Yeni Kemik Markirlari ve Klinik Kullanimlani

NEW BONE MARKERS AND CLINICAL UTILITY

Taner OZGURTAS*, Tiirker KUTLUAY **

* Yrd.Dog.Dr., GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya AD,
** Prof.Dr., GATA Biyokimya ve Klinik Biyokimya AD, ANKARA

Ozet

Kemik, ¢ok sayida madde ve faktoriin katildigi yapim ve
yikim iglemlerinin birbirini takip ettigi dinamik ve karmagsik bir
dokudur. Kemigin bu aktif siklusunu yakindan izleyebilmek igin,
yapim ve yikim sirasinda ortaya ¢ikan birtakim protein triinleri ve
enzim Olglimlerinden faydalanilir ve bunlarin tiimiine kemigin
biyokimyasal markirlar1 denir. Ge¢misin sikga kullanilan yapim
icin alkalen fosfataz, yikim i¢in idrar hidroksiprolin dl¢timleri,
yerlerini daha 6zgiin ve daha duyarli yeni markirlara birakmak-
tadirlar. Yeni markirlar sayesinde osteoporoz, metabolik kemik
hastaliklar1 ve metastatik kemik kanserlerinin izlenmesi eskiye
oranla ¢ok daha kolaylagmistir. Biyokimyasal markirlarin her
birinin farkl bir biyokimyasal ve fizyolojik dongiisii oldugu ve bu
nedenle kemikle ilgili olaylarda her zaman aym degisiklikleri
gostermeyecekleri de akildan ¢ikarilmamalidir. Ancak teknolojik
gelismeler ve yeni markirlarin katilimiyla, kemik dokusuna ait da-
ha kesin bilgilere ulasilacagi kesindir. Bu yazida, kemik
turnovirinda rol alan kemik markirlarinin klinik kullanimlarindan
ve yeni markirlarin 6zelliklerinden bahsedilecektir.
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Summary

Bone tissue is such a dynamic and complex tissue that for-
mation and resorption events are cycling consecutively each other
where numerous elements and factors are involved. To monitor
this active turnover of bone tissue effectively, measurements of
some protein products and enzymes formed and released during
this turnover so called biochemical markers can be performed.
Alkaline phosphatase and urine hydroxyproline measurements,
which have been used for many years for formation and resorption,
respectively, are replaced with new more specific and sensitive
markers. These new markers have become more available to fol-
low-up osteoporosis, metabolic bone diseases and metastatic bone
cancers. It is important to remember that individual markers reflect
different biochemical and physiological processes and may not,
therefore, always show identical changes. However, with techno-
logical improvements and the introduction of new markers it is
certain to reach more detailed information about bone events. This
study describes the characteristics of new markers and clinical ap-
plications of bone markers functioning in bone turnover.
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Kemik markirlarmin klinik kullanimlar

Kemik turnovirini (yikim-yapim) dogru olarak tanim-
layacak spesifik markirlarin bulunmasiyla, metabolik
kemik hastaliklarinin farkli formlar1 daha kolay ayirt
edilebilmektedir (1). Bu markirlarin birgoguyla kemigin
yeniden diizenlenmesini (remodeling) takip etmek eskisin-
den ¢ok daha kolay ve radyolojik tetkiklere gére ¢ok daha
once olabilmektedir (2). Giiniimiizde metabolik kemik
hastaliklarinin ayirici tanisinda kesin bir yontem olarak
kabul edilen kemik mineral yogunlugu (Bone Mineral
Dansite-BMD) ve dokunun durumunu en iyi yansitan doku
biyopsileri biiyiik dl¢lide ragbet gormektedir. Biyokimyasal
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yeni markirlarin Gstiinliikleri ise, kemik dokusundaki ¢ok
kiiciik degisiklikleri en gelismis radyolojik tekniklerden ve
diger testlerden ¢ok daha once ortaya ¢ikarabilmesidir. Bu
asamada kemik markirlarinin klinik kullanimlart 3 ana
baslik altinda toplanabilir (Tablo 1) (3).

1- Kemik kaybinin tahmini

Gilinlimiizde saglik kosullarinin iyilesmesi ve refah
diizeyinin yiikselmesi yasli popiilasyonda belirgin bir artisa
neden olmustur. Ozellikle yashlarda, metabolik kemik
hastalig1 major problemler arasinda yer almaktadir. Sadece
Amerika'da yaklagik 25 milyon kisi metabolik kemik
hastaliginin en yaygin formu olan osteoporozdan etkilen-
mektedir (3,4). Osteoporoza bagl kemik dokusunda 6nem-
li olciide kayiplarin oldugu bilinmektedir. Bu degisiklik-
lerin kesin olarak tespiti, olay bagladiktan en az bir y1l son-
ra BMD ile yapilabilirken, yeni kemik markirlar ile erken
menopozun ilk birkag haftasinda basgarilabilir. Kemik
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Tablo 1. Kemik markirlarinin klinik kullanimlari

1-Kemik kaybinin tahmini
Menopoza bagl kemik kaybi
Senil osteoporozda kemik kaybi
Tiroid veya glukokortikoid ila¢ alanlarda
Gn-RH agonisti kullananlarda kemik kayb1
Hiperparatiroidili hastalarda kemik kayb1
Growth hormon tedavisi alanlarda
Adolesan kemik gelisiminin takibinde
2-Metabolik kemik hastaliginda ilag se¢imi ve doz-cevap iliskisinin
irdelenmesinde
3-Metastatik kemik tiimorlerinde teshis ve takip amagli

yikimi (rezorpsiyonu) hakkinda bilgi edinmek, olas1 kemik
kiriklarini 6nceden tahmin etmemizi de kolaylastirabilir (5-
7).

Kemik markirlari, kisa veya uzun donem tedavi gerek-
tiren endokrin hastaliklar agisindan da Onemlidir.
Hipertiroidizmde, tiroid hormonlarinin osteoklastlar {ize-
rinden kemik yikimini hizlandiricr etkisinin ne 6lgiide ola-
cagl ve kemik kaybinin biiyiikliigii markirlar ile tayin
edilebilir (8,9).

Hiperparatiroidizmde, Parat hormonun (PTH) direk
kemik yikimi etkisiyle olugsan kemik kayiplarinin tayininde
ve takibinde yine kemik markirlar1 kullanilabilir.

Cushing gibi asir1 glukokortikoid hormon salinimu ile
seyreden hastaliklarda, kortizol'iin osteoblastlar iistiindeki
inhibitor, osteoklastlar tizerindeki PTH'a duyarlilig1 arttirict
etkisi dogal olarak kemik dokusunda kayba neden olur. Bu
tip vakalarda da kemik markirlar1 faydali olabilir
(10,11).

Bazi gonadal hastaliklarda (endometriozis, benign
prostat hipertrofisi vb), gonadotropin releasing hormon
(Gn-RH) agonistlerinin kullanimi ile seks hormonlarinin
inhibisyonu kemik kaybina zemin hazirlar, bu vakalarda da
kemik markirlar1 takip amagh kullanilabilmektedir (12).

Ayrica kemik markirlari, ergenlik donemdeki uygun
kemik gelisiminin takibinde de kullanilabilir. Bilindigi gibi,
ergenlik donemdeki yetersiz kemik gelisimi sonraki
donemlerde prematiire osteoporoza neden olabilir (13).

2- Metabolik kemik hastaliklarinda ila¢ secimi ve
doz-cevap iligkisinin yorumlanmasi

Kemik markirlar klinikte, osteoporoz veya metabolik
kemik hastaliklarinda kullanilan anti-rezorptif (bifosfonat-
lar, hormon tedavisi, florid, kalsitonin gibi) ilaglarin kemik
ustiindeki etkisini gozlemek amaciyla da kullanilabilir
(5,14). Markarlarla takip, kemik kaybina iliskin bilgilere te-
davinin ilk birka¢ haftasinda ulasmamizi saglayabilir. Bu
sayede tedavide ilag secimi ve doz degistirme gibi konular
kisa slirede sonuca baglanabilir. Hatta birgok klinik, kemik
markirlarinin erken ve ge¢ menopozal donemlerdeki deger-
lerini, pratikte hormon tedavisi igin kullanmaktadir(3).
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3- Metastatik kemik tiimorlerinde, teshis ve
takip amach kullanimi

Solid tiimorlii vakalarin yaklagik % 25'inde, meme ve
prostat kanserlerinin ise kimi yaymlarda % 80'inden faz-
lasinda kemik dokusuna metastaz goriilmektedir. Kemik
metastazlarinin ortaya konmasi oldukga giictiir ve ancak
radyoniiklid kemik taramalariyla tan1 konabilir. Son yillar-
da yeni kemik markirlari ile kemik dokusuna metastaz
vakalarinin yakalanabilecegi iddia edilmektedir (15). Kimi
yayinlarda, N ve C telopeptid seviyelerinin bu tip vakalar-
da saglikli bireylerden daha yiiksek olduguna dair bulgular
vardir (16,17). Hatta herhangi bir bulgu vermeden meydana
gelebilecek mikro metastazlarin bile yakalanabilecegi belir-
tilmistir (3).

Bir Doku Markirinda Aranilan Ozellikler

Bir dokuya ait 6zelliklerin tanimlanmasinda kullanila-
cak markirlarin kabul edilebilir olmasi igin (Tablo 2), ilk
olarak o dokuya spesifik olmalidir. Markirin metabolizmasi
ile ilgili tlim detaylar bilinmeli ve dolagimda hicbir organ-
dan etkilenmemelidir. Markira ait sentez ve yikim
basamaklarindaki faktorler agik olarak tanimlanmig olmals,
markir dokuya ait degisikliklere duyarli, dl¢imii kolay ve
maliyeti diisiik olmalidur.

Kemik Yapim Markiwrlar:

Giinlimiizde kemik yapiminin tespitinde siklikla kul-
lanilan 3 adet markir; Alkalen fosfataz, osteokalsin (kemik
Gla protein) ve Tip 1 kollajenden olusan propeptidlerdir.
Yapim markirlarinin en biiyiik avantaji idrar yerine serum-
dan olgiilebilmeleridir (Sekil 1).

Alkalen fosfataz,

Alkalen fosfataz (ALP) osteoblastlarin membranlarina
lokalizedir. Kemik yapimini gostermek icin eskiden beri
cok yaygimn olarak kullanilan bir markirdir. Ancak gorevi
tam olarak bilinmemektedir. ALP' in 4 ¢esit izoenzimi mev-
cut olup kemik izoenzimi &zellikle, kemik ve karaciger
hastaliklarinin ayiric1 tanisinda kullanilir (5,18). ALP'in
izoenzimleri, elektroforez, izoelektrik fokuslama, lektin
presipitasyon ve immiinassay yontemleri ile Olgiilebilirse
de ozgiinliik ve kesinlik a¢isindan en uygun yontem immii-
nassaydir (19-21). Paget hastaliginda kemige spesifik al-
kalen fosfataz 6lglimiine ihtiyag yoktur ¢iinkd, total enzim

Tablo 2. Markirlarda aranilan 6zellikler

o Markirlar dokuya spesifik olmali

o Markirlarin metabolizmast diger organlardan minimum diizeyde et-
kilenmeli

o Markirin yapim ve yikimina iligkin tim detaylar ayrintilt olarak bi-
linmeli

o Markirlar dokuya 6zgiin, duyarli, 6l¢iimii kolay ve maliyeti disiik
olmali
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MARKIRLAR

YAPIM

Serum

*Kemik Alkalen Fosfataz
*Osteokalsin

*Prokollajen peptidler

Osteoblast

YIKIM

Serum

*Pridinolin, Deoksipridinolin
*Hidroksilin Glikozidleri
*Tartarata Direncli Asit Fosfata

idrar

*Hidroksiprolin

O steosit
Mineralize

Osteoklast

matriks

Sekil 1. Kemigin sematik yapist ve kemik markirlar

degisiklikleri tani i¢in yeterlidir. Ancak osteoporoz gibi al-
kalen fosfotaz degerlerinin normal limitler i¢cinde oynadig1
vakalarda total alkalen fosfataz oOl¢limleri, yeterince
yardimecl olmayabilir ve izoenzim o&lglimlerine ihtiyag
duyulabilir (19).

Osteokalsin

Osteokalsin, kemik Glutamik asit (Gla) protein (BGP)
olarak da bilinir, kemik matriksin major nonkollajen pro-
teinidir (5,19,22). Kemik yapimimi gosteren duyarli ve
0zgiin bir markir olarak kabul edilir. Osteokalsinin gorevi
tam olarak bilinmemekle birlikte, hidroksiapatit kristalleri
ve kalsiyumla baglanir (19). Sentezi i¢in aktif D-vitami-
nine, karboksilasyonu i¢in K-vitaminine ihtiya¢ duymak-
tadir. Kanda, parsiyel ve tam karboksilasyonlanmuis iki for-
mu bulunur. Ozellikle osteoporozu olan yaslilarda parsiyel
karboksilasyonlu formunun varlig: ile kalga kirig: riskinin
arttigina dair bulgular vardir (23-25). Serum ve plazmada
Ol¢limii immiinassay yontemi ile yapilir (19). Osteokalsin
yliksekligi; hiperparatiroidizm, hipertiroidizm ve kemik
metastazi vakalarinda goriiliir. Diisiikligli, myeloma
hastalig1 veya glukokortikoid tedavisi gibi kemik yapiminin
azaldig1 durumlari isaret etmektedir (26). Ancak bu hastalik
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durumlarinda kollajen sentezinin tamamen azalmasi ile al-
kalen fosfataz enzim degerlerinin yiikselmesi ayni1 oranda
olmayabilir. Lipemik serumlarda osteokalsin labildir ayrica
eritrositlerde varolan proteolitik enzimlerle de parcalanir
(27). Serum osteokalsin diizeyi yasa bagl artar, menopoz
doneminde artigina devam eder, menopoz tedavisi sonrasi
diiser. Yeni gelistirilen insan antikoru kullanilarak yapilan
sandvi¢ immiinassay yontemi 6l¢iim igin daha gilivenilirdir
(28). Serum orneklerini saklarken, miimkiin oldugunca
diisiik 1s1larda bekletmek gerekmektedir.

Prokollajen peptitler

Tip 1 kollajen, kemikte major yapisal proteindir ve or-
ganik materyalin % 90'mn1 olusturur (29). Kemige dayanik-
lilik esneklik ve gili¢c kazandirir bu nedenle kemikle ilgili
bilgilere ulagsmak i¢in kollajenle ilgili markirlarin 6l¢iilme-
si olduk¢ca mantiklidir. Kollajen sentezi sirasinda, N
(amino) ve C (karboksi) terminalinden propeptitler dolasi-
ma salinir. C terminali propeptitlerinin N terminaline ait
olanlara gore daha c¢ok dolagima salinmasindan dolay1
genel ilgi C propeptidleri yoniinde olmustur. Ozellikle
kemik yapiminin arttigi durumlarda ve biiyiime déneminde
yapimi oldukga artar. Tip 1 C terminal peptidleri (PICP)
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immiinassayle olgiiliir. Olgiim aralig1 ¢ok dar oldugu igin ve
kemik disinda diger organlarda da (cilt) bulunmasindan
dolayr sonuglart uygun sekilde yorumlamak i¢in daha
biiyiik popiilasyon ¢alismalarina ihtiyag¢ vardir (29,30).

Son zamanlarda tip 1 N terminal peptidlerine (PINP)
iliskin immiinassay 6l¢iim yontemleri gelistirilmistir. N ter-
minal peptidlerinin ilaglara karg: kemigin verdigi cevabin
daha iyi gosterdigi kabul edilmektedir (29,31,32).

Kemik yivkvm markiwrlar

Kemik yikiminda kullanilan markirlar, kollajenden
olusan hidroksiprolin, hidroksilizin glikozidleri ve pridino-
lin capraz baglaridir. Bu markirlarin sabah ilk idrar 6rnek-
lerinde bakilmasi Paget hastalift ve metabolik kemik
hastaliginin tanisinda ayrica ilaca yanitin incelenmesinde
anlamlidir. Diger bir yikim markirt ise tartarata direncli asit
fosfatazdir.

Hidroksiprolin

Birkag y1l 6ncesine kadar en iyi tanimlanmis ve en ¢ok
kullanilan kemik yikim markirn hidroksiprolindi.
Hidroksiprolin kollajen iizerinde varolan prolinin hidroksi-
lasyonuyla olusur ve kollajenin yapisinda en fazla bulunan
aminoasittir (5,19). Kollajenin yikimi ile dolagima salinir
ve hidroksiprolin 6l¢liimii bu nedenle kemik dokusu agisin-
dan anlamlidir. Ancak hidroksiprolinin diger proteinlerin
yapisinda da bulunmasi yaninda, diyetle alinan jelatindz
maddelerden etkilenmesi ve karacigerde biiyiik kisminin
metabolize olmasi en biiyiikk dezavantajlaridir (19,29,33).
Ilag tedavilerine verilen yanitin incelenmesinde sabah ilk
idrar 6rneginde bakilmasinin iyi sonug verdigine dair bul-
gular varsa da 6lglim yonteminin gii¢ olusu ve yonteme ait
varyasyon katsayisinin oldukea yiiksek, kesinliginin (preci-
sion) diisiik olusu kolorimetrik yontemin dezavantajlaridir.
Hidroksiprolin High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) yontemi ile de dlgiilebilir (34). Sayilan nedenler-
den dolay1 sonuglardan emin olmak i¢in en az iki dl¢lim
yapilmasi Onerilmektedir. Yapilan Sl¢iimlere 6zen goste-
rildiginde 6zellikle Paget hastalifinda, osteoporozda ve os-
teoporoz tedavisine yanitin izlenmesinde iyi sonuglar
alindig1 belirtilmistir (29).

Pridinolin capraz baglar:

Pridinolin (Pyd) ve deoksipridinolin (Dpd) diger isim-
leriyle hidroksilizil pridinolin ve lizil pridinolin son zaman-
larin en dikkat cekici kemik yikim markirlaridir. Her iki-
sinin gorevi, ekstraselliller matriks icindeki kollajen
molekiiliiniin stabilizasyonunu saglamaktir. Kemikte
Pyd/Dpd 3/1 oraninda bulunur ancak Dpd biiyiik 6l¢iide
kemik dokusuna &zgiidiir (35). Idrarla atilan capraz
baglarin %40 serbest formda geri kalani ise peptide bagh
olarak bulunur (19). Olgiimleri igin referans metot floresan
dedektorlii reverse phase HPLC dir. Ancak bu yontem
oldukga zahmetli ve zaman harcayan bir yontemdir. Bunun
yerine son zamanlarda gelistirilen immiinassay yontemler
oldukca timit vermektedir (36). Ancak popiilasyon ¢alis-
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malarmin yetersizligi nedeniyle bu yontemin de istenilen
diizeye ulagsmasi zaman alacaktir. Pridinolin diyetten biiyiik
6lgiide etkilenmez ve metabolize olmaz (37). Ayni zaman-
da her bir kollajen molekiilii basina 0.007mol pridinolin
olustugu diistiniilirse, bize kemik yikimi hakkinda kanti-
tatif bir sonug verebilir (5,29).

Pridinolinler, ¢ocukluk ¢aginda ve menopoz sonrasin-
da yiiksek miktarda idrarla atilirlar. Ayrica bazi endokrin
hastaliklarda (hipertiroidizm) ve tiimoral vakalarda da yiik-
sek miktarda bulunduklari bildirilmistir. Sabahki ilk ve 24
saatlik idrar ornekleri incelendiginde pridinolin capraz
baglarinin sirkadiyen bir ritm gosterdikleri saptanmustir.
Sabahki ilk idrar Olglimleri yerine 24 saatlik &rneklerde
caligilmasi tercih edilmektedir (29).

Bugiinkii teknik gelismeler, pridinolin c¢apraz
baglarinin 6l¢limiinii neredeyse alkalen fosfataz dlgiimleri
kadar kolaylastirmaktadir. Idrar disinda serum 6rneklerinde
de olgiilebilmesi kemik yitkiminda en giivenilir markirm
pridinolin ¢apraz baglar1 olabilecegini diisiindiirmektedir
(29).

Hidroksilizin Glikozidleri

Hidroksilizin glikozidleri de tip 1 kollajenin yapisinda
bulunur. Ayni hidroksiprolin gibi hidroksilizin glikozidleri
de prolinden olusur. Hidroksiprolinden daha spesifik olduk-
lar1 icin osteoporozda daha giivenilir bir markirdir.
Hidroksilizin glikozidleri giiniimiizde HPLC yo6ntemiyle
zor ve zahmetli bir bi¢imde 6lgiilse de bu yontem, serum
Olglimleri igin de olduk¢a uygun bir yontemdir (38).

Tartarata Direncli Asit fosfataz (TRAP)

Asit fosfataz prostat, kemik, trombosit ve eritrosit gibi
bircok dokuda bulunan lizozomal bir enzimdir. zoenzim-
leri elektroforez yontemiyle tanimlanabilir. Tip 5 izoenzimi
sadece kemik dokusunda osteoklastlarda bulunur. Ayn1 za-
manda bu izoenzim tartarata direngli olmasiyla da diger-
lerinden ayrilir. TRAP, kemik yikiminin arttig1 hastalik du-
rumlarinda artar, ancak 6l¢limii enzimin stabilitesinin koti
olusu ve Ol¢iim sinirlarinin ¢ok dar olmasi nedeniyle zor-
dur. Son zamanlarda gelistirilen tip 5 izoenzimine 6zgii im-
miinassay yontemleri ile, kemik yikiminin tanimlanmasin-
da daha iyi sonuglar alinabilmektedir (39). Buna ragmen
pridinolin ¢apraz bag dl¢iimlerine iistiin degildir. Serumda
TRAP &lgiimleri plazmadakinden yiiksektir bunun nedeni
pthtilagsma sirasinda plateletlerden bol miktarda TRAP
salmmasidir (5,19).

Sonu¢

Kemik markirlari, noninvaziv, maliyeti diisiik ve ko-
laylikla tekrar edilebilir testlerdir. Markirlardan, osteo-
porozun patogenezini aragtirmada ve ilaglarin etki mekaniz-
malarmni anlamada yararlanilabilir. Ayrica markirlar klinik
anlamda, osteoporoz teshisinde, osteoporoz i¢in en uygun
tedavinin sec¢iminde, tedaviye cevabin en erken sathada
saptanmasinda, hizli kemik kaybina ugrayanlar tespitte ve
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kirik riskinin aragtirilmasinda kullanilabilir. Kemikle ilgili
daha bir¢ok konuda, markirlara bagvurulabilmesi ve uygun
markir se¢imi i¢in daha biiyiik popiilasyon c¢alismalarina
ihtiya¢ vardir.
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