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TIROID FONKSiYON BOZUKLUGU OLAN HASTALARDA ESER
ELEMENT DUZEYLERININ VE MALAT DEHIDROJENAZ, iZOSIiTRAT
DEHIDROJENAZ, GLUTAMAT DEHIDROJENAZ ENZIiM
AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Tiroit bir i¢ salgi bezidir. Hormonlar viicuttaki birgok islevi salgilar ve diizenler. Bu
nedenle hormonlarin eksikligi veya artmasi hastanin yasaminda ¢ok ciddi komplike
sikayetlere neden olabilir.Tiroit bezi fonksiyonlari, genel viicut saglig1 acisindan da
¢cok oOnemlidir. Yapilan arastirmalara gore tiroid hormon seviyesindeki bir
dengesizligin diger organ ve sistemlerin isleyisini olumsuz etkiledigi gdzlemlenmistir.
Ayrica kilo verememe, halsizlik, asir1 kilo verme veya kisa siirede asir1 kilo alma gibi
sikayetlerle ortaya ¢ikan tiroid hormonundaki diizensizliklerin kisinin yasam kalitesini
olumsuz etkiledigi bilinmektedir.

Bagka bir ¢alisgmada diinyada yaklasik 200 milyon kisinin tiroit hastaligi oldugu ve
tilkemizde tiroit hastaliklarinin her 10 kisiden 3'inii etkiledigi bilinmektedir. Ayrica
tiroit hastaliklarinin  kadinlarda daha sik gorildigi gozlemlenmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda Tirkiye'de endemik guatr prevalansinin %10-30 arasinda
oldugu Tiroid Hastaliklar1 Tan1 ve Tedavi Rehberinin 2019 raporunda bildirilmistir.
Sonug olarak toplumda tiroit hormonu fonksiyon bozukluklart %5 siklikta goriilmekte
ve sikligin yagla birlikte arttig1 bilimsel verilerle desteklenmektedir .

Hipotiroidizm tedavi edilmezse daha ciddi komplikasyonlara ve hatta hasta i¢in hayati
tehlike olusturan durumlara neden olabilir. Hipotiroidizmin komplikasyonlari, diisiik
metabolizma, kalp hizi, kalp yetmezIligi, yasami tehdit eden depresyon ve koma gibi
hayati risklere neden olarak hastalarin komaya girmesine neden olabilir .

Tiroid hormonlari viicutta bazal metabolizmanin saglanmasinda baglica rolii oynarlar.
Krebs (TCA) sikliisii de viicutta enerji metabolizmasinin merkezinde yer almaktadir.
Bu agidan TCA dongiisiindeki enzimlerin diisiikliigiiniin veya yiiksekliginin tiroid
fonksiyon bozukluklariyla iliskili olabilicegi diisiiniilmektedir. Ayrica ¢inko, bakir
gibi eser elementler TCA enzimlerinin ve tiroid hormonlarinin ¢alismasinda kofaktor
olarak yer almaktadir.

Biz ¢aligmamizda hipo ve hipertiroidili hasta gruplarinda ¢inko ve bakir diizeylerini
ve TCA’'min hiz ksitlayict enzimlerinden olan Malat dehidrojenaz, Izositrat
dehidrojenaz ve Glutamat dehidrojenaz enzim aktivitelerini 6tiroid kontrol grubuyla
karsilastirarak tiroid hastaliklarinin  tanisinda bu parametrelerin  yararli olup
olmayacaklarini aragtirmay1 amacladik.

Anahtar kelimeler: Tiroid Fonksiyon Bozuklugu, bakir, ¢inko, Malat Dehidrojenaz
(MDH), izositrat Dehidrojenaz (IDH), Glutamat Dehidrojenaz (GLDH),Graves
Hastalig1, Hasimato Hastalig1
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INVESTIGATION OF TRACE ELEMENT LEVELS AND MALATE
DEHYDROGENASE, ISOCITRATE DEHYDROGENASE, GLUTAMATE
DEHYDROGENASE ENZYME ACTIVITY IN PATIENTS WITH THYROID
FUNCTION DISORDERS

SUMMARY

The thyroid is an endocrine gland. The hormones it secretes, it regulates many
functions in the body. In case of deficiency or excess, it can cause very serious
discomfort and complaints in patients life. Thyroid gland functions are also very
important for general body health. Because the imbalance in the level of thyroid
hormone negatively affects the functioning of other organs and systems. The thyroid
hormone, irregularities which occur with complaints such as fatigue, weight loss, and
inability to lose weight, also reduce the quality of life of the person

Approximately 200 million people are known that in the world have thyroid disease
and this disease affects 3 out of every 10 people in Turkey. It is also stated that thyroid
diseases are more common in women. The prevalence of endemic goiter in Turkey has
been revealed in the 2019 report of the Thyroid Diseases Diagnosis and Treatment
Guidelines. Functional disorder of the thyroid is seen with a frequency of 5% in the
population and its frequency increases with increasing aging

Thyroid disease unknown pathogenesis that awaits prevention or novel forms of
treatment. However, hypothyroidism can cause more serious complications and even
be life-threatening. Serious complications of hypothyroidism include the following.
Metabolism and heart rate low enough to cause patients to enter a coma cause vital
risks such as heart failure, severe, life-threatening depression, and death.

Thyroid hormones play a major role in maintaining basal metabolism in the body. The
Krebs (TCA) cycle is also at the center of energy metabolism in the body. In this
respect, it is thought that low or high enzymes in the TCA cycle may be associated
with thyroid dysfunctions. In addition, trace elements such as zinc and copper take
place as cofactors in the work of TCA enzymes and thyroid hormones.

The aim of our study, we aimed to investigate whether these parameters will be useful
in the diagnosis of thyroid diseases by comparing the zinc and copper levels and the
activity of Malate dehydrogenase, Isocitrate dehydrogenase and glutamate
dehydrogenase enzyme activities, which are rate-limiting enzymes of TCA, in hypo
and hyperthyroid patient groups with the euthyroid control group.

Keywords: Thyroid Dysfunction, copper, zinc, Malate Dehydrogenase (MDH),
Isocitrate Dehydrogenase (IDH), Glutamate Dehydrogenase (GLDH), Graves Disease,
Hashimoto Disease
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1. GIRIS VE AMAC

Bu calismada, tiroit hormon bozuklugunda en sik goriilen Graves ve Hasimato Tiroidi
hastaliklarinda total serum Eser Element Diizeylerinin ve Malat Dehidrojenaz,
[zositrat Dehidrojenaz ve Glutamat Dehidrojenaz Enzim Aktivitelerinin dl¢iilmesi ve
bu parametreler arasindaki olasi iliskileri her iki grupta karsilagtirarak kontrol
grubundan da elde edilecek veriler ile bu iki ayr1 hasta grubu arasindaki farklilik ve

benzerliklerin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Tiroid hastaliklar1 arasinda en sik goriilen Graves’s ve Hashimoto Tiroidi hastaliginin
kronik donemde olusturdugu komplikasyonlar nedeniyle iyi tedavi edilmesi
gerekmektedir. Bu nedenle erken tani ve dogru tedavi biiyilk 6nem tasimaktadir.
Mevecut literatiirde tiroid hormun bozuklugu ile Eser Element Diizeylerinin ve Malat
Dehidrojenaz, Izositrat Dehidrojenaz ve Glutamat Dehidrojenaz Enzim iliskisi
bulunan c¢aligmalar kisitli olup, her iki grubu kendi kriterlerine gore ayri ayri
degerlendirmek ve farkliliklarla, benzerlikleri arastirarak literatiirle ilgili alanlara katki

saglanacaktir.

Klinik rutin biyokimya laboratuvarlarinda hastaliklarin teshisi, ciddiyetlerinin
belirlenmesi, erken evre ayirici tani, takip tedavisi ve asemptomatik bir hastaligi ortaya
cikarmak i¢in biyolojik materyallerde laboratuvar analizlerinin yapilmasinin ne kadar

onemli oldugu bilinmektedir.

Hastaliklarin tanisi, ayirici tanisi ve takibinde yapilan biyokimyasal testlerin sayis1 ve
niteligi her gegen giin artmakta, biyokimyasal analizler de artik manuel metotlarla
degil, biiylik oranda ileri teknolojilerin kullanildig1 otomatik analizorler araciligiyla ve
otomasyon sistemleri kullanilarak yapilmaktadir. TCA dongiisii enzimlerinin 6l¢iimii

icin su anda kullanilan teknikler pratik ve kolay ulagilir olmaktan uzaktir.

Calismamizda tiroit hormon bozuklugu, serbest Ts, serbest T4 ve TSH hormon seviyesi
gibi Graves ve Hasimato Tiroidi hastaliginin tani kriterleri arasinda Eser Element
Diizeylerinin ve Malat Dehidrojenaz, 1zositrat Dehidrojenaz, Glutamat Dehidrojenaz

Enzim akivite seviyelerinin rutin biyokimya parametreleri arasinda olmasini



hedeflemek, taniy1 hizlandirmada daha pratik, kolay ve yardimci bir unsur olabilecegi
on goriilmektedir. Boylece saglik ve tibbi alanda yeni ufuklar agilmasi agisindan 6nem

arz etmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Tiroit Bezi Anatomisi, Fizyolojisi ve Hiicresel Islevi

2.1.1 Tiroid hormonlarinin etki mekanizmasi

Tiroid hormunu endokrin sisteminin en biiyiik organidir. Tiroid dokusunun beyinden
sonra en fazla kanlanan doku oldugu bilinmektedir. Ilk kez Ernest Starling hormon
kelimesi kullanilmig ve kimyasal haberciler olarak tanimlanmistir. Hormun sézciigi
“‘uyarmak, harekete gecirmek’’ anlamlarina gelmektedir. Hormunlar organizmalarda
enerji iiretimi, tiiketimi, bilylime, gelisme, lireme, ve ayn1 zamanda bazi metabolik
olaylarin salgilanmasini ve viicudun saglikli olarak foksiyonlarini gerceklestirmelerini
saglayan kimyasal habercilerdir [1]. Tiroid hormonlar1 az miktarda salgilanmasina
karsin kuvvetli etklileri vardir.Bdylece hormonlar viicudumuzdaki salgi bezlerinden
salgilanarak kan yoluyla diger dokulara taginir ve tiim sistemler tizerinde etkilerini
gosterirler.Hormonlar endokrin sistemde dokular arasi haberlesmeyi saglayan
moekiillerdir.Ayrica hormonlar tasindiklar1 hiicreye nasil davranmasi gerektigini
bildirirler. Bu nedenle hormonlar bir tiir haberci olarak gorev yaparlar [2].

Tiroid bezi bir endokrin bezidir. Salgiladigr hormonlar sayesinde viicuttaki bir¢cok
fonksiyonu diizenler. Tiroid hormonlari organlarin gelismesinde, viicudun
bliylimesinde ve metabolizmanin enerji tiketimi gibi hemostatik denge
mekanizmalarinin kontroliinde ¢ok yonlii rol oynamaktadir [3]. Tiroit hormonlar
hipotalamusun 6n hipofiz lob lokasyonunda glikoprotein ailesinde bulunur ve amino
asit yapili hormonlardir. Adenohipofiz hormonu olan tiroit bezi tiroptropin salgilatici
hormun (TRH) sekresyonunu diizenleyen hormunlardir. Hipotalamik hormonlardan
arasinda yer alan tiroit hormonlar1 viicuda ait istihbaratin ¢ok 6nemli bir boliimiinii
olusturmaktadirlar [4].

Tiroid hormonlarmin salgiladig aktif Ts ve Ta hiicre membranini importinler olarak
bilinen bir grup aminoasitesliginde gecer boylece tiroid hormonlar1 hem nuklesu dis1
yapilarda ozellikle mitokondride reseptorleri hemde nukleusda tanimlanmis niikleer

reseptorlerde bulunmaktadir [5].



Tiroid hormonlari etki mekanizmasi genomik olmayan etki yolu ve genomik etki yolu
olarak ikiye ayrilir. Genomik olamayan etki yolu, mitokondriyi, plazma membranini,
sarkoplazmik retikulum, vaskiiler diiz kasin kontraktil elementlerini etkiler. Aym
zamanda Protein kinaz, cAMP ve fosfatidil gibi yollar1 kullanarak hiicre morfolojisini,
hiicre oksijenlenmesini, vaskiiler tanosu ve iyon dengesi bu yol iizerinden etklidir.
Genomik etki yolu ise daha ¢ok niikleer yapi islevlerinde etki mekanismasina sahiptir.
Boylece burada tiroid hormonuna yanitli maddelere (thyroid response element -TRE)

gore pozitif veya negatif feedback etki meydana gelir [6].

A

Sekil 2.1 : Tiroid bezinin yapisi ve islevi [4].
2.1.2 Tiroit bezi anatomisi ve hiicresel islevi
Tiroid bezi, trakeanin her iki yaninda loblar halinde bulunur. Bu loblar birbirine bir
koprii ile baglanir, bdylece her bir lob daha kii¢lik loblara bdliiniir, sirayla birden fazla

lobiil olur. Her lobiilde 20-40 folikiil bulunur [7]. Tiroid folikiiliiniin tiroid

hormonlarinin sentezinde, depolanmasinda ve salgilanmasinda rol oynadigi



bilinmektedir. Ek olarak, tiroid hormonlar1 amino asit tirozinin iyotlu tiirevleridir, bu
nedenle tiroid hormonlar1 biyolojik aktivite i¢in eser elementler iyot ve tiroglobulin
gerektirir [8]. Tiroglobulin, tirositlerin GER'sinde sentezlenen MA660 kDa'lik biiyiik
iyotlu ve glikozillenmis bir proteindir. Tiroglobulin, her biri potansiyel bir
iyodinasyon noktasina sahip -155 tirozin kalintis1 igeren iki alt birimden meydana
gelir.Tiroid folikiiler hiicrelerinden tiroksin ( 3,5,3,5’-I-tetra-iyototironin-T4)ve daha
az miktarda triiyototironin (3,5,3’-1-triiyototironin - Ts) olusur. Tirozin kolloid
seklinde tiroksin (Ta ), trityodotironin( Ts) olarak depolanmis halidir. Tiroid bezinden
ana iiretilen Ts4 hormunudur. Ts yeterli iyot alim1 varsa tliretimi saglanir boylece Ta
periferde T 3 cevrilir. Bununla birlikte Ts 3 kat daha fazla aktiviteye rolii vardir.
Ayrica dekarboksilasyon ve deiyodinasyon islemlerinden sonra iodotironamin ( T1 a)
ve Tironamin ( TOa) meydana gelir. Tiroid hormunun salgiladig: diger aktif hormon
parafolikiiler Chiicrlerinde kalsitonindir. Kalsitonin salgilanmasi kandaki kalsiyum

miktarinin azalmasinda ve artmasinda gorev alir [9].

TIROID MEDULLER C Hiicreleri Caleroniiil

Paratiroid Beziw PTH|

Paratiroid Bezi

Sekil 2.2 : Tiroit hormunu mekanizmasi [12].

Tiroid bezini uyaran ve diizenli olarak ¢alismasini saglayan hormona tyroid
stimulating hormone (TSH) nin kandaki seviyesi artigi takdirde bu hormun
hipotalamus iizerinde tyrotropin realising hormone ( TRH) hiicreleri durdurur ve
TRHnin salinmasint engeler dolayisiyla TRH hipofize gonderilmedigi takdirde
hipofizdeki TSH iireten hormanlarin etkisi azalir. Tirotropin ( TSH) glukoprotein yapili

, ave P subiinitlere ayrilir [10].

Ayrica arastirmalar tiroit hormonlarinin gestasyonel yasin 11-12. haftalarinda fetal
TSH uyarist ile tiroid hormunu sentez ve salgilanmasi bagladigi bilimsel verilerle

ispanlanmustir [11,12].



2.1.3 Tiroid hormonlarmnin fizyolojisi ve iyot mekanizmasi

Tiroksin ( T4) dort adet iyot atomu alan amino asitten olusur ve TSH 1n % 90 kismin1
olusturur. T4 molekiiliindekeki dort iyot ,toplam agirliginin %66 sin1 olustururken Ts
deki ii¢ iyot agirligin % 58 ,ini olusturmaktadir. Tiroglobulindeki tirozin rezidiileri
fenolik halkasi iyotlanarak MIT, DIT ve bunlarin baglanmasiyla Ts veTas olusur.
Boylece DIT+MIT—r Ts aktivitesi <1, MIT+DIT — T; aktivitesi >300, DIT+MIT—
Ta aktivitesi >100 olusur. Tiroksin tiroit hormunun dokudaki etkisinden sorumludur.
Triiyodotironin (T3) kimyasal molekiiler yap1 olarak tiroksine benzer, ancak molekiil
basmna bir iyot atomu daha azdir ve TSH'nin %]10'unu olusturdugu
bilinmektedir.Bununla birlikte %21den az etkisi bulunan Reverse T3 bulunur [13,14].
Tiroid hormonlarinin yapisinda diger bir dnemli rol oynayan iyot metabolizmasidir.
Tiroid fonksiyonlar1 ve norolojik gelisim i¢in iyodun yeterli miktarda alinmas1 gerekir.
Iyot viicudumuza yiyecek, sularala 1yodit veya iyodat formunda girer ve etki gdsterir
[15]. Diinya Saglik Orgiitii iyot alim1 ve yas ile ilgili degerlendirmlerinine gére giinliik
iyot alimi eriskin 150 pg,gebelik ve laktasyonda 200 pg, 1-6 yaslari arasinda 90 pg, 7-
12 yaslar1 arasinda 120 pg olarak belirtilmistir. Iyot alim1 giinliik 50 pg altina indiginde
tiroid bezi hipertrofiye ugrar ve guatr gelisir. Sonug olarak iyot eksikliginde T4 tin T3
e doniistimii, TSH diizeyi, T4/ T3 oran1 boylece MIT/DIT oranlar artis gostermektedir
[16].

Hicre Apikal Yizeylerinin agildigi MIT
iyof
T4 .
Sodyum-Iyot
Simporter
~ (SIS-NIS)

Follikiiler
Hiicre Bazal Yizey

Sekil 2.3 : Tiroit hormunu fizyolojisi ve iyot mekanizmasi ( 13).

Bunun yaninda agir1 iyot alimi, iyot tutulumu, organifikasyonu, hormon salinimi
evrelerini baskilar ve tiroid kan akimini azalmasina neden olur. Sonug olarak asir1 iyot
alimi TSH yiikselirve tiroid bezi biiyiir ve hipertirodi bununla beraber radyoiyot

tutulumu azaldiginda hipotiroidi gelisir. Iyotmekanizmasmin galisma prensibinde iig



ana havuzda toplandig1 ekstraselliller havuzve hormon havuzunda  iyot sabit
bulundugu tespit edilmistir. Tiroid havuzu 5000-10000 pg olarak bulurunur ve hergiin
60-80 pg iyot Ta / Ts tiretimi ve salgilanmasinda kullanilmaktadir [17].

2.2 Tiroid fonksiyon bozukluklar:

2.2.1 Hipotiroidi hastahk mekanizmasi, semptomlari ve tedavi yontemleri

Hipotiroidi hastalik belirtileri tiroid hormon depolar1 tamamen bosalinca ortaya ¢ikar
ve hasta lizerinde kalici etki birakabilir [14,15]. Tiroid hormunundaki foksiyon
bozuklugu devam ederse 6nce TSH yikselir ve subklinik hipotiroidi olarak
adlandirilan evre baglamis olur. Bundan sonrada T diiser ve hipotiroidi ikinci evresi
baslar. Bununlari takiben serum Ts diismesi ve TSH yiikselmesi hastaligin ilerdigini

hipotiroidin klinik olarak belirlenmesinde 6nemli rol alir [18].

Ayrica cocuklarda goriilen hipotiroidide bilylime hizi gerileyerek ciicelie neden
goriilmiistiir. Ancak subperiostal kemik biiylimesi devam ederek ve orantisiz olarak

kalinlagmis kemik olusumu meydana gelir [19].

Hipotiroidi fonksiyon bozukluklarinda kolesterol, fosfolipid ve trigliserid artiginin

karaciger yaglanmasina neden oldugu saptanmistir [20].

Yapilan caligmalarda hasta bulgularinda hipotirodizmde bazal metabolizmanin
yavaslamasi ,kalp hizinda yavaslama, soguya kars1 duyarlilik, uyku hali ve, soluk ten,
kilo arts1, deri ve sa¢ kurulugukabizlik ve hiperkolesterolemi,giicsiizliik,
,anemi,bradikardi,miks6dem,kas tonusunda azalma olur, mental etkinlikte azalma
jferlemenin azalmasi ,laringeal nedeniyle ses kalinlasir, plazma lipid diizeyi
yiikselimesi  gorilmektedir [21]. Hipotiroidide goriilen bazal metabolizma
yavaglamasi, diger tiroid hormonlarina bagimli olan metabolik aktivitelerin

yavaglamasina neden oldugu goriilmiistiir [22].

Hipotriodi hastalarinda ayirici taninin en 6nemli sorunu baslangi¢ yasina siiresine ve
siddetine gore olduk¢a degisiklik gostermesi ge¢ teshise neden olmaktadir [22,23].
Bundan dolay: oncelikle rutin biyokimya laboratorlarinda birincil hipotriodi yiiksek
serum tiroid uyarict hormon (TSH) ve serbest tiroksin (s T4) seviyelerinin 6l¢iilmesi
ayrici tan1 belirlenmeside gereklidir. Bu nedenle hem T4 hem de T3'ii en giiclii sekilde

baglayabilen TBG'dir, boylece T4 ve T3'lin proteine baglanmayan kismina Serbest



denir ve bunlar aktif hormon kisimlaridir. T4 ¢ok uzun siire serumda kalirken, T3 ¢ok

kisa siire bu formda kalabilme 6zelligi vardir [24].
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Sekil 2.4 : Tiroid uyarici hormon (TSH),T3 ve T4 mekanizmas [25].

Hasta serumlarinda TSH yiikselir ve sonra T4 diiser ve asikar hipotiroidi evresi baslar.
Bununla beraber serumda anti-tiroid peroksidaz (anti-TPQO) veya antitirilogbulin
(Anti- Tg) antikor pozitifligi saptanmasi hipotiroidin sebenin otoimmune hastalik
tiroidit olarak tani1 belirlenmesinde Onemli rol oynar. Hastalarin teshisinin
hipotiroidide saptanabilecek diger 6nemli laboratuar sirasiyla; CK (kreatinin kinaz)
yiikseklikleri, aspartat aminotransferaz (AST), total kolesterol (Tkol),laktik
dehidrogenaz (LDH), diisiik dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-kolesterol), C-
reaktif protein (CRP), yiiksek dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-kolesterol)

diistikliigii, hiponatremi, anemiye neden oldugu saptanmustir [26,27].

Tablo 2.1 : Hipotiroidi siniflandirmasi.

Hipotiroidi siniflandirmasi

Normal TSH 0.5- 4.0-4.5 mIU/L (gebelik haric)
Subklinik hipotiroidi TSH>4.0-4.5 mIU/L, sT4 normal
Asikar hipotiroidi TSH>10.0 mIU/L ve diisiik sT4

Bununla birlikte diizelme destriiksiyonun hizina ve siiresine bagli olarak hipotiroidi
hastalar1 9-12 ay kadar sonra bile TSH normalin {ist sinirina yakin bir 6tiroidizm
gelistirebildikleri goriilmiistiir [28]. Yapilan arastirmalarda erken tani ve dogru tedavi
destegiyle %80 -90 hastada tiroiddeki destriiksiyon diizelir ve iyilesme doneminde
tiroid fonskiyonlari normale dondiigii ve hastalara tiroid hormonu disardan
verildiginde 6nemli derecede iyilesme ve sikayetlerde azalma oldugu belirtilmistir

[29]. Tablo 1 de hipotiroidi hastalari siniflandirmast TSH>10.0 mIU/L tedavi edilmesi



gereken degerler belirtilmistir. Hasta degerleri 4.0-4.5>TSH> 10.0mIU/L. Ayrica
Gebe/gebelik planlayanlarin, ovulatuvar disfonksiyonu/infertilitesi olanlarin, tiroid
otoantikorlar1 pozitif olanlarin (Anti-TPO veya Anti-tg) ve TSH degerleri
ylukselenlerin kilavuzlara gore tedavi protokoliine dahil edilmesi uygun goriilmektedir.

[30].

TSH yiiksekligi serumda dogrulandiktan ve Ol¢iim yontemi ile ilgili sorun
olmadigindan emin olduktan sonra baslanmasi bir¢cok tani, tedavi ve takip

klavuzlarinda 6nerilmektedir [31].
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Sekil 2.5 : Hipotiroidi hiicresel mekanizmasi [32].

Hipotiroidi kesin tani belirlenmis hastalarin tedavisinde ilk segenek hormon
replasmani tedavisi olan oral Levotiroksin (L-Tiroksin) sodyum ilacidir [33]. Hormon
replasmani eksik veya yetersiz olan birseyi yerine koyma tedavisidir ve dozu hastanin
kilosuna gore ayarlanir. Burda amaglanan hedef serum TSH degerine ulasilana kadar
6-8 haftada bir TSH kontrolii yapilarak salgilanmasini diizenli olarak iiretimini
saglamaktir. TSH aktivite seviyesine ulasildiktan sonra 6-12 ayda bir TSH 6lglimii
yeterlidir, yas, koroner arter hastalif1 veya aritmi varlig1 gibi ¢esitli faktorlere bagh

olarak belirlenir [34].

2.2.2 Hipertiroidi hastalik mekanizmasi, Semptomlari ve tedavi yontemleri

Tirotoksikoz viicuttaki tiroid hormonu fazlalig1 anlamima gelir ve aslinda bu tanim
tiroid bezinden asirt hormon {iretimi olan durumlan ifade eder [35]. Tirotoksikoza

neden olusturan durumlar Tablo 3'te listelenmistir.

Yapilan caligma verileri tirotoksikoz meydana gelmesini bir¢ok metabolik sisteme
etki ettigini gostermektedir. En sik nedenleri arasinda  hipertiroidi nedenli

tirotoksikoz, hipertiroidi nedenli olmayan tirotoksikoz yer almaktadir [36].



Tirotoksikoz tanisinda hastanin tanisi belirlenmeden 6nce anamnez, klinik bulgular ve

laboratuvar bulgularimin birlikte degerlendirilmesi 6nemlidir [37].

Hastalarin tanisi1 koyulmadan 6nce en 6nemli sorunlardan bazilarinda hastalardaki
sikayetler 6zellikle yash hastalarda ¢ok belirgin olmamasindan kaynaklanmaktadir
[38]. Hastalara rutin saglik taramasi ve ameliyat oncesi degerlendirme gibi nedenlerle
yiiksek tiroid hormon diizeyleri Slgiilmesi hastalik ileri evrelere gelmeden tedavi
edilmesini miimkiin kilmaktadir [39]. Boylece tirotoksikoz siiphesi olan hastalarda
oncelikle asagidakiler uygulanmalidir; Temel testler serbest T4 (fT4), T3 ve TSH'dir
(T3"in toplam formunun tercih edilmesi Onerilir). TSH baskilanirsa (<0.5 mlU/ml),
ancak FT4 ve/veya T3 normal bulunursa bu duruma "subklinik hipertiroidizm®
meydana gelir.Berberinde TSH diisiik, T3 ve T4 hormonlar1 artmis ise hastada "asikar
(klinik) hipertiroidi" saptanmasini saglar. Genellikle, fT4 yiikselirse, T3 de yiikselme
oldugu izlenmektedir. Serbest T4 incelemesi etkinlik agisindan tercih edilecekse kesin

tan1 ve gerekli tedavi adimlarinin atilmasi i¢in 6nemli bilinmektedir [40].

Tablo 2.2: Tirotoksikozun klinik belirti ve bulgulari.

Belirtiler Bulgular

Sinirlilik Tasikardi veya atrial aritmi
Halsizlik Sistolik hipertansiyon
Gigstizlik Sicak, nemli cilt
Terlemede artig Canl1 bakii, kapak tertaksiyonu
Sicak intoleransi Tremor

Tremor Hiperrefleksi

Hiperaktivite Kas giigsiizligi

Carpiniti

Istah degisimi

Kilo degisimi

Yumusak digkilama

Menstriiel diizensilikler

Hasta muayenelerinde tiroid bezinin diffiiz biiylimesi, Graves hastalig1 veya sessiz
tiroidit, subakut tiroidit, hassasiyet, nodiiler guatr, ele gelen nodiiller, oftalmopati
varligi (canli bakis ve kapak retraksiyonu digindaki goz bulgulari) Graves lehine
alinmali ve gerekli tiroid fonksiyon testleri (FT4, T3 ve TSH) ) tirotoksikoz, tiroid
otoantikorlar1 (6ncelikle AntiTPO), niikleer tip tetkikleri ve tiroid ultrasonografisi
detayli incelemesi yapilmalidir. Boylece hastaliklarda ilag se¢imi, segilen ilagla tedavi

siiresi, hastayr kalic1 tedaviye yonlendirme, kalic1 tedavi i¢cin yontem sec¢imi gibi
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birgok faktor agisindan farkliliklar oldugu i¢in ayirici taninin zamaninda yapilmasi
onem arz etmektedir. Ek olarak tani netlesmeden,hastalik belirtileri tespit edilmeden

antitiroid ilaglara baslanmasi 6nerilmez [41].

Baslangicta hipertiroidili hastalarin iyot kisitlamasi ile takip edilmesi dnerilmektedir.
Ozellikle zayiflama amaciyla alinan iyotlu tuz, kabuklu deniz iiriinleri, iyot iceren
vitamin karisimlari, deniz yosunu tabletleri gibi {irlinler konusunda hasta uyarilmasi
gerekmektedir. Hastada tomografi ve koroner anjiyografi gerekiyorsa islem
miimkiinse ertelenmeli, gerekirse antitiroid dozu artirilarak hasta yakindan izlenmesi
uygun gorilmektedir. Ayrica yapilan arastirmalarda Graves hastalar1 sigaranin

oftalmopati riskini artirici etkisi oldugu saptanmustir [42].

2.2.3 Tiroid otoimmiinesi

Tiroid otoimmune mekanizmalar baslica en dnemlilerinde biri graves hastaliginin
dermopati, oftalmopati ve hipertiroidisinde, Hashimoto tiroiditinde, neonatal Graves
hastaliginda neonatal hipotirodinin bazi formlarinda, postpartum tiroidite ve agrisiz
subakut lenfosittik tiroditte etkili olmaktadir [43].

Otoimmune hastalik mekanizmalrinda makrofazlar yabanci madde veya neoplastik
hiicreleri alir ve sindiriler boylece hiicre ylizeylerinde MHC gen kompleksinin HLA-
DR alani tarafindan kodlanan sinif II proteinleri ile iligkili peptid fragmanlar meydana
gelir [44]. Bu kompleks yapiya CD4 yardimci T hiicresi tarafindan taninir ve IL-2 gibi
sitokinler salinmasiyla meydana gelir [45]. Meydana gelen sitokinler T hiicre
aktivasyoununu ve boliinmesini artirmariyla beraber Hashimoto tiroiditinde antitiroid
immun yanit tiroid antijenlerine 6zel yardimci T hiicre aktivasyonu baslamis olur [46].
Bu siireci baslattigina dair tam kanitlanmamus teoriler bulunmaktadir [47]. Yardimci
T hiicre uyarildiginda antikor sentezleyen B hiicreleri de uyarilir. Antikor varlig
bolgesel degisiklik gosterir. Ornegin, tiroid antikor varligi Amerikada genel
popiilasyonun %10 ,60 yas lizerinde ise %25 olarak bulunmaktadir. Antikor pozitif
postmenopozal kadinlarda subklinik hipotiroidi %10, asikar hipotiroidi ise %0.5
olarak saptanmaktadir [48].

2.2.4 Tiroid otoimmiinitesi genetik faktorler

Son yillarda yapilan galismalarda Hashimoto tiroiditi ve postpartum tiroiditinde HLA-
DR3, HLA-DR4 ve HLA-DRS genleri ile iligkili oldugu saptanmistir. Ancak

literatiirde etnik farkliliklar tanimlanmasi ile ilgili yeteri kadar giincel g¢alisma
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bulunmamaktadir. Bundan dolay1r Hashimoto tiroiditi ile ilgili genetik faktdrlerin
belirlenmesi ve buna uygun olarak takip ve tedavi metotlarinin gelistirlmesi ve literatiir

calismalarinin ilerlemesi i¢in yapilan her ¢alisma énem arz etmektedir [49].

2.2.5 Tiroid otoimmiinesi cevresel faktorler

Antikor pozitifligi sigara icenlerde i¢meyenlere gore daha sik bulunmaktadir.
Sigaradaki tiyosiyanat ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Diyet ile yeterli iyot alim1

olanlarda otoimmun tiroidit daha sik goriilmektedir [50].

2.2.6 Tiroid fonksiyon bozukluklar: kontrolii

TRH hipotalamusta sentezlenen bir tripeptiddir. Norotrasmitter olarak diger santral
sinir sistemi alanlarinda da bulunur. TSH Tiroid bezinde Gprotein-adenilsiklaz -cAMP
yolunu ve fosfolipaz C yolunun her ikisini de kullanarak fonksiyon gosterir [51].
Tiroid hormonu reseptorleri i¢in 2 gen bulunmaktadir: tiroid reseptdr a (TR o)
kromozom 17 de lokalize 6zellikle beyinde yogun olarak yer alir. Tiroid reseptor B
(TRP) karaciger dokusunda yogun olarak bulunur kromozom 3 de lokalize olarak
bulunur. Ayni zamanda kalp kasi (TRal, TRo2, TRB1, TRP) iki reseptor igerir,
boylece reseptorler DNA {izerinde 3 bolgeye baglanabilir; Ligandin baglandig:
aminoterminal kistm, DNA'nin baglandigi kisim, ligandin baglandig1 karboksiterminal
alan meydana gelir. Sonug olarak TRa2 ye T3 baglanmaz. Biitiin bunlar ek olarak
yapilan caligmalar tiroid hormon reseptorleri T3 olmadan da DNA’daki hormon
baglanma kismina TRE (hormone response element) baglanabilme 6zelligine sahip
oldugunu gostermektedir [50,51].

Tiroid hormonlarinin birgok molekiiler ve metabolik sistem {izerindeki etkileri T3
genomik etkisi, viicut ve sistemler iizerindeki etkileri saatler hatta giinler siirebildigi
izlenmektedir. Yapilan giincel c¢alismalar genomlarin aktivasyonu ile doku
biiylimesinde, 1s1 iiretiminde, beyin olgunlagsmasinda ve oksijen tiiketiminde etkin rol
oynadig1 gortiilmistiir. EK olarak tiroid reseptorleri B-adrenerjik reseptorleri arayarak
ve/veya Na-K-ATPase aktivitesini artirarak etki ettigi goriilmustiir [52].
Kardiyovaskiiler ve Sempatik sisteme ektkisi tiroid hormonlar1 kalbin diyastolik
tonusunu artirark sarkoplazmik retikulum Ca-ATPaz transkripsiyonunu artirarak etki
eder. Sepmatik sistem de kalp kasi, iskelet kas1, yag dokusu ve lenfositlerilerde -

adrenerjikreseptor sayisini artig saglayarak etkisini gosterir [53].
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Solunum sistemine etkisine respiratuvar merkezinin hipoksi ve hiperkapniye yanitini
diizenlenmesinde rol alir. Bununla birlikte hematopoetik sisteme, Gastrointestinal,
iskelet sistemi, Noromiiskiiler sisteme, Lipid ve karbomhidrat metabolizmasina etkisi
oldugu bilinmektedir. Endokrin sisteme etkiside bir¢ok hormonlarin ve farmakolojik
ajanlarin metabolik etkisini dongiisiinde hizlandirmasinda gorev aldigi bilinmektedir

[54].

2.3 Tiroidin otoimmiin hastaliklar:

2.3.1 Hashimoto tiroiditi otoimmiin hastalik mekanizmasi

Hashimoto tiroiditi (HT), baslangigta bir asirdan fazla bir siire 6nce tanimlanan ancak
hala tam olarak tanimlanamayan etyopatogenezi olan tiroid bezinin kronik bir
enflamasyonudur. [54,55]. Artik en yaygin otoimmiin hastalik en yaygin endokrin
bozukluk ve ayrica hipotiroidizmin en yaygin nedeni olarak kabul edilmektedir. Serum
tiroid antikor pozitifligi ve guatr ile karakterize yapili olmasi nadir vakalarda tiroidi
uyaran bloke eden antikorlarin aralikli varligyla hipotrioidi hipertriodiye doniistiirme
ozelligi oldugu saptanmistir. [56]. Hashimoto hastaliginin hem fizyolojik hemde
anatomik olarak sert ,simetrik.bombeli, agrisiz guatr belirtileri gosterir. Bununla
beraber antikor pozitifligi 6rnegin Anti-TPO %90 ve anti Tg pozitifligi %20-50
hastada goézlenir ve boyun ultrasond, sintigrafi iyot tutulumunu gostererek tanida
dogrulamakta yardimcidir [57].

Hashimoto tedavisinde en 6nemli basamak tiroid hormon replasmani , ilk 6 ayda
yerine koyma tedavisini TSH baskilama tedavisi ugulanarak biiyiimiis olan guatr bezi
kiiciilmesi saglanir.Hastalarda yapilan laboratuvar testlerinde serbest T3ve T4
yiiksektir. TSH ise diisiik veya uygunsuz olarak normal veya hafif yiiksek
gozlemlenebilir. Ayirict tanida tiroid peroksidaz (Anti TPO) ve Tiroglobiilin (Anti-
Tg) serumda seviyeleri yiikseklik goriiliir [58].

Giliniimiizde en yaygin otoimmiin hastalik olarak kabul edilen Hashimoto tiroiditi
(HT), yiizy1l1 agkin bir siire 6nce agirlikli olarak kadinlar etkileyen belirgin bir lenfoid
guatr olarak tanimlaniyordu. Bu klasik forma ek olarak, birkag bagka klinikopatolojik
antite artik HT terimi altina dahil edilmistir: fibréz varyant, IgG4 ile iliskili varyant,
jivenil form, Hashitoksikoz ve agrisiz tiroidit (sporadik veya dogum sonrasi). Tiim
formlar, patolojik olarak, her varyantta spesifik 6zellikler taninabilmesine ragmen,

tiroid folikiilleri arasindaki interstisyumda bagsta lenfositler olmak iizere hematopoietik
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mononiikleer hiicrelerin infiltrasyonu ile karakterize edilmektedir [57,58]. Tiroid
hiicreleri atrofiye ugrar veya Hiirthle hiicresi adi verilen mitokondri agisindan zengin
daha cesur bir folikiiler hiicre tipine doniisiir. Cogu HT formu sonugcta hipotiroidizme
dontisiir, ancak sunum sirasinda hastalar 6tiroid ve hatta hipertiroid olabilir. HT tanisi,
uygun klinik 6zelliklere sahip bir hastada tiroid antijenlerine (baglica tiroperoksidaz
ve tiroglobulin) kars1 dolagan antikorlarin ve tiroid sonograminda azalmig ekojenitenin
gosterilmesine dayanir. Tedavi semptomatik kalir ve gerektiginde hipotiroidizmi
diizeltmek icin sentetik tiroid hormonlarinin verilmesine dayanir. Guatr, ¢evredeki
servikal yapilarda belirgin bir kompresyona neden olacak kadar biiytlik oldugunda veya
tiroid bezinin baz1 bolgeleri, sitolojisi iyi huylu olarak tespit edilemeyen bir nodiiliin
ozelliklerini taklit ettiginde cerrahi yapilir. HT, 6nleme veya yeni tedavi bigimlerini
bekleyen, patogenezi bilinmeyen karmasik ve siirekli genisleyen bir hastalik olmaya

devam etmektedir [59].

2.3.2 Graves hastaligi otoimmiin hastalik mekanizmasi

En sik rastlanan tirotoksikoz nedenlerinden meydana gelen tiroit otoimmune
hastaliklarindandir. Yapilan arastirmalar sonucunda %60-90 tiim tirotoksikozlularini
timiinii olusturur. Dolasimda bunulan otoantikorlardan kaynaklanan hipertiroidi
bulgular1 ortaya cikar. Tiroid hormonlarin1 uyaran immunoglobiilinler tirotiropin

reseptorlerine baglanarak aktive ettigi bilinmektedir [60].

2.3.3 Tiroit otoantikorlar

Giincel yaklagimlar sonucunda, otoimmiin tiroid hastaliklarinin kesin tanisim
belirlemede Anti-TPO ve Anti-Tg Tiroid fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde
sadece tiroid otoantikorlarinin rutin Sl¢limii bagh kalinarak kesin tanmi belirlemede
onerilmemektedir. TSH hormon seviyesinin yiiksekligi ve kronik otoimmiin tiroiditten
stipheleniliyorsa serum anti-TPO ve anti-Tg diizeylerinin Olgiilmesi kesin taniyi
belirlemede onemli bir kismini olusturmaktadir. Boylece Anti-TPO ve anti-Tg,
Hashimoto tiroiditinde %95-100 pozitif ve Basedow-Graves Hastaliginda %60-90
pozitiftir sonucu kesin taninin dogrulanmasini saglamaktadir [61]. Yapilan bazi
caligmalarda normal popiilasyonda ve otoimmiin olmayan tiroid hastaliklarinda da
diisiik titrede bulunabilecegi ihtimalide oldugu saptanmistir. Béylece Otoimmiin tiroid
hastalig1 ve anti-TPO pozitifligi olan hastalarin hemen hepsinde anti-Tg seviyelerinin

yiiksek olacagindan bu antikorun taniya ana tani parametresi olarak degerlendirlmesi

14



Onerilmez. Ayrica tiroid kanseri takibinde tiroglobulin takibi ile Anti-Tg istenmesi
onem arz eder. Ciinki tekrarlayan diisiikleri olan ve dogurganlik beklentisi olan
kadinlarda anti-TPO yiiksek saptnamasi 6nemli bir belirte¢ adayr oldugunuda
gostermektedir [62].

2.3.4 Malat dehidrojenaz ( MDH)

Malat Dehidrojenaz, MDH, (L-Malate: NAD oksidoreduktaz) 1910 yilinda Thunberg,
Batelli ve Stern tarafindan kesfedilmistir. Enzim hayvanlarda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunur. Sitrik Asit dongiisiiniin bir bileseni olarak biiyiik
miktarda mitokondri ve sarkozomda bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerde, malat
dehidrojenaz 2 izoforma sahiptir. MDH1 ve MDH2. MDH1 sitosoliktir ve ATP
olusumunda kullanilmak iizere malati mitokondriye tagiyan malat-aspartat mekigine
katilirken, MDH2 bir mitokondriyal enzimdir ve sitrik asit dongiisiiniin bir parcasidir
[63].

Malat dehidrojenaz (MDH) enzimi mitokondride enerji eldesinde kullanilan Krebs
dongiisii enzimlerindendir. Krebs dongiisii enerji liretiminin merkezi olmasi sebebiyle
hiicre homeostazinin korunmasinda énemli bir role sahiptir. Buna dayanarak, Krebs
dongiisiiniin  kusurlarinin kanserden, norolojik ve metabolik bozukluklara kadar
degisen cesitli patolojilere neden oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda invazif
yontemlerle teshis konulan hastaliklarda alternatif biyobelirte¢ yaklasimlarinin
gelistirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir [64].

MDH aktivitesi, Alzheimer hastalig1 gibi bazi nérodejeneratif hastaliklarda artar ve

serumdaki anormal MDH aktivitesi, ciddi karaciger hasari i¢in (6rn. Hepatoseliiler
karsinom) teshis araci olarak kullanilabilir [65].
MDH'nin, mitokondri ve sitoplazmada sirasiyla %10 ve %90 oraninda lokalize oldugu
gosterilmigtir [66]. Genellikle, serumda bulunan enzim aktivitesi, ekstramitokondri
formudur, ancak ciddi hiicresel hasarda, mitokondriyal form serumda da tespit
edilebilir. ALT gibi, MDH de doku hasarini gosteren serum i¢ine salinan periportal bir
enzimdir [67].

2.3.5 izositrat dehidrojenaz ( IDH)

[zositrat dehidrojenaz enzim aktivitesindeki degisikliklerin basta karaciger hasari
olmak tizere beyin glioma tiimorlerinin tan1 ve takibinde kullanilan ¢ok yiiksek

spesifite ve sensitiviteye sahip bir parametre oldugu bilinmektedir. Rutin biyokimya
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laboratuvarlarinda izositrat dehidrojenaz enzim aktivitesi dl¢limiinii miimkiin kilan
pratik bir yontem bulunmamaktadir. Enzim aktivitesinin 6l¢iimiiniin mevcut
yontemlerle miimkiin olmayisi, ulasilabilir ve kolay uygulanabilir bir metot
gelistirilmesini 6nemli kilmaktadir [68]. On ¢alismalarimizda ¢ok iyi sonuglar
aldigimiz IDH enzim aktivite 6l¢lim kiti ¢esitli malignitelerin ve karaciger parankim
harabiyeti ile seyreden hastaliklarin teshisinde ve tedavi izleminde kullanima uygun
hale getirilecektir. Ozellikle karaciger parankim hasarinda rutin biyokimya
laboratuvarlarinda kullanilan parametrelere (AST, ALT, GGT) gore daha giivenilir
olduguna dair literatiir ve kitabi bilgiler bulunmaktadir [69].

Izositrat dehidrojenaz (IDH), dkaryotik organizmalarda izositratin alfa-ketoglutarata
dekarboksilasyonunu gergeklestiren enzimdir. Insanda IDH 1,2 ve 3 olmak iizere 3
farkli IDH enzimi tanimlanmistir. IDH 1 ve 2 NADP+- bagiml iken IDH3 NAD+-
bagimli olup mitokondriyal kokenli allosterik bir enzimdir ve trikarboksilik asit
dongiistiniin diizenlenmesinde anahtar rol alir [70].

Izositrat dehidrogenaz (IDH) enzimi hem mitokondri hem de sitoplazmada bulunan a-
ketoglutarat olusturmak tizere izositratin oksidatif dekarboksilasyonunu katalize eden
bir enzimdir. Mitokondriyel olan izoformu TCA dongiisiiniin bir pargasi olarak enerji
metabolizmasinin ana elemanlarindan birini olusturur [71]. NADP kullanan
sitoplazmik izoformu ise glutamin metabolizmasi, lipogenez ve hiicresel redoks
durumunun diizenlenmesi dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel metabolik fonksiyonlarda
rol oynar [72]. Bu enzimin fonksiyonunda meydana gelecek degisikliklerin basta
gliomalar olmak tizere. Akut myeloid 16semi, kolanjiokarsinoma, kartilojenik tiimorler
gibi bir¢ok kanser tiirliniin baslangicinda rol oynadig1 disiiniilmektedir [73]. IDH-2
enziminin aktivitesinde degisikliklerin tespiti meme kanseri hastalarinda biyobelirte¢
olarak kullanilabilecegi ve sitotoksik ilag tedavisinin etkinligini belirlemek ve hasta
serum numunelerinde kemoterapi ilag yanitini izleme amaciyla kullanilabilecegini

Oneren ¢alismalar bildirilmistir [74].

2.3.6 Glutamat dehidrojenaz ( GLDH)

Glutamat Dehidrojenaz TCA dongiisiine, niikleotit ve yag asidi biyosentezine ve
kanser hiicrelerinde redoks dengeside rol alan enzimdir. Glutamat Dehidrojenaz
enzimi glutamati a-ketoglutarata (o« - KG) donusturerek TCA dongusunde
kullanilmasimi saglar [75]. Onkogenik yolaklarin aktivasyonu ve tiimor olusumu,

dokuya bagimli glutamin metabolizmasi tarafindan diizenlenir.
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Glutamin metabolizmasinin diizenlenmesi ve takibi kanser tani ve tedavisinde
kombine olarak kullanilabilir. Glutamin; sentezlenebilir, esansiyel, amino gruplarinin
plazmada tasinmasinda rol oynar, biiylime hormonu seviyesini arttirir, ozellikle
bagirsak mukozasi hiicreleri bagimlidir, pH dengesi i¢in bobrek tarafindan kullanilir,
ayrilmasi halinde kanser hiicrelerinin 6lmesine neden olur (oncotarget) [76]. Yapilan
arastirmalar glutamin metabolizmasinin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini saglayan
onemli bir metabolik fenotip oldugunu gostermektedir. Bunun nedeni GDH ATP
uretimi ve makromiilekuler sentezi icin ATP ve {iriin iiretmesidir. Ayrica, glutamin
metabolik yolunda, kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki etkilesim
mevcuttur [77]. GDH aktivitesi, tiroid kanserleri tiplerinde farkliliklar gostermistir,
ancak, bu konuda cok fazla aragtirma yapilmasi gerekiyor. Arastirmalar GDH
matabolik aktivitesinin tiroid kanseri alt tiplerinde yiiksek ekspresyon, hemde yiiksek
metabolic aktivite gostermektedir [78]. Arastirmalar GDH matabolik aktivitesinin
tiroid kanseri alt tiplerinde yliksek ekspresyon, hemde yiiksek metabolic aktivite
gostermektedir.

Tiroid hormonlari hiicrelerin biiylimesi, homeostazisi, farklilasmasi ve metabolizmasi
lizerine genomik ve genom dis1 etkileri olan 6nemli hormonlardir [79]. Tiroid
hormonlari hem fetal hem postnatal donemde normal beyin gelisiminin ve

fonksiyonlariin saglanmasinda rol alir [80].
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Sekil 2.6 : Trikarboksilik asit sikliisii

TCA dongiisiiniin kontrol enzimlerinden meydana gelecek bir inhibisyon tiim TCA
dongiisiinii ve dolayisiyla da mitokondriyel ATP iiretiminin durmasina neden olacaktir
[75]. Enzimleri kodlayan gende gerceklesecek biallelik bir mutasyonun, tek yonlii
calisan bir enzim olmasi sebebiyle, enzim iizerinde neomorfik aktivite degisikligi
yaparak hiicrede karsinojenez gelistirmesinden enzimlerinin inhibe ederek hiicreyi

apoptoza siiriikleyecegi diisiiniilmektedir [81].

2.4 Tiroid hastaliklari ile eser elemet iliskisi

Organizma organik ve inorganik maddelerden meydana gelmektedir. Yapilan birgok
calismada insan viicudunda ¢ok diisiik miktarlarda bulunan eser elementler inorganik
maddeler arasinda yer alidigi desteklemektedir. Calismalarda eser elementlerin
biyolojik sistemlerde enzim bilesenleri veya hiicre i¢cinde gerceklesen kimyasal
reaksiyonlarda katalizor gorevi gordiigiinii desteklemistir. Bu nedenle bir¢ok
elementin yetersiz seviyede veya asir1 seviyede alinmasi bir¢ok hastalikga neden

olabilecegi saptanmustir [82].
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Eser elementler hem insan hem de bir¢ok fizyolojik mekanizmada &nemli rol
oynamkatadir. Tiroit hormonlar1 {izerinde eser elementler etkilidir. Ayrica yapilan
arastirmalarda eser element konsantrasyonun tiroid hormunu dokularinda yiiksek
seviylerde oldugu gozlemlenmistir. Bakir, ¢inko eser elementlerinin trioid
hormonlarinin metabolismasi lizerinde etkileri vardir [83].

Demirden sonra insan viicudunda en ¢ok bulunan ikinci eser element ¢inkodur. Canli
organizmalarda bilinen 300’den fazla enzimin kofaktoriidiir [84].Cinko, karbonhidrat,
protein, lipid ve niikleik asit metabolizmasi, hem sentezi, gen ekspresyonu, lireme ve
embriyogeneziste gorev alan, biyolojik membalarin ve iyon kanallarinin stabilitesini
ve biitiinliiglinli koruyan, tiim organlar, dokular ve viicut sivilarinda bulunan biyolojik
bir eser elementtir [85].Metabolizmanin diizenli ¢alismadi ve gelismesinde ana
asamalar olan lireme sagliginda, gelisme, biiyiime ve hatta hiicreler aras1 iletisimde
vazgecilmez bir unsur olan ¢inko eser elementinin eksikligi, yaralarin ge¢ iyilesmesine
kadar bir¢ok sorunu da beraberinde getirdgi klinik bulgularla desteklenmistir [86].
Oncelikle merkezi sinir sistemi olmak iizere insan gelisimi i¢in gerekli olan ana
element olan gier eser element bakirin hem fazlaligi hem de eksikligi organizmay1
olumsuz etkileyebilmektedir [87].

Eser element metabolizmasinda bilinen en iyi etkilesim ¢inko ve bakir arasindaki
antagonistik etkidir. Antagonizm bir elementin bagka bir besin elementinin emilimi
tizerine olumsuz etki yapmasi olarak tanimlanmaktadir [88]. Bu yiizden hastaliklarin

teshisinde bu iki eser elementin beraber degerlendirilmesi 6nem arzetmektedir [89].

2.4.1 Tiroid foksiyon bozukluklar: ve ¢inko eser element iliskisi

Viicut i¢in gerekli olan ve ana eser element olan ¢inko, canliligin ¢ogalmasinda,
canlilifin artmasinda, genetik dnemi ve bagisiklik fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde
onemli rolii olan bir element olma 6zelligine sahiptir [90]. Cinko organizmada esasiyle
bir elementtir ve giinliik olarak saglik i¢in belirli bir sagligin devamliligina sahip
olmamiz igin gereklidir [91]. Temel elementlerden biri olan demir'den sonra insanlarda
ikinci element olarak 6nemli bir yere sahiptir. Cinkonun 65.38 g/mol atom agirligina
ve +2 degerlik degerine sahiptir [90,91].

Bir yetiskinin ideal viicut agirhigina gore dokularda, organlarda ve sivilarda ¢inko
diizeyi toplamda 1.4-2.3 g olarak bulunur. Calismalar eriskin saglikli bireylerde 1-2
mg olan Zn+2 degerinin biiyiik bir kisminin pankreasta bulundugunu desteklemektedir

[92]. Pankreas, prostat ve epitel dokularinin yani sira goziin sag, retina ve koroid kismi,
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meni, beyinde noronlarda nérotransmitter (%10-16), bobrek, kemik (%20-30), ¢izgili
kas (60) %), meni ve karaciger. Ancak sa¢ dokularindaki Zn'nin metabolik
fonksiyonlara katilmadigir gozlemlenmistir [93]. Saglikli eriskinlerde giinliik Zn
ihtiyact 12-15 mg olarak belirlenmistir. Erigkinlerin serumunda 60-100 pg/dL olarak
bulundugu goézlenmistir. Cinko elementinin 6zellikle et ve siit tirlinleri, tahillar ve
deniz tirinlerinde bulundugu tespit edilmistir [94].

Cinko besinler yoluyla viicudumuza girer, oniki parmak bagirsagindan %15-30
oraninda emilerek aktivite gosterir. Yaklasik %70'inin fegesle, az bir miktarinin ise
safra ve idrarla atildig1 bilinmektedir. Erigkinlerde 10-15 mg/giin alinan normal ¢inko
diizeyinin karsilastirilmasinda idrarla atilan ¢inko miktar1 0,3-0,6 pg/giin olarak
bulunmustur [95]. Ayrica yapilan ¢alismalarda terle atilan ¢inko miktarinin idrarla
atilan miktarla aym diizeyde oldugu goézlemlenmistir. Ayrica ¢inko
metabolizmasindan sorumlu ana organlar karaciger ve karaciger enzimleridir [96].
Bir¢ok calismada ¢inkonun enzimlerde aktif bolgeye sikica bagl oldugu ve katalitik
bolgelerde 6nemli bir anahtar oldugu bulgulariyla belirlenmistir. Ayrica c¢inko
molekiiler zar ve kanallarda stabilite saglar ve biitiinliiglin olugsmasinda 6nemli rol
oynar. Ancak plazmada %30-40"1 a-makroglobuline sikica bagl olarak taginir. Zn'nin
%60-70'inin albiimine gevsek bir sekilde baglandigi gdézlemlenmistir. Normal
eriskinlerde ¢inko eritrositlerde %75-88, plazmada %12-22 ve 1okositlerde %3 olarak
bulunur. Ayrica serumdaki ¢inko konsantrasyon seviyesi, plazma seviyesinden % daha
yuksektir. %16 oraninda daha yiliksek olmasinin nedeninin hemoliz, pihtilasma
sirasinda trombosit hiicrelerinin parcalanmasi ve plazmada biraz daha fazla seyrelme
nedeniyle oldugu bilinmektedir [97]. Son zamanlarda yapilan bazi g¢aligmalarda
cinkonun protein redoks aktivitesi olmadigi i¢in saglam/dayanikliliga baglhdir.
Cinkoya benzer molekiiler etki gosteren demir ve bakir elementleri disinda ¢inkonun
canlilarda sadece +2 valansta bulundugu igin indirgenme veya oksidasyona
ugramadig1 arastirmalarla desteklenmistir [98].

Yapilan gilincel calismalara gore ¢inkonun birgok metabolik aktivitede Onemli
asamalarinda rol oynadig1 saptanmustir. Ozellikle karbonhidratlar lipidler, proteinlerin
sentezi ve metabolizmasinin yani sira niikleik asit sentezi, gen ekspresyonu,
embriyogenez, lireme, sistemi ve gibi hayati fonksiyonlarda 6nemli etki ettigi tespit
edilmistir [99]. Yapilan diger caligmalarda Karbonhidratlarin ana molekiiler yapisinda
¢inkonun tespit edilmis sonraki diger ¢calismalar enzim 1940 yilinda en az 200 enzimin

cinko icerdigini saptanmistir.Cinkoelemntibin eksikliginde enzimlerin fonksiyonel
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bozukluklarinin oldugu gosterilmistir [100]. Calismalarda ¢inko elementinin 300'den
fazla enzimin 6nemli molekiiler yapisal ana pargasi oldugu alkalin fosfataz alkol
dehidrojenaz, DNA, RNA polimeraz polimeraz, siiperoksit dismutaz, glutamik,
karboksipeptidaz AB, aldolaz, amilaz, laktik ve mailk dehidrojenaz gibi transkripsiyon
faktorlerinde de bulunur, proteinaz ve fosfolipaz Onemli rol aldig1 bulgularla
desteklenmistir [101]. Ayrica eritrositlerdeki karbonik anhidraz enzimi ¢inkodan

zengin oldugu i¢in plazmadaki ¢inko miktarindan 10 kat fazladir saptanmustir [102].

2.4.2 Tiroid foksiyon bozukluklar: ve bakir eser element iliskisi

Birgok protein i¢in kofaktor olan bakirin insan metabolizmasinda absorbsiyonu
duodenum ve mideden saglanir. Bakir plazmada %90-95 olarak a2-globuline bagl
seruloplazmin seklinde bulunmaktadir. Aminoasit histidin ve albiimine bagli olarak
karacigere ulasir. Serumda serbest bakir 10-15 pg/dL; total bakir yetiskinlerde 65-140
pg/dL olarak bulunur. Eriskin bir bireyde giinliikk Cu alim miktar1 2-5 mg diizeyindedir.
Bakirin %32’lik kism1 olan 0.6-1,6 mg kadar1 absorbe edilirken, 0.5-1,3 mg kismi
safrayla atilmaktadir. 0.1-0.3 mg barsaklara gecisi direkt saglanirken, ¢ok az miktari
(0.01-0.1 mg) idrar yoluyla ve eser miktarda terle atilim gergeklestirdigi bilinmektedir
[103].

Yapilan bir¢ok giincel ¢alismada bakir elementinin ¢ok sayida proteinin kofaktorii
oldugu ve insan metabolizmasinda mide duodenum emilimi tarafindan saglandigi
tespit edilmistir. Ayrica bakir, molekiiler yapisinda a2-globuline bagl seruloplazmin
olarak plazmada %90-95 olarak bulundugu bilinmektedir. Bakir elementi aktivitesini
histidin ve albiimin amino asitlerine baglanarak karacigere ulasir ve foksiyonlarinin
karacigerde gosterir [104].Plazmada serbest bakir 10-15 pg/dL; toplam bakir miktari
saglikli bireylerde 65-140 pg/dL olarak bulugu bilinmektedir. Normal saglikli bir
kisilerde giinlik Cu alim miktar1 2-5 mg olarak belirlenmistir. Bununla beraber
ortalama olarak %32 olan bakirin 0.6-1.6 mg" emilirken, 0.5-1.3 mg" safra kesesi
yoluyla vucutda atilimi saglanir. Cu 0.1-0.3 mg'in direk olarak bagirsaklara gegtigi,
cok kiiclik birkisminin (0.01-0.1 mg) ise idrar ve eser miktarda ter yoluyla viicuda
tahliye edilir [105].

Bir¢ok ¢alismada Cu elemntinin viicuda hemen hemen tiim dokularda lokalize ettigi
bilinmektedir. Normal saglikli bireylerde ortalama olarak toplam 80 mg bulundugu
tespit edilmistir. Buna ek olarak bakirin 8 mg’1 karacigerde bulundugu ve 6nemli

oranda rol aldig1 saptanmistir. Viicudumuzdaki bir¢ok organda, metabolik aktivite ve
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molekiiler yapilarinda denli rol alir. Ozellikle bobrekteki ,beyin, kalp bakir miktarlari,
kemik ve kastaki bakir seviyelerine gore daha yiiksek diizeyde oldugu tespit
edikmistir.Ayn1 zamanda viicuttaki kitle oraninda kemik ve kas yiiksek miktarda

oldugu i¢in viicudun %50 bakirin igerdigi bilinmektedir [106].

2.4.3 Enzim aktivitesi ol¢iimii

Enzim aktivitesinin 6l¢iimii substratin fizikokimyasal 6zelliklerini tirlinlinkilere gore
Olctilebilir bir sekilde ayirt edebilmesi etrafinda tasarlanir [84]. Bir enzimin aktivitesi
Ol¢iilmek istendigi takdirde reaksiyona giren substrat konsantrasyonunun azalmasi,
reaksiyon sonucu olusan {iriin konsantasyonun artisi veya reaksiyon sirasinda tiiketilen

koenzim veya kofaktdr konsantrasyonunun azalmasindan yararlanilir.

ENZIM

€ ¥

Koenzim

SUBSTRAT . corier URUN

' AZALIR AZALIR‘ ARTAR ﬁ

Sekil 2.7 : Reaksiyon sirasinda artan ve azalan bilesenler.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Yontem

3.1.1 Calisma yeri ve zamani

Tez ¢alismas1 Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi
blinyesinde 12.11.2019-21.05.2021 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistir. Bezmialem
Vakif Universitesi Rektorliigii Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan 12/07/2019 ve 11773 sayil1 belge ile onaylanmistir

Bezmialem Vakif Universitesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari
Poliklinigi’ne basvuran hipertiroidi, hipotiroidi, Graves ve Hashimoto hastalik kesin
tan1 kriterleri ile uyumlu ve tanisi olan hasta serumlariyla yapilan g¢alismalarin
neticesinde elde edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen bulgular Bezmialem Vakif
Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tibbi Biyokimya rutin
laboratuvarinda otomatize klinik kimya analizoriinde kullanilarak bulgular
saptanmistir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan deneysel calismalar Bezmialem Vakif Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal1 Arastirma Laboratuvari, Bezmialem Vakif
Universitesi Arastirma Merkezi ve Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve
Uygulama Merkezi Rutin Biyokimya Laboratuvari’nda 12.11.2019-21.05.2021
tarihleri arasinda yapilmistir.Yapilan c¢alisma, 09.2019/19 tarihli 5224 sayili
Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi ve 12/07/2019
ve 11773 sayih Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu izni alindikdan sonra ¢alismaya baglanilmistir. Hastanemiz
biinyesinde ¢aligmalarini siirdiiren rutin biyokimya laboratuvarina tez ¢aligsmasi igin
yetkili olan Endokrinoji hekimi tarafindan kan alma birimine yonlendirilen aday
hastalardan gelen ve istenen testler galisilip sonucu verildikten sonra atilacak serum

ornekleri kullanilarak ¢alisma sonuglandirilmistir.
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3.1.2 Arastirma evreleri ve hasta populasyonu se¢imi

3.1.2.1 Numune dahil edilme kriterleri

Bu tez c¢alismasi etik kurul karariyla belirlenen kriterler dogrultusunda ii¢ grup
arasinda gercgeklestirilmistir.

e 50 Erkek ve 50 bayandan olusan saglikli grup

e 29 Erkek ve 25 bayandan olusan T3, T4 ve TSH hormon seviyesine gore

Hipertiroidizm (Graves hastalig1) tanisi olan hastalar
e . 25 Erkek ve 27 bayandan olusan T3, T4 ve TSH hormon seviyesine gore
Hipotiroidizm (Hasimoto hastalig1) tanis1 olan hastalar

20-65 yas arasinda; 29 erkek, 25 kadin toplam 54 Graves hastas1 ve29 erkek, 25 kadin
toplam 54 Hashimoto hastas1 ile 50 erkek, 50 kadindan olusan 6tiroidik saglikli
gruplar arasinda ¢alisma yapilmustir. Ilk tan1 ve daha dnce tiroid veya herhangi bir
hormon tedavisi almamis olan hasta numuneleri ile ¢alisilmistir. Kanser, hepatit,
diyabet , hipertansiyon gibi kronik hastalik tanilar1 ve gebe olan hastalar calismaya
dahil edilmemistir.
Calismada Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 poliklinigine basvuran hastalar arasindan
yeni kesin tani almis yiiksek T3,T4 ve TSH parametreleri olan, klinisyene sonug
verildikten sonra tibbi atik olarak imha edilecek hasta numuneleri kullanilmustir.
Okumalar Abbott Architect Auto-Analyser ¢8000 ile ¢alisiimistir. Bu sonuglara gore
hipertiroidi olmak tizere iki farkli hasta grubu olusturulmasi planlanmigtir. Serbest T3,
T4 veTSH hormon diizeyleri referans araliginda olan ila¢ kullanmayan, kanser,
tansiyon, diyabet gibi hastaliklar1 olmayan saglikli eriskin bireylerin 6rneklerinden
otiroid kontrol grubu olusturulmustur. Ayrica her iki grubun 6rneklerinden Anti tiroid
peroksidaz  (Anti-TPO), anti tiroglobulin  (Anti-Tg), Tiroid Stimulating
Immunuglonulin (TSI), aspartate aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz
(ALT), Laktat dehidrogenaz (LDH), kreatin kinaz (CK), Zn, Cu, malat dehidrogenaz
(MDH), izositrat dehidrogenaz (IDH) ve glutamat dehidrogenaz (GLDH)
parametrelerinin diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Proje icin gerekli olan etik kurul ve hastane
izni alinmustir.
Cinko-bakir, IDH, MDH ve GLDH parametreleri ve standartlar1 i¢in Mega Tip Rel
Assay Diagnostic tam otomatize olglim kitleri tercih edilmistir. Cinko miktart,

otomatize klinik kimya analizoriinde kolorimetrik 6l¢iimle 548 nm’de hesaplanma
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sonuglandirma ¢alismasi yapilmistir. Ayrica 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N-nprofil-
N-3-sulfoprofilamino) fenol (5 BrPAPS), ¢inkonun selatorii olup, kirmizi-menekse
renk olusumun oldugu izlenmistir. Hasta grubundaki ¢inko olgiimlerinden Once,
otoanalizore kalibrator, konsantrasyon ve kontrol standartlar1 sisteme uygun olan ve
tez ¢aligmasi kriterlerini desteklerek tanimlanmasi yapilmistir

Bakir elemen diizeyi, kolorimetrik yontemle otoanalizérde dlglimleri saglanmaktadir.
Bununla beraber ¢inko elemnti gibi bakirin da selatorii 4-(3,5-Dibromo-2piridilazo)-
N-etil-N-(3-sulfoprofil)anilin (3,5-DiBr-PAESA) olup, 572 nm’de mavi rengini
olustugu izlenmistir. Serumda veya plazmadaki bakir diizeyinin 6lgiimiinden 6nce
bakir kiti i¢in kalibrator ve kontrol standartlar1 sisteme uygun olan ve tez galigmasi
kriterlerini desteklerek tanimlanmasi yapilmistir.

Ek olarak onemli karaciger enzimleri belirtecleri olan ALT, AST, CK ve LDH
aktivite olgiimleri Abbott Architect kitleri ile dlgtimleri saglanmistir. Otoimmiinite
belirte¢ antikorlart olan Anti TPO, Anti Tg antikor 6l¢iimler immiinotiirbidometrik
yontemle oto-analizor yapilan dl¢limlerle tespit edilmistir.

MDH enzim aktivitesi 6l¢limii i¢in abcam marka (ref no: ab 183305) ve GLDH enzim

aktivite 6l¢timii Sigma-Aldrich marka (ref no:MAKO099-1KT) ticari kiti ile yapilmistir.

3.1.2.2 Numune dislama kriterleri

Bu tez caligmasinda etik kurulun belirletigi kabul ve diglama kriterlerine uyumlu
olarak norolojik, akut anemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger, romatoid artrit, ,
bobrek, Diabetik hastaligi gibi herhangi bir hastalik sebebiyle ila¢ kullanimi olan
hastalar calisma diglama kriterleri olarak kabul edilmistir.Ek olarak hepatit ve tansiyon
tanisi, kanser ya da kanser 0ykiisii olan, bulunan bireyler ile, , antipsikotik, insiilin ve
antioksidan, serum lipit diisiiriicii ila¢ kullananlar ¢aligmaya dahil edilmemistir. Ayrica
Gebe bireyler veya gebelik siiphesi olan ve gestasyonel diyabet dykiisii olan bayanlar
ve ayrica yas araligima uygun olmayanlar, ¢ocuk ve bebekler calismada dislama

kriterlerine yer almistir.

3.1.3 Calismada numunelerin toplanma asamalari

Calismadaki hasta ve kontrol &rnekleri Bezmialem Vakif Universitesi Saglhk
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Tibbi Biyokimya laboratuvarina proje tez ¢calismasi
i¢cin yonlendirilen ¢alisma grubu hasta kanlarindan elde edilmistir. Toplanan 6rnekler

calisma baglamadan hastane yetkilileri tarafinda resmi olarak beyan edilen Hastane
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calisma grubu kani taoplama izni alindiktan sonra gergeklestirilmistir. Ayrica proje
icin etik kurullara ve kurallara uygun sekilde ve hasta mahremiyetine dikkat edilerek
toplanmasi1 saglanmistir. Calisma grubunun numunelerinin toplanmasi islemi
Bezmialem Vakif Universitesi Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 Ana Bilim Dali tarafindan onaylanmustir.

Calisma grublar1 kan 6rnekleri 10-12 saatlik agliktan sonra, yetiskin hastalardan temin
edilmistir. Toplanmas1 amaglanan caligma grublar1 kan tiipleri ile ¢inko ve bakir
parametrelerinin c¢alisilmasi da g6z oniinde bulundurularak, jelsiz biyokimya tiipleri
kullanilmistir. Ayn1 zamanda g¢alismanin nitekilikli olarak sonug¢landirlmasi igin
onemli bir basamagi olan bu agama bilgi islem, kan alma, rutin biyokimya laboratuvari
ve endokrin poliklinigi bolim ve birimleriyle ortak yiiriitiilerek titizlikle
sonuclandirilmistir.

Cinko ve bakir eser elementlerin dogru tayini i¢in jel igerikli sar1 kapakli tiiplerin jel
kism1 eser miktarda ¢inko, bakir ve bazi eser elementler ihtiva ettigi bilindigi i¢in
calismada kullanilmamistir.Bunun yerine jeli olusturan maddeler arasindaki ¢inko ve
bakir, yiiksek rpm santrifiij isleminde eser miktarda da olsa seruma karisip interferans
neden olmaktadir.Sonuglara yansiyacak olan interfere durumu hasta sonucunun netlik
ve kesinlikten sonug tespitini engeleyeceginden tercih edilmemistir.

Boylece calisma gruplarinda jelsiz tiipler 10 mL BD Vacutainer CAT Activator Tube
REF 367896 kirmiz1 kapakl tiipler ¢aligma siiresi boyunca kullanilmistir.

Calisma gruplarinda ¢inko ve bakir parametreleri ic¢in bir adet kirmizi kapakli jelsiz
tiip, hormon parametreleri i¢in ise adet EDTA igerikli sar1 kapakl tiipler titizlikle
kullanilmistir.

Tiroit otoimmiinite antikor testi tayini calisma prensibi geregi tam kan ile
gerceklestiginden dondurulup saklanmasi ve tekrar isleme alinmasi biyokimyasal
yapiyr ve aktivitesini olumsuzu yonde etkiledigi i¢in Ornekler alindiklarin giin
calisilmistir. Bu sebebler dogrultusunda otoimmiinite antikor parametre numunenin
alindig1 giin calisilmis ve kesin tani olarak sonuclandirlmistir. Calisma gruplarinda
kullanilan jelsiz tiipler 10 dk 3000 rpm ile santrifiij islemi yapilmistir. Numunelerin
hormon diizeyi ve biyokimya parametreleri de ayni giin otoanalizér biyokimya
cithazinda kullanilarak sonuglandirilmistir. Bu deneysel calismalar dogrultusunda elde
edilen serum Orneklerinin numaralandirma ile kayit iglemleri yapilip excel
dosyalarinda depolanmistir. Alinan serum 6rnekleri 2ml ependroflara ¢inko ve bakir

parametreleri ¢alismasinin yapilacagi giine kadar -80 °C standart saklama kosullari
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altinda muhafaza edilerek depolanmistir. Tez calismast deneysel caligmalar
yapilacagi giinde 24 °C  oda 1sisinda ¢ozdiiriiliip analiz islemleri yapilmistir. Ayni
standat prosediirler kontrol grubu kriterlerine uyumlu hasta Ornekleri i¢in de

yapilmistir.

3.2 Gereg

3.2.1 Arastirmada kullanilan cihazlar, kimyasallar ve sarf malzemeler

Tablo 3.1: Arastirmada kullanilan cihazlar, kimyasallar, sarf malzemeleri ve

markalari.

Cihaz/Kimyasal

Marka

Otomatik pipetler
Distile su cihazi
Ultra saf su cihazi
Otoklav
Hassas terazi
Santrifiij
Vorteks
Isitic1 blok
Buz makinesi
Buzdolabi (+4°C)
Derin dondurucu (-20°C, -80°C)
pH metre
Manyetik 1siticili karistirict
Orbital ¢alkalayici
Inkiibatorlii galkalayict
Is1l dongleyici (PCR cihazi)
Etiv
Ceker ocak
Yatay jel elektroforez sistemi
pH Metre
Santrifiij
Manyetik Karistirict
Otoanalizor
-80 °C sogutucu
Saf su aritma
Otomatik pipet
Pipet ucu
Cam sarf malzemeler
Vorteks
Jel goriintiileme sistemi

CAPP, Almanya; Eppendorf, Almanya.
Millipore Co., ABD
Sartarius Stedim Biotech, Almanya
Niive Steamart, Tiirkiye
Daihan, Kore
Hettich, Almanya; Niive Steamart, Tiirkiye
Stuart, ingiltere
Denville Scientific, ABD
Scotsman, Italya
Beko, Tiirkiye
Ugur, Tiirkiye; Haier, Cin
Hanna Instruments, ABD
Stuart, ingiltere
Benchmark, ABD
Benchmark, ABD
Bio-Rad, ABD; Sacem, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Vortice, Ispanya
Major Science, ABD
Hanna Hi2211
Niive NF1200R
Stuart CB162
ABBOTT ARCHITECT ¢8000 ve ¢16000
Haier
New Human UP
Gilson, Axypet
IsoLab (5000, 1000, 200, 20 uL)
Isolab
Dlab MX-S
Fusion Fx7, Fransa
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Tablo 3.1 (devam) : Arastirmada kullanilan cihazlar, kimyasallar, sarf malzemeleri

ve markalari.

Cihaz/Kimyasal Marka
Spektrofotometre Schimadzu UV-1800 240V,
Japonya
pH-metre Milwaukee, Mi 151, Rocky
Mount, ABD

Otomatize klinik kimya
analizori
Kuvartz kiivet

Liyofilizator
Sonikator
LB broth ve agar
Ampisilin
Zeocin
Agaroz
Kloramfenikol
Etidyum bromiir
LB broth ve agar
Sodyum dodesil siilfat (SDS)
DNA jel yiikleme boyasi
Absoliit Etanol
Metanol
Izopropanol
Sodyum asetat
Tris bazi
a — ketoglutarik asit
NADPH
B-Nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat
Sodyum kloriir
Bovin Serum Albumin
Tween 20
Glisin
Coomassie blue boyas1 R250
N,N,N’,N2-tetrametileten-
diamin (TEMED)
Hidroklorik asit

Abbott Architect c8000 ve
¢16000i (Illinois, ABD)
ISOLAB Laborgeraete GmbH,
Wertheim Almanya
Labconco, ABD
Qsonica, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Invitrogen, ABD
Invitrogen, ABD
Invitrogen, ABD
EMD Millipore, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
New England Biolabs, Ingiltere
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific, ABD
Interchim, Fransa

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Absoliit Etanol Sigma-Aldrich, Almanya

LB broth ve agar Sigma-Aldrich, Almanya

Ampisilin Sigma-Aldrich, Almanya
Zeocin Invitrogen, ABD
Agaroz Invitrogen, ABD
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Tablo 3.1 (devam) : Arastirmada kullanilan cihazlar, kimyasallar, sarf malzemeleri
ve markalart.

Cihaz/Kimyasal

Marka

DNA jel yiikleme boyasi
Coomassie blue boyas1 R250

Akrilamid

N,N—metilbisakrilamid

New England Biolabs, ingiltere

Interchim, Fransa
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Metanol Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum sitrat Sigma-Aldrich, Almanya
Sitrik asit Sigma-Aldrich, Almanya
Tris baz Sigma-Aldrich, Almanya

Tris HCI Sigma-Aldrich, Almanya
Triton-X 100 Sigma-Aldrich, Almanya
Etilen glikol Sigma-Aldrich, Almanya
Gliserol Sigma-Aldrich, Almanya
ProClin 900 Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum azid Sigma-Aldrich, Almanya
[zositrat Sigma-Aldrich, Almanya
Magnezyum kloriir Sigma-Aldrich, Almanya
Magnezyum siilfat Sigma-Aldrich, Almanya

Mangan siilfat
Mangan klortir

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya

Tergitol Sigma-Aldrich, Almanya
Aseton Sigma-Aldrich, Almanya
Teepol Sigma-Aldrich, Almanya
Tween-80 Sigma-Aldrich, Almanya
Gliserol Sigma-Aldrich, Almanya
Etanolamin Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum stilfat Sigma-Aldrich, Almanya
Potasyum kloriir Sigma-Aldrich, Almanya
Kalsiyum klortir Sigma-Aldrich, Almanya

Potasyum bikarbonat
Potasyum fosfat
Lityum klorid
YPD Broth
Yeast nitrogen base
Yeast ekstrat

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Bio Base, ABD
Invitrogen, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya

Trypton Sigma-Aldrich, Almanya
Etilendaiamintetraasetik asit . .
(EDTA) Sigma-Aldrich, Almanya

Amonyumpersiilfat (APS) Sigma-Aldrich, Almanya

3.3 Arastirmada Kullamilan Kitler ve Calisma Prensipleri

Calisma gruplar1 serumlari icin ARCHITECT ¢16000 otoanalizorii ile uyumlu Abbot
Diagnostic Ol¢tim kitleri kullanilirken; ¢inko-bakir parametreleri ve standartlari igin

Mega Tip Rel Assay Diagnostic tam otomatize dl¢iim kitleri kullanilmistir.
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Hormon testi diizeyi tayini i¢in kemiluminesans immiin 6l¢iimii prensibiyle ¢alisan
otamatize ticari kitler kullanilarak sonuglar belirlenmistir.

Cinko element diizeyi otomatize klinik kimya analizoriinde kolorimetrik 6lgiimle 548
nm’de hesaplanarak sonuglar tespit edilmistir. Bunun beraber 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(N-nprofil-N-3-sulfoprofilamino) fenol (5 BrPAPs), ¢inkonun selatorii
olup, kirmizi-menekse renk olusumunu izlenmistir. Calisma gruplar1 6rneklerinde
¢inko Ol¢limlerinden Once, otoanalizore kalibrator ve kontrol standartlar1 tanimlama
islemleri yapilmistir.

Bakir diizeyi tespiti i¢in, kolorimetrik yontemle otoanalizorde 6l¢giilmektedir. Bakirin
selatori ~ 4-(3,5-Dibromo-2piridilazo)-N-etil-N-(3-sulfoprofil)anilin ~ (3,5-DiBr-
PAESA) olup, 572 nm’de mavi rengini izlenmistir. Serum veya Plazmadaki bakir
diizeyinin Ol¢iimiinden Once bakir kiti icin kalibratér ve kontrol standartlari

uygulanmistir.

3.4 Arastirma Istatiksel Analizi

Veri sonuglar1 IBM SPSS Statistics v.22.0 windows programiyla analiz edilerek
sonuclar elde edilmistir. Degiskenler arasi iligki i¢in Pearson korelasyon kat sayisi
dikkatealinarak hesaplanmistir. Istatiksel analizlerde dikkate aliman p<0.05 olup,
istatistiksel anlamli olarak kabul edilerek bulgular sonuglandirilmistir. Dagilimin
homojenligi Kruskall-Wallis testi ile sonuglar tespit edilmistir. Elde edilen verilerin
analizinde non-parametrik testler uygulanmasi ¢alismamin 6zgiinliigii bakaiminda
Onem arz ettigi icin tercih edilmistir. Calismada yer alan ii¢ grup arasi karsilastirmada
anova tek yonlii varyans analizi yapilarak elde edilmistir. Caligmaya dahiil edilen
gruplar arasi ortalama degerlendirmesi paired-t testi ile degerlendirilmis ve ortanca
+SD hesaplamasi yapilarak veriler elde edilmistir. Ayni zamanda ii¢ grup arasi
karsilastirma pairwise anova testi ile isleme bulgular tespit edilmistir. Calisma
grublarinda yer alan yas ve cinsiyetin parametreler lizerindeki etkisini ihmal etmek

icin kovaryans analizi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

Calismada FT3, FT4, TSH, Anti-TPO, Anti-Tg, TSI, AST, ALT, LDH, CK, Zn, Cu,
TOS, TAS, GLDH, IDH, KATALAZ, NTHIOL, TTHIOL, MDH, MPO seviyeleri
degerlendirildiginde 54 Graves ve 54 Hashimato hasta grubu olmak iizere toplam 108
kisi anlamli ortanca ve korelasyon bulundugu tespit edilmistir. Bu dogrultuda
demografik degerlendirme dikkate alindiginda, bireylerin genel yas ortalamasi 44
+13,85 olarak saptanmistir. Buna gore hastalarin yas ortalamasi 44,5 £13. Olarak tespit
edilmistir. Calismadaki ¢aligmada yer alan hastalarin yas ortalama degerlerinin korele
olmasi analizler, degerlendirmeler ve Oneriler agisindan anlamli olmustur.

Graves hasta grubunda TAS seviyesi ile ¢inko ve izositrat dehidrogenaz enzim
aktivitesi negatif korelasyon gostererek anlamli goriiliirken (sirasiyla r:-0.374;
p:0.005, r: -0.398, p:0.005) glutamat dehidrogenaz ile pozitif korelasyon gozlenmistir
(r:0.423, p:0.002). Graves hasta grubunda 6nemli tan1 parametresi olan Anti Tg ile
bakir arasinda yiiksek seviyede pozitif korelasyon anlamli (r: 0,163; p:0.000)
gbzlenmistir. Ayrica karaciger bobrek kaslarda 6nemli belirteg olarak bilinen ALTve
AST serum aktiviteleri kontrol grubundan 6nemli derecede yiiksek olup enzimleriyle
GLDH , IDH ve MDH positif anlamli korelasyon ( sirastyla GLDH r:0,577; p :0.000,
IDH r:0,301; p: 0.006, MDH r:0,399; p: 0.008) goriilmiistiir. Bununla beraber vuciitta
hemen her hiicrede tespit edilen LDH enzim ile oksidatif parametleri olan TAS, TOS
(TAS r:-334; p:0.004, TOS r:302; p:0.007) anlaml1 negatif korelasyonu boylece LDH
enzim ile Kreps dongiisii enerji metabolizmasinda 6nemli rol oynayan enzimleri olan
IDH, MDH, (IDH r:0,356; p:0.002, MDH r:0,608; p:0.000, Katalaz r:0,532; p:0.000)
ile oksidatif stress parametleri TOS, MPO, total thiol, Native Thiol ve antioksidan
Katalaz ile pozitif ve negatif anlamli korelasyon (TOS r: 0,646; p:0.000, MPO r:0,674;
p:0.000, TTHIOL r:0,377; p:0.008, Native Thiol r:0,774; p:0.000 )goriilmiistiir. Ayn1
hasta grubunda malat dehidrogenaz enzim aktivitesi ile myeloperoksidaz enzim
aktivitesi arasinda pozitif korelasyon ve anlamli bir iliski gdzlenmistir (1:0.383,

p:0.004). Hasta ve saglikli kontroller arasinda MDH, TTHIOL, NTHIOL, GLDH, CU
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seviyesi yiiksek derecede anlamli olarak farkli bulundu (p<0.001). Ayrica hasta ve
saglikli kontroller arasinda IDH enzim aktivite diizeyleri anlamli olarak farkli bulundu.
Tiim sonuglar1 degerlendirdigmizde hem oksidatif stress, antioksidan enzimlerinin,
krebs dongiisii enzimlerinin ve karaciger enzimleinin degerlerinin korele olmasi
analizler, degerlendirmeler ve Oneriler acisindan anlamli sonuglar elde ettigmizi
desteklemistir. Boylece elde edilmis olan her parametre arasindaki anlamli korelasyon
sonucu oksidan/antioksidan dengesi; serbest radikallerin hiicrede birikmesi oksidatif
strese ve hiicresel hasarla sonuglanmasi ve hiicre reaktif oksijen tiirlerinde artisin
hipertriodi ve otoimmun hastalik olan graves hastaligi gibi birgok hastaliklarin
patogenezinde rol oynadig1 bilgisine ulasilmistir. Graves hastalarinda hiicresel hasari
onlemedeki rolii siirekli olarak arastirilmasinda 6nemli oldugunu gdstermektedir.

Pairwise Comprasions of Groups

Kontrol
92.50

Graves
83,00

Sekil 4.1: Serum ¢inko seviyeleri ortanca degerinin gruplar arasinda karsilagtirmasi.

Hasta ve saglikli kontroller arasinda IDH enzim aktivite diizeyleri anlamli olarak farkli
bulundu (p<0.001).

Pairwise Comprasions of Group

KEomntrol
3.00
3

— Craves
T 4,00
]

Sekil 4.2: Serum IDH aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilastiriimasi.
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Pairwise Comparisons of GRUP

Kontrol
BE.41

Sekil 4.3:Serum MDH aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilagtirilmasi.

Pairwise Comparisons of GRUP

trol

Komn
13102

Sekil 4.4: Serum TAS aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilastiriimasi.
Pairwise Comparisons of GRUP

Kontrol
115.65

Graves
56.78

Sekil 4.5 : Serum TOS aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilastirilmasi.
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Pairwise Comparisons of GRUP

ontrol
8.64

Graves
115.87

Sekil 4.6: Serum GLDH aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilastirilmasi.

Pairwise Comparisons of GRUP

ontral
19.75

Graves
B86.24

Sekil 4.7: Serum CU aktivite diizeyleri ortanca degerlerinin karsilastirilmasi.

Bu aragtirmada yer alan hashimato hasta grubunda AST, ALT ve LDH ile TAS, TOS,
KATALAZ anlamli positif ve negatif (AST r: 0,670; p:0.000, LDH r:0,570; p:0.000,
TASr:0,354;p:0.009,TOS,r:0,778;p:0.000,KATALAZ r1:0,566; p:0.000)korelasyon
gbzlemlenmistir.

Hashimato hastlarinda IDH, GLDH, MDH ile ALT, AST, LDH yiiksek seviyede
anlamli korelasyon (IDH r:0,345; p:0.000, GLDH r: 0,607; p:0.000, MDH r:
428p:0.001, ALT r: 667p:0.000, ASTr: 345 p:0,003, LDH 1:486 p:0.000) bulunmustur.

Tablo 4.1: Hashimoto hasta grubu korelasyon degerlendirmesi.

ALT AST LDH IDH MDH GLDH
ALT 1 0,570** 0,315** 0,667*  0,428** 0,499*
AST  0,570** 1 0,590**  0,345** 0,425** 0,778**
LDH  0,315** 0,590** 1 0,486** 0,425** 0,607**
IDH 0,667** 0,345** 0,486** 1 0 0,504**
MDH 0,428** 0,425** 0,425** O 1 0
GLDH 0,499** 0,778** 0,607** 0,507 O 1
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Pairwise Comparisons of GRUP
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Sekil 4.8: Serum MDH aktivite diizeyleri korelasyon degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.9: Hashimato hasta grubu MDH ortanca degerlendirmesi
Pairwise Comparisons of GRUP
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Sekil 4.10: Serum IDH aktivite diizeyleri korelasyon degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Pairwise Comparisons of GRUP
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Sekil 4.11: Serum GLDH aktivite diizeyleri korelasyon degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.12: Hashimato hasta grubu CU ortanca degerlendirmesi
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Sekil 4.13: Serum GLDH aktivite diizeyleri korelasyon degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Tiroit foksiyon bozuklugu hastaliklarinda ve otoimmune Graves ve hashimato hasta
profileri ile bu calismada analizlerle ortiisen ve literatiirdeki veriler ilede destkelnerek
sonuglar  saglanmistir. Bu  sonuglara  dogrultusunde  genel  ortalama
degerlendirilmesinde Graves ve Hashimato hastalariin, ortanca ve korelasyon normal
olan kontrol grubuna gore ileri yiiksek degerler olmasi anlamlit ALT, AST, LDH ile
anlamli MDH, IDH, GLDH korelasyon oldugu saptanmisve bulgularlada
desteklenmistir.

Ek olarak caligma grubu ve kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamlilikta MDH,
IDH, GLDH, CU,ZN seviyelerinde yiikseklik varken ALT,AST,LDH seviyeleri
dusiktir. ALT, AST, LDH hemde MDH, IDH,GLDH,CU,ZN benzer etki
gostermesindeki fonksiyonu ve mitokondri sayisinin artmasina katilmasinin bu
neticelere sebep oldugu literatiir c¢alismalariylada desteklenmektedir. Yapilan
literatiire verileri ve galismamiz sonucunda elde edilen analiz sonuglar dogrultusunda
Graves ve Hashimato hastalarda onemli seviyede MDH, IDH, GLDH, CU, ZN
yiiksekligi 6n plana c¢ikarken, kontrol hastalarinda anlamli ALT, AST,LDH
diistikliigliniin  6nemli tanm1 belirtegleri oldugunu desteklemktedir. Graves ve
Hashimato hastalarinda ise ALT, AST, LDH diistikliigii ve MDH, IDH, GLDH,
CU,ZN yiiksekligi dikkate deger bir sekilde netlik kazanan bulgular saglamaktadir.
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5. TARTISMA

Biz bu caligmada Gravesve Hashimato hastalari ile Gtiroidik saglikli control grubu
arasinda eser elementlerden ¢inko ve bakir, TCA sikliisii enzmlerinden malat
dehidrojenaz, izositrat dehidrojenaz ve glutamat dehidrojenaz enzim aktivitelerini ve
oksidatif durum degerlendirmesi amaciyla da total antioksidan status (TAS), total
oksidan status (TOS) seviyeleri arasinda anlamli fark olup olmadigini arastirmay1
amagladik.

Bulgularimiza gore kontrol grubuyla hastalarin serum c¢inko seviyeleri anlamli
derecede farkliydi. Cinkonun tiroid hormon metabolizmas: iizerinde deiyodinaz
enzimlerinin aktivitesini, tirotropin salgilatict hormon (TRH) ve tiroid uyarict hormon
(TSH) sentezini diizenleme, tiroid hormone sentezinde gorevli transkripsiyon
faktorlerinin sentezlenmesi, modiile ederek tiroid hormonlarinin metabolizmasinda
onemli bir rol oynar [107]. Bu sebeple Tiroid hormone diizeyi yiiksek olan Gravesve
hashimato hastalarinda bu eser elementin seviyesi kullanima bagli diisecektir.

Bizim bulgularimiza gore hasta ve saglikli gruplar arasinda serum IDH enzim
aktivitesi farkliydi. Czyzewska ve arkadaslarinin ratlar lizerinde yaptig1 ¢alismada
bizim bulgularimizin aksine hipotiroidinin karaciger ve kalp dokusunda IDH enzim
aktivitesinde artisa sebep oldugu gosterilmistir. Tiroid hormone replasmani ile bu
seviyenin distiigii bildirilmistir [107,108].

Preklinik donemdeki kontrollerin tiroid ve otoimmune hastaliklar1 komplikasyonlarini
ve erken 6liim riski durumunu azaltabilecegi yapilan literatiir ¢aligmalart verileri ile
desteklemktedir. Bu anlamda kisilerin ALT, AST, LDH, Anti-TPO, Anti-Tg, TSI ve
TAS, TOS MDH, IDH, GLDH, CU, ZN parametrelerini rutin bir sekilde takip
ettirmelerinin dnemi saptanmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda tiroid ve otoimmune erken tani donemindeki hastalarin
erken tedavi edilmesi, 6nemli bir halk saglig1 problemi olan otoimmune hastaliklarin
maliyetleri de diisiirecegi tespit edilmistir. Otoimmune hastaliklarin diinya genelinde
artan prevelansi diisliniildiigiinde, hastaligin olusum 6ncesi belirti ve sinyallerini ifade

eden ALT, AST, LDH, Anti-TPO, Anti-Tg, TSI ve TAS, TOS MDH, IDH, GLDH,
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CU, ZN fiizerine daha fazla arastirma yapilmasi literatiire ¢aligmalarinda ileri doniik
tan1 tedavi takip diger metabolik hastaliklarla olan anlamli kolerasyonu ve onemli
molekiiler belirte¢ aday1 olmalar1 géz Oniine alinarak bilime ve canli yasaminin
devamliligi konusunda 6nemli adimlar atilmasina ve degerli ¢alismalar yapilmasina

oncelik olusturacak arastirmalar niteligini tasimaktadir.
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