize kalsiyum diizeyini artar. Alkalemi ise
ters etki yaparak iyonize kalsiyum miktarini azaltir.'® !

Normal kosullarda giinliik diyet ile alinmasi1 gereken kalsiyum miktar1 1-3 yas i¢in 500
mg, 4-8 yas i¢in 800 mg ve 9 -18 yas icin 1300 mg seklinde 6nerilmektedir.'? Diyetle alinan
kalsiyumun % 30-40’1 barsaklardan emilir (Sekil 2). Kalsiyum emiliminin biiyiik béliimii ince
barsaklarin proksimalinden (duodenum, jejunum), az bir boliimii de ileum ve kolondan olur.

Kalsiyum emilimi, oral olarak alinmasindan sonraki 4 saat icinde tamamlanir.
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Sekil 1: Viicudun degisik boliimlerinde kalsiyum dagilimi (11 nolu kaynak, sayfa 37°den

alimmistir.)

Kemikte bulunan kalsiyum es zamanli kemik rezorpsiyonu ve olusumu ile siirekli
doniisiim halindedir. Kemik kitlesi yirmili yaslarin ge¢ donemlerinden otuzlu yaslara kadar

doruk yapar ve daha onceki ve es zamanli beslenme ile kalsiyum alimindan, egzersiz ve

hormon durumundan (testosteron-dstrojen) etkilenir.

Kan kalsiyum diizeyleri hormonal mekanizmalar ile (Paratiroid hormon, kalsitonin ve

D vitamini ) ¢ok siki bir sekilde kontrol edilir (Sekil 3).
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Sekil 2: Cesitli doku boliimleri arasinda kalsiyum degisimi (14 nolu kaynak, sayfa 980°den
alimustir.)

2.1.1 D vitamini

D vitaminleri, hormon benzeri fonksiyonlara sahip olan bir grup sterollerdir. Aktif
molekiil olan 1,25-dihidroksikolekalsiferol (1,25-(OH),-Ds) hiicre i¢i reseptorlere baglanir.
1,25-(OH),-Ds-reseptor kompleksi hedef hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki DNA ile etkileserek ya
secici olarak gen ekspresyonunu uyarir ya da 6zgiin olarak gen transkripsiyonunu baskilar.
1,25-(OH),-D5’lin en 6nemli etkisi, plazma kalsiyum ve fosfor diizeylerini diizenlemektir.
2.1.1.1 D vitamini kaynaklari

a. Diyet: Bitkilerde bulunan ergokalsiferol (Vitamin D,) ve hayvan dokularinda
bulunan kolekalsiferol (Vitamin D;) D vitamini kaynaklaridir. Kimyasal yap1 olarak
ergokalsiferoliin kolekalsiferolden farki, ek bir ¢ift bag ve metil grubu igermesidir.

b. Endojen vitamin onciilii: Kolesterol sentezinde bir ara metabolit olan 7-
dehidrokolesterol, insanlarda dermis ve epidermiste giines 151gina maruz kalindiginda
kolekalsiferole ¢evrilir. D vitamini, sinirl miktarda giines 15181na maruz kisilerde diyetsel bir

.. .13
gereksinimdir.
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Sekil 3: Kalsiyum metabolizmasinda rol oynayan hormonlar (10 ve 11 nolu kaynaklardaki

sekiller 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

2.1.1.2 D vitamini metabolizmasi

a. 1,25-(OH);-D3: D, ve Ds biyolojik olarak aktif degildirler, ancak viicutta iki
hidroksilasyon reaksiyonu ile aktif D vitamini sekline cevrilirler. Ilk hidroksillenme 25.
pozisyonda olur ve bu islem karacigerde ©zel bir hidroksilaz tarafindan gergeklesir.
Reaksiyon {iriinii olan 25- hidroksikolekalsiferol veya 25-OH- D3 plazmada en ¢ok bulunan D
vitamini seklidir. 25-OH- D; baslica bobrekte bulunan 25- hidroksikolekalsiferol 1-
hidroksilaz tarafindan 1. pozisyonda tekrar hidroksillenir ve 1,25-dihidroksikolekalsiferol
(1,25-(OH),-D;) olusur. ?

b. 25- hidroksikolekalsiferol 1- hidroksilaz’in diizenlenmesi: 1,25-(OH),-D; en
giiclii D vitamini metabolitidir. Olusumu plazma fosfat ve kalsiyum iyonlarimin diizeylerince
sik1 bir sekilde diizenlenir. 25- hidroksikolekalsiferol 1- hidroksilaz aktivitesi plazma fosfat
diizeyindeki diisme sonucu direkt olarak veya plazma kalsiyumunda azalma durumunda ise

paratiroid hormon (PTH) salinnminin uyarilmasi araciligi ile indirekt olarak artar. Diyet ile



yetersiz kalsiyum alimi sonucu olusan hipokalsemi plazma 1,25-(OH),-D; diizeyinde artisa
yol acar. 1-hidroksilaz aktivitesi ise, reaksiyon iiriinii olan 1,25-(OH),-D; fazlaliginda azalir. *
2.1.1.3 D vitamini’nin fonksiyonu: 1,25-(OH),-Ds’lin fonksiyonu yeterli plazma kalsiyum
diizeyini siirdiirmektir. Bu fonksiyonlar; 1) Ince barsaktan kalsiyum emilimini artirarak, 2)
Bobrekten kalsiyum kaybini azaltarak ve 3) Gerek duyuldugunda kemik rezorpisyonunu
uyararak saglanir. ">

a. D vitamini’nin ince barsaklara etkisi: 1,25-(OH),-D3, ince barsaktan kalsiyum ve
fosfat emilimini uyarir. 1,25-(OH),-Ds ince barsak hiicrelerinde sitozolik bir reseptore
baglanir. Daha sonra 1,25-(OH),-Ds-reseptor kompleksi c¢ekirdege hareket eder ve burada
secici olarak hiicresel DNA ile etkilesir. Sonucta 6zel bir kalsiyum baglayici proteinin sentezi
uyarilarak kalsiyum emilimi artirilir. Boylece 1,25-(OH),-Ds’iin etki mekanizmasi, steroid
hormonlarin etki mekanizmasi ile benzerlik gosterir. >

b. D vitamini’nin kemiklere etkisi: 1,25-(OH),-Ds, protein sentezi ve PTH varligina
gerek duyulan bir islem araciligi ile kemikten kalsiyum ve fosfat serbestlesmesini uyarir.
Sonug, plazma fosfat ve kalsiyum diizeyinde artmadir. Bu nedenler kemikler, plazma
kalsiyum diizeyinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir kaynaktir. *
2.1.1.4 D vitamini gereksinimleri ve kaynaklari: D vitamini, balik yagi, karaciger ve
yumurta sarisinda dogal olarak bulunur. Takviye edilmezse siitte yetersiz miktarda D vitamini

vardir. Yetiskinler icin giinliik 6nerilen doz 5 pg kolekalsiferol veya 200 iU D vitaminidir. "
2.1.2 Paratiroid Hormon

Paratiroid hormon (PTH) disiilfit bag1 icermeyen 84 amino asitlik tek bir polipeptit zinciri
olarak paratiroid bezlerden salgilanir. Paratiroid bezleri dort adet olup tiroid bezinin hemen
arkasina yerlesmislerdir. Paratiroid hormon hiicre dis1 kalsiyum ve fosfor konsantrasyonunun
ana diizenleyici hormonudur. Paratiroid bezlerin agir1 aktivitesi hiperkalsemi’ye neden
olurken diisiik aktivitesi hipokalsemiye neden olmaktadir. Paratiroid hormon sekresyonu
hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonundaki ¢ok kiiciik degisimlere duyarlidir. Hiicre dist
kalsiyum diizeyinin artmasi, paratiroid bezlerden PTH salinimini kalsiyum duyarl reseptorler
araciligr ile inhibe eder. Diisiik kalsiyum diizeyi ile de PTH sekresyonu artar. Ayrica D
vitamininin en aktif formu olan 1-25 dihidroksikolekalsiferol PTH sentezini inhibe eder. Beta

adrenerjik ajanlar ve diisiik plazma magnezyum diizeyleri de PTH salgisini artirir. '
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Paratiroid hormon kemikten kalsiyum ve fosfor emilimine neden olan iki etkiye
sahiptir. Bu etkilerinden ilki erken evre etkisidir dakikalar i¢inde baslar ve saatler iginde
ilerler. Bu evrede daha dnceden var olan kemik hiicrelerinin (baslica osteositler) aktivasyonu
ile kalsiyum ve fosfor emilimini saglamaktadir. Cok daha yavas olan ikinci evre birkag¢ giin
icinde baslar ve tam olarak gelismesi haftalar i¢inde olur. Bu evre osteoklastlarin ¢ogalmasi
ve kemikten artmis osteoklastik rezorpsiyon ile sonuglanr.'*

Paratiroid hormon proksimal tiibiilde fosfat geri emilimini azaltarak idrar ile fosfor
kaybina neden olur. Paratiroid hormon fosfat geri emilimini azaltirken es zamanli olarak
bobrek tiibiillerinden kalsiyum geri emilimini artirir. Bundan bagka magnezyum ve hidrojen
iyonlarmmin geri emilimini artirirken, sodyum, potasyum ve bazi amino asitlerin geri
emiliminin fosfat ile benzer yol ile azalmasina neden olur. Kalsiyum geri emilimi baslica gec
distal tiibiiller, toplayict kanallar ve muhtemelen Henle kulpunun ¢ikan kolunda
gerceklesmektedir.'

Paratiroid hormon hiicre zarindaki 6zgiin reseptorii ile etki gosterir. PTH adenilat
siklaz1 aktive eder. Artan hiicre i¢i siklik adenozin mono fosfat (cAMP) diizeyi sonucta
bobrek tiibiillerinden kalsiyumun geri emilimini artirir. Bobreklerden kalsiyum atilim
azalirken fosfat atilimi artirilarak plazma fosfat diizeyi diiser. Bu durum 25-
hidroksikolekalsiferol’iin hidroksilasyonunu uyararak D vitaminin aktif formu olan 1,25-
dihidroksikolekalsiferol yapimini uyarir. Paratiroid hormon barsaklardan kalsiyum ve fosfat
geri emilimi iizerine etkisini 1,25-dihidroksikolekalsiferol iizerinden gosterir. °

Paratiroid hormon bdobrekler iizerine olan etkisinin toplam sonucu, plazma kalsiyum

diizeyinin artmasi, plazma fosfat diizeyinin diismesi ve D vitamini aktivitesinin artmasidir.
2.1.3 Kalsitonin

Kalsitonin 32 amino asitlik tek bir polipeptitten olusan, insan viicudunda tiroid bezinin
parafolikiiler C hiicreleri tarafindan {iretilen bir hormondur. Kalsitonin salgis1 hiperkalsemi
ile uyarilir ve kalsitonin salgisi artar, hipokalsemi 1ile ise inhibe olur ve kalsitonin salgisi
azalir. Paratiroid hormonun kalsiyum metabolizmasi iizerine olan baskin etkisi nedeni ile
kalsitonin plazma kalsiyum konsantrasyonu tizerine ¢ok azdir. Tiroidektomi sonrasi kalsitonin
sekresyonunun olmadiginda kan kalsiyum konsantrasyonunda olgiilebilir bir degisiklik
olamamaktadir. Kalsitonin ostoklastlarin absorbtif aktivitesini azaltarak ve yeni

osteoklastlarin olusumunu engelleyerek kemik rezorpsiyonunun azalmasina neden olur.
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Kalsitonin’in ayrica bobrek tiibiillerinden ve barsaklardan kalsiyum emilimi iizerine ¢ok az bir
etkisi vardir. Sonu¢ olarak kalsitonin olarak kan kalsiyum konsantrasyonunu diistirmek

v e . 1314
yoniindedir.

2.1.4 Kalsiyum Emiliminin Fizyolojisi
2.1.4.1 Gastrointestinal kanaldan kalsiyum emilimi

Kalsiyum gastrointestinal kanaldan geri emilimi iki transport siireci ile
gerceklestirilmektedir: fizyolojik olarak D vitamini tarafindan diizenlenmekte olan “a
saturable transcellular” geri emilim ve liimendeki kalsiyum konsantrasyonuna bagl olan “a
non saturable paracellular” geri emilim. Paraselliiler geri emilim diyetteki kalsiyum miktar1
ile iliskili olarak degismektedir. Diyetteki kalsiyum miktar1 yeterli oldugunda baskin olan
transport siireci paraseliiler geri emilimdir bununla birlikte diyetteki kalsiyum yetersiz
oldugunda D vitamini bagimli transseliiler yol kalsiyum geri emiliminde kritik bir rol
oynamaktadir. Aktif transselliiler kalsiyum geri emiliminde 1,25-(OH),-Ds kontroliinde olan
epiteliyal kalsiyum kanali tip 1 (ECaCl) ve epiteliyal kalsiyum kanali tip 2 (ECaC2) rol
oynamaktadir. Her iki kalsiyum kanali barsaklarda ve bobrekte eksprese olsa da ECaC2
baskin olarak tiim gastrointestinal kanalda eksprese olurken ECaCl ise baskin olarak bobrekte
eksprese olmaktadir. Epitelyal kalsiyum kanali tip 2 duodenal villuslarin apikal membraninda

lokalize olup calbindin-D(9K) ve plazma membran Ca™-ATPase (PMCA) ile birlikte

kalsiyum transportunda rol oynamaktadir (Sekil 2)."

2.1.4.2 Bobrekten kalsiyum geri emilimi

Kalsiyum homeostazisinin devam ettirilebilmesi i¢in glomeriiller ultrafiltrattaki
kalsiyum renal tiibiiller tarafindan geri emilmektedir. Baskin olarak paraselliiler
mekanizmalar ile kalsiyum geri emiliminin yaklasik %70°1 proksimal tiiblilden ve yaklasik

%20’si de Henle kulpunun ¢ikan kalin kolunda (HKCK) gerceklesmektedir (Sekil 4).' !
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Sekil 4: Nefronda kalsiyum geri emiliminin gergeklestigi kisimlar. PKT: Proksimal kivirimli
tiibiil, DKT: Distal kivrimli tiibiil, HKCK: Henle’nin kalin ¢ikan kolu (11 nolu kaynak, sayfa
38’deki sekil 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

Proksimal tiibiilde kalsiyum geri emilimi baskin olarak su ve tuz geri emilimi ile
beraber dolayli olarak meydana gelirken, HKCK’ da paraselliiler kalsiyum geri emilimi
pozitif limen potansiyeli sayesinde geceklesmektedir. Bu potansiyel Na'-K'-2CI
kotransportir1 (NKCC2), renal dis mediiller potasyum kanali (ROMK) ve klor kanal1 aracilig:
ile gerceklestirilen sodyum geri emilimi ile olugmaktadir. Renal tiibiillerde kalsiyum geri
emilimi sodyum geri emilimine bagimhidir. Bu da tedavi yaklagimlarindan diyet ile
hiperkalsiiirinin yénetiminin temelini olusturmaktadar. ' '

Geriye kalan yaklasik %10 kalsiyum ise distal toplayicr tiibiil ve kortikal toplayici
kanalin baslangi¢c kisminda aktif transselliiler yol ile geri emilir. Distal tiibiildeki kalsiyum
geri emilimi PTH ve 1,25-(OH),-Ds tarafindan diizenlenmektedir. Distal tiibiildeki hiicrelerin
apikal ylizlerinde bulunan epitelyal kalsiyum kanallar1 liimenden kalsiyumun hiicre igine
taginmasini saglar. Hiicre icine aliman kalsiyum Calbindin~D28K aracilig1 ile bazolateral
membrana tasinir. Bazolateral kenarda bulunan “sodium calcium exchanger 1”(NCXI1) ve
plazma membran kalsiyum ATPaz” (PMCA) aktif pompalardir ve kalsiyumun bazolateral

membrandan sitozol disina ¢ikmasini saglarlar (Sekil 5). 10!
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Sekil 5: Epitelyal kalsiyum kanali (ECaC) araciligi ile kalsiyum transportu. PMCA: Plazma
membran Ca™-ATPaz, NCX1: “sodium calcium exchanger 1” (11 nolu kaynak, sayfa

38’deki sekil 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

Epiteliyal kalsiyum kanali tip 1 olmayan farelerde Hoenderop ve arkadaslar
tarafindan artmig D vitamini diizeyine ragmen agir hiperkalsiiliriye ve kemik yapida 6nemli

bozukluga neden olan azalmus aktif kalsiyum emilimi oldugunu gostermisler. '
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HENLE KULPUNUN GCIKAN KALIN KOLU
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Sekil 6: Henle kulpunun ¢ikan kalin kolunda kalsiyum emilimi. ROMK: Bobrek dig meduller
potasyum kanali NKCC2: Na'-K'-2Cl" kotransportir CLC: Klor kanali CaR: Kalsiyum
duyarl reseptor (15 nolu kaynak, sayfa 1661°deki sekil 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

2.2 Kalsiyum Duyarh Reseptor

Kalsiyum duyarli reseptér (CaR) hiicre disi kalsiyum homeostasisin devam
ettirilmesinde anahtar rol oynayan bir membran proteinidir. Bu siirecte ¢esitli dokular hiicre
dis1 kalsiyumdaki degisiklikleri saptar ve hiicresel fonksiyolarda degisiklik ile hiicre disi
kalsiyumu normal aralikta tutacak yanitin verilmesini saglar.'” Kalsiyum duyarh reseptor geni
(OMIM 601199) 3q3.3-q21°de lokalize olup protein {iriinii; G protein interaktif reseptorler iist
ailesinden C ailesinin grup II iiyesidir.'"® Yapisal olarak CaR hiicre dis1, transmembran ve

sinyal iletimine katilan hiicre i¢i par¢adan olusan bir flizyon proteindir (Sekil 7).
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Sekil 7: Kalsiyum duyarli reseptor’iin sematik diagrami. (17 nolu kaynak, sayfa 1086’daki

sekil 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

Diger birgok hormon reseptdriiniin ¢cok diisiik konsantrasyonlardaki agonistlerine olan
hassasiyeti gibi CaR de hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonundaki ¢ok kiigiik degisikliklere
duyarhdir. Kalsiyum duyarli reseptoriin aktivasyonu fosfolipaz C’yi stimiile eder, bu da hiicre
membaranina bagli fosfolipit inositol 4,5-bifosfatin iki ikincil haberciye hidrolizini katalize
eder. Bu ikincil haberciler inositol 1,3,5-trifosfat ve diagilgliserol’diir. inositol 1,3,5-trifosfat
birikimi, hiicre i¢i depolardan kalsiyum salinimi ile sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda
artisa neden olur. Kalsiyum duyarli reseptoriin aktivasyonu ayrica hormon stimiilasyonuna
neden olan hiicre i¢i cAMP birikimini inhibe eder. Kalsiyum duyarli reseptoriin diger bir
ozelligi de tek bir liganda kars1 6zgiilliigiiniin olmamasidir; CaR magnezyum (Mg) gibi diger
divalent katyonlar, gadolinium ve lanthanum gibi trivalan elementler ve neomisin ve spermine
gibi polikatyonik bilesikler tarafindan da uyarilmaktadir. Muhtemelen CaR’1in Mg afinitesi
hipermagnezemide PTH sekresyonunun baskilanmasindan sorumludur. Ayrica yiiksek serum
magnezyum diizeylerinin bobrekten kalsiyum, sodyum ve klor geri emilimi iizerine etkilerinin
de bobrek tiibiillerinde CaR’iin Mg tarafindan aktivasyonu sonucu meydana geldigi
diistiniilmektedir. "

Kalsiyum duyarl reseptor ilk olarak paratiroid dokusunda klonlanmasindan sonra
kalsiyum homeostasisinde rol oynayan dokularda; tiroid bezinde kalsitonin salgilayan C
hiicreleri, bobrek hiicreleri ve ayrica kemik ve barsak hiicrelerinde de tanimlanmistir (Tablo

1). Kalsiyum duyarli reseptorler paratiroid hiicrelerin ¢ogalmasi ve paratiroid hormon sentez
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ve salgilanmasini ayarlayarak paratiroid bezinin fonksiyonlarini diizenler. Kalsiyum duyarl
reseptOr primer olarak PTH sentezini diizenleyerek sistemik kalsiyum homestazisini diizenler.
Diisiik hiicre dis1 kalsiyumun CaR tarafindan algilanmas1 paratiroid bezinden PTH
salgilanmasini uyarir. Hiicre dis1 kalsiyum artis1 oldugunda negatif geri bildirim sistemi ile
hemen PTH salgilanmasi baskilanir. Paratiroid hiicrelerin sekretuar yanitlar1 kan kalsiyum
diizeyi ile iliskili olarak saniyeler i¢inde degismektedir. Paratiroid hiicre membraninda ¢ok
yiiksek konsantrasyonda CaR olmasi bu hiicrelerin kalsiyum duyarliligini saglamaktadir.
CaR’m hiicre disindaki pargasi kalsiyum ile etkilesime giren birka¢ asidik aminoasitten
olusan kiimeler bulundurmaktadir. Bu da CaR’in hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonundaki
kiiciik degisikliklerde PTH salgilanmasini diizenleyen mekanizmalar1 saglar.

Paratiroid hormon bobreklerde distal tiibiilerde kalsiyum geri emilimi, fosfat atiliminin
artirllmasi, 25(OH)Ds’lin aktif form olan 1,25-(OH),D3 doniisiimiiniin uyarilmasi gibi birgok
fizyolojik aktivitede rol oynar. Artmus 1,25-(OH),D; iiretimi gastrointestinal kanaldan
kalsiyum emilimini artirir. Bu da paratiroid hormon tarafindan iskelet sisteminden mobilize
olan kalsiyum salinimi ile sinerjisitik bir etki gosterir. Bobrekte tiibiiler kalsiyum emilimi,

gastrointestinal sistem ve kemikten hiicre dis1 siviya kalsiyum gecisi ile beraber hiicre disi

kalsiyum diizeyinin normal sinirlarda kalmasina yardimei olur.

Tablo 1: CaR’mn doku dagilhim ve varsayilan fonksiyonlar: 2

Doku Bolge veya hiicre tipi Kanitlanmig veya *varsayilan fonksiyon
Paratiroid bezi  Paratiroid hiicreleri PTH ekspresyonu, PTH salgilanmasi ve paratiroid bezi
hiperplazisinin diizenlenmesi
Bobrek Proksimal tiibiil *Transport fonksiyonlarinin diizenlenmesi (Orn: Na-K-
Kalin ¢ikan kol ATPaz)
Distal nefron idrar Ca™ eksekresyonu’nun kontrolii
idrar konsantrasyonu ve Ca"? geri emiliminin kontrolii
Tiroid C hiicreleri Aktivasyonu kalsitonin salinimina neden olur
Iskelet Osteoklastlar *Osteoklastogenezis
*Kemik rezorpsiyonu
Osteoblastlar Proliferasyon, jun-terminal kinaz yolag aktivasyonu aracilig1
ile ve mitojenik gen ekspresyonunda artma
Kondrositler *Gen ekspreyonu diizenlenmesi (Orn: Pretoglikanlar)
Gastrointestinal Mide yiizey epitel hiicreleri *Proliferasyon
Kanal Gastrin salgilayan hiicreler *Gastrin salinmast

Proksimal ince barsak

Kolon epiteli

*Epitel proliferasyonu ve diferansiyasyonu
*Motilite

*Sekretuar/emilim fonksiyonlarina etkiler
*Epitelyum hiicre diferansiyasyonu

*Ca'? emilimi ve sekresyonu

*S1v1 transportu (?sekretuar daire igin tedavi hedefi)
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Kalsiyum duyarli reseptér aralarinda jukstaglomeruler cisimcik, proksimal tiibiiliin
apikal membrani, Henle kulpunun mediiller kalin ¢ikan kolu bazolateral membrani, Henle
kulpunun kortikal kalin ¢ikan kolu, distal toplayict kanallar bazolateral ve i¢ mediiller
toplayici kanalin apikal yiizeyinin bulundugu bobregin bir¢ok yerinde ekspresse olmaktadir.?!
*2 Basolateral membran boyunca en fazla kortikal kalin ¢ikan kolda eksprese olurken apikal
membranda proksimal tiibiil firgams1 kenarda S1’den S3 segmentine dogru azalarak eksprese
olmaktadir. Distal toplayici kanal apikal membraninda da ekspresyonu gdsterilmistir.
Kalsiyum duyarl reseptor bobrekte ¢esitli fonksiyonlara aracilik etmektedir; Henle kulpunun
kortikal kalin ¢ikan kolunda yer alan CaR muhtemelen hiicre dis1 kalsiyum ve magnezyumun
tiibiiliin bu kisminda kalsiyum, magnezyum, sodyum ve klor geri emilimini inhibe etmesine
aracilk eder. Normal sartlarda tiibiiliin bu kisminda luminal Na'K"2CI" kotransportir
tarafindan olusturulan yiiksek transtiibiiler voltaj gradiyenti ile kalsiyum ve magnezyum
interseliiller yol ile geri emilirler (Sekil 6). Apikal CaR aktivasyonu arasidonik asit salinimina
neden olan fosfolipaz C stimiilasyonuna neden olur. Sitokrom P450 tarafindan metabolize
edilen arasidonik asitten olusan metabolitler apikal K™ kanalmi ve olasilikla direk Na K" 2CI
kotransportiri inhibe eder. Bu etki sonucunda paraselliiler kalsiyum ve magnezyum transportu
azalir. Ayrica CaR aktivasyonu, cAMP-iligkili kalsiyum ve magnezyum transportunu PTH
tarafindan stimiile edilen adenilat siklaz1 inhibe ederek azaltir.”® ic meduller toplayici kanalda
artmig kalsiyum bazolateral membrandaki CaR aracilii ile vasopressin tarafindan cAMP
olusumunu inhibe eder. Bu da idrar konsantre edebilme yetenegini kisitlayarak daha az yogun
idrar ve poliiiriye neden olur. Kalsiyum duyarli reseptor’iin distal toplayici tiibiilde PTH
iliskili cCAMP birikimini engelleyerek kalsiyum geri emilimini baskiladig1 gosterilmistir.**

Ayrica artmis tiibiiler s1v1 kalsiyum ile aktiflenen luminal CaR 6zgiin olarak aquaporin
kanallar1 aracilig1 ile vasopressin tarafindan stimiile edilen ozmotik H,O permeabilitesini
inhibe ederek idrar konsantre edebilme yetenegini kisitlanmasina katkida bulunur. * 2°
Polivalan katyonlar, neomisin ve gentamisin tarafindan CaR’in aktivasyonu bu ajanlarin
bobrekteki non oligiirik bobrek yetmezligi gibi bazi etkilerinin nedeni olabilecegi ve bunu da
toplayici kanallarda bulunan CaR’1in aktivasyonu sonucu vasopressin duyarli bobregin idrar

konsantre edebilme yeteneginin bozulmasina neden olarak yol agtig: diisiiniilmektedir. "
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2.3 idiyopatik Hiperkalsiiiri

Idiyopatik hiperkalsiiiri terimi ilk kez Albright ve arkadaslar tarafindan 1953 yilinda
tekrarlayan bobrek tas hastaligi olan hastalarda es zamanli hiperkalsemi olmaksizin artmis
idrar kalsiyum atilimini tanimlamak i¢in kullanilmistir.  1,25-(OH),Ds, PTH, kalsitonin,
fibroblast growth factor v.b. hormonlarin yonetiminde gastrointestinal kanal, kemik ve bobrek
hiperkalsiiirinin patogenezinde rol almaktadir. Cogu zaman bir organdaki primer defekt diger
iki organdaki kompansatuar mekanizmalarin aktiflesmesine neden olur. Ornegin barsaklardan
artmig kalsiyum emilimi bdbreklerden artmig kalsiyum kayiplara ikincil gergeklesir.
Hiperkalsiiiri bobrek tas hastaligi olan ¢ocuklarda saptanan en sik metabolik anormalliktir.
Idiyopatik hiperkalsiiiri ¢ocuklarda siklikla kalsiyum oksalat taslar1 gozlenir, daha nadir
olarak kalsiyum fosfat veya ikisinin karigimi taglarda gozlenebilir. Genel popiilasyonda siklig1
%5-10 oraninda bildirilmektedir.  Idiyopatik hiperkalsiiiri; (1) direkt kalsiyum emiliminde
artis (tip I absorptif hiperkalsiiiri) veya artmis 1,25-(OH),D; araciligi (tip II absorptif
hiperkalsiiiri) ile barsaklardan kalsiyum emiliminde artig; (2) bobrekten kalsiyum (renal
hiperkalsiiiri) veya fosfor’dan (tip III absorptif hiperkalsiiiri) birinin geri emiliminde azalma;
(3) artmis kemik rezorpsiyonudan (rezorptif hiperkalsiiiri) biri veya kombinasyonlar1 sonucu
meydana gelebilir.

Bilinen diyet faktorleri kontrol edildikten sonra ailede pozitif bobrek tas hastaligi en
onemli risk faktorii olarak gozlenmektedir. Hiperkalsiiirisi olan ¢ocuklarin ailelerinde bobrek
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tas hastalig1 prevelanst %69 olarak saptanmustir. Idiyopatik hiperkalsiiiri patogenezinde

aralarinda CaR geninin polimorfiziminin de bulundugu ¢esitli genetik mutasyonlarin rol aldig1

29 30 31

One stirilmiistiir. Bu noktada hiperkalsiiirinin diger genetik ve cevresel faktorler ile

etkilesim gerektiren poligenik bir 6zellik oldugunu diisiindiirmektedir.>
2.3.1 idiyopatik hiperkalsiiiride D vitaminin rolii

Maierhofer ve arkadaglari tarafindan normal kalsiyum igeren diyet ile beslenen saglikli
eriskinlerde 1,25-(OH),-D3 uygulanmasi ile barsaktan kalsiyum emiliminde artis ve bobrekten
kalsiyum atiliminda artis oldugunu gostermislerdir.” Idiyopatik hiperkalsiiirinin anahtar
noktasinin kalsitriol ile iliskili oldugu sonucuna varmiglar. Ayrica kalsiyumdan kisith
beslenen eriskinlere kalsitriol uygulandiginda kemikten kalsiyum rezorpsiyonunda artis ve
idrarda kalsiyum atilimina bagli olarak negatif kalsiyum balansina neden oldugunu

gt')stermislerdir.34 Benzer sekilde D vitamini toksisitesinde barsaktan kalsiyum emilimini
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artirarak hiperkalsemi ve hiperkalsiiiriye neden olmaktadir. Bir kisim arastirmaci saglikli
eriskinler ile karsilastirildiginda idiyopatik hiperkalsiiirili  hastalarda kan kalsitriol
konsantrasyonlarinin ortalamanin iistiinde ve uygun olmayarak normal saptamislar. Kaplan ve
arkadaslar absorptif hiperkalsiiirisi olan hastalarin {i¢te birinde kalsitriol diizeylerini yiiksek,
geriye kalan 2/3’linde ise kalsitriol diizeylerinin normal oldugunu saptamiglardir. Normal
kalsitriol diizeylerine sahip hastalarin rolatif hipoparatiroidizmlerinin olmas1 kalsitriol
diizeylerinin uygunsuz yiiksek oldugu sonucuna varmalarma neden olmustur.*® Zerwekh ve
arkadaslan tarafindan hem renal hiperkalsitirili hem de absorptif hiperkalsiiirili hastalarda
tiazidler ile idrar kalsiyum atilimi normale dondiigiinii ancak renal hiperkalsiiirik hastalarda
barsaktan kalsiyum emiliminde, PTH ve Kkalsitriol diizeylerinde azalma oldugunu
saptamislardir.*® Bu bulgular, renal hiperkalsiiiride barsaktan asir1 kalsiyum emiliminin artms
1,25-(OH),-vitamin D konsantrasyonuna bagli oldugu hipotezini desteklemektedir. Bununla
birlikte absorptif hiperkalsiiiri tamamen artmis 1,25-(OH),-vitamin D’ye bagli olmayabilir.
Sodyum-fosfat kotransportir (NPT) bobrekten filtre edilen fosfatin biiylik kisminin
proksimal tiibiil epitelinde geri emilimlinde rol oynayan bir membran proteinidir. Sodyum-
fosfat kotransportir tip 2a ekspresyonu olmayan homozigot mutant (NPT2a’/") farelerde
yapilmis olan ¢aligmada bobrekte kalsitriol sentezinde artis oldugu gosterilmistir. Artmis olan
kalsitriol barsaktan kalsiyum ve fosfatin emiliminde artisa neden olur. Bu da sonug¢ olarak
hiperkalsiiiri ve PTH’nin baskilanmasina neden olur.’” NPT2a 7/ farelerde la-hidroksilaz
geninin inaktive edilmesi idrar kalsiyum atiliminin azaltmasi sonucu bobrek tasi gelisimini
onlemektedir.”® Benzer sekilde X’e bagl hipofosfatemik rikets ve otozomal hipofosfatemik
rikets gibi hipofosfatemik tiibiiler bozukluklarin oldugu hastalarda “Fibroplast Growth
Factor—-23"1in inhibitor etkisi ile kalsitriol iiretimi azaltildigindan tekrar kalsitriol verilinceye
kadar hiperkalsiiiri gozlenmemektedir.*® * Otozomal dominant hipofosfatemik rikets, X’e
bagli hipofosfatemik rikets ve onkogenik hipofosfatemik osteomalazi de fosfatinin olarak
adlandirilan dolasimdaki fosfatiirik humoral faktorler rol almaktadir. Bu ii¢ hastalik uygunsuz
diisiik veya normal serum 1,25(OH), vitamin D diizeyi, renal kayba bagli hipofosfatemi,
rikets veya osteomalazi ile karekterizedir. Genetik hiperkalsiiirik tag olusturan sican (GHS)
modelinde yapilan ¢alismalar enterositlerde vitamin D reseptorlerinin (VDR) sayisal artist
ve/veya artmis fonksiyonu gosterilmistir.*’ ** Favus ve ark normal kalsitriol diizeyi olan
idiyopatik hiperkalsiiirili hastalarin periferik kandan ayristirilmis monositlerinde VDR

sayisinda artis oldugunu gosterilmistir.
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Genetik hiperkalsiiirik tas olusturan sicanlarda yapilan ¢alismalar hiperkalsiiiri
gelisiminde kemiklerin roliiniin barsaklar kadar onemli oldugunu gostermektedir. Diisiik
kalsiyum igeren diyet ile beslenen GHS sicanlarda artmis kemik rezorpsiyonunun rolii
oldugunu diisiindiirecek sekilde giinliik diyetle aldiklarin1 asan miktarlarda idrar ile kalsiyum
atim1 devam etmektedir. Krieger ve arkadaglar1 GHS sicanlarda kemigin 1,25-(OH),-Dj3’iin
indiikledigi kemik rezorpsiyonuna duyarli oldugunu ve Bushinsky ve arkadaslari diisiik
kalsiyum iceren diyet ile beslenen GHS siganlarin idrar kalsiyum atiliminin alendronat ile

3 Weisenger ve arkadaglart hiperkalsiiirik erigkinlerde

azaldigim  gostermislerdir.**
alendronat’mn idrar kalsiyum atilimini azalttig1 gdsterilmistir. *° Bir dnceki ¢alismaya benzer
sekilde Freundlich ve arkadaglar1 yaptiklari calisma ile bifosfonatlarin osteopenisi olan
hiperkalsiiirik gocuklarda idrar kalsiyum atilimin1 azalttigin bidirmislerdir. ¥’

Hiperkalsiiiri karmagsik poligenik 6zellikte olup muhtemelen hiperkalsiiirinin absorptif
ve renal formlar1 tek bir hastalig1 tamamlayan ardisik siiregleri yansitmaktadir. Idiyopatik
hiperkalsitirili erigkin hastalara diisiik kalsiyum igeren diyet verildiginde pozitif kalsiyum
balansinda kalan hastalarin barsaklardan artmis kalsiyum emiliminin hiperkalsiiiriye neden
olduguna isaret etmekte iken negatif kalsiyum balansindaki hastalarda ise diger hiperkalsiiiri
mekanizmalarinimn etkili oldugunu diisiindiirmektedir.*® * Hiperkalsiiirili ¢ocuklarda artmus

kemik doniisiimiiniin kanitlarinin olmamasi renal ve absorptif hiperkalsilirinin farkli

fizyolojik antiteler olmadigim diisiindiirmektedir.>

2.3.2 idiyopatik hiperkalsiiiri ve osteoporoz iliskisi

Asplin ve arkadaglar1 idiyopatik hiperkalsiiirik tas hastalarinda idrarda kalsiyum
atilmimin siddetinin kemik kaybmin en iyi gostergesi oldugunu gostermislerdir.”’ Vezzoli ve
arkadaslar1 stronsiyum emilimi ile barsaktan kalsiyum emiliminin artmig oldugunu
kanitladiklar1 hiperkalsiiirik bobrek tas hastasi kadinlarin hiperkalsiiirik olmayanlar ile
karsilagtirildiginda daha diisiik kemik mineral yogunluguna (BMD) sahip olduklarini
gt')zlemlemislerdir.52 Benzer sekilde Pietschmann ve arkadaslar1 hiperkalsiiirik tas hastalarinin
normokalsiiirik olanlara gore daha diisiik spinal BMD’ ye sahip olduklarin1 bildirmislerdir.”
Buna karsin normokalsiiirik ve hiperkalsiiirik bobrek tas hastalarinin BMD’leri arasinda fark

olmadigin1 gosteren ¢alismalarda bulunmaktadir. >
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Penido ve arkadaslar idiyopatik hiperkalsiiirik ¢cocuklarda daha diisiik BMD oldugunu
buldular ve takip eden caligmalarinda bu bulgunun hiperkalsiiiriye ek olarak hipositratiirisi

%657 Neto ve arkadaglar1 daha énceki

olan ¢ocuklarda daha belirgin oldugunu saptamislardir.
yaptiklar1 ¢alismada benzer bir gozlemde bulunmuslardir.”® Benzer sekilde Freundlich ve
arkadaslar1 hiperkalsilirik ¢ocuklarda azalmis BMD’nin varliginin yanmi sira g¢ocuklarin
asemptomatik annelerinde de yiiksek insidansta hiperkalsiiiri ve daha diisiik BMD oldugunu
gostermislerdir. ™

Hiperkalsiiirik hastalar Pak simiflandirmasina  gore degerlendirildiginde BMD
azalmasinin renal hiperkalsiiirik hastalarda absorptif hiperkalsiiiriye gore daha sik ve daha
fazla oldugu goriilmektedir.’®  Absorptif hiperkalsiiride BMD’ de azalma olmadigim
gosteren c¢alismalar da bulunmaktadir.’ ® Sonu¢ olarak mevcut literatiirdeki egilim
eriskinlerde hiperkalsiiirinin azalmig BMD ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla beraber alt gruplar karsilastirildiginda sonuglar olduk¢a degisken oldugu
gozlenmektedir.

Idiyopatik hiperkalsiiiri patogenezinde rol oynayan etmenler kemikte rezorpsiyona
veya artmis kemik dongiisiine neden oldugu diistiniilmektedir. Kalsiyum ve fosfor geri emilim
defektlerine ikincil PTH ve/veya kalsitriol artimi ile artmig protein alimi kalsiyumun tiibiiler
geri  emiliminde azaltma ve kemikten kalsiyum mobilizasyonuna neden olarak
mineralizasyonun azalmasma yol agabilir.”® ® ® ° Ayrica, idiyopatik hiperkalsiiiriye neden
olan temel mekanizmalar arasinda primer olarak kemik rezorpsiyonunda ve/veya kemik

déngiisiinde artmanin yer aldig1, bunun artnus sitokinler yoluyla gergeklestigi bildirilmistir.®’
68

Bordier ve arkadaslar1 kalsiyum tas1 olan idiyopatik hiperkalsiiirili 47 hastaya bobrek
biyopsisi yapmis ve tiim grup i¢in bobrek bulgulart normal sinirlarda saptanmistir. Bununla
birlikte hastalar renal tip hiperkalsiiiri ve absorbtif tip hiperkalsiiiri diye degerlendirildiginde
kemik dontigiimiinde iki farkli patern gozlenmistir. Paratiroid hormon yiiksekligi olan
hastalarda artmis kemik doniistimii ile uyumlu olarak artmis osteoklastik ve osteoblastik
ylizey saptanmistir. Diger taraftan barsaktan asir1 kalsiyum emilimi olan hastalarda kemik
olusum kusuru oldugu gozlenmistir. Osteoid parametreler gibi osteoblastik yiizey azalmigtir.
Bununla birlikte diisiik kemik olusumu nedeni ile rezorbe edilmis lakunlerin dolum
kusurundan kaynaklanan osteoklastik ve asmmus yiizeylerin artigi bildirilmistir.®” De
Vernejaoul ve arkadaslar1 idiyopatik hiperkalsiiirili 30 hastanin statik ve dinamik

parametrelerini bildirmislerdir. Ug¢ hastada immiinoreaktif PTH yiiksek olarak saptanmig
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olmasia ragmen bu hastalar i¢in alt siniflandirma yapilarak degerlendirilmemistir. Osteid
parametreler normal iken trabekiiler kemik hacminde hafif azalma gozlenmistir. Normal
osteid parametreler ve minerilizasyona ragmen osteoblastik yilizeyde anlamli azalma
saptanmistir. Rezorpsiyon parametresi olarak osteoklastik yiizey azalmig fakat aginmis yiizey
normal olarak gozlenmistir. Yazarlar normal kemik rezorpsiyonuna karsin kemik olusumunda
azalmaya bagli olarak trabekiiler kemik hacminde azalma oldugunu 6ne siirmiislerdir.”
Malluche ve meslektaslari idiyopatik hiperkalsiiirili 15 hastay1 incelemislerdir. Bu hastalarin
emilmeyen bir kalsiyum baglayicisi olan seliiloz fosfat uygulamasi sonrasi kalsiyum kreatinin
oranlart diistiiglinden absorbtif tip hiperkalsiiirisi oldugu saptanmistir. Kemik biyopsileri
artmis osteoid hacim ve yiizeyin yani1 sira azalmis osteoblast sayisi ile defektif kemik olusumu
oldugunu ortaya koymustur. Aktif olarak iki kez isaretlenmis tetrasiklin yiizeyleri yaklasik
yarist kadar azaldigindan osteoid yiizeyin inaktif oldugu distintilmistir. Kemik
rezorpsiyonunun artmadigi gozlenmistir. Yazarlar absorbtif tip hiperkalsiiirili hastalarda

defektif kemik olusumu oldugu sonucuna varmislardir. m

Belki de bu giine kadar olan en
fazla hasta sayisi ile yapilmis galisma Steiniche ve arkadaslari tarafindan yapilmustir.”
Kalsiyum tasi olan 33 hastanin histomorfometrik kemik bulgularin1 30 yas ve cinsiyet uygun
kontrol ile karsilagtirmiglar. Bu hastalarin normal PTH ve serum fosfat diizeylerine sahip iken
hiperkalsiliri gibi artmis fasfatiiri sergilemekte olmalarindan muhtemelen diyet veya
idiyopatik orjinli hiperkalsiiirileri oldugu anlagilmaktadir. Histomorfometrik verileri azalmis
kemik olusumu ve artmis minerilizasyon zamani oldugunu gostermekmistir. Muhtemelen
kemik olusumunun azalmis olmasi nedeni ile ikincil lakunlerin yeni kemik dokusu ile dolumu
olamamakta bu durum da total rezorpsiyon yiizeyleri artmis olarak gozlenmektedir. Kiigiik
hasta sayilarindan olusan iki ¢alismada kemik histomorfometrisine ek olarak BMD 6l¢iimii
kullanilmig.”? 7 Beklendigi gibi her iki seride de BMD idiyopatik hiperkalsiiirili hastalarda
diistik bulunmus. Her iki seride de kemik olusumu diisiik olmasina ragmen Heilberg’in
calismasinda aclik hiperkalsiiirisi olan 6 erkek hastada kemik olusumu ve rezorpsiyonu
arasinda orantisizlik varhigina isaret eden osteoklastik kemik rezorpsiyonunda artig

 Da Silva’nin ¢alismasinda kalsiyum tast olan 5 hastada defektif

gozlenmistir.
minerilizasyon ve artmis osteoid ve rezorpsiyon ylizeyi gOsterilmistir. Bataille ve
arkadaglarinin yaptig1 diger bir calismada bobrek tas hastalii olan hiperkalsiiirik 24 hastanin
vertebra BMD ortalama z-skoru degerleri 0,5 daha diisiik bulunmustur.” Yirmi ii¢c hastada

aclik hiperkalsilirisi ve bir hastada absorbtif hiperkalsiiiri saptanmis. Biyopside osteoid
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parametreler ve kemik rezorpsiyon yiizeyinde ki gibi trabekiiler kemik hacminde azalma
gozlenmistir. Dinamik parametreler minerilizasyon zamaninda anlamli artis olmaksizin
azalmis kemik olusumu ve mineral eklenme oraninda azalma gostermistir. Bataile’in
calismasinda ¢ogu hastada aglik hiperkalsiiirisi oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda artmis
kemik rezorpsiyonunun saptanmasi beklenirken kemik rezorbsiyonu lehinde bulgu
saptanmamistir. Bununla birlikte rélatif olarak kemik biyopsisinde normal kemik rezorpsiyon
ylizeyi olan hastalarda artmis hidroksiproliniiri gosterilmistir. Bu sonraki bulgular kemik
rezorpsiyonunu gosteren histomorfometrik bulgular ile kemik doniisiimiine ait biyokimyasal
belirtecler arasinda bir uyumsuzlugu vurgulamaktadir.

Veriler hem ¢ocuk hem de eriskin hiperkalsiiirik hastalarda kemik kaybi riskini
gostermektedir ve bunun baslangicinin  ¢ocukluk c¢aginda olabilecegi gbz Oniinde
bulundurularak kalsiyum dengesini degerlendirmek i¢in BMD izleminin yapilmasi

diisiiniilmelidir.
2.3.3 idiyopatik hiperkalsiiiriye yaklasim ve yonetimi

Hiperkalsiiiri ¢ocuklarda glomeriiler olmayan hematiiri (gros veya mikroskopik),
infeksiy0z olmayan diziiri, idrar sikliginda artis ve diziiri, karin ve bel agrisi veya bobrek tag
hastalig1 seklinde ortaya cikabilir.”® 7’ Hiperkalsiiiri intermitant, persistan, gecici bir fenomen
veya ailede bobrek tas hastalifi Oykiisii ile iligkili olabilir. Bir g¢ocukta hiperkalsitiri
saptandiginda sekonder etiyoloji gz oniinde bulundurulmalidir, hiperkalsitirinin basarili bir
sekilde diizeltilmesi bu vakalarda primer nedenin eradikasyonuna baghdir. Pozitif aile
Oykiisii, biiyiime geriligi, rikets, asit baz bozukluklari, bébrek disfonksiyonu, proteiniiri,
elektrolit inbalansi, dismorfik oOzellikler ve tedaviye zayif yanit varlifinda hastalar
hiperkalsiiiri ile karakterize nadir monogenik bozukluklar agisindan degerlendirilmelidir.

Hiperkalsiiiri  c¢ocuklarda >4 mg/kg/giin  idrar kalsiyum atilimi  olarak
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte hiperkalsiiiri erigskin kadinlarda 250 mg/gilin’lin eriskin
erkeklerin ise 300 mg/giin’lin {stlindeki idrar kalsiyum atilimi olarak tanimlanmaktadir.
Yirmi dort saatlik idrarda >4mg/kg/giin veya idrar kalsiyum/kreatinin oran1 >0,21 istatistiksel
olarak sinir alindiginda hiperkalsiiirinin klinik degerlendirmesi yakin zamanda ayrintili olarak
yapilmustir.”® Cocuklarda tedavi stratejileri hakkinda cesitli sorular giindeme gelmistir.
Cocuklarda farmakolojik tedavinin yalniz semptomatik hastalarda kullanilmasi, bununla

beraber farmakolojik olmayan yaklagimlarin daha liberal kullanilabilecegi belirtilmektedir.
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Farmakolojik olmayan yaklasim olarak; diyette giinliik protein ve kalsiyum aliminin yani sira
glinliik tuz aliminin asir1 olmamasi (2,0-2,4 gr) ve giinliik bes alt1 porsiyon meyve ve bes alt1
porsiyon sebze (3,0-3,5 gr potasyum) alimi 6nerilmektedir. Diyet uyumu idrarda Na/K orani
bakilarak takip edilebilir, bu oran <2,5 olmalidir. Tuz, protein, sebze ve meyve ile diyet
diizenlenmesinin veya geleneksel olarak ¢ok sivi almanin hiperkalsitirideki rolii bilinmekle
beraber ¢ocuklarin uyumu her zaman miimkiin olmamaktadir. Eger hiperkalsiiiri 4-6 hafta
sebat edecek olursa tedaviye potasyum sitrat (kilogram basina 0,5-1,5 mEq potasyum
icerecek sekilde) onerilmektedir. Cocuk potasyum sitrat1 tolere edemezse veya hiperkalsitiri
diizelmiyorsa tiyazid diiiretikler tedaviye eklenebilir."> ” Klorotiyazid 15-25 mg/kg/giin veya
hidroklorotiyazid 1,5-2,5 mg/kg/giin, iki dozda kullanilabilir. Geg¢miste tiyazid iliskili
hipokalsiiirinin hacim azalmasina ikincil proksimal tiiblilde artan sodyum geri emilimi ile
beraber pasif kalsiyum geri emilimine bagl olarak gelistigi ileri siiriilmekteydi.** Costanzo ve
arkadaslar1 akut klorotiyazid uygulanmasinin distal toplayici kanalda transselliiler kalsiyum
transportunu stimiile ettigini gosterdiler.®’ Bu bulgu yakin zamanda tiazidlerin distal toplayici
kanalda ECaC1 ve calbindin-D(28K) ekspersyonunu artirdig1 ve sodyum-klorid kotransportir
ekspresyonunu  azalttigi  gosterilerek dogrulandi.®  Gegmisteki uygulamalara karsin
hiperkalsiiirik ¢ocuklarda diyette kalsiyum kisitlanmast  Onerilmemektedir. Kalsiyum
kisitlanmasi biiylimekte olan ¢ocuklari negatif kalsiyum balansina girmesi ve zayif kemik
mineralizasyonu riskine neden olmaktadir. Renal tiibiiler asidoza ikincil hiperkalsiiirisi olan

cocuklarda potasyum sitrat bir tedavi secenegidir.

2.4 Kalsiyum Duyarh Reseptor ve Bobrek
2.4.1 Kalsiyum duyarh reseptor ve mezangial hiicre cogalmasi

Bobrekte filtrasyonun basladigi kisim olmasi nedeni ile glomeriiller nefronun 6nemli bir
bilesenidir. Glomeriiller endotel hiicreleri, mezangial hiicreler, epitelyal hiicreler ve podositler
gibi cesitli hiicrelerden olusmaktadir. Mezangial hiicreler yiizey alanin1 ve/veya glomeriiler
kan akimini degistirerek glomertiler filtrasyon oraninin diizenlenmesinde rol oynarlar. Bundan
dolay1 mezangial hiicre proliferasyonu glomeriiler hasarda ©Onemli bir rol oynadigi
diistiniilmektedir. Kalsiyum duyarli reseptor’iin bobrek dokusundaki fizyolojik rollerinin

arastirilmasi bobrek hastaliklarin patofizyolojisinin anlasilmasinda 6nemli rol oynayacaktir.
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Fare mezangial hiicrelerinde CaR geninin varlig1 gen iiriinli proteinin Western Blot ve
immuno-histokimyasal analizler ile gosterilerek tanimlanmistir. Kalsiyum duyarli reseptoriin
fizyolojik etkileri, kalsiyumun hiicre proliferasyonu iizerine etkisini arastirmak amaci ile in
vitro fare mezangial hiicre kiiltiirlinde yapilmis ¢alismada hiicre dis1  kalsiyum
konsantrasyonunda artigin hiicre sayisinda artisa neden oldugu goézlenmis. Kalsiyum’un bu
mitojenik etkisi es zamanli uygulanan CaR antagonistleri ile inhibe edildigi gozlenmistir. Bu

sonuglar gore kalsiyum fare mezangial hiicreleri {izerine mitojenik etkiye neden olmaktadur.’
2.4.2 Kalsiyum duyarh reseptor ve idiyopatik hiperkalsiiiri

Kalsiyum duyarli reseptér geninin CaR’in hiicre i¢i pargasini kodlayan 7. exon da
nonkonservatif aminoasit degisikligine neden olan ii¢ grup tekli nukleotid polimorfizmi
“single nucleotide polymorphisims” (SNP) tanimlanmistir. En sik rastlanilan SNP Ala986Ser
varyantidir. Arg990Gly ve GIn1011Glu daha az rastlanilan SNP varyantlaridir (Sekil 8). Bu
aminoasit degisikliklerinin fonksiyonel etkileri heniiz bilinmemektedir fakat Ala986Ser alleli
tasiyan saglikli bireylerde asemptomatik hafif artmis plazma kalsiyum konsantrasyonlari

%3 % Insanlarda ve kopek tiibiil hiicrelerinde CaR’mn aktivasyonunun hiicresel

saptanmuigtir.
kalsiyum transportu lizerine inhibitor etkilerini gosteren c¢aligmalar CaR’in  kalsiyum
ekskresyonu iizerinde anahtar rol oynadigim diisiindiirmektedir.*> ® Kalsiyum duyarl
reseptor geni normal plazma kalsiyum konsantrasyonu varliginda artmis kalsiyum
ekskresyonu ve bobrek kalsiyum taslarina predispozisyon ile karakterize ailevi bir hastalik
olan idiyopatik hiperkalsiiiri icin aday bir gen olarak diistiniilmiistiir.”” Ancak bu goriise karsit
olarak kalsiyum tas1 olusturan Fransiz-Kanadali kardeslerde yapilan bir ¢alismada idiyopatik
hiperkalsiiiri ve CaR gen lokusu arasinda bir baglanti bulunamamustir.*® Bu bulgular 1s131nda,
CaR geni idyopatik hiperkalsiiiri i¢in ana belirleyici etken degilse bile, polimorfiziminin

tiibiiler kalsiyum geri emilim kapasitesini etkiledigini diisiindiirmektedir.
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w Single-micleatids polymorphisms 234, 990, 1011

Sekil 8: CaR aktive edici, inaktive edici mutasyonlar ve “single nucleotide polymorphisms”
(17 nolu kaynak, sayfa 1086’daki sekil 6rnek alinarak ¢izilmistir.)

Vezzoli ve arkadaslar hiperkalsiiirik ve normokalsiiirik bobrek kalsiyum tag hastalar
ile saglikli bireylerde yaptiklari, kalsiyum ekskresyonu ve CaR gen SNP
degerlendirilmesinde; Arg990Gly tasiyan bireylerde hiperkalsiiiri i¢in rolatif riskin yiiksek
oldugunu saptamiglardir. Boylece CaR geninin kalsiyum ekskresyonunun diizenlenmesinin
temelindeki karmasik genetik yapinin bir parcasi olabilecegi ileri siiriilmiistiir. *° Bir énceki
calismadaki bulgular1 dogrulamak amac1 ile bobrek tas hikayesi olmayan normokalsiiirik ve
hiperkalsiiirik kadinlarda CaR gen polimorfizmi arastirilmig; Arg990Gly polimorfizmi olan
grup 990R alleline sahip kadinlar ile karsilastirildiginda hiperkalsiiirik olma riskinin artmis
oldugu ve daha yiiksek kalsiyum ekskresyonu sergiledikleri goézlenmistir. Bu bulgular
Arg990Gly polimorfizminin artmis CaR fonksiyonu ile iligkili oldugu primer hiperkalsiiiri

icin yatkinliga neden oldugunu isaret etmektedir.

2.5 Kalsiyum Duyarh Reseptor ve Kemik

Kemik kalsiyum tuzlar1 ile dayanikliligi artmis organik matriksten olusmaktadir.

Kemigin organik matriksi kollajen lifleri ve proteoglikanlardan meydana gelmektedir.
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Kompakt kemik agirliginin yaklasik %70°1 mineral tuzlardan %30 matriksten olusmaktadir.
Hydroksiapatit (Ca;o(PO4)s(OH),) kemikte en ¢cok bulunan tuz kristalidir.

Kemik dokusunun olusumu osteoblastlar tarafindan zemin dokuyu proteoglikanlar ve
kollajen molekiillerinin sekresyonu ile baslar. Kollajen molekiillerinin polimerize olmasi ve
kalsiyum tuzlarinin ¢okmesi ile kemik dokusu meydana gelir. Kemik dokusu osteoblastlar
tarafindan stirekli olusturulmakta ve aymi zamanda osteoklastlarin aktif oldugu yerlerde
stirekli yikilmaktadir. Osteoblastlar kemigin dis ylizeyinde ve kemik oyuklarinda
bulunmaktadirlar. Tiim canli kemiklerde az miktarda osteoblastik aktive ile yeni kemik
olusumu siirekli devam etmektedir. Biiyiiyen kemikler disinda normalde kemik olusum ve
yikim oranlar1 bir birine esittir ve kemik kiitlesi sabit kalir. Osteoklastlar olustuklar1 noktada
kemigi yikarak kemikte 0,2—1 mm ¢apli ve birkag mm uzunlugunda tiineller olustururlar.
Daha sonra bu olusan tiinellere osteoblastlar yerleserek yeni kemik olusumunu saglarlar.
Kemigin osteoklastlar tarafindan kemik yikimu ikincil olarak osteoblastik aktiviteye neden
oldugundan osteoklastlarin sayisinin azalmasini osteoblastlarin sayisinin azalmasi takip eder.

Fizyolojik kondrogenesis ve kemik biiylimesi i¢in hiicre dis1 kalsiyum ¢ok dnemli bir
rol oynamaktadir. Artan hiicre disi kalsiyum konsantrasyonu kollajen X expresyonunu
artirirken hiicre dis1 kalsiyumun etilen glikol tetraasetik asit ile ortadan kaldirilmasi ile
matiirasyon siireci engellenmektedir.* *° Sitozolik kalsiyum konsantrasyonu hiicre ici
depolardan salinim ve hiicre membranindan geg¢is ile diizenlenir. Kalsiyumun sitoplazma i¢ine
akis1 voltaj bagimli kanallarin kontrolii altindadir. Fetal sigan metatars kiiltiiriinde verapamil
ile doz bagmmli olarak bu kanallarin blokaji uzunlamasma biiylimeyi, kondrosit
proliferasyonunu ve farklilasmasini inhibe ettigi gosterilmistir.”’

Kalsiyum duyarli reseptdr’iin kemik hiicre regiilasyonu iizerine etkileri net olarak
bilinmemekle beraber CaR agonistlerinin osteoklastlar {izerine potansiyel inhibitor etkiye ve
CaR antagonistlerinin osteoblastlar {izerine potansiyel sitiimiilator etkileri oldugu
diistiniilmektedir. ® Bununla birlikte in vitro olarak eriskin insan hiicre kiiltiiriinde yapilan bir
calismada  kalsiyumun  osteoblastik  hiicre = sayisinda  artisa  ve  osteoklast
formasyonu/fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmis. Ayrica kalsimimetik ajan
(Cinacalcet HCI) ile kalsiyumun bu etkisini potansiyalize olmadig1 gosterilmis bunun CaR
disinda bir reseptdr veya mekanizma ile gerceklestigi ileri siiriilmiistiir. °

Kronik bobrek yetersizligi olan si¢anlarda giinliikk olarak (Fakat inflizyon seklinde
degil) bir kalsimimetik olan NPS R—-568 ‘nin aralikli uygulanmasi ile kisa siireli PTH
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baskilanmasi ile anlamli bir sekilde trabekiiler kemik kalinligin1 normallestirerek kemik
hacminde artisa neden oldugu ve kemik mineral yogunlugunda %14’liik bir artis saglayarak
kemikler diisiik turnover lezyonlar iizerine anabolik etkisi oldugu gosterilmistir. *
Uzunlamasina kemik biiylimesi ¢esitli hormon ve sitokinlerin etkisi altinda kontrol
edilen bir siirectir. “Ex vivo” modelde R-568 kullanilarak CaR aktivasyonunun kondrogenesis
lizerine olan etkilesimi arastirllmak amaci ile fetal sican metatars kemikleri kullanilarak
yapilan bir calismada CaR aktivasyonunun uzunlamasima biiylime {izerine olumlu etkileri
oldugu ileri siiriilmiistiir. % Fakat bu in vitro calismalara karsin yakin zamanda yapilmis olan
in vivo bir ¢alismada tiremik gen¢ sicanlarda 15 mg/kg dozunda Cinacalcet ‘in 14 giin
uygulanmasi1 sonrasinda uzunlamasma biiyiime, biiyiime plaklar1 ve fonksiyonlar1 {izerine

etkisinin olmadig1 gésterilmistir. **

2.6 Kalsiyum Duyarh Reseptor Iliskili Hastahiklar

Kalsiyum duyarli reseptoriin ilk olarak inek paratroid dokusunda 1993 yilinda
klonlanmasindan bu yana CaR’in bir¢cok inaktive edici ve aktive edici mutasyonu
tamimland1.'® (Sekil 8) Kalsiyum duyarli reseptdriin inaktivasyon mutasyonlar: hiicre disi
kalsiyuma diren¢ ile karakterize olan iki hiperkalsemik hastalik ile iligkilidir; ailevi
hipokalsiiirik hiperkalsemi ve neonatal agir primer hiperparatiroidizm’e neden olmaktadir.
Kalsiyum duyarli reseptoriin aktivasyon mutasyonlar1 ise hiicre dis1 kalsiyuma duyarliligin
art1g1 otozomal dominant ve sporadik hipokalsemiye neden olmaktadir.

Ailevi benign hipokalsiiirik hiperkalsemi genellikle asemptomatik bir durumdur.
Paratiroidektomi normal serum kalsiyum diizeyi ile sonu¢lanmaz ve aktif tedavi endikasyonu
yoktur. Ailevi benign hipokalsiiirik hiperkalsemi’nin primer hiperparatiroidi’den ayirici tanisi
icin serum kalsiyum, intakt PTH, magnezyum ve aclik idrar kalsiyum atiliminin dlgiilmesi
gerekmektedir. Aile bireylerinin hiperkalsemi yoniinden taranmasi ve nadiren CaR gen
mutasyonlarinin aranmasi gerekebilmektedir.

Neonatal agir hiperparatiroidizm hiperkalsemi, (genellikle) cok yiiksek serum PTH
konsantrasyonu, subperiostal erozyonlar ve kiriklar ile ortaya ¢ikabilir. Hafif olgular medikal
olarak tedavi edilebilirler fakat solunum yetmezligi, asir1 hiperkalsemi ve biiylime geriligi
erken paratiroidektomi endikasyonlaridir.

Otozomal dominant hiperkalsiiirik hipokalsemi asemptomatik hipokalsemiye neden

olabilir fakat bazi etkilenen aile bireylerinin hafif belirtileri vardir ve ¢ok az1 siit cocuklugu
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doneminde nobet gecirmektedir ve bu ndbetler erigkin yaslarinda tekrarlayabilmektedir. Daha
onceden idiyopatik hiperparatiroidizm olarak rapor edilmis olgularin 6nemli bir kismi
muhtemelen CaR gen mutasyonlarina bagl gelisen hastaliklardir. Diger herhangi bir nedeni
olmayan orta derece hipokalsemi, yiiksek idrar kalsiyum: kreatinin orani birinci derece
akrabalarinda hipokalsemi varliginda otozomal dominant hiperkalsiiirik hipokalsemiyi
diistindiirmelidir. Vitamin D analoglar1 ile tedavi edildiklerinde serum ve idrar kalsiyum
diizeyleri takip edilmelidir. %

Daha ilging olan giincel bir konu ise genel popiildsyonda CaR gen polimorfizmi ve
bobrek kalsiyum eksekresyonu ile olan iliski ile ilgili arastirmalardir. Vezzoli ve arkadaslari
R990G polimorfizminin primer hiperkalsitiri ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Yaptiklari
calismada arginin’in glisin ile yer degistirdigi A2968G allelinin G varyantina sahip kadinlarda
artmis hiperkalsiiiri riski oldugunu saptamuslar. Primer hiperkalsitirili olup bobrek tas
hastalig1 dykiisii olmayan kadinlarda 990G varyant allel tasiyiciligr daha sik oldugu ve bu
allelin homozigot ve heterozigot tasiyicilarinin hiperkalsiiiri i¢in 5.2 misli risk tasidigi
saptanmis. Ayrica Vezzoli ve arkadaslar1 990G varyant allellin CaR fonksiyonunda artis ile
iligkili oldugunu da gosterdiler. Bunu 990G varyant allellin aktarilmis insan embriyonik
bobrek hiicrelerinde hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonuna daha az hiicre i¢i kalsiyum yaniti
elde ederek kanitladilar. Biyoinformatik yaklagim kullanilmasi ile elde ettikleri bilgiler
arginin’in glisin ile yer degistirmesinin CaR protein’in sekonder yapisinda onemli bir
degisiklige neden olduguna isaret etmektedir.*

990G allelinin primer ve sekonder hiperpratiroidi olmaksizin hiperkalsiliri ve tas

olusumu iligkili olduguna dair ¢aligmalar 3096 97 98 99 100

101 102

olmakla beraber diger ¢calismalar ile
bu iliski dogrulanamamastir.

Tas olusumu olmayan sporadik primer hiperkalsiiirili olgular ve hiperparatiroidi olsun
veya olmasin bobrek tas hastaligi olan hiperkalsiiirili olgularin tek bir hastalik oldugu kesin
degildir. 990G allelinin diisiik frekansta olmasi nedeni ile cogu ¢alisma nedensellik iliskisini
kuramamaktadir. Hiperparatirodi olsun ya da olmasin hiperkalsiiiri ve bobrek tas hastaligi ile
ilgili yapilmis caligmalarda; 990G alleli diisik PTH ve/veya serum kalsiyum ile iligkili
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar paratiroid ve bobrek tiibiillerinin hiicre dis1 kalsiyuma
artmis duyarliligina isaret etmektedir. Bununla beraber Vezzoli ve arkadaslar1 yaptiklari
calismada 990G alleli tasiyan kadinlarda normal serum kalsiyum ve PTH diizeyleri olmasina

karsin hiperkalsiiiri oldugu saptamiglardir. Bu sonu¢ 990G’nin bobrek tiibiillerindeki doku
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duyarliligmmin paratiroid dokusundan farkli olabilecegini diistindiirmektedir. Aymi sekilde
kemik ve barsak hiicrelerinde de benzer farkli fonksiyonel sonuglarinin olabilecegi

diistiniilmektedir.
2.7 Kalsimimetikler ve Kalsilitikler
2.7.1 Kalsimimetikler

CaR’in kesfinden sonra ilgi reseptdriin fonksiyonlarini degistirebilecek bilesikler
tizerine odaklanmis ve bu sayede primer ve sekonder hiperparatiroidizmin medikal tedavisi
icin kullanilabilecek yeni bilesiklerin elde edilmesi amacglanmistir. Kalsiyum duyarh
reseptOriin tanimlanmasindan yaklagik on yil sonra CaR fonksiyonlarinin degistiren bilesikler
klinik uygulamaya girmistir. {1k bilesikler hiicre dis1 kalsiyum etkilerini taklit ettiginden tip I
kalsimimetikler olarak adlandirilmiglardir. Kalsiyum ve diger divalan ve trivalan katyonlar,
spermine, aminoglikozid antibiyotikler ve bazi polivalan aminoasitler ve peptitler tip I
kalsimimetikleri olustururlar. Ikinci bilesikler ise CaR’m yapisal konformasyonunu
degistirerek hiicre dis1 kalsiyuma kars1 steroselektiviteyi artirdiklar icin tip II kalsimimetikler
diye adlandirilmislardir (Tablo 2). Tip II kalsimimetikler hiicre dis1 kalsiyum yoklugunda
etkilerini kaybederler ve hiicre dis1 kalsiyum’un etkilerini gergekte taklit etmezler; bundan
dolay1 kalsimimetik olarak adlandirilmalart muhtemelen uygun olmamakta ve ‘“Pozitif
allosterik CaR modiilatdrleri” seklinde adlandirilmalart gerektigi one siiriilmektedir. '® Tip II
kalsimimetikler igin ilk gelistirilen prototip bilesik NPS R-568’dir. Ongoriilemeyen

farmakodinamik 6zellikleri nedeni ile yerini cinacalcet’e (AMG 073) birakmustir.
2.7.2 Kalsilitikler

Kalsilitikler CaR’lin kalsiyuma olan duyarliligin1 azaltarak PTH sekresyonunda artiga
neden olurlar. Kemigin yeniden sekillenmesi {izerine PTH’ nin ¢ok gii¢lii bir etkisi vardir.
Stiregen yiiksek PTH diizeyleri kemik {izerine rezorpsiyon lehine olan net katabolik etki
gosterir. Kisa siireli ani ylikselmeler seklindeki PTH artiglari ise formasyon lehine etki ederek
anabolik etki olusturur. PTH’nin bu zit etkileri tedavi uygulamasi olarak denenmis; aralikli
bolus seklinde sentetik PTH uygulamasi osteoporozda kemik kiitlesinde artis ve kirik
oranlarinda azalma saglamustir.'®* Kalsilitiklerin aralikli uygulanmasi endojen PTH’nin bu
siklik paternini taklit ederek anabolik etkilerinin katabolik etkilerine gore baskin olmasini

saglayabilir.
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Tablo 2: CaR agonist ve antagonistleri

TiP I KALSIMIMETIKLER

inorganik katyonlar

Kasiyum
Magnezyum
Lanthanum
Gadolinium
Aluminyum

TiP I KALSIMIMETIKLER KALSILITIKLER

NPS R-467
NPS S-467
NPS R-568
NPS S-568
AMG 073
KRN568

NPS 2143

Baryum
Kadminyum
Nikel
Kobalt
Demir
Kursun

Poliaminler
Spermin

Spermidine
Pentaetilenheksamin
Heksasiklin

“Aminosides”
Streptomisin
Bekanmisin
Gentamisin
Neomisin

Polibazik amino asitler ve diger peptitler

Protamin

Polilizin

Poliarginin

Osteopenisi olan iki tarafli over eksizyonu uygulanmig siganlarda yapilmis bir

caligmada kalsilitik ajan olarak agizdan NPS 2143 uygulanmasinin kan PTH diizeyinde
siiregen artis sagladigi ve bunun sonucunda kemik doniisiimiiniin dramatik olarak hizlandigi
fakat net kemik yogunlugunda degisiklik olmadig1 gdsterilmistir. Ayn1 ¢alismada NPS 2143
ile es zamanh cilt alti inflizyon seklinde 17 beta estradiol uygulamasinin da artmig kemik
dontisiimii ile sonuglandigi fakat Gstrojenin antirezorptif etkisi ile artmis PTH tarafindan
uyarilmis olan asir1 kemik rezorpsiyonu azaldigi ve kemik kiitlesinde artis oldugu
saptanmustir. '*° Bu veriler paratiroid hiicresindeki CaR’iin kalsilitikler tarafindan kalsiyum
duyarliliginin azaltilmasi sonucu kemik doniisiimiinde dramatik bir artisa neden olan endojen

PTH sekresyonuna neden oldugu gostermistir. Bu konuda yapilacak caligmalarin osteoporoz

tedavisinde yeni yaklasimlar getirecegi diisiiniilmektedir.

2.8 Kalsimimetiklerin klinik kullanimi

32



Kalsimimetik ajanlar normal bobrek fonksiyonlar1 olan saglikli bireylerde ¢alisilmustir.
Lalonde ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada 18 postmenapozal kadina randomize olarak bir
gruba artan dozlarda (10 - 400 mg/giin) kalsimimetik olarak NPS R-568 ve diger gruba da
plasebo vererek intakt PTH diisiis diizeyini degerlendirmislerdir. Sonug olarak bazal degerden
doz sonras1 30—120 dakikalarda intakt PTH diizeyinde 10 mg NPS R-568 dozunda %34, 400
mg NPS R-568 dozunda %74 diisiis saptanmistir. PTH supresyonunun siiresi doz bagimli
olarak ortalama 12 saatte sonlanirken, PTH diisiikliigii ile beraber plazma kalsiyum
konsantrasyonunda da istikrarli bir diisiis oldugu gozlemlenmistir.'*

NPS R-568 ayrica primer hiperparatiroidizmli hastalarda da denenmistir. Yirmi
postmenapozal kadina, randomize plasebo kontrollii bir ¢alismada 4 ile 160 mg arasinda tek
doz NPS R-568 uygulanmis; etkili minimal doz 20 mg PTH diizeyinde % 26 diisiis
saglamigtir. Seksen ve 160 mg dozlar1t PTH’y1 sirast ile % 42 ve % 51 diistirmiistiir. En diisiik
serum PTH diizeyleri 80 ve 160 mg dozlarda uygulamadan 2 saat sonra gozlenmis ve bazal
degere donmeleri uygulamadan 4-8 saat sonra olmustur. Serum iyonize kalsiyum diizeyi 160
mg doz uygulanmasindan dort saat sonra hafifce diismiistiir. Benzer sekilde idrar kalsiyum
atilim1 160 mg doz uygulanmasini takiben 2. saatte 2,3 oraninda artmis ve bazal degerine 8
saat sonra donmiistiir.'”’

Sekonder hiperparatiroidizmli diyaliz hastalarinda NPS R-568 kullanimina dair
yapilan calismalardan birinde hafif hiperparatiroidizmi olan yedi hastaya iki giin 40-80 mg
dozlarda NPS R -568 uygulanmustir. ilk dozdan sonra yedi hastamin besinde PTH diizeyinde
>%30, ikinci dozdan sonra yedi hastanin altisinda >%60 diisiis saglanmistir. Yiiz yirmi ve
200 mg dozlar1 ile ilk doz sonrast PTH degerleri yedi hastanin altisinda >%60 diisiis
saglanmistir. Yirmi dort saat sonra PTH degerleri baslangic seviyesine gore hala %50 daha
diisiik bulunmustur. Kan kalsiyum diizeyinde diisitk dozlar sonrasinda onemli bir azalma
olmamasina ragmen yiiksek dozlardan sonra 6nemli oranlarda azalma gozlenmistir. Hastalarin
serum kalsitonin diizeyleri yiiksek doz sonrasi 4. saatte iki misli artmig ve 48 saat sonra
normale dénmiistiir.'® Diger bir ¢alismada orta derecede sekonder hiperparatiroidizmi ( PTH
300-1200 pg/mL) olan 21 hemodiyaliz hastasindan 16’sina 15 giin siire ile 100 mg/giin oral
NPS R-568 ve besine plasebo verilmistir. Calisma grubundaki hastalarin ilk dozdan bir, iki ve
dort saat sonra bazal degere gore serum PTH diizeyi sirasi ile %66, % 78 ve % 70 diisiik
bulunmustur ve takip eden 24 saatte de Onemli oranda diisiik kalmistir. Diisiik iyonize

kalsiyum degerlerine ragmen doz oncesi PTH diizeylerinde ilk dokuz giin boyunca progresif
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olarak diislis gozlenmistir. Plasebo grubuna karsin tedavi grubunda PTH diizeyi ¢alisma
boyunca diisiik kaldig1 saptanmistir. Serum total kalsiyum ve kan iyonize kalsiyum diizeyi
plasebo grubunda degismemesine karsin tedavi grubunda tedavi Oncesi diizeylerine gore
diistik bulunmustur. Kan iyonize kalsiyum diizeyi 16 hastanin yedisinde 1,0 mmol/L’nin
altina diismiistiir. Bes hasta semptomatik hipokalsemi gelismesi nedeni ile calismadan
cikarilmis, ii¢ hasta ancak doz azaltilarak ¢alismay1 tamamlayabilmistir. Bu ¢alismanin ilgi
cekici bir noktast NPS R—568’in farmakokinetik verileridir. Tek doz sonrasi azami plazma
ilac konsantrasyonlar1 bir ile 24 saat arsinda genis bir aralikta saptanmustir. Pik plazma
konsantrasyonlar1 genellikle 2,5 ve 4,4. saatler arasinda (0,42—42,2 ng/mL) saptanmistir. NPS
R -568’in biyoyararlanimimin ¢ok diisiik oldugu (<%1) goriilmistiir.'*

Kot farmakokinetik profili ve diger ilaglar ile etkilesimi nedeni ile R—568 ile ilgili
calismalar sonlandirildiktan sonra yeni bir ikinci kusak kalsimimetik ajan olan AMG 073
(Cincacalcet HCI) gelistirilmistir. AMG 073 ile yapilan ilk klinik ¢aligmalar sekonder
hiperparatiroidizmli hemodiyaliz hastalarinin tedavisi i¢in umut vaat eden sonuglar vermistir.

Sekonder hipertiroidizmli diyaliz hastalarinda yapilmis randomize, ¢ift kor, plasebo
kontrollii bir ¢calismada ardisik alt1 doz (5, 10, 25, 50, 75 ve 100 mg AMG 073 veya plasebo)
uygulanmistir. Yirmi bes, 50, 75 ve 100 mg dozlarinda plazma intakt paratiroid hormon
(iIPTH) diizeylerinde doz iliskili olarak ila¢ uygulanmasindan sonra iki ve ddrdiinci
saatlerinde maksimum baskilanma gozlenmistir. Takip eden 24 saat icinde PTH diizeyinde
normal degerlerin altinda kalmakla beraber yavag bir diizelme saptanmistir.  Tek doz 75 ve
100 mg AMG 073 ile sirast ile serum kalsiyum diizeyi sirasi ile %8,3 ve %9,4 azaltmistir.'"
Goodman ve arkadaslar tarafindan 10, 25 ve 50 mg AMG 073 sabit dozda, ardisik 8 giin,
plazma intact PTH diizeyleri > 250 pg/mL ve < 1500 pg/mL arasinda olan hemodiyaliz
hastalarina verilmistir. Yirmi bes ve 50 mg dozlann azalmis iPTH diizeyleri ile iliskili
bulunmustur. Elli mg doz azalmis ortalama serum kalsiyum diizeyleri ile iligkili bulunmustur.
Sekizinci giin serum fosfor diizeyleri ve kalsiyum x fosfor sonuclar1 tiim tedavi gruplarinda
bazal degere gore diisiik bulunmustur. '

Lindberg ve arkadaslar tarafindan AMG 073’iin etkinligi ve giivenirliligi 12 hafta doz
titrasyonu yapilarak 10, 20, 30, 40 ve 50 mg AMG 073 kullanilarak yapilan ¢ift kor plasebo

kontrollii 18 haftalik bir ¢alismada gés‘cerilmistir.112

Bir onceki ¢alismadaki iyi giivenlik
profili nedeni ile Quarles ve ark. AMG 073 dozunu 100 mg/giin’e kadar titre ederek

hemodiyaliz hastalarinda etkinligini degerlendirmislerdir. Bazal iPTH diizeyleri 625+310
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pg/mL olan 36 hastaya AMG 073 ve bazal iPTH diizeyleri 582+421 pg/mL olan 30 hastaya
plasebo uygulanmasi sonrasinda tedavi grubunda iPTH diizeyi idame doneminde %32,5
azalirken plasebo grubunda %3,0 artis gozlenmistir. Kalsiyum x fosfor tedavi grubunda
calisma sonunda bazal degere gore %7,9 azalirken plasebo grubunda %11,0 artis saptanmustir.
Ayrica tedavi grubunda serum kalsiyum diizeyleri %4,6 azalmasina ragmen mutlak kalsiyum

3

diizeyleri normal smirlarda kaldig1 gozlenmistir.'” AMG 073in etkinligi ve giivenirliligi

daha biiylik hasta sayilar1 ile yapilmis randomize plasebo kontrollii diger ¢aligmalarda da
gosterilmigtir.''* '

Kalsiyum duyarli reseptoriin  klonlanmast ve CaR’iiniin pozitif allosterik
modiilatorlerinin  gelistirilmesi ile paratiroid bezlerin artmis fonksiyon ve/veya azalmis
fonksiyonu ile iligkili hastaliklarin tibbi tedavisi radikal degisimlere acik hale gelmistir.
Birinci kugak kalsimimetikler gdstermistir ki primer ve sekonder hiperparatiroidizm giivenli
bir sekilde Onlenebilir veya azaltilabilir. Bununla birlikte bu bilesiklerin zayif
biyoyararlanimlar1 ve metabolizmalarinda bireyler arasindaki gozlenen degiskenlikler klinik
kullanimlarinin ~ gelistirilmesine engel olmustur. Doz titrasyonu asamasinda gegici
hipokalsemi disinda ciddi istenmeyen etkisi olmayan AMG 073 (Cinacalcet HCI) ile elde
edilen veriler oldukca cesaret vericidir.

Yakin zamanda ABD Gida ve ilag Kurumu ve “European Medicines Agency”
tarafindan cinacalcet HCI’lin sekonder hiperparatiroizmli diyaliz hastalar1 ile paratiroid
karsinomlu hastalarda kullanimi1 onaylandi. Amgen tarafindan iiretilen cinacalcet HCI
Sensipar® ticari ismi ile Amerika Birlesik Devletleri’nde (Amgen Inc., Thousand Oaks, CA)
ve Mimpara® (Amgen Inc.) ticari ismi ile Avrupa’da pazarlanmaktadir.

Bununla birlikte Cinacalcet HCIl’iin neden olabilecegi diger kemik ve mineral
metabolizmas1 bozukluklarina dikkat etmek gerekmektedir. Asirt PTH baskilanmasina bagh
olarak aralarinda adinamik kemik hastaligi veya kemik doniisiimiinde azalmaya bagl diger
lezyonlarin gelismesi olasidir.'” '® Devam eden kemik histolojisi calismalar1 bu konudaki
sorulara yanit verecektir.

Ilgi cekici diger bir konuda kalsimimetikler araciligi ile PTH ’nin gegici ve aralikli
baskilanmasimin kemik {izerine kemik mineral yogunlugunda stabilizasyon veya artig

saglayabilecek anabolik etkisinin olabilecegidir.

Tablo 3. Kalsiyum reseptor modiilatorlerinin potansiyel
tibbi kullanim alanlar

35



Paratiroidler
Kalitsal paratiroid hastaliklar1
Primer Hiperparatiroidizm
Sekonder hiperparatiroidizm
Paratiroid karsinomlari
Paratiroidektomi cerrahisi basarisizliklari
Ektopik paratiroid bezi lokalizasyonlari
Paratiromatozis
Paratiroid cerrahisinin reddi
Cerrahi kontrendikasyonlar1
Kardiyovaskiiler
Arteriyel hipertansiyon
Kalsifilaksis
Bobrek
Diiiretik
Yavas ilerleyen kronik bobrek yetmezligi

3.0 GEREC VE YONTEM
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3.1 Deney Hayvanlar

Bu ¢alismada literatiirde benzer model olmasi nedeni ile Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi, Multidispliner Laboratuar ve Laboratuar Hayvanlarinin Saglik Bilimlerinde
Kullanim: A.B.D.’dan temin edilen ortalama agirliklart 123,7+5,6 gr olan on dort adet altt

haftalik disi Sprague-Dawley irki sican kullanildi. ** '

Deney hayvanlar1 12 saat 151k 12
saat karanlik ritminde 1s1iklandirilan, 22 + 2 °C’deki odalarda, standart pelet yem (Taris Yemta
Yem Hayvancilik San. Tic. A.S. Yem Fabrikasi, Izmir) ile beslendi, suya serbestce

ulasabilmeleri saglandi.

3.2 Deney hayvanlar1 gruplarn
Sicanlar rastgele segilerek, her biri 7 sigan igeren iki grup olusturuldu.
Calisma grubu (n=7): Cinacalcet uygulanan si¢an grubu

Kontrol grubu (n=7): Plasebo (distile su) uygulanan sican grubu

3.3 Cinacalcet HC1
Calismada cinacalcet HCI (Mimpara® 30 mg tablet, Amgen Inc.) kullanildi. Normal
sicanlarda serum PTH diizeyini yaklasik 24 saat siire ile baskilayabiliyor olmasindan dolay1

25mg/kg dozu secildi.'™®

3.4 Orogastrik gavaj ile cinacalcet HCI veya distile su uygulanmasi
Cinacalcet HCI, ticari tabletlerin distile su i¢inde ¢oziilmesi ile elde edilen ¢ozelti
halinde 0,6-0,8 ml hacminde oral gavaj ile calisma grubundaki si¢anlara uygulandi. Plasebo

olarak esit hacimde distile su ayn1 yontem ile kontrol grubuna uygulandi (Sekil 9).

3.5 Calisma Plam

Birinci gruptaki siganlara 21 giin siire ile saat 08.00’da 25 mg/kg cinacalcet uygulandi.
Ikinci gruptaki sicanlara aymi saatte oral gavaj distile su verildi. Haftalik olarak deney
hayvanlariin agirliklar: 6lgiildii. Siganlardan ¢alismanin 20. giinii 24 saatlik idrar toplandi.
Deney hayvanlar 21 giinliik ¢aligma plan1 geregince uygulanan oral gavaj uygulamasini iyi
tolere ettiler. Tiim siganlar ¢alismanin 21. giinii cinacalcet ve distile su uygulamasindan 6-8
saat sonra ketamin hidroklorid (40 mg/kg) ve ksilazin hidroklorid (5mg/kg) intraperitoneal

uygulanarak anestezi saglandiktan sonra sakrifiye edildi.

3.6 Idrar ve kan orneklerinin alinmasi
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Tiim sicanlardan ¢alismanin 20. giiniinde sicanlar tekli metabolik kafeslerde tutularak
24 saatlik idrar biriktirildi, Olglimler yapilincaya kadar idrar oOrnekleri +4 derecede
buzdolabinda saklandi. Caligmanin 21. giinii ilag ve plasebo uygulamasindan 6 saat sonra
ketamin ve ksilazin anestezisi altinda aort kataterizasyonu ile kan drneklemesi yapildiktan
sonra sakrifiye edildi. Kan Ornekleri +4 derecede santrifiij edilerek elde edilen serum

ornekleri biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20 C de dondurularak saklandi.

Beslenme Sondasi
7 ——J

_ \

Iull FRL

\ |
\_/I \._J
Onden Yandan
garinim gardnim

Sekil 9: Orogastrik gavaj uygulamasi

3.7 Doku orneklerinin alinmasi
Sakrifikasyon isleminden hemen sonra sol bobrek ve sol tibia diseke edildi. Yumusak
dokular ayrildiktan sonra tibia 2 proksimali biiylime plagini icerecek sekilde ve sol bobrek

morfometrik ve immiinohistokimyasal inceleme i¢in +4°C ‘de formalin i¢inde fiske edildi.

3.8 idrar analizleri
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Idrar 6rneklerinden kreatinin, protein, Ca, fosfor, Mg, Na, K, Cl diizeyleri Hitachi P-

800 (Roche Diagnostik) otoanalizoriinde standart yontemlerle ile tayin edildi.

3.9 Serum analizleri

Serum Orneklerinden kreatinin, BUN, protein, Ca, iyonize Ca, Mg, Na, K, Cl diizeyleri
Hitachi P-800 (Roche Diagnostik) otoanalizoriinde standart yontemlerle ile tayin edildi.
Serum 25-OH vitamin D diizeyleri radioimmunoassay yontemi ile tayin edildi (250H-Vit.D3-
Ria-CT Kit, BioSource Europe, Belgium). Serum biyoaktif intakt PTH diizeyleri ELISA
yontemi ile tayin edildi (Rat BioActive Intact PTH ELISA Kit, Immutopics Inc., CA).

3.10 Histolojik degerlendirme

Histopatolojik inceleme icin siganlardan elde edilen bobrek ve kemik dokulari 1sik
mikroskopik incelemeler i¢in %10’luk tamponlu formaldehid iginde fikse edilip parafine
gomiildiikten sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler (Leica RM2225
Koln, Almanya) alindi. Bu kesitler hematoksilen-eozin, masson-trikrom ti¢lii boyasi ile
boyandi. Boyama isleminden sonra elde edilen kesitler 1s1tk mikroskopik olarak incelendi
(Olympus BH-2 Tokyo, Japonya) ve kesitlerden elde edilen goriintiiler yiliksek resoliisyonlu
bir kamera (JVC TK-890E, Japonya) iceren bilgisayara aktarilarak digital olarak fotograflar
cekildi. Cekilen digital fotograflar digital goriintii analiz programi (UTSCSA; Image tool
version 3,0) ile degerlendirildi. Kemik dokulari 151tk mikroskopik incelenme Oncesinde
dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon islemleri, formolde fikse edilen kemikler igin
EDTA+distile sut+formaldehit (%37-40°11k) karisiminda haftada bir solusyonun degistirilmesi
ile tamamland.

Elde edilen 5 um’lik kemik dokusu kesitlerinden hematoksilen-eozin (H-E), masson-
trikrom (M-T) boyamalarindan elde edilen digital goriintiiler, histomorfometrik olarak
biiyiime kikirdaginin kalinlhigi, kortikal kemik kalinligi, osteoblast sayisi, osteoklast sayisi,
trabekiiler kemik hacmi ve osteoid kemik hacmi Olgiimleri i¢in kullanildi. Trabekiiler ve
osteoid kemik hacmi, osteoblast sayisi, osteoklast sayisi biiyiime plagi ve metafizyel
bileskeden proksimal tibia metafizine dogru 1-2 mm mesafedeki spongioz kemik alaninindan
yapild1 (Sekil 10). Biiylime kikirdagi kalinligi her bir kesit i¢in rastlantisal olarak secilmis
olan 20 alanda olgiildii. Kortikal kemik kalinlig1 i¢in her kesitte biiylime plaginin 1 mm

proksimalinden 6l¢tim yapildi.
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Bobrek dokusundan elde edilen kesitlerde renal korpiiskiile ait glomeriiler mezangial
hiicre sayilari, ultramikrotom (Leica RM2225 Koln, Almanya) ile alman 0,7 pm
kalinligindaki yar1 ince kesitler Toluidin mavisi ile boyandi. Her denege ait en az {i¢ kesitte en
az 5 glomeriilde mezengial hiicreler sayillmistir. Ayrica ekstraglomeriiler mezangial hiicreler
alman 5 um’lik kesitlerin hematoksilen-eozin ile boyanarak her denege ait afferent ve efferent

arteriollerinden gegen kesitlerde en az 10 glomertiil degerlendirilerek sayilmistir.

Sekil 10: Histomorfometrik dl¢limlerin yapildig: alanlar; biiylime kikirdagimin kalinligr (A),
kortikal kemik kalinlig1 (B), osteoid kemik hacmi, trabekiiler kemik hacmi, osteoblast ve

osteoklast sayis1 (C). Boyama: H-E

3.11 Istatistik analiz

Tim istatistiksel islemler SPSS 11.0 istatistik programinda yapildi. Sayisal veriler
ortalama + standart deviasyon (SD) seklinde sunuldu. Iki bagmmsiz grubun
karsilastirilmasinda Mann Whitney U testi kullanildi. Gruplar arasinda mononiikleer hiicre
birikiminin karsilastirilmasinda Fisher kesin ki-kare testi kullanildi. P degeri < 0,05 olmasi

anlamli fark oldugu seklinde yorumlandi.
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Calisma oncesi Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvani1 Arastirmalari
Etik Kurulundan ¢alismanin uygulanmasinda etik acidan sakinca olmadigina dair onay alindi

(Karar Sayisi: 2007/124) (Ek 1).
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4.0 BULGULAR

4.1 Cinacalcet’in Agirhk Artisn Uzerine Etkisi

Calismanin baslangicinda cinacalcet ile tedavi edilecek ¢aligma grubundaki siganlarin

agirliklart 124,3+5,8 g ve kontrol grubundaki siganlarin agiliklart 122,5+5,2 g olarak saptandi

(p > 0,05). Calisma bitiminde cinacalcet verilen si¢anlarin agirliklar1 144,2+16,3 g ve kontrol

grubundaki sicanlarin agirliklar1 138,8+8,4 g saptandi (p > 0,05). Calisma baslangici

Ve

bitiminde siganlarin agirliklar1 ile 100 gr viicut agirhigr basina agirlik artiglart arasinda

istatistiksel fark saptanmadi (Tablo 4).

Tablo 4: Cinacalcet ‘in agirhk artisi iizerine etkisi

Calisma grubu Kontrol grubu p

Calisma baslangicinda 1243458 122,545, 0,535
agirhklar (g)
Calisma bitiminde

144,2+16,3 138,8+8.,4 0,902
agirhklar (g)
100 gr viicut agirhg: basina

14,3+13,0 13,5+6,4 0,902

agirhk artisi (g)

4.2 Cinacalcet’in Bobrek Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi

4.2.1 Serum biyokimyasal analiz sonuclar:

(Calisma bitiminde cinacalcet verilen siganlar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda

serum iyonize kalsiyum, total kalsiyum ve PTH diizeylerinin istatistiksel olarak daha diisiik

oldugu gozlendi (Tablo 5) (Sekil 9) (p > 0,05). Serum fosfor, sodyum, potasyum, kan iire

azotu, kreatinin, magnezyum, total protein ve 25-OH vitamin D diizeyleri arasinda fark

saptanmadi (Tablo 5) (p > 0,05).
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Sekil 11: Cinacalcet’in serum iyonize kalsiyum, total kalsiyum, PTH iizerine etkisi

Tablo 5: Calisma ve kontrol grubunun serum biyokimyasal degerlerinin karsilastirilmast

Calisma grubu Kontrol grubu p
iyonize Kalsiyum (mmol/l) 0,86+0,08 1,22+0,15 0,001
Total kalsiyum (mg/dl) 9,17+0,61 11,30+0,46 0,001
Fosfor (mg/dl) 7,80+1,24 6,99+0,93 0,209
PTH (pg/ml) 14,6+7,5 64,9+£31,4 0,001
25-OH vitamin D (ng/ml) 42,1+£13,6 37,7£9,3 0,456
BUN (mg/dl) 19,6+2,3 21,4+3,1 0,165
Kreatinin (mg/dl) 0,53+0,03 0,53+0,03 0,805
Sodyum (mmol/l) 139,4+0,1 138,3+1,3 0,318
Potasyum (mmol/l) 4,79+0,33 4,67+0,25 0,318
Klor (mmol/l) 98.3+1,1 100,3+1,5 0,017
Magnezyum (mmol/l) 0,96+0,10 1,06+0,10 0,128
Total protein (gr/dl) 7,6+£0,4 7,6£0,2 0,097

4.2.2 Idrar biyokimyasal analiz sonuclar1 ve idrar hacmi

Cinacalcet verilen sicanlarin 24 saatlik idrar hacimleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha fazla oldugu gozlendi (p < 0,05) (Tablo 6).
Gruplar arasinda Tmp/GFR degerleri calisma grubunda daha yiiksek olmakla beraber
istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 6). Cinacalcet verilen si¢anlarin 24

saatlik idrar analizinde kalsiyum atiliminda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama
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kalsiyum atiliminda %50’lik bir artis olmasma ragmen istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 6). Idrar kalsiyum atilimi ve idrar hacimleri arasinda pozitif
iliski saptandi (r*= 0,399, p < 0,05) (Sekil 10). idrar ile atilan kalsiyumun serum kalsiyumuna
orani ¢alisma grubunda yiiksek olarak bulundu (p<0.05) (Tablo 6). Fraksiyonel sodyum ve

fraksiyonel klor atiliminin ¢alisma grubunda kontrol grubuna gore artmis oldugu saptandi (p <

0,05, p = 0,05) (Tablo 6). Magnezyum atilimi ve proteiniiri agisindan fark saptanmadi (p >

0,05) (Tablo 6).

Tablo 6: Calisma ve kontrol grubunun idrar hacmi ve biyokimyasal degerlerinin

karsilastirilmasi
Calisma grubu Kontrol grubu p

Ca atilimi (mg/giin) 11,04+7,42 7,05+4,44 0,318
Ca atilim1 (mg/kg/giin) 76,9+51,1 50,6+30,8 0,456
FeCa atihm1 % 28,0+13,7 23,3+10,8 0,805
Idrar Ca atilimi (mg/kg/giin) /

serum (mg/dl) Ca 8,73+£5,25 4,64+2.84 0,006
TmP/GFR* (mg/dl) 7,55+1,36 6,93+0,92 0,535
Mg atilimi1 (mmol/kg/giin) 17,61+5,84 13,32+5,29 0,318
FeMg atihm % 56,0+£12,7 55,9+11,4 0,999
Protein atilmi (mg/kg/giin) 27,2+15.4 19,8+10,4 0,318
Sodyum atilimi (mmol/kg/giin) 118,3+37,5 57,0+£26,2 0,004
FeNa atihm1 % 1,824+0,42 1,28+0,35 0,026
Cl atilmi (mmol/kg/giin) 149,4+55,2 73,1+28,8 0,011
FeCl atihm % 3,22+0,87 2,27+0,43 0,053
Kreatinin klirensi (ml/dk) 0,49+0,20 0,31+0,10 0,097
Idrar hacmi (ml/kg/giin) 65,6+18,9 31,7+9,1 0,001
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Sekil 12: idrar kalsiyum atilimi ve idrar hacmi iliskisi (r*= 0,399, p <0,05).

4.3 Cinacalcet’in Bobrek Mezangial Hiicre Cogalmasi Uzerine Etkisi

Calisma grubunda ortalama glomeriiler mezangial hiicre sayis1 7,42 iken kontrol
grubunda 4,87 oldugu saptandi (p < 0,05) (Tablo 7) (Sekil 13). Caligma grubunda ortalama
ekstraglomeriiler mezangial hiicre sayis1 4,28 iken kontrol grubunda 2,15 oldugu saptandi (p <
0,05) (Tablo 7) (Sekil 14). Calisma grubundaki 4 kontrol grubunda 1 sigan’nin bdbrek
kesitlerinde mononiikleer hiicre infiltrasyonu gozlendi ancak fark istatistiksel olarak anlaml

degil idi (P=0.266) (Sekil 15).

Tablo 7: Bobrek mezangial hiicre sayis1t (MHS)

Calisma Grubu Kontrol Grubu p
Glomeriiler MHS 7,42 4,87 0,001
Ortalama (7,00-8,13) (4,50-5,17)
(minimum-maksimum)
Ekstraglomeriiler MHS 4,28 2,15 0,001
Ortalama (2,95-5,83) (1,10-3,00)

(minimum-maksimum)
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Sekil 13: Bobrek dokusunda glomeriiler mezangial hiicre sayisinin degerlendirildigi bobrek
kesitlerinden 6rnekler. Kontrol grubu “A,B”, ¢alisma grubu “C, D”, oklar mezangial hiicreleri

gostermektedir. Boyama: Toluidin mavisi
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Sekil 14: Bobrek dokusunda ekstraglomeriiler mezangial hiicre sayisinin degerlendirildigi

bobrek kesitlerinden ornekler. Kontrol grubunda bdbrek korteksinde renal korpiiskiiliin
normal goriiniimi “A,B” Calisma grubunda bobrek korteksinde renal korpiiskiilde artmig

ekstraglomeriiler mezangial hiicreler “C, D”. Boyama: H-E
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Sekil 15: Bobrek dokusunda mononiikleer hiicre infiltrasyonunun izlendigi kesitlerden
ornekler. Kontrol grubunda normal bobrek korteks ve medulla dokusu “A,B”, calisma
grubunda, bobrek korteksinde renal korpiiskiil ¢evresinde ve tiibiiller arasinda intertisyel
mononiikleer hiicre infiltrasyonu “C”, bobrek medullasinda tiibiiller ¢evresinde intertisyel

mononiikleer hiicre infiltrasyonu “D”. Boyama: H-E

4.4 Cinacalcet’in Kemik Histomorfometrisi Uzerine Etkisi

Biiytime plagi kalinlig1 ve kortikal kemik kalinlig1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
cinacalcet ile tedavi edilen si¢anlarda artmis oldugu saptandi (p < 0,05) (Sekil 16-18).
Trabekiiler kemik hacminin, osteoblast sayisi ve osteoklast sayisinin kontrol grubu ile
karsilastirildiginda cinacalcet ile tedavi edilen siganlarda azalmis oldugu saptand: (p < 0,05)
(Sekil 16-17). Osteoid hacmin sayisal olarak calisma grubunda daha diisiik oldugu
saptanmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak sinirda anlamli bulundu. (p = 0,056) (Sekil

16-17).
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Tablo 8: Kemik histomorfometrisi bulgularinin karsilastirilmasi

Calisma Grubu Kontrol Grubu p
Biiyiime plag1 kalinhig: (um) 209,61+3,63 200,64+6,58 <0,001
Kortikal kemik kalinhigi (um) 105,05+10,69 81,87+11,04 <0,001
TV/BV (%) 19,75+2,68 23,36+5,79 0,007
OV/BV (%) 0,66+0,41 1,18+0,90 0,056
Osteoblast sayisi (/mm) 4,16+0,34 5,47+0,19 <0,001
Osteoklast sayisi (/mm) 0,35+0,12 0,60+0,13 <0,001

egerlendirildigi kesitlerden Ornekler.

Sekil 16: Calisma grubundan kemik histolojisinin

Boyama: H-E
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igi kesitlerden ornekler.

Kontrol grubundan kemik histolojisinin degerlendirildi

Sekil 17:
Boyama: H-E
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Sekil 18: Biiytime kikirdag: yiiksekligi 6l¢timlerinin yapildig: kesitler. Kontrol grubu (A,B),
Calisma grubu (C,D), Boyama: M-T
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5.0 TARTISMA

Cinacalcet ¢esitli dokularda bulunan kalsiyum duyarli reseptorlerin yapisal
konformasyonunu degistirerek hiicre dis1 kalsiyuma karsi duyarliligin artmasina neden olan
pozitif alosterik diizenleyici bir bilesiktir.  Kalsiyum duyarli reseptoriin aktivasyonu
fosfolipaz C’yi stimiile eder, bu da hiicre membranina bagli fosfolipit inositol 4,5-bifosfatin
iki adet ikincil haberciye hidrolizini katalize eder. Bu ikincil haberciler inositol 1,3,5-trifosfat
ve diagilgliserol’diir. Inositol 1,3,5-trifosfat birikimi, hiicre ici depolardan kalsiyum salinimi
ile sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda artisa neden olur. Kalsiyum duyarli reseptdriin
aktivasyonu ayrica hormon stimiilasyonuna neden olan hiicre i¢i cAMP birikimini inhibe
eder. Sonug olarak PTH sekresyonu baskilanarak serum PTH diizeyinin diigmesine neden
olur.'”® " Siganlarda cinacalcet’in 1-36 mg/kg doz araliginda dogrusal farmakokinetik
ozellik gosterdigi, doz bagimli olarak PTH diizeyini baskiladig1 ve oral kullanilabilir oldugu
saptanmustir.''® '?° Cinacalcet’in serum PTH ve kan iyonize kalsiyum konsantrasyonu iizerine
olan azaltici etkisi tiim dozlarda doz sonrasi bir saat i¢inde baslamakta ve doz sonrasi
sekizinci saatte istatistiksel olarak anlamli diisiis yalmizeca 10 ve 30 mg/kg dozlarinda
gbzlenmigtir. Doz sonras1 24. saatte 30 mg/kg cinacalcet dozunda kan iyonize kalsiyum
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli diisiikliigiin devam ettigi fakat 10 mg/kg dozunda bu
etkinin gdzlenmedigi saptanmustir. ''® Yaptigimiz in vivo ¢alismada enteral olarak 25 mg/kg
cinacalcet’in 3 hafta siire ile uygulandi. Son doz sonras1 6-8. saatlerde siganlarin serum PTH,
total kalsiyum, iyonize kalsiyum diizeyinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak daha diisiik oldugu saptandi (p < 0,05).

Paratiroid hormon hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonunun ana diizenleyici
hormonudur. Serum kalsiyum konsantrasyonunu artirma yoniindeki etkilerini kemik ve
bobrekleri direk olarak barsaklar iizerine olan etkilerini de D vitamini iizerinden gosterir.
Kalsiyum duyarli reseptorleri aktive eden bilesiklerin (kalsimimetikler) saglikli si¢anlarda
serum PTH ve kan iyonize kalsiyum konsantrasyonu azalttigi cesitli g¢alismalar ile
gosterilmistir.'*' '** """ Cinacalcet uygulanan siganlarm kontrol grubu ile karsilastirildiginda
vitamin D diizeyleri arasinda fark saptanmadi (p > 0,05). Calismamizda vitamin D
diizeylerinde anlamli degisiklik olmaksizin serum PTH ve kalsiyum diizeylerindeki
istatistiksel olarak ©Onemli azalmanin cinacalcet’in terapotik etkisi ile iliskili oldugunu

diistindiirmektedir.
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Bobrekten kalsiyum geri emiliminin %65-70’1 proksimal tiibiilde, %20-25’si de Henle
kulpunun ¢ikan kalin kolunda (HKCK) ve geriye kalan yaklasik %10’u distal toplayici tiibiil
ve kortikal toplayici kanallarda gerceklesmektedir. Proksimal tiibiilde kalsiyum geri emilimi
baskin olarak su ve tuz geri emilimi ile beraber dolayli olarak meydana gelir. Henle kulpunun
¢tkan kalin kolunda kalsiyum geri emilimi Na'-K"-2Cl" kotransportir1 (NKCC2), renal dis
mediiller potasyum kanali (ROMK) ve klor kanal1 aracilig1 ile gerceklestirilen pozitif liimen
potansiyeli sayesinde paraselliiler transport ile meydana gelmektedir. Distal tiibiildeki
hiicrelerin apikal yiizlerinde bulunan epitelyal kalsiyum kanallar1 liimenden kalsiyumun hiicre
icine taginmasini saglar. Hiicre i¢ine alinan kalsiyum Calbindin~D28K aracilig1 ile bazolateral
membrana taginir. Bazolateral kenarda bulunan “sodium calcium exchanger 1”(NCX1) ve
“plazma membran kalsiyum ATPaz” (PMCA) kalsiyumun bazolateral membrandan sitozol
disina ¢ikmasini saglarlar. Bu basamaklar PTH tarafindan diizenlenmektedir.”” Kalsiyum
duyarli reseptor aralarinda jukstaglomeruler cisimcik, proksimal tiibiiliin apikal membrani,
Henle kulpunun mediiller kalin ¢ikan kolu bazolateral membrani, Henle kulpunun kortikal
kalin ¢ikan kolu, distal toplayici kanallar bazolateral ve i¢ mediiller toplayic1t kanalin apikal

22 123 Bazolateral membran

yilizeyinin bulundugu boébregin bircok yerinde bulunmaktadir.
boyunca en fazla kortikal kalin ¢ikan kolda eksprese olurken apikal membranda proksimal
tiibiil fircams1 kenarda S1°den S3 segmentine dogru azalarak eksprese olmaktadir. Distal
toplayici kanal apikal membraninda da ekspresyonu gosterilmistir.”>  Kalsimimetik
uygulanmas sistemik PTH diizeyini azaltarak epitelyal kalsiyum kanallarinda ve kalsiyum
transport proteinlerinde azalma in vivo olarak gdsterilmistir.'**  Yapilmus olan deneysel bir
calismada kalsimimetik olarak NPS R-568’in hipokalsemik yanitinin iki tarafli nefrektomi
yapilmis sicanlarda degismedigi bununla birlikte tiroid dokusu korunarak yapilan
paratirioidektomi sonrasi hipokalsemik yanitin bozuldugu saptanmistir. Bu sonuclar ile
kalsiyum duyarl reseptorlerin aktivasyonu ile elde edilen hipokalsemik yanitta bobreklerin
rolli olmadig1 6ne siirilmiistiir. Buna karsit olarak, kalsimimetiklerin kalsiyum geri emilimini
tiibiiler kalsiyum duyarli reseptorler lizerinden azalttig1 ¢esitli calismalar ile gosterilmistir.
PTH”CaR™ ve PTH”CaR” fareler ile yapilmis bir ¢alismada; PTH yoklugunda serum
kalsiyum diizeyleri ve idrar kalsiyum atilimi CaR"™" farelerde CaR”" fareler ile
karsilastirldiginda daha az varyasyon gosterdigi saptanmistir.'”> Kalsiyum duyarli reseptor
aktivasyonu, HKCK ve distal toplayici tiibiilde cAMP-iliskili kalsiyum ve magnezyum

transportunu PTH tarafindan stimiile edilen adenilat siklazi inhibe ederek azaltir.”> ** Ayrica
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HKCK’da apikal CaR aktivasyonu apikal K kanalim ve olasilikla dogrudan Na'K"2CI
kotransportir1 inhibe eder. Bu etki sonucunda paraselliiler kalsiyum ve magnezyum transportu
azalir. Bu durum CaR’lin serum kalsiyum konsantrasyonunun diizenlenmesinde renal
tiibiillerde PTH iizerinden olan etkisinin yam sira direk etkisinin oldugunu gostermektedir.'°
Inaktivasyon mutasyonuna bagli ailevi hipokalsiiirik hiperkalsemili kisilerde PTH’dan

127 Kalsiyum duyarh reseptor gen

bagimsiz olarak tiibiiler kalsiyum reabsorbsiyonu artmuistir.
mutasyonu olan kisilerde CaR’lin kalsiyum transportunun diizenlenmesindeki direk rolii
oldugunu gostermektedir. Uygulanan Cinacalcet ile aktivasyon mutasyonuna benzer klinik
tablo olusturulmustur. Cinacalcet kalsiyum atilimindaki artisa muhtemelen iki farkli
mekanizma ile neden olmaktadir. Ilki PTH diizeyini diisiirerek distal tiibiilde kalsiyum geri
emilimini azaltarak ve ikincisi tiibiiler kalsiyum duyarli reseptor duyarliligini artirarak etkisini
gostermektedir. Cinacalcet‘in kalsiyum atilimi {izerine etkisi bobrek transplantasyonu sonrasi
hiperparatiroidisi olan hastalarda arastirilmistir. On bir hastada yapilmig bir ¢alismada 10
haftalik cinacalcet uygulanmasmin kalsiyum atilimi  iizerine etkisinin olmadigi
gdzlenmistir.'*® Dokuz hastada yapilmis bir ¢alismada cinacalcet uygulanmasindan sonra 4.
saat, 1., 2. ve 3. giinlerde kalsiyum atiliminda degisiklik gézlenmemistir. Fakat fraksiyonel
kalsiyum atilimi1 4. saatte bazal deger olan %1,66 dan %2,5’¢ artmis, sonrasinda 1. ayda
%1,65’e 3. ayda %1,29’a diismiistir."* On hasta ile yapilmis diger bir ¢alismada cinacalcet
uygulanmasindan sonraki ilk sekiz saatte fraksiyonel kalsiyum atiliminda istatistiksel artis
gbozlenmistir.  Yakin zamanda 32 hastada yapilmis olan bir calismada cinacalcet
uygulanmasindan sonraki ilk 14 giinde artmis kalsiyum atiliminin 14-42. giinlerde azalmasina
ragmen devam ettigi saptanmustir.*° Calismamizda ii¢ haftalik cinacalcet uygulamasi sonrasi
sicanlarda giinliik kalsiyum atilimi kontrol grubu ile karsilastirildiginda ortalama %50’lik artig
oldugu goézlendi. Bu artis istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte idrar kalsiyum
atiliminin serum kalsiyumuna orani degerlendirildiginde calisma grubu lehine istatistiksel
olarak anlaml1 yliksek oldugu saptandi. Calismamizda cinacalcet uygulamasindan sonra erken
donemde idrar kalsiyum atilimi degerlendirilmediginden cinacalcet iligkili hiperkalsiiiri
varlif1 saptanamamis olabilir. Bununla birlikte cinacalcet uygulanmasindan sonra erken
donemde gelismis olan kalsiyum atiliminda artis1 ¢aligmanin sonunda saptayamamamizin
nedeni gelisen kararhi diisiik serum kalsiyum diizeyi sonucu tiibiiler kalsiyum yiikiiniin
azalmasi ile aciklanabilir. Siganlarda idrar kalsiyum atilim1 genis bir dagilim arali§1 gdsterir

131

ve si¢anlar i¢in tanimlanmis bir hiperkalsiiiri sinir1 bulunmamaktadir.””" Bu nedenle gruplarda
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hiperkalsiiiri gelisen sican sayilarinin sayisin1 saptamak ve bunlar1 karsilastirmak miimkiin
olmamustir.

Bobrekler serum fosfor diizeyinin ayarlanmasinda baslica rol alan organlardir. Normal
sartlarda serum fosfor diizeyindeki ani artis kan iyonize kalsiyum diizeyinde gegici bir
azalmaya ve PTH sekresyonunda artisa neden olur. Bu durum proksimal tiibiilde fosfat geri
emilimini azaltir ve serum fosfor konsantrasyonunun yeniden ayarlanmasini1 saglar. Bundan
dolay1 bobrek fonksiyonlari bozulmamis sicanlara cinacalcet verildiginde serum fosfor
konsantrasyonunda bir artig olmasi beklenir. Cinacalcet araciligi ile serum PTH diizeyinde
meydana gelen diisiis fosfor geri emiliminde artisa neden olmasi beklenen bir bulgudur.
Kalsimimetik olan NPS R—568 ve cinacalcet verilen hayvanlarin daha yiiksek serum fosfor
diizeylerine sahip oldugu bildirilmistir.'"® '*' Sekonder hiperparatiroidili son dénem bobrek
hastalig1 olan hastalarda cinacalcet’in hiperfosfatemiyi kotiilestirmedigi onun yerine serum
fosfor diizeylerini diisiirme yoniinde etkisi oldugu gdsterilmistir."*> '** Bu durum hastalarda
tiilbiiler bobrek fonksiyonlarinin tamamen kaybedilmis olmasina bagli oldugu One
striilmiistiir. Yaptigimiz bu c¢alismada serum fosfor konsantrasyonu cinacalcet verilen
sicanlarda %11,6 daha fazla saptanmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p > 0,05). Gruplar arasinda Tmp/GFR degerleri ¢alisma grubunda daha yiiksek
olmakla beraber istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p > 0,05). Ba ve Friedman tarafindan
yapilmis in vitro ¢alismada PTH’ nin proksimal tiibiilde fosfor transportunu azaltma ydniinde
olan etkisinin CaR aktivasyonu ile baskilandigi gosterilmistir.'** Aym calismada CaR
aktivasyonunun PTH yoklugunda bazal fosfor transportunu inhibe etmedigi gosterilmistir.
Calisma grubunda serum fosfor diizeyi ve Tmp/GFR‘de kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak fark saptanmasa da artig olmast hem serum PTH diizeyinde azalma ile hem
de direk tiibiiler CaR aktivasyonu ile iligkili olabilir.

D vitamini’nin CaR ekspresyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir."> Bu etki
kalsiyum duyarli reseptér geninin promotor bolgesinde saptanmis olan “Vitamin D response

elements” aracihg ile gelismekte oldugu one siiriilmektedir.'*

Yaptigimiz calismada
cinacalcet uygulanan sicanlarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda vitamin D diizeyleri
arasinda fark gozlenmedi (p > 0,05). Bu bulgu calismanin vitamin D diizeylerinden
etkilenmedigini diisiindiirmektedir.

De Jesus Ferreira ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada hiicre dis1 kalsiyumun kortikal

cikan kolda bazal ve PTH iligkili Cl geri emilimini cAMP yolagin1 baskilayarak azalttig
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gosterilmistir.  Bununla birlikte Motoyoma ve arkadaslar ise yaptiklar1 calismada CaR ‘iin
hem aktif transelliiler hem de pasif paraseliiler kalsiyum geri emilimini diizenledigini fakat
kortikal ¢ikan kolda Na geri emilimi iizerine etkisi olmadigini 6ne siirmiislerdir.”*’  Sonug
olarak CaR aktivasyonunun tiim ¢aligmalarda olmasa da Henle kulpunun mediiller ve kortikal

¢ikan kolunda tuz emilimini inhibe ettigi gosterilmistir. *°

Yaptigimiz bu g¢aligmada da
fraksiyonel sodyum ve fraksiyonel klor atiliminin cinacalcet uygulanan grupta anlamli olarak
artmis oldugu saptanmustir (p < 0,05). Kortikal ¢ikan kolda CaR’1n bu etkisi pasif paraseliiler
kalsiyum ve magnezyum geri emilimini azalttir.”> *® Ayrica yapilmus olan in vitro bir ¢alisma
ile CaR aktivasyonunun magnezyum transportunu bir “tight junction” proteini olan claudin-16

{izerinden azalttipn da one siiriilmiistir.'*®

Calismamizda literatur ile uyumlu olarak
fraksiyonel sodyum ve fraksiyonel klor atiliminda anlamli artig (Sirast ile p < 0,05 ve p= 0,05)
olmakla birlikte sadece serum klor diizeyinde anlamli bir diisiis saptanirken serum sodyum
diizeyleri normal diizeyde kalmistir. Ayrica istatistiksel olarak anlamli olmayan serum
magnezyum diizeyinde diisme ve idrar magnezyum atiliminda artis saptanmistir (p > 0,05).

I¢ mediiller toplayici kanalda idrar yogunlugu iki mekanizmaya bagh olarak
diizenlenmektedir; (1) vasopressin araciligi ile aktif su reabsorbsiyonu, (2) yiiksek mediiller
intertisyum osmolaritesi araciligi ile suyun pasif reabsorbsiyonu. Vasopressin i¢ mediiller
toplayict kanaldaki bu etkisini ¢cAMP aracilig1r ile akuaporin—2 kanallar1 iizerinden
saglamaktadir. i¢ mediiller toplayict kanal bazolateral membrandaki CaR’{in cinacalcet
aracilign ile uyarilmast sonucu vasopressin tarafindan cAMP olusumu baskilanir ve
vasopressin etkisi azalir. Bu durum idrar konsantre edebilme yetenegini kisitlayarak daha az
yogun idrar ve poliiiriye neden olur. Ayrica kalsiyum duyarli reseptoriin Henle kulpunun
mediiller ¢ikan kalin kolunda NaCl geri emilimini azaltarak bobregin idrar konsantre
edebilme yetenegini baskilamaktadir."* Ayrica artmus tiibiiler sividaki kalsiyum ile aktiflesen
luminal CaR 6zgiin olarak akuaporin kanallar1 araciligi ile vasopressin tarafindan uyarilan
ozmotik H,O permeabilitesini inhibe ederek idrar konsantre edebilme yetenegini

kisitlanmasina katkida bulundugu éne siiriilmiistiir.> *°

Polivalan katyonlar, neomisin ve
gentamisin tarafindan CaR’in aktivasyonu bu ajanlarin bobrekteki non oligiirik bdbrek
yetmezligi gibi bazi etkilerinin nedeni olabilecegi ileri siiriilmistiir. Cinacalcet uyguladigimiz
siganlarin kontrol grubu ile karsilastirildiginda 24 saatlik idrar hacimlerinde artis oldugu
saptand1 (p > 0,05). Gruplar arasinda kan iire azotu, kreatinin diizeyleri ve agirliklar arasinda

fark olmamasi nedeni ile bobrek fonksiyonlarinda bir yetersizlik olmadigi gozlendi.
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Yaptigimiz bu calismada deney hayvanlarinin idrar kalsiyum atilimi ile ditirez/idrar hacmi
arasinda pozitif korelasyon oldugu saptandi. Calisma grubunda cinacalcet ile CaR
aktivasyonunun vasopressin etkisini direk baskilamasi, artmis tiibiiler kalsiyum ile aktiflesen
luminal CaR aktivasyonu ile vasopressin etkisinin dolayli olarak baskilanmasi ve CaR
aktivasyonunun HCKK’da NaCl geri emiliminin baskilanmasi sonucu idrar miktarinda artisa
yol actig1 diisiiniilmektedir.

Cinacalcet ile yapilmis klinik ¢alismalarda en sik rastlanan istenmeyen etki %31’e

0 Uremik siganlarda yapilmis olan bir

varan siklikta mide bulantis1 olarak saptanmugtir.'*
calismada sicanlarin giinliikk yiyecek alimlari, uzunlamasina biiytimeleri ve agirlik artislari
degerlendirilmis; cinacalcet ile tedavi edilen iiremik siganlarin plasebo uygulanan liremik
sicanlar ile karsilastirildiginda total agirlik artiglart ve 100 gr viicut agirli§i basina agirlik
artiglarinin daha fazla oldugu saptanmistir. Ayni calismada cinacalcet’in bu etkisinin CaR
araciligr ile kas gibi periferal organlarda “caspase-3/ubiquitin protease” sistemi veya kas
kitlesi diizenleyicisi “IGF-1/myostatin” gibi protein yikim siireglerini inhibe etmesi ile
aciklanabilecegi one siiriilmiistiir. Diger bir olasilik olarak da merkezi CaR aktivasyonunun
leptin ve noropeptit Y tarafindan melanokortin tip 4 reseptorler araciligi ile olan sinyal
akiginin azalmasi sonucu iiremi iliskili katabolizmadan korunmaya neden olabilecegi
belirtilmistir. Bu nedenle cinacalcet iligkili olarak sicanlarin besin alimlarinin azalarak kilo
alimlarinin azalabilecegi ve dolayli olarak yetersiz beslenmenin kemik metabolizmasina
etkileri olabilecegi on goriilerek yaptigimiz bu ¢aligmada cinacalcet uygulanan siganlar ile
kontrol grubundaki siganlarin agirlik artislar1  degerlendirildi. Siganlarin  ¢aligma
baslangicindaki agirliklari, ¢alisma sonunda agirliklart ve 100 gr viicut agirligi basina
aldiklar1 agirliklari arasinda gruplar arasinda fark saptanmadi (p > 0,05).

Mezangial hiicreler yiizey alanini ve/veya glomeriiler kan akimini degistirerek
glomeriiler filtrasyon oraninin diizenlenmesinde rol oynarlar. Bundan dolay1 mezangial hiicre
cogalmasinin glomeriiler hasarda O6nemli bir rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Mezangial
hiicrelerin asir1 ¢ogalmasi son donem bobrek yetmezligine neden olabilen bir¢ok hastaligin
yaygin bulgusudur. Metabolik (6rn: Diyabetik nefropati) veya immiinolojik (6rn: Ig A nefriti
ve lupus nefriti) gibi cesitli nedenler ile baslayan hasarlanma kontrolsiiz mezangial hiicre
cogalmasina neden olabilmektedir. Bu durum hiicre dis1 matriks birikiminde artis ve sonunda
glomeruloskleroza neden olmaktadir. Bunun sonucunda nefronlarin fonksiyon kaybina bagl

olarak glomertiil filtrasyon orani diismektedir. Literatiirde hiperkalsiiirinin Onciiliik ettigi
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mezangial hiicre ¢ogalmasi ile seyreden IgA nefropatisi bildirilmistir."*' Bu hasarlanmaya
patolojik yanit olarak gelisen mezangial hiicre ¢ogalmasimin diizenleyici mekanizmalarinin
saglikli bobrekte tanimlanmasi yeni tedavi yaklagimlarin saptanmasi agisindan onemlidir.
Yakin zamanda kalsiyum iligkili mekanizmalarin diisiik voltajli T tip kalsiyum kanallar
aracilig1 ile hiicre cogalma dongiisiinde rol oynagi 6ne siiriilmiistiir.'** Farmakolojik olarak T-
tip kalsiyum kanallarinin inhibe edilmesi veya T-tip kalsiyum kanal geni devre disi
birakilarak yapilmis olan ¢aligmalarda mezangial hiicrelerin G1 fazinda biriktikleri ve S
fazindaki hiicre sayisinda azalma oldugu gosterilmistir. Bu bulgu T-tip kalsiyum kanallarinin
G1/S ilerlemesinin kontroliinde rol oynadigini diisiindiirmektedir. Prolinden zengin tirozin
kinaz araciligr ile aktiflenen Ras/MAPK kaskadi veya kalmodulin iliskili kinazlar ve
kalsinorinlerin T-tip kalsiyum kanallarin hiicre ¢ogalma dongiisiine olan etkilerinde rol alan

'3 Kalmodiilin kalsiyum baglayan bir protein olup

iki sinyal yolagi oldugu 6ne stiriilmiistiir.
hiicre ¢ogalma dongiisiindeki G1/S gegisinde ekspresyonu artmaktadir. Kalmodiilinin asirt
ekspresyonu G1 fazini kisaltarak hiicre ¢ogalmasini hizlandirmaktadir. Kalsiyum/Kalmodiilin
kompleksi ile aktiflesen kalmodiilin iligkili kinazlar ve kalsindrin aracilig1 ile otoinhibisyon
zayiflamaktadir. Bu proteinler hiicre c¢ogalma dongiisiinde 6nemli olan transkripsiyon
faktorlerden “Ca™ /cAMP response element binding protein™in aktiflesmesinde rol
oynarlar."* Kalsiyum duyarli reseptorlerin uyarilmas: sonucu aralarinda “mitogen-activated
protein kinase” ‘m bulundugu cesitli biiylime sinyal yolaklarinin aktiflesmesine katkida
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bulundugu O6ne siiriilmiistiir. Kalsiyum duyarli reseptorlerin aralarinda osteoblastlar,

fibroblastlar ve over ylizey epitel hiicrelerinin bulundugu c¢esitli hiicre tipleri iizerine
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mitojenik etkileri oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir. Glomeriilde

kalsiyum duyarli reseptor’iin eksprese oldugu daha oOnce yapilmis c¢alismalar ile

gosterilmistir, '** 1

Kwak ve arkadaslar1 yaptiklari in vitro ¢aligma ile CaR’1n fare mezangial
hiicrelerinde eksprese oldugunu ve hiicre dist kalsiyum konsantrasyonu artirildiginda CaR
araciligl ile hiicre ¢ogalmasi oldugunu saptamislardir. Kalsiyum duyarh reseptor iliskili
sinyallerin birgok protein kinaz ile iliskili oldugunu bildiren arastirmalar da bulunmaktadir.""
152 Yaptigimiz bu ¢alismada CaR’lerin bir kalsimimetik olan cinacalcet tarafindan uyarilmasi
sonucu sicanlarda hem glomeriiler hem de ekstraglomeriiler mezangial hiicre ¢ogalmasina
neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma ile in vitro olarak CaR araciligi ile kalsiyumun neden
oldugu mezangial proliferasyon artisinin cinecalcet ile CaR’ilin aktive edildigi diisiik kalsiyum

diizeylerinde de olabilecegi ilk kez in vivo olarak gosterilmistir. Bu sonug kalsiyumdan ziyade
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CaR’niin mezangial proliferasyonda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Kalsiyum duyarl
reseptor iliskili mezangial hiicre c¢ogalmasi konusunda yapilacak caligmalar bdbrek
hastaliklarinin fizyopatolojisinin anlagilmasina katki saglayacaktir.

Kalsiyum duyarli reseptorlerin insan periferik kan monositlerinde ve fare monosit-

makrofaj hiicre serisinde eksprese oldugu gosterilmistir.'> '>*

Yapilmis olan bir ¢alismada
hiicre dis1 kalsiyum veya 6zgiin allosterik CaR aktivatorii olarak NPS R-467 ile doz iliskili
olarak monosit kemotaksisinde artis gdzlenmistir. Boylece hiicre dis1 kalsiyumun monositik
hiicrelerde direk ve indirek etkiler ile bir iyonik kemokinetik etmen fonksiyonu gdstererek
immun yamt: etkileyebildigi gosterilmistir.”> Yaptigimiz bu calismada cinacalcet uygulanan
siganlarin  bobrek dokusunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda calisma grubunun
yarisindan fazlasinda belirgin mononiikleer hiicre infiltrasyonu saptandi (Sekil 13). Bu etkinin
cinacalcet iliskili artmis olan CaR duyarliligina bagli olarak meydana gelebilecegi ve
istatistiksel olarak anlamli olmamasinin nedeninin denek sayisinin azligi1 olabilecegi
diistiniildii.

Hiperkalsemi, kalsiyum hemostazisinde fizyolojik negatif geri bildiririm sistemi ile
kemik rezorpsiyonunu baskilamakta ve kemik olusumunu uyarmaktadir.'*® Kemik dokusunda
CaR ekspresyonu kalsiyuma duyarlilik mekanizmasini agiklayabilir fakat bu konu oldukca
tartismalidir. Osteoblast ve osteoklast iliskili hiicrelerde CaR ekspresyonunu bildirilmigtir."’
Ayrica osteoblast ve kondrositlerde hiicre ici CaR varligi bildirilmistir.'>® Bununla birlikte
Shalhoub ve arkadaglar1 yaptiklart ¢alismada osteoblast ve osteoklastlarda CaR
ekspresyonunu olmadigin1 gosterirken, Pi ve arkadaglar1 osteoblast ve osteoklastlarda CaR
disinda yeni bir kalsiyum reseptdrii oldugunu ileri siirmiislerdir.” '*° Idiyopatik hiperkalsiiiri
bobrek tas hastaligi olan cocuklarda saptanan en sik metabolik anormalliktir. Hiperkalsiiirisi
olan ¢ocuklarin ailelerinde bobrek tas hastalig1 prevelans: %69 olarak saptanmistir. Idiyopatik
hiperkalsiiiri patogenezinde aralarinda CaR geninin polimorfiziminin de bulundugu ¢esitli
genetik mutasyonlarin rol aldigi 6ne siiriilmiistiir.”” *°  Primer hiperaparatiroidizmli hastalarda
CaR geni R990G polimorfizminin artmig kalsiyum duyarlilifina isaret eden daha diisiik serum
PTH diizeyleri ve yiiksek idrar kalsiyum atilimi ile iliskili oldugu bildirilmistir.'® Ayrica
R990G polimorfizminin bébrek tas hastaligi ile anlamli birlikteligi gozlenmistir.'®' Benzer
sekilde idiyopatik hiperkalsiiiriye yatkinlik olusturdugu ileri stiriilmiistiir. Kalsiyum duyarh
reseptor’lin kemik hiicre regiilasyonu iizerine etkileri net olarak bilinmemekle beraber CaR

agonistlerinin osteoklastlar iizerine potansiyel inhibitér etkiye ve CaR antagonistlerinin
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osteoblastlar iizerine potansiyel stimiilatdr etkileri oldugu diisiiniilmektedir. in vitro olarak
eriskin insan hiicre kiiltiirlinde yapilan bir calismada kalsiyumun osteoblastik hiicre sayisinda
artisa ve osteoklast formasyonu/fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu gdsterilmistir.
Bununla birlikte bir kalsimimetik ajan olan cinacalcet ile kalsiyumun bu etkisinin
potansiyalize olmadig1 gosterilerek bu etkide CaR diginda bir reseptor veya mekanizmanin rol
aldig ileri siiriilmiigtiir.” Yapilmis ¢alismalar ile hem ¢ocuk hem de erigkin hiperkalsiiirik

5152535657 5859 diyopatik hiperkalsiiiride

hastalarda artmis kemik kayb1 riski gosterilmistir.
hem statik hem de dinamik kemik histomorfometirisinin degerlendirildigi calismalar celigkili
sonuclar gdstermistir. Bununla birlikte bir¢ok c¢aligmada kemik dongiisiiniin  agir
minerilizasyon defektinin eslik ettigi azalmis kemik olusumu lehine oldugu ileri siirtilmiistiir.
Kemik minerilizasyonu ve rezorpsiyonunun iki ¢alismada normal, ii¢ ¢alismada artmis ve ii¢
calismada azalmig oldugu bildirilmistir.'® Idiyopatik hiperkalsiiiri alt gruplar seklinde
degerlendirildiginde renal tip hiperkalsiiirili hastalar absorbtif tip hiperkalsiiirili hastalar ile
karsilastirildiginda BMD kayiplarinin daha belirgin oldugu goriilmektedir. Kemik kaybinin
gelismesinde ikincil hiperparatiroidizmin rol oynadigi diisliniilmiistiir. Diger taraftan absorbtif
tip hiperkalsitirili hastalarda barsaktan artmis kalsiyum emilimi olmasina ragmen kemik
kaybinin olmast primer defektin kemik diizeyinde oldugunu disiindiirmektedir.  Tas
olusumuna neden olan hiperkalsiiiri modeli olarak genetik hiperkalsiiirik siganlar ile yapilmig
calismalar temel defektin kemik hemostazinde oldugunu desteklemektedir.'® Kronik bébrek
yetersizligi olan sicanlarda bir kalsimimetik olan NPS R-568 ‘nin aralikli uygulanmasi
sonucu kisa siireli PTH baskilanmasi ile anlamli bir sekilde trabekiiler kemik kalinligini
normallestirerek kemik hacminde artisa neden oldugu ve kemik mineral yogunlugunda
%14°1iik bir artis saglayarak kemikler diisiik dongiilii lezyonlar {izerine anabolik etkisi oldugu
gosterilmistir. °> Yaptigimiz bu ¢alismada cinacalcet uygulanan siganlarda biiyiime plagi
kalinliginin ve kortikal kemik kalinliginin kontrol ile karsilastirildiginda artmis oldugu
gozlendi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda trabekiiler kemik hacmi, osteoblast ve
osteoklast sayisinda anlamli azalma saptandi. Osteoid hacimde azalma olmakla beraber bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,059). Cinacalcet uygulanan siganlarin kortikal
kemik kalinliginda artis olmasi muhtemelen osteoklast sayisindaki azalmaya ikincil kemik
rezorpsiyonunun baskilanmasi sunucu meydana gelmektedir. Cinacalcet kullanimi ile iliskili
olarak asirt PTH baskilanmasina ikincil aralarinda adinamik kemik hastalig1 veya kemik
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doniislimiinde azalmaya bagli diger lezyonlarin gelismesi olasidir. Rubin ve
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arkakadaglar1 hipoparatiroidizmi olan 33 hastay1 yas ve cinsiyet uyumlu saglikli kontroller ile
kemik histomorfometrisi agisindan karsilastirmislardir. Bu ¢alismada trabekiiler kemik hacmi,
trabekiil genisligi ve kortikal kemik genisliginin kontrol grubu ile karsilastirildiginda artmig
oldugu ve dinamik iskelet parameterelerinden minerilizasyon ylizeyi ve kemik olusum
oranmim hipoparatiroid bireylerde baskilanmis oldugu saptanmustir.'®® Paratiroid hormonu
olamayan farelerde azalmig kemik dongiisii ile beraber artmis trabekiiler kemik hacmi oldugu
bildirilmistir.'®® Bununla birlikte osteoblastlarda PTH-PTHIP reseptoriiniin uyarilmasi ile
trabekiiler ve kortikal kemikte zit etkiler olusmaktadir.'®® Osteoklast ve osteblastlarin azalmis
olmas1 PTH diizeylerinin baskilanmasi sonucu adinamik kemik hastaligi ile uyumlu bulgular
ile benzerlik gostermektedir. Bununla birlikte calismamizdaki kemige ait histomorfometrik
bulgularimizin dogrudan cinacalcet ile CaR’iiniin uyarilmas: ile iligkili yoksa cinacalcetin
olusturdugu diisiikk serum PTH iligkili oldugu konusunda karar vermek miimkiin olmamustir.
Biiyiime plagi kalinligimin artmis olmasi, kortikal kemik kalinliginin artmasi, osteoblast ve
osteoklast sayisinin azalmasi ile birlikte PTH hormonu olmayan farelerde saptanmayan
trabekiiler kemik hacminde azalma cinacalcet uygulanan sicanlarda primer spongioz kemik
olusununun olumsuz yonde etkilendigini diisiindiirmektedir.

Adinamik kemik hastaligt ve osteomalazi diisiik kemik doniisiimii olan kemik
hastaliklarin1 olustururlar. Bunlardan adinamik kemik hastali§i azalmis osteoblast sayis1 ve
genellikle normal veya azalmis osteoklast sayisi ile karakterizedir. Minerilizasyon normal
oraninda devam etmekte ve normal veya azalmis osteoid hacimle sonlanmaktadir. Altta yatan
patofizyolojik siirecin baslica 6zelligi hipoparatiroidizm ve osteoblastlarin baskilanmasidir.'®’
Calismamizda statik kemik histomorfometrisi parametreleri degerlendirilmistir. Dinamik
parametrelerinin degerlendirilmesinde tetrasiklin kullanilmaktadir. Tetrasiklin’in intertisyel
nefrit yapabildigi ve sicanlarda hiperkreatininemiye neden oldugu bildirilmistir.'® '
Calismamizda kemik histomorfometrisi yaninda bobrek fonksiyonlar1 ve histolojisi de
arastirildigindan tetrasiklin kullanimindan kag¢inildigi i¢in dinamik kemik histomorfometri
parametreleri degerlendirilememistir.

Uzunlamasina kemik biiylimesi ¢esitli hormon ve sitokinlerin etkisi altinda kontrol
edilen bir siirectir. Fizyolojik kondrogenesis ve kemik biiylimesi i¢in hiicre dis1 kalsiyum ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Artan hiicre dis1 kalsiyum konsantrasyonu kollajen X
expresyonunu artirirken hiicre disi kalsiyumun etilen glikol tetraasetik asit ile ortadan

kaldirilmasi ile matiirasyon siireci engellenmektedir.*® *° Sitozolik kalsiyum konsantrasyonu

61



hiicre i¢i depolardan salinim ve hiicre membranindan gegis ile diizenlenir. Kalsiyumun
sitoplazma igine akis1 voltaj bagimli kanallarin kontrolii altindadir. “Ex vivo” modelde R—568
kullanilarak CaR aktivasyonunun kondrogenesis tizerine olan etkilesimi arastirilmak amaci ile
fetal sican metatars kemikleri kullanilarak yapilan bir c¢alismada CaR aktivasyonunun
uzunlamasina biiylime iizerine olumlu etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir. Fetal sigan metatars
kiiltliriinde verapamil ile doz bagiml olarak bu kanallarin blokaji uzunlamasina biiylimeyi,
kondrosit proliferasyonunu ve farklilagsmasini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu in vitro
caligsmalara karsin yakin zamanda yapilmis olan in vivo bir ¢alismada {iremik geng siganlarda
15 mg/kg dozunda cinacalcetin 14 giin uygulanmasi sonrasinda uzunlamasina biiylime,
bliylime plaklar iizerine etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Trabekiiler kemik hacminde
azalma ve bliylime plagi kalinliginda artis saptadigimiz bu calisma ile saglikli siganlarda
cinacalcet uygulanmasimin kemigin uzunlamasina biiylimesine olumsuz etkileri olabilecegi

Ongoriisii ile bu konuda ileri calismalar yapilmasi gerekmektedir.

6.0 SONUC VE ONERILER
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10.

. Calismanin baglangicinda cinacalcet ile tedavi edilecek ¢alisma grubundaki si¢anlarin

agirliklar1 ile kontrol grubundaki siganlarin agiliklar1 arasinda fark saptanmadi (sirasi ile
124,3+£5,8 g ve 122,5+5,2 g, p > 0,05). Calisma bitiminde de gruplar arasinda siganlarin
agirliklart karsilagtirildiginda fark saptanmadi (sirast ile 144,2+16,3 g ve 138,8+8,4 g, p >
0,05). Calisma baslangic1 ve bitiminde si¢anlarin agirliklari ile 100 gr viicut agirligi basina
agirlik artiglar1 arasinda istatistiksel fark saptanmadi (siras1 ile 14,3+13,0 g ve 13,5+6,4 g,
p > 0,05). Bu sonuclar ile 25mg/kg/glin agizdan gavaj ile si¢anlara cinacalcet
uygulanmasinin siganlarin kilo alimi lizerine etkisi olmadig1 saptandi.

Calisma bitiminde cinacalcet verilen siganlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum
iyonize kalsiyum, total kalsiyum ve PTH diizeylerinin istatistiksel olarak daha diisiik
oldugu gozlendi. Cinacalcet’in 25mg/kg/gilin agizdan gavaj ile serum iyonize kalsiyum,
total kalsiyum ve PTH diizeyleri lizerine etkin bir sekilde diisiirdiigii saptandi.

Serum fosfor, sodyum, potasyum, kan iire azotu, kreatinin, magnezyum, total protein ve
25-OH vitamin D diizeyleri arasinda fark saptanmadi (p > 0,05).

Cinacalcet verilen sicanlarin 24 saatlik idrar hacimleri kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak daha fazla oldugu goézlendi (p < 0,05) (Tablo 6).
Gruplar arasinda Tmp/GFR degerleri ¢alisma grubunda daha yiiksek olmakla beraber
istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 6).

Cinacalcet verilen sicanlarin 24 saatlik idrar analizinde kalsiyum atiliminda kontrol grubu
ile karsilastirildiginda ortalama kalsiyum atiliminda %50’lik bir artis olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 6).

Idrar ile atilan kalsiyumun serum kalsiyumuna orani ¢alisma grubunda yiiksek olarak
bulundu (p < 0,05) (Tablo 6).

Idrar kalsiyum atilimi ve idrar hacimleri arasinda pozitif iliski saptand: (r*= 0,399, p <
0,05) (Sekil 10).

Fraksiyonel sodyum ve fraksiyonel klor atiliminin ¢alisma grubunda kontrol grubuna gore
artmis oldugu saptand (sirasi ile p < 0.05 ve p = 0,05) (Tablo 6). Magnezyum atilimi ve
proteiniiri agisindan fark saptanmadi (p > 0,05) (Tablo 6).

Caligma grubunda ortalama glomertiiler mezangial hiicre sayis1 kontrol grubundan yiiksek
oldugu saptandi (7,42/glomeriil ve 4,87/ glomeriil, p < 0,05). Calisma grubunda ortalama

ekstraglomeriiler mezangial hiicre sayis1 kontrol grubundan yiiksek oldugu saptandi (4,28
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11.

12.

13.

14.

/glomeriil ve 2,15/ glomeril, p < 0,05). Cinacalcet’in hem glomeriiler hem de
ekstraglomeriiler mezangial hiicre cogalmasine neden oldugu in vivo olarak gosterildi.
(Calisma grubundaki 4 kontrol grubunda 1 sigan’nin bobrek kesitlerinde mononiikleer
hiicre infiltrasyonu gozlendi ancak fark istatistiksel olarak anlamli degil idi ( p=0.266)
(Sekil 15). Denek sayisinin azlig1 géz oniline alindiginda bu etkinin cinacalcet ile artmis
olan CaR duyarliligina bagl olarak meydana geldigini sdylenebilir.

Biiylime plag: kalinlig1 ve kortikal kemik kalinlig1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
cinacalcet ile tedavi edilen si¢anlarda artmis oldugu saptand1 (p < 0,05). Trabekiiler kemik
hacminin, osteoblast sayisi ve osteoklast sayisinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
cinacalcet ile tedavi edilen siganlarda azalmis oldugu saptandi (p < 0,05). Osteoid hacmin
sayisal olarak calisma grubunda daha diisiik oldugu saptanmasina ragmen bu fark
istatistiksel olarak siirda anlamli bulundu. (p = 0,056). Biiylime plagi kalinli§inin artmis
olmasi, kortikal kemik kalinligimin artmasi, osteoblast ve osteoklast sayisinin azalma
cinacalcet uygulanan si¢anlarda primer spongioz kemik olusununun olumsuz yodnde
etkilendigini diisiindiirmektedir.

Trabekiiler kemik hacminde azalma ve biiyiime plagi ¢apinda artis saptadigimiz bu
calisma 1ile saglikli siganlarda cinacalcet uygulanmasmin kemigin uzunlamasina
bliylimesine olumsuz etkileri olabilecegi ongoriisii ile bu konuda ileri calismalar yapilmasi
gerekmektedir.

Calisma grubumuzda siganlarda istatistiksel olarak anlamli olmayan ancak kontrol
grubuna gore giinliik kalsiyum atilimindaki %50°den fazla artisla birlikte idrarla kalsiyum
atillminin serum kalsiyumuna orani ¢alisma grubu lehine anlamli olarak artmis olmasi
hiperkalsiiiri modeli olarak kullanilabilecegini diislindiirse de siganlarda hiperkalsiiirinin
kantitatif sinir1 saptanmamis olmasi nedeni ile c¢alismamizdaki modelin hiperkalsiiiri

modeli olarak kullanilmasini engellemektedir.
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